
ности прудов и плотности зарыбления от 1 до 8 тыс. экз./га проявляется 
тенденция к возрастанию биомассы зообентоса. При адекватном комп- 
лексе интенсификационных мероприятий пресс выедания зообентоса 
двухлетними карпами в широком интервале плотностей зарыбления на- 
гульных прудов не оказывал угнетающего действия на его развитие.

В прудах с различным режимом эксплуатации доля бактерий от сум- 
марной биомассы бактерий и зообентоса составляла в среднем от 61 до 
88 %, что свидетельствует как об активности микробиальных процессов, 
так и о стабильности донного биоценоза исследуемых прудов.
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УДК 576.8.095.5
С. С. ТРИБУШ, К. М. БЕЛЯВСКИЙ

КОНЪЮГАЦИОННЫЙ ПЕРЕНОС F -ПЛАЗМИД 
В СИСТЕМЕ E.COLI-PSEUDOMONAS

Наличие у Е. coli К-12 F-фактора, детерминирующего донорскую спо- 
собность бактерий, предоставляет возможность получения F '-плазмид, 
содержащих в автономном от хромосомы состоянии F-фактор и участок 
хромосомы различной длины. Такие генетические структуры, способные 
к конъюгационному переносу в бактерии семейства Enterobacteriaceae, 
могут служить инструментом в решении многих проблем, связанных с пе- 
редачей чужеродной генетической информации в неродственные бакте- 
рии, и ее выражением в новом хозяине.

Для решения ряда теоретических и практических задач представля- 
ется перспективным осуществление передачи F '-плазмид Е. coli другим 
бактериям, в том числе псевдомонадам. В частности, такого рода ис- 
следования необходимы для изучения системы рестрикции ДНК Е. coli 
К-12 и механизмов стабилизации чужеродной генетической информации 
в бактериях Pseudomonas. Имеющиеся в литературе данные о передаче 
и выражении генов между Е. coli и Pseudomonas [1—3] доказывают 
принципиальную возможность преодоления таксономических барьеров• 
между этими семействами при конъюгации. Экспериментальное осуще- 
ствление такого рода работ затрудняется в связи с отсутствием систем 
переноса генов и с невозможностью поддержания достаточной стабиль- 
ности переданных структур в клетках.

Исходя из изложенного, целью данной работы являлось изучение 
возможных путей конъюгационного переноса F '-плазмид Е. coli К  ־12
в бактерии Pseudomonas.
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Бактерии и бактериофаги. В работе использовались штаммы Е. coli 
К 1 2 ־  (табл. 1), а также бактерии рода Pseudomonas из коллекции Проб- 
лемной НИЛ экспериментальной биологии Белгосуниверситета имени 
В. И. Ленина: 16 штаммов Ps. aeruginosa, 13 штаммов Ps. fluorescens, 
8 штаммов Ps. putida, 61 штамм 36 видов Pseudomonas и 503 штамма, 
выделенные из природных источников и идентифицированные до рода 
Pseudomonas. Штамм Е. coli К-12 AB51-11/F' ts 1ас+ (ТпЮ) любезно пре־ 
доставлен доктором биологических наук Г. Б. Смирновым (НИИЭМ 
имени Н. Ф. Гамалеи, Москва). Применялись бактериофаги PRR1 и Qp.

Среды. Использовали жидкие и агаризованные полноценные пита- 
тельные среды, приготовленные на основе аминопептида. Синтетические 
среды, буферные растворы, ЕМВ-агар, фаговый бульон и 0,7 %-ный фа- 
говый агар готовили по [4, 5].

Методы. Приготовление бактериальных культур и фаголизатов, обра- 
ботку бактерий акридиновым оранжевым осуществляли, согласно ру- 
ководствам [4, 5]. Чувствительность клеток к бактериофагам определяли 
спот-тестом [5], а также методом двойных агаровых слоев [6]. Скрещи- 
ванне бактерий проводили по [4, 7]. Для получения ауксотрофных му- 
тантов бактерий рода Pseudomonas выращенную в полноценной пита- 
тельной среде культуру бактерий в логарифмической фазе роста дважды 
центрифугировали, отмывали равным объемом 0,1 М цитратного буфера 
(pH 5,5) и обрабатывали нитрозометилмочевиной в концентрации 
300 мкг/мл в течение 24 часов при 28 °С с аэрацией. Затем бактериаль- 
ную культуру дважды центрифугировали, отмывали от мутагена фос- 
фатным буфером (pH 7,2) и культивировали 18—24 ч при 28 °С в полно- 
ценной среде. Обогащение клеточной суспензии ауксотрофными мутан- 
тами проводили по [5].

