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ВЛИЯНИЕ СОСТАВА СРЕДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ НА ЧАСТОТУ
СПОНТАННОГО МУТИРОВАНИЯ ДРОЖЖЕЙ

В. л. КОРОГОДИНА. В. И. КОРОГОДИН. Н. В. СИМОНЯН*. Ч. ФАПСИ'* 

Объединенный институт ядеркых исследований, Дубна, 
' Ереванский физический институт, ГКАЭ СССР, Ереван, 

•^Институт биофизики АН ВНР, г- Сегед

է սւրվա^, որ տարրեր միջավայրերի ЗаСсЬяГОтуСГЗ СегеО1Я1ае խմորա
սնկերի ոներսիան դեպի պրււտրոէիություն սւեղի Լ ունենում տարրեր արադոէքէյուն- 
ներովէ Սննդամիջսւվայրում անհրամեշսւ մI. աարոյիսւի կոնւ/ենսւրացիայի փոջրաց- 
մանը դուդրնթար մեծանում է ոեերսիայի հաճախականոէթ յունը ըստ տվյալ 
դենի: Այդ փոփոխով}յունր չոկոԼԱային ոեերսիայի համար ավելի կ արտահայտ
ված, րան' սուպրօսորայինի։

It was shown that in Saccharomyces cerevisiae yeasts reversions to pro- 
totrophy occur with different rates on different media. With a decrease 
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о: the concentration of the necessary metabolite in the medium, the ire- 
I tencv оreversion и the off esp Hiding geac increases. This dependence 

is mure pronounced for locus revertants than tor suppressors.

Гипотезу о ;ом. что мутабильность—величина переменная к зависит от 
условий внешней среды, Лобашов сформулировал еще сорок лет назад 
[8]. Систематические исследования таких явлений начали появляться 
лет 15 назад в работах, посвященных дисбалансу пулов нуклеотидов 
[19. 27].

Эксперименты in vitro показали, что точность репликации зависит 
от баланса пулов нуклеотидов [25, 26].

Отклонение от равновесия концентрации одного из нуклеотидов 
вызывает изменение пулов других нуклеотидов путем влияния на фер
менты путей биосинтеза [31, 32, 35].

Дисбаланс приводит к разнообразным эффектам, в том числе к по
вышению мутабильиости генов [12—14, 16. 27. 38].

Исследования некоторых авторов показали генную специфичность 
феномена повышения мутабильностн при дисбалансе [12. 13. 17].

Основные результаты были получены на бактериях при лимите по| 
тимину и тимидину [1. 13, 14, 16, 22]. На дрожжах-сахаромицетах ис
следования проводились по дисбалансу тимина в среде [11. 12, 17. 27].

Целью нашей работы было исследование зависимости спонтанной» 
мутабнлииостм дрожжей Saccharomyces ccrevisiac от содержания аде- 
мина т. среде культивирования.

Материал и ли годика. Опыты были поставлены на гаплоидных ауксочрофных ни | 
аденину дрожжах Saccharomyccs ccrevisiae штамма Р-192 (a ade 2-192). Среды куль- i 
тивпрбвашея даны п работах [2, 3] Средн реверсий к прототрофности мы наблюдай» I 
дна типа мутаций: «локусные»- мутации в гене ado 2. и супрессорные, влияющие tu | 
биосинтез не только аденина, но н других метаболитов. Схема методики регистрами | 
мутантов приведена на рис. 1. Клетки высевали с помощью ииокулятора на ядериые!

C7S1A сгатов ПО ИЗГЕЕИВ ИПАГЕЯЕЗА

Рис. I. Схема опытов ко изучение мутагенеза.

фильтры, покрывающие ;>гаризованную питательную среду. После инкубации в течешь 
требуемого времени фильтры переносили в чашки Петри па селективную среду, 
содержащую аденина, а выросшие колонии растирали. Во время культивирования |Ш
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«иектнвкой среде (10—14 суток) нз мазках появлялись колонии реверсов -либо 
группамн («множественные реверсы соответствующие мутациям, происшедшим до 
переноса фильтров на селективную среду), либо поодиночке («единичные», соответ
ствующие реверсам, возникающим во время остаточного роста колоний) [7|. 
Регистрируя множественные н единичны»; реверсы во времени и определяя их фе
нотип (окраску колоний и потребность в метаболитах) и генотип, можно подсчитать 
количество локусных и супрессорных реверсов, возникающих на исходной и селектив
ной средах. Генетический анализ показал, что определяемый нашими мегодикамв 
фенотип реверсов хорошо соответствует ։։х генотипу (на бедных средах колония ло
кусных реверсов белые, а супрессорных, кан и исходного штамма, розовые։ [6]. Это 
позволяет определять выход локусных и супрессорных реверсов и их соотношение 
при задаваемых условиях культивирования в любой период роста культуры. Опре
делив прирост клеток исходного штамма в колониях, можно рассчитать частоту ре- 
вертироваиия в этом интервале времени. Количество реверсов каждой выделяемой 
группы а наших опытах составляло, по меньшей мере, несколько десятков,л ՛ шнбкч 
опытов—нс больше 10—20%.

