
Установлено, что потребность в лейцине приводит к снижению вз- 
лннпродуцнруюшей активности исходной культуры до следовых коли­
честв. Потребность в изолейцине у двух мутантов (И-112, И-127) при­
водит почти к двукратному увеличению биосинтеза валина. Естествен- 
ио, потребность в валине и валин 4-лейцин 4-изолейпиие приводит к 
полному блокированию биосинтеза валина.

Из приведенных результатов следует, что мутации по генам, кон­
тролирующим биосинтез аминокислот, с разветвленной цепью {валин, 
лейцин, изолсйпнв). по-разному влияют на процесс биосинтеза валина 
и что мутации, обусловливающие потребность в изолейцние. могут быть 
использованы для селекции активных продуцентов валина у штамма 
5. тагсехсепз.

ЛИТЕРАТУРА

1. Арманджян А. О.. Оганесян .И. I
2. Арманджян Л. О.. Оганесян Af Г
3. Лрманджлн Л. О.. Оганесян М. Г
•1. Кара-Мурза С. Н.. Тимохина £. Л., 

робнилошя, 17, 6, 813—819. 1981.

Биолог, ж. Армении, .77. 4. 339 312, 1981 
Биолог, ж Армении. 37. •>. 176 -180. 1981.
Биолог. ж Армении, 37, 9. 735—740, 1984.
Жданова Н. И. Прикладная биохимия и мик-

5. Хейс И. М., Мацек К. Хроматографии ни бумаге М.. 1962.
6. Croclari Emaldi О.. Motettrz D. Eur. J. Appl. Microbiol., 4 , 3. 177— 179. 1977
7. Davis И. b.. MlgMti E. S. J. Bacteriol.. t,u. 17-18, 155U.
8. Holliday R. Mature. Lend.. 3, 987. 1956.
9. Led er berg J.. I.ederbcrg E. j Bacteriol, 6.?, 3. 399. 406, 1952 .

10. О Kahayma K., Kldudu Kinoshita S. J. General, and Appl. Microbiol., lokyi 
7. 52. 1961.

11. Klsumi Af.. Komatsubara S. Chibata J. J. Bacterio!.. 10n. 493- 499, 1971.
12. KisuiKi M.. Kato Komatsubara S.. Chibata I. Genetics of industrial imcrorw 

ganlsrns. 1. Bacteria. Amsterdam. 267—257, 1973.

Поступило 2. IX 1985 г.

Бнодог. ж. Армении, г о9. № 10, с. 864—869, 1986 УДК 577.5:57925®

СУПРЕССИЯ СВЕРХСИНТЕЗА КАПСУЛЯРНЫХ 
ПОЛИСАХАРИДОВ ФАГОУСТОЙЧИВЫМИ МУТАЦИЯМИ

У LOX՛ ШТАММОВ £. COLI К-12

Гар Г. ОГАНЕСЯН. Л. Л. БАРСЕГЯН. Г. Г. ОГАНЕСЯН

Ерснансхнй г ^дарственный университет. кафедра биохимии

Аннотация — С помощью бактериофага М59, оптирующего капсулнропан- 
пыс клетки. получены нсс.тпзистые мутанты у (оп штамма Е. соН К 12 
с частотой 10 2. Покатано, что цеелнтнетым фенотип мутлнтои сият.тп с 
шиттнойснисм оттенит супрессорных мутаций. грянелупнруюшидся с 
г кп или новым геном ч.теннай 30 10г:. и локалнлонлнных «а 45-й инн 
теистической карты

и.Г1П(пи|д|и11 — »уЪ»1р1Ы14р, прр (ЬчЬи1 4
гиЪЬунц ! . (оЕ К 1.* Гш.п^уЛ. < 1' 7/- и <л!| ՛._
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,\ավոր ֆենոտիպր կապված է արտաղեն սուպրեսորայ{>ն մւէլտացիանե րվ» 
հետ, որոնք տեղակայվում են ղենետիկական րարտեղի մե-րղ և տրանսղուկց- 
վո:,i են հխ/տիղինւսյ{ւն դԼն[, Հետ 30—10% հաճախականովյամրէ

Abstract By the bacteriophage M59, which lisaled capsulatcd cells of 
E. COli /Հ—1Ջ, we succeeded in obtaining поп-slimed mutants with IO՜2 

frequency in ton strains, it was shown that non-sllmed phenotype of the 
mutants appeared to be caused by extragene suppressing mutations, ioca 
ted on the 45th minute of the genetic map, transduced with histidine ge­
ne with frequency ot 30—40 per cent.