Таблица 1
Использованные в работе штаммы Е. coli К-12

Штамм Характеристика
Источник

получения

С600 thr leu thi lac Strs Коллекция
C600/RP4 thr leu thi lac Strs/TcrKmrApr лаборатории
W1655/F'lac+ met Strs/lac+ То же
J62 pro trp his lac Strr »
AB2463/F'104 thr leu pro his arg thi lac gal mtl xyl recA 

Strr/thr+leu+pro+ »
JC 1553/F'l 31 his met arg leu lac mtl recA Strr/his+ supD »
AB51-1 l/F'ts lac+ (TnlO) met arg recA Strr/Ts lac+ Tcr НИИЭМ име- 

ни Н. Ф. Га- 
малеи (Моек- 

ва)
J62/FTac+ pro trp his lac Strr/lac+ Получен

нами
J62/F'lac+, RP4 pro trp his lac Strr/lac+, TcrKmrApr То же
J62/F'104 pro trp his lac Strr/thr+ leu+ pro+ »
J62/F'104, RP4 pro trp his lac Strr/thr+ leu+ pro+, TcrKmrApr »

Результаты и их обсуждение

Для изучения конъюгационного переноса Б'-плазмид от Е. coli К-12 
бактериям рода Pseudomonas первоначально была выбрана плазмида 
F'lac+. Это обусловливалось прежде всего природной неспособностью ис- 
следуемых штаммов псевдомонад утилизировать лактозу в качестве 
источника углерода и энергии, что позволяет осуществлять отбор транс-
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конъюгантов, воспринявших F '-плазмиду, без дополнительного генети־ 
ческого маркирования реципиентных бактерий. Кроме того, использова- 
ние индикаторной среды ЕМВ для отбора Lac־*־ клеток Pseudomonas по- 
зволяет контролировать продолжительность выражения 1ас־оперона 
Р '1ас־*־-плазмиды в потомстве трансконъюгантов.

Конъюгационный перенос плазмиды F'lac+ от Е. coli К-12 J62 в 601 
реципиентный штамм Pseudomonas не осуществлялся с частотой боль- 
шей, чем 108־  на 1 донорскую клетку, судя по образованию Lac+ транс- 
конъюгантов. В дальнейшем была осуществлена попытка опосредован- 
ной плазмидой RP4 передачи плазмиды F'lac־*־ в гетерологичных скре- 
щиваниях, поскольку известна способность плазмиды RP4 мобилизовать 
некоторые неконъюгативные плазмиды [8]. С этой целью получен штамм 
Е. coli К-12 J62, стабильно наследующий в автономном состоянии одно- 
временно плазмиды RP4 и F'lac־*־. Донорские клетки Е. coli К-12 J62 
(RP4, F'lac ־1־ ) в скрещиваниях с Р־־־реципиентными бактериями Е. coli 
К-12 С600 передавали плазмиду F'lac־*־ с частотой 6-101־־, а плазмиду 
RP4 — с частотой 3-105־ . Вероятность одновременного выявления в 
трансконъюгантах маркеров обеих плазмид равна частоте передачи 
плазмиды RP4.

Т а б л и ц а  2
Распределение реципиентных бактерий Pseudomonas 

по частоте восприятия F'Iac+ и RP4 плазмид от Е. coli К-12 J62
Число штаммов воспринимающих плазмиду с частотой

