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ЭЛЕКТРОННОМИКРОСКОПИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ФАГА Pf-16 И ЕГО ДНК

Физическими методами исследования установлено, что фаг Р1-16 относится к III 
группе, а его ДНК. длиной в 47 мкм, имеет молекулярный вес 94-106 дальтон.

В последние годы интерес к бактериям вида Pseudomonas putida 
обусловлен обнаружением у них плазмид биодеградации ароматических 
соединений (таких как фенол, бензоат, салицилат, камфора, алка­
ны, нафталин) [1—4]. Весьма перспективным в изучении генетики 
штаммов указанного .микроорганизма является использование ДНК-со- 
держащего фага Pf-16, осуществляющего неспецифическую трансдук­
цию [5]. Поэтому предварительное электронномикроскопическое ис­
следование фага Pf-16 и его ДНК представляло определенный интерес 
с точки зрения дальнейшего изучения тонкой структуры и состава фаго­
вого генома.

Материал и методика. Выращивание, концентрирование и очистка фага. Бакте­
риофаг РМ6*  (лизирующий штамм Pseudomonas putida Рр <И**)  выращивали в ага- 
ризованном мясопептошном бульоне в титре 3—5-101։/мл. Концентрирование и очист­
ку фага производили путем двукратного дифференциального центрифугирования. 
Окончательную очистку производили с помощью центрифугирования в ступенчатом 
градиенте хлористого цезия (центрифуга УЦП-60, ротор типа РКС-24,Зх56 мл, 
24000 об/мин, 4 часа, 10°). Затем фаг диализовался в течение 2 суток на холоду про­
тив 0.01 М трис-НС1-буфера (pH 7,5), содержащего 0,2 М NaCl; 0,002 М MgCI2.

* Фаг получен ст А. Чакрабарти (США).
** Получен от Шапиро (США) через В. И. Крылова (Москва, ВНИИ генетики).

Электронно.иикроскопическое исследование. Концентрированную и очищенную сус­
пензию фага наносили на сетки, промывали 5—6 каплями 0,1 М аммоний-ацетатного 
буфера (pH 6,0) и контрастировали 2% водным раствором уранилацстата.

Препараты ДНК фага готовили следующим образом: к реакционной смеси 
(0,05 М Na2CO3; 0.005 М ЭДТА; 1Н NaOH; 10% СН2О) добавлялся фаг до конечной кон­

центрации 10-у/мл; сразу же после быстрого встряхивания с помощью шприца систе­
мы Hamilton эту смесь в количестве 10 мкл добавляли к 100 мкл охлажденного рас­
твора 0,5 М ацетата аммония (Merck) с 0,02 М ЭДТА и 100 мл цитохрома С (Serva). 
К полученному растьору добавляли равный объем охлажденного формамида (Fluca). 
После 10-минутного выдерживания при комнатной температуре приготовленную таким 
образом гиперфаз,у осторожно наносили на поверхность гчпофазы. содержащей 0.25 М 
ацетата аммония. Пленку цитохром-ДНК переносили на медные сетки, покрытые 
укрепленной углем парлодиевой подложкой. ДНК окрашивали спиртовым раствором 
уранилацетата (10 5 М) и сттеняли иридием или платиной. Во всех случаях пригс-
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товления препаратов ДНК в гиперфазу добавляли в качестве репера плазмидную ДНК 
Col El*  в конечной концентрации 1 у/мл.

ДНК Col El получена от В. Г. Богуша (Москва, ВИНИ генетики).

Напыление углем и оттенение металлами проводили па установке Jeol-JEE-3B, 
снабженной вращающимся столиком. Препараты оттеняли под углом 7—8°. Работа 
проводилась на электронном микроскопе BS-16 (ЧССР) при ускоряющем напряжении 
80 кв.

Определение длины и молекулярного веса ДНК. фага Pf-16. С помощью фотоуве­
личителя «Белорусы» негативы электронных микрофотографий проецировали на бума­
гу и обрисовывали молекулы; длину ДНК фага Pf-16 и Col El измеряли курвимет­
ром. Общее увеличение составляло X 1000000. Определение длины ДНК и ее молеку­
лярного веса проводилось по формулам, приведенным в работе Ланг и др. [6].

Результаты и обсуждение. Данные равновесного центрифугирова­
ния в градиенте плотности хлористого цезия, показали, что «плавучая 
плотность» целого фага соответствует 1,51; они полностью подтвер­
ждают результаты исследований Чакрабарти и Гунзалес [7].

Электронпомикроскопическое изучение негативно контрастирован­
ных препаратов нативного фага выявило в основном вирусные частицы 
с головкой гексагональной формы, имеющей длинный отросток, закан­
чивающийся выраженной базальной пластинкой (рис., а, б, в).

