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КОНСТРУИРОВАНИЕ ВЕКТОРОВ 
И КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНОВ ЦИАНОБАКТЕРИЙ 

И Я. ХУДЯКОВ 

Цианобактерин (синезслепые водоросли) представляют крайне 
разнородную группу фотоавтотрофных прокариот, занимающую осо­
бое vi< I • среди бактерий благодаря способности осуществлять окси-

нщ.-',, во всех основных деталях сходный с таковым 
мин. Многие виды цианобактерий имеют сложный цикл 

MIH. образую! иысокоспециализированные клетки — акинсты и 
I, а гакже обладают уникальной способностью к аэробной 

• амин атмосферного азота, 
i.i; ря »тим особенностям цианобактерий являются важными и 

| i пнпымп объектами биотехнологии и молекулярно-генетических 
- он.шип фотосинтеза, регуляции клеточной дифференциации и 
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совместимой с оксигенным фотосинтезом системы фиксации молеку­
лярного азота, И ряде недавних обзоров обобщены сведения, накоп­
ленные в результате разностороннего изучения молекулярной биологии 
цианобактерий [12, 24, 54,] . В последние годы значительные успехи 
достигнуты в разработке методов генетического анализа и клониро­
вания генов цианобактерий, преодолены методические сложности в по­
лучении широкого спектра мутантов [8, 25], для нескольких штаммов 
одноклеточных цианобактерий показана достаточно высокая частота 
трансформации как хромосомной, так и плазмидной Д Н К [7, 21, 49, 
56], у самых различных в систематическом отношении штаммов обна­
ружены плазмиды и созданы генетически маркированные векторные 
молекулы, способные реплицироваться как в клетках цианобактерий, 
так и в Е. coli. Наконец, были клонированы и подвергнуты детальному 
структурному анализу некоторые гены цианобактерий. 

В этом сообщении суммированы имеющиеся данные о плазмидах , 
конструировании векторов и клонировании генов цианобактерий, а т а к ­
же обсуждаются некоторые аспекты использование цианобактерий 
в качестве объектов генной инженерии. 

П Л А З М И Д Ы Ц И А Н О Б А К Т Е Р И Й 

Кольцевые суперспирализованные молекулы экстрахромосомной: 
Д Н К обнаружены у большого числа штаммов как одноклеточных [ 3 , 
33, 34, 46, 64], так и нитчатых цианобактерий [30, 42, 53]. Высказы­
валось немало предположений о том, что плазмиды цианобактерий мо­
гут детерминировать такие функции, как фотосинтез и способность 
к конъюгации [ 3 ] , устойчивость к ионам тяжелых металлов, синтез 
токсинов и газовых вакуолей [34, 64], способность фиксировать азот и 
дифференцировать специализированные клетки [42] , однако до на ­
стоящего времени все попытки связать те или иные физиологические 
особенности цианобактерий с присутствием определенного класса плаз-
мид были безуспешными. 

Наиболее тщательно плазмидный состав исследован у однокле­
точных цианобактерий p. Synechococcus. С помощью электрофореза 
в агарозиом геле и электронной микроскопии у Synechococcus Р С С 
7002 было выявлено шесть классов плазмид с молекулярной массой 
3,0; 6,5; 10,3; 20,1; 24,7 и 75 М Д [46] . 

Ван ден Холден с соавт. [63, 64] обнаружили плазмиды у 14 из 
15 исследованных ими штаммов одноклеточных цианобактерий. Ока ­
залось, что 6 штаммов Synechococcus ( Р С С 6301, 6311, 6707, 6908, 7943 
и R-2), отличающиеся по размеру геномов и нуклеотидному составу 
Д Н К содержат плазмиды с одинаковой молекулярной массой — 5,3 и 
33 МД. Плазмиды каждого класса из разных штаммов р а з р е з а л и с ь 
на одинаковое число фрагментов ПОД' действием пяти различных рест-
риктаз, что говорит о высокой степени их гомологии, если не идентич­
ности, и вероятности существования механизма активного переноса 
плазмид у этих цианобактерий. \ 

Д л я штаммов Synechococcus РСС 6301 и R-2 была продемонстри­
рована спонтанная [7, 33] и индуцированная [28] элиминация плазми­
ды с молекулярной массой 5,3 МД. Поскольку никакой разницы 
в ростовых характеристиках между «исцеленными» и исходными штам­
мами обнаружено не было, эта плазмида, очевидно, не кодирует ника­
ких жизненно важных (по крайней мере в лабораторных условиях) 
функций. 

