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С Л И Я Н И Е П РО Т О П Л А С Т О В  Л А К Т О К О К К О В  С Т Е РМ О И Н А К Т И В А Ц И Е Й  

П РО Т О П Л А С Т О В  О Д Н О ГО  И З РО Д И Т Е Л Ь С К И Х  Ш ТА М М О В

The method of protoplast fusion with thermal inactivation of one o f parents strains
is developed. The optimum conditions of process thermal inactivation are picked up.

Одним из наиболее перспективных направлений в селекции заквасочных штам-

мов для производства молочных продуктов являются генноинженерные работы [1-3]. 

Из четырех известных у бактерий способов обмена генетической информацией слияние 

протопластов имеет особое значение, т.к. позволяет объединять не только геномы, но и 

цитоплазмы клеток, принадлежащих не только к одному, но и к разным видам , родам и 

семействам микроорганизмов.
При слиянии протопластов объединяются полные геномы двух или даже больше-

го количества клеток, в результате чего образующееся рекомбинантное потомство м о-

жет наследовать признаки более чем двух родителей [4]. Данное явление может ока-
заться полезным при конструировании новых штаммов лактококков, используемых в 

качестве заквасок. При этом появляется возможность уменьшить количество штаммов 

и видов микроорганизмов в закваске и при этом сохранить качество конечного продукта.
М етодика получения рекомбинантов с помощью метода слияния протопластов 

включает следующ ие основные этапы: установление не менее двух отличительных се-
лективных признаков родительских штаммов по физиолого-биохимическим свойствам, 

получение протопластов, собственно слияние протопластов, регенерация клеточной 

стенки, отбор фузантов -  продуктов слияния протопластов.
Ранее нами был проведен ряд экспериментов по оптимизации условий получения 

протопластов заквасочных штаммов лактококков, отработаны параметры их эффектив-

ного слияния и регенерации в исходные клеточные формы.
Зачастую при характеристике имеющихся штаммов лактококков, которые в 

большинстве случаев являются полиауксотрофными, выявленных различий их свойств 

оказывается недостаточно для осуществления селекции при генетическом обмене. В  

результате возникает необходимость получать дополнительные отличия у данных 

штаммов, используя методы индуцированного мутагенеза и элиминации плазмид. Этот 

процесс отнимает много времени, и, кроме того, в геномах обрабатываемых клеток м о-

гут возникать неконтролируемые мутации.
Целью настоящих исследований является разработка метода слияния протопла-

стов лактококков с использованием процесса термоинактивации протопластов одного  

из родительских штаммов.
Для выполнения работы выбрано 2 штамма лактококков, отличающихся устойчи-

востью к одному и тому же антибиотику -  рифампицину. Штамм, резистентный к ри- 

фампицину, был получен нами экспериментально. Клетки этого штамма должны были 

выступать в качестве донора генетического материала в процессе слияния протопла-

стов.
Протопласты штамма L.lactis subsp.lactis var.diacetilactis 595/1-R, резистентного к 

рифампицину, планировалось подвергнуть термоинактивации и отбор фузантов вести 

только по одному селективному признаку -  устойчивости к рифампицину.



57

Подготовительным этапом для этой работы служил подбор условий термоинакти-

вации протопластов L.lactis subsp.lactis var.diacetilactis 595/1- R. При этом учитывалось, 

что температура выше 50°С может приводить к необратимой инактивации протопла-

стов лактококков, в то время как ДНК при термообработке свыше 70°С может утратить 

свою нативность. Принимая во внимание эти условия, выбирали оптимальную темпе-

ратуру процесса термо инактивации в интервале температур от 50 до 65°С (рис. 1). Дли-

тельность термообработки при каждой температуре составляла 20 мин.

Температура, С

Рис. 1. Влияние температуры обработки на выживаемость протопластов

Из представленных результатов видно, что при увеличении температуры обработ-
ки от 55 до 65°С выживаемость протопластов снижается, однако не достигает нуля. П о-

этому данные условия нельзя использовать для стадии термоинактивации протопластов 

одного из родительских штаммов при их слиянии. Следует отметить, что температура 

65°С является критической (т.е. при ее повышении появляется риск нарушения свойств 

ДНК), поэтому для достижения эффекта полной инактивации протопластов в после-

дующ их экспериментах варьировали длительность термообработки при температуре 

60°С, которая позволяет сохранить нативность ДНК. Зависимость выживаемости про-

топластов от длительности процедуры термоинактивации представлены в табл. 1 и на 

рис. 2.

