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ÑÐÀÂÍÈÒÅËÜÍÛÉ ÐÅÑÒÐÈÊÖÈÎÍÍÛÉ ÀÍÀËÈÇ ÄÍÊ 
ÌÅÃÀÏËÀÇÌÈÄ È ÁÀÊÒÅÐÈÎÔÀÃÎÂ  

ERWINIA CAROTOVORA

Íà îñíîâàíèè ïðîâåä¸ííîãî ñðàâíèòåëüíîãî ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà ÄÍÊ 
ìåãàïëàçìèä ðàçìåðíîãî êëàññà 64,5–129 ò.ï.í., ïîëó÷åííûõ èç ðàçëè÷íûõ 
øòàììîâ ôèòîïàòîãåííîé áàêòåðèè Erwinia carotovora, óñòàíîâëåíî, ÷òî 
âñå èññëåäîâàííûå ïëàçìèäû èìåþò ðàçíûå ðåñòðèêöèîííûå óçîðû. Ñðàâíè-
òåëüíûé àíàëèç êàðòèí ðåñòðèêöèè ìåãàïëàçìèäû ðÑÀ16-1 è áàêòåðèîôàãà 
NF16 E. carotovora øòàììà 33À âûÿâèë íåñîâïàäåíèå ïëàçìèäíîé è ôàãîâîé 
ÄÍÊ ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè. 

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Erwinia carotovora, ìåãàïëàçìèäû, áàêòåðèîôàãè, 
ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç.

Âíåõðîìîñîìíûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû, òàêèå êàê ïëàçìèäû è áàêòåðèîôàãè, 
äîñòàòî÷íî øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû ó ôèòîïàòîãåííîé áàêòåðèè Erwinia carotovora 

[3]. Äëÿ íåêîòîðûõ øòàììîâ ýðâèíèé õàðàêòåðíî îäíîâðåìåííîå íàëè÷èå ìåãàïëàç-
ìèä è èíäóöèðóåìûõ ïðîôàãîâ. Â ñâî¸ì áîëüøèíñòâå ïëàçìèäû E. carotovora, â 
òîì ÷èñëå è ìåãàïëàçìèäû, ÿâëÿþòñÿ êðèïòè÷åñêèìè [6]. Òàê êàê E. carotovora 

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîëèëèçîãåííóþ ñèñòåìó, íå èñêëþ÷åíà âîçìîæíîñòü, òîãî ÷òî 
ìåãàïëàçìèäû ýòîé áàêòåðèè ÿâëÿþòñÿ ìîë÷àùèìè ïðîôàãîâûìè ðåïëèêîíàìè.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî îïðåäåëåíèå ñîâïàäåíèé â ðàñïîëîæåíèÿõ ñàéòîâ ðåñòðèê-
öèè íà ïëàçìèäíûõ è ôàãîâûõ ÄÍÊ íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííîãî ñðàâíèòåëüíîãî 
ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà ìåãàïëàçìèä è ãåíîìîâ áàêòåðèîôàãîâ E. carotovora.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû 
Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû øòàììû Å. carotovora subsp. carotovora 33A, 

NCPPB 549Ò, NCPPB 312T, Ñ366 è áàêòåðèîôàãè NF16 è ZF40/421.
Âûäåëåíèå ïëàçìèä èç êëåòîê E. carotovora ïðîâîäèëè ùåëî÷íûì ìåòîäîì [5]. 

