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ТРАНСДУКЦИЯ У SALMONELLA, ОСУЩЕСТВЛЯЕМАЯ 
ФАГАМИ dp 8, dp 9

Работа посвящена изучению трансдуцирующей способности новых фагоз S. derby. 
Оказалось, что фаги dp 8 и dp 9 осуществляют генерализованную трансдукцию с до
вольно высокой частотой и могут быть с успехом использованы при разрешении раз
личных генетических задач.

Трансдуцирующие фаги являются мощным инструментом в разре
шении ряда важнейших задач молекулярной генетики, таких как со
ставление генетических, делеционных карт, конструирование новых 
штаммов. Бактериофаги, способные осуществлять генерализованную- 
трансдукцию у различных штаммов Salmonella, известны давно. Так, 
впервые явление трансдукции у микроорганизмов было обнаружено с 
помощью фага Р 22 у S. typhimurium [1, 2].

Род Salmonella представлен большим числом микроорганизмов, 
имеющих различную антигенную структуру и играющих важную роль 
в инфекционной патологии человека и животных [3]. Понятно, что 
генетический анализ различных представителей этого обширного рода 
невозможно осуществить с помощью нескольких известных трансдуци- 
рующих бактериофагов, поскольку спектр литической активности их 
ограничен, а эффективность трансдукции в ряде случаев может быть 
сведена на нет из-за явления рестрикции фагов, обусловленной клет
кой хозяина.

В свете сказанного обнаружение новых трансдуцирующих фагов, 
лизирующих новые группы микроорганизмов из рода Salmonella, по
зволит значительно расширить возможности изучения различных воп
росов генетики этих микроорганизмов.

Целью нашей работы было изучение трансдуцирующей способности 
бактериофагов, растущих на S. derby и ряде штаммов других сероти
пов Salmonella.

Материал и методика. Использованы фаги dp 8, dp 9, выделенные из природных 
лизогенных штаммов S. derby [4—6]. В качестве донорных штаммов применялись 
природный прототрофный штамм К 89 S. derby и штамм LT 2 S. typh.murium, в ка
честве реципиентных—ауксотрофные мутанты штамма К 89 (табл. 1) и полиауксо- 
трофный штамм SL 4522 S. abony, нуждающийся в лейцине, гистидине, цистеине и 
не сбраживающий мальтозу. В качестве полноценной среды, обеспечивающей рост 
как прототрофных, так и ауксотрофных штаммов, применяли мясопептонный бульон 
(МПБ) и агаризованные среды, приготовленные на его основе. Минимальной сре- 
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адй, обеспечивающей реет только прототрофных штаммов, служила среда следующе
го состава (г/л): Ь1Н4С1-20; 1ЧН4МО3—4; Ыа25О4-8; КН2РО4—4; КгНРО4-12; 
М25О4-7Н2О—0,4. Для обеспечения роста ауксотрофных мутантов к минимальной 
среде добавлялись соответствующие факторы потребности.

Таблица 1
Характеристика ауксотрофных мутантов штамма К 89 S. derby

Название мутанта Ростовые потребности

К 90 S. derby 
К 91 S. derby 
К 92 S. derby 
К 93 S, derby 
К 94 S. derby 
К 95 S. derby 
К 96 S. derby 
К 97 S. derby 
К 98 S. derby 
К 99 S. derby 
КЮ0 S. derby 
К101 S- derby
К 102 S. derby

изолейцин—валин 
лейцин
тирозин 
аргинин 
гистидин 
лизин 
триптофан 
метионин 
глицин
аргинин—гистидин 
аргинин—метионин 
аргинин—триптофан 
аргинин - треонин

Фаги Ор 1—8 одинаково чувствительны как к дикому штамму К89 (Т=4—5-Ю11), 
так и ко всем перечисленным ауксотрофным мутантам (Т=4—6-Ю11).

