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Визначено иуклеотидпу послідовність промоторної області та 1450 п н. структурної частини 
гена полігалактуронази (peh) ендофітної бактерії К. oxytoca VN13, який, можливо, бере участь у 
механізмі проникнення бактерій у тканини коренів рослин. Досліджено рівень гомології ДНК та 
амінокислотної послідовності кодованого білка з відповідними послідовностями інших бактерій. 

Вступ. Полігалактуронідаза є ферментом, що роз­
щеплює полігалактуронову кислоту — складову 
пектину — гідролітичним шляхом і таким чином 
може відігравати певну роль у проникненні ен-
дофітних бактерій всередину тканин рослин. Фер­
мент відомий як фактор вірулентності у фіто-
патогенних бактерій [1 ]. Гени, які кодують синтез 
ендо- та екзополігалактуроназ, вивчено у бактерій, 
що спричиняють захворювання у рослин Ralstonia 
solanacearum [2—4 ], Erwinia carotovora [5—8 ], E. 
chrysanthemi [9], Agrobacterium vitis [10], Bur-
kholderia cepacia [11]. Молекулярний аналіз взає­
модії генів із сигнальними молекулами рослин 
показав, що полігалактуроназа необхідна на ран­
ньому етапі інфекційного процесу [12]. Об'єкт 
даного дослідження К. oxytoca VN13 не є фі-
топатогеном. Співіснування в асоціації рослина— 
бактерія є взаємовигідним. Бактерії отримують уні­
кальну екологічну нішу, складаючи конкуренцію 
фітопатогенним мікрорганізмам. 

Вірогідно, що процес проникнення бактерій у 
внутрішні тканини рослин не переростає у фіто-
патогенний процес через особливості організації та 
реалізації генетичного матеріалу, що забезпечує 
відносно невисокі рівні експресії генів, які беруть 
участь у деструкції пектинів та, можливо, інших 
компонентів клітинної стінки рослин. У попередніх 
дослідженнях нами показано кореляцію між пек-
толітичною активністю та рівнем проникнення бак-

© Г. В. КОВТУНОВИЧ, О. В. ЛАР, Н. О. КОЗИРОВСЬКА, 2000 

терії АГ. oxytoca VN13 всередину тканин рослини-
хазяїна [13]. Метою даної роботи є ідентифікація 
та аналіз гена К. oxytoca VN13, відповідального за 
деполімеризацію пектину, для подальшого вивчен­
ня його можливого впливу на процес взаємодії 
бактерій з рослинами. 

Матеріали і методи. Бактеріальні штами, які 
використовували в роботі, наведено в табл. 1. Для 
вирощування бактерій застосовували такі живильні 
середовища: амінопептид (Росія) та мінімальне се­
редовище М9 [15]. Антибіотики ампіцилін, ри-
фампіцин та канаміцин використовували в концен­
траціях 100, 50 та 50 мкг/мл відповідно, полі-
галактуронат натрію (як джерело вуглецю) — в 
концентрації 0,2 %. Гліцерин (0,2 % ) , дріжджовий 
екстракт (0,5 %) та тіамін (20 мг/л) додавали при 
необхідності до М9. В експериментах з трансфор­
мації бактерій застосовували рідке та агарове сере­
довище LB [15]. 

Якісний тест на пектолітичну активність. 
Здатність бактерій до продукції ферментів деструк­
ції пектину полігалакторунази та пектатліази, суб­
стратом для яких є полігалактуронова кислота, 
визначали за здатністю колоній утворювати за­
глиблення на поверхні кальцій-стабілізованого по-
ліпектатного гелю внаслідок руйнації полігалакту-
роновой кислоти. Для отримання поліпектатних 
чашок за основу брали методику приготування 
SSA-чашок (semisolid agar) [16] з незначними 
модифікаціями. В нагріту майже до кипіння суміш: 
0,5 % дріжджового екстракту, 0,3 % агар-агара, 
0,12 % СаС12 із заздалегіть розчиненим агаром при 
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інтенсивному перемішуванні на магнітній мішалці 
з нагрівом поступово всипали полігалактуронат 
натрію до концентрації 3 % і доводили до кипіння. 
Стерилізували кип'ятінням протягом 2—3 хв. Пі­
сля охолодження до температури 60—70 °С розли­
вали в чашки Петрі. Інокуляцію бактерій на чашки 
здійснювали уколом. Інкубували чашки при темпе­
ратурі 37 °С протягом 24—40 год кришкою догори. 

