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УДК 575.24

ВЛИЯНИЕ ГИББЕРЕЛЛОВОЙ КИСЛОТЫ НА МУТАГЕНЕЗ 
И УФ-ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ МИКРООРГАНИЗМОВ

М. .4 ТОП УЗЯ И. Э. Г. МУГПГ.ЦЯН. //. П. БЕГЛ АРИН

Показано снижение уровня спонтанных и индуцированных his՜ -ins'՜ реверсий 
у шести штаммов тест-системы Эймса под влиянием фкгегормона ГК. а также УФ-:;з- 
ст иитёлыюсти трех штамм .֊и Escherichia co’.i, иссуши:: мутвиин ;ю ферментам ре ;:՛)>.;• 

■it (Е. coll, ЛВ1885, ДМ49, Р3478, дефектные по и гВ, lex АЗ, polAl). Данная ги- 
• тема 1>екомендустся для выявления анти му га генного эффекта химических соединений.
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&а,!8 4 տրված ֆ[ւտո՚.որմոն ա ղղԼ րութ յան տակ էյմսի տհոտ-համակարգի վեց
յւոէոմների .քոա հ1Տ՜ — hlS՜*՜ 'պոՆւոաՆ և մ ս» կա ծ վ ա i ո ևԼրսֆահ fl րի մակարդակի, ինչպես հ 
րս’.< ոեպարացիա յի ֆերմենտների մուտացիաներ կրող Escherichia COli երեր չ տ ալքն երի П Ւ H՝ 
t.u/ոագայ^Աերի նկատմամր ՛քղա քունուքէ/ան (E. COli ЛВ1885, DM43, P3478, ղեֆեկսէա- 
Խ pv/lt IlVfB. 1вХ A3, թՕէ Al) /'’Л,?""/։ Տվչէպ Համակարգը երաշխավորվում Լ րիմիական 
միացությունների Հակամուտա ykU իֆեկւոի րսէցահաշտման Հտմարւ

li lias been shown that under the influence of phytohomtone GA the level of 
spontaneous and Induced his • hisT reversions of six strains oi AlmՀ test-system, 
as well as UV-seusltivlty In three strains oi Escherichia colt ^carrying mutations in 
teparatton ferments (£■ coll AB1885. DM49. P3478, defective of ttcrB, lexA3. polA!) 
decrease. The given system is recommended lor revelation of antlmutagenic effect of 
chemical compounds.

Ключевые слова: микроорганизмы, гибберелловая кислота, мутагене::. УФ-чувстви- 
тсльность.

На большом числе видов высших растений, наряду с физиологии _՛- 
сков, выявлена также генетическая .активность известного фитогормо- 
աւ гибберелловой кислоты (ГК). С ее помощью индуцированы много­
численные полезные мутации, выделены мутантные формы и линии, 
обеспечивается ускорение плодоношения и повышение урожайности ря­
да сельскохозяйственных культур как в первый год воздействия на се­
мена, так и в последующих поколениях [I б]. Предположение о фи­
зиологической и генетической активности ГК в организмах подтверж.ь • 
ио результатами цитогенетического диализа действия этого фитогормо­
на на семена разного срока храпения, а также электронномнкросколи- 
ческого анализа листьев обработанных растений [7—9].

В настоящей работе представлены результаты изучения молекуляр­
ных механизмов генетических эффектов ГК с использованием высоко­
чувствительной микробной системы Эймса [10—12], позволяющей нс 
только выявлять мутагенную активност։» того или иного соединения, но 
и судить о первичных молекулярных меха?։ из .мах их действий! :՛. .՛՛:. 
различных репарационных мутанюв кишечной палочка с идентифици­
рованными .мутаийя.ми по ферментам репарации.

