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Аннотация

С использованием двух подходов, метода Экхардта и электрофореза в пульсирующих
полях, был проведен анализ штаммов Lysobacter sp. XL1 и XL2 на наличие в них мега-
плазмид. Были подобраны оптимальные условия для разделения протяженных молекул
геномной ДНК бактерий, как линейных, так и кольцевых, размером от 40 до 1500 т.п.н.
На примере штамма Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 было показано, что приме-
нение метода электрофореза в пульсирующих полях позволяет добиваться четкого раз-
деления плазмид, определять их размер и количество. Результаты проведенного в обо-
значенных условиях анализа геномной ДНК бактерий Lysobacter sp. XL1 и XL2 указы-
вают на отсутствие плазмид в клетках данных штаммов.
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Введение

Плазмиды являются внехромосомными элементами наследственности, кото-
рые стабильно наследуются внутри бактериальной линии клеток [1]. Криптиче-
ские плазмиды не проявляют себя на фенотипическом уровне, но часто содержат
генетические детерминанты, обеспечивающие своим хозяевам ряд адаптивных
преимуществ [2]. К ним, например, относятся гены устойчивости к различным
антибиотикам, бактериоцинам, токсинам, бактериофагам [3], гены деградации
сложных органических соединений, гены фиксации молекулярного азота и обра-
зования клубеньков у симбиотических бактерий [4]. Гены вирулентности фито-
патогенных бактерий, так называемые «островки патогенности», также имеют
плазмидную локализацию [5]. Плазмиды принадлежат к определенным группам
несовместимости, что определяет круг их бактериальных хозяев, а также воз-
можность сосуществования различных плазмид и, как следствие, возможность
совмещения различных признаков в отдельно взятом штамме. Мобильные эле-
менты в составе бактериального генома могут обеспечивать внутриклеточный
перенос ассоциированных с ними последовательностей не только с плазмиды в
хромосомную ДНК и с хромосомной ДНК на плазмиду, но и между двумя плаз-
мидами, находящимися в одной клетке [6]. Горизонтальный перенос плазмид
между штаммами, видами и родами обеспечивает широкое распространение
данных признаков в бактериальных популяциях и играет ключевую роль в эво-
люции и адаптации микробных сообществ [2]. Поиск и изучение плазмид имеет
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огромное фундаментальное и прикладное значение. Наличие или отсутствие
плазмид является одной из важных характеристик при анализе генома бактерии.

Штамм Lysobacter sp. XL1 секретирует в окружающую среду ряд литиче-
ских ферментов с различной субстратной специфичностью [7]. Гены двух фер-
ментов – литических эндопептидаз Л1 и Л5 – к настоящему моменту нами кло-
нированы и определена их первичная нуклеотидная последовательность [8, 9].
С 1965 года интенсивно изучаются литические ферменты представителей рода
Lysobacter, однако к настоящему моменту в базе данных NCBI [10] нет ни од-
ного представителя этого рода, для которого был бы секвенирован геном. При
анализе литературных данных нам также не удалось найти каких-либо работ по
идентификации плазмид в бактериях рода Lysobacter. Определение плазмидного
статуса штамма Lysobacter sp. XL1 важно как для фундаментальной науки, так
и для биотехнологии. Показано, что при длительном культивировании в усло-
виях продукции литических ферментов происходит снижение бактериолитиче-
ской активности штамма Lysobacter sp. XL1 из-за накопления в популяции ма-
лоактивного штамма, названного Lysobacter sp. XL2. Для него характерны по-
вышенная скорость роста и нарушение продукции некоторых ферментов, в ча-
стности литических эндопептидаз Л1, Л4 и Л5 [11]. Вопрос о том, как и почему
происходит трансформация активных клеток в малоактивные, не изучен. Основ-
ную роль в диссоциативных переходах бактерий отводят мобильным генетиче-
ским элементам: плазмидам, транспозонам, интегронам и умеренным бактерио-
фагам, которые участвуют в регуляции экспрессии генов и индукции геномных
перестроек [3, 12–14]. Известно, что гены протеаз, в том числе литических, могут
иметь как хромосомную, так и плазмидную локализацию. Показано, например,
что ген, кодирующий Gly–Gly-эндопептидазу (EC 3.4.99.17) Staphylococcus
simulans, локализуется на плазмиде размером 40 т.п.н. [15]. Гены, кодирующие
сложную систему протеолитических ферментов бактерии Lactococcus lactis,
в основном располагаются на плазмидах [16, 17]. Появление малоактивной
формы Lysobacter sp. XL2 можно было бы объяснить утратой частью популя-
ции клеток плазмидной ДНК. Таким образом, цель настоящей работы заключа-
лась в анализе генома бактерии Lysobacter sp. XL1 на присутствие плазмид и
возможной локализации на них генов литических ферментов.

