
Показано, что 6-БАП, кинетин, этрол и ретардант ССС способству
ют устранению таких биологических недостатков, как клейстогамия, 
осыпаийе цветков и завязей, ломкость гроздеиожки и греблей у сортов 
винограда с обоеполым типом цветка.
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К МЕХАНИЗМУ АКТИВАЦИИ ПРОЦЕССА ТРАНСФОРМАЦИИ 
Escherichia COLI дс-РНК

Р А. ЗАХАРЯН. Ю. в. ТАДЕВОСЯН, И Г АЗАРЯН. К. Г. КАРАТЕЗЯН 
Институт экспериментальной биологии АН АрмССР. Ереван

Показано, что дс-РНК существенно повышает стелет, трансформации у 
coli. Появление свободных ненасыщенных жирных кислот и промежу

точных в ходе высвобождения последних лизоформ фосфолипидов явля 
ются факторами, а условиях воздействия дс-РНК повышающими прони
цаемость клеточной мембраны бактерий способствующими переносу ДПК 
в клетку и трансформации

< •«у»'//./. Պ'7 — ւււ՚քր֊ն գղայիորեն րարձրացնոս/ է տր<սնււ!իորմարիայի սու- 
աիճանր 1՜. СОЙ-/' մոտ՛ էԼդաւս չհաղեյյաձ ճարպաթթուների ե վերջիններիս ան 
Հատման րնթարրում միէան!յյա{ ֆոսֆպիպիղների /իրոֆորմերի ի հայտ հ՚պր այն
պիսի հսր^ոններ են, որոնք ղԱ— էՒՆթ-ի աղւյերության պայմաններում րարձրաց- 
նամ են րաէքսւերիաքի րքքային թաղանթի թափանրելիոէթյո<նր և նպտստօւմ են 
ԳՆթ՚-ի փււխաղրմ աէ/ր րքքի Ներս (ր տրանսֆորմացիային՛.

The obtained data demonstrate that ds- R.NA essentially elevates the level 
of E. coli transformation. The appearance of free nonsaiurated fatty acids 
and mediatory lysoforins of phospholipids under the action of ds RXA 
appears to be the factor which provides the increasing of bacterial cells 
membrane permeability and promotes the DNA transport into the cells.

Мембрана—трансформация—dc-PH К —фосфолипиды.



Перенос ДНК через плазматическую мембрану клеток прокариот обес
печивает в конечном итоге процесс их генетической трансформаций.. 
Обычно частота трансформации—величина достаточно низкая, свиде
тельствующая о том, что в популяции кле* ж только незначительная 
часть «компетентна» к трансформации. Состояние «компетентностям 
клеток определяется стадией жизненного цикла и. как предполагают, 
может наступать также в результате подавления катаболитной репрес
сии [8]. н-АЛАФ способна подавлять катаболитную репрессию, в зна
чительной степени она способствует развитию компетентности, в част
ности, у Haempph. ini [13]. Установлено, что состояние «компетентно
сти » в клетках прокариот индуцируется специфическими активатора
ми белковой природы, взаимодействующими со структурами плазма
тической мембраны ;i формирующими на поверхности плазматической 
.мембраны перия.тазматнчсские везикулы, с которыми трансформиру
ющая ДНК образует резистентный к ДНКазе комплекс Формирова
ние комплекса достаточно специфично, обеспечивается взаимодействи
ем рецепторных ДНК-связывзкнцих белков с пределенной первичной 
структурой [7].

