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Виявлено, що фрагмент хромосомної ДНК Pichia guilliermondii, котрий містить структурний ген 
GTP-циклогідролази II (RIBІ), у складі рекомбінантних плазмід обумовлює високу частоту 
трансформації клітин цього виду дріжджів (ю'—ІО5 трансформантів на І мкг ДНК). Показано, 
що висока частота трансформації і автономна реплікація плазмід у клітинах P. guilliermondii 
забезпечуються послідовністю (названою PgARS), розміщеною в 3'-області гена RIB І. Сконст
руйовано низку рекомбінантних плазмід, котрі є човниковими для бактерій Escherichia coli і P. 
guilliermondiL 

Вступ. Флавіногенні дріжджі P. guilliermondii є 
цікавим об'єктом дослідження як з наукової, так і 
з практичної точки зору. Однією з причин, що 
зумовлюють інтерес до цього виду, є проблема 
дослідження регуляції біосинтезу рибофлавіну (ві
таміну В 2). На сьогодні відомо, що до регуляції 
флавіногенезу залучені іони заліза, а також нега
тивні (Rib80p, Rib81p) і позитивні (Rib83p, Rib84p) 
регуляторні фактори [1 ]. Ще однією причиною 
інтересу до Р* guilliermondii є те, що цей вид 
неконвенційних дріжджів розглядається як потен
ційний суперпродуцент вітаміну В 2 Для подальшо
го успішного вивчення молекулярних механізмів 
регуляції біосинтезу рибофлавіну у P. guuillier-
mondii і можливості конструювання промислових 
суперпродуцентів вітаміну В 2 необхідним є застосу
вання методів роботи з рекомбінантною ДНК. Обо
в'язковою складовою таких методів є створення 
ефективної трансформаційної системи для клону-
вання та експресії генетичного матеріалу. Система 
генетичної трансформації (або трансформаційна 
система вектор—господар) передбачає наявність 
«господаря» — реципієнтного штама мікроорганіз
му і «вектора» — засобу введення та експресії пев
ного спадкового матеріалу. До складу плазмідного 
вектора, зокрема, входять маркерний ген, що дає 
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змогу проводити селекцію, і реплікатор (ARS — 
Autonomously Replicating Sequence), який забезпе
чує автономну реплікацію плазміди і високу часто
ту трансформації [2 ]. 

На сьогоднішній день ефективні трансформа
ційні системи описані для низки видів некон
венційних дріжджів, зокрема, для Kluyveromyces 
lactis [31, К. fragilis [4 J, Pichia pastoris [5, 61, 
Hansenula polymorpha [7 ], Candida maltosa [8 ], С 
albicans [91, Yamadazyma (Pichia) ohmeri [101, 
Pichia methanolica [111-

Незважаючи на значний прогрес у впровад
женні методології рекомбінантної ДНК стосовно 
багатьох видів неконвенційних дріжджів, для Р. 
guilliermondii ефективної системи вектор—господар 
на сьогодні не розроблено. Для трансформації цього 
виду використовували лише вектори Saccharomyces 
cerevisiae [12 J. 

Раніше нами було клоновано два структурних 
гени флавіногенезу дріжджів P. guilliermondii — 
RIB J (кодує GTP-циклогідролазу II) і RIB7 (кодує 
рибофлавінсинтазу) [13, 141. Ген RIB J було про-
секвеновано [15]. 

