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Плазмндная ДНК, представляя собой разновидность цитоплазма
тических геион, существует у бактерий автономно, независимо от хро
мосом и кодирует синтез белков и ферментных систем, придавая несу
щим их бактериям ряд весьма существенных признаков (*).

Рекомбинантные молекулы ДНК в настоящее время успешно кон
струируются в условиях опыта in vitro на основе плазмидпых ДНК 
ряда бактерии (2) главным образом на основе так называемых R-плаз- 
мнд. обусловливающих устойчивость к различным антибиотикам Иссле
дование этих R-геиетнческих структур представляет нс только теорети
ческий, но и важный практический интерес, так как именно гены 
внехромосомной наследственности оказываются в первую очередь ответ 
ственными за изменения токсических свойств бактериальной популя
ции в ходе эпидемического и инфекционного процессов. Не менее важ 
ным является изучение внехромосомной наследственности бактерий для 
установления роли их в биосинтезе физиологически активных соедине
нии и конструирования новых практически ценных форм организмов 
с заданными свойствами. |

Культуры спорообразующих бактерии, объединяемые в вид Вас. 
thuringiensi>, образуют в процессе роста специфические кристалловид
ные включения белковой природы, обладающие высокой инсектицидной 
активностью. Механизм и условия биосинтеза этого токсина, получив
шего название о-эндотоксина, остаются неизвестными. Работы в этой 
области представляют большой производственный интерес, поскольку 
культуры Вас. Ihuringiensis служат в настоящее время основой про
мышленной выработки бактериальных инсектицидных препаратов, по
лучающих все более широкое практическое применение!3,4).

Исследования, проведенные в Институте микробиологии АН Армян
ской ССР по изучению биологии культур Вас. Ihuringiensis, дали ос- 
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новация предположить о плазмидной, экстрахромосомальной природе 
наследственной регуляции образования кристалловидного токсина у 
бактерий данного вида. Интенсивность образования кристалловидного 
токсина варьирует, в значительной мере, в зависимости ог состава 
питательной среды и условий выращивания. Иногда отмечается образо
вание в одной клетке 2—3-х кристалловидных включений, а гораио 
чаще—уменьшение, иногда и полная утеря способности клеток проду
цировать эти образования.

Весьма характерным является снижение способности продуциро
вать кристалловидный эндотоксин при частых пересевах па некоторых 
питательных средах. В подобных случаях отмечается различная степень 
утери токсинобразования у культур разных серотипов. На массовом 
материале различных серотипов Вас. 1Ьиг1п^!еп5։5 было изучено сохра
нение и репродукция способности образования этого токсина. Культуры 
высевались из пастеризованной суспензии на скошенный МПА в про
бирках, инкубировались 5 дней при 28 и—после хранения в течение 
года при -4-8-»-10г в холодильнике—проверялись на репродукцию токси
ногенной активности после рассева на МПА в чашках Петри.

Сводные данные этих опытов, приведенные в табл. I, указывают 
на неодинаковую степень сохранения токсинообразующнх свойств \

Табл и ц <1 I
Сохранение и репродукция способности образования кристалловидного 

эндотоксина у культур Вас. ։11иг1не<еп$1$
(учет результатов кристаллообразования при репродукции 

культур на МПА спустя 1 год)

Серотипы, номера штаммов

Снижение 
способности 
образования 
кристаллов, 

% %

|111иТпр1еп5|8 (ЬсГНпег)

949, 990. 1013, 1025
728, 729, 734. 995

хо11о-(1еП11го1|1НН5 
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£а11ег1ае
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культур разных серотипов. Штаммы серотипа galierlae отли
чаются, как правило, более высокой степенью репродукции 
способности образования кристалловидных токсинов, тогда как куль
туры серотипа caucasicus выделяются сравнительно большей потерей 
этой активности Ряд культур почти полностью теряет крнсталлообра- 
<уюш\ ю способность. В пашен практике наблюдались случаи, когда при 
микроскопическом анализе погибших гусениц тутового шелкопряда от
мечалось массовое наличие типичных кристалловидных токсинов спору- 
тирующих клеток Вас. thuringiensis, однако высев на ЛАПА давал рост 
колоний, лишенных кристалловидных включений. В этом отношении 
большой интерес представляет обнаружение среди культур Вас. cereus 
штаммов, серотип и руемых с Н-антигеном типичных представителей 
Вас thuringiensis (3). Как известно, Вас. cereus и Вас. thuringiensis 
являются близко родственными, и основным признаком их видового 
разграничения является образование кристалловидных включении у по
следнего. Обнаружение гомологичного жгутикового антигена у пред
ставителей этих видов подчеркивает их биологическую однородность и, 
по-ви шмому. указывает на то, что в природе Вас. thuringiensis, теряя 
пособность к образованию энто.моцидных кристаллов, может обнару

