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The systems of conjugation analysis for bacteria Erwinia were constructed. By means of these systems and 
using crossings with interruption of conjugation the closed genetic maps of phytopathogenic E.chrysanthemi, 
E.atroseptica and E.carotovora were built. An addition, the chromosomal location of identical genes of appointed 
bacteria was compared and common features with essential differences of there genetic organisations were 
revealed .
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Бактерии Erwinial относящиеся к семейству Enterobacteriaceae, в отличие от 
значительно лучше изученных представителей этого же семейства (Escherichia, 
Salmonella, Shigella), не обладают естественными способами обмена наслед
ственной информацией (такими, как трансформация, конъюгация или транс- 
дукция), что является серьезным препятствием для изучения их генетической 
организации. Тем не менее генетическая характеристика данных бактерий 
необходима для решения ряда практических вопросов, связанных с заболева
ниями сельскохозяйственных растений [1, 2], а также использования их в био
технологических целях [3].

В связи с этим были предприняты попытки искусственного создания систем 
генетического анализа, пригодных для изучения наследственных свойств бак
терий Erwinia. На кафедре микробиологии Белгосуниверситета и в научно- 
исследовательской лаборатории при кафедре более 20 лет ведутся работы по 
изучению генетической организации данного рода микроорганизмов.

В качестве объекта исследований были избраны штаммы бактерий Erwinia, 
которые обладали выраженными фитопатогенными свойствами, а также повы
шенной продукцией ряда внеклеточных ферментов, определяющих их высокую 
вирулентность для растений.

Способность бактерий Erwinia воспринимать при конъюгации от клеток E.coli 
внехромосомные генетические элементы [4, 5], в том числе и плазмиду Flac+, 
детерминирующую легко выявляемый признак ферментирования лактозы и 
донорскую активность [6], послужила основой для создания набора донорских 
Hfr-подобных штаммов E.chrysanthemi [7], клетки которых передавали хромо- 
сомальные гены при скрещиваниях с реципиентными бактериями с различных 
мест (oriT) генома. Одновременно для осуществления последующего картиро
вания хромосомы исследуемых бактерий была создана коллекция полимарки- 
рованных реципиентных штаммов.

В результате удалось создать систему конъюгационного анализа, с помо
щью которой методом скрещиваний с прерыванием конъюгации была построе
на первая замкнутая генетическая карта хромосомы E.chrysanthemi ENA49 
[8-10]. Кроме того, в серии конъюгационных скрещиваний был выяснен меха
низм формирования донорских Hfr-штаммов Erwinia и показана важная роль 
в этом процессе транслокации транспозона ТпЮОО из Р1ас+-плазмиды в хромо
сому клетки-хозяина [11].

Возможность формирования рекомбинантного потомства в скрещиваниях 
донорских и реципиентных бактерий E.chrysanthemi является достаточно вес
ким доказательством наличия у них соответствующих генетических детерми
нант, контролирующих рекомбинационный процесс. Серия специально прове
денных экспериментов привела к обнаружению у E.chrysanthemi ENA49 генети
ческого локуса, функционально идентичного гесА-гену E.coli [12, 13]. Это под
тверждается результатами изучения свойств рекомбинационно-дефектного 
мутанта E.chrysanthemi, клетки которого, несущие данную мутацию, полностью 
утрачивают способность формирования рекомбинантного потомства при скре
щиваниях с изогенными донорскими бактериями. Утрата рекомбинационной 
способности сопровождалась повышением чувствительности мутантных клеток 
к воздействию ряда повреждающих агентов химической и физической природы 
(метилметансульфонату, нитрозогуанидину, УФ-излучению и т.п.), а также по
терей способности продуцировать бактериоцин. Отметим, что мутация, затра
гивающая локус, детерминирующий синтез бактериоцина, не обладает плейо- 
тропным эффектом, не сцеплена с гес-мутацией [14] и локализуется в ином 
месте генетической карты хромосомы E.chrysanthemi ENA49.

Наличие развитой системы рекомбинации у бактерий Erwinia подтверждает
ся также экспрессией генетических детерминант, контролирующих "SOS''-ответ 
клетки, проявляющийся в повышении "выживаемости" УФ-облученного фага, 
репродуцирующегося в клетках Erwinia, у которых предварительно индуциро
валась активность "SOS''-системы. Результаты экспериментов этой серии де
монстрируют наличие у бактерий E.chrysanthemi эффективной системы эксци- 
зионной репарации [15], генетически близкой таковой у бактерий E.coli. Помимо 
механизмов темновой репарации бактерии E.chrysanthemi обладают системой 
фотореактивации, активность которой примерно на порядок выше аналогичной 
системы репарации E.coli [16]. Однако бактерии E.chrysanthemi, несмотря на 
наличие достаточно эффективных репарационных механизмов, отличаются
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повышенной чувствительностью к УФ-облучению, что предположительно свя
зано с природным дефектом систем, контролирующих процессы цитокинеза. 
В пользу данного предположения свидетельствует факт гесА-зависимого индуци
рования длинных нитевидных форм клеток УФ-облучением, а также повышение 
выживаемости облученных бактерий добавлением в ростовую среду пантоил- 
лактона, действие которого реализуется на уровне системы, детерминируемой 
1оп-геном [17].