Фенотип трансконъюгантов 10
 1

СО1о 0
 1 сл 1 о

1 ס
ג ОО10

 1
ь

-1о

Lac+ 2 9 0

TcrLac+ 6 17 17

В гетерологичных скрещиваниях донорских клеток Е. coli К-12 J62 
(RP4, F'lac ־1־ ) и бактерий рода Pseudomonas использовались 106 реци- 
пиентных штаммов, способных воспринимать плазмиду RP4 от Е. coli 
К-12 с частотой 106 ־3—10־־  на 1 донорскую клетку. В результате получе- 
ны Lac4־ и TcrLac+ трансконъюганты, что свидетельствует о передаче ре- 
ципиентным клеткам Pseudomonas плазмид F'lac־*־ и RP4 (табл. 2). Как 
видно из представленных данных, частота формирования Еас+-транс- 
конъюгантов зависит от используемого реципиента. Однако внутри од- 
ного и того же вида разные штаммы практически не отличались по спо- 
собности воспринимать F'lac ־1־  от донорских бактерий Е. coli. В дальней- 
ших экспериментах для изучения мобилизирующей роли RP4 в отноше- 
нии переноса плазмиды F'lac־*־ в гетерологичных скрещиваниях Е. coli 
К12־ х Pseudomonas нами использовался один штамм дикого типа 
Pseudomonas sp. 256 и его ауксотрофный мутант Pseudomonas sp. 
256-54 (pro, leu). В скрещиваниях Е. coli К12־ J62/F'lac+, RP4 со штам- 
мом дикого типа и его мутантом трансконъюганты Тсг выявлялись с ча- 
стотой 102־־, трансконъюганты TcrLac+ — с частотой 103־ , а трансконъ- 
юганты Lac־*־ — с частотой 107 ־־6—10־ . Особенностью отобранных на се- 
лективной среде трансконъюгантов Lac־•־ и TcrLac+ этих скрещиваний 
является утрата ими способности к росту на той же селективной среде 
в результате многократных пересевов. Наблюдение за ростом Lac+ и 
TcrLac+ трансконъюгантов на селективной среде с тетрациклином и лак- 
тозой в течение 1—2 пересевов позволил установить ряд закономерно- 
стей.

1. Трансконъюганты TcrLac־*־ приобретают чувствительность к специ- 
фическому для содержащих плазмиду RP4 бактерий фагу PRR1, со- 
храняют все плазмидные маркеры RP4 и ее конъюгативность в скрещи- 
ваниях с Е. coli К-12 J62.
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2. Трансконъюганты Lac+ и TcrLac+ не чувствительны к F-специфи- 
ческому бактериофагу Qp и не передают lac4־ маркер в скрещиваниях 
с Е. соП К-12 J62.

3. Трансконъюганты Lac+ и TcrLac+ на среде ЕМВ с лактозой форми- 
руют темно-розовые без металлического блеска колонии и отличаются 
от колоний Lac4־ клеток Е. coli К12־ и колоний Lac-  клеток Pseudo- 
monas.

4. У трансконъюгантов Lac4־ и TcrLac+ не выявляются стабильные 
Lac4־ клоны.

Возможной причиной наблюдаемой нестабильности трансконъюган- 
тов Lac4־ скрещивания Е. coli К-12 и Pseudomonas может быть «слабое» 
выражение в клетках псевдомонад генов 1ас-оперона, как это показано 
для Ps. putida [9]. Поэтому в следующей серии экспериментов использо 
валась производная этой плазмиды Fts 1ас+ (Тп 10), содержащая допол- 
нительно транспозон, детерминирующий устойчивость к тетрациклину, 
что позволяло контролировать перенос и экспрессию плазмиды с исполь- 
зованием антибиотика. В скрещивании донора Е. coli К-12 
AB51-ll/Fts lac4־ (Тп 10) и реципиента Pseudomonas sp. 256-54 Тсг транс- 
конъюганты формировались с частотой до 10-7.

Уровни их резистентности к тетрациклину находились в пределах 
80—200 мкг/мл (клетки реципиента были чувствительны к 20 мкг/мл 
этого антибиотика). Все без исключения Тсг־трансконъюганты не насле- 
довали 1ас+-маркер плазмиды F'lac4־ (судя по неспособности к росту на 
минимальной среде с лактозой и по отсутствию способности к фермен- 
тации лактозы на ЕМВ-агаре), а также были нечувствительны к F-cne- 
цифическому бактериофагу QP. Маркер тетрациклинрезистентности не 
элиминировался из трансконъюгантов после обработки акридиновым 
оранжевым и не передавался ими реципиентам Е. coli К-12 J62 и Pseu- 
domonas sp. 256—56 (pro, leu, Strr). Перечисленные свойства Тсг транс- 
конъюгантов позволяют предполагать, что они возникли в результате 
транслокации транспозона ТпЮ из плазмиды в хромосому клеток Pseu- 
domonas и последующей утраты переданной F-плазмиды.