Ауксотрофные мутанты штамма К 8Е~ получены мутагенизацией с помощью обра
ботки бактериальных клеток 2% раствором этилметансульфоната (ЭМС) в стадии 
логарифмического роста. Обработанные мутагеном бактериальные клетки дополни
тельно инкубировались в МПБ в течение 18 час. при 1 37°. Ауксотрофные мутанты 
идентифицировались методом реплик по их неспособности расти на минимальной сре
де [7]. Специфические потребности выделенных ауксотрофных мутантов в опреде
ленном факторе роста определяли по методу Холлидея [8]. Дополнительная ауксо- 
трофность по различным аминокислотам у аг§՜ штамма К 93 получена с помощью 
мутагенной обработки ЭМС по вышеописанной методике и направленным отбором 
мутантов по маркерам—гистидин, лейцин, пролин, метионин, триптофан, треонин—на 
соответствующих селективных средах.

Трансдукция прототрофности. Фаголизаты бактериофагов Др 8, с!р 9 получали по 
общепринятой методике [9] на донорных культурах. Реципиентом служили ауксо
трофные мутанты соответствующих культур. Двухчасовую культуру реципиента за
ражали фагом при множественности инфекции 0,1, 1,0 и 10,0 и после инкубации в тече
ние 15 мин центрифугировали при 6000 об/мин для осаждения бактерий с адсорбиро
ванным фагом. Осадок промывали дважды физиологическим раствором и затем вы
севали на чашки с минимальным агаром. Результат трансдукции оценивали по числу 
выросших колоний-прототрофов. Одновременно ставили контроль на количество 
спонтанных реверсий к прототрофности, который учитывался в каждом конкретном 
случае. Частота трансдукции определялась отношением числа трансдуктантов, обра
зовавшихся на селективных средах, к числу фаговых частиц, заразивших клетки ре
ципиента.

Результаты и обсуждение. Для проведения опытов по трансдук
ции прототрофности с помощью фата dp 8 у чувствительного к нему 
штамма К 89 были получены 114 мутантов, из которых 9 оказались 
ауксотрофами, нуждающимися в каком-либо одном факторе роста. С 
целью изучения частоты трансдукции по отдельным маркерам были по
лучены также двойные ауксотрофы у arg՜ мутанта (табл. 1).
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В первой серии опытов изучалась трансдуцирующая способность 
фага dp 8. Донором служил дикий штамм К 89 S. derby, реципиентом— 
ауксотрофный мутант К 93 и двойной ауксотрофный мутант К 101. Ре
зультаты этих опытов обобщены в табл. 2.

Таблица 2
Трансдукция прототрофности ауксотрофиым штаммам S. derby фатом dp 8

Реципиентная культура

К93 arg к 101 arg trp

множе
ствен

ность за-

ЧИСЛО число вы
росших ко

лоний в
выро

сших ко
лоний в

1 мл

частота 
трансдук֊

множествен
ность зара

жения
частота трансдукции

ряжения 1 МЛ

arg arg trp arg trp

10.0 0 0 10,0 0 0 0 0
1 ,о 380 2 10-6 1,0 200 0 110՜6 0

о,1 231 1,210՜5 0,1 240 14 1,2-10-5 7-10՜7

Контроль) 0 0 0

Результаты опытов показали, что фаг бр 8 осуществляет трансдук
цию, величина которой наивысшая при множественности заражения, 
равной 0,1, а при 10,0 она не осуществляется. Трансдукция маркера 
бгр осуществляется только при множественности заражения 0,1, причем 
частота трансдукции маркера 1гр на порядок меньше частоты трансдук
ции маркера аг§.

Во второй серии опытов изучалась трансдуцирующая способность 
фага бр 9, донором служил штамм БТ 2 5. 1урЫшигшт, а реципиен
том—8Б4522 5. аЬопу. Была исследована величина трансдукции от
дельных маркеров та! и Ыэ. Данные приведены в табл. 3.

