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ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ АМИНОПТЕРИНА НА ПРОРОСТКИ 
НЕКОТОРЫХ ВИДОВ РАСТЕНИИ

С каждым днем возрастает интерес к исследованиям по изучению
действия химических мутагенов на клеточном уровне, позволяющем уста
новить влияния на характер хромосомных аберраций и на генетические 
особенности организма.

Особое значение имеет изучение мутагенной активности ингибиторов. 
Исследования в указанном направлении начались с работ Тейлора [17, 
18]. которому удалось вызвать появление хромосомных аберраций в клет
ках корневой меристемы Vicia faba угнетением синтеза ДНК 5-фтордезок- 
сиурпдином. Помимо 5-фтордезоксиурндина, влияющего на синтез ДНК 
через тимндинсинтетазу. применялись и другие ингибиторы синтезов: 
ДНК-аминоптерин [18], дезокспаденозин, цитозинарабиноза [9], стрепто- 
нигрин [7] и другие.

Амипоптернн является антагонистом фолиевой кислоты и относится
к довольно редкому классу химических му тагенов, цитогенетический эф-
фект которых зависит от концентрации и проявляется почти сразу после 
обработки.

В задачу настоящего исследования входило изучение цитогенетиче
ского действия аминоптерина.

Критерием мутагенного действия была выбрана частота появления 
хромосомных аберраций.

Материал и методика. Анализ хромосомных аберраций проводился на анафазах и 
метафазах меристематических клеток проростков трех видов растений: репчатый лук 
(Allium сера L.), лук батун (Allium flstulosum L.) и скерда (Crepis capil laris L.J. 
Семена указанных видов проращивались на влажной фильтровальной бумаге в чашках 
Петри в термостате при 24—25°С. ♦

Проростки двух видов лука длиной 0,5—0,7 см, а скерды—0,15—0.2 см продержива- 
лись в растворах ампноптерина 1 час. Были использованы следующие концентрации: 
7.610՜3 М, 7,6-10՜4 М, 7,6-10 5 М, 7,6-Ю՜6. В дальнейшем рабочими концентра

циями был и выбраны 7.6-10 4 М и 7,6-10 ’ М. Контрольный материал соответственно 
находился в дистиллированной воде. После 5-минутной промывки проточной водой про
ростки трех видов фиксировались в различные сроки (от 2 до 46 час.) смесью спирта с 
ледяной уксусной кислотой (3: 1). Готовились постоянные и временные давленые ацето- 
карминовые препараты.

Для выяснения вопроса связи мутагенного эффекта ингибитора с его основным 
действием на клеточный метаболизм потребовалось изучение влияния ингибитора не 
только на мутационный процесс, но и на митотическую активность меристематических 
клеток.
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Результаты экспериментов и обсуждение. Определение митотического 
индекса в разные сроки после обработки аминоптерином показало, что 
используемые концентрации данного вещества быстро подавляют деле
ние клеток. Из работ Труо Репе и Дезон Жи [19] выяснилось, что у Allium 
высокие концентрации аминоптерина, ингибируя до некоторой степени 
синтез ДНК, препятствуют вступлению клеток в профазу. При взятых 
концентрациях подобная картина наблюдается у всех трех исследуемых 
видов, но особенно сильно выявляется у скерды, у которой процент ми
тотического индекса составляет максимум 3,45=^0,33, между тем в кон- 
трольном варианте на всем протяжении деления он составлял максимум 
15,61 ± 1,31 %, а минимум—7,93±0,73%. Из представителей рода Allium 
антимитотическое действие аминоптерина особенно сильно проявляется 
у репчатого лука.

Резкое подавление митотической активности клеток у всех видов от
мечается к 12 часу после обработки. Прекращение вхождения клеток в 

митоз четко проявляется при концентрации 7,6*10”4М (рис. 1).
Согласно радиоавтографическн'М данным Матагн [ 13], весь клеточный 