У цій статті описується виявлення та ло
калізація ARS-послідовності P. guilliermondii (на
званої PgARS), а також конструювання низки ре
комбінантних плазмід, котрі є човниковими для 
бактерій Escherichia coli і дріжджів P. guillier
mondiL 
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Матеріали і методи. Штами, середовища, умо
ви культивування. Для трансформації як реци-
пієнтні штами було використано рибофлавінзалеж-
ні мутанти P. guilliermondii ribl-21 (з пошкодже
ною GTP-циклогідролазою II) та гіЬ7-162 (з 
блокованою рибофлавінсинтазою) [16]. Для се
лекції та ампліфікації плазмід, що несуть гени 
RIBI або RIB7 P. guilliermondiU здійснювали 
трансформацію рибофлавінзалежних бактерійних 
штамів Е. coli ribA802-81 (з блокованою GTP-цик
логідролазою II) і гіЬВ802-45 (з пошкодженою ри
бофлавінсинтазою) [17]. Для нарощування бак
терійних та дріжджових клітин використовували 
стандартні середовища LB і YPD (1 %-й дріж
джовий екстракт, 2 %-й бактопептон і 2 %-ва 
декстроза) відповідно [18]. Трансформовані штами 
Е. coli підтримували на середовищі, що містило 
ампіцилін (100 мг/л). Рибофлавінзалежні штами 
бактерій і дріжджів вирощувалися на середовищі, 
котре містило рибофлавін (50 мг/л для бактерій та 
200 мг/л для дріжджів). Клітини P. guilliermondii 
культивували при температурі 29 °С Трансформо
вані штами дріжджів та бактерій підтримували на 
середовищі без рибофлавіну. 

Трансформація, маніпуляції з ДНК, плазмідні 
конструкції. Клітини Е. coli трансформували мето
дом Когена (Cohen) [19]. Розщеплення ДНК ендо-
нуклеазами, літування, приготування плазмідних 
векторів, їхню ампліфікацію, електрофорез нук
леїнових кислот в агарозному гелі виконували за 
загальноприйнятими методиками [19]. Трансфор
мацію P. guilliermondii здійснювали «літієвим» ме
тодом [20] або модифікованим методом генерації 
сферопластів, описаним для P. pastoris [5 ]. Під час 
трансформації сферопластів P. guilliermondii у всіх 
буферних розчинах (SED, SCE, CaS) та для від
мивання клітин 1 М сорбіт було замінено на 1 М 
сахарозу. Суспензії протрансформованих сфероп
ластів розводили 1 М сахарозою і висівали безпосе
редньо на поверхню агаризованого середовища 
YPD (2 % агар), що містило 1 М сахарозу. Колонії 
виростали протягом 4—7 діб. 

Плазмідні конструкції, що використовувалися 
в даній роботі, зображені на рис. 1, а, б. Плазміда 
pI9RI містить 5а//-фрагмент хромосомної ДНК P. 
guilliermondii (розміром 2,1 тис п. н.), що несе ген 
RIB1 (кодує GTP-циклогідролазу II), клонований у 
відповідний сайт pUC19 [21 ]. pl9RlXh містить 
5а//-^/ю/-фрагмент ДНК P. guilliermondii (роз
міром 1,68 тис. п. н.), що несе ген RIBL Плазміда 
pl9R7 має HindIII-EcoRI-фрагїлент геному (роз
міром 1,4 тис. п. н.), що містить ген RIB7 Р. 
guilliermondii (кодує рибофлавінсинтазу), вбудо
ваний у pUC19. Плазміди pI9R7RI-I і p!9R7Rl-5 

є похідними p!9R7. Вони містять хромосомний 
фрагмент P. guilliermondii (розміром 2,1 тис. п. н.) 
з геном RIBI, клонований в EcoRI-cmi pl9R7 у 
протилежних орієнтаціях (рис. 1, а). Плазміди 
pl9R7-34 і p!9R7-38 несуть #шс//-фрагмент 5'-об-
ласті гена RIBJ P. guilliermondii (розміром 0,76 тис. 
п. н.), вбудований в EcoRI-сайт p!9R7 у протилеж
них орієнтаціях. Плазміди pI9R7-5I і p!9R7-55 
містять Psitf-фрагмент гена RIB І розміром 1,33 тис. 
п. н., теж вбудований в EcoRI-cawr pI9R7 у проти
лежних орієнтаціях (рис 1,6). Плазміди p!9R7-3 і 
pI9R7-7 містять #тс/ / -фрагмент З'-області гена 
RIB I P. guilliermondii (розміром 0,82 тис п. н.), 
клонований в EcoRI-саілт pI9R7 у протилежних 
орієнтаціях (рис 1, б). 

Плазмідну ДНК з трансформантів P. guillier
mondii виділяли «десятихвилинним методом» [22 ]. 
Стабільність трансформантів P. guilliermondii ана
лізували так, як було описано раніше [5 ]. 

