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Введение. Способность образовывать азотфиксирующие корневые клу-
беньки в симбиозе с актиномицетами рода Frankia обнаружена у ши-
рокого круга (свыше 170 видов) древесных и кустарниковых растений 
[ I ] . Специфическими стадиями морфогенеза микросимбионта актино-
ризных растений являются ветвящиеся септированные гифы, везикулы 
и спорангии с неподвижными спорами. Ряд фактов [2, 3] свидетель-
ствует о том, что везикулы Frankia являются специализированными 
клетками, обеспечивающими функционирование азотфиксирующего 
ферментного комплекса — нитрогеназы. 

Ранее мы обнаружили в везикулах микросимбионта из клубень-
ков черной ольхи (Alnus glutinosa) комплекс циклических экстрахро-
мосомных Д Н К , состоящий, по крайней мере, из 14 классов молекул 
размером от 0,75 до 83 тысяч пар інуклеотидов (т. п. н.) [4] . Уникаль-
ной особенностью этого комплекса является высокое относительное со-
держание (до 40 %) минициклических молекул Д Н К (от 0,75 до 
2 т. п. н.). Самые мелкие из них, имеющие размеры ниже минималь-
ного предела, необходимого для автономной репликации, очевидно, не 
могут рассматриваться как плазмиды. В связи с этим возникло пред-
положение [5], что обнаруженные в везикулах циклические Д Н К (или 
часть из них) являются по своей природе интегрированными последо-
вательностями, переходящими в автономное состояние в результате 
перестроек генома, индуцируемых дифференциацией везикул в клу-
беньке. 

Аналогично другим азотфиксирующим организмам [6, 7] в гено-
мах Frankia обнаружены консервативные последовательности, гомоло-
гичные структурным генам нитрогеназы (nifHDK) Klebsiella pneumo-
niae [6, 8] . 

В настоящей работе плазмиду pSA30, содержащую гены nifHDK 
К. pneumoniae [9], гибридизовали с фракцией циклических Д Н К ве-
зикул эндосимбионта A. glutinosa. Обнаружено, что два класса этих 
Д Н К проявляют сильную гомологию с генами nifHDK. 

Материалы и методы. Фракционирование везикул из клубеньков A. glutinosa, их 
лизис, выделение экстрахромосомных Д Н К и электронную микроскопию последних вы-
полняли, как описано ранее [4]. Культивирование штамма Frankia sp. EallO, получен-
ного от Л . С. Шарой, выделение из него суммарной Д Н К и ее гидролиз рестриктазой 
Xhol проводили по [10]. Ш т а м м Escherichia coli GMY, содержащий плазмиду pSA30, 
был любезно предоставлен К. М. Злотниковым. Этот штамм выращивали на среде LB 
[ I I ] , содержащей 20 м к г / м л тетрациклина, при 37 °С. Д Н К плазмиды pSA30 выделяли 
методом Бирнбойма и Д о л и [12] с последующей гель-фильтрацией на колонке с биоге-
лем А-15 («Віо-Rad», С Ш А ) . Электрофорез Д Н К и их гибридизацию с [ 3 2 Р ] - Д Н К 
плазмиды pSA30 проводили, как в работе [8]. 
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Результаты и обсуждение. 14 классов циклических Д Н К , обна-
руженных в экстрахромосомной фракции везикул микросимбионта 
A. glutinosa при измерении контурных длин молекул на электронных 
микрофотографиях, представлены на рис. 1. 