Л а у с соавт. [34] выявили плазмиды примерно у половины из 
большого набора исследованных ими штаммов одноклеточных циано­
бактерий, причем некоторые штаммы содержали до 7—8 различающих-
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ся но молекулярным массам плазмид. Гибридизация меченых рест-
рикцнонных фрагментов плазмидных Д Н К показала, что разные плаз­
миды одною штамма (а иногда и разных штаммов) содержат сходные 
но нук.теот идным последовательностям участки, которые, по мнению 
авторов, могут соответствовать транспозонам и IS-элементам, играю­
щим важную роль в эволюции бактериальных плазмид. 

По данным Саймона [53] , по крайней мере половина из шестнад­
цати исследованных им штаммов нитчатых цианобактерий содержит 
от одной до пяти плазмид разной молекулярной массы. Исследован­
ные штаммы различались но ряду физиологических свойств (способно­
сти к азотфиксации, дифференциации специализированных клеток и к 
гетеротрофному росту), однако никакой корреляции между этими при­
знаками и п.тазмидным составом автору обнаружить не удалось. 

Выделение плазмид из нитчатых цианобактерий связано со значи­
тельными методическими сложностями. Из пяти опробованных методов 
[30] , разработанных ранее для быстрого выделения бактериальных 
плазмид, лишь два позволяют обнаружить при электрофорезе зоны 
кольцевых суперспирализованных Д Н К в препаратах из ряда штаммов 
цианобактерий, причем число выделяемых при этом плазмид далеко 
не всегда совпадает. Поэтому данные [30, 53] о количестве плазмид 
(или их отсутствии) у разных штаммов нитчатых цианобактерий нуж­
но рассматривать как сугубо предварительные. 

Интересные результаты были получены при изучении плазмид 
нитчатой, способной к хроматической адаптации цианобактерий Calo-
thrix РСС 760.1 ( = Fremyella diplosiphon). Было обнаружено [ 5 ] , что 
этот штамм содержит плазмиды с молекулярной массой от 3,6 до 
;">2 МД, причем наличие или отсутствие некоторых плазмид зависело 
от применявшеюся при выделении детергента. Методом Р Н К — Д Н К 
гпорпдп (апип получены первые свидетельства локализации па трех 
п.тазмпл.тх с мол. массами 10,4; 10,7 и 12,7 МД генов (названных 
«вердоп намп < ), i рапскрипция которых активируется зеленым светом. 
Да иные pet I рнкппоппого а пал иза и гибридизации меченых EcoRl-фраг-
ментон них и.1,1 !\1пд выявили наличие в них гомологичных участков. 

I l . i . i (миднып состав Calothrix РСС 7601 исследовался и в других 
лабораториях [ЬЗ, 57], Культура этого штамма была разделена на во-

субкультур и из каждой выделена плазмидная Д Н К . Д л я семи 
< . м л л ь т у р распределение молекулярных масс плазмид составило 6,1; 
10,0; 12.8 и 60 МД, для восьмой—8,0 ; 10,0; 11,2 и 13,2 М Д [57] . Ни 
одно из -лих распределений не соответствует приведенным выше ре-
ly.ibiaiaM Погорала с roam, и Саймона [53] , получившего совершен­
но другие шаченпя молекулярных масс плазмид у этого штамма — 24, 
32, Ю п 18 \ \ д . Возможно, столь противоречивые данные свидетельст-
н\ им о чрезвычайно высокой способности этих плазмид к перестройке, 

ловле >й присутствием мобильных генетических элементов. 
В пользу га кого предположения говорит необычно высокая (10~ 3— 
10 ') частота пигментных мутаций у этого штамма [57] . 

К О Н С Т Р У И Р О В А Н И Е В Е К Т О Р О В 

Несмотря па то, что все известные плазмиды цианобактерий оста-
I рнптическнми (т. е. не удается пока обнаружить их фенотппн-

• • проявления) , применение гехнологин рекомбинантной Д Н К 
позволило сделать жачнтсльные успехи в конструировании гибридных 
молекул, и с с у ш и маркеры устойчивости к антибиотикам и способных 
реплициро! IK в клетках пяла цианобактерий. так и в Е. coli. 

