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Аннотация — Рассматриваются теоретические и практические аспекты 
тнромпини и ։11‘1х։носа гепстяческик элементов Подробно рассмотрено судь« 
ба ДНК онкогенных вирусов. введенных п полярную плазму. Ни псионе 
обширного экспериментальною млтернала развивается концепция. согласно 
которой молекулярногспетнчсо <»Й оспипий мпкроволюцпоппих. событий 

яилякгтся нс только изменение структуры отдельных, геном, но и. н большей 
мерс, группоаьг изменение геном как следсгмне перемещеинн нисериионных 
удх-мепгоп
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Abstract —A new approach of inducing ’.he genotypic variability in Dr՛,- 
sophila mtlanogaster is proposed. It consists in microinjection of Qncovi- 
rusts or their DNAs into the polar plasm of embryos al the stage <»t 
primary germ cell formation. The method allows us to obtain large 
ameunts of unstable mutant lines showing rexersi;jn< and new mutations 
with a frequency of 10՜2—10՜^. Bfot-hyhrldizatlon a-.d Dot-hy brtdlzallon 
analyses reveal egogeneous DN’A sequences in the genome of many 
mutant flies. Beside visible mutations, the mutants show more active 
transpositions of mobile elements in the genome (particularly in X-chro- 
mdsome) and changes in activity and thermostability of enzymes (uldoli- 
sc). The spectra ol loci mutating as a result ol microinjccting oncovinis 
ОКЛь depend both on the recipient’s genotype and on the nntiire of the 
Injected DNA. A concept is suggested that oncovirus l»NA injected into 
the embryo polar plasm imitates the function ol endogeneous mutator 
factors regulating the actlvtiy of transpositions of the genomic mobile 
elements and generating genotypic variability which playsan important 
role in mlcrocvolutlon.

Ключгаыс слала: мкозирусы. иксерциФ<мыс ■,гем<'иг-ч псргкас геноо, .чнкро.шо*  
лмиия.

В ttncroHuiec время еще не сформулировано общепринятой концепции 
генетических основ адаптации и люлюиии. хоти в рамках синтетической 
теории уво.1юини [3] за последние десятилетия сделано многое для объ
единения лостижсиий генетики и учений и микро макроэвилкиши и план
тации. В связи с накоплением большого фактического материала и об
ласти молекулярной биологии (темны а характер «волюпнэнной измен- 
чивпетн и Полиморфизма белков и т д | и молекулярной генетики (ге
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нетический код и его врожденность, организация генов и формы их из
менчивости) начался новый этап теоретического осмысления основ син
тетической теории, ее обогащения результатами новейших исследова
ний. критического анализа основных положений.

Одним из важнейших вопросов в этой связи является изучение ме
ханизма порождения в онтогенезе тон изменчивости, которая становит
ся объектом отбора и определяет направление и темпы адаптивного и 
мнкроэволюционного процессов. Традиционно рассматриваются две 
формы изменчивости; постепенное накопление небольших изменений в 
ряду многих поколений i градуализм); быстрое, скачкообразное возник
новение новых генотипов с комплексом изменившихся признаков (пунк
ту алиям). До недавнего времени подавляющее большинство эволюци
онных генетиков придерживались идеи градуализма, однако сейчас все 
больше высказывается мнений о важной роли непостепенной изменчи
вости. нс отвергающих также и фундаментальной значимости граду- 
альвых изменений [1, 2].

Одним из ограничений на пути этих исследований в эксперимен
тальной генетике является низкая частота мутационных и рекомбина
ционных событий у высших организмов. В последние годы в молеку
лярной генетике наметились новые подходы, позволяющие преодолевать 
эти ограничения. Наиболее перспективными из них являются: методы 
переноса генов в геном животных путем микроинъекции в зиготы и эм
брионы; исследование явления нестабильности генов, обусловленной 
перемещениями мобильных элементов. Оба подхода возникли в послед
ние 7—8 лет. Так, до 1980 г. работ но переносу генов в клетки высших 
организмов как научного направления фактически нс существовало, 
хотя отдельные попытки трансформации культивируемых клеток мле
копитающих предпринимались [5, 8]. Лишь после зарождения генной 
инженерии, позволившей использовать для этих целей не суммарные 
препараты ДНК. а клонированные гены, эта проблема приобрела ре
альную научную основу. Сначала опыты по трансформации во все рас
ширяющемся масштабе успешно стали проводиться с культивируемыми 
in vitro клетками .млекопитающих. Вопрос о возможности переноса ге
нов « рганнзм животного до 1980—1981 гг оставался проблематичным 
и бо.; .шинству исследователей представлялся неразрешимым исходя 
как из теоретических, так и технических позиций. Представлялось мало- 
вероятным, что чужеродный ген можно внести в десятки и сотни милли
ардов клеток организма, где он должен ткансспеиифично экспрессиро
ваться.