1. Методы исследования

1.1. Штаммы бактерий и условия культивирования. В работе использо-
вали штаммы Lysobacter sp. XL1 и Lysobacter sp. XL2 из коллекции лаборато-
рии биохимии клеточной поверхности ИБФМ РАН. Клетки Lysobacter sp. рас-
тили при 28 °С на среде LB (1% триптон, 0.5% дрожжевой экстракт, 1% NaCl,
рН 7.5) до оптической плотности ОД590 = 0.4–0.5 (~5·108 клеток/мл).

Штамм Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 [4] был любезно предостав-
лен Т.В. Ивашиной. Выращивание клеток R. l. bv. viciae VF39 проводили при
28 °С на среде TY (0.5% триптон, 0.3% дрожжевой экстракт, 0.092% CaCl2 · 2Н2О,
рН 6.8 [18]) до оптической плотности ОД590 = 0.6–0.7 (~1·108 клеток/мл).

Штамм E.°coli MG1655 (F– λ– ilvG– rfb–50 rph–1) [19] выращивали при 37 °С
на среде LB до оптической плотности ОД590 = 0.5–0.6 (~1.5·108 клеток/мл).
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1.2. Детекция плазмид в клетках по модифицированному методу Эк-
хардта. Детекцию плазмид в бактериях проводили по методу Экхардта с некото-
рыми модификациями [20]. 0.5–3 мл клеток бактерий, выращенных, как описано
выше, осаждали центрифугированием, суспендировали в 85 мкл раствора I (20%
фикол, 1 × ТБЭ), прогревали в течение 10–15 мин при 45 °С. В лунки верти-
кального 0.7% агарозного геля, содержащего 1 × ТБЭ и 0.1% ДДС-Na, последо-
вательно наносили по 10 мкл лизирующего буфера (30% фикол, 1 × ТБЭ, 0.04%
БФС, 50 мкг/мл РНКаза А и лизоцим 50 мкг/мл) и клеточной суспензии. Инку-
бировали в течение 10 мин и поверх слоя клеток наносили 30 мкл раствора II
(0.2% ДДС-Na, 10% фикол, 1 × ТБЭ) и 50 мкл раствора III (0.2% ДДС-Na, 5%
фикол, 1 × ТБЭ). Лунки заплавляли теплой агарозой (55–65 °С) и проводили
электрофорез в течение 60 мин при напряженности электрического поля 2 В/см
при комнатной температуре, затем в течение 10 ч при 4 В/см при 8 °С. После
проведения электрофореза гель окрашивали раствором бромистого этидия
(0.5 мкг/мл) в течение 10 мин, затем отмывали дистиллированной водой в те-
чение 20 мин и фотографировали в проходящем ультрафиолете.

1.3. Разделение молекул ДНК методом электрофореза в пульсирующих
полях. Для электрофореза в пульсирующих полях блок-вставки с интактной ДНК
бактерий получали, как описано в [21]. Агарозные блок-вставки готовили с раз-
ным количеством клеток. Для этого соответствующий объем культуры, выращен-
ной, как описано выше, осаждали центрифугированием при 5000 × g в течение
10 мин при 4 °С, суспендировали в 0.5 мл Pett IV-буфера (10 мМ Трис-HCl, pH
7.5; 1 M NaCl), смешивали с равным объемом 2% легкоплавкой агарозы при
42 °С и разливали по 150 мкл в формочки размером 20 × 10 × 1 мм. Охлаждали
формочки при 4 °С в течение 20 мин. Блок-вставки помещали в равный объем
лизирующего буфера ЕС (6 мМ Трис-HCl pH 7.5; 1 M NaCl; 100 мМ ЭДТА,
pH 8.0; 0.5% Бридж – 58; 0.2% дезоксихалат натрия; 0.5% лаурил саркозил) и
обрабатывали лизоцимом (1мг/мл) и РНКазой (20 мкг/мл) в течение ночи при
37 °С. Затем блок-вставки инкубировали в равном объеме ESP буфера (0.5 M
ЭДТА pH 9.0; 1% лаурил саркозил и 1 мг/мл протеиназы К) при 50 °С в течение
48 ч. Блок-вставки отмывали четыре раза по 2 ч в промывочном буфере (10 мМ
Трис-HCl, 50 мМ ЭДТА pH 8.0). При второй и третьей отмывке добавляли
ФМСФ (до 1 мМ). Полученные таким образом блок-вставки хранили в 0.5 М
ЭДТА pH 8.0 в течение года. Обычная нагрузка при форезе – 1/4–1/8 блок-
вставки на дорожку.