Материал и методика. Работа выполнена в 1982- 1985 ir. на тбетерных штаммах 
Salmonella typhlmurium системы Эймса [II 13]; характеристики штаммов пред­
ставлены в табл. 1 Использованы методы полуколичествеиного и количественною 
анализов индукции генных мутаций [Ю]. Мутагенная активность 0.01 ■; 0.1 %-ных 
ГК оценивалась по изменению уровня спонтанных и индуцированных азидом натрия к 
l-нитрофлуореном Ins ~ — bls’*՜ реверсий у всех шести штаммов данной системы.

Использованы также репарационные мутанты Е coli, любезнр предоставленные 
проф. В. Д. Яуестяниковым (Институт цитологии АН СССР). Характеристики нгга.м- 
vob представлены в табл. 3. Выбор данных микробных тест-систем Обоснован тем. чт.» 
.1 настоящее время отсутствуют маркированные репарационные мутанты растительных 
систем.

Влияние ГК на УФ-чувствнтелыпзсть разных штаммов Е срК изучалось следую­
щим образом. Бактериальные культуры инкубировали при 37°С до 4.103 клеток/мл. 
центрифугировали при 5000 об/.мин в течение |5 минут. Осадок ресуспендиро$злн в 
0,1 М MgSO.( к охлаждали в течение 3—5 мин для предотвращения дальнейшего 
роста. Бактериальные культуры титровали иосенои из С1ют«етствую1ннх разам дений 
пл полноценные сре.'ы. Гакую культуру обрабатывали ГК. в конечной копнен гранил
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(’,02% Контрольные и обработанные ГК культуры облучали двумя дозами УФ-лучей 
(250 н 750 эрг/мм2). О действии ГК на УФ•чувств»!тельмосгь культур судили по из- 
успешно выживаемости бактериальных культур.

Таблица 1. Генотипы индикаторных штаммов 5 ГурЛГдаьг/м.т։

Штаммы
Мутапия ло гистидину Дои мнительные мутации

ГИС ГНС ДЗО51 LPS способность к jkc изи;>н։։оГ1 
репарации

ТА 1535 -Г* —• rf>” uvr В***
ТА 1538 — гГа uvr В
ТА 1950 4֊ — дикий тип uvr В
ГА 1534 —- ДИКИЙ ТПП uvr В

• наличие или отсутствие мутации; "—мутация, приводящая к нарушению ком­
плекса клеточной стенки; *" .мутация, приводящая к нарушения? системы жсинзи- 
чиной репарации Использованы также штаммы 5. typhimuriujn ТА 10(1 .■ ТА 98— 
производные штаммов ТА 1535 и ТА 1538 с введенной плазмидой ркМ 101

Таблица 2. Реверсии Ilfs - Ins 1 в спонтанном и индуцированном мутагенезе
5. typhimttrlam с участием ГК

Штаммы 0.1% ГК 0.01% ГК 0.1ч ГК— мутаген 0.01% ГК - мутаген

ТА 1534 44.4 61.1 66.3 86.4
ТА 1535 50.0 83.3 62.6 (.6.4
ТА 1528 55.5 77.7 50.0 53.2
ТА 1950 100 44.4 81.8 84.6
ТА 98 3S.8 72.2 82.9 89.5
ТА 1С0 93.3 14.0 70.0 74.2

Спонтанный уровень ревертантов 25 кол/чащ при 3.10'' кл/мл—100',. Мутаген 
(5 мкг/чаш) при 1534. 1538, 98—2 НФ. в ■՛стальных случаях—азид натрия Реверсии- 
1", при выживаемости не ниже 98.8%. Индуцированный уровень ревертактов при 
3.105 кл/мл—100%.

Статистическая обработка р<0.001.

