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ARS елемент Pichia guilliermondii субклонований на векторах pUC19 та 
модифікованому pBR322 у складі 0,82 т.п.н. фрагмента хромосомної ДНК. На базі 
новоотриманих векторів сконструйовано низку плазмід. Досліджено залежність ста-
більності сконструйованих плазмід від довжини нативних ARS-фланкуючих ді-
лянок. Збільшення розмірів ARS вмісної послідовності підвищує стабільність 
плазмід у чотири-шість разів. 

Отже, розмір нативних ARS-фланкуючих послідовностей є важливою для 
стабільності плазмід у клітинах P. guilliermondii. 

Ключові слова: дріжджі, Pichia guilliermondii, ARS-фланкуючі послідовності, ста-
більність плазмід. 

На сучасному етапі вивчення молекулярних механізмів регулювання біо-
синтезу рибофлавіну (РФ) у дріжджів Pichia guilliermondii виникає необхідність 
клонування та аналізу не тільки структурних генів біосинтезу РФ, але й генів, які 
кодують регуляторні фактори, що контролюють цей процес. 

Одним із шляхів, що міг би забезпечити клонування генів у гомологічній 
дріжджовій системі, є трансформація банком генів відповідного мутантного штаму 
дріжджів і відбір клонів, у яких відновився фенотип дикого типу, з подальшим 
„рятуванням” (plasmid rescue) рекомбінантних плазмід. 

Необхідною передумовою для успішного виконання цієї частини роботи є 
наявність бірепліконних векторів, достатньо стабільних у клітинах дріжджів. 

Головна характеристика таких векторів – наявність репліконів еукаріот (ARS-
елемент) і прокаріотичних організмів (ori-послідовність). Такі вектори можна 
успішно вводити як у бактерійну, так і в дріжджову клітини. Використання висо-
кокопійних векторів дає змогу отримувати препаративні кількості клонованого ма-
теріалу з протрансформованих штамів E.coli, однак у разі клонування низки дріжд-
жових генів, продукти яких є токсичними для бактерій, застосування таких векто-
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рів не є оптимальним. Імовірність успішного клонування таких генів зростає у 
випадку використання низькокопійних векторів. 

З урахуванням описаних вище фактів сконструйовано два типи (низько- та 
висококопійний у клітинах E.coli) бірепліконних векторів.  

Використовували штами E.coli: C600 [F- e14- (McrA-) thr-1 leuB6, thi-1 lacY1 
supE44 rfbD1 thuA21 Ecok r+m+ McrBC+], XL1 [F’::Tn10 proA+B+ laclq ∆(lacZ) M15 
recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 (rk- mk+) supE44 relA1], мутант ribB802-45 [F- 
e14- (McrA-) lacY1 supE44 galK2 galT22 rfbD1 metB1 mcrB1 hsdS3 (rk- mk- )] із  
блокованою РФ-синтазою, а також РФ-залежний мутант P.guilliermondii rib7-162 з 
пошкодженим rib7 геном.  

Для конструювання векторів застосовували плазміди pBR322 [5], pUC19 [6] та 
p19R1 [4]. 

Усі маніпуляції з рекомбінантними ДНК виконували за Маніатісом і співавто-
рами [1]. 

Оскільки раніше спостережено, що 3’-АRS-фланкуюча послідовність є необ-
хідною для відновлення фенотипу дикого типу в трансформантів P.guilliermondii, 
то виділяли фрагмент ДНК, що містить фланкований з обох боків ARS-елемент. 
Потрібний фрагмент (0,82 т.п.н.), що містить ARS-послідовність разом із 3’-флан-
куючою ділянкою і частиною гена RIB1 (5’-фланкуюча ділянка), виділяли з плаз-
міди p19R1 і очищали шляхом елюції з гелю. Елюйований HincII фрагмент розмі-
ром 0,82 т.п.н. лігували в HincII сайт pUC19. Ліговану суміш трансформували в 
клітини E.coli XL1. Трансформанти відбирали на середовищі LB + X-Gal (4 мкг/мл) 
+ IPTG (0,1 мМ) та аналізували плазмідну ДНК із незабарвлених колоній. Одержа-
на плазміда (pUC-ARS) була важчою, ніж вихідний вектор pUC19 на 0,82 т.п.н. 
Отриманий таким способом вектор pUC-ARS використали для конструювання 
іншого вектора з меншою копійністю. Для цього виконували рестрикцію ДНК 
pBR322 ендонуклеазою BamHI. Одержаний рестрикт гідролізували екзонуклеазою 
Bal31 (швидкість гідролізу 100 п.н./хв), обробляли Кленовським фрагменттом, лі-
гували й трансформували в клітини E.coli C600. Плазмідну ДНК із отриманих 
трансформантів порівнювали з вихідним вектором pBR322. Так був відібраний 
клон E.coli, що містив зменшений на 0,5 т.п.н. вектор без BamHI сайту. На наступ-
ному етапі роботи EcoRI-HindIII фрагмент вектора pUC-ARS (HincII фрагмент із 
частиною полілінкера, 0,87 т. п. н.) був клонований по гомологічних EcoRI- і 
HindIII-сайтах на зменшеному pBR322. Рестрикційний аналіз засвідчив, що одер-
жана плазміда має розмір близько 4,9 т.п.н. і відповідає запланованій конструкції. 