Реакцию гидролиза ДНК в блок-вставках проводили при 37 °С в течение 4 ч
хоминг-эндонуклеазой I-CeuI из расчета 5 ед. акт. фермента на 1/2 блок-вставки.

Электрофорез в пульсирующих полях проводили с использованием гексаго-
нального электрода на аппарате фирмы Pharmacia-LKB в условиях, рекомендуе-
мых фирмой-производителем. Разделение фрагментов ДНК проводили в 1% ага-
розном геле, 0.5 × ТБЭ буфере при температуре 14 °С. Молекулы ДНК разме-
ром до 700 т.п.н. разделяли в режиме линейного увеличения времени пульса от
50 до 90 с в течение 36 ч при напряженности электрического поля 4.16 В/см.
Молекулы ДНК размером более 500 т.п.н. разделяли при постоянном времени
пульса 110 с в течение 36 ч при напряженности электрического поля 4.5 В/см.
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После проведения электрофореза гель окрашивали раствором бромистого этидия
(0.5 мкг/мл) в течение 10 мин, затем отмывали дистиллированной водой в те-
чение 20 мин и фотографировали в проходящем ультрафиолете.

2. Результаты и обсуждение

Известно, что плазмиды бактерий варьируют в широком диапазоне разме-
ров – от 0.9 [22] до 1800 т.п.н. [23]. Высокомолекулярная ДНК очень чувстви-
тельна к сдвиговым усилиям и фрагментируется при выделении. Поэтому пре-
параты интактной ДНК размером более чем 30–40 т.п.н. невозможно получить
с использованием традиционных методов выделения. В 70-е годы XX в. Тома-
сом Экхардтом была разработана методика для быстрой идентификации плаз-
мидной ДНК в бактериях [20]. Методика, получившая к настоящему времени
широкое распространение и множество модификаций, достаточно проста, не
требует сложного оборудования и позволяет быстро оценивать количество и
примерный размер плазмид в клетках. Из данных литературы известно, что в
геноме бактерии R. l. bv. viciae VF39 присутствует шесть мегаплазмид разме-
ром 900, 700, 500, 400, 220 и 150 т.п.н. [4, 24]. Поэтому данный штамм исполь-
зовался нами в качестве контрольного штамма для подбора оптимальных усло-
вий разделения кольцевых молекул ДНК с установленным размером.

2.1. Детекция плазмид в клетках по модифицированному методу Эк-
хардта. При проведении скрининга методом Экхардта мы использовали различ-
ную нагрузку ДНК на лунку, то есть вносили в лунки геля различное количество
клеток исследуемых культур Lysobacter sp. XL1 и Lysobacter sp. XL2. В ходе
многократно повторенных экспериментов мы всегда наблюдали присутствие
плазмид в штамме R. l. bv. viciae VF39 (рис. 1), тогда как в случае штамма
Lysobacter sp. XL1 детектировать плазмидную ДНК нам не удавалось. В единич-
ном эксперименте, повторное воспроизведение которого не удалось, мы детек-
тировали полосу, похожую на плазмидную ДНК (рис. 1, а, дорожка 1) размером
более 900 т.п.н. Подобные результаты можно объяснить тем, что используемый
метод очень чувствителен к количеству клеток, возрасту культуры и аккурат-
ности нанесения образцов, так как мегаплазмиды, в отличие от плазмид сред-
них размеров, более чувствительны к действию нуклеаз и технике выполнения
метода. Поскольку результаты, полученные с использованием метода Экхардта,
не позволяли однозначно судить о присутствии мегаплазмид в клетках бакте-
рии Lysobacter sp. XL1 и XL2, мы провели анализ геномной ДНК бактерий
с использованием электрофореза в пульсирующих полях.

