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Object and research methods. The object of the study was the biomass yield of T. viride KMВ-F-15 depending 

on the composition of the nutrient medium and the fungistatic activity of the fungal culture filtrate against the 
phytopathogen Fusarium culmorum IMВ-F-50716. Sucrose, glucose, fructose, maltose, glycerine, green molasses 
and corn extract at a concentration of 20 g/l were used as carbon sources, and yeast autolysate, corn extract, 
sodium nitrate, potassium nitrate, ammonium sulphate, ammonium chloride, ammonium nitrate, L-glutamic 
acid and arginine hydrochloride were used as nitrogen sources in a concentration of 5 g/l. The influence of the 
composition of the nutrient medium on the growth of Trichoderma was assessed by the yield of dry biomass using 
the weight method. Fungistatic activity was determined by the level of growth inhibition of F. culmorum on a dense 
nutrient medium by adding the filtrate of the T. viride culture liquid.

Results. It was found that glycerine and green molasses resulted in the highest biomass yield of T. viride КМВ-F-
15 (5.0 g/l and 4.9 g/l, respectively). Determination of the fungistatic activity of filtrates of culture liquids obtained 
from nutrient media with different carbon sources showed that the growth inhibition of F. culmorum IMB-F-50716 
compared to the control on 3rd day was in the range of 55.9-70% and reached 94.7-100% on 6th day. However, no 
significant difference was found between the mean values of the experiments using different carbon sources. The 
most favourable nitrogen sources were yeast autolysate, in which the yield of dry biomass was 4.4 g/l and ammonium 
chloride (3.3 g/l). The fungistatic activity of T. viride KMB-F-15 depends on the source of nitrogen nutrition. The 
highest percentage of phytopathogen growth inhibition was observed when cultivated in a medium with organic 
nitrogen sources: maize extract, yeast autolysate, or L-glutamic acid (growth inhibition of 48.4-58.7% and 97.8-100% 
at 3 and 6 days, respectively). Among the inorganic nitrogen sources, ammonium chloride and ammonium sulphate 
contributed to the manifestation of fungistatic activity (65.9% and 68.8% on the 3rd day, 94% and 88.5% on the 6th 
day, respectively).

Conclusions. For submerged cultivation of T. viride KMВ-F-15 aimed at obtaining a biocontrol agent against 
phytopathogenic fungi, it is advisable to use glycerol or green syrup as a carbon source and yeast autolysate or 
ammonium chloride as a nitrogen source, which ensure high biomass yield and a high level of fungistatic activity.

Key words: Trichoderma, submerged cultivation, accumulation of biomass, antagonistic properties, 
phytopathogenic fungi.
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This work investigates various methods of obtaining competent cells for transforming bacteria with plasmid DNA. 
The ability to transform is determined by the degree of competence of microbial cells, and the ability to transfer plas-
mids that contain resistance determinants is an important factor for the acquisition of selective advantages by indi-
vidual cells in a population of microorganisms. Many species of bacteria lack natural competence or show it at a low 
level, but they can also be transformed under the action of certain physical and chemical inducers. Therefore, it was 
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Connection of the publication with planned re-
search works.

This work is a fragment of SRW: «Antagonistic and 
synergistic relationships in microbial associations» 
(state registration number – 0122U001456).

Introduction.
The problem of increasing the number and intensive 

circulation of antibiotic-resistant variants of microor-
ganisms is determined by the possibility of transferring 
extrachromosomal genetic elements – plasmids, which 
are transmitted with a high frequency in populations 
of microorganisms as a result of transformation [1]. 
The ability to transform is determined by the degree of 
competence of microbial cells. Many types of bacteria 
lack natural competence or show it at a low level, but 
they can also be transformed under the action of cer-
tain physical and chemical inducers [2]. Only some spe-
cies of bacteria, such as Bacillus subtilis, Streptococcus 
pneumoniae or Neisseria gonorrhoeae, show natural 
competence. In many species of bacteria, competence 
appears or remains at a high level only at a certain stage 
of culture growth. Competence develops as cells begin 
to grow and reaches its maximum during early and late 
log phase in Acinetobacter calcoaceticus, Azotobacter 
vinelandii, Streptococcus pneumoniae and Anacystis ni-
dulans R2 during the transition from log phase to pla-
teau, as seen in Bacillus subtilis, B. stearothermophilus, 
Chlorobium limicola, Pseudomonas stutzeri and Vibrio 
spp. [3-11]. In Agmenellum quadruplicatum, Deinococ-
cus (Micrococcus) radiodurans, and Mycobacterium 
smegmatis, competence continues during exponential 
growth and decreases during the stationary phase [12-
14].

However, many species of bacteria lack natural com-
petence or show it at a low level, but they can also be 
transformed under the action of certain physical and 
chemical inducers. Escherichia coli is not a naturally 
competent bacterium, but artificial competence can be 
achieved by treatment with calcium chloride and subse-
quent heat shock [15].

It is known that various factors of a physicochemi-
cal nature, such as temperature shock, calcium, man-
ganese ions, electric current, etc., serve as inducers of 
increased competence in various types of microorgan-
isms. Low-temperature shock can influence changes in 
porin expression, block antibiotic uptake in Moraxella 
catarrhalis and develop adaptive resistance to β-lactam 
antibiotics [16]. The bacterium Acidithiobacillus ferro-
oxidans increases the size of outer membrane porins 
to maintain internal pH, which also affects antibiotic 
resistance. With the onset of starvation, the regula-
tory response leads to enhanced expression of certain 

metabolic genes. For example, an increased level of 
glutamine synthetase appears in E. coli and Salmonella 
typhimurium due to nitrogen limitation [17]. The totality 
of currently known information indicates that genetic 
transformation greatly influences the dynamics of the 
bacterial population and the evolution and speciation of 
microorganisms [18].

In connection with the variety of conditions affecting 
the competence and transformation of bacterial cells, 
and, as a result, their antibiotic resistance, the question 
of studying the dependence of the implementation of 
mechanisms of genetic recombination in populations 
of microorganisms on the environmental factors of the 
natural and artificial environment remains relevant.

The aim of the study.
Carrying out a comparative analysis of the frequency 

of transformation of Escherichia coli cells of different 
degrees of competence by plasmids with antibiotic re-
sistance determinants.

Object and research methods.
The research materials were E. coli XL1-Blue strains 

with a tetracycline resistance determinant and the clini-
cal laboratory E. coli 906 strain, plasmid pSBbi-RN (RN) 
with genes for antibiotic resistance to ampicillin and 
mCherry-Mito-7 (mCherry) – to kanamycin.

During the experiment, a number of nutrient media 
were used for transformation: LM, SOB, and SOC media. 
Solutions and buffers were used to perform the experi-
ment: TFB, FSB, DMSO and dithiothreitol (DTT) solution.

