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ПОЛОВОЙ ДИМОРФИЗМ

В. .4. ГЕОДАКЯН

Институт биологии развития нм. II. К- Кольцова АН СССР, Москва

Аннотация Рассмотрение мужского поло как эволюционного «авангарда* 
популяции и полового диморфизма как эволюционной «дистанции՛» между 
полами позволяет объяснить с единых позиции многие непонятные явле­
ния, предсказать и вскрыть ранее неизвестные՛ закономерности, связыва­
ющие половой диморфизм ио признаку с другими явлениями: эволюцией 
этого признака; возрастной динамикой признака; доминированием приз­
нака; гетерозисом, полигамией и др. Дальнейшее обобщение с системных 
позиций позволяет рассматривать эти связи, биогенетический закон Гек 
келя, а также связи между филогенезом, мутированием, доминированием 
и гетерозисом как частные проявления более общей закономерности, уста­
навливающей взаимосвязи между эволюционными явлениями, такими как 
филогенез, онтогенез и др.

ILiiiiiiilU<]|itu — Արական »Լոր որպես պոպույ յս/ցիտչի « տվտնւյարդի» ե սԼոակսւն 
•յիմորֆիղ:! i՝ որս/ես սեոերի if hr քվո/յու ցիոն и ՚յիււա1ւմւր իա լի > տեսանկէՈւնիրյ րյիտե- 
U՝ նն X'tuj/tn րաքյսւ՚ոքմղա չաս անհասկանալի երեւոյթներ, կանիւաւյուշւսկել
h րսւցաՀայտեւ ւքեւրես անհայտ որինաչափոքք1 յուննևր , որոնք հատ կան շոր են կապում 
են սեւււսկւսն ւյիմ որքիիղմ ր ահ// երևույթների հետ' տվյալ հատկանիշի Լվույուրիան, 
հատկանիշի ֊ասս/կա/իե ւյինամիկան, րյոմինանտտթքունր, հետերՈւյիսր, պոլ[պամիւսՆ 
և այյնւ 1)իստեմալին մոաեւյումր թո*յ( 4 տույիո այղ կօւպերր, ՀԼկէյի կենււաէյեեետի - 
կական «րենրր. ինչպես Նան ֆ ի / ո >/ են ե ւլ ի, ս ու Արալիաների, հետերողիսի էւ ւյոմինան֊ _ 
ւոուիյտն միջե եւյած կապերր պիտել որպես ավեյի րնդհանուր ••յւիՆաչավէւսթ յունների 
մասնավոր արւոահւսյտությունւ Աքրյ րնէքհանուր ււ ր ինաչա/իու թ I Ո ւնն եր ր ւիոիւաղա/էձ 
կապեր են ստեղծում այնպիսի կվոյյոէքիոն երևույթների միշե, ինչպիսիք են ■‘իիյոգե֊ 
ն1պր. օնւոոոէ ՆԼղր, սեոտկան ւյիմորֆիղմր ։ 'ետերողիսր և ւսյ{նւ

\bstract - Consideration .ս՜ males as an evolutionary "vanguard’ ol po­
pulation and of sexual dimorphism as an evolutionary ‘distance" between 
sexes allows explanation from a single standpoint ol many unclear phe­
nomena. prediction and discovery of earlier unknown regularities relating 
sexual dimorphism for a character Will» ihe following phenomena: evolu­
tion of ihe character ("phylogenetic rule of sexual dimorphism"); age dy­
namics of the character (-ontogenetic rule of sexual dimorphism՜); domi­
nance ot the character in reciprocal hybrids (“paternal eifecc); heterosis, 
polygamy: etc.

Further generalization from a systemic standpoini permits interpre­
tation Of the above relationships, Haeckel’s hlogcnetic law, as well as 
relations between phylogenesis, mutability, dominance and heterosis as 
partial manifestath ns of a more general regularity establbhing mterrda- 
lionships between all the evolutionary phenomena, such as pltyiogeuesjs. 
ontogenesis, sexual dimorphism, mutabifity, dominance, heterosis and re­
ciprocal effects (’‘generalized rule of correspondence").
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Одна из основных задач теории—вскрытие существующих связей меж­
ду явлениями и установление закономерностей. В настоящей статье 
обсуждаются закономерности, связывающие явление полового димор­
физма с другими явлениями в филогенезе и онтогенезе.

Во многих группах животных и растений существует четко выра­
женный половой диморфизм. В некоторых случаях половой диморфизм 
проявляется в развитии таких признаков, которые явно вредны для об- 
лада гелей, снижают их жизнеспособность. Гаконы, например, украше­
ния и яркая окраска самцов у многих птиц, длинные хвостовые перья 
самца райской птицы, птицы-лиры, мешающие полету. Громкие крики и 
пепие. резкие запахи самцов или самок также могут привлечь՜ внимание 
хищ.шков и ставят их в опасное положение. Развитие таких признаков 
ка ..'.! чс1 необъяснимым с позиций естественного отбора. Для их объяс­
нения в 1871 г. Дарвином была предложена теория полового отбора 
[201 Она вызывала споры еще во времена Дарвина. Неоднократно 
инн зазывалось мнение, что это самое слабое место дарвиновского уче­
ния [29] В последнее время проблема полового отбора и полового ди.мо?- 
фнзма снова привлекает внимание исследователей. При этом один ав­
торы считают, что «никаких особых теоретических проблем, касающих­
ся полового отбора, не существует» [19], другие, наоборот, приводят 
много фактов, не находящих трактовки в рамках существующих тео­
рий [24].

Теория полового отбора имеет ряд слабых мест
I. Половой диморфизм наблюдается часто по таким признакам. 

Которые очень трудно связать с половым отбором <паирнмср, форма 
лис1ьев, степень облиствлепия и характер ветвления у растений>. Л по 
теории полового отбора половой диморфизм должен способствовать 
или борьбе за самку, или выбору со стороны самки. Следовательно, 
теория в лучшем случае применима только к животным и только к при­
знакам. которые дают такие преимущества.

2. Половой отбор может способствовать крупному, сильному, луч­
ше вооруженному или более привлекательному самцу в борьбе за сам 
ку, но нс может поддерживать половой диморфизм по этим признакам, 
т. с. непонятно, почему эти признаки передаются только мужскому по­
томству?

3. Для трактовки одного и того же явления приходится привлекать 
разные логики. Например, у птиц более крупные размеры самцов объ­
ясняются преимуществом в борьбе за самку, а более крупные размеры 
самок преимуществом откладывать крупные яйца. Но почему в пер­
вом случае не требуются крупные яйца, а во втором борьба за самку, 
непонятно. Еще труднее с этих позиций объяснить крупные размеры 
самок у некоторых млекопитающих: летучих мышей, кроликов, белок- 
летяг, хомяков, пятнистой гиены, карликовой .мангусты, некоторых ки­
тов и тюленей.

4. Другим камнем преткновения в теории полового отбора явля­
ется зависимость полового диморфизма от структуры размножения по­
пуляции < моногамия, полигамия, панмиксиях В проявлении этой свя- 
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зи с половым диморфизмом по размерам отмечены ве закономерности: 
а| половой диморфизм чаще наблюдается и резче выражен у полигам­
ных видов, чем у моногамных; б) половой диморфизм увеличивается с 
весом тела. Удовлетворительного объяснения пет [24]

5. Трудно объяснить также существование заметного полового ди­
морфизма у моногамов с соотношением полов 1:1. Дарвин считал, что 
самец, которого предпочитают самки, приступает к размножению рань­
ше других, а это дает преимущества. Кроме того, самки, первыми го­
товые к размножению, вероятно, наилучшие брачные партнеры. Такне 
рассуждения представляются неубедительными. Ведь у каждого вида 
эволюционно устанавливаются оптимальные сроки размножения, от­
клонений от которых как в сторону более раннего начала, так и более 
позднего невыгодны и отметаются стабилизирующим естественным от­
бором.

б. Еще одна трактовка возникновения полового диморфизма—эко­
логическая дифференциация полов, главным образом в отношении пи­
тания, например, дифференциация по размерам потребляемой пищи. В 
любой ситуации раньше всего истощается «пиша», размеры которой 
типичны для данного вида, поэтому особи, потребляющие более мелкие 
или более крупные объекты, получают преимущества. !! есл;| изначаль­
но существует различие полон по размерам, то экологическая пищевая 
дифференциация будет способствовать его увеличению. Иногда поло­
вой диморфизм этого типа касается только органов питания Снанрп 
мер, размеров клюва у дятлов>. Такая трактовка также неудовлетво­
рительна. Во-первых, этот процесс, н лучшем случае, может объяснить 
увеличение или ио.иержзнпс полового диморфизма, но нс возникнове­
ние его. Во-вторых, совершенно не ясно, почему такая шффёрешгда- 
ння, по сути дела обычный днеруптнвный отбор, должна быть связана 
с полом? Мелкие и крупные животные с этой точки зрения должны спс- 
иналнзнроваты.'я независимо от пола, в зависимости только от разме­
ров тела или клюва

Число примеров, не укладывающихся в существующие теории, при 
желании можно увеличить. Но в этом, видимо, нет необходимости, так 
как и сказанного вполне достаточно, чтобы прийти к следующему вы­
воду: половой диморфизм явление общеблологнчсскос, широко рас­
пространенное среди раздельнополых форм животных и растег ;• ; на­
блюдается ио обширному кругу признаков, поэтому и теория, претен­
дующая на его трактовку, должна быт։, общсбиологичесхой и охваты 
вать все признаки, по которым наблюдается половой диморфизм. Су­
ще» гвующпе. теории не удовлетворяют этому требованию, поэтому име­
ют слабую объяснительную и нулевую предсказательную способности. 
Опи в основном пытались объяснить механизмы; как мог возникнуть и 
как поддерживается половой диморфизм? Но :։е ставили вопросов, вы­
ясняющих закономерности: что такое половой диморфизм? Каков ;.:ю- 
люцноиный смысл его? Что он дает? О чем он говорит? Связан ли с 
другими явлениями? Как? Ответы па эти вопросы дает предложенная 
нами теория, трактующая дифференциацию полов как специализацию 
по двум главным эволюционным потокам информации: генетнческо-



.му— от поколения к поколению и экологическому—от среды [9| Суть 
новой теории в следующем [7, 13, 14].

Более широкая норма реакции женского пола, повышая его пластич­
ность в онтогенезе <адаптивность>. позволяет покинуть золы элими­
нации и дискомфорта в экологической нише и сосредоточиться в зоне 
комфорта вокруг нормы популяции. Это сужает фенотипическую дис­
персию и снижает смертность особей женского пола, в результате чего 
лучше сохраняется генотипическое распределение, передаваемое сле­
дующему поколению. Наоборот, узкая норма реакции мужского пола 
делает его менее пластичным в онтогенезе, не позволяет покинуть «опас­
ные» зоны и подвергает большей элиминации «естественный отбор> 
и репродуктивной дискриминации «половой отбор >. в результате че­
го в панмиктной или полигамной популяции потомство удается оста­
вить только малой доле самцов [10]. Например, было показано, что 
у дрозофил не участвуют в спаривании более 20% самцов и только 4% 
самок [31! У морских слонов более двух третей самцов не осуществля­
ют ни одного спаривания за сезон [40] Л ио другим данным. 85 "■> са­
мок морских слонов были оплодотворены всего 4% самцов [41]. Сход­
ные результаты были получены для домовой мыши [37. 39. 42]. для 
полынных тетеревов, у которых свыше 75% всех спариваний осуществля­
ли менее одной десятой всех самцов [50], и т. д. Следовательно, генетиче­
ская информация, переданная женским полом, более репрезентативна, 
лучше отражает распределение генотипов в предшествующих поколе­
ниях. а переданная мужским иолом—более селективна, лучше отража­
ет требования среды. Если допустить наличие барьеров между муж 
ским и женским полом, препятствующих полному смешению генетиче­
ской информации в каждом поколении «об этом говорит существова­
ние полового диморфизма>, то можно прийти к выводу, что эволюци­
онные преобразования должны затрагивать в первую очередь мужской 
пол. Отсюда, учитывая известную необратимость эволюции «закон 
Долло>, можно рассматривать мужской пол как эволюционный «аван­
гард» популяции, а половой диморфизм по признаку как «дистанцию» 
между иолами, а следовательно, как вектор, показывающий направле­
ние эволюции этого признака. Вектор этот направлен от популяцион­
ной нормы женского пола но данному признаку к норме мужского 
««филогенетическое правило полового диморфизма»>. Стало быть, 
признаки, чаще появляющиеся или/и четче выраженные у женского по­
ла, должны иметь «атавистическую» природу, а чаще появляющиеся 
у мужского пола—«футуристическую» <понск>. Иными словами, 
мужской пол осуществляет эволюционный поиск и пробы, поэтому вклю­
чает и находки «новаторство, прогрсссивность> и ошибки «несовер­
шенство';*. а женский иол осуществляет отбор и закрепление уже опро- 
бироваиного <совери1еиство>.