2.2. Разделение молекул ДНК методом электрофореза в пульсирующих
полях. Электрофорез в пульсирующих полях позволяет разделять фрагменты
ДНК размером от 0.2·106 до 10·106 п.н. без их повреждения от сил сдвига. Раз-
делить высокомолекулярные молекулы ДНК с использованием электрофореза
впервые удалось в начале 80-х годов прошлого века Шварцу с соавторами [25].
Для получения интактной ДНК хромосом дрожжей Saccharomyces cerevisiae
размером 200–2200 т.п.н. авторы заплавляли клетки в легкоплавкую агарозу.
В настоящий момент существует  ряд  вариантов  исполнения  данного  метода,
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Рис. 1. Анализ плазмидного профиля бактерий модифицированным методом Экхардта.
а) Нагрузка на дорожки: Lysobacter sp. XL1 – 5·108 (1), 1·109 (2) и 3·109 (3) клеток; R. l. bv.
viciae VF39 – 1·108 (4), 2·108 (5) и 4·108 (6) клеток. б) Lysobacter sp. XL1 – 2·108 (1) и 5·107

(2) клеток; Lysobacter sp. XL2 – 1·108 клеток (3); R. l. bv. viciae VF39 – 5·108 клеток (4).
Справа от каждого рисунка указаны размеры плазмид в т.п.н, Х – хромосомная ДНК

широкая приборная база [26] и рекомендованные фирмой-производителем усло-
вия для разделения молекул ДНК. Однако для каждого конкретного случая необ-
ходимо оптимизировать сочетание таких параметров, как время пульса, напря-
женность поля, концентрация агарозы, состав и температура буфера и общее
время проведения электрофореза.

В настоящей работе мы провели оптимизацию рекомендованных для при-
бора Pharmacia-LKB условий путем варьирования таких параметров, как время
пульса, напряженность поля и время проведения пульс-электрофореза (см. п. 1.3),
и затем провели анализ штаммов.

На первом этапе работы мы определяли количество клеток и оптимальные
условия, необходимые для визуализации всех шести плазмид контрольного
штамма R. l. bv. viciae VF39. Для этого мы получили блок-вставки с разным ко-
личеством клеток (см. п. 1.3). Разделение плазмидной ДНК R. l. bv. viciae VF39
при помощи пульс-электрофореза проводили в режиме линейного увеличения
времени пульса от 50 до 90 с в течение 36 ч. В результате экспериментально
было установлено, что нагрузка от 2·106 до 5·107 клеток на дорожку дает прак-
тически одинаковый результат (рис. 2) и данный режим позволяет эффективно
разделять молекулы плазмидной ДНК размером от 140 до 700 т.п.н.

Известно, что плазмиды в клетках бактерий бывают не только кольцевыми,
но и линейными [23, 27]. Поскольку при электрофорезе подвижность линейных
молекул отличается от подвижности кольцевых молекул, то для анализа разделе-
ния протяженных линейных молекул ДНК мы гидролизовали хромосому E. coli
MG1655 хоминг-эндонуклеазой I-CeuI. Сайт гидролиза I-CeuI располагается в
кластере генов 23S рибосомальной РНК  [28, 29],  количество  которых в E. coli

а) б)



Ю.С. ЛАПТЕВА и др.68

Рис. 2. Разделение плазмид R. l. bv. viciae VF39 электрофорезом в пульсирующих полях.
Нагрузка на дорожки: 1 – 2·106, 2 – 4·106, 3 – 1·107, 4 – 2·107 и 5 – 5·107 клеток. Элек-
трофорез проводили в режиме возрастания времени пульса от 50 до 90 с в течение 36 ч
при напряженности электрического поля 4.16 В/см. Слева и справа указаны размеры
молекул ДНК в т.п.н.

составляет семь [30]. На основании известной нуклеотидной последовательно-
сти генома штамма MG1655 мы рассчитали размеры фрагментов ДНК, обра-
зующихся при гидролизе: 1500, 700, 620, 520, 130, 100 и 40 т.п.н.

Результаты разделения геномной ДНК Lysobacter sp. XL1 и XL2, E. coli
MG1655 и R. l. bv. viciae VF39 в режиме увеличения импульса с 50 до 90 с
представлены на рис. 3. Показано, что при данном режиме происходит эффек-
тивное разделение линейных молекул и плазмидной ДНК размером от 40 до
700 т.п.н. Молекулы ДНК большего размера локализуются в зоне компрессии –
области верхней части геля, где движутся молекулы ДНК, которые не разделя-
ются при данных условиях. Как видно из рисунка, плазмид размером до 700 т.п.н.
в штаммах нет, но нельзя однозначно сказать что находится в зоне компрессии.

