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КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНА УСТОЙЧИВОСТИ 
К ГЕРБИЦИДУ БИАЛАФОСУ 

Ген, определяющий устойчивость к гербициду биалафосу (bar), клонирован из геном
ной ДНК Streptomyces hygroscopicus. Ген bar затем был клонирован в Escherichia 
coli с помощью вектора pUCl9. Получены рекомбинантные клоны, устойчивые к биа
лафосу в концентрации 0,005 мг/мл. Плазмидная ДНК. выделенная из рекомбинант-
ных клонов, содержала один и тот же Pstl-фрагмент размером 1,7 тыс. п. н. Проведе
но рестрикционное картирование этого фрагмента. 

Введение. Применение гербицидов в сельскохозяйственном производ
стве в настоящее время неизбежно [1J. Они позволяют экономично 
контролировать количество сорняков и существенно повышать уро
жайность [2]. Особый интерес представляют гербициды нового 
поколения, обладающие высокой эффективностью и в то же время 
безвредные для животных и человека. Их экологическая безопас
ность обусловлена низкой токсичностью и быстрой биодеградацией 
в почве [1, 3]. 

К такому типу гербицидов относится биалафос. Биалафос пред
ставляет собой трипептид, действующим началом которого является 
фосфинотрицин (РРТ) — токсичный аналог глютаминовой кислоты. 
Мишенью фосфинотрицина служит ключевой фермент азотного обме
на— глютаминсинтетаза [3, 4], играющий центральную роль в асси
миляции аммония и в регуляции метаболизма азота в растительных 
клетках. Ингибирование глютаминсинтетазы РРТ способствует быст
рому накоплению аммония, что приводит к гибели растительной клет
ки. Ген bar, определяющий устойчивость к биалафосу, кодирует фос-
финотрицинацетилтрансферазу (PAT), которая модифицирует биала
фос и таким образом предотвращает гибель организма. 

Однако биалафос, как и другие представители класса гербицидов 
нового поколения, имеет низкую специфичность действия. Это ограни
чивает их использование в сельскохозяйственном производстве, в ос
новном они применяются для предпосевной обработки почвы. Созда
ние гербицидоустойчивых сортов растений возможно методами генной 
инженерии, а также введением в состав растительного генома гена 
или генов, определяющих устойчивость к определенному гербициду 
[5]. Источником таких генов могут служить различные прокариоты. 
Так, гены устойчивости к гербициду биалафосу представлены в гено
ме биалафоспродуцирующих стрептомицетов и определяют их собст
венную устойчивость к синтезируемому герб,ициду. 

В настоящей работе мы сообщаем о клонировании и изучении ге
на, определяющего устойчивость к гербициду биалафосу. 

Материалы и методы. Используемый в работе штамм Streptomy
ces hygroscopicus устойчив на минимальной среде к биалафосу в кон
центрации. 0,1 мг/мл. Геномную ДНК из штамма 5. hygroscopicus вы
деляли по методу, описанному в работе [6]. Вектором служила плаз-
мида pUC19 [7]. Для трансформации использовали штамм Escherichia 
coli JM101. S. hygroscopicus выращивали на среде YEME [6], Е. co
li — на среде LB [8]. 
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Щелочное выделение плазмидной ДНК, рестрикцию и электрофо
рез ДНК, элюцию ДНК из геля и ее очистку, бактериальную транс
формацию проводили общеизвестными методами [8, 9]. Использован
ные в работе ферменты получены в НПК «Биотех» (Москва). 

Фрагменты ДНК переносили на нитроцеллюлозные фильтры по 
Саузерну [10]. Метку [32Р]дезокси-АТР в препараты ДНК вводили 
методом ник-трансляции [11]. В качестве зонда применяли Ps/7-фраг-
мент геномной ДНК 5. hygroscopicus, несущий ген устойчивости к би-
алафосу. ДНК-ДНК-гибридизацию осуществляли в течение 24 ч при 

Рис. 1. Рестрикционный анализ реком'бинантных плаамид: 1 — маркер (ДНК фага Х> 
гидролизовамная ресяриктазой Hindi'II); 2—5 — плазмиды из биалафосустоич.ивых кло
нов, г/идролизованные .рестриктазои PstI 
Рис. 2. Саузедон-блот-аиал/из геномной ДНК 5. hygroscopicus: 1 — ялазмэда рВА1, ги
дролизов айн а я 'рестриктазои PstI; 2 — геномная ДНК 5. hygroscopicus, шдролизоеан-
иая 'рестриктазои PstI; 3 — фрагмент .геномной ДНК 5. hygroscopicus (1,7 тыс. л. н.) 

68 °С по стандартной методике [8], авторадиографию для идентифи
кации специфических фрагментов — после гибридизации в течение 2— 
5 дней при —70 °С с использованием усиливающего экрана. 

Результаты и обсуждение. Проводили скрининг ряда штаммов 
стрептомицетов на устойчивость к гербициду биалафосу. Отбор осу
ществляли на минимальных средах, содержащих биалафос в различ
ных концентрациях. Отобран штам 5. hygroscopicus, устойчивый к би
алафосу в концентрации до 0,1 мг/мл. 

Для клонирования гена bar, определяющего устойчивость к биа
лафосу у 5. hygroscopicus, был создан банк генов данного штамма. 
Клонирование проводили в векторе pUC19 в штамме Е. coli JM10L 
Геномную ДНК штамма 5. hygroscopicus расщепляли рестриктазои 
PstI и осуществляли электрофорез в 0,7 %-м агарозном геле. Затем 
элюировали из геля фрагменты ДНК размером 1,5—2,5 тыс. п. н. и 
лигировали их с плазмидой pUC19, гидролизованной рестриктазои 
PstI. Полученным препаратом ДНК трансформировали штамм Е. co
li JM101. Рекомбинантные клоны отбирали после высева клеток на 
среду LB, содержащую ампициллин, X-gal и изопропилтиогалактозид 
(IPTG). Далее рекомбинантные клоны переносили с помощью реплик 
на минимальную среду с биалафосом в концентрации от 1 до 10 мкг/мл 
и 0,1 мМ IPTG. 