После трансформации rlioeoeen- l.'-J п.та л.:п.нiii pRUIj. несу­
щей р-лактамазпый тра 1 Гп901, удалось выделим, возникающие 
с очень низкой частотой (I 10 ' /мм плазмнянон Д Н К ) устойчивые 
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к ампициллину клоны, содержавшие новую плазмиду с молекуляр­
ной массой 8,3 МД, образовавшуюся в результате рекомбинации меж­
ду эндогенной плазмидой p(JH24 (5,3 М Д ) и Т п 9 0 1 [65] . Полученные 
таким образом рекомбииантные плазмиды pUH24 : : Тп 901, обозначен­
ные как pUCl-pUC5, содержали встроенную в pUH24 в различных 
участках полную последовательность Т п 9 0 1 и трансформировали 
Synechococcus R-2 с частотой Ю - 4 — 1 0 ~ 5 / ' м к г Д Н К . Эти плазмиды, 
г также их делеционные производные были картированы с помощью 
ряда эндонуклеаз. 

Шерман и ван де Путте [48] трансформировали Synechococcus 
К-2 плазмидой Е. coli pBR322, в которую предварительно был введен 
хлсрамфеникольный транспозон. Анализ приобретших устойчивость 
к ампициллину клонов цианобактерий выявил образовавшиеся in 
vivo гибридные плазмиды, содержавшие ориджины репликации как 
pUH24, так и pBR322. Одна из этих плазмид с молекулярной массой 
6,8 МД, обозначенная pLS103, имеет уникальные сайты узнавания д л я 
двух рестриктаз, реплицируется как в Synechococcus R-2, так и Е. co­
li, сообщает обоим хозяевам устойчивость к ампициллину и может быть 
амплифпцироваиа в клетках Е. coli (но не в Synechococcus R-2). 

Следующим этапом явилось конструирование in vitro разнообраз­
ных челночных векторов, способных реплицироваться в Е. coli, опти­
мизация условий трансформации цианобактерий и выяснение воз­
можности стабильного экстрахромосомного поддержания клонирован­
ных генов в гомологичной системе для комплементациоиного анализа 
и последующего переноса в Е. coli для амплификации и структурных 
и функциональных исследований, 

К настоящему времени большой набор векторных молекул получен 
па основе плазмиды pUH24 Synechococcus R-2 (пли гомологичных 
плазмид ряда других штаммов Synechococcus). и различных векторов 
Е. coli (табл. ) . Они несут маркеры устойчивости к ампициллину, 
стрептомицину или хлорамфениколу, могут быть амплифицированы в 
клетках Е. coli и содержат единичные сайты рестрикции для целого 
ряда эндонуклеаз, некоторые из которых находятся внутри генов устой-
-нвости и пригодны для селекции путем вставочной инактивации. Д в а 
вектора были сконструированы на основе плазмиды pAQI Synechococ­
cus РСС 7002, самой маленькой (3,0 М Д ) из шести плазмид этого 
штамма [ 6 ] . 

Интересно, что для этих двух штаммов уровень устойчивости 
к антибиотикам, обусловленный выражением плазмидных генов Е. co­
li. особенности процесса трансформации плазмидной Д Н К и методы 
селекции трансформантов существенно, различаются. Устойчивость к ам­
пициллину у трансформантов Synechococcus R-2 составляет 0,5— 
1 мкг/мл, а у Synechococcus 7002 более 25 мкг/мл. А т р ' - т р а н с ф о р м а н т ы 
Synechococcus 7002 легко селектируются после 48 ч инкубации в жид-
кон среде с последующим высевом непосредственно на чашки с вы­
сокой концентрацией антибиотика (6). У Synechococcus R-2 А т р г - т р а н с -
форманты выявляются только после предварительной инкубации кле­
ток на твердой среде без антибиотика с последующим внесением его 

; П Р И инкубации в жидкой среде фснотнпи'кского выражения 
ус • . • • ос J и не происходит. 