Используя в качестве радиоактивного зонда плазмиду pSA30, со-
д е р ж а щ у ю все три структурных гена нитрогеназного комплекса [9 ] , 
мы обнаружили в геномах Frankia последовательности, гомологичные 
генам nifHDK К. pneumoniae. На рис. 2 представлены результаты гиб-
ридизации меченной 3 2Р Д Н К плазмиды pSA30 с Xhol-фрагментами 
Д Н К Frankia sp. EallO и с фракцией 
циклических Д Н К везикул микросимби-
онта ольхи. К а к следует из рис. 2, пла-
змида pSA30 проявляет гомологию как 
с суммарной Д Н К из клеток чистой 
культуры Frankia sp. EallO, т а к и с 
двумя циклическими Д Н К везикул эн-
досимбконта. Среди Xhol-рестриктов 
Д Н К штамма E a l l O только фрагмент (ы) 
около 3,2 т. п. н. проявляет гомологию 
с плазмидой pSA30, причем степень го-
мологии сравнительно низкая, как и в 

Рис. 1. Распределение по размерам кольцевых молекул Д Н К везикул микросимбионта 
A. glutinosa на основе электронно-микроскопических измерений. Установленные классы 
указаны римскими цифрами 
Fig. 1. Size dis t r ibut ion of c i rcular DNA molecules f rom microsymbiont vesicles of 
A. glutinosa root nodules f rom electron microscope m e a s u r e m e n t s of contour lengths . 
The size c lasses es tabl ished are indicated by the R o m a n numera l s 
Рис. 2. Гибридизация Д Н К Frankia sp. с [ 3 2 Р ] - Д Н К плазмиды pSA30\ 1 — Я"Ло/-гидро-
лизат суммарной Д Н К штамма ЕаІ10\ 2 — фракция экстрахромосомных Д Н К везикул 
микросимбионта A. glutinosa·, 3 — контроль: Д Н К плазмиды pSASO. ССС — ковалентно 
замкнутая кольцевая форма; ОС — открытая кольцевая форма 
Fig. 2. Hybr id iza t ion of Frankia sp. DNA with [ 3 2 P] DNA of the p lasmid pSA30: 1 — 
Xhol-digest of total DNA f rom the s t ra in EallO\ 2 — ex t rachromosomal DNAs f rom micro-
symbiont vesicles of A. glutinosa; 5 — c o n t r o l : pSA30 DNA. CCC — a covalent ly closed 
circular form; ОС — an open circular form 

случае других штаммов Frankia [8] . В то ж е время экстрахромосом-
ные Д Н К , выделенные из везикул эндофита ольхи, достаточно интен-
сивно гибридизуются с меченой Д Н К плазмиды pSA30. Вероятно, э т о 
обусловлено использованием чистой фракции экстрахромосомных Д Н К , 
тогда как фрагменты, содержащие nif-гены, могут представлять л и ш ь 
незначительную часть популяции негомологичных фрагментов суммар-
ной Д Н К штамма Ea l lO , имеющих аналогичную электрофоретическую 
подвижность. 

Гибридизуемые с PSA30 циклические Д Н К везикул относятся к 
V и VI классам (рис. 1 и [4 ] ) и имеют размеры около 5,2 и 10,5 т. п. н. 
по электрофоретической подвижности (рис. 2) или соответственно око-
ло 6,0 и 11,8 т. п. н. по результатам электронно-микроскопических из-
мерений кольцевых молекул. Р а з м е р более крупной гибридизуемой 
кольцевой Д Н К в 2 раза превышает длину меньшей Д Н К . Поэтому 
наиболее вероятно, что первая представляет собой димер второй. Сле-

Б І І О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА,— 1988,—Т. 4, Ко 1 
45 



дует отметить, что размер меньшей гибридизуемой Д Н К соответствует 
длине оперона nifHDK К. pneumoniae [9] . Однако, чтобы установить, 
действительно ли эта экстрахромосомная Д Н К содержит все три струк-
турных гена нитрогеназы, необходимо провести аналогичные экспери-
менты с ДНК-зондами, несущими индивидуальные ш'/-гены. 