Нэши поиски в этом направлении были начаты в 1978 г Анализ, 
проблемы, подытоженный в специальной статье программного характе
ра [4]. привел тогда к выводу, что «...именно яйцеклетка (в ряде слу
чаев ранний зародыш) станет центральной мишенью будущих генно- 
инженерных работ на высших организмах» (стр. 39). Мы исходили из 
посылки, что, если гены путем мнкроннъекций вводить непосредственно 
в яйцеклетки, то онн могут попасть в формирующиеся геиератив.ч :1 
клетки и стать достоянием всех клеток организма и с.՜՜ потомства. С
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Нсцрлъзованнем этого подхода п у кас в стране [6 10, 16, 19, 22—24], 
а в зарубежных лабораториях [21, 26. 27] были получены животные՛ 
I мышн, дрозофила)- носители чужеродны*  генов, введенных в зиготы 
<у мышей) или ранние эмбрионы 5дрозофила). В настоящее время это 
на правление приобрело всеобщее признание как путь к екет: .ескоя 
инженерии животных цтя решения научных и прикладных задач.

Параллельно с этим в последние 5 7 лет интенсивно развивались 
работы по исследованию нестабильности генов.

Мобильные гены, первоначально открытые еще Мяк Клинтон в 
1952 г. на кукурузе [29]. но оставшиеся не признанными до 197։' . бы
ли обнаружены в составе клонированных повторяющихся ДНК дрозо
филы [22. 28]. В исследовании этих элементов н их биологической зна- 
чнмости у дрозофилы можно выделить 2 этапа: обнаружение факта 
варьирующей локализации в геноме разных линий мобильных элсмен 
тов. их молекулярная характеристика, показавшая одиоплаковость 
устройства коннсвых повторов у этих элементов, у провнрусов, ретро- 
вирусов л бактериальных транспозонов |30]; установление факта на
личия прямой связи между поведением этих элементов и явлением не
стабильности генов, ворочающимся иногда в природных шмы ..яш; 
ях [15, 30].

В последнее время удалось, помимо регистрации уже имевши?; ме
сто в линиях перемещений мобильных элементов. наблюдать их в ходе 
эксперимента в исследуемых линиях [13, 20]. В этих работах переме
щения мобильных элементов происходили спонтанно, т. е. иод влиянием 
эндогенных индукторов. Ясно, что для более интенсивного исследова
ния этого явления и, главное, для практического использования резуль
татов его изучения необходимы методы искусственного индуцирования 
нестабильности генов с помощью экзогенных факторов.

Уже первые результаты наших мссдсдовзиий по мнкрщигы?ЕЦИЯМ 
генов в яйцеклетки показали, что эта задача разрешима именно с помо
щью микроинъекций в яйцеклетки определенных видов ДНК Послед
ние, как оказалось, служат не только материалом для расширения 
спектра генных рекомбинаций, но и факторами, ие.дуцируощ՛.՛.•:■■ н 'ста
бильность генов и перемещения мобильных элементов. В результате 
работ, проведенных с использованием этого подхода, оказалось нсъмож- 
ним разработать высокоэффективный метод направленного ин г пиро
вания нестабильности генома, основанного па активация мут;. горных 
систем, приводящих в движение мобильные -мементы. Ниже приводят
ся основные результаты этих исследований.

ДНК. онкогенных вирусов как факторы дестабилизации геноме.
Физические и химические мутагены обладают достаточной мощно

