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сÐàâÍèÒÅËьÍЫé ÐÅсÒÐèÊÖèÎÍÍЫé àÍàËèЗ äÍÊ 
МЕГАПЛАЗМИД И БАКТЕРИОФАГОВ  

ERWINIA CAROTOVORA

На основании проведённоãо сравнитеëьноãо рестрикционноãо анаëиза ДНК 
меãапëазмид размерноãо кëасса 64,5–129 т.п.н., поëученныõ из разëичныõ 
штаммов фитопатоãенной бактерии Erwinia carotovora, установëено, что 
все иссëедованные пëазмиды имеют разные рестрикционные узоры. Сравни-
теëьный анаëиз картин рестрикции меãапëазмиды рСА16-1 и бактериофаãа 
NF16 E. carotovora штамма 33А выявиë несовпадение пëазмидной и фаãовой 
ДНК по сайтам рестрикции. 

К ë ю ч е в ы е с ë о в а: Erwinia carotovora, меãапëазмиды, бактериофаãи, 
рестрикционный анаëиз.

Âíехроìосоìíые геíетèческèе элеìеíты, тàкèе кàк плàзìèды è бàктерèофàгè, 
достàточíо шèроко рàспрострàíеíы у фèтопàтогеííой бàктерèè Erwinia carotovora 
[3]. Длÿ íекоторых штàììоâ эрâèíèй хàрàктерíо одíоâреìеííое íàлèчèе ìегàплàз-
ìèд è èíдуöèруеìых профàгоâ. Â сâоёì большèíстâе плàзìèды E. carotovora, â 
тоì чèсле è ìегàплàзìèды, ÿâлÿютсÿ крèптèческèìè [6]. Тàк кàк E. carotovora 
предстàâлÿет собой полèлèзогеííую сèстеìу, íе èсключеíà âозìожíость, того что 
ìегàплàзìèды этой бàктерèè ÿâлÿютсÿ ìолчàщèìè профàгоâыìè реплèкоíàìè.

Целью рàботы было определеíèе соâпàдеíèй â рàсположеíèÿх сàйтоâ рестрèк-
öèè íà плàзìèдíых è фàгоâых ДНК íà осíоâàíèè проâедеííого срàâíèтельíого 
рестрèкöèоííого àíàлèзà ìегàплàзìèд è геíоìоâ бàктерèофàгоâ E. carotovora.

Материалы и методы 
Â рàботе былè èспользоâàíы штàììы Е. carotovora subsp. carotovora 33A, 

NCPPB 549Ò, NCPPB 312T, С366 è бàктерèофàгè NF16 è ZF40/421.
Âыделеíèе плàзìèд èз клеток E. carotovora проâодèлè щелочíыì ìетодоì [5]. 

Âыделеíèе фàгоâой ДНК осущестâлÿлè детергеíт-феíольíыì ìетодоì [4]. Полу-
чеííые плàзìèдíые ДНК осàждàлè этàíолоì è рàстâорÿлè â âоде èлè â буфере Т: 
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10 ìМ Трèс-НСl, рН 7,8. Длÿ рестрèкöèоííого àíàлèзà èспользоâàлè эíдоíуклеàзы 
HpaI, EcoRI, SalI, pstI, HindIII è BamHI. Состàâ рестрèкöèоííой сìесè был сле-
дующèй: 5 ìкл плàзìèдíого обрàзöà, 2 ìкл соотâетстâующего 10-крàтíого буферà 
длÿ рестрèкöèè, 1 ìкл эíдоíуклеàзы è 12 ìкл Н2Î. Âреìÿ рестрèкöèè состàâлÿло 
2–3 ч прè теìперàтуре 37 °С. Фрàгìеíты рàзделÿлè â 0,9–1,0% àгàрозíых гелÿх. 
Â кàчестâе ìàркерà рàзìерà èспользоâàлè фрàгìеíты ДНК фàгà λ, получеííые с 
поìощью эíдоíуклеàзы HindIII. 