Âûäåëåíèå ôàãîâîé ÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè äåòåðãåíò-ôåíîëüíûì ìåòîäîì [4]. Ïîëó-
÷åííûå ïëàçìèäíûå ÄÍÊ îñàæäàëè ýòàíîëîì è ðàñòâîðÿëè â âîäå èëè â áóôåðå Ò: 
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10 ìÌ Òðèñ-ÍÑl, ðÍ 7,8. Äëÿ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ýíäîíóêëåàçû 
HpaI, EcoRI, SalI, PstI, HindIII è BamHI. Ñîñòàâ ðåñòðèêöèîííîé ñìåñè áûë ñëå-
äóþùèé: 5 ìêë ïëàçìèäíîãî îáðàçöà, 2 ìêë ñîîòâåòñòâóþùåãî 10-êðàòíîãî áóôåðà 
äëÿ ðåñòðèêöèè, 1 ìêë ýíäîíóêëåàçû è 12 ìêë Í

2
Î. Âðåìÿ ðåñòðèêöèè ñîñòàâëÿëî 

2–3 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ. Ôðàãìåíòû ðàçäåëÿëè â 0,9–1,0% àãàðîçíûõ ãåëÿõ. 
Â êà÷åñòâå ìàðêåðà ðàçìåðà èñïîëüçîâàëè ôðàãìåíòû ÄÍÊ ôàãà l, ïîëó÷åííûå ñ 
ïîìîùüþ ýíäîíóêëåàçû HindIII. 

×àñòèöû áàêòåðèîôàãà NF16 î÷èùàëè, ðàçäåëÿëè è êîíöåíòðèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íà DEAE-öåëëþëîçå (DEAE 23 SS, Serva 
09047). ×åðåç êîëîíêó äèàìåòðîì 1,6 ñì è âûñîòîé 32,5 ñì, óðàâíîâåøåííóþ 0,02 
Ì íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðîì, ðÍ 7,0, ïðîïóñêàëè 1000 ìë ëèçàòà êëåòîê. Çàòåì 
êîëîíêó ïîýòàïíî ýëþèðîâàëè ðàñòâîðàìè 0,25 Ì è 0,4 Ì NaCl. Â ñîñòàâå êàæäîé 
ôðàêöèè îïðåäåëÿëè íàëè÷èå îïàëåñöåíöèè, õàðàêòåðíîé äëÿ ðàñòâîðîâ âèðóñíûõ 
÷àñòèö. Â ðåçóëüòàòå áûëî ïîëó÷åíî äâå ïèêîâûå ôðàêöèè ôàãà NF16: NF16/0,25 
Ì NaCl è NF16/0,4 Ì NaCl. 

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Â ðåçóëüòàòå ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà ìåãàïëàçìèä ÷åòûð¸õ øòàììîâ Å. caro-

tovora ðåñòðèêòàçàìè SalI, HpaI è EcoRI áûëî âûÿâëåíî, ÷òî ÄÍÊ êàæäîé ìåãà-
ïëàçìèäû èìååò óíèêàëüíóþ ïåðâè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (ðèñ. 1). 

Äàííûå øòàììû ýðâèíèé ñîäåðæàò ïî äâå ðàçëè÷íûå ïëàçìèäû. Â êëåòêàõ 
øòàììà 33A ìåãàïëàçìèäà ðÑÀ16-1 (129 ò.ï.í.) ñîñåäñòâóåò ñ ïëàçìèäîé íåáîëü-
øîãî ðàçìåðà ðÑÀ16-2 (5,3 ò.ï.í.). 

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàãìåíòîâ ðåñòðèêöèè ìåãàïëàçìèä E. carotovora: 
1, 6, 11 – ðÑÀ16-1 (Ecc 33A); 2, 7, 12 – ðÑÀ 549-1 (NCPPB 549Ò); 3, 8, 13 – 

ðÑÀ 312-1 (NCPPB 312T); 4, 9, 14 – ðÑÀ 42-1 (Ecc Ñ366);  
êîíòðîëü 5, 10 – l / HindIII