В процессе эволюции признака можно выделить три фазы. Пер­
вая- -когда стабильный до того признак, по которому нет полового ди­
морфизма, начинает меняться. Поскольку в первую очередь изменяется 
мужской пол, то некоторое время женский пол будет оставаться на мес­
те. а мужской двигаться. По признаку возникает половой диморфизм, 

826



и он растет. Это поляризационная фаза <образно выражаясь, в этой 
фазе мужской пол ведет «авангардные бон» за новые эволюционные по- 
зиции>. Вторая фаза—стационарная: изменяется как мужской пол, 
так и женский. Половой диморфизм постоянен «мужской пол ведет 
«авангардные бои», женский—«арьергардные»>. Третья фаза—релак­
сационная: признак у мужского пола достигает нового стабильного зна­
чения, а у женского подтягивается ««арьергардные бои», сдача ста­
рых иозиций>. Это значит, что половой диморфизм должен быть тес­
но связан с эволюцией признака: он должен отсутствовать или быть 
минимальным для стабильных, нсэволюнионпрующнх признаков и мак­
симальным для признаков «на эволюционном марше», должен быть 
четче выражен по филогенетически молодым <эволюционирующим > 
признакам. Далее, половой диморфизм должен быть связан с репро­
дуктивной структурой популяции: у строгих моногамов он должен быть 
минимальным, поскольку моногамы используют специализацию полов 
только на уровне организма, попе популяции, а у панмиктных видов и 
полигамов. полнее использующих преимущества дифференциации, он 
должен возрастать с ростом степени полигамии. Половой диморфизм 
Скак и две другие основные характеристики раздельнополой популяции 
дисперсия и соотношение иолов [8, 11)>, рассматривается не как констан 
та,свойственная данному виду <как считалось раиыпе>. а как перемен­
ная и регулируемая величина, тесно связанная с условиями среды и 
определяющая, в свою очередь, эволюционную пластичность признака. 
Поскольку в изменчивой Экстремальной > среде требуется большая 
пластичность, чем в стабильной <оптимяльнов>, то и половой димор­
физм в стабильной среде должен уменьшаться, и в изменчивой — расти. 
Схемы регуляторных механизмов аналогичны таковым в холодильнике 
или термостате. Во всех случаях существует два механизма: . а) ме- 
.хаиизм, устанавливающий оптимум регулируемого параметра для дан­
ной эволюционной ситуации, б) механизм отрицательной обралой 
связи, следящий за отклонениями от оптимума и поддерживающий 
этот оптимум.

Для реализации отрицательной обратной связи, регулирующей по­
ловой диморфизм, потомство родителей, имеющих максимальный поло­
вой диморфизм < 1 1 min / шах >, должно иметь половой димор­
физм минимальный <$$Hiax, cTc^’mJn>» 11 наоборот, потомство ро­
дителей, имеющих половой диморфизм минимальный < 9 О шах х 
Х£?пПп>, должно иметь половой диморфизм максимальный 
<9?min, cfcfinax>. Для этого количественные признаки сыновья 
должны наследовать больше oi матерей, а дочери—от отцов (рис. 1). 
Гакую связь может обеспечить известный генетический механизм сцеп­
ления с полом <Х-сиенление>. Следовательно, мы приходим к выводу 
о большей регуляторной моднфнкаториой роли Х-хромосом но сравне­
нию с аутосомами в определении нормы реакции и количественных пр. - 
знаков. Большие корреляции мать—сын, отец—дочь но сравнению с 
мать—дочь, отец—сын по количественным признакам описывались не­
однократно [32, 34, 45], и соответствующая гипотеза обсуждалась [33]. 
По однозначного ответа пока нет.

827



Все признаки организмов но степени различия между волами мож­
но разделить на три группы. Первая—признаки, но которым нет ника­
кой разницы между мужским и женским полом. ։1х распределение в 
популяции у того и другого иола совершенно одинаково. К ним отно­
сятся качественные признаки видового и выше рангов <число органов,

Рис. 1. Гипотетические кривые распределен։։и количественно։- признаках 
у женского н мужского пола. Но осн абсцисс- значение признака X. по 
оси ординат—вероятности <частЬты> особей с данным значением при­
знака X. Потомство родителей, имеющих максимальный половой димор­

физм < S пип - ’ шах должно иметь минимальный половой димор­
физм, а потомство родителей, имеющих минимальный половой диморфизм 

< шах пни > должно иметь максимальный

план и принципиальное строение тела и многие другие^. Половой ди­
морфизм ио этим признакам в норме отсутствует. Он наблюдается 
только в области патологии и выражается в разной частоте появления 
тех или иных врожденных пороков развития у мужского и женского по­
ла. Идея классификации врожденных аномалии на «атавистические» 
<возвраты или остановки развития> и «футуристические» <поиск но­
вых путей> позволяет в некоторых случаях проследить в половом ди­
морфизме такого рода предсказанные теорией общие тенденции На­
пример, среди около 2000 новорожденных детей, появившихся на свет 
с одной почкой, было примерно в два раза больше мальчиков, в то вре­
мя как среди 4000 детей с тремя почками примерно п 2,5 раза больше 
девочек. Случайно ли это? Пли в этом факте можно усмотреть извест­
ную эволюционную тенденцию олигомеризации множественных орга­
нов? Напомним, что у дождевых и морских червей в каждом сегменте 
тела имеется по паре специализированных выделительных органов— 
Метаксфрндиев. Следовательно, появление трех почек можно, в опреде­
ленном смысле, рассматривать как «атавистическую» тенденцию, а 
одной почки—как «футуристическую». Другой пример,—врожденный 
вывих бедра встречается у девочек в 4 5 раз чаше, чем у мальчиков. 
Отметим, что лети с этим дефектом лучше, чем нормальные, бегают на 
четвереньках и лазят по деревьям. Третий пример—анэнцефалия, то­
же в два раза чаше встречается у девочек [36]. В специальном иссле­
довании, посвященном врожденным порокам сердца и магистральных 
сосудов [17]. было показано, что аномалии развития, чаще встречаю­
щиеся у женских особей, включают больше «атавистических» элемен­
тов, характерных для сердца эмбриона и филогенетических предшест­
венников человека Соткрытое овальное отверстие в межпредсердной 
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перегородке, ботталов проток>, в то время как пороки, чаще поражаю­
щие мужские особи, включают больше «футуристические» элементы 
<стенозы, коарктации, транспозиции крупных сосудов>. Таким обра­
зом, по группе видовых признаков предсказанную теорией тенденцию 
полового диморфизма удается проследить в частоте и характере пато­
логии у мужского и женского пола.

Вторая группа признаки, которые встречаются у мужского и жен 
скоро пола данной популяции с разной частотой и разной степенью вы­
раженности. Это количественные, модификационные .характеристики 
популяционного и ниже рангов: рост, вес, размеры и пропорции, мно­
гие морфофнзиологические и этолого-пснхологнческие признаки. По­
ловой диморфизм по ним носит нс абсолютный, организменный .харак­
тер, а популяционный—разность средних значений. Новая теория рас­
сматривает популяционный половой диморфизм как «компас» эволю* 
ппн признака. Если данный вид эволюционно укрупнялся, \ него дол­
жны быть крупнее самцы, если .мельчал, то, наоборот,—самки. В эво­
люции размеров в разных ветвях животного мира имела место противо­
положная тенденция. У позвоночных чаще происходило укрупнение, а 
у насекомых—уменьшение размеров. Поэтому, если сопоставить поло­
вой диморфизм по размерам, то среди крупных позвоночных действи­
тельно чаще крупнее самцы, а у мелких насекомых, наоборот,—самки. 
'Ге же доводы применимы и к отдельным видам или популяциям На­
пример, предки собак <волк. лисица, шакал>, видимо, имели средние 
размеры по сравнению с крупными <дог, сен-бернар> и мелкими 
<той-терьеры> собаками. Первые весят до 70 кг, вторые 400 г. Тео­
рия предсказывает более крупные размеры самцов у крупных пород :։ 
самок—у мелких. К сожалению, у нас пет данных по мелким породам 
По такие данные по приматам [35] полност։.ю подтверждают предска­
занные теорией зависимости полового диморфизма от размеров и пол ։- 
гамии (рис. 2).

•
г.0-

15 ■ . • .

й?1—•---------------------- ----------------- -5-
075 !.о Ю 500

Соедний вес тела, кг

Рис. 2. Зависимость полоного диморфизма у приматов от размеров тела 
[35]. Светлые кружки—моногамные виды, темные—полигамные.

На том же основании при любой дивергенции или дисруптивн- м 
отборе, дивергенция мужского вола должна опережать дивергенцию 
женского пола. Поэтому появление бимодальных самцов при моно,мо­
дальных самках [2] говорит о начавшемся дисруитивном отборе. По 
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этой же причине экологические правила Бергмана и Аллена четче дол­
жны выполняться для мужского пола [15].

Интересная адаптация к жаркому климату пустынь выработалась 
у рябков транспортировка воды для птенцов в смоченных перьях. Ви­
доизменившиеся брюшные перья позволяют им вобрать в себя в 3 1 
раза больше воды, чем оперение самок.

Филогенетическое правило полового диморфизма легко можно про­
верить на видах, эволюция которых хорошо известна <слон. лошадь, 
верблюд>. Например, известно, что у слонов имели место укрупнение 
размеров, развитие хобота, оригинальная специализация зубной систе­
мы, образование бивней, переход от бугорчатых зубов к складчатым и 
т. д. Значит можно предсказать наличие полового диморфизма по всем 
этим признакам И оно ио многом подтверждается. Правило справед­
ливо также для растений. Например, существует половой диморфизм 
по форме листьев. У тополя женские экземпляры имеют более продол­
говатые листья, мужские -более округлые. У дерева гинкго листья жен­
ских особей имеют ровные края и мельче, а мужские—изрезанные и 
крупнее. Как известно, филогенетические предшественники тополя им; • 
ли узкие <как у ив> листья, а гинкго- нёизрезаппые.

Третья группа—признаки, присущие только одному полу. Это пер­
вичные и вторичные половые признаки: воловьи органы, молочные же­
лезы, борода у человека, грива у льва, а также многие хозяйственно- 
ценные признаки <продуки.ия яиц, молока, икры и т. д.>. Половой ди­
морфизм по ним имеет абсолютный, организменный характер. По­
скольку в фенотипе одного пола эти признаки отсутствуют, о генотипи­
ческом половом диморфизме по ним можно судить по реципрокным 
эффектам. Исходя из авангардной роли мужского пола, теория пред­
сказывает существование реципрокного «отцовского эффекта» «доми­
нирование отиа> во всем эволюционирующим <иовым> признакам. 
Реципрокный эффект позволяет отличить эволюционирующий признак 
от стабильного: если он отцовский—признак эволюционирует, если он 
отсутствует или материнский—признак стабильный. Но он ничего не 
говорит о направлении эволюции признака. О направлении можно су­
дить по генотипическому половому диморфизму и гетерозису.

У человека к «новым», эволюционно молодым признакам, видимо, 
можно отнести все социальные, психологические признаки, связанные с 
корой больших полушарий мозга и йх функциональной асимметрией 
<г первую очередь, речь, абстрактное мышление, пространственное во­
ображение, юмор н другие творческие способности^ У сельскохозяй­
ственных животных и растений таковыми, очевидно, являются все хо­
зяйственно-ценные признаки, которые человек искусственно отбирает в 
нужном для себя направлении. Следовательно, па всем хрзянствснно- 
иолешым признакам должен существовать реципрокный «отцовский 
эффект»—доминирование признака отцовской породы пли линии пал 
материнской.

Предсказание теории полностью подтверждается. «Отцовский эф- 
фс:;- > наблюдается у кур по таким хозяйственно-ценным признакам 
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как отсутствие инстинкта насиживания [44. 46. 47]. яйценоскость. [21, 
22, 49], скороспелость [47] н живой вес [21].

Большее влияние отна па яйценоскость дочерей пытались объяс­
нить тем. что у кур гетерогаметпым полом является самка, я гомогамет- 
ным самец, поэтому единственную свою X хромосому курина получа­
ет только от отца [44]. Придерживаясь такой логики, следует ожи­
дать. что у млекопитающих все должно быть наоборот; поскольку у них 
гетерогамстны самцы и единственную свою Х-хромосому сын получает 
от матери, то должен наблюдаться материнский аффект, а не отцовский, 
независимо от того, наследуется <старый» или «новый» признак. По 
нашей теории, независимо от гаметпости полов, во всех случаях ко эво­
люционирующим <селекционным-> признакам должен наблюдаться 
♦.отцовский эффект».

Асланян [3] и Александров [1| изучали наследование числа по­
звонков и некоторых характеристик пищеварительной системы у двух 
контрастных пород свиней—шведский лапдрас и крупная белая и их 
реципрокных гибридов. Шведский ландрас—породи мясо-беконного 
направления. За пол века селекции туловище свиней этой породы у для 
1,'илос!» на 14 см. Среднее число позвонков у них увеличилось на I. 2 по 
звонка. Одновременно повысилась эффективность использования кор­
ма. главным образом за счет удлинения тонкого кишечника Крупная 
белая—порода универсального мясо-сального направления У реци­
прокных гибридов «отцовский эффект» был обнаружен ио всем селек­
ционным признакам: числу позвонков <отбор на длинное туловище . 
длине тонкого кишечника Сотбор на лучшую оплату корма:- г. динами­
ке роста <отбор па скороспелость>.