чàстèöы бàктерèофàгà NF16 очèщàлè, рàзделÿлè è коíöеíтрèроâàлè с по-
ìощью èоíообìеííой хроìàтогрàфèè íà DEAE-öеллюлозе (DEAE 23 SS, Serva 
09047). через колоíку дèàìетроì 1,6 сì è âысотой 32,5 сì, урàâíоâешеííую 0,02 
М íàтрèй-фосфàтíыì буфероì, рН 7,0, пропускàлè 1000 ìл лèзàтà клеток. Зàтеì 
колоíку поэтàпíо элюèроâàлè рàстâорàìè 0,25 М è 0,4 М NaCl. Â состàâе кàждой 
фрàкöèè определÿлè íàлèчèе опàлесöеíöèè, хàрàктерíой длÿ рàстâороâ âèрусíых 
чàстèö. Â результàте было получеíо дâе пèкоâые фрàкöèè фàгà NF16: NF16/0,25 
М NaCl è NF16/0,4 М NaCl. 

Результаты и их обсуждение
Â результàте рестрèкöèоííого àíàлèзà ìегàплàзìèд четырёх штàììоâ Е. caro-

tovora рестрèктàзàìè SalI, HpaI è EcoRI было âыÿâлеíо, что ДНК кàждой ìегà-
плàзìèды èìеет уíèкàльíую перâèчíую последоâàтельíость (рèс. 1). 

Дàííые штàììы эрâèíèй содержàт по дâе рàзлèчíые плàзìèды. Â клеткàх 
штàììà 33A ìегàплàзìèдà рСА16-1 (129 т.п.í.) соседстâует с плàзìèдой íеболь-
шого рàзìерà рСА16-2 (5,3 т.п.í.). 

Рис. 1. Электрофореграмма фрагментов рестрикции мегаплазмид E. carotovora: 
1, 6, 11 – рСА16-1 (Ecc 33A); 2, 7, 12 – рСА 549-1 (NCPPB 549Ò); 3, 8, 13 – 

рСА 312-1 (NCPPB 312t); 4, 9, 14 – рСА 42-1 (Ecc С366);  
контроль 5, 10 – λ / Hindiii

Fig. 1. The electrophoregram of the restriction fragments of E. carotovora 
megaplasmids: 1, 6, 11 – рСА16-1 (Ecc 33A); 2, 7, 12 – рСА 549-1 (NCPPB 549Ò); 

3, 8, 13 – рСА 312-1 (NCPPB 312t); 4, 9, 14 – рСА 42-1 (Ecc С366);  
control 5, 10 – λ / Hindiii
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Клеткè штàììà С366, поìèìо ìегàплàзìèды рСА42-1 (129 т.п.í.), содержàт 
тàкже плàзìèду рСА42-2, рàзìероì 4,3 т.п.í. [3]. Мегàплàзìèду рСА549-1 (129 
т.п.í.) â штàììе NCPPB 549Ò сопроâождàет плàзìèдà ìàлочèслеííого средè эрâè-
íèй рàзìерíого клàссà (47,7 т.п.í.) – рСА549-2 [2]. Клеткè штàììà NCPPB 312T 
содержàт дâе плàзìèды: рСА312-1 (64,5 т.п.í.) è рСА312-2 (3,8 т.п.í.) [3]. 

Â сâÿзè с íàлèчèеì â штàììàх íесколькèх плàзìèд, ìы срàâíèâàлè только 
сàìые âерхíèе фрàгìеíты íà электрофорегрàììе â дèàпàзоíе рàзìероâ от 25 до 
9 т.п.í. (рèс. 1), предстàâлÿющèе собой фрàгìеíты рестрèкöèè ìегàплàзìèд. 

Устàíоâлеíо, что íà ДНК плàзìèд рСА16-1, рСА42-1 è рСА549-1 èìеютсÿ сàй-
ты рестрèкöèè длÿ кàждой èз трёх èспользоâàííых íàìè эíдоíуклеàз рестрèкöèè 
(SalI, HpaI è EcoRI). Рестрèктàзà SalI, одíàко, íе гèдролèзоâàлà ДНК плàзìèды 
рСА 312-1 (рèс. 1, трек 3) èз-зà отсутстâèÿ соотâетстâующèх сàйтоâ узíàâàíèÿ 
è рàзрезàíèÿ íà плàзìèде. Получеííые результàты сâèдетельстâуют о тоì, что 
рестрèкöèоííые кàртèíы ìегàплàзìèд уíèкàльíы, è плàзìèдíые ДНК íе èìеют 
одèíàкоâых по рàзìеру рестрèкöèоííых фрàгìеíтоâ. 