Насыщающие концентрации плазмидной Д Н К при трансформации 
составляют 30—80 иг/мл для Synechococcus R2 [7] и 20 мкг/мл для 
Synechococcus 7002 [ 6 ] , т. е. различаются в 500 раз . У Synechococ­
cus R-2 трансформирующей активностью обладают плазмндные моно­
меры; д и . o i ' i !24 и векторных молекул вообще не обнаружены 
У Synechococcus 7002 димеры и тримеры трансформируют в 10 3 — 10 4 

раз более эффективно, чем монсмерные плазмиды [ 6 ] . 
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Векторные плазмиды цианобактерий 

i 
Ал Прписюж UIIIIL' маркеров Ориджнны реи л нкл Ullll Гдшинш.к- г«*ты рестрикции для Лии'ри ryp* 

pCHl 8.3 Л шр г Tn 9JI p U H M Xho 1 [6o] 
pUCl . 5,5 Amp' Tn 901 pUH24 Xho I , Rami II |65] 

p l 'CIS 6.5 Amp', Sm' Tn 901, pR1477S pUH24 Xho 1, Bamlll [28] 

p u c i a -1,6 pRI 477S pUH24 Bgl 1, Xho 1 [28| 

p U C U 5,2 Sra» pKIV^S p U H H Bgl 1, Xho 1 [28] 
pUCi03 7,25 Sm r, Cm' 1>RI477S, pACVCI84 pUH34 + pACYC184 Leo Rl Sal 1, Xho 1 

Xba 1, Sst 1 
[28| 

pLSI03 r.,s Amp' pBR322 pUr.24 + pBR322 Sal I , Hind 111 [48| 

pSG 111 8. ft Am' , Cm' pBR328 pUH24 + pBR328 Ecu Rl " . Xho I , Sal I , Sph I 120] 

pBASIS 8,0 Amp' pBR322 pBAI + pBR322 Eco Rl, Xho 1 [51] 

pDEoO 0,3 Amp', Cm' pBR325 pDF3 + pBR325 Eco Rl **. Xho 1, Sal 1 [17] 

pPLAN В 7,1 Amp' pDPL13 pANS + pDPL13 Eco Rl, Xba 1, Sal 1, Sac 1, Nar 1, 
Stu 1, Sma 1 

[18] 

pCB4 • 4.3 Л mp' p()PL13 pANS + pDPL13 Bamll l , Xba 1, Xho I , Nru 1, Sma 1 [19] 

pECANI 8.9 Amp' , С in' pBR325 pANS 4- pBR325 Eco Rl **, Sal 1 [19] 

pAQEJ 5.8 A m p ' pBR322 p A Q l - f pBR322 Sal I , Bamll l , Pvu 11 [6] 

pAQblO 6.9 Amp', Cm' pBR325 pAQl + pBR32o Eco Rl, ** Sal 1, Bamll l 161 

pPUC29* 9,1 Amp', Cm' Tn 901, pACYC184 pUH24 + pACYC184 Eco R l * * [58] 

pRLl 6,1 Cm' pBR328 pDUl + pBR322 Bal I , Nco 1, Nae I , Nar 1, Ban 11, 
Nde 1, Cla I , Bel 1, Bgl 1 

[69] 

pRL8 7,6 Ery', Cm' pE194, pBR328 pDUl + pBR322 Bal I , * * Nco 1,** Nae 1, Nar I , * * 
Ava 11,** Sst 1, Cla 1, Bel 1, Bgl I 

[69] 

* KocMiiTiiiiiii вектор. 
** Caiir для селекции путем вставочной инактивации маркера. 



Присутствие большого числа различных плазмид, образование 
мультимерных форм и особенности трансформации затрудняют исполь­
зование Synechococcus 7002 в экспериментах по молекулярному клони­
рованию. Кроме того, этот штамм содержит эндонуклеазу Aqu 1 — и з о -
шизомер Ava 1, и присутствие лишь одного сайта для этой рестрикта-
зы на два порядка снижает эффективность трансформации [ 6 ] . Поми­
мо рестрикционного барьера, ценность векторов, основанных на 
p A Q l , снижается т а к ж е тем фактом, что они могут реплицироваться 
в Synechococcus 7002 только в присутствии эндогенных p A Q l и быст­
ро элиминируются в неселектирующих условиях. 

