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քքԴՀ ЧОТ
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1«ՈՎԱՆԴ1Ա։ՈՒ»*ՅՈՒՆ
Բար«ւյ/«Ոէկ Դ. Վ.. ’inqinqli". Վ. II.. ԱֆրիկյԱւն I;. Դ. Bat'lltuS էhurinՀ.V'/ГX.'՜Տ Sllbsp.

dfindrollniiiS րոահերի Լկուսղիական ե .ր երո յոգիս, կան հատկանիշները . 2} ՜ւ
P"-u];ii։cjiuii'. Մ. Հ., 1Ռսցն:.<)յււ>ն է. Դ., 1Ս.դ|արսս1> Ն. Պ. Միկրոսրր/անիղմ1.!.րի մ՛Ու սրաւյե ■

ն՛եղի և fH'lf մաոաղւ.ւ թնհրի նկւստմամր գգաjn.bn.flյան վրա ցիրI./Iե/inք)ք)վի ւսգգե-
ո.ս[) յունը ........... 2.44

‘4ոււ|ււվ ;էա. Դ.. ճամդյսւճ Մ. Դ,, Ադա^ւււնյան Ջ. Ս.., Զաքտրյաս Տ. II.. //.,,•եցիֆիI, ւվայա
րլպ-ակտերիաներով ար:մո< յտի կ.ս)յո.սի ագո.ոֆիըււ4ղ ասոցիացիաների ոտացՈէմր 2Տ9 Դո՜կիՕյաքէ I1. Վ.. Դավթյւս' 1Г. II., ,հյո.ոավորված ամինաթթուների արան и տ ՛էին 1.1 րյ ւ.՚> յ /■
իղոԼՆղիմային սպեկտրը {'.and III it ւ.եոի խմորասնկերի աճման պրոցեսում . 234Ս.|ԼՌանււսն I։. <1-.. Մ։պա|»յաձ 1Г. Ն., U*uirl|nujuili I. II. AltreDbasid Ill П1 pili'11ւ1<1Ո$ ի
քեփա-ֆրա կտոֆո. րաՆոգիգտգա յի սինթեղր' կախված ցան րսանյո. թ ի հտասկրգ 299•Խս|>ւփ1.| ւսւ '. II.. Դ.. Ղօւկ՛ սյսւձ Ն. Ա., Աուսքհյյաքլ Հ. Հ. '•)ոյիքթիւենգյիկոյի յուծու յթներամ

Նոէկւեի1.սւթթուներ՚։ կւ.-ոո.ցվ<սձ րի ւոււանՅնահւստկութ յոէնների մո/յեյային ոէօռմ- 
նւսսիրություններր ........... 31)3Զութարւա". Ս. Վ.. 1*֊յււ։1'՚.՚Հւյա1. Լ. II . P'nnjjiub lb. Հ. Տ Н -խմըերի և ՀիսՕէիգիեւսյիՆ մնա-
սորրյների թ'[ի որոշումը խմորա սնկային ...րգինաղայամ ..... 310ԴԽւրդոււև Ս. Լ.. Qntpiuրյած Ս. Վ.. P'ciiiituiijiiiG I,. IK. Р'ГшушГ։ 1Ւ. Հ Խմորասնկերի b
IP"Pql< արղինազաների որոշ հաւոկութ քՈէՆների համ եմ ասւակսւն ոէոումնւոււ/՚րուք1շոէՆր 3'1 

1!ш1|И1|1шГ| Ս. Ս'. Գ/խարկավոր սնկի Nematdloma քiis4tcnl<iгe {Ihtds.: Ւ՚ր.) Karsl.
աՆաիֆոէնղխսւ ակ՚ոիվութ շունը . . . . . . 3 ք !>Հ.<1||ււ1ւփյա1> Լ. 1Լ. Անաէ-րոր ինֆեկցիաները անէււղասէ պա յմ անՆերւ.է մ պահվող վայրի
կսոակտվորներքէ մո:ո և պարենըիմային օր ղանների մորֆոքողիական ընոէթաղիրը 3 ՚Խսչատրյան Ա. Ժ-. Սօ^ղաէտվ Մ Վ., ‘burquirjiub II. II. ^«’ГГаГГЛ z.՛.V/՚՜ւeSCfiHS ըակ- 
աերիաների ֆոոֆաաայի՝. պաոենցիայր bll ~է!Հ '՜-.պոմպերի հ ար ար եր ակրու /1 յէէւնը Տ՚Հ՝

Հսւմսւււոտ հաււսրւ]Ո|մճԼր
Լ1. Sll-Г. a|Mitiq, Ս.ֆր|1կյաք> է. Ղ. BliellltiS I hit ri/igifrisi 3 Id էէերոսւիպի շւոամեերի 

րնուիաւքիրր ե Լկոքողիան . 332Ս 1ւ4>ւ;ււ|կւ<հԱ>.լ II. Տ, ‘հււքէողենության պ/սպմիէքների ֆենոաիպիկ արտահայաոէթ յոէննկրր
Enterobacterial еаг րնւոս/նիրի որո. ներկա յ.սցո>էյի.ների մ Ни. . . . 333Լէ. Sjbf< .1>|։n>q Ս՚իշաւոների ե հողի Լնւոոմոպաքքորյեն մ իկրոֆքորա յի մաււին . 333Րսպւյասարյաքւ Ь. Դ.. Գրյպորյա ՜ 1Г. I).. Դավթյան Մ. Ա. Ամոնիումի աղերի ււպրյեէրս- 
թյունր Candida flUlllirrinutldii BKM \-42 խմորասնկերի կողմից վաքինի
D-իզոմերի յուրացման վրա .......... 337Զ"’<|։\|։սէւ Ս. II., Ջանփս|1Ա1|յար I.. 0.. Ա||ալյան IK է. Հայկական Ս11Հ պայմաններում
ասույ կցիլոսյսի b վայրի զարու ֆեեոաիպիկ նշանների րահակական անայ իզյ. . 341)Դ^1|յաս II.. II. Փափուկ ք/որենի մո. աարիւոէթյուէւր օնաոզենեաիկական աարրեը Հազում

ունեցող հսւսղերի սերնզում ......... 342Ղս*է|1Ա1՝յաս 4. In. Հիրրիդային ղաճաճո./)յան տարրեր ֆենոտիպերով ցորենի րւսըրյ 'իր՜
րիղների մասին .......... 343

|1թմոքւյա1'< հ. ‘l'., Հսւ|ք|1սս;'ւիսյււ:Դ. Դ. Ակտինոմիցին D-/| ցի-ոողենեաիկական էֆեկտը
Cr&plS Capillaris -ի .սրմտտա^տյրերի ր•իյն1)րի վրա ..... 343Դաւշսլւան II. Ս... ՓաքւՈ11յսւ1'՛ Ա. Դ. Դիհիղրոկուկոէրրիաացին {)•{. ղիղ11ո<կոզիղի աղղև- 
ցությոէնր ստրեսի վիճակում ցանվող տոննաների էյարպի միկիոսոմների յիպիղ- 
ների զերորսիգային որոիդացմտն վրա • • • • • - • .3^1Դ«փւյսրյւս!'ւ Դ. Ս.. Նւսղա>յէսն Ս. й., 1քինասյաք| Ս. Ն. Վերատմինւսցմւսն ֆիրմենտներյ.
րրոնխոոյնեմոնիայի րումմաե .յիաղնէւսս/իկայոէմ ե զնահւսսւմւսէք, .մեյ . - 3->4
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11արlj|lUllt|tu J. IF.. ^hrl>«jcu(i IL. f?_. ^>^7/''*'"7l,'>*><*/A« ակ:ր,իվ յիաէքՈէ '՛էր ;ւե/.Հւ/ւ *"77 •Տո՚ ՜ 
ի/Ոէնր ի՚սւէշորշի ր/ժւհպւ ւււրմւսսւակա/վույ սորսւԼ/վւ շիվերի .որ։} •.<էոակա/մւսՆ վրա ՅՏ6 ԱՀւտոսյսւ'1 II,. II., IFuir Ությւսս II. 11. Ամ ինաթթուներր և Uu/իաակւււ րՀ.1. ֊. ■ խաղողի վևղե-
ւսւսաիվ օրգաններում րստ վեհնuuug/>*"</» ւիու/Լրի ...... 3Sf ճակոքյաքւ է՛. IL., Քա|սւճք>սւրով Ա. II... UlnHif|uiq 11'. 11... Աւ|Լսփւսւսս Մ. ժ. Հերրիցիդ-
նևրի օիէւաեմ ատիկ կիրաոմ ան աղդև ցո։ի/ո։նր ս/սրղաւոո։ այգիների '’ողի ‘եիկ- 
րոֆքորս։ յի վրա Հա/կական 11Սհ. Արարատյան Հարթավայրի պայմաններում 357Նիկողոսւան ՝|. Գ. Ա մ ոնիֆիկատորՆԼ րի ։ոարսւէվ։։ւ^ո։11յոէնր ս տեսակային կաղմր Սևանս։
լճի լրում և րնաՀույերում .......... ՏՏ9Ալեքսանյաև և. IK, Խւսյայորյան Ա. IL, Մսւրկոսյսւօ 1,. II. ք:Լաա- կրուկւոոֆուրանողիղսյ-
զա/ի, "“ւի^՚ակուցի , պիգմենտի և պ ույրՈւյ անի րիոււինթեոր AllCt'։’Ււ1 SidlUM ’’•ll- 
ltilans-ի կուլսւիվաց ։i ան պրոցեսում ազոտի տարրեր աղրյոլրնե-, b մի*ավ այրն !■ ր/1։մ 353

I,»ր|«։»յ»ւ»Ռ •!՛. II., lliurquiuiu ft. 11.. Դւփտւրյան 1հ. Ա., Դավթյան II. Ա. Ս իկրոկ/եմենսրևերի
պարունակության ։ի/ւ։իր.խուի։յո։հր առնետների սրզտննԼրոէմ i Հ լուսված քէներսէմ
*Արզևի» հանրային ջուրր fuJL/ni կուրսի ազւյե լյո։թյսւս տակ • - • 360
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ЭКОЛОГИЧЕСКИЕ И СЕРОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 
ШТАММОВ BACILLUS THUPJNGJENS/S SUBSP. DENDROLIMUS

Г. В. БАРЛИ ЩУК. В. С КУЛАГИН. 3. К АФРИКИ Н

С использованием истощённых И-антисывороток изучены серологические свойства 
120 природных штаммов серотипа 4 В. thuringiensis. Среди культур данного серотипа 
впервые показано существование штаммов с антигенным строением 4а и 4п. а также 
возможность диффере։ширования культур var. (uviensia по высокому содержанию аи- 
тигёпнной фракция 4в и их выделению В самостоятельный биотип.

Ուսումնասիրված են BOCillllS t/luriflgifttSlS սւեւււսկի չորրորրք սերոտիս/ի 120 բնա­
կան յսքամների էւհրուՈէ}իակւսն հատկանիյնԼբՀ օւ/տացործեյ քվ մարակային ՀակաքիՀակՆերւ Աո ill- 
քին անցամ հաստատված են (11 lldr()/Հ/ՈէէՏ եՆի ատեոlul/fi մեջ Հ.՜ւ ՀՆ ենքհսոերոտխւ/երի ши- 

/it/jUf/ui եաձ VUf. tUVlCn SlS ենք/mUI ե՚սակին U/Ш Արկանող կոր [U>m թաների 
աոանձին րխւաքւ-յ/ի խ;ենտ/ւ1իիկս<ցիա էի Հնարավորութ յՈ.նր Հհ անտիցենաւին ֆրակցիայով 
Հակեցված չիոուկի «հնուիյամր

Serological properties of 1?(> natural strains of ’■emtype 4 .'A thuringir՛;՛ : 
have been stud cd using the H-ant ֊serums. The presence of «uhsemtypes 4a ad 40 
Las. been revealed for the first time ս-itli՛n the studied cultures <՝ Bacillus thurin- 
girr.sis subsp. dead ra limns. The possibility of the iden.ilicatb ՛.; of var. tuvb'nsis 
strains as a separate biotypc by the use of high content of 4b anfigcnc fraction has 
beta staled.

Ключевые слова: злтдмопатменпые бациллы. л1ииробиаметсд. дендрорациллин.

Энтомопатогенньи՛ бациллы вида Bacillus iituringiensis широко 
распространены з 1рлроде, они выделяются из насекомых в различ­
ных эколого-географических зонах, что говорит об их большой эко­
логической пластичности. Выделено свыше 20 серел ипон В. ihtiringi- 
ensis, поражающих более 500 видов насекомых в лесных, декоративных, 
древесных насаждениях, в садах, на виноградниках и полях.

В Северном Прихубсугульс МНР, где эитомопатогенные бакгери-
>ныс препараты никогда не применялись. В. Ifttiringieirisis был выде­

лен из эпифитной микрофлоры 7,3% образцов растений! Հ.8% образцов 
почий и 1,9% живых насекомых [7]. При обследовании стаций обита- 
иия насекомых патогенные кристаллофорные бациллы данного вида 
выделены из 50 видов насекомых и с 22 видон древесных, кустарнико­
вых и травянистых растений [б].

При обследотзании 57 водяных мельниц з 22 районах области Косо­
ва (Югославия) установлено широкое распространение- В. Hmriiigien- 
sis среди 5 видов чешуекрылых (Epheslia kuhniella, Е. plutella, Pio- 
Jia interpuncieUa, Plulella rnaculipennis, Piralis farinalis) |22J. 
Бактерии данного ви.да выделялись в пределах 2—72% обследованных
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личинок мельничной огневки во всех исследованных районах, причем 
была выявлена приуроченность их именно к мельничной огневке. Дру­
гие виды чешуекрылых даже в одном месте были заражены в меньшей: 
степени.

Ромашовой с сотр. [10| была показана возможность переноса и 
распространения этих бацилл в различных районах земного шара с 
помощью перелетных птиц. Культуры В. thuringiensis выделялись в 
3,8% проанализированных образцов арагасовых. иксодовых, кошар- 
пых, куриных клещей, постельных клопов, пухоедов, внутренних ор­
ганов и перьевого покрова домашних кур. фазанов, грачей, ворон се­
рых. воробьев полевых и домашних.

По мере накопления данных природные штаммы, выделенные в раз­
личных эколого-географических районах, по физиолого-биохимическим 
и серологическим свойствам внутри некоторых серотипов подразделя­
лись на биотипы [4, 17 19]. В зависимости от частоты встречаемости 
того или иного серотипа Африкян [I. 2] предложил выделить эколого- 
географические зоны: sotto. aizawai Дальний Восток; dendrolituas— 
Сибирь; alesti—Европа; Caucasians Кавказ; kenyae — Африка; ento 
mocidus, finitimus — Северная Америка, а культуры серотипов berli- 
пег (thuringiensis) и galleriae как широко распространенные раз­
новидности без определенной эколого-географической локализации 
10 21-

Изучение экологии разновидностей В. thuringiensis важно для по­
нимания хозяиио паразитарных отношений в биоценозах, в особенности 
для вредных насекомых, дающих вспышки массового размножения на 
больших площадях. Эти исследования имеют существенное значение 
для целенаправленного поиска н природе штаммов, отличающихся высо­
кой энто.моцидиой активностью, и разработки способов их более рацио­
нального и эффективного использования. Выяснение закономерностей 
экологического распространения разновидностей В. thuringiensis позво­
лит выявить условия выживаемости и репродукции этих бактерий а 
природе, что имеет основополагающее значение для рационального и 
эффективного применения инсектицидных препаратов из культур данно­
го вида. Особый интерес представляет вопрос о приуроченности отдель­
ных разновидностей к отдельным видам насекомых в плане выявления 
их ia.uaнтацирнной изменчивости.

Ромашова с сотр. [10] при изучении штаммов, выделенных из кле­
щей и других насекомых в Киргизии, отмечает наличие следующих се­
ротипов: I thuringiensis, \' — galleriae. IV dendrolimus. 1Ьнболее 
часто высевались культуры серотипа 5. При изучении микрофлоры по­
стельных клопов из разных районов Киргизии было установлено рас­
пространение пяти серотипов — thuringiensis, dendrolimus и galle­
riae ,alesti, subtoxicus.

Японскими авторами [20] были проанализированы Н-анти гены 241 
штамма кристаллрфорпых бактерий, выделенных в основном и: испраж­
нений гусениц тутового шелкопряда нескольких префектур. По их 
данным, в Японии преобладают серотипы alesti, aizawai, sotto, dead- 
rolimus, morrisoni. Сравнительно редко встречаются культуры серо’ 
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типов 11и1ги1£1еп$1я, пигзЮМ, Ьепуае, 1оита.по//К Отмечено, что 
бактерии, принадлежащие к р-азным серотипам, иногда выделялись од­
новременно из одной и тон же гусеницы.

Талалаева [1-1|, изучая 300 культур В. ։кипп£1еп51$, выделенных 
из различных видов насекомых, установила, что в Сибири наиболее рас­
пространенными серотипами являются йеП(1го11ти8 (59"։.», Ишгт<*1вп֊ 

5/5 (33®ё), £аИег1ае-сапас1еп818 (6%), а1е$Н (2% от числа всех иден­
тифицированных культу р).

Малоквасова и- Черышева [9] при -анализе микрофлоры денлро- 
фнльиых чешуекрылых Дальнего Востока отмечают преобладание се­
ротипов (1е.п(!го1ипи.$.

Африкян и Чил-Акопян [3] из тутового шелкопряда, насекомых- 
вредителей, почвы и других природных субстратов различных географи­
ческих зон Армении выявили 7 серотипов В. Чаше всего
высевались культуры серотипов саиамси.ч (дагпШсиНетшз) и %а11е- 
Пае\ реже — депдгоГипиз и тогг1$оп1, совсем мал՛՛ — ^игт&епмз, 
аГеМ'. Обнаружены районы очагового 'распространения 'культур от­
дельных серотипов [16].

В данной работе нами обобщены результаты изучения штаммов 
В. [Ниг1П§}еп818. выделенных из различных источников в таииях оби­
тания насекомых таежной зоны.

Матерна,] и методика Объектом исследовании служила коллекция из 132 кул..- 
пр В. 1Ниг1г^1епз1$, выделенных в разные голы в лаборатории экологии и микроб-.: >- 
логии насекомых НИИ биологии при Иркутском госуниверситете. Культуры бактерии 
выделены при исследовании микрофлоры почвы, растений и насекомых из лесных и 
степных биоценозов, где энтомопатогенные бактериальные препараты не применялись 
(табл. 1). Основная масса культур В. (11иг1пЕ1еп$1а была выделена в Иркутской об- 
ласгл.

Суспензии анализируемых образцов пастеризовались при 75® в течение 20 минут. 
Микробиологический анализ проводился рассевом суспензии на поверхность сухого пи­
тательного агара или агарнзованяон л рожже-полисах а рядной среды.

Для изучения морфологических, культуральных и фнзнол>?го'биохимнчсскнх пока- 
зателей пользовались схемой, предложенной Де Баржах и Бонфуа [17—19]. Для 
и-.учення антигенного строения исследуемых культур были получены аитнжгутнковыс 
сыворотки серотипа 4 по схеме Де Баржах и Бонфуа [17]. Иммунизация кроликов 
проводилась комбинированным способом: полдозы внутривенно в хрзевуй ушную 
вену, 1ЮЛД01Ы—в бедро [ 12]. Истощение 11-антисывороток проводили по модифици­
рованному нами методу Де Баржак и Бонфуа [17] и Кастеллани [8] С этан целью 
каждую сыворотку адсорбировали антигенами другой культуры для устранения гомо­
логичных антител и выявления специфичности [8, 17, 18]. В качестве типовых куль­
тур для получения Н-антижгутмковых сывороток R. 111:1Г1а§]'епЛ‘. использованы типич­
ные для отдельных серотипов штаммы из коллекции Института микробиолог»:) АП 
АрмССР: шт. 1901 (деп<!гоНти$). шт. 1002 (зоНо), шт. 1006 
’ 1010 (кечуае). Биологическая активность проверялась на гусеницах непарного
шелкопряда по БК50 и коэффициенту активности штаммов (•<_, ), который предсгап- 
ляет собой отношение срсднелстальных копцентраций (БК5С) штамма* ганола н испы­
туемого штамма. В качестве штамма-эталона использовали .продуцент дендробацил- 
лнна.

Результаты и обсуждение. Талалаевой и Покровской [13—15] 
было установлено, что по 11-антнгену серотипы $оИо и (1епдгоИти.ч 
разделить невозможно, что было подтверждено японскими учеными
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Табл и ца 1. Происхождение выделенных культур 3. :1тг1п^ :гп\15

Место 
выделения Источник выделении № штаммов Год вы­

деления

Иркутская Растения 1. 2 1974
область 29.30.31.32 121 1980

34 1981
Почва 3. 4. 5 1978

25. 26 1979
33 1980
35. 36 1981
59 1982

Гусеницы сибирского 
шелкопоада (банил.то- 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13 1978
носители) 37. 33. 39. 40 1981

1усеиииы сибирского 41. 42 1981
и елкопрядд (трупы) СО. 61. 62, 63. 61. 65, 1982

88. 89. 90. 91 1983

Насекомые, сопутст- 14. 15. 16, 17. 18. 19. 20. 21. 22. 23,24 1978
нуюшке сибирском у 27. 28 1979
шелкопряду и бнопс- 
козс (бациллоносители)

43, 41. 45. 46. 47, 48. 49. 50. 51. 123 
>92. 93. 94. 95. 96. 97. 98, 99. 100.

1981

101. 102. 103. 104. 105. 106. 107. 132 1983

Читинская Растения 108. 109. 119. 111. 112. 113. 114 1983
область Ночи а 117. 118. 119. 120 1984

Бурятская Гусеницы с и бирс кого 66. 67. 68. 69. 70. 71. 72 73, 74. 75.
1982область шелкопряда (трупы) 76. 77. 7$. 126. 1'27

Монголь- Раст спил 52. 5’2. 54. 122 1981
скан Народ- 79. 129 1982
ная Респуб- Но я н л 55, 56. 57. 58 1981
лика (Хуб- «0 124. 125 1982
сугуяьскнй Вода 115 1983
аймак) Насекомые 81. 82. 83. 81. 85. 86, 87. 128 1982

(бацилдоносите, и) 116. 130, 131 1983

|20]. Одновременно ими было показано, что биотипы четвертого серотипа 
(1епс1гоИтиз. кепуаё отличаются дру! от друга свойствами 

О- антигенов: сыворотка В. Ишг1п£1еп$18 зиЬзр. (1еп<1гоЬти.з вызывает 
преципитацию антигена в низких титрах, а сыворотки зоКо и /ге- 
луае — в сравнительно высоких.

Результаты наших опытов по перекрестной реакции при применении 
а птяжгу тиковых сывороток к типовым культурам разновидностей <1еп- 
йгоИтиз, зона. (иъ1ел$£з, кеиуае приведены в табл. 2. Из пред­
ставленных данных следует, что антисыворотка, полученная к куль­
туре с!епс1гоНтиз, дает положительную реакцию агглютинации в раз­
ведении 1:12800 с антигенами культур с1еп<1го1ипиз, зоНо, (иснензгз 
и в разведении 1:400 с антигеном кепуае. Антисыворотки, получен­
ные к штаммам хогго и (и:чепз1з, агглютинировали с испытуемыми ан­
тигенами точно каким же образом. Анти ж гут и ков а я сыворотка куль­
туры кепуае вступает в реакцию агглютинации в разведении 1:800 с ан­
тигеном йепс1гокп:из, в разведении 1;400 с антигенами зоио и 1иъ(епз1$ 
и 1:12800 с антигеном кепуе. Представленные данные свидетельствуют 
о принадлежности испытанных культур к четвертому серотипу и серо­
логической идентичности культур йепйгоНтиз, $оИо, 1иъ1еп81з.
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Таблица 2. Перекрестная агглютинация при применении сывороток к культурам 
серотипа -1 li. thiirlngicnsls

Аитижгутиковые Антигены разновидностей
INBUjlUlhH 

к культурам dendralimus sotto tuviensis kenyae

dendroifintis 1 ։12800 1:12800 1 :12800 1:400
sotto I :12800 1:12800 J :12800 1 : 400
tuviensis I :12800 1:12800 1»12800 I : 400
/гепуае 1:800 1:400 1:400 1 :12800

Более детальное изучение антигенного строения культур четвер­
того серотипа проводилось с помощью истощенных сывороток. Схема 
истощения и ее результаты представлены в табл. 3.

Таблица 3. Перекрестная реакция агглютинации при применении истощенных сыво­
роток к культурам серотипа 4 Я. {киПп^ен.^

Сыворотка 
к культурам

Насыщение 
CHBOpOJOK 
антигенами

Антигены разнонндностен

(lend rolimus sotto tuviensis kenyae

pendrotimus sotto 0 0 —
tuviensis 0 — 0 —
kenyae 1:3200 0

sotto dendroUmus 0 0 _ —
tuviensis 0 0 —
ken ya c — 1 :3200 — 0

tuviensis deridr oil nuts 0 ,— 0
sotto — 0 0 —
kenyae — 1:12800 V

kenyae dendrolimus 0 — 1 :6400
Sotto — 0 1 : Г40О
tuviensis — — 0 1 :6400

Условные обозначения: (0) — отсутствие реакции агглютинации; ( - )—реакциз
агглютинации le ставилась.

Показательно серологическое родство культур разновидностей 
de ad г о limits, sotto, tuviensis. ггис ы ворот ;«а, полученная к культу­
рам dfindrolunus. при насыщении антигенами sotto полностью теряет 
свою агглютинабелыюсть, что свидетельствует о полной адсорбции ан­
тигенами sotto антител сыворотки dendrolinius.

При насыщении к культуре .sotto антигенами den d го Нт и s происхо­
дит также полное истощение последней. Из этого можно՛ сделать вы­
вод об одинаковом антигенном составе культур dendrolinius и sotto.

В результате четырехкратного последовательного насыщения сы­
вороток от к\ тьтур dendrolinius, sotto антигенами tuviensis про­
исходит полная адсорбция антител указанных сывороток. Антисыво­
ротка к штамму tuviensis полностью теряет а гглютина белья ость при 
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однократном насыщении антигенами dendrolimus. sotto. Известно, что 
полное истощение антисыворотки настукает тогда, когда набор антител 
беднее или соответствует набору антигенов в культуре, используемой 
для истощения. Результаты перекрестной реакции агглютинации с при­
менением истощенных сывороток позволяют сделать вывод об идентич­
ности антигенного состава культур dendrolimus. sotto. luuieitsis по 
формуле 4а4н.

При насыщении сывороток, полученных к культурам dendroli­
mus, sotto, tuviensis, антигенами kenyae сохраняется их специфич­
ность в титре 1 :320Э (dendrolimus, sotto) и 1:12800 (tuviensis) за 
счет антител 1в. Поскольку антигенная формула kenyae- laic, эти 
данные указывают на адсорбцию антитела 4а (табл. 4).
Таблица 4. Результаты перекрестной реакции агглюгннаиин при применении исто­
щенных сывороток к культурам ссротнпа 4 'i. tfiuri.igiensis

Сыворотка к куль­
турам разновид­

ностей

i lacbuijeime 
cwaopordk 
антигенами

Резуль ՛. a r

dendrol (mus sotto
t и viens is 
kenyae

4з4з 4a4a = 0
4a ‘la — 4*14в — 0 
4Яа- 4а4с 4ч

sotto dendrolimus 
tuviensis 
kenyae

4,i la 4j4j = 0
4:-i4b — 4i4h = 0
4а4в — 4a4c == 4o

linden sis dendrolimus 
sotto 
kenyae

4а4з — 4а4н — (1
4’4н —4а4в 0
4a4n — 4а 4 с — 4 и

kenyae dendrott/nns 
sotto 
tuviensis

4з4с 4а 4 в = 4с
4с - 4а4в = 4с
4с — 4а֊»и — 4с

При насыщении антисыворотки к культуре кепуае антигенами </сп- 
(1гоИтиь, зоНо. (и-о1е/1313 была получена моноре цепторная сыворот­
ка 4с.

Для дальнейших работ возникла необходимость проверить равно- 
качественность трех полученных сывороток с антителами 4в (табл. 5).
Та блица.5. Перекрестная реакция агглютинации истощенных сывороток 4в

Сыворотки, исто­
щенные актиге- 
иои. к культурам

Антигены разновидностей

dendrolimus Sotto tuviensis

dendrolimus 1:3200 1 : 1600 1:12800
sotto 1: 1600 1 -.3200 I ։12800
t и v leasts 1 :3200 1 :3200 1 ։ 128' X)

Из данных табл. 5 видно, что имеется некоторая специфичность 
истощенных сывороток. Т.ак, сыворотка к культуре dendrolimus агглюти­
нирует с антигеном dendrolimus в титре 1.3200, а с антигенами sotto- 

280



1:1600 я, наоборот, сыворотка к sotto агглютинирует с антигенами den- 
drolimus в титре 1:1600, -а то время как с антигенами sotto реакция идет 
s повышенном титре- 1:3200. Реакция агглютинации истощённых сы­
вороток к культурам dendrolimus, sotto, tuviensis с антигенами 

культуры tuviensis идет и высоком тигре 1 :12800. Эт > свидетель­
ствует о высоком содержании антигенной фракции 4н в культуре 
tuviensis.

