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 Т.Р. Ясаков, Н.В. Жарикова, Е.Ю. Журенко, В.В. Коробов, Т.В. Маркушева  
 

Проведен анализ филогении последовательности сайта разрешения мультимерных форм плазмидной 
ДНК (mrs) плазмиды pCS36-4CPA, которая была выделена из штамма-деструктора хлорфеноксиуксусных 
кислот Citrobacter sp. 36-4CPA. С помощью сравнительного анализа гомологи mrs pCS36-4CPA были об-
наружены у 16 плазмид, бактерии-хозяева которых относятся к семейству Enterobacteriaceae, что указыва-
ет на ограничение распространения гомологичных модулей плазмидами этого семейства. Полученные 
данные обнаруживают полифилетический характер происхождения mrs у плазмид бактерий рода 
Citrobacter. 
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Введение. Известно, что функции переда-
чи, хранения и распространения генетической 
информации внехромосомных элементов 
(плазмид) выполнимы только в случае их ста-
бильной сегрегации между дочерними клетками 
при делении. В противном случае становится 
возможным образование дочерних бесплазмид-
ных клеток, утерявших часть генома и, соответ-
ственно, часть функций. К числу нарушений, 
приводящих к неравномерной сегрегации, мож-
но причислить образование димерных или 
мультимерных форм плазмид при гомологи-
чной рекомбинации. Образование мультимер-
ных форм плазмид приводит к их неравномер-
ной сегрегации, что особенно опасно для высо-
кокопийных плазмид, распределение которых 
между дочерними клетками носит случайный 
характер. Неконтролируемая мультимеризация 
приводит к так называемой «димерной катас-
трофе» [4]. В генетической инженерии и био-
технологиях создания рекомбинантных штам-
мов образование бесплазмидных клеток может 
приводить как к потере целевых конструкций, 
снижению экспрессии генов, так и к снижению 
выхода целевого продукта. Известно, что на 
плазмидах, для которых свойственно образова-
ние мультимерных форм, присутствует область,  
ответственная за их разрешение и контроль  
 

 
 
 
 
 

клеточного деления при возникновении муль-
тимеров [1, 3]. Сравнительная характеристика 
данной последовательности, называемой моду-
лем стабильности плазмид, может служить как 
дополнительным критерием плазмидной диф-
ференциации, так и отражать закономерности 
их распространения среди бактерий различных 
таксонов. 

Целью работы является определение, ан-
нотация последовательности модуля стабильно-
сти (mrs) плазмиды pCS36-4CPA и ее филогене-
тическая характеристика. 

 
Материалы и методы. Последователь-

ность плазмиды pCS36-4CPA была секвениро-
вана ранее [5]. Первичный поиск и сравнение 
последовательностей ДНК, гомологичных mrs 
плазмиды pCS36-4CPA, были осуществлены в 
формате сервера BLAST. Дальнейший анализ, 
выравнивание последовательностей и построе-
ние филогенетического дерева проводились по 
алгоритму, подробно описанному в работе [9]. 

 
Результаты и обсуждение. Модуль ста-

бильности (mrs) представляет собой сайт раз-
решения мультимерных форм плазмидной 
ДНК. Мультимеризация может приводить к не-
равномерной сегрегации плазмид между дочер- 
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ними бактериальными клетками при делении и, 
как следствие, к образованию бесплазмидных 
клеток. Его функцией является предотвращение 
неконтролируемой мультимеризации молекул 
плазмид вследствие гомологичной рекомбина-
ции. Процесс сайт-специфической рекомбина-
ции происходит при помощи белков XerC and 
XerD, а также двух вспомогательных белков 
ArgR и PepA. Резолвазы XerC и XerD осущест-
вляют рекомбинацию молекул плазмид на спе-
циальных, высококонсервативных, белок-свя-
зывающих сайтах последовательностей ДНК 
модуля стабильности. Также mrs кодирует ко-
роткий РНК-транскрипт Rcd, осуществляющий 
негативный контроль клеточного деления [1]. 
Mrs плазмиды pCS36-4CPA был идентифициро-
ван на основе сравнительного анализа ее после-

довательности с ранее хорошо изученной по-
следовательностью mrs плазмиды ColE1, обо-
значаемой cer. Длина секвенированной после-
довательности mrs плазмиды pCS36-4CPA со-
ставила 166 п.н. Отметим также, что в составе 
плазмиды мы не обнаружили ранее хорошо 
описанные гены, контролирующие деструкцию 
хлорфеноксиуксусных кислот [8]. 

Известно, что последовательности mrs 
имеют высококонсервативную природу. Поэто-
му было сделано предположение о том, что 
гомологичные области могут присутствовать в 
составе других плазмид бактерий рода 
Citrobacter. BLAST-анализ mrs плазмиды 
pCS36-4CPA выявил наличие высокогомологи-
чных последовательностей у 16 ранее секвени-
рованных плазмид (табл.). 

Т а б л и ц а 

Плазмиды, имеющие гомологи модуля стабильности (mrs) плазмиды pCS36-4CPA 

Наименование 
плазмиды 

Размер, 
п.н. 

