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Получены стрептомицинрезистентные и стрептомицинзависимые мутанты у раз
личных штаммов Е сой. Обнаружена низкая частота их появления по сравнению е 
дох гимн типами мутаций. При проверке способности мутантов расти на минимальной 
и полноценной средах, а также су премировать нонсенс мутации фага Т4В выявлено, 
что мутации к стпептомнцннрезистен гност к стрептьмнциизависимости имеют плейо- 
тропное проявление, по-види.мому, в результате изменений белков клетки.

Природные штаммы Е. соП чувствительны к очень низким дозам 
стрептомицина (3—6 мкг/мл). Однако из естественных и мутагенно-об
работанных рассевов Е. соИ можно выделить мутанты, которые в отли
чие от клеток дикого типа растут при наличии в инкубационных средах 
1000 мкг/мл стрептомицина (СМ) и больше. Более того, обнаруживают
ся мутанты, которые утрачивают способность роста, если в инкубацион
ных средах стрептомицин отсутствует.

По отношению к СМ бактериальные клетки подразделяются на три 
типа: стрептомицинчувствительпые (СМ-ч), стрептомицинрезистентные 
(СМ-р) и стрептомицинзависимые (СМ-з). Эти типы являются резуль
татом мутаций и детерминируются Б1г А локусом, расположенным на 
64 мин хромосомной карты Е. соИ К12 [17]. Этот локус у Е. соН опреде
ляет структуру Б12 белка ЗОБ субчастицы рибосом [12, 15, 18].

1 ак как риоосома является одним из главных компонентов белок- 
синтезиру ющего аппарата клетки, то можно предположить, что мута- 

и в рибосомных белках могут привести к изменению характера син
теза белка. Такие изменения приводят к изменениям ряда свойств му
тантной клетки [3, 4, 7, 1С, 11].

За зачей настоящей работы было получить стрептомициновые мута- 
лии у различных штаммов Е. соИ и определить изменения в свойствах 
полученных мутантов.

Сериал и методика. Бактериальные штаммы. В работе использованы бактерии, 
характеристики которых даны в табл. I,

Фаги- Характеристики фагов, использованных в работе, даны в табл. 2.
Среиы. Использованы следующие среды: жидкая и авизованная среды М9+ 

" мм/мл тиамина [1]. индикаторная среда Эндо (произволе:во Дагестанского ПИИ 
питательных сред) и общепринятые питательные среды мясопептонный бульон 
(МЛЬ) и мясолептснный агар (МПА).
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Характеристика штаммов Е. соН К12, использованных в работе

Наименование бакге- 
риального шгамма

1ас ։' 1ас 2
Фенотип за счет 

супрессии 1ас

I

СА154 
С А165 
СА167 
С А 266 
СА180 
СА265
С А 70 
Я У

в I

Е 
опал 
опал

’ обозначения ।енов приводятся по хромосомной карте Е. соН К12 Тейлора 
и Троттера [17].

Таблица
Характеристика амберных фагов, использованных в работе

Наименование му
тантных фагов

I

Чувствительность 
к супрессорам

Наименование му
тантных фагов

Чувствительность 
к супрессорам

1

II —17
Н —37
Н --78 
Н2-16 
Н2-36 
НЗ—39
НЗ—44

5ир О (з; 5ир Е 
Бир В

Бир I); Бир Е
Бир Е

Бир Э 1$; Бир Е
Бир Б

Бир Е 1б; Бир Б

НЗ—48
НЗ—54
НЗ—56 
НЗ-61 
113-69 
НЗ—93

Т4Д

Бир Е 1б; 8ир Б
Бир Е; Бир Ё 15

Бир Б 15
Бир Р 15

Бир Э 15: Бир Е; 5ир г (5
Бир Б 15

15— супрессируется при 37э, не супрессируется при 42°.