Результаты и обсуждение. При культивировании клеток штамма 
Р-192 (а яс]е2-192) па средах, содержащих 1, 10 и 100 .мг/л аденина, по
лучены кривые роста этих клеток (рис. 2). Первая точка для анализа

Рис. 2. Кривые роста дрожжей на средах с разным содержанием аденин։

мутабильности была взята в логарифмической фазе роста культур 
(30—40 ч). когда аденина в среде достаточно (колонии исходного 
Штамма—белые). Следующая точка—ранняя стационарная фаза (4 
сут). когда на средах с ! и 10 мг/л аденина он истощился (колонии 
покраснели), а на среде с 100 мг/л аденина по-прежнему его доста
точно (колонии—белые).

В экспериментах, поставленных по представленной схеме, реги
стрировали локусные и супрессорные мутации.

На рис. ЗА приведены частоты возникновения супрессорных ревер
сов в логарифмической и стационарной фазах роста культур как на ис՝ 
ходиых средах, так и после перенесения на селективную среду без аде-
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инна Видно, что частоты мутирования в генах-супрессорах 
для нсех условий культивирования

Рис. 3. Частота возникновения супрессорных (Л) и локусных (Б) ревер
сов п логарифмическом к стационарной фазах роста (светлые столбики) и 

при остаточном росте на селективной среде (темные столбики).

Иная картина наблюдается для локусных реверсов (рис. ЗБ). В лог
арифмической фазе՛ роста культур, когда аденина в среде достаточно, 
частоты на всех трех средах ֊культивирования примерно совпадают. В 
стационарной фазе роста на среде с избытком аденина (100 мг/л) час
тота локусных реверсий остается прежней. Па средах с 1 и 10 мг/л 
аденин истощается, а частота реверсий повышается на порядок и бо
лее. На селективной среде частота реверсий примерно одинакова и в 
период роста, и в стационарной фазе независимо от среды культивиро- 

С*дагяание а деяние в среде, мг/л

Рис. 4. Рис. 5
Р;:г, 4 Влияние содержания аденина в среде и условий культивировзнйя 

на относигелысый выход локусных реверсов.
Рис. 5. Зависимость выхода локусных и супрессорных реверсов 01 содер
жания аденина в среде для дрожжей штамма ДК769-127 (круглые сим 

волы) и штамма 7б9-р192-15В-п4 (квадратные символы).

Содариив алехжха а среда, кг/л

832



ваяия. и лишь немного превышает частоты при истощении аденина ь 
средах с I и 10 мг/л его.

Эти же закономерности наблюдаются при рассмотрении соотноше
ния локусных и супрессорных реверсов, L/L • S. Па рис. 4 видно изме
нение этого соотношения в зависимости от содержания аденина в среде. 
В логарнфимнчеокой фазе, когда аденина в среде достаточно, L/L + S 
составляет несколько процентов. При переходе в стационарную фазу 
на среде с 100 мг/л аденина это соотношение не изменяется, а на сре
дах с 1 и 10 мг/л аденин исчерпывается, и величина L/L+S повышается 
до 25%. На селективной среде без аденина L/L+S равно 40—50% при 
всех условиях предварительного культивирования.

С этими данными согласуются результаты опытов и на других 
штаммах дрожжей—769-Р192-15В-Г14 и ДК 769-172, ауксотрофных по 
аденину и лизину. На рис. 5 приведены частоты возникновения локус
ных н супрессорных реверсов, наблюдаемые в разных опытах на этих 
штаммах в зависимости от содержания аденина в среде культивирова
ния во время стационарной фазы роста. Видно, что частота мутиро
вания генов-супрессоров почти не изменяется, а для локусных реверсов 
на средах с высокими концентрациями аденина она существенно мень
ше, чем на средах с низким содержанием его.

Из представленных данных видно, что на мутирование адениново
го гена и генов-супрессоров содержание аденина в среде влияет по-раз
ному. Частота мутирования аденинового гена при резком лимите по 
аденину увеличивается в 100—200 раз, а мутирование генов-супрессо
ров незначительно зависит от его содержания в среде.

Аналогичные данные получили Чепурдой и Михова-Ценова [10]. 
При лимитировании лейцина в среде они наблюдали увеличение час
тоты локусного реверсирования лейцинового гена и постоянство ревер- 
гировалня лизинового гена.

