
но вполне обоснованно заключить, что аллель дикого типа гесА-гена 
доминирует над аллелем гесА 13 в отношении обеспечения роста и де- 
лення интактных н УФ־облученных бактериальных клеток.
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Проблемная НИЛ экспериментальной биологии
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Т. А. РЯБУШКО. Л. Ф. ИГНАТОВИЧ, Т. Г. ДУБИКОВСКАЯ 

ИЗОЛИРОВАНИЕ БЫСТРОРАСТУЩИХ МУТАНТОВ
ЭТАНОЛ- И МЕТАНОЛУТИЛИЗИРУЮЩИХ ПСЕВДОМОНАД

Дефицит высококачественного белка в мире стимулирует развитие 
исследований по увеличению его ресурсов как традиционным путем, 
так и с помощью микроорганизмов. Созданию продуцентов белка, утн- 
лизирующих окисленные углеводороды, посвящена общнрная литерату- 
ра в нащей стране н за рубежо.м. Недостатком всех разработок явля- 
ется низкая продуктивность культур, устранить его можно путем изо- 
лнровання мутантов с производственно ценными качества.ми (высокой 
скоростью роста и значительным содержанием белка в биомассе).

Целью нашей работы является выделение быстрорастущих мутан* 
тов псевдомонад, утилизирующих низшие спирты.

Материал и методика
Объектом исследования служили клоны музейных этанол- и метано- 

лутнлнзирующнх псевдомонад.
Питательную среду для культивирования культур в периодическом 

процессе (на качалке 120 кач/мин) подбирали по прописи [1]. Метанол 
н этанол добавляли непосредственно перед посевом культуры в 1%-ной 
концентрации по объему.

Селективную среду для отбора мутантов готовили по прописи [2] с 
добавлением селектирующих агентов — монойодуксусной кислоты 
(МИУ) и формальдегида (Ф) в 0,01 %-ной концентрации.

Культуры выращивали в 250 мл колбах с 40 мл жидкой питательной 
среды на качалках при 28 ®С 24 ч. На чащках Петри посевы выдержи- 
вали в течение 5—7 дней при 28 °С.

Для определения удельной скорости роста (р,ч־ •) культуры доводи- 
ли на качалках до логарифмической стадии, затем пересевали на све- 
жую питательную среду, подогретую до 28 °С, и культивировали на 
качалках в течение 7 ч. Для получения статистически достоверных дан- 
ных при вычислении удельной скорости роста пользовались методом 
наименьших квадратов [3]. Рост культур регистрировали, измеряя опти- 
ческую плотность культуральной жидкости на ФЭК-56М (Е 540 нм ). 
Накопление биомассы исследуемыми штамма.ми определяли весовым 
методом [4], а белок биомассы— методом Лоури [5]. Содержание бел
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ка в испытуемой пробе устанавливали по калибровочной кривой для 
бычьего альбумина и выражали в процентах от количества сухой био־ 
массы.

В качестве мутагенов использованы Ы־ннтро־Ы־метнл־Ы'־нитрозогуа־ 
индии (НГ) и ннтрозо-метил-мочевина (НММ) в концентрации 300 н 
600 мкг/мл соответственно. Индукцию мутаций под действием НГ и 
НММ осуществляли общепринятым методом [6].

Результаты и их обсуждение
Путем обработки некоторых этанол- и метанолутилизирующих псев- 

домонад химическими мутагенами получены мутанты, отличающиеся от 
исходных культур более высокой удельной скоростью роста. НГ и НММ 
индуцируют устойчивые к селектирующим агентам (МИУ и Ф) мута- 
цнн с частотой 4 ־10^־—2,5-10־ ® и 6,5-10 ®־—3-10־  ̂ соответственно.

Использование селективной среды, содержащей в качестве селекти- 
рующнх агентов МИУ-ннгнбнтора активности алкогольдегидрогеназы 
(ключевой фермент при метаболизме этанола), и повышенной концент- 
рации промежуточного метаболита (Ф) при метаболизме метанола, 
позволило сократить выборку до трех десятков вариантов и изолиро• 
вать мутанты с повышенной скоростью роста. Превышение лучших му* 
тантов над исходными культурами по удельной скорости роста соот- 
ветствовало 38—83 % этанолутилизирующих и 12—30 % метанолутнлн־ 
зирующих псевдомонад, а по урожаю биомассы в экспоненциальной 
фазе роста на 96—320 и 18—43 % соответственно.