To obtain competent cells, E. coli culture was first 
cultivated on LM medium for no more than 24 hours 
at 37°C. After that, several colonies were transferred to 
flasks with SOB medium and cultivated until reaching 
an optical density of OD600=0.6. Next, the cultures were 
centrifuged and resuspended by adding DMSO to 3.5% 
and frozen at -70°C. Bacteria were cultured in SOB to a 
cell density of 1-2×108 CFU/ml, diluted with glycerol in 
a ratio of 1:1 and frozen at -70°C. On the eve of trans-
formation, cells were seeded on LM medium at 37°C for 
24 hours.

Transformation of E. coli cells was performed using 
the Hanahan method, which used colonies from frozen 
cell stock. Cells were cultured in SOB until a density of 
4×107 – 7×107 / ml was reached, after which centrifu-
gation and resuspension in TFB were performed. DMSO 
and DTT were added and incubated on ice, after which 
1 μl of DNA was added and incubated at 42°C for 2 min. 
After the addition of the SOC medium, they were incu-
bated at 37°C and then sown on a nutrient medium with 
kanamycin (50 μg/ml) in the case of mCherry plasmid 
transformation and on a nutrient medium with ampicil-

proposed to conduct a comparative analysis of the frequency of transformation of Escherichia coli cells of XL1-Blue 
and 906 strains of different degrees of competence with plasmids with antibiotic resistance determinants: pSBbi-RN 
(RN) with the ampicillin resistance gene and mCherry-Mito-7 (mCherry) with the resistance gene to kanamycin. The 
frequency of transformation of E.coli cells of strains XL1-Blue and 906 with MCerry and RN plasmids was evaluated. 
It was found that for competent E.coli XL1-Blue cells, the transformation frequency was 3×102 CFU/μg DNA and 
2.5×102 CFU/μg DNA, respectively, and for E.coli strain 906 – 2.8×102 CFU/μg DNA and 2×102 CFU/μg DNA. The 
efficiency of transformation by plasmids of incompetent cells of the studied E. coli strains was equal to 0. Supercom-
petent cells obtained by the Inoue method showed a high efficiency of transformation, which was (1-2)×105 CFU/
μg DNA for E. coli XL1-Blue and (1-15)× 105 CFU/μg DNA for E. coli 906. The obtained data from electrophoresis in 
agarose gel indicate successful transfer of plasmids during transformation into bacterial cells.

Key words: genetic transformation, antibiotic resistance plasmids, competent cells, supercompetent cells.
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lin (50 μg/ml) in the case of pSBbi-RN transformation 
and incubated at 37°C.

To obtain competent cells by the Inoue method, sev-
eral modifications were made to the Hanahan method: 
cultivation was carried out at a temperature of 18°C to 
OD600 = 0.3-0.4; all salts except KCI, CaCI2, MnCI2 and po-
tassium acetate were removed from FTB; hexamine co-
balt chloride, CoSO4, LiCI and RbCl were removed from 
the transformation buffer; the mixture of cells was incu-
bated at 42°C for 30 seconds [19].

The frequency of transformation was determined by 
the formula: N=n*a*b/1 μg of DNA, where n is the num-
ber of colonies grown on a nutrient medium with the 
appropriate antibiotic; a – volume of cell suspension; b 
– degree of dilution.

Plasmid DNA was isolated by alkaline lysis method 
[20]. To do this, bacterial cultures were grown on a solid 
nutrient medium at an optimal temperature (37°C) for 
a day. A 2-3 mm colony was carefully resuspended in 
100 μl of TAE buffer (40 mM Tris-acetate, pH 7.9; 2 mM 
sodium EDTA). A double volume (200 μl) of lysis buffer 
(3% SDS; 50 mM Tris, pH 12.6) was added to the ob-
tained suspension. The samples were incubated at 58 
°C for 60 min. The same volume (300 μl) of a mixture of 
acidic phenol and chloroform (1:1) was added to the re-
sulting lysate. It was gently mixed until a homogeneous 
suspension was formed and centrifuged on an ELMI 
microcentrifuge at 11,000 rpm for 5 min. Centrifuga-
tion was carried out two or three times (if necessary) 
for better separation of phases, alternating with mixing. 
The upper aqueous phase, where the plasmid DNA was 
located, was taken. The obtained DNA samples were 
analyzed using agarose gel electrophoresis.

DNA was electrophoretically separated in horizontal 
agarose gels with an agarose concentration of 1% and 
in TAE buffer. The electric field strength was 6-8 V/cm. 
The separation time was 3-5 hours. After electrophore-
sis, the gel plate was stained with ethidium bromide (1 
μg/ml). To visualize the DNA, the gel was viewed under 
direct ultraviolet light and photographed.

Research results and their discussion.
This work is aimed at analyzing and comparing the 

frequency of transformation of competent, ultracom-
petent and incompetent E. coli cells with plasmids con-
taining antibiotic resistance determinants. The E. coli 
XL1-Blue strain, which has a tetracycline resistance gene 
located in the chromosome, was used for the trans-
formation. Cells of the E. coli 906 strain, which do not 
contain the coding gene for antibiotic resistance, were 
also used. Physical and chemical methods are used to 
increase the number of pores in the cell membranes for 
the acquisition of competence by bacterial cells. The 
transforming factors were two plasmids: mCherry con-
taining the kanamycin resistance gene and RN with the 
ampicillin resistance gene (table 1).

The conducted experiments confirmed the high abil-
ity of competent cells of the strain E. coli XL1-Blue for 
genetic recombination. The efficiency of transformation 
of competent cells of the E. coli XL1-Blue strain with the 
mCherry plasmid was the highest, reaching a frequency 
of 3×102 CFU/μg of DNA. When using the RN plasmid to 
transform cells of the same strain of competent cells, 
2.5×102 CFU/μg of DNA were obtained. The indicator 
strain E. coli 906 gives results that indicate a lower ef-
ficiency of genetic recombination compared to the 

competent cells of strain E. coli XL1-Blue. The E. coli 906 
strain transformed with the mCherry plasmid showed a 
transformation frequency of 2.8×102 CFU/μg DNA, while 
the use of the RN plasmid resulted in a transformation 
frequency of 2×102 CFU/μg DNA.

Incompetent cells of E. coli XL1-Blue and RN strains 
were incapable of genetic recombination – transfor-
mants were not formed.

The Inoue method was used to increase the fre-
quency of transformation. The Inoue method is used 
to increase competence and obtain supercompetent 
cells, and the bacterial culture itself is grown at 18°C. 
As a result, we significantly increased the transforma-
tion frequency (table 2). The highest efficiency of trans-
forming supercompetent cells of strain E. coli 906 with 
mCherry plasmid was 15×105 CFU/μg of DNA. The abil-
ity for genetic recombination of supercompetent cells 
of the same strain with the RN plasmid was 1×105 CFU/
μg DNA.