живаться и описываться как Вас. cereus.
Спонтанная и стабильная потеря способности образования крн- 

•галлоилтных токсинов, повышение индукции этого явления у клонов 
при росте в условиях повышенной температуры, а также наличие опре
деленной связи фагочувствителыюсти и фагорезистентности этих бак
терии токсинообразонаннем дали основание предположить присутствие 
плаз лидного гена и ответственность плазмиды за впехромосомную ре
гуляцию биосинтеза кристалловидного эндотоксина у культур Вас. 
thuringiensis.

Объектами исследований служили культуры Вас. cereus и Вас. 
thuringiensis, которые идентифицировались по И антигену как пред
ставители серотипа caucasicus. Штамм 611 Вас. cereus выделен в 
1959 г. из подстилки на выкормке гусениц тутового шелкопряда, эн- 
томоцидных кристалловидных включений не образует. Штамм 837 
выдел зн из погибшего тутового шелкопряда в 1963 г., образует энто- 
моцидные. кристаллы и является типичным представителем Вас. thur
ingiensis var. caucasicus (։). По фагочувсгвительностн эти штаммы от
личались резистентностью к различным фагам из Вас. thuringiensis, 
однако фаги из производства Абовянского завода биохимпрепаратов, 
лизировавшие штамм 837, не обладали литическим действием на ука
занный штамм Вас. cereus. Таким образом, способность к образова
нию кристалловидного токсина у изученных штаммов определенным 
образом коррелировала с их фагочувствительностыо.

Культуры бактерий выращивались в условиях глубинной фермента
ции на питательной среде следующего состава (в %): KjHPOi—0,2; 
NaCI- 0,5; глюкоза֊ 0,7; пептон 2.0; дрожжевой автолизат—0,5. Фер
ментация осуществлялась в 20-литровых annapaiax при 30 С в течение 
12 часов. Конечный титр вегетативных клеток I —1,5 млрд/лм; биомасса 
отделялась центрифугированием и хранилась при 15'С.
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Изоляцию экстрахромосомальной ДНК из Вас. thuringiensis про
водили по методу Гуерри с сотр. (6). Отмытые клетки суспендировали 
в 0.05М трис-буфере с 25%-ноЙ сахарозой, pH 8,0, добавляли лизоцим 
(1 мг/мл) и 0.25М ЭД ГА. Смесь обрабатывали SDS до I % и 5М NaCI 
до IM. Полученный, подобным образом, лизат оставляли при +4° на 
ночь, после чего центрифугировали при 1700 об./лшн в течение 30 ми
нут. Надосадочная жидкость после такого центрифугирования содер
жала около 96% экстрахромосомальной, плазмидной ДНК. Последую- • 
тую депротеинизацию осуществляли хлороформ-фенольным способом. 
Полученные препараты ДНК обрабашвали РНК азой и иронаюй. Об 
эффективности депротеинизации судили но отношению экстинкций при 
Егбо и Езво. которое почти во всех случаях было равно 2,0.

Электрофоретическую идентификацию полученных препаратов 
экстрахромосомальных ДНК проводили в 0,6% агарозе. Расплавленную 
и охлажденную до 45' агарозу заливали в электрофоретические труб
ки. На гель наслаивали до 10 мкг ДНК с 25%-ой сахарозой. Электрофо
рез проводили при общем напряжении 84 в и силе тока 3.5 ,w. 1 на труб
ку. Об окончании электрофореза судили по прохождению бромфенол- 
еннего. Гели окрашивали этидиум бромидом (I мкг/мл} в течение 30 
минут, отмывали и анализировали в хемископе.

а б б

Рис. 1. Электрофоретическая подвижность экстра- 
хромосомальной ДНК в 0.6% агарозе

а—I хромосомальная ДНК, II—эксзрахромосо- 
мальная ДНК. III —акстрахромосомяльная ДНК.