Полученные монорецепторные сыворотки использовались для я.чу- 
чеивя антигенного строения 120 природных штаммов четвертого серо 
типа (12 выделенных штаммов—представители других серотипов В. thu- 
ringiensis), Поскольку была выявлена разншьа в количественном со­
держании антигенов 4 в, реакция агглютинации ставилась со всеми ис­
тощенными сыворотками к культурам dendrolimus, sotto, tuviensis. 
Для изучения антигенного состава природных штаммов использо­
валась также неистощенная сыворотка kenyae. Предварительно стави­
лась реакция с моиорецепторной сывороткой 4с, и если результат был 
отрицательный, то природный штамм испытывался в реакции агглюти­
нации с неистощенной сывороткой kenyae, гем самым определялось на­
личие антигенной фракции 4а. С помощью истощенных сывороток бы 
до выявлено 8 культур разновидности kenyae (штаммы 59, 82, 104, 105, 
Юб, 107, 114, 119). Эти культуры с сыворотками 4в не агглютинирова­
ли, а с моиорецепторной сывороткой 4с реакция агглютинации проте­
кала в высоких титрах 1:12800, кроме штамма 82 (1:3200), который, по­
водимому, беднее ио содержанию антигенов.

При помощи истощенных сывороток с набором антител 4в выявле­
но четыре штамма, которые не агглютинировали ни с одной из трех 
испытуемых сывороток, тогда как с неистощенной сывороткой kenyae 
регистрировалась положительная реакция агглютинации. 11о-видимо- 
му, природные штаммы .\-?№ 15, 52. 75. 98 имею՛։ антигенную форму 
л у 4а.

Выявлена серологическая группа штаммов, имеющая антигенную 
формулу 4в- Штаммы 18, 40, 61, 69 агглютинируют со всеми моноре- 
венторнымн сыворотками 4в, а с истощенной сывороткой 4с и с неис­
тощенной сывороткой kenyae дают отрицательную реакцию. 104 штам­
ма агглютинировали с истощенными сыворотками 4з и неистощенной 
сывороткой kenyae 4а4с и не вступали в реакцию с моиорецепторной 
сывороткой 4с.

Поскольку была выявлена некоторая разнокачественпость исто­
щенных сывороток с набором антител 4н. представилась возможность 
выявить серологические особенности в группе природных штаммов с ан­
тигенным строением 4а4в. Шесть штаммов агглютинировали в высо­
ких титрах (1:12800) со всеми тремя истощенными сыворотк-амн 4в. 
Сравнивая полученные данные с результатами перекрестной реакции 
■агглютинации истощенных сывороток 1в с. типовым штаммом tuviensis 
(табл. 5), можно предположить, что штаммы 26, 27, 73, 92, 94, 115 пред­
ставляют собой биотип tuviensis.

Штамм 53 агглютинировал в титре 1:1600 с истощенной сыворот­
кой sotto, в то время как с истощенными сыворотками dendrolimus и 
tuviensis, имеющими также набор антител 4в, реакция агглютинации 
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протекала в титре 1:200. Хотя исковые штаммы (табл. 5) ведут себя в 
перекрестной реакция агглютинации с истощенными сыворотками 4в 
несколько ншаче, подобная специфичность природного штамма 53 по 
отношению к истощенной сыворотке sotto дает основание условно отне­
сти эту культуру к биотипу sotto.

Большинство изученных штаммов (97) нами отнесено к биотипу 
dendrolimus, Титр в реакции «агглютинации этих культур с истощенны­
ми сыворотками dendrolimus и sotto (4в) варьировал в пределах 
1:200—1:6400, й с адсорбированной сывороткой ear. tuviensis—1:200 
1:3200, тогда как типовые штаммы агглютинировали с этими сыворот 
ками в титрах 1:1600—1:3200 (табл. 5). Истощенные сыворотки к 
культурам dendrolimus и sotto в реакции агглютинации с природными 
штаммами в Основном вели себя разнозначно. Только у шести культур 
(10, 54. 55, 56. 62. 63) «регистрированы более высокие титры в реакции 
агглютинации с сывороткой dendrolimus но сравнению с сывороткой 
sotto. Выявлено 3 штамма (8, 90. Ill), которые вступали в реакцию 
■аг.лютинапли с истощёнными сыворотками dendrolimus и sotto в вы­
соких титрах 1:6400—1:12800, в то время как с адсорбированной сыво­
роткой tuviensis реакция отмечалась в титре 1:800—1:1600. Проявле­
ние такой специфичности, по всей вероятности, нужно рассматривать 
как особенность этих природных штаммов.

I Доведенные сравнительные исследования физиологи-биохимиче 
еккх свойств шгаммой в основном посверлили их распределение на се­
рологические группы (табл. 6).
Таблица 6, Отличительные физиолого-биохимические свойства природных штаммов 
серотипа 4 В. thurlng tennis

Серологияескли 
группа №№ шиммов Отличительные i|՝hjhq.ioi о-биохнмхче- 

скиг* гкОйстяа

кепуае 59. 82. КМ. 105. 106. Уреазу o6txi.jv.oT. салицин усван*
107, 114. 119 UdlOI

sotto 53 Сахарозу усваиваки
4а 15. 52, 75, 9-8 Уреазу не образую:
4ч 18, 49. 61, 69 C.ix.ipoiy, салшин! tie усваиваю!

tuviensis 26, 27. 73. 92. 91. 115
dendrolimus 97 шиммов

Первая группа культур разновидности кепуае образует уреззу и 
ферментирует салицин, что является отличительными признаками этой 
ри шовидностн. Разновидность йоИо отличается от ЛепЛгоИтип только 
по усвоению сахарозы. Идентифицированный нами штамм ферменти­
рует сахарозу. Однако физиолого-биохимических тестов, отличающих 
штаммы серотипа 1 с антигенным составом 4а и 4в. а также штаммы 
։ии1спмп от культур dendгolimust не выявлено. Все эти штаммы обра­
зовывали ацстилметилкарбинол, не усваивали салицин, сахарозу, ман­
нозу, обладали амилолитической, протеолитической, лецитиназной лк- 
тмвнретя.ми, не продуцировали уреазы. По данным Красильникова и 
Гукасяна, разновидность (ишепмп отличается от dendrolimu$ образо- 
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капнем сероводорода ՛ индола на белковых средах [5J. Но данным 
Африкяна, штамм tuulensis по своим особенностям соответствовал куль­
туре dendrolimus, исключая образование [5-гемолизинов в противопо- 
ложность а-гсмолизинам, обнаруженным у типичных культур сёротниз 
dendroliinus [1]. Приведенные данные соответствуют выводу Де Бар- 
жак и Боифуа о совпадении серологических свойств с биохимическими 
[18]. В данном случае родство культур tuuiensis и dendroli/nus очевид­
но. однако имеются серологические к биохимические особенности, по­
зволяющие дифференцировать их как разные биотипы.

Изучение природных штаммов в пределах одного серотипа с помо­
щью истощенных Н-антисывороток позволяет выявить их особенности, 
которые, очевидно, впоследствии сказываются на специфик՛? патогене­
за. вызываемого этими бациллами. Работы Крявиенчик [21] подтвер- 
ждают это предположение. При исследовании 2-13 штаммов В. thu- 
ringien'sis ею было установлено, что ио жгутиковому антигену подвиды 
большей частью совпадают с группами, выделенными но серотипирова- 
иик> кристаллов и оценке спектра энтомоцндной активное! и.

В наших исследованиях штаммы испытывались только к непарному 
шелкопряду. Группа штаммов с антигенной формулой 1а сказа 
лзсь низковирулентной (Ки был меньше единицы), культуры, иденти 
фицированные но антигенному строению как 4в, высокое» рулеитны ми 
(К" выше единицы). Однако для достоверных выводов необходимы 
более детальные исследования, включающие широкий спектр насеко­
мых.

Нашими исследованиями установлено, что из 132 штаммов, выде­
ленных из различных природных источников в Иркутской. Читинской 
областях. Бурятии, ia также в МНР. 97 культур являются типичными 
представителями dendrotUnus но серологическим и биохимическим при­
знакам. Приуроченное:ь распространения типичных штаммов dendro 
lituus к зоне Сибири подтверждается работой Талалаевой, Малаквэ- 
совой. Глуховской [15], посвященной изучению дальневосточных штам­
мов, выделенных из различных видов насекомых в Амурской области. 
Хабаровском и Приморском краях.

Изучение антигенного строения природных штаммов четвертого 
серотипа с помощью истопи иных сывороток подтвердило наличие двух 
групп с антигенным составом: 4а4с и 4а4в [И, 19, 20]. Первую 
группу представляет биотип kenyue, вторую—разновидности dendro- 
Umus, sot to, luviensis. Однако на основании повышенного содержа­
ния антигенной фракции -1в в культурах tuviensis впервые показ,аяз 
возможность выделения его в самостоятельный биотип. С помощью 
истощенных II-антиеывороток впервые выявлено существование при­
родных штаммов с антигенным строением 4а и 4в. Таким образом, ис­
пользование истощенных сывороток позволяет четко выяви?ь среди на­
бора штаммов одного серотипа группы, отличающиеся по антигенному 
составу жгутиков, и наметить пути их дальнейшего изучения с целью 
разработки эффективных методов направленного отбора штаммов с вы 
сохой энтомоцндной активностью.
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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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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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во-рн.чобиальныс ассоциации- Выживаемость бактерии <•:։;:-л?лялас;. как на среде 
МВ-5, так и па бобовом агаре С целью изучения «лняния культивировании пл нитро­
геназную активность испытывалась обедненная среда V.B 5 без ауксинов и кинетина и 
с 0.2 нормы минерального азота. Нитрогеназная активность определялась ацетилено­
вым методом на хроматографе марки «Цвет-! 10». Подробно методика описана ранее 
| 7] Необходимо указать, что исследуемая каллюсмая культура выделяла этилен, уро­
вень которою подвержен -.гметным колебаниям. Титр бактерии определялся небело 
метрически. Соотношение живых и мертвых клеток в каялюсе устанавливалось путем 
прижизненного окрашивания растительных клеток раствором метиленового синего 
(1X10’5). Индекс роста определялся по соотношению неси наросшей каллюсной тка­
ни к первоначал!.ному весу трансплантата.

Результаты и обсуждение. Рост каллюоа люцерны при пассирова­
нии на среде МВ-5 в результате адаптации интгнеифицироиался, и в 
испытанных клоезжах его индекс достигал 20. Для создания зсеоциа- 
цни культивируемой in vitro ткани люцерны с клубеньковыми бакте­
риями испытано два способа инокуляции. В одном случае клубенько­
вые бактерии вносились в расплапленную и охлажденную агаризован- 
ную среду из расчета 10s и 105 клеток на 40 мл среды и после застыва­
ния агара на исто пересаживались кусочки растительной ткани. Во 
втором случае суспензия клубеньковых бактерий наносилась на подрос­
ший в течение двух недель каллюс из расчета 105—10- клеток на I 3 г 
сырого веса ткани. Одновременное внесение в среду симбионтов ком­
понентов приводило к угнетению каллюса, что проявлялось в побуре­
нии, ослизнении его и прекращении роста. Инокуляция же изолиро­
ванных тканей после двух недель культивирования с клубеньковыми 
бактериями не подавляла их роста ризобиямя даже при наибольшем 
из испытанных титров. Прирост растительной биомассы во втором ва­
рианте был в 10 раз выше, чем в первом. Поэтому в дальнейших экс­
периментах бактеризация каллюеа проводилась после двухнедельного 
предка ригельного культивирования его, что соответствовало логариф­
мической фазе роста. При этом в инфицированных каллюсах люцерны 
в первые 15 дней совместной инкубации каких-либо внешних морфоло­
гических изменений, по сравнению с неинфнцированной тканью, не об­
наруживалось. Высев смыва с калл юсов на чашки Петри с бобовым 
агаром или средой МВ-5 выявил, однако, большое количество клубень­
ковых бактерий. Их слизистые колонии визуально обнаруживались на 
каллюсах только па третьей неделе совместного культивирования.

Влияние исходного титра клубеньковых бактерии и сроков совмест­
ного культявирог линя на состояние растительного компонента в >зссо- 
циациях проверялось по приросту каллюспой ткани, соотношению к ней 
живых н мертвых клеток, а также «меристематических» и -плрейхнм- 
пых» клеток, поскольку по этому показателю также можно судить о ст.1- 
пени влияния инфекционного агента. Испытывались следующие исход­
ные титры Rh meliloti, пи. 21/67 и шт. 132/64:10s, 16й и 10« клеток на . 
1,2—3,0 г растительной гкан.й, при двух сроках совместного культиви­
рования (7 и 15 суток). Инокуляцию ткани проводили 4-суточпымн куль­
турами бактерий.

Как свидетельствуют полученные՛результаты (табл. 1), увеличение 
титра инфекционной нагрузки не отражается существенным образом на
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Таблица 1. Влияние исходного титра бактериального ннохулюма на рос։ биомассы, 
содержанке в ней сухого вещества и жизнеспособность растительных клеток в ассоци­
ации каллюса люцерны с ₽Л.
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урожае биомассы (сырой вес и содержание сухого вещества). Законе 
мерные изменения происходят только в зависимости от возраста ассо 
ниацин: на 15-е с; гни се рой вес биомассы больше в. 2 3 раза по срав­
нению с 7-суточной ассоциацией даже при максимальной инфекционной 
нагрузке. Нет резких различий между вариантами опыта и по числу 
мертвых и процентному содержанию «меристематических» клеток.

Следует отметить, что в .ассоциациях с клубеньковыми бактериями, 
особенно быстрорастущими, рост кгаллюспой гкани и жизнеспособность 
растительных клеток в лей. кик правило, сильно угнетаются [5, И. 12]. 
Отсутствие отрицательного влияния бактериального компонениа на 
растительный иногда наблюдается при условии, если ассоциация созда­
стся со специфичными и;гаммами клубеньковых бактерий [10]. Высо­
кая выживаемость растительных клеток в созданной нами знало։ и । 
ной ассоциации—каллюс люцерны корневого происхождения со специ­
фичными штаммами /?/։ теН'оИ—обьясняетСя, по всей вероятности, 
сортовыми особенностями люцерны, использованной для введения а 
изолированную культуру, штаммовыми различиями ризобий и условия­
ми культивирования, в первую очередь, составом питательной среды.

Азотфикснруюшая (активность полученных ассоциаций проверя­
лась в разные сроки совместного культивирования каллюса люцерны со 
штаммами 21/67 и 132/64 на среде МВ-5. Поскольку в литературе име­
ются сообщения об ингибирующем влиянии минерального азота и гор­
мональных соединений па нитрогеназную «активность [9, 14 16. 18], 
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ее определение проводилось также в ассоциациях, культивируемых в- 
течение 48 ч перед определением на обедненной среде МВ-5 с 0,2 нормы 
минерального азота, без НУК, 2,4-Д и кинетина. Результаты опреде­
ления нитрогеназной активности /?/ь теШдИ в ассоциации с каллюсом 
люцерны приведены в табл. 2.
Таблица 2. Динамика нитрогеназной активности А’А. тсШоН п ассоциации с 
каллюсом люцерны на полноценной и обедненной среде МВ-5 (иМ С2Н4/| сухого веще­
ства за 24 ч)

Варианты 
культур Среды

Время совместного культнв рования

12 ч 24 ч 2 сут 3 сут 7 сут

Ассоциация с RI: полноценная 5193 1384 934 1175 185
mfiltloti hit. 21/67 обедненная -762 -330 265 185 — 73
Ассоциация с /?/.՛. полноценная 613 176 228 758 —120
тс ШОН шт. 132,61 обедненная -961 1830 509 120 -ПО

Как видно из приведенных данных, наибольшая нитрогеназная ак­
тивность наблюдалась а 12-часовой ассоциации. Другой пик се отме­
чался на 3-и сутки совместного культивирования. В 7- и 10-суточных 
ассоциациях нитрогеназная активность снижалась вплоть до полного 
исчезновения; к этому сроку существенно нарастало количество эндо- 
.(•иного этилена. Что касается влияния исключения гормональных сое­
динений из среды а снижения в ней содержания минерального азота, 
то, как видно из таблицы, ожидаемого увеличения уровня ацетилен вос­
станавливающей активности но наблюдалось. Только в вариантах од­
но- л двухсуточных ассоциаций со шт. 132/64 отмечалось значительное 
повышение нитрогеназной активности на обедненной среде по сравнению 
с полноценной. Следует отмстить, что и в опы;ах Ничик и Старчснкова 
[6], изучавших влияние трофических и гормональных факторов среды 
культивирования на нитрогеназную активность Rk. lupini в зссониаппл с 
изолированными культурами пшеницы и табака, получены неоднознач­
ные результаты.

На величину нитрогеназной активности ока'зытае՛. влияние доза 
ннокулюма [3]. Испытание различных титров показало, что увеличе­
ние инфекционной нагрузки но всегда сопровождается повышением нит­
рогеназной активности. Максимальная активность для шт. 21/67 отмеча­
лась при нагрузке 2X10s клеток на г сырого веса кйллюса. Дальней­
шее повышение титра в 10 и 100 раз снижало, соответственно, уровень 
ацетилен восстанавливающей активности в 1,5 2 раза. Таким обра­
зом, увеличение дозы ннокулюма сильнее отражалось на уровне нитро­
геназной активности клубеньковых бактерий, чем на жизнеспособности 
растительного компонента в ассоциации. Для получения жизнеспособ­
ных бобово-ризобиальных ассоциаций in vilro с максимальной нитро­
геназной активностью необходимо подбирать определенные соотноше­
ния бактериальных и растительных клеток, оптимальные как для роста 
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последних, так и для проявления азотфиксирующей способности клу­
беньковых бактерий.

В доступной кам литературе мы не встречали сведений о влиянии 
возраста бактериального инокулюма па азотфиксирующую активность 
бэбово-ризобиальиых ассоциаций. Однако общеизвестно, что фермен­
тативная активность микроорганизмов различна в разные фазы разви­
тия культуры и зависят от их фнзиологЬ-биохнмического состояния. 
Изучение влияния возраста клубеньковых бактерий на нитрогеназную 
активность шт. 21/67 в ассоциации с калл юсом люцерны показало, «п j 
после 12-часового совместного культивирования ассоциации, бактери­
зованные 12-суточными культурами ризобий, обладают несколько бо­
лее высокой ацетиленредуктазноп активностью, чем бактеризованные 
4- или 8-суточными культурами.

Во всех опытах нитрогеназная активность шт. 21/67 была значи­
тельно выше таковой шт. 132/64.

Итак, получены жизнеспособные азотфиксирующие ассоциации кал 
люсной ткани люцерны со специфичными штаммами клубеньковых бак­
терий. Хорошая выживаемость растительных клеток е таких ассоциа­
циях позволяет получать перевиваемую ассоциативную культуру. Мак­
симальная нитрогеназная активность наблюдается в ранние сроки куль­
тивирования ассоциации. Особенно высокий уровень нитрогеназной ак­
тивности наблюдается у Rh. meliloti. шт. 21/67 в ассоциации с кд плю­
сом люцерны, fi которой, по всей вероятности, создаются условия взаи­
мозависимости обоих компонентов системы друг от друга. Стабильные 
различия в уровне нитрогеназной активности между испытанными 
штаммами Rh, /пеШоН в ассоциациях in vitro свидегелъсгзуют о том, 
что метод культуры ткани может быть использован для дифференци­
ации штаммов клубеньковых бактерий.
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ИЗОЭНЗИМНЫЙ СПЕКТР ТРАНСАМИНАЗЫ РАЗВЕТВЛЕННЫХ 
АМИНОКИСЛОТ В ПРОЦЕССЕ РОСТА ДРОЖЖЕЙ

• РОДА CANDIDA

И В. ГОГМНЯН. AI. .4. ДАВТЯН

Обнаружено резкое снижение активности трансаминазы разветвленных аминокис­
лот бесклеточного экстракта дрожжей при выращивании их в течение 12. 18 и 24 '»л- 
соа. Выявлены некоторые количественные сдвиги и нзоэн:ншном спектре трансаминазы 
разветвленных аминокислот: активность ФН1 с увеличением продолжительности вы­
ращивания падает (активность Ф1 и ФП при этом не меняется).

Л>|/ որասնկերքր աճման Г2. l-Տ և ժամվա րնթարյրում րյքւ^ովէ./ կ նրանց uA/րջիք Լրււսւրակ֊ 
ьч/i ամինաթթուների in ր ան и ա if frit ա զա<ի ակս։իվոէթ յան խիստ նվազում։ Այղ
ղեպքՈւմ Հայտէւարերվեյ են որոշ քանակական տեղաշարժեր ճյուղավորված ամինաթթուների 
տրւսն.ւս։մինազայի իղոԼնղիմ ա յին սպեկտրում' Փ111-/ւ ակսւիվու ՛•!լոէնր ամման րն[հս<յր։։ւմ զզա/կ 
նվաղում / (Փ1 է։ Փ|| ակտիվո։թյքոնր ւիովւոխո։թյան շի ենթարկվում}։

I ne activity of transaminase of yeasts branched amino acids cel I tree extract 
decreases quit։՛ sharply during the growth oi yeasts in course of 12, 18 and 24 hours. 
Some quantitative changes in the isoenzyme spectrum oi branched (amino acids tran­
saminase arc detected: during the growth the activity of ‘Mil decreases (the activity 
of Փ1 and Փ11 is not changed).

Ключевые слова: дрожжи, трансаминаза разветвленных аминокислот. изофермент'.:

Ранее нами было установ.тепо. что дрожжи Candida Riiilliermoiulii 
ВКМ. У-42 содержат, по крайней мере, три изофермента трансаминазы 
разветвленных аминокислот, дка из которых (Ф1 и Ф111) специфичны 
ко всем трем разветвленным аминокислотам (валин, лейцин, нзолей- 
пин), a o.iHit (ФП)—лишь к лейцину 11]. Выделенные изоэнзимы по 
своей субстратной специфичности и некоторым кинетическим свойствам 
напоминают соответствующие ферменты животного происхождения [2].

Следует отметить, что физиологическая роль каждого из изофермен­
тов до настоящего времени неясна. Очевидно, в выяснении этого воп­
роса определенную роль могут сыграть результаты исследования воз­
можных сдвигов в изоферментном спектре при различных физиологиче­
ских состояниях живого организма.
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В литературе имеются данные, согласно которым спектр изофер 
ментов трансаминазы разветвленных аминокислот претерпевает опре­
деленные качественные и количественные изменения в зависимости от 
физиологического состояния животных (в онтогенезе крыс, в нормаль­
ных и опухолевых клетках различных животных, в регенерирующей пе­
чени крысы и т. д.) [40].

Цель настоящего исследования заключалась в изучении изофер- 
чентного спектра трансаминазы разветвленных аминокислот в течение 
роста дрожжей.

Материал и методика) Выращивание дрожжей, разделение изоферментов и 
определение ферментативной активности осуществляли по ранее описанному чети...՛ 
[I]. Урожай дрожжей собирали через 12 (середина экспоненциальной фазы). 18 
(конец экспоненциальной фазы) н 24 (стационарная фаза) часа. В качестве донора 
аминогруппы использовали лейцин, акцептора—«кетоглутаровухэ кислоту.

Результаты и обсуждение. На первом этапе исследований изуча­
лась общая активность ферментов переамипирования разветвленных 
аминокислот в бесклеточном экстракте дрожжей (табл. I).

Таблица I. Лейцин —т-хеюглутараттраиезмииазная активность бесклеточного экс­
тракта дрожжей в зависимости от продолжительности выращивания

П родрлжительногть 
иыращицдпая. ч

Активность, мг глу

па 100 мг сухих 
дрожжей удельная

12 14.4 0.85
18 4.2 0.68
24 2.0 0.76

Как видно из таблицы, наивысшей активностью трансаминирования 
лейцина дрожжевые клетки обладают в середине экспоненциальной фа­
зы роста. Далее активность процесса падает и достигает минимально­
го значения в стационарной фазе Интересно отмстить, однако, что 
удельная активность персам «жирования лейцина в процессе роста дрож­
жей почти нс меняется.

В этих опытах нами была замечена определенная закономерность < 
изменении количества водорастворимого белка в зависимости от про 
должительности выращивания дрожжей. Как видно из табл. 2. паи-

Таблица 2. Количество биомассы и водорастворимого белка в зависимости от про­
должительности выращизання дрожжей

Продолжительность 
выращивания, ч

Количество сухих 
дрожжей, мг

Общее количе­
ств։» белка, мг

Количество белка 
и 100 м։ сухих дрожжей

12 152.0 25.9 17.0
18 422.0 26.1 6.2
21 422.0 11.1 2.6

295



большее количество его обнаруживается в дрожжах, выращиваемых в 
течение 12 часов. К 18-му часу оно заметно снижается, а к 24-му до­
стигает минимального значения.

Подобные результаты были получены Рачинским и его сотрудника­
ми [3]. которые вели систематические исследования изменения белко­
вых фракций дрожжей рода Candida в течение их роста. Наибольшее 
количество белка оказалось и водорастворимой и щелочерастворимой 
фракциях, причем в течение роста количество водорастворимого белка 
заметно падает, а щелочерастворймого—увеличивается [3].

Далее мы провели разделение изоэнзимов трансаминазы развет-
пленных аминокислот по разработанному в пашен лаборатории мето­
лу [1].

Рис I Гельфильтрация бесклггочлого экстракта 12-часовой культуры 
на сефадексе G-200; б) гельфильтрация бесклеточного -кстрахта 18-часо- 

воП культ;, эы из сефадексе G-20Q Белок — Активность
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Данные гельфильтрации бесклеточного экстракта дрожжей на се- 
фадексе 6-200 свидетельствуют о том, что активность псреаминировання 
лейцина в вариантах с 12-часовой культурой фильтруется и виде двух 
почти одинаковых пиков во фракциях 3—5 и 7- 10, в то время как основ­
ная часть исследуемой активности 18-часовой культуры фильтруется в 
виде одного большого пика, заметно уступающего первому, во фрак­
циях 7—10. (рис. 1, а. б).

Данные, полученные нами ранее в опытах с 24-часовой культурой 
(дрожжи собирались в стационарной фазе роста), выявили более низ­
кий уровень второго пика активности изучаемого фермента, полученно­
го при гельфильтрации па сефадексе 0-200 [1]. Следует напомнить

V о неро фракции
Рис. 2 а) Ионообменная хроматография фракций I пика (сефадекс (5-200) 
12-часозой культуру н.з ДЭАЭ целлюлозе; б) Ионообменная хроматогра­
фия фракций I пика (сефадекс С-200) 18-часовой культуры на ДЭАЭ 

целлюлозе Беаох- . Активность -------- -

пакже. что первый пик «активности трансаминазы разветвленных ами­
нокислот, полученный гельфильтрацией, при ионообменной хромато­
графии на ДЭАЭ целлюлозе разделяется на два пика, один из которых 
(Ф1) специфичен ко всем трем разветвленным аминокислотам, а второй 
(ФН)—лишь к лейцину. Второй же пик активности, полученный гель­
фильтрацией (Ф1П). дальнейшему разделению на ДЭАЭ целлюлозе не 
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подвергается; подобно Ф1 он специфичен ко всем трем разветвленным 
.аминокислотам [1].

Подобные результаты были получены нами при. ионообменной хро­
матографии соответствующих фракций 12- .։ 18-щтсовОй культур, о 
чем свидетельствуют данные, приведенные на рис. 2, й, б.

Обобщая, можно заключить, что при выращивании дрожжей в те­
чение 12, 18 и 24 ч качественных сдвигов в изозивнмиом спектре транс­
аминазы разветвленных аминокислот не происходит. Во всех варизн- 
гах обнаруживается наличие трех Изоферментов трансаминазы развет­
вленных аминокислот, два из которых (Ф1 и Ф111) специфичны ко всем 
трем разветвленным аминокислотам, о один (Ф: •) лишь к лейнииу. О ,- 
тако с увеличением продолжительности выращивая; я дрожжей актив­
ность Ф111 заметно снижается до минимального ՛. имения в 21-часовой
ультуре. Таким образом, максимальная актш-.юс;ь ФП1 достилается в 
•кспонепциалыюй фазе роста дрожжей, т. с. в молодых, активно де­
ющихся клетках.

Полученные нами данные коррелируют С литературными, согласно 
юторы.м «активность Ф111 в почках новорожденных крыс и хомячков вы­
ше, чем у взрослых особе։!, равно как и в печени и почках эмбриона че­
ловека, по сравнению с таковой взрослого. Интересно, что высокая ак­
тивность ФП1 характерна для всех исследованных опухолевых поалей 
юловека и животных, но сравнению с нормальными [8, 9].
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УДК 577.154

СИНТЕЗ БЕТА-ФРУКТОФУРЛНОЗИДЛЗЫ Ai. REOBASIDIUM 
PULLULANS В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВОЗРАСТА 

ПОСЕВНОГО МАТЕРИАЛА

Е Р. АЛЕКСАНЯН. Af Н. МАЛАТЯН, Л. С. МАРКОСЯН

Исследовано влияние возраста посевного материала на синтез бета-фруктофуран- 
гиндалы, иуллулана, внеклеточного белка, а также изменение pH среды в культу 
;՝?..1Ы1он жидкости и морфологию клеток в динамике роста Aureobasitiium piilluiens.

