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ÐÅÑÒÐÈÊÖÈÎÍÍÎÅ ÊÀÐÒÈÐÎÂÀÍÈÅ 
ÂÍÅÕÐÎÌÎÑÎÌÍÎÃÎ ÝËÅÌÅÍÒÀ  
ÐÑÀ25 ERWINIA CAROTOVORA

Ïðîâåäåíî ôèçè÷åñêîå êàðòèðîâàíèå âíåõðîìîñîìíîãî ýëåìåíòà ðÑÀ25 Erwinia 
carotovora è åãî òðàíñïîçîííîãî âàðèàíòà ðÑÀ25::Tn9. Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ 
äàííûõ ïîñòðîåíà ïðåäâàðèòåëüíàÿ ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà ïëàçìèäû è îïðåäå-
ëåíî ìåñòî âñòðàèâàíèÿ òðàíñïîçîíà â ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ. 

Ê ë þ ÷ å â û å  ñ ë î â à: Erwinia carotovora, ïëàçìèäû, òðàíñïîçîí Tn9, 
ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç, ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà.

Ïëàçìèäû ðàçìåðîì 9,8 òûñÿ÷ ïàð íóêëåîòèäîâ (ò.ï.í.) è èõ äåëåöèîííî-
âñòàâî÷íûå âàðèàíòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íàèáîëåå ðàñïðîñòðàí¸ííóþ ãðóïïó 
âíåõðîìîñîìíûõ ýëåìåíòîâ, âûÿâëåííûõ ó Erwinia carotovora. Ðåñòðèêöèîííûé 
àíàëèç ýòèõ âíåõðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ýíäîíóêëåàç HpaI è EcoRV ïîêàçàë, 
÷òî îíè ãîìîëîãè÷íû ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè [1]. Îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ 
ãåíåòè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ áàêòåðèè E. carotovora, ðàçìåðîì 9,8 ò.ï.í., ÿâëÿåòñÿ 
ïëàçìèäà ðÑÀ25 [2]. 

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî ñîçäàíèå ðåñòðèêöèîííîé ôèçè÷åñêîé êàðòû 
ñàéòîâ ïëàçìèäû ðÑÀ25 E. carotovora è å¸ òðàíñïîçîííîãî âàðèàíòà ðÑÀ25::Tn9 [3]. 

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû 

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû øòàììû Å. carotovora subsp. carotovora 48À 

(ðÑÀ25) è Å. carotovora subsp. carotovora 48À 7/4b (ðÑÀ25::Tn9).

Âûäåëåíèå ïëàçìèä èç êëåòîê E. carotovora ïðîâîäèëè ùåëî÷íûì ìåòîäîì 
[4]. Ïîëó÷åííûå ïëàçìèäíûå ÄÍÊ îñàæäàëè ýòàíîëîì è ðàñòâîðÿëè â âîäå. Äëÿ 
ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ýíäîíóêëåàçû HpaI, BglI, EcoRI, EcoRV è 
PstI. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà ðàçìåðà èñïîëüçîâàëè ôðàãìåíòû ÄÍÊ ôàãà l, ïîëó÷åí-

íûå ñ ïîìîùüþ ýíäîíóêëåàç HindIII è PstI. 

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Íà ðåñòðèêöèîííîé êàðòå ïëàçìèäû ðÑÀ25::Tn9 ïîêàçàíî, ÷òî âñå òðè ñàéòà 
äëÿ ðåñòðèêòàçû HpaI ðàñïîëîæåíû íà íåáîëüøîì ðàññòîÿíèè äðóã îò äðóãà, 
ïðèâîäÿ, òàêèì îáðàçîì, ïðè ðåñòðèêöèè ê ïîÿâëåíèþ îäíîãî áîëüøîãî è äâóõ 
íåáîëüøèõ ôðàãìåíòîâ (ðèñ.).
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Ðèñ. Ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà ïëàçìèäû ðÑÀ25::Tn9

Fig. Restriction map of plasmid ðÑÀ25::Tn9

Ñàéò äëÿ ýíäîíóêëåàçû BglI òàêæå ðàñïîëîæåí â ýòîé îáëàñòè ïëàçìèäíîé 
ÄÍÊ ìåæäó ñàéòàìè ýíäîíóêëåàçû HpaI (ðèñ.). Ñàéòû äëÿ ðåñòðèêòàç HpaI è BglI 