Питательные среды, со-
Таблица 1

Удельная скорость роста мутантов 
исследуемых культур (процент вариантов), 

отобранных на селективных средах
ФормальдегидМИУ

Исходная культура

держащие в качестве се- 
лектирующих агентов ан- 
тнметаболиты, ингибиторы 
ключевых ферментов мета- 
болизма и повышенные кон• 
центрации промежуточных 
метаболитов, широко не- 
пользуются в разных лабо- 
раторнях мира для выделе- 
ния продуцентов аминокис- 
лот и других биологически 
активных соединений. С. П. 
Коваленко [7] впервые нссле- 
довал возможность прило- 
жения метода селекции на 
устойчивость к антиметабо• 
литам для выделения более 
активных этанолутилизирую- 
щих продуцентов кормового 
белка. В качестве селек• 

тирующего агента автором [7] использована монофторуксусная кислота 
(МФУ) — структурный аналог ацетата.

Причиной повышения продуктивности полученных мутантов, по 
мнению авторов (8, 9], является более высокая алкогольдегидрогеназ- 
ная активность, обусловленная дерепрессией биосинтеза этого фермента 
в клетках мутантов.

Повышенная скорость роста изолированных нами этанолутнлизи• 
рующих мутантов, вероятно, связана с увеличением продукции алко- 
гольдегидрогеназы по сравнению с исходной культурой. Для доказа• 
тельства этого предположения необходимы эксперименты по изучению 
указанного фермента у полученных мутантов и их исходной культуры.

Повышенная скорость роста изолированных нами метанолутилизи- 
рующих мутантов, по-видимому, объясняется более высокой скоростью
30

179 22 I 19

0,15-0.20 6,2 0 0 25
0,20-0,25 9.4 33,3 0 25
0,25-0,30 43,7 50,0 46,6 45
0,30—0,35 16,0 16,6 53,3 0
0,35—0,40 3,0 0 0 0
0,40—0,45 9.0 0 0 0
0,45-0,50 6.0 0 0 0
0,10—0,15 0 0 0 0



переработки формальдегида в менее токсичные для клетки вещества. 
Однако биохимическая природа этой способности мутантов нами не 
исследовалась.

Т а б л и ц а  2
Сравнение исходных культур 

псевдомонад и их мутантов по биомассе 
и удельной скорости роста

Биомлсся в экспонен- 
цнальноЛ фазе роста

% от исход• 
ііоП культу•

100
420
400
186
100
1%
100
120
100
127
100
118

5̂40 I

1,00
4,20
4,00
1,86
0,46
0,90
0,85
1,02
0,82
1,02
1,10
1,30

% от исход- 
ноА культу• 

ры

100
178
1%
176
100
138
100
114
100
129 
100
130

0,25
0,43
0,49
0,44
0,13
0,18
0,28
0,32
0,27
0,35
0,23
0,30

Исследуемые
штаммы

Исходный 179 
Мутант 179/2 

179/14 
179/21 

Исходный 22 
Мутант 22/4 
Исходный 19 
Мутант 19/1 
Исходный 1 
Мутант 1/12 
Исходный 68 
Мутант 68/16

Как видно из табл. 1, удельная скорость роста большинства ото־ 
бранных вариантов (44—53 %) находится в пределах 0,25—0,30 ч־ ‘. 
Для лучших мутантов этанолутилизирующих псевдомонад (табл. 2) 
характерна удельная скорость роста 0,43—0,49 ч־ >, в то время как для 
исходных культур — 0,25 ч־ '.

Таким образом, в результате .мутационной селекции нам удалось по- 
высить удельную скорость роста культур в 1,5—2 раза.

У метанолутилизирующих культур удельная скорбеть роста была 
повышена лишь на 20—30 % по сравнению с исходной. По־видимому, 
в условиях нашего эксперимента использование в качестве селектирую- 
щих агентов промежуточных метаболитов менее эффективно, чем инги- 
биторов активности ключевых ферментов метаболизма низших спиртов.

Как видно из рисунка, выделенные нами мутанты в отличие от ис- 
ходных культур растут в экспоненциальной фазе значительно быстрее. 
Содержание белка в биомассе мутантов на этой стадии развития сохра- 
няется на уровне исходных культур и находится в пределах 60 % веса 
сухой биомассы.

Итак, путем обработки некоторых бактерий рода Pseudomonas хи- 
мическими мутагенами и выращивания на селективных средах с экспе- 
риментально подобранными концентрациями промежуточного метабо- 
лита (формальдегид) и ингибитора активности алкогольдегидрогеназы 
(монойодоуксусная кислота) получены устойчивые к селектирующим 
агентам мутанты.

В результате одноступенчатой селекции с испытаниями I—3 десят- 
ков устойчивых мутантов удельная скорость роста повышена на И — 
30 % метанолутилизирующих и на 20—96 % этанолутилизирующих 
псевдомонад по сравнению с удельной скоростью роста исходных куль-
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время куль1ивир00ания,ч
Рост исходных культур псевдомонад и их мутантов на питательной среде 

с этанолом или метанолом:
/. J  — этанолутилизнрующис мутанты (штаммы 179/2. 22/31): 2. ־# — исходные куль* 
туры (штаммы 179к. 22к): 5. 7 — мстанолутилнэнрующнс мутанты (штаммы 19/1.