ДНК, встроенная в полилинкерную область pUC19, способна 
транскрибироваться под foc-промотором вектора. В штамме JM101 
транскрипция с tac-промотора может быть индуцирована IPTG [12J. 
Штамм JM101 как с плазмидой pUC19, так и без нее слабо резистен
тен к биалафосу (до 0,0005 мг/мл). Уровень устойчивости не повыша
ется и с помощью IPTG. Нами отобраны рекомбинантные клоны, ус
тойчивые к гербициду биалафосу в концентрации до 0,005 мг/мл в 
присутствии 0,1 мМ IPTG. 
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Рис. 3. Рестрикциоиный анализ (рекомбинантной плаамиды pBAl: 2— маркер (ДНК 
фага К, гидролизованная рестриктазой Hindlll); /, 3— 8— плазмида pBAl, гидролизо-
ванная рестриктазами: PstI, Pvul, Pvull, SalGl, Kpnl, Bgll, Bglll (соответственно; 9 — 
маркер (ДНК фага А,, шдролизовавная рестриктаэам-и Hindi 11+EcoRl) 
Рис. 4. Рестрикционная карта рекомбинантной плазмиды pBAl, несущей устойчивость к 
биалафосу 

Рис. 5. Рестрикциоиный аиализ 
Ря^-фрагмента геномной ДНК 
5. hygroscopicus, несущего ус-
то йч!иВ|0|Сть к гербициду биала
фосу: 1—маркер (ДНК фага 
X, гидролизов а иная рестрикта
зой Hindlll); 2 — ^//-фраг
мент геномной ДНК 5. hygro
scopicus; 3—15 — Ps/7-фраг-
мент, шдролизованный рест-
риктазами BamHl, SalGl, 
Pvul, Pvull, SalGl+PvuI, 
SalGl+Pvull, Bgll, Bglll, 
Kpnl, Kpnl+Pvull, Kpnl+ 
Л-Pvul, Sau3A, Bgll+Pvull 
соответственно; 16 — маркер 
(ДНК фага X, гидролизован
ная реетриктазами Hindlll-\-
+EcoRl) 

Рис. 6. Рестрикциолная карта Ps/7-фрагмента геномной ДНК S. hygroscopicus, несуще
го ген устойчивости к гербициду биалафосу 
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Из полученных биалафосустойчивых клонов выделена плазмид-
ная ДНК. Рестрикционный и электрофоретический анализ рекомби-
нантных плазмид показал, что все они содержат добавочный PstI-
фрагмент размером 1,7 тыс. п. н. (рис. 1). 

С помощью метода блоттинг-гибридизации доказано, что получен
ный фрагмент принадлежит геномной ДНК 5. hygroscopicus (рис. 2). 

Проведен рестрикционный анализ рекомбинантной плазмиды 
(рис. 3). Рестрикционная карта рекомбинантной плазмиды (pBAl), 
содержащей фрагмент геномной ДНК 5. hygroscopicus размером 
1,7 тыс. п. н., показана на рис. 4. 

Далее выделяли фрагмент размером 1,7 тыс. п. н. ДНК плазми
ды pBAl расщепляли рестриктазой PstI, осуществляли электрофорез 
в 0,8 %-й легкоплавкой агарозе и элюировали необходимый фрагмент. 
Проведено рестрикционное картирование полученного фрагмента 
ДНК с использованием ряда рестриктаз (рис. 5). Рестрикцион
ная карта клонированного нами фрагмента ДНК 5. hygroscopicus, 
содержащего ген устойчивости к гербициду биалафосу, приведена 
на рис. 6. 

Таким образом, нами клонирован фрагмент геномной ДНК 5. hyg
roscopicus, содержащий ген устойчивости к гербициду биалафосу. 

Клонированный ген bar может быть использован для создания ус
тойчивых к биалафосу сельскохозяйственных растений, а также как 
маркер для селекции трансгенных растений. 

О. I. Заець, I. М. Стехш, Н. В. Путилша, Б. О. Левенко 

КЛОНУВАННЯ ГЕНА СТ1ИКОСТ1 ДО ГЕРБИЦИДУ Б1АЛАФОСУ 

Р е з ю м е 

Ген, що визначае спйюсть до гербщиду б1алафосу (bar), клоновано i3 геномно! ДНК. 
Streptomyces hygroscopicus. Дал! цей ген було клоновано у Escherichia coli за допомо-
гою вектора pUC19. Одержано рекомбшантш клони, спши до б1алафосу в концентра-
iiii 0,005 мг/мл. Плазм1дна ДНК, вид1лена i3 рекомбшантних клошв, мала один i той 
же Ps/7-фрагмент розапром 1,7 тис. п. н. Проведено рестрикцшне картування цього 
фрагмента. 

A. I. Zayas, I. N. Stekhin, N. V. Putilina, В. A. Levenko 

CLONING OF THE HERBICIDE BIALAPHOS RESISTANCE GENE 

S u m m а г у 

A gene which confers resistance to the herbicide bialaphos (bar) has been cloned from 
Streptomyces hygroscopicus genomic DNA. The bar gene was cloned in E. coli using 
the vector pUCW. The recombinant clones, resistant to bialaphos in concentration 
0.005 mg/ml, were obtained. Plasmid DNA isolated from resistant clones in each case 
contained the same 1.7-kb PstI fragment. Restriction mapping of this fragment has 
been made. 
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