стью, ио в их структуре не может быть заложено свойств, которые бы 
позволяли им узнавать специфические участки генома, т. е. обладать 
избирательностью действия [2]. Но главный недостаток используемых 
сейчас мутагенов состоят в том, что их действие связано с разру шепнем 
структуры ДНК. прямым или опосредованным. В настоящее время для 
решения научных и прикладных задач требуются не столько факторы, 
разрушающие (рентген, химические мутагены) вл к модифицирующие 
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(УФ), сколько такие мутагены, которые бы имитировали хейстане ее*  
тественных факторов изменчивости (рекомбинации, мутации), имею
щихся в генетическом аппарате Таковыми могут быть только биопо
лимеры, белки, РИК. ДНК. Возможно, со временем будут созданы на
боры таких мутагенов, состоящих из регуляторных белков, генов и т д 
Очевидно, однако, что наиболее перспективно использование ояредслев- 
них видов ДНК, которые будучи введенными в клетку могу г обеспечить 
синтез необходимых регуляторных факторов, индуцирующих мутации. 
О том, что ДНК обладает мутагенностью, известно из работ Гершензо
на и сотр. [14]. Добавляя различные ДНК в корм личинок, они пока
пали, что у мух возникают летальные мутации. Однако при этом не 
обеспечивается сохранность ДНК, т е в гаметы могут попадать только 
продукты его расщепления. Не исключено, что в этих условиях мута- 
ним вызываются именно нуклеотидами, которые также могут вызвать 
мутации Но это уже вариант химического мутагенеза, в котором не про
являются структурные особенности ДНК как носителя: наследственной 
информации Для обеспечения сохранности ДНК ее нужно вводить в 
зиготы и.։и ранние эмбрионы Целесообразно, кроме того, вводить ма
териал. содержащий определенную, ограниченную и известную геноти- 
чесьую информацию. В качестве такого материала можно псиользо- 
ват։ либо клонированные структурные или регуляторные гены, либо 
препараты вирусных геномов. Такие эксперименты были начаты нашей 
лабораторией совместно с лабораторией Ф. Л. Киселева (Онкологиче
ский научный центр) и Т. И. Гихонснко (Ин-т вирусологии нм. Иванов
ского) в 1979 г. Работа проводилась на мышах и дрозофиле. В первом 
случае .материал вводился в проиуклеу.е зигот, во втором в эмбрионы 
из стадии 70—80 мин развития при 25°. Инъекция производится с по
мощью многодозовых микроииъекторов [18]. В каждую зиготу (или 
эмбрион! вводится порядка 10*' —10- молекул ДНК. Выживаемость со
ставляет 10% в опытах с дрозофилой и 10—40%—с мышами. В ре
зультате проведенных исследований было показано, что как вирусные 
ДНК. так и клонированные клеточные гены, введенные в зиготу или 
эмбрион, большей частью деградируют. Однако в определенном про
центе случаев । — 20% от выживших особей) от 0,3 0,4 до нескольких 
десяткой копий введенной ДНК. сохраняется, реплицируется вместе с 
хромосомными ДНК. и распределяется по половым и соматическим клет
кам [8. 11 j Анализ потомства показывает, что экзогенный генетиче
ский материал передается по наследству иногда по Менделю, но неред
ко с нарушением правил менделевского наследования. Последнее об- 
условлено -< м. что чужеродная ДНК часто ведет себя неустойчиво в ге
номе нового хозяина—перестраивается, вышепляется и г. д [II. 241.

Наметилось два важных направления в использовании этой новой 
для молекулярной генетики методологии. Первое состоит в переносе з 
геном животного новых генов, т. е. в расширении нормальных гомоло
гичных генов мутантам, дефектным по этим генам, с целью «геногерз-՜ 
пии;>= [27]. другое- в направленных воздействиях с помощью пводи- 
мых ДНК на генотип хозяина.
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Второе направление исследовании по микроинъекциям ДНК было 
инициировано в 1981 г. [б]. В этой и последующих работах [10 12, 
11. 19, 22, 23] было показано, что: 1. если в эмбрионы дикой линии 
D. melan aster (Oregon /?)па стадии начала формирования половых 
Меток нн.дить ДНК онкогенных вирусов (или сами вирусы), го в по
томстве развившихся из них мух с высокой частотой НО 2 — 10 ) 
возникают видимые мутации; 2. подавляющее большинство получае
мых при этом мутантных линий является нестабильным: в них спонтан
но, . такой же частотой происходят реверсии возникшей мутации и по
являются новые мутации. Если в эмбрион вводить суммарные препара
ты ДНК дрозофилы, печени крысы, бактериальную плазмину рВ R322. 
видимых мутаций с такой частотой не индуцируется. Онковнрусные 
ДНК нс только более эффективны, ио и обладают локусспсцнфичностью. 
При .'равнении мутагенности ДНК аденовируса Sa 7 и вируса саркомы 
Рауса (RSV) оказалось, что они индуцируют мутации в разных груп
пах локусов: ДНК RSV индуцирует мутации в локусах, преимуще
ственно локализованных в хромосоме 2, а ДНК Sa7 в Х-хромосомс и 
хромосоме 2 (табл.). Более подробно изучено юйствяе ДНК Sa7. Ока
залось, по в повторных опытах обнаруживается одни и тот же спектр 
мугаций, о так как частота их индукции различается примерно на по
рядок, то в каждом конкретном опыте может проявиться лишь часть 
этих мутаций. Однако если проследить за мутантами дальше, го в по-
Муингные линии, полученные н результате введения и эмбрионы t>. mrla/p/gaster 
ДНК онкогенных вирусов 16, 9, 15, 18, 221

Ипт-ециро- п 
ванная ДНК;

Характеристика мутациилиния—ре
ципиент

чсние 
мутации

1 2 3

S;<7’ Вырезка на дистальном конце крыла, рецессивная: 
хромосома 2.

Sa7։ Нарушено положение анальной пластинки, проявлялась*  у 
самцов

Sa73 Некрозы на брюшке, рецессивная: проявляется у самцов и 
самок: хромосома 3.

Sa7< На крыле появляются дополнительные жилки, доминантная;
хромосома 2.

с Sa75 1 лата уменьшаются в размерах, нарушается расположение
и фасеток, рецессивная; Х-хромосома.
О Sa7* Желтое тело, рецессивная; Х-хромосома.