У крупного рогатого скота «отцовский эффект» наблюдается по 
удою молока и продукции молочного жира [22].

Интересно отмстить, что по размеру яиц у кур, весу новорожденных 
поросят и проценту жира в молоке у коров отмечается слабый мате 
ринскйй эффект, хотя эти признаки являются хозяйственно-ценными и 
отбирались человеком в процессе доместикации и окультуривания. Но 
если мы сравним число и размеры яиц у кур. процент жира и удон у ко­
ров и их диких предков, то увидим, что в результате окультуривания 
сильно увеличилось в первую очередь число яиц и количество молока, 
а нс размеры янч и жирность молока.

Наличие «отцовского эффекта» у млекопитающих позволяет счи­
тать՜ существующую трактовку этого явления у кур (как следствие ге- 
терогамепюй конституции самок), по крайней мере, недостаточной. 
Она может объяснить хромосомный механизм явления у птиц, но к мле­
копитающим уже не применима Явление гораздо шире, оно связано 
не с феноменом гетсрогаметпостн. а с феноменом полз и тесно связано 
с эволюционными преобразованиями популяций. Мужской пол. буду­
чи эволюционным «авангардом» популяции, но новым, приобретаемым 
признакам генотипически более продвинут, чем женский, т. е. генотипи­
чески петухи более «яйценоски.՛. чем куры, а быки более «удойны», чем 
коровы той же породы!
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Таким образом, предложенная нами трактовка полового диморфиз­
ма как филогенетической «дистанции» между полами, как эволюцион­
ных «последних новостей», уже попавших к мужскому полу, ио еще не 
дошедших до женского, применима ко всем признакам животных н 
рас гений, по которым наблюдается половой диморфизм. Голько по- 
видовым признакам закономерность проявляется в области патологии, 
по популяционным—в норме, а по половым в виде реципрокного «от­
цовского эффекта».

Совместное применение филогенетического правила полового ди­
морфизма и биогенетического закона Геккеля позволяет вскрыть еще: 
одну, ранее неизвестную закономерность: связь полового диморфизма 
по признаку с онтогенетической динамикой этого признака. Если по. 
какому-либо признаку существует популяционный диморфизм, го в он­
тогенезе этот признак будет меняться, как правило, от женской формы 
к мужской. Иными словами, женские формы признаков с возрастом 
должн I. как правило, ослабевать, а мужские—усиливаться -^онтоге­
нетическое правило полового днморфизма»>. Десятка два антропологи­
ческих признаков, по которым удалось найти данные как по половому 
диморфизму, так и по онтогенетической динамике, полностью подтвер­
ждают предсказанную теорией закономерность [16]. Эти признаки: 
относительная длина пог, предплечья, пальцев [301. головной индекс, 
зубная дуга [13, 27], эпикантус, горбинка носа [27], концентрация эри­
троцитов в крови [30]. частота пульса [5], асимметрия мозга [28], нор­
ма [10] и время |4| реакции, обоняние, ощущение горького вкуса фе­
нилтиомочевины [30] и др. [(>].

Интересно было бы также сравнить возрастное распределение бо­
лезней. поражающих с разной частотой женщин и мужчин. Можно- 
ожидать, что средн первых < женски х> должно быть больше болезней, 
характерных для ювенильного <дстского и молодого> возраста, а сре­
ди вторых <мужских>, наоборот, дефинитивного <зрслого> возраста.

Филогенетическое правило полового диморфизма позволяет пред­
сказать связь между половым диморфизмом и явлением гетерозиса. 
Рассматривая гетерозис как суммацию новых эволюционных достиже­
ний, приобретенных дивергентно, можно предположить, что, с одной 
стороны, вклад отца в гетерозис должен превышать вклад матери, с 
другой стороны, эффект гетерозиса четче должен проявляться у сыно­
вей, чем у дочерей. Это предсказание теории также подтверждает­
ся [43].

Разные авторы обращали внимание и на другие связи: меж ту ге­
терозисом и доминированием; гетерозисом и филогенезом [23]; фило­
генезом, онтогенезом, мутированием и доминированием [25, 26] и др

Дальнейшее обобщение с системных позиций позволяет рассмат­
ривать эти связи, закон Геккеля и вскрытые нами связи полового ди­
морфизма как отдельные стороны более общей закономерности, уста­
навливающей зависимости между такими эволюционными явлениями, 
как филогенез, онтогенез, половой диморфизм, мутирование, доминиро­
вание, гетерозис и реципрокные эффекты [1б|. Поскольку в основе пе- 
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рвчисленных частных явлений лежит фундаментальный феномен эволю­
ции во времени, то в каждом из них можно выделить две формы при­
знака. связанные с вектором времени; прошлую и будущую. В фило­
генезе это атавистическая и футуристическая форма, в онтогенезе— 
ювенильная и дефинитивная, в половом диморфизме—женская и муж­
ская, в доминировании рецессивная и доминантная, в мутировании 
ретроспективная и перспективная, в гетерозисе— родительская п гиб­
ридная. в реципрокных различиях материнский и отцовский эффект 
Тогда можно сформулировать «обобщенное правило соответствия»: «Ес­
ли имеется система взаимосвязанных явлений, в которых можно выде­
лить ориентированные во времени, прошлую и будущую формы, то су­
ществует определенное соответствие <более тесная связь> между все­
ми прошлыми формами, с одной стороны, и между будущими—с дру- 
гой». Интересно отмстить, что все перечисленные явления могут слу­
жить «компасом», показывающим направление эволюции признака [12, 
23, 25, 26].

В методологическом плане системный подход позволяет заранее 
знать число возможных закономерностей <\. >, связывающих данное 

„ . . .. ., п(п—1)число явлении <п> между собой: гч -- ------------
” 2
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ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ КЛЕТОЧНОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ 
РАСТЕНИИ

О. С. МЕЛИК-САРКИСОВ 
Всесоюзный нзучно-нсследовагельскнй институт прикладной 

молекулярной биологии ч генетики. Москва

Аннотация Методы культуры каст՛ - . тканей и органов растений исполь- 
дуются в практической селекции и растениеводстве как эффективное сред­
ство но расширению генетического разнообразия культур, получению га­
плоидов. отбору форм, устойчивых к экстре малыши температурам, насе­
комым. патогенам и т л Эти методы могут значительно сократить лро- 
должнтслыи.стг, селекционного процесса, ускорять размножение. о доступ­
ность методов культуры тканей позволяет применить их уже сейчас п сель­
скохозяйственном производстве.

IL6e<ntuij|>w— »^ЦеЬш1а“1 Г"-1"1-г1' rtt**i№՝ 4 о/т-
.,,...'«1.՛ ,pft 4b 9t>ufLu u.p^yH.bu></4 w •Ifttny
f J lit Mgi l-fU . •‘u, */' *< l/iutnpAJ 10/

Jj.tMtr.lL'..}.. &t(uiutJiuJp If lutfttl.
...rutulfl.l.ft UMt.qAbfitt Ь ..Ц Ufy JCpuijtiLpit Iftupr^ Lb 44m/plib
IfpiutntLj ultfLlff/fttiL KfpegLnft t^hiigniPjnibp, «|•и^|wյil4| pnijutp/t pitii;J tnyniJ pt 
^/HinilntAfbLpf. (fi.iinfupMjf. JLflrtrybbpl J^injh^niPjiiibp fliuipunlnp .«//;»■>< I 
иш/Ди 4/7.Ш..4, w/l> Jkf

Abstract—The analysis of progress and prospects for the rse of plant cells, 
tissues and organ- in the works on the development ol new valuable
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plant lorms and varieties Is given. The problems connected with the 
obtaining of cultures of cells, tissues and organs of promising mutant 
lorms. gaploids, polyploids, certain sexual and somatic hybrids arc consi­
dered. The availability of some methods causing the possibility of 
applying them now directly into the agricultural production is mentioned 
that might in the nearest future provide appreciable practical results.

Ключевые слова клеточная биотехнология растений, проблемы и перспективы.

Перва:-. «зеленая революция», гавшая плоды в середине 1960-х годов,- 
выразилась в интенсификации традиционных методов растениеводства. 
В результате упорной, чуть ли не двадцатилетней работы по перекрест­
ному опылению были выведены новые линии кукурузы, риса, пшеницы, 
что имеете с применением химических удобрений и пестицидов привело 
к значительному росту урожайности. Тем не менее более 20% населе­
ния земного шара голодает или недоедает. Даже в развитых странах 
сокращаются валовые сборы сельхозпродуктов из-за застройки плодо­
родных земель, растущей засоленности орошаемых почв, ограничения 
применения пестицидов. Очевидно, что традиционные методы не в со­
стоянии решить проблему, нужна вторая «зеленая революция».

В значительной степени этому должно способствовать развитие но­
вого направления современной биологии—биологической технологии, 
разрабатывающей научные основы процессов, базирующихся па исполь­
зовании биологических агентов и реакций. Для реализации этих про­
цессов используют живые клетки, субклеточные структуры и изолиро­
ванные биомолекулы.

На сегодняшний день условно биотехнологию подразделяют на кле­
точную (прикладная микробиология, культура растительных и живот­
ных клеток), генетическую и молекулярную.

Остановимся лишь на некоторых аспектах использования в биотех­
нологии растительных клеток, уникальной особенностью которых явля­
ется их тотипотентность, т. е. возможность получения из изолированных 
клеток целого растения. Большие успехи в области культивирования 
клеток и тканей растений, достигнутые в настоящее время, могут быть 
использованы при решении многих важных практических задач, стоя­
щих перед сельскохозяйственным производством [1. 13. 17. 21. 27, 3-1, 
60], в частности, для получения новых высокопродуктивных и устойчи­
вых к заболеваниям и неблагоприятным факторам среды растений, а 
также оздоровления и размножения оздоровленных сортов, сохранения 
и улучшения генофонда (рис.).

Анализ достижений и перспектив применения методов культуры 
клеток, тканей и органов растений для получения новых цепных форм 
и сортов сельскохозяйственных культур показал, что этот метод, как 
и появление мутагенов, дал селекционерам в дополнение к гибридо­
логическому методу новое мощное средство, с помощью которого уда­
лось в сотни и гысячи раз увеличить частоту’ мутирш .л.ия растений. С 
помощью радиационного и химического .мутагенеза в нашей стране уже 
выведено более 200 новых сортов, большинство из которых получено 
при обработке семян мутагенами. Однако предпочтительнее обраба-

;Р-
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тыкать имя не такие многоклеточные образования, как семена, а отно­
сительно более простые структуры, например, отдельные клетки или 
изолированные протопласты, что дает определенные преимущества по 
сравнению с традиционной обработкой семян.

Основные направления работ по клеточной биотехнологии сельскохозяй­
ственных растений.

В условиях культуры in vitro все обработанные клетки находятся 
в одинаковых, контролируемых экспериментатором условиях, чего не­
возможно добиться в полевом эксперименте, при этом протопласты, а 
в меньшей степени и клетки, получают примерло одинаковую дозу му­
тагена. Кроме того, селекционер, пользующийся традиционным спо­
собом. имеет дело с сотнями, в лучшем случае тысячами растений, тог­
да как исследователь. работающий на клеточном уровне, оперирует уже 
сотнями миллионов клеток. Оптимальные условия, создаваемые в куль­
туре in vitro, дают возможность сохраниться возникающим мутантным 
клеткам, которые часто характеризуются пониженной скоростью раз­
множения по сравнению с нормальными и не выдерживают конкурен­
ции с ними в системе целого организма.

Содержащиеся в питательных средах, на которых выращива­
ют клетки, разные биологически активные соединения сами порой ока­
зывают мутагенное действие [46], и это приводит к получению больше­
го числа измененных форм.

Известно, что среди растений-регенерантов в культуре ткани мо­
жет наблюдаться значительное разнообразие [4, 32, 43]. тем большее, 
чем длительнее была стадия каллусного роста Это позволяет исполь­
зовать культуру ткани для получения генетически измененных, так на­
зываемых «еомаклональных» форм, которые могут служить исходным 
материалом в селекционном процессе [43]. Так, был выделен у сахар­
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ного тростинка мутант, устойчивый к вирусу мозаичной болезни трост­
ника [32].

Работа на гаплоидном уровне резко сокращает время до фенотипи­
ческого проявления мутаций, так как рецессивная мутация не будет 
маскироваться нормальной аллелю в М։ поколении. Кроме того, со­
кращение периода между возникновением и фенотипическим проявле­
нием мутанта позволяет сохраниться н реализоваться большому числу 
возникших мутантных клеток.

Сейчас, когда имеются мощные источники индукции изменчивости, 
на первый план выдвигается задача отбора и сохранении возникших 
мутантных клеток, из которых вследствие тотипотентности раститель­
ной клетки можно в ряде случаев вырастить целые растения с нужны­
ми свойствами.

Такой отбор ведут обычно на специальных селективных средах [29], 
особенно при работе на признак устойчивости к патогенам. Использу­
ют также селективные условия выращивания, например, экстремаль­
ные температуры [18] при отборе форм, устойчивых к низким или 
высоким температурам, и т. д.

