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Клонування кДНК ізоформи каталази Сat2 Arabidopsis Thaliana з використання двоетапної...
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Мета. Члени мультиãенних родин часто бувають високоãомолоãічними в межах кодуючої 
ділянки, що ускладнює клонування їх індивідуальних кДНК. Метою роботи були розроб-
ка стратеãії, що дає можливість ефективно клонувати кДНК таких ãенів, та її застосуван-
ня для клонування кДНК каталази 2 (Cat2) Arabidopsis thaliana. Методи. Проводилося 
порівняння послідовностей кДНК каталази для тоãо, щоб ідентифікувати диверãовані ді-
лянки, які придатні для створення ãеноспецифічних праймерів. З використанням зво-
ротної транскриптази та ПЛР було ампліфіковано та клоновано кДНК Cat2. Результати. 
Показано, що кДНК трьох ãенів каталаз A. thaliana високоãомолоãічні на 5'- та 3'-кінцях 
кодуючої ділянки. Проте розташовані поряд послідовності 5'- та 3'-нетрансльованих ді-
лянок відмінні. Відповідно, було створено пару ãеноспецифічних праймерів, які локалі-
зовані у 5'- та 3'-нетрансльованих ділянках кДНК Cat2. Ці праймери було використано 
на першому етапі ПЛР. Отримані ПЛР-продукти слуãували матрицями на друãому етапі 
ПЛР. Відповідні праймери розташовувалися точно в ділянках старт- і стоп-кодонів кДНК 
Cat2 та містили додатково сайти рестрикції, необхідні для наступноãо клонування. Ви-
сновки. Використання стратеãії двоетапної ПЛР дозволяє ефективно клонувати індиві-
дуальні кДНК близькоспоріднених високоãомолоãічних членів мультиãенних родин.

Ключові слова: мультиãенні родини, клонування ãенів, кДНК, ПЛР, каталаза.

Вñòуп. Äля геноì³в судинних рослин характерна присутн³сть ìультигенних 
родин [1–5]. Îкреì³ коп³ї посл³довностей, що входять до складу ìультиген-

ної родини, ìожуть бути практично ³дентичниìи. Проте в б³льшост³ випадк³в 
члени ìультигенної родини до певної ì³ри в³др³зняються ì³ж собою, що забез-
печує кодування дек³лькох вар³ант³в (³зофорì) в³дпов³дного б³лка. Òак³ ³зофор-
ìи ìожуть виконувати р³зн³ або однаков³ функц³ї. Â останньоìу випадку пояс-
ненняì ³снуючого пол³ìорф³зìу б³лк³в є ф³з³олог³чна необх³дн³сть виб³рково 
(диференц³йно) зì³нювати їхню експрес³ю у р³зних тканинах та органах залежно 
в³д фази онтогенезу, зì³н, що в³дбуваються в навколишньоìу середовищ³, 
тощо. Ìультигенн³ родини ìожуть нал³чувати в³д двох (рибосоìн³ б³лки, глута-
т³он редуктаза та ³н. [6–8]) до дек³лькох десятк³в (гваякол пероксидаза, актини 
тощо [9–14]) член³в. Íа загал, роль окреìих член³в ìультигенних родин та ко-
дованих ниìи ³зофорì б³лк³в, а також шляхи регуляц³ї їхньої експрес³ї вивчен³ 
все ще недостатньо, хоча необх³дн³сть подальших поглиблених експериìент³в 
на ìолекулярноìу р³вн³ не викликає суìн³ву. Зручною ìоделлю для таких досл³-
джень є ìалочисленн³ ìультигенн³ родини, оск³льки для кожного з їхн³х член³в 
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ìожна досить легко створити рослини з 
в³дсутньою (нокаутн³ л³н³ї) або, навпаки, з 
надлишковою експрес³єю (надекспресо-
ри) окреìих ³зофорì.

Îдну з ìалочисленних ìультигенних 
родин утворюють гени, що кодують ката-
лазу. Зокреìа, у ìодельної рослини 
Arabidopsis thaliana наявн³ три ³зофорìи 
цього ферìенту [15–19]. Ðан³ше у наш³й 
лаборатор³ї ìи досл³джували ф³з³олого- 
б³ох³ì³чн³ особливост³ нокаутних л³н³й ара-
б³допсису за генаìи каталази Cat2 та Cat3. 
Íа наступноìу етап³ досл³джень постало 
завдання клонувати ген Cat2 для подаль-
шого використання його у створенн³ транс-
генних рослин з п³двищеною експрес³єю 
в³дпов³дної ³зофорìи.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Отримання кДНК. Загальну ÐÍÊ вид³-