Sa77 Вырезки неправильной формы ио внутреннему краю крыла,
ЯЗ(/)

Sa7’
доминантная; Х-хромосома

ж Последний тергит брюшка уменьшается в размерах, персрас-
пределение пигмента на брюшке, рецессивная; Х-хромосома,

Sa/• Кутикулярные выросты в области глазков, иногда глазки 
редуцируются.

Sa7J(> Вырезки на крыльях неправильной формы, рецессивная;

Sa7n
Х-хромосома

Некротические пятна на крыльях, доминантная: хромосома 2.
Sa7’- Тергиты неправильной формы, проявлялась у самок -.
Sa7u Крылья загнули вверх, доминантная; хромосома 2.

Бямоп1чссхнЙ журнал Армения, т. 39, № 10—3 ,
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RSV*  •• •••

Pre ”

Pre*
Pre3

Pre*  
fcra

cdf

Тсргиты уменьшены в размерах, края их неровные, рецес
сивная, проявляется у самок; хромосома 2.

Нарушено жилкование крыла, сливаются жилки + . и
Р։.5 ; проявлялась у самцов +.
Темная пигментация тела, рецессивная; хромосома 3.
Крылья с блестящими овальными пятнами, рецессивная;

хромосома 2.
Крылья <: выростами гемпого цвета, доминантная: хромосома 2.
Редукция фасеточного воля на 30%, рецессивная, хромо

сома 2.
Редукция фасеточного поля на 15—20%, кутикулярные вы-; 

рск-ты в измененной части глаза, рецессивная; хромосома 2. (

fem (см. выше)
♦ cdf (с.м. выше)
•

с
feH Редукция фасеточного поля на 50—60%; доминантная; 

хромосома 2.
о«■ о

Er Полная редукция фасеточного коля; доминантная; хромосо
ма 2.

р PJ Редукция фасеточного поля па 70—80%. дупликация пальп; 
доминантная: хромосома 2.

д Ce Редукция фасеточного поля на 70—80%, фасетки расположе
ны из кутикулярных пыростахт.

л Ad Редукция фасеточного поля на 90—100%, дупликация антеш+-
а о 
F

Od Редукция фасеточного поля на 90 — 100%, дополнительный 
глазок я измененной части глаза; доминантная, хромосома2.

Curly Крылья загнуты вверх; доминантная; хромосома 2.
> со 
2Г.

Gwt Легальное утолщение крыловых жилок; доминантная; 
хромосома 3.

w аллель мутации white
sn аллель мутации sn

• все остальные мутации проявляются у самок и самцов.
•• мутации серии РгС в работе [23]обозначены индексами РгО •>•«.<
••• в этой серии реципиентами служили гибриды 1-го поколения с синдромом 

гибридного дисгенеэа, полученные скрещиванием самцов липни Т-007 iMR-линня, с՛։- 
держит несколько десятков колик Р-элемента) н самок Oregon А* (не содержит Р-хче- 
мента).

+ линия не сохранилась вследствие пониженной жизнеспособности.

следующем, в течение 15—20 генераций, появляются остальные мутации 
• рис. I). охватывая в обшей сложности группу из 13 локусов (табл.). 
Эти опыты показали, что в геноме дикой линии I), melanogasler данная 
группа локусов (их число, возможно, больше), во-первых, взаимосвяза
на общей системой мутабильности (т. с. представляет собой единую 
мутационную систему), во-вторых, подвергается дестабилизации под 
влиянием ДНК аденовируса Sa7, введенной в половые клетки эмбрио
на. Под влиянием ДНК RSV дестабилизируется другая группа локу
сов (табл.).

Из сказанного выше ясно, что после введения в полярную плазму 
эмбрионов дрозофилы ДНК онкогенных вирусов сильно дестабилизи
рует геном, резко возрастает потенциальная мутабпльность многих ло
кусов: дестабилизирующиеся локусы не автономны, объединены в 
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группы, в котор֊I՜֊՜ локусы связаны друг с другом мутационными пере
ходами (оназывают друг на друга дестабилизирующее влияние), при 
этом группы локусов, реагирующие на ДНК Sa7 н RSV, не перекрыва
ются; Наряду с возник, яннием новых мутаций с такой ; • ։ । j.i С •; 
щей) частотой пропс. г тетер mi мутаикй к норме.

Известно, что нестабильность генома можно вызвать путем скрешн- 
вання самцов Р-цитогина. содержащих Р-элемепг (например, .чини։ 
Т-007, которую испил 1.:։<жа.чн мы | 12, !<։].» с самкгмн линии М-цитотииз, 
(например, не содержащих Р -.лечент, дикгя линия, Oregon R. |Н>|). 
Получающиеся гибриды характеризуются нестабильностью большего 
числа генов | гибридный дисге’нез |30j). Если ДНК онкогенных виру
сов вводить s эмбрионы га։-:их гибридов, то их нестабильность много
кратно повышае чем в них наблюдаются «взрывы» иг стабильности, т. е. 
массовые реверсии и возникновение и популяции .многих новых мутаиип 
(рис. 1).

