
192	 ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 19

© Ющук О.С., Горбаль Л.О., Дацюк Ю.Р., Осташ Б.О., Штегманн Е., Лужецький А.М., Федоренко В.О.

но нічого. У нашій роботі ми зосередилися на до-
слідженні механізмів глобальної регуляції мор-
фогенезу в Actinoplanes teichomyceticus, що є про-
дуцентом індустріально-важливого антибіотика 
тейкопланіну [4, 5]. У геномі A. teichomyceticus 
було здійснено пошук ортологів стрептоміцет-
них глобальних регуляторів. Функції деяких із 
них було досліджено за допомогою гетерологіч-
ної експресії в модельному об’єкті генетики ак-
тинобактерій – S.  coelicolor або надекспресії в 
A. teichomyceticus.

Матеріали і методи
У роботі використано такі штами: A. teicho-

myceticus NRRL-B16726, S. coelicolor M145, S. 
coelicolor M1152, а також штами Escherichia coli 
DH5б для конструювання рекомбінантних плазмід 
та ET12567 pUZ8002 для кон’югаційного перене-
сення плазмід в A. teichomyceticus, S. coelicolor [6].

Для надекспресії генів, що кодують регуля-
тори AdpAAT3, AdpAAT80, BldDAT, AbsBAT, SsgBAT в 
A. teichomyceticus та S. coelicolor, застосовано ін-
тегративний вектор pSETPAm [7]. Для надекс-
пресії гена, що кодує регулятор AdpAAT19, вико-
ристано реплікативний вектор pKC1139 [8]. Кон-
струювання рекомбінатних молекул ДНК та інші 
молекулярно-генетичні роботи здійснювалися 
згідно із стандартними протоколами [9]. У ро-
боті було використано ферменти та реактиви від 
фірми Thermo Fisher Scientific відповідно до ре-
комендацій виробника.

Зразки для сканувальної електронної мі-
кроскопії були напилені атомарним шаром міді. 
Мікрофотографії зроблено за допомогою скану-
вального електронного мікроскопа JEOL-220.

Біоінформатичний аналіз амінокислотних 
та нуклеотидних послідовностей проведено за 
допомогою пакета програм Geneious 4.8.5 [10].

Такі грам-негативі таксони, як Myxobac-
teriales та Caulobacteriales чи грам-позитивні 
Actinobacteria, репрезентовані організмами, що 
демонструють різноманітні життєві форми та ці-
каві життєві цикли з чергуванням поколінь. Ге-
нетичні механізми регуляції морфогенезу в цих 
випадках є дуже складними. Серед актинобакте-
рій найбільш дослідженими стали представники 
роду Streptomyces, що цікаві водночас як проду-
центи антибіотиків і як бактерії зі складними ме-
ханізмами регуляції життєвого циклу. Основною 
життєвою формою стрептоміцетів є багатоклітин-
ний полінуклеоїдний вегетативний міцелій. Піс-
ля вичерпання джерел живлення вегетативний мі-
целій диференціюється із утворенням повітряно-
го міцелію, який потім компартменталізується, а з 
його гіфів утворюються ланцюжки одноклітинних 
спор [1]. Разом із проростанням повітряного мі-
целію запускаються шляхи біосинтезу вторинних 
метаболітів. Регуляторні механізми морфогене-
зу та вторинного метаболізму є взаємопов’язани-
ми. Дослідження, проведені на таких модельних 
об’єктах, як Streptomyces coelicolor та Streptomyces 
griseus, виявили присутність декількох генетич-
них каскадів, що задіяні в регуляції морфогенезу 
та вторинного метаболізму [2]. Гени, що кодують 
ці каскади, є консервативними і трапляються в ба-
гатьох секвенованих геномах стрептоміцетів. 

Незважаючи на те, що глобальні регулятор-
ні механізми морфогенезу та вторинного метабо-
лізму в представників роду Streptomyces є добре 
дослідженими, дані про аналогічну регуляцію в 
нестрептоміцетних актинобактерій є вкрай обме-
женими [3]. Про глобальні регуляторні механіз-
ми у таких надзвичайно цікавих актинобактерій, 
як актинопланети (родина Micormonosporales), 
що утворюють рухомі спори всередині великих 
спорангієподібних структур, не відомо абсолют-
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найподібніші його гомологи: adpAAT19, adpAAT80 та 
adpAAT3. Як виявилося, деякі з цих гомологів все 
ж таки мають вплив на морфологічну диференці-
ацію в S. coelicolor. Так, надекспресія adpAAT19 кар-
динально пришвидшує формування повітряного 
міцелію та спор у S. coelicolor за умов вирощуван-
ня на різних агаризованих середовищах та збіль-
шує продукцію актинородину в десять разів [16]. 
Надекспресія adpAAT80 має позитивний вплив на 
рівень синтезу актинородину в S. coelicolor, але не 
має жодного впливу на морфогенез. У свою чергу 
жодних відмінностей у рості та синтезі актиноро-
дину не спостерігалося в штамах, що надекспре-
сували adpAAT3.