ляли з використанняì денатуруючого бу-
феру, який ì³стив 4 Ì гуан³д³нт³оц³анат, 25 
ìÌ цитрат натр³ю (рÍ=7,0), 0,1 Ì 2 – ìер-
каптоетанол та 0,5% саркозил [20]. Âид³-
лення пол³(À)+-ìÐÍÊ зд³йснювали за допо-
ìогою набору Oligotex kit (Qiagen, ÑШÀ). 
50 нг пол³(À)+-ìÐÍÊ конвертували в кÄÍÊ, 
використовуючи прайìер oligoT18 та зво-
ротну транскриптазу RNase minus 
(ThermoScript RT-PCR System, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, ÑШÀ).

Îтриìану кÄÍÊ використовували як 
ìатрицю у ПËÐ, застосовуючи для цього 
геноспециф³чну пару прайìер³в Cat2N-St 
(5'-AATCTCTCCAAGCTCTCTTCTCATC
AA-3') та Cat2N-Fin (5'-AACCACAGAAAGG
CCAATCAAGA-3'). Ê³льк³сть кÄÍÊ для про-
ведення ПËÐ складала близько 10 нг на ре-
акц³ю. Àìпл³ф³кац³ю ÄÍÊ проводили в се-
редовищ³ такого складу: 1×буфер для ПËÐ 
(Phusion HF Buffer, Finnzymes, Ф³нлянд³я), 
суì³ш dNTP – 0,2 ìÌ кожного, прайìери – 
1 ìÌ кожного, ÄÍÊ-пол³ìераза (Phusion 
DNA Polymerase, Finnzymes) – 1 од. ак-
тивност³ на реакц³ю. Загальний об’єì ре-
акц³йної суì³ш³ складав 50 ìкл. ПËÐ про-

водилася з використанняì приладу 
MiniCycler (MJ Research Inc, ÑШÀ) за та-
кою програìою: 1) початкова активац³я 
ÄÍÊ-пол³ìерази – 98 °Ñ, 30 с; 2) денатура-
ц³я ÄÍÊ – 98 °Ñ, 5 с; 3) г³бридизац³я прай-
ìер³в – 64 °Ñ, 30 с; 4) синтез ÄÍÊ – 72 °Ñ, 
40 с; 5) зак³нчення аìпл³ф³кац³ї – 72 °Ñ, 
10 хв; 6) припинення реакц³ї – 4 °Ñ. Загаль-
на к³льк³сть цикл³в аìпл³ф³кац³ї – 35. Äля 
анал³зу результат³в ПËÐ використовували 
електрофорез у 1% агарозноìу гел³ [21]. 

Îчищен³ ПËÐ-продукти використову-
вали для наступної ПËÐ з³ специф³чниìи 
для Cat2 прайìераìи Cat2 – St 
(5'-CATATCTAGAACA-ATGGATCCTTACAA 
GTATCGTCCAGC-3') та Cat2 – Fin (5'-GA 
A C T C TA G A A - T TA G AT G C T T G G T C T 
CACGTTCAGA-3'). Öя пара прайìер³в ì³с-
тила додатковий сайт вп³знавання ре-
стриктази XbaI (п³дкреслено), який вико-
ристовували для клонування ПËÐ-
продукт³в у вектор pBluescript II KS+. Äля 
л³гування використовували Ò4 ÄÍÊ-л³газу 
(Fermentas, Ëитва). Ë³газну суì³ш ³нкубу-
вали за 22 °Ñ протягоì двох годин. 

Продукти л³гування трансфорìували у 
коìпетентн³ кл³тини л³н³ї Escherichia coli 
XL-blue ìетодоì електропорац³ї з вико-
ристанняì приладу E. coli Pulser (BioRad, 
ÑШÀ). Присутн³сть вставки у склад³ рекоì-
б³нантних плазì³д перев³ряли ìетодоì 
blue-white colony selection та п³дтверджу-
вали рестриктазниì картуванняì. 

Àнал³з продукт³в ПËÐ та рестриктазної 
реакц³ї проводили ìетодоì електрофоре-
зу в 1% агарозноìу гел³. Â якост³ ÄÍÊ-
ìаркера використовували GeneRulerÒÌ 
DNA Ladder Mix (Fermentas, Ëитва). Â³зу-
ал³зац³ю ÄÍÊ проводили в ультраф³олето-
воìу св³тл³ з використанняì програìного 
забезпечення приладу GelDoc 2000 
(BioRad, ÑШÀ).

