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ХАРАКТЕРИСТИКА ТЮРИЦИНОВ, ПРОДУЦИРУЕМЫХ 
ШТАММАМИ BACILLUS THURINGIF.NS1S

А. С ОВСЕПЯН. Б. П КАРАВЕКОВ

Показано, что 42 штамма В. Ihuringicnsis (из 100 iipouepcuttuxj относящихся к 
10 оарвантам, продуцируют тюринпны. 9 проверенных штаммов варианта dendro- 
liin'.i? не продуцируют и сами чувствительны ко всем тюрнцннам Синтезируемые бак- 
терипины чувствительны к трипсину, но различаются по чуястштльноетп к высокой 
Н'мперитуре, способности проходить через целлофановую мембран}, морфологии юн 
торможения индикаторного штамма, спектру действия. Получены мина- и нилиреан- 
стоитпыс мутанты универсального индикаторного (чувствительною ко всем тюрнцп- 
нам) штамма В. thuringiens s var. gallcriae P10/14. Используя ,ти мутанты, 
тюринпны распределили на I типа

Ключевые слова- бактерицинассния В thuringiensts. тюрццины.

11редсгавлте.'И( различных серотипов вида В. llinringicnsts продуци­
руют бактериципы, так называемые тюриципы [I, 6. 7, 9]. Имеются 
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данные об экстра хромосома льноЙ природе детерминант, кодирующих 
синтез тюрицинов у топком и багт81а<Иеп815 [5]. О самом природе 
тюрицинов, их свойствах известно очень мало [1. 6, 7]. Выяснение этих 
вопросов имеет важное значение для понимания биологии В. Птппр- 
СП$18.

Настоящая работа посвящена изучению распространенности явле­
ния ба ктер иди но гении у В. 1Ьипп£1еп818, предварительной характери­
стике и типнрованию синтезируемых тюрицинов.

Материал и методика. В работе использованы природные и коллекционные штам­
мы различных вариантов В. 11тпг1£։еп5’|$, полученные из Всесоюзного института за­
щиты растений (Ленинград), Института им. Мастера (Париж). Института микро­
биологии АН АрмССР (г. Абраян). Института ядеряон физики нм Б. П. Копстани- 
нова (Ленинград), Биологического института СО АН СССР (Новосибирск). Сред 
неазнатского института фитопатологии (Ташкент). Института ВНИИ генетика (Москва).

Для выращивания культур попользовали 1,2%-ный мясопептонный агар (МИЛ) 
и мясовсптонный бульон (МПБ), минимальную среду, состав которой описан в работе 
[2]. Составы сред, использованные для проявления бактериаиногении, описаны н 
соответствующем месте текста.

Принадлежность штаммов к тому или иному серотипу определяли в реакции а։- 
глютинацнн с помощью Н-антлсывороток, полученных из Института им Пастера

Для определения тюряшшогенностн клетки исследованных штаммов, выращенные 
в течение 48 ч при 20° на МПА. убивали парами хлороформа и .заливали 0,7'а-ным 
МПА с индикаторным штаммом. О тюрииино.'енностн судили через 24 ч до появле­
нию из газоне индикаторного штамма зоны подавления роста клеток.

Для определения теплоустойчивости тюрицинов чашки с убитыми клетками В Цш- 
т1П|*кШ5(5 прогревали при 60е и 80° в течение 60 мин и при 100* в течение 15 мин По­
сте охлаждения до комнатной температуры чашки заливали 0,7%-яым АША с инди­
каторным штаммом и через 24 ч учитывали результаты.

Способность тюрицинов проходить через целлофановую мембрану и диффунди­
ровать в агар определяли по описанным методам [4, 8]. Чувствительность их к про­
теолитическому ферменту трипсину и типированне проводили по описанному ме­
тоду [3].

