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В результате слияния сферопластов культур Bacillus popilliae и Bacillus 
thurinyiensis subsp.galleriae получены и выделены рекомбинантные формы. Дана 
характерцеiика к ул муральных, морфологических, физиолого-биохимических, 
антигенных и инсектицидных свойств полученных рекомбинантов. Полученные 
стабильные продукты слияния сферопласзов - фагорезишентные. нрототрофиые. 
не продуцирующие собственный фаг, образующие высокий iipoiteiri спор и 
параспоральиых белковых включений, активных против гусениц аугового 
шелкопряда, вощиной моли и комаров.

Ստացվել և անջատվել են ռեկոմրինսւնտ ձևեր Bacillus popilliae և Bacillus 
thuringiensis subsp.galleiiae կուլտուրաների սֆերոպլաստների միաձուլման արդյունքում 
Տրվել է ստացված ռեկոմբինանտների կուլտուրալ, մորֆոլոգիական, ֆիզիոլոգո 
բիոքիմիական, հակագենային և միջատասպան հատկությունների բնութագիրը: 
Սֆերոպլաստների միաձուլումից ստացվել են հաստատուն ձևեր, որոնք ֆագակայուն 
են, պրոտոտրոֆ, սեփական ֆազ չեն առաջացնում, կազմավորում են սպորների և 
պարաււպորալ սպիտակուցային ներառուկների բարձր տոկոս, ակտիվ են թթենու շերամի 
թրթուրների, Galleiia melonella-\\ և մոծակների նկատմամբ:

The recombinant forms have been obtained and isolated as a result of spheroplasts 
fusion of Bacillus popilliae and Bacillus rhuringiensis subsp.galleriae cultures. I he cultural, 
morphological, phjsiologo-biochemical, antigenic and insecticidal properties of obtained 
recombinants have been characterized. 1 he stable forms of spheroplasts by method of fusion 
have been obtained, which are phage stable and prolotrophs, don’t produce own phage, 
form high percent of spores and parasporal protein inclusions, are active against caterpillars 
of silkworm larvae of Galleria melonella and mosquitoes.

Bacillus popilliae - Bacillus ihuringiensis - фузия сферопластов - рекомбипанУпы 
- мнпомоцидиая активность

Аэробные спорообразуюшдс бактерии Bacillus thuringiensis (/> /՝) служа՛] 
эсновойдля промышленной выработки инсектицидных препаратов [1,3,4]. 
Эдиако они имеют ряд недостатков: ограниченный спектр энтомоцидного 
действия, нестабильную инсектицидную активность, подверженность 
фаголпзлеу и внешним воздействиям |2,7,10].
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На современном этапе развития микробиометода главно]) задачей 
является выделение и характеристика новых штаммов микроорганизмов, 
обладающих энтомо։шдностью к таким видам вредоносных насекомых, против 
которых нет эффективных средств борьбы. В результате получения новых 
штаммов значительно расширен спектр энтомоцидного действия этих 
препаратов [6,8,9,16]. Перспективные исследования проводятся в плане 
направленного получения высокопродуктивных штаммов с использованием 
современных генетических методов.

Особый интерес представляет получение культур-рекомбинантов 
методом фузии сферопластов 113,15,17].

В нашей работе ставилась задача получения новых рекомбинантов 
слиянием сферопластов культур ВТ subsp.gallerias, активных против 
представителей Lepidoptera, Coleoptcra, Diptera и Bacillus popilliae (ВР) - 
возбудителей молочных болезней японского жука.

Материал и методика. Объектом исследования служили эитомопатогенные бациллы 
из Коллекции Республиканского центра депонирования микробов (РЦДМ) ВТ subsp.galleriae 
ШТ. И НМ ИА В-1000 и ВР шт. И НМ ИА В-10802 [5].

Для получения и стабилизации сферопластов использовали следующие среды (г/л 
лист, воды):

I. Среда СрНп: панкреатический гидролизат казеина - 15,0; К,НРО4 - 7.87; глюкоза 
- 2,0; биотин - 2,0 мкг; тиамин - 400 мкг; никотиновая кислота - 5000 мкг. pH 7,45.

2. Среда ССМ: сахароза - 34,23; Na-малсат - 0.71; MgCl, - 0.095. pH 6,5.
3. Среда ССМН: (ССМ х 2) + (СрПи х 4).
В качестве регенерирующих сред использовали агаризовапные среды СрН+н и Ы С 

(панкреатический гидролизат казеина -15,0; Na сукцинат - 135.075; К.НРО4 - 1.5; MgCl, 
- 0.047: биотин - 2.0 мкг; тиамин - 400 мкг; никотиновая кислота - 5000 мкг; лизин - 
0,02; глюкоза - 20,0, pH 7.3)

В качестве минимальной использовали предложенную Сильвестром и Кастилоу 
|14| среду ССК без витаминных добавок.

