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ДОСЛІДЖЕННЯ НУКЛЕОТИДНОЇ БУДОВИ 
СТРЕПТОМІЦЕТНОЇ ПЛАЗМІДИ PSS27 

Для PstI-фрагменту стрептоміцетної плазміди pSS27 (1,5 тпн), що міститься в гібридній плаз-
міді pSW49 виявлено значну гомологію з послідовностями ДНК хромосом стрептоміцетів S. griseus 
subsp. griseus NBRC 13350, S. coelicolor A3(2) та S. avermitilis MA-4680. Визначено гомологію (92 %) 
нуклеотидної послідовності PstI-фрагменту плазміди pSS27 з послідовностями хромосомних генів 
білків споруляції Streptomyces coelicolor A3(2) та S. avermitilis MA-4680. 

Також встановлено значну гомологію (73 %) нуклеотидної послідовності цього фрагменту 
стрептоміцетної плазміди з послідовностями генів перенесення інших стрептоміцетних плазмід 
(pJV1, рSLS і pSN22). 

Вступ 

Визначення нуклеотидної послідовності ДНК 
має важливе значення як для дослідження всіх 
фундаментальних біологічних процесів, так і 
для встановлення таксономічних зв'язків мікро
організмів, генно-інженерних та біотехнологіч-
них розробок. На початок 2008 року була визна
чена повна нуклеотидна послідовність майже 
1300 хромосомних ДНК мікроорганізмів, зокре
ма трьох стрептоміцетних - S. avermitilis 
MA-4680, S. coelicolor A3(2) та S. griseus subsp. 
griseus NBRC 13350 [1, 2]. Також велике значен
ня надається встановленню нуклеотидної будови 
позахромосомних ДНК. Так, на початок 2008 ро¬ 
ку визначено повну нуклеотидну послідовність 
більш ніж 1200 плазмід мікроорганізмів, що на
лежать до різних родин. Повну нуклеотидну 
послідовність встановлено для 22 плазмід стреп-
томіцетів [1, 2]. 

На базі даних сіквенс-аналізу плазмідних 
ДНК виявлено детермінацію ними ряду фер¬ 
ментів (наприклад, ендо- і екзонуклеаз, лігази, 
полікетидсинтаз І типу, дегідрогеназ), білків 
мембран та ряду інших метаболітів [1, 2] 
та встановлено, що ряд плазмід (SCP1, SCP2, 
SLP2 та деякі інші) кодують білки, що беруть 
участь в утворенні повітряного міцелію і спор 
[3, 4, 5]. 

Враховуючи наведене, метою цієї роботи бу¬ 
ло встановлення нуклеотидної послідовності 1,5 
тпн PstI-фрагмента стрептоміцетної плазміди 
pSS27 та визначення детермінованих ним влас¬ 
тивостей. 

Матеріали та методи дослідження 

У роботі досліджували плазмідну ДНК 
рSW49 (8,0 тпн) трансформанту SW49 Es
cherichia coli [6]. 
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В експериментах використовували середови¬ 
ща МПА та МПБ, які містили ампіцилін у кон¬ 
центрації 100 мкг/мл. 

Плазмідну ДНК з клітин трансформанту от
римували за методикою Т. Kieser [7]. Електрофо
рез плазмідної ДНК проводили в 0,8 % агарозi 
в ТБЕ-буфері [8]. 

Визначення нуклеотидних послідовностей 
проводили на сіквенаторі CEQ2000XL «Beck-
man». Сіквенс-аналіз проводили з використан¬ 
ням пари праймерів: 

F-праймер 5«-GTAAAACGACCGCCAGT-3» 
R-праймер 5«-CAGGAAACAGCTATGAC-3». 

Результати дослідження 

Штам Streptomyces sp. 27 було виділено зі 
зразка ґрунту Київської області в 1995 р. У ре¬ 
зультаті досліджень його фізіологічних та мор¬ 
фологічних властивостей було встановлено, що 
штам є продуцентом ендонуклеази ІІ типу 
Ssp27 та містить плазміду pSS27 (13,7 ± 0,2 
тпн) [9, 10, 11]. 