Известно, что чем больше размер разделяемых фрагментов ДНК, тем реже
следует производить переключение полей [26]. Поэтому для разделения моле-
кул ДНК большего размера мы увеличили продолжительность времени пульса.
Электрофорез проводили в режиме постоянного времени пульса 110 с в течение
36 ч (рис. 4). Показано, что данный режим позволяет достаточно четко разделять
кольцевые молекулы плазмидной ДНК размером от 220 до 900 т.п.н. и выше, а
также линейные фрагменты размером от 700 до 1500 т.п.н. При таких условиях
разделения в зоне компрессии  оказываются  молекулы от 1500 до 2000 т.п.н.
Как видно из рис. 4, обе зоны не содержат каких-либо полос. Проведенный с
использованием вышеуказанных режимов анализ геномной ДНК Lysobacter sp.
XL1 и XL2 не выявил наличие плазмид в этих штаммах, по крайней мере раз-
мером менее 2000 т.п.н.
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Рис. 3. Разделение молекул ДНК бактерий электрофорезом в пульсирующих полях.
Дорожки: 1 – R. l. bv. viciae VF39 (1·107 клеток); 2 – конкатамеры λ (Bio-Rad); 3 и 4 –
Lysobacter sp. XL1 (1·107 клеток); 5 и 6 – Lysobacter sp. XL2 (1·107 клеток); 7 – E. coli
MG1655 (2·107 клеток). 1, 2, 4 и 6 – интактная ДНК; 3, 5 и 7 – ДНК, гидролизованная
хоминг-эндонуклеазой I-CeuI. Электрофорез проводили в режиме возрастания времени
пульса от 50 до 90 с в течение 36 ч при напряженности электрического поля 4.16 В/см.
Слева и справа указаны размеры молекул ДНК в т.п.н.

Рис. 4. Разделение молекул ДНК бактерий электрофорезом в пульсирующих полях.
Дорожки: 1 – Lysobacter sp. XL1 (1·107 клеток); 2 – Lysobacter sp. XL1 (2·107 клеток);
3 – R. l. bv. viciae VF39 (4·106 клеток), 4 – E. coli MG1655 (2·107 клеток), гидролизован-
ная хоминг-эндонуклеазой I-CeuI, 5 – Lysobacter sp. XL1 (2·108 клеток)
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Заключение

В работе впервые проведен анализ бактерии рода Lysobacter на присутствие
в ее геноме плазмид. Результаты анализа суммарной ДНК Lysobacter sp. XL1 и
XL2, полученные при помощи методов Экхардта и пульс-электрофореза, позво-
ляют нам сделать вывод об отсутствии мегаплазмид в исследуемых штаммах.
Таким образом, гены литических ферментов Lysobacter sp. XL1 локализованы в
хромосоме, а вопрос о причинах появления в популяции Lysobacter sp. XL1 ма-
лоактивных клеток остается открытым. Полученные результаты и отработанные
методики дают предпосылки для дальнейших исследований данных штаммов.

Авторы статьи выражают огромную благодарность Татьяне Владимировне
Ивашиной за консультацию, ценные советы и помощь в проведении настоящей
работы.

Summary

Yu.S. Lapteva, O.E. Zolova, A.S. Sokolov, O.A. Stepnaya, I.E. Granovskii. Lysobacter sp.
Strains XL1 and XL2 Do Not Contain Plasmids.

Lysobacter sp. strains XL1 and XL2 were analyzed for the presence of megaplasmids
by the Eckhardt technique and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). The Eckhardt tech-
nique yielded irreproducible results, failing to indicate unambiguously the occurrence of mega-
plasmids in the strains. The alternative technique, PFGE, enabled conditions for resolving linear
and circular DNA molecules ranging from 40 up to 1500 kb. Using the strain Rhizobium
leguminosarum bv. viciae VF39 as an example, PFGE in contrast with the Eckhardt technique
was shown to be more convenient for separation of plasmid DNA molecules and their num-
ber/size determination. Analysis of genomic DNA in Lysobacter sp. XL1 and XL2 under
above conditions revealed the absence of plasmids in these strains.

Key words: megaplasmids, Eckhardt technique, pulsed-field gel electrophoresis, Lyso-
bacter species.
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