Кількісне визначення пектатліазної та полі-
галакторуназної активності. Пектатліазну (ПЛ) 
активність визначали за поглинанням ненасичених 
продуктів реакції при довжині хвилі 235 нм у 
реакційній суміші: 0,23 % поліпектата натрію, 
0,1 М трис-НСІ (рН 8,5), 0,3 мМ СаС12 [16]. За 
одиницю активності брали кількість пектатліази, 
що збільшувала оптичну густину реакційної суміші 
на 1,0 опт. од. при 235 нм за 1 хв при температурі 
37 °С. Полігалакторуназну (ПГ) активність визна­
чали як збільшення відновлювальної властивості 
реакційної суміші, що виникає при гідролітичному 
розщепленні полігалактуронової кислоти поліга-
лакторуназою у зв'язку з вивільненням альдегід­
них груп галактуронової кислоти. Склад реакційної 

КЛОНУВАННЯ ТА СТРУКТУРНИЙ АНАЛІЗ РЕН-ГЕНА K.OXYTOCA VN13 

Джерело одержання 

суміші: 0,05 М NaAc (рН 5,2), 0,2 М NaCl, 0,5 % 
полігалакторуната натрію [17]. Відновлювальні 
властивості суміші визначали за допомогою фе-
риціанідного методу [18]. За одиницю активності 
брали таку кількість фермента, яка вивільняє 
1 ммоль/л альдегідних груп при температурі 37 °С 
за 1 хв. 

Геноінженерні методи. Хромосомну ДНК виді­
ляли за методом Мармура [19]. Виділення плазмід-
ної ДНК здійснювали методом лужного лізису 
[20]. При необхідності препарати ДНК обробляли 
РНКазою у концентрації 100 мкг/мл з наступним 
очищенням фенолом та хлороформом. Ферменти 
рестрикції ВатШ, Sail, Hindlll, Pstl, EcoRl, МЫ, 
Notl фірми «Fermentas» (Литва); EcoRV, Sad, 
Sauik фірми «Pharmacia Biotech.» (Швеція), a 
також ДНК-лігазу фага T4, ДНК-полімеразу і 
панкреатичну лужну фосфатазу фірми «Boehringer 
Mannheim» (ФРН) використовували за прописом 
фірми-виробника. Розчини X-gal та IPTG готували 
і використовували, як описано [20]. Маркери мо­
лекулярної маси ДНК готували, гідролізуючи ДНК 
фага А рестриктазою Hindlll та співгідролізом 
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Hindlll, EcoRL Концентрацію плазмідної ДНК ви­
значали електрофорезом лінеаризованих рестрик-
тазами плазмід в агарозному гелі у порівнянні з 
ДНК-стандартом. Рестрикційні фрагменти ДНК 
елюювали з легкоплавкої агарози [20]. Компе­
тентні клітини Е. соїі довготермінового зберігання 
готували та здійснювали їхню трансформацію за 
методикою Нішімура з співавт. [21 ]. 

Первинну послідовність клонованої ДНК виз­
начали методом Сенгера [22], використовуючи 
апарат ALF express™ та Су5™ AutoCycle™ набір 
(«Рпагтасіа Biotech», Швеція). Гомологію ДНК і 
поліпептидного продукту з відповідними послідов­
ностями інших мікроорганізмів визначали за допо­
могою електронної служби Blast 2.0 Національного 
центру біотехнологічної інформації (NCBI) США 
за допомогою програм BblastN та BlastX. 