В ряде случаев устойчивость растений к фитопатогенному грибу 
коррелирует с устойчивостью к его токсину [35]. На среде, содержа­
щей метионинсульфоксимии, структурный аналог токсина, вырабаты­
ваемого Pseudomonas tabaci (\Volf ei Foster) Sivens, был получен му­
тант табака, устойчивый к метионинсульфоксимииу [29]. Используя в 
качестве селективного фактора культуральные фильтраты грибов 
Phyiophthora infest ans (Mont.) De Вагу. Fusarium oxysporum Shlec h 
удалось получить устойчивые к фильтратам клоны картофеля [23. 24]. 
Растения картофеля, регенерировавшие из устойчивых клеточных кло 
нов, меньше поражались фитофторой, чем обычные контрольны реге­
неранты [25].

К сожалению, устойчивость на клеточном уровне не всегда корре­
лирует с устойчивостью полого растения, иногда она связана нс с мута­
цией, а с изменением активности гена [44]. и, кроме того, из-за слож­
ных и .многообразных взаимоотношений между патогеном и растением 
хозяином часто трудно подобрать специфический селективный фактор 
для отбора устойчивых клеток.

Клеточную селекцию очень важно вести на уровне одноклеточного 
клона, что позволяет избежать химерное™ возникающего потомства. 
Специально разработанные методы культивирования клеток и прото­
пластов дают возможность выращивать их с очень низкой плотностью 
'10—100 клеток в мл среды) и затем изолировать колонии, возникаю­
щие из отдельных клеток. Для этого применяют специально обога­
щенные среды [41], кондиционированные среды [40] или метод «кор­
мящего слоя», при котором клетки или протопласты, «за плавленные» в 
нижипй слой агара, инактивируют облучением, и они служат в качестве 
питающего субстрата для посеянных с небольшой плотностью о верх­
нем слое агара живых клеток [55. 56]. Разработана техника микро­
культивирования единичных изолированных протопластов [36].
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В мутационной селекции часто приходится иметь дело с генетиче­
скими химерами. Если генетическая химера имеет четкое фенотипиче­
ское проявление х к мерности (например, по окраске), исследователь мо­
жет применить методы культуры ткани для расхимсривания и получе­
ния клопов растении с ценными признаками. Например, при выращи­
вании на провокационном фоне растений Mi можно отобрать такие, у 
которых часть листовой пластинки нс поражена болезнью Это может 
быть обусловлено либо структурным иммунитетом, либо локальными 
изменениями генетического материала в небольшом участке соматиче­
ской ткани. В последнем случае представляется перспективным полу­
чение культуры in vitro из непораженных тканей и последующая реге­
нерация из нее растений, которые могут оказаться устойчивыми к воз­
будителю болезни Так был получен толерантный к гербициду 2,4-Д му­
тант табака в результате регенерации растения из участка зеленой тка­
ни, обнаруженного па одном из листьев, «отбеленных» при обработке 
растений 2,4-Д [54]. Эффективным может оказаться этот метод и в 
работе с декоративными культурами, где большое значение имеет окрас­
ка листьев и цветков.

При отдаленной гибридизации часто образуются неполноценные 
семена с недоразвитым зародышем. Культивирование таких гибридных 
зародышей на специальных питательных средах способствует нормаль­
ному их развитию и образованию из них гибридных растений. Так по­
лучены мехчвидовые гибриды томатов, тыквенных, картофеля, красного 
клевера и других культур [6, 50, 52, 58].

Крюз [42] разработал технику выращивания гибридных зароды­
шей в культуре in vivo/vitro, когда гибридные зародыши культивируют 
на изолированном эндосперме одного из родительских видов, выращи­
ваемом на питательной среде. Этим метолом удалось добиться прорас­
тания 70% гибридных зародышей, полученных при скрещивании Ног- 
deum L.XTriticum L. Такое сов.Menu ние традиционного гибридологиче­
ского метода с методом культуры in vitro может стать эффективным 
средством создания новых форм отдаленных гибридов.

При селекционной работе с использованием метода отдаленной гиб­
ридизации иногда возникают нежизнеспособные гибриды, погибающие 
на ранних стадиях развития, не способные расти даже на специальных 
питательных средах. Тогда на помощь может прийти метод культуры 
ткани. Так, проростки гибридов \icutiaaa ос ui entails Wheeler с 
культурными сортами табака обычна нс образовывали корешков и по­
гибали на семядольной стадии В каллусе, полученном из этих про­
ростков, удалось индуцировать регенеранты, которые хорошо укореня­
лись и росли в почве [16].

Метод оплодотворения in vitro используют для получения половых 
гибридов ]։՝9] в тех случаях, когда добиться оплодотворения другим 
путем не удается, однако широкого практического применения этот спо­
соб пока еще не получил.

Па возможность и перспективность использования гаплоидов в се­
лекции указывал еще в 1932 г. Вавилов [31]. В настоящее время га­
плоиды получены у более чем 50 видов растений [22], в том числе у та- 
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кнх экбномическн важных культур, как картофель, томаты, рапс, пше­
ница, рис и др.

Явление гаилоидии в селекционной практике может использоваться 
для создания гомозиготных диилоидоз, которые в несколько раз уско­
ряю, получение гетерозисных гибридов [3]. Создание полностью гомо­
зиготных линий картофеля позволит размножать его л семенами [12], 
ЧТ՛՛ может дать большой экономический эффект. Гаплоиды необходи­
мы для преодоления межвидовой несовместимости, селекции на более 
низком уровне плоидиости, что особенно важно для многих сельскохо- 
зянстйён.ных культур, являющихся четраплои.тами [66]. Несложный 
математический расчет показывает, что если для отбора рецессивной го­
мозиготы по трем факторам на тстраплоидном уровне в Г,. необходимо 
нмет! 45 50 тыс. растений, то на диплоидном—всего 70 100 растений.

Однако спонтанная частота возникновения гаплоидов очень низка 
и составляет всего 10 ՛ 10 ь. Повысить частоту их возникновения
можно. используя различные физические и химические факторы (облу­
чение пыльцы, воздействие экстремальными температурами, химиче­
скими мутагенами и т. д.). при межвидовых скрещиваниях и т. д. [15].

Одним из сравнительно новых методов экспериментального полу­
чения гаплоидных растений служит индукция гаплоидов при культиви­
ровании in vitro пыльников и микроспор. В отличие от методов, при 
применении которых гаплоиды возникают в результате гипогепеза, в 
кулыуре in vitro пыльников наб.но гается образование так называемых 
йидрогенетических гаплоидов, что может, ио-видимому, сказаться и на 
свойствах । юслед и и х,

Существует два принципиально различных способа получения га­
плоидов в культуре in vitro пыльников. В одном случае микроспоры в 
пыльниках, культивируемых на специальных средах, развиваются в 
гаплоидные эмбриоиды [64], в другом гаплоидные растения-регенеран­
ты возникают в каллусных тканях, образовавшихся из микроспор при 
культивировании пыльников [38]. Каждый из этих методов имеет свои 
достоинства и недостатки. При эмбриогенезе в культивируемых пыль 
никах образуются, как правило, гаплоидные эмбриоиды, развиваю­
щиеся затем в гаплоидные растения. Во втором случае среди регенеран­
тов из каллуса встречаются нс только гаплоидные, но и растения дру­
гой плоидиости [49], которые могут возникать как из соматических 
клеток пыльника, гак и при эндомитозе в гаплоидных клетках. Кроме 
того, не всегда удается получить регенеранты в каллусе, возникшем из 
пыльников. В то же время эндомитотическое удвоение числа хромо­
сом в гаплоидных клетках каллуса позволяет избежать последующей 
операции по диплоидизацни гаплоидов.

В последние годы получены гаплоиды у дурмана, табака, петунии 
при непосредственном культивировании на питательных средах изоли­
рованных микроспор [12], причем у табака таким способом уже созданы 
сорта.

Успешное получение гаплоидов при культивировании in vitro пыль­
ников зависит от многих факторов: генетических (гаплоиды томатов 
получены лишь в 3 линиях из 43 [38]): стадии развития пыльцы (эм- 
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брногениое развитие се возможно лишь в определенный период, чате 
на одноядерной н ранней дауядерной стадиях, тогда как каллусообра- 
зоваис из пыльцы можно индуцировать на разных стадиях ее развития); 
состава питательной среды; физических факторов культивирования и 
т. л. [Н].

Эффективность тех или иных методов получения гаплоидов ложет 
быть различна для отдельных культур [12]. Хотя в некоторых случаях 
гаплоидная селекция уже начинает применяться в полевых опытах (на­
пример. гаплоид риса в КНР), все же она еще не нашла широкого при­
менения в практике. Это связано главным образом с отсутствием вы­
сокоэффективных, позволяющих получить гаплоиды в больших количе­
ствах. методов. Поэтому основные усилия ученых должны быть на­
правлены на их разработку.

Многие сорта культурных растений (пшеница, картофель, табак, 
сахарная свекла и др.), в том числе декоративных культур, 5 шляются 
полиплоидными [5]. В большинстве случаев они обладают повышен­
ной жизнеспособностью, обеспечивают повышение качества и количе­
ства урожая, и поэтому работа с ними занимает не последнее место в 
селекционной практике. Часто для успешной гибридизации приходит­
ся повышать уровень плоидности у одного из партнеров или пслиплон- 
дизовать бесплодные гибриды, удваивая у них число хромосом для по­
лучения фертильных амфиднплоилов.

Классическая методика получения полиплоидов с помощью колхи­
цина включает в себя либо проращивание семян в растворе этого пре­
парата. либо обработку им всего проростка или точки его роста и т. д. 
Судьба образовавшихся полиплоидных клеток зависит от их конкуренто­
способности по сравнению с диплоидными. Для получения полиплоид­
ных особей селекционеру приходится применять в этих случаях специ­
альные приемы расхи.мернвапия. Доля полученных такими способами 
полиплоидных особей в зависимости от вида растения колеблется от не­
скольких до 30- 40%, достигая в лучшем случае 50'՝. Однако не 
всегда и нс у всех видов, пользуясь такой .методикой, .можно получать 
полиплоидные особи [61].

Характерная особенность культуры 1п гИго клеток и тканей расте­
ний- наличие в ней полиплоидных и гетероплондпых клеток, число ко­
торых увеличивается с возрастом культуры. Цитогенетическая неста­
бильность ее объясняется, по видимому, целым комплексом факторов, 
таких как действие компонентов среды, влияние продуктов метаболиз­
ма, гетерогенность исходного материала, нарушение коррелятивных 
связей при выделении первичного жсплантата из растении [19]. Эту 
особенность можно использовать для получения полиплоидных клеточ­
ных клонов и полиплоидных растении [8, 9, 46. 481, в частности, созда­
вать фертильные амфидинлоиды при культивировании тканей бесплод­
ных гибридов [16]. Спонтанно возникающие в каллусной культуре 
полиплоидные формы также могут быть использованы. Так. из каллуса 
пеларгонии сорта ЦоЬег х.Ьетоп Ro.se спонтанно возникла высокополн- 
п.тондная форма УсДчу' характеризующаяся улучшенными деко­
ративными качествами [62].
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На практике для создания полиплоидных растений н культуре in 
vi.ro часто с успехом применяют обработку суспензии клеток колхини- 
։юм [39]. Найти практическое применение может и получение в куль­
туре ткани трлплойдпых растений из эндосперма [63].

С разработкой Коккнигом н 1960 ։. метола энзиматического полу- 
чени.ч больших количеств клеток растений, лишенных своей жесткой 
нектоне.ыюлозной оболочки—изолированных протопластов, а также 
открытия ПЭГ-агента, с высокой эффективностью сливающего изолиро­
ванные протопласты вместе, появилась реальная возможность констру­
ирования растительной клетки по желанию исследователя. Этого мож­
но достичь различными способами: сливанием изолированных прото­
пластов, в результате чего возникают гибридные клетки или цпбриды, то 
ест: клетки, содержащие одно ядро и смешанную цитоплазму; введени­
ем в изолированные протопласты различных клеточных органелл- 
ядер, отдельных хромосом, хлоропласта։։. а также микроорганизмов՜, 
использованием фагов, фитовирусов, плазмид для включения гетероло- 
гнчной ДНК; включением чужеродной ДНК с помощью механизма 
трансформации.

.'• же намечаются конкретные подходы к практическому тримепению 
сом;.; .ческой гибридизации растений путем слияния изолированных 
протопластов. Используя уникальную особенность растительной клет­
ки. се тотипотентность, из гибридных клеток стали получи 1Ь целые рас­
тения е новыми свойствами.

Именно в получении новых гибридных растений в первую очередь 
виделось будущее метода слияния изолированных протопластов. Од 
паки этот путь оказался не таким простым, как представлялось внача­
ле. После получения Карлсоном в 1972 г. [301 первого межвидового со­
матического гибрида между Nicotiana glauca и .V. langsdorffii 
лишь через несколько лет появились сообщения об успешном получе­
нии новых межвидовых гибридов [33, 59].

Усовершенствование методик привело к повышению частоты гете­
рологических слияний, частоты делящихся клеток и регенерировавших 
из каллуса растений; были отработаны различные селективные систе­
мы. Все это позволило добиться дальнейших успехов в соматической 
гибридизации растений.

