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Из клеток Serratia marcescens выделена и секвенирована новая плазмида pSM22. Плазмида pSM22
состоит из 43190 п.н., имеет средний GC-состав 58% и содержит 31 открытую рамку считывания, ко-
торые образуют модули репликации, конъюгации, стабильности, а также адаптивный модуль.
Модуль репликации представлен сайтом начала репликации лидирующей цепи плазмиды, сайтом
терминации репликации (terC), генами repA (=repA1) и repA4, а также последовательностью copA,
кодирующей антисмысловую РНК (асРНК). Эти структуры функционально объединены в составе
репликона FII (группа несовместимости IncFII). Значительные отличия репликона FII от канони-
ческих R-плазмид R1 и NR1 (=R100=R222) позволили предположить, что плазмида pSM22 обладает
репликоном FII нового подтипа. Модуль конъюгации состоит из 13 генов, обладающих высоким
сходством с генами, ответственными за конъюгацию плазмиды F. Сравнительный геномный анализ
выявил сходство структуры модулей конъюгации pSM22 и F. Наличие трех консервативных моти-
вов в релаксазе (TraI) pSM22 позволило классифицировать эту плазмиду по системе конъюгации
как представителя типа MOBF клады F12. Модуль стабильности состоит из генов resD и parA, кото-
рые отвечают за разрешение мультимерных форм плазмиды и ее последующую сегрегацию между
дочерними клетками. Адаптивный модуль содержит гены секреции и процессинга микроцина H47
(MccH47) и УФ-устойчивости. Мозаичная структура pSM22, а также редукционный путь эволюции
ее модулей указывают на высокую геномную пластичность бактерий рода Serratia. Анализ орга-
низации модулей pSM22 проясняет эволюционные взаимоотношения среди плазмид группы
IncF/MOBF12 у бактерий семейства Enterobacteriaceae и открывает перспективы дальнейших срав-
нительных геномных исследований плазмид бактерий рода Serratia.
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ВВЕДЕНИЕ
Плазмиды – это внехромосомные молекулы

ДНК, способные к автономной репликации. По-
средством горизонтального переноса плазмиды
обеспечивают прокариотам адаптивные преиму-
щества в изменяющихся условиях окружающей
среды [1]. В число этих преимуществ входят
устойчивость к антибиотикам [2], солям тяжелых
металлов [3], способность к деградации ксено-
биотиков [4, 5], что привлекает к плазмидам не-
ослабевающее внимание.

Существенный прогресс в технологиях секве-
нирования позволил значительно увеличить ко-
личество полностью секвенированных плазмид
[6]. В свою очередь, это дало возможность прово-
дить сравнительный геномный анализ, просле-

живать распространение плазмид в различных
таксонах прокариот, определять направления эво-
люции и разрабатывать новые системы классифи-
кации [7, 8]. Ранее были секвенированы полные
нуклеотидные последовательности и проведен
сравнительный геномный анализ многих плазмид
бактерий семейства Enterobacteriaceae. Подробно
описаны плазмиды бактерий родов Klebsiella [9],
Salmonella [10, 11], Escherichia [12] и др.

Широко распространенные бактерии рода
Serratia относятся к семейству Enterobacteriaceae.
Они могут вызывать заболевания человека, жи-
вотных и насекомых [13, 14], а также быть сим-
бионтами растений [15]. Представители этого ро-
да характеризуются пластичностью, что позволяет
им занимать различные ниши в окружающей среде
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[16], в значительной степени благодаря плазми-
дам. Например, некоторые плазмиды определяют
устойчивость Serratia к антибиотикам [17, 18], дру-
гие отвечают за биодеградацию сырой нефти [19].
Однако особенности строения модулей плазмид
Serratia и их эволюция еще недостаточно изучены.

Нами выделена и секвенирована новая плаз-
мида группы IncF/MOBF12 бактерий рода Serratia,
содержащая гены контроля УФ-устойчивости, с
позиций концепции модульного строения прове-
ден ее сравнительный геномный анализ. Определе-
ны модули репликации, конъюгации, стабильности
и адаптивный (“грузовой”) модуль. В составе адап-
тивного модуля выявлены области, содержащие ге-
ны контроля SOS-ответа, процессинга, секреции
микроцина H47 и другие. На основе сравнительно-
го анализа последовательности белка релаксазы
TraI показано филогенетическое родство pSM22 с
другими плазмидами группы несовместимости
IncFII разных представителей семейства Enterobac-
teriaceae. Выявлены значительные структурные из-
менения репликона, которые, вероятно, указывают
на появление нового подтипа внутри группы FII.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объекты исследования. В работе использованы
следующие бактериальные штаммы: Serratia mar-
cescens 22S (=B-6493) (коллекция УИБ УФИЦ
РАН) и Escherichia coli DH5B. Штамм 22S был вы-
делен из загрязненных ксенобиотиками почв
г. Уфы. Частичная последовательность гена 16S
рРНК штамма 22S депонирована в базу данных
GenBank под номером KY563745.