Ñиквенування отриìаних рекоìб³нант-
них плазì³д проводили з використанняì 
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 
на сиквенатор³ ABI Prism 310 (PE Applied 
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Рèñ. 1. Пор³вняння фрагìент³в кÄÍÊ трьох ³зофорì каталази Arabidopsis thaliana. Ñтр³лкаìи вказано ì³сця г³-
бридизац³ї прайìер³в: Cat2N-St (1), Cat2N-Fin (2), Cat2 – St (3), Cat2 – Fin (4), як³ було використано для ПËÐ-
аìпл³ф³кац³ї.

Biosystems, ÑШÀ). Первинну обробку та 
анал³з отриìаної первинної нуклеотидної 
посл³довност³ проводили за допоìогою 
коìп’ютерної програìи Chromas та паке-
та програì коìп’ютерної обробки даних 
DNASTAR [22]. Пошук посл³довностей у 
Genbank зд³йснювали за допоìогою про-
граìи BLAST [23].

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Першиì крокоì нашої роботи було 

отриìання кÄÍÊ Cat2 шляхоì ПËÐ-
аìпл³ф³кац³ї. При цьоìу сл³д було врахову-
вати, що члени ìультигенної родини ìо-
жуть бути високопод³бниìи ì³ж собою. 
Îтже, при створенн³ геноспециф³чних 
прайìер³в необх³дно було спочатку оц³ни-
ти под³бн³сть кодуючих район³в ген³в Cat та 
виявити д³лянки, як³ в³др³зняють їх ì³ж со-
бою. Â³дпов³дно, наìи було проведено по-
шук нуклеотидних посл³довностей кÄÍÊ 
для вс³х трьох ген³в Cat араб³допсису у баз³ 
даних Genbank. Знайден³ посл³довност³ 

кÄÍÊ для Cat1, Cat2 та Cat3 пор³вняли 
ì³ж собою з використанняì програìи 
MegAlign з пакета програì DNASTAR 
(рис. 1). Îтриìан³ результати показали, 
що кодуюча частина Cat1 та Cat2 ìає 
78,1% гоìолог³ї, а Cat2 та Cat3 – 73,4%. 
Îтже, гени, що кодують каталазу, деìон-
струють середн³й р³вень под³бност³ у посл³-
довност³ кодуючих д³лянок. 

Äля отриìання повнорозì³рної кÄÍÊ 
Cat2, придатної для створення рослин-
надекспресор³в, необх³дно було розроби-
ти геноспециф³чн³ прайìери для прове-
дення ПËÐ, як³ ìали забезпечити аìпл³ф³-
кац³ю кÄÍÊ Cat2 в³д старт- до стоп-кодону. 
Проте пор³вняння посл³довностей показа-
ло, що саìе в район³ старт та стоп кодон³в 
вс³ три гени є високогоìолог³чниìи. Â³д-
пов³дно, стало зрозуì³лиì, що розробити 
для цих д³лянок специф³чн³ прайìери для 
аìпл³ф³кац³ї т³льки одного з член³в ìульти-
генної родини практично неìожливо. Òоìу 
для створення прайìер³в було вир³шено 
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застосувати 5'- та 3'-нетрансльован³ д³-
лянки (UTR), як³ присутн³ у склад³ ìÐÍÊ ³зо-
форì каталази. Äля цього ìи проанал³зу-
вали посл³довност³, що знаходяться перед 
старт- та п³сля стоп-кодону. Âир³внювання 
цих посл³довностей показало суттєво ниж-
чий р³вень под³бност³ пор³вняно з кодуючи-
ìи посл³довностяìи, що дало наì ìожли-
в³сть спроектувати специф³чн³ для Cat2 
прайìери Cat2N-St (5'-AATCTCTCCAAGC
TCTCTTCTCATCAA-3') та Cat2N-Fin (5'-AA
CCACAGAAAGGCCAATCAAGA-3'), як³ г³б-
ридизуються з 5'- та 3'-UTR. 

Ö³ специф³чн³ прайìери були викорис-
тан³ для ПËÐ з кÄÍÊ в якост³ ìатриц³. Åлек-
трофоретичний анал³з отриìаних ПËÐ-
продукт³в показав наявн³сть лише одного 
аìпл³ф³кату. Його довжина становила 
близько 1500 пн, що в³дпов³дає теоретич-
но оч³куваноìу розì³ру (рис. 2). 