Результаты и обсуждение. Установлено, что из 100 исследованию 
штаммов 42 штамма, принадлежащие к 10-ти из 18-тн проанализиро­
ванных вариантов, являются тюрининогсииымн (табл. 1). Тюрнцино- 
гспиость не обнаружена у штаммов, принадлежащих к вариантам 
кнг51ак1, (1епс1го11П1и$, кепуае, сапасНсп$1$, а1гаиа1, тогШогп. Юшна- 
п6Я1, 15гае1еп51$.

Для отбора индикаторных штаммов (чувствительных к тюрици- 
нзм) использовали всю коллекцию, а также мутанты штамма В. :!т- 

Г1П£1ёп$18 маг. §а11ег1ае 69-6, продуцирующие темно-коричневый пиг­
мент. Наиболее чувствительными к тюрннинам оказались все штаммы 
варианта с1спс1го1ппп8, некоторые пигментирующие мутанты варианта 
?а11епае, а также 2 штамма несеротипированных вариантов. Средн них 
отобраны универсальные индикаторные штаммы, чувствительные ко 
всем продуцируемым тюрииииам. Таковыми являются все штаммы 
варианта с!епс1го1|пп1$, пигментирующий мутант Р 10 14 штамма 
В. 1Ьиг1П£1ел$1$ уаг. £а11ег1ае 69-9 и штаммы, обозначенные И-50 
и 17-2, из несеротипированных вариантов. Отобранные индикаторные 
штаммы использовались в последующих экспериментах.
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Таблица I
Tiopnuiint> v:i։n։cTb различных ссрытюв Bacillus thuri ngiensis

Вариант Серотип ;
1

1 кслелоаа-
!О П1-.1.М он

Выявлена пори- 
цпногеииость

Ihuritiglensis 1! 1 н 9
1 in Hi tn us H 2 2 1
alesl; II За 1 ՛> л»

kurs’.ak* 11 За:Зп 3 —
dendrO m s II 4а: 43 9
ku-nyae Н 4а :4г 1
galleriac Н 5а : 5а 40 19
canadfensis 11 5а : 5с 1 •—
$ubtoxkus II б 1 1
ciitoiuocdus II 6 2 1
aizawai II 7 1 —
morrisonl II м 2 —
tohvorthi II 9 2 I
darmsiadtensls II 10 1 1
caticasicus Н 10 3 3
thompsonl Н II 1 I
toumanoffi И 12 1 —
tsraelcnsls Н 14 1 —

— не сероги-
пировалы 11 3

Всего: 100 42

Изучали влияние состава сред на продукцию тюрицинов. Как вид­
но из табл. 2, наиболее эффективно тюрицнны продуцируются при ро­
сте клеток на МПЛ. Присутствие в среде 0.5%-ной глюкозы и 0,5— 

1 о-него \'аС1 приводит к уменьшению зоны торможения индикаторно­
го штамма, возможно, из-за ослабления синтеза тюрицинов. В связи 
с этим в дальнейшем в качестве питательной среды использовали МПЛ.

В табл. 3 представлены результаты сравнительного анализа неко­
торых порииинов. Из 42-х исследованных тюрицинов только 9 способ­
ны проходить через целлофановую мембрану, что говорит об их низком 
молекулярном весе.

Все исследованные тюрицнны чувствительны к трипсину, хотя не­
обходимо отметить, что тюрицнны, синтезируемые вариантами lliiirin- 
gicnsi>. Ilionipsoni, штаммом 44-1 из нессротипироваппых вариантов ме­
нее чувствительны к нему, так как инактивируются только при 10-крат- 
ном (и более) разведении их.

Анализируемые тюрицнны различаются но чувствительности к вы­
сокой температуре. Если штаммы fhurlnglensls, cancaslcus, darmstadien- 
sis, thompsonl, subtoxicus(s последних 3 случаях анализировалось толь­
ко по одному штамму) синтезируют теплоустойчивые тюрицнны, то 
штаммы других серотипов—как теплоустойчивые, так и теплочувстви • 
тельные.

Эти данные говорят о неодинаковой природе синтезируемых тюри- 
цннов или, по крайней мере, о количественном различии в соотношении 
компонентов, входящих в их состав.