Вес описанные выше свойства типичны для ипсерциоппых мутаций. 
И'» этого следует, что онкош/руьтше ДПК индуцируют i основном пли 
то.-ЛЬкр инсерцнонные мутации. Возникает вопрос о природе iS-элемсв- 
тов, вызывающих эти мутаиип, и природе механизмов, ответственных за 
их столь активные перемещения и получаемых нами линиях.

Судьба ДНК он ногенных вирусов, введенных в полярную плазму.
Естественно предпол iahti.. что ւՏ-э.чемснтами, индуцирующими 

мутации, являются сами вирусные ДНК. Анализ ДНК мутантов [б, 
25 27] показал, что многие из них содержат вирусную ДНК в том иля 
Ином количестве (как правило. <1 копни на геном дрозофилы) В не
которых случаях линия к последующем теряла вирусную ДНК

Чаще всего вирусная ДНК сильно перестроена и, суля по данным 
бяот-гибрндизацин ио Саузерну, распылена внутри ядра. Рис 2 щ.мон- 
стрнрует случай обнаружения в геноме дрозофилы полной, неперестро
енной копни к ДНК RSV.

Эти наблюдения подтверждают предположение, согласно которо
му в роли IS-элементов, индуцирующих описанные мутаиип, выступают

ОЭлинай) - х

/ 'ПцмиХ/

(? Гании)

Կ՛ Линии)

V՝ Линия)

42 линяв
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Рис. !. Генетическая нс. таб:; и ноеi:., ьпоу:.ляс։,дя мутантными линиями, полученными 
п результате ли...книц ДНК '1иг> м с.ц•• • .чы P.v.x.i гит, RSV (а) и обезьянего адено- 
՛пруса Sa7 (б) и ,мй;>ппны D. ՛՛. Лим ■;■.՛■:.-г Oregon R (б) и гибридов (а) от скрс-щи- 
! единиц ли; ин ТОО? MR-.i։ih:i«-) с ед.мкамн Oregon /?. Звездочками указаны ли- 
I.IHI. И MiTupwr .'ОТ. т.'Ю.м "'Н'Д.ч It :,ццн </.i:НИ нкрусиа՛: ЦИК | Ю, 13, 17]. W-iic- 

нлелелусмыс нлмеяеипя; ՛ .. ткя утеряли Описание мутации см и таблице.

фрагмента окковирусних ДНК. сп -обных нитегрпроваться в геном. 
Б у.՛: и՛ •>՝ >.1Н ми. онч, по-нп лу.очу. не сохраняются в местах иисер- 
: ;:Г '?п >и-.:. я г. ..иг /и ■ и г. .ибо внедряются в новые ме
ста. При д йсттп»те.ч; 1;о. муг иин могут ревертирбватъ, а вместо 
них могу, возннказь новые му; :цпл. Это дол/кно продолжаться до тех 

Ь54



пор, пока в ядрах половых клеток будут сохраняться фрагменты чуже
родных ДНК. Однако ряд фактов говорит о том, что этот механизм не 
может обеспечить все наблюдаемые в опытах по инъекции ДЫК явления. 
Во-первых, были случаи, когда мутация сохранялась несмотря на исчез
новение (в пределах точности метода регистрации) вирусной ДНК. Нель
зя, однако, исключить возможности, что у таких мутантов сохраняется 
небольшой, необнаруживаемый используемым методом фрагмент ви-

/ ■/ г j

Рне. 2. Обнаружение с помощью блот-гвбридн- 
займи по Саузерну п геноме мух мутантной линя: 
KSV*  [24) последонак .жн<к.чсп ДИК вируса 
(саркомы Рауса. Мутантная линия была получе
на в результате инъекции частиц вируса в эм- 
брноиы [6]. МД-мегадальтону. ДНК мутант
ных мух переваривали рестриктазой FcoRl и 
после электрофореза в геле переносили на фильт
ры и гибрндмзоиали с меченными по фосфору пре
паратами (I) суммарной кДНК RSV (выявля- --_
ютея три характерных для вирусного геном;։ vzsmz

фрагмента) [1։ 34], либо с фрагментом ДИК
RSV. содержащими гены gag (2) и env (3). //? —

Подробности см. н [J, 34].

'.5 ֊ 0

руснон ДПК или что при выщеплении вирусной ДНК удаляется неболь
шой участок мутантного гена. Во-вторых, маловероятно, чтобы фраг
менты вирусных ДНК могли выщепляться из генома дрозофилы с точ
ностью до одного нуклеотида в тех случаях, когда наблюдаются ревер
сии мутантного фенотипа к норме. Этой способностью обладают лишь 
эндогенные транспозоны [30]. Эти соображения вынуждают усомнить
ся в том, что все феномены групповой։ нестабильности генов, описанные 
выше, имею՜, в своей основе только инеерцин и выщепления микроинъе- 
пированнон в эмбрионы онковнрусной ДНК. Мы предположили, что по
мимо этого предполагаемого механизма, который, возможно, ответствен 
за индукцию некоторых из мутаций, под действием фнковирусных 
ДНК «запускается» и начинает активно функционировать собственная 
система нестабильности генома дрозофилы, которая, придя в движение, 
создает состояние массовой дестабилизации генов. Основными компо
нентами этой эндогенной мутаторной системы являются мобильные эле
менты генома (см. выше). Возник вопрос: не индуцируют ли онкозирус- 
пыс ДНК инъецируемые нами в эмбрионы транспозиции мобильных 
элементов в геноме дрозофилы, а если индуцируют, можно ли их заре
гистрировать.