Отмечено, что использование более свежего посевного материала (3-суточного) 
приводит к сокращению срока достижения максимального сики-.ча как бета-фрукто- 
Фуранозидазы. так и пуллулана.

ք1£է11ոմնաս(ւրվ1.ւ Լ ցանքսան/ութի 'ասակի шщЬдл'Р քունը pirn.--ֆըոէկ^ոոֆոէրանո^խյա- 
.չայի, պռպչուքանի, արւոաըէչաքին սպիտակույքի սիհիեդքէ վրա, ինչպես և կօ.(ՍՈՈ1րս/{ .bt/ntliniJ 
մրցավայրի pH-/i փուիո/սոէթ քան Լ ըքիքների ւէորֆպոզիաքի Հ,»ա AlifPob/lSid Խ ГП p(l Uli ltiHS-ի 
աճի ւյինա.է իկւսքոււէ ։

The influence of sowing mater ml age n the bcta-irurto’uranosldase synthesis, 
puflubn, extracellular protein, as well as change of medsum pH In cultural liquid and 
morphology ol cells in dynamics of Aureobasldium pullulans growth has been stu­
died. Il has been stated that by the use of a fresher sowing material (of 3 days age) 
it is possible to providt the highest yield of beia-fructoluranosiidase and pullula » 
synthesis in a shorter period of time.

Ключевые слова: бета-фруктофуранозидаза. пуллулап.

При культивировании микроорганизмов с целью получения различ­
ных биологически активных веществ весьма существенное значение 
•,'мррт возраст посевного материала [4—6]. Anreobasidium pullulans 
отличается изменчивой сложной морфологией. В процессе роста 
культуры обнаруживаются мицелиальные и дрожжи подобные клетки— 
бластоспоры, способные к почкованию [10, 14 16].

Известно, что синтез меланинового пигмента в пуллу.тана Л. pulltt֊ 
Ians зависит от условий выращивания я возраста культуры* [4. 10]. Ра­
нее нами было показано, что уровень синтеза бста-фруктофураиозида- 
зы [КФ 3.2.1.26], белка, пигмента, полисахарида в процессе роста куль­
туры может сильно варьировать в зависимости от культивирования 
[1-3]. В ланиой работе приводятся результаты изучения влияния воз­
раста посевного материала на биосинтез белка, пигмента, пуллулана, 
накопление биомассы и изменение pH в ишамике роста культуры.

Материал и методика. Дрожжеподобный гриб A. pullt/lans выращивали н среде 
следующего состава (%): К211Р04-0,5; NaCI 0.1; MgSO4.711,0—0,02; (XH4)2S(\ 
0.06; дрожжевой экстракт— 2; сахароза—10 [7] Твердая среда для посевного мате- 
упала имела аналогичный состав с юбавдением 2% агар-агара

Посевной материал выращивали на косяках в течение 3, 7 и 10 суг-ть при темпера­
туре 26°. Затем культурами указанного возраста засевали жидкую питательную 
среду (200 мл) н колбах Эрленмейера. Культивирование проводили на круговой ка- 
‘..i.'ikc (IfiO об/Мнн) в течение 7 суток при 26°. Пробы отбирали на 1,2. 3-, 4- » 7 г 
сутки. Культуральную жидкость после удаления клеток ;։ спор центрифугированием 
при 10 000 g в течение 20 мин использовали для определены н пей пуллулана, пне- 
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клеточного белка и бета-фруктофураиозндазы, а также изменения pH н динамике ра­
стя культуры. Абсолютно сухую биомассу определяли методом Чалсгта [12]

Активность бета-фруктофуранОзндазы определяли н инкубационной среде, состоя­
щей нз 0.7 мл 0.5%-ной сахарозы, 0.3 мл ферментного буфера. pH 5,7 при 50’ и течение 
15 мнн по степени гидролиза сахарозы. Редуцирующие вещества определяли методом 

•Сомоджи-Не.чьсона [13. 17]. белок пи Лоури [Л]. Удельную аминность фермеигз 
(Рул) рассчитывали по количеству образовавшихся редуцирующих веществ (по глю­
козе) на мг белка за одну минуту (мкмоль глюкозы/мг белка/мни).

Морфологические особенности культуры изучали в динамике роста с иомошыр 
фазово-контрастного микроскопа.

Результаты и обсуждение. Полученные результаты (рис. I) они- 
.детел ьству ют о том. что возраст посевного материала .1. риНи/ап.ч ока-

Рис. I Влияние возраста посевного материала и.1 
активность бета-фруктофурацозпяазы. Условные 

обозначения՜

1—3-суточный посевной материал,

2—7-суточный посевной материал.

3—10-су сочный посевной материал

/ 2 з ' 2 а 2 
фГЛч-Я СфПх.а 

«ывает существенное влияние на уровень н скорость синтеза бста-фрук- 
тофуранозидазы. Наиболее высокие показатели активности к скоро­
сти синтеза фермента отмечаются при использовании 3-суточного посев­
ною материала. Максимальная активность выявляется уже в первые 
сутки роста культуры. В дальнейшем она резко падает и с 3 по 7 сут­
ки находится почтя на одинаковом уровне. Инокуляция 7- и 10-суточным 
посевным материалом приводит к задержке достижения максимальной 
активности фермента.

Аналогично бетэ-фруктофуранозилазной активности отмечено оп­
ределенное сходство между культурами, выращенными из 7- и 10-су­
точного посевного материала, в отличие от культуры, выращенной при 
засеве 3-сутодиым материалом, а процессе синтеза биомассы, пуллу- 
лана. внеклеточного белка, а также pH. З-суточный посевной матери­
ал способствует более эффективному биосинтезу нуллулана и лучшему 
росту’ культуры, особенно заметному на 1—7-е сутки (табл.). С боль­
шей интенсивностью протекает процесс накопления внеклеточною бел­
ка в культуральной жидкости. И, наконец, в этом случае зафиксирб-
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Рис. 2. Морфологические изменения культуры риНи^аиъ в процессе ро­
ста. Фазовый контраст. Об. 90Х, гомаль 5Х. а) 3-суточная культура 
кз агзрнзоваяной среде, б) "-суточная культура ла огаризоваиной среде, 
в) 10-суточная культура на згаризовзнной среде, г) 1-суточная культу­
ра в жидкой среде, д) 2-суточнкя культура е жидкой среде, е) 7-суточ­

ная культура в жидкой среде.



Таблица. Влияние возраста посевного материала на биосинтетическую активное 1ь 
Л. ри1!и1ап!.

Возраст посевного 
материала, сутки

Время культивирования. сутки

1 2 3
1

4 7

|уллулан. иг мл

3 0.23 2 68 10.11 15.50 25.41
7 0.04 0.41 6.25 12.51 20 03

10 0.03 0.17 6.6» 12.51 20.90

белок, мт мл

3 0.33 0.30 0.46 0.88 0.90
7 0.27 0.37 0.45 0.77 и.«2

И) 0.25 0.39 0.48 0.76 0.82

биомасса (абсолютно сухая), иг мл
3 0.25 1.97 3.11 3.68 5.45
7 0.65 1.34 2.74 3.28 4.05

10 0.28 1.48 2.97 3.25 4.22

рЛ
3 7.44 6.89 6.55 5 92 5.02
7 7.51 6.99 6.91 6.83 6.42

10 7.68 7.11 6.84 6.70 6.22

нано сравнительно более сильное подкисление pH питательной среды к 
концу ферментации.

Результаты исследований показали также, что »:< зависимо от воз­
раста посевного материала постепенно усиливается пигментация. Изу­
чение морфологии клеток культур, выращенных на епзриаованной сре­
де, также выявило зависимость от возраста (рис. 2). Культура 3-су­
точного возраста (рис. 2а) представлена в оснонюм дрожжеподобны- 
мк клетками—бластоспорами н небольшим количеством мицелиальных 
форм. Цитоплазма бластоспор в условиях фазового кош раста выгля­
дит гомогенной. Обнаруживаются единичные почкующиеся бластоспо­
ры. В цитоплазме мицелия наблюдаются светопреломляющие гранулы. 
В 7-суточной культуре (рис. 2 6) присутствуют как дпожжепсдобные 
клетки, гак и мицелиальные формы. В бластоспорах обнаруживаются 
крупные вакуоли. Как дрожжеподобные клетки, так и мицелиальные 
содержат светопреломляющие гранулы различной величины.

В 10-суточной культуре (рис. 2в) соотношение количества дрож­
жеподобных и мицелиальных форм такое же. как и в 7-суточной. одна­
ко ее клетки отличаются наличием большого количества зерен запас­
ных веществ в цитоплазме.

В первые сутки после пересева 3-суточной агаровой культуры в све­
жую жидкую питательную среду она переходит в .мицелиальную стадию. 
В этот период свободных дрожжеподобных клеток впей очень мало, по 
гифы активно почкуются (рис. 2г). Однако уже ня вторые сутки .ко­
личество дрожжеподобных клеток сильно увеличивается (рис. 2 д), а ми­
целиальных форм становится значительно меньше. 3-суточная жидкая 
культура представлена в основном дрожжеподобны мн клетками и еди- 



личными мицелиальными формами. В дальнейшем (4 7-е сутки) по­
добное соотношение сохраняется. Однако сами клетки заметно мели 
тотся. В цитоплазме появляются вакуоли и зерна запасных встестн 
(рис. 2е).

При использовании 7- и 10-суточного посевного материала культу­
ра развивается аналогичным образом, но с некоторой задержкой па 
сравнению с 3-суточным посевным материалом.

Сопоставление морфологической картины развития культур с ди­
намикой бста-фруктофуранозндазной активности н синтеза пуллулнна 
показывает, что пик активности фермента (рис. I) совпадает с увеличен 
пнем количества мицелиальных форм. Па вторые сутки бета-фрукто- 
фуранозидазная активность культуры из 3-суточного посевного мате­
риала резко надает, что совпадает с уменьшением количества мицели­
альных форм и значительным увеличением трожжеиодобных. При этом 
усиливается и синтез пуллуланз (табл.). Аналогичные результаты бы­
ли описаны в работах Кэтлся [8, 9].

При использован ин 7- и 10-суточного посев։юго материала макси-• 
мум бета-фруктофуранозялаэиой -активности но сравнению с З-суточ-1 
ным сдвигается на вторые сутки, а ощутимый синтез пуллулана начи­
тается на третьи сутки-

Проведенные исследования показывают, что биосинтез бста-фрук- 
гофуранозидазы и полисахарида Л. pulhilans существенно зависит от 
физиолого-морфологического состояния культуры. Подбором возраста 
инокулята возможно регулировать скорость и уровень биосинтеза бе,- 
га-фруктофуранозидазы и полисахарида при культивировании A pub 
I и Ians.
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УДК 539 196.536.70

МОДЕЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ОСОБЕННОСТЕЙ 
СТРУКТУРЫ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ В РАСТВОРАХ

П О Л И ЭТ И Л Е Н ГЛ И КОЛ я

Л Г ГАБРИЕЛЯН. Н. Л. ГУКАСЯН. А,-Г. АРАКЕЛЯН

Изучены особенности гидратации различных групи нуклеиновых кислот н услопиях 
компактиззшн։ молекул ДНК в присутствпн ПЭГ. Наибольшее влияние ПЭГ оказывает 
на фосфатные группы: происходят сильная дегидратация фосфатов нуклеозидов н 
значительно изменяются термодинамические параметры переноса этих соединений из 
растворов, нс содержащих ПЭГ. п ПЭГ-содсржзтие растворы.

Лнг.ч, մնաոիրվաձ Լ՛. նաՀ/եինաիքքուների խմբերի հիղբասրա շիա ւի սաանձնահաա -
կւէփլոէններ՚ր ՊԷԳ-ի ներկա jni/l յասԴՆ^-ի սոլեկու{նե րի կոմ պա կտ իպ։Աց իա յ ի պ :ս յմանն եր ում՛ 
հեԳ-ր ։,.ւ.սւ։’եքսւ’{>սյս ւս •{■} ՛՛- ր ’••.]'jrtir i ք' я ղ I։ гч մ ֆրաֆասրային խմբերի <}ր“՝՝ սրեդի Լ ԱէնեՆւսմ 

ч/֊ւեսքխքների ֆոսֆատնե ■'• >ւ,.մեպ ւյե հիւյբւս f/nt մ ՝։ ՊԷԳ-չպսւրռնակոպ [Ուծուքթներից ՊԷԳ-սյտ- 
ր/էւնակող ւ»ւձոլ/քՅնեբ այք՝է միացությունների աեպսււիոխմ 1чЬ թերմոդինամիկական պարօ/մետբե- 
I՝!' զ4ա1Ւ փոփոխություն ւ

Peculiar,iliC'S ol hydration о: nucleic acids various groups Lave been slud led 
under conditions of D\’A molecules compactizaiion in (he presence of PEG. PEG 
liiilucni.-e-. greatly on phosphate groups: strong dehydratation of pnosphate nucleoside:, 
and significant changes in rtermodynamlc parameters oi transier i>i these combina: ՛ատ 
from solutions, not con.iin'ng PEG into PE<i-coniainlng solutions take place

Ключевые слона; компоненты нуклеиновых кислот, растворимость. иолипилеп' 
гликоль.

В последние годи экспериментально и теоретически исследуется 
переход двухцеиочеч>юй ДНК на уровне третичной структуры в ком­
пактную горообразную форму [3-6, 9, 15. 18, 19]. Интерес к этой струк­
туре объясняется тех:, <:о для ДНК многих биологических объектов ха­
рактера аналогичная специфическая третичная структура. Процесс 
коиленсг.дин—деконденозцин хромосом эукариот также является об­
ратимым переходом в компактную форму. Переход может быть вызван 
пэлиамннами (спермидин, гистон 111, полилизнн). Исследование про­
цесса комнактиаацни in vivo затруднено из-за наличия усложняющих 
Факторов в клетке. Поэтому переход этот изучают в основном in vitro, 
пользуясь тем, что он происходит и в растворах нейтральных полимеров, 
гидрофобно-гидрофильных, подобно полиаминам, например, н водно-со­
левых растворах полиэтиленгликоля (ПЭГ) [3, 5, 19].

Двуспиральные молекулы ДНК упорядоченно укладываются н фор­
му торов постоянного размера (~ 1000 А° к диаметре) при определен­
ных < критических» значениях pH. концентраций соли и ПЭГ. л также 
молекулярных масс ПЭГ. Показано, что этот внутримолекулярный пе­
реход обратим. Экспери мета л ыю подробно изучены интервалы усло­
вий компактизацик и свойства компактных молекул ДНК [7, 11. 17. 21]. 
В теоретических работах последних лет показано, что в растворе ПЭГ 
прн определенных условиях минимуму свободной энергии единичной 
молекулы ДНК соответствует именно компактная форма. При компак- 
тнзани;՛ полимеров, жесткость которых сопоставима с жесткостью ДНК. 
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должны получаться частицы торообразной фирмы '3. 4, 9]. Фриш и 
Фесциан показали 115] отрицательное взаимодействие ДНК с ПЭГ. при­
водящее как к комлактизйции молекул ДНК, так и к конкурентному 
процессу агрегации их с приобретением свойств, харзьъ рных (ля холе­
стерических жидких кристаллов (8, 10].

Нами предпринята попытка выяснения деталей механизма действия 
ПЭГ на структуру ДНК в системе ПЭГ—соль—кода. Представлялось 
интересным изучить влияние ПЭГ на гидратацию компонентой нуклеи­
новых кислот и выяснить, имеются ли в условиях, соответствующих ком- 
нактизании ДНК. сколько-нибудь значительные изменения во взаимо­
действии молекул оснований, нуклеозидов и нуклеотидов с водой. 
С этой целью мы провели модельные эксперименты по измерению 
; !.твори.мост и оснований, нуклеозидов и их фосфатов. Как извест­
но, такое изучение растворимости соответствующих модельных сое­
динений (пептидов, азотистых оснований и т. д.) дает большую ин­
формацию о механизмах воздействия растворителя или его состав­
ляющих на биополимеры [16, 22. 23]. Измерение температурной 
зависимости раствори мости позволяет вычислить термодинамический 
параметры переноса этих модельных соединений из одного растворите­
ля в другой (свободную энергию, а также энтальпийную и энтропийную 
составляющие процесса переноса) [I. 20. 22].

Материал и методика, Изучалась растворимость слсдукгз;.|х азотистых оснований, 
нуклеозидов н их фосфорных эфиров: зденнпз, тиамина, пин чини, гуанина, урацила, 
дсаокснадснознна, тимидина, ннтнднна, гуанозина, адёмознн-фосфата, ингндпнфосфэ- 
та, уридиифосфата; гуапозипфосфатз н здепознн-трифоефзтз (все фосфаты взяты в 
виде натриевых солей). Коэффициенты экстинкции и характеристические длины ткан 
этих соединений брались из литературы [12].

Избыточное количество исследуемого вещества помещалось в 0.02 М фосфатным 
буфер (pH 7,18), содержащий \’аС1 определенной концентрата 0,01; 0,1; 0.3; 1.0 М; 
ПЭГ (фирмы «Мерк») ’следующих молекулярных •••.;;<. ՛ ие -т.-щнй: ЗСО, -51)0, 601), 
1000, 4000. 6000, 40000, 25, 50. 75. 100. 125, 145 мг/мл. Эта смесь, помещения՛- п плотно 
закрытый сосуд, в течение трех суток размешивалась при постоянной Температуре 
(25, 35, 45, 55е) и затем оставлялась стоять при данной температуре па сутки для раз­
деления фаз. Проверялось постоянство твердой (разы

Измерение содержания вещества в надосадочной жидкости производилось спек- 
трофотометричсски (СФ-4а) после разбавления раствора до концентраций вещества, 
отвечающих оптимальной оптической плотности (10- 1 М). Известно, что основания, 
нуклеозиды и нуклеотиды в растворах способны к самоассоцнаг.иям. стекинг-взаймо- 
действиям, однако константы ассоциации, вычисленные Роб;неоном. Граном [22], 
оказались настолько малы для подобных исспернментов. что ■ложно пользоваться за­
коном Бера. Полученная нами зависимость амплитуды сигнала ПМР (атомы С8 и С 
аденозина) также свидетельствует об отсутствии заметной сзмоассоцианкн при исполь­
зованных концентрациях — 0.1 М. Заметного отклонения от прямолинейной зависимо- 
ст л величины химического сдвига от объемной доли добавляемого растворителя <ю 
наблюдалось ПМР-нсСледования проводились из спектрометре марки «Тесла Б-!(>7>.

Результаты и обсуждение. Подробнее* других соединений ■'>•>.՛.։ изу­
чен аденозин по причинам, изложенным ранее [2]. Показано, что раство­
римость аденозина мало зависит от концентрации ПЭГ (25—145 мг/чл) 
при постоянной молекулярной массе последнего и неизменной ионной 
силе раствора и лишь несколько возрастает при концентрации ПЭГ 
100 мг мл. Далее были зафиксированы ионная сила (0,3) и концентрация 
ПЭГ (100 мг/мл). а молекулярная масса ПЭГ варьировалась. В лом слу­
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чае изменения растворимости аденозина при переходе через критиче­
скую молекулярную массу ПЭГ были незначительны. Изменение кон­
центрации \’аС1 (0.01; 0.1.О.З; 1.0 М) при постоянных значениях моле­
кулярной массы и концентрации ПЭГ также не оказывало существенно­
го влияния на относительную растворимость (аденозина 12. I I. 17. 22].

При изучении других соединении мы ограничились лишь оптимал ь- 
цйми условиями, соответствующими компактизации ДНК: ионной си­
лон раствора֊֊0.3; концентрацией ПЭГ —100 мг/мл, молекулярной 
массой ПЭГ—40000.

В табл, сведены данные о растворимости (в молях на литр) нуклео­
зидов и азотистых оснований при наличии (С) и отсутствии (Со) ПЭГ. 
Рагтворимосп. всех соединений увеличивалась с повышением темпера­
туры от 25 до 55°. Известно, что действие этих соединении на воду, с 
одной стороны, разрушающее, с другой упорядочивающее. Преобла­
дание разрушающего действия связано с несоответствием формы и раз­
меров молекул этих веществ и воды, а также с различием во взаимо- 
дсйстзин молекул нуклеозида и воды. С увеличением температуры 
структура воды разрушается, ч гидратация растворенного основании 
или нуклеозида увеличивается как в растворах с ПЭГ, гак и без него.

Для большинства азотистых оснований и нуклеозидов значения от- 
иос։н..։ыюй растворимости С/Со близки к единице. В присутствии ПЭГ

Таблица. Растворимость компонентов нуклеиновых кислот в растворах с ПЭГ и бел 
чего и термодинамические параметры переноса п ПЭГ-содержащие растворы

Соединение ГК С„ М л

֊«-г—'ЖУН ет

С. М 1 ЛЕ։г. Кп.г'М Д[ Нг. ка > М на । Мград

1 2 3 4 5 а 7

294 0.0073 0.0133 -354.0 1.57
Алсинн ЗОВ 0.0107 0.0196 — 369.2 т I 4 •> 1.57

318 0.9161 0.0320 -421.2 1.68
328 0,0224 0.0103 -382.4 1.51

298 0.0327 0.0331 -11.7 0.04
Тинин 308 0.0388 0.0445 -81.2 и 0.26

318 0.0560 0.0389 -32.5 и о.ю
328 0.0687 0.0775 69.0 0.21

298 0.0668 0.0680 ֊10.6 0.03
Иитолнн 308 0.1047 0.1054 - 4,2 л 0.0!

318 0.1461 0. 504 18.6 и 0.06
328 0.148'2 0.2223 -90.9 0.28

298 0.0290 0 0280 16.2 -0.054
308 0.0380 0.0420 —57. 7 0.187
318 0.0530 0.0560 -35.7 0 0.122
328 0.0750 0.0770 -16.03 0.049

298 0.0010 О ООО! 1230.6 44.21
Гулкий ЗОН 0.0070 0.003» (29.79 11 кт» 44.72

318 0 оно 0,0120 .*7.36 11 ЧУЧ 44.99
3’8 0 0140 0.0110 197.097 43.44
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2 3 4 5 0 7

298 0.0910 0.0290 —247.1 0.32
.308 0.0288 0.0413 ֊219 7 1Գ0 0.22

Аденозин 318 0 0523 0.073? -2’1.7 Л У 0.19
.328 0.0502 0.0862 -278.0 0 39

298 0.0226 0.0309 -184 3 0.62 .
„ ՅՕՏ 0.0476 0.0619 -159.8 ք, ո-52
Дезохсиаденрэин 31տ 0 1б26 0.1276 166 4 и 0 52

328 0.0980 0.2176 —189.5 0.58

298 0 2000 0.2080 —23.7 0.08
.г 308 0 2928 0.3288 -70.9 0 0.23
1||МИ*«» ;п8 0.4614 0.4701 -11.9 0.04 1

328 0.6187 0.7004 —80.7 0.25

298 0.8061 0.7930 9.59 -6.17
, .ЗО8Г 0.8202 1.0030 126.66 ,82<) , -6.35 3

11и”|ди" 318 0.8077 1.0618 -167.6 1 J -5.22.1
328 1.0839 1.4092 -160.356 -5.09

298 0.0020 0.0-30 -336.14 -9.34
г 308 0.0030 0.(050 —274.04 - 9.23
Гуанозин 318 о-оюо 0.0110 - 89.1 3'16 —9.52

328 0.0210 0.0235 - Г7.09 ֊9.30

298 0.0834 0.0334 513.6 3.77
. . . 308 0.2473 0.0976 567.9 г/ч. .. 3.82Аденоэинфосфат 3J8 0.2760 0 1086 588.3 609,6 3.77

328 о.3210 0.1)88 646.7 3.83

298 0.9340 0.8790 35.97 -2.42
3<« 1.2310 1.0400 103.24 ,.Rr Q -2.56Уридинфосфат 318 1.3010 1.1330 88.41 CF,r9 —2.435 1

328 1.5000 0.8990 404.97 -3.63

298 0.0460 0.0360 157.2 -7.433
•'08 0.0064 0.0470 169.5 к -7.296Цитидинфосфат 318 0 оадо 0279.3 -Л57.8 _7 035 -]
328 0.1420 0.0820 354.9 -7.356

298 0.0520 0.0310 301.84 -13.28
հ,, 308 0.0770 6.0460 333.94 . -12.961 уанознндифосфат 318 о.0950 0.0440 485.39 -13.03

328 0.2240 0.0730 728.64 13.37

298 0.8352 0.7630 53.8 -15.53
Адснозннтркфо- 308 1.0620 0.6840 268.9 <. —15.72
сфат 318 1.4060 0.7550 396.6 -15.63

328 1.9910 0.6900 730 0 -16.10

наблюдается лишь некоторое увеличение растворимости при данной 
температуре. что соответствует результатам изучения растворимости 
других циклических органических соединений (нафталина и бифенила) 
в иодных растворах различных полимеров, в том числе ПЭГ [13].
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При сравнении растворимости дезоксиаденози1Ш. аденозина и оде- 
ниш։, л также тимидина и тимина, цитидина и лнтрзина (таблица) нс 
обнаружено значительного влияния ПЭГ на гидратацию как оснований, 
гак и остатков рибозы и дезоксирибозы.

Аномальное поведение гуанина и гуанозина (см. табл.) может быть 
вызвано дополнительными эффектами, связанным и со способностью 
гуаниновых соединений к сильной самояссоциаци)! в растворах, в связи 
с чем закон Бера оказывается неприемлемым, и возникает необходи­
мость введения поправки на самоассоииаиню. Как видно из таблицы, 
относительная растворимость при повышении температуры приближа­
ется к единице, что закономерно, так как с увеличением температуры 
эффект еамоассоциации сходит на нет.

Результаты изучения температурной зависимости позволяют оце­
нить термодинамические функции переноса сос.лш■ :;։й из растворов 
без ПЭГ в растворы, содержащие ПЭГ, согласно формулам:

ДР։Г = |<т1п —» 
С

].г — — -^8 I г ,
ь Со ~ 2,303 КТ 2,303 R ’

с——относительная растворимость: отношение растворимости вещества 
Со
1Н М/л) ч растворе, содержащем ПЭГ (С), ;< рас; в ори мости в раство­
ре, не содержащем ПЭГ (Со), при той же темпера г у| е. ДГ1Г свободная 
энергия переноса 1 моля вещества из раствора веда—соль в раствор 
вода соль֊ ПЭГ. ДБ., —энтропия переноса, \Н։. —энтальпия перс-

С
носа, определяемая по наклону кривой Вант-Гоффа зависимости !й —

1 Со
от — [20]. Иногда графики ВантПсффа оказываются искривленными.

что свидетельствует о зависимости величины АН.. от температуры л 
существенности вклада теплоемкости н определяемые термодинамиче­
ские величины. В таких случаях можно гоДбрить лишь о тенденциях 
параметров \Н։г и А£։г . а для более точного определения требуют­
ся микрокалориметрические измерения. Такне кривые приведены на 
рис. I. Для азотистых основания и нуклеозидов, как и можно было 
предвидеть из исходных данных по растворимости, значительных тер- 
МС.1И1 омических эффектов не наблюдается (за исключением соедине­
ний с гуанином, о чем сказано выше).

Свободные энергии переноса, энтальпийные и энтропийные измене­
ния во всех случаях невелики. Энтропия перехода характеризуй гея не­
большими отрицательными или положительными значениями, что сви- 

тьствует об отсутствии эффекта ПЭГ на г идрофобные и стекпнг- 
•“ (ипмодеиствия ос чоканий, ибо в противном случае имели бы место зна-
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нательные энтропийные эффекты. Поэтому нельзя согласиться с интер­
претацией некоторых авторов [13], согласно которым увеличение срод­
ства циклических соединений к растворителю объясняется возрастанием 
гидрофобности растворителя в присутствии ПЭГ.

Ряс. I. Кривые Ваат-Гоффа ааи (ф)։уа- 
иозина, ( □ ) урацила, < ) уридкнмоиофос- 
фата, (Л) цнтидянмокофосфата, (0) гуа- 

киднидифосфата.

Отсутствие влияния ПЭГ на гидрофобные взаимодействия азоти­
стых оснований неудивительно, тзк как укладка в компактную струк- 
гуру, но-видимому, происходит без нарушения спаривания и стекиига 
оснований и не сопровождается разворачиванием внутренних групп 
ДНК (оснований) в растворитель. Поэтому и не должно быть простой 
корреляции .между процессом ко.мпактизации и изменением раствори­
мости азотистых оснований. как это имеет место при денатурации дву- 
спиральной ДНК, когда основания полностью контактируют с раство­
рителем.

Отсутствие влияния ПЭГ па гидратацию аденозина подтверждает­
ся также ПМР—исследованиями растворов аденозина. ПЭГ не влияет 
на пики протонов Са и С2 аденозина. Сигналы от СН2 и СИ протонов 
ПЭГ также нс меняются в присутствии аденозина.

Но-видимому. наиболее существенным является влияние ПЭГ на 
«фосфатные группы |1|. значение которых обусловлено не только экра­
нировкой их противоионами. При используемых ионных силах, необ­
ходимых для компа кт иза пни, фосфаты ДНК оказываются экранирован­
ными. Как явствует из таблицы, ПЭГ вызывает ощутимое уменьшение 
растворимости всех нуклеотидов. Увеличение количества фосфатных 
групп в соединениях приводит к усилению эффекта дегидратации.