Получение препаратов плазмидной ДНК. Плаз-
мидную ДНК (плазмида pSM22 и векторы биб-
лиотеки клональных вставок) выделяли по мето-
ду Birnboim H.C. и Doly J. [20] с незначительными
модификациями.

ПДРФ-анализ проводили по результатам гель-
электрофореза в 1%-ном агарозном геле. Плазмиды
расщепляли эндонуклеазами рестрикции KpnI,
EcoRI, HincII, PaeI, SalI и HindIII. Реакцию прово-
дили в течение 2 ч при температуре 37оС согласно
рекомендациям производителя (“Promega”, США).

ДНК плазмиды pSM22 обрабатывали ультра-
звуком при 22 кГц на приборе УЗДН-2Т (“Ака-
демприбор”, Украина). Ультрализат очищали от
посторонних примесей при помощи электрофо-
реза в 0.8%-ном легкоплавком агарозном геле
(“Promega”, США) в Трис-ацетатном буфере (ТАЕ),
согласно стандартной методике [21]. Полосу фраг-
ментов ДНК размером от 3 до 5 т.п.н. выделяли с
помощью набора реактивов Wizard PCR Preps
(“Promega”) в соответствии с рекомендациями
производителя. Качество препаратов оценивали с
использованием спектрофотометра SmartSpec

3000 (“BioRad”, США) по соотношению погло-
щения при длинах волн 260 и 280 нм (А260/А280).

Фрагменты плазмиды pSM22 клонировали в
вектор pGEM®-3zf(+) (“Promega”). С этой целью
плазмидную ДНК обрабатывали смесью ДНК-
полимеразы фага Т4, ДНК-киназы фага Т4 и ДНК-
полимеразы I E. coli (все “Fermentas”, США) для до-
страивания концов. Для лигирования фрагментов
плазмиды pSM22 5 мкг вектора обрабатывали эндо-
нуклеазой рестрикции Ecl136II (“Fermentas”). К
полученному гидролизату добавляли щелочную
фосфатазу CIAP (“Fermentas”). Затем препарат
линеаризованного дефосфорилированного век-
тора переосаждали этанолом, разводили до кон-
центрации 10 нг/мкл в буфере ТЕ (50 мМ Трис-
HCl, pH 8.0, 1 мМ EDТА) и хранили при –20°С.
Лигирование проводили в 20 мкл лигазной смеси
следующего состава: 1× Т4-ДНК-лигазный буфер
(30 мМ Трис-HCl pH 7.8, 10 мМ MgCl2, 10 мМ ди-
тиотреитола (ДТТ), 1 мМ АТР, 5% полиэтилен-
гликоля (ПЭГ6000)); 50 нг вектора pGEM®-3zf(+)
(“Promega”), 3 ед. акт. Т4-ДНК-лигазы, 20 мкг фраг-
мента ДНК. Смесь тщательно перемешивали и
инкубировали в течение 1 ч при 25°С.

Секвенирование клональных вставок библиоте-
ки случайных фрагментов плазмидной ДНК вы-
полняли по методу Сэнгера [22] с использовани-
ем набора реактивов Big Dye Terminator v.3.1
(“Applied Biosystems”, США) на автоматическом
секвенаторе ABI PRIZM 3730 (“Applied Biosyste-
ms”) и универсальных плазмидных праймеров
M13F и M13R. Чтение проводили с обоих концов
клональной вставки.

Сборку и анализ последовательностей отдель-
ных чтений осуществляли при помощи про-
граммного пакета Phred/Phrap/Consed software
(http://cmgm.stanford.edu/help/manual/software/
sequence/phred-phrap.html). Аннотацию последо-
вательности плазмиды проводили с помощью
NCBI ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
orffinder). Выравнивание нуклеотидных и амино-
кислотных последовательностей выполняли в
программе BioEdit [23]. Филогенетический анализ
проводили в программе MEGA7 [24] с помощью
метода ближайших соседей [25]. Статистическую
значимость ветвления определяли с использова-
нием бутстреп-анализа 1000 альтернативных дере-
вьев [26], а эволюционные расстояния – с исполь-
зованием поправки Пуассона [27].

Полная последовательность плазмиды pSM22
депонирована в базу данных GenBank под номе-
ром HQ896493.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Структура и особенности плазмиды pSM22

Препарат ДНК, выделенный из клеток штам-
ма 22S, для предварительного определения длины
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плазмиды подвергли ферментативному гидроли-
зу с использованием эндонуклеаз рестрикции
KpnI, EcoRI, HincII, SalI и HindIII. В качестве
маркера молекулярных масс использовали ДНК
фага λ, гидролизованного HindIII. Выявлены
сайты рестрикции всех эндонуклеаз за исключе-
нием HindIII (рис. 1а). Последующий ПДРФ-
анализ, выполненный в программе Plasmid, позво-
лил установить ее длину ~43 т.п.н. Размер pSM22,
уточненный после полного секвенирования, со-
ставил 43190 п.н. (средний GC-состав – 58%)
(рис. 1б).