Отбор рекомбинантов производили на среде ССК с добавлением раздельно и 
совместно никотиновой кислоты, биотина и тиамина. Конечные концентрации (мкг/ 
мл): никотиновой кислоты - 5,0; биотипа - 0,02 и тиамина - 5,0.

После трехкратной очистки отношение рекомбинантных форм к витаминам 
группы В определяли ауксопографическим методом па среде ОСА (г/л): К.ПРО. - 7.0; 
КН,РО4 - 3.0; MgSO4 - 0,1: (NH.),SO4 - 1,0: NaCI - 0,5; глюкоза - 0.2 с добавлением 
гидролизата казеина, освобожденного от витаминов, в концентрации 800 мкт/л и 1.2% 
агара Дпфко.

Сферопласты ВТ получали в питательной среде CCMI1 обработкой лизоцимом.
Сферопласты ВР получали совместным выращиванием культур ВР и ВТ. Культуру 

ВР выращивали в жидкой питательной среде СрП при 30°, на качалке с 220 об/мин в 
течение 24 ч. Осажденную биомассу ВР вносили в культуральную жидкость 6-часовой 
культуры ВТ subsp.gallerias пгт. ИНМПА В-1000, выращенной на той же среде и 
освобожден ной ог вегетативных клеток цетрифугированисм при 5000 об в течение 
15 мни. Массовое образование сферопластов наблюдали спустя 48 ч инкубации при 30’ в 
стационарных условиях.

Слияние сферопластов проводили в жилкой среде ССМП с добавлением 
полиэтиленгликоля (ПЭГ) в конечной концентрации 28%. Регенерацию сферопластов 
осуществляли на агаризованной среде БГС в течение 3-4 сут, при 30°.

Физиолого-биохимические свойства и ростовые потребности изучали согласно 
методам, принятым для идентификации рода Bacillus 112], серотинизанию - по 
общепринятой методике [13].

Продуцирование спор и энтомоцндных кристаллов изучали в динамике роста на 
жидких и агаризованных средах методом микроскопии живых и окрашенных препаратов.
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Энтомоцидную активность определяли на личинках комаров (Aedes aegypti L.) II и 
1И возрастов, гусениц тутового шелкопряда (Bombyx niori L.) сорт “Иверия” III-IV возрастов 
и личинках вощиной моли (Galleria melonella L.) VI-VII возрастов.

Результаты и обсуждение. Согласно данным, представленным в 
табл.1, из общего числа культур (302) получены 28 штаммов, которые 
отличаются от родительских форм. Все 26 штаммов (2 штамма не выросли) 
оказались протагрофами, нс зависели от витаминов группы В. Не наблюдалось 
формирования прототрофных колоний в смеси бактерий родительских форм, 
обработанных в тех же условиях, что и сфсропласты, а также в смеси 
сферопластов исходных форм без обработки ПЭГ. Полученные данные 
подтверждают, что проготрофные клетки формировались в результате слияния 
сферопластов различных ауксотрофных форм в присутствии ПЭГ. Можно 
утверждать, что спонтанное слияние сферопластов в смеси двух родительских 
форм без обработки ПЭГ исключается.

Таблица 1. Отбор рекомбинантных форм В. popillliae и В. thuringiensis на 
селективных средах
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Обр.։ботка смеси 
а|1С]хи1л;илов
В.рорИЧае и 
В.гНип11ч1еп.к1.1 ПЭГ 302 28 302 28 28 302 302 28 302 28

Обработка смеси 
клеток ПЭГ 102 • 102 - 102 102 - 102 -

Родатапскис

штаммы

B.thuringiensis 1 - 1 - - 1 1 - 1 -

B.popilliae 1 - - - - - - 1 1 -

Смесь сферопластов 
B.popilliae и B.thuringiensis 
(без обработки ПЭГ) 19 - 19 • 19 19 - 19 -

Полученные штаммы являются стабильными продуктами слияния 
сферопластов - рекомбинантами (Я-формами), на что указывает сохранение 
признака прототрофности, способности расти на минимальной среде спустя 
2 месяца после выделения или через 4-5 генераций.