цикл у репчатого лука протекает в течение 23 час. По данным Вант Гоф
фа [20], у скерды в норме он длится 11 час., то/гда как у лука батута не 
менее 18 часов [2]. Несмотря на разнородность популяции клеток в про
ростках в отношении длительности клеточного цикла у всех видов наблю
дается закономерный четкий переход одного цикла в другой и проявление 
антимиотического действия аминоптерина как в первом, так и во втором 
клеточном цикле. Однако и здесь выявляется специфичность реакции 
каждого вида. Так, у репчатого лука к концу первого клеточного цикла 
(через 18 час. после обработки) при концентрации 7,6-10՜4 М деление 
клеток почти прекращается и в период второго клеточного цикла (через 
28—30 часов) обнаруживаются только единичные делящиеся клетки. У 
лука батуна при той же концентрации (7,6-1 О՜4 М) к концу второго кле
точного цикла (через 36 час.) наблюдается частичное восстановление ми
тотической активности (рис. 1), между тем как у скерды падение ее про
исходит более равномерно и особенно резко выражается во втором кле
точном цикле. Подобная картина наблюдается и в отнюшении активности 
отдельных фаз митоза. Падение 'Профазного, метафазного, а также ана- 
и телофазного индексов при взятых концентрациях у всех видов выявляет 
достоверную разницу в сравнении с контролем (td = 9,8). Следовательно, 
аминоптерин, действуя на прорастающие семена, задерживает вступление 
в митоз. В то же время уже вступившие в митоз клетки завершают его 
без торможения отдельных фаз; при этом соотношение фаз внутри мито
за зависит от концентрации аминоптерина. Очевидно, в клетке имеются 
определенные механизмы, обеспечивающие нормальное клеточное деле
ние, даже при неблагоприятных условиях. Подобно гистидину [4], 
входящему в состав нуклеопротеидов, анти мистическое действие 
аминоптерина проявляется также до наступления митоза и задерживает 
вступление клеток в митоз.
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Падение величины митотического индекса, начинающееся непосред
ственно после введения аминоптерина, очевидно, свидетельствует о том, 
что в митоз вступают с задержкой те клетки, которые в момент обработки 
находятся на стадии (тг. Вместе с тем, поскольку максимум снижения 
митотической активности наблюдается в более поздние сроки, можно 
считать, что оно идет в основном за счет клеток 8-стадии. Подобная за
кономерность выявлена и в отношении клеток млекопитающих [5].

лук батун

в

4

Рис. 1. Действие аминоптерина на митотическую активность клеток.

Таким образом, характер угнетения митозов у исследуемых видов 
отражает специфику действия аминоптерина.

Данные, иллюстрирующие суммарную частоту измененных клеток, 
свидетельствуют о том, что аминоптерин при взятых концентрациях об
ладает не только антимптотическим, ио и мутагенным действием.
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Рядом авторов *[5, 8, 16] показано, что при воздействии ингибитора 
задержка клеток на каждой из стадий сопровождается повреждением 
хромосом, причем клетки стадии 8 более заторможены и чувствительнее, 
чем Оо. . . даН

Как и 8-этоксикофеин [3, 6], аминоптерин увеличивает частоту мута
ций сразу после обработки. У двух видов лука уже через 2 часа после 
обработки процент поврежденных клеток заметно превышает соответ
ствующий контроль, однако у скерды частота мутаций достигает досто
верного увеличения через 4 часа (рис. 2).

|\ рис. 2
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Рис. 2. Динамика мутирования клеток при действии аминоптерина.

Максимальное мутирование клеток у репчатого лука наступает че
рез 2—6 час. после обработки, доходя до 19—27%. При концентрации 
7,61 О ՜5 М через 26—28 час. отмечается новое повышение частоты мути
рования, обусловленное вступлением клеток во второй клеточный цикл 
(рис. 2). В указанные периоды у данного вида в спектре хромосомных 
перестроек в основном преобладают одиночные и парные ацентрические 
фрагменты. Отмечено также образование хроматидных мостов без фраг-



Рис. 3. Множественные неноссоеднняющиеся фрагменты и 
отстающие хромосомы у репчатого лука (а, 6) и лука батуна 

(в. г).

Рис. 4. Образование четырехполксноп клетки у репчатою 
лука при воздействии аминоптерином.
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ментов, которые возникают только в период клеточного цикла и по срав
нению с ацентрическими фрагментами составляют малый процент. У дан
ного вида в двух клеточных циклах спонтанный процесс мутирования 
клеток протекает наиболее равномерно, достигая максимум 5%. Как в 
опытных вариантах, так и в контроле в спектре хромосомных перестроек 
у репчатого лука преобладают одиночные и парные фрагменты, однакс. 
в контроле в общей сумме процент хроматидных мостов без фрагментов 
высок, и они проявляются как в нервом, так и во втором циклах (табл. I).

У лука батуна максимум мутирования клеток отмечается также сра
зу через 2 часа после обработки, а второй пик—через 22—26 час., что 
соответствует концу первого и началу второго клеточного цикла, при
чем во втором цикле эффект мутирования при 7,6-10~4М на 16,7%, а при 
7,6-10~5М—на 4,2% больше, чем в первом клеточном цикле. У данного 
вида мутагенный эффект аминоптерина не только сохраняется, но с уси
лением антимитотического действия ингибитора еще сильнее проявляет
ся во втором клеточном цикле. Между тем спонтанный мутационный 
процесс сильнее проявляется в начале первого клеточного цикла, а да
лее идет постепенное погашение, достигая минимума к концу второго 
клеточного цикла (рис. 2). Для спектра естественно возникающих мута
ций хромосом у лука батуна характерно преобладание одиночных и пар
ных мостов с фрагментами и без фрагментов. Но при воздействии ами
ноптерина меняется спектр мутаций хромосом. При взятых концентра
циях в период первого клеточного цикла для возникающих мутаций хро
мосом характерно преобладание одиночных и парных ацентрических 
фрагментов, а в период второго цикла в спектре хромосомных мутаций 
преобладают одиночные хроматидные мосты с фрагментами и без фраг
ментов (табл. 1).