Fig. 1. The electrophoregram of the restriction fragments of E. carotovora 

megaplasmids: 1, 6, 11 – ðÑÀ16-1 (Ecc 33A); 2, 7, 12 – ðÑÀ 549-1 (NCPPB 549Ò); 
3, 8, 13 – ðÑÀ 312-1 (NCPPB 312T); 4, 9, 14 – ðÑÀ 42-1 (Ecc Ñ366);  

control 5, 10 – l / HindIII
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Êëåòêè øòàììà Ñ366, ïîìèìî ìåãàïëàçìèäû ðÑÀ42-1 (129 ò.ï.í.), ñîäåðæàò 
òàêæå ïëàçìèäó ðÑÀ42-2, ðàçìåðîì 4,3 ò.ï.í. [3]. Ìåãàïëàçìèäó ðÑÀ549-1 (129 
ò.ï.í.) â øòàììå NCPPB 549Ò ñîïðîâîæäàåò ïëàçìèäà ìàëî÷èñëåííîãî ñðåäè ýðâè-
íèé ðàçìåðíîãî êëàññà (47,7 ò.ï.í.) – ðÑÀ549-2 [2]. Êëåòêè øòàììà NCPPB 312T 
ñîäåðæàò äâå ïëàçìèäû: ðÑÀ312-1 (64,5 ò.ï.í.) è ðÑÀ312-2 (3,8 ò.ï.í.) [3]. 

Â ñâÿçè ñ íàëè÷èåì â øòàììàõ íåñêîëüêèõ ïëàçìèä, ìû ñðàâíèâàëè òîëüêî 
ñàìûå âåðõíèå ôðàãìåíòû íà ýëåêòðîôîðåãðàììå â äèàïàçîíå ðàçìåðîâ îò 25 äî 
9 ò.ï.í. (ðèñ. 1), ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ôðàãìåíòû ðåñòðèêöèè ìåãàïëàçìèä. 

Óñòàíîâëåíî, ÷òî íà ÄÍÊ ïëàçìèä ðÑÀ16-1, ðÑÀ42-1 è ðÑÀ549-1 èìåþòñÿ ñàé-
òû ðåñòðèêöèè äëÿ êàæäîé èç òð¸õ èñïîëüçîâàííûõ íàìè ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè 
(SalI, HpaI è EcoRI). Ðåñòðèêòàçà SalI, îäíàêî, íå ãèäðîëèçîâàëà ÄÍÊ ïëàçìèäû 
ðÑÀ 312-1 (ðèñ. 1, òðåê 3) èç-çà îòñóòñòâèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ñàéòîâ óçíàâàíèÿ 
è ðàçðåçàíèÿ íà ïëàçìèäå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî 
ðåñòðèêöèîííûå êàðòèíû ìåãàïëàçìèä óíèêàëüíû, è ïëàçìèäíûå ÄÍÊ íå èìåþò 
îäèíàêîâûõ ïî ðàçìåðó ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ. 

Ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðàçëè÷íîå ïðîèñõîæäåíèå äàííûõ øòàììîâ Å. carotovora è 
íåñîâïàäåíèå ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èõ ìåãàïëàçìèä ìîæåò áûòü ñâÿçàíî 
ñ òåì, ÷òî áîëüøèå âíåõðîìîñîìíûå ÄÍÊ èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè 
ïàòîãåííîñòè ýðâèíèé ïî îòíîøåíèþ ê íåêîòîðûì ðàñòåíèÿì â ñîîòâåòñòâóþùèõ 
ýêîëîãè÷åñêèõ íèøàõ. 

Ñïîñîáíîñòü êëåòîê ýðâèíèé ïðîâîöèðîâàòü ïîÿâëåíèå îïóõîëåé è âîçìîæíóþ 
ïðè÷àñòíîñòü ê äàííîìó ÿâëåíèþ ìåãàïëàçìèäû ðÑÀ16-1 ïðîâåðÿëèñü íà ðàñòåíèÿõ 
êàëàíõîå Äåãðåìîíà (Kalanchoe daigremontiana). Òàê êàê êëåòêè E. carotovora âû-
çûâàþò ïîñëå èíôåêöèè ðàñòåíèé ðàçâèòèå ñèëüíîé ðåàêöèè ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè 
è ãåíåðàëèçîâàííóþ èíôåêöèþ âñåãî ðàñòåíèÿ, íåîáõîäèìî áûëî ïîëó÷èòü äèññîöè-
àíòû èññëåäóåìîãî øòàììà. Ñ ïîìîùüþ êàðîòîâîðèöèíà èç øòàììà 48À ïîëó÷åíû 
øòàììû-äèññîöèàíòû 1/1, 1/2, 2/1, 2/2, 2/3, 3/1, 3/2 Å. carotovora 33À. 