Состояние относительно высокой компетентности, н частности, для 
гра.мотрнцательнои бактерии £. colt достигается предварительной обра
боткой ионами С а2 |5J Предполагается, что С.т2 повышает прони
цаемость либо уже существующих пор в .мембране, либо индуцирует 
образование новых; при этом рассматриваются такие биофизические 
изменения ч .мембране, как снижение устойчивости гидрофобных свя
зей (0°. Са- » со структурными перестройками в мембране или кндук- 
1 ИЯ (разойЪгф перехода алифатных радикалов жирных кислот фосф՛.- 
липидных молекул из жидкого состояния в кристаллическое, сопро
вождающееся дестабилизацией и локальными нарушениями бислоя 
[II] Раисе нами [1| было показано, что в присутствии двуспнральной 
РНК низкой молекулярной массы из дрожжей у микроорганизмов до
стигается (остаточная степень «компетентности» к трансформации, 
кзиъю։ ацил и трансфекции. Полученные данные свидетельствую։ о 
т ՝м. что эти биофизические представления о механизмах переноса ДНК 
через плазматическую мембрану являются по единственными и что. ско
рее, на мембране разыгрывается комплекс событий, сопряженных так
же с изменением биохимизма плазматической мембраны. Подобное 
представление подтверждается наличием у компетентных микроорга
низмов повышенной способности к частичному автолизу клеточной мем
браны [9, 10 j,

В связи с вышеизложенным нами было изучено включение [ИС] 
олеиновой кислоты в фосфолипиды Е. colt в условиях индукции состоя
ния компетентности клеток дс-РНК, а также влияние последней на об֊ 
мениваемость фосфолипидов Е. coli, предварительно преиикубировая- 
ных с [ЧС] олеиновой кислотой.

Материал и методика. Введение [ЫС]олеиновой кислоты а фосфолипиды Л. coli 
осуществляли но методу Вейса н сотр. [12].

Е. coli в количестве 10" клеток инкубировали в среде с 0.05 М трнс-HCI буфера 
(pH 7,0), содержащей 1 мМ Сз2+ и 10 мкг дс-РНК (коне .ный объем 0,5 мл). Параа- 
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лслыю инкубировали контрольные пробы в той же буферной системе а присутствия 
либо 1 мМ СаН, либо 5 мМ ЭГТА. По завершении инкубации, проведенной при 24՜ 
в течение 5 и 10 мнн липиды экстрагировал и по методу Блай и Дайер [4] с после
дующим фракционированием их методом одномерной ТСХ в системах растворителей 
хлороформ— метанол—уксусная кислота—Н2О (25:15:4:2) и нстролейный эфир 
дкзтнловый эфир—муравьиная кислота (60:40:2) Степень радиоактивности иденти
фицированных фракций фосфо- и нейтральных липидов определяли н жидкости Брея 
на сцинтилляционном спектрометре (Rochc-Bioeleclronique SL-422I, Франция) и ска
нированием пластинок на радноск.чнируемом приборе (Berthold, ФРГ).

Результаты и обсуждение. В табл. I обобщены результаты экспе
риментов по трансформации Е. coli плазмидой pBR 322. трансфекции 
PpCJ ДНК фага pf-16 и конъюгации в скрещиваниях Да 9 (РрС 7 
n’et Naph)\PpC I.

Таблица I. Влияние дс-РНК на перенос ДНК в клетки £. coll

Частота
Р а с ։»։ >р —---------•------------------------------------------- - —

коньюгдннн трансфекции трансформации

■Са2 (0 1 М) •— А auo? MO՝
дс-РНК без Са2՜ Ы0՜1 МО- . MO>
дс-РНК^Са2* (0;01 М) ' 7-1о-3 МО” 5-10՝
Са2л<(0.01 М) 5-IQ՜4 — MO3
л-бульон 5!0՜5 — —

Полученные результаты свидетельствуют, что дс-РНК в отсутствие 
коков Са2* значительно повышает в популяции число «компетентных? к 
трансформации. трансфекции и конъюгации клеток. Одновременно об 
наружен факт стимуляции процесса трансформации дс-РНК. (на два 
порядка) в присутствии 0,01 М Са2+ в концентрации, которая сама по 
себе, недостаточно активна для переноса ДНК в клетку. Особенно же 
четко выявлена индукция дс-РНК состояния компетентности клеток 

call в присутствии 0.01 М Са՜2—5 • 10z против 1XI02 при наличии ч 
среде только Са-’ 0,01 М.

Фракционирование метолом одномерной ТХС фосфолипидов С. call, 
обработанных дс-РНК, после предварительного включения [иС]олеп- 
новой кислоты в ФЭ и ФС клеток, показало, что дс-РНК существенно, 
на 230', , стимулирует высвобождение [1,С] олеиновой кислоты из ФЭ 
н ФС 1рнс., слева).