Как видно из рис- 2, величины свободной энергии переноса фосфатов 
нуклеозидов з растворы, содержащие ПЭГ, положительны, что указы­
вает та энергетическую невыгодность процесса переноса фосфатов в 
ПЭГ-содержащие растворы,

На рис. 3 даны графики энтропий переноса с отрицательными зна­
чениями Д5։;, говорящими о структурировании воды и дегидратации 

растворенных соединений.
Таким образом, ПЭГ оказывает сильное дегидратирующее действие 

на фосфатные группы, что согласуется со способностью макромолекул 
ДНК к сворачиванию в компактную глобулу и к меж.молекулярной аг­
регации в водно-солевых растворах в присутствии ПЭГ. ПЭГ-содерж® 
щие растворы являются 0-растворителями для ДНК. Явления ко.мпак- 
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танин л межмблскулярной агрепации являются конкурентными, движу­
щей СИЛОЙ которых является стремление ДВОЙНОЙ C'.IKJ ИЛИ К MHHHMia.’lb֊

Рис. 2. Рис. 3.
Рис. 2. Величины свободной энергии переноса фосфорных эфиров нуклео­
зидов из водно-солевых в ПЭГ-содержащие растворы к; ՛. • ункиия темпе­
ратуры: (X) урядннмонофоефят, (△) шгтидинмонофосфат, (П) гуанк- 

диндифосфат, (о) аденозннтрнфосфат.
Рис. 3. Температурная зависимость величины энтропий переноса фосфатов 
нуклеозидов в ПЭГ-содержащие растворы: (X) уридинмоисф>ос<рата, (д) 
мнтидивмонофосфата, (□) гузиидннднфосфата, (п) аденоаинтркфосфата

л? возможному числу контактов с растворителем (водой I. По-види- 
мому, в клетке реализуются оба эти пути.
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УДК 576.85.5.577.15

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧИСЛА .SW-ГРУПП И ГИСТИДИНОВЫХ 
ОСТАТКОВ в дрожжевой аргиназе

С в ЧУБАРЯН, Л. Р. ТУМАНЯН. Р. О ТОРЧЯН

Обнаружен восстанавливающий аффект восстановленного глутатиона и меркапто- 
этанола ня дрожжевую аргиназу при предынкубнровзнии ферментного препарата с 
иэрахлормсркурнбекзоатом. Установлено наличие 24.5 быстрорегулнруюшнх .S'W-rpy։m 
в молекуле выделенкой нами дрожжевой аргиназы Диэтилпнрокэрбоязт и концент­
рации 4,2X10—։М подвергает модификации 6—7 остатков гистидина, что сопровож­
дается падением ферментативной активности.

ձյսքտնսւբերվեյ Լ վերականգնված գյրաոսհ/իոնի և մ երկս/ս/տո^թււրնուի վերականգնիչ ս».ւ- 
գեցուք) չունը խմորասնկային ար գին տզայի ակտիվության վրա՝ ֆեր մենտտլին պրեպարատը 
ոյարաքԼՈրւ1երկուրիրենզոատի Հետ ինկուբացիայի ենթարկելու գեպրում: Հաաոատվեյ Լ արագ 
ոեակցվող 24,5 SIT-խմբերի աոկայոլթյունը մաբրված խմորասնկա չին ।„րգին ագայի մոլիկա/ում. 
ԴիԷթիլպիրոկարրոնատր 4,2}Հ1' ՜*կոնցենտրացիա չ ի գ եպրոէ մ մույիֆիկւս ցիա չի Լ ենթար­
կում 5— ՜ .իւււոիգինային մնսւցորգ, Որի Հետետնրով տեղի է ունենում ար գինսւգսւյի ակտիվու­
թյան անկում։

The recovering effect օ։ the recovered glutation and mercap’.oethanol on the 
yeast arginase during preincubation of enzyme preparation with parachlormercuriben- 
zoale has been found. The presence of 24.5 transitory reacting SM-groups tn the 
molecule o: the Isolated yeast arginase has been established. 6—7 histsdlnc residua 
arc modulated by 4.2 10՜ : M diethylpirocarbonate, what is followed by the decrease 
ol enzymatic activity.

Ключевые слова: ареинава дрожжей, SH-группы, гистидиновые остатки.

Для получения информации о механизме действия фермента необхо­
димы исследования по выявлению функциональных групп, участвую­
щих з проявлении его активности. Аргиназа в этом отношении изуче­
на недостаточно.

Ранее е помощью реагентов на тиоловые группы—иодацетата, иод- 
ацетамида, парабеазохинона и парахлормеркурибекзоата (ПХМБ)—н 
специфическою модификатора гистидиновых остатков диэтиллкроюар- 
боната (ДПК) нами было показано наличие 57/-групп и гистидиловых 
остатков в аргиназе Candida guilliermondii var. membranaefaciens 
(3], необходимых для проявления активности фермента. Восстанавли­
вающие агенты—глутатион восстановленный и меркаптоэтапол в раз­
личной степени предохраняли 'активность фермента от действия ПХМБ.

В настоящем исследовании приводятся результаты изучения воз­
можности восстановления аргиназной активности указанными реаген­
та мл после воздействия ПХМБ. а также определения числа Տ/7-групп 
и гистидиновых остатков в молекуле фермента.

Материал и методика. -Объектом исследования служили дрожжи Candida gwii- 
liermondli var. membranaefaciens BKM У-43. Выращивание и разрушение кле­
ток, очистку фермента, определение аргиназной активности и белка проводили по ра­
нее описанным методикам [2. 4]. ПХМБ н восстанавливающие реагенты, восстанов­
ленный глутатион и меркаягозтанол, добавляли в концентрациях 10-<—Ю-8Л1. Чи- 
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лт> Л'//-групп определяли спектрофотометрическим хотодом Бойера [6]. При хими­
ческой модификации гистидиновых остатков, проводимой по описанному ранее методу 
|3], использовали ферментный препарат в фосфатном буфере, pH 6,0. Число моли- 
фниированных гистидиновых остатков определяли измерением оптической плотности 
«а ешхтрофотометре СФ-16, используя Е^^З,2X103 л/МХсм

Результаты и Обсуждение. Результаты изучения восстанавливак>- 
щего эффекта меркаптоэтанола и восстановленного лутатионя при­
водятся в табл. 1. Восстанавливающий эффект глутатиона при предып-

I а блица I. Восстановление аргпвамюй активности меркагпоэтанолом и восстанов­
ленным глутатионом после предынкубирования дрожжевой аргиназы с ИХ МВ

Концепт - 
рация, М

> 
>1

ч 
1

п *

||

Прелыпкубнрованне с аргинином Прсдылкубиройанне без аргинина

ПХМБ ПХМБ՛ V.Э 11 х Л՝2Д-}/ут՜ ПХМБ | ПХМп-гV.Э1ХМУ'՜“

10"* .0 0 0 000
Ю“5 0 41.7 0 0 0 0

5x10՜° 0 67.9 1.2 0 43.0 0
Ю"° 0 71.8 10.0 0 77.0 0

5X10՜' 24.7 87.3 32.7 31.5 89.0 28.6
10-7 25.7 73.7 94.0 79.6 91.0 80.0
10“8 92.7 103.5 100.0 91.2 94.0 94.8

куб.чрованин ферментного препарата с ПХМБ без аргинина начинает 
проявляться лишь с концентрации 5X1 О՜7 М, а в среде с аргинином он 
обнаруживается уже с концентрации 5Х!0'6М, что согласуется с ре­
зультатами изучения действия его при одновременном добавлении его 
с ПХМБ [3]. Восстанавливающий эффект меркаптоэтанола при предын- 
кубировании ферментного препарата с ПХМБ в присутствии аргинина 
также начинает проявляться с той же концентрации, что и его защитный 
эффект (3]..в при иродынкубированин без него, как и в случае с глута­
тионом, он обнаруживается при более низких концентрациях: 10 "5 М и 
5X10՜° М. В присутствии аргинина активность равна -11,7 и 67,9%, а 
боа него—0 и-13% соответственно. По всей вероятности, присутствие 
аргинина при предынкубирования с ПХМБ способствует более быстро­
му восстановлению активности.

Поскольку результаты вышеприведенных и более ранних наших ис­
следований (3] указывают на роль 5А/-групп в проявлении активности 
дрожжи зой аргиназы, мы попытались определить число сульфгидриль­
ных групп в молекуле нашего фермента.

Для спектрофотометрического определения числа быстрореагирухицих сульфгид­
рильных групи к 3 мл растаора фермента (ОД7 мг белка в 1 мл) в кварцевой кювете 
добавляли ио 0.02 мл 10 -3 м раствора ПХМБ, стандартизованного яри длине волны 
232 им. После перемешивания измеряли изменение поглощения при длине волны 250 нм.
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Из рис. видно, чш дальнейшее добавление раствора ПХМБ после 
0,09 мл нс сопровождается изменением в поглощении. Подсчитанное 
на основе этого число свободных быстрсрсзгир>ющих -групп в мо­
лекуле фермента (молекулярный вес 151000 [5-) было равно 25,4.

В следующей серин экспериментов нами исследовалось влияние 
разных концентраций ДПК на активность дрожжевой аргиназы. По­
скольку, согласно д-анным Давтяна и Геворкян 111. /--аргинин, £-лн- 
зин и £-орнитин частично предохраняют -аргиназу от ииактнвирования 
путем уменьшения числа модифицированных остатков гистидина, иссле­
дования проводились также в присутствии указанных аминокислот, ко- 
горые брались в количестве 50 мкМ на пробу. Данные, продетазленны? 
в табл. 2, показывают, что при наивысшей из использованных нами

Таблица 2. Зависимость инактивации аргиназы от копнен грации ДПК и влияние 
аргинина, орнитина и лизина на процесс инактивации

Варианты
А к л и и пост ъ. $

4.2X10 ”3 2.1 10՜’ •1.1 ХЮ-1 8.4X10՜* 2.1ХЮ ‘ 10~*

ДПК Т 9.3 41.4 70.5 76.0 101.0
ДПК 4- Арг 2.2 2.8 56.3 90.0 98.6 101.0
ДПК ф Ори 1.7 2.2 36.0 48.8 61,5 67.7
Д.П ь 4՜ Л из 2.0 4.9 41.3 51.0 66.5 72.0

концентраций реагента- 4.2X10 ■' М -активность аргиназы фактически 
полностью подавляется, независимо от присутствия <з минокисл от. С 
уменьшением концентрации модификатора наблюдается постепенное 
восстановление активности фермента. Полное восстановление насту­
пает при концентрации Ю՜4 М. Начищая с концентрации 4,2X10 ~3 М 
заметно некоторое предохраняющее от действия модификатора влияние 
-аргинина. Трудно объяснить действие конкурентных ингибиторов выде-
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Таблица 3. Влияние 4.2ХЮ ДПК на активность и кодификацию гистидино֊ 
|.ых остатков дрожжевой аргиназы. .Активность в контрольном варианте 
(без ДПК)-100%

Время, 
МИН

Без аргинина С аргинином

активность. % число модифициро­
ванных остатков акшйность, и. число модифици­

рованных остатков-

0.5 74.2 7.5 92.5 6.5
10 27.6 8.5 54.0 10.0
20 20.5 11.0 50.4 13.0
30 13.4 13.5 49.0 15.0
40 12.0 14.0 44.3 15.5
50 10.2 16.5 41.2 17.0
60 9.4 17.0 41.5 17.0

ленной нами аргиназы—орнитина и лизина [5], которые не только не 
предохраняют фермент от отрицательного действия модификатора, но л 
несколько снижают его активность по сравнению с вариантом с одним 
ДПК.

Определение количества гистидиновых остатков в молекуле выделенного нами фер­
мента проводилось спектрофотометрическим методом при длине волны 240 им. Увс- 
лнчети! поглощения вследствие модификации гистидиновых остатков с образованием 
карбэтоксигястидииа прослеживалось с интервалом по 10 мин; параллельно бра­
лись пробы для определения аргиназной активности.

Из данных, представленных в табл. 3, видно, что при кониен।ранни 
ДПК 4,2Х10-:։ М сразу по его добавлении в среду без аргинине моди­
фикации подвергаются 7.5 остатков гистидина, что сопровождается па­
дением активности аргиназы га 26%. Хотя и в присутствии аргинина 
число модифицированных остатков почтя такое же (6.5), активность 
падает всего на 8%. Подобный фон сохраняется на протяжении всего 
периода опыта (60 мин), и к концу его в присутствии аргинина сохра­
няется 41 % активности, а без него 9%. Предохраняющее от лнакти- 
ввровония модификатором действие аргинина. но всей вероятности, 
связано с благоприятным воздействием его на конформацию фермента.
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УДК 577.152.353.577 151.61

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ НЕКОТОРЫХ СВОЙСТВ 
ДРОЖЖЕВОЙ И ПЕЧЕНОЧНОЙ АРГИНАЗ

,М Л. ГЕВОРКЯН, С В ЧУБАРЯН, Л. Р. ТУМАНЯН. Р. О. ТОРЧИИ

Изучались некоторые физика химические и кинетические свойство аргиназ, выде­
ленных из печени крупного рогатого скота и дро/кжен Candida giiHllermondll var. 
membrana»fader.., uKM-Y-43 (л шественные различии ч cbo:։.th.i\ п»'нолилн 
предположить, чти дрожжевой фермент представляет собой одну из неуреотелических 
форм аргиназы.

քււսումնսւււիրք 1ч /.« խոշոր եդք/ուրավոր անաւ/ՈէՆների ,ւարդի h Candid'. gtt tHlfTT lUfHldii 
var. rnernbranuet'aclafl^ BKM-Y-43 խմորասնկերի արդինադանծրի որոշ ֆիզիկա-ջի- 
միակս,Լ է. կինեաի'. ՀւււակոՀ-ուններ, Հատկու(/էուՆՆևրի մեր եդաձ Լական տմրրրհրությորև» 
նևրր ՀնարավորոՀր j.ilJ, I. '< սրվել ենթադրելու, խմորասնկերի ֆերմենտը Հանդիսանում Լ ար- 
դինադ ալի ո, ուրեոթելիկ ձևերից մեկը։

Sonic ։• ;у$։co-ulic.iileal and kinetic properties of arginases, isolated from de­
liver of big-horn-11 caUle and yeasts Candida tjt.UUermondll var. mernbfana >faa?n$ 
BKM-Y-43 tove been studied. Essential differences In properties have allowed >o assu­
me that the yeast enaymc is one of the nonnreotelic tornts oi arginase.

Алючевые г.году аргиназа, физико-химические и кинетические свойства

Известно, что аргиназы, выделенные из различных организмов, от­
личаются по физико-химическим, кинетическим, иммуиохимическим и 
регуляторным свойствам 116, 18, 20]. Наиболее существенные разлм; 
чин наблюдаются между уреотелической -печеночной аргиназой млеко­
питающих и неуреочелнчсской. выделенной из разных организмов и не 
участвующей в процессах нейтрализации аммиака [12,22] Очевид­
но, эти ферменты имеют неодинаковое происхождение и возникли на 
разных этапах эволюционного развития организмов [5].

Исследования, проведенные и низшей лаборатории՜, показали, что у 
дрожжей род՜.! Candida имеются все ферменты орнитинового цикла 
[1]. Однако иска трудно утверждать, что эти ферменты функциониру­
ют в едином механизме биосинтеза мочевины. В равной мере остает­
ся открытым вопрос о том, является ли аргиназа (.рожжен уреотеличе­
ским ферментом. В этой связи представляло интерес провести сравни­
тельное изучение некоторых физико-химических и кинетических свойств 
аргиназы печени млекопитающих и дрожжевой аргиназы.

Материал и методика. В работе использовали препараты аргиназы печени круп­
ною рогатого скота (Reanal. ВНР), трипсина (Спофа. ЧССР), уреазы (Оланлский 
за։, д), Х’-этилмаленнимида. (ХЭМ) (Sena, ФРГ). Լ-лнзнн HCl. I.-орнитин НО. 
Լ-пролин, Լ-треонин, Լ-лейннн, Լ-глутамин. ГАМК (Reanal. ВНР). Дрожжевую 
аргиназу выделяли из культуры дрожжей С gullllerrnondH var. membranaeladen։ 
БКМ-.У-43. как описано ранее [6]. Препарат и среде трис-ацстатного буфе/t 
(pH 8) с I мМ МпС!2 н 5 мМ Լ-треонина был очищен в 79 раз.

Растворы аргиназы в концентрации 1.5 - 7.5.10֊« 31 готовили на 0,05 М глицино­
вом буфере (pH 9.5). Трипсин перед употреблением выдерживали а кислой среде з 
течение 16 ч при 37° для инактивации примесей химотрипсина [7]. Затем фильтрова­
ли, с помощью добавок I М Х'аОН доводили pH до 8—9,5. Концентрацию белка опре­
деляли по методу Лоури [17].
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Обработку трипсином проводили при 37° в течение 20—25 мин при весовом соот­
ношении ферментхубстрат I 1 или 1:3 Аргиназную актинкость определяли по ме­
тоду Ра нер с некоторыми изменениями, как описано ранее [2]. Пере*! определением 
активности пробы разбавляли а 40—50 раз При исследовании влиянии и.։ протеолн» 
анинок.ч.-.от растворы их добавляли к раствору аргиназы, выдерживали н течение 
15 мни. затем проводили протеолиз. Конечная концентрация аминокислот и пробах 
10--* —5-10-3 до. Аргинин добавляли к раствору аргиназы непосредственно перед на­
чалом реакции протеолиза.

При исследовании термостабнльносгн растворы ферментов выдерживали на во- 
диной баке при соответствующей температуре в течение 10 мни. затем определяли ар­
гиназную активность при 37°. разбавив пробу 0.05 М глициновым буфером (pH 0,5) 
в 50 раз.

Величины ингибиторных констант определяли по методу Диксона |8|. В опытах 
п։> изучению влияния \ЭМ растворы аргиназы (pH 7.8) с реагентом инкубировали в 
течение 40 ми։։ лрн комнатной температуре (20°С). затем определяли остаточную ак­
тивность, предварительно разбавив пробу а 6 раз.

Результаты и обсуждение. Протеолитическая чувствительность 
растворимых ферментов является важным свойством, определяющим 
время полужизни их в живых клетках. Факторы, которые влияют на 
это свойство, могут играть в организме существенную роль. Как по­
казано в ряде работ [14, 23]. аргиназа очень чувствительна к измене­
нию метаболических условий в организме. Нами была исследована ки­
нетика инактивации «ргиназы печени крупного рогатого скота и дрож­
жевой аргиназы при протеолизе трипсином.

Как видно из рис. 1. аргиназа печени крупного рогатого скота те­
ряет активность под действием трипсина. В течение 20 минут инкуба­
ции при 37°С в соотношении фермент:субстр.ат 1:4 активность снижа­
ется на 90%. Это свидетельствует о том, что чувствительные к трипси­
ну связи расположены вблизи от активного центра и играют важную 
роль в проявлении активности фермента.

В одной из работ [11] было показано, что протеолитическая чув­
ствительность аргиназы печени быка в присутствии ионов марганца 
(1—50 мМ) увеличивается. Другие авторы обнаружили, что добавле­
ний этих ионов приводит к значительному снижению степени ииактива- 
цин аргиназы печени крыс при взаимодействии с лизосомальными фер­
ментами [15]. В наших экспериментах, однако, предварительная инку­
бация аргиназы печени крупного рогатого скота при 37° в течение 20 мни 
с 2,5 мМ МпС12 не влияла на степень инактивации фермента трипсином 
(рис. 1 А).

Исследование влияния разных аминокислот на инактивацию арги­
назы трипсином (рис. 1), показало, что некоторые и.։ них замедляют этот 
•ч’оиссс в указанных условиях. Наиболее эффективно предохраняют 
нргиназу от потери активности аргинин и орнитин; через 20 мин нику- 
бацни с трипсином в присутствии этих аминокислот активность аргипа 
зы снижается только н<а 40%. Лизин, лейцин и пролин, которые явля­
ются ингибиторами аргиназы [13. 19.21], значительно менее эффек­
тивны, а глутамин совсем не влияет г.а процесс инактивации аргиназы

Как показано в работе [11]. ни используемые аминокислоты, пи 
коны марианцз не влияют на активность трипсина.
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Дрожжевая аргиназа также инактивируется пол действием трип­
сина (рис. I Б). При соотношении фермснт:субстрат—1:3 и pH 8 актив­
ность этого фермента полностью подавляется уже через 5 мин после на­
чала реакции. Аргинин и орнитин в этом случае также оказывают час­
тичное защитное влияние: через 5 мин инкубации дрожжевой лргик-азы

Рас. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Кинетина инактнпании аргиназы печени крупного рогатого скота 
(а) и дрожжевой аргиназы |о^ ри нзвЯУ-одснспгаи е трипсином (©) п 
влияние на этот процесс аргинина (С), лизйнй (Д1, орнитина ю). ироли­

на (Е), лепц՝"1.| ( ). । .:у;я.ц!!И.1 (Д) .1 -.оно՛։ млриниа (<>).
Рис. 2. Тёру.оинйктнвация печеночной <а) к д рож ж։՛ но и (6) аргиназы н вли­
яние на орнитина (с». лизииз (х). треонина (Д|. зролина ( Ё5 ) и ио­

нов марганца <. □ >. Время инкубации—10 мин.

с трипсином в присутствии этих аминокислот сохраняется около ֊10%. 
исходной активности. Защитнее влияние лизина выражено слабее, а 
лейцин и иронии не оказывают влияния на в, оное.- инактииании фер­
мента. Таким образом, арп тин и орнитин и одинаково!- море чаепчно 
предохраняют аргиназу печени крупного рогатого скота и дрожжевую 
аргиназу от инактивации в присутствии трипсина. Наличие этих ами о- 
кислот в клетке в достаточной концентрации, возможно, оказывает 
влияние : । скорбеть деградации аргиназы под действием протеолитиче­
ских ферментов.

Изучение термостабильности аргиназы показало, что печеночны! 
фермент сохраняет 'активность при нагревании до 60—65 (рис. 2А| 
Дальнейшее повышгни՛֊ температуры привод: г к снижению активност 
фермента. При 80° з течение 10 мин она сиг.кается на 90%. Кинетик 
инактивации :: ченочнен аргиназы при 75® показана на рис. 3. Дрожжс 
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пая аргиназа оказалась более термолабильиой. Инкубация ее при 60° а 
Течение 10 мин приводит к почти полной потере-активности (рис. 2 Б). 
Кинетика инактивации этого фермента при 55е приведена на рисунке 3.

Те же эксперименты были проведены в присутствии некоторых ами­
нокислот (рис. 2). Из рисунка видно, что присутствие орнитина, лизи­
на. пролина и треонина не отражается нз скорости инактивации пече­
ночной и дрожжевой «аргиназ в данных условиях. Присутствие ионов 
марганца в концентрации 0.25 М в растворе также не влияет из чув­
ствительность печеночной аргиназы к нагреванию.

Реагент на сульфгидрильные группы в белках ХЭМ не влияет нз 
активность аргиназы печени крупного рогатого скота даже прй исполь­
зовании его в высоких концентрациях, что хорошо согласуется с лите­
ратурными [18]. а также нашими данными, полученными при изучения 
влияния из этот фермент парзхлормеркурибензоатэ [I]. Дрожжевая 
лргийвэа эффективно ингибируется Х'ЭМ (рис. 4). Наличие сушсствси- 

Рис. 3. Рис. 4.
Рис 3. Кинетика териипнактнзаана Ее'/еночной (I) и дрожжевой |2) ар­

гиназ при температурах ~53 и 55° соответственно
Рие. 4. Зависимость остаточной зктнвностн дрожжевой аргиназы от кои 

цектраинн КЭМ Концентрация аргиназы а пробах—2.4.10-• М.

пых для активности сульфгидрильных групп у этого фермента было 
показано нами ранее с помощью ПХМБ [9]. Данные, полученные при 
химической модификации дрожжевой аргиназы .ХЭМ. подтверждают 
эти результаты. Таким образом, эти ферменты отличаются друг от дру­
га и по чувствительности к сульфгидрильным реагентам.

Определение величин констант ингибирования аргиназы некоторы­
ми аминокислотами показало* что и в этих свойствах имеются различил 
(табл.). Так, хотя орнитин и лизин для обоих ферментов являются кон­
курентными ингибиторами, однако значения ингибиторных констан! у 
них различны. Кроме того, пролин нс ингибирует дрожжевую аргина­
зу. но является конкурентным ингибитором для печеночного фермен­
та (К; 24 мМ). ГАМК не влияет на активность обоих фер ментон

Величина Км для «лрппгазы печени крупного рогатого скота при 
pH 9,5 равна 2.5 мМ [4]. а для дрожжевой аргиваш --5,6 мМ [10]. 
Отличаются они и по молекулярной массе: у дрожжевого фермента—

317



Таблица. Величины констант ингибирования аргиназы аминокислотами (pH 9,5)
—1 - - - -■' - ' ~-------- -

Фермент
К । (м М)

L—оршиип L—лизни L-пролин ГАМК

Дрожжспая аргиназа 1.3 1.4 — —
Аргиназа печени крупною рогатого 

скота 18 6 24 —

151000 Да [10]. а у аргиназы печени крупного рогатого скота 120000 
Да [3].

Таким образом, в свойствах исследуемых нами ферментов имеются 
существенные различия. Дрожжевая аргиназа, в отличие от печеноч­
ной, чувствительна к сульфгидрильным реагентам, имеет большую мо­
лекулярную массу и значительно .менее термостабильна. Имеются раз­
личия и в кинетических'свойствах: сравнительно низкое сродство к 
субстрату у аргиназы из дрожжей, существенная разница в величинах 
констант ингибирования аминокислотами (табл.). Отличаются они в 
чувствительностью к протеолизу трипсином. Полученные данные ука­
зывают на то, что у этих ферментов имеются существенные различия в 
структуре, что отражается на их физико-химических и кинетических 
свойствах. Это позволяет предположить, что дрожжевая аргиназа 
представляет собой одну из неуреотелических форм аргиназы. Даль­
нейшие исследования, возможно, выявят и другие различия в структуре 
и свойствах этих ферментов.
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АНТИФУНГИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ ШЛЯПОЧНОГО ГРИБА 
NEMATO1.OMA EASC1CULARE (HUDS.-.FR.) KARST.

С. М. БАЦАЛ ЯН

Изучение антнфунгнальнон активности штаммов K'cmaioloma fasciculare по- 
итношелшо к 21 виду мнкроминстов выявило 2 типа взаимоотношений Существует 
корреляция между географической распространенностью вида, и родой субстрата, ско 
ростью роста мицелия и формой проявления антагонизма.

Kemal oloma fattic. lerr-f, UiljUtplfniP 111Л ntllHltfhwuflfini-

ffj.llbp 2/ inbuiulf/i J frtiprtu ifr'il.p/i Uljuiutitwitp f i.4 у и՛ •“ az t ч> С <) ',u>p4iph[ini.p>t4ldiLpfi i
'I'njnt/fjHilj ntbf՛ utliutuljji ii'jlin4pii։it)ii,i'tii։i\i и։шрш^фчЛп(Р juilf, uttt/'uutput֊

Uifi uibuufffl, Jfiyti/wjf։ luSJw'b wf։uitjn։[/ju.)i b unlnn>,/yn)ifufi/l՛ r/puhnpjиЛ Mi ft J [iflt.

The study of anitfuugial activity of Nematoloma fasciculare strains In Connection 
with 21 species о micromycetes has revealed 2 types oi interrelation. There exists a 
correlation between the goegranhical spreading of the species, the kind of substra­
tum, the growth rate of micelle and ihe form of display of antagonism.

Ключевые слова: шляпочный гриб, микромицеты, антифунгиильная активность.

В нестоящее время в связи с поискам» новых фармакологических 
препаратов интерес к базядиальным грибам как продуцентам биологи­
чески активных соединений заметно повысился [5—8].

Объект наших исследований -Nematoloma fasciculare — в֊ 
этом аспекте изучен недостаточно, хотя единичные литературные дан­
ные свидетельствуют о высокой физиологической активности этого 
гриба.

В настоящей работе приводятся результаты изучения антифунги- 
а.-.ьных свойств Лг. fasciculare.

Материал и методика. Изучение антифунгнзльноЙ ак-иниоств штзм.мог. выделен­
ных н культуру гканевым методом, пр; водили в совместной культур г видами 
»։11кром։щетон: Aspergillus verslcola (V /!л hr.. .4. niger и. TlcgJt., l unlcllllum 
verruedsttm (Dier.), Al:etnariu chartertim (~r.), Trichoderma vlrlde Pers.