За начало кольцевой последовательности
pSM22 принят первый нуклеотид уникального
сайта эндонуклеазы AvrII (CCTAGG). Аннотация
последовательности позволила выявить 31 воз-
можную ОРС, из которых 19 транскрибируются с

лидирующей, а 12 с отстающей цепи ДНК (табл. 1).
Большинство из них кодируют белки с известны-
ми функциями, представленные в базе данных
UniProtKB/Swiss-Prot, или имеют консерватив-
ные домены. Среди них белки, ответственные за
репликацию (Rep), конъюгативный перенос (Tra),
сегрегацию (Par), рекомбинацию и транспозицию,
а также ряд белков системы секреции микроцина
H47 и УФ-резистентности (табл. 1). В заключение
следует отметить, что другие плазмиды в штамме
S. marcescens 22S не обнаружены.

Модуль репликации

Структуру модуля образуют гены и регулятор-
ные элементы, необходимые для процесса ре-
пликации. Функционально они образуют единый

Рис. 1. Структура плазмиды pSM22. а – Электрофореграмма продуктов расщепления ДНК плазмиды эндонуклеазами
рестрикции. 1 – Маркер молекулярных масс GeneRuler™ (“Thermo Scientific”, США), 2 – KpnI, 3 – EcoRI, 4 – HincII,
5 – SalI, 6 – λ/HindIII, 7 – препарат нативной ДНК плазмиды (суперскрученная и линейная формы). б – Карта плаз-
миды pSM22 с указанием расположения сайтов соответствующих эндонуклеаз. Стрелками указаны размер и располо-
жение открытых рамок считывания (ОРС) в составе плазмиды. Разными цветами и типом линий выделены ОРС, от-
носящиеся к различным модулям.
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репликон, на основе которого плазмиды класси-
фицируют по группам несовместимости. Анализ
ОРС плазмиды выявил ген repA (=repA1) (29126–
30226), что определило присутствие структур мо-
дуля репликации на данной цепи плазмиды и
позволило рассматривать эту цепь как вероятную
лидирующую, а другую, соответственно, как от-
стающую. Аминокислотная последовательность,
кодируемая геном repA, содержала аминокислот-
ные остатки и мотивы, характерные для консер-
вативного домена белков семейства IncFII RepA
(рис. 2).

Это дало основания анализировать структуру
модуля репликации pSM22 с позиции поиска
структурных элементов, характерных для репли-
кона типа FII. При проведении сравнительного
анализа в качестве прототипов использовали
плазмиды NR1 (=R100=R222) (DQ364638) и R1
(KY749247), имеющие значительный уровень
сходства между собой, а также единую и хорошо
описанную структуру репликона данного типа
[28]. Стоит упомянуть, что NR1 это трансмиссив-
ная R-плазмида размером 94.5 т.п.н., несущая ряд
генов устойчивости к различным антибиотикам.
Эта плазмида стала архетипом большого числа
сходных R-плазмид [29]. В составе репликона ти-
па FII выделяют следующие ОРС: repA2 (ген
copB), repA3, repA6 (ген tap), repA1 (=repA) и repA4.
На противоположной цепи плазмиды между
repA2 и repA6 находится короткая (91 п.н.) после-
довательность copA, кодирующая антисмысловую
РНК (асРНК) CopA. Также между ОРС repA1 и re-
pA4 выделяют область начала репликации ori
(89865–90013). При этом ОРС repA3 и repA4 не
имеют определенной функции и не транскриби-
руются [29, 30]. На лидирующей цепи плазмиды
pSM22 обнаружен не только ген repA, но также
сильно редуцированный ген repA4. Кроме того,
мы обнаружили copA на отстающей цепи плазми-
ды (29085–28994). Однако в составе репликона
отсутствовали рамки repA3 и repA6 (ген tap)
(рис. 1б). Предполагаемая область ori между repA
и repA4 не имела высокого уровня сходства с ori
плазмид R1 и NR1. Тем не менее, идентифициро-
ван in silico возможный сайт начала синтеза лиди-
рующей цепи (3'-GCTCCCTACCCTAT-5') дли-

ной 14 п.н., имеющий 71% сходства с этим сайтом
плазмиды R1. Обычно в пределах репликона типа
FII содержатся сайты терминации репликации
(terC) [31]. В репликоне плазмиды pSM22 иденти-
фицировано вероятное расположение одного из
сайтов (30801–30814). При этом установлено, что
последовательность этого сайта отличалась от R1
и NR1 заменой единственного нуклеотида, а уро-
вень сходства составил 93%.

Таким образом, присутствие основных струк-
турных элементов, характерных для плазмидных
репликонов типа FII, позволило классифициро-
вать pSM22 как плазмиду группы несовместимо-
сти IncFII. Однако полученные результаты ука-
зывают на значительные структурные изменения
в репликоне pSM22, отличающие его от канони-
ческих плазмид R1 и NR1.