Результаты и обсуждение. В табл. 2 предета клены результаты ис­
следования индукции генных мутаций у всех шест! штаммов /урЛ:- 
гпигинп тест-системы Эймса с учетом изменения уровня спонтанных и 
индуцированных реверсии Ни у одного штамма ни в одном
варианте экспериментов нс обнаружено повышения уровня мутаций под 
влиянием ГК. Более того, выявлено статистически достоверно՛.- сниже­
ние уровня спонтанных и индуцированных мутаций уже при обработке 
культур 0,01 %-пой ГК. :а у отдельных культур—ТА 1534. ТА 98֊ при 
0.1%-пой ГК. уровень спонтанных реверсий Ы$~->Ь1б4 снижается до 
4 4,4 и 38,8% соответственно. Штаммспецифичностл в этом процессе 
не обнаружено. Так. максимальное снижение спонтанного урозия ;՝.֊■- 
вереяй выявлено у п.юзмидиого штамма ТА ^8 при обработке байт, ,;л- 
альмой культуры 0,1%-вой ГК. в го время как на другой плазмидный 
штамм—ТА 100—эта концентрация почти не сказала влияния.
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Таблица 3. Влияние 0.02%-ной ГК на чувствительность различных штаммов Е, coll к УФ-облучению

Ш гаммы

УФ-облученне ГК -г У'Ф облучение

10" 30" 10" 30"

Тнгр выживаемость, 
%

Тигр выживаемость, 
%

Титр выживаемость, 
% Тигр выживаемость, 

%

АВ 1157 iivr- 1.6-10” 50 1-10” 25 2-10” 50 1-10’ 25

AB 1846 uvr А 1-10” 25 8-10’ 20 1-10* 25 6-Ю’ 15

АВ 18'55 uvr В ЗЮ» 0.075 1.6-10’ 0.0004 5-Ю5 0.125 4 ИЗ 0.01

АВ 188Г uvr С н-кл 20 2-10’ 5 7.10’ 17.5 8-10« 2

JC 2926 гсс АВ 2-10® 50 440’ 10 2-10” 50 4-10’ 10

ДМ 4 । lex АЗ 13-105 0.15 140» 0.0025 1-10* 0.25 1.5-10’ 0.0375

V.' 3110 poll 4-10я 95 1.5-10” 37.5 240’ 50 8.10’ 20

Р 3478 pol А1 8-10» 20 1.5-10’ 0 037 > 1-10’ 25 1.4 10” 0.35

ihr pro Jeu liis iht arg
Jeu me։ his Hi I Ihy thr

Культура n тигре 1.10» кл/мл обрабатывалась лампой ОКИ-11 
65 см 10" ֊250 эрг/мм2; 30"—750 эрг/мм2.

ю Статистическая обработка р <0,001.
□о

на расстоянии



Таким образом, использование системы штаммов S. typhimurium 
выявило антимагнитный эффект фитогормона ГК на микроорганизмы. 
Однако данная система не в состоянии дзть окончательную и полную 
картину анти мутагенной активности, поскольку последняя может быть 
изменена в результате столь большого числа мутаций. искусственно 
введенных Эймсом для повышения чувствительности при конструиро­
вании штаммов.

Для проверки влияния ГК на репарационные процессы была по­
ставлена серия опытов на УФ-чувсгвительиосп> 1' coli. диких и 6 штам­
мов, несущих повреждения по различным генам ферментов репарации 
(табл. 3). Результаты этих исследований представлены п табл. 3. со- 
гласно которой существует линейная зависимость между выживаемостью 
и дозой облучения Наибольшую чувствительность к УФ -обл учению 
проявили штаммы, несущие мутации по генам Р3478 polAI, ABI885 
uvrB, ДМ-19 lexA.J. Выживаемость этих штаммов при облучении УФ 
в дозе 750 эрг/мм- падает от двух раз до нескольких порядков соответ­
ственно.

У штаммов АВ 188В имгА. АВ1881 nvrC. W3IU) ppi * ГК способ­
ствовала повышению УФ чувствительности. При предварительной об­
работке 0,02%-ной ГК выживаемость штамма W3I10 снижается до 50% 
(против 95% в контроле), а при дозе 750 эрг/мма до 20% (против 37,5% 
в контроле), в то время как эта же доза у Л В 1885. ДМ 19. РЗ-178 по­
нижает УФ-чувствитсльность на 1 порядок.