ИНДУКЦИЯ ТРАНСПОЗИЦИИ сорш-ЭЛЕМЕНТА ПРИ ИНЪЕКЦИИ 
ОНКОВИРУСНЫХ ДНК В ПОЛЯРНУЮ ПЛАЗМУ ЭМБРИОНОВ

Мы провели опыты по in situ гибридизации одного из хорошо оха
рактеризованных мобильных элементов (copia) для выяснения этого 
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вопроса. Сравнивали места расположения этого элемента в произволь
но выбранном участке X-хромосомы (участник 1А -6Л) контрольных и 
мутантных линий. Результаты показали, что как при индукции пер
вичных мутаций, так и при спонтанном возникновении в них новых му
таций происходят транспозиции сорщ-элемента (рис. 3). Так, в коп-

Ог а| 
<4? 5М

Рис. 3. Транспозипнн мобильного элемента сорт и 1Л GA районе. Х-хро 
мосомы, индуцированные инъекциями ДНК онкогенных вирусов. Гибриди
зацию in situ ЭН-ДНК (плазмиды, содержащей клонированную последовл- 
тсльнссть сор|'а-эле.ме։1։а) проводили с поли генным։: хромосомам։։ ли
чинок мух контрольных и .мутантных линий (см. рис. 1), полученных инъ
екцией ДНК RSV (плазмида рРг СП) [I | или аденовируса Sa? (стрелки). 
Над горизонтальными линиями -сайты гибридизации copia-элсмсига в рай

оне IA—6А Х-хромосомы

трольцых линиях, в эмбрионы которых инъецировали ДНК. в этом 
участке имелось 2 сайта локализации <ор/«: -И՜ и 5В. Между тем у 
личинок мутантов 5а7՜. ;՛?’=՛. полученных в результате инъекции в эм
брионы соответственно ДНК $а~ и К$У, в этом же участке Х-хромосо
мы обнаружились: в нервом случае 3 дополнительных сайта локали
зации сор1а (1Е, 2ВС, 2Е), во втором—одни новый сайт > 1 А). Транс
позиция сор՝а элемента удалось зарегистрировать и у «вгорнчпых» му
тантов, спонтанно возникающих в первичных нестабильных линиях 
(рис. 3). Отметим, что участок Х-хромосомы, в котором было зарегист
рировано появление новых мест локализации софа или исчезновение 
уже имевшихся сайтов, далеки от местоположения мутировавшего ге
на-маркера полученной линии (например, мутация линии 5а7 . в кото
рой произошел «взрыв*  мутагенеза, локализована во 2-й хромосоме, а 
перемещения сорш-элемспта мы зарегистрировали в Х-хромосоме). 
Кроме того, в опытах по ш зКи гибридизации мы обследовали лишь не
большой участок Х-хромосомы. составляющий — 1/1000 всех локусов 
генома дрозофилы (этим объясняется то, что мы нс всегда обнаружива
ли изменения, так как в геноме имеется несколько десятков потенциаль
ных мест локализации сорш-элемснта). Это означает, что при вве-
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Ленин в эмбрион онковирусных ДНК (так же как и при активации пе
ремещений мобильных элементов скрещиванием [13]) происходят мас
совые (коль скоро даже на небольшом участке одной хромосомы уда
лось зарегистрировать множество изменений в локализации произвол ь- 
но выбранного мобильного элемента) перестановки подвижных элемен
тов; Если это так, то наряду с одиночными морфологическими мута
циями, которые нами «вылавливались» при обследовании мух, испы
тавших действие онковнрусной ДНК. должно происходить множество 
изменений, оставшихся незамеченными. Изменения могут, в частности, 
происходить в генах, контролирующих физиолого-биохимические при
знаки, например, ферменты общего обмена.

ИЗМЕНЕНИЯ ТЕРАЮУСТОИЧИВОСТИ АЛЬДОЛАЗЫ У МУТАНТОВ, 
ПОЛУЧЕННЫХ ИНЪЕКЦИЯМИ Sa7 ДНК

Мы решили проверить высказанное выше предположение на моде
ли одного из ферментов энергетики—альдолазе. Ген альдолазы лока
лизован в 3-х хромосоме, т. е. нс имеет структурной связи с мутантными 
генами линий, которые анализировались, а именно Sa74 (2-я хромосо
ма), Sa75 (Х-хромосома) и Sa7!։ (2-я хромосома). Определили тер
моустойчивость альдолазы у личинок дикой линии О. теlanogaster 
Oregon R. и у мутантов. Результаты опытов [ I8J показали (рис. -1), 
что термоустойчивость альдолазы у мутантов достоверно ниже, чем у 
личинок дикой линии, из которой они выведены. Существенно, что у 
ревертантов этих мутантных линий термоустойчивость альдолазы вновь 
возвращается к нормальному уровню (рис. 4 б).