Îтриìаний ПËÐ-продукт п³ддали 
контрольноìу сиквенуванню, яке п³дтвер-
дило, що в³н є практично ³дентичниì до по-
сл³довност³ кÄÍÊ Cat2. Проте у положенн³ 
1227 нп знайдено одну транзиц³ю G→A, яка 
в³др³зняє отриìану наìи посл³довн³сть в³д 
в³доìої з бази даних. Проте ця заì³на не 
впливає на аì³нокислотну посл³довн³сть 
б³лка, оск³льки вона ìала ì³сце у третьоìу 
положенн³ кодону для прол³ну, тобто вияв-
лена наìи заì³на виявилася синон³ì³чною. 
Â³дì³нн³сть отриìаної наìи посл³довност³ 
в³д в³доìої ран³ше ìоже бути пов’язана з 

тиì, що використана для експериìент³в 
кÄÍÊ була отриìана для A. thaliana екоти-
пу Ñ24, тод³ як посл³довн³сть Cat2 з 
Genbank в³дпов³дає екотипу Columbia 0.

Íаступниì етапоì нашої роботи було 
проведення ПËÐ, у як³й як ìатрицю вико-
ристовували аìпл³ф³кат Cat2, отриìаний у 
попередн³й реакц³ї. Â³доìо, що для ефек-
тивної трансляц³ї ìÐÍÊ старт-кодон пови-
нен перебувати у контекст³ посл³довност³ 
Êозака, яка забезпечує ефективну взаєìо-
д³ю ìÐÍÊ ³з рибосоìою [24]. Òоìу на на-
ступноìу етап³ експериìенту було скон-
струйовано другу пару прайìер³в Cat2 – St 
та Cat2 – Fin такиì чиноì, щоб отриìаний 
у результат³ ПËÐ продукт ì³стив посл³дов-
н³сть Êозака, а також сайт вп³знавання ре-
стриктази XbaI, необх³дний для подальшо-
го клонування.

Îтриìан³ аìпл³ф³кати клоновано у век-
тор pBluescript II KS+. Âикористання blue-
white colony selection дало ìожлив³сть 
³дентиф³кувати серед бактер³й-трансфор-
ìант³в 20 б³лих колон³й, 4 з яких (ÒÑ1, ÒÑ2, 
ÒÑ3, ÒÑ4) в³д³брано для подальшої робо-
ти. П³сля вид³лення ³з цих колон³й рекоìб³-
нантних плазì³д, їх обробки рестриктазою 
XbaI та електрофоретичного анал³зу отри-
ìаних продукт³в було ³дентиф³ковано два 
фрагìенти, довжина одного з яких в³дпо-
в³дала довжин³ вектора, а ³ншого – довжин³ 
ПËÐ продукту Cat2, що клонувався 
(рис. 3).

Äля остаточної перев³рки ³дентичност³ 
клонованої кÄÍÊ Cat2 було проведено 
сиквенування двох рекоìб³нантних плаз-
ì³д – рCat2 – ÒÑ3 та рCat2 – ÒÑ4. Пор³в-
няння отриìаних сиквенс³в виявило, що в 
посл³довност³ клону рCat2 – ÒÑ4 ì³ститься 
заì³на двох нуклеотид³в, що ìає порушу-
вати аì³нокислотну посл³довн³сть б³лка. 
Проте посл³довн³сть клону рCat2 – ÒÑ3 
була ³дентичною з оч³куваною, що дозво-
ляє використати цей клон для подальшого 
створення рослин-надекспресор³в.

Рèñ. 2. Åлектрофоретич-
ний анал³з ПËÐ-продукт³в, 
отриìаних ³з застосуван-
няì прайìер³в Cat2N-St 
та Cat2N-Fin: 1 – ìаркер; 
2 – ПËÐ-продукт
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Вèñíовкè
Âисока гоìолог³я член³в ìультигенної 

родини ìоже викликати труднощ³ при кло-
нуванн³ окреìих ген³в. Проте 5'- та 3'-не-
трансльован³ д³лянки еволюц³онують 
швидше, н³ж кодуюча частина ìÐÍÊ, що 
дозволяє застосовувати їх для створення 
високоспециф³чних прайìер³в для ПËÐ-
аìпл³ф³кац³ї ³ндив³дуальних кÄÍÊ. Âико-
ристання цього продукту в якост³ ìатриц³ 
для ПËÐ ³з другою парою прайìер³в дає 
ìожлив³сть аìпл³ф³кувати лише кодуючу 
частину ìÐÍÊ та вносити у неї ìодиф³кац³ї, 
необх³дн³ для подальшого клонування та 
створення рослин-надекспресор³в.
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ÊËÎÍÈÐÎÂÀÍÈÅ кÄÍÊ ÈЗÎФÎÐÌ 
ÊÀÒÀËÀЗЫ ÑÀÒ2 ARABIDOPSIS THALIANA  
Ñ ÈÑПÎËÜЗÎÂÀÍÈÅÌ ÄÂÓÕЭÒÀПÍÎЙ ПÖÐ