Ключевые слова: полисахариды E. colt K-!2. бактериофаг M59. Ion— мутации.

Клетки Ion мутантов £. col: К-12 образуют капсулу, состоящую из ге­
терополиса ха риДа, названного колановой кислотой [6]. Биосинтез ко­
лановой кислоты находится под контролем множества генов, которые в 
свою очередь регулируются 1оп геном. У Ion мутантов отмечается 
2—10-кратное увеличение активности генов, детерминирующих биосин­
тез мономеров колановой кислоты, в то время как уровень биосинтеза 
самого полисахарида повышается более чем в 10(1 раз [9—13, 17]. Та­
кое несоответствие свидетельствует о более сложной регулянии его био­
синтеза, где Ion ген занимает, по-видимому, ключевую позицию. Из­
вестно, что генопродуктом Ion гена является АТФ-завнснмая протеаза, 
осуществляющая деградацию дефектных белков [3. 4, 14]. Участие 
этой протеазы в регуляции биосинтеза колановой кислоты остается не­
выясненным. Должны, ikj-видимому, существовать белки-регуляторы 
биосинтеза полисахаридов, которые атакуются этой протеазой. Обнару­
жит! такие белки можно с помощью супрессорных мутаций, подавляю­
щих сверхсинтез полисахаридов. Для обнаружения таких мутаций мы 
использовали вирулентный бактериофаг М59 [ 161. который специфиче­
ски связывается с колановой кислотой и вызызает лизис капсулирован­
ных бактерий.

Материал и методика. Бактериальные штаммы и бактериофаги В работе лспа.ч;»- 
-<о»ались с. col: К—12 СА 154 (Hfr —If, lac Z' , thi՜). Mvx 154 -2, полученный как 
Ion мутант штамм СЛ 154. J 62 (F՜. pro՜*, up՜, his՜), J 621 (f“ th՜ Ion pr.֊ trp~his՜) 
полученный or скрещивания штаммов Мук 154-2 ,i .162. Batncpi nf>ai 459 получен чг 
Cntpua [16], Pl vir—от Л. Г. Скавронской (Москва).

Питательные среды: Т-бульон пептон 10 г. дрожжевой экстракт -5 г. \aCI- 5 г 
на I литр дистиллированной воды: Г-агар—к 1-бульону добавлялся 0.6՛ или 1,2' .-нын 
агар Днфко. Минимальная среда .49—по Адамсу [1]. Фосфатный буфер г pH 6,8. 
При необходимости Լ-амннокислоты добавлялись н концом г рациях 20 мкг/мл, DL-амн- 
Никислоты—10 мкг/мл. тиамин—1 мкг/мл

Выделение фагоустойчивых немукоидных мутантов. Суточная культура исходного 
штамма разводилась в соотношении 1:50 в свежем Т-бульоне и инкубировалась при 
•штенеивной аэрации до достижения титра ’0$ клеток к I мл, затем делались серийные 
разведения и фох'.фятном буфере. На чашки с минимальной агарнзовзпнон средой на­
носилось 0,1 мл суспензии фага .459 титром около 107 к равномерно распределялась 
шпателем. Затем наносилась бактериальная суспензия (0.1 мл) и также распределя­
лась по поверхности агара. Чашки ставились на инкубацию при 37° (2—3 дня). Обра- 
■юваншкеся немукоидные колонии стерильной иглой переносились в буферную среду, 
осТряхиваднсь с целью освобождения or сопутствующих фаговых частив и высевались 
ла чашки штрихами Колонии, сохранившие немукондную морфологию, вбирались 
Л1я дальнейшего изучения.
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Изучение УФ-чувствительности мутантов. Освеженная в Т-бульоне культура цен­
трифугировалась при 3000 об/мнн, осадок ресусленднровался н фосфатном буфере до 
титра 1X108 клеток в 1 мл. Облучение проводилось под лампой БУ В-30 н։ расстояния 
50 см при постоянном перемешивании. После облучения клетки высевались из чашки 
с Г-згаром и ставились на инкубацию при 37°.

Конъюгапнонное скрещивание и генерализованная трансдукция проводилась соглас­
но методикам, описанным Миллером [2].

Способность мутантов образовывать филаменты после облучения проверялась мик­
роскопически с применением фазового контраста.

Способность мутантов адсорбировать бактериофаг М59 проверялась п Адамсу[I].