На базі човникового pWHM4 та колійного 
pBluescript II SK(+) векторів створено банк фраг¬ 
ментів стрептоміцетної плазміди pSS27. Відіб¬ 
рані трансформанти містили гібридні молекули 
позахромосомної ДНК із фрагментами стрепто-
міцетної плазміди pSS27 від 0,5 тпн до 12,3 тпн 
[6]. Відомо, що індивідуальні гени становлять 
лише незначну частину банку клонованих послі¬ 
довностей. Як встановлено, у складі векторної 
плазміди pWHM4 проклоновано, як послідов¬ 
ності ДНК плазміди pSS27, що обмежені сайта¬ 
ми впізнавання рестриктази Pst1 (наприклад, 
плазміда рSW49), так і такі, що мають один чи 
більше сайтів рестрикції для певного ферменту 
всередині проклонованого фрагменту (напри¬ 
клад, плазміда рSW51) [6]. Проведено секвену-
вання фрагментів ДНК плазміди pSS27, які були 
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включені до складу 11 гібридних плазмід. Розмі¬ 
ри визначених нуклеотидних послідовностей 
стрептоміцетного фрагменту в гібридних плаз-
мідах становили від 352 до 1034 пн [6]. 

Гібридна плазміда рSW49 (8,0 тпн) містить 
PstI-фрагмент стрептоміцетної плазміди pSS27 з 
молекулярним розміром 1,5 тпн. Розміри визна¬ 
чених нуклеотидних послідовностей цього 
стрептоміцетного фрагменту становили 638 пн 
(F-праймер) та 799 пн (R-праймер) (рис. 1, 2). 

Порівняння визначеної нуклеотидної послі¬ 
довності цього PstI-фрагменту плазміди pSS27 з 
Інтернет-базами даних GenBank та EMBL, які 
містять інформацію про визначені нуклеотидні 
послідовності хромосом і плазмід мікроорганіз¬ 
мів, надали можливість виявити високу тотож¬ 
ність її з рядом генів стрептоміцетів (як хромо¬ 
сомних, так і плазмідних), що детермінують біл¬ 
ки з різними функціями [1, 2]. 

Так, для PstI-фрагменту плазміди pSS27, що 
міститься в гібридній плазміді pSW49 виявлено 
значну гомологію з послідовностями ДНК хро-

мосом стрептоміцетів S. griseus subsp. griseus 
NBRC 13350, S. coelicolor A3(2) та S. avermitilis 
MA-4680 [6]. 

Встановлено повну гомологію нуклеотидної 
будови 1,5 тпн PstI-фрагменту стрептоміцетної 
плазміди (сіквенс з R-праймера) з послідовнос¬ 
тями (довжиною до 150 пн) цих трьох хромосом, 
що детермінують один з білків дегідрогеназних 
комплексів. Крім того, незалежно від напрямку 
аналізу виявлено гомологію (86-92 %) послідов¬ 
ностей цього фрагменту плазміди pSS27 (довжи¬ 
ною до 220 пн) з генами, що кодують білки, які 
беруть участь у споруляції S. coelicolor A3(2) та 
S. avermitilis MA-4680 відповідно. 

Цікаво те, що не виявлено гомології для до¬ 
сліджуваної нуклеотидної послідовності плазмі-
ди pSS27 з хромосомними генами S. griseus 
subsp. griseus NBRC 13350, які детермінують 
утворення повітряного міцелію та спор, тоді 
як встановлено значну гомологію з хромосомни¬ 
ми ДНК S. coelicolor A3(2) та S. avermitilis 
MA-4680. 
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З даних літератури відомо, що у штама 
S. coelicolor A3(2) є білки, які забезпечують ут
ворення повітряного міцелію та спор, які де
термінуються генами, локалізованими на хро
мосомі і плазмідах SCP1 та SCP2 [1, 2, 3, 4]. 
Необхідно підкреслити, що не виявлено гомо
логії нуклеотидної будови у вищезгаданих ге
нів. Цікавим є той факт, що нами виявлено го¬ 
мологію нуклеотидної послідовності плазміди 
pSS27 з локалізованими на хромосомі S. coe-
licolor A3(2) traA1 і traB1 генами, які детермі¬ 
нують білки споруляції. 

У літературі є повідомлення про гомологіч-
ність нуклеотидних послідовностей плазмідних 
і хромосомних генів клітини-господаря. Гени 
можуть детермінувати властивості, важливі для 
мікроорганізму. Наприклад, у штаму S. cattleya 
знайдено плазміду, яка містить ген аргінінсукци-
нат синтетази, що гібридизується з аналогічни¬ 
ми генами стрептоміцетів [12]. Зі штаму S. 
rimosus SRP2 було виділено плазміду SRP2

1
, що 

містила ген стійкості до окситетрацикліну, пос¬ 
лідовність якого гомологічна з хромосомним ге¬ 
ном стійкості [13], тому було висловлено припу¬ 
щення, що прим-форма плазміди SRP2 утвори¬ 
лася при ексцизії плазміди з хромосоми. 
Загальновідома прим-форма плазміди S. coeli-
color SCPI'-cysB, яка утворюється в результаті 
кон'югаційного перенесення [14]. 

