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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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но меченых зоилов в гибридизационных экспериментах. При помоши 
гибридизационного анализа показали, что клонированный геи пред- 
станлен на хромосоме штамма ENA49 в 1 копии. Структурный ген 
псктатлиазы, клонированный н составе гибридных плазмид pEAN’4 и 
рЕАХ-П, обозначили р!1А [1].

В представленной работе приводятся результаты молекулярного 
■клонирования генов псктатлиазы штамма Erwinia chrysantbeml 
ENA-I9 в клетках Е. coli на фаговом и фагово-плазмидпых векторах. 
Итогом работы явилось клонирование и характеристика еще одного 
гена псктатлиазы, обозначенного ptlB.

Материал и методика Бактериальные иплмм-. м ллодиисТы, использованные и ра­
боте. приведены в табл. 1.

Использованные бактериальные штаммы и плазмиды
Таблица I

ПИаммы и плазмиды Характеристи а Источник

Е. coli Q 358 Ни leu sup Е г՜ т* 1101
Q 359 Пи leu sup Е г՜ п։ * (Р 2) |IO|

Q3 48 sup Е гесА г~ иГ |i0|

ВНВ 2588 те։ |л| 434 CIU red Емт 5лт|/Х 191
ВИВ 2690

TGI

£. chrySantheml

F.XA49

mei |л. 434 С1„ red D,m S,m|,X 

г т ‘ lac pro sull till
(F' tra D 3-5 pro AB lad4 ZAM 15)

lac* str*

|9|

Векторы / 47.1 h/iisH 1—2 1434 d՜ run 5
12|

|IO)
р!.С 19 ' Ap' Ц81

pEMBL 8 ( • ) Apr [6]

Питательные среды. использовали 1. 2%-нын агар Хогтингерэ. ’.-бульон и 1,2%
лый агар.

Ферменты нуклеотидно.’.о обмена; ферменты рестрикции, Г4 .ТНК-полинуклеотнд 
лигазу (Вильнюсский ОПЗ ферментных препаратов). ДНК-полимераэу («Arncrshan:»
Англия) использовали в условиях, рекомендованных изготовителем.

Электрофорез образцов ЯНК проводили в 0.7 1,5%-ных агарозных гелях и Трис 
ацетатном буфере [12].

Выделение ДНК плазмид проводили щелочным методом [3] Хромосомную ДН( 
штамма Е А49 выделяли методом Мармура [13] с незначительными модификациями 
ДНК фагов—как описано [10].

Определение пектатлиазной активности проводили in situ на индикаторных сре 
дах как описано ранее [1]

Упаковку ДИК гибридных фагов в капсид фага }, осуществляли по описанному ме 
тоду [9]

Трансформацию клеток Е. col: плазмидкой ДНК проводили по описанному ме 
тоду [14].

Гибридизацшо по Саузерну на нитроцеллюлозных фильтрах проводили как ояиса 
нов работе [12]- В гибридизационных экспериментах использовали нлазмядиую
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ДНК. меченную радиоактивным фосфг»р->м при помощи ник-трансляция [И]. ДНК 
из агарозных гелей переносили на нитроцеллюлозные фильтры метолом двусторонне­
го пе|№носа [17].

Отмывку фильтров после гибридизации проводили в жестких условиях [12].

Результаты и обсуждение. Мы осуществили клонирование EcoRI- 
фрагментов хромосомной ДНК штамма ENA49 на фаговом векторе 
А 47.1 в клетках Е. coll. Среди 1500 рекомбинантных клонов на инди­
каторной среде идентифицировали 2 клона, обладающих пектатлназ- 
пой активностью. Рестрикционный анализ плазмндной ДНК из этих 
клонов показал, что они содержат идентичные фрагменты хромосомной 
ДНК штамма ENA49. EcoRi-фрагменты ДНК гибридного фага пере- 
клонировали на мультнкопнйиую плазмиду pEMBLS (-Ь). Клетки 
Е. coll TGI. содержащие гибридную плазмиду, обозначенную pEMBLptl, 
проявляли псктатлпазную активность. Плазмида pEMBLptl, содер­
жащая фрагмент чужеродной ДНК протяженностью около 7 т. ։։. и.. ха­
рактеризуется значительной песта бил ьнсстью. В процессе последова­
тельных пересевов субклонов с гибридной плазмидой наблюдали умень­
шение размеров лупок, образуемых колониями бактерий из индика­
торной среде. Некоторые субклоны полностью утрачивали пектолити- 
ческую активность. После 2-кратного пересева колоний па среду с по- 
липектато.м в дальнейшем подробно исследовался один из PtI4* клонов, 
обозначенный Е. coli TGI (pEMBl.ptl-1). ДНК плазмиды pEMBLpil-I, 
меченную радиоактивным фосфором, гибрндизовали по Саузерну с 
ДНК плазм ид рЕАХ4 и рЕАХ‘41. обработанных рестриктазами ВагпН! 
и Sall, а также с хромосомной ДНК штамма ENA49, обработанной ре- 
Стрнктазами PsII, Kpnl, EcoRi. BamHI, Sall (рис. I С). Те же образцы- 
ДНК. перенесенные на целлюлозу с того же геля, гибрндизовали с мечен­
ной ДНК плазмиды рЕАХ'4 (рис. I В). Анализ авторадиограмм пока­
зал. что фрагмент ДНК штамма ЕХА49, клонированный в составе 
плазмиды pEMBLptl-1, не гибридизустся с Sa II-субфрагмента ми разме­
ром 1,55 и 1.Гт. п. и. и очень слабо гчбридизуется с Sall-субфрагмснто.м 
1.3 т. и. н. плазмиды рЕА\4. Таким образом, на плазмиде pEMBLptl-1 
находится ген (или гены) пектатлиазы. не гомологичный клонированно­
му ранее гену р(1А. Новый ген обозначен как pt IB. Характер гибриди­
зации плазмид pEAN4 и pEMBLptl-1 с фрагментами хромосомной 
ДПК штамма ENA49 также указывает на то. что последователь пости 
ДНК,, клонированные в составе этих плазмид, не идентичны, но, по- 
видимому. представляют тесно сцепленные области хромосомы штам­
ма ENAI9, так как фрагменты Pstl (5.2 г. п. и.). Крп! (З.Ь т. и. и.) 
EcoRI (7,3 г. п. н.) и Sall (5.2 ։ и. и ) хромосомной ДПК штамма ENA49 
гибрилизуются кик с ДПК плазмиды рЕАХ'4, так и ДНК плазмиды 
pEMBI.pll-1 (табл 2).