Результаты и обсуждение. В предварительных опытах было обна­
ружено, что при смешанном высеве на поверхность агара бакг.-риофа- 
га М59 с 1оп՜ клетками в соотношении 104107 вырастает густой газон 
слизистых фагоустойчивых колоний. В связи с этим высевались бак­
терии из серийных разведений и отбор мутантов велся чашек, мс бы­
ло не более 100 колонии. Частота выхода немукоидяых фвгоустончи- 
вых колоний, определенная из трех независимых экспериментов, при­
ведена в табл. 1.
Тлблмца 1 Частота выхода немукомдпых фагоустойчивых мугантов у штамма 
Мук 154-2

io <сх«-.шой Количество фа» о- Частота получения 
устойчивых му- фагоустойчивых культуры гантои ■ мутантов

0.85 10* •1.1 10е
1.0X10* 5.SXI0* 5.0'10՜’
1.0 «С* 5.2X10*

Часть мутантных клонов после 3 4-кратной очистки ревертнруют
к слизистому тину По даже с вычетом ревертантбв получается очень 
высокая частота (5X10 2) выхода псслйзпстых мутантов {табл. I)? 

При такой высокой спонтанной частоте мутирования к неслизистому 
фенотипу штаммы очень быстро вырождались бы. Однако тот же штамм 
Мук 154-2 находится в непрерывной работе более 15 лет, и в рассевах 
неслнзистые колонии нами не были обнаружены. Для исключения 
штаммовой специфичности мы проверили Ion՜ штамм АВ 1899, полу­
ченный Говардом-Фландерсом и используемый во .многих лаборатори­
ях мира |8]. Картика оказалась идентичной. Было сделано предпо­
ложение о возможной лнзогенизации бактериофагом М59 Ion “ штам­
мов. Проверки наличия фага в спонтанных и УФ-облученных культу­
рах неслизястых мутанте.? дали отрицательный результат. Нс исклю­
чено, что в резком уьсличенни частоты выхода .н < 1изистых мутантов, 
определенную роль играет сам бактериофаг М59. Необходимо отме­
тить, что при высеве бактерий и фагоз двухслойным методом частота 
выхода резистентных мутантов очень низкая, мск -г 10 " .

Для дальнейшего изучения нами были отобраны 17 стабильных не- 
слизнстых .мутантов. Из литературных данных известно, что добавле­
ние маннозы в агаризованную среду приводит к образованию слизи­
стых колоний у нсмукоидных мутантов [12, 13]. Из 17-ти отобранных
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мутантов нн у одного при добавлении в среду маннозы колонии не ста 
повились слизистыми.

Проверялась кинетика адсорбции бактериофага М59 на клетках 
нсслизистых мутантов и исходного штамма (рис.).

Как видно из рнс.,й у этих мутантов не происходит заметного сни­
жения количества фагов, способных образовывать стерильные пятна. 
Это свидетельствует о том, что у них полностью прекращен биосинтез 
колановой кислоты, которая служит рецептором для адсорбции бак­
териофага М59.

а. Кинетика адсорбции фага М59 на немукоидных мутантах штамма 
Мук 154-2; 1 НМ-мутанты; 2—Мук 154-2. б. Кинетика УФ-гибели 
штаммов СА 154, Мук 154-2 и немукоилных мутантов. 1 -СА 151. 2- Мук

154-2; 3— НМ-мутанты.

Одним из характерных признаков ion является высокая чувстви­
тельность к УФ-лучам. Мутанты были подвергнуты УФ-облучеиию, 
после чего определялась их выживаемость. Кривые выживаемости, по­
строенные на основании результатов 3—5 опытов, представлены на 
рис., б.

Как видно, кривые выживаемости нсслизистых .мутантов имели ха­
рактерную для Ion мутантов форму. По чувствительности к УФ-лучам 
неслизистые мутанты превосходили исходный штамм Мук 154-2. Это 
можно объяснить тем, что полисахариды играют протекторную роль, 
защищая клетку от облучения |5]. В данном случае отсутствие био­
синтеза колановой кислоты у мутанюв делает их более уязвимыми к 
'Ф-облучеиию. Микроскопический анализ показал. ■ > клетки несли- 

зистых мутантов, как и клетки исходного штамма, после облучения те­
ряют способность к делению и удлиняются, образовывая филаменты. 
Сохранение высокой чувствительности к ультрафиолетовым лучам и об-

Бнологвческий журнал Армении, т. 39. V* 10 1
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разованне филаментов свидетельствует о том. что неслизистая морфо­
логия у них является результатом подавления обильного биосинтеза ко- 
.пановой кислоты супрессорными мутациями.