Глеба и Хофман [37] получили межтрибный гибрид Arabidop- 
sis iha liana. (L.) Heynh и Brassica campestris L., который нельзя 
получить половым путем. Мельхерс с со авт. сообщили о создании кар- 
тофеле-томатиого соматического гибрида при слиянии изолированных 
протопластов Lycopersicon. esculent tun Mill и Solarium tuberosum 1.. 
[45], у которого часть гибридных растеинй-рсгенерантов по своим призна­
кам уклонялись в сторону томата, а часть—в сторону картофеля. Одна­
ко клубней эти гибриды не образовывали. Совсем недавно удалось со­
здать картофеле-томатные гибриды при слиянии изолированных прото­
пластов картофеля с протопластами томатов двух сортов, которые об­
разовывали клубни [59]. Дальнейшая работа в этом направлении мо­
жет привести к появлению совершенно новых форм растений, обладаю­
щих целым рядом хозяйственно-ценных признаков.
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Методом слияния изолированных протопластов целесообразно по* 
думать гибридные растения не только в случае иескрещивасмостм парт­
неров половым путем, но н тогда, когда половая гибридизация между 
ними возможна, так как при соматической гибридизации в гибридной 
клетке сочетаются не только геномы, ио и цитоплазмоны обоих парт­
неров, что невозможно при половой гибридизации. В связи с признани­
ем роли цитоплазматических генов в становлении ряда признаков у 
растений наличие в гибридной клетке цитоплазмы обоих родителей мо­
жет иметь определенное практическое значение.

При слиянии изолированных протопластов S'. tuberosum и 5. cha- 
conesne Bitt Бутенко и Кучко [2] получили первый и единственный в 
мире соматический гибрид между культурным и диким видами карто­
феля. Он характеризуется высокой устойчивостью к вирусу У в отличие 
от родительских форм и полового гибрида, которые были к нему не­
устойчивы. Соматический гибрид отличается мощным развитием над­
омной части и промежуточным характером хозяйственно-ценных при­
знаков. что позволило вовлечь его в практическую генетико-селекиной- 
ную работу.

При слиянии изолированных протопластов двух партнеров, ядра 
одного из которых инактивированы, можно передать цитоплазма-иче- 
скис гены, например, гены ЦМС, другому партнеру [68]. Обычными ме- 
годами этого можно достичь лишь в результате длительной рекуррент­
ной гибридизации.

Кроме того, даже обычные растения-регенеранты, полученные из 
протопластов, характеризуются большим разнообразием форм [26, 
65], среди которых нередки такие, которые обладают хозяйственно-цен­
ными признаками [7, 60]. в том числе устойчивостью к фитопатогенам 
[60]. В настоящее время растения-регенеранты получены из изолиро­
ванных протопластов многих сельскохозяйственных культур—картофе­
ля, томатов, рапса, капусты, люцерны, спаржи, цитрусовых [7, 28. 60].

Перепекгитюсть работы с изолированными протопластами не тре­
бует доказательств. Уже сейчас для картофеля, например, Веннел с 
соавт. ]67] разработал аналитическую схему селекции, основанную на 
методах андрогенетического получения гаплоидов и чх парасексуальной 
гибридизации. Дальнейшие успехи в этой области во многом будут за­
висеть от создания, с одной стороны, новых, еще белее эффективных ме­
тодик, позволяющих получать из изолированных протопластов каллус- 
ную культуру, и индуцировать в ней морфогенез, и. с другой стороны, 
методик, позволяющих получать с высокой частотой гетерологичные 
слияния и затем отбирать созданные таким образом гибридные клетки.

В борьбе за повышение урожайности сельскохозяйственных куль­
тур методы in чНго можно использовать не только для создания новых 
форм и сортов, но также и для получения оздоровленного посадочного 
материала, что очень важно для вегетативно размножаемых культур.

Остановимся на оздоровлении посадочного материала методом 
культуры верхушечной меристемы. Этот метод основан на экспери­
ментально установленном факте уменьшения концентрации вируса по 
направлению к точке роста. Уайт в 1934 г. установил отсутствие виру- 
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са в кончиках корней томатов, зараженных ВТМ. путем инокуляции 
V £1и11по$а Ь. тканями точек роста Подобные результаты были полу­
чены также Лнмассэ н Корнюэ при изучении стеблевых верхушек та- 
бака, сраженного ВТМ.

Впервые возможность выращивания здоровых растений картофеля 
из верхушечных меристем проростков клубней, зараженных вирусами 
X. У и Л. показали Морель и Мартин в 1955 г (171 Культивируя 
изолированную верхушечную меристему в стерильных условиях па 
специальных питательных средах, получают здоровые растения, кото­
рые >1 первый год выращивают в условиях теплины с последующей пе­
ресадкой их в поле. К настоящему времени в различных странах неко­
торые культуры, в том числе многие ценные сорта картофеля, оздоров­
лены именно таким методом.

Оздоровленный метолом культуры меристемы посадочный матери­
ал дает обычно более высокие урожаи, чем оздоровленный методом пи- 
дуального отбора. Это подтверждается и нашими опытами, проведен­
ными с картофелем сорта Истринский на экспериментальной базе «Гор­
ки Ленинские» ВНИИ прикладной молекулярной биологии и теиети- 
кн (ВНИИПМБнГ) и на двух сортоучастках системы Госсети по сорто­
испытанию МСХ СССР (табл I).
1л блина I. Урожай кипы картофеля сорта Истринский и таииси.мосги от способа 
о ։до|ъ йлення

ЭкслепиментальнзяОд- Звенигород-кий Д.мигрписхнА 
сиргоучасюк

Метод О1Доровлепии
за „1 орки Левинские* сортоучасток

и,՛ гд к конт­
ролю ц га ■,i К лОНТ- 

ролю и ГД % к конт­
ролю

Визуальный отбор
Культура апикальных

304 100.0 255 100.0 319 100.0

ысрмстем 360 118.4 314 Н2.3 364 114.1
ЦСРсЛ 3) 8.9 26 9.0 31 8.9

Повышение урожайности оздоровленных методом культуры мери­
стемы растений картофеля может достигать 30% и более.

Несмотря на значительный экономический эффект от использова­
ния посадочного материала, оздоровленного таким методом, этот при­
ем еще не нашел широкого применения в сельскохозяйственном пропа­
вол с тве.

Чтобы сделать систему семеноводства картофеля на безвнрусной 
основе более технологичной и ишчнтельно удешевить ее, п 1978 г. во 
ВНИИПМБнГ впервые был разработан эффективный метод индукции 
клубнеобразовання in vitro у картофеля (II). Таким образом, впервые 
былл разработана теория и практика индукции направленного органо­
генеза in vitro, что явилось новым направлением в клеточной биотехно­
логии растений.

Получение жизнеспособных мнкроклубией непосредственно в про 
бирках позволило: исключить возможность перезаряжения и.։ всех эта­
пах получения безвнрусного семенного материала; сохранить е;п и т.-
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ченнс всего осенне-зимнего периода без дополнительных пересадок, со­
здав своего рода «банк» оздоровленных ценных сортов картофеля; 
упростить и удешевить пересылку семенного материала; ускорить се­
лекционный процесс, дав возможность в первый же год получить в про­
бирке оздоровленный материал в виде микроклубяей; исключить из си­
стемы безвирусного семеноводства картофеля самый дорогостоящий и 
трудоемкий этап- теплину, требующую дополнительных капитальных 
вложений на строительство, освещение и подогрев; удвоить урожай и 
количество клубней с одного куста по сравнению с применяемым до это­
го метолом размножения пробирочными растениями (табл. 2).
1 а блица 2. Влияние метода получении посадочного материала на урожайность кар­
тофеля сорта Истринский (вегетационный опыт 1980 г.)

Урожай на сосуд

Посадочный материал ------------------------
количество Масса 

клубней клубней, г

Пробирочные растения 7.38 161.64

Клубни, полученные в пробирке 15.SO 305.87

Клубни полученные после 1 вегстапяи в почве проби­
рочных растении 11.65 314.75

Начиная с 1980 г. на экспериментальной базе «Горки Ленинские» 
ВНИИ прикладном молекулярной биологии и генетики изучалась воз­
можно! гь получения оздоровленного посадочного материала картофеля 
при посадке в открытый грунт клубней, полученных в пробирках. В ре­
зультате полученных за 4 вегетации данных установлена принципиаль­
ная возможность соз (Зиня жизнеспособного, оздоровленного посадоч­
ного материала картофеля пробирочными клубнями путем их посадки 
непосредственно в открытом грунте.

Метод культуры меристемы in vitro наряду с такими методами куль­
туры тканей, как образование придаточных побегов и органов непо­
средственно из клеток трансплантата, регенерация растений в каллусе, 
может с успехом применяться и для размножения ценных сельскохо­
зяйственных культур [6], Размножение в культуре in vitro имеет мно­
го преимуществ по сравнению с обычными методами Например, у кар­
тофеля за 2 года суммарный коэффициент размножения может соста­
вить 3-10* [20], т. с. быть гораздо выше, чем при традиционных спосо­
бах. С помощью этого метода можно поддерживать рост растений 
круглый год. При размножении in vitro тысячи рас гений в пробирках 
размещаются на небольшой плошали. Одновременно происходит оздо­
ровление растений от фитопатогенов.

По прогнозам [51]. методы клеточной инженерии будут играть с 
каждым годом все большую роль н начиная с девяностых голов наше­
го столетня начнут резко повышать эффективность сельскохозяйствен­
ного производства, играя роль основного рычага во всех мероприятиях, 
направленных пя повышение урожая.

Установлено, что листовая поверхность большинства рзстег.-А ути­
лизирует от I до 3% физиологически активной радиации солнца; раба- 
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ты по повышению эффективности фотосинтеза должны значительно 
увеличить этот коэффициент. Содержание белка в сельскохозяйствен­
ных культурах не достигает необходимой нормы—ставится задача под­
пить содержание белка у важнейших сельскохозяйственных культур. 
Селекционеры надеются выработать у растении иммунитет или толе­
рантность к болезням и вредителям, которые уничтожают сегодня и 
•среднем 3—35 процентов урожая. Они рассчитывают также вырабо- 
тать у сельскохозяйственных растений устойчивость к засоленности поч­
вы. гербицидам, засухе, к температурным стрессам.
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ЭМБРИОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ
МИКРОЭВОЛЮЦИОННОЯ ИЗМЕНЧИВОСТИ

К Г ГАЗАРЯН

Институт молекулярной генетики АН СССР. Моекм

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

Utktmugjiw - ^Ь1«,г^я,д 1), ЛЬ-Ы/.Д Д.н«.И5/,и.гЛ,-/, Г. «А.
UtLuuil/tuL L MUt-fltf—bififii If юЪршЛвияЬпрЫ, ^LLw/il/^niil (

“Цн^ VlP-f, tfUnvj/A,, ЬА/т.ГЯ.Л/п.л
Цчг-п, I'bimpmbuilj </> nja^wf Ljni/7/ C^ifuL { ^яЪцки^рш,
npji <м4шЛш]Ь Lpbn.jPbkpft ku,fyljU,-
(fwl' </••// ^wnuijnuf Л/ шпыЛХрЪ MM'/>ni4wni^u>y/>L д/>п1Ая/и<։«-
/;г.ьЫ/.г. ч^гЬ /.u*/-
jfitli cnl-rnuipnfiwJXilpp Uf/HffKttlf

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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n R
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 
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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- 
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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.

ЛИТЕРАТУРА

I Ялсбирцу.кян И. А . Тагосян Я. Г. Биилбг. ж. Армении. 77. 619—626, 1984.
2 Ауэрбах HI. Проблемы мутагенеза. М., 1978.
3 . Воронцов И. Н. Теория эволюции: истоки, постулаты, проблемы 7. М , 1984.
]. Газарян К. Г., Языков Л. Л. Вести. МГУ, 3, 34—42, 1978.
5. Газарян /(. Г., Тарантул В. 3. Успехи cotip. биол.. 92. 163 179. 1981
6 Газарян К. Г.. Шахбазян Л. /<„ Иезнаноа Н. С.. Смирнова С Г.. Киселев Ф. Л.,

Тагосян Я Г., Спитковский Д. Д. ДАН СССР. 258. 1224-1227. 1981.
7. Газарян К. Г.. Кузнецова Е. Д.. Эшкид Л. Г, Тихоненко Т И.. Языков Я. Л. 

Молекулярная генст., мнкробнол., вирусол., 9. 22—28, 1983.
8. Газарян К- Г.. Таранту.։ В. 3. Геном эукариот. М„ 1984.
9. Газарян К. Г.. Генине Л. В.. Незканов И. С., Андреева Л. Е.. Макарова И. В.. 

Кузнецова Е. Д.. Баранов Ю. II. Косинов Л. //.. Алексеева М В.. Кучерявый 
Б В., Тарантул В. 3. Молекулы тенет мнкробнол.. вирусол., 10, 22 28. 1981.

10. Газарян К. Г.. Набирочкин С. Д.. Шахбазян .4. К., Шибанова Е. 11.. Тихоненко 
7. И., Генинг Л. В., Гольцов В. А. Генетика, 1237—1244, 1984.

11 Газарян К. Г.. Гольцов В. А.. Набирочкин С. Л Эшкинд Л. Г.. Тарантул В 3.. 
Генине Л. В. Мол. биол., 19. 760—766, 1985.