ðàñïîëîæåíû â ïðåäåëàõ ôðàãìåíòà À EcoRV, íåïîñðåäñòâåííî íà íåáîëüøîì 
ðàññòîÿíèè îò îäíîãî èç òð¸õ ñàéòîâ ýíäîíóêëåàçû EcoRV. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî 
òðàíñïîçîí Tn9 âñòðàèâàåòñÿ â ÄÍÊ ïëàçìèäû ðÑÀ25 â ôðàãìåíò Â EcoRV, òàêæå 
íà íåáîëüøîì ðàññòîÿíèè îò ñàéòà ðåñòðèêöèè EcoRV (ðèñ.). Âñòðàèâàíèå òðàíñïî-
çîíà Tn9 òîëüêî â îïðåäåë¸ííóþ îáëàñòü ÄÍÊ ïëàçìèäû ðÑÀ25 áûëî ïîäòâåðæäåíî 
ïðè èññëåäîâàíèè çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà êëîíîâ ñ ïëàçìèäîé ðÑÀ25::Tn9, êîòîðûå 
áûëè ïîëó÷åíû íåçàâèñèìî [2]. Ñàéòû äëÿ ðåñòðèêòàç EcoRI è PstI îòñóòñòâóþò íà 
ÄÍÊ íàòèâíîé ïëàçìèäû ðÑÀ25. Íà ÄÍÊ òðàíñïîçîíà Tn9 ïëàçìèäû ðÑÀ25::Tn9 
èìååòñÿ îäèí ñàéò äëÿ EcoRI, ðàñïîëîæåííûé â ãåíå ÑÀÒ, è äâà ñàéòà äëÿ PstI, 

ðàñïîëîæåííûå â ïðåäåëàõ IS1 ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé òðàíñïîçîíà Tn9.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ôèçè÷åñêîãî êàðòèðîâàíèÿ ïëàçìèä ðÑÀ25 è 
ðÑÀ25::Tn9, áûëà ïðåäëîæåíà ðåñòðèêöèîííàÿ êàðòà êðèïòè÷åñêîé ïëàçìèäû 
E. ñarotovora, ÿâëÿþùåéñÿ ïðåäñòàâèòåëåì íàèáîëåå ðàñïðîñòðàí¸ííîãî ðàçìåðíîãî 
êëàññà âíåõðîìîñîìíûõ ÄÍÊ äëÿ äàííîé áàêòåðèè. Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ òðàíñïîçîí-

íîé ìåòêè â ïëàçìèäå ñòàëî âîçìîæíûì óòî÷íåíèå âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ ñàéòîâ 
ðåñòðèêöèè, à òàêæå ìåñòîïîëîæåíèÿ òðàíñïîçîíà Tn9 â ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. 

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ãîñóäàðñòâåííîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ 
èññëåäîâàíèé (ïðîåêò Ô25/134-2008) è ÌÎÍ Óêðàèíû (ïðîåêò ÍÓ/448-2009).
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Ðåôåðàò 

Ïðîâåäåíî ô³çè÷íå êàðòóâàííÿ ïîçàõðîìîñîìíîãî åëåìåíòà ðÑÀ25 Erwinia 

carotovora ³ éîãî òðàíñïîçîííîãî âàð³àíòà ðÑÀ25::Tn9. Íà îñíîâ³ îòðèìàíèõ äàíèõ 
ïîáóäîâàíî ïîïåðåäíþ ðåñòðèêö³éíó êàðòó ïëàçì³äè ³ âèÿâëåíî ì³ñöå âáóäîâóâàííÿ 
òðàíñïîçîíà Tn9 â ïëàçì³äíó ÄÍÊ. 

Êëþ÷îâ³  ñëîâà: Erwinia carotovora, ïëàçì³äè, òðàíñïîçîí Tn9, ðåñòðèêö³éíèé 
àíàë³ç, ðåñòðèêö³éíà êàðòà.
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RESTRICTION SITE MAPPING OF ERWINIA CAROTOVORA 
EXTRACHROMOSOMAL ELEMENT PCA25 

Summary

The restriction site mapping of Erwinia carotovora extrachromosomal element 

pCA25 and its transposon variant ðÑÀ25::Tn9 has been carried out. The preliminary 

restriction map of the plasmid has been created and the site of the Tn9 transposon 

incorporation has been detected corresponding to the obtained data.

Key words: Erwinia carotovora, plasmids, transposon Tn9, restriction analysis, 

restriction map.