Результати і обговорення. Показано, що при 
трансформації «літієвим» методом мутанта rib I Р. 
guilliermondii плазмідою p!9RI (несе ген RIB1) 
частота трансформації майже в 150 разів переви
щує таку мутанта НЬ7 плазмідою pl9R7, котра 
несе ген RIB7 (табл. 1). При застосуванні сфероп-
ластування результати трансформації були такими: 
для мутанта гіЬІ (плазміда pI9Rl) — 1,5* 104 

трансформантів на 1 мкг ДНК, для мутанта НЬ7 
(плазміда pI9R7) — лише 50 на 1 мкг. Обидві 
плазміди базуються на бактерійному векторі pUC19 
[21]. 

Таблиця І 
Частота трансформації P. guilliermondii плазмідами, що 
містять гомологічні гени RIB I, RIB7 або RIB J та RIB7 
одночасно 

*—» — Не визначали. 
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Рис. 1. Плазмідні конструкції, застосовані в даній роботі: а — плазміда pJ9Rl несе геномний фрагмент P. guilliermondii розміром 2,1 
тис. п. н., що містить ген RIB1, шіазміда pl9RlXh — фрагмент розміром 1,68 тис. п. н. з цим же геном, плазміда pl9R7 містить 
ген RIB7 у складі геномного фрагмента P. guilliermondii розміром 1,4 тис. п. н., плазміди pJ9R7RJ-J і p!9R7RJ-5 одержані в 
результаті субклонування RJBl-тсертл p!9RI у сайт EcoRJ плазміди pl9R7 у протилежних орієнтаціях; б — фрагменти гена RIB1, 
субклоновані у сайт EcoRI плазміди pl9R7 (тонкою лінією позначено послідовність бактерійного вектора (pUC19), товстими лініями 
зображені геномні дріжджові фрагменти). Скорочення сайтів рестрикції: Я — HindiJ7; Sp — SphJ; P — PstI; SI — Sail; He — Hind; 
X — Xhol; Xb — Xbal; В — BamHI; Sm — Smal; К — Kpnl; Sc — Sad; RI — EcoRI; RV — EcoRV 

Для дослідження вищеописаного явища було 
сконструйовано низку плазмід (рис. 1, а, б). Ре
зультати трансформації з використанням як «лі
тієвого» методу, так і сферопластування представ
лено у табл. 1. Плазміда p!9RlXh> що несе фраг
мент ДНК розміром 1,68 тис п. н. з геном RIBJ, 
забезпечує частоту трансформації на тому ж рівні, 
що й p!9Rl. Введення фрагмента ДНК P. guillier
mondii з геном RIB1 у плазміду pl9R7 (плазміди 
p!9R7Rl-l і p!9R7RJ-5) призводить до підвищення 

частоти трансформації мутанта гіЬ7 у 950—1500 
разів (табл. 1). Одержані результати свідчать на 
користь того, що фрагмент ДНК P. guilliermondiU 
який несе ген RlBly містить у собі ARS, оскільки 
відомо, що наявність такої послідовності на 
плазміді підвищує частоту трансформації дріжджів 
у 102—105 разів [2]. 

Аналіз нуклеотидної послідовності фрагмента 
хромосомної ДНК P. guilliermondiU що несе ген 
RIBJ, виявив дві послідовності — 5'ARSLS і 
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3'ARSLS (ARS-Like Sequence, рис. 2), котрі флан
кують структурну частину цього гена і мають риси, 
притаманні ARS. Дані послідовності характеризу
ються високим вмістом AT пар — 71—73 % протя
гом 140—160 тис. п. н. Це значно вище від серед
нього вмісту AT пар (55—65 % ) , описаного для 
хромосомної ДНК видів Pichia [23]. У межах 
5'ARSLS і 3'ARSLS знайдено послідовності, гомо
логічні до ACS (ARS Consensus Sequence) S. cere-
visiae [24]. Окрім цього, обидві виявлені «ARS-
подібні» послідовності містять інвертовані повтори 
(див. рис 2), що теж є характерним для ARS [5]. 