Як встановлено, при секвенуванні з F-прай-
меру нуклеотидна будова 1,5 тпн PstI-фрагменту 
стрептоміцетної плазміди pSS27 гомологічна 
(до 90 %) з послідовностями генів перенесення 
ряду плазмід стрептоміцетів: pJV1 (S. phaeo-
chromogenes), pSLS (S. lauterentii), pSN22 
(S. flavovirens) та pRL1 (S. sp. 44030). Так, гомо¬ 
логічними виявилися нуклеотидні послідовності 
1,5 тпн PstI-фрагменту стрептоміцетної плазмі-
ди pSS27 (до 250 пн) генів перенесення TraBSL 
плазміди pSLS та TraB плазмід pJV1 і pRL1 [1, 
2]. Виявлено достатню гомологію (55 %) цього 
фрагменту плазмідної ДНК з послідовністю 
spdB1-гена плазміди pJV1. 

Також нами було виявлено гомологію (до 
73 %) сіквенованої з R-праймера стрептоміцет-
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ної послідовності pSW49 з послідовностями 
плазмід pJV1, рSLS і pSN22. Для цієї нуклеотид-
ної послідовності плазміди pSS27 виявлено го¬ 
мологію до послідовностей TraА-генів вищеоз-
начених плазмід [1, 2]. 

Необхідно підкреслити, що послідовності 
1,5 тпн PstI-фрагменту стрептоміцетної плазмі-
ди pSS27, для яких визначено гомологію з плаз-
мідними генами перенесення та хромосомними 
генами, що детермінують білки, які беруть 
участь в спороутворенні, є одними і тими ж 
послідовностями. Однак у джерелах літератури 
повідомлялося про значну гомологію нуклео-
тидних послідовностей хромосомних traA1 і 
traB1 генів S. coelicolor A3(2) до плазмідних 
ТгаА і TraB генів плазміди pJV1 (S. phaeochro-
mogenes) та послідовності гена SpoIIIE Bacillus 
subtilis. Ген SpoIIIE детермінує ДНК-трансло-
казу, необхідну для перенесення хромосоми в 
проспори протягом третього етапу спороутво¬ 
рення. Водночас як для білків, що кодуються 
TraА і TraB генами, декларуються функції 
міжміцеліального перенесення плазмідної ДНК 
та формування «поків». Повідомляється про 
участь білків, детермінованих traA1 і traB1 ге¬ 
нами в утворенні пор в мембранах клітин S. 
coelicolor [3]. 

Завдяки новітнім методам досліджень, таким 
як сіквенс-аналіз, стало можливим визначати ді¬ 
лянки нуклеотидної послідовності хромосом та 
плазмід, які кодують потенціальні білки. Такі 
знання надають можливість проводити поперед¬ 
нє генетичне картування як хромосомних, так і 
плазмідних ДНК. 

Таким чином, з великою вірогідністю можна 
зробити припущення: досліджуваний 1,5 тпн 
PstI-фрагмент стрептоміцетної плазміди pSS27 
може містити важливі для клітини стрептоміце-
та гени, які детермінують білки, що беруть 
участь в спороутворенні чи/та гени, необхідні 
для поширення самої плазміди. Планується 
провести подальші дослідження, які допомо¬ 
жуть визначити функцію, детерміновану даним 
PstI-фрагментом стрептоміцетної плазміди 
pSS27. 
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INVESTIGATION OF NUCLEOTIDE SEQUENCE OF STREPTOMYCETES 
PLASMID PSS27 

Significant homology of nucleotide sequence of PstI-fragment (1,5 kb) of Streptomycetes plasmid pSS27, 
that maintained in hybrid plasmid pSW49 to chromosomal DNA sequences of S. griseus subsp. griseus 
NBRC 13350, S. coelicolor A3(2) and S. avermitilis MA-4680 was found. Homology (92 %) of nucleotide 
sequence of this Pstl-fragment of plasmid pSS27 with ones of genes for sporulation protein of Streptomyces 
coelicolor A3(2) and S. avermitilis MA-4680 chromosomes was determined. 

Also it is established homology (73 %) of nucleotide sequence of this 1,5 kb-fragment with sequences of 
intermycelial plasmid transfer genes of some Streptomycetes plasmids (pJV1, pSLS and pSN22). 
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