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Сумарну плазмідну ДИК, виділену за допомогою лужної денатурації і нагрівання лізатів міцелію, 
очищено в східчастому градієнті щільності хлористого цезію і розділено на дві фракції електро
форезом у гелі звичайної і легкоплавкої агарози. Рестрикційний аналіз фракцій Дії К показав 
наявність двох плазмід pSGI9I2~I і pSGI912-2, розміри яких становлять 10,3 і 22,4 тис. пар 
нуклеотидів відповідно. Обидві плазміди стабільно виділяються із штамів стрептоміцета з 
різними рівнями споруляції та синтезу ландоміцину Е. 

В с т у п , С т р е п т о м і ц е т и — н а й в и с о к о р о з в и н е н і ш і 
п р о к а р і о т и ч н і м і к р о о р г а н і з м и з м і ц е л і а л ь н о ю будо
в о ю к л і т и н і с п о р о у т в о р е н н я м , щ о с т а н о в л я т ь з н а ч 
н и й н а у к о в и й і н т е р е с д л я г е н е т и к и і м а ю т ь н е 
м е н ш е п р а к т и ч н е з н а ч е н н я д л я б і о т е х н о л о г і ї я к 
п р о м и с л о в і п р о д у ц е н т и б і л ь ш о с т і о п и с а н и х а н 
т и б і о т и к і в . Р а н і ш е б у л о п о к а з а н о , щ о ш т а м S. 
globisporus 1 9 1 2 , в и д і л е н и й у 1967 р . з к а ш т а н о в о г о 
г р у н т у , м і с т и т ь п л а з м і д н у Д Н К і с и н т е з у є а н 
т и б і о т и к н е в і д о м о ї п р и р о д и , я к и й п р и г н і ч у є р іст 
г р а м п о з и т и в н и х м і к р о о р г а н і з м і в , о с о б л и в о с т р е п -
т о м і ц е т і в [ 1 ] . З р о б л е н о с п р о б и р е с т р и к ц і й н о г о 
а н а л і з у в и д і л е н о ї Д Н К п л а з м і д и [2 ] і к л о н у в а н н я 
ф р а г м е н т і в п л а з м і д и в* с к л а д і в е к т о р а pUC19 у 
к л і т и н а х к и ш к о в о ї п а л и ч к и [ 3 ] . З а д а н и м и п о п е 
р е д н ь о г о а н а л і з у , р о з м і р п л а з м і д и д о р і в н ю є 11 ,2 
т и с я ч п а р н у к л е о т и д і в ( т и с . п . н . ) . А н т и б і о т и ч н а 
р е ч о в и н а , в и д і л е н а з а г а р и з о в а н о г о с е р е д о в и щ а 
дводобово ї к у л ь т у р и с т р е п т о м і ц е т а , м а є т а к о ж п р о 
т и п у х л и н н у а к т и в н і с т ь , п р и г н і ч у ю ч и р іст к а р ц и н о 
м и Г е р е н а щ у р і в [ 4 ] . Н е д а в н о в с п і в р о б і т н и ц т в і з 
н і м е ц ь к и м и в ч е н и м и б у л о в с т а н о в л е н о м о л е к у л я р 
н у с т р у к т у р у а н т и б і о т и к а , я к и м в и я в и л а с я щ е н е 
о п и с а н а с п о л у к а п о л і к е т и д н о ї п р и р о д и з г р у п и 
а н г у ц и к л і н і в — л а н д о м і ц и н Е [5 ] . 

М е т о ю ц і є ї р о б о т и б у л о б і л ь ш д о с к о н а л е 
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д о с л і д ж е н н я к і л ь к о с т і і р о з м і р і в п л а з м і д , щ о у с п а д 
к о в у ю т ь с я в и х і д н и м ш т а м о м 5 . globisporus 1 9 1 2 , а 
т а к о ж й о г о п о х і д н и м и с у б к л о н а м и з р і з н и м и 
р і в н я м и с п о р у л я ц і ї і с и н т е з у а н т и б і о т и к а . Ц е д а л о 
б з м о г у в и я с н и т и з а л е ж н і с т ь м і ж т а к и м и в а ж л и в и 
м и о з н а к а м и к у л ь т у р и , я к с п о р у л я ц і я , у т в о р е н н я 
а н т и б і о т и к а і у с п а д к у в а н н я п л а з м і д . 