To confirm the transfer of plasmids into the recipi-
ent strains, plasmid DNA was isolated, and the isolated 
nucleic acids were electrophoretically separated in an 
agarose gel.

As can be seen from figure 1, incompetent cells of 
E. coli XL1-Blue and E. coli 906 strains (lanes 2 and 3) 
do not contain plasmid DNA. Competent cells obtained 
by the Hanahan method and transformed with mCherry 
and RN plasmid DNA contain the corresponding plas-
mids (lanes 4, 5 and 7, 8).

Plasmid DNA was also isolated from E. coli XL1-Blue 
and E. coli 906 transformant cells obtained by the Inou 
method (supercompetent) and transformed with RN 
and mCherry plasmids and electrophoretically sepa-
rated in an agarose gel. In general, ectrophoresis con-
firmed the presence of plasmids in transformant cells 
(fig. 2). It should also be noted that the time of plas-
mid separation in this case was somewhat longer – 3 

Table 1 – Frequency of transformation  
of competent cells of E. coli XL1-Blue and 906 

strains obtained by Hanahan’s method

E. coli strain / plasmids Transformation frequency, 
CFU/1 μg DNA

XL1-Blue / mCherry 3×102

XL1-Blue / RN 2,5×102

906 / mCherry 2,8×102

906 / RN 2×102

Figure 1 – Electrophorogram of plasmid DNA products isolated from 
transformant clones obtained by Hanahan’s method:  

A – E. coli XL1-Blue(mCherry), B – E. coli 906 (mCherry),  
C – molecular mass marker, D – E. coli XL1-Blue(RN), D – E. coli 906 
(RN). Lanes 1-3 and 9 – control, incompetent plasmid-free strains 
(E. coli C600, E. coli XL1-Blue, E. coli 906, respectively), 4, 5 and 7, 

8 – transformant clones.
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hours. Therefore, barely noticeable minor tracks of the 
MСherry plasmid, which were visible in figure 1 (lanes 
4 and 5).

Green, M. R., and Sambrook, J. report that under 
standard laboratory conditions, typical transformation 
efficiencies range from 1×108 to 3×108 CFU/μg for E.coli 
[19]. According to the research of scientists Yang, Y., Liu, 
M., Wang, T. and others, the transformation frequency 
results were obtained using the TSS-HI competence 
method, which is optimized using the Hanahan and 
Inoue methods. E. coli strain BW25113 and its derived 
strains acquired competence and were transformed 
with plasmids carrying genes for resistance to ampicil-
lin, spectinomycin, chloramphenicol and apramycin. The 
efficiency of transformation according to these methods 
is approximately 7×109 CFU/μg [21].

Authors Torres-Cortés G., Garcia B.J., Compant S. 
and others used Inoue’s method for E. coli strain MFD-
pir to transform bacteria with plasmids pEX18Tc-Δhcp 
and pEX18Tc-ΔtssB. Plasmids were transferred into the 
bacterium Stenotrophomonas rhizophila CFBP13503 
by conjugation in order to study the proteins Hcp and 
TssB, which are important for inhibiting the growth of 
the phytopathogenic bacterium Xcc8004. To determine 
transformants, bacteria were sown on medium with tet-
racycline [22].

In the context of the results on the transformation 
of supercompetent cells of the strain Escherichia coli 
XL1-Blue with the plasmid pSBbi-RN (RN) using the 
Inoue method, it is appropriate to mention the follow-
ing. According to Heydenreich, F.M., Miljuš, T., Jaussi,R. 
and others, the efficiency of genetic recombination of 
supercompetent cells of E. coli strain XL1-Blue, obtained 
by the Inoue method, when transformed with plasmid 
pBR322, which contains antibiotic resistance genes to 
ampicillin and tetracycline, is at least 1×107 CFU/μg. 
pBR322 has a higher transformation efficiency than RN. 
An alternative to using pBR322 is pUC19 plasmids are 
modified pBR322 vectors. Plasmid pSBbi-RN (RN) used 

Table 2 – Frequency of transformation  
of supercompetent cells of E. coli XL1-Blue and 906 

strains according to Inoue’s method

E. coli strain / plasmids Transformation frequency, CFU/1 
μg DNA

XL1-Blue / mCherry 2×105

XL1-Blue / RN 1×105

906 / mCherry 15×105

906 / RN 1×105

Figure 2 – Electrophorogram of plasmid DNA products isolated 
from transformant clones obtained by the Inoue method: A – E. coli 

XL1-Blue(mCherry), B – E. coli 906(mCherry), C – molecular mass 
marker, D – E. coli XL1-Blue(RN), D – E. coli 906(RN).

in the experiment has a pUC19 vector backbone. Both 
plasmids carry genes for amicillin resistance (AmpR), 
but pBR322 also contains a tetracycline resistance gene 
(tetR). The main difference between pBR322 and pSB-
bi-RN is their size: pBR322 is a 4361 bp plasmid vector, 
while pUC19 is a 2021 bp plasmid vector. [23].

According to the research of the authors Thomas 
Fryer, Darian S. Wolff, View Max D. Overath and oth-
ers, the efficiency of chemical transformation and 
electroporation of E. coli XL1-Blue with the plasmid PF-
Nbb102-CAM, presented as a circular supercoiled plas-
mid, a relaxed circular plasmid, assembled by the Gold-
en Gate method and linear DNA, which was obtained as 
a result of RCA nickase treatment. Plasmid PF-Nbb102-
CAM has genes for resistance to chloramphenicol and 
encodes VHH. They found that chemically competent 
cells were more efficiently transformed by linear DNA, 
and electrocompetent cells by relaxing circular DNA. As 
a result of this observation, the researchers studied vari-
ous parameters related to the chemical transformation. 
In addition, they explored the potential scalability of 
chemical transformation performed in parallel on mul-
tiple samples and the use of increased cell volumes. The 
authors found that the most effective approach involved 
using a modified Inoue protocol [24].

In a study by Khasanah A.U., Putri W.A., Rahayu H.M. 
and other E. coli BL21 cells were transformed with the 
antibiotic-resistant plasmid pET-28c, which contains the 
merA gene from Streptomyces AS2. Competent E. coli 
BL21 cells were obtained using the Inoue method. Plas-
mid pET-28c is used for protein expression in bacteria, 
particularly in E. coli. In addition, pET-28c contains a 
gene for resistance to the antibiotic kanamycin, and the 
merA gene encodes a protein that helps reduce mercury 
toxicity. After heat shock transformation, cells were se-
lected using the antibiotic kanamycin, which was pres-
ent in the medium to select cells that had successfully 
taken up the plasmid. According to the provided data, 
a positive result was obtained after transforming the 
merA gene into E. coli BL21 cells. This was confirmed 
by the ability of the isolates to grow on selective LB me-
dium with kanamycin (20 μg/ml) and the formation of 
approximately 40 colonies after incubation for 24 hours 
at 37°C. This positive result indicates the ability of the 
plasmid to produce target proteins [25].