Штаммы, проявившие указанный эффект, несут дефектные гены но 
регуляторным белкам, контролирующим работу специфических эндо­
нуклеаз и гликозилаз—ключевых ферментов эксцизионной репарации, 
участвующих и в построиликатнвной репарации.

Полученные данные свидетельствуют о влиянии фитогор монз ГК 
на протекание репарационных процессов, возможно, а результате вза­
имодействия с регуляторными белками.
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УДК 579.64.631+581.133.1

ПОЛУЧЕНИЕ АЗОТФИКСИРУЮЩИХ АССОЦИАЦИИ КАЛЛЮСА 
ЛЮЦЕРНЫ СО СПЕЦИФИЧНЫМИ КЛУБЕНЬКОВЫМИ

БАКТЕРИЯМИ

К). Г. ПОПОВ. М Г ШАМЦЯН, Дж А. АГАДЖАНЯН. Т. Л. ЗАКАРЯН

Получены азотфиксируюшне ассоциации кзллюса люцерны со специфичными штам­
мам» клубеньковых бактерий. Хорошая выживаемость растительных клеток и ука­
занных ассоциациях позволяет получать перевиваемые зсСОпнативные культуры.

11սււսրյվաՀ֊ 1,ն պսւ(սւբաբակէոՏր{էսՈւեբ[ւ и պ 4 <յ 4 ֆ /> կ շտամնեբով աովույտի կալյւսսի ищаьт 
ֆիքսող աէէ/է^ֆսււյքւսւՆԼր։ ետացված uiungpiugfiuAihpnul բուսական բջիյնհբի կԼՆաււՆակու թյս՛'.։ 
պա՜ւպանոէ^չւ հնսւրավոբո/իյուՆ է ստեղծում սսրանաքու թի]}հոնաձաւչկաւ]էւբների և սրպտրարակ- 
Սէհրիանեբք տևական փոխացանբեբի րնթացբում պսւհս/անվող համատեղ կսէլսէէււբաներ։

Nilrogeit-nxing associations of alfalfa callus with specific nodule bacteria have 
been obtained. The High rate of plant cells viability In associati ns obtained permits 
0 create well-suhcnllmed associative systems.

Ключевые слова: люцерна, симбиотическая азотфиксацих, каллюс, клубеньковые 
бактерии, нитрогеназная активность.

При моделировании симбиотической азотфнксании в культуре тка­
ни перед исследователями встает множество трудноразрешимых про՝ 
бле.м, к числу которых относятся ингибирование роста клеток расти­
тельного компонента бактериальным и низкая азотфиксирующая ак­
тивность создаваемых ассоциаций ио сравнению с природными систе­
мами. Решению этих вопросов посвящено н. малое число работ [1. 2. 
5, 8. 9. 11֊ -17]. Установлено, что ацетилредуктазная активность ассо­
циаций значительно варьирует в зависимости от исходного титра бак­
териальной нагрузки, возраста ткани к моменту инокулирован ня, сро­
ков совместного культивирования компонентов ассоциации, состава сре­
ды, видовых и штаммовых различий клубеньковых бактерий, геноти­
пических особенностей растительного компонента и др.

Целью наших исследований являлось получение азотфнкс.чрующих 
ассоциаций культуры ткани люцерны со специфичными штамм ми клу- 

/беньйовых бактерии и определение условий. оптимальных дли /.появле­
ния их нитрогеназной активности.

Материал и методика Объектами исследований служили штаммы Rltizobium me- 
liloii 21/67 к 132/6-1, полученные из Института микробиологии АН АрмССР, и каллюс- 
ная культура люцерны сорта Апаранскэя -10 корневого прон.схождспия [6]. Каллюс 
люцерны пассировался на среде МВ-5 [4], На згой же среде создавались и бобо-
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