Во всех необходимых случаях добавлялся стрептомицин 200 мкг/мл.
Выделение мутантов, Ночная культура бактерий разбавлялась в 50 раз в среде 

МПБ и инкубировалась при 37° в течение трех час. при интенсивной аэрации. Бакте
риальная суспензия в титре ~1ХЮ9 осаждалась центрифугированием в течение 
20 мин при 3000 об/мин. Осадок промывался средсй М9 и вторично центрифугировал
ся. Затем осадок концентрировался ресуспендированием, в 50 раз меньшем объема 
среды М9. Суспензия (по 0,2 мл) высевалась на среде Эндо с 200 мкг/мл СМ. Вырос
шие колонии очищались на этой же среде с помощью серийных пересевов.

Проверка способности С-М-р мутантов супрессировать различные нонсенсныс му- 
1ации бактериофага Т4В проводилась по Бензеру [6].

Результаты и обсуждение. Всего было выделено около 300 спонтан
ных СМ-р мутантов у штаммов Е. соК, приведенных з таб.ъ 1. Рез\ль 
таты выделения и частота встречаемости этих мутантов обобщены 
табл. 3.

Как видно из таблицы, частота встречаемости С. р мхганто 
очень низка (10՜10—10՜՜’).

В настоящем сообщении приводятся данные по анализ) шт: 
СА180, несущего 5ирЕ амберный супрессор. Для обнаружения стрептс- 
мицинзависимых мутантов проверялась способность роста .
пр штамма СА180 на полноценней среде без добавления антиоиотик
Биологический журнал Армении, XXVII, № 7 2



18 М. Г. Оганесян, И. И. Барегамян

Таблица 3
Частота встречаемости СМ-р мутантов у различных супрессор 

содержащих штаммов Е coll К12

Использованные 
штаммы

Общее число 
проверенных клеток

Обнаружено СМ-р 
мутаций Мутационный индекс

СА154 
СА165 
СА1 >7 
СА266 
СА180 
СА265 
С А 70 
FIY

6.7Х1О10 
1 JX1O10 
2.8x10’° 
1.4ХЮ 
2.1ХЮ 
0,2 10 
0,8хЮ Од. 1Л10

30
34
58

6
128
35
44

7

0,9X10՜’° 
0.6x10՜”' 
0,5x10՜’° 
0,1 ХЮ՜10 
0.1 X ю՜10 
0,5 <10՜’° 
0.9Х10-1(> 
0,2x10՜’°

Результаты такой проверки, представленные в табл. 4, показывают, 
что из 72 независимо выделенных мутантов 8 растут только при добав
лении СМ в среду, т. е. являются стрептомицинзависпмыми. Следова
тельно, мутации этого типа встречаются реже (приблизительно в 10 
раз), чем стрептомицинрезистентные.

Таблица 4
Рост СМ-р мутантов Е. coli СА180 на полноценной среде при 37° без СМ

№ Наименова- 
п/п ние мутанта

Оценка 
роста*

№ 
п/п

Наименова
ние мутанта

Оценка 
роста

I №
п/п

Наименова
ние мутанта

Оценка 
роста

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

2-180 
5-180 
9-180

10-180 
11 — 189 
16-180 
18-180 
19-180 
20-180 
21-180 
28—180 
29-180 
30-180 
31-180 
33-180 
34-180 
35-180 
36-180 
37—180
38-180 
39-180 
40-180 
42-180 
44-180

Оценку роста
а.
б.