В Synechococcus R-2 векторные плазмиды также легко теряют не-
селектируемые маркеры в том случае, если вектор имеет два района, 
гомологичных эндогенной плазмиде, разделенных двумя негомологич­
ными районами. Нестабильность, очевидно, объясняется рекомбина­
цией между pUH24 и двумя гомологичными районами вектора, что ве­
дет к выщеплению и элиминации (либо рекомбинации с гомологичны­
ми хромосомными участками) гетерологичных для плазмиды вставок 
[20, 28] . 

С учетом этого факта была сконструирована гибридная плазмида 
p S G l l l , которая сохраняет структурную и генетическую стабильность 
после пассажей через Synechococcus R-2 и Е. coli [20 ] . Другой путь 
стабилизации векторов заключается в использовании штаммов циано­
бактерий, из которых была удалена эндогенная плазмида pUH24 
[7, 28]. 

Д о настоящего времени все попытки осуществить трансформацию 
нитчатых азотфиксирующих цианобактерий как хромосомной, так и 
плазмидной Д Н К были безуспешными [31, 41, 68] . Несмотря на это, 
удалось все же [69] сконструировать челночные векторы, реплицирую­
щиеся в ряде штаммов азотфиксирующих цианобактерий р. АнаЬаепа 
и в Е. coli. Д л я введения их в клетки цианобактерий была использо­
вана способность конъюгативной плазмиды RP4 осуществлять перенос 
производных pBR 322 из Е. coli в другие Грам-отрицательные бакте­
рии. Такой перенос возможен при наличии участка bom (basis of mobi­
l i ty) на переносимой плазмиде и действующих в транс-положении до­
полнительных факторов, обеспечиваемых плазмидами pDS 4101 
(Colk : : Tn I) или pGJ28 (ColD Km/) [15, 59] . 

Вначале плазмида p D U l из Nostoc Р С С 7524 [43] после частич­
ного расщепления Eco RV была встроена в Eco RV сайт pBR322, и 
полученная в результате гибридная плазмида p V W l послужила осно­
вой для конструирования серии челночных векторов, из которых бы­
ли удалены присутствующие в pBR322 сайты для Ava I и Ava I I —• 
рестриктаз, содержащихся в большинстве штаммов Anabaena [ 14 ] , и 
введены маркеры устойчивости к антибиотикам, пригодным для селек­
ции переносимых в Anabaena плазмид. Некоторые характеристики этих 
векторов приведены в таблице. 

Как отмечается, успешное конструирование векторов обусловлено 
способностью гибридных плазмид с репликоном из Nostoc реплициро­
ваться в филогенетически близких цианобактериях p. Anabaena. В то 
же время сконструированные векторы не удается ввести в клетки Syne­
chococcus R-2, хотя конъюгативный перенос из Е. coli в эту однокле­
точную цианобактерию возможен для мобилизуемого производного 
вектора p S G l l l , содержащего репликой из Synechococcus. • 

К Л О Н И Р О В А Н И Е Г Е Н О В Ц И А Н О Б А К Т Е Р И Й 

Конструирование векторных молекул открывает широкие возмож­
ности для клонирования генов цианобактерий и изучения их в ы р а ж е ­
ния в гомологичной и гетерологичной системах. Д о сих пор, однако . 
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значительные успехи были достигнуты в клонировании цианобактери-
алъных генов только в E.coli. 

Группой М. Сугкуры были клонированы гены рибосомальных 
Р Н К [61] и обеих еубъединиц рибулезобпефосфаткарбоксилазы 
( Р Б Ф К ) [50, 52] ключевого фермента автотрофнои фиксации С 0 2 

