
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ՍՍՀ ԳԻՅՍԻԹՅՍԻՆՆԵՐԻ ԱԿԱԴԵՄԻԱ: ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
АКАДЕМИЯ НАУК АРЛ1ЯНСК0И ССР. БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИ» 
-=^== т. XXX, № 1, 1977 г.

УДК 575.2.23; 576.2.Я4; 576.6

Е. Н. АВВАКУМОВА, М. В. ОВСЕПЯН, И. О. КАРАПЕТЯН, Т. У. СТЕПАНЯН

хМОРФО-ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ И ЦИТОХИМИЧЕСКИЕ
ОСОБЕННОСТИ МУТАНТОВ ЮШОВШМ ЬЕОиМНЮБАИиМ 

В СВЯЗИ С ИЗМЕНЕНИЕМ ИХ СПЕЦИФИЧНОСТИ

Изучались особенности мутантных форм КЫгоЪшт ^шгнпозагит, изменивших 
специфичность к растению-хозяину. Мутанты, образовавшие клубеньки на люцерне, 
имели более мелкие клетки, замедленный рост, отличались от родительского штамма 
усвоением тех или иных углеводов, органических кислот, наличием и локализацией 
в клетках полисахаридов, белков. Усиление у мутантов свойств новой специфичности 
путем пассажа через люцерну привело к изменению содержания полисахаридов, кис­
лых белков и липидов в клеточной оболочке.

В последнее время многие исследователи отмечают, что повышение 
резистентности мутантов клубеньковых бактерии к отдельным анти­
биотикам приводит к изменению свойств вирулентности пли азотфиксп- 
рующей активности. Мутанты с повышенной устойчивостью к стрепто­
мицину, каномицину, неомицину и виомицину теряют свою эффектив­
ность [1—5]. По другим данным, устойчивость к некоторым антибио­
тикам не связана с потерей эффективности [6, 7].

Кроме того, в литературе есть указания па изменение симбиотичес­
ких свойств, т. е. специфичности клубеньковых бактерий к растению- 
хозяину под влиянием химических мутагенов, а также в результате 
трансформации ДНК [8, 9].

Цель настоящей работы—изучение некоторых морфо-физиологи­
ческих и цитохимических особенностей клубеньковых бактерий в чис гой 
культуре, связанных с изменением их специфичности в результате му­
тагенеза.

Материал и методика. В качестве исходной культуры для получения мутантов 
использовался штамм клубеньковых бактерии № 144, активный и специфичный для го­
роха.

Для индуцирования образования мутантов применялся супермутаген-М-нитрозо- 
Х-метилмочевина в концентрации 0,2%, при экспозиции—3 часа, выживаемости куль­
туры—5,2%. Мутанты выделялись по резистентности к антибиотикам: пенициллину, 
эритромицину, хлортетрациклицу.

Вирулентность и специфичность выделенных мутантов -проверялась в лаборатор­
ных опытах на агаризованной питательной среде путем бактеризации семян гороха, 
вики и люцерны.

Культурально-биохимические свойства изучались на общепринятых средах; МПА, 
молоке, желатине и др.

Способность усваивать углеводы, органические кислоты и аминокислоты изучалась 
по методу, описанному для клубеньковых бактерий Винсентом [10] и оценивалась по՝
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инт՛ явности роста культуры визуально. Устойчивость к антибиотикам определялась 
по стерильным зонам.

Для изучения цитологии и цитохимии мутантных форм готовились препараты 3- 
и 20-суточных культур, которые окрашивались по Гутштейну—для выявления клеточ­
ной болочки; нуклеоиды выявлялись по Гимза с НС1 гидролизом, полисахариды—с 
помощью реакции Шифф-йодная кислота (ШИК), белки—по Алферту, липиды—по 
Мак-Манусу. Контрольные препараты обрабатывались амилазой, пепсином и трипси­
ном [11, 12].

Результаты и обсуждение. С помощью М-нитрозо-Х’-метилмочеви- 
ны, которая дает разнообразный спектр изменчивости, были получены 
формы, резистентные к антибиотикам, всего 103 культуры. Из всех 
полученных мутантов вирулентность сохранили лишь 20 культур, при­
чем некоторые из них изменили специфичность к своему растению-хо­
зяину и образовали клубеньки на вике и люцерне. Родительский штамм 
№ 144 образовал клубеньки только на горохе. После повторных про­
верок некоторые мутанты потеряли способность образовывать клубень­
ки на новом хозяине—люцерне. Из 9 измененных культур вирулентны­
ми для люцерны остались 5.