Модуль конъюгации

Модуль конъюгации плазмиды pSM22 пред-
ставлен группой генов, кодирующих совокуп-
ность белков, ответственных за реализацию про-
цесса конъюгативного переноса данной плазмиды
(Tra-белки). Всего этот модуль насчитывает 13
ОРС, которые располагаются на лидирующей цепи
плазмиды. Аминокислотные последовательности,
кодируемые этими ОРС, содержат консервативные
мотивы доменов, характерных для Tra-белков, а
ближайшие гомологи в базе данных Uni-
ProtKB/Swiss-Prot найдены среди генов tra-оперо-
на плазмиды F (табл. 1). Известно, что данная плаз-
мида, называемая также F-фактор, длиной чуть бо-
лее 99 т.п.н. (номер AP001918 в GenBank), содержит
полный набор генов, необходимых для осу-
ществления конъюгации. Всего в tra-опероне
плазмиды F насчитывается 37 генов. Сравнение
генов tra-оперонов плазмид F, R1 и NR1 c генами
модуля конъюгации pSM22 показало, что уровень
сходства между ними составляет 56, 58 и 57% со-
ответственно. При этом стоит отметить, что плаз-
мида F имеет репликон типа FI в отличие от репли-
кона типа FII плазмид R1, NR1 и pSM22. Также вы-
явлена необычная структура модуля конъюгации
плазмиды pSM22. В частности, среди генов, вовле-
ченных в процесс конъюгации, отсутствуют такие

Рис. 2. Аминокислотные мотивы в составе консервативного домена белка RepA плазмиды pSM22 (выделены черным),
характерного для белков семейства IncFII RepA (pfam02387), согласно web-интерфейсу CD-Search (ресурс NCBI) для
поиска в базе данных Conserved Domain Database (CDD).

pSM22
pfam02387

pSM22
pfam02387

pSM22
pfam02387

(85)
(49)

(164)
(125)

(235)
(205)

(163)
(124)

(234)
(204)

(304)
(262)



606

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 4  2019

ЯСАКОВ и др.

важные гены, как finO, trbh, traT, trbF, trbJ, artA, trbA,
trbE и полная группа генов от traC до traM, распо-
ложенных с 5'-конца последовательности плаз-
миды. (рис. 3). Указанные гены ответственны за
образование поры спаривания (Mpf) и критиче-
ски необходимы для процесса конъюгации [32].
Следует отметить, что в плазмиде pSM22 нам так-
же не удалось обнаружить потенциальную об-
ласть инициации переноса oriT. В плазмиде F эта
область находится за геном traM, определяя, в том
числе и начало модуля конъюгации. Кроме того,
сравнительный анализ модулей конъюгации
плазмиды F и pSM22 выявил области различной
степени сходства – от 66 до 100%.

Один из важнейших генов – traI, кодирующий
релаксазу, представлен в pSM22 в редуцирован-
ном (4284 п.н.) с 3'-конца виде. Между тем ами-
нокислотная последовательность релаксазы мо-
жет служить критерием классификации системы
конъюгативного переноса [33] плазмиды pSM22.
В белке TraI, кодируемом pSM22, идентифициро-
ваны три мотива, характерных для плазмид се-
мейства MOBF. Внутри этого семейства плазмида
pSM22 классифицирована нами как представи-
тель клады F12 (рис. 4б). Для установления взаи-
моотношений между известными представителя-
ми клады F12 семейства MOBF и плазмиды pSM22
проведен их филогенетический анализ с использо-
ванием аминокислотных последовательностей ре-
лаксазы TraI. На рис. 3 представлено филогенетиче-
ское древо последовательностей релаксаз MOBF12, а
также консервативные мотивы в их составе. Ре-
зультаты филогенетического анализа указывают
на то, что релаксазы, кодируемые плазмидами
pSM22 и F, произошли от общего предка. Релак-
саза pSM22 дивергировала значительно раньше,
чем релаксазы плазмид R100 и pSLT, образующих
единый кластер с F. Тем не менее, все они сохрани-
ли консервативные аминокислотные мотивы се-
мейства MOBF12. Примечательно, что хотя консер-
вативные мотивы релаксазы плазмиды pENTE01
отличаются от других родственных белков един-
ственной заменой валина на изолейцин (V → I) в
третьем мотиве (рис. 4б), на филогенетическом
дереве она располагается скорее в качестве внеш-
ней группы. Этот факт указывает на высокую кон-

сервативность функционально важных амино-
кислотных мотивов релаксаз этой группы по
сравнению со всей последовательностью белка.

Результаты анализа строения модуля конъюга-
ции pSM22 позволяют сделать вывод о “классиче-
ской” архитектуре tra-генов, характерной для F-по-
добных плазмид подгруппы A группы MOBF12 [8].
Таким образом, на основании изучения строения
модулей репликации и конъюгации плазмида
pSM22 отнесена к группе IncF/MOBF12.