Наряду с плазмидой F'lac4־ исследована передача и некоторых дру- 
гих F '-плазмид от Е. coli К-12 бактериям Pseudomonas. В экспериментах 
с реципиентом Pseudomonas sp. 256-54 не был выявлен перенос как 
плазмиды F'104, так и ее совместный перенос с плазмидой RP4. Также 
не был обнаружен перенос плазмиды F'104 от Е. coli К-12 в ауксотроф- 
ные по треонину, лейцину или пролину мутанты 8 штаммов Ps. aerugi- 
nosa (В-2, В-4, В-5, В-6, В-7, В-9, В-10, В-12), 3 штаммов Ps. fluorescens 
(В-23, В-25, В-29) и 3-х штаммов Ps. putida (В-21, В-37, В-40). Кроме 
того, не установлен перенос плазмиды F'131 от Е. coli К-12 в зависимые 
по гистидину мутанты 4 штаммов Ps. aeruginosa (В-4, В-7, В-9, В-10), 
штамма Ps. fluorescens В-25 и штамма Ps. putida В-37.

Наблюдаемая в предыдущей серии экспериментов нестабильность 
трансконъюгантов TcrLac+ и невозможность конъюгационного переноса 
ряда F '-плазмид в гетерологичной системе Е. coli К-12 — Pseudomonas, 
по-видимому, обусловливается влиянием реципиентных клеток на чуже- 
родную ДНК. В пользу этого свидетельствуют данные некоторых авто- 
ров о возможности переноса «нетрансмиссивных» плазмид в условиях 
временной инактивации системы рестрикции реципиента [10—12]. Такая 
инактивация системы рестрикции, например, для бактерий Ps. aerugi- 
nosa осуществляется кратковременным культивированием их при 
43 °С [10].

Чтобы оценить влияние этого феномена на выход трансконъюгантов 
в системе скрещивания Е. coli К-12 — Pseudomonas, были повторены 
эксперименты по передаче плазмиды F'lac4־ от Е. coli K-12W1655 стреп- 
томицинрезистентному варианту штамма Pseudomonas sp. 256-56 с пред- 
варительным прогреванием реципиентных бактерий при 52 °С в течение 
различных промежутков времени. В результате установлено, что наи-
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большая частота Ьас+־трансконъюгантов (5-106־ ) наблюдается при 
3—4-минутной обработке реципиентных клеток, что свидетельствует в 
пользу предположения о роли системы рестрикции в наследовании 
F ' плазмид, переданных бактериям Pseudomonas от Е. coli. Однако по- 
лученные трансконъюганты утрачивали стабильность наследования 
плазмиды после двух рассевов.

Таким образом, полученные результаты свидетельствут о возможно- 
сти конъюгационного переноса плазмиды F'lac+ клеток Е. coli К-12 в 
бактерии Pseudomonas и в то же время — о крайне нестабильном насле- 
довании их в новом хозяине.

Выводы
1. Показана возможность мобилизации RP4 плазмидой конъюгаци- 

онного переноса F ' l a c +  в бактерии Pseudomonas, способные с высокой 
частотой воспринимать плазмиду RP4.

2. Обнаружен перенос плазмиды F'lac+ в системе скрещивания 
Е. coli К-12 — Pseudomonas после предварительного культивирования 
реципиентных клеток при повышенной температуре, экспериментально 
подобранный оптимум которого для штамма Pseudomonas sp, 256-56 со- 
ставляет 3—4 мин при 52 °С.

3. Особенностью поведения F'lac+ плазмиды в клетках исследован- 
ных бактерий Pseudomonas является нестабильность ее наследования, 
что может быть использовано для введения в хромосому реципиентов 
различных транспозонов.
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ГИДРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
РЕКИ ПАЛЯВААМ (Чукотка)

Сообщение 2. Бактериофлора, водоросли и фауна перифитона
Разработка мероприятий по рациональному использованию биологи- 

ческих ресурсов северных рек признана важнейшей задачей ближайшей 
и долгосрочной перспективы [1]. В этих условиях гидроэкологические ис- 
следования приобретают важнейшее значение, поскольку всякая дея- 
дельность по освоению Севера не может планироваться без экологически 
обоснованных норм поступления в водотоки загрязняющих веществ.

В предыдущем сообщении [2] приведены сведения о методах и приня- 
тых при расчетах предпосылках. Дана характеристика распределения 
сухого органического вещества перифитона и его зольности на разных 
станциях в реке и в двух ее притоках: руч. Кукэвеемкей, подверженном 
антропогенному воздействию, и чистом руч. Двойной.

В предлагаемой работе исследуется состав и развитие фито- и 300־ 
перифитона, а также бактериоперифитона на изученном участке реки. 2
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