Для подтвержден ня сцепленпости детерминант, определяющих 
cilHie.i ш лаI.шизы в кл.тьах штамма EXAI9, полечили библиотеку 
EcoRI-фр.н ментов хромосомной ДПК штамма ENA49 на фагоно-плаз- 
милпом векторе, сконструированном в нашей лаборатории Среди при­
мерно 11000 рекомбинантных фагов идентифицировали 45 негативных
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Фрагменты хрочисомн՛ й ДНК штамма Е\А49. гнбрилизующнеся с ДНК. 
плазмид рЕА\4 с pEMBLptl-i

Таблица 2

Меченая 
проба

Par-меры (т. и н.) гпбрилитуюшнхея фрагметоп ДНК. 
обработанных рестрикт азами

Psi 1 Крп 1 EcoR 1 Bamll 1 Sal 1

pEAN 4 5.2 4 5 7.3 4.0 9.0
2.8 3 8 1.7 5 2

I 3
pEMBLptl-I 5.2 3.8 73 5.0. 5.2

1.6 5 4

колоний, погрузившихся в полнпектат натрия. Рестрикционный .’ша­
лил ДНК, выделенной из 12-:и проанализированных фасон, пок.тшл, 
что нее они содержат ЕсоК! фрагмент ДНК штамма Е.ХА19 протяжен­
ностью 7.3 г. п. и. Гибридные молекулы, сконструированные ил осно­
ве фагово-плазмидиого вектора, могут размножаться в клетках в виде 
фа։а или наследоваться в клетках в виде плазмиды. Нлазмидпая часть 
фагово-плазмидиого вектора представляет собой ДНК плазмиды р1 СИ). 
Встраивание фрагментов ДНК штамма ЕХА49 осуществляли но ре­
стрикционным сайтам, расположенным в последовательности р1)С 19- 
компонента фагово-плазмидиого вектора (рис. 2). Последовательно об-

£ £6 х
рУА

а К X , 3
III

1 Р S S •
I 
I
I 
I 
I 
•
I

I

. * йе. к
22. I I Pt!A

|Г г
PS S

\рув I 
I Р

Л X £ £ .
I I I

\pt/e I

S

I

8

2 Е2223 
е

Ркс 2. Рктрнкциопныс карты ДНК тбрндпого фа։.» рМК2 (I) и ДПК пли»мнд 
рМК2-1 (2) и рЕЛ\4 (3). П, 1 К. Р. S—уыстки узнавании рестрикта mui Во'пШ.

J "И’’!, Крп1, Г.-։1, Sall ՛ • ■ПИА • I.NAI9 j I. п.т.и-
мидили ДНК (pUG!9) i;i.:ro։n» :i,T3։мпдппго нектара

раба।иная ДНК юбри.шых молекул подходящей эндонуклеазой рс- 
етрикнпи и лигазой, можно осуществить субклониронание фрагментов 
чужеродной ДНК на плазмиде pl С19. Для дальнейшею анализа нс- 
пользовали гибридный фаг, обозначенный рМК2 (рис. 2). ДНК фага 
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рМК2 обрабатывали рестриктазой Bamlll, лигазой и трансформирова­
ли в клетки Е. coli TGJ. Из трансформантов Е. coli, отобранных на 
среде с ампициллином (50 мкг. мл), выделили плазмиду, обозначенную 
рМК2-1. Клоны Е. coll, содержащие плазмиду рМК2-1, проявляют 
иектатлиазную ֊активность на чашках с индикаторной средой. Плазми­
да рМК2-1 стабильно поддерживается в клетках Е. coli, гак как при 
последовательных пересевах на индикаторную среду с полипектатом 
натрия вокруг колоний образуются лунки одинакового размера.