М а т е р і а л и і м е т о д и . У р о б о т і в и к о р и с т а н о т р и 
ш т а м и S. globisporus 1 9 1 2 , о д е р ж а н і п р и м о н о с п о -
р о в о м у розс ів і в и х і д н о ї к у л ь т у р и : 1) ш т а м , щ о 
н а г а д у є в и х і д н у к у л ь т у р у — д о б р е с п о р у л ю є , с и н 
т е з у є а н т и б і о т и к у н е з н а ч н і й к і л ь к о с т і і п р и розс ів і 
в и щ е п л я є т р и т и п и к о л о н і й ; 2) с т а б і л ь н и й к л о н , 
я к и й с л а б о с п о р у л ю є і м а є с е р е д н і й р і в е н ь а н 
т и б і о т и ч н о ї а к т и в н о с т і ; 3) с т а б і л ь н и й к л о н , я к и й 
н е с п о р у л ю є і с и н т е з у є в е л и к у к і л ь к і с т ь л а н 
д о м і ц и н у Е . 

П л а з м і д н у Д Н К в и д і л я л и з а м е т о д о м К а й з е р а 
[ 6 ] з м і ц е л і ю д в о д о б о в о ї к у л ь т у р и , в и р о щ е н о ї в 
к о л б а х н а к а ч а л ц і в с е р е д о в и щ і (г/л): К 2 Н Р 0 4 — 
2 , 0 , M g S 0 4 - 7 H 2 0 — 0 , 5 , г л ю к о з а — 1,0, п е п т о н — 
4 , 0 , д р і ж д ж о в и й е к с т р а к т — 4 , 0 , е к с т р а к т с о л о 
д у — 1,0, р Н д о с т е р и л і з а ц і ї — 7 , 2 . М і ц е л і й 
л і з у в а л и в Т Е - б у ф е р і ( 2 5 м М т р и с , 2 5 м М N a 2 