Предполàгàеì, что рàзлèчíое проèсхождеíèе дàííых штàììоâ Е. carotovora è 
íесоâпàдеíèе перâèчíых последоâàтельíостей èх ìегàплàзìèд ìожет быть сâÿзàíо 
с теì, что большèе âíехроìосоìíые ДНК èгрàют âàжíую роль â форìèроâàíèè 
пàтогеííостè эрâèíèй по отíошеíèю к íекоторыì рàстеíèÿì â соотâетстâующèх 
экологèческèх íèшàх. 

Способíость клеток эрâèíèй проâоöèроâàть поÿâлеíèе опухолей è âозìожíую 
прèчàстíость к дàííоìу ÿâлеíèю ìегàплàзìèды рСА16-1 проâерÿлèсь íà рàстеíèÿх 
кàлàíхое Дегреìоíà (Kalanchoe daigremontiana). Тàк кàк клеткè E. carotovora âы-
зыâàют после èíфекöèè рàстеíèй рàзâèтèе сèльíой реàкöèè гèперчуâстâèтельíостè 
è геíерàлèзоâàííую èíфекöèю âсего рàстеíèÿ, íеобходèìо было получèть дèссоöè-
àíты èсследуеìого штàììà. С поìощью кàротоâорèöèíà èз штàììà 48А получеíы 
штàììы-дèссоöèàíты 1/1, 1/2, 2/1, 2/2, 2/3, 3/1, 3/2 Е. carotovora 33À. 

Ткàíè лèстьеâ кàлàíхое èíфèöèроâàлè суточíыìè суспеíзèÿìè èсходíого 
штàììà è его дèссоöèàíтоâ. штàììы-дèссоöèàíты âызыâàлè более âырàжеííую 
реàкöèю гèперчуâстâèтельíостè у рàстеíèй по срàâíеíèю с èсходíыì штàììоì. 
Îтлèчèй ìежду отдельíыìè дèссоöèàíтàìè â реàкöèè гèперчуâстâèтельíостè, 
проÿâлеííой рàстеíèÿìè, обíàружèть íе удàлось. Было устàíоâлеíо, что клеткè 
эрâèíèй íе осущестâлÿют трàíсфорìàöèю рàстèтельíых клеток è íе проâоöèруют 
рост опухолей íà рàстеíèÿх кàлàíхое Дегреìоíà, â то же âреìÿ â коíтрольíых 
опытàх с Agrobacterium tumefaciens С58 был получеí позèтèâíый результàт. Тàкèì 
обрàзоì, ìегàплàзìèдà рСА16-1, очеâèдíо, íе ÿâлÿетсÿ туìорогеííой. 

Клеткè Е. carotovora штàììà 33А ÿâлÿютсÿ псеâдолèзогеííыìè è íесут 
бàктерèофàг NF16 è, после èíдукöèè бàктерèоöèíàìè, íàчèíàют продуöèроâàть 
фàгоâые чàстèöы. Âозìожíàÿ прèчàстíость ìегàплàзìèды рСА16-1 к профàгоâоìу 
геíоìу NF16 былà проâереíà с поìощью срàâíèтельíого рестрèкöèоííого àíàлèзà 
èх геíоìоâ эíдоíуклеàзàìè HpaI è BamHI (рèс. 2). 

Â результàте àíàлèзà получеííых кàртèí рестрèкöèè (рèс. 1, трекè 6 è 11, 
рèс. 2, трекè 1, 2, 8 è 9), было устàíоâлеíо, что ДНК ìегàплàзìèды рСА16-1 è 
бàктерèофàгà NF16 отлèчàютсÿ по перâèчíой последоâàтельíостè è íе содержàт 
èдеíтèчíых по подâèжíостè фрàгìеíтоâ ДНК.

Срàâíеíèе кàртèí рестрèкöèè геíоìà бàктерèофàгà NF16 è геíоìà другого эр-
âèíèофàгà ZF40/421 длÿ эíдоíуклеàз HpaI, BamhI, EcoRI, pstI è HindIII покàзàло, 
что геíоì бàктерèофàгà NF16 фрàкöèè NF16/0,4 М NaCl соâпàдàет по рестрèкöèоí-
íой кàртèíе с геíоìоì фàгà ZF40/421 (рèс. 2). Нà трекàх âèдíо, что геíоìы обоèх 
фàгоâ содержàт èдеíтèчíые фрàгìеíты ДНК, одíàко íà рестрèкöèоííой кàртèíе 
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фàгà NF16 фрàкöèè NF16/0,25 М NaCl â âерхíèх чàстÿх трекоâ èìеютсÿ тàкже 
дополíèтельíые фрàгìеíты ДНК (рèс. 2, трекè 1, 4, 8, 12 è 15), которые, âозìож-
íо, отрàжàют рàзíый хàрàктер перìутàöèй èх перâèчíых последоâàтельíостей [1].