Весьма своеобразна картина мутаций у скерды, где кривая мута- 
бильностн клеток отражает типичную картину «незадержанного» эффек- 
та аминоптерина и имеет четко выраженные три вершины. Максимума 
достигают клетки в период первого клеточного цикла. Второй пик мута- 
бильностн отмечается к концу первого, а третий -к концу второго цикла 
(рис. 2).

В отличие от спектра мутаций хромосом двух видов лука, у скерды 
в спонтанном процессе характерно преобладание отстающих хромосом, 
и только к концу первою и второго клеточного цикла (через 12 и 20 час. • 
после обработки) отмечается возникновение хроматидных мостов. При 
воздействии аминоптерином в спектре нарушенных хромосом преобла
дают отстающие хромосомы, однако наряду с этим в период первого 
клеточного цикла (в огличие от контроля) образуются ацентрические 
фрагменты, а во втором цикле при 7,6*10՜' М отмечается преобладание 
одиночных и парных мостов (табл. 2).

Метафазным анализом выявилось, что средн ацентрических фраг
ментов наиболее частым видом являются изохроматндные делении типа 
МиРМЮ. У скерды заметны небольшие различия в распределении изо- 
хроматидных разрывов по отдельным хромосомам: перемещение макси-
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Спектр мутации хромосом лука батуна и

Репчатый лук

2
4
6

10
14
18

всего
24
26
28
30
38
46

всего

53
55
55
50
51
50

314
43
50
48
50
52
50

293

509
532
413
568

23
2

2067
3

62
30
16
И

1

120

48,3
60,0
50.0
54,5

100

59,0

48,3
36,6
43,8
36,5

36,8

3,4
3,4

9,0

3,0

6,2

1,2

2
4
6

10
14
18

всего
24
26
28
30
38
46

всего

57
51
57
52
58
42

317
40
44
43
45
50
53

275

1123
666
279
614
205
127

3014
14
43
33
31

11
132

132
60
25

9
10
5

241

1
1

62,8
83,3
60,0
55,6
60,0
40,0
63,1

100
100

34.8
15,1
32,0
22,2
30,0
40,0
30.4

2.4 
1,6 
8,0

22,2 
10,0 
20,0
6,5

100
100

2
4
6

10
14
18

всего
24
26
28
30
38
46 

всего

40
31
32
30
35
30

193
32
32
35
36
34
35

204

1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
1 .000 
6.000 
1.000 
1,000 
1.000 
1.000 
1.000 
1.000 
6.000

8
11
8
6
1
7

27 
/
4
7
6
2
4

30

62,5
72,7
75,0
66,6

100
42,8
68,8
57,0
75,0
85,7
66,6

100
75,0
75,9

25,0
27,3
12,5
16,7

28,8
18,1
14.2
25,0
14,3
33,4

12,9

12,5
16,7

14,2

25,0
I 8,8

12,5

2
4

мума разрывов с А-хромосомы в Д-хромосому, увеличение числа разры
вов в С-хромосоме.. Однако частота разрывов, вызываемых ампноптери- 
ном в С-хромосоме, значительно ни/'е, чем в А- и Д-хромосомах.

Таким образом, на примере исследуемых трех видов основное свой
ство аминоптерина, состоящее в действии на клеточный метаболизм, 
связано с мутагенным эффектом данного ингибитора, особенно четко 
выраженным у лука батуна. Установлено, что все три вида отличаются
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Таблица I
репчатого лука при воздействии аминоптерином

Лук батун

2

6
10
14
18

всего
20
22
24
26
30
36 

всего

2
4
6

10
14
1.8

всего
20
22
24
26
30
36 

всею

2
4
6

10
14
18

всего
20
22
24
26
30
36 

всего

72
30
31
31
33
33

230

25
35
34
45
41

212

41
53
29
32
29
32

216
24
33
32
24
33
35

181

51
30
34
25
22
28

190
29
19 .
26
27
31
28

165

друг от друга как

875
367
259
501
20
96

2118

50
20

221
293

1338 
260 
124
68 

5

1795 
6 
I 
2 
3

88 
106

1253 
935 
964
901 

1018 
1452 
6523
1058 
960
925 
980

1715 
935

6633

120

26

207

8

218
43

9
2
1

273

2
1
1

1
5

31
28

б
3
8

17
93
10

1

3

14

48,0

30,7
40,0

25,0

50,5
35,0
44,4

100
100

65,9

50,0

12.5

3,2
7,2

1,4

46,4
40,7
50,0
40,0

50,0

25,0

44,1
60.4
55,6

32,0

50,0 
100

37,5

в наборе типов перестроек, так л
каждого типа в общем спектре.