Для з'ясування того, чи насправді яка-небудь 
з двох «ARS-подібних» послідовностей функціонує 
як плазмідний реплікатор, було створено низку 
конструкцій, котрі містять 5'ARSLS або 3'ARSLS, 
вбудовані в p!9R7 (рис 1, б). Результати транс
формації мутанта гіЬ7 P. guilliermondii показали, 
що значне підвищення частоти трансформації — 
більше, ніж у 1000 разів — забезпечується плаз-
мідами pl9R7-3 і pl9R7-7, котрі несуть 3'ARSLS. 
Плазміди ж, що містять 5'-«ARS-nofli6Hy» послі
довність (p!9R7-34, pJ9R7-38, pl9R7-51 і p!9R7-
55), трансформують вищезазначений мутант на 
рівні pl9R7 (табл. 2). Отже, саме послідовність 
3'ARSLS (але не 5'ARSLS) забезпечує високу час
тоту трансформації дріжджів P. guilliermondii, що, 
як відомо, є ознакою ARS-елементів [2 ]. 

Було перевірено мітотичну стабільність дріж
джових трансформантів. Для цього їх вирощували 
протягом приблизно 10 генерацій в неселективних 
умовах — у присутності рибофлавіну (200 мг/л). 
Виявилося, що трансформанти, одержані за допо
могою плазмід, котрі містять 5'ARSLS, були ста
більними. Вони зберігали Rib^-фенотил у неселек
тивних умовах, їцр може свідчити про Інтеграцію 
плазміди в хромосомну ДНК. На відміну від цього 
трансформанти, одержані за допомогою плазмід, 
котрі містять З'-ARSLS, були нестабільними — від 
70 до 90 % клітин втрачали Ri^-фенотип. Міто
тична нестабільність фенотипічної ознаки, котра 
визначається маркерним геном, є свідченням авто
номного (екстрахромосомного) статусу плазміди 
[2—10]. Наявність 10—ЗО % стабільних трансфор
мантів можна пояснити або інтеграцією плазміди в 
хромосомну ДНК (при наявності гомологічних по
слідовностей таке є цілком можливим) або ж муль-
тимеризацією плазміди (останнє, як відомо, забез
печує стабільне успадкування фенотипової ознаки, 
детермінованої маркерним геном [7]). 

Плазміди pJ9RJ, pl9R7-3, pJ9R7-7, p!9R7Rl-l 
і pl9R7Rl-5 (рис І, а, б) було виділено з транс
формантів P. guilliermondii у кількостях, достатніх 
для ретрансформації Е. coli. З трансформантів Е. 

Таблиця 2 
Трансформація P. guilliermondii плазмідами, що містять 5'-
або 3'-«AR S-подібні» послідовності 

coli виділено плазміди, ідентичні до тих, якими 
трансформували відповідний дріжджовий мутант. 
Таким чином, вищеперелічені рекомбінантні плаз
міди автономно реплікуються в клітинах P. guillier
mondii. Спроба виділити плазміди з трансфор
мантів P. guilliermondii rib7lpl9R7, гіЬ71pl9R7-34, 
rib7/pJ9R7-38, rib7/pI9R7-51, rib7/p!9R7-55 успі
ху не мала. 

ARS-послідовності (ARS-елементи), як відомо, 
забезпечують автономний статус плазмід і високу 
частоту трансформації [2, 25]. Як правило, ARS-
послідовності є видоспецифічними і не функціо
нують у клітинах інших видів дріжджів. Зокрема, 
ARS1 S. cerevisiae не проявляє активності у Schizo-
saccharomyces pombe [26], К. lactis [3], К. fragilis 
[4], P. pastoris [5, 6 ] , С. maltosa [8]. Оп-послі-
довність 2 мкм плазміди S. cerevisiae неефективно 
функціонує в К. lactis [3] і P. pastoris [5, 6] і не 
функционує в К. fragilis [4] і С maltosa [8]. 
Водночас ARS-елементи різних видів можуть мати 
спільні особливості (підвищений вміст AT пар, 
наявність інвертованих повторів) і гомологічні по
слідовності [5, 24]. 

