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ТРАНСПОЗИЦИЯ ГЕНОВ В БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
И РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТКАХ

3. С. ПИРУЗЯН

Обобщены некоторые данные в области исследования транспозиции .ТНК бакте
риофага Мн и переноса и интеграции фрагмента бактериальной ДНК (Т-ДНК оиухо- 
леобразующей 1 ьнлазмиды агробактернй) в хромосомы растений. Основное пниманне 
уделяется вопросу получения миян-производных фага Ми н конструировал ню на их 
основе игпег р.чгинных векторов у прокариот. Процесс опухоле.образования у растений 
рассматривается в аспекте применения векторов—производных ТГплазмнды тля пере
носа чужеродных генов в растительные клетки.

К явневые слова; сенная инженерия, транспозиция генов бактериофаг Ми, Гг-ля«з- 
мид^ иереАиктерий конструирование векторов.

Понятно «нестабильность генома» отражает яолспис транспозиции 
(.миграции) определенных сегментов ДНК [10]. Смысл нестабильности 
генома заключается прежде всею в том, что в результате перемещения 
отдельных мигрирующих элементов ДНК и внедрения их в новые сай
ты происходит нарушение последовательности нуклеотидов в гене и 
возникает мутация. Таким образом, транспозоны играют большую роль 
в эволюционном процессе.



Впервые гены, названные автором открытия В. Мак Клинтон «кон
тролирующими» элементами, были открыты у ку урузы [17, 18]. За
тем были выявлены транспозоны (Тп) :։ ипсерциопные последователь
ности (IS) у бактерий. Существенный скачок в исследовании природы 
транспозонов был сделан после открытия уникального бактериофага 
Ми, оказавшегося представителем класса транспозирусмых эле.мсп 
тов [24].

Транспозиция ДНК // бактериофаги Ми. Способность фага Ми к 
интеграции практически в любой сайт любого бактериального гена сви
детельствует о его высокой мутагенное!н, что и обусловило его назва
ние Ми (от Mutator). После заражения бактериальных клеток фагом 
Ми фаговая ДНК встраивается в хозяйскую ДНК, затем в процессе 
размножения фага образовавшиеся копии ДНК Ми перемешаются в 
различные участки бактериальной ДНК. вызывая при этом мутации в 
бактериальных генах. Ei процессе перемещения копии ДНК Ми фаг 
может «захватывать» и перемещать вместе со своими копиями и гоны 
самов бактерии, гем самым осуществляя генетическую инженерию бак
терий in vivo [3. И. 16, 24].

Работа с бактериофагом Ми в нашей стране была впервые начат:։ 
в лаборатории, руководимой нроф. С. И. Алиханяном в ВНИИ гене
тики и селекции промышленных микроорганизмов. Основное внимание 
в генетических исследованиях с бактериофагом Мп уделяется изучению 
механизма перемещения копий ДНК Мн и расшифровке генетического 
контроля транспозиции. Согласно моделям, разработанным для объяс
нения механизма транспозиции [12. 23}. процесс перемещения сегментов 
ДНК является многоступенчатым, в пего вовлекается ряд ферментных 
систем. Акт транспозиции включает такие этапы, как разрезание и сшив 
ку ДНК мишени, репликацию транспозируемото элемента и сайтспе- 
нифичсскую рекомбинацию. Цикл развития Мп включает интеграцию 
в хозяйскую хромосому, дупликацию его генома, реин те: рацию новых 
копий генома Мн в новые сайты бактериальной ДНК. Поэтому- тру i- 
но допустить, что вся генетическая информация, контролирующая 
процесс миграции копий, содержится лишь в геноме \\и.