Vamsi Bharadwaj, S. V., Tiwari, D. S., Ghosh, T. et 
al. introduced plasmid pSYN_1-DTT1-RFP and plasmid 
pSYN_1-DTT2-RFP into E. coli DH5α, which had been 
rendered competent by the Inoue method. These plas-
mids have genes for resistance to the antibiotic strep-
tomycin, so transformants were selected by sowing in a 
medium with an antibiotic. The resulting transformants 
were grown on a selective medium at different tem-
peratures to assess the effect of the temperature fac-
tor on the expression of RFP (red fluorescent protein) in 
recombinants [26].

Inoue’s method was also used in many E. coli DH5α 
cells studies to obtain protein and clone plasmids. Bhat, 
S., Banerjee, A., and Alagesan, S. E. coli DH5α was used 
for cloning and propagating plasmids such as pTar-
getF_g1_HA and pTargetF_g2_HA. E. coli DH5α cells 
transformed with pTargetF_g1_HA and pTargetF_g2_HA 
plasmids were selected on a selective medium with the 
antibiotic spectinomycin, since these plasmids were cre-
ated based on the pTargetF plasmid, which has a spec-
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tinomycin resistance determinant. Later, plasmids were 
used to delete the araC gene in the bacterium E. coli 
MG1655 for further genetic engineering [27].

According to the results of the research of scientists 
Lemay-St-Denis, C., Diwan, S. S. and Pelletier, J. N. on the 
transformation of competent cells of the E. coli DH5α 
strain with plasmids dfrB10-pET24 and dfrB11-pET24, 
recombinants were obtained, which were selected for 
the marker of resistance to kanamycin. Later, the trans-
formants were used as protein producers due to the ex-
pression of the DfrB10 and DfrB11 genes [28].

Conclusions.
The frequency of transformation of E. coli cells 

brought to the state of competence and incompetent 
cells was studied. The frequency of transformation of 
competent E. coli XL1-Blue cells with mCherry plasmids 
with a kanamycin resistance determinant and RN with 
an ampicillin resistance determinant was determined, 
which was 3×102 CFU/μg DNA and 2.5×102 CFU/μg DNA, 
respectively. When transforming competent E. coli 906 
cells with the same plasmids, the frequency of obtaining 
recombinants was 2.8×102 CFU/μg DNA and 2×102 CFU/

μg DNA, respectively. The efficiency of plasmid transfor-
mation of incompetent cells of the studied E. coli strains 
was equal to 0.

A high frequency of transformation by R-plasmids of 
supercompetent E.coli cells of strains XL1-Blue and 906, 
obtained by Inoue’s method, was established, which 
was equal to (1-2)×105 CFU/μg DNA and (1-15)×105 CFU/
μg DNA, respectively. The obtained data on the pres-
ence of nucleic acids of plasmid origin on agarose gel 
after electrophoresis confirm the fact of transformation 
of supercompetent cells of E.coli strains XL1-Blue and 
906 with mCherry and RN plasmids.

Prospects for further research.
The research results can be used for monitoring and 

qualitative analysis of the transformation of bacteria 
with plasmids carrying antibiotic-resistance genes. This 
may open up new opportunities for developing strate-
gies to control antibiotic-resistant bacteria and preserve 
the effectiveness of antibiotics. The research can also be 
useful for the further development of molecular biol-
ogy, biotechnology, and genetic engineering.
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У даній роботі досліджено різні способи отримання компетентних клітин для трансформації бактерій 
плазмідною ДНК. Здатність до трансформації визначається ступенем компетентності мікробних клітин, 
а здатність до переносу плазмід, які містять детермінанти резистентності є важливим фактором 
для набуття селективних переваг окремими клітинами в популяції мікроорганізмів. Існує багато видів 
бактерій, у яких відсутня природна компетентність або її прояв знаходиться на низькому рівні, але 
вони також можуть бути трансформовані під дією певних фізичних та хімічних індукторів. Тому було 
запропоновано провести порівняльний аналіз частоти трансформації клітин Escherichia coli штамів XL1-
Blue та 906 різного ступеню компетентності плазмідами з детермінантами стійкості до антибіотиків: 
pSBbi-RN (RN) з геном стійкості до ампіциліну та mCherry-Mito-7 (mCherry) з геном стійкості до канаміцину. 
Була проведена оцінка частоти трансформації клітин E.coli штамів XL1-Blue та 906 плазмідами MCherry 
та RN. Виявлено, що для компетентних клітин E.coli XL1-Blue частота трансформації складала відповідно 
3×102 КУО/мкг ДНК та 2,5×102 КУО/ мкг ДНК, а для штаму E.coli 906 – 2,8×102 КУО/мкг ДНК та 2×102 
КУО/мкг ДНК. Ефективність трансформації плазмідами некомпетентних клітин досліджуваних штамів 
E. coli дорівнювала 0. Cуперкомпетентні клітини отримані методом Іноу виявили високу ефективність 
трансформації, яка складала (1-2)×105 КУО/мкг ДНК для E. coli XL1-Blue та (1-15)×105 КУО/мкг ДНК для E. 
coli 906. Отримані дані з електрофорезу в агарозному гелі свідчать про успішний перенос плазмід під час 
трансформації у бактеріальні клітини.

Ключові слова: генетична трансформація, плазміди антибіотикорезистентності, компетентні 
клітини, суперкомпетентні клітини.
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ними роботами.

Дана робота є фрагментом НДР: «Антагоністичні 
та синергетичні взаємовідносини в мікробних 
асоціаціях» (державний реєстраційний номер – 
0122U001456).

Вступ. 
Проблема збільшення кількості та інтенсивної 

циркуляції стійких до антибіотиків варіантів 
мікроорганізмів обумовлюється можливістю передачі 
позахромосомних генетичних елементів — плазмід, 

які передаються з високою частотою в популяціях 
мікроорганізмів в результаті трансформації [1]. 
Здатність до трансформації обумовлена ступенем 
компетентності мікробних клітин. Існує багато видів 
бактерій, у яких відсутня природна компетентність 
або її прояв знаходиться на низькому рівні, але вони 
також можуть бути трансформовані під дією певних 
фізичних та хімічних індукторів [2]. Лише деякі види 
бактерій, наприклад, Bacillus subtilis, Streptococcus 
pneumoniae або Neisseria gonorrhoeae демонструють 
природну компетентність. У багатьох видів бактерій 
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компетентність виникає або залишається на 
високому рівні лише на певному етапі росту культури. 
Компетентність розвивається в міру того, як клітини 
починають рости і досягають свого максимуму 
протягом ранньої та пізньої логарифмічної фази у 
Acinetobacter calcoaceticus, Azotobacter vinelandii, 
Streptococcus pneumoniae та Anacystis nidulans R2 під 
час переходу з логарифмічної фази до плато, як це 
спостерігається у Bacillus subtilis, B. stearothermophi-
lus, Chlorobium limicola, Pseudomonas stutzeri та Vibrio 
spp. [3-11]. У Agmenellum quadruplicatum, Deinococcus 
(Micrococcus) radiodurans та Mycobacterium smegma-
tis компетентність триває впродовж експоненційного 
росту та знижується протягом стаціонарної фази [12-
14].