Эти данные подтверждают высказанное выше предположение, что 
при индукции у дрозофилы нестабильности с помощью онковирусных 
ДНК изменения в геноме не ограничиваются обнаруживаемыми види
мыми мутациями.

Приведенные выше экспериментальные данные лают основание счи 
гать, что разработанный метод мутагенеза с помощью онковирусных 
ДНК, инъенирусмых в полярную плазму эмбрионов, открывает новые 
возможности для изучения механизмов стабилизации дестабилизации 
генов, и, как нам кажется, в практике генетико-селекционных работ.

Важной особенностью его является «мягкость» действия мутагена. 
Хотя под действием ДПК могут возникать и летальные мутации [14]. 
нс. как показали наши эксперименты, выживаемость эмбрионов, кото
рым вводится ДНК и буфер (в котором растворена инъецируемая 
ДНК), одинакова. Это означает, что в отличие от других мутагенов, ко
торые индуцируют мутации на фоне гибели большого числа особей, дан
ный мутаген не оказывает губительного действия (общее снижение вы
живаемости обусловлено травмой, наносимой эмбриону при инъекции 
[16]). Его действие кс связано с разрушением хромосом, а обусловлено 
специфической активацией мутаториых систем, контролирующих ста
бильность генов. Иначе говоря, использованные ДНК-мутагены ими
тируют действие эндогенных факторов дестабилизации генома.

Молекулярный механизм индукции мутаций с помощью онковирус
ных ДНК находится в стадии исследования. Уже выяснено [12, 16|, 
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что при использовании в качестве мутагена ДИК ретровируса мута
генность зависит от присутствия в ДНК длинных повторов (ЕТК). в ко
торых сосредоточены регуляторные элементы. Сейчас выясняется, обя
зательно ли для проявления мутагенности экспрессия вирусной ДНК.

Рис. 4. Тсрмочувстнктельнасть альдолазы А-личннкн дикой линии Оре
гон R ($£) и полученных из нее (рис I) мутантных линий $а7< (X), 
Ба75 (а) и 5ж7։а (О) Б личинки ревсртантон мутантной линии $*"֊■ 

Подробности см. в [18].

ли ее действие обусловлено специфическим связыванием эндогенных 
факторов, например, репрессора транспозиций [30] Принципиальным 
является вопрос, почему ДНК онкогенных вирусов теплокровных могут 
специфически взаимодействовать с системой нестабильности генов столь 
отдаленного вида, как дрозофила. Одно из возможных объяснений 
■••Т' > состоит в том, что онкогенные вирусы, в частности, ретровирусы 
теплокровных, произошли из транспозонов низших [32] и поэтому мог
ли сохранит!, структурные элементы, типичные для мобильных элемен
тов низших эукариот. Если это верно, то ДПК онкогенных вирусов, 
возможно, смогут индуцировать нестабильные мутации не только у дро
зофилы, но и у других насекомых, представляющих, в частности, прак
тический интерес, а также у представителей других классов животных.
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Поскольку не весь геном вируса, а его определенные участки ответствен
ны за мутагенность, то путем их субклонирования и дополнительных 
изменений можно сконструировать плазмиды с повышенной мутагенной 
эффективностью. Действительно, когда вместо плазмиды, содержащей 
почти весь геном КБУ, в эмбрионы инъецировали плазмиду рРгС 
11-ЕТК15, содержащую только ЬТК [1], мутагенная эффективность 
ДНК возрастала примерно в 10 раз [12, 16]. В настоящее время про
водятся исследования с целью выяснения перспектив практического ис
пользования этих мутагенов в генетико-селекционных работах

Другой аспект исследований нестабильности генов с использова 
ином вышеуказанных подходов связан с проблемой микроэволюццоииой 
и адаптационной изменчивости организмов. Как уже говорилось, в 
настоящее время в литературе ио эволюции и адаптации нез ясности, 
в том. каким образом обеспечиваются быстрые темпы эволюции ՛ кор- 
релнрОБаниым изменением больших групп генов.