Як уже зазначалося, відомою є послідов-
ність ДНК, із якою зв’язується AdpA. Класичний 
сайт зв’язування регулятора AdpA у S. griseus роз-
міщений у промоторній ділянці гена, що кодує 
шлях-специфічний регулятор біосинтезу стрепто-
міцину (StrR). Ми дослідили, чи здатні AdpAAT19, 
AdpAAT80 та AdpAAT3 взаємодіяти із промоторною 
ділянкою strR in vitro. Для цього фрагменти ге-
нів, що кодують N-термінальні ділянки АdpAAT19, 
АdpAAT80 та АdpAAT3, які містять ДНК-зв’язуваль-
ні домени, злили з послідовністю гена malE, який 
кодує мальтозо-зв’язувальний білок. Рекомбінант-
ні гени надекспресували в E. coli Rosetta (DE3) 
pLysS.

Виявилося, що рекомбінантний білок, який 
містить ДНК-зв’язувальний домен AdpAgr (MalE-
AdpA(246-405 aк.), взаємодіє з промоторною ді-
лянкою strR. На противагу цьому рекомбінантні 
білки MalE-Sc19(207-333 ак.), MalE-Sc3(200-327 
ак.) та MalE-Sc80(199-324 aк.) не зв’язували про-
моторну ділянку strR in vitro. Однак ці дані не да-
ють однозначної відповіді про ДНК-зв’язувальні 
властивості AdpAAT19, AdpAAT80 та AdpAAT3, оскіль-
ки неспроможність зв’язувати промоторну ділян-
ку може бути також наслідком неактивності очи-
щених білків.

Підсумовуючи отримані дані, можна зробити 
висновок, що AdpA‑опосередкованої регуляції в 
A. teichomyceticus (як і в інших Micromonosporales) 
швидше за все немає. Проте деякі AraC/XylS регу-
лятори, що є гомологами AdpA в A. teichomyceticus, 
діють як позитивні регулятори морфогенезу та 
синтезу актинородину в S. coelicolor. 

Ймовірну роль AbsBAT також було дослідже-
но за допомогою гетерологічної експресії відпо-
відного гена в штамах S. coelicolor.

Ефекти гетерологічної експресії AbsBAT ви-
явилися неочевидними і, можливо, залежали від 
середовища вирощування та генетичного фону 

Результати та обговорення
Елементи AdpA-опосередкованої регуля-

ції в A. teichomyceticus. Ключовим позитивним 
регулятором як морфогенезу, так і вторинно-
го метаболізму в стрептоміцетів є транскрипці-
йний регулятор AraC/XylS-типу AdpA [11]. Для 
AdpA описано один із найбільших регулонів се-
ред грам-позитивних бактерій. Цей білок має зни-
жену селективність і розпізнає доволі виродже-
ну операторну послідовність ДНК. До регулону 
AdpA входять як глобальні, так і шлях-специфічні 
регулятори [12]. У свою чергу експресія adpA ре-
гулюється на транскрипційному, посттранскрип-
ційному і на трансляційному рівнях. Транскрип-
ція adpA залежна від присутності в середовищі 
факторів кворум-сенсингу, таких як A-фактор-по-
дібні бутиролактони в S. griseus [11] чи SCB1 в 
S. coelicolor [13]; після транскрипції adpA-мРНК 
процесується AbsB РНКазою ІІ типу [14]. У свою 
чергу регуляція на трансляційному рівні здійсню-
ється за допомогою лейцил-тРНК, від присутно-
сті якої залежить зчитування рідкісного ТТА‑ко-
дону, що входить до складу всіх стрептоміцетних 
аdpA. Мутанти стрептоміцетів, в яких зруйнова-
но ген adpA, мають характерний «bald» фенотип: 
такі штами не здатні формувати повітряний міце-
лій і спори, а також не продукують антибіотиків 
[2]. AdpA‑опосередкована регуляція була описана 
для багатьох стрептоміцетів. 