при очень

3 
3
3
3 
3 
3
3 
0
0
3
3 
о
3 
3 
3
3
3
3 
3
3
3 
3 
о
3

мутанов

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

45-180 
48-180 
49—18<> 
50-180 
51 — 180 
53-180 
54-180 
56-180 
57-180 
58-180 
59-180 
60-180 
61-180 
63-180 
65-180 
66 -180 
68-180 
70-180 
72-180 
73-180 
74—180 
76-180 
77-180 
78-180

0
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

проводили по четырехбальной

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

79—180
80—180
81-180
84-180
85—180
86-180
89-180
90-180
91-180
93-180
94—180
96-180
97-180

100-180
107-180
114-180
117-180
119-180
120-180
121-180
122-180

70 124 -180
71 126-180
72 127 -180
С А180 (исход
ная культура)

системе:
хорошем росте (наравне с исходной культурой) давали 

при более слабом росте—2.
в. в случае очень плохого роста (следы| давали оценку-!
г. отсутствие роста регистрировали как-0.

3
3
3 
о
3
3
3 
о
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

3

оценку 3.

♦
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Было показано [6, 16], что СМ-рм мутация у штамма, ауксотрофно- 
го по аргинину, в некоторых случаях приводила к способности штамма 
расти без добавления аргинина в среду. Можно было предположить, 
что могла существовать и обратная картина действия СМ-р мутаций, 
т. е. стрептомицинрезистентность могла привести к возникновению у 
прототрофного штамма потребности в различных питательных факто
рах роста.

с)то предположение проверялось определением способности роста 
выделенных мутантов на минимальной агаризованной среде М9. Ре
зультаты эгои проверки приводятся в табл. 5, из которой видно, что ис-

Таблица 5
Рост СМ-р и СМ-з мутантов Е. coli СА180 на агаризованной среде У,9 при 37° 

без СМ

Наименова-
ние мутанта

Оценка 
роста*

* Обозначения соответствуют табл. 4.

ходный штамм СА180 не нуждается в добавлении различных питатель
ных факторов роста и нормально растет на полноценной и минималь
ной средах. СМ-р мутанты этого штамма по своему поведению отли 
чаются от исходной культуры. Мутанты, хорошо раепшне на полноцеь 
ной среде, например мутанты 1, 6, 13 (здесь и далее, для краткости оп
танты будут называться порядковыми номерами табл. 4), вследствие 
СМ-р мутации утрачивают способность роста на минимальной среде. 
Надо отметить, что различные СМ-р мутанты претерпевают различные 
изменения. В некоторых случаях (мутанты 21, 48, 51, 64) стрептомицин 
резистентность слабо действует на способность мутантов расти на среде 
М9, в других случаях (мутанты 1, 7, 14. 24. 35, 40, 60), приводит к от-

№ 
п/п

Наименова- Опенка 
ние мутанта рэста

Наименова- Оценка 
ние мутанта роста

49
50
51
52
53
54
55 
.56
57

1
2
3
4
о
6
7 
К
9

10 
И
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

2-180
5-180
9—180

10-180
11-180
16 — 180 
18-180 
19-180 
20-180
21- 180 
28-180 
29—180 
30-180
31-180
33-180
34—180
35-180
36-180
37—180
38-180
39-180
40-180
42—180
44 180

1 
3 
3 
3 
3 
3
1 
о 
о 
3 
3 
о 
3
1 
3
3 
3 
3 
3 
3 
2 
3 
о
1

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

45—180 
48-180 
49—180 
50-180 
51—180 
53-180
54-180
56 -180 
57-180 
58-180 
59-180 
60-180 
61—180 
63-180 
65-180 
66-180 
68-180 
70—180
72 — 180 
73-180 
74-180 
76-180 
77-180 
78-180

0 
3
3
3
3
3
3
3 
3
3
1
3
3
3
3 
о
3 
3
3
3 
3
3 
о
2

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68.
69
70
71
72

79-180
80-180
81-180
84-180
85-180
86-180
89 180 
90-180 
91-180
93-180 
94-180
96-180 
97-Ь0

100-180 
Ю7—180 
114-180 
117-180 
119—180 
120-180 
121-180 
122-180 
124-180 
126-180 
127-180

СА180 (исход
ная культура)