О неоднородное! и сии тезируемых тюрицинов свидетельствую! и дру­
гие данные. В опытах по диффузии тюрицинов в агаре отмечено, что
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Влияние состава сред на синтез тюряпннов
Таблица 2

Состав среды
Появление бакгериоцино- 
генности и ее интенсив­

ность

МПА т г г
МПА. глюкоза—0,5% 4-
Дрожжевой экстракт— 1 %, 
Пептон—1%, 1ЧаС1 0,5% 4*
Дрожжевой экстракт 0,5ч»
Пелтон— 1%, МаС1 —1% -Т-4-
Дрожжевой экстракт 1%. Х.։С1 0,5%
Дрожжевой экстракт- 0.5%

—

Пеп гон - 0.51- , »\'аС1 ֊ 0,5 %
Пептон—1%. ЫаС1 -0.5%

4֊

Дрожжевой экстракт —1%. ХзС1 — 1% —
Пептон—! %. М аС1 — 1 % 4-

рож ж е.чо й эх с т ра кт — 1 %.
Пептон—1%. Хл.’.Д —1% 4-
Минимальная среда для В. ։Ьэг/н^:епз;з —

Примечание: представлены результаты анализа тюрипиногснных штаммов В ։1ш- 
г1пд։епз15 з отношении индикаторного штамма П-50. Использовали 1,2%-ные агари- 
зованиые среды; «4-» означает условный размер зоны торможения индикаторного 
штамма, <—> —отсутствие зоны торможения у индикаторного штамма.

Сравнительная характеристика тюрининов
Таблица 3

Тюрнципы вариантов 
В. (1|иг1П£:еп5:$

11роходи- 
мость через 
целлофано­
вую мем­

брану

Чувстви­
тельность 
к трипсину

Устойчивость к тепловой обработке

69 80՜՝՜ 100°

(Ьиг!П|*к*П$|$ 7-9 9 9 9,9 9-9 9 9
йпШпшя ОД 11 0/1 0 1 0/1
з1е$П 0/2 2/2 1/2 1/2 1/2
(гаПеПае 0 19 19 19 10 19 10/19 10/19
зиЬ(ох1сп$ 0/1 1 1 1/1 1/1 1 1
еп (ол>ос10ив 0/1 1/1 0.1 0/1 0/1
то1\мог!Ы 0/1 1/1 0/1 0/1 0/1
дапп.ямсВенэЬ 0/1 1-1 II 1/1 1/1
саисазкш» 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3
Ц|отр8оп1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1
не серотипнрованы 1/3 3/3 3/3 3.3 3/3

Примечание: в знаменателе число тюрициногениых штаммов, в числителе—число 
тюрилиногенных штаммов, обладающих соответствующим свойством. 

1001



штаммы вариантов 1Ьиг1п£1еп51$, (Ьотрзоп!,нсссротиниротанный штамм 
44-1 сохраняют спои антагонистические свойства в течение длительно­
го времени по сравнению со штаммами других вариантов. Однако за­
мечено, что тюрицины одного и того же варианта могут различаться по 
скорости диффузии в агаре. Замечено также, что тюрицины, синтези­
руемые вариантами 1йиг1п"։еп818, (Ьотрзоп!, нссеротипированнымн 
штаммами 14-1 и 17-2, активнее в отношении не только универсальных 
индикаторных штаммов, но и большего числа штаммов из других серо­
типов. Это предполагает более широкий спектр действия тюрицинов, 
синтезируемых штаммами указанных вариантов.

Тюрицнпогснныс штаммы различаются также но морфологии зоны 
торможения индикаторной культуры (по размеру, прозрачности, ха­
рактеру расположения вторичных колоний в зоне торможения и т. д.).