Ми здійснили пошук усіх необхідних для 
AdpA-опосередкованої регуляції компонентів у 
геномі A. teichomyceticus. Як прототипи для по-
шуку були використані амінокислотні послідов-
ності AdpA, AbsB зі S. coelicolor; послідовності 
ферментів біосинтезу факторів кворум-сенсин-
гу з S. griseus (A-фактор), S. coelicolor (SCB1), 
S.  virginiae (вірджиніє-бутанолід [15]) – AfsA, 
ScbA, BarX та відповідних рецепторів ArpA, ScbR, 
BarA. У результаті нами не було знайдено досто-
вірного ортолога для AdpA в A. teichomyceticus: 
найподібніші гомологи при більш детальному 
дослідженні виявилися ортологами інших регу-
ляторів AraC/XylS родини S. coelicolor чи інших 
стрептоміцетів, але не AdpA. Цікаво, що гени цих 
гомологів не мають у своєму складі ТТА-кодонів. 
Не було знайдено жодного ортолога для систем 
синтезу/розпізнавання факторів кворум-сенсингу. 
Натомість AbsBsc має ортолога в A. teichomyceticus 
(AbsBAT), ідентичність амінокислотних послідов-
ностей AbsBsc та AbsBAT становить 65 %.

Хоча достовірний ортолог AdpA відсутній 
у A. teichomyceticus, ми вирішили гетерологічно 
експресувати в S. coelicolor гени, що кодують три 
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нів, які кодують σ‑фактори σBldN, σWhiG, σH та тран-
скрипційні регулятори BldM, WhiB, SsgA, SsgB 
[2]. У геномі A. teichomyceticus нам вдалося знай-
ти гени, які кодують ортологи майже всіх пере-
рахованих білків: BldDАТ (68 % ідентичності амі-
нокислотної послідовності із BldD S. coelicolor, 
SCO1489), BldNAT (68 % і.а.п. з SCO3323), 
BldMAT (50 % і.а.п. з SCO4768), WhiGAT (38  % 
і.а.п. з SCO5621), WhiBAT (56 % і.а.п. з SCO3034), 
SigHAT (55  % і.а.п. з SCO5243). Серед SsgA та 
SsgB (SCO3926, 1541) ортолог було знайдено 
лише для SCO1541: SsgBAT (54 % і.а.п.).

Отже, пошук in silico показав, що стрепто-
міцетний BldD, а також майже всі його мішені, 
мають своїх ортологів у A. teichomyceticus. Тому 
надзвичайно цікаво було дізнатися, чи BldDAT має 
функції, подібні до своїх стрептоміцетних орто-
логів, особливо беручи до уваги віддаленість ро-
дин Micromonosporales та Streptomycetales. Для 
цього ми гетерологічно експресували bldDAT в 
S. coelicolor. 

Штами S. coelicolor, в яких було надексп-
ресовано bldDAT, виявилися помітно відмінними 
від дикого типу. S. coelicolor bldDAT

+ не формува-
ли нормальні спорулюючі газони на більшості з 
використаних агаризованих середовищ, а також 
продукували помітно менше забарвлених антибі-
отиків (рис. 1).

Незважаючи на те, що BldDAT походить із 
віддаленої родини актинобактерій, він зберігає 
свої функції глобального негативного регулятора 

штамів S. coelicolor, в яких було здійснено екс-
пресію. На всіх досліджених агаризованих се-
редовищах штами S.  coelicolor M145 absBAT

+ 
формували повітряний міцелій подібно до ди-
кого типу. Лише на багатому середовищі R5 на-
декспресія мала помітний вплив на забарвлення 
повітряного міцелію, що ставало яскраво-роже-
вим. Це, швидше за все можна пояснити поя-
вою забарвлених антибіотиків в гіфах повітря-
ного міцелію. Надекспресія absBAT в S. coelicolor 
М1152, що не продукує забарвлених антибіоти-
ків, призводила в свою чергу до прояву whi-фе-
нотипу на деяких середовищах; на інших штами 
S. coelicolor М1152 absBAT

+ були повністю забло-
ковані на етапі проростання повітряного міцелію 
(рис. 1). Виходячи із отриманих результатів, важ-
ко що-небудь сказати про точні функції AbsBAT; 
ймовірно, РНКаза AbsBAT здатна розщеплювати 
транскрипти деяких whi-генів за певних умов у 
S. coelicolor. Та все ж AbsBAT також виступає гло-
бальним регулятором морфогенезу.