12. Газарян К. Г. Усп. сонр. генетики, 18, 75—88, 1985.
13. Герасимова Т И.. Матюшина Л. В.. Миррахи Л. 10.. Ильин 10 В . Георгиев Г. П. 

Генетика, 20. 1434—1443, 1984.
4 Гершензон С. Л1., Александров 10. //.. Малюта С. С. Мутагенное действие ДНК 

и вирусов у дрозофилы. 159. Киев. 1975.
15. Голубовский М. Д., Захаров И. К. В ки.: Успехи теоретической и прикладной гене՛ 

тики. 180. Новосибирск, 1982.
16. Набирочкин С. Д. Канд, дисс., 140, М-, 1984.
17. Терещенко О Д„ Зуева Л. Я , Газарян К Г. Генетика, 22. I, 46—57, 1986.
18. Шахбазян Л. К.. Афанасьева Л. Я.. Газарян К. Г. Оит-ченеч. /7. 97֊-ЮЦ 1984.
19. Шахбазян Я. К. Канд, дисс., 136, М„ 1982.

20. Belyaeva Е. S.. Pasyukova Е. G.t Gvozdev V. Я., flyln Yu. V’„ Koldunov 
Mol. Gen. Genet., 185. 324-328, 198?.

21. Erlnster R. /... Chen !!. Y.. Trumrauer M., Senear .4. 1Г., Palmiter R. I).
27, 223-231, 1981.

L. 7..

Cell

22.

23.

Finnegan Г). Y„ Rubin G. Young A'. U”. Hogness 1). S. Cold Spring Har­
bor Symp. Quant. Biol.. 42, 1053—1063, 1978.

Gazaryan K- G., Kublrochkin S'. 1)., 7atosyan A. (/., Shakhbaeyan A. K„ 
nova E. ,V. Nature, 3i2, 392—394.

Shiba

24. Gazaryan K. G., Kuznetsova E. D.. Eshklnd L. G.. Tarantisi lz. Z..

25

26.
27.

ko T. /.. Karodltsky B. S. Cel! Differ.. 257—276. 1984.
Chellne J. Modalites, rythntes, mccanlsmes de revolution 

phyietique on equilibres ponctucs? Paris, 1983.
biologique.

G rdon J. «7. J. of Exp. Zool., 228, 313 -324. 1983.
G-hrlng W. J. In: The Impact of Gene transfer techniques in 

biology. Springer Vcrlag. Berlin, Heidelberg, 15-70, 1985.

TikhOtWl

Oradnalls

eukaryotic

.ne

cellr

860



28. Ilyin Yu. V.. Tchurikov Л'. Ananiev E. V., Ryskov A. P., Ycnikolopov G. N.։ 
Llmborska S. A., Maleeva /V E., Gvozdev V’. A, Georgiev G. P. Cold Spring 
Harbor Syrup. Quant, BloJ., 42, 959—969, 1978.

29. McKllntock H. The control of gene action in maize. Brookhaven Svmpos. Biol , 
18. 145-152. 1965.

30. Rubin G. M. In Mobile Genet., Elements (ed. Shapiro .1. A.). N. Y. Acad. Press 
329-361. 1983.

ՅԼ Spradling A. G., Rubin G M. Science. 2/Ճ, 341 353. 1982.
32. Shimotohno A՜., Temin //. AL Cold Spring Harbor Symp. Quant. Bio!.. 45, 719— 

731. 1981.
23. Tatosyan .1. G., Rablrochkin S. I)., Gazaryan K. G\ Kisselev Ւ'. L. Nature, .?//. 

394-395, 1984
34. Thompson J. A'.. \\ oodruft R. C. f]e:ed;iy. A?(3). 327 -335. 1981.

Посту nn.ro 12 11 1985 г.

Биолог ж. Армении, т. 39. № 10. с. 861—864, 1986 УДК 579.6:577 I

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

861



(гомосерин, треонин, метионин) и пировиноградной кислот (изолейцин, 
лейцин) и нередко катализируется общими ферментами. Исходя из 
этого, можно предположить, что получение ауксотрофных мутации по 
сопряженным аминокислотам может принести к усилению синтеза ва­
лина. Так, например, полученные у СогупсЬ(։с1егц։Й1 ^Шаписит нзо- 
леЙЕИннедостаточныс мутанты оказались соерхсннтетиками валина (101.

Ранее сообщалось, что регуляторные аналбгрезястентные мутанты 
БеггаНа 1пагсе$сеп$ накапливают в культурной жидкости ։КЖ) значи- 
гельные количества валина и лейцина, а мутации к ауксотрофности 1.0 
частности, изолейцину) приводят к увеличению синтеза валина регуля­
торными .мутантами Б. гпагсезсепя [1, 2].

В настоящей работе приводятся данные о влиянии мутаций к ауксо- 
|рофности на способность регуляторного мутанта 5. !нагсё$сеп8 АМК- 
1-103 накапливать валин в КЖ.

Материи.: и методика. Объектом всслгдованнй был штамм 5. та гссчгспз АМК; 
Р'ОЗ, еннтезнрующнй значительное количество валина Штамм ЛМК-Р103 получен ю 
шкого штамма 5. 1пагс£$сепх ЛТСС 998» с помощью УФ-индуцированного мутагенеза 

как мутант, устойчивый к Пк-а-ам1п։омаслянбй кислите [3] Ауксотрофные мутант- 
ты получены обработкой \-метил-.’Ч'-нитро-Х-нитрочагуанн.тиком ч концентрации 
100 мкг/мл в цитратном буфере (pH 5,5) и течение 30 минут. Отбор мутантов прово­
дил?: по Ледербергу [9]. Потребность в факторах роста определяли :։о Холлидею [8]

Питательными средами для выращивания бактерии служили мясопептонный бульон 
и минимальная среда Девноа [7] Основную минимальную среду для идентификации 
ауксотрофных мутантов готовили на основе среды Девиса с добавлением необходимых 
факторов роста- аминокислот, азотистых оснований, витаминов Среды уплотняли до­
бавлением агар-агара, В качестве ферментационной среды служила модифицирован­
ная среда Кнсумн [12].

Способность ауксотрофных мутантов к накоплению аминокислот определяли после 
ферментации и колбах. Содержание аминокислот в КЖ определили методом бумаж­
ной хроматографии в системе П-бугэнол—вода- уксусная кислота (4:5:1) Проявите­
лем служил нингидрин. Пятна элюировали а системе этанол- -вида хлористый кадмий 
Количество аминокислот определяли колориметрически по щхгдварительно построенным 
: либровочвым кривым [4, 5].

Результаты и обсуждение. Метод отбора штаммов 5. тагсеясеп^., 
продуцирующих 1-валнн, основан на получении мутантов, устойчивых к 
структурному анализу изолейцина ОЪ-а-амнномасляной кислоте [3, 6, 
11]. Полученные АМК-Р мутанты, устойчивые к 10 или 20 мг/'мл ОЬ-с:- 
аминомасляной кислоте, синтезируют значительное количество валина. 
Мутант АМК-Р 103 накапливал в КЖ более чем 10 г/л 1-валпна. С 
целью повышения выхода валина у этого регуляторного штамма с по­
мощью нитрозогуаниднн-нндуцированного мутагенеза были получены 
ауксотрофные мутанты.

В пяти независимых опытах было выделено и идентифицировано по 
Холлидею 220 ауксотрофных мутантов, классифицированных затем по 
потребностям в факторах роста (табл. 1).

Среди ауксотрофов чаще встречались мутанты, нуждающиеся в 
гистидине, метионине, лизине, лейцине, нзолсГшине, тиамине, глутами­
новой кислите, цистеине, треонине, тогда как ауксотрофы по пролину, 
триптофану, ватину, аденину, тирозину, серину встречались реже.
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Таблиц* I. Классификация ауксотрофных мутантов 5. тагсе$сгп$ АМК-РЮЗ 
по потребностям а факторах роста

Класс ауксотрофных 
мутантов

Количество 
мутантов

Доля, 
%

Число типов му­
таций в данном 

классе

Моноауксотрофы 86 40 19
Дхауксотрофы 37 15.8 13
Поя яауксо грофы 12 5.5 7
Нендентифицвруемые 83 37.7 ?
Всего 220 100 39

Из всех полученных ауксотрофных мутантов особый интерес с точ­
ки зрения сверхсинтеза валина вызвали ауксотрофы, нуждающиеся в 
изолейцине, лейцине, валине или во всех трех аминокислотах одновре­
менно.

Влияние ауксотрофных мутации на биосинтетическую активность 
исходного АМК-Р штамма определяли в условиях колбочнбй фермен­
тации. Усредненные результаты серийных ферментаций приведены в 
табл. 2.

Таблиц;։ 2. Влияние ауксотрофных мутаций на биосинтез 1-оалнна у штамма
5. тагсе$сеп$ АМР—Р103

1 !аименовзняе 
культуры Фенотип ։ 1акопление 

валина, %
Накопление 

лейцина, г л

Исходный штамм аЬик
АМК-Р 103 протограф 100 ИН*

Л-147 аЬцй. 1ец~ 11 пн
Л—153 аЬнг<. 1ен” 18 НН

Л-154 аЬпк , 1ен 7 ИН

Л-186 аЬак , 1сц՜ сл* пн
Л-188 аОик. 1еи՜ 13 ни
Л-229 дЬик , 1₽и՜ СЛ ИИ

И-112 аЬцк . ։1е՜ 175 НН

И-127 аЬпк , Не՜ 165 НН

И—188 аЪок , 11е~ 107 1.0
И- 192 аЬин, Не՜ 115 1.0
И-207 а!»ик , Не՜ 119 сд
11-216 аЬий. Не՜՜ 103 сл
И—165 аЬчк, Не՜ 111 НН

В-127 иЬик . ул! НН НК

В-230 аЬик, \ а!՜ НН НН

ИВА-108 лЬии . Не՜. гаГ՜. 1еи՜ пи СЛ

ИВА-184 аЬик, Не՜, та!՜, Ии՜ нн сл
ИВА-190 аЬик , Не՜. ',а1՜, 1си՜ ин сл
ИВА—259 аЬик , Не՜, уд!՜. 1еа՜ ни ГД

Обозначения: сл'— -следовые количества; ни—не накапливается.
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Установлено, что потребность в лейцине приводит к снижению вз- 
лннпродуцнруюшей активности исходной культуры до следовых коли­
честв. Потребность в изолейцине у двух мутантов (И-112, И-127) при­
водит почти к двукратному увеличению биосинтеза валина. Естествен- 
ио, потребность в валине и валин 4-лейцин 4-изолейпиие приводит к 
полному блокированию биосинтеза валина.

Из приведенных результатов следует, что мутации по генам, кон­
тролирующим биосинтез аминокислот, с разветвленной цепью {валин, 
лейцин, изолсйпнв). по-разному влияют на процесс биосинтеза валина 
и что мутации, обусловливающие потребность в изолейцние. могут быть 
использованы для селекции активных продуцентов валина у штамма 
5. тагсехсепз.
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СУПРЕССИЯ СВЕРХСИНТЕЗА КАПСУЛЯРНЫХ 
ПОЛИСАХАРИДОВ ФАГОУСТОЙЧИВЫМИ МУТАЦИЯМИ

У LOX՛ ШТАММОВ £. COLI К-12

Гар Г. ОГАНЕСЯН. Л. Л. БАРСЕГЯН. Г. Г. ОГАНЕСЯН

Ерснансхнй г ^дарственный университет. кафедра биохимии

Аннотация — С помощью бактериофага М59, оптирующего капсулнропан- 
пыс клетки. получены нсс.тпзистые мутанты у (оп штамма Е. соН К 12 
с частотой 10 2. Покатано, что цеелнтнетым фенотип мутлнтои сият.тп с 
шиттнойснисм оттенит супрессорных мутаций. грянелупнруюшидся с 
г кп или новым геном ч.теннай 30 10г:. и локалнлонлнных «а 45-й инн 
теистической карты

и.Г1П(пи|д|и11 — »уЪ»1р1Ы14р, прр (ЬчЬи1 4
гиЪЬунц ! . (оЕ К 1.* Гш.п^уЛ. < 1' 7/- и <л!| ՛._
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,\ավոր ֆենոտիպր կապված է արտաղեն սուպրեսորայ{>ն մւէլտացիանե րվ» 
հետ, որոնք տեղակայվում են ղենետիկական րարտեղի մե-րղ և տրանսղուկց- 
վո:,i են հխ/տիղինւսյ{ւն դԼն[, Հետ 30—10% հաճախականովյամրէ

Abstract By the bacteriophage M59, which lisaled capsulatcd cells of 
E. COli /Հ—1Ջ, we succeeded in obtaining поп-slimed mutants with IO՜2 

frequency in ton strains, it was shown that non-sllmed phenotype of the 
mutants appeared to be caused by extragene suppressing mutations, ioca 
ted on the 45th minute of the genetic map, transduced with histidine ge­
ne with frequency ot 30—40 per cent.

Ключевые слова: полисахариды E. colt K-!2. бактериофаг M59. Ion— мутации.

