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СКРИНИНГ ПЛАЗМИДНЫХ ДНК 
В ШТАММАХ МИКРООРГАНИЗМОВ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ОЧИСТКИ СТОЧНЫХ в о д 
ПРОМЫШЛЕННЫХ ПРЕДПРИЯТИЙ 

Ряд штаммов Bacillus subtilis, Pseudomonas alcaligenes, Ps. putida проанализирован 
с целью детекции плазмидных ДНК. Показано, что штаммы, обладающие способностью 
утилизировать поверхностно-активные вещества, содержат плазмидные ДНК- Это же 
свойство в отношении мочевины не коррелирует с наличием плазмид и, по-видимому, ко-
дируется хромосомными генами. 

Введение. Очистка сточных вод промышленных предприятий от вред-
ных примесей — в а ж н а я экономическая задача, решение которой пред-
ставляется весьма перспективным с использованием микроорганизмов. 
В настоящее время для утилизации поверхностно-активных веществ, а 
также мочевины, являющихся загрязняющими примесями сточных вод 

© Т. М. Шевченко, А. В. Рой, Г. Ю. Мірюта, Η. А. Клименко, T1. П. Перерва , 1992 

54 ISSN 0233-7(557. Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА. 1992. Т. 8. № 5 54 



предприятий легкой промышленности, в очистных сооружениях исполь-
зуется несколько видов микроорганизмов, среди которых наиболее рас-
пространены различные штаммы родов Pseudomonas, Bacillus. Д л я 
повышения способности к биодеградаций таких штаммов путем гене-
тической модификации существенным является поиск внехромосомных 
генетических детерминант, определяющих этот процесс. В связи с вы-
шеизложенным мы провели скрининг плазмидных Д Н К в штаммах, 
выделенных из сточных вод промышленных предприятий. 

Материалы и методы. В работе использовали штаммы Ps. putida, 
Ps. alcaligenes, В. subtilis из коллекции Н Т И Ц «Водообработка» ИКХВ 

Скрининг плазмидных Д Н К в штаммах микроорганизмов: а—микроорганизмы, выращен-
ные в среде, содержащей синтанол (1— Ps. putida 1; 2— В. subtilis SHgW; 3—В. sub-
tilis 9; 4 —В. subtitis И; 5 —В. subtilis AT 8; 6 — Ps. putida 36; 7 — Ps. alcaligenes 81-, 
8 — Ps. alcaligenes 3; 9 — Ps. putida 101; 10 — Ps. alcaligenes 95); б— то же без син-
танола ( / — Ps. putida 1; 2— В. subtilis SHgW; 3 — В. subtilis 9; 4 — В. subtilis 11; 
5 — В. subtilis SHgW, трансформированная плазмидной Д Н К из В. subtilis 9; 6 — Ps. 
putida 36; 7— Ps. alcaligenes 81; 8 — B. subtilis SHgW, трансформированная плазмид-
ной Д Н К из В. subtilis И; 9 — Д Н К фага λ, рестрицированная HindIIl) 

АН Украины. Микроорганизмы выращивали в солевой среде следую-
щего состава ( г / л ) : K H 2 P O 4 - 1 6 ; K 2 H P O 4 - 4 ; ( N H 4 ) 2 S O 4 - 2 ; цитрат 
Na — 1; MgSO 4 — 1; глюкоза — 2; а также синтанол — 5 и мочевина •—· 
1—5. Плазмидные Д Н К выделяли по методу [1]; электрофоретическое 
разделение осуществляли в 0,8 %-м агарозном геле; трансформацию1 В. 
subtilis — согласно [2]. 

Результаты и обсуждение. Скрининг плазмидных Д Н К проводили 
в бактериальных штаммах, выделенных из сточных вод предприятий 
легкой промышленности. Д л я этой цели использовали коллекцию штам-
мов Ps. pulida, Ps. alcaligenes, В. subtilis. В процессе анализа обнару-
жено несколько штаммов микроорганизмов, содержащих внехромосом-
ные генетические детерминанты (рисунок). При длительном пассиро-
вании штаммов Ps. putida, Ps. alcaligenes в культуральной среде, не 
содержащей поверхностно-активных веществ, таких, например, как 
синтанол, наблюдали элиминацию плазмидных Д Н К в штаммах Ps. 
putida 1, В. subtilis 9, В. subtilis 11, что может служить косвенным до-
казательством возможного участия выявленных нами плазмидных де-
терминант в биодеградации синтанола. В то же время исключение из 
культуральной среды мочевины не сопровождалось появлением бес-
плазмидных колоний изучаемых штаммов. 
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Важной особенностью, на наш взгляд, является наличие плазмид-
ных Д Н К , предположительно задействованных в процессе биодеграда-
ции поверхностно-активного вещества синтанола, в штаммах В. subti-
Us. Известно, что ш т а м м ы В. subiilis наряду с Escherichia coli наибо-
лее часто используются в биотехнологии. В связи с этим мы исследо-
вали способность Д Н К плазмиды, выделенной из штамма В. subiilis 
9 и обозначенной нами рМА9, трансформировать бесплазмидные штам-
мы В. subtilis SHgW. Трансформанты отбирали на агаризованной сре-
де, содержащей синтанол в концентрации IO1 мг /мл и подавляющей 
рост бесплазмидных штаммов. После стандартной процедуры транс-
формации штаммов В. subtilis изучали наличие плазмидных Д І І К в 
трансформированных штаммах. Оказалось, что обнаруженные плаз-
мидные Д Н К способны трансформировать клетки штаммов В. subtilis 
HSgW и стабильно поддерживаться в клетках в условиях селективно-
го давления. 

Эти наблюдения открывают перспективы в создании векторных 
молекул для В. subtilis на основе геномов плазмид рМА9, рМАЮ. 

Сравнивая полученные нами результаты с опубликованными ра-
нее, следует отметить, что в ряде штаммов Ps. putida обнаружены так-
же плазмидные Д Н К , участвующие в биодеградации амфолитных 
поверхностно-активных веществ [3]. В дальнейшем представляется ин-
тересным выделение непосредственно генов, детерминирующих биоде-
градацию синтанола. Исследования в этом направлении проводятся на-
ми в настоящее время. 

S u m m a r y . A member of В. subtilis, Ps. alcaligenes, Ps. putida s t r a ins has been 
ana lyzed to detect p lasmid DNAs. The au thor s have showed, the s t r a in s capable to uti-
lize the sur face-ac t ive subs tances to conta in p lasmid DNAs. The ut i l iza t ion of urea does 
not cor re la te wi th p lasmid ca r ry ing and appear s to be coded by chromosomal genes . 
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