Действительно, в процессе транспозиции копий Ми участвуют не
которые гены Е. culi. функция которых необходима для осушоствл? 
ния нормальной реп тикании самой бактериальной ДНК (опа). К числу 
генов Е. coli, влияющих на процесс транспозиции Ми. относятся так
же гены himA, hirnB и hip, осуществляющие сайтспеиифпческую ре
комбинацию фага к. Тем не менее вопрос о генетическом контроле 
транспозиции Мн со стороны бактериального генома остается откры
тым, поскольку решение его упирается в проблему отбора соответству
ющих бактериальных мутантов и отсутствия прямых методов их селек
ции. Нами разработаны методы прямого отбора мутантов Е. coli, в ко
торых нарушена транспозиция Мн [2, 5]. Использование этих методов 
привело к выделению мутаций у Е. coli. исключающих развитие фага 
Mu [I. 9].
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Фиг Ми может служить основой при конструировании универсаль
ного вектора для клонирования генов благодаря с։о способности иптс- 
1рироваться в случайные сайты ДНК хозяйской клетки я амплификации 
фагового генома. Основ ым условием такого конструирования долж
но быть получение делеционных вариантов Ми. так называемых ми- 
uji-Mu фагов. Смысл создания мини-Ми фагов заключается в получе
нии в фаговом геноме обширных центральных делений при сохранении 
интактных конной фагового генома, необходимых для осуществления 
нормальной репликации и транспозиция фаговой ДНК. Такие мини Ми 
фаги были иолучины в ряде лабораторий [6, 13. 22, 25]. Полученная 
нами коллекция мнни-Mu фаюя включает различные лелепнопныс про
изводные, в том числе фаг, размер генома которого составляет всего 
лишь 4.4 т. и. и. (размер генома фага Ми 37 т. н. л.) На основе одного 
из полученных минн-Mu фагов был сконструирован универсальный ин
тегрирующийся вектор, способный давать пятикратное увеличение ко
пий клонируемого гена в клетках Е. coll.

Следует подчеркнуть еще одно уникальное свойство бактериофага 
Мп -способность осуществлять транспозицию в клетках более чем 
20-ти различных видов микроорганизмов. Круг естественных хозяев 
•лого фага ограничен лишь некоторыми представителями семейства 
Entcrobacteriaceae [14, 15]. Однако, будучи интегрированным в плаз
миду RP4, имеющую чрезвычайно широкий круг хозяев, фаг Мн был 
перенесен в клетки различных видов микроорганизмов. Во всех изу
ченных случаях с клетками гра.мотрицательных бактерий после преодо
ления адсорбционного барьера н-ноч Ми в новом генетическом окру
жении транскрибировался и транслировался, хотя кинетика фагового 
развития в ряде случаев оказывалась измененной [20].

В клетках Е. coii удалось также осуществить интеграцию фага Ми 
в клонированные гены хлоропластов гороха [21].

Перенос Т-ДНК опухолеродных бактерии в растительные клетки. 
Уникальный механизм переноса фрагмента ДЫК бактериального про
исхождения з клет-.и высших растений имеет место в случае образова
ния опухолей. Генетика опухолеродных Ti-плазмид (от Tumor-hiducing) 
Agrobacterium lunieiacicns и возможность применения этой системы для 
генетической инженерии растений подробно обсуждаются в монографии 
[4]. Остановимся лишь на основных положениях этого необычного ге
нетического процесса. Возможность использования Ti-плазмнд \. (lime- 
faciens в качестве векторов для генетической инженерии высших 
растений основана на том, что определенный фрагмент этой плазмиды— 
Г-ДНК (Transfer DNA) переносится и стабильно встраивается в хро
мосому растения. Таким образом, в этом, пока еще единственном хо
рошо изученном случае преодолевается естественный барьер, установ
ленный самой природой между прокариотами и высшими организмами. 

• тем, чтобы предотвратить обмен генами между ними. Такая воронка 
чужеродной ДНК приводит к тому, что нормальная растительная клет
ка перерождается (трансформируется) в раковую. Это свойство перс- 
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дается всем потомкам трансформированной клетки, и начинается нс 
контролируемое растительным организмом деление клеток, в результа
те чего образуется опухоль, называемая корончатым галлом.

