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Мета. Встановити вплив додаткового гомоло-

гічного crt-кластера на каротиногенез у клітинах 

реципієнтного стрептоміцету. Методи. З цією 

метою було проведено трансформацію гібрид-

ною плазмідою pWC 9,6. Плазмідою pWC 9,6, 

що містила фрагмент послідовності crt-кластера 

(9576 п. н.) Crt+-мутанту S. globisporus Crt4, тра-

нсформували клітини Crt--реципієнта S. globis-

porus 1912-бп. Для побудови гібридної плазміди 

фрагменти отриманих ПЛР-копій послідовності 

crt-кластера мутанта Crt4 клонували в складі 

човникового вектора pWHM4 (6,6 т. п. н.). Кло-

нування провели за унікальними сайтами рест-

рикції ендонуклеаз XbaI та HindIII, що знахо-

дяться в полілінкері вектора. Дані рестриктази 

не мають сайтів рестрикції на послідовності 

crt-кластера. Результати. Сконструйовано гіб-

ридну плазміду pWC 9,6 (16,2 т. п. н.), яка міс-

тить послідовність crt-кластера Crt
+
-мутанту 

Crt4 (9576 п. н.). Ця плазміда успішно функціо-

нує в клітинах обох реципієнтів (E. coli XL1 

Blue і S. globisporus 1912-бп) – надає їм стійкос-

ті до відповідних антибіотиків. Плазміда pWC 

9,6 стабільно зберігає свій молекулярний розмір 

(16,2 т. п. н.). Однак безперечних доказів екс-

пресії crt-кластерів у стрептоміцетних трансфо-

рмантів не виявлено. Висновки. Сконструйова-

но плазміду pWC 9,6, що трансформує та стабі-

льно функціонує в клітинах обох реципієнтів 

(стрептоміцета і E. сoli).  

Ключові слова: crt-кластер, човниковий вектор, 

клонування, резистентність, ПЛР. 

 

Синтез каротиноїдів та їх регуляція всебі-

чно досліджені у багатьох стрептоміцетів з кла-

ди Streptomyces griseus (S. griseus, S. hryso-

mallus, S. mediolani, S. setonii, S. globisporus та 

ряд інших) [1–8]. У них встановлено організа-

цію crt-кластерів, індукцію каротиногенезу ря-

дом стрес-факторів (наприклад, протопласту-

вання) [2]. Виявлено ряд штамів (як виділені з 

навколишнього середовища, так і отримані екс-

периментально) S. griseus клади, у яких синтез 

каротину здійснюється конститутивно: S. chry-

somallus var. carotenoides, S. globisporus 1912 

Crt4, S. mediolani 2215174 FI, S. setonii (griseus) 

ISP5395) [1–4]. 

Дослідження каротиногенезу у стрептомі-

цетів проводиться з використанням як тради-

ційних генетичних, мікробіологічних, фізико-

хімічних методів, так і новітніх, генно-

інженерних (як приклад клонування). Таке все-

бічне вивчення дозволило встановити як шляхи 

синтезу каротиноїдів, так і організацію crt-

кластерів [7, 8]. 

Метою роботи було дослідити вплив до-

даткового crt-кластера на каротиногенез у клі-

тинах реципієнтного стрептоміцету. Для цього 

проводили гомологічне клонування crt-кластера 

з хромосоми Crt+-мутанта S. globisporus Crt4 в 

Crt
-
-реципієнті S. globisporus 1912-бп. 

 

Матеріали і методи 

Виконуючи роботу, використовувалися 2 

варіанти wild type штаму стрептоміцета S. glo-

bisporus 1912 (S. globisporus 1912-бп (Crt- LndЕ- 

Spo+) [9, 10] і S. globisporus Crt4) (Crt+ LndЕ+ 

Spo-) [11, 12] та штам Escherichia coli XL1 Blue 

(recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 

lac [Fґ proAB lacIq Z∆M15 Tn10 (Tetr )]) [13]. 

Біфункціональний вектор pWHM4 (6,6 т. п. н.) 

використовували за конструювання гібридних 

плазмід [14].  