По-видимому, характер локализации генов ptl на хромосоме зави­
сит от штамма. В работе [8] показано тесное сцепление генов pH в 
штамме Е. chrysanthenii В 374. Кипи со соавт. показали, что в штамме 
Е. chrysanthenii ЕС16 гены pH отстоят друг от друга по крайней мере 
на 40 т. п. в. (19]. Нами установлено тесное сцепление двух генов ptl в 
штамме Е. chrysanthenii ENA-19.
ВНИИ Генетика, Москва Поступи ло 11 IX 1985 г.

ERWIXJA CHRYSANTHEMI ՊհհՏԱՏԱ՚ԱԶԱՅհ ԴԵՆԵՐ!» irill.bhdblՑԱ(։ 
ԿԼՈՆԱՎՈՐՈԻւրԸ ESCHERICHIA COLI ՐՋԻՋՆԵՐ11հՄ

Ն. 0. ՐՈԻԿԱՆՈՎ. Մ. ЗП1’. ՖՈՆՇՏՍՅՆ. Ա. Ի. ԿԱՐԱՍԻՆ, 0. Ա. ՏՈ1.ՄԱՏՆՎ, 

|Ս. Ի. ԱԼԻԽԱՆՅԱՆ | Ն *». ՅԱՆԿՈՎՍԿԻ

E. chrysanthenii ENA 4.9 շսւամի պեկտասղիաղաքի քրէԱ ցեները կրէ- 
նավորվել են Escherichia coli րջիջներւււմ У.47.1 ֆ աղային վեկւ/էորի վրա։ 
ԴնԲ՚-ի կլոնավորվաձ հա«ււրրր>ւկանւււք1 յէէէ-նների հիբրիդիր/ացիււն անա/խրէ 
UniJO Լ տ,1քւԻ »ւր ptl դեն երր սերտորևն կապված և տ1\դայնացված են E. .. 11ГУ- 
santheini թրոմոսուէային ԴՆԹ֊քւ LcoRl -ֆրւարք ենաում 7,3 ն. . ւր երկարել֊ 
թյամր; pl! ւյեներր պարունակող 'hliR-lt ֆրա ղմ են ան Լ րր, ինշպես It E. clirV- 
santhenii ENA 49 րրոմոսոմի նրանց հարող շրջանն երր կլոնավորվել են ֆա~ 
ղա-պչաէրք ի ղ ային վ եկտո րի վրա։ 1‘րականաէյվեւ Լ pH ղեների են fl ակրէն ավո - 
րօւմ рЦС/^ ր աղ մ ապա աճ են պրսղւքի ղի վրա;

MOLECULAR CLONING OF GENES OF RECTAT LYASE OF ERWIXIA 
CHRYSANTHEMI IN THE CELLS OF ESCHERICHIA COL!

N. O. BUKANOV, M. YU. FONSTE1N. A. I. KARASIN. (). A. TOLMACHEV.

I S. 1. ALIKHANIAN I. N. K. YANKOVSKY

The genes of excreted protein pectat lyase (ptl) of Erwinia chry- 
sarilhend EXA 49 were cloned in Escherichia, coli cells on the phage 
vector /47.1 and on the plasmid vector. 10 hybrid phages were identifi­
ed In the population of BaniHI, EcoRt and Sall fragments of ENA49 
chromosomal DNA on 747.1 and 45 Ptl* hybrid phages were constructed 
on plasmid vector. Southern blot analysis was used for the localization 
of ptl*՜ genes on ENA49 chroniosal DNA.
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ХАРАКТЕРИСТИКА ТЮРИЦИНОВ, ПРОДУЦИРУЕМЫХ 
ШТАММАМИ BACILLUS THURINGIF.NS1S

А. С ОВСЕПЯН. Б. П КАРАВЕКОВ

Показано, что 42 штамма В. Ihuringicnsis (из 100 iipouepcuttuxj относящихся к 
10 оарвантам, продуцируют тюринпны. 9 проверенных штаммов варианта dendro- 
liin'.i? не продуцируют и сами чувствительны ко всем тюрнцннам Синтезируемые бак- 
терипины чувствительны к трипсину, но различаются по чуястштльноетп к высокой 
Н'мперитуре, способности проходить через целлофановую мембран}, морфологии юн 
торможения индикаторного штамма, спектру действия. Получены мина- и нилиреан- 
стоитпыс мутанты универсального индикаторного (чувствительною ко всем тюрнцп- 
нам) штамма В. thuringiens s var. gallcriae P10/14. Используя ,ти мутанты, 
тюринпны распределили на I типа

Ключевые слова- бактерицинассния В thuringiensts. тюрццины.

11редсгавлте.'И( различных серотипов вида В. llinringicnsts продуци­
руют бактериципы, так называемые тюриципы [I, 6. 7, 9]. Имеются
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