E D T A , р Н 8 ,0) л і з о ц и м о м (2 м г / м л ) п р и 37 °С 
п р о т я г о м ЗО х в , д о л і з а т у д о д а в а л и 0 , 5 о б ' є м у 0 , 3 М 
N a O H з 1 % д о д е ц и л с у л ь ф а т о м н а т р і ю , с у м і ш 
с т а р а н н о п е р е м і ш у в а л и ( т р и ч і п р о п у с к а л и ч е р е з 
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2 0 мл п л а с т и к о в и й ш п р и ц ) і н а г р і в а л и п р и 6 0 °С 
п р о т я г о м 3 0 хв . П і с л я о х о л о д ж е н н я л і з а т о б р о б л я 
л и к и с л и м ф е н о л о м — х л о р о ф о р м о м ( 1 : 1 ) , д о с у п е р -
н а т а н т у д о д а в а л и д е с я т у ч а с т и н у З М а ц е т а т ) ' 
н а т р і ю і р і в н и й о б ' є м і з о п р о п а н о л у . О с а д п і с л я 
ц е н т р и ф у г у в а н н я в и с у ш у в а л и і р о з ч и н я л и в Т Е -
б у ф е р і . О д е р ж а н у п л а з м і д н у Д Н К о ч и щ а л и у л ь т 
р а ц е н т р и ф у г у в а н н я м п р и 5 0 т и с . о б / х в і 18 °С 
п р о т я г о м 4 год в с х і д ч а с т о м у г р а д і є н т і щ і л ь н о с т і 
х л о р и с т о г о ц е з і ю 17 ]. Б р о м и с т и й е т и д і й е к с т р а г у 
в а л и водо н а с и ч е н и м я - б у т а н о л о м і Д Н К о с а д ж у в а 
л и п і с л я т р и к р а т н о г о р о з в е д е н н я д е і о н і з о в а н о ю в о 
д о ю в 2 , 5 о б ' є м у е т а н о л у . Д а л і п л а з м і д н у Д Н К 
ф р а к ц і о н у в а л и за д о п о м о г о ю е л е к т р о ф о р е з у в 
0 ,7 % - м у а г а р о з н о м у гел і , в и к о р и с т о в у ю ч и Т В Е -
б у ф е р [8 |. Г е л ь ф а р б у в а л и б р о м и с т и м е т и д і є м і п ід 
У Ф с в і т л о м в и р і з а л и п е р е д с м у г а м и п л а з м і д н о ї 
Д Н К к в а д р а т и в і д п о в і д н о ї в е л и ч и н и , з а п о в н и в ш и 
п у с т о т и 0 ,8 % - ю л е г к о п л а в к о ю а г а р о з о ю . Е л е к т р о 
ф о р е з п р о д о в ж у в а л и д о п о я в и с м у г п л а з м і д н о ї 
Д Н К у гел і л е г к о п л а в к о ї а г а р о з и . О к р е м і с м у г и 
( ф р а к ц і ї ) п л а з м і д н о ї Д Н К в и р і з а л и р а з о м з г е л е м , 
н а г р і в а л и в Т Е - б у ф е р і д о 6 5 °С п р о т я г о м 10 х в і 
о ч и щ а л и п о в т о р н о ю о б р о б к о ю ф е н о л о м , ф е н о л о м — 
х л о р о ф о р м о м і х л о р о ф о р м о м . Д Н К о с а д ж у в а л и 
е т а н о л о м і р о з ч и н я л и в б і д е с т и л ь о в а н і й в о д і . 
П л а з м і д н у Д Н К , о ч и щ е н у т а к и м ч и н о м , в и к о р и 
с т о в у в а л и д л я р е с т р и к п і й н о г о а н а л і з у за д о п о м о 

г о ю Bglll, Краї, РУПІЇ І SacI е н д о н у к л е а з . Hindlll-
ф р а г м е н т и Д Н К ф а г а л я м б д а с л у ж и л и с т а н д а р т а м и 
д л я п о б у д о в и к а л і б р у в а л ь н о ї к р и в о ї д л я в и з н а ч е н 
н я р о з м і р і в д о с л і д ж у в а н и х п л а з м і д . У робот і в и к о 
р и с т а н о р е а к т и в и ф і р м и «S ig raa» ( С Ш А ) д л я м о л е 
к у л я р н о - б і о л о г і ч н и х д о с л і д ж е н ь . 

Р е з у л ь т а т и т а о б г о в о р е н н я . Н а р и с 1 н а в е д е н о 
г е л ь - е л е к т р о ф о р е г р а м у т р ь о х п р е п а р а т і в 
п л а з м і д н о ї Д Н К , в и д і л е н о ї із ш т а м і в з р і з н и м и 
р і в н я м и с п о р у л я ц і ї і а н т и б і о т и к о у т в о р е н н я п і с л я 
п о п е р е д н ь о г о о ч и щ е н н я в г р а д і є н т і щ і л ь н о с т і х л о 
р и с т о г о ц е з і ю . П л а з м і д н а Д Н К д о б р е в и р а ж е н а 
д в о м а с м у г а м и р і зно ї і н т е н с и в н о с т і , я к і з н а х о д я т ь 
с я в зоні г е л ю л е г к о п л а в к о ї а г а р о з и . Д Н К н и ж н ь о ї 
з о н и , о д е р ж а н а в а н а л о г і ч н о м у п о п е р е д н ь о м у 
досл ід і і н а н е с е н а н а д о р і ж к у 9 , у т в о р ю є дв і с м у 
ги — о д н у у в е р х н і й і о д н у у н и ж н і й з о н а х . О т ж е , 
м о ж н а п р и п у с т и т и , щ о п л а з м і д н а Д Н К н и ж н ь о ї 
з о н и п р е д с т а в л е н а к о в а л е н т н о з а м к н е н и м и 
к і л ь ц е в и м и м о л е к у л а м и ( К З К ) , я к і п і с л я п о в т о р 
н и х о б р о б о к ф е н о л о м , ф е н о л о м — х л о р о ф о р м о м і 
х л о р о ф о р м о м п р и о ч и с т ц і від а г а р о з и з а з н а ю т ь 
о д н о н и т ч а с т и х р о з р и в і в , п е р е т в о р ю ю ч и с ь ч а с т к о в о 
у в і д к р и т і к і л ь ц е в і м о л е к у л и ( В К ) . Ч о т и р и п р е п а 
р а т и п л а з м і д н о ї Д Н К о д е р ж а н о із л е г к о п л а в к о г о 
г е л ю і ї хн і е л е к т р о ф о р е т и ч н і п р о ф і л і н а в е д е н о н а 
р и с . 2 . П р е п а р а т 1 в и д і л е н и й із н и ж н ь о ї з о н и 
с п о р у л ю ю ч о г о ш т а м а , п р е п а р а т 2 — з т іє ї ж з о н и 