Особый интерес представляло выяснение механизмов регуляции синтеза 
внеклеточных пектолитических ферментов бактериями Erwinia, продукция 
которых является наиболее существенным фактором, определяющим виру
лентность фитопатогенных представителей этого рода [18,19].

В исследованиях данной серии было установлено, что клетки Erwinia 
продуцируют несколько различных форм пектатлиазы, различающихся между 
собой по электрофоретической подвижности, оптимуму pH, молекулярной 
массе, субстратной специфичности, зависимости от двухвалентных катионов 
и др. [20-23]. Изучавшиеся ферменты относятся к истинным внеклеточным и 
продуцируются во внешнюю среду при росте клеток-продуцентов в присутствии 
индукторов, которыми являются низкомолекулярные соединения, образующие
ся в результате ферментативной деградации пектиновых веществ. Изофер- 
ментный состав пектатлиаз Erwinia подтверждается клонированием детермини
рующих их структурных генов в клетках E.coli [21,24,25].

В генетических исследованиях было четко продемонстрировано, что 
индуцибельный синтез пектатлиаз клетками Eiwinia подвержен катаболитной 
репрессии глюкозой и некоторыми другими углеводами [26]. Репрессия сни
мается добавлением экзогенного циклического АМФ. Полученные результаты 
позволили сделать вывод о двойном типе регуляции синтеза пектатлиаз клет
ками E.chrysanthemi: посредством регуляции на уровне взаимодействия индук
тора с репрессором и с помощью регуляторного механизма с участием системы 
циклического АМФ и белка, активирующего катаболитические реакции. Помимо 
этого, было установлено, что продукция пектатлиаз бактериями Erwinia во мно
гом определяется полноценностью локусов, отвечающих за процессы секреции 
данных ферментов [27, 28], а также зависит от источника углерода [29, 30]. 
Изучение процесса секреции пектатлиаз выявило, что эффективность экскре
ции данных ферментов определяется появлением во внешней мембране кле
ток специфичного, ранее отсутствовавшего белка [31].

Наконец, известная доля внимания была уделена выявлению систем 
"защиты" собственной генетической информации бактерий Erwinia от 
возможного попадания чужеродного генетического материала, т.е. выяснению, 
обладают ли данные микроорганизмы системами рестрикции и модификации. 
Предпринятые в этом направлении эксперименты не позволили обнаружить 
наличие специфических рестриктаз в клетках E.chrysanthemi и E.atroseptica, 
однако у бактерий E.herbicola была найдена новая рестрицирующая эндонук
леаза второго типа, являющаяся ложным изошизомером ферментов NarI, 
NdaI, NunII и BbeI [32, 33]. Обнаруженная рестриктаза, обозначенная EheI1 рас
познает специфическую последовательность из 6 нуклеотидов и разрезает 
дуплекс ДНК с образованием "тупых" окончаний.

Таким образом, разработанная система конъюгационного анализа бактерий 
Erwinia обусловила возможность построения первой кольцевой замкнутой гене
тической карты хромосомы E.chrysanthemi ENA49, на которой определено по
ложение основных генов, детерминирующих синтез аминокислот, регуляцию 
продукции пектолитических ферментов, контроль репарационных систем и др., -  
всего 93 генетических локуса при общей протяженности карты в 200 мин.

Использование аналогичных подходов позволило создать наборы донор
ских штаммов типа Hfr и полимаркированных реципиентов бактерий 
E.atroseptica [34-36] и E.carotovora, с помощью которых построены кольцевые 
карты хромосомы данных микроорганизмов.

Сопоставление генетических карт хромосом бактерий Erwinia и основного 
представителя семейства Enterobacteriaceae бактерий E.coli показало, что гены, 
ответственные за одинаковые признаки, зачастую располагаются в различных 
областях хромосомы [37]. Данная ситуация, а также отсутствие гомологии нук
леотидных последовательностей функционально идентичных генов (о чем сви
детельствует невозможность осуществления между ними рекомбинации), по
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зволяет сделать заключение о некоторой филогенетической отдаленности ука
занных микроорганизмов. Более того, даже в пределах одного рода располо
жение генетических локусов в хромосомах изученных в этом плане бактерий 
разных видов (chrysanthemi, atroseptica и carotovora) во многих случаях сущест
венно различается.

Выявленные же различия в размерах генетических карт хромосом у бакте
рий Erwinia и Escherichia (при примерно одинаковой величине самих клеток) 
могут объясняться различными условиями скрещивания, неодинаковыми спо
собами картирования и, кроме того, наличием у Erwinia дополнительной генети
ческой информации, кодирующей структуру ряда ферментов, отсутствующих у 
E.coli, а также механизмов, обеспечивающих регуляцию их синтеза и секреции.
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