Генетическое изучение Ti-плазмид затруднено из-за их больших 
размеров, а также неспособности реплицироваться в клетках Е. coli, в 
которых упрощаются манипуляции с плазмидными ДНК. Поэтому 
весьма важным является клонирование отдельных фрагментов Ti-плаз- 
.МИДЫ.

Наша работа была начата с получения банка клонов, содержащих 
различные районы ДНК Ti плазмиды нопалинового типа (pTi С58) 
с молекулярным весом 132 мегадальтон. Всего получено 210 рекомби
нантных клонов с EcoRI-фрагмептами и 160 клопов с 11 incll 11-фрагмен
тами, что в сумме в несколько раз превышает общее количество фраг
ментов рTi С58 и даст основание считать, что геном pTi С58 полностью 
перекрывается полученным банком клонов [7, 8.]

Использование одного из фрагментов (Hindi II-13) в качестве зон
да позволило идентифицировать область начала репликации попали- 
новой плазмиды pTi С58 и провести мутагепнзаиию этой области транс
позонами для детального генетического анализа.

Процесс образования корончатых галлов у растений, в основе ко
торого лежит миграция фрагмента бактериальной ДНК в раститель
ную клетку, представляет собой, таким образом, природную форму ге
нетической инженерии растений. В настоящее время этот процесс ис
пользуется как основа для экспериментального переноса чужеродных 
генов любого происхождения в растения. Так, например, осуществлен 
успешный перенос гена фазеолнна (запасного белка) бобов в подсол
нечник и. получено химерное растение— подсолнечник, в клетках кото
рого экспрессируется ген другого (неродственного) растения [19].

При рассмотрении возможности использования I i-плазмид для пе
реноса новых генов в растения существенным является то, что для об
разования опухолей важна не вся Т-ДНК Ti-плазми •։ ликом, а толь
ко определенные районы Т-ДНК. Следовательно, утрата остальных 
ее участков или встройка в них «чужих» генов, которые желательно 
передать в растение, не мешают процессу опухолеобразояанпч. Един
ственным условием при этом является сохранение коротких сегментов 
ДНК слева и справа от Т-области, с помощью которых она трапе пози
руете» в растительную хромосому, и сохранение функций Т-ДНК, 
существенных для процесса внедрения. Таким образом, если Т-ДНК 
несет в своем составе «чужой» для растения ген, то он также окажется 
встроенным в хромосому растения, и когда с сигналов узнавания будет 
Считываться информация, заключенная в Т-ДНК, начнет функциони
ровать и чужеродный ген, перенесенный в растительную клетку.

Для успешного осуществления генетической инженерии на растениях 
имеется еще много трудностей, однако уже первые успехи на этом пу
ти свидетельствуют о больших .возможностях экспери ментального пе
реноса генов с помощью Ti-плазмид A. iumefaciens.
Институт молекулярной генетики АН СССР, Москва Поступило 1..Х 1985 г
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ԴԵՆԵՐԻ ՏՐԱՆ11ՊՈ<>ԻՑԻԱՆ PlUiSԵՐԻԱՆԵՐԻ ԵՎ 141ԻՅՍԵՐԻ ԲՋԻՋՆԵՐՈՒՄ

Լ-. U. ❖!•(*« Ւ<>311Ն

Հոդվածում ընդհանրացված են տվյալն երբ, որոնք վերաբերում են ;\\է1 բակ֊ 
տերիո.'իադի ԴՆքհ֊ի ւորանոպողիցիայի , ինչպես նաև բույսերի քրոմ որէոմնե- 
րում բսւկաերիսւլ Դ՚եքհ. ի հատվածի ("Ո պլաղմիդի) տեղափոխման և ինտեդ- 
րացման ուսումնասի՛րմանրտ քևշադրռւթյուն Լ դարձված Նաև 3\1| ֆադի մինի֊ 
ածանդ յւպների ստացմ ան I։ դրանց հիման վրա պրոկարիոտնեբի մոտ ին/ոեդ֊ 
րատիվ վեկտորների ստեդծմ ան հարցերին։ ք՛ուրսերի մոտ ու րլուցքարւա էաց
ման պրոցեսը դիտվում Լ որպես 11 պլաղմիդների հիման վրա ստացված վեկ
տորների օդնոէքՅ յամբ ստացածին դեները բու ։:ական բշիշներ տ եղա փոխելու 
միշոց.