в цикле Кальвина i>; ссама. Гены р Р Н К Synechococcus 6301 были 
локализованы гибридизацией с мечеными р Р Н К на двух Pst 1-фраг-
HI H I ix (6.5 и 8,0 тыс. п. и.) хромосомной Д Н К , клонированы в pBR322 
а о-.ара;.:• -ри юваны методами рестрикцнонного картирования и Д Н К -
РНК I пори.штанин [ 6 1 ) . Организация двух кластеров генов р Р Н К 
оказалась сходной, небольшие различия в рестрикцией ных сайтах на­
блюла, в исключительно в некоднрующих участках. Оба кластера 
содержа! последовательность 16S ген(ы)тРНК—23S—5S р Р Н К и в 
этом отношении ближе :ак л ы н /:'. coli и хлоропластов Euglena, чем 
более сложно организованным генам р Р Н К хлоропластов Chlamydo-
тогич и высших растений [35, 66]. Д л я гена 16S р Р Н К была опреде­
лена полная нуклеотидная последовательность [60] . По длине 
(1487 п. п.) он почти идентичен генам хлоропластных р Р Н К и на 4% 
короче, чем у Е. coli. По степени гомологии нуклеотидных последова-
гельностей он также ближе аналогичному гену хлоропластов табака 
(83' ), чем Г. coli (74%). Более тою, вероятная вторичная структура 
(opiann пики c i . м'тьков и не гель) 16S р Р Н К Synechococcus гораздо 
ближе . . о н о - юропластныя р Р Н К , чем 16S р Р Н К E.coli, что яв­
ляем', : еще один i аргументом в пользу эндосимбиотической теории про­
исхождения :. юром.iac iов. 

Клонированные гены большой (БС) и малой субъединиц (МС) 
Р Б Ф К Synechococcus 6301 также были секвенированы [51, 53]. Вычис­
ленные аминокислотные последовательности БС и МС гомологичны, 
соответственно на ЯП и 40%, аминокислотным последовательностям 
аналогичны! субъединнц Р Б Ф К высших растений, однако гомология 
в нуклеотидных последовальиостях генов БС Synechococcus и высших 
растении I in 1нв.тлс1 лишь "0% из-за значительных различий в частоте 
использования разных колонов. В отличие от зеленых водорослей и 
высших растений, у которых гены БС и МС разобщены и локализуют­
ся соответственно в хлоропластном и ядерном геномах, на хромосоме 
Sym ' Iiococcus 6301 эти гены расположены рядом, и, поскольку в раз-
.ii ' .iiiшпал! их спэйсерном районе (93 п. и) отсутствуют сходные с про-
мо1о]1ны\1н последовательности, они, очевидно, транскрибируются 
совместно Интересно, что у красных водорослей, пластиды (родопла-
еи, ; | которых но пигментному составу сходны с цианобактериями, обе 
' • i'. I а • !'1>Ч>1\ нот нр\ю I ся млагтилным геномом [55] . 

1 pyi о Р шорна, исследующей регуляцию дифференциа­
ции l e n p o n i i e i и организацию генов фиксации азота V Anabaena 7120, 
о ы щ клонированы i p n класса генов, и м е ю щ и е о-обое значение для 

IB: nil i не:, колирующие структурные компоненты питро-
14), ген - I n Л. i п ! " ш 10П1ИН фермент глутампнеинтетазу 

f 16 I ' o ' i a i i M o субъединицу Р Б Ф К [9] 
I I Anabaena 7120 является единственным организмом, 

К Н ' о ; п пита ное. катонате тьиости 
... •: ! ] г hi" Ь" 1 1 ко­

лирующих еоотвгтетвгнно 1 и р-суАъелниицм ннтрогена i : : . и hif П. 
кодирующего редуктаэу ннтрогеназы [38|. Физическое картирование 
клонированиях фрагментов Д Н К . содержащих чт ыпы. и анализ их 
транскрипции in vivo выяви in несколько неожиданных особенностей 
в организации и I г,ч«>в ЛпаЬаепа |23. 62]. V Klebsiella классического 
обы-кта. на котором были получены ice основные лайки» по "ОЛ"-

гфнкезинн. —- структурные гены nil Н, nil D н 
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nif К расположены рядом и транскрибируются совместно [45] . У Апа-
Ьаеаа сцеплены и совместно транскрибируются лишь nif Н и nif D, 
а ген nif К отделен от nif Н — D участком длиной 11 тыс. п. н., боль­
шая часть которого, очевидно, не содержит генов, непосредственно свя­
занных с азотфиксацией. Поскольку а- и (З-субъединицы нитрогеназы 
должны синтезироваться в одинаковом количестве, необходима стро­
гая координация транскрипции и трансляции генов nif D и nif К. По-
видимому, это достигается за счет гомологии промоторных участков 
и участков связывания рибосом, предшествующих этим генам [36] . 