Расположе-
ние mrs на 
плазмиде 

Бактериальный штамм 
Номер после-

довательности в 
GenBank 

pAH3680 3680 2383-2548 Aeromonas hydrophila DQ402049 

CSK29544_2p 4938 4734-4900 Cronobacter sakazakii ATCC 
29544 CP011049 

pCSA2 4938 4759-4925 Cronobacter sakazakii ATCC 
29544 KC663407 

pSP291-3 4422 1959-2126 Cronobacter sakazakii SP291 CP004094 

p35734-8.452kb 8452 537-702 Enterobacter asburiae 35734 CP012164 

pS51B 4854 4585-4752 Enterobacter cloacae AB583678 

p34978-4.938kb 4938 4448-4614 Enterobacter cloacae 34978 CP010364 

p34998-4.921kb 4921 712-878 Enterobacter cloacae 34998 CP010381 

pEC01 5002 2371-2537 Enterobacter cloacae IFO 3320 AB117929 

pIGRW12 4995 2245-2411 Escherichia coli EF088686 

pCTXM5-637 7438 4273-4438 Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium JX017306 

pCTXM5-891 12391 9226-9391 Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium JX017307 

pCTXM5-1358 8216 5051-5216 Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium JX017308 

pCTXM5-1845 8215 5050-5215 Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium JX017309 

pCAV1099-5410 5410 2087-2252 Klebsiella oxytoca CAV1099 CP011592 

pCAV1335-5410 5410 27-192 Klebsiella oxytoca CAV1335 CP011613 
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Согласно полученным данным становится 
очевидным, что большинство mrs располагают-
ся на плазмидах, длина которых варьирует в 
пределах более 3600 п.н. и менее 10000 п.н. Ис-
ключение составляет плазмида Salmonella 
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 
pCTXM5-891, имеющая длину 12391 п.н. По-
этому вследствие наличия ограничения на раз-
мер плазмид можно предположить отсутствие 
mrs в плазмидах других штаммов-деструкторов 
ксенобиотиков. Примерами могут служить 
плазмиды pSM22 (длиной более 43 т.п.н.), 
pRP33-4ch и pRP36D [6, 7]. Анализ результатов 
BLAST-поиска выявил отсутствие последова-
тельностей, гомологичных mrs плазмиды 
pCS36-4CPA, среди бактерий рода Citrobacter. 
В то же время оказалось, что бактерии, на плаз-

мидах которых обнаружены гомологи, состав-
ляют роды семейства Enterobacteriaceae, а 
именно: Aeromonas, Cronobacter, Enterobacter, 
Escherichia, Salmonella и Klebsiella. Полученные 
данные позволяют предположить, что горизон-
тальное распространение модулей стабильно-
сти, гомологичных mrs плазмиды pCS36-4CPA, 
ограничено бактериями семейства 
Enterobacteriaceae. Отсутствие высокогомоло-
гичных mrs последовательностей у других 
плазмид бактерий рода Citrobacter свидетельст-
вует в пользу полифилетического происхожде-
ние данного модуля. 

На это же предположение указывают 
результаты анализа филогенетического дерева, 
образованного гомологичными последователь-
ностями mrs (рис.). 

 

 
 
Рис. Филогенетическое дерево последовательности модуля mrs плазмиды pCS36-4CPA. Масштаб 
показывает эволюционное расстояние, соответствующее 1 нуклеотидной замене на каждые 
100 нуклеотидов. Цифрами показана статистическая достоверность порядка ветвления, определенная с 
помощью «bootstrap-анализа» (значащими признаются величины показателя «bootstrap» более 50) 
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Из рис. видно, что гомологи mrs группи-
руются согласно видовой принадлежности их 
бактериальных хозяев. Исключение составляет 
род Enterobacter, представители которого при-
сутствуют в нескольких кластерах. Это факт 
может быть объяснен более высокой вероятно-
стью горизонтального распространения плаз-
мид внутри клеток конкретного рода по сравне-
нию с межродовым распространением. Филоге-
нетически к pCS36-4CPA наиболее близки mrs 
плазмид бактерий вида Klebsiella oxytoca штам-
мов CAV1099 и CAV1335. Уровень гомологии 
между последовательностью mrs pCS36-4CPA и 
плазмид CAV1099 и CAV1335 составляет 
98.8%. На основании филогенетического дерева 
можно сделать вывод о том, что высокогомоло-
гичные между собой последовательности mrs 
эволюционно произошли от двух разных пред-
ков. С учетом этих фактов можно предполо-
жить также и полифилетическое происхожде-
ние модуля mrs. Полученные данные хорошо 
согласуются с выводами Delgado и коллег [2] о 
том, что род Citrobacter имеет полифилетиче-
ское происхождение. Следует отметить, что 
ранее нами был показан полифилетический ха-
рактер происхождения модуля репликации у 
малых плазмид бактерий этого рода [10]. 

Таким образом, в работе были проанализи-
рованы особенности филогении mrs плазмиды 
pCS36-4CPA. Эти данные могут быть использо-
ваны в генетической инженерии и биотехноло-
гии для повышения стабильности плазмид с 
заданными свойствами. 
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This paper analyzes the phylogeny of the multimer resolution site (mrs) of the pCS36-4CPA plasmid. The 

plasmid was isolated from chlorophenoxyacetic acid degrading strain Citrobacter sp. 36-4CPA. Using a compara-
tive analysis, homologs of mrs pCS36-4CPA were detected in 16 plasmids, the host bacteria of which belong to 
the family Enterobacteriaceae. This indicates the limitation of the propagation of homologous modules by the 
plasmids of this family. These data reveal the polyphyletic nature of the origin of mrs in the plasmids of the bacte-
ria of the genus Citrobacter. 

Key words: Citrobacter, multimer resolution site (mrs), plasmid, stability module. 