Стерильные чашки Петри с агарнзаванным суслом одновременно инокулировали 
мицелием .V. fasciculare i •1՛ .ромнцета в 20 возможных цариантах ггабл.), после ч.е: о 
Помещали их в термостат при 20°. Наблюдения приводили и течение 50 суток начиная 
с первых дней совместного роста культур. Для оценки аптифупгнальиой (антагони-

Знолог. ж. Армении, т 39, № 4—4
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этической) активности V. fas deal аг г был рассчитан индекс анта.они ма :ю формул- 
ИА=С (п.З)+Д (п-4). где С и Д — тины реакций между V jascictilare и микром։՝- 
цетами, и—частота встречаемости данной реакции, 3 и 4— оценка данного типа (в бал­
лах) к соответствии со шкалой Джонсона и Карла н модификации Симонин и Мами­
конян |2]

Результаты и обсуждение. Исследование антцфунгиалыюй актив: 
пости Л՛. fasciculate но отношению Д. versicola. Д. niger, Р. r.v- 
rucosum, Al. ckariarum, 7'. vic ide выявило 2 тапа реакций: ьбр.аювя- 
ние стерильной юны после взаямоподавления (рис., I): днета анионная 
остановка роста микромицета и дальнейшее нарастание Л. fasciculate 
к-а ис-i o (ряс., 2). В зависимое! и or характера роста контактирующих 
видов имели место особые случаи их поведения. Например, образова­
ние стерильной зоны между .V. fasciculate и Д. niger иногда происхо­
дило после явно выраженного взаимоподавления. Однако на 20 30 
сутки наблюдалось нарастание .V. fasciculate (шт. Г-г) да Д. niger с 
помощью редких мощных тяжей. При этом стерильная зона сохраня­
лась. Нарастание штаммов Б-0395 и Е-2֊г после образования зоны на 
колонии /Л verruevsum, Al. chartarum и частично Д. versicola наблю­
далось в без формирования тяжей. Такие типы взаимоотношений, ви­
димо, можно считать промежуточными между выявленными основными 
типами.

Таблица. Типы взаимоотношений штаммов Л'. faaci rulur, с некоторыми микро* 
мицетами

Штамм
Место сбо­

ра плодовых 
тел

Субстрат

Радиальный Гни взаимоотношений

скорое։к 
роста 

штаммов.
м м. ч

индекс 
антаго­
низма

Л.
 t-

er
sk

oi
a

J^3fu у

Р
. v

er
ru

ca
- 

su
m A
i ch

ar
ta

­
ru

m

T.
 vt

rld
e

\ИЛ 

ЙЛ \
1-1 й 14 14

Примсчиии-.-: 1 -ты; реакция с образованием стерилыг-й юны, II—реакция нарас­
тания (обрастания)

Б—0395 Ленинград­
ская область 0.09 15 I 1 1 I 1

E-2-г Московская 
область ель 0.04 15 1 1 1 1 I

0/19-г ЛрмССР бук- п.14 20 11 п 11 II и
Г-г АрмССР бук 0.12 20 п и и п II

Следует особо отмстить, что при I типе взаимоотношений, когда 
после взаимоподавления обоих организмов образуется стерильыая го­
на, активным оказался Л՛, (азс1сн1аге (НА =15), который, угнетая мик­
ром инет (ИА - 14), может нарастать на него.

Второй тип взаи моотношений—нарастание А . 1а$с1си1аге на все изу­
ченные виды микро.мицстов с образованием мощных гяжей—характе­
рен для быстрорастущих штаммов из Армении (0/19-г и Г-г). В первые

320



Рис. 1. Первый тип взаимоотношений между Д’. /ахамЦцгё (штамм Б—0395) н 
Р. х'еггисо^чт: 2. второй тип взаимоотношений между Д'. Га$с1сн1агс (шт. Г—г) 
։։ Л. чг.гз1со1а; 3. нарастание Д'. (аас1сч1аге (шт. 0. ։ >—г)>а Г. о/гМе; 4. нара­

стание ,¥. Ьгс$1с</1-аге (ни. Г—г) на /-'<.• ба/'!1 и.9.՛ .$/։.



сутки происходит резкая дистанционная остановка роста микро.мицета. 
В дальнейшем колонии приближаются только за счеч быстрого роста 
V. jasciculare, и происходит полное образование колонии микроминетз 
с помощью мощных тяжей (рис., 2).

При совместном росте штаммов 0/19-г. Г-г с Р. verrucosuni наблю­
далось дистанционная остановка роста микромицета, затем временное 
подавление .V. [ascieuture и дальнейшее небольшое нарастание микро- 
мнщтз. В итоге A. fasciculare образовывал мощные тяжи н происхо­
дило полное обрастание колонии Р. uerrucosum.

Следует заметить, что при взаимоотношениях II типа антагоиисти 
.еская активность .V. fasciculcire выше (НА ’20). чем при I типе.

Отдельно следует остановиться на взаимоотношениях /V. fascicu­
late с Т. tiride. В основе механизма действия видов Trichoderina Pers. 
лежит свойство выделения антибиотических веществ (вирмдил, дерма- 
д։ш, грнходермип и i. 1.). Некоторые виды рода Trichoderina в свяли 
с их биоактивностью используются в биологических методах борьбы 
против фнтоыатогенных микроминетов, сосновой и еловой губок и т. д. 
11. з, -I].

При одновременной инокуляции штаммов A'. Jasciculare и Т. viri- 
de наблюдалась блокада инокулюма V. Jasciculare из-за большой 
скорости роста Т. viride. При этом были обнаружены следующие зако- 
номериости поведения обеих органнзмез. Инокулюмы медленнорасту­
щих штаммов ;V. Jasciculare с начинающимся вегетативным ростом с 
Т. viride также образовывали стабильную зону {тип I), которая сохра­
нялась др конца наблюдений. Быстрорастущие штаммы (0,19-г и Г-г) 
вели себя иначе. После блокады ннокулюмов V. Jasciculare рост гри­
бов продолжался с периодическим взаимонарясганием друг па друга. 
К концу наблюдении штамм 0'19-г образовывал тяжи и нарастал на 
7. viride (рис., 3), тогда как штамм Г-г полностью подавлялся микроми­
цетом. Таким образом, штамм 0/19-г оказался более активным по 
отношению к Т. viride, чем штамм Г-г. выделенный из сухих плодовых 
тел A', Jasciculare.

Учитывая то обстоятельство, что штаммы A. Jasciculare значитель­
но отставали в росте от Т. viride. в результате чего происходила блока­
да ннокулюмов Д’. Jasciculare, был поставлен повторный опыт: иноку­
ляция микромицета проводилась после тою, как диаметр колонии 
.V. Jasciculare достигал определенных размеров (не менее 20 мм). Ре­
зультаты опытов с многочисленными штаммами (более 50) Д'. fascicu- 
lure и Т. viride привели к заключению, подтверждающему наши пред­
положения: медленнорастущие штаммы с Т. jiridc образуют реакцию 
1 типа, а быстрорастущие—II типа (рис.. •?).

Дальнейшее исследование а птифу и псальмой активности \. fasci- 
ailare в совместной ку.илуре с другими микромнцетами [Aspergillus 
j .ivus Link, .1. fumigatus [-res., .4. micri -virido-citrinus Cost, a 
Liicet, Penicillium, raciborskii Zales., P. Chrysogenum TP. iividum 
West!., Alternaria tenuis Nees., Z locladium alternavide (Cooke) 
Simin., Chrysosporium sp., Cladosporium herbarum (Pers.) Link» 
C. sphaerospermium Pen?.., Aureo basidium pullulQiis (<Ъ Bary) Arn., 
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Fusarium sp.] та «се выявило два вышео исаниых типа взаимоотно­
шении. Из перечисленных микромииетов необходимо отмстить Fuse- 
riurn sp.. в случае с которым особое значение для проявления знтифуи- 
। нальноА активности V fasciculare имел диаметр колонии. Видимо, это 
можно объяснить тем. что количество биоактивных метаболитов, выра­
батываемых мннелием V. fasciculare в начальные сроки роста, не было 
достаточным для проявления необходимой активности Немаловажную 
роль играют и биологические свойства изученных микромииетов. неко­
торые из которых (Penialliiim eftrysogenum) известны как активные 
продуценты антибиотиков, биоактивных пептидов и т. д.

Подытоживая полученные результаты и доступные нам литера- 
гурные длины. о биологически активных соединениях Л. fasclciila're. 
можно прийти к заключению о перспективности использовании этого 
вида в фармакологических целях.

Работа была выполнена на кафедре низших растений Московского 
। осуди per вен кого университета нм. М. В. Ломоносова. Автор выраж-ает 
глубокую благодарность*л. б. и. Л. В. Гарибовой, доцентам Т. П. Сизо­
вой и Л. М. Лёвкиной га ценные советы н консультации.
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АНАЭРОБНЫЕ ИНФЕКЦИИ У ДИКИХ КОПЫТНЫХ.
СОДЕРЖАЩИХСЯ В УСЛОВИЯХ НЕВОЛИ. И 

МОРФОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
П \ РЕ Н X И М \ТОЗ Н ЫХ ОР ГЛ НОВ

.7 I ОВСЕПЯН

Олмемнахлсм клиника и пат<>морфолгнич<ч:кне юмснении н паренчиматгиных орга­
нах при заболевании*. вызванных анаэробными микроорганизмами. Делается такл»* 
•1сннс о том. что к 1мы .таболенаниям приводит перехармлнядпне животных кормами, 
богатыми белком ։концентраты», а также сочной травой.

ЦшГшНГ^и<Л U

/мя</;/„д.1л7.г ,Лш1г»г
fHiJi Ч-'/Ч...... (. яр ?<• -w/f миаи/ ( H4i/>։riui^U4ih/,p4[
:шГя.иш (ftp), faqb. к-ь р^ра
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The clinics and patho morphological alterations in the parenchyma tons organs i 
,,( diseases, caused by anaerobic microorganisms we։? described. 1՜ was estab­

lished Ui.it such diseases can be caused by the overfeeding ul animals will։ jirok'ln- 
cich :>dder and fresh grass.

Ключевые САоза: муфлон, беэоировый козел. анаэробная инфекция.

Известно, что анаэробные микроорганизмы, будучи широко рас­
пространены в почве, а также в желудочно-кишечном тракте животных, 
в некоторых случаях совершенно безвредны, в других, интенсивно ра.։ 
мпожаясь, вызывают пнюкенканию со смертельным исходом [5].

Эпизоотические вспышки эпгеротоксемнн и бр.адзота вызываются 
группой катогс-ш-ых клостридий: Cl. pecfrlngens, Cl. oedematiens, 
Cl. stpticum. Установлено, что к заболеванию анаэробными инфек­
циями приводит перекармливание животных, особенно кормами, богаты­
ми белком, а также свежей травой. Определенное значение в клиниче­
ском проявлении заболевании, вызванных анаэробными микроорганиз­
мами, имеют факторы, снижающие резистентность организма (стресс, 
гиподинамия, перегреванне и переохлаждение организма и др.). В дожд­
ливое время гс-дэ эшеротоксемия встречается чаще, сезонность брадзо 
тз строго не выражена 11, 6].

Сведений относительно заболеваний, вызванных анаэробными мик­
роорганизмами (эптеротокссмия, брадзот), среди диких копытных в до 
сгупной нам литературе очень мало [5. 6); что касается муфлонов и 
безоаровых коз, то такого рода сведения вообще отсутствуют. В этой 
связи изучение и описание этих заболеваний среди арменийскнх муфло- 

2 ноз и безоаровых коз представляет несомненный интерес.
В течение 1981—1982 гг. в Центре прикладной зоологии АН Арм. 

ССР было зарегистрировано 5 случаен падежа от анаэробной инфекции 
средн диких копытных. Большую часть павших животных (4 гол) со- 
сганляли безоаровые козы, что противоречит мнению, согласно которо­
му исключительно восприимчивы к этим заболеваниям овцы [3. 8].

Муфлон пал в апреле 1982 г. от перекармливания концентрирован­
ным кормом. 'Через несколько часов после кормления появились вер­
ные признаки болезни: беспокойство животного, тлмпапия и болезнен­
ность рубца, скрежетание зубами. Позже наблюдалась вялость, пе­
решедшая в депрессию. Вечером животное пало. При вскрытии трупа 
был вы елен возбудитель бра дзота.

Безоаровые козы погибли в осенне-зимний период, что также сов- 
пало.л перекармливанием концентрированным кормом и .леной массой. 
ПоЧТн все кавшпе животные были хорошо упитаны, .a epi-щий возраст 
не превышал года.

В декабре 1981 года неожиданно ухудшилось состояние одной бе­
лояровой козы. У нее появилась одышка, сильное беспокойство, осо­
бенно при пальпации з области живота, расширение зрачков. Рубен 
сильно вздулся. Вечером животно? пало. Микробиологическим зш- 

1.'|цздм внутренних органов, проведенным Московской ветеринарной кли­
никой, была выделена культура, относящаяся к группе Вас. perfritigens 
типа С. При вскрытии трупа были обнаружены следующие иатоло։о- 
аяатомтческие изменения: труп был сильно вздут, подкожная клетчат­
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ка усеяна точечными кровоизлияниями, точечные кровоизлияния име­
лись также во всех внутренних органах; легкие были отечны, гяпере- 
мированы; в сердечной сорочке содержалась мутная жидкость; желч­
ный пузырь был сильно увеличен; гонкий и толстый отделы кишечника 
сильно пшеремированы; рубец был сильно вздут л гаислиен кормовы­
ми массами; кровь не сворачивалась; все сосуды были кровеиаполие- 
пы. Такая же картина наблюдалась у остальных павших животных.

Для более глубокого изучения процессов, происходящих при ана­
эробных инфекциях, внутренние органы павших животных были под­
пер п I у т ы и а то морфоло ическо м у а на л из у.

Материал фиксировался в 10%-ио.м растворе нейтрального форма- 
лита. Срезы толщиной 5—6 мк окрашивались гематоксилин-эозйво՝։ 
по Гейденгайну [-1].

При гистологическом исследовании легких было отмечено полно­
кровие сосудов, отечность. Альвеолы были ։а полнены серозным эксу? 
датом (рис. 1,а). В селезенке было очень мало фолликулов, они были 
лишены светлых центров, ответственных за иммунный статус организма. 
Ядра многих лимфоцитов пикнотичиы. Орган кровенаполнен, что под- 
։верждаёт наличие анаэробной инфекции (рис. 1, б). В ночках отме­
чался дистрофический процесс. Кроме клеток, формирующих клубоч­
ки, содержался эксудат белковой природы. Отсутствие клеточных эле­
ментов указывало на наличие дегенеративно дистрофического процесса. 
Ядра эпителия канальцев полиморфны, пикнотичиы. Часть канальцев 
лишена ядер. Дистрофия некробиотического характера, с изменением 
клеток и ядер. Большая часть клубочков имела форму лопастей, свиде­
тельствующих о наличии хронического гломерулонефрита. Клубочки 
различной величины, что также характерно для гломерулонефрита. Со­
су :ы кровенаполнены (рис. 2а). Печень также куювенеполиеиа. по хс- 
-Л сосудов имелась пролиферация лимфоидных к.и гок. Процесс здесь 
пе острый, анаэробная инфекция, видимо, имела основу, так как извест­
но, что лимфоидные пролифераты не могут образоваться в течение не­
скольких часов (рис., 2 6).

Примерно такого же характера изменения отмечались у остальные 
животных.

Ввиду очень острого течения болезней, вызванных анаэробным» 
микроорганизмами, лечение практически невозможно. Поэтому каин 
усилия были направлены на сохранение поголовья животных путем улуч 
шения условий содержания и кормления, а также тщательной дезннфек 
циен зимников и вольеров. Была ограничена дача животным кончен 
трированлого корма; он задавался в утреннее время для ускорения про 
иесса переваривания, в период наибольшей активности животных. Безо 
яровые козы были переведены в загон без растительного покрова и кор 
мились исключительно подсушенной травой и сеном. Хороший э.ффеК 
был получен вакцинацией животных поливалентным анатоксином про 
тив клостриднозбв овен, выпущенным Краснодарской биофабрикоА 
Таким образом, установлена некоторая связь между клиническими про 
явлениями болезни п морфологическими изменениями органов и тка 
ней при анаэробных инфекциях.
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Рис. 1. э. Полнокровие, отечность легких; б. кровенаполнение селезенки, 
отсутствие светлых наиграв фолликул.



Рис, 2 а. Кровен*пилшчии՛ ючек, ди. .рифим канйлмн-л. пблыиая 'гасть 
клубочко» п форм< лииистей: б криигндиплисине исчс!ь:. пролиферация 

лимфоидлмх клеток.



При одиизксзы . условиях содержания безоаровых ко; и муфлонов 
ЛблыпмЯ предрасположенность к анаэробным инфекциям отмечена \ 
первЕч, что, по-вндпмому, связано со спецификой физиологии данного 
вида диких копытных в условиях неволи.
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ФОСФАТНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ И СТЕХИОМЕТРИЯ Н -НАСОСА 
И К -НАСОСА У БАКТЕРИИ SERR ATh\ MARCESCENS

Л Ж. ХАЧАТРЯН. АГ. В. БОГДАНОВ. С С. ДУРГА РЬЯН

Измерены внутриклеточные стационарные концентрации АТФ, \ДФ и фосфата у 
Տ. гпагсексепз и рассчитан фосфатный потенциал ДОр в период ликоли а. равный 
•<5кДЖ у анаэробных и 47 кДж у аэробных клеток*.  Функционирующий н присут­
ствии глюкозы осмочувствнтельный К--иасос создает распределение ионов калия, со- 
огвегггвующее равновесному калиевому потенциалу 200 мВ Проведено сравнение 
аденилатного заряда клеток в различных физиологических состояниях. Подсчитаны 
стехиометрии калиевоч > и водородного насосов, рас ые соответственна 2.2 и 3.0. П ■- 
казано, что в присутствии ионов калия увеличивается скорость дыхания клеток Տ. /пи՛- 

секвпз, но-вплимому. в ответ на функционирование К -насоса, создающего электри­
ческий шунт на мембране дышащих клеток

* Здесь и далее «анаэробные и аэробные клетки» означают клетки, выращенные и 
.анаэробных и аэробных условиях соответственно [3].

Տ. 1П1.1Г С£$(՝П ՈՏ • {' մէէսէ Լէսփվէսծ հ՚Ա ԱԵՖ֊քէ ձ ֆոսֆսւտի ստո/ցֆոէւուր կոնցենսւրւս- 
ք/իաներր I։ '.աչվաձ Է Ч/ЬЧ’' 1ՒդՒ րնթսէէ/րում ձ.> р ֆոսֆաաաքֆն սյուոենւյխււքր, որր Հտ:(ասար 
I I.։ «.Д' անաէ.րսր /. է. 1/У աերոր /• չյէքնեբում• ‘ք՚ւյ/ււ կողա յ[ւ ներէրսքու(1քսւմր ղորքէող օսմոդղա- 

յուհ К լ.պոմպր ստնւյծում Լ կաքիրոմ{ւ իոՆների րաշ/սում, որր 'էամապատս/ոքսանւոմ Լ 200 մՎ 
■.ԱէվասարակշքէՈ կաքիումայքւս պՈէոԼնցֆա/քւնւ Կատարված > րջֆշնհրի սւղենֆքատայֆն էէ՚ՕՔՒ ‘ա՜ 
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Stationary intracellular concentrations o( ATP. ADP and phosphate in 5. ;nar- 
cescens were measured and phosphate potential AGp was calculated during the jSy- 
colysis, equal to 45 kJ and 47 kJ-in anaerobic and aerobic cells, respectively. The 
osmosensilive К ՛ -pump operating in the presence oi glucose generates potassium ion 
distribution corresponding to the equilibrium К potential of 2<J0 mV. The adenylate 
energy charge oi the cells was compared according to their physiological condition. 
The stechiomeiries ol potassium and hydrogen pumps were calculated to be 2.2 and 
3.0. respectively. The respiration rates of .S', ntarcescens Increased tn the presence 
of potassium Ions, perhaps in response to K+ pumping which creates an electrical 
shunt on the membranes ol the resplrating ceils.

Ключевые слова: бактерии S. marcescens, фосфатный потенциал, аденилатный ль 
рм). стехиометрия, Н-1АТФ и К • [АТФ.

Наиболее важными факторами, регулирующими гликолиз и дыха­
ние, <з также ряд других процессов, связанных с запасанием и расходом 
энергии в клетке, являются относительные внутриклеточные концентра­
ции нуклеотидов. Согласно Аткинсону, энергетическое состояние клет­
ки может быть охарактеризовано степенью «заполнения» системы 
А ГФ АДФ- АМФ высокоэнергетическими фосфатными связями. Чем 
больше н клетке АТФ, тем больше заполнена она энергией и, наоборот, 
чем ниже се энергетический заряд, тем меньше в ней высокоэнергетн- 
веских связей. Энергетический заряд клетки можно оценить по уравне­
нию Аткинсона:

1 1АДФ1 —2ГАТФ1энергетический заряд--------- *-------——*--------1-------- » (I)
2 |АМФ] -[АДФ] <-|ЛТФ]

где АМФ, АДФ и АТФ внутриклеточные концентра пии нуклеотидов. 
Энергетический заряд равен 1 в максимально энергизированном состоя- 
ннн и 0, когда система энергетически пуста [1 ]. Эречинская показала 
[10], что регуляция дыхания и генерация НАД-Н2 обусловлены нот 
энергетическим зарядом Аткинсона (I), а соотношением

аденилатный заряд =- [АТФ] 
[АДФ].[Ф] (2)

определяющим степень фосфорилирования клетки. Это соотношение 
используется для расчета фосфатного потенциала клетки Абр [25]:

ДСр - RTln _[АТФ|_ 
|АДФ]-[Ф|

где R֊ газовая постоянная, Т—абсолютная температура, &Gp— стан­
дартная энергия Гиббса реакции:

АДФ • ■ Ф Л*  АТФ-И 1аО. (4)

Фосфатный потенциал определяется как изменением стандартней
энергии Гиббса, зависящей только от температуры, так и внутриклеточ­
ными концентрациями АТФ. АДФ и Ф [25J. Ни одни из этих парамет-
ров в отдельности но несет полкой информации об энергетическом сс; 
стоянии клетки. Для характеристики электрохимически?։ процессов,
развивающихся на мембране. очень важное значение имеет величина 
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фосфатного потенциала ДОр, характеризующая свободную энергию 
АТФ-синтетазной реакции [2]. Чем меньше величина ДОр, тем ближе 
реакция к равновесию. Таким образом, величина АС։р является фуи. - 
пкен отклонения системы от равновесия. Однако, когда фосфатный по­
тенциал достаточно высок и, следовательно, система находится в состоя­
нии, далеком от термодинамического равновесия, внутриклеточное со­
держанке АТФ может оказаться довольно низким. Аденилатный заря ; 
(2) и некотором смысле более информативен, хотя пул нуклеотидов яв­
ляется только одной аз форм накопления энергии клеткой, поскольку 
иетаболическ-ая энергия может накапливаться также в виде редокс-по 
теициала, трансмембранною электрохимическою потенциала и г. д.

В настоящей статье приведены энергетические характеристики 
К՛ — !{*  обмена у бек ерий '$еггаИа тагсезсепа, для которого нами 
нзуче::..1 кинетические и электрохимические характеристики [3, 4].

< Материал и методика Бактерии $ та'сеасепх, дикий тип, выращивали к подго­
тавливали х опыту как описано [3. -I, 9] Внутриклеточные концентрации К опре­
деляли по количеству ионон калия, вышедшему из бактерий после толуольной обработ- 
к< [II] У предварительно обработанных ЭДТА клеток измеряли разность электри­
ческих I вт< нцнэлов по описанному методу [12. 16] В каждой указанной точке отби­
рали пробы на содержанке АТФ. АДФ. белка и фосфата.

Для определения содержания фосфата 10—20 мл пробы дважды отмывали ди- 
сгиллиропашюй водок с мертнолятом (1%). ресуспекдировалп в 6%-ном растворе 
ВСЮ, »; инкубировали п течение 30 мин на встряхивателс при 3—4°С. После удале­
ния осадка супернатант нейтрализовали раствором 2М КОНч-0.1 М МОРБ :• в нем 
определяли количество ортофосфата по методу Береиблюма и Чейна |6] в модифика­
ции Вейль-Малербе [261' Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре 
СФ-1А при длине волны 670 нм. Чувствительность метода 0—30 мкг фосфора

Приготовление люциферни-.тюциферазного экстракта светлячков описано и рабо­
те [27] Экстракт использовали н течение 8 ч после приготовления

Экстракцию АТФ в его количественное определение проводили по методу Баккера 
и Мангсриха [5] в нашей модификации. Тушение люминесценции. ироиорцнонзльн- е 
п •ткчестн: АТФ. регистрировали на люмнномотре ЕКВ-1250 в смеси 50 мкл экстракта 
АТФ 1- 1 1.1 люцнфернн-люцкферазкого экстракта.

Количественное определение АДФ проводили путем конвертирования в АТФ из 
разности конечного его количества п измеренного до конверсии как описано выше.

Скорость поглощении кислорода определяли полярографическим методом на уста- 
н.-лке. с бранной н любезно предоставленной нам для работы Ильченко А. II. (ИБФЧ 
АП СССР. г. Путано). Показания полярографа I Р-7 регистрировали самописцем 
ЕХ-7 Скорость дыхания рассчитывали по предварительно снятой калибровочной кри­
вой я пА/мнн.

Для определения количества белка к 3 мл бактериальной суспензии приливали 
Змд 20%-ной ТХУ, выдерживали 10 мин з кипящей водяной бане и осаждали в те- 
’мнне 10 мин при 5000 об/мин К растертому осадку прибавляли 100 мкл концентри­
рованного ч 3 мл разбавленного н отношении 1:10 аммиака. Далее количество белка 
определяли но Лоури [17]

В работе использованы следующие реактивы: ФЭП фосфоэнрлпкруват, трина г- 
риевая соль кристаллическая (Сигма); ПК—пкруваткиказа (Сигма). >\ОР5—3-(\- 
«'•рфолн.Апропаисулъфокислотз (Сигма); Трис-НС1 (Серва); АТФ адеиозни-5-три- 
фосфат. динатриевая соль (Сигма); КС1 перекристаллизованный (Сигма); арабиноза 
(Реакал); трицнн (Сигма); ЭДТА—этнленднамнн- М..\,\:/.\',-тетрнуксусноГ( кислоты 
апиатряевзя соль (Серна); ДТТ -днтнотритол (Серва); альбумин (Кох-Лайт); остал 
иые реактивы—осч.

Результаты и обсуждение. В предыдущей работе |3] было пока- 
хшо, что бактерии 5. тпигсезсепз в присутствии экзогенного источника 

327



энергии способны осуществлять электрогснный транспорт К՜ внутрь 
клеток, выращенных как на минимальной солевой среде с сукг.инато: 
натрия и принудительной аэрацией, так и на пептонной среде с глюке 
зон без при։и дательной аэрации. В настоящей работе измерены см 
рость дыхания, концентрация нуклеотидов \ТФ, АДФ । нсорганичеш 
го фосфата у аэробных и анаэробных клеток в условиях ранее описа։
1.о:о эксперимента. В обоих случаях в присутствии глюкозы введен։։ 
в среду ионов калия резко усиливает дыхание (рис. I). Этот эффен

Рис. 1. Зависимость скорости дыхания от присутствии ионов К+ у ана­
эробных (а) и аэробных (б) клеток. Гл глюкоза, 10 мМ; Ар—арабиноза.

200 мМ: КС1—100 мМ; Суки—сукцинит натрия. 10 мМ

можно объяснит!., предположив, что энерго-заносимый транспорт К
;:ия мем­внутрь бактерии шунтирует дыхательную цепь и для поддержи 

бранного потенпиала необходимо усиление дыхания. Клетки, выратсг
иые различными способами, обладают одинаковой иил чсивностыо ды­
хания. Различие между ними проявляется но их реакции на введен։!։ 
ДЦКД (\,\'-дициклогсксилкарбодннмида) ֊ингибитора про -онио! 
АТФ-азы BFr.Fi (рис. 2а). В случае аэробов ДЦКД увеличивает вели-

Риг 2 а) Влияние ДЦКД на величину мембранного шпени алл у аэробоз 
(1) ч анаэробов (2). ДЦКД—5.10-4 М. б) Влияние КСХ и ДЦКД на вс- 
ЛНЧИ1Н мембранного потенциала у аэробна (I) и анаэробов {2). КСХ

10 мМ; ДЦКД-5.10-։м

чипу мембранного потенциала, пак как в его присутствии блокируется 
шунтирующий ток ионов водорода через комплекс В։ч-Р։.
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о режиме синтеза АТФ. У клеток, выращенных без принудительной 
аэраиии с глюкозой, ДЦКД, наоборот, снижает Д’И, так как в этом слу­
чае подавляется робота П-АТФ<1зы. транспортирующей 11՜ из клст- 
ш։ в среду и генерирующей мембранный потенциал за счет гидролиза 

АТФ. Роль дыхательной цепи в данном случае у анаэробных клеток, 
по-внднмому, заключается в стабилизации величины мембранного по­
тенциала, так как ДЦКД снижает Д՝И у них всего на 25—30 мВ. в то 
время как у строго анаэробных клеток ДЦКД полностью блокирует его. 
Совместнее присутствие КСЫч-ДЦКД почти полностью снижает вели 
чину .мембранного потенциала у клеток обоих типов (рис. 2 6)֊ Как вид­
но рис. 2. отличие анаэробных клеток от аэробных проявляется и в 
более низких значениях мембранного потенциала, как у Е. соП [22]. 
Для 6'. тагсеясеп*  это соответственно 130 и 175 мВ.