У роботі використовували середовища: 

соєве, середовище Оканіші (рідкий та агаризо-

ваний варіанти), МПА та МПБ [15, 16]. Селек-

цію трансформантів кишкової палички прово-

дили на середовищах, у які додавали 

антибіотики (ампіцилін (Ар – 100 мкг/мл) та 

тетрациклін (Tet – 15 мкг/мл)). Під час відбору 

стрептоміцетних трансформантів у середовища 

додавали тіострептон (Th) відповідно до 

рекомендацій [14, 17].  

Хромосомну ДНК з міцелію S. globisporus 
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Crt4 отримували, використовуючи рекомендації 

Маніатіса і співавторів [18]. Гідроліз та лігуван-

ня фрагментів ДНК проводили згідно з рекоме-

ндаціями тієї ж збірки методик [18], використо-

вуючи ферменти та буфери фірми MBI «Fermen-

tas» (Литва) [13]. 

Компетентні клітини Escherichia coli XL1 

Bluе отримували, трансформували та відбирали 

АpRTetR-трансформанти за класичними методи-

ками [13, 16]. За клонування гібридних плазмід 

протопласти варіанта S. globisporus 1912-бп 

отримували, трансформували та відбирали ThR-

трансформанти відповідно до методики [2, 13, 

16].  

Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) 

проводили з використанням ампліфікатора 

Мastercycler personal («Еppendorf», Німеччина). 

Застосований режим ПЛР: І етап: 95°C – 60’’; 

ІІ етап: 30 циклів з чергуванням 94°C – 20’’; 

55°C – 30’’; 55°C – 250’’; ІІІ етап: 72°C – 45’’, 

збереження за 4°C. Реакційна суміш містила: 

10 mM TrisHCl (pH 8,0), 50 mM KCl, 1,5 mM 

MgCl2, 0,2 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP), 1 одиниця Taq-полімерази, 30 рМ прай-

мера, 10 мкл ДНК. Суміш нуклеотидів і 

Taq-полімеразу використовували від фірми MBI 

«Fermentas» (Литва). Послідовності праймерів 

наведені в таблицi. 

Плазмідну ДНК з трансформантів виділя-

ли за методом Кiзера [19]. Електрофоретичне 

розподілення ампліконів crt-кластера, плазмід та 

продуктів їх гідролізу ендонуклеазами ІІ типу 

проводили у 0,8 % агарозному гелі. Для визна-

чення молекулярної маси отриманих ПЦР-копій 

crt-кластера та рестриктів гібридних плазмід 

використовували HindIII-фрагменти ДНК фагу 

лямбда як маркер молекулярного розміру. 

 

Результати та обговорення 

Одним із методів дослідження каротино-

генезу у стрептоміцетів та його регуляції є кло-

нування послідовностей як всього crt-кластера, 

так і окремих crt-генів. Як результат ряду таких 

експериментів отримали каротинсинтезуючі 

трансформанти (Crt+). В інших випадках екс-

пресії клонованих генів не виявляли [7].  

На основі інформації про нуклеотидну по-

слідовність crt-кластера штаму S. globisporus 

1912 (ідентифікаційний номер KM349312.1 в 

базі GenBank) було підібрано олігонуклеотидні 

праймери (табл.) для ПЛР. Клонування отрима-

них ПЛР-копій послідовності crt-кластера 

(9576 п. н.) каротинсинтезуючого варіанта Crt4 

штаму S. globisporus 1912 (рис. 1) в складі чов-

никового вектора pWHM4 було проведено за 

унікальним й сайтами рестрикції для XbaI та 

HindIII, що знаходяться в полілінкерних фраг-

ментах векторних молекул і не мають сайтів 

рестрикції на послідовності crt-кластера.  

До складу прямого праймера входить пос-

лідовність сайта пізнавання для ендонуклеази 

HindIII, а до складу зворотного праймера – сайт 

для рестриктази XbaI (табл.). 

 

Таблиця. Послідовності праймерів, що були використані в роботі 

Нуклеотидна будова праймерів (5'- 3') праймер 
Нумерація по 

KM349312.1, п.н. 