С нельм:» локализации на генетической карте хромосомы Е. соН су­
прессорных мутаций были поставлены эксперименты по конъюгацией- 
ному скрещиванию неслизистых мутантов со штаммом Л 62. Отбор ре­
комбинантов велся относительно пролинового и гистидинового марке­
ров. а также по морфологии колоний Данные коньюгаинониого скре­
щивания приведены в табл. 2

Таблица 2. Отбор слнлмстмх траисхонъюгашоа при скрещивании несли «истых 
мутантом с /'“ штаммом /62

Донорный 
штамм

Частота пыхо.тл «ммешх трэнсконъюi.i'.itoii, %

рю' muc * his* тис ‘ pro* his* тис*

НМ-1 47.8 1.7 10.0
НМ-8 48 0 0.9 3.7
ИМ -9 50.1 2.0 6.0
НМ-19 24.2 0.9 4.0
НМ-20 32.8 13.2 lu.i
НМ 25 29.5 3.1 11.5
НМ-29 39.0 0.4 з.о
НМ-41 39 4 0.9 4.5
НМ-44 51.0 1 5 5.2
НМ 50 43.3 1.4 5.3
НМ-53 53.8 3.9 8.5
НМ—54 15.7 11.9 19.2
НМ-55 45.8 33.4 11.3
НМ-67 22.5 0.9 2.2
Мух 154-2 52.0 32.0 48.2

Анализ трансконъюгаитов показал, что среди рго+ рекомбинантов 
около 50% имели слизистую .морфологию колонии, в то время как среди 
his т рекомбинантов такой фенотип имели не более 3%. Исключение 
составляли трзисконъюганты НМ-20. НМ-54 и НМ-56, у которых сли­
зистые his՜ рекомбинанты составляли более 12%. Среди pro4՜ his fPe* 
комбинатов доля слизистых колоний возрастала в 2—4 раза, состав­
ляя для большинства мутантов 3—5%. Полученные данные свидетель­
ствуют о том, что неслизнстый фенотип всех мутантов является след­
ствием внегенной супрессии Резкое снижение слизистых вариантов 
среди his' рекомбинантов указывает на тесную сцеплониость супрес­
сорных мутаций с гистидиновым опероиом.

С целью определения степени сисплеииости супрессорных .мутаций 
с his маркером были проведены опыты по генерализованной трансдук­
ции фагом Pi vir. В качестве реципиента использовался штамм J 621. 
Отбор транс туктантов производился по his маркеру, после чего опре­
делялась доля иеслизнстых вариантов (табл. 3).

Как видно из табл 3. совместная трансдукция большинства супрес­
сорных мутаций с his маркером со< г а вл нет 30 40%, что свидетельству­
ет об их тесной сцсплснностн и локализации па 45-й мин генетической 
карты Е coll.
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Рэлее в этой области были локализованы супрессоры, подавляю-
щис слизистый фенотип Ion՜■ мутантов [7, 15. 17]. Затрагивают ли
эти мутации один ген или группу генов—этот вопрос пока остается не­
выясненным. Трислеру и Готтесману с помощью фага Мю и транспозо-
на Тп 10 удалось показать пять генов, участвующих в регуляции био-
синтеза колановой кислоты, которые также были локализованы на
45-й мин генетической карты. В этом районе генетической карты из
Т а б л к ц з 3. Частота совместной передачи супрессоров мукоидное|И с гистидиновым
маркером iпри трансдукции а штамм ! G21

Донор Общее количество 
трансдуктантов

НМ-1 593 140 23.6
НМ- 8 341 136 39.9
НМ-9 346 14$ 42.8
НМ 19 449 184 40.8
НМ -20 67 9 11.9
НМ -25 643 235 39.7
ИМ-39 24 6 105 42.6
НМ- 41 119 44 38.8
НМ-44 163 70 42.0
НМ-50 107 38 32.5
НМ-53 310 148 47.7
НМ-54 173 50 2(1-9
НМ—56 209 75 35.7
НМ-67 295 96 29.4

генов, детерминирующих биосинтез мономеров колановой кислоты, на­
ходится геи фосфомаиозоизомеразы [9, 12, 13]. Мутации в этом гене 
могут приводить к яеслизистому фенотипу. Полученные нами .мутации 
не затрагивают этот ген. так как добавление маннозы в питательную 
среду не приводит к образованию слизистых колоний.

Среди использованных методов выделения неслизнстых мутантов 
1оп “штаммов приведенный в настоящей работе является самым эффек­
тивным. Применение бактериофага М59 не только позволяет вести 
прямой отбор мутантов по регуляции колановой кислоты, но г способ­
ствует резкому повышению частоты их выхода.
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