Клубеньки на люцерне, образованные мутантами КШгоЬшгп 1е§и- 
пппозагит, содержали бактериальные клетки в виде мелких палочек 
(рис. 1), которые были выделены в чистую культуру.

Измененные по специфичности мутанты, как исходные, так и пасси­
рованные через люцерпу, через 3 года сохранили свою устойчивость к 
тем антибиотикам, на которых они выделялись. Штаммы с неизменен­
ной специфичностью частично потеряли устойчивость к антибиотикам, 
но отличались от родительского штамма по другим признакам.

Все изученные мутантные формы имели более замедленный рост по 
сравнению с родительским штаммом и изменили морфологию колоний. 
Подобные изменения были описаны и для мутантов ШпгоЬшт кНоШ, 
образовавших клубеньки на люцерне [8].

Мутанты, как и исходный штамм № 144, не росли на МПА (кроме 
№ 144—98), не пептонизировали и не сбраживали молоко, не разжижа­
ли желатину. Мутанты с измененной специфичностью, в отличие от 
исходной культуры и мутантов с неизменившейся специфичностью, об­
разовали меньше биомассы (табл. 1). Изучение углеводного питания 
(табл. 1) показало, что многие мутанты отличаются от исходного 
штамма, а также друг от друга не только по устойчивости к антибиоти­
кам, но и по способности усваивать углеводы и органические кислоты. 
Так, культуры №№ 144—98, 144—45, 144—47 росли на ксилозе, в то вре­
мя как исходная культура и остальные мутанты не росли. Крахмал 
усваивался мутантом 144—45, а декстрин—№№ 144—45, 144—47 и 
144—98. На других углеводах у мутантов также заметны различия в 
интенсивности роста.

Органические кислоты (табл. 1) плохо усваивались всеми штам­
мами, тем не менее и в этом случае заметны различия. Мутанты №№ 
144—64 и 144—93 росли, хотя и слабо, на сульфаниловой кислоте, а №№
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Рис. Клубеньковые бактерии в клубеньках люцерны. Окраска крнсталл- 
фиолетовым, 1500Х а. Люцерновый штамм № 21; б. мутант горохового 

штамма, № 144—54.
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* Данные приведены только в отношении тех углеводов и органических кислот, на 
которых больше ааметны различия.
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144—64, 144—67 и 144—93—на бензойной. И, напротив, мутанты. №№. 
144—61, 144—98, 144—45 и 144—47 на фталевой кислоте не дали роста. 
Аминокислоты в качестве углеродного питания не усваивались всеми- 
изученными культурами.

Различия между исходным штаммом и его мутантами в способ­
ности усваивать те или иные углеводы и органические кислоты говорят 
о глубоких физиологических изменениях, происшедших в результате- 
мутагенеза. В литературе также есть указание на то, что мутанты ЯЬ.. 
■ ейипн’позагит с различной устойчивостью к пенициллину отличались, 
друг от друга по способности сбраживать молоко и ферментировать 
фруктозу [13]. Необходимо отметить, что какой-либо корреляции меж­
ду специфичностью мутантов и их углеродным питанием не наблюда­
лось.

Изучение морфологии клеток выявило, что мутанты с измененной 
специфичностью имеют более мелкие клетки, чем исходный штамм и. 
«гороховые» мутанты.

Выявлены также различия между культурами в наличии и локали­
зации в клетках полисахаридов и кислых белков. Гликоген в 3-суточ- 
пой культуре не обнаружен у мутантов, образовавших клубеньки на 
люцерне. «Гороховые» мутанты (144—45 и 144—47), как и родительский 
штамм № 144, содержали в клетках гликоген, хотя и в небольших коли­
чествах. Кроме того, имеются различия в локализации полисахаридов 
в капсуле, клеточной оболочке и цитоплазме клеток мутантов. Все му­
тантные формы, как и исходная культура, дали положительную реак­
цию на кислые белки, но отличались локализацией белков в клетках.. 
Между «гороховыми» и большинством «люцерновых» мутантов особо- 
заметных различий не наблюдалось.