TTTTAAGCTTCGCAGAGCCGTTCCAGGCTCC* прямий 1 - 22 

TTTTTCTAGAGGGTCTCATCAGGGAGAAATAC** зворотній 9553 - 9576 
Примітки: підкреслено сайти рестрикції ендонуклеаз ІІ типу: * – HindIII, ** – XbaI). 

 

 
Рис. 1. Організація crt-кластера S. globisporus 1912 (KM349312.1). Зазначено розташування сайтів рест-

рикції для ендонуклеаз XbaI та HindIII. 
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ПЛР-продукти, отримані за допомогою 

ПЛР на цільовому фрагменті, досліджували 

електрофоретичним розподіленням в агарозно-

му гелі. Було отримано ПЛР-амплікони молеку-

лярним розміром 9576 п. н. Довжину було вира-

хувано, базуючись на інформації про первинну 

структуру crt-кластера штаму S. globisporus 

1912 (KM349312.1) та підтверджено даними 

електрофоретичного розподілу ПЛР-продуктів. 

ДНК ПЛР-ампліконів і векторних плазмід 

обробляли ендонуклеазами ІІ типу XbaI і HindIII 

та проводили спільне лігування отриманих рес-

триктів (рис. 2). Лігованою сумішшю трансфо-

рмували компетентні клітини кишкової палич-

ки. Відбирали трансформанти, стійкі до ампіци-

ліну (ApR) та тетрацикліну (TetR). Стійкість до 

тетрацикліну детермінується хромосомою ре-

ципієнта. Стійкість до ампіциліну забезпечуєть-

ся геном вектора.  

Виділені з АpRTetR-трансформантів гібри-

дні плазмідні ДНК (pWC 9,6) мали молекуляр-

ний розмір 16,2 т. п. н. (відповідно до векторів 

клонування pWHM4). Електофорез продуктів 

гідролізу ендонуклеазами XbaI та HindIII плаз-

мідних ДНК ряду АpRTetR-трансформантів підт-

вердив наявність клонованої послідовності з 

молекулярним розміром 9,6 т. п. н.  

Гібридними плазмідами pWC 9,6, виділе-

ними з трансформантів кишкової палички тран-

сформували протопласти безплазмідного варіа-

нта S. globisporus 1912 та відбирали трансфор-

манти, стійкі до тіострептону (ThR). Рестрикцій-

ний аналіз (ендонуклеазами XbaI, HindIII і 

EcoRV) плазмідних ДНК ThR-трансформантів 

продемонстрував, що вони зберегли молекуляр-

ні розміри і будову молекул гібридних плазмід. 

Серед відібраних ThR-трансформантів S. 

globisporus 1912 була виявлена низка зі зміне-

ними (в порівнянні з реципієнтною культурою, 

споруляцією та пігментоутворенням). Реципієнт 

(безплазмідний варіант штаму S. globisporus 

1912-бп) рясно спорулює і утворює повітряний 

міцелій сніжно-білого кольору; субстратний 

міцелій теж не має забарвлення. В той час як 

колонії ряду трансформантів утворюють мало 

спор, субстратний міцелій здобув помітне жов-

таве забарвлення, що дозволило зробити попе-

редній висновок про наявність каротиногенезу. 

Однак розсіви повітряного та субстратного мі-

целію цих відібраних трансформантів не приз-

вели до відбору колоній із бажаним фенотипом. 

Таким чином, наше попереднє припущення про 

наявність каротиногенезу у відібраних ThR-

трансформантів не підтверджено. 

Синтез каротиноїдів спостерігали у Сrt+-

трансформантів як після клонування 

crt-кластера, так і crtS-гена (продуктом якого є 

фактор, що регулює експресію crt-кластера) [7]. 

У якості штамів-реципієнтів таких гібридних 

плазмід використовували штами стрептоміцетів, 

що містять дезактивовані crt-кластери (як прик-

лад штам S. griseus JA3933/956/2) чи інтактні 

криптичні S. lividans TK24. Наприклад, у Сrt+-

трансформантів S. griseus JA3933, що отримали 

внаслідок клонування crtEIBV-генів, виявили 

здатність синтезувати лікопін – синтез здійсню-

вався з промотора векторної плазміди. Необхід-

но відмітити, що експресія crt-кластера прохо-

дила у трансформантів чи з промотора tsrp век-

торної плазміди pIJ486, чи з клонованого додат-

кового crtEp промотора з crt-кластера штаму S. 

griseus JA3933. Крім того, було отримано Сrt+-

трансформанти, у яких транскрипція послідов-

ностей crt-кластерів мала місце внаслідок супе-

рпродукції сигмаподібного пептиду CrtS [7]. 