Интересно, что промоторные последовательности генов n i l К Апа-
Ьаепа и rbc А хлоропластов шпината и кукурузы практически идентич­
ны. Поскольку Р Б Ф К является основным растворимым белком в ли­
стьях растений, nif гены Anabaena могли бы эффективно транскриби­
роваться в хлоропластах [37] . В то же .время промоторы nif-генов 
Anabaena отличаются от сильных бактериальных промоторов [ 2 3 ] ; 
скорее они соответствуют очень сильным «downx-мутациям в промото­
рах фагов Е. coli, слабо транскрибируются in vi t ro РНК-полимераза -
ми Anabaena и Е. coli и для транскрипции in vivo должны активиро­
ваться, вероятно, аналогом продукта гена nif A Klebsiella. 

Клонированные nif-гены Anabaena были использованы в качестве 
гроб для исследования организации nif-генов у двух других азотфик-
спрующих цианобактерий — одноклеточной Gloeothece sp. 6909 и нит-
' атой, образующей гетероцисты Calothrix sp. 7601 [26] . Оказалось , 
что у Calothrix, подобно Anabaena, гены nif D и nif И сцеплены, а 
nif К локализуется на других рестриктазных фрагментах Д Н К . У Kleb­
siella все nif-гены сгруппированы па отрезке' Д Н К длиной около 20 тыс. 
в. н.;у Anabaena клонированные nif-гены расположены на непрерыв­
ном участке Д Н К длиной 40 тыс. п. н., однако после индукции азот-
фиксации лишь 15 тыс. п. и. этого участка транскрибируются, и, веро­
ятно, по краней мере часть остальных nif-генов расположена в других 
районах хромосомы [23]. Напротив, у одноклеточной Gloeothece гены 
nil" К, D и Н сцеплены, и их порядок соответствует таковому у Kleb­
siella. Поскольку Gloeothece не дифференцирует гетероцист, обеспечи­
вающих необходимые для функционирования нитрогеназы анаэробные 
условия, а структурные гены ее нитрогеназы гомологичны генам 
Anabaena и Klebsiella, эта цианобактерия должна обладать принци­
пиально иными механизмами защиты нитрогеназы от кислорода [26]. 

Клонированные гены gin А и rbc A Anabaena были использованы 
в качестве проб для исследования регуляции транскрипции в процес­
се индукции дифференциации гетероцист и азотфиксации [23, 62] ; 
gin А является пока единственным геном цианобактерий, выражение 
которого в гетерологичной системе было продемонстрировано компле­
ментацией делеционного gin А мутанта Е. coli и иммунологической 
идентичностью синтезируемого в этом мутанте и очищенного из Ana­
baena фермента [16] . 

Д л я того чтобы обойти необходимость в гетерологичных пробах 
для идентификации и клонирования генов цианобактерий, был разра­
ботан метод, основанный на использовании транспозона для индукции 
мутаций и их физического маркирования [58] . Подобный подход по­
зволит осуществлять анализ функциональной организации генов циано­
бактерий, если нет методов прямой селекции и гетерологичных проб 
Д Н К . 

З А К Л Ю Ч Е Н И Е 

За пять лет, прошедших после первых сообщений о создании гиб­
ридных плазмид [65] и клонировании генов [36, 38] цианобактерий, 
были разработаны разнообразные челночные векторные молекулы, при-
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ю д н ы е для исследования фотосинтеза, клеточной дифференциации, 
фиксации азота и других аспектов физиологии цианобактерий совре­
менными методами молекулярной генетики, и получены первые данные 
об организации их генома, имеющие принципиальное значение для раз­
вития па:;:н: представлений о филогении и эволюции про- и эука-
риот [ 1 о I . 

Очевидно, в будущем цианобактерий могут быть использованы 
как экономически выгодные источники биологически активных ве­
ществ. Для эти* целен необходима-разработка методов клонирования 
генов, их а и н.т пфнкапин и эффективного выражения в гомологичной 
системе. Все сконструированные до настоящего времени векторы циа-
нобактернй тля 'этого не пригодны. Одна из не исследовавшихся пока 
возможностей использование вирусов цианобактерий — цианофагов. 