Однак існує багато видів бактерій, у яких відсут-
ня природна компетентність або її прояв знаходить-
ся на низькому рівні, але вони також можуть бути 
трансформовані під дією певних фізичних та хіміч-
них індукторів. Escherichia coli не є природно ком-
петентною бактерією, однак за допомогою обробки 
хлоридом кальцію та подальшого теплового шоку 
можна досягти штучної компетентності [15].

Відомо, що різні чинники фізико-хімічної 
природи, такі як температурний шок, іони каль-
цію, мангану, електричний струм тощо слугують 
індукторами підвищення компетентності у різних 
видів мікроорганізмів. Шок низької температури 
може впливати на зміну експресії порину, блокувати 
надходження антибіотиків у Moraxella catarrhalis та 
розвивати адаптивну резистентність до β-лактамних 
антибіотиків [16]. Бактерія Acidithiobacillus ferrooxi-
dans збільшує розмір поринів зовнішньої мембрани 
для підтримки внутрішнього pH, що так само 
впливає на стійкість до антибіотиків. З початком 
голодування регуляторна реакція призводить до 
посиленої експресії певних метаболічних генів. 
Наприклад, підвищений рівень глутамінсинтетази 
з’являється в E. coli та Salmonella typhimurium як 
наслідок обмеження вмісту азоту [17]. Сукупність 
відомої в даний час інформації свідчить про те, що 
генетична трансформація має великий вплив на 
динаміку популяції бактерій, а також на еволюцію та 
видоутворення мікроорганізмів [18].

У зв’язку з різноманітністю умов, що впливають 
на компетентність та трансформацію бактеріальних 
клітин, і, як наслідок, на їхню антибіотикорезистент-
ність, актуальними залишаються питання вивчення 
залежності реалізації механізмів генетичної реком-
бінації в популяціях мікроорганізмів від факторів до-
вкілля природного й штучного оточення. 

Мета дослідження.
Проведення порівняльного аналізу частоти транс-

формації клітин Escherichia coli різного ступеню ком-
петентності плазмідами з детермінантами стійкості 
до антибіотиків.

Об’єкт і методи дослідження.
Матеріалами дослідження слугували штами E. 

coli XL1-Blue з детермінантою резистентності до те-
трацикліну та клінічний лабораторний штам E. coli 
906, плазміда pSBbi-RN (RN) з генами антибіотикос-
тійкості до ампіциліну та mCherry-Mito-7 (mCherry) – 
до канаміцину.

У ході експерименту для трансформації викорис-
товували ряд поживних середовищ: середовище LM, 

SOB та SOC. Для виконання  експерименту викорис-
товували розчини та буфери: TFB, FSB, DMSO і розчин 
дитиотреїтолу (DTT).

Для отримання компетентних клітин культуру E. 
coli культивували спочатку на LМ-середовищі протя-
гом не більше 24 годин при 37°C. Після цього кіль-
ка колоній переносили у колби з середовищем SOB 
та культивували до досягнення оптичної щільності 
OD600=0,6. Далі центрифугували та ресуспендува-
ли культури, додавши DMSO до 3.5%, і заморозили 
при -70°C. Бактерії культивували у SOB до щільності 
клітин 1-2×108 КУО/мл, розводили гліцеролом у 
співвідношенні 1:1 та заморожували при -70°C. 
Напередодні трансформації клітини висівали на 
середовищі LM при 37°C протягом 24 годин.

Трансформацію клітин E. coli проводили методом 
Ханахана, використовуючи колонії зі замороженого 
запасу клітин. Клітини культивували у SOB до досяг-
нення щільності 4×107 – 7×107 / мл, після чого про-
водили центрифугування та ресуспендування в TFB. 
Додавали DMSO та DTT, інкубували на льоду, після 
чого додавали 1 мкл ДНК та інкубували при 42°C 2 
хв. Після додавання середовища SOC інкубували 
при 37°C, а потім висівали на поживне середовище 
з канаміцином (50 мкг/мл) у випадку трансформа-
ції плазмідою mCherry та на поживне середовище з 
ампіциліном (50 мкг/мл) – у випадку трансформації 
pSBbi-RN та інкубували при 37°C.

Для отримання компетентних клітин методом 
Іноу було внесено ряд модифікацій до методу Ха-
нахана: культивування проводилось за темпера-
тури 18°С до OD600 = 0,3-0,4; з FTB були вилучені усі 
солі, крім KCI, CaCI2, MnCI2 та ацетату калію; з буфера 
трансформації вилучено гексамін кобальт хлорид, 
CoSO4, LiCI та RbCl; суміш клітин інкубували при 42°С 
протягом 30 секунд [19].

Частоту трансформації визначали за формулою: 
N=n*a*b/1 мкг ДНК, де n – кількість колоній, вирос-
лих на поживному середовищі з відповідним анти-
біотиком; a – об’єм суспензії клітин; b – ступінь роз-
ведення.

Плазмідну ДНК виділяли методом лужного лізи-
су [20]. Для цього культури бактерій вирощували на 
твердому поживному середовищі при оптимальній 
температурі (37°С) протягом доби. Колонію розмі-
ром 2-3 мм ретельно ресуспендували в 100 мкл бу-
фера ТАЕ (40 mM Tris-acetate, pH 7.9; 2 mM sodium 
EDTA). До отриманої суспензії додавали подвійний 
об’єм (200 мкл) лізуючого буферу (3% SDS; 50mM 
Tris, pH 12.6). Зразки інкубували при 58 °С протягом 
60 хв. До отриманого лізату додавали такий самий 
об’єм (300 мкл) суміші кислого фенолу з хлорофор-
мом (1:1). Акуратно перемішували до утворення 
гомогенної суспензії та центрифугували на мікро-
центрифузі ELMI при 11000 об/хв, 5 хв. Для кращого 
розділення фаз центрифугування проводили двічі 
або тричі (за потреби), чергуючи з перемішуванням. 
Відбирали верхню водну фазу, де знаходилася плаз-
мідна ДНК. Отримані зразки ДНК аналізували за до-
помогою електрофорезу в агарозному гелі.