Таким чином, нами було сконструйовано і 

успішно клоновано гібридну плазміду pWC 9,6 

(16,2 т. п. н.), яка містила послідовність crt-

кластера S. globisporus 1912 (9,6 т. п. н.). Отри-

мані плазміди pWC 9,6 здатні трансформуватися 

та стабільно функціонувати в клітинах як стреп-

томіцета, так і E. сoli. Представлений експери-

мент з клонування додаткової копії crt-кластера 

в штамі S. globisporus 1912 бп не призвів до по-

яви Сrt+-трансформантів. 

 

 
Рис. 2. Локалізація клонованого HindIII-XbaI фрагмента crt-кластера в плазміді pWC 9,6. 
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Можливо, ряд пояснень відсутності екс-

пресії crt-генів в отриманих стрептоміцетних 

ThR-трансформантах. Ми вважаємо, що в отри-

маних трансформантах не спостерігається син-

тез каротиноїдів у наслідок жорсткої регуляції 

експресії crt-кластерів. Така жорстка регуляція 

може бути пов’язана з наявністю в геномі шта-

му S. globisporus 1912 двох crt-кластерів [2]. 

Таке припущення підтверджується дани-

ми про дуже низьку частоту появи Сrt+-мутантів 

вихідного штаму S. globisporus 1912 – за деся-

тиліття роботи зі штамом було отримано тільки 

десяток спонтанних Сrt+-мутантів. У той же час 

спонтанні реверсії до Сrt—фенотипу стаються зі 

значно більшою частотою: як приклад – частота 

реверсії мутанта 4 Сrt+ становить 5х10-3. Такі 

дані свідчать про послаблення регуляції транск-

рипції crt-кластерів у наслідок мутації [2]. 

 

Висновки 

Отримано гібридну плазміду pWC 9,6 (16, 

2 т. п. н.), що здатна трансформуватися та стабі-

льно функціонувати в клітинах як стрептоміце-

та, так і E. сoli. 
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CLONING OF SEQUENCE OF HOMOLOGOUS crt-CLUSTER IN STREPTOMYCES 

 GLOBISPORUS 1912-бп 

Aim. The aim was to set influence to the additional homologous crt-cluster on carotenogenesis of cells of streptomycete 

recipient. Methods. For this purpose transformation by the hybrid plasmid pWC 9,6 was conducted. This plasmid 

contained the fragment of the crt-cluster sequence (9576 bp) of Crt+-mutant S. globisporus Crt4 in a Crt--recipient 

S. globisporus 1912-бп. To construct this hybrid plasmid, a fragment of PLR-copies of sequence of the crt-cluster of 

mutant S. globisporus 1912 Crt4 was cloned in the shuttle vector pWHM4 (6.6 kb). Insertion was done into unique re-

striction sites for endonucleases XbaI and HindIII in a polylinker of this vector. These endonucleases have not restric-

tion sites into the crt-cluster sequence. Results. The plasmid pWC 9,6 (16.2 kb) that contains the crt-cluster sequence 

(9576 bp) of the Crt+-variant Crt4 of the strain S. globisporus 1912 was constructed. The plasmid successfully functions 

in the cells of both recipients (E. coli XL1 Blue and S. globisporus 1912-бп). It provides to them resistance to the cor-

responding antibiotics. The plasmid pWC 9,6 stably keeps its molecular size (16.2 kb). However, indisputable proofs of 

expression of the crt-clusters in transformants were not got. Conclusions. The plasmid pWC 9,6, that is able to trans-

form and stably function in the cells of both recipient microorganisms (Streptomyces and E. coli) was constructed. 

Keywords: crt-cluster, shuttle vector, cloning, resistance, PCR. 
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