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Erwinia carotovora subsp.  atroseptica (Eca) – фитопатоген, поражающий побеги и
клубни  картофеля,  что  приводит  к  развитию  заболевания  “черная  ножка”  и  мягкой
гнили  клубней,  соответственно.  Основными  факторами  патогенности  Eca являются
экзоферменты,  разрушающих  компоненты  клеточной  стенки  растительной  клетки
(пектиназы,  целлюлазы,  протеазы).  Спектр  продуцируемых  Eca экзоферментов  в
настоящее время изучен недостаточно.

Проведенный  нами  анализ  генома  Eca SCRI1043,  выявил  ряд  кодирующих
последовательностей  (КП),  гомологичных  генам  неохарактеризованных  у  Eca
экзоферментов.  Среди  них:  ECA0804  (гомологична  гену  рамногалактуронатлиазы
Erwinia  chrysanthemi),  ECA0852  (гомологична  гену  арабиногалактан  эндо-1,4-β-
галактозидазы  Pseudomonas  fluorescens)  и  ECA1873  (гомологична  гену  ксиланазы
Shigella flexneri). 

С  целью  изучения  роли  перечисленных  КП  в  патологическом  процессе,  нами
созданы  генетические  конструкции  для  их  направленной  инактивации.  Для  этого
осуществлена  амплификация  соответствующих  фрагментов  хромосомной  ДНК Eca
SCRI1043,  и  клонирование ПЦР-продуктов в векторе  pUC18 (в результате получены
плазмиды  pRG1,  pAG1,  pGH1, соответственно). После инсерции в последовательность
клонированных  фрагментов  кассеты  антибиотикорезистентности  “омега”  (плазмиды
pRG2,  pAG2,  pGH2),  полученные  конструкции  переклонировали  в  мобилизуемый
суицидный вектор pJQ200SK (pRG3, pAG3, pGH3, соответственно). Эти плазмиды были
введены  в  клетки  E.  coli BW19851,  которые  затем  были  использованы  в  качестве
доноров в конъюгационных скрещиваниях с бактериями Eca SP234 (спонтанный мутант
Eca SCRI1043  устойчивый  к  рифампицину).  В  настоящее  время  проводится
рекомбинационная замена интактных КП на мутантные.
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