Рис. І. Електрофоре грама плазмідної Д Н К , яка проникла в межі гелю легкоплавкої агарози і виділена із спорулюючого {1—4), 
слабосгюрулюючого (5—8) і неспорулюючого (10—13) штамів, з також з гелю легкоплавкої агарози, що містила нижню смугу Д Н К 
(9) 
Рис. 2. Електрофореграма плазмідної Д Н К , виділеної з гелю легкоплавкої агарози (рис. 1): 1, 2 — ДНК з нижньої смуги 
спорулюючого штаму, розведена в 2 і 3 рази відповідно; 3, 4 — Д Н К з нижньої смуги слабоспоруюючого і неспорулюючого штамів, 
розведена в 2 і 3 рази відповідно; .5 — Д Н К з верхньої смуги спорулюючого штама; 0, 7 — суміш Д Н К з верхньої смуги 
слабоспоруюючого і неспорулюючого штамів 
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с л а б о с п о р у л ю ю ч о г о т а н е с п о р у л ю ю ч о г о ш т а м і в . 
В ідпов ідно в и д і л е н о п р е п а р а т и 3 і 4 з в е р х н ь о ї 
з о н и . Як в и д н о н а р и с . 2 , о б и д в а п р е п а р а т и Д Н К з 
н и ж н ь о ї з о н и у т в о р ю ю т ь в гел і д в і о д н а к о в і з а 
п о л о ж е н н я м с м у г и , т о б т о в о н и н а л е ж а т ь м е н ш і й за 
р о з м і р а м и п л а з м і д і і п р е д с т а в л е н і д в о м а к о н ф о р -
м а ц і й н и м и с т а н а м и м о л е к у л — К З К і В К . Н а 
т о м і с т ь п р е п а р а т и Д Н К 3 і 4 з в е р х н ь о ї з о н и 
у т в о р ю ю т ь в гелі т р и т і с н і ш е р о з м і щ е н і с м у г и , з 
я к и х в е р х н я і н и ж н я ч і т к о в і д р і з н я ю т ь с я в ід с м у г 
п о п е р е д н ь о ї п л а з м і д и , і т о м у н е м а є с у м н і в у , щ о 
в о н и н а л е ж а т ь і н ш і й і б і л ь ш і й з а р о з м і р а м и 
н л а з м і д і . З г а д а н і с м у г и т а к о ж у т в о р ю ю т ь с я К З К і 
В К м о л е к у л а м и . С е р е д н я с м у г а м о ж е б у т и В К - ф о р 
м о ю м е н ш о ї п л а з м і д и . Н а ш і п р и п у щ е н н я щ о д о 
н а я в н о с т і д в о х п л а з м і д в р і з н и х к о н ф о р м а ц і й н и х 
с т а н а х б у л и п і д т в е р д ж е н і д а н и м и р е с т р и к ц і й н о г о 
а н а л і з у . Я к в и п л и в а є з д а н и х р и с . З і 4 , п р е п а р а т и 
Д Н К н и ж н ь о ї з о н и д а ю т ь а н а л о г і ч н і з а р о з м і р а м и 
і к і л ь к і с т ю ф р а г м е н т и Д Н К п і с л я р е с т р и к ц і ї , щ о 
с в і д ч и т ь п р о ї х н ю н а л е ж н і с т ь д о м е н ш о ї з а 
р о з м і р а м и п л а з м і д и , я к у м и н а з в а л и pSG 1912-1, 
Ц я п л а з м і д а м а є о д и н с а й т р е с т р и к ц і ї д л я Sad, 
п е р е т в о р ю ю ч и с ь п і с л я п е р е в а р у у л і н і й н у м о л е к у 
л у р о з м і р о м 1 0 , 3 т и с п . н. ( д о р і ж к и 3 і 14 р и с . 3 ) . 