TRANSPOSITION OF GENES IN BACTERIAL AND PLANT CELLS
IS. S. PIRUZ1AN

Specific peculiarities of the temperate bacteriophage Mu genetics 
and its ability to accomplis!; the transposition of bacteria! genes are dis
cussed. Bacteriophage Mu has a unique integration system which favo
urs the integration of Mu— genome and circular forms of foreign DNA 
into the bacterial chromosome and plasmids.

The syst.un of transfer and integration of T—DNA of Ti plasmids 
of Agrobactcrium tumejaciens and the application of this system for 
genetic engineering of plants are also uiscussed.
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНОВ ПЕКТАТЛИАЗЫ 
ERWINIA CllRYSAN’THEMI В КЛЕТКАХ ESCHERICHIA COLI

H. О. БУКАНОВ, М. К). ФОНШТЕИН. А. II КАРАСИН. О. А ТОЛМАЧЕВ.

|с и. ллихлняЩ . н к. янковскип

Гены пектатлиазы (ptl) штамма Е chrysantheini ENA49 клонировали н клетках 
Escherichia coli па фаговом векторе /,47.1. Гибридизационный анализ показал, что 
гены ptl тесно сцеплены и локализованы на EcoRl-фрагменте хромосомной ДНК 
Е. chrysanthen.'.i протяженностью 7,3 т н. и. Фрагменты ДНК. содержащие гены 
pt՛, а также при летающие к ним области хромосомы Е. chrysantheini ЕХЛ49 хлори
ровали на фагоно-плазмидном. нслифе. Провело ■՛• субклоннр шаюх- генов ptl па мно- 
гокопийной плазмиде pUC19.

Ключевые слова: сенная инженерия, пектатлиаяи, молекулярное клонирование, 
Экспрессия гена.

Фитопатогснные бактерии рода Erwinia гскрс пруют во внеклеточ
ное пространство ряд пектолитвческнх ферментов. . разрушают 
первичную стенку растительных клеток и вызывают мацерацию расти
тельных тканей [4, 5, 7. 15. 16]. Ферме։н нектатлиаза (ЕС -1.2.2.2.1 
продуцируется Erwinia sp. и накапливается в культуральной среде до 
Концентрации около 10(1 мг/лигр [-1, 5]. Гены пектатлиазы могут быть 
использованы в качестве удобной модельной системы для изучения ме
ханизмов секреции белка во внеклеточное пространство у : рамотрица- 
тсльных бактерий. Электрофоретический анализ белков культуральной 
жидкости после выращивания бактерий штамма ENA 49 позволил об
наружить 6 ферментов (изоферментов), характеризующихся пектатли- 
азной активностью [2]. Это позволяв! предположить, что синтез пек- 
татлназ в клетках штамма ENA49 обусловлен нескольким и генами.

Ранее мы осуществили клонирование структурною гена пектатли- 
язы штамма E.NA-19 в клетках Е. coli на фаговом векторе /,47.1 [1]. 
Barn!П-фрагмент ДИК протяженностью 1 т. п. и., общий для всех Ptl՜ 
фагов, переклопировалн с помощью многокрпийной плазмиды р1С19. 
Гибридные плазмиды рЕА№4 и рЕЛ.\41. содержащие Вал1Н1-фра:'м..!;т 
в противоположных ориентациях, использовали в качестве радиоаюив-
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