Електрофоретичне розділення ДНК проводили 
у горизонтальних агарозних гелях з концентрацією 
агарози 1% та в буфері ТАЕ. Напруженість електрич-
ного поля становила 6 – 8 В/см. Час розділення – 3-5 
год. Після електрофорезу гелеву пластинку фарбува-
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ли бромідом етидію (1 мкг/мл). Для візуалізації ДНК 
гель переглядали при прямому ультрафіолетовому 
освітленні та фотографували.

Результати дослідження та їх обговорення.
Дана робота спрямована на аналіз та порівняння 

частоти трансформації компетентних, ультракомпе-
тентних та некомпетентних клітин E. coli плазмідами, 
що містять детермінанти стійкості до антибіотиків. 
Для проведення трансформації використано штам 
E. coli XL1-Blue, що має ген резистентності до 
тетрацикліну, розташований в хромосомі. Також 
використовували клітини штаму E. coli 906, що не 
містять кодуючого гену стійкості до антибіотиків. 
Для набуття компетентності бактеріальними 
клітинами застосовано фізичні та хімічні методи 
з метою збільшення кількості пор в мембранах 
клітин. Трансформуючими факторами виступали 
дві плазміди: mCherry, що містить ген стійкості до 
канаміцину, та RN з геном стійкості до ампіциліну 
(табл. 1).

Проведені експерименти підтвердили високу 
здатність компетентних клітин штаму E. coli XL1-Blue 
до генетичної рекомбінації. Ефективність трансфор-
мації компетентних клітин штаму E. coli XL1-Blue 
плазмідою mCherry була найвищою, досягаючи час-
тоти 3×102 КУО/мкг ДНК. При використанні плазміди 
RN для трансформації клітин цього ж штаму компе-
тентних клітин було отримано 2,5×102 КУО/мкг ДНК. 
Індикаторний штам E.  coli 906 дає результати, які 
вказують на нижчу ефективність генетичної реком-
бінації порівняно з компетентними клітинами штаму 
E. coli XL1-Blue. Штам E. coli 906, трансформований 
плазмідою mCherry, продемонстрував частоту транс-
формації 2,8×102 КУО/мкг ДНК, в той час як викорис-
тання плазміди RN призвело до частоти трансформа-
ції 2×102 КУО/мкг ДНК.

Некомпетентні клітин штамів E. coli XL1-Blue та 
RN до генетичної рекомбінації не були здатними – 
трансформанти не утворювались. 

Для підвищення частоти трансформації було ви-
користано метод Іноу Метод Іноу застосовують для 
підвищення компетентності та отримання супер-
компетентних клітин, а саму бактеріальну культуру 
вирощують при 18°C. В результаті нам вдалось зна-
чно збільшити частоту трансформації (табл. 2). Най-
вищою була ефективність трансформації супер-
компетентних клітин штаму E. coli 906 плазмідою 
mCherry – 15×105 КУО/мкг ДНК. Здатність до генетич-
ної рекомбінації суперкомпетентних клітин цього ж 
штаму плазмідою RN складала 1×105 КУО/мкг ДНК. 

Для підтвердження переносу плазмід в штами-
реципієнти виділяли плазмідну ДНК та проводили 
електрофоретичне розділення виділених нуклеїно-
вих кислот в агарозному гелі. 

Як видно з рисунку 1, некомпетентні клітин шта-
мів E. coli XL1-Blue, E. coli 906 (доріжки 2 та 3) не міс-
тять плазмідних ДНК. Компетентні клітини, отримані 
методом Ханахана, та трансформовані плазмідними 
ДНК mCherry та RN, містять відповідні плазміди (до-
ріжки 4, 5 та 7, 8).

З клітин-трансформантів штамів E.coli XL1-Blue 
та E. coli 906, отриманих методом Іноу (суперком-
петентних) та трансформованих плазмідами RN та 
mCherry, також виділили плазмідну ДНК та провели 
її електрофоретичне розділення в агарознму гелі. 

Загалом, ектрофорез підтвердив наявність плазмід 
в клітинах-трансформантах (рис. 2). Слід також за-
значити, що час розділення плазмід в цьому разі 
був дещо більший – 3 години. Тому не візуалізують-
ся ледь помітні мінорні треки плазміди MСherry, які 
були помітні на рис. 1 (доріжки 4 та 5).

У статті Green, M. R., та Sambrook, J. зазначено, що 
у стандартних лабораторних умовах типовою ефек-
тивністю трансформації є значення від 1×108 до 3×108 
КУО/мкг для E.coli [19]. За дослідженнями науковців 
Yang, Y., Liu, M., Wang, T. та інші отримано результати 
частоти трансформації з використанням методу ком-
петентності TSS-HI, який оптимізований за допомо-
гою методів Ханахана та Іноу. Штам E. coli BW25113 
та його похідні штами набули компетентності і були 
трансформовані плазмідами що несуть гени стійкос-
ті до ампіциліну, спектиноміцину, хлорамфеніколу та 
апраміцину. Ефективність трансформації за даними 
методами становить приблизно 7×109 КУО/мкг [21].

Автори Torres-Cortés G., Garcia B.J., Compant S. та 
інші використали метод Іноу для штаму E. coli MFDpir, 
щоб трансформувати бактерії плазмідами pEX18Tc-
Δhcp та pEX18Tc-ΔtssB. Плазміди переносили в бакте-
рію Stenotrophomonas rhizophila CFBP13503 шляхом 
кон’югації з метою вивчення білків Hcp та TssB, які 
важливі для інгібування росту фітопатогенної бакте-
рії Xcc8004. Для визначення трансформантів, бактерії 
висівали на середовища з тетрацикліном [22].

У контексті результатів про трансформацію су-
перкомпетентних клітин штаму Escherichia coli XL1-
Blue плазмідою pSBbi-RN (RN) з використанням ме-
тоду Іноу, доцільно згадати наступне. За даними 
Heydenreich, F.M., Miljuš, T., Jaussi,R. та інші ефектив-
ність генетичної рекомбінації суперкомпетентних 
клітин штаму E. coli XL1-Blue, отриманих методом 
Іноу, при трансформації плазмідою pBR322, яка 

Рисунок 1 – Електрофореграма продуктів плазмідних ДНК, 
виділених із клонів-трансформантів, отриманих методом 

Ханахана: А – E. coli XL1-Blue(mCherry), Б – E. coli 906(mCherry), 
В – маркер молекулярних мас, Г – E. coli XL1-Blue(RN), Д – E. 
coli 906(RN). Доріжки 1-3 та 9 – контрольні, некомпетентні 
безплазмідні штами (E. coli С600, E. coli XL1-Blue, E. coli 906 

відповідно), 4, 5 та 7, 8 – клони-транформанти.