Модуль стабильности

Гены модуля стабильности отвечают за разре-
шение плазмидных мультимеров резольвазами и
равномерное распределение (сегрегацию) плаз-
мид в каждую из дочерних клеток (Par) при деле-
нии материнской клетки. Система разрешения
мультимерных форм плазмиды pSM22 представ-
лена геном resD (38365–39108), кодирующим ре-
зольвазу (D-белок). По результатам BLAST-поиска
в базе данных UniProtKB/Swiss-Prot установлено,
что наибольшей степенью сходства с белком-про-
дуктом гена resD обладают D-белки плазмид
pColBM-Cl139 и F, выполняющие функцию сайт-
специфической резольвазы и репрессора тран-
скрипции [34]. Возможная последовательность
rfsF – сайта рекомбинации мультимеров pSM22,
обладает 75%-ным сходством с rfsF плазмиды
pColBM-Cl139 [35]. Анализ ОРС плазмиды
pSM22 позволил выявить ген parA (39280–39903),
кодирующий АТРазу ParA. Эта ATPаза содержит
домены, характерные для ParA-подобных белков.
Известно, что ParA вместе с плазмидным сайтом
распределения parS и связывающимся с ним бел-
ком ParB образуют систему ParA-опосредованного
распределения [36]. Однако в составе плазмиды не
обнаружено ни гена parB, ни сайта parS (рис. 1б).

Полученные результаты указывают на некон-
тролируемое распределение pSM22 между дочер-
ними клетками. Однако плазмида имеет все эле-
менты системы разрешения мультимерных форм
плазмидной ДНК, что способствует ее сегрегаци-
онной устойчивости.

Рис. 3. Сравнение молекулярно-генетических структур модулей конъюгации плазмид F и pSM22. Область начала пе-
реноса (oriT) плазмиды F представлена черным прямоугольником. Градациями серого обозначены области различной
степени сходства нуклеотидных последовательностей (67–100%).
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Адаптивный (“грузовой”) модуль

Этот модуль образуют гены, которые могут
быть вовлечены в адаптацию бактерий, а также
те, чья функция остается неизвестной. У pSM22
они разбиты на несколько групп (табл. 1). Первая
группа – гены секреции микроцина H47 (mchE и
mchF), расположенные на лидирующей цепи плаз-
миды pSM22. Эта группа с обоих концов окружена
несколькими новыми IS-элементами – ISSma1 и
ISSma2 (названия присвоены базой данных ISFinder
на основе общепринятых правил), локализованны-
ми на отстающей цепи (рис. 1б). С ее 5'-конца нахо-
дятся два одинаковых ISSma2-элемента семейства
IS91 (наиболее близки к ISVa3), причем их вставка в
pSM22, по-видимому, произошла последовательно
и с наложением друг на друга. А с ее 3'-конца распо-
лагается ISSma1-элемент семейства IS3, состоящий
из двух ОРС – orfA и orfB. При этом аминокислот-
ные последовательности, кодируемые этими
ОРС, наиболее близки к ISKpn37. Интересно, что
рядом с ISSma1 обнаружена ОРС3, кодирующая
транспозазу. Ее ближайший гомолог обнаружи-

вается в составе ISSfl3 семейства IS66. Согласно
информации, представленной в базе данных
ISFinder, IS-элементы этого семейства могут со-
держать три и более ОРС. Однако в плазмиде
pSM22 не обнаружено других ОРС семейства
IS66, кроме ОРС3. Известно, что помимо mchE и
mchF в кластер генов микроцина H47 (MccH47)
обычно входят еще пять генов: mchA, mchB, mchC,
mchD и mchI, расположенных на хромосоме E. coli
[37]. Эти гены не найдены в составе pSM22. Вто-
рая группа включает область плазмиды pSM22
(33926–31108) со средним GС-составом 65%. Она
состоит из трех ОРС, расположенных сразу за мо-
дулем репликации и аннотированных как гены
SOS-системы: recA, umuD и umuC (рис. 1б). Тре-
тью группу составляют четыре ОРС (pSM024–
pSM027) с GC-составом 51, 59, 55, и 41%, соответ-
ственно (рис. 1), гомологи которых не найдены.
Значения GC-состава у них значительно ниже,
чем у других модулей плазмиды, например конъ-
югации (60%) и репликации (61%), за исключе-
нием pSM025 (59%). Это может указывать на
включение данных генов в состав плазмиды из

Рис. 4. Сравнительный анализ релаксазы, кодируемой плазмидой pSM22. а – Филогенетическое дерево аминокислот-
ных последовательностей релаксаз (TraI) pSM22 и других плазмид семейства MOBF12. Масштаб соответствует замене
одного аминокислотного остатка из 10. Цифрами указан показатель статистической значимости порядка ветвления
(%) (значащими признаются значения выше 50), рассчитанной с помощью бутстреп-анализа. б – Консервативные мо-
тивы выровненных аминокислотных последовательностей релаксаз плазмид семейства MOBF12 выделены черным.
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хромосомы бактерии хозяина или другой плазми-
ды посредством рекомбинации. Дальнейший
анализ показал, что эти ОРС кодируют консерва-
тивные домены белков с неизвестной функцией.