В последнем случае явно нет никакого дисбаланса пулов нуклео
тидов. Это говорит о том, что наши данные также не обязательно трак
товать в терминах дисбаланса

Известно, что регуляция генов аденинового пути биосинтеза осуще
ствляется конечным продуктом [20, 36]. Это позволяет предположить, 
։гго ген ade2 «работает» только при лимите по аденину.

Чтобы объяснить повышение мутабильности аденинового гена при 
лимите по аденину, мы предложили гипотезу о связи мутабильности 
гена с его функциональной активностью [4, 5]. Из литературы можно 
привести много примеров, свидетельствующих о связи между актив
ностью гена и его концентрацией [9, 29, 39] и стабильностью [18, 23, 
24, 33, 34], а также о повышенной индуцированной мутабильности ак
тивно работающих генов [15, 21, 30, 37].

Мы предполагаем, что активные гены, вследствие их измененной 
конформации, обладают более высокой мутабильнос.тыо. Тогда наши 
наблюдения объясняются тем, что при достаточной концентрации аде
нина в питательной среде ген adc2 не работает, и его мутабильиость 
невысокая. При исчерпании аденина в среде ген ade2 начитает актив
но функционировать, и его .мутабнлыюсть возрастает. Можно пред
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положить также, что супрессорные гены работаю; од;.каково, незави
симо от присутствия или отсутствия в среде аденина Поэтому их му- 
тэбнлыюсть тоже не очень зависит от концентрации аденина В слу
чаях наличия такой зависимости это можно отнести к ошибкам вклю
чения основа.шй в ДНК, чт</ может быть действительно следствием 
дисбаланса пулов нуклеотидов.

Генная специфичность дисбаланса может проистекать также н-з 
того, что недостаток или избыток какого-то нуклеотида мож. ։ регули
ровать активность генов, причастных к его синтезу или использованию» 
и тем самым изменять мутабильность этих генов.

Авторы благодарят Н. О. Абетян, Н. Л. Джавполадяи, К. А Лю
бимову я Нгуен Тхн Нго за помощь в проведении экспериментов.
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДЕТЕРМИНАЦИЯ ЭФФЕКТИВНОСТИ
МОДИФИКАЦИИ РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КЛЕТОК

В. Г. ПЕТИН

ПИИ радиологии АМН СССР, г. Обнинск

ք՛երված !.ն [րէսցուցիչ տվյալներ, որոնք ցուցադրում 1և իւմոյսսւրնկային 
ոադիողզայնության դենեւոիկակսւն դետերմինացիանւ 3«։jg Լ տրված. որ մոդի
ֆիկացիայի արդյո։նավԼտոէթ >ունր կաիյված Լ ոՒե^երի հետոադիացիոն վերա
կանգնման ոմւակությէէւնից' հսկվող քէէՒէ^1^քՒ գենոտիպով։ Որպես րադիոզդսւյնու- 
թյան էկզոգեն մոդիֆիկատորներ ւր^աաց«/ւժՀաժ են տարրեր ոագիոպրոտսէյտոր- 
ներ k ոադիէէսենսիրիչիզատորներ, էներգիայի լ՚այւծյ։ գծային հւսզորդմամր ճաււա- 
գայթո։մներ (ԷԴՀ), ինչպես ձ գազային կազմ' Հաոագայթմսւն վայրկյանինէ Ստաց
ված արգյոէնքների Համադրման Հիման վրա խմորասնկերի համար՛' դրակա
նության մԼյ Հրատարակված տվյալներովայլ օբյեկտների համար, եզրակա
ցություն Է արվում ո/ոգիոգգա յնության մոդիֆիկացիայի արդյունավետության 
գենետիկա կան գե։օէ.րմինաց իա յի ընդհանուր կենոար սրնա կան նշանակության
մասին։

Some additional data ;։re presented to demonstrate genetic determination 
ol yeast celts radloscnsitlvlty modification. It was shown that the effecti
veness of this modiftcation was dependent of cell ability to postradiation 
recovery controlling by cell genotype. The following exogenous factors 
we have used tn this paper to inodjficate cell radiosensitlvtfy densely 
Ionizing radiation, well-known radioprotector (cysteamin), hypoxic radio- 
sensitizers (metronidazole and mtsonldazolc), oxygen or argon during the 
irradiation. Comparing ilnd ngs о this paper With those published in Г- 
tcratures it was concluded the general importance of cell genotype fn the 
effectiveness of cell radlosensllivlty modification.

Генетическому контролю .модификации радиочувствителности пос- 
вящены .многие работы [ 1—7]. Однако интерес к этим исследованиям не 
ослабевает ввиду фундаментальной и практической значимости полу- 
чае.мы:-. результатов. Детерминация эффективности модификации ра-

СсЕращсння: Л11Э—линейная передача энергии; ОБЭ—относительная биологи
ческая эффективность; ККУ—коэффициент кислородного усилителя.
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