На рис- 3 приведены дан­
ные о внутриклеточной кон- 

I цен грации АТФ, ЛДФ и фос­
фата у 5. тагсезсепз в раз­
личных условиях опыта. Об­
ращает на себя внимание тот 
фак:, что аэробные и анаэроб­
ные клетки резко различаются 
на внутриклеточному содержа­
нию нуклеотидов. У первых 
пул АТФ в среде роста зпачи 
тельно выше, чем у анаэроб­
ных, хотя разниц;։ во внутри- 
клиочной концентр тип АДФ 
у них значительно меньше. Аэ­
робные м анаэробные клетки 
по-разному реагируют и на 
а.։ес<-՝։п։-;= в экспериментальный 
раствор источника энергии 
глюкозы и увеличение осмоти­
ческого давления с помощью 
арабинозы. Аэробные клетки 
намного чувствительней ана- 
Эроб|!Ы.\: пул АТФ в этих ус­
ловиях у них возрастает быст­
рее. В модельном опыте, ког 
да изучались потоки ионов, 
анаэробные клетки практиче­
ски все это время сохраняли 
пул \ТФ на уровне 5-7 мМ, 

а у аэробных клеток в тече­
ние всего эксперимента не

0 3 Ю /5 го

Рис. 3. Изменение внутриклеточных кпв- 
иентрзшш АТФ. ЛДФ и неорганическою 

фосфата у $ тагс^сепц. Гл—глюкоза. 
К) иМ; Ар—арабиноза. 200 мМ х- аэ­

робные. о—анаэробные клетки.

прекращался рост внутриклеточной концентрации АТФ (от 2 до 8 мМ)
(рис. 3).Эти результаты хорошо согласуются с имеющимися 1$ литера­
туре данными о том. что пул АТФ у отмытых клеток /?. соН составляет
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3 мМ ' 18]. В отличие от аэробов, у которых энергия АТФ поставляется- 
главным образом за счет окислительного фосфорилирования, у ана­
эробных -.леток, хотя и функционирует дыхательная цель (рис. I и 2)» 

основным ее назначением в условиях нашего опыте, пр-виднмому, явля­
ется не накопление АТФ, а стабилизация мембранною потенинчла.

По формуле (2) нами рассчитан аденилатный заряд клеток $. таг- 
евзеепз, В бактериальной суспензии он равен 0.5 и 1,7 для анаэробов и 
аэробов соответственно, в чем проявляется еще одно различие между: 
гимн. После перенесения бактерий в экспериментальный раствор, со­
держащий глюкозу, аденилатный заряд возраста-.т г течение <5 мин до. 
3.3 у анаэробов и -1.8 у аэробов. В точке максимальною накопления 
нойон калия, вызванного в присутствии глюкозы положительным осмо­
тическим шоком, аденилатный заряд достигает 7,3 и 5,9 у анаэробом и 
аэробов соответственно. Таким образом, возрастание аденилатного за­
ряда в обоих случаях коррелирует с поглощением ионов калия.

Принимая в формуле (3) \О£» = 30,6, поданным рис. 3, рассчитан 
фосфатный потенциал Юр, равный 46,7 кДж/коль для аэробны?, летом. 
5. тагсезсепь в присутствии глюкозы и арабинозы. Отношение Абр к 

протондвижущей силе ЛрН4 определяет стехиометрию Н /ЛТФ-касоса» 
Так как в условиях нашего эксперимента измеренное салициловым элек­

тродом значение АрН=0, то ДрН*=Е-Л՝Н.  Таким образом. число про­
гонов п, переносимых через мембрану 5. тагсезсепз при гидролизе од- 
:0й молекулы АТФ, равно:

п = ДС^ = ДО,г_лп1== 
Е-Д]» Ар„

где значение Л'И для аэробных клеток в присутствии, глюкозы и араба- 
позы принято равным 160 мВ |4|. Значение И /АТФ = 3, полученное 
нами для 5. тагсезсепз, хорошо согласуется со зн; -гениями, приводи­
мыми в литературе для хлоропластов, митохондрий и бактериальных 
везикул [2]. С помощью различных методов для целого ряда микроор­
ганизмов было установлено, что значения стехиометрии ЕН/АТФ лежат 
в области от 2 до 5 (8, 13, 23]. Оценка 11 /АТФ стехиометрии ранее 
проводилась для молочнокислых бактерий 5/. /«л/гз [19].

Было показано, что эго соотношение равно 2 с/.овиях искусствен*  
ной энергнзации мембраны либо с помощью над\нпрозаиного ; злило- 
мнцииом калиевого потенциала, либо искусстве՛, .о созданным транс­
мембранным pH градиентом [20, 21]. Для гликслизирующнх клеток 
5/. 1асНз при pH 5 стехиометрия Н /АТФ^З [19]. На клетках Е. соН 
стехиометрия Н ‘/АТФ определялась при разд ин ч:.ч pH: при pH 6,25 
1! /АТФ = 2,5, а при pH 8.25 Н* /АТФ=4 (1-1]. По-за е тог же автор до­
казал. что при нейтральных значениях pH среды у .-.аэробных Е. сЬИ 
Н 4;АТФ = 3 [15]. Аналогичные исследования на клетках 3(гер:ососси$ 
(гепюг1и показали, что стехиометрия Н’/АТФ близка к 2. но может до­
стигать о у растущих клеток [7, 24].
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Мы оненили также стехиометрию предполагаемого К *-насоса у ана- 
.-робных клеток. Равновесный калиевый потенциал Ё ։.. рассчитанный- 
по калиевому градиенту, определяемому толуольным методом, оказол-

о» равным 200 мВ. Таким образом, К АТФ= 7-֊ = 2,2.

Нами показано что ионы калия поглощаются против градиента 
Концентраций, используя либо энергию электрического поля, либо АТФ 
(4]. На основании приведенных данных следует предположить, 
что з бактериях 5. ntarcescens оперирует электрогенный конститутивный 

I насос, трансформирующий энергию гидролиза АТФ в работу по транс­
порт \ калия, со стехиометрией переноса К /АТФ близкой к 2.
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ЭКОЛОГИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ СЕРОТИПА 14 
В.1CIL L US THURINt i/ENS/S

ЛЕ ТЬЕН ФЫОНГ. 3 К. АФРНКЯН

Ключевые слона: эятомрпатогеннЫе бациллы. микробйометод, микрофлора

Среди микробиологических средств борьбы с вредоносными насе­
комыми большой интерес представляет разновидность Bacillus l/tu* 
ringiensis т. israelensis, трактуемая как серотип 11. Бактерии 
данного вида продуцируют токсины, обладающие высокой активностью 
против личинок комаров и мошек [I, 5]. В литературе имеются дан­
ные по экологии энтомопатогеппых бацилл В. thuringlensis [2—4]. од­
нако вопросы их эколого-географического распространения освещены 
крайне слабо. Недостаточность такого рода сведений затрудняет вы­
явление закономерностей экологии бактерий указанной группы в приро­
де и направленный поиск наиболее вирулентных штаммов для получе­
ния высокоэффективных продуцентов ларвицидных препаратов.

Материалам для исследований являлись 103 природных субстрата, и том числе—57 
образное различных насекомых из разных вколого-географических районов (таб.1.1. 
Анализ микрофлоры проводился высевом суспензий субстратов на агарнзова'нкыс сре­
ды. Вес колонии спорообразующнх бактерий, сходные ио культуральным особеннойгяй 
с Z?. cereusthuri'ib'itsis, мнкроскопнровалпсь и при наличии кристалловидных вклю-

Распространение бактерий серотипа НВ. th:irir,gienSis v israelensis

Наимеиоваиие образцов 
к их происхождение

Ко
л-

по
 об

- 
сл

ед
ов

ан
ны

х 1 
об

ра
зц

ов

Обнаружено образцов 
с культурами

В. t ku г in- 
g tens is

в том числе 
Л. thuringlensis 

v. israelensis.'j

Н 0 ч в ы
Тропические почвы, Центральная Америко 2 7 1
Гропическнс почвы, Вьет на» 46 9 9

и а с е к ■> м ы с
Личинки комаров. Тюменская область 9 Ю I
Личинки комарка, АрмССР 1 1 1
Паук. АрмССР
Слепни, АрмССР

1 3 3
8 т T rt

Ь. еловый лубоед, I руз.С՛: Р I 1 1
Короеды, лес, Гру..ССР 3 1 (1
Пилильщики, лес. I руз.ССР 
Цеидёнгифицироваииыс насекомые 
Тля. Новосибирская об.:,

3 10 5
12 3 1

7 21 0
Науки. Вьетнам 7 0 0
Комары. Вьетнам 3 0 0

Всего: 103 83 39
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выделялись в чистую культуру. Идентификация культур серотипа 14 В. thuringi- 
<**:՝։■. проводилась на основании изучения комплекса морфофнзиологических свойств и 
wpoJTimiMJiiUi с гомологичной ан: псы воротной, полученной к II антигену данной рэз- 
II00U днисти

В результате выполненных работ, подытоженных в гзблнис, куль­
туры серотипа 14 В. ?ймгп1£йщ$։х выявлены в 12 образцах из 103 оболе- 
дбналньгх. Число культур серотипа 14 .соетавляс! 39.

Характерно, что в образцах почв их число было незначительным и 
ь основном из местообитаний комаров (лесные и болотные почвы). Что 
касается эитомоиатоге.чной приуроченности культур серотипа 14, то 
ьпрсделе.шой закономерности в этом отношении :е обнаружено. Оли 
выявлены хак в личинках комаров, так и у различных насекомых—слеп­
ней. пнлилыциког. др. Подобное явление отмечается и в целом и 

.отношении представителей других разновидностей В. {Ьиг{п§1еп^: 
Вместе с гем необходимо подчеркнуть, что преимущественная приуро­
ченность культур данного вида к насекомым должна определить направ­
ленный поиск новых штаммов именно энтомогенного происхождения.

На основании полученных данных можно заключить, что В. Ншгт- 
&еп$1$ V. 1$гае1еп$1$ имеют широкое эколого-географическое распро­
странение и выявляются в основном у насекомых.

Л И Т Е Р Л Т У Р Л

I. Африкяк Э. Л'. Эптомспатогснпые бактерии и их значение Ереван, 1973.
2. Кулагин В. С., Лебедева //. II., Гиль Т Я . Чумак Б .4. В кн. Биология микро­

организмов и их исследование в народном хозяйстве. 70—75. Иркутск. 1980.
3. Ролшшева Л. Ф., Балыкин Я. В.. Видемский Э В. Щербак В П. и др. Микро­

биологические .методы борьбы с эктопаразитами птиц. Фрунзе. 1975.
4. Талалаева Г. Б., Покровская Л. Я. В кн.: Биология микроорганизмом и их иссле 

дованне н народно.^ хозяйстве. НО. Иркутск, 1980
5. Barjac de Н. С. R. Acad. Sc!. (Paris), 286D: 797-8.Л, Ь7'

Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступило 3.111 1986 г.

УДК 616.34-036.1!-+-575.1 + 576.8՜ 1.48

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ ПЛАЗМИД ПАТОГЕННОСТИ 
У НЕКОТОРЫХ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ семейства

ЕХТЕ1ЮВЛ СТ ЕМ АСЕА Е

с. т. мнлил ка нов

Ключевые слова: плазмиды патогенности. энтеробактерии.

Наличие плазмид, детерминирующих патогенность, установлено у 
ряда представителен семейства кишечных бактерий [1. 2. 6. 8].

Однако до настоящего времени практически отсутствуют сведения 
о сметанном носительстве некоторых плэзмидных факторов патоген** 
шести у различных представителей семейства Епр'гоЬшЛегысеае.
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В настоящей работе приведены результаты изучения сочетанного 
носительства штаммами таких плазмидных факторов, как энтеротокси- 
геипость (Ent), антигены адгезии (К 88, К 99, Vir, CFAI. CFAII), гемо 
литическая активность (Шу) у ряда представите чей семейства Entero- 
bacteriaceac. выделенных из различных источников—от детей раннего 
возраста и домашних животных, страдавших диареями.

Мдгершм и методики. Было исследовано 192 культуры различных представителей 
семейства кишечных бактерии. Shigella sonnet (4 культуры». Salmonella typhimz: 
(16), Citrobac.ter spp. (12;. Arizona -pp. (3). Klebsiella pneumonia.' (56), IlafniaalvAl 
(’3), Lnierobucter cloacae (I). Serra! la sp. (I), Proteus vulgaris (17), P. mlrabili? 
(13). P. morganii (15), P. rettgerl (8), Yersinia enleracolnica (37 культур)

Плазмиды naTotvHHueni определял»? по их фенотипическому проявлению. Энте- 
ротоксигсшюсть определяли на лигированных отрезках тонкой кишки кролика [7], 
факторы колонизация типа (ТА—в реакциях П-маннозорознсгентной гоизгглютшгашш 
[4]. а антигены К 88, К99, Vir—в реакциях мнкроагглютянацнн на стекле с aiinicu- 
воротками к этим антигенам Данные о наличии у штаммов антигенов адгезии при- 
веден».» в работе суммарно н обозначены символом Adh. Гемолитическую дктиввбстъ 
проверяли на специально рззработзннон среде [3]

Считаем необходимым отметить, чти хотя в ряде случаев возможна хромосомна? 
детерминация этих факторов, данные мирово»*» литературы говорят о том, что в дан­
ном случае, в первую очередь, речь идет о плазмпдном характере вышеуказанных фак­
торов патогенности

Результаты и обсуждение. Из 192-х изученных культур у 130 
(67.7±3,4%) были выявлены плазмиды патогенности, а у 62-х культур 
(32,3±3,4%) ни одна из названных нлазмид не была обнаружена.

Из общего числа штаммов у 80 (41,7±36%) была одна из этит 
плазмид, а у 50 (2б,0±3,2%) о։ 2 до 5 плазмидных факторов патоген­
ности (Ent, К88, К99, Vir, CFAI, CFAII. Hly) в самых различных со­
четаниях: 5. sonnet Adh, Hly; .Ent, Adh; S. typhimuriiun Ent. Hly; Ent. 
Adh, Hly; Ent. Adh; CitrObucier spp. — FAA, Illy; Ent. Adh. Hly; Ent, Adh՜. 
A. pneumoniae -Ent. Adh; Adh. Hly; Ent. Hly; H. alvei— Ent. Adh; 
Adh, Hly: /А cloacae — Adh. Hly; Serraria sp. Adh. Hly; /< vulga­
ris Ent, Adh; P. mirabilis — lint, Adh; Ent, Hly; P. morganii — Ent. 
Adh; Ent. Hly; P. reltgsfi Ent, Adh; Ent. Hly; Y. enterocolitica- 
Ent. Adh; Ent. Illy. У штаммов Arizona spp. сочетанного носитель­
ства плазмидных факторов патогенности не было обнаружено.

Как видно из приведенных данных, у штаммов семейства Entero- 
bacteriaceae выявляются самые различные сочетания плазмидных фак­
торов патогенности, т. е. у штаммов энтеробактерий, выделенных от 
детей и домашних животных с кишечными расстройствами, довольно 
широко распространено явление полиплазмидиости, г. е. носительство 
одной бактериальной клеткой нескольких плазмид, детермнннруюшял 
патогенность. Изляпая материал, мы неоднократно отождествляли 
каждый фактор патогенности с отдельной плазмидой, имея на то веские 
основания, так как литературные данные говорят о том, что за исклю­
чением комплексной плазмиды Ent-R такие факторы патогенности, мак 
антигены К88, К99, Vir, CFAI. CFAII. -штеротоксигеипость (Ent), ко­
дируются разными плазмидами [5].
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Таким образом, штаммов семейства кишечных бактерий, выделя­
емых при инфекционном процессе, наблюдается явление полип.ъазмид- 
кости носительство одной клеткой нескольких плазмидкых факторов 
патогенности.
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ОБ ЭНТОМОПАТОГЕННОЙ МИКРОФЛОРЕ 
НАСЕКОМЫХ И ПОЧВ

ЛЕ ТЬЕН ФЫОНГ

Ключевые слова: микрофлора насекомых и почв, энтомопитогечные бактерии.

Изучение микрофлоры составляет основу выяснения природы взаи­
модействия микроорганизмов с насекомыми и их роли в жизнедеятельпо- 
сгн этих организмов. Оно в значительной мере определяет роль энто- 
йрцатогенных .микроорганизмов в становлении характерных биоцено­
зов и в природных эпизоотиях. Знание особенноеген энтеронатог ел- 
кой микрофлоры применительно к специфическим эколого-географиче­
ским условиям является основой направленных поисков различных ви­
дон микроорганизмов для практического применения их з борьбе с вре­
доносными насекомыми [Г|. Ряд авторов выявили закономерности в 
эколо. ‘о-географическом распространении некоторых разновидностей 
Bacillus (htmingiensis [2 4].

В настоящем сообщении представлены данные о микрофлоре раз­
личных насекомых и почв и распространении в них энтомопатогенных 
бапилл.

Бколо: и (еский журнал Армении, т. 39. Аг? 4—5
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Материал и методика. Микробиологический анализ качественного и количествен֊ 
нон» состава микрофлоры проводился высевами разводок образцов исследуемых суб­
стратов на разные агармзовашгые среды Учитывая возможно малое содержание то- 
мопатогеиных бацилл в организме насекомых, образцы последних рзссеяаяясь без раз- 
ведения. Использовались мясоиеппитым агар, рыбный агар, сусло-агар с добавлени­
ем мясопептонного агара (1:1) н среда Эшби (для олнгонитрофнлов) Иденгифи;՛..։- 
ция культур В. 1Киг1^1еп&1$. В. ерЬаег1епк проводилась путем микроскопии пре- 
паратон всех выросших на средах колоний, схожих яо культуральным особенностям с 
указанными видами бактерии

Результаты и обсуждение. В таблице обобщены данные о преоб­
ладающей микрофлоре и обнаружении отмеченных групп энтомопзт'о- 
генных бацилл в обследованных образцах насекомых и почв. Как пра-
Характеристика микрофлоры и энтомопатогенных бацилл насекомых и почп

Исследованные обра цы 
и их происхождение

Ко
л-

во
 

об
ра

зц
ов

-----— •՛ •֊- <кх.:т~.-------

Доминантная 
бациллярная 

флора

Кол-во пиан- 
моа

БТ БС

П О ч в ы
Тропические почвы. Центральная .Америка 3 БТ 7 0
Тропические почвы, Вьетнам 45 БТ, БС 8 6

насек О м ы с

Личинка комаров, Тюменская обл 9 БТ 11 0
Имаго комаров 1 БТ 3 0
Личинки слепне։!, Армения 48 БТ 13 0
1 ^идентифицированные насекомые 
Ясеневый жиловатый пилильщик.

12 БТ. кокки, грибы 3 0

Груз.ССР 1 БТ 4 0
Б. еловым дубоед, Груз.С.’.Р 1 БТ 1 0
Короед-типограф. Груз.(..СР о БТ, БС. грибы 1 1
Шссгизубчатый короед, Груз.ССР 
Рыжик СОСНОВЫЙ НН ИЛЬШНК, ГрУЗ.ССР,

1

АрмССР 2 БТ 6 0
Г.чя, Новосибирская об... 7 БТ, бактерии 16 0
Паук, АрмССР 1 БТ 10 0
Наук, Вьетнам
Има 1 у нимрок, В։.։: 1 им

7 0 0
3 бактерии 0 0

Условные сокращении: БТ — ВйеШиз 1/։нг1пк'։сп$1е, 
БС ВвсШие еркаепсит.

вило, природным очагом распространения энтомопатогенных бацилл яв­
ляются насекомые, обнаружение их в почве, очевидно, является ре- 
: ультзтом попадания их из остатков погибших иск омых. Важно под­
черкнуть, что источником выделения В. Ишги1£1еп$1$, 8. зркаепсиз 
могут быть здоровые насекомые, не подвер՜ дутые писек: илидлому дей­
ствию этих бактерий. Сказанное особенно отчетл во проявляется на 
/пологи । культур /< 1 ՝пиг1п&епз1$ и. 1$гае1е։1$1з.

Штаммы этой разновидности, выделены из таких насекомых, как 
лубоед, пилильщики, слепни и т. п., которые полностью резистентны в 
отношении этих бактерий. Таким образом, насекомые—основной резер­
вуар вы юления новых перспективных штаммов энтомопатогенных ба­
цилл, независимо от видовой и родовой принадлежности и состояния на1 
сскомого.
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Особый интерес 5 нестоящее время представляют культуры Л. sphae- 
f.!Lus. обладающие высокой вирулентностью к особо опасным видам 
комаров. По нашим данным, культуры данного вида не столь редки в 
почве и микрофлоре насекомых. Среди выделенных 6 штаммов 3 обла- 
далн ларвицидной активностью против личинок Л. aegipti- Ниже при­
водится описание штаммов В. sphaericus, идентифицированного как 
представитель серотипа 5 данного вида. Штамм ИНМИА-Ф183 на МИЛ 
образует колонии желтовато-кремового цвета, округлые, с гладкой бле­
стящей поверхностью и ровными краями. Вегетативные клетки пллочко- 
бидныс, подвижные, размер 0,5—1,2X2—4 мк. Расположение споры 
терминальное или субтерминальное, клетку раздувает. Споры округ­
лен формы с диаметром 0.6—1,5 мк. Рядом со спорой выявляется мел­
кое кристалловидное включение. Штамм выделен из погибшего имаго 
короеда типографа, обладает вирулентностью к личинкам комаров ро- 
родрв Culex, Anopheles՝ Aedes. Величина ЛКмдля личинок Л. aegypti 
0,5—1,0X10* спор/мл.
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ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ АММОНИЯ НА УСВОЕНИЕ D-ИЗОМЕРА 
ВАЛИНА ДРОЖЖАМИ CANDIDA GUH.IJERMONDH ВКМ-У-42
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Ранее было показано, что аминокислоты с разветвленной углеродной 
цепью (DL-валин и DL-лейцин). в отличие от глутамата, аланина н ря­
да других «аминокислот, плохо усваиваются и слабо стимулируют рост 
биомассы дрожжей рода Candida при их использовании в качестве един­
ственного источника азота [3]. Усвоение этих аминокислот начиналось 
после длительной инкубации (22—24 ч), когда усвоение глутамата, ала­
нина и др. аминокислот исчерпывалось, и заканчивалось на -11—42 ч ин­
кубации.

Однако, как показали дальнейшие исследования, 1.-изомер этих 
аминокислот усваивается хорошо, вызывая заметный poci биомассы, и 
в этом отношении незначительно уступает сульфату -аммония, тогда
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как D-изомеры усваиваются плохо, к тому же после длительной пре,mi 
р тельной инкубации. Интересно также, что D-изом-зры заметно подал 
ляют усвоение L-изомеров этих аминокислот f 4 ].

Установлено также, что в первые часы инкубации, .хотя ОЕ-взли| 
н DL-лейцин хорошо трансформируются и способствуют образованию 
богатого фонда свободных аминокислот, нс происходят более или менее 
заметного накопления глутамина, тогда как последний накапливз.'ГС’ 
п значительном количестве при усвоении глутамата, аланина и др. хо­
роню усвояемых аминокислот [2]. Можно было предположить, что 
плохое* усвоение DL h.i.ihh.i и DL-лейцнн։ связано с неспособностью 
>гих аминокислот вызывать образование свободного аммиака, нсобхо 
лимон) для биосинтеза глутамина. Л как известно, ряд важнейших азот­
содержащих соединений клетки (пуриновые и пиримидиновые нуклеоти­
ды. гистидин, глюкоза мин и др.), без которых невозможен рост бпо; 
массы, синтезируется из аммиака после предварительного включения 
последнего в глутамин..

Исходя нз этих соображений, можно предположить возможность 
успешного усвоения DL-валнпа и DL-лсйнина дрожжами, а также сти­
мулирования роста биомассы прн использовании утих аминокислот .» 
качестве единственного источника азота в первые часы инкубации и 
условиях наличия в среде роста небольших концентраций аммиака, не­
обходимого для обеспечения биосинтеза глутамина. .

Для проверки этою предположения исследовалось влияние различ­
ных концентраций аммиака на рост биомассы и усвоения сахара среды 
прн выращивании дрожжей в присутствии валина н лейцина в качестве' 
единственных источников азота.

Материал и методика Объектом исследований служили дрожжи Candida guilli’ 
e'mondii ВКМ У-42. полученные из отдела типовых культур Института микробиологии 
АН СССР. Для выращивания дрожжей применялась жидкая синтетическая среда, на­
ганная основной средой—о. с. следующего состава- на I000 мл водопроводной воды 
I -г—глюкозы. 1.23 г-КН2РО4. 3.1 r-(XH4)2SC\. 0.625 г—MgSOv7 Н,О. 0.125г-] 
NaCI, 0.125 г—СзС12-2 H,O. 80 мкг- биотина. Двухсуточная культура дрожжей с 
сусло-arapa из пробирки переяосялась з о. с. в качестве посевного материала. Посев-' 
кой материал брался в количестве 5 мг сухой массы дрожжей нэ 100 мл о. с. Дрож*- 
жк выращивались в литровой колбе Эрлеимейера „а 100 мл питательной среды. В 
вариантах опытов в качестве источника азота использовали D-изомер и рацемическую 
форму валина fDL) Количество D-язомера и DL-формы аминокислот определили 
исходя из содержания азота сульфата аммония который вносится в о. с. Обычной 
нормой считали 3.1 г сульфата аммония в 1000 ил о. с Все опыты проводились и лит­
ровых колбах Эрленмейера в условиях интенсивного аэрирования (200—220 об/мин) 
п термокамере при температуре 30±1°. Количество глюкозы п о. с. определялось 
мкпрометодоы феррицианида по Хагедорн-I кисену [1] Количество биомассы опрс- 
дел-лось взвешиванием ее до постоянно сухой массы или че<|։елометрнропа։и1см дром- 
женой суспензии на ФЭК М-57

Результаты и обсуждение. Полученные нами данные подтвердили, 
что 1 -изомер валина хорошо усваивается, вызывая юл к прирост биомас­
сы (рис. I), гак и интенсивное расщепление сахара среды (рис. 2). и и 
■•том отношении он не уступает сульфату аммония: I) валин и DL-взлнп 
значительно менее эффективны.
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Результаты этих исследований показывают, что прн внесении в пи­
тательную среду небольших концентраций сульфата аммония полностью 
устраняется отрицательное влияние Э-нзомера и БЕ-формы валин>а на 
растепление сахара и биосинтез биомассы исследуемых дрожжей. В 
варианте опыта с применением 1/10 части обычной нормы сульфата ам­
мония в качестве единственного источника азота мы получили неболь­
шой прирост биомассы (приблизительно 1/3 прироста при. полной норме)

Put 1 Влияние 1/10 части обычной нормы сульфата аммония на усвоение 
изоксров валика при биосинтезе биомассы дрожжей Candida .sjuUllcrmon- 
dH ВКМ У-42. 1. (NH4)9SO4; 2. L- -валин: 3. DL — валин; 4. I? — калин: 
5. 1 10 п (ХН4), ЗО4; 6. I.-вал • I 10 u (КН4), SO4; 7. DL-вал 4-1,10 п 

(ХН4), SO/. 8. D - нал 1 10 и (ХН4)3 SO4.
Рис 2 Влияние 1/10 части обычной нормы сульфата аммония на усвое­
ние изомеров валина прн расходе сахара в среде роста дрожжей Candida 
guilllerrni.r.dii ВКМ У'-42. 1. (М1<): SC՛/ 2. 1. — гглн՛: 3. EL — валки; 

4 D — ua.ni . 5. 10 и (ХН4)2 SO4; б. I. — вал 4-1 10 п(ХН4)3 SO/, 
6. 1)1. вал 4- 1, 10 п (Xll4); SO4; 8. D — вал 4 I 10 п (NH4)3 SO4.

н незначительное усвоение глюкозы среды (1/5 часть усвоения при пол- 
йбй норме). На рисунках показано, что прн использовании в качестве 
единственного источника азота О-валнна и ОЕ-иялине прирост биомас­
сы и усвоение сахара среды происходит на очень низ.чом уровне. При 
добавлении к питательной среде 1/10 части обычной нормы сульфата 
аммония как прирост биомассы, так и усвоение глюкозы среды при ис­
пользовании О- и 01.-стереоизомеров валина в качестве единственных 
шхочндков азота резко стимулируются и достигают уровня наблюдае­
мого при использовании полной нормы сульфата аммония и Ь-валниз.

Таким образом, предположение о стимулирующем влиянии неболь­
ших концентраций аммония на усвоение изомеров аминокислот, вероят­
но. обеспечивающего синтез глутамина и далее других .азотсодержащих 
соединений клетки (пуриновые и пиримидиновые нуклеотиды, гексоза- 
пин и др.) оказалось правомерным. Очевидно, при этом создаются ус­
ловия для инкубации соответствующих фермент них систем усвоения 
аминокислот.
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Изучению особенностей количественных признаков растений в из- 
стоящее время уделяется большое внимание, гак как к их числу от но­
сится большая часть хозяйственно-ценных признаков. Эго связано 
прежде всего с тем, что большинство адаптивных реакций растении по 
своей генетической природе является полигонным |1 3]. Одной из ос­
новных особенностей количественных признаков является их большая 
изменчивость ьаже прч незначительных изменениях факторов внешней 
среды [I].

В связи с этим представляло интерес проведение системного ана­
лиза некоторых количественных признаков у дикорастущих видов эгн- 
локса и ячменя.