Расположение групп генов адаптивного модуля,
а также присутствие IS-элементов указывают на
мозаичную природу pSM22, свойственную боль-
шинству плазмид.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Согласно современным представлениям, струк-

турная организация генов плазмид связана с их
функциональным назначением. Так, все эти гены
можно разделить на несколько групп, которые ло-
кализуются в определенной области плазмиды и
образуют модули  [38]. В некоторых публикациях,
посвященных молекулярной организации плаз-
мид, модули объединяют в сектора так называемых
общих функций поддержания и конъюгации  [39].
Принимая во внимание эти представления, мы
описали плазмиду pSM22 как структуру, в кото-
рой обнаружены модули репликации, конъюга-
ции, стабильности, а также адаптивный модуль.
Модуль, отвечающий за репликацию, обеспечи-
вает само существование плазмиды. Обсуждая
его строение, следует напомнить, что в нем от-
сутствуют важные регуляторные элементы – ген
лидерного пептида tap и ген системы отрица-
тельного контроля репликации copB. Известно,
что белок CopB и асРНК CopA ограничивают
экспрессию repA на транскрипционном и пост-
транскрипционном уровнях соответственно. Бе-
лок CopB осуществляет репрессию транскрип-
ции мРНК гена repA, блокируя его промотор, а
асРНК CopA образует РНК-РНК-дуплекс с го-
мологичной областью мРНК гена лидерного пеп-
тида tap, препятствуя его трансляции. Это, в свою
очередь, блокирует необходимое соединение
мРНК генов tap и repA при трансляции [40]. Эти
данные, а также успешная репликация pSM22 де-
лают очевидным, что приобретенные структур-
ные изменения репликона сняли ограничение на
копийность плазмиды. Таким образом, на основе
строения модуля репликации можно сделать вывод
о том, что функционально базовым репликоном
pSM22 является область длиной около 2000 п.н. от
сайта начала репликации лидирующей цепи
плазмиды до последовательности, кодирующей
асРНК CopA (рис. 1б). Эти выводы подтвержда-
ются результатами [29], согласно которым ген
repA и область ori относятся к элементам, мини-
мально необходимым для осуществления функ-
ции репликации NR1. Очевидно, репликон
pSM22 претерпел значительные изменения в про-
цессе эволюции. Получив полный набор регуля-
торных элементов от общей с NR1 предковой
плазмиды, pSM22 утратила некритические ком-
поненты модуля репликации после многочислен-

ных генных перестроек и под давлением факто-
ров среды. Оставшиеся критические компоненты
эволюционировали в разной степени. Например,
белок RepA сохранил мотивы консервативного
домена. А обнаруженные сайты начала реплика-
ции лидирующей цепи и терминации репликации
(terC) сохранили гомологию с соответствующими
предковыми регуляторными элементами плазми-
ды NR1 на уровне 71 и 93% соответственно, в то
время как область ori изменилась в значительной
степени. Учитывая данные о высокой скорости
эволюции репликонов IncF [41], мы предполага-
ем, что pSM22 может иметь новый подтип репли-
кона типа FII. Однако проверка этой гипотезы
требует отдельного исследования.

Так как в модуле конъюгации отсутствует
больше половины генов, необходимых для нор-
мального переноса плазмиды между бактериаль-
ными клетками, можно предположить, что плаз-
мида pSM22 утратила способность к конъюгации.
Следует отметить, что ряд генов, ответственных
за ту или иную функцию в процессе конъюгации,
может отсутствовать у многих плазмид, при этом
они сохраняют способность к конъюгации [8].
Также нельзя отрицать возможность функцио-
нальной компенсации отсутствия необходимых
генов, путем использования хромосомных генов
бактерии-хозяина. Однако, по-видимому, это не
касается плазмиды pSM22, утратившей слишком
большое число критически важных генов (напри-
мер, генов контроля образования поры спарива-
ния) и регуляторных элементов (область инициа-
ции переноса oriT). Косвенно это подтверждается
редуцированностью белка релаксазы TraI, кото-
рый в силу этого утратил способность к осуществ-
лению своих функций. Результаты сравнительно-
го анализа модуля конъюгации плазмид pSM22 и F
указывают на постепенную деградацию этой обла-
сти, утратившей свою функциональную значи-
мость. Судя по сходному строению модулей репли-
кации и конъюгации плазмид pSM22 и NR1, а так-
же по наличию областей высокой гомологии между
ними, можно утверждать, что они произошли от
одного предка. В случае модуля конъюгации это
подтверждается также результатами филогенетиче-
ского анализа релаксазы TraI. Известно, что моду-
ли могут эволюционировать независимо и иметь
разное происхождение [38]. Однако в случае моду-
лей репликации и конъюгации pSM22 и NR1 мы
имеем дело с одной предковой плазмидой.