Òêàíè ëèñòüåâ êàëàíõîå èíôèöèðîâàëè ñóòî÷íûìè ñóñïåíçèÿìè èñõîäíîãî 
øòàììà è åãî äèññîöèàíòîâ. Øòàììû-äèññîöèàíòû âûçûâàëè áîëåå âûðàæåííóþ 
ðåàêöèþ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè ó ðàñòåíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì øòàììîì. 
Îòëè÷èé ìåæäó îòäåëüíûìè äèññîöèàíòàìè â ðåàêöèè ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè, 
ïðîÿâëåííîé ðàñòåíèÿìè, îáíàðóæèòü íå óäàëîñü. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êëåòêè 
ýðâèíèé íå îñóùåñòâëÿþò òðàíñôîðìàöèþ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê è íå ïðîâîöèðóþò 
ðîñò îïóõîëåé íà ðàñòåíèÿõ êàëàíõîå Äåãðåìîíà, â òî æå âðåìÿ â êîíòðîëüíûõ 
îïûòàõ ñ Agrobacterium tumefaciens Ñ58 áûë ïîëó÷åí ïîçèòèâíûé ðåçóëüòàò. Òàêèì 
îáðàçîì, ìåãàïëàçìèäà ðÑÀ16-1, î÷åâèäíî, íå ÿâëÿåòñÿ òóìîðîãåííîé. 

Êëåòêè Å. carotovora øòàììà 33À ÿâëÿþòñÿ ïñåâäîëèçîãåííûìè è íåñóò 
áàêòåðèîôàã NF16 è, ïîñëå èíäóêöèè áàêòåðèîöèíàìè, íà÷èíàþò ïðîäóöèðîâàòü 
ôàãîâûå ÷àñòèöû. Âîçìîæíàÿ ïðè÷àñòíîñòü ìåãàïëàçìèäû ðÑÀ16-1 ê ïðîôàãîâîìó 
ãåíîìó NF16 áûëà ïðîâåðåíà ñ ïîìîùüþ ñðàâíèòåëüíîãî ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà 
èõ ãåíîìîâ ýíäîíóêëåàçàìè HpaI è BamHI (ðèñ. 2). 

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ïîëó÷åííûõ êàðòèí ðåñòðèêöèè (ðèñ. 1, òðåêè 6 è 11, 
ðèñ. 2, òðåêè 1, 2, 8 è 9), áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÄÍÊ ìåãàïëàçìèäû ðÑÀ16-1 è 
áàêòåðèîôàãà NF16 îòëè÷àþòñÿ ïî ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è íå ñîäåðæàò 
èäåíòè÷íûõ ïî ïîäâèæíîñòè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ.

Ñðàâíåíèå êàðòèí ðåñòðèêöèè ãåíîìà áàêòåðèîôàãà NF16 è ãåíîìà äðóãîãî ýð-
âèíèîôàãà ZF40/421 äëÿ ýíäîíóêëåàç HpaI, BamHI, EcoRI, PstI è HindIII ïîêàçàëî, 
÷òî ãåíîì áàêòåðèîôàãà NF16 ôðàêöèè NF16/0,4 Ì NaCl ñîâïàäàåò ïî ðåñòðèêöèîí-
íîé êàðòèíå ñ ãåíîìîì ôàãà ZF40/421 (ðèñ. 2). Íà òðåêàõ âèäíî, ÷òî ãåíîìû îáîèõ 
ôàãîâ ñîäåðæàò èäåíòè÷íûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, îäíàêî íà ðåñòðèêöèîííîé êàðòèíå 



26 Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 6/2009    

Æ.Þ. Ñåðãººâà, Ô.I. Òîâêà÷

ôàãà NF16 ôðàêöèè NF16/0,25 Ì NaCl â âåðõíèõ ÷àñòÿõ òðåêîâ èìåþòñÿ òàêæå 
äîïîëíèòåëüíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ (ðèñ. 2, òðåêè 1, 4, 8, 12 è 15), êîòîðûå, âîçìîæ-

íî, îòðàæàþò ðàçíûé õàðàêòåð ïåðìóòàöèé èõ ïåðâè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé [1].