Интересные закономерности выявлены у мутантов с измененной, 
специфичностью после выделения их из клубеньков люцерны. Пасси­
рованные через люцерну мутанты, сохранив свою метку по устойчи­
вости к антибиотикам, заметно изменились по содержанию полисаха­
ридов, кислых белков и липидов в клеточной оболочке (табл. 2). Если 
клеточная оболочка исходных мутантов давала положительную реак­
цию на полисахариды и кислые белки, то после пассажа у этих куль­
тур реакция была отрицательной. Исключение в отношении кислых 
белков составлял штамм № 144—93. С другой стороны, липиды в кле­
точной оболочке отсутствовали у исходных мутантов (кроме № 144:—98) 
п были выявлены при усилении свойств специфичности после пассажа 
через люцерну. Надо заметить, что штамм № 21—ЯЫгоЫит теШоН 
также отличался от горохового № 144 наличием липидов в клеточной 
оболочке.

Имеющиеся литературные данные [1—5] об изменении вирулент­
ности и эффективности клубеньковых бактерий при повышении их. 
устойчивости к отдельным антибиотикам, а также их способность в 
природе перекрестно заражать другие виды бобовых [14, 15] облегча­
ют задачу получения мутантов с измененной, специфичностью.
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Изменение некоторых цитохимических признаков клеточной оболочки у мутантов 

с измененной специфичностью после пассажа через люцерну*
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141—исходный горох + — —

144—61 мутант люцерна + — + “Н — +
144—64 мутант люцерна + -— + — —-

144—67 мутант люцерна т — -г — —— +
144—93 мутант люцерна -г- — + — — +
144—98 мутант люцерна + — + — т -Г

* Н—положительная реакция;
±—слабололожительная реакция;
------ отрицательная реакция.

В результате проведенных работ из 103 мутантов, резистентных к 
антибиотикам, 5 изменили свою специфичность. Изучение свойств му­
тантов с измененной специфичностью и сравнение их с родительским 
штаммом и мутантами, не изменившими специфичность, выявили неко­
торые общие признаки, связанные с изменением симбиоза.

«Люцерновые» мутанты имели более мелкие клетки, замедленный 
рост и пониженную способность к накоплению биомассы в отличие от 
мутантов, не изменивших специфичность. По этим признакам они при­
ближаются к культуре КЫгоЬшт теШоН. Кроме того, отмечены изме­
нения в содержании полисахаридов, белков и липидов в клеточной обо­
лочке после пассажа через новое растение-хозяипа, что, очевидно, свя­
зано с антигенными свойствами, с вирулентностью и специфичностью 
культуры. Полученные данные дают возможность углубить начатые 
исследования.

Институт микробиологии АН АрмССР Поступило 28,УП 1976 г.

Ե. Ն. ԱՎՎԱԿՈԻՄՈՎԱ, Մ. Վ. ՀՈՎՍԵՓՅԱՆ, Ի. Հ. ԿԱՐԱՊԵՏՅԱՆ, Թ. >. ՍՏԵՓԱՆՅԱՆ

«Ւ112Օ61Ս/Հ LEGUMINOSARUM-ԻՄՈԻSԱՆSՆbՐԻ ՄՈՐՖՈ- 
ՖԻՋԻՈԼՈԴԻԱԿԱՆ եվ րջջարանական հատկությունները՝ 

ԿԱՊՎԱԾ ՆՐԱՆՑ ՍՊԵՑԻՖԻԿՈԻԹՅԱՆ ՓՈՓՈԽՄԱՆ ՀԵՏ

Ամփոփում

Ուսումնասիրվել են ոլոռի պալարաբակտերիաների մ ուտ ան տա լին ձևերի 
առանձնահատկությունները, որոնք իրենց ուրույնությունը փոփոխել են տեր- 
բւոլյսի նկատմամբ։ Մուտանտները, որոնք առվույտի արմատների վրա առա֊ 
չացնում են պալարիկներ, տարբերվում են իրենց ծնողական ձևերից րքիջ- 
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ների ավելի փոբր չափերով, դանդաղեցված աճով, այս կամ այն ածխաջրերի 
և օրդանական թթուների յուրացման առանձնահատկություններով, ии^Дшш- 

կուցների, պ ոլիսա խար իդների, լիպիդների առկայությամբ և տեղաբաջխմամբ- 
թաղմիցս մուտանտային ձևերով առվույտի բույսերի վարակման և հետա- 

դա մեկուսացման շնորհիվ, ամրապնդվել է ուրույնություն տեր-բոլյսի նկատ­
մամբ, որն ուղեկցվում է պալարաբակտերիաների բջջաթաղանթում պոլիսա- 
խարիդների թթու սպիտակուցների, լիպիդների պարունակության փոփոխմամբւ.
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