Известно, что функционирование системы се-
грегации плазмид обеспечивается генами parA и
parB в составе одного оперона, а также сайтом
parS [42]. Анализируя строение модуля стабиль-
ности pSM22, мы пришли к заключению об от-
сутствии части системы сегрегации parABS, кото-
рая представлена всего одним геном – parA. По-
этому отсутствие гена parB и сайта parS указывает
на неконтролируемую сегрегацию pSM22 между
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дочерними клетками. Мы предполагаем, что ген
parB был утрачен, поскольку отпала необходи-
мость в нем для работы системы parABS. Вероят-
но, предковая плазмида pSM22 имела больший
размер и, как следствие, меньшую копийность. В
этом случае система контролируемой сегрегации
была ей жизненно необходима. При этом следует
отметить, что эти предположения согласуются с
изменениями в структуре репликона плазмиды,
приведшими к редукции структур, ограничиваю-
щих ее копийность. В отличие от parABS система
разрешения мультимерных форм плазмиды мо-
жет выполнять свои функции, хотя она также
представлена одним геном resD (D-белок), так
как в этом случае мы обнаружили сайт-мишень
белка D – последовательность rfsF. Известно, что
образование мультимеров может приводить к не-
равномерной сегрегации и, как следствие, к поте-
ре плазмид клетками [43]. Поэтому сохранность
всех элементов системы разрешения мультимер-
ных форм pSM22 можно объяснить их критиче-
ской необходимостью в отличие от элементов си-
стемы parABS. Исходя из результатов BLAST-по-
иска гомологов D-белка и особенностей строения
модуля конъюгации, можно заключить, что ген
этого белка также достался pSM22 от общего с
плазмидой F предка в отличие от гена рarA, гомо-
логов которого не было у F-подобных плазмид.
Отсутствие гомологов может свидетельствовать о
том, что систему parABS плазмида pSM22 могла
получить от эволюционно очень далекого не
F-подобного предка до утраты гена parB и сайта
parS, не описанного на данный момент. Таким
образом произошла не только утрата части моду-
ля стабильности, но и замена генов.

В составе адаптивного (“грузового”) модуля,
как показано выше, мы обнаружили ряд генов,
вовлеченных в индукцию SOS-ответа, секрецию
микроцинов, а также генов с неизвестной функ-
цией. Известно, что инициация SOS-ответа нахо-
дится под контролем белка-репрессора LexA, ко-
торый при повреждении ДНК подвергается авто-
каталитическому протеолизу, индуцируемому
белком RecA. Это, в свою очередь, приводит к де-
репрессии SOS-генов [44, 45]. Ген lexA, в отличие
от гена recA, в плазмиде pSM22 не обнаружен. Од-
нако утверждать, что SOS-гены экспрессируются
конститутивно, вряд ли можно в силу нескольких
причин. Во-первых, ген lexA всегда представлен на
хромосоме бактерии-хозяина. Во-вторых, опубли-
кованы данные, согласно которым кодируемый
плазмидой гомолог UmuD (субъединица полиме-
разы V) регулирует экспрессию SOS-генов [46].
Напомним, что гомолог UmuD кодируется также
плазмидой pSM22.

Следует отметить, что SOS-система репарации
ДНК включает несколько десятков генов [47], ко-
торые отсутствуют в составе pSM22. Однако име-
ются данные о возникновении SOS-индукции у

бактерий в присутствии плазмид [48], а также о
повышении радиоустойчивости бактерий, несу-
щих мутантный аллель плазмидного гена recA
[49]. Учитывая эти данные, вопрос о контроле
экспрессии и работе SOS-системы плазмиды
pSM22 и ее влиянии на устойчивость штамма-хо-
зяина к УФ-излучению остается открытым. Тем
не менее, полученные результаты позволяют
классифицировать pSM22 как плазмиду УФ-ре-
зистентности. Считается, что такие плазмиды иг-
рают важную роль в экологии природных бактери-
альных сообществ, подвергающихся воздействию
солнечной радиации или различных химических
веществ, разрушающих ДНК  [50]]. Следует отме-
тить, что именно из популяций, длительно находя-
щихся под влиянием подобных факторов, выделен
штамм-деструктор ксенобиотиков (фенола и ди-
хлорфенола) S. marcescens 22S, несущий плазмиду
pSM22 [51]. Бактерии, обитающие в таких местах,
как правило, содержат плазмиды с генами контро-
ля деградации ксенобиотиков. Значительная их
часть представлена плазмидами группы несовме-
стимости IncP [52–54], в то время как плазмиды
IncF играют главную роль в устойчивости к анти-
биотикам [41]. Однако на pSM22 отсутствуют гены
устойчивости к антибиотикам. Следует отметить,
что детерминанты УФ-резистентности отмечены
ранее в составе плазмид групп несовместимости
IncB, IncI, IncJ, IncL, IncM, IncN [50, 55]], в то вре-
мя как у плазмид IncF такие детерминанты описа-
ны впервые в нашей работе. С учетом сказанного
можно предполагать, что гены контроля УФ-рези-
стентности достаточно редко присутствуют на
плазмидах группы IncFII, особенно на плазми-
дах, выделенных из бактерий рода Serratia. Следует
отметить, что мы не обнаружили генов контроля
деградации ксенобиотиков в составе исследуемой
плазмиды, вероятно, вследствие их хромосомной
локализации. Ранее мы уже сталкивались с этим
при анализе плазмиды pCS36-4CPA семейства
ColE1 другого штамма-деструктора [56].