BldD-опосередкована регуляція в A. teich-
omyceticus. BldD є одним із найважливіших не-
гативних регуляторів як морфогенезу, так і вто-
ринного метаболізму в стрептоміцетів [17]. Цей 
регулятор одночасно є ключовим у bld-каскаді 
(регуляторний каскад проростання повітряного 
міцелію) і whi-каскаді (регуляторний каскад ди-
ференціації гіфів повітряного міцелію). На мо-
делях S. griseus та S. coelicolor було показано, 
що BldD безпосередньо репресує експресію ге-

Рис. 1. Морфологія та мікроморфологія газонів (5 день, сер. YMPG) штамів: A) S.  coelicolor M145; 
Б) S. coelicolor M145bldDAT

+; В) S. coelicolor М1152; Г) S. coelicolor М1152 absBAT
+
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Висновки
Глобальні регуляторні механізми мор-

фогенезу в спорангіального актиноміцета 
A. teichomyceticus виявляються багато в чому по-
дібними до досліджених у стрептоміцетів. Зокре-
ма, показано, що такі регулятори, як BldDAT та 
SsgBAT, мають функції, подібні до стрептоміцет-
них ортологів. Такий консерватизм свідчить про 
стародавність цих регуляторних механізмів. Ма-
буть, найважливішою відмінністю, про яку мож-
на говорити на цьому етапі досліджень, є відсут-
ність AdpA-опосередкованої системи регуляції в 
A. teichomyceticus. Ця система, очевидно, вини-
кла ексклюзивно у стрептоміцетів і не характер-
на для інших спорулюючих актинобактерій.

Ця робота підтримана грантом DAAD 
№ 57048249 (для О.С. Ющука).

формування повітряного міцелію та вторинно-
го метаболізму. Така консервативність ролі свід-
чить, що BldD вже був присутній в останнього 
спільного предка спорулюючих актинобактерій 
і вже тоді виконував функцію глобального нега-
тивного регулятора ранніх етапів морфогенезу.

Надекспресія позитивного регулято-
ра ssgBAT в A. teichomyceticus та S.  coelicolor. 
У стрептоміцетів паралоги SsgA та SsgB ви-
ступають регуляторами септування гіфів по-
вітряного міцелію, тобто задіяні в формуванні 
спор [18]. SsgA позитивно регулює SsgB, який в 
свою чергу контролює транскрипцію гена ftsZ. В 
A. teichomyceticus формування спор відбувається 
всередині спорангіїв, тому, ймовірно, генетичні 
механізми регуляції формування спор та споран-
гіїв є спільними.

Надекспресія ssgBAT в A. teichomyceticus не 
мала помітного впливу на споруляцію під час ви-
рощування на агаризованих середовищах ISP3 
чи SM. Натомість, коли штами A. teichomyceticus 
ssgBAT

+ були посіяні на середовище ISP2, на яко-
му A. teichomyceticus зазвичай формує поодино-
кі гіфи повітряного міцелію та ніколи не фор-
мує спорангіїв, стало помітно, що вони утво-
рюють спорулюючий газон (рис. 2). Більше 
того, дослідження мікроморфології газонів A. 
teichomyceticus ssgBAT

+ за допомогою скануваль-
ної електронної мікроскопії показало присут-
ність розвинених спорангіїв (рис.  2). Гетероло-
гічна експресія гена ssgBAT в S. coelicolor М145 
викликала більш раннє формування повітряного 
міцелію та спор. 

Отже, SsgBAT є ще одним прикладом глобаль-
ного регулятора, функції якого подібні в пред-
ставників віддалених родин Micromonosporales 
та Streptomycetales. 

Рис. 2. Морфологія та мікроморфологія штамів 
A.  teichomyceticus дикого типу (А) та з надекс-
пресією ssgBAT (Б), 6 день росту на середовищі ISP2
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GLOBAL REGULATORY MECHANISMS OF MORPHOGENESIS IN SPORANGIAL 
ACTINOBACTERIA
Aim. Investigation was aimed to study global regulatory mechanisms that control morphogenesis and secondary 
metabolism in non-Streptomyces actinobacterium A. teichomyceticus which were studied insufficiently in comparison to 
those in Streptomycetes. Methods. A number of microbiological, biochemical, gene-engineering and scanning electron 
microscopy methods were used in this study. Results. AdpA-mediated regulatory system appeared to be absent in 
A. teichomyceticus. However, the closest homologues of AdpA from A. teichomyceticus had some traits of positive global 
regulators. A. teichomyceticus possessed an orthologue of a streptomycetic global negative regulator BldD. Furthermore, 
the functions of BldDAT appeared to be similar to those observed in Streptomycetes. All genes downregulated by BldD had 
their orthologues in A. teichomyceticus. We have shown that one of these genes – ssgBAT – seemed to have functions similar 
to its orthologues from Streptomycetes. Conclusions. Obtained results gave new insights about the global regulatory 
mechanisms of morphogenesis in non-streptomyces Actinobacteria. 
Keywords: Actinoplanes, global regulators, morphogenesis, scanning electron microsopy.