15,3

50,0
13,5

100

41.6

0,8 0,8

4,0
20,0

0,2 0,9

75,0

0,9 0.3

1.8
2.3

0,9

100

100
50,0

45,2
42,8
50,0
66,7
87,5
76,4
52,6
70.0

100

100

30,0

25,8 -
7.2 “6

16,7 16,°

12.5
23.6 -9
Ю.4 4.2
30.0 —

10,0

относительной долей

Аберрации, индуцированные аминоптерином, относятся преимуще
ственно к хроматидному типу. Данный ингибитор в основном оказывает
фрагментирующее действие на хромосомы. Характерно также наличие
клеток с множественными невоссоединяющимися рагментами и отстаю-



|цимн хромосомами (рис. 3). Наряду с этим при воздействии амниопте- 
рином встречаются и мпогополюсные клетки (рис. 4).

Таблица 2

Спектр мутаций хромосом у скерды при воздействии аминоптерином

ос 
X 
X 
г,

X 
О 
X
О

։XФ
(V

Типы перестроек хромосом, °/0 от 
суммы

о

X о

о

3

2
4
6
8

10
всего

12
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16
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22 
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31
31
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22
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138
35
27
47
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36
27

222

408
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36
29
63
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13
9

10

2

34

9
5
1

3
Ь

100
33,3

100
100

66,6

55,0
80,0

100

66,6
100

2
4
6
8

10 
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12
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16
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22 
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27
25
26
26
29
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28
31
32
33
36
25

185

465 11
192 6
61 6
38 —

115
871

39

14
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258

5 
1
2

8

1

1

2

60,0 
100,0 
100, о

86,6

100

50,0
I

40,0

13,3

100

50,0

54,5
83,3
66,6

100
99,7

100

100
100

! 2
, 4

6
8

10 
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12
14
16
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22 

все։ о

16
21
19
21
25

102
22
25
23
27
32
14

143

1397 
1539 
1728
1436
971 

7071
982 

1549
1443
959 

1323 
1379 
7635

3
14
2
9
7

35
2

5
3
9

19

100

100

100

100
100
100
100
100
100
50,0

100
33,3

100
99,9

4
1

1
6

Мутагенное свойство амино-птерина у взятых трех видов проявляет
ся непосредственно после воздействия, однако оно сохраняется и во вто
ром клеточном цикле. Нс исключена возможность, что в хромосомах мо
жет происходить изменение пуриновых и пиримидиновых метаболитов в 
ДНК, но оно не рвет хромосомы, а приводит к потенциальным измене- 
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нлям, которые проявляются только в последующих клеточных поколе
ниях после редупликации ДНК |1). Этим в какой-то мере можно объяс
нить эффективность .малых концентраций, а также увеличение или сох
ранение высокого уровня мутабильности в последующих клеточных по
колениях.

Сопоставляя имеющиеся данные, следует признать, что угнетение 1 
митозов и разрывы хромосом, по-видимому, не являются независимыми 
явлениями. Свя п> разрывов хромосом с нарушением синтезов ДНК под
тверждается высокой чувствительностью к ингибиторам клеток S-ста дин 
[5, 14], обратимостью повреждений .хромосом при добавлении тимидина 
(9, 10, 11, 17, 18], а также особенностью повреждений. Все это дает осно
вание предполагать возможность разрывов хромосом по связям в ДНИ. 
Однако возможны и другие пути воздействия. Есть данные, которые по
казывают, что угнетение синтезов ДНК не является единственным про
явлением воздействия аминоптерина на хромосомы [5]. К такому выводу 
приходят и некоторые исследователи [12, 15], работающие с другими ве
ществами (этокс и кофеин, аденозин, стрептонигрип и гетра мети i моче
вая кислота) на корневой меристеме Vicia faba.

Итак, наряду с ан гимн готическим действием применяемые концен
трации аминоптернна обладают высокой генетической активностью. За
держка клеток на каждой из стадий клеточного цикла сопровождается 
повреждением хромосом. Частота мутаций начинает увеличиваться сразу 
после обработки.

У взятых нами объектов аминоптерин индуцирует аберрации преиму
щественно хроматидного типа, среди которых наиболее частым видом яв
ляются фрагменты.

Изученные виды отличаются друг от друга как в наборе типов пе
рестроек, так и в относительной доле каждого типа в общем спектре.
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