Обсуждая систему синтеза микроцина H47
(MccH47), следует обратить внимание на то, что
обнаруженные на плазмиде гены – mchE и mchF –
контролируют только функции его секреции и
процессинга, но не синтез и иммунитет к нему
[57]. Учитывая данные о хромосомной локализа-
ции генов mchE и mchF E. coli в составе одного
кластера, можно предположить, что гены секре-
ции mchE и mchF были “захвачены” плазмидой
при ее реинтеграции из хромосомы бактерии-хо-
зяина или в процессе рекомбинации. Отметим,
что данные о плазмидной или хромосомной лока-
лизации генов системы микроцина H47 у бакте-
рий S. marcescens отсутствовали.

Также в составе “грузового” модуля выявлен
ряд ОРС с неизвестной функцией. Так как их
GC-состав отличается от состава других “истин-
но” плазмидных генов, можно предположить, что



610

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 4  2019

ЯСАКОВ и др.

их происхождение отличается от происхождения
остальной части плазмиды.

Структура адаптивного модуля указывает на
мозаичную природу последовательности плазми-
ды pSM22, что характерно и для других плазмид
группы IncF/MOBF12, в частности, для F, R1 и
NR1 (=R100=R222) [58]. Модули репликации,
конъюгации и стабильности унаследованы pSM22
от общего предка с другими F-подобными плазми-
дами, в то время как адаптивный модуль, как кон-
структор, собран из разных генных кластеров. Они
располагаются в разных частях плазмиды, имеют
различный GC-состав и, подобно генам секреции
микроцина H47, могут иметь хромосомное про-
исхождение. Таким образом, интенсивные гене-
тические перестройки в адаптивном модуле, на
которые указывает также присутствие IS-элемен-
тов, обуславливают высокую пластичность гено-
ма бактерии-хозяина S. marcescens 22S.

Обобщая сказанное, следует отметить, что по-
чти для всех модулей плазмиды (репликации,
конъюгации и стабильности) pSM22 характерно
упрощение структуры, что говорит о ее редукци-
онной эволюции. Структура и функционирова-
ние pSM22 более сходны с малыми плазмидами с
их сравнительно небольшим размером, большим
числом копий в клетке и отсутствием способно-
сти к конъюгации. Одновременно с этим проис-
ходят интенсивные геномные перестройки в мо-
дуле адаптивности. Все это указывает на важную
роль pSM22 в обеспечении адаптационных пре-
имуществ бактерии-хозяина в изменяющихся
условиях окружающей среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при помощи секвенирования
и сравнительного геномного анализа нами изуче-
на плазмида pSM22 группы IncF/MOBF12 бакте-
рий рода Serratia, которая, вероятно, обладает но-
вым подтипом репликона типа FII. Раскрыты
особенности эволюции pSM22 и филогенетиче-
ских взаимоотношений с другими плазмидами.
Впервые на плазмиде типа FII обнаружены гены
контроля SOS-ответа, процессинга и секреции
микроцина H47.
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EVOLUTION AND COMPARATIVE GENOMICS OF pSM22 PLASMID 
OF THE IncF/MOBF12 GROUP

T. R. Iasakov1, *, L. G. Anisimova1, N. V. Zharikova1, E. I. Zhurenko1,
V. V. Korobov1, and T. V. Markusheva1

1Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Ufa Institute of Вiology, Ufa, 450054 Russia
*е-mail: iasakovtimur@gmail.com

In this work, the new plasmid pSM22 from Serratia marcescens was isolated and sequenced. Its 43190 bp se-
quence with average GC-content of 58% contains 31 open reading frames (ORF) which participate in repli-
cation, conjugation, stability, and adaptation. Its replication module encompasses the site of initiation of
leading-strand synthesis for replication of the plasmid, the termination of replication site (terC), the repA
(=repA1) and repA4 genes, and the copA sequence encoding antisense RNA (asRNA). These structures are
functionally integrated into the replicon FII (incompatibility group IncFII). Significant differences of FII
replicon from the canonical sequences of R plasmids R1 and NR1 (=R100=R222) suggest that it belongs to
a new subtype. The conjugation module includes 13 genes with high degree of similarity to the genes respon-
sible for conjugation of the plasmid F. Comparative genomic analysis of conjugation modules of pSM22 and
F plasmids showed that their structures are similar. By its conjugation system and presence of three conser-
vative motifs in the relaxase (TraI), pSM22 belongs to F12 clade of the MOBF type. Stability module includes
resD and parA genes responsible for the resolution of multimeric forms of the plasmid and subsequent segre-
gation between daughter cells. Adaptive module contains the microcin H47 (MccH47) secretion/processing
and UV-resistance genes. Both mosaic structure of pSM22 and reductive evolution of its modules point at high de-
gree of genomic plasticity in the genus Serratia. Analysis of the architecture of pSM22 modules clarifies evolution-
ary relationships amongst IncF/MOBF12 group plasmids of the Enterobacteriaceae family bacteria and opens novel
avenue for further comparative genomic studies of a plasmids of bacteria of the Serratia genus.

Keywords: plasmid, pSM22, IncF/MOBF12, ori, repA, evolution, comparative genomics, Serratia marcescens,
structure, replicon, relaxase



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