Р е с т р и к т а з а Pvull ( д о р і ж к а 8, р и с . 2 і д о р і ж к а 
J , р и с . 3) р о з р і з а є м о л е к у л у Д Н К п л а з м і д и у д в о х 
с а й т а х , с п р и ч и н ю ю ч и п о я в у д в о х ф р а г м е н т і в Д Н К 
р о з м і р а м и 8 ,5 і 1,8 т и с . п . н . Крпі с а м а , а т а к о ж у 
с у м і ш і з Sari у т в о р ю є т р и а н а л о г і ч н и х ф р а г м е н 
т и —-6,5 , 2 , 4 і 1,9 т и с п , н . , щ о в сум і с т а н о в и т ь 
10 ,8 т и с п . н . 

П р е п а р а т и Д Н К 3 і 4 з в е р х н ь о ї з о н и г е л ю 
н а л е ж а т ь і н ш і й і б і л ь ш і й п л а з м і д і — pSG1912-2. 
В о н и т а к о ж д а ю т ь і д е н т и ч н у к а р т и н у р е с т р и к ц і ї , 
щ о д о в о д и т ь ї х н є с п і л ь н е п о х о д ж е н н я від б і л ь ш о ї 
п л а з м і д и , Р е с т р и к т а з а Bglll в и к л и к а є п о я в у о д н о г о 
ф р а г м е н т а Д Н К р о з м і р о м 1 9 , 5 т и с п . н . ( д о р і ж к а 7, 
р и с . З і д о р і ж к а 4, р и с 4 ) . Р е с т р и к т а з и PvuIIi Sad 
р о з щ е п л ю ю т ь м о л е к у л у Д Н К п л а з м і д и у т р ь о х 
с а й т а х . С у м а р о з м і р і в j P v w / 7 - ф р а г м е н т і в п р е п а р а т і в 
З і 4 с т а н о в и т ь 2 3 , 6 і 2 2 , 4 т и с п . н. в і д п о в і д н о , а 
т а к а ж с у м а £ а с \ / - ф р а г м е н т і в — 2 4 , 2 і 2 2 , 4 т и с п . 
н . , щ о с в і д ч и т ь п р о д о б р е у з г о д ж е н н я о д е р ж а н и х 
д а н и х . В н а с л і д о к п о д в і й н о г о п е р е в а р у Д Н К 
п л а з м і д и р е с т р и к т а з а м и Sad і Крпі о д е р ж а н о 
ш і с т ь ф р а г м е н т і в , с у м а р о з м і р і в я к и х д о р і в н ю є 2 2 , 5 
т и с п. н . Т а к и м ч и н о м , н а п і д с т а в і р е с т р и к ц і й н о г о 
а н а л і з у м о ж н а в в а ж а т и , щ о п л а з м і д а pSG1912-2 
м а є р о з м і р 2 2 , 4 т и с п . н . 