Рис. 2. Электрофореграмма фрагментов рестрикции ДНК бактериофагов NF16 и 
ZF40/421 E. carotovora: 1, 4, 8, 12, 15 – NF16 / 0,25 М NaCl; 2, 5, 9, 13, 16 – 
NF16 / 0,4 М NaCl; 3, 6, 10, 14, 17 – ZF40/421; контроль 7, 11 – λ / Hindiii

Fig. 2. The electrophoregram of the restriction fragments of the DNA of  
E. carotovora bacteriophages NF16 and ZF40/421: 1, 4, 8, 12, 15 – NF16 / 0,25 М 

NaCl; 2, 5, 9, 13, 16 – NF16 / 0,4 М NaCl; 3, 6, 10, 14, 17 – ZF40/421;  
control 7, 11 – λ / Hindiii

Тàкèì обрàзоì, â отлèчèе от плàзìèд Е. carotovora рàзìероì около 10 т.п.í., 
èìеющèх схожèе кàртèíы рестрèкöèè [2], âсе èсследоâàííые íàìè ìегàплàзìèды 
эрâèíèй предстàâлеíы уíèкàльíыìè последоâàтельíостÿìè.  

Рестрèкöèоííый àíàлèз âыÿâèл, что геíоìы ìегàплàзìèды рСА16-1 è бàкте-
рèофàгà NF16 íе содержàт èдеíтèчíых рестрèкöèоííых фрàгìеíтоâ ДНК. Îдíàко 
это íе èсключàет âозìожíой прèчàстíостè ìегàплàзìèд другèх штàììоâ эрâèíèй 
к профàгоâыì элеìеíтàì полèлèзогеííой бàктерèè Е. carotovora. 

Рàботà âыполíеíà прè поддержке Госудàрстâеííого фоíдà фуíдàìеíтàльíых 
èсследоâàíèй (проект Ф25/134-2008) è МÎН Укрàèíы (проект НУ/448-2009).
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пÎÐiâÍßËьÍèé ÐÅсÒÐèÊÖiéÍèé àÍàËiЗ äÍÊ ÌÅÃàпËàЗÌiä 
I БАКТЕРIОФАГIВ ERWINIA CAROTOVORA

Реферат 

Â результàті проâедеíого рестрèкöійíого àíàлізу ДНК ìегàплàзìід, отрèìà-
íèх з різíèх штàìіâ фітопàтогеííої бàктерії Erwinia carotovora, покàзàíо, що усі 
досліджеíі плàзìідè предстàâлеíі уíікàльíèìè послідоâíостÿìè. Поріâíÿльíèй 
àíàліз кàртèí рестрèкöії ìегàплàзìідè рСА16-1 і бàктеріофàгà NF16 E. carotovora 
штàìу 33А âèÿâèâ âідсутíість спіâпàдіíь плàзìідíої і фàгоâої ДНК зà перâèííою 
послідоâíістю. 

К л ю ч о â і  с л о â à: Erwinia carotovora, ìегàплàзìідè, бàктеріофàгè, 
рестрèкöійíèй àíàліз.
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thE CoMParativE dna rEstriCtion analysis 
of ERWINIA CAROTOVORA MEgaPlasMids and 

BaCtErioPhagEs 

summary

As the result of the restriction analysis of the DNA of phytopathogenic bacterium 
Erwinia carotovora megaplasmids from different strains it has been shown that all 
the studied plasmids are represented with the unique sequences. The comparative 
analysis of the restriction sites of E. carotovora рÑÀ16-1 megaplasmid and NF16 
bacteriophage from the strain 33A has detected that plasmid and phage DNAs differ 
in primary sequences.

K e y  w o r d s: Erwinia carotovora, megaplasmids, bacteriophages, restriction 
analysis.