Клетки Ion мутантов £. col: К-12 образуют капсулу, состоящую из ге­
терополиса ха риДа, названного колановой кислотой [6]. Биосинтез ко­
лановой кислоты находится под контролем множества генов, которые в 
свою очередь регулируются 1оп геном. У Ion мутантов отмечается 
2—10-кратное увеличение активности генов, детерминирующих биосин­
тез мономеров колановой кислоты, в то время как уровень биосинтеза 
самого полисахарида повышается более чем в 10(1 раз [9—13, 17]. Та­
кое несоответствие свидетельствует о более сложной регулянии его био­
синтеза, где Ion ген занимает, по-видимому, ключевую позицию. Из­
вестно, что генопродуктом Ion гена является АТФ-завнснмая протеаза, 
осуществляющая деградацию дефектных белков [3. 4, 14]. Участие 
этой протеазы в регуляции биосинтеза колановой кислоты остается не­
выясненным. Должны, ikj-видимому, существовать белки-регуляторы 
биосинтеза полисахаридов, которые атакуются этой протеазой. Обнару­
жит! такие белки можно с помощью супрессорных мутаций, подавляю­
щих сверхсинтез полисахаридов. Для обнаружения таких мутаций мы 
использовали вирулентный бактериофаг М59 [ 161. который специфиче­
ски связывается с колановой кислотой и вызызает лизис капсулирован­
ных бактерий.

Материал и методика. Бактериальные штаммы и бактериофаги В работе лспа.ч;»- 
-<о»ались с. col: К—12 СА 154 (Hfr —If, lac Z' , thi՜). Mvx 154 -2, полученный как 
Ion мутант штамм СЛ 154. J 62 (F՜. pro՜*, up՜, his՜), J 621 (f“ th՜ Ion pr.֊ trp~his՜) 
полученный or скрещивания штаммов Мук 154-2 ,i .162. Batncpi nf>ai 459 получен чг 
Cntpua [16], Pl vir—от Л. Г. Скавронской (Москва).

Питательные среды: Т-бульон пептон 10 г. дрожжевой экстракт -5 г. \aCI- 5 г 
на I литр дистиллированной воды: Г-агар—к 1-бульону добавлялся 0.6՛ или 1,2' .-нын 
агар Днфко. Минимальная среда .49—по Адамсу [1]. Фосфатный буфер г pH 6,8. 
При необходимости Լ-амннокислоты добавлялись н концом г рациях 20 мкг/мл, DL-амн- 
Никислоты—10 мкг/мл. тиамин—1 мкг/мл

Выделение фагоустойчивых немукоидных мутантов. Суточная культура исходного 
штамма разводилась в соотношении 1:50 в свежем Т-бульоне и инкубировалась при 
•штенеивной аэрации до достижения титра ’0$ клеток к I мл, затем делались серийные 
разведения и фох'.фятном буфере. На чашки с минимальной агарнзовзпнон средой на­
носилось 0,1 мл суспензии фага .459 титром около 107 к равномерно распределялась 
шпателем. Затем наносилась бактериальная суспензия (0.1 мл) и также распределя­
лась по поверхности агара. Чашки ставились на инкубацию при 37° (2—3 дня). Обра- 
■юваншкеся немукоидные колонии стерильной иглой переносились в буферную среду, 
осТряхиваднсь с целью освобождения or сопутствующих фаговых частив и высевались 
ла чашки штрихами Колонии, сохранившие немукондную морфологию, вбирались 
Л1я дальнейшего изучения.
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Изучение УФ-чувствительности мутантов. Освеженная в Т-бульоне культура цен­
трифугировалась при 3000 об/мнн, осадок ресусленднровался н фосфатном буфере до 
титра 1X108 клеток в 1 мл. Облучение проводилось под лампой БУ В-30 н։ расстояния 
50 см при постоянном перемешивании. После облучения клетки высевались из чашки 
с Г-згаром и ставились на инкубацию при 37°.

Конъюгапнонное скрещивание и генерализованная трансдукция проводилась соглас­
но методикам, описанным Миллером [2].

Способность мутантов образовывать филаменты после облучения проверялась мик­
роскопически с применением фазового контраста.

Способность мутантов адсорбировать бактериофаг М59 проверялась п Адамсу[I].

Результаты и обсуждение. В предварительных опытах было обна­
ружено, что при смешанном высеве на поверхность агара бакг.-риофа- 
га М59 с 1оп՜ клетками в соотношении 104107 вырастает густой газон 
слизистых фагоустойчивых колоний. В связи с этим высевались бак­
терии из серийных разведений и отбор мутантов велся чашек, мс бы­
ло не более 100 колонии. Частота выхода немукоидяых фвгоустончи- 
вых колоний, определенная из трех независимых экспериментов, при­
ведена в табл. 1.
Тлблмца 1 Частота выхода немукомдпых фагоустойчивых мугантов у штамма 
Мук 154-2

io <сх«-.шой Количество фа» о- Частота получения 
устойчивых му- фагоустойчивых культуры гантои ■ мутантов

0.85 10* •1.1 10е
1.0X10* 5.SXI0* 5.0'10՜’
1.0 «С* 5.2X10*

Часть мутантных клонов после 3 4-кратной очистки ревертнруют
к слизистому тину По даже с вычетом ревертантбв получается очень 
высокая частота (5X10 2) выхода псслйзпстых мутантов {табл. I)? 

При такой высокой спонтанной частоте мутирования к неслизистому 
фенотипу штаммы очень быстро вырождались бы. Однако тот же штамм 
Мук 154-2 находится в непрерывной работе более 15 лет, и в рассевах 
неслнзистые колонии нами не были обнаружены. Для исключения 
штаммовой специфичности мы проверили Ion՜ штамм АВ 1899, полу­
ченный Говардом-Фландерсом и используемый во .многих лаборатори­
ях мира |8]. Картика оказалась идентичной. Было сделано предпо­
ложение о возможной лнзогенизации бактериофагом М59 Ion “ штам­
мов. Проверки наличия фага в спонтанных и УФ-облученных культу­
рах неслизястых мутанте.? дали отрицательный результат. Нс исклю­
чено, что в резком уьсличенни частоты выхода .н < 1изистых мутантов, 
определенную роль играет сам бактериофаг М59. Необходимо отме­
тить, что при высеве бактерий и фагоз двухслойным методом частота 
выхода резистентных мутантов очень низкая, мск -г 10 " .

Для дальнейшего изучения нами были отобраны 17 стабильных не- 
слизнстых .мутантов. Из литературных данных известно, что добавле­
ние маннозы в агаризованную среду приводит к образованию слизи­
стых колоний у нсмукоидных мутантов [12, 13]. Из 17-ти отобранных
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мутантов нн у одного при добавлении в среду маннозы колонии не ста 
повились слизистыми.

Проверялась кинетика адсорбции бактериофага М59 на клетках 
нсслизистых мутантов и исходного штамма (рис.).

Как видно из рнс.,й у этих мутантов не происходит заметного сни­
жения количества фагов, способных образовывать стерильные пятна. 
Это свидетельствует о том, что у них полностью прекращен биосинтез 
колановой кислоты, которая служит рецептором для адсорбции бак­
териофага М59.

а. Кинетика адсорбции фага М59 на немукоидных мутантах штамма 
Мук 154-2; 1 НМ-мутанты; 2—Мук 154-2. б. Кинетика УФ-гибели 
штаммов СА 154, Мук 154-2 и немукоилных мутантов. 1 -СА 151. 2- Мук

154-2; 3— НМ-мутанты.

Одним из характерных признаков ion является высокая чувстви­
тельность к УФ-лучам. Мутанты были подвергнуты УФ-облучеиию, 
после чего определялась их выживаемость. Кривые выживаемости, по­
строенные на основании результатов 3—5 опытов, представлены на 
рис., б.

Как видно, кривые выживаемости нсслизистых .мутантов имели ха­
рактерную для Ion мутантов форму. По чувствительности к УФ-лучам 
неслизистые мутанты превосходили исходный штамм Мук 154-2. Это 
можно объяснить тем, что полисахариды играют протекторную роль, 
защищая клетку от облучения |5]. В данном случае отсутствие био­
синтеза колановой кислоты у мутанюв делает их более уязвимыми к 
'Ф-облучеиию. Микроскопический анализ показал. ■ > клетки несли- 

зистых мутантов, как и клетки исходного штамма, после облучения те­
ряют способность к делению и удлиняются, образовывая филаменты. 
Сохранение высокой чувствительности к ультрафиолетовым лучам и об-
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разованне филаментов свидетельствует о том. что неслизистая морфо­
логия у них является результатом подавления обильного биосинтеза ко- 
.пановой кислоты супрессорными мутациями.

С нельм:» локализации на генетической карте хромосомы Е. соН су­
прессорных мутаций были поставлены эксперименты по конъюгацией- 
ному скрещиванию неслизистых мутантов со штаммом Л 62. Отбор ре­
комбинантов велся относительно пролинового и гистидинового марке­
ров. а также по морфологии колоний Данные коньюгаинониого скре­
щивания приведены в табл. 2

Таблица 2. Отбор слнлмстмх траисхонъюгашоа при скрещивании несли «истых 
мутантом с /'“ штаммом /62

Донорный 
штамм

Частота пыхо.тл «ммешх трэнсконъюi.i'.itoii, %

рю' muc * his* тис ‘ pro* his* тис*

НМ-1 47.8 1.7 10.0
НМ-8 48 0 0.9 3.7
ИМ -9 50.1 2.0 6.0
НМ-19 24.2 0.9 4.0
НМ-20 32.8 13.2 lu.i
НМ 25 29.5 3.1 11.5
НМ-29 39.0 0.4 з.о
НМ-41 39 4 0.9 4.5
НМ-44 51.0 1 5 5.2
НМ 50 43.3 1.4 5.3
НМ-53 53.8 3.9 8.5
НМ—54 15.7 11.9 19.2
НМ-55 45.8 33.4 11.3
НМ-67 22.5 0.9 2.2
Мух 154-2 52.0 32.0 48.2

Анализ трансконъюгаитов показал, что среди рго+ рекомбинантов 
около 50% имели слизистую .морфологию колонии, в то время как среди 
his т рекомбинантов такой фенотип имели не более 3%. Исключение 
составляли трзисконъюганты НМ-20. НМ-54 и НМ-56, у которых сли­
зистые his՜ рекомбинанты составляли более 12%. Среди pro4՜ his fPe* 
комбинатов доля слизистых колоний возрастала в 2—4 раза, состав­
ляя для большинства мутантов 3—5%. Полученные данные свидетель­
ствуют о том, что неслизнстый фенотип всех мутантов является след­
ствием внегенной супрессии Резкое снижение слизистых вариантов 
среди his' рекомбинантов указывает на тесную сцеплониость супрес­
сорных мутаций с гистидиновым опероиом.

С целью определения степени сисплеииости супрессорных .мутаций 
с his маркером были проведены опыты по генерализованной трансдук­
ции фагом Pi vir. В качестве реципиента использовался штамм J 621. 
Отбор транс туктантов производился по his маркеру, после чего опре­
делялась доля иеслизнстых вариантов (табл. 3).

Как видно из табл 3. совместная трансдукция большинства супрес­
сорных мутаций с his маркером со< г а вл нет 30 40%, что свидетельству­
ет об их тесной сцсплснностн и локализации па 45-й мин генетической 
карты Е coll.
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Рэлее в этой области были локализованы супрессоры, подавляю-
щис слизистый фенотип Ion՜■ мутантов [7, 15. 17]. Затрагивают ли
эти мутации один ген или группу генов—этот вопрос пока остается не­
выясненным. Трислеру и Готтесману с помощью фага Мю и транспозо-
на Тп 10 удалось показать пять генов, участвующих в регуляции био-
синтеза колановой кислоты, которые также были локализованы на
45-й мин генетической карты. В этом районе генетической карты из
Т а б л к ц з 3. Частота совместной передачи супрессоров мукоидное|И с гистидиновым
маркером iпри трансдукции а штамм ! G21

Донор Общее количество 
трансдуктантов

НМ-1 593 140 23.6
НМ- 8 341 136 39.9
НМ-9 346 14$ 42.8
НМ 19 449 184 40.8
НМ -20 67 9 11.9
НМ -25 643 235 39.7
ИМ-39 24 6 105 42.6
НМ- 41 119 44 38.8
НМ-44 163 70 42.0
НМ-50 107 38 32.5
НМ-53 310 148 47.7
НМ-54 173 50 2(1-9
НМ—56 209 75 35.7
НМ-67 295 96 29.4

генов, детерминирующих биосинтез мономеров колановой кислоты, на­
ходится геи фосфомаиозоизомеразы [9, 12, 13]. Мутации в этом гене 
могут приводить к яеслизистому фенотипу. Полученные нами .мутации 
не затрагивают этот ген. так как добавление маннозы в питательную 
среду не приводит к образованию слизистых колоний.