Рис. 3. Електрофоретичний аналіз плазмід, оброблених рестриктазами: 1—5 — Д Н К з нижньої смуги слабоспорулюючого і 
неспорулюючого штамів; 6 — Д Н К фага лямбда + Hindlll; 7—11 — Д Н К з верхньої смуги спорулюючого штама; 12—15 — Д Н К з 
нижньої смуги спорулюючого штама; Рестриктази: Bglll — 1, 7, 0; Pvul—2, в, ІЗ; Sad— 3, 9, 14; Крпі —-15; Sad + Крпі — 4, 
10; контроль — 5, И 
Рис. 4. Електрофоретичний аналіз плазмід, оброблених рестриктазами: 1—2 — Д Н К з нижньої смуги спорулюючого штаму; 3 — 
Д Н К фага лямбда + Hindlll; 4—6 — суміш Д Н К з нижньої зони слабоспорулюючого і неспорулюючого штамів; рестриктази: ВатНІ 
— 1, Крпі — 2; Bglll — 4; Pvull — 5 \ Sad — 6 

2 4 0 



В и х о д я ч и з і н т е н с и в н о с т і с м у г в а г а р о з н о м у 
гелі п р е п а р а т і в Д Н К , в и д і л е н и х з а м е т о д о м К а й з е 
р а , м о ж н а в в а ж а т и о б и д в і п л а з м і д и б а г а т о -
к о л і й н и м и . С п р о б и е л і м і н у в а т и п л а з м і д и з а д о п о 
м о г о ю р і з н и х ф а к т о р і в ( У Ф о п р о м і н е н н я с п о р і 
ф р а г м е н т о в а н о г о м і ц е л і ю , ї х н я о б р о б к а б р о м и с т и м 
е т и д і є м і н і т р о з о г у а н і д и н о м т а в и р о щ у в а н н я п р и 
п і д в и щ е н і й т е м п е р а т у р і ) н е д а л и п о з и т и в н и х р е 
з у л ь т а т і в , щ о м о ж е в к а з у в а т и н а в а ж л и в е з н а ч е н н я 
обох п л а з м і д д л я ж и т т є д і я л ь н о с т і к л і т и н с т р е п 
т о м і ц е т а . П л а з м і д и с у м і с н і і м а ю т ь д е я к і о д н а к о в і 
з а р о з м і р а м и ф р а г м е н т и п і с л я о б р о б к и р е с т р и к т а -
з а м и ВатНІ і КрпІ, Н е в и к л ю ч е н а м о ж л и в і с т ь , щ о 
в о н и с п о р і д н е н і і в і д н о с я т ь с я д о о д н і є ї р о д и н и . 
Б і о л о г і ч н а ф у н к ц і я п л а з м і д п о к и щ о з а л и ш а є т ь с я 
н е в и з н а ч е н о ю . 

Б. П. Мацелюх, В. В. Лукьянчук, Л. В. Полищук, А. Б. 
Мацелюх, Ю. Pop 

В ы д е л е н и е и р е с т р и к ц и о н н ы й а н а л и з д в у х п л а з м и д 
Streptomyces globisporus 1912 

Резюме 

Из мицелия трех штаммов Streptomyces globisporus 1912, 
отличающихся интенсивностью сгюруляции и уровнем образо
вания антибиотика ландомицина Е, выделены две многокопий-
ные плазмш)ы pSG1912-l и pSG1912-2 размерами 10,3 и 22,4 
тыс. пар нуклеотмдов соответственно. Определено количест
во сайтов узнавания для рестриктаз Bglll, КрпІ, PvuII и SacI 
на молекулах ДНК плазмид. 

ВИДІЛЕННЯ 1 РЕСТРИКЦІЙНИЙ АНАЛІЗ ДВОХ ПЛАЗМІД 

В. P. Matselyukh, V. V. Lukyanch.uk, L. V. Polishchuk, 
А. В. Matselyukh, J. Rohr 

Isolation and restriction analysis of two plasmids from Streptomyces 
globisporus 1912 

Summary 

Two plasmids pSG 1912-1 (10,3 kb) and pSG1912-2 (22,4 kb) were 
isolated from mycelium of three Streptomyces globisporus strains 
differing in the level of sporulation and landomycin E production. 
The number of restriction sites for endonucleases Bglll, Kpnl, 
PvuII and SacI was determined in both plasmid molecules. 
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