штамм 837 Вас |1։иг1пр1еп>1$;
б—ДНК фага лямбда;

в—1 хромосомальная ДНК. II—экстрахромосо- 
мальная ДНК. штамм 641 Вас. сетей։

Полученные результаты показывают, что не образующий токсин 
•чгамм 641 Вас. cercus несет в себе один нлазмиднын ген, а токсино- 
образующий штамм 837 Вас. thuringiensis—два экстрахромосомальных 
плазмидных гена, т. е. один добавочный (рис. 1).
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Экстрахромосомальную ДНК получали также методом хромато
графии депротеинизированных нуклеиновых кислот лизатов и осветлен
ных лизатов на колонке с гелем сефарозы 4В с пределом эксклюзин 
3*Ю5 20* 10*՛. Осветленный бактериальный лизат, полученный ио 
вышеуказанному способу, и депротеинизированная тотальная нуклеи
новая кислота лизата при хроматографии через колонку сефарозы 
фракционировались в случае токсинообразующего штамма Вас. Нтпп- 
<Пеп515 на две, а в случае не образующего токсин штамма на одну 
фракцию экстрахромосомалыюй ДНК.

Обе экстрахромосомальных ДНК элюировались с колонки в послед
них фракциях эфлюента, разделяясь от хромосомной ДНК—двух фрак
ций РНК-полисахаридов—в случае токсинообразующего штамма и 
одной фракции РНК-полисахаридов—у не образующего токсин штамма. 
Добавочная фракция РНК-полисахаридов—не обнаруживается у нс 
образующего токсин штамма (рис. 2). Выяснение роли данной фракции

•С

Рис 2. Хроматография «осветленных лизатов» и депротеинизированных н-) клеиновых 
кислот лизатов на сефарозе 4В.

—лизат штамма 837 Вас. ihurlnglensls (наверху); штамма 641 B.ic.cereus (внизу);
- - • депротеинизированный препарат из лизата штамма Вас. thurlnglensls

I—хромосомальная ДНК; И —РНК. полисахариды;
III —РНК. полисахариды, IV—экстрахромосомальная ДНК. нуклеотиды, частично по

лисахариды.
Запись па автоматическом проточном денситометре ZSAV при 260 нм

рибонуклеиновой кислоты в кодировании синтеза белка энтомоиидного 
кристалловидного токсина у Вас. (Г1ипп£1еп51з представляет большой 
научно-практический интерес

Полученные данные позволяют предположить ориентировочный моле
кулярный вес плазмидных ДПК в пределе 10X10՞—12х|0б дальтон, 
согласно профилю электрофоретической подвижности в присутствии 
маркера с молекулярным весом 27Х106. В качестве маркера использо
вали ДНК фага лямбда «В»2.

Таким образом, впервые у Вас. И1иг1пц1е11з(8 методом электрофоре
за в агарозном геле и гель-фильтрацией на сефарозе обнаружены 
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экстрахромосомальные плазмндные гены, из которых один плазмидный 
ген у не образующего кристалловидный токсин штамма и два у токси
нообразующего штамма. Согласно профилю элюции с колонки сефарозы 
ориентировочный молекулярный вес обнаруженных плазмндных ДНК 
оценивается в пределе 10Х106—12х 106 дальтон.

Дальнейшие исследования по элиминации плазмндных генов позво
лит оценить вклад добавочного гена Вас. (Ьипп^епя1*$ в синтезе энто- 
моцидных включений и наметить определенные пути по биосинтезу и 
стимуляции процесса образования их у бактерий.

Авторы выражают благодарность Ж. И. Акопяну за участие в 
обсуждении результатов.
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Вас. thuringiensis —ի կողմից Լնտոմոցիւյ Լնղոտոfսինի առաջացման 

համար էքաորաքրոմոսոմալ ԴՆԹ-ի հնարավոր ղերի մասին

Հետադոտութ յուններր կատարել եհ ВаС. 111Ա Г յ П ц! еП Տ 1 Տ և Вас. СеГеЧЗ 
չտամների հետ։ Փորձերի արդյունքները չյո<յդ են տվեք, որ ВаС. է!1ОГ|П(Հ!չՈՏ1 Տ-ի 
էնւոււմորիդ տոքսին աոայադնոդ 837 շտամը պարունակում է պյադմիդային 
ւ/են և չի հա յտնաբերվում ուսումնասիրված Вас. СеГе115-/' կու/տուրայի բջիջ
ներում, որոնք դուրկ են այդպիսի ունակությամբ։
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