Н.О. Диденко, Ю.О. Тынкевич,  
Р.А. Волков, И.И. Панчук

Êафедра ìолекулярной генетики и биотехноло-
гии, ×ерновицкий национальный университет 
иìени Юрия Федьковича  
Óкраина, 58012, ×ерновцы, ул. Êоцюбинского, 2 
e-mail: irina.panchuk@gmail.com

Цåëü. ×лены ìультигенных сеìейств часто 
бывают высокогоìологичныìи в пределах ко-
дирующей последовательности, что усложня-
ет клонирование их индивидуальных кÄÍÊ. Öе-
лью работы было разработать стратегию, по-
зволяющую эффективно клонировать кÄÍÊ 
таких сходных генов, и ее приìенение для кло-
нирования кÄÍÊ каталазы 2 (Cat2) Arabidopsis 
thaliana. Ìåòоды. Ñравнивались последова-
тельности кÄÍÊ каталазы с целью выявления 
дивергировавших участков, подходящих для 
создания геноспецифичных прайìеров. Ñ ис-
пользованиеì обратной транскриптазы и ПÖÐ 
была аìплифицирована и клонирована кÄÍÊ 
Cat2. Рåзуëüòàòы. Óстановлено, что кÄÍÊ трех 
генов каталаз A. thaliana высокогоìологичны 
на 5'- и 3'-концах кодирующей области. Íапро-
тив, находящиеся рядоì последовательнос-
ти 5'- и 3'-нетранслированных участков отли-
чаются. Ñоответственно, было создано пару 
генспецифичных прайìеров, локализованных 
в 5'- та 3'-нетранслированных участках кÄÍÊ 
Cat2. Эти прайìеры были использованы для 
первого этапа ПÖÐ. Полученные ПÖÐ-продукты 
использовались в качестве ìатрицы для вто-
рого этапа ПÖÐ. Ñоответствующие прайìеры 
располагались точно в участках старт- и стоп-
кодонов, а также дополнительно содержа-
ли сайты рестрикции, необходиìые для по-
следующего клонирования. Выводы. Èс-
пользование стратегии двухэтапной 
ПÖÐ позволяет эффективно клонировать 
индивидуальные кÄÍÊ близкородственных 
высокогоìологичных членов ìультигенных се-
ìейств. 

Кëючåвыå ñëовà: ìультигенные сеìейства, 
клонирование генов, кÄÍÊ, ПÖÐ, каталаза.
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CLONING OF cDNA OF ARABIDOPSIS THALI-
ANA CATALASE ISOFORM CAT2 APPLYING 
TWO-ROUND PCR

N.O. Didenko, Yu.O. Tynkevych, R.A. Volkov,  
I.I. Panchuk 

Department of Molecular Genetics and 
Biotechnology Yuri Fedkovych National University 
of Chernivtsi  
Ukraine, 58012, Chernivtsi, Kotsubynski str., 2 
e-mail: irina.panchuk@gmail.com

Aim. Members of multigenic families are often 
highly homologous in the coding region, which 
makes it difficult to clone their individual cDNAs. 
The aim of the study was to develop a strategy 
that allows an efficient cloning of cDNA for 
such similar genes and to apply the strategy for 
cloning of catalase 2 (Cat2) cDNA of Arabidopsis 
thaliana. Methods. Sequences of catalase 
cDNAs were compared in order to find divergent 
regions suitable for design of gene-specific 

primers. Cat2 cDNA was amplified by reverse 
transcription PCR and cloned. Results. It was 
demonstrated that the cDNAs of three catalase 
genes of A. thaliana are highly similar at the 5' 
and 3' ends of the coding region. In contrast, the 
adjacent sequences of 5' and 3' UTR appeared 
to be divergent. Accordingly, a pair of gene-
specific primers localized in the 5' and 3' UTR of 
Cat2 cDNA was designed and utilized for the first 
round of PCR amplification. The obtained PCR 
products were used as a template in the second 
round of PCR. The corresponding primers were 
located exactly at the start and stop codons of 
Cat2 cDNA and also contained as extensions 
additional restriction sites for subsequent 
cloning. Conclusions. Application of the two-
round PCR strategy allows efficient cloning of 
individual cDNAs of closely related highly similar 
members of multigenic families. 

Key words: multigenic family, gene cloning, 
cDNA, PCR, catalase.