1/9); 6. в — исходные культуры (штаммы 19к. Ік)

тур. Содержание белка в биомассе мутантов сохраняется на уровне 
исходных культур и находится в пределах 60 % веса сухой биомассы.

Авторы выражают благодарность доктору биологических наук 
С. П. Коваленко за любезно предоставленный реактив МИУ, состав 
селективной среды и консультации по исследуемому вопросу.

ЛИТЕРАТУРА

1. Y э т а  da S., Na b e  К., W а d а М.— J. Ferment. Technol., 1977, v. 55, Ks 5, 
p. 436.

2. Г о p H а к Н. М., К о в а л е н к о  С. П., И д е л ь ч и к Л\. С., 3 а ы б р ж и ц* 
к и й О. Н.— Прикл. бііохим. мнкробнол., 1979, т. 15, JY« 3, с. 350.

32



3. П л о X н II с к и fl Н. А. Биометрия.— М., 1970, с. 227.
4. П и м е н о в а  М. Н., Г р е ч у ш к и и а Н. Н., Аз о в а  Л. Г. Руководство к прак• 

тическим занятиям по микробиологии.— М.. 1971, с. 138.
5. L о и г у О. 11., R o s e n b r o u g h  N. J., Р а г г А .  L., R a u d a l l  R. S.— J. Biol. 

Chem., 1951, V. 193, р. 265.
6. М и л л е р Дж. Эксперименты в молекулярной генетике.— М., 1976, с. 116.
7. К о в а л е и к о С. П.— В сб.: Л\икробный синтез биохимически активных соеди- 

иеииА.— Минск, 1976, с. 159.
8. К о в а л е н к о  С. П., П о л у п а н о в  В. С, 3 а м б р ж и а к и Гі О. Н. и др. Мик- 

роорганнзмы в промышленности, с. х., медицине.— Тез. докл. науч. конф. БМО, 1979, 
с. 23.

9. Ше в ч у к  В. С., К о в а л е н к о  С. П., П о л у п а н о в  В. С.— Там же, с. 25.
Поступи.па в редакцию Кафедра микробиологии
03. 10.80.
УДК 581.4+582.4/9

Т. А. САУТКИНА, О. А. ЛЕВКЕВИЧ 

СРАВНИТЕЛЬНО-МОРФОЛОГИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ 
CLUCERIA FLUITANS (L.) R. BR.

И CLUCERIA PLICATA (FRIES) FRIES

Glyceria R. Br.— Манник — относительно небольшой, но широко 
распространенный род семейства Роасеае. Общее число видов в роде 
около 50 [1. 2], в СССР — 15 [2], в БССР — 6 [3].

Многие виды манника имеют большое практическое значение [2, 4, 
5]. Манннкн интересны н в систематическом плане. Видовые признаки 
многн.х нз нн.х изучены недостаточно, что затрудняет идентификацию. 
Особенно это касается Glyceria fluitans (L.) R. Br. и Glyceria plicata 
(Fries) Fries, которые в гербарны.х сборах различить бывает весьма 
трудно.

Цель данной работы — найти более четкие диагностические прнзна- 
КН, которые можно использовать при определении видов.

Материал для морфологических исследований собран в 1978— 
1979 гг. на территории Березинского заповедника. Морфологические 
особенности вегетативных органов во многом зависят от экологических 
факторов. Поэтому, чтобы получить сопоставимые данные, образцы 
Glyceria fluitans и Glyceria plicata брались из одних н тех же или 
близких по экологическим условиям мест произрастания. Загербарнзн- 
ровано свыше 200 экземпляров Glyceria fluitans и Glyceria plicata. 
Кроме того, просмотрен материал Гербариев БГУ имени В. И. Ленина 
и Института экспериментальной ботаники АН БССР. При сравннтель- 
ном изучении манников проанализировано 37 морфологических призн.а- 
ков. Данные обработаны статистически [6].

Морфологический анализ образцов манников показал, что они нме- 
ют ряд отличительных признаков, по которым можно довольно четко 
отличить Glyceria fluitans от Glyceria plicata.

Т а б л и ц а  I
Л\орфометрические показатели стебля 

Glyceria fluitans и Glyceria plicata

Наэшіннс шіда

Диаметр 
стебля на 

уровне поч• 
вы. мм.

Диаметр 
стебля О 

среднеЛ час- 
тн, мм,
x ± S -

Длина 
стебля, см.

Glyceria fluitans 3,8±0,1 2,3±0,1 59,0±2,8
Glyceria plicata 4,6±0,1 3,2±0,1 49,0±2,4

t 4,21 5,28 2,67
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