На основании полученных данных по изучению физиолого
биохимических особенностей можно заключить, что 24 штамма 
характеризуются одинаковым отношением к усвоению источников углерода. 
Они потребляют рибозу, глюкозу, фруктозу, галактозу, целлобиозу, 
мальтозу, сахарозу, трегалозу, крахмал, глицерин, декстрин. Как и 
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родительскиii штамм, ВТ subsp.galleriae шт. ИНМИА В-1000 нс усваивают 
ксилозу, рамнозу, арабинозу, маннозу, сорбозу, лактозу, раффинозу, 
дулышт, маннит и сорбит. Все штаммы, как и исходная родительская 
культура, обладают активными протеолитическими и амилолитическими 
свойствами, нуждаются в аминокислотах.

Культуральные особенности: на агаризованной среде СПА (сухой 
питательный агар) образуют плоские, зернистые, гладкие, матовые, 
крсмовато-бслые колонии, со слабо ризоидными краями. Ломтик картофеля 
-обильный, беловато-кремовый, гладкий. Рост на МПБ (мясо-пептонный 
бульон): помутнение с образованием придонного осадка, пленку нс формируют.

Вегетативные клетки: палочковидные с округлыми концами, 
содержимое клеток у молодых особей гомогенно, со временем - зернистое, 
грамположительные, образуют овальные споры примерно через сутки 
инкубации при 32° в жидком питательном бульоне, процесс высыпания спор 
завершается к 38-42 ч. По ходу спорообразования в клетках образуются 
включения. токсины, напоминающие луковицу (нечеткий ромб).

Ccpcoi и низания культур выявила, что все штаммы агглютинировались 
гомологичной сывороткой к II антигену серотипа 5 в титрах 1:16000, что 
соответствует сс|ютипу исходной культуры.

Данные и учения энтомоцидности наличниках вощиной моли при их 
интенсивной подкормке в течение всего периода инкубации (до окукливания) 
свидетельствуют о частичной утере энто.моцпдной активности: полученные 
рекомбинанты вызывали от 7 до 20% гибели личинок на шестой день 
инкубации, тогда как исходный штамм вызывал 100%-ную гибель. Штаммы 
Р-20 и Р-22 вызывали гибель комаров спустя 48 ч.

Все культуры-рекомбинанты оказались вирулентными в отношении 
гусениц тутового шелкопряда. Была получена 100%-ная гибель гусениц при 
подкормке всеми штаммами.

Рскомбппанты, за исключением штаммов Р-20, Р-23, Р-27, 
продуцировали вирулентный фаг при 20 последовательных пассажах. При 
перекрестном испытании фаголизатов 16 культур выявлено, что все 3 штамма, 
нс продуцирующие фаг, оказались устойчивыми к действию всех 
и с г 1 од ьзован н ы х < | >а 1 ол 11 затов.
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ИССЛЕДОВАНИЕ L-AM ИI ЮКИ СЛОЕНОЙ ОКСИДАЗЫ У 
ASPERGILLUS NIGER R-3

C.II. ОГАНЕСЯН, A.P. ПАПОЯ11, M.A. ДАВТЯН

Ереванский государственный университет, кафедра биохимии, 375049

Проводилось исследование субклеточных фракции (пероксисом) 
мицелиального гриба Aspergillus niger R-3, полученных посредством изопикнической 
сепарации в градиенте 0,5М раствора сахарозы и 15% нерколла. Показано, что для 
проявления активности оксидазы Լ-аминокислот наиболее оптимальным являются 
(|.5% D-глюкоза и 1/4 нормы источника азота - L-аланина в питательной среде.

Ուսումնասիրվել են Aspergillus niger R-3 միցելիալ սնկի ենթարջջային 
ֆրակցիաները պերօքսիսոմները, ստացված 0,5մ սախարոզի և 15% պերկոլի 
գրաղիենտում իզոպիկնիկ բաժանման միջոցով: Հաստատվել է, որ Լ-ամինաթթվային 
օթսիղազի ակտիվության ղրսևորման համար առավել բարենպաստ են 0,5% D-գլյուկոզի 
և ազոտի օւգտիմալ աղբյուրի Լ-ւսլանինի, 1/4 կոնցենտրացիայի պարունակությունը 
սննդամիջավաւրում:

The subcellular fractions (peroxisomes) of Aspergillus niger R-3 have been studied 
by isopicnic separation in gradient ol'0.5M sucrose and 15% Pcrcoll. The presence of 0.5% 
D-glucose and 1/4 concentration of L-alanine as source of nitrogen in growth medium is the 
optimal condition for synthesis of L-aminoacid oxidase activity.
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