При просмотре большого количества препаратов нам практически 
не удалось обнаружить фаги с сокращающимся чехлам отростка. Ха­
рактерной особенностью прикрепления отростка к капсиду фага явля­
ется наличие хорошо выраженной шейки. Причем у фагов, лишенных 
ДНК (рис., б, в), в месте прикрепления отростка внутри головки име­
ется электроннооптически плотная пластинка в виде клапана. Отрост­
ки фагов образованы спирально скрученным тяжем. Об этом свиде­
тельствует хорошо выраженная периодическая исчерченность. Базаль­
ная пластинка оканчивается округлыми выростами.

В результате статистической обработки произведенных измерений 
фаговых капсидов были определены максимальный и минимальный 
диаметры головки исследуемого фага: Dmox= 1065,57 A; Dmla=929,94 А.

Анализ микрофотографий нативных фаговых частиц показал, что 
исследуемый фаг имеет отросток длиной 1365,57 А и шириной 224,94 А. 
Размер базальной мембраны—471,48А.

Параллельно морфологическому изучению фага Pf-16 нами было 
предпринято электронномикроскопическое исследование его ДПК с 
целью определения ее длины и молекулярного веса.

На рисунке (в) представлена микрофотография фрагментов ДНК 
фага Pf-16 и ДНК Col El, полученных по описанной выше методике. 
При работе с раствором высокополимер ной ДНК фага Pf-16 особое 
значение придавалось концентрации препарата в цитохромной смеси. 
Незначительное повышение концентрации ДНК (более 1 у/мл) приво­
дило к формированию агрегированных молекул, что в значительной 
степени затрудняло разграничение одной молекулы от другой, а это 
делало практически невозможным проведение измерений с негативов.
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Следует также заметить, что большая длина молекул ДНК не позво­
ляла проводить съемку в пределах одной фотопластины. «Идеальное» 
расположение молекул на пленке-подложке позволяло отснять ДНК 
на 2—3 фотопластинках.

На рисунке (в) показан случай, где хорошо видны два фрагмента 
одной нити ДНК фага РМ6 и кольцевые ДНК Со1 Е1, в виде супер- 
скрученных и открытых молекул.

При анализе микрофотографий нативных молекул ДНК фага РМ6 
в результате проведенных курвиметром измерений было установлено, 
что средняя длина исследуемой ДНК составляет 470,6 см, а ДНК Со1 
Е1—22,4 см. Для вычисления истинной длины ДНК (в мкм) необходи­
мо было определить общее увеличение молекул (п) на микрофотогра­
фиях:

МКМ

где Լ2“'==22,4 см, а Լ£:'Հ—истинная длина ДНК Col El—2,2 мкм. 
Подставив значение 1Հ“' и в формулу (1), получим значение 
п, равное 10,4-Ю4. Расчет, согласно данным L^hk — Д^к.10~4 и 

LflHi<
отношению - показал, что длина исследуемой ДНК составляет

47 мкм. Исходя из величины линейной плотности, предложенной Фрей- 
фельдером для различного состава A-f-T и Г+Ц пар в молекуле ДНК, 
был определен молекулярный вес ДНК фага Pf-16. Для ДНК Pf-16 
[7] данный коэффициент составляет 2,07-106. Отсюда по формуле, 
предложенной Ланг и др. [6], молекулярный вес ее составляет 94-10s 
дальтон. По данным Холлвея [8], он равен 100- 10е дальтон. Это не­
большое различие можно объяснить используемыми методическими 
приемами: нами применялась техника электронной микроскопии, а 
Холлвеем—электрофоретический метод.

Таким образом, проведенные электронномикроскопические иссле­
дования позволили установить, что исследуемый фаг относится, по 
классификации Тихоненко [9], к III группе: длина его ДНК составля­
ет 47 мкм, а молекулярный вес—94-106 дальтон.
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Ամփոփում

k էե կւո ր ոն ա մ ւսն րա դի տ ա կա յին մեթոդով որոշվել է, որ Pf-16 ֆագը ունի 
հեքսագոնալ ձևի գլխիկ և երկար ելուստ, որը վերջանում է բնորոշ րազաք 
թիթեղիկով.



Рис. а, б, в: а—интактные частицы фага Pf-16; б—пустая частица фага 
Pf-16; в—фрагмент молекулы ДНК фага Pf-16 и Col El.
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Նրա ԴՆԹ֊ն ունի 47 միլիմիկրոն երկարություն և 94-10^ դալտոն մոլե- 
կուլյար կշիռ։
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