Материал и методика. Материалом исследования служили Aegitops cylindricz 
Host., Hordeum s pant uneum C Koch., собранные u разных экологических зонах Ар­
мянской ССР: Ацаванё. Вардащене. ущелье реки Раздан и районе промышленного и- 
грязнения.

Изучены следующие количественные признаки: число продуктивных стеблей, дли­
на главного стебля, длина верхнего междоузлии, число листьев, длина главного коло­
са. число колосков главного колоса, масса одного зерна

Статистическую обработку материала проводили с привлечением методов биомет­
рии В качестве основных параметрон вариационных рядов исследуемых характеристик 
были вычислены средняя арифметическая (х). ошибка средней арифметической -ni (Й, 
среднее квадратическое отклонение (о) и коэффициент вариации (V).
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где ! —значение отдельных вариации, п—объем выборки
При аяадиге достоверности между средними арифметическими различных выбо­

рок применяли критерий Стьюдента. Сравнение дисперсии проведено вычислением 
критерия Фишера (Г) и сопоставлением его с данными таблицы Основные статнети- 
ч՝С1и:е параметры исследуемых видов приводятся в табл. 1, 2.

Таблица 1. Основные статистические параметры исследуемых признаков в группах 
растений Лс. суПгЛгна

Признаки
Вард.i шеи Район промышленных 

выбросов

х + ш (х) т V N
л + m (х) | - V | N

Число ггеблей (про­
дуктивных)

Длина главного стеб­
ля

Длина верхнего меж- 
доузлия

Число листьев
Длина Колоса
Чис.г» кодаскоп 
Общая масса зерен 
Масса одного зерна

7.03+0.71 7.19 102.28 100

4J.74+!.31 12.99 29.70 99

16.16+0,59 5.92 36.63 100
22.92+0,03 0.34 11.64 100
10.26+0.23 2.31 22.51 99
•1.40*0.27 1.48 33,64 30

33.4 +3.24 17.77 53.20 30
6.90+0.56 3.02 43.77 24

9.63+ 1.5-8 9.33 96.88 35

36,11+1.4) 11.01 3>.49 62

13.87+0,6! 4.79 34.53 62
2.97+0,Ы> 0.48 16.16 6’

10.85+0,39 3.08 28.39 6->
7.77+1՛ 49 2.67 34.46 Зц

61.6 +4 20 23.03 37.82 3<)
7.91+0 34 1.88 23.7U Зр

растений //. spontfineurn
Таблица 2. Основные статистические параметры исследуемых признаков и группах

Признаки
Вардашен Раздан

х + m ( .՝;) 5 V х * ш (х) 3 V

Число стеблей (продуктивных) 7.00+0.64 6.37 91.00 22.28+1.89 18.89 84.78
Длина главного стебли 54.14+2. И 29.90 38.60 46.71+1.30 12.98 17.79
Длина верхнего стебля 17.69+0.63 6.29 35.16 12.36+0.53 5.28 42.72
Число листьев 3.40+0.0( 0.59 17.35 3 38+0.0J 0.93 27.51
Длина колоса 70. G +0.35 3.48 49.29 4.32+0.13 1.30 30.09

Результаты и обсуждение. На основании проведенных исследова­
нии было установлено, что как для растения ячменя, так и для лнлоя- 

са наиболее вариабельным признаком является признак кустистости, 
а наиболее консервативным—общее число листьев.

При сравнении растений я։ разных зон произрастания выявлена 
обратная зависимость между признаками кустистости и линейными ха­
рактеристиками стебля, колоса, листьев. С увеличением (уменьшени­
ем) кустистости наблюдается уменьшение (увеличение) линейных раз­
меров, что свидетельствует о реципрокном проявлении корреляции.

Наибольшие различия наблюдались между растениями из районов 
Вардашен и промышленных выбросов, а также между растениями и։ 
района промышленных выбросов и ущелья реки Раздан. Подобные из­
менения связаны кич с большой ксероморфностыо зон, так и, ио-види­
мому, с насыщенноегью воздушного бассейна вокруг района промыш­
ленных выбросов вредными газовыми примесями и вибрационными про 
цесоамн.
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В сслекционно-гснстических экспериментах по индуцированному 
мутагенезу фактически пет единой методики определения объема вы­
борки как семян для Мь так и растений, колосьев с каждого растения 
и семян с колоса для получения М2.

Существует мнение [11, 12], что для эффективного отбора доста­
точно брать от каждого растения М։ по одному—два семени. Ряд ав­
торов утверждают, что у злаковых обычно один (первый) колос проис­
ходит от мутировавшей клетки и является гстсрознготдым по мутиро­
вавшему гену, все остальные клетки остаются неизменными, почему и 
предлагают выращивать М| в условиях густого стеблестоя, чтобы ИЗ 
каждого семени вырос только один побег [2, 8]. При том Шмальц [8] 
предлагает брать от каждого растения ЛА; 20-30 семян. Другие авто­
ры доказывают, что мутацию несут не только первый (главный) колос, 
но и последующие, хотя более эффективными по выходу мутаций в од­
ном случае являются первичные колосья [1, 6, 9], в другом -колосья 
третьего—пятого порядков [4].

Наши опыты показали, что частота мутаций в М2 не зависит ни от 
степени кущения растений М։, ни от порядка появления колоса [3].

В настоящей работе приводятся результаты исследования частоты 
и спектра мутаций в потомство колосьев первого четвертого ярусов 
растений М(, выращенных из облученных семян.

Материал и методика Воздушно-сухие семена сорта Смете Цсррос 66 облучались 
рентгеновским» лучами в дозе 150 Грен (Гр) при мощности дозы 6 Гр/мин и высева­
лись н вегетационных сосудах в 4-х повторностях, по 20 б каждом. Опыты проводи­
ли». на Эчмиадзннской экснери ментальной базе НИМЗ АрмССР и 1980-1982 гг. 
выращивали в полевых условиях.

В посеве М, были пронумерованы колосья первого- четвертого ярусов н убраны 
для высева М2. В первый год были пронумерованы колосья 44-х растений, лз «то­
рой—23-х. Из чих четырехколреными оказались соответстаешю 18 и 15 растений, з 
трехколоенымн—26 в 8. Из каждого колоса высевалось по 25 семян. Каждый колос 
растений М։ дал в М2 одну семью.
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В М, учитывались частота семей с морфологическими мутациями и частота и 
спектр мутаций в потомстве колосьев разных ярусов.

Результаты и обсуждение. В первый год исследований морфологи­
ческие мутации были обнаружены у 78-ми семей из 150-ти (52% семей), 
л та второй год—у 26-ти из 84-х (30.9%). Частота встречаемости се­
мей с мутациями в потомстве 1- IV колосьев в 1981 г. составляла 45,5 
72,2%. а в 1982 г. 21,7—46,6%. Такое расхождение данных по годам, 
возможно, объясняется влиянием климатических условий на проявление 
потенциальных мутации и стохастичностью их возникновения. Так, 
Рапопорт [5] считает, что повторное возникновение мутации одного и 
ю։о же гена наблюдается при тождественных условиях с вероятностью 
1:5060—1:50000, при довольно большом объеме выборки. Следователь­
но, возникающие в одном опыте полезные .мутации (равно как и любые) 
повторяются довольно редко.

В опытах частота встречаемости семей с морфологическими мута­
циями в потомстве колосьев более позднего происхождения (особенно 
1ю:.1еднегр) была выше, чем в потомстве 111 -1\ талосъев. В 1981 г. 
она доставляла 54,5- 72,5%, в 1982 г.—76,1 46,6%, а в потомстве 1 и 
II колосьев—соответственно 45,5—17,7 и 21,7—34,8%.

В опытах разных лет изменялся не только общий выход семей с 
мутациями, но и спектр и частота встречаемости отдельных морфоти- 
нов. В первый год опыта выявлен более широкий спектр мутаций с бо­
лее высокой частотой, чем во второй. Чаше всего возникали мутаций 
короткостебельностн (36,0 и 26,2%), а затем скверхед сети (5.3 и 4.8%) 
и спельтондностн (20,7 и 3,6%).
Частота, возникновения мутаций в потомстве колосьев разных ярусов растений M|t %

Спектр
1981 г. 1982 г.

I п IV 1 :։ Ш IV

Коротко..-тесельн ыс 31.8 36,4 38.6 38.8 21.7 30.4 17.4 40.0
СкверхсДныс 5.8 2.2 6.8 5.5 4.3 4 3 4.3 6.5
Сйельтондныс 20.4 13.0 20.4 41.1 4.3 0 8.7 0
Высокорослые 2.3 0 2:3 5.5 0 0 0 0
Компактоидные 2.3 0 4 5 11.1 0 0 0 0
Пояустерильяые 2.3 0 0 0 G 4 3 (1 0
Жесткое тс б ел ьн ы е 0 а 0 5.5 0 П 0 0

Данные таблицы показывают, что возникновение тон или иной му- 
тапни в. М2 нс зависит от порядка появления колос;?. Любая мутация 
почти с одинаковой вероятностью может возникнуть з потомстве коло­
та любого Ядуеа (от I до IV). Однако замечена несколько повышенная 
встречаемость короткостебельнос.тн в потомстве колосьев IV яруса — 
38,8. и 40,0% но сравнению с колосьями I яруса 31,8 и 21.7%.

Это даст основание заключить, что в экспериментах по мутацион­
ной селекции необходимо использовать семена всех продуктивных ко­
лосьев.

Анализ морфоло։ ических мутаций показал, что в потомстве отдель­
ных колосьев возникали как однотипные, так и множественные мута- 
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нии. Замечено преобладание однотипных мутаций. Лишь в потомстве 
IV колоса в опыте 1981г. обнаружено некоторое увеличение двойных и I 
।ройных мутаций. Мутации могут появляться как в потомстве «сего I 
растения М;. так и з потомстве отдельных колосьев—от I до IV. Так. 
в 1981 г. из 35-тн растении М։, имеющих мутации в потомстве, только 
у 8-ми все колосья являлись носителями мутаций. У 6-ти растений му­
тации были обнаружены только в потомстве одного колоса, опять ж 
независимо от порядка его появления. В остальных случаях на каж? I 
дом растении мутацию несли по два— три колоса. Аналогичные данные 
были получены в опыте 1982 г.

В опыте 1981 г. у 19-ти растений из 35-ти в потомстве разных ко­
лосьев растений М. спектр мутаций был различным. Это доказывает.,] 
что в образовании побегов участвует не одна, .а несколько инициальных 
клеток, которые вероятнее всего могут нести различные потенциальные! 
изменения. Иногда спектры мутация в потомстве всех колосьев одного; 
и того же растения совпадают. Так. в опыте 198! г. у 8-ми растений в 
потомстве колосьев всех ярусов спектры мутаций были одинаковым՝! 
(короткостебсльные или спельтопдные формы).

Если учитывать, что возникновение спельтои.шости обусловлено не­
сколькими цитологическими изменениями нехваткой, потерей целой 
хромосомы, генной мутацией и т. д. [7. 10], то вполне можно допустить, 
что в генотипе одного растения имело .место одновременно несколько 
изменений. Не исключено также, что могли воз։:икнуть я другие по-:- 
врожденна, которые, однако, впоследствии либо репа пировал и, либо при­
вели к летальному исходу.

В отношении проявления короткостебельносг и з потомстве всех ко­
лосьев растений М։ можно предположить, что поскольку на проявление 
признака высоты растений влияет множество генов, находящихся в раз­
личных хромосомах гекса илоядного набора, то вероятность одновре՜- 
минного изменения какого-либо гена из этого множества сравнительно 
высока. Нс исключено также, что все побеги с однотипной мутацией 
могли образоваться от одной инициальной клетки, являющейся носите­
лем определенной мутации.

То, что у шачитсльной части растений в потомстве I—II колосьев 
не обнаруживается мутаций, а выявляются они в потомстве 111—IV ко­
лосьев, свидетельствует о справедливости предположения о вызванной 
мутагеном задержке митоза иницпальпых клеток, носящих потенци­
альные мутации. А проявление мутаций в потомстве только I колоса 
говорит о том, чю последующие побеги образовались от нсмутиронав- 
ших или реларкроваиных клеток.

Все это дает основание предположить, что возникновение потенци­
альных мутаций в ючетках носит вероятностный характер, а реализация 
их определяется жесткостью впутрисоматического отбора, па который 
в свою очередь влияют условия произрастания.

Результаты анализа. показали, что нежелательные мутации (слель- 
тоидность, ком па к-тои дность, жесткостебельность и др.) чаще всего 
встречаются в потомстве более поздних (III —IV) 5<олосьев. Но так как 
здесь немало и полезных мутаций (в данном случае короткостебель- 
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кость), то, следовательно, для получения М2 желательно использовать 
семена всех продуктивных колосьев растений М։, как было сказано вы 
ше.

Подсчет растений исходной и мутантной форм показал, что соотно­
шение их доставляет в среднем 12,5:1,0. Если для получения М2 брать 
по I--2 семени От каждого растения, то веройшесть обнаружения му 
танин резко снижается, и вряд ли пакой подход может быть эффектив­
ным для отбора ценных мутаций. Поэтому считаем целесообразным 
брать с каждого колоса растений X\t по возможности больше семян, же­
лательно не менее 20.
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О СЛОЖНЫХ ГИБРИДАХ ПШЕНИЦЫ С РАЗЛИЧНЫМИ 
ФЕНОТИПАМИ ГИБРИДНОЙ КАРЛИКОВОСТИ

М. X. КАЗАРЯН

Ключевые слова: пшеница, гибридная карликовость, множественные аллели.

Наличие множественных аллелей того или иного гопа увеличива­
ет комбинагнвную изм.нчивость организмов. В работах, опубликован 
пых нами ранее 11. 2]. дана предварительная оценка сортов мягкой 
пшеницы по силе аллелей генов гибридной карликовости на основании 
изучения простых гибридов Р։. Для уточнения силы аллелей генов Д։. 
Д2, Сочетания Д2Д3 (с ТЬ« и ТЬ2), обусловливающих явление гибридной 
карликовости, мы задались целью получить и изучить Р| сложных (трои 
пых) гибридов с различными фенотипами Л. (1&аг[пе$$.

Материал и методика. В исследования включены следующие сорта и образцы пше 

вины: Канберра (Др. субкерманшахи (Д*՜). Вапднллз (Д*). Калининская II (Д',).
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Кубанская 122 (Д;’ ). Горицкая местная ։Д* ), Московская 2460 (Д? ). Пуза 12 
(Д2Д3ТЬ«, Здзиславка (Д2Д8Т1|?‘-тI. РПГ 49/49 (Д2Д3Т||J՜’՜"1 ). Асканяйссзя 25 
<Д2Д3ТЦ). Степнячка 30 (Д2Д3ТЬ2 ~w1 ). Бельнкэя 32 (Д2Д3ТЬ;’т՜* ), Одесская 12 
(JI,Jt,Th * *). Фриско (Д։Дд ). Символом s обозначены сильные аллели д <՛•՛/• 
ьчтсгвукиинх генов, аь- умеренно сильные, m умеренные, win- умеренно-слабые» 
v слабые, wt-сверхслабые. Контролем для сложных гибридов служили, их <оот- 
ьетстьуклпие простые и тронные |ибриды, полученные с участием сортов со ,слв0ыш1 
аллелями геном гибридной карликовости Наличие или отсутствие различных аллелей 

« ног. h. dwarfntes установлено по срокам наступления фенокрнтнческой и эффектив­
ной летальной фаз. а также по тину образовавшихся (tea/?-растений. По отсутствия 
различий в проявлении фенокритнческон фазы и типе с/годг/'-рэстений у сложных гиб­
ридов с (фенотипом dwarf 2 и «tear/ 3 судили о наличии одинаковых аллелей данного 
।сна. У гибридов с фенотипом dwarf I различия в силе аллелей устанавливали i»> сро­
кам наступления эффективной летальной фазы у гибридных растений. В случае рас- 
щепленпя сложных гибридов фенотипически на 2 группы растений, г с. при выявле­
нии двух сроков проявления фенокритической (у гибридов dwarf 2 и dwarf 3) или 
эффективной летальной (у гибридов dwarf 1) фаз уточнили наличие разных аллелей 
изучаемого гена.

Результаты и обсуждение. Исследования показали. что сложный . 
гибрид F| (КанберраХсубкерманшахи) хПуза 12 имеет два срока про­
явления фснокрнтнческой фазы (в возрасте 2-х листьев я в фазе полно 
го кутения). В соответствии с этим возникают растения двух типов— 
dwarf I и dwarf 2. Если не учитывать природы множественных алле­
лей генов гибридной карликовости, то у этого гибрида теоретически 
можно ожидать образование растений с фенотипом dwarf 2. Однако 
именно различие в силе аллелей гена Д։ у сортов Канберра и субкер- 
маншахи ведет к возникновению гибридных растений с двумя фенотипа­
ми— dwarf 1 (летальный, непродуктивный тип) и dwarf 2 (полулегаль­
ная, продуктивная форма). О разных аллелях одного и того же гена 
■ Ji) у сорта Канберра и образна субксрмалшахи (разновидность из 
популяции copra Дир) свидетельствуют и простые гибриды F։. Так, 
фенокритическая фаза у гибрида Пуза 12ХКамбсррз а скупает одновре­
менно с таковой той части растений сложного гибрида F| (КанберраХ 
субкерманшохи) хПуза 12. которая образует тип dwarf 1 (на 20-й день, 
после появления всходов, в возрасте двух листьев). Совпадают также 
сроки наступления фснокрнтнческой фазы у простого гибрида Пуза 12х 
субкермаишахи и той части растении сложного гибрида F։ (КанберраХ 
•убкер.маншахи)хПуза 12, которая образует тип dwarf 2 (на 24 -32-й 

день после появления исходов, в фазе полного кущения). Таким, обра­
зом. подтверждается юличис сильного аллеля гена Д։ \ сорта Кан­
берра (Д*) и слабого ею аллеля у образна субкерменшахи (Д*).

Выявление только одного срока проявления февакритичсской фа­
зы у другого сложного гибрида. F։ (ВандиллеХсубкерманшахи) хПу­
ха 12, и образование одного типа карликовых растений (dwarf 2) гово­
рят о наличии одинаковых аллелей гена Д, (Д* ) у сорта Вандилла и 
образна субкермаишахи. Этот гибрид, в свою очередь, может служить- 
дополни гельным контролем для гибрида F։ (КолберраХсубксрманша- 
\|-)х Пуза 12. у которого обнаружены два срока фенокркт и ческой фазы 
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и соответственно выделены два фенотипически различных типа карли­
ковых растении.

Результаты изучения сложного гибрида F։ (Калининская ИХКубан- 
ская 122) Хфриско свидетельствуют о наличии множественных аллелей 
гена Д2. В этом случае теоретически ожидается возникновение леталь 
пых растении dwarf 1. Однако а течение вегетационного периода нами 
были обнаружены два типа гибридных растений. Часть их в соответ- 
сгний с теоретически ожидаемым результатом образовала dwarf 1 и по­
гибла на 20—25-й день после появления всходов в фазе кущения. 
Остальные растения в течение вегетации вступили в фазу колошения в 
к 86-му дню после появления всходов проявили продуктивный фенотип 
dwarf 2. Та коз расщепление сложного гибрида F։ (Калининская 1IX 
Кубанская 122)хФриско говорит о наличии сильного аллеля гена Д2 у 
сорта Калининская 11 и его сверхслабого аллеля у сорта Кубанская 122. 
о чем свидетельствуют соответствующие простые гибриды. Однообра­
зие гибридных растений (dwarf 1) я один срок проявления эффективной 
летальной фазы у сложного гибрида F։ (Горицкая местная* Москов 
екая 2460)ХФрнско и их соответствующих простых гибридов подтвер­
дили Наличие одинаковых аллелей гена Дг(Д* ) у сортов Горицкая 
местная и Московская 2460.

Анализ сложных гибридов Fi Луза 12хЗдзиславка)ХКанберра и 
F։ (ЗдзислазкэХРПГ 49/49) * Канберра показал, что сорта Пуза 12 и 
Злзиславка имеют разные аллели генов Д2Д3ТЬ0 ($ и ms-ni соответ­
ствен но), в то время как сорта РПГ 49/49 и Здзиславка являются но­
сителями одних и тех же аллелей (ms-m).

Для подтверждения или отрицания наличия множественных алле­
лей у сортов с сенами Д2Д3ТЬ2 были изучены сложные гибриды F 
(Асканийская 25хСтепнячка 30) >■ Канберра и F։ (Бельцкзя 3՝2ХОдес- 
екзя 12)ХКанбёрра. Теоретически у этих гибридов ожидается образо­
вание растений с фенотипом dwarf 3. Однако при анализе сложного 
гибрида Ft (Асканийская 25ХСтспнячк>а 30)- Канберра обнаружены 
дна срока проявления феиокрнтичоской фазы и соответственно—две 
группы растений (с фенотипом dwarf 2 я dwarf 3), что указывает на на­
личие разных по силе аллелей генов ДгДзТИз у сортов Асканлнсмая 25 
is) и Степняка 30 (w-wt). Сложный гибрид F, (Белеикая 32ХОдес- 
С;дая 12)ХКакберра отличался однообразием гибридных растений 
(dwarf 3) и имел один срок проявления первых признаков h. dwarfness. 
Эти факты подтвердили наличие одинаковых аллелей генов Д2Д3ТВ_. 
(wm-w) у сортов Бельплая 32 и Одесская 12.

Полученные экспериментальные данные свидетельствую! о наличии 
серии множественных аллелей генов Д։, Д2 л сочетания Д2Д3 (с Fho и 
Th2), контролирующих явление гибридной карликовости.

Обобщая результаты исследований, можно прийти к следующему 
заключению:

при изучении F։ простых и сложных гибридов с фенотипом гиб­
ридной карликовости обнаруживается одна и та же закономерность в 
отношении того или иного гена Л. dwarfness. Исходя из этого, пред- 
лапаем в дальнейшем изучение множественных аллелей генов гибрид­
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ной карликовости у новых сортов пшеницы вести на уровне первого по­
коления простых гибридов. Это ласт возможность сократить сроки ис­
следования и тем самым повысить результативность работы;

сорта и образцы со слабыми и сверхслабыми аллелями генов Д| 
(Вандилла, субкср.маншахн) и Д2Д3Т!|2 (Степнячка 30, Бельцкая 32, 
Одесская 12) можно использовать в гибридизационных программах для 
получения продуктивных и мощных гибридов типа dwarf 3.
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Механизм действия актиномицинов был предметом исследования 
многих авторов [4—6]. Большинство их полагает, что актиномицин на­
рушает биосинтез РНК [9, 10]. Существует мнение об особой чувстви­
тельности к актиномицину р РНК. В основе подавления актиномици­
ном синтеза РНК лежит взаимодействие антибиотика с ДНК. а резуль­
тате чего происходит как бы включение антибиотика в молекулу ДНК, 
препятствующее взаимодействию с ней РНК-полк.мерезы. В связи с на­
рушением синтеза РНК. вызываемым актиномицином, угнетается син­
тез белка [8].

В клетках корешков лука под влиянием актиномицииа наблюдался 
митодепрессивный эффект [3] Высокие концентрации антибиотика 
вызывали массовую гибель клеток. Изучение взаимодействия актино­
мицина с 1ругими химическими факторами показало, ио кинетин яв­
ляется его прямым конкурентом и ослабляет антимитотический эффект 
актиномицина [1. 2].

В настоящем сообщении приводятся результаты изучения воз­
действия различных доз и экспозиций актиномииина-I.) на митотическую 
активность меристематических клеток корешков Crepis capillaris.

Материал и методика. Cr. capillaris—растение семейства сложноцветных -явля­
ется удобным тестобъекто.м для цитогенетических исследований Корешки Cr capilla- 
ris обрабатывались актиномицином-!) фирмы Retinal [Hudupcst, Hungary} трех кон-
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центрацнй—1, 50 и 250 мкг/мл в течение 2, 6, 12 в 2-1 ч Из фиксированного материала 
готовились давленые аистскармнновые препараты. Подсчет митозов производился с 
регистрацией фаз клеточного деления (профаз, метафаз, анафаз, телофаз). Определя­
ли процентное соотношение фгз клеточного деления и митотическую активность.

Результаты и обсуждение. Митотическая активность во всех опыт­
ных вариантах закономерно снижается с увеличением концентрации и 
продолжительности обработки (табл.).
Изменение митотической активности и час юты 
корешков Сгер/8 <арЩап$ под воздействием

вс।речае.мости фаз митоза в клетках
кгзлчны х концентраций акгнномнипна-Д

а. 2 *ГО ■ Процент клеток, находящихся нз стадии
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2 10000 95.20 1.75 2.-10 0.64 0.01 4.80+0.67
1 б 10000 95.25 1.78 2.73 0.23 0.01 4.75+0.67

12 10000 95.32 1.79 1.84 0.05 — 4.68+0.66
24 1о000 95.51 3.16 1.20 0.13 —- 4.49+0.65

2 10000 95՜ 41 2.12 1.77 0.70 _ — 4.59+0.66

50 6 10000 96.59 1.96 1.12 0.30 0.03 3 41+0.5/
12 ними» 97.54 1.39 1.02 0.05 — 2.46*0.48
24 10000 98.23 1.26 0.46 0.04 о.о1 1.77+0.41

о 10000 96.60 1.99 0.88 0.4'1 0 13 3.40+0.57

250 6 101 оо 98.57 0.84 0.53 0.06 1.43+0.37
12 10000 98.86 0 68 0.4-1 0.02 — 1.14=Е0.33
24 10000 99.60 0.19 0.21 — — 0.40+0.19

2 10000 93.08 3.90 1.80 0.77 0.45 6.92+0.80
Кент- 6 10000 91.35 5.24 2.17 0.97 0 27 8.55+0.88
роль 12 1001)0 91.88 5.01 1.81 0.83 6.47 8.12+0.66

24 юиоо 91.09 4.86 2.12 
\

1.37 0,56 8.91+0.90

Особенно резкий спад начинается при 24-часовой обработке акти­
номицином в концентрации 50 мкг/мл. Процент делящихся клеток при 
этом составляет 1.77±:0,41, что примерно в 5 ра меньше, чем в кон­
трольном варианте.

Концентрация 250 мкг/мл оказалась наиболее сильнодействующей. 
При 24-часовой обработке процент делящихся клеток я этом варианте 
составил 0.1±:0,19. т. с. число митозов практически свелось к нулю. На 
препаратах отмечались единичные делящиеся клетки, находящиеся на 
стадии профазы и метафазы. Исчезновение анафаз и телофаз свиде­
тельствует о полном метафазном блоке- Аналогичный летальный эффект 
под влиянием актиномицина был отмечен я на клетках корешков лука, 
лри этом после снятия действия .: п биотиюа деления также и? наблю­
далось, что свидетельствует о необратимости происходящих процес­
сов [3].

Если 24-часовая обработка актиномицином у концентрации 250 
мкг/мл вызывала полный метафазный блок, то но всех остальных вари­
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антах наблюдалось частичное блокирование клеток из стадии метафа­
зы. Вероятно, актиномицин каким-то образом нарушает аиафазиое рас­
хождение хромосом к полюсам.

Заслуживаем внимания чрезвычайно малое количество клеток, на­
ходящихся на стадии телофазы. Ровно в половине всех опытных вари­
антов на этой стадии нами не было зарегистрировано ни одной клетки.

Таким образом, одной из причин снижения митотической активно­
сти в клетках корешков Сг. capillaris следует считать исчезновение 
поздних фаз митоза анафаз и телофаз.

Диализ встречаемости отдельных фаз митоза под воздействием ак­
тиномицина свидетельствует о том. что процент вступающих в профазу 
клеток во всех опытных вариантах значительно ниже, чем в контроле. ։՛ 
это позволяет предположить, что второй причиной подавления митоти­
ческой активности является уменьшение числа клеток, вступающих 
профазу, т. е. возникновение блока интерфаза—профаза. Существует 
мнение о том. что переходный от ннтерфазы к профазе период, или тчк 
называемый период «прспрофазы», возможно, является одной из важ­
ных мишеней, на которую направлено а нт и митотическое действие [7].

Таким образом, анти митотический эффект актиномицина связан, с 
торможением движения клеток по митотическому циклу на всех его 
этапах

Была также отмечена способность актиномицина п концентрациях 
1 и 50 мкг/мл вызывать появление полиплоидных клеток и метафаз, на- 
поминающих метафазы, индуцированные колхицином. Эго. по-зидимо- 
му, связано с тем, что актиномицин повреждает -ахроматиновое верете­
но или каким-то иным способом нарушает расхождение хромосом к 
полюсам, т. е. митотический аппарат клетки также является для него 
мишенью.

Наиболее активно полиплоидные метафазы индуцируются актино­
мицином концентрации 1 мкг/мл при экспозиции 2, 6. 21 ч, а также при 
2*часовой обработке проростков антибиотиком в концентрации .50 мкг/мл.

Изредка встречающиеся хромосомные аномалии, в основном в ви­
де фрагментов, не позволяют наделить использованные нами концент­
рации актиномицина мутагенными свойствами, гак как частота встре­
чаемости аберрантных клеток в опытных вариантах была но выше, чем 
в контроле.
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Известно, что при стрессе происходит՛ резкая активация перекисно­
го окисления липидов [2] с образованием свободных радикалов, ока­
зывающих токсическое влияние на ткани в результате воздействия на 
структурную организацию биологических мембран, что, в свою очередь, 
приводит к функциональным изменениям гормональных и. других регу­
лирующих систем организма [5].