Выше уже говорилось, что онковирусные ДНК активируют эндо
генные механизмы дестабилизации генов. При этом мы видели, чю 
под действием такого механизма в популяции гамет одной особи могут 
происходить групповые изменения генов. Следовательно, используе
мый подход является эффективным средством выявления скрытых эн
догенных систем генотипической изменчивости, объединяющих большие 
группы генов. Маловероятно, чтобы наблюдаемые в этих условиях ин
дуцированные групповые изменения генов не иронсходнли в естествен
ных условиях, когда под влиянием внутренних мутаторных факторов 
активируется деятельность этих систем дестабилизации генов Такие 
групповые изменения генов могут служить материалом для отбора в 
ходе микрбэволюиии и адаптации. Вышеизложенное, а также анализ 
ряда других работ [3, 13. 15. 20, 25, 30. 31, 34] послужили основанием 
для формулирования концепции эмориогенетических механизмов микро 
-во.ниционнои и адаптивной групповой изменчивости генов. Суть кон- 
ненцйн состоит в следующем.

I. Существует два типа (механизма) изменчивости генов: измене
ние структуры одиночных генов, происходящее как статистический про
цесс в результате случайных воздействий физических и химических фак
торов; системные, групповые изменения функционального состояния 
генов под влиянием инерционных, т. е. мобильных, элементов, деятель
ность которых регулируется внутренними системами нестабильность.

2. Первый тип изменчивости подчиняется меидслевским правилам 
наследования и не играет первичной роли в мнкроэволюционном про
цессе: молекулярно-генетической основой событий микроэволюнионной 
значимости является 2-й тип изменчивости гонов.

3. Материалом для отбора микроэволюцноиного значения служат 
групповые изменения генов, происходящие в результате изменений в 
положении инсерциониых элементов в половых клетках на пррдмейо-и- 
ческь?, стадия.՝, их развития.

4. Групповые перемещения и инсервии элементов призваны инду
цировать не мутации (поломки генов), г; уровни функционировании 
(нормы реакции) генов; яри этом в сферу такой изменчивости повлека- 

859



ются в основном гены, контролирующие физиолого-биохимические про
цессы. Важно, что эти изменения являются обратимыми, ревертиру- 
ют с высокой частотой, по могут закрепиться, если окажутся адекват
ными изменившимся условиям среды, и обеспечить селективные преиму
щества для особи и ее потомства.

Таким образом, эволюция базируется не только на постепенных, по 
и быстрых, скачкообразных изменениях генотипа путем одновремен
ных, скоррелированных изменений многих генов, контролирующих фи
зиолого-биохимические признаки селективной значимости.
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ОТБОР И ИЗУЧЕНИЕ АУКСОТРОФНЫХ МУТАНТОВ У 
3ERRA1IA MARCESCENS ЛМК-РЮЗ. ПРОДУЦЕНТА 1-ВАЛИНА

А. О. АРМАНДЖИН. ЛЕ Г. ОГАНЕСЯН

Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР. Ереван

Аннотация —У аналог резистентною мутанта Serratta muctscens 
АМ К-PI 03 ннтрозогуанидин-инду цяров-а иным мутагенезом были получены 
ауксотрофные мутанты с частотой 10 •'. Изучали влияние ауксотрофных 
мутации на продуктивность Ьяалнна исходною регуляторного АМК-РЮЗ 
штамма. Установлено, что потребность н изолонцннс у двух мутантов 
приводит почти к двукратному увеличению накопления I-валяна в куль
туральной жидкости.Ա(ւՈ1>1«1է|իս1 - Ն(։տրույոզուաՆ[ւրւինրւ>1 մակաձված if ni<liH4l,Jil.:iji 1է/Ա1շւք աններու if S. 
inarcescenx AMK—P юз շտսււքքւ մոտ սս։ացվն( են ւսէորոուորո!,։ մուտանսւներ 
ft) հաճայսաէքԱէնությամբ։ ք1ւսումնս>է>{ւրվեք Լ та։fnnmրոֆ մուտս/^խէւների աւրյե- 
gntpjmbft .4MK—P 193 շաւս^ի վային արւէոսէւրեւոէ ունակությւսն վրաւ Պարղվե( 
Լ, որ երկու մու տ ան ան երի մոսւ նկսւտմաւք ր ուներյաձ պաՀւսնէր штич
Հ ։tu4{ii‘ սինթեզեւու ունտկրոթ յււրն կրկնակ/ւ ավԼլարյոււք ։

Abstract — Auxotroph mutants were selected with the frequency of 
10՜3 in analogue-resistant mutant of S. marcescens AMK—P 103 of nit- 
rosoguanidine-induced mutagenesis. The influence of auxotroph mutation 
on /-valine producing activity of AMK—P 103 strain was investigated. It 
was detected that in the two mutants the isoleucine-auxotrophily led to 
two-fold increase of /-valine accumulation in the cultural medium.

Клочевые слова: митапг. нитрозогуанидип, налип, продуцент;, аминокислота.

Вовлечение новых .микроорганизмов в аминокислотное производство 
трсбуе.1 разработки методов селекции с учетом особенностей регул.ял!!!! 
активности генов, контролирующих биосинтез аминокислот у данных 
Микроорганизмов.

Валин—одна из незаменимы:. . чннокислот. биосинтез которой свя
зан с метаболическими путями аминокислот семейства аспарагиновой
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