Полученные данные обусловили необходимость типирования тюри- 
пинов, продуцируемых штаммами В. 1Ь.иг։п£1оп$|$. Для этого у универ­
сального индикаторного штамма Р 10/14 (продуцирует пигмент и устой­
чив к стрептомицину) были получены мутанты, резистентные к одному 
из синтезируемых тюрицинов (монорезистентныс мутанты). Не все мо- 
норезистентные мутанты, полученные одноступенчатым отбором, ока­
зались пригодными для типирования тюрицинов. Наиболее удобным 
для этих нелеп оказался мутант, резистентный к тюрицину, продуци­
руемому штаммом 260/15 варианта £а11еп?.е, и обозначенный как 
14/260-15. Этот мутант оказался устойчивым еще к 7-ми тюрицвнам, 
продуцируемым штаммами варианта даПепае. Синтезируемые этими 
штаммами тюрипины обладают одинаковыми свойствами—у них оди­
наковая морфология зоны торможения индикаторного штамма, все они 
теплочувствнтельмы, не проходят через целлофановую мембрану. Та­
ким образом, 8 из 42-х тюрининогенных штаммов продуцируют тюри­
цины одного и тою же типа, их мы отнесли к типу А».

У мутанта 14/260-15 не изменился характер чувствительности к тю- 
рицилам, продуцируемым 22-мя штаммами различных серотипов, а у 
12-ти других штаммов различных серотипов наблюдалось сужение зо­
ны торможения роста. Из суженной зоны торможения роста мутанта 
14/260-15. вызванного действием тюриинна штамма 3-16 варианта £а1- 
1епае, был выделен новый мутант 2-16, который оказался одновремен­
но резистентным еще к 21-му тюришшу, продуцируемому штаммами 
разных серотипов. Таким образом, с помощью двойного резистентно­
го мутанта 2/16 протипированы еще 22 тюрициногенных штамма; про­
дуцируемые тюрипины отнесены к типу «В». Тюрицины этого тина не 
проходят через целлофановую мембрану, имеют одинаковую чувстви­
тельность к трипсину, но различаются по морфологии зоны торможе­
ния индикаторного штамма и теплочувстзительностью.

В отношении тюрицинов, продуцируемых остальными 12-ю тюри- 
нииогенпыми штаммами, у мутанта 2/16 было отмечено сужение зоны 
торможения роста. Тюрицины, продуцируемые 7-ю штаммами вариан­
та 111ипп£1еп.з18, штаммом Р варианта (Ьогпрзош, несерогипированным 
штаммом 44-1, проходят через целлофановую мембрану, теплоустончи- 
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вы, менее чувствительны к трипсину, имеют одинаковые зовы тормо­
жения и широкий спектр действия. Они отнесены к тину «С». Тюри- 
пины штамма 19-2 варианта galleriae, штамма Р варианта subtoxicus 
и одного несеротипированного штамма теплоустойчивы, по в отличие 
ст тюрицинов типа «С» нс проходят через целлофановую мембрану, 
чувствительны к трипсину, имеют узкий спектр действия и мутные зо­
ны торможения роста. Они отнесены к типу «D».

Представленные данные не исключают, однако, что некоторые 
штаммы продуцируют более одного типа тюрицинов. В настоящее вре­
мя проводятся эксперименты по более летальной характеристике типи- 
рованных тюрицинов и установлению соответствующих генетических 
детерминант.

Авторы выражают благодарность В. А. Саканяну за критические 
замечания и обсуждение результатов.
Научно-исследовательский технологический

институт аминокислот, Ереван Поступило II.IX 1985г.

BACILLUS THURINGIBN'SlS-b ՇՏԱՄՆԵՐՈՎ ՍհՆԹԷՕՎԱԾ
ՏՅՈԻՐԻՅԻՆՆԵՐԻ հՆՈԻԹԱԳԻՐԸ

a. II. 211ՎՍ1ւ՚>ՅԱՆ. P. Պ. IHl.l'llPljhlH.