Таблица 3 
Трансдукция прототрофности ауксотрофному штамму 

5Ь 4522 Б. аЬопу фагом др 9

Множественность 
заражения

Число выросших 
колоний в 1 мл Частота трансдукции

his mal his mal

10,0 15000 4000 3,5-106 1-10 6
1,0 700 50 2,0 IO-6 1,2-10՜7
0,1 440 2 рою՜5 5,010-8

Контроль 9 0

Результаты опытов показали, что фаг бр 9 осуществляет трансдук
цию при всех исследованных множественностях инфекции с довольно 
высокой частотой.
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Трансдукция прототрофности ауксотрофному 
штамму ՏԼ4522 Տ. аЬопу фагом Р 22

Таблиц а 4

Множественность 
заражения

Число выросших 
колоний в 1 мл Частота трансдукции

հ!տ та! հ!տ та!

10,0 31120 18200 8-Ю՜6 4,5-Ю՜6
1,0 50 100 1,2- 1Э՜7 2,5 10՜7

0,1 4 6 1,010՜7 1,510 7

Контроль
1
| 80 0

Параллельно с фагами Фр 8 и Фр 9 проверили эффективность транс
дукции, осуществляемой известным трансдуцирующим фагом Р 22, ис
пользуя в качестве донора штамм К 89 8. ФегЬу, являющийся, как ра
нее было показано [4, 6], рестриктивным штаммом для фага Р 22.

В серии опытов по трансдукции, осуществляемой фагом Р 22, ре
ципиентом служила культура 8Ь4522. Исследовалась величина транс
дукции отдельных маркеров та! и Ыв. Данные приведены в табл. 4.

Данные показывают, что фаг Фр 9 осуществляет трансдукцию по
добно известному тоансдуцирующему фагу Р 22. Что же касается фа
га <1р 8, то осуществляемая им трансдукция несколько отличается по 
характеру—при множественности инфекции, равной 10,0, у фага Ор 8 
трансдукция отсутствует, в то время как у фагов Др 9 и Р 22 наблюда
ется наивысшая частота трансдукции. Таким образом, результаты 
показывают, что исследованные нами фаги Фр 8 и Фр 9 являются транс- 
дуцирующими и могут быть успешно использованы в ֊опытах по транс
дукции. Трансдукция (максимальная частота—10՜5—ФО՜6), осу

ществляемая фагами Фр 8 и Фр 9, подобна описанным для других транс- 
дуцирующих фагов [10, 11].

Осуществление общей трансдукции фагами Фр 8, 9 8. ФегЬу, не
сущими случайные различные области бактериальной хромосомы,, 
может послужить основой картирования и конструирования штаммов.
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8АЬМОНЕ1±А-Ь ՏՐԱՆՍԴՈԻԿՑԻԱՆ фр 8, фр 9 ՖԱԳԵՐՈՎ

Ներկա հոդվածը նվիրված է նոր' Տ* Փօք1^ ֆազերի տրանս դոլկցող հատ֊ 
իությունների ո լս ո սքնա ս ի ր ո ւթ յան ը։ Ընդհանրացված տրանսդոլիցիայի ուսում
նասիրության ժամանակ պարզվել է, որ Փթ 8 և Փթ 9 ֆազերը հանդիսանում 
են տրանսդուկցող տ րան ս դո ւից-իա յի բավական բարձր հաճախականությամբ 
և հ աջո ղո լթ յա մբ կարող են օ գտ ա դո րծվե լ տարբեր զեն ե տ իկա կան հարցերի 
լուծման ժամանակ։
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м. К. VARTANIAN, J. A. KTSOYAN, В. Р. KARABEKOV

TRANSDUCTION IN SALMONELLA BY dp8 AND dp9 PHAGES

Tre present work is concerned with the trausduceable abilities of 
new S. derby phages —dp8 and dp9. They turned out to be transduceable 
with a rather high degree of transduction and can successfully be used 
to solve various genetic questions.
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