Некоторые из продуктов превращения гидроперекисей арахидоно­
вой кислоты (лейкотриен В.; и 14, 15-дигндрокснзйкозатетрасновая кис­
лота) являются модуляторами образования су не роке иду пиона О2 [10, 
11], инициирующего дальнейшую цепь перекрестного окисления липи­
дов [6, 8].

Ранее было показано, что 16а, 20-днгидрокси-2 р, 25-ди-/р-1)-глюко- 
пираноз։1лОкси/-кукурбитеп-5-трион-3, II, 22 (дн глюкозид дигндроку- 
курбитацина Д, ДДКД), выделенный из корней Вг./олш я/5л I.. [3], 
повышает работоспособность мышей [4]. В настоящей работе нами изу­
чено влияние ДДКД на липидную пероксидацию в микросомах печени 
крыс, подвергнутых стрессу.

Материал и методика. Опыты проводили на белых беспородных крысах-сахщах. 
Стресс вызывали однократной 2,5-часовой иммобилизацией крыс [7]. Животных де­
лили на пять групп. Крысам двух групп ежедневно вводили по 0,5 мл растворители 
(воды); остальным животным внутримышечно вводили по 0,5 мл водного раствора 
ДДКД » дозах I; 0,1; 0,01 мг/кг массы и течение 14 дней. Затем крыс четырех групп 
подвергали иммобилизации, за исключением одной контрольной. Сразу после иммо­
билизаций их декантировали, извлекали печень и гомогенизировали в буферном рас­
творе (4 мМ трис-НС), pH 7.4), содержащем 0.25 М сахарозу Гомогенат центрифу­
гировали при 10000 ц в течение 15 мин. супернатант отделяли и центрифугировали при 
10000(1 н течение I часа, Осадок отмывали от сахарозы центрифугированием в бу­
ферном растворе (I мМ трис-11С1, pH 7.4) в течение 30—40 мин при 100000 #. Полу­
ченные микросомы ресуспепдировали в среде ннкубаиии (40 мМ грнс-НО. pH 7,0. 
Белок определяли по методу Лоури [9].

Интенсивность перекисного окисления липидов (ПОЛ) в микросомах печени крыс 
определяли по реакции с тясбарбптуровой кислотой (ТБК)—по выходу малонового 
диальдегида (МДА) II].
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Для определения интенсивности неферменгативяого окисления к пробам, содер­
жащим 0.5 1 мг белка микросом н 12 мкМ феррицианида калия добавляли аскорби­
новую кислоту, н смесь, встряхивая, инкубировали, в водяной бане при ЗТ’С.

При определении интенсивности ПОЛ в ферментативной. НАДФ-Н специфнинн.*։ 
цепи окисления Ре » ֊ вместо аскорбиновой кислоты нсии.։ьзови. и I мМ НЛДФ-Н И 
20 мМ пирофосфата натрия и обоих случаях общий обтлм инкубационной смеси бил 
равен 1 мл. Для остановка реакций белок осаждали добавлением 1 мл 30%-ной три- 
хлоруксусной кислоты, смесь центрифугировали при 8000 § в течение 20 мни, отбира­
ли по I мл супернатанту к которому добавляли 0.2 мл 0.6 М НС1 и 0.8 мл 0,12 М ТБК 
Растворы кипятили на водянок бане в течение 15 мин. охлаждали н измеряли иптнче- 
скуй» плотность полученных образцов при 535 нм (СФ-|6а>

В другой серии опытов ДДКД инкубировали е микросомами печени крыс, пой 
оергнутых нм.мобилизац. и. Условия инкубации те же. концентрация ДДКД и инкуба- 
иконной среде составляв ;։ 10 ’—10 ' М Контролем служила группа крыс, подверг­
нутых стрессу.

Результаты и обсуждение. Влияние ДДКД на ПОЛ ։п Лио. Как 
видно из рисунка (рис. 1а). уровень липидных перекисей в аскорбата։• 
висимой системе окисления при стрессе повышается почти в 2 раза. 
При введении ДДКД в дозах 0,1 и 0,01 мг/кг массы наблюдается лишь 
незначительное но сравнению со стрессом уменьшение содержания пере­
кисей липидов, в то время как введение I мг/кг массы приводит к у роз­
ню, близкому к контрольному.

I п ш
/0 JD

Ряс 1 П«|К‘-;нсж>: жис.и-няс ЛЙПИДОИ МИКроС >М нечем.■ крыс пра введения 
ДДКД в дозах 1 0,01; 11—0,1; III—I мг/кг массы; а—зскорбагзаокснмис 
окисление, б-НАДФ-Н-за виси мое окисление I— стресс. 2—контроль.

3-ДДКД.

На рис. 16 показано влияние ДДКД на свободнорадикальное окис- 
не липидов в опытах с НАДФ-И-за виси мой системой окисления. При 

стрессе уровень липидных перекисей также повышался в два раза, в то 
время мак у крыс, которым вводили ДДКД, он был значительно ниже 
при всех трех дозах.

Влияние ДДКД на ПОЛ in vitro. Как видно нз рис. 2. ДДКД. на­
чиная с концентрации 10 -‘*М, снижает уровень липидных перекисей в 
НЛДФ-Н специфичной цепи окисления. В аскорбатзависимой системе 
окисления достоверных изменений при действии ДДКД не наблюдается-

На основании полученных данных можно заключить, что введение 
крысам ДДКД в дозах Ю՜5 —10 7моль/кг при стрессе приводит к то- 
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му, что в микросомах печени животных липидная пероксидация проте­
кает значительно менее интенсивно.

Антиоксидантное действие ДДКД связало с сто ингибирующим 
влиянием на стадию зарождения процесса свободнорадикального окис­
ления жирных кислот в микросомах печени, а именно на окисление |-е?‘

Ряс. 2. Влияние ДДКД на перекис- 
нее окйсЛенне липидов микросом пе­
чени крыс в Н.ЛДФ-Н зависимой си­

стеме окисления in vitro. 
I—контроль; 2—ДДКД.

и неферментативым путем.в F' с ка-к ферментативным, так 
фонт при ферментативном пути окаел-. ция Г՜:՜ - проявляется 

Этот эф- 
гакже и

опытах in vitro, где ДДКД добавляли непосредственно к микросомам 
печени крыс, подвергнутых стрессу. В аскорбатзависимой же, нсфер- 
ментативнон системе окисления in vitro ДДКД нс действует.

Таким образом. ДДКД ингибирует НОЛ з микросомах печени крыс 
при стрессе, действуя на ферментативную систему инициирования цепи 
окисления.
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УД К 619:616 355 + 619:618 24 -022

ФЕРМЕНТЫ ПЕРЕАМИНИРОВАНИЯ В ДИАГНОСТИКЕ И 
ОЦЕНКЕ ЛЕЧЕНИЯ БРОНХОПНЕВМОНИИ

Г С. ГРИГОРЯН. О 3. НАГАШЯИ. С. Н. МИНАСЯН

Ключевые слова грансамимаж ('ронхописвхония

Увеличение частоты заболеваемости бронхопневмонией сельскохй I 
зяйст венных животных и последние годы диктует необходимость рлзра- I 
ботки четких критериев диагностики этого заболевания .для своевремен- I 
ною назначении лечебных средств. Известно, что в ряде случаев вое- 1 
пзлнтельпый прочесе в легких протекает вяло и малодоступен днэгно* I 
стике с помощью общепринятых клинико-лабораторных методов несло* I 
лова н и я.

В связи с этим возникает необходимость изыскания новых, обшело* I 
ступиых диагностических тестон.

Изменения активности ряда ферментных систем могут огра- I 
щть динамику процесса, глубину метаболических расстройств, степень | 
интоксикации, а выявление их позволит прогнозировать исход заболе- 1 
взння [I. 2]. Поэтому все большее значение приобретает изучение фер- | 
ментативной активности сыворотки крови при поражении дыхательной I 
системы у сельскохозяйственных животных. В этом плане большой ин* I 
терес представляют ферменты переаминирования (аснартат-амнпотраисг | 
феряза и аланинамннотрансфераза АсТ и АлТ. В то же время в оте­
чественной литературе имеются лишь единичные сведения об изменении 
активности этих ферментов при некоторых заболеваниях легких [3.5].

Цель работы заключалась в оценке возможности исполюбвашй 
изменения активности аспартат- и аланинамкнотрансфсразы в целях 
профилактики, диагностики и терапии заболевания органов дыхания у 
мелкого рогатого скота.

Материал и методика. Опыты проводилась на овцах в возрасте б 7 месяцев. Жи­
вотные обследовались до лечения. а период .течения и после выздоровления. Контро­
лем служили здоровые животные того же возраста Активность АсТ и Ал Г научалась 
л сыворотке крови, получаемой из яремной вены методом Райтмана. Френкеля [ I]. 
В результате перса минирования, происходящего под действием аминотрансферазу об*, 
разуется пировиноградная кислота

Активность указанных ферментов выражалась я ммоль/(п. лл Экспернмеяталь*- 
ныс данные подвергались взрнапионно-статистичсской обработке Гб].

Результаты и обсуждение. Установлена зависимость уровня иссле­
дуемых ферментов от тяжести заболевания Так. наиболее выражен­
ные изменения активности аспартат- и аланинаминотрансфсразы (ИЯ 
15 и 30% соответственно по сравнению с контролем обнаружены до наз­
начения комплексной терапии (табл.).

В период комплексного лечения активность указанных ферментов 
сравнительно снижается, в среднем на 10—12% в сравнении с контро** 
лем. После-курса лечения этот показатель нормализуется.
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Активность трансамина л в сыворотке крови овей, больных бронхопневмонией.
ммоль/ч. л., п=5. М±м

Условия опыта
Контроль Опыт

АсТ АлТ АсТ АлТ

До лечения 0.16 +0.003 0.32+0.0057 0.24+0.006’ 0.37+0.0057*
R период лечения 0.185 ±0.007 0.32+0.0076 0.21+0.006’ 0.36+0.0076*
После в ыздор озл е ։ । и я 0.185*0.005 0.33+0.0О4 0.19+0.002 0.34+0.0057

* Различие статистически достоверно при Р<0,05.
г

Полученные результаты показывают, что у животных, больных 
бронхопневмонией, происходит выраженное повышение активности фер­
ментов переамниировании в сыворотке крови.

Таким образом, изучение активности сывороточных аминотрансфе­
раз у больных бронхопневмонией животных может служить информа- 
■ивщлм показателем при диагностике, опенке эффективности лечения, 
а также одним из критериев выздоровления.
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ЦЬФЬРЦЗ'ЪЬР - РЕФЕРАТЫ

УДК 634 8:581 1.03(4.5(479.251

ВЛИЯНИЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИИ 
НА ОКОРЕНЯЕМОСТЬ ЧЕРЕНКОВ

ТРУДНОУКОРЕНЯЮЩИХСЯ СОРТОВ ВИНОГРАДА

л-г Л( САРКИСОВА. Я. 3. ДЖКРЕДЖЯН

Изучалось действие физиологически актк шы\ .оедянепий (ФАС) 
на окорсняемость черенков трудноукорёняюшнх-ся, новых перспектив­
ных, комплексно-устойчивых сортов винограда селекции Армянского 
I П !11 винограда-рсгва, виноделии и плодоводства.

Установлено, что при помощи ФАС возможно облегчение укорене­
ния черенков винограда новой селекции, в потомстве которых одним из 
родительских компонентов служил (амурский виноград. Нанлучшимн 
ФАС в этом отношении оказались иидолилмасляна я кислота и агростс- 
мин.

Разработка способов, облегчающих укоренен иг черепков, даст воз­
можность ускорить размножение новых, дефицитных сортов, отвечаю­
щих требованиям неукрывного возделывания винограда в зонах с рез­
ко континентальным климатом Армении.

Установлено, что ФАС и своевременная заготовка черенков в соче­
тании с благоприятными внешними факторами среды способствуют ре­
ализации всех потенциальных возможностей для образования корневой, 
системы и надземной части растения. Такие растения отличаются высо­
кой приживаемостью при пересадке на постоянное место.

14 с . табл. 2. пл 6. библиогр 13 паз».

Институт виноградарства, виноделия и п юдоводства.
Госагрдп'рома Армянской ССР Поступило 15.111 1985 г.

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ. № 1526—В 86, от 5.111.1986г.

УДК 581 19:6343

АМИНОКИСЛОТЫ И БЕЛКИ В ВЕГЕТАТИВНЫХ ОРГАНАХ 
ГИБРИДОВ ВИНОГРАДА ПО ФАЗАМ ВЕГЕТАЦИИ

А. С. АНТОНИН. С А. МЛРУТЯН

В настоящей работ.- приведены результаты изучения шнамнки ами­
нокислот и фракций белков в вегетативных органах винограда по мере 
роста и развития гибридных растений, предпринятого с целью выявле- 
пия закономерностей их изменения в зависимости от фаз вегетации, 
комбинации скрещивания и индивидуальных особенностей сеянцев.
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Объектом исследования служили листья, побеги родительских сор- 
лов и гибридов. Экстракцию свободных аминокислот проводил и 1%-ной 
уксусной кислотой. При экстракция белковых веществ особое внима­
ние уделяли способу и режиму гомогенизация материала, полноте экс­
тракции и очистке белков от фолннположитсльных небелковых веществ 
для количественного определения но методу Лоури.

Результаты исследовании показывают, что содержание свободных 
аминокислот в листьях гибридов различных комбинаций скрещивания 
с самого начала интенсивного роста и до копна формирования ягод 
носит неуклонно возрастающий характер и снижается п фазе фи 
энологической зрелости ягод. В побегах большая часть растворимою 
комплекса белкой приходится па шелочсрастпорнмую фракцию (57 

^6%), затем следую։ юдорэспюрдмые (20 25%) н сиир торт г։ норн ՝н ՛. 
белки (10— 15%). Сея ты 1509/51. 1509/53 а 1509/58 отличаются ог 
остальиых высокой оплсОт) линей щелочерпстпорнмой фракции белков.

Полученная нами информация позволила создать индивидуальные 
характеристики наиболее перспективных гибридов по широкой номен­
клатуре биохимических признаков. В лом аспекте новые селекционные 
сорта Арм. НИИВВиИ Кармрсни, Карин, Меграбунр, Мерцзкан. Ди- 
мацкун, Перкарит представляют особый интерес как комплексно-ус гой 
чипы с (к морозам, милдью и серой .пили) для исукрыаиого возделыва­
ния в условиях укрывной зоны виноградарства Армении, а также сточ­
ки зрения поиска форм с высокоактивным обменом аминокислот и бел 
кон форм, обладающих большими потен анальным и биохимическими 
возможности м и.

6 с., табл. I. бнблкогр 8 нахв.

Институт виноградарства. аия&делия и плодоводства
Госагропррма Армянской ССР Поступило I VIII 1985 г

Полный текст стан ՛ (родзв в ВИНИТИ. .V. 1065—В 86 ։ 1-> 11 ։!»$'■ ।.

УДК 631-461.1:632 954.634 (479.251

ВЛИЯНИЕ СИСТЕМАТИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ ГЕРБИЦИДОВ 
НХ ПОЧВЕННУЮ МИКРОФЛОРУ ПЛОДОВЫХ САДОВ 

АРАРАТСКОЙ равнины армянской ССР
Э. А. АКОПЯН. Л. .4 КАЛАНТАРОВ, .4 .4 СЕВУМЯН. И Ж АВЕТИСЯН

Изучалось действие лниурона (10 кг/га) и чередующегося приме­
нения лниурона (10 кг/га) и далапона (17 кг/га) з течение 3-х лет на 
микробиологическую активность почв персикового и Яблонового садов 
Араратской равнины.

Установлено, что линурон не оказывает заметного ингибирующего 
влияния на интенсивность микробиологических процессов в почве пер­
сиковых и яблоневых садов и активирует жизнедеятельность аэробных 
целлюлозоразрушающнх микроорганизмов и азотобактера.

Изучение динамики роста микроорганизмов на 5-, 3-й и 45-й дни
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к

после опрыскивания лииуроном показало, что на 5-;. иь численность 
микроорганизмов на МПА и бактерий несколько снижается; на 30-й 
день отмечена тенденция к восстановлению численности почвенной ми­
крофлоры, а на 45-й—к активапин се по сравненж с контролем.

Чередование ливурриа и далапона в персиковом саду незначитель­
но ингибирует жизнедеятельность микроорганизмов на ЛАПА, бактерии 
и грибов и активирует жизнедеятельность актиномицетов, спороносных 
бактерий, аэробных целлюлозоразрушающих микроорганизмов и азото­
бактера- Применение линурона и чередование линурона с далапоном 
в персиковом и яблоневом садах оказывает незначительное подавляю­
щее влияние на интенсивность процесса накопления нитратов в почве.

Таким образом, систематическое трехлетпеё применение линурона 
и чередование линурона и далапона незначительно в кратковременно 
ингибируют микробиологическую активность почв садов.

7 с., табл. 2, нл. 3, бнблногр. 5 назв.

Институт виноградарства, виноделия и плодоводства
Госагропроми Армянской ССР Поступило 9.Х 1985 г

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ, № 1060—Б 86, от 13 11.1986 г

УДК 579.65

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ И ВИДОВОЙ СОСТАВ 
АММОНИФИКАТОРОВ В ВОДЕ И ГРУНТАХ ОЗЕРА СЕВАН

В. Г. НИКОГОСЯН

Изучены распространенность, сезонная динамика и видовой состав 
микроорганизмов, минерализующих органические веществе, и аммони­
фикаторов, участвующих в процессах круговорота азота в оз. Севан.

Объектом исследований явились 80 образцов годы и грунта оз. Се­
ван, взятых в 1982 - 1983 гг. из различных глубин и участков озера. Из 
выделенных культур для исследований отобрано 50 культур микроорга­
низмов, участвующих в процессах круговорота азота.

Количество .микроорганизмов на среде ЛАПА и ПВ (пептонная во­
да) определяли чашечным методом и методом титров. В последнем 
случае учет проводили по таблице Мак-Креди. Бактерии идентифици­
ровали по определителю Берги. Для сравнения наших результатов с 
данными Гамбаряна, в некоторых случаях использовали также опреде­
литель Красильникова.

Установлено, что число аммонификаторов в воде колеблется в пре­
делах 20 4000 клеток в 1 мл, а в донных отложениях—1000—320000 
клеток в 1 г влажного грунта. По сравнению с периодом опускания уров­
ня ноды число аммонификаторов в воде увеличилось почти в 4—5, а я 
грунтах—в 10 раз.
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Увеличению количества микроорганизмов, минерализующих орпа- 
пнческие вещества. и аммонификаторов в оз. Севан способствовали 
интенсивное развитие фито- и зоопланктона, поступление органических 
веществ с притоками, повышение температуры, усиление циркуляции 
воды и т. д.

Выявлено, что в воде и донных отложениях оз. Севан распростра­
нены микроорганизмы. принадлежащие к вилам Вас. cereus var. 
mycoides, Bae. megateriutn, Bae. circulans, Вас. punulus. Bae. sub- 
cilia, Pseudomonas fluorescens. Micrococcus luteus.

Такие виды микроорганизмов, как Вас. circulans, Вас. pumilus. 
Вас. subtilis. Ps. fluorescens, Mier, luteus в оз. Севан нами обнару­
жены впервые.

Исследования показали, что ряд микроорганизмов (Вас. тусо- 
ides. Вас. те gaieriurn), обнаруженных Гамбаряном в период опускания 
уровня воды, встречается и в настоящее время. Однако некоторые 
виды, такие как Вас. putrificus, Mier, albidus, Ps. pyocyanea, Ps. li- 
queJadens, Mycobaet. flaoum и т. д., описанные ранее (по опреде­
лителю Красильникова), нам не удалось обнаружить.

Резюмируя изложенное, следует отметить, что в связи со спуском 
уровня воды оз. Севан и изменением его режима значительно изменился 
также количественный и качественный состав микроорганизмов, мине­
рализующих органические вещества, и аммонификаторов.

11 с., табл. 3. библпогр 19 яэза

Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступила I2.VI 1981 г.

Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступило 3.111 86։

УДК 577.154

БИОСИНТЕЗ БЕТА-ФРУКТОФУРАНОЗИДАЗЫ, БЕЛКА.
ПИГМЕНТА И ПУЛЛУЛАНА В ПРОЦЕССЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

.\UPBOBASIDIUM PIJI.L14.ANS НА СРЕДАХ С
РАЗЛИЧНЫМИ ИСТОЧНИКАМИ АЗОТА

Е. Р. АЛЕКСАНЯН. А А ХАЧАТУРЯН. Л. С. МАРКОСЯН

Одним из важных компонентов и и па тельной среды, имеющих оп, де­
ленное значение в регулировании процессов синтеза ферментов, явля­
ются источники азота. Однако в литера гуре почти отсутствуют данные 
относительно влияния их на биосинтез бста-фруктофурапозидазы, что 
явилось пре дметом наших исследований.

В качестве источников азота были использованы неорганические 
соли (сульфат аммония, нитраты калия, натрия и аммония) и органи­
ческие соединения (пептон и гидролизат казеина).

Установлено, что наилучшпмн источниками азота для синте-д фер­
мента служат его окисленные формы—нитраты калия и натрия. Между
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процессами синтеза фермента в биомассы наблюдалась в определенном 
смысле корреляция, которая, однако, выражалась нс в закономерности 
их накопления, а в степени стимулирования синтеза тем или иным ис­
точником, особенно заметного на седьмые сутки роста. Так. нитраты 
мал ня, натрия и аммония, обеспечивающие синтез практически одина­
кового наибольшего количества бета-фру ктофурапозплазы, лучше усваи­
вались микроорганизмом. в тс время как при использовании органи­
ческих источников азо и уровень накопления как фермента, ։ак и био­
массы заметно снижался.

Наиболее интенсивный синтез пуллулаи-а (33,7 мг/мл) наблюдался 
на среде с ионами аммония, тогда как при органических источниках 
азота его содержание составляло всего лишь 1.3 1,9 мг/мл

Между возрастанием количества пуллулапа и снижением р:1 куль­
туральной жидкости отмечалась четкая корреляция. Самое низкое зна­
чение pH зафиксировано в варианте с сульфатом аммония.

Ионы ֊аммония играли важную роль не только в синтезе пуллулзна, 
но и в пигментообразовании: среди неорганических соединений суль­
фат аммония оказался наилучшим стимулятором меланинообразова- 
пия. Однако наиболее активно данный процесс протекал при исполь­
зовании органического азота.

В процессе роста и развития культуры наблюдалось постепенное 
возрастание концентрации внеклеточного белка в культуральной жидко­
сти независимо от источника азота.

Таким образом, исследования показали, что направленность мета­
болизма клеток А. риИгНапз в значительной степени зависит от источ­
ника азота. Как органические, так и неорганические соединения, равно- 
пенные по содержанию азота, по-разному способствуют синтезу бета- 
фруктофурзнозидазы. пигмента, белка, пуллулана и изменению pH 
среды.

Для достижения макси малы: ого синтеза фермента 1 улыиэирование- 
необходимо проводить на средах с окисленными формами азота, а пул- 
л ул а н а—с восста нов л е 11 н ы м и.

II с., табл 5. ил. I, бкблиогр. .12 пазя

Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступило 2.VIII 1984 г.

Полный текст статьи дспоннрааан в ВИНИТИ, № 1596- В 86 от 7 111 19$՛

УДК 6Н 36-1-6115.411 | 61(5.33.577

ИЗМЕНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ В ОРГАНАХ И 
ТКАНЯХ КРЫС ПОД ВЛИЯНИЕМ КУРСА МИНЕРАЛЬНОЙ

ВОДЫ «АРЗНИ»
Р С ЭМИ НЯ Н. 3. .1 САРКИСЯН. Р А. ГРИГОРЯН. ЛЬ А. ДАВТЯН

Высокая биологическая активность некоторых макро- и микроэле­
ментов в функциопнреваиии живых орпанш моа предопределяет г.аж- 
нос:ь и намечай новые нгпекты к изучении механизма действия мине­
ральных вод.
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В этом плане представляет большой теоретический и практический 
интерес одновременное изучение сдвигов в содержании микроэлементов 
в различных органах if тканях организма (кровь, сердце, мозг. коже, 
вышны), под влиянием курса внутреннего приема углекислой (COj—1,2). 
среднемннсралнзованной (М—8,3 г/л), слабокислой (рН-6,8), холод­
ной (Т=2Г). хлоридной гид рока рбонатной натриевой кремнистой бор- 
содержащей минеральной воды Арзнн.

В опытах на белых крысах показано, что пол влиянием курса питья 
минеральной воды <Лрзни> происходят всасывание, появление, накоп­
ление, перераспределение определенных макро- и микроэлементов ми­
неральной воды «Арзнн* в вышеотмеченных органах.

Результаты спектрохнмическнх исследований показывают, что на­
ряду со своеобразными сдвигами микроэлеменгного состава установле­
на определенная однонаправленность изменения ряда микроэлементов 
в изучаемых органах повышения кремния в крови, головном мозге. ко­
же: железа в крови, сердце: фосфора в мышцах, крови; серебра в 
мозге, легких, .мышцах, коже: появление молибдена в сердечной мыш­
це» легких, коже; никеля в крови, сердце, легких, мышцах.

Полученные данные могут послужить обоснованием для использо­
вания минеральных аод при коррекции нарушенного баланса микроэле­
ментов в организме при ряде заболеваний

11 с., ил. 6. бнбллогр 2 ю»

НИИ курортологии и физиологии им А А Акопяна
М3 Армянской ССР Поступило 20.И 1985 г.

Полный текст статьи деловмроаэм п ВИНИТИ. № 1061— В 86. от 13.11.1986г.
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LPUSnr * ХРОНИКА

|ОВАНЕС МНАЦАКАНОВИЧ АВАКЯН|

16 января 1986 г на 56-м голу жизни 
скорок'.чч ижно скончался видный ученый- 
фармаколог. член Президиума Всесоюзно­
го общества фармакологов, заведухнцнй 
лабораторией адренергических механизмов 
Института тонкой органической химии ЛИ 
ЛрмССР доктор медицинских наук Ованес 
Мнацаканович Авакян.

О. М Авакян родился в 1929 г„ в г. Ба- 
я.ч-те (ныне Камо) АрмССР и семье слу­
жащего. Окончив и 1953 г с отличием ле- 
чсбно-нрофнлактический факультет Ере­
ванского медин и некого института, он по­
ступает в аспирантуру ИТОХ и команди­
руется во ВНИХФИ, где под руководством 
крупнейшего фармаколога академика АМН 
СССР М ,1. М.ч։пконского выполняет кан­
дидатскую диссертацию, успешно защи­
щенную им з 1957 г. После окончании 
аспирантуры О. М. Авакян организовал в 

' ИТОХ первую о стране лабораторию адре­
нергических механизмов, которой он руко­
водил до конца своей ж։гзин

О. М Авакян был одним из ведущих 
сгАчтилистои <. р,։лы п области фармако­
логии вегетативной нервной системы. В 
первый период научной деятельности им 
были проведены исследования по фармако­
логической регуляции парасимпатического 
отдела вщх-гатнвной нервной системы, спо­
собствовавшие выявлению ряда высокоак­
тивных холпнолнтнческих с«Х‘динепий.

В 1962 г. О М Авакян первым в стра­
не приступил к систематическим исследо­
ваниям фармакологической регуляции 
адренергических процессов и выполнил 
пнкл работ но химической регуляции вы- 
снобождеиия. решмиищ и захвата норадре­
налина. Эти имеющие важнее научно-нрак- 

тячссксе значение исследования легли и ос­
нову его докторской диссертации, которую 
■ ■л блестяще защитил в 1972 г. в Мо=:>:ее

Значительны заслуги О. М. Авакяна е 
разработке методов исследования действия 
биоло1 ячеек и активн ых веществ на вегстз- 
гнвную нервную систему. Созданные ни 
оригинальные экспериментальные метели 
широко применяются но .многих фзрмало- 
логическнх лабораториях как нашей стро­
пы, тик и зз рубежом.

О. М Авакян является автором 5 мо­
нографии и более 120 статей, опубликован­
ных в советских и зарубежных СПсшы.и.- 
ных периодических изданиях; нм получено 
15 авторских свидетельств на изобретения. 
Результаты своих исследований О. М Ава­
кян неоднократно докладывал на самых 
представительных форумах фармакологов 
мира (н Швейцарии, Финляндии, Англии, 
ЧССР)

Член КПСС с 1952 г., О. М. Авакяй не­
однократно избирался секретарем партбю­
ро н председателем профкома ИТОХ. в 
1967 1970 гг. был заместителем директора 
института по науке н возглавлял научный 
семинар биологического отдела. Длитель­
ный период он читал курс биологии в Ере­
ванском государственном университете. 
О. ,М Авакян являлся членом двух сп«йи- 
ализйрованных советов по присуждению 
ученых степеней,

Светлом память об О М. Аваадне, та­
лантливом ученом, принципиальном ком­
мунисте. человеке большого обаяния, нс- 
।инном патриоте сноси Родины, неутоиа- 
мо.м труженике науки, кссгла будет жКТЬ֊ 
в сердцах его коллег.
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