Гомология низкомолекулярных Д Н К везикул с генами nifHDK яв-
ляется довольно неожиданной прежде всего в связи с тем, что все 
известные случаи внехромосомной локализации ш'/-генов у диазотро-
фов связаны с большими плазмидами порядка 150 т. п. н. и более 
[7, 13]. Кроме того, в клетках Frankia sp. in vitro плазмиды обнаружи-
ваются крайне редко; среди сотен обследованных штаммов только при-
мерно у 4 % найдены плазмидные Д Н К [14—16 и данные авторов] . 
Поэтому трудно допустить, что плазмиды, не являясь непременной при-
надлежностью генома Frankia, детерминируют такую существенную 
особенность, как фиксация азота. Действительно, плазмиды аналогич-
ных размеров (7—8 т. п. н.), наиболее часто встречающиеся у штам-
мов Frankia [14] и нередко идентичные между собой по характерам 
рестрикции [15], 'не проявляют гомологии с генами nifHDK К. pneu-
moniae [16]. Хотя единственная большая плазмида (около 190 т. п. н.), 
обнаруженная до сих пор в клетках Frankia sp., и проявляет некото-
рую гомологию с ш/-генами /С. pneumoniae, уровень гомологии крайне 
низок по сравнению с гибридизацией хромосомной Д Н К [17]. 

Противоречие между редким обнаружением плазмидных Д Н К в 
клетках Frankia in vitro и появлением многочисленных циклических 
Д Н К in vivo, а также непредвиденная локализация nif-генов на столь 
небольших циклических Д Н К легко объяснимы гипотезой о геномных 
перестройках, происходящих в везикулах эндосимбионта [5]. Высокая 
нестабильность генома присуща многим актиномицетам [18]. Процесс 
образования клубеньков и развития в них везикул можно рассматри-
вать как взаимодействие геномов микро- и макросимбионтов. Не исклю-
чено, что это взаимодействие приводит к разнообразным перестройкам 
в геноме Frankia. Гомология циклических Д Н К везикул с ш'/-генами 
безусловно свидетельствует об их прокариотном происхождении, но не 
исключает образования под влиянием растения-хозяина. Примером воз-
действия растения на геном микроорганизма является циклизация фраг-
мента 77-плазмиды, включающего Т-ДНК, при совместном культиви-
ровании Agrobacierium tumefaciens с растительными клетками [19]. 
Множественность классов циклических Д Н К в везикулах может ука-
зывать на множественность геномных перестроек. В частности, некото-
рые из кольцевых Д Н К в везикулах, в том числе и гомологичные nif-
генам, могут быть экстракопиями, образованными в результате ампли-
фикации генов. 

Смысл предполагаемых геномных перестроек в везикулах может 
быть неоднозначным. Некоторые, возможно, являются случайным след-
ствием общей нестабильности генома, другие — целенаправленными, 
аналогичными, например, перестройкам, обнаруженным в гетероцистах 
A nab ае па [20]. Действительно, везикулы Frankia структурно и функ-
ционально ближе к гетероцистам цианобактерий [2], чем к бактерои-
дам клубеньковых бактерий. Дифференциация гетероцист — специали-
зированных азотфиксирующих клеток — сопровождается у Anabaena 
геномными перестройками, коррелирующими по времени с экспрессией 
нитрогеназной активности и затрагивающими структурные гены нитро-
геназы. Сайт-специфическая рекомбинация между прямыми повторами, 
фланкирующими гены nif К и nifD, удаляет неинформативный фрагмент 
Д Н К (11 т. п. н), разделяющий гены nifHD и nif К в вегетативных клет-
ках. Тем самым в гетероцистах три nif-гена структурно объединяются 
и начинают координированно считываться с общего промотора как еди-
ный оперон. Вырезанный из хромосомы фрагмент ( И т. п. н.) обнару-
живается в гетероцистах в виде циклической молекулы с неопределен-
ной функцией [20]. Показано, что у штамма Frankia из клубеньков 
ольхи ген nif Η отделен от генов tiifDK участком не менее 30 т. п. н. 
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[21]. Поэтому не исключено, что аналогичные перестройки происходят 
и в процессе дифференциации везикул Frankia, возможно, д а ж е без 
влияния растения. Последнее может быть проверено на везикулах, об-
разованных in vitro, которые, как известно, способны обеспечивать 
достаточно высокий уровень нитрогеназной активности, хотя и более 
низкий, чем в клетках растения-хозяина [2]. 