Таблиця 1 – Частота трансформації 
компетентних клітин штамів E. coli XL1-Blue і 906, 

отриманих методом Ханахана

Штам E. coli / плазміди Частота трансформації, 
КУО/1 мкг ДНК

XL1-Blue / mCherry 3×102

XL1-Blue / RN 2,5×102

906 / mCherry 2,8×102

906 / RN 2×102
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містить гени антибіотикостійкості до ампіциліну 
та тетрацикліну, складає щонайменше 1×107 КУО/
мкг. pBR322 має більшу ефективність трансформа-
ції ніж RN. Альтернативою використання pBR322 є 
застосування плазмід pUC19, які є модифіковани-
ми векторами pBR322. Плазміда pSBbi-RN (RN), що 
використовується в досліді, має векторний хребет 
рUC19. Обидві плазміди несуть гени стійкості до 
аміциліну (AmpR), але pBR322 додатково містить ген 
стійкості до тетрацикліну (tetR). Основна відмінність 
між pBR322 і pSBbi-RN полягає в їх розмірі: pBR322 
є плазмідним вектором довжиною 4361 п.н., тоді як 
pUC19 є плазмідним вектором довжиною 2021 п.н. 
[23].

За дослідженням авторів Thomas Fryer,  Darian S. 
Wolff,  View Max D. Overath та інших було визначено 
ефективність хімічної трансформації та електропо-
рації E. coli XL1-Blue плазмідою PF-Nbb102-CAM, що 
представлена як кільцева суперскручена плазміда, 
релаксована кільцева плазміда, зібрана методом 
Golden Gate та лінійна ДНК, яка була отримана в ре-
зультаті ніказної обробки RCA. Плазміда PF-Nbb102-
CAM має гени стійкості до хлорамфеніколу і кодує 
VHH. Вони виявили, що хімічно компетентні клітини 
були ефективніше трансформовані за допомогою лі-
нійної ДНК, а електрокомпетентні клітини релаксую-
чою кільцевою ДНК. У результаті цього спостережен-
ня дослідники вивчили різні параметри, пов’язані 
з хімічною трансформацією. Крім того, вони дослі-
джували потенційну масштабованість хімічної транс-
формації, що виконується паралельно для кількох 
зразків, та використання збільшених об’ємів клітин. 
Авторами було встановлено, що найефективніший 
підхід передбачав використання модифікованого 
протоколу Іноу [24].

У дослідженні авторів Khasanah A.U., Putri 
W.A., Rahayu H.M. та інші клітини E. coli BL21 
були трансформовані антибіотикорезистентною 
плазмідою pET-28c, яка містить ген merA зі Strep-

tomyces AS2. Компетентні клітини E. coli BL21 були 
отримані за допомогою методу Іноу. Плазміда pET-
28c використовується для експресії білків у бактеріях, 
зокрема у E. coli. Крім того, pET-28c містить ген 
резистентності до антибіотика канаміцину, а ген merA 
кодує білок, який допомагає знижувати токсичність 
ртуті. Після трансформації тепловим шоком клітини 
були вибрані за допомогою антибіотика канаміцину, 
який був присутній у середовищі для відбору 
клітин, що успішно прийняли плазміду. Згідно з 
наданими даними, після трансформації гену merA 
у клітини E. coli BL21 було отримано позитивний 
результат. Це було підтверджено здатністю ізолятів 
рости на селективному середовищі LB з канаміцин 
(20 мкг/мл) та утворенням приблизно 40 колоній 
після інкубації протягом 24 годин при 37°C. Цей 
позитивний результат свідчить про здатність 
плазміди продукувати цільові білки [25].

У роботі Vamsi Bharadwaj, S. V., Tiwari, D. S., Ghosh, 
T. та інші було введено плазміду pSYN_1-DTT1-RFP та 
плазміду pSYN_1-DTT2-RFP в E. coli DH5α, яку зроби-
ли компетентною методом Іноу. Ці плазміди мають 
гени стійкості до антибіотика стрептоміцину, тому 
трансформантів відбирали висівом у середовище з 
антибіотиком. Отримані трансформанти вирощува-
ли на селективному середовищі при різних темпера-
турах для оцінки впливу температурного фактора на 
експресую RFP (червоний флуоресцентний білок) у 
рекомбінантів [26].

Також метод Іноу був використаний у багатьох до-
слідженнях на клітинах E. coli DH5α для отримання 
білку та клонування плазмід. У роботі авторів Bhat, 
S., Banerjee, A., та Alagesan, S. E. coli DH5α була ви-
користана для клонування та поширення плазмід, 
таких як pTargetF_g1_HA і pTargetF_g2_HA. Трансфор-
мовані плазмідами pTargetF_g1_HA і pTargetF_g2_HA 
клітини E. coli DH5α відбирали на селективному се-
редовищі з антибіотиком спектиноміцином, оскіль-
ки дані плазміди були створені на основі плазміди 
pTargetF, яка має детермінанту стійкості до спектино-
міцину. Надалі плазміди використовували для вида-
лення гену araC у бактерії E. coli MG1655 для подаль-
ших генно-інженерних розробок [27].

За результатами досліджень науковців Lemay-St-
Denis, C., Diwan, S. S. та Pelletier, J. N по трансформа-
ції плазмідами dfrB10-pET24 та dfrB11-pET24 ком-
петентних клітин штаму E. coli DH5α були отримані 
рекомбінанти, які відбирали за маркером стійкості 
до канаміцину. Надалі трансформанти використову-
вали як продуцентів білків в результаті експресії генів 
DfrB10 та DfrB11 [28]. 

Висновки.
Досліджено частоту трансформації клітин 

E. coli, приведених до стану компетентності 
та некомпетентних клітин. Визначено частоту 
трансформації компетентних клітин E. coli XL1-Blue 
плазмідами mCherry з детермінантою стійкості 
до канаміцину та RN з детермінантою стійкості 
до ампіциліну, що дорівнювала 3×102 КУО/мкг 
ДНК та 2,5×102 КУО/мкг ДНК відповідно. При 
трансформації компетентних клітин E. coli 906 тими 
ж плазмідами частота отримання рекомбінантів 
складала 2,8×102 КУО/мкг ДНК та 2×102 КУО/мкг ДНК 
відповідно. Ефективність трансформації плазмідами 

Таблиця 2 – Частота трансформації 
суперкомпетентних клітин штамів E. coli XL1-Blue 

та 906 за методом Іноу

Штам E. coli / плазміди Частота трансформації, 
КУО/1 мкг ДНК

XL1-Blue / mCherry 2×105

XL1-Blue / RN 1×105

906 / mCherry 15×105

906 / RN 1×105

Рисунок 2 – Електрофореграма продуктів плазмідних ДНК, 
виділених із клонів-трансформантів, отиманих методом Іноу: 

А – E. coli XL1-Blue(mCherry), Б – E. coli 906(mCherry), В – маркер 
молекулярних мас, Г – E. coli XL1-Blue(RN), Д – E. coli 906(RN).
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некомпетентних клітин досліджуваних штамів E. coli 
дорівнювала 0.