ДНК обладает относительно низкой, хотя и достаточно выражен
ной активностью.

И -учение включения [ИС] олеиновой кислоты в фосфолипид.л 
coii показало (рш.„ справа, табл. 2). что в контрольных образцах 

экзогенная олеиновая кислота включается преимущественно во фрак
цию фосфатидилэтдноламина и в меньшей степени фосфатиди.тссрипа 
L Присутствии же дс-РНК имеет место практически полное подавление 
процесса ацилирования или резни.тровзиия лизоформ фосфолипидов, 
а также ингибирование других возможных путей утилизации олемпе- 
вой кислоты.
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Специфичность фосфолипазной активности у микроорганизмов ос
тается недостаточно исследованной и прежде всего из-за присутствия- 
в микроорганизмах высокоактивных лпзофосфолнпаз, разлагающих

ft о
т

 к
ом

т
рп

яв

Слева высвобождение пол влиянием дс-РНК [ИС] олеиновой кисло
ты из фосфолипидов (ФЭ и ФС) £. соН. преннкубнр.ованных с [14<'] ։>ле- 
нновой кислотой I. 2—инкубзиня Е. соИ с дс-РНК в течение 5 и 10 мин 
соответственно; 3—инкубация £. со!։ с ДНК в течение 10 мин. Справа 
сканигрзмма включения [։<С] олеиновой кислоты в фосфолипиды. I—в 
отсутствие дс-РНК. 2 н прнсутстиии дс-РНК. ЛФ.Х дизофосфатндилхо- 
лин. ФХ—фосфатндйлхолин, МФ11—монофосфатилилинознт. ФЭ—фосфа- 
тиднл&таиоламнн, ФС- фосфагидилсерпп, СЖ К—свободные жирные

кислоты.

продукты рсакп.нн |6]. Считается, что основным липолитическим фер 
ментом у Гзктсрий, в том числе и \ Е. соН. является фосфолипаза А։. 
хотя наличие фосфолипазы Ау у Е. соН, и прежде всего в клеточной 
мембране, было показано в ряде работ [2. 3]. Оба фермента для выра
жения своей активности требуют наличия Са2՜*.

Таблица 2. Включение [14С] олеиновой кислоты в ФЭ Е. соН под влиянием дс-РНК

Условия 
опыта

ФЭ

ими,-мня

СЖК

и мп/мин %

֊АС РНК 6197.0^86.7 100 7654.9±131.1 100

+яс РНК 4147.9+356.2 66.9 13598.5+1446.0 177.6

Учитывая вышеизложенное, а также то. что в качестве эндогенного 
субстрата в мембранах Е. соН образуются 1-аиил-2-1-иС-олеил ФЛГ 
усиление ферментативного выхода олеиновой кислоты можно считать 
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следствием двух возможных путей гидролиза ФЛ: активации фосфоли
пазы Аз. с прямым отшеплением ненасыщенной жирной кислоты или ак- 
П’взани системы фосфолипазы А:—лнзофосфолипазы.

Как бы то ни было, появление даже на короткое время промежу
точных лизоформ фосфолипидов и ненасыщенных свободных жирных 
кислот, обладающих мсмбранолнтнческими свойствами, по-видимому, 
является фактором, обеспечивающим дестабилизацию и локальные на
рушения в бислос, способствующие повышению проницаемости клеточ
ной мембраны бактерий и переносу ДНК в клетку. В пользу выше
сказанного свидетельствуют данные относительно практически полно
го ингибирования в присутствии 5 мМ ЭГТА как активности фосфоли- 
паз-А, так .ч стимулирующей активности дс-РНК. При отсутствии 
ЭГТА и Са* де-РНК сама существенно стимулирует процесс транс
формации Е. coll. Мы предполагаем, что дс-РНК. вступив в контакт с 
поверхностью плазматической мембраны клетки, вызывает локально 
мобилизацию иоиов Са2;, связывающих липополисахариды внешней 
мембраны, обеспечивая тем самым доступность фосфолипидов и акти
вацию фосфолипаз.
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