СмЛ ва ннанофагов и особенности их взаимодействия с клетками 
роняны в ряде обзоров [22, 39, 47]. Особый интерес пред¬

е п .„. . . аереппый цианофаг A-4L [ 2 ] , способный лизировать и лизо-
генизировать азотфиксирующие штаммы Anabaena sp. РСС 7120 и 
A. variabilis АТСС 29413, являющиеся в настоящее время основными 
модельными объектами в исследованиях по физиологии, биохимии и 
генетике а ;отфиксации и регуляции клеточной дифференциации у циа­
нобактерий. С помощью цианофага A-4L была выявлена эффективная 
система рестрикции и модификации Д Н К у штаммов Anabaena, а так­
же п о л у п и к'рмоиндуцибельный мутант этого фага [ 1 ] . Потенциаль­
ные возможности использования A-4L в качестве вектора включают 
встраивание клонируемых фрагментов Д Н К в геном профага, где они 
могут стабильно поддерживаться и амплифицироваться после термо-
ппдукнип: использование фаговых промоторов для эффективной транс-
грплппп I . тонированных генов; встраивание in vitro больших фрагмен­
т е , чужеродной Д Н К в фаговый геном с последующей трансформаци­
ей лп пленных штаммов, что может позволить введение чужеродных 
генов в геном профага и их стабильное наследование. Д л я этих целей 
необходимы физическое и генетическое картирование Д Н К A-4L, вы¬
деление жизнеспособных делеционных мутантов и разработка системы 
грансфекцнн клеток Anabaena фаговой Д Н К . 

Неда В о появились сообщения об успешной разработке методов 
чужеродной Д Н К в хромосому Synechococcus R-2 [27, 67] . 

iты открывают перспективу использования фотоавтотрофных 
ниш . . . . .н.чрпн в самых различных биотехнологических проектах. 

Помимо к.тонпров; я генов цианобактерий, векторные 'плазмиды 
начинают использоваться для клонирования в клетках цианобактерий 

юрон л .к ч мы \ генов (см. 18). 
Вес имеющиеся данные указывают на то, что д а ж е обладающие 

ппо широким кругом хозяев (включающим и аноксигенные 
ij 1 1 ' | . о р и и ) бак к а н а л ь н ы е плазмиды не способны реплицироваться 
в цн. " а к о р п я х | 10, 19, 41]. Возможно, это свидетельствует о суще-
<ли"нл-пп каких-то принципиальных различий '» механизмах реплика-
пни ДНК v нманоб.лл л 1;:Ii и других прокариот. В связи с этим особый 

планляе! поиск плазмид, способных реплицироваться 
'чески о; пленных цпанобактериях, и исследование воз¬

" „•,„••• :;, их репликации в хлоропластах эукарпот с целью разра-
I'I |: т о !!.•!. н и т и , прит.тиых для введения генетической информации 

глистный геном Перспективы использования хлоропластов 
• инженерии уже обсуждались в литературе [4, 40] . Одной из 

iian плоты - ' , перспектив является введение в них генов азот-
^ цизноба! герни. которые выработали защитные механиз-

laionnie высокочувствительной к кислороду нитрогеназе функ-
iiNoHHpiifi.nl, н клетках, осуществляющих оксигенный фотосинтез. 

а 
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Summary 

Cyanobacteria (blue-green algae) are important and perspective objects of bio­
technology and molecular genetic studies of photosynthesis, regulation of cellular 
differentiation and nitrogen fixing system compatible with oxygenic photosynthesis. 
Plasmids were found in various strains of cyanobacteria belonging to different syste­
matic groups, but all attempts to delect their phenotypic manifestation failed. Applica­
tion of recombinant DNA technology permitted the construction of a variety of hybrid 
vector molecules capable of replication in some unicellular or filamentous nitrogen-
fixinc strains and in E. coli and suitable for investigations of different aspects of 
cyanobacterial physiology by modern molecular genetic methods. Cloning of genes for 
ribosomal RNAs, ribulose-I,5-bisphosphate carboxylase, glutamine synthetase and struc­
tural subunits of dinitrogenase made it possible to obtain the initial information about 
the organization of cyanobacterial genome which is of basic importance for our ideas 
in phylogeny and evolution of pro- and eukaryotes. 
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