Для дослідження впливу ARS-фланкуючих ділянок на стабільність плазмід у 
клітинах дріжджів у склад векторів pPE-19 та pUC-ARS введено ген РФ синтази 
(RIB7) P.guilliermondii. Вектор pPE-19 відрізняється від pUC-ARS відсутністю на-
тивних ARS-фланкуючих ділянок [3]. Сконструйовані плазміди відрізнялись також 
розміром клонованого фрагмента ДНК, що містить ген RIB7. Схема плазмід 
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показана на рисунку. У випадку плазмід pPER7-3 та pUCAR7 розмір клонованого 
фрагмента становив 1,7 т.п.н., а у випадку плазміди pPESR7 – 3,7 т.п.н. Фрагмент 

 
Схема сконструйованих плазмід і векторів. 

RIB7 локуса розміром 1,7 т.п.н. містив частину промоторної ділянки цього гена 
розміром 0,3 т.п.н, тоді як фрагмент 3,7 т.п.н. – повну промоторну послідовність. 
Плазміди відрізнялись також за довжиною клонованих ARS-вмісних фрагментів: 
0,24 т.п.н. (pPER7-3 та pPESR7), 0,82 т.п.н. (pUCAR7) (див. рисунок). З метою 
вивчення стабільності рекомбінантних плазмід у клітинах дріжджових трансфор-
мантів проведено трансформацію штаму РГ-162 (rib7-162) описаними вище рекомбі-
нантними плазмідами. Трансформанти відбирали на середовищі без РФ. Як відомо, 
характерною ознакою автономного статусу плазміди в клітині дріжджівого транс-
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форманта є менший розмір колонії порівняно з трансформантом, у якого плазміда 
інтеґрувала в геном [2]. У нашому випадку отримані РФ-прототрофи утворювали на 
агаризованому середовищі великі й малі колонії. Малі за розміром колонії для 
плазміди pPER7-3 становили 20% від загальної кількості трансформантів, для плаз-
міди pPESR7 – 32 %, а у випадку використання вектора pUCAR7 – 79 %. 
Трансформанти, які утворювали малі колонії, були генетично нестабільними. У разі 
їхнього розсівання розсіві більшість новоутворених колоній були великого 
розміру. Лише 2,7 % у випадку плазміди pPER7-3, 15,6 % у випадку pPESR7 і 
17,4 % у випадку pUCAR7 залишалися дрібними. Під час пересівання колоній 
трансформантів великого розміру утворення дрібних колоній не спостерігали, що, 
очевидно, свідчить про інтеграцію трансформованої ДНК в геном реципієнта. 

Отже, наявність нативних ARS-фланкуючих ділянок на фрагменті 0,82 т.п.н. 
(порівняно з фрагментом 0,24 т.п.н) та збільшення промоторної області клонова-
ного гена призводить до підвищення стабільності бірепліконного вектора в кліти-
нах трансформантів P.guilliermondii. 

У результаті цієї роботи сконструйовано низку плазмід, які мають різну ко-
пійність у клітинах E.coli, несуть унікальні сайти, придатні для конструювання бан-
ку генів, мають підвищену стабільнісь у клітинах P.guilliermondii і є перспек-
тивними для подальших досліджень молекулярно-генетичних механізмів регуляції 
біосинтезу РФ у цього виду дріжджів. 
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Pichia guilliermondii ARS – element was subcloned on pUC19 and modified 

pBR322 vectors as a part of 0,82kb HincII fragment of chromosomal DNA. Several plas-
mids, based on these newly obtained vectors were constructed. Plasmid stability de-
pendence on length of native ARS-flanking sequences was studied. 

Increase of size of ARS carrying sequences rises plasmid stability in 4–6 fold.  
Thus, length of native ARS-flanking sequences  is important for plasmid stability 

in P. guilliermondii cells.  
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