Լ տրված, որ 8. ’ հսրյՈ£1ՇՈՏ1՚Տ-/« 10 վարիանտն հրի 42 շտամներ (100 
ստուգվածներից) սինթեզում են տյուրիցիններ։ ԶօՈ<1րօ1 ՈՈԱՏ վարիանտի 9 
ստուգված շտամներ տյուրիցին շեն սինթեզում և իրենք էշ զգա յան են տյուրի- 
ցինն երի նկատմամբ։ Սինթեզված տ յուրիցիններր զգայուն են տրիպսինի 
նկատմամբ, սակայն միմյանցից տարբերվում են բարձր ջերմաստիճանի 
նկատմամբ ունեցած դզայունոէթյամբ, ցեյոֆանե թաղանթով անդնելու ունա­
կությամբ, ինղիկատոր շտամի աճի արգելակված զոնայի մ որֆոլոզիայով, 
բակտերիաների վրա ազդման սպեկտրով։ Ստացված են 3. էհՍք1 Ո£10ՈՏ|Տ 
\րՁք. շ՜311Օք1ՁՕ \)10}14 ունիվերսալ ինդիկատոր շտամի տ յուրի ցինների նկատ­
մամբ ոեղիստենտ մո։տանտներ: Դրանց մ իջոցով տ յուրի ցինն ե րր դասա­
կարգվել են 4 տիպի։

CHARACTERIZATION OF THURICINS PRODUCED BY BACILLUS 
THURINGIENS1S STRAINS

A. S. HOVSEPYAN. B. P. KARABEKOV

42 strains (of 100 tested), which belong to 10 subspecies of B. 
thiiringiensis produce thurlcins. 9 tested strains of B. thuringlensis var* 
dendrolimus do not produce thuricins and are sensitive to any thuricin. 
Ail thuricins are sensitive to trypsin, but differ by heat stability, perme­
ability through dialysis membrane, spectrum of action on bacteria. Thu­
ricin—resistant mutants of the indicative B. Uturingiensis war. galleriae 
P10/14 strain (which is sensitive to all thuricins) are isolated. The thu­
ricins are subdivided into four types by means of these mutants.
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РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА УРИДИНФОСФОРИЛАЗЫ 
У ESCHERICHIA COLI

А. С. МИРОНОВ

Изучена экспрессия гена udp в юном? бактерий ։:к>15 на фоне различных мутаций, 
затрагивающих структурный ген tnelE Показано, что в отличие от точковой мутации 
п>еШ ннссрция metE: :Тп5 супресснрует эффект мутации г1ю!5 на экспрессию rvtta 
udp. восстанавливая его чувствительность к действию специфических эффекторов—бел­
ка-ре :|!сссо|К1 cytR и комплекса цАМФ—CRP. На основании полученных данных де­
лается включение о том, что в геноме бактерий rholo экспрессия юна udp осуществ­
ляется под контролем промотора metE.

Ключевые слова: ген уридинфосфорилазы. регуляция экспрессии гена.

Структурный ген udp, контролирующий синтез фермента уридин- 
•фосфорнлазы (УДФ), расположен в районе 85 млн хромосомной карты 
Escherichia coli. Нромоторная область гена udp локализуется в участ­
ке. примыкающем к гену metE, т. е. транскрипция гена udp осуществля­
ется но часовой стрелке карты Е. coli [1. 4]. Экспрессия гена udp на­
ходится под негативным контролем регуляторного локуса cylR. колиру­
ющего синтез белка-репрессора [13].

Низкомолекулярными, эффекторами белка cytR служат цитидин 
(CR) и аденозин [8. 13]. Выражение гена udp подвержено строгой ка­
таболитной репрессии, о чем свидетельствует практически полное подав­
ление активности его промотора на фоне мутаций по адснилатциклазе 
(суа) или белку-рецептору циклического ЛМФ (стр) [5, 9, 12].
‘ Важную роль в регуляции экспрессии гена udp играет фактор тер­
минации транскрипции rho. Показано, что присутствие в геноме бакте­
рий мутации Г11015 is обусловливает полуконститутивный синтез УДФ, 
причем усиление экспрессии гена udp сопровождается нарушением регу­
ляции с участием белка cytR и комплекса цАМФ—CRP. На основании 
этих данных было сделано заключение о том, что в геноме rhol5 экс-
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