Встановлено високу частоту трансформації 
R-плазмідами суперкомпетентних клітин E.co-
li штамів XL1-Blue та 906, одержаних за методом 
Іноу, яка дорівнювала (1-2)×105 КУО/мкг ДНК та 
(1-15)×105  КУО/мкг ДНК відповідно. Отримані 
дані наявності нуклеїнових кислот плазмідного 
походження на агарозному гелі після проведення 
електрофорезу підтверджують факт трансформації 
суперкомпетентних клітин штамів E.coli XL1-Blue та 
906 плазмідами mCherry і RN.

Перспективи подальших досліджень.
Результати досліджень можуть бути застосова-

ні для моніторингу та якісного аналізу результатів 
трансформації бактерій плазмідами, що несуть гени 
резистентності до антибіотиків. Це може відкрити 
нові можливості для розробки стратегій контролю 
над антибіотикорезистентними бактеріями та збере-
ження ефективності антибіотиків. Дослідження може 
бути корисним для подальшого розвитку молекуляр-
ної біології, біотехнологій та генетичної інженерії.
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ГЕНЕТИЧНА ТРАНСФОРМАЦІЯ R-ПЛАЗМІДАМИ КЛІТИН РІЗНОГО СТУПЕНЮ КОМПЕТЕНТНОСТІ ESCHERICHIA 
COLI

Скляр Т. В., Богатова О. Д., Гаврилюк В. Г., Лаврентьєва К. В., Курагіна Н. В.
Резюме. У даній роботі досліджено перенос R-плазмід в ході трансформації у бактерій. Здатність до пере-

носу детермінант резистентності є важливим фактором для набуття селективних переваг окремими кліти-
нами в популяції мікроорганізмів. Проблема збільшення кількості та інтенсивності циркуляції антибіотико-
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резистентних мікроорганізмів обумовлена плазмідами, які передаються з високою частотою в популяціях 
мікроорганізмів в результаті генетичної трансформації.

Метою роботи було проведення порівняльного аналізу частоти трансформації клітин Escherichia coli різно-
го ступеню компетентності плазмідами з детермінантами стійкості до антибіотиків. 

Методи досліджень: мікробіологічні, генетичні, біометричні.
Результати. Здатність до трансформації визначається ступенем компетентності мікробних клітин. Існує 

багато видів бактерій, у яких відсутня природна компетентність або її прояв знаходиться на низькому рівні, але 
вони також можуть бути трансформовані під дією певних фізичних та хімічних індукторів. Тому було запропоно-
вано провести порівняльний аналіз частоти трансформації клітин Escherichia coli штамів XL1-Blue та 906 різного 
ступеню компетентності плазмідами з детермінантами стійкості до антибіотиків: pSBbi-RN (RN) з геном стійкос-
ті до ампіциліну та mCherry-Mito-7 (mCherry) з геном стійкості до канаміцину. Була проведена оцінка частоти 
трансформації клітин E. coli штамів XL1-Blue та 906 плазмідами MCherry та RN. Виявлено, що для компетентних 
клітин E. coli XL1-Blue частота трансформації складала відповідно 3×102 КУО/мкг ДНК та 2,5×102 КУО/ мкг ДНК, 
а для штаму E. coli 906 — 2,8×102 КУО/мкг ДНК та 2×102 КУО/мкг ДНК. Ефективність трансформації плазмідами 
некомпетентних клітин досліджуваних штамів E. coli дорівнювала 0. Cуперкомпетентні клітини отримані мето-
дом Іноу виявили високу ефективність трансформації, яка складала (1-2)×105 КУО/мкг ДНК для E. coli XL1-Blue та 
(1-15)×105 КУО/мкг ДНК для E. coli 906. Отримані дані з електрофорезу в агарозному гелі свідчать про успішний 
перенос плазмід під час трансформації.

Ключові слова: генетична трансформація, плазміди антибіотикорезистентності, компетентні клітини, супер-
компетентні клітини.

GENETIC TRANSFORMATION OF ESCHERICHIA COLI CELLS WITH DIFFERENT DEGREES OF COMPETENCE WITH 
R-PLASMIDS

Sklyar T. V., Bohatova O. D., Gavryliuk V. G., Lavrentieva K. V., Kurahina N. V.
Abstract. In this research the transfer of R-plasmids during transformation in bacteria was investigated. The ability 

to transfer resistance determinants is an important factor for the acquisition of selective advantages by individual cells 
in a population of microorganisms. The problem of increasing the number and intensity of circulation of antibiotic-
resistant microorganisms is caused by the possibility of transferring plasmids, which are transmitted with a high fre-
quency in populations of microorganisms as a result of transformation.

Aim of the study. Carrying out a comparative analysis of the frequency of transformation of Escherichia coli cells of 
different degrees of competence by plasmids with antibiotic resistance determinants. 

Research methods: microbiological, genetic, biometric. 
Results. The ability to transform is determined by the degree of competence of microbial cells. There are many spe-

cies of bacteria that lack natural competence or show it at a low level, but they can also be transformed under the ac-
tion of certain physical and chemical inducers. Therefore, it was proposed to conduct a comparative analysis of the fre-
quency of transformation of Escherichia coli cells of strains XL1-Blue and 906 of different degrees of competence with 
plasmids with determinants of resistance to antibiotics: pSBbi-RN (RN) with the gene for resistance to ampicillin and 
mCherry-Mito-7 (mCherry) to kanamycin. The frequency of transformation of E. coli cells of strains XL1-Blue and 906 
with MCerry and RN plasmids was evaluated. It was found that for E. coli XL1-Blue, the transformation frequency was 
3×102 CFU/mkg DNA and 2.5×102 CFU/mkg DNA, respectively, and for E. coli strain 906 — 2.8×102 CFU/mkg DNA and 
2×102 CFU/mkg DNA. The efficiency of R-plasmid transformation of incompetent cells of the studied strains of E. coli 
was equal to 0. Supercompetent cells obtained by the Inoue’s method showed high transformation efficiency, which 
was (1-2)×105 CFU/ mkg DNA for E.coli XL1-Blue and (1-0.15)×105 CFU/ mkg DNA for E.coli 906. The obtained data from 
electrophoresis on agarose gel indicate successful transfer of R-plasmids during transformation into bacterial cells.

Key words: genetic transformation, antibiotic resistance plasmids, competent cells, supercompetent cells.
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