Результати і обговорення. Клонування здат­
ності до деполімеризації поліпектату бактерії К. 
oxytoca УN13 в Е. соїи Експресія генів першої стадії 
деградації пектинів за допомогою пектатліаз та 
полігалактуроназ, субстратом для яких є полі-
галактуронова кислота (поліпектат) — продукт де-
метилювання природного пектину метилестеразою, 
призводить до занурення колоній на чашках з 
кальцій-стабілізованим поліпектатним гелем [16]. 
Цей метод був використаний для скринінгу бібліо­
теки генів дикого штаму К. oxytoca VN 13 в Е. соїи 
Банк генів отримали на основі плазмідного вектора 
pBluescript SK", в БатНІ-сайт якого клонували 
продукти неповного гідролізу хромосомної ДНК 
клебсієли рестриктазою Sau3A. Для лігування були 
використані елюйовані фрагменти розміром від 2 до 
9 тис п. н. Лігазною сумішшю трансформували 
компетентні клітини Е. соїі JM109. Серед 4500 Арг 

клонів, що давали незабарвлені колонії на чашках 
з X-gal та IPTG, було відібрано один, який ста­
більно давав занурені колонії на поліпектатному 
гелі подібно до К. oxytoca VN13. Виділену з даного 
клону плазміду гідролізували рестриктазою Notl 
для отримання її лінійної форми. Розмір одержаної 
плазміди pBluS2 становив близько 6,5 тис п. н. З 
урахуванням величини вектора вставка була роз­
міром 3,5—3,6 тис п. н. Походження плазміди 
підтверджувалося наявністю 2?#Л-фрагмента вели­
чиною 1,2 тис н. п., який знаходився у векторній 
частині плазміди. При перетрансформації Е. соїі всі 
трансформанти pBluS2 давали клони, що занурю­
валися на чашках з поліпектатним гелем. Цей 
факт вказує на наявність у клонованому фрагменті 
гена деградації поліпектату. Було встановлено, що 
присутність у живильному середовищі IPTG не 
впливає на інтенсивність занурення колоній, отже, 
транскрипція гена ініціюється з власного промото­

ра. З додаванням глюкози в живильне середовище 
експресія гена повністю припинялася — колонії не 
були здатними занурюватися на чашках з полі­
пектатним гелем. Таким чином, має місце факт 
катаболітної репресії даного гена. 

Визначення активності ферментів деполіме­
ризації поліпектату, які експресуються з клоно-
ваного фрагмента ДНК. Лізат нічної культури Е. 
соїі JM109 з плазмідою pBluS2y отриманий на 
ультразвуковому дезинтеграторі, перевіряли на на­
явність активностей ПЛ та ПГ — основних фер­
ментів першої стадії деградації полігалактуронового 
ланцюга. Перша спроба не підтвердила наявності 
жодної з досліджуваних активностей. Однією з 
причин негативного результату міг бути низький 
природний рівень активностей цих ферментів у К 
oxytoca VN13, Так, активність ПГ інколи була на 
межі чутливості методу. Крім того, нами був зафі­
ксований факт нестабільного наслідування плаз­
міди pBluS2 в Е. соїі JM109. Варто зазначити, що 
нічна культура Е. соїі JM109 з pBluS2, отримана з 
використанням рідкого середовища (LB з ампі­
циліном) , містить не більше одного відсотка клітин 
з плазмідою, тобто здатних давати колонії на 
агаровому середовищі з ампіциліном. Цікаво, що з 
додаванням глюкози до живильного середовища 
плазміда стабільно наслідувалася. Отже, продукт 
клонованого гена є в певній мірі токсичним для Е. 
соїі, і де надає селективної переваги тим клітинам, 
які втратили плазміду. Селективний тиск на збере­
ження плазміди, що забезпечується наявністю в 
середовищі ампіциліну, швидко усувається завдяки 
дії /?-лактамази, яка, як відомо, секретується в 
навколишнє середовище. Присутність глюкози при­
зводить до репресіі клонованого гена і, таким 
чином, нейтралізує основний фактор елімінації 
плазміди. Для забезпечення більшої стабільності 
фрагмент було переклоновано по сайтах Sacl та 
Sail у вектор рК18, що містить ген резистентності 
до канаміцину. 