Ідентифікована нами ARS-послідовність P. gu
illiermondii — PgARS — знаходиться в З'-області 
гена RIBL Вона має особливості, характерні для 
ARS-елементів інших видів дріжджів, а саме — 
підвищений вміст AT пар (71 % протягом 160 п. 
н.), інвертовані повтори, дві послідовності, гомо-
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Рис. 2. Послідовність ДНК і амінокислотна послідовність 5'- та 3'-областей гена RIB1 P. guilliermondii (Повну нуклеотидну 
послідовність геномного фрагмента P. guilliermondii, що несе ген RIB1, див. у статті [15J.) 5'- і 3'-«АК8-подібні» послідовності — 
5'ARSLS та 3'ARSLS (ARSLS — ARS-Like Sequence) — виділено чорною рамкою. Послідовності, гомологчні до ACS (ARS Consensus 
Sequence) S. cerevisiae — HA (Homology to ACS) — зображено товстими темними стрілками. Інвертовані повтори (IR) показано 
тонкими стрілками з відповідними номерами 
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ІДЕНТИФІКАЦІЯ ARS-ПОСЛІДОВНОСТІ ФЛАВІНОГЕННИХ ДРІЖДЖІВ 

логічні до ACS S. cerevisiae [5, 23, 24]. Друга 
«ARS-подібна» послідовність, котра знаходиться в 
5'-області гена RIBI (5'ARSLS), не функціонує як 
плазмідний реплікатор у P . guilliermondii, хоча теж 
має характеристики, притаманні ARS-елементам. 
Можливо, 5'ARSLS не містить якихось важливих 
(поки що неідентифікованих) послідовностей, котрі 
є обов'язковими для функціонування ARS у Р . 
guilliermondii 

Наявність PgARS у складі рекомбінантних 
плазмід забезпечує автономну реплікацію і високу 
частоту трансформації P . guilliermondii. PgARS бу
ло використано для конструювання низки реплі-
кативних плазмід, човникових для Е. coli і Р . 
guilliermondii Таким чином, ми розробили систему 
генетичної трансформації (вектор—господар) для 
P . guilliermondii, котра базується на реципієнтних 
штамах гіЬІ або гіЬ7 і плазмідних векторах, що 
містять гени RIB І або RIB7 як селективні маркери. 
Така система є важливою умовою застосування 
методології рекомбінантної ДНК для флавіноген-
них дріжджів P . guilliermondii. 

А. Я. Вороновский, Ю. Р. Борецкий 

Идентификация ARS-последовательности флавиногенных 
дрожжей Pichia guilliermondii 

Резюме 

Обнаружено, что фрагмент хромосомной ДНК Pichia 
guilliermondii, несущий структурный ген GTP-циклогидролазы 
II (RJB1), в составе рекомбинантных плазм ид обеспечивает 
высокую частоту трансформации клеток данного вида дрож
жей (10 —10 трансформантов на 1 мкг ДНК). Показано, что 
высокая частота трансформации и автономная репликация 
плазмид в клетках P. guilliermondii обеспечивается последова
тельностью (названной PgARS), расположенной в 3'-области 
гена R1B1. Сконструирован ряд челночных для Escherichia coli 
и P. guilliermondii рекомбинантных плазмид. 

Andriy Voronovsky, Yuriy Boretsky 

Identification of an autonomously replicating sequence of 
the flavinogenic yeast Pichia guilliermondii 

Summary 

An autonomously replicating sequence adjacent to the RIB1 gene 
encoding GTP cyclohydrolase II of the yeast Pichia guilliermondii 
was identified by transformation experiments. Detailed sequence 
analysis unveiled two potential ARS elements located 5' and 3' of 
the RIB1 open reading frame. The chromosomal fragment conta
ining the ARS-like sequence 3' to the RJB1 structural gene, called 
PgARS, conferred autonomous replication to hybrid plasmids and 
high transformation frequencies (10 —10 transformantslfig DNA) 
in Pichia guilliermondii. Based on the PgARS element a series of 
E. coli—P. guilliermondii shuttle vectors was developed. 
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