3
3
2
0
3
3
3 
0
3
3
3
1
3
3
3
2
3
3
3
3
3
3
3
3

3

№
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сутствию роста или к очень плохому росту. Отсутствие роста у СМ-з 
мутантов (.мутанты 8, 9. 12, 23, 25, 47, 52, 56) естественно, так как в среду 
не добавлен стрептомицин. Проверка роста этих мутанов на среде М9 с 
200 мкг/мл стрептомицина показала, что мутации к СМ֊з также могут 
привести к различным изменениям роста клетки. Таким образом, мож
но считать, что мутации к СМ-р и СМ-з прототрофного штамма иногда 
приводят к более пли менее выраженной ауксотрофности.

Поскольку исходный штамм СА 180 несет амберный супрессор, бы
ло интересно проверить, как отразится СМ-р мутация на поведении 
этого супрессора. Для этого определялась способность мутантов под
держивать росл амберных мутантов фага Т4В. Результаты приводятся 
в табл. 6. Как видно из приведенных данных, большинство мутантов 
поддерживают рост фага так же, как и исходный штамм СА180. Наря
ду с этими, среди выделенных мутантов обнаруживаются и такие, у ко- 
торых утрачивается способность «узнавания» соответствующей амбер- 
ной нонсенс мутации супрессором Sup Е. Такне мутанты (I и II типы) 
обнаруживают Su—фенотип. У ряда мутантов наблюдается изменение 
специфичности супрессора Sup Е в отношении отдельных нонсенс мута
ций фага Т4В. По типу вызванных ими изменений картины супрессии 
СМ-р мутанты можно подразделить, по меньшей мере, Зна 5 классов 
(табл. 6).

Таблица 6
Возможные изменения су пре с сирую щей способности амберного супрессора 

при наличии различных СМ-р мутаций при 37° без СМ

№ 
п/п

Амберные 1ипы изменения Sup Е амберноп супрессии
мутанты 
фага 14В

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

Н—17
Н —37 
И-68
Н2-16 
Н2-36 
НЗ-39 
НЗ-44 
НЗ-48 
ИЗ—54 
НЗ-56 
НЗ 61 
113-69
H3-93

Т4В

Обозначения:
* + + +»- отмечается прозрачная литическая зона, 
«4 +» — четкая литическая зона,
< 4֊ »— мутная литическая зона,
« ~ *—нестабильные мутанты,
* — »—отсутствие зоны.
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СМ-р мутанты возникают с низкой частотой (порядка 10՜’° - 
(О '), а СМ-з мутанты в 10 раз реже. Причины столь низкой частоты 
встречаемости СМ-р и СМ-з мутаций пока остаются неизвестными. Од
нако на основании имеющихся данных можно предположить, что из 
многих возможных изменений стрептомишшового гена очень немногие 
приводят к возникновению резистентности или зависимости, тогда как 
оольшинсгво изменений лиоо ведет к гибели клетки, либо не приводит к 
регистрируемым изменениям ее свойств, и по этой причине они не от
бираются при обычных методах селекции мутантов. По-видимому, с точ
ки зрения сохранения функциональной активности «стрептомициново
го» белка из многих возможных замен аминокислотных остатков в его 
молекуле приемлемы лишь замены некоторых аминокислот. В пользе 
такого предположения говорят данные, полученные в лаборатории Виг- 
мана. Анализ аминокислотного состава 8 12 белка стрептомицинчув
ствительных штаммов и трех типов СМ-р мутантов (полученных у этих 
штаммов) показал, что у одного мутанта вследствие СМ-р мутации про
изошла замена лизина аргинином в положении 87 у белка 8 12, у дру
гого мутанта лизин заменен аргинином (положение 42), а у третьего 
мутанта в том же положении лизин заменен аспарагином [9].