Новоутвореною плазмідою pKS2 трансформу­
вали К. oxytoca VN13 та E.coli DH5a. Невідомо з 
яких причин, але рівень трансформації Е. соїі 
DH5a плазмідами pBluS2 та pKS2 був на порядок 
вищим, ніж Е. соїі JM109 при однаковому рівні 
компетентності. Тому надалі ми використовували 
штам Е. соїі DH5a. Культури Е. соїі та К. oxytoca 
з плазмідами рК18 (контроль) та pKS2 перевіряли 
на ПЛ та ПГ активність. Штам К. oxytoca з pKS2 
мав той же рівень ПЛ активності, що й дикий 
штам. В Е. соїі ця активність була відсутня в обох 
штамах. Однак в Е. соїі (pKS2)y на відміну від 
контролю, було зафіксовано ПГ активність на рівні 
К. oxytoca з цією ж плазмідою, що в п'ять разів 
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Таблиця 2 
Активність полігалактуронази, мМхв~1 -мл~1 

Загальна активність Активність у супернатанті 

перевищувала активність контролю клебсієли з 
плазмідою рК18 (табл. 2). 

Таким чином, було встановлено, що клонова-
ний фрагмент геномної ДНК К. oxytoca VN13 
містить ген полігалакторунази {peh)> який експре-
сується з власного промотора. 

Рестрикційний аналіз та встановлення орієн­
товної локалізаціі peh-гена в межах клонованого 
фрагмента. У подальшій роботі з клонованою по­
слідовністю для встановлення локалізації peh-гена 
та створення субклонів для дослідів з визначення 
нуклеотидної послідовності було побудовано ре-
стрикційну карту клонованого фрагмента. Сайтів 
розпізнавання для рестриктаз Notl, Sad, Xbal, Sail 
ВатШ не було виявлено. Встановлено наявність 

Рис 1. Рестрикційна карта клонованого фрагмента геномної 
ДНК К. oxytoca VN13 з peh-геном та отриманих субклонів 

сайтів розпізнавання для рестриктаз Pstl (три сай­
ти), EcoRl та Hindlll (по одному) (рис. 1). Для 
знаходження локалізації гена в межах клонованого 
фрагмента було створено такі конструкції: 1) 
pBluS2AH — делеція #ш<ШІ-фрагмента pBluS2; 2) 
pBluS2AR — делеція ^coRI-фрагмента pBluS2; 3) 
клоновано JEcoRI-фрагмент pBluS2 в плазміді рК18 
з утворенням плазміди pKS2Rl (рис. 1). Штам Е. 
coli з плазмідою pBluS2AH зберігав Ре/^-фенотип. 
Плазміди pBluS2AR та pKRS2 не надавали ко­
лоніям Е. coli властивості занурюватися на чашках 
з поліпектатним гелем. Це вказує на той факт, що 
EcoRl-cam знаходиться в межах реЛ-гена. 

Визначення та аналіз нуклеотидної послі­
довності peh-гена здійснювали з використанням 
плазмід pBluS2AR, pKRS2. Для уточнення послі­
довності були створені плазміди pKPS2y pKS2AP 
(рис. 1). На З'-кінці даної послідовності було знай­
дено сайт розпізнавання для рестриктази M M , що 
дало змогу додатково створити плазміди pUCMHS2 
та pKRMS2 і продовжити визначення послідовності 
у напрямку 3'-кінця peh-rtna. 

Аналіз нуклеотидної послідовності та кодова­
ного нею поліпептиду. Довжина визначеної послі­
довності клонованого фрагмента ДНК складає 1690 
п. н. (рис. 2). В її межах знайдено частину від­
критої рамки зчитування довжиною 1450 п. н., яка 
обривається на 3'-кінці поданої на рисунку послі­
довності ДНК. За шість нуклеотидів до ініціюючого 
кодона знаходиться сайт зв'язування з рибосо­
мою — TAAGGA. Амінокислотна послідовність 
(рис 2) має високий рівень гомології з послі­
довностями широкого спектра мікрорганізмів (табл. 
3). Це підтверджує наведені вище дані біохімічних 
тестів стосовно того, що клонований нами ген 
кодує саме ПГ, а не ПЛ. З табл. З можна також 
зробити попередній висновок щодо екзосубстратної 
специфічності даної ПГ. Найвищий рівень гомології 
спостерігається саме в порівнянні з екзополігалак-
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Рис. 3. Амінокислотна послідовність (неповна) 
препротеїна полігалакторунази, визначена за нук-
леотидною послідовністю. Жирним шрифтом по­
казано характерні для N-кінця лідерного пептиду 
амінокислотні залишки, що несуть позитивний 
заряд. Підкреслено амінокислоти, які формують 
гідрофобне ядро лідерного пептиду 