Т а б л и ц а  1
Выживаемость протопластов при термообработке с варьированием  

длительности обработки

Длительность, мин Концентрация выживших 

клеток, кл./мл
Показатели процесса 

протопластирования

30 5,6-104 Кисх-5,4-109

45 4,1-103
Ко,м= 3 ,Ы 0 7

60 5 ,5 -102

90 7 ,0 -101 КреВ= 1 ,М 0 9
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Длительность термообработки, мин

Рис. 2. Влияние длительности термообработки на выживаемость протопластов лактококков

Из представленных результатов видно, что при увеличении длительности термо-

обработки количество жизнеспособных протопластов, способных ревертировать к кле-

точному состоянию, снижается и достигает наименьшего значения при длительности 

90 мин. Этот режим (температура 60°С, длительность обработки 90 мин) выбран в ка-
честве оптимального. Несмотря на то что при этих условиях сохраняется некоторое 

количество жизнеспособных протопластов (7,0- 1Q1 кл./мл), данный режим можно ис-

пользовать в методе слияния протопластов с термоинактивацией одного из родитель-

ских типов, поскольку число протопластов, участвующих в формировании фузантов, 

как минимум в 100 раз превосходит э го количество.

В последующ их экспериментах определялась возможность использования инак-

тивированных термообработкой в подобранном режиме протопластов L. lactis subsp. 

lactis var. diacetilactis 595\1-R  ( R ifг) в качестве доноров генетического материала при 

слиянии с жизнеспособными протопластами L. lactis subsp. lactis 14 (K m г).
Термообработку осуществляли после отмывки протопластов от лизоцима, а затем  

инактивированные протопласты объединяли с протопластами другого родительского 

штамма в присутствии ПЭГ. Высев смеси протопластов осуществляли в слой полужид-

кой гипертонической селективной среды, содержащей рифампицин в концентрации 

50 мкг/мл (табл. 2)
Т а б л и ц а  2

П араметры слияния протопластов бактерий

Бактерии Концентрация 

клеток, кл./мл
ЭП,% ЭРП,% ЭСП, кл/кл

L. lactis L4 

(Km1)

Кисх=6,7-108 

Косм =3, Г 10б 99,53 1,33 .

L.diacetilactis 

595 /1 -R (R if)

КреВ=1,2-107

Киет=3,6-109

КОСМ=1,8-107 99,49

Фузанты

L 4x595/1-R Кэф=7,5-10 - - 0,7-10

Как следует из представленных данных, использование в ходе слияния протопла-

стов в качестве доноров генетической информации инактивированных тепловой обра-

боткой протопластов лактококков позволяет получить достаточно высокий выход фу-

зантов -  0 ,7-10'3 клеток на клетку ревертантов реципиентного штамма, или 0,07%. Эта 

эффективность слияния протопластов сопоставима с лучшими результатами аналогич-

ных экспериментов, описанными в литературе, -  0,1% [5].
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1,3-Д И Л О Л Я РН О Е  Ц И К Л О П РИ С О Е Д И Н Е Н И Е  Д И А З О У К О  С Н О ГО  

Э Ф И РА  К  Н Е Н А С Ы Щ Е Н Н Ы М  Э П О К С И К Е Т О Н А М

4-Aryl-5-carbethoxy-3-(2-methyl-2,3-epoxypropionyl)-2-pyrazolines as diastere-

omeric mixtures were obtained by cycloaddition diazoacetic ester to unsaturated epoxy

ketones. For the first time the products o f  intermolecular rearrangement were isolated by

column chromotography of reaction mixtures.

Тфосе-сопряженные эпоксипиразолинилкетоны являются удобными синтонами 

для синтеза 4-оксозамещенных пирролидино[1,2-Ь]пиразолов, оксигенированных про-

изводных природных алкалоидов [1-3]. С целью расширения ассортимента исходных 

субстратов для получения карбэтоксизамещенных пирролидино[1,2-Ь]пиразолов было 

исследовано циклоприсоединение диазоуксусного эфира к ненасыщенным эпоксикетонам.

Установлено, что нагревание (З-арилакрилоилоксиранов la -н с диазоуксусным  

эфиром в диоксане в течение 7-12 ч приводит с выходом 25-72 % к смеси двух диасте- 

реомерных 4-арил-5-карбэтокси-3-[(2-113)-(3-1и)-(3-К2)-2,3-эпоксиалканоил]-2-пиразо- 

линов 2а,б"14а,6 (табл. 1). Хроматографическое разделение реакционных смесей со -

единений l a -г с диазоуксусным эфиром позволило выделить с выходом 25-28 %, кроме 

этилпиразолинкарбоксилатов 2а,б-5а,б. соединения 15-18, которым на основании спек-

тральных данных приписана структура этил-4-арил-3(5)-(3-гидрокси-2-метилпро- 

пионил)пиразол-5(3)-карбоксилатов или региоизомерных этил-5 (3)-арил-4-(3-гидрокси- 

2-метилпропионил)пиразол-3(5)-карбоксилатов. Образование соответствующих пира- 

золов было зарегистрировано с помощью тонкослойной хроматографии и в случае ос-

тальных эпоксиенонов, однако эти смеси не были подвергнуты хроматографическому 

разделению. Строение полученных соединений 2а,б-18 подтверждено данными эле-

ментного анализа и спектрально. Так, в ИК-спектрах соединений 2а,б-14а присутству-

ют полосы валентных колебаний С = 0  и C=N связей в области 1660 и 1650 см 4 [4], а 

поглощение валентных колебаний С = 0  связи сложноэфирной группы расположено в 

области 1740 с м 1. Полоса валентных колебаний N H  группы пиразолинового цикла на-