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ôðàãìåíòîâ ðåñòðèêöèè ÄÍÊ áàêòåðèîôàãîâ NF16 è 
ZF40/421 E. carotovora: 1, 4, 8, 12, 15 – NF16 / 0,25 Ì NaCl; 2, 5, 9, 13, 16 – 
NF16 / 0,4 Ì NaCl; 3, 6, 10, 14, 17 – ZF40/421; êîíòðîëü 7, 11 – l / 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 Ì 

NaCl; 2, 5, 9, 13, 16 – NF16 / 0,4 Ì NaCl; 3, 6, 10, 14, 17 – ZF40/421;  
control 7, 11 – l / HindIII

Òàêèì îáðàçîì, â îòëè÷èå îò ïëàçìèä Å. carotovora ðàçìåðîì îêîëî 10 ò.ï.í., 
èìåþùèõ ñõîæèå êàðòèíû ðåñòðèêöèè [2], âñå èññëåäîâàííûå íàìè ìåãàïëàçìèäû 
ýðâèíèé ïðåäñòàâëåíû óíèêàëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè.  

Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç âûÿâèë, ÷òî ãåíîìû ìåãàïëàçìèäû ðÑÀ16-1 è áàêòå-
ðèîôàãà NF16 íå ñîäåðæàò èäåíòè÷íûõ ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Îäíàêî 
ýòî íå èñêëþ÷àåò âîçìîæíîé ïðè÷àñòíîñòè ìåãàïëàçìèä äðóãèõ øòàììîâ ýðâèíèé 
ê ïðîôàãîâûì ýëåìåíòàì ïîëèëèçîãåííîé áàêòåðèè Å. carotovora. 

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ãîñóäàðñòâåííîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ 
èññëåäîâàíèé (ïðîåêò Ô25/134-2008) è ÌÎÍ Óêðàèíû (ïðîåêò ÍÓ/448-2009).
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ÏÎÐIÂÍßËÜÍÈÉ ÐÅÑÒÐÈÊÖIÉÍÈÉ ÀÍÀËIÇ ÄÍÊ ÌÅÃÀÏËÀÇÌIÄ 
I ÁÀÊÒÅÐIÎÔÀÃIÂ ERWINIA CAROTOVORA

Ðåôåðàò 

Â ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíîãî ðåñòðèêö³éíîãî àíàë³çó ÄÍÊ ìåãàïëàçì³ä, îòðèìà-
íèõ ç ð³çíèõ øòàì³â ô³òîïàòîãåííî¿ áàêòåð³¿ Erwinia carotovora, ïîêàçàíî, ùî óñ³ 
äîñë³äæåí³ ïëàçì³äè ïðåäñòàâëåí³ óí³êàëüíèìè ïîñë³äîâíîñòÿìè. Ïîð³âíÿëüíèé 
àíàë³ç êàðòèí ðåñòðèêö³¿ ìåãàïëàçì³äè ðÑÀ16-1 ³ áàêòåð³îôàãà NF16 E. carotovora 

øòàìó 33À âèÿâèâ â³äñóòí³ñòü ñï³âïàä³íü ïëàçì³äíî¿ ³ ôàãîâî¿ ÄÍÊ çà ïåðâèííîþ 
ïîñë³äîâí³ñòþ. 

Ê ë þ ÷ î â ³  ñ ë î â à: Erwinia carotovora, ìåãàïëàçì³äè, áàêòåð³îôàãè, 
ðåñòðèêö³éíèé àíàë³ç.
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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 ðÑÀ16-1 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.