туроназами (екзо-ПГ) таких мікроорганізмів, як Y. 
enterocolitica [23 ], Е. chrysanthemi [24 ] та R. sola-
nacearum [25]. їхні амінокислотні послідовності 
мають гомологію з поліпептидом клонованого гена 
майже по всій довжині, за виключенням лідерного 

пептиду, і є ідентичними відповідно на 56, 53 та 
52 %. З урахуванням функціональної подібності 
амінокислот гомологія складає відповідно 71, 67 та 
63 %. З іншого боку, ця послідовність проявляє 
значно нижчий рівень гомології з ендополігалак-
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Таблиця З 
Подібність амінокислотної послідовності клонованого гена до відповідних білків інших бактерій 

П р и м і т к а . Рівень гомології визначали, використовуючи електронну службу Blast (NCBI). Використана комп'ютерна програма 
blastx порівнює потенційні поліпептиди всіх можливих рамок зчитування з амінокислотними послідовностями банка відомих 
поліпептидів. 

туроназами (ендо-ПГ). Так, ідентичність з ендо-
ПГ Е. carotovora [7 ] складає всього 25 % протягом 
фрагмента довжиною 312 амінокислотних залиш­
ків. Цікаво, що ендо-ПГ У. enterocolitica та Е. 
chrysanthemi мають подібний рівень гомології з цим 
білком. 

Як відомо з літератури [7, 23, 24, 26], біль­
шість ПГ з різних мікроорганізмів є секреторними 
білками і мають на N-кінці первинного транслянта 
сигнальний пептид, який є необхідним для транс­
порту через внутрішню мембрану в периплазма-
тичний простір. Не є виключенням і білок клоно­
ваного нами гена. На N-кінці даного білка знахо­
диться послідовність, яка не проявляє гомології з 
проаналізованими білками, проте має структуру, 
характерну для сигнального пептиду [27, 28 ]. По­
чаток послідовності містить чотири амінокислотних 
залишки, що несуть позитивний заряд: три — 
аргініну та один — аспарагіну (рис. 3). Наступним 
є ланцюг з 16 амінокислотних залишків, що фор­
мують гідрофобне ядро. Послідовність також має 
кілька потенційних сайтів процесингу. Уточнити 
розташування сайта процесингу можна буде секве-
нуванням N-кінцевої частини зрілого білка. 
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гранту UKR-038-96 (German Bundesministerium fur 
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Г. В. Ковтунович, Е. В. Лар, Н. А. Козыровская 

Клонирование и структурный анализ peh-гена Klebsiella oxytoca 
VN13 

Резюме 

Определена нуклеотидная последовательность промотор ной 
области и 1450 п. н. структурной части гена полигалактуро-
назы (peh) эндофитной бактерии К. oxytoca VNJ3, который, 
возможно, принимает участие в механизме проникновения 
бактерий в ткани корней растений. Исследован уровень гомо­
логии ДНК и аминокислотной последовательности кодирован­
ного белка с соответствующими последовательностями дру­
гих бактерий. 

G. V. Kovtunovich, О. V. bar, N. О. Kozyrovska 

Cloning and structural analysis of the Klebsiella oxytoca VN13 peh 
gene 

Summary 

The nucleotide sequence of the promotor part and 1450 bp of the 
structural part of the endophytic bacterium Klebsiella oxytoca VN13 
peh gene which probably takes part in the penetration of bacteria 
into the plant root tissue has been determined. The levels of 
homology of both DNA and amino acid sequences of the protein 
coded and appropriate sequences of different bacteria have been 
analysed.Cloning and structure analyse of Klebsiella oxytoca VN13 
peh gene 
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