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Бактерии рода Rhodococcus обладают большим потенциалом для применения в био-
технологии в качестве биокатализаторов и биоремедиационных агентов благодаря раз-
нообразному спектру уникальных катаболических ферментов и прочной клеточной стен-
ке. Конструирование штаммов родококков для промышленности затруднено, в частности,
скудным набором высокоактивных регулируемых промоторов.
Промышленный штамм Rhodococcus rhodochrous M8 [6] обладает высокоактивным промо-
тором генов нитрилгидратазы Pnh [1], индуцируемым при выращивании клеток на моче-
вине как источнике азота. Предполагаемыми транскрипционными регуляторами Pnh яв-
ляются близкорасположенные гены nhmCD [2, 3], но степень их участия в его регуляции
детально не изучалась. Цель данной работы - изучение степени участия генов nhmCD
в мочевино-зависимой регуляции активности Pnh в производных от R. rhodochrous M8
штаммах.

Были сконструированы две плазмиды, pRY3-nhmCD-Pnh-aam и pRY3-Pnh-aam. Они
содержат ген репортёр (ациламидаза aam из Rhodococcus erythropolis TA37 [5]) под кон-
тролем Pnh и различаются наличием или отсутствием генов nhmCD. Количество продукта
данного гена-репортёра, измеряемое по ациламидазной активности целых клеток, позво-
ляет судить об активности контролирующего его промотора [3].

Плазмиды ввели в штамм R. rhodochrous M33∆, производный от штамма М8, лишён-
ный собственных Pnh и nhmCD [4]. Оба плазмидных штамма выращивали на минимальной
синтетической среде MS с глюкозой и апрамицином, в двух вариантах, с мочевиной 6 г/л
или NH4NO3 2 г/л в качестве единственных источников азота. Удельную ациламидазную
активность клеток (Аам) измеряли в динамике в течение 91 ч, для расчётов брали значе-
ния в 44 часа культивирования, когда ОП обоих штаммов достигала 3 ед. Аам активность
индуцировалась мочевиной в 49 раз в присутствие генов nhmCD (ок. 12 и 0,2 мкмоль /
мин * мг с.в.к. +/- мочевина), и не зависела от присутствия мочевины в отсутствие этих
генов (ок. 12 мкмоль / мин * мг с.в.к. в обоих вариантах, см рис. 1).

Различия в количестве ациламидазы в клетках позволяет считать, что гены nhmCD
являются мочевино-зависимыми регуляторами промотора Pnh. Данные результаты закла-
дывают основу для разработки новой регуляторной системы экспрессии для бактерий
Rhodococcus.
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Рис. : Динамика Аам активности штаммов M33∆ pRY3-Pnh-aam и M33∆ pRY3-nhmCD-
Pnh-aam при выращивании с мочевиной или NH4NO3 в качестве единственных источников
азота.
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