Возможно, эксцизия nif-генов из хромосомы Frankia происходит 
лишь при определенных условиях, например при высоком содержании 
кислорода в тканях клубенька. Так, у Enterobacter agglomerans штам-
мы одного биотипа содержат гены nifHDK на плазмидах и проявляют 
высокую нитрогеназную активность при атмосферном давлении кисло-
рода. Активная нитрогеназа у штаммов другого биотипа обнаружива-
ется только при низком парциальном давлении кислорода, а гены 
nifHDK локализуются у них на хромосоме [7] . Не исключено, что 
у Frankia эти биологические особенности являются обратимыми и ре-
гулируются механизмом эксцизии-интеграции Д Н К . С другой стороны, 
возможно, что в везикулах происходит эксцизия псевдогенов, гомоло-
гичных nifHDK. В геномах ряда диазотрофов обнаружены повторяю-
щиеся nif-последовательности [22, 23], но иногда только одна копия 
структурных nif-генов является функциональной, а экстракопии, отли-
чающиеся по первичной структуре,— молчащими. Определение функ-
циональной активности nif-последовательностей, локализованных на 
экстрахромосомных Д Н К везикул, позволит сделать выбор между воз-
можными альтернативами. 

H O M O L O G Y B E T W E E N S T R U C T U R A L N I T R O G E N A S E G E N E S ( n i f H D K ) 
F R O M K L E B S I E L L A P N E U M O N I A E A N D E X T R A C H R O M O S O M A L D N A s 
F R O M M I C R O S Y M B I O N T V E S I C L E S O F A L N U S G L U T I N O S A 

S. V. Dobritsa, A. Yu. Tomashevskii 

I n s t i t u t e of B i o c h e m i s t r y a n d P h y s i o l o g y of M i c r o o r g a n i s m s , 
A c a d e m y of Sc iences of the U S S R , P u s h c h i n o 

S u m m a r y 

The f r a c t i o n of c i r cu la r e x t r a c h r o m o s o m a l D N A s of 14 c l a s se s de tec ted p r e v i o u s l y in 
ves ic les of a Frankia m i c r o s y m b i o n t f r o m n i t r o g e n - f i x i n g roo t n o d u l e s of b lack a l d e r 
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ТРАНСФОРМАЦИЯ Ltk aprt" КЛЕТОК ДНК 
В СОСТАВЕ РЕКОНСТРУИРОВАННЫХ 
НУКЛЕОПРОТЕИДНЫХ КОМПЛЕКСОВ 

Р. А. Захарян, Г. Г. Галстян, 
Н. Р. Геворкян, М. Г. Галстян, Л. М. Амирханова 

Введение. Перенос гена в клетки млекопитающих привлекает внима-
ние как метод коррекции генетических дефектов in vitro и in vivo 
[1, 2]. Ранее Апошяном [3] и нами [4] сообщалось о конструировании 
искусственных вирусоподобных частиц (ИВЧ) на основе преформиро-
ванных капсид вируса полномы в качестве переносчика гена в клетки 
эукариот. Было показано, что трансформирующая активность ИВЧ на 
два порядка выше таковой Д Н К в составе Са2+-преципитата, ДНК-по-
ликатионных комплексов [5—7], метафазной хромосомы [8], липосом-
ных везикул [9, 10]. Использование ИВЧ, однако, в ряде случаев огра-
ниченно, так как в преформированную капсиду вируса полиомы может 
быть включена Д Н К с молекулярной массой не более 1,2-106. 

Вместе с тем были получены данные о возможности циркуляции 
Д Н К пневмококка и вируса полиомы в крови без существенной де-
градации, и что 20-кратное повышение количества введенной в кровь 
Д Н К не меняло количества циркулирующей радиоактивной инфекци-
онно активной Д Н К [ Н ] . Это указывает на наличие в крови компо-
нентов, комплексообразование с которыми определяет уровень цирку-
лирующей внеклеточной Д Н К крови, недоступной для нуклеазного рас-
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