Мутации к СМ-р имеют плейотропное проявление, следствием ко
торого является изменение ряда свойств бактериальной клетки [2]. С 
этой точки зрения представляют интерес данные питательных потреб
ностей СМ-р и СМ-з мутантных клеток (табл. 5). Такой эффект СМ-р 
мутаций не является неожиданным. Возможно, в анализированных на
ми случаях мутация к СМ-р или СМ-з приводит к измененному включе
нию определенных аминокислот в состав ферментов, ответственных за 
синтез тех или иных питательных потребностей клетки, в результате че
го последние становятся биологически неактивными, что и приводит к
ауксотрофности. Допущение, что ауксотрофность является результатом
второй мутации, исключается экспериментами по переносу Str.А локуса
из СМ-р мутантов в исходный СА 180 штамм с помощью трансдукции 
фагом Р1кс. Анализ трансдуктантов показал, что все они становятся 
ауксотрофными

Следует отметить, что ошибочное включение аминокислот в моле
кулы ферментов, повреждение которых может привести к ауксотроф
ности, не является единственным возможным исходом. Для объяснения 
изменений питательных потребностей СМ-р и СМ-з мутантов могут слу
жить данные, полученные в лаборатории Полглеис, из которых (на при
мере ферментов, чувствительных к катаболической репрессии) можно 
заключить, что стрептомициновые мутации могу г привести к дщоалан 
су этих ферментов за счет нарушения регуляторных механизмов клет
ки [8]. Не исключено, что наблюдаемые нами изменения являются ре 
зультатом такого типа нарушений.

Нами обнаружено также, что мутации к (.М-р приводят к измс те 
нню характера супрессии нонсенс мутации фага Г4В (табл. 6). боль 
шинстве случаев СМ-р мутации ограничивают эффективноеть различных
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генетических супрессоров. Можно предположить» что определенные 
СМ-р мутации вызывают понижение эффективности изученного нами 
Sup Е амберного супрессора в разной степени, чем и можно объяснить 
возможность обнаружения пяти различных типов мутантов по этому 
признаку. Рестрикция амберных супрессоров Sup D, Sup Е. Sup F, а так
же охровых супрессоров (3, 10, 13, 14) дает основание считать, что об
наруженный феномен не является характерным только для Sup Е су
прессора. Из представленных данных можно заключить, что полученные 
СМ-р и СМ-з мутации у различных штаммов Е. ccli приводят к широко
му спектру изменений свойств бактериальных клеток.
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1Г. Դ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Ի. Ն. ՈԱՐԵՎԱԱՅԱՆ

ՍՏՐԵՊՏՈՄԻՑԻՆԱՅԻՆ ՄՈԻՏԱՆՏՆԵՐԻ ՍՏԱՑՈՒՄԸ ԵՎ ՆԱԽՆԱԿԱՆ 
ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈՒՆԸ ECSHER1CHIA COL! К 12 ՏԱՐՐԵՐ 

ՇՏԱՄՆԵՐԻ ՄՈՏ

Ա մ փ ո փ ու մ

£. օօԿ-/» տարբեր շտամների մոտ ստացված են ս տ ր ե պ տ ո մ ի ց ին ա կ ա յո ւն 
՚ րեզիստենտ) և ստրեպտոմիցինից կախում ունեցող մուտանտներ։ Տվյալ֊ 
ն ե ր ր ցույց են տալիս այղ մուտանտների ստացման բնականից ցածր հաճա

խ ա կ ան ո ւ /7 յ ո ւն ր ։ 1/ ուտանտներր տարբերվում են լիարժեք և սինթետիկ միջա֊ 
'ւա!Ր^ՐՒ 1ԼՐա աճելու, ինչպես նաև 143 ֆաղի նոնսենս մու տ ացի աներր սուպ֊ 
րեսելոլ րնղունակությամբ: Երկու տիպի մուտացիաներն էլ ի հայտ են բերում 
սլւեյոտրոսլ արտահայտություն, որն, րստ երևուլթին, բ^ի սպիտակուցների 
փոփոխության արդյունք է։
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