Среди использованных методов выделения неслизнстых мутантов 
1оп “штаммов приведенный в настоящей работе является самым эффек­
тивным. Применение бактериофага М59 не только позволяет вести 
прямой отбор мутантов по регуляции колановой кислоты, но г способ­
ствует резкому повышению частоты их выхода.
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ЗАВИСИМОСТЬ ФЕНОТИПА КЛЕТОК ESCHERICHIA CUM
ОТ ЭФФЕКТИВНОСТИ ГЕНОВ ФАГА-ТРАНСПОЗОНА

D3H2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

В. Н. КРЫЛОВ, М. .4. РЛУЛЕЦ, В 3. АХВЕРДЯН. Т. А РЕЙМЕРС, 
Н. Б. КИРСАНОВ. А. С. Я И ЕН КО

ВНИИгенетика, Москва

Аннотация — Фенотип бактерий Е. соН, в которые введена гибридная плаз­
мида RP4::D3112, несущая фаг-транспозон 1)3112 Р. aeruginosa, зависит 
от эффективности экспрессии фагового генома. При полном подавлении 
экспрессии бактерия но споим свойствам не отличались от исходных клеток. 
Выявлен промежуточный фенотип бактерий, при котором экспрессия фаго­
вых генов, участвующих в транспозиции, осуществляется с пониженной эф­

фективностью. Встроенная в хромосому плазмида RP4::D3112 с частотой 
10-’может исключаться ня хромосомы. Транспозиция геномов D3II2 и RP4. 
обусловленная генами фага D3112, в клетках Е. соН является гес-незавнсн- 
мым процессом.

Աքւոսւէ11ւ||ւա — Е. СО(1 րակտերիաների ֆենոտիպը, ուր ներւք ուծվե/ է D31I2 Р. 
uuregtnosa ֆօւղ֊էՈրանսպոդոնր կրող /?Р'1 : I Z)3/է-Յ ',”Д/։р/и/.ш//'Ь “ԱաՂ^{’ЧС’ կա{4~

Հ ֆազսէ/ին ւքենոմի I րսպրեսիսւյի արղչուն ավետութ րսնից ւ Լ՚քսպրե սիայի //г/н/ 
ճնշման ղեպրոէմ րւսկւոերիան1ւրն իրենց հատկություններով չեն տարրերվում R. СОЙ 
նախնական րյիչների հատկություններից։ Բացահալտվեյ Լ րակտերիաների միք ան­
ցիկ ֆենոտիպը. որի ւ/եպրւսմ արտնսպոզիացիայիՆ մ'ասնակցող ֆազային զեների 
Լրսպրեսիան իրագործվում Լ իջեցված արգյունավետությամր։ քրոմոսոմի մե> ներ֊ 
կաոուցված RP4 : : [)յ 112 ււյ/սոլմ/՚գր 10 ՜ * հաճախականով}յամր կարո/] Լ '.եոաց- 
վեյ քրոմոսոմից։ 1)3112 ե ДР4 գենոմների տրանււպոզքւցիան, պայմանավորված 
D3112 ՛վագի զեներով, հանգիսանում / րքք-սւնկաի։ պրոցես E. Ct)H րքիքներում։

Abstract The phenotype oi E. coll cells, into which the hybrid plasmid 
RP4:D3112. carrying the phage -Iranspospne D3112 P. aeruginosa, has been 
introduced, depends on the ciltclency of the phage genome expression. 
In case o: total suppression oi expression bacteria do not differ irom ini­
tial cells by their properties. An intermediate phenotype of bacteria has 
been revealed, during whtch the expression of phage genes, taking p;rt 
in transposition. Is accomplished with decreased efficiency. The plasmid 
RI’1:D3H2. Introduced into chromosome, can be excisld from the chro­
mosome with the frequency I-՛՝՜՜. Transposition of D3I12 and RP4 geno­
mes, conditioned by genes ol the phage i)3U2, is rec-nidecendcnt process 
n the E. colt cells

Ключевые слова бактериофаг, гетерологичная экспрессия гена, транспозиция.

Межвидовой обмен генетического материала играет важную роль в 
эволюции бактерий и бактериофагов [4]. Одним из способов межви­
дового обмена является перенос генов с помощью плазмид с широким 
кругом хозяев. При этом гены могут быть включены в состав плазмид 
благодаря транспозиции, опосредованной ։рага.ми-транспозоЕами (ФТ) 
[11]. Так, в составе гибридной плазмиды RP4:*.D3112 или в общем ви­
де КР4::ФТ геномы ФТ Pseudontonas aeruginosa передаются в бак­
терии других видов — Escherichia coii [11] и PSeiulonidnas piilida- 
[2]. При -12՝ геном ФТ D3112 стабильно поддерживается в соН. При 

Ց70



30’ клетки Е. coli (RP4::D31I2) проявляют специфический фенотип, на­
званный Tcs, выражающийся в образовании нитевидных форм и интен­
сивной транспозиции фаговой ДНК. Из клонов Tcs были отобраны ва­
рианты. обозначенные Тег. которые утратили гибридную плазмиду либо 
содержали геном дефектного фага D31I2. В настоящей работе прове­
дено исследование экспрессии генов ФТ D3112 Р. aeruginosa в бактери­
ях Е coli..

\hir<pu<i.- tt методики. Штаммы бактерий. £ coh С600, £. го/» НВ 101 (сссА), 
Р ■ amiginow PAOI Фат 03112 с. £>3112 сЬ 15 Плазмиды RP4::D3II2 с ♦pl>T 
(n-imu D3H2 встроен о геи. контролирующий устойчивость к канамнпииу) RP4 : 
1)3112 с ♦•pDK, геном D31I2 встроен п ген. контролирующий устойчивость н гсгрлинк- 
липу: RPI,“D3112 cts 15 Л- 105 и № 181. н которых геном 1)3112 встроен н «ругне 
сайты iRI’-l

/fot/wue экспрессии ескоп ФТ D3II2 в £ coli Геком ФТ 1)3112 н составе нлаз- 
миди RP4:.-D3!I2 конъюгацией пподнлн л клетки £ ah C.i-00 (rec* ) и НВ 101 (rec՜) 
[Г| или трансформацией ь клетки £. coh СбОО согласно описанному методу [•'»]. По- 
лунчппь? клоны расселяли при 30й на чашки со средой Хеттингера бе» антибиотиков 
-Отобршшие. бактерии ( по 100 клопов) верссевалп и выращивали при 42°. n xpiimi- 
ЛИ п холодилышw при +4<> (» течение 1- 3 дней) нлп и 50%-ном глицерине при —20° 
(и течение нескольких месяцев). В указанных условиях можно стабильно поддержи- 
Мать не Только клоны Тег, но н клоны Тс» Отобранные клоны исследовали на: 11 спо­
собность образовывать колонии при 30 и 42° вид колоний н морфологию клеток, не- 
стабильность колоний (образование сосочков вторичного роста); 2) наличие ряда мар- 
корой плазмиды RP4 (Ар՜ Tcr. Кт*. чувствительности к фагу PRD1): 3) наличие по­
лосы ллазмидной ДПК по описанной методике [б]; 4) продукцию жизнеспособного 
•фага 03112 согласно описанному методу [1] и морфологию негативных колоний; 
5) наличие фаговой и нлаамидной ДНК s автономном |н составе гибридной плазмиды) 
или интегрированном и хромосому бактерии состоянии по методу Саузерна [8]; 
6) эффективность репликации—транспозиции ДНК D3112.

Результаты и обсуждение. При выращивании бактерий Е. coli 
(RP4::D3J 12). имеющих фенотип Tcs, при 30: отбираются клоны с фено­
типом Тег. Такие клоны хорошо растут при 30° и образуются в тех слу­
чаях. когда делении или точковые мутации инактивируют полностью 
продукцию фага D3I12 [1]. К этому же типу Тег были первоначально 
отнесены бактерии Е. coli (D3I12). в которых транспозиция £>3112 
вследствие отсутствия плазмиды RP4 была понижена, по крайней мере, 
на два порядка по Сравнению с клонами с фенотипом Tcs. Однако по­
скольку при длительном хранении эти клоны утрачивают способность 
выделять жизнеспособный фаг £>3112, был сделан вывод, что клетки 
Е. coli (D31I2) нестабильны и. возможно, в них происходит какая-то 
экспрессия генома D3112. Учитывая это. мы получили новые клоны с 
фенотипом Tcs введением а бактерии Е coli гибридной плазмиды RP4:: 
D3II2. Для исключения влияния бактериальной клетки на процессы 
экспрессии D3II2, по крайней мере на первых этапах, все анализируе­
мые и дальнейшем клопы были получены из одного исходного клона, 
обладающего типичным фенотипом Tcs. Трехкратный пересев анали­
зируемых клонов при 30® должен был привести к отбору только клонов, 
имеющих фенотип Тег Однако, как будет видно из дальнейшего, кли­
пы Tcs иногда перевивались ыжс и в этих условиях Результаты изу­
чения экспрессии генома D.31I2 в клетках Е coh 0600 приведены в 
табл. I. из которой видно, что большинство отобранных клонов (45 шт )
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oo
Таблица 1. Результаты изучения клопов ct»//C600, полученных после введения»»., ькианисй гибридной плазмиды /?Р4:/)ЗН2 [1 1

Фенотип
Интеграция в хро

Наличие мосому ДНК
- Присутствие мар­

керов плазмиды Образо­
вание

1{егатншгыс
колонии Число

-х»—- д ---

% Выводыклонов
3,11 D3112 RP4 Apr Тсг PRDI

фага 
U3112

D3112naia- клонов
зоне РАО 1

клонов

Tcs 4- 4* 4- 4- 4-

45

Крупные 20

40

18

Утрата плазмиды

Временная, задержка экспрессии фага 1)3112

Tcs • — — 4- 4- 4- 4- Kpyiиные 18 16
То же. что выше, но в ходе анализа клоны 

были утрачены вследствие начавшейся 
экспрессии фага 03112

Tcr 4֊ — 4- 4- 4- 4- 24 20 Точковая мутация пли небольшая деления а 
ранней области 03112. подавляющая репли­
кацию фага

Tel 4- — — 4՜ 4- 4- 4֊ Мелкие 2 2 Мутация в ранних генах 03112, понижающая 
эффективность репликации 03112

Таблиц a 2. Результаты изучения клонов Е. сой՛ С600, полученных после передачи плазмиды /?Р4::03112 № 105 с помощью трансформации

Фенотип Наличие
Интеграция в хро­

мосому ДНК
Присутствие маркеров 

плазмиды Образо­
вание

Негативные 
колонии Число %

Выводыклонов плазмиды
D3112 RP4 Арг Тсг Кшг PRO1

фага 
03112

1)3112 мл га­
зоне РАО 1

кло­
нов ков

Tcs 4- —- — 4- 4- 4- 4՜ 4- Крупные 6 20 Наблюдалась задержка экспрессии 03112, я 
ходе анализов экспрессия 03112 привела 
эти клоны к гибели

Tcr 4- — — 4- 4- 4֊ 4- — — 12 40 Мутации в генах Л или В или небольшая 
деления attL—сайта 03112

Tcr 4- — — 4֊ 4- 4- 4- — — 2 7 Произошло, по-виднмому неточное вырезание 
генома 03112 ил RP4 « . 03112

Tel — 4- 4- + ± 4- Крупные 7 23 Плазмида RP4 « : 1)3112 иитсгририоала и хро-



'восстановили способность нормально расти при 30° за счет утраты гиб­
ридной плазмиды (эти клоны в дальнейшем не исследовались): 24 кло­
на содержали гибридную плазмиду, имеющую размер, равный разме­
ру гибридной плазмиды RP4::D3112, сохраняли все маркеры плазмиды, 
но перестали выделять фаг D3112 и осуществлять транспозицию D3112. 
Эти клоны образуют совершенно обычные колонии при 30°, а морфоло- 
1ня клеток не отличается от таковой Е. coli С600. После передачи та­
ких плазмид из Г:, coli (RP4::D3112) в /< aeruginosa PAOI фаг также 
нс образовался. Таким образом, в этих случаях в плазмиде имеется 
дефектный геном фага D3112.

38 клонов содержали интактную плазмиду RP4::D3112, продуци­
ровали фаг. образующий на газоне с Р. aeruginosa РАО1 негативные 
КОЛОНИИ, характерные для дикого типа D3I12. Клетки из указанных 
клонов имели фенотип Tcs. который выражался в специфической мор­
фологии колоний (ослизнение колоний при выращивании при 30°. об­
разование сосочков вторичного роста). Такие бактерии утрачивали при 
пассажах жизнеспособность (в ходе анализа утрачено 18 клонов). Та­
ким образом, фенотин Tcs проявляется не во всех бактериях Е. coll 
(RP4::D3112); иногда его проявление задерживается, и такие бактерии 
могут переносить пересевы при 30°. Причины такой задержки пока не­
ясны. В двух клонах сохранялась интактная плазмида, но геном фа­
га нес мутацию, понижающую уровень транспозиции. Как оказалось, 
бактерии, несущие мутантный геном фага с пониженным уровнем транс 
позицив, обладают большей стабильностью, чем клоны Tcs.

При конъюгативном переносе в рёципиентную клетку проникает од- 
ноннтевая ДНК. которая в дальнейшем достраивается до двунитевой 
формы. Трансформация клеток, с другой стороны, осуществляется дву- 
питевой ДНК. Чтобы проверить, влияет ли это различие па выражение 
генома D3112 в Е. coli. мы осуществили опыт трансформации клеток 
Е. coli С600 ДНК гибридной плазмиды RP4::D3'112 и анализировали 
отобранные трансформанты Результаты приведены в табл. 2. Оказа­
лось, что и при передаче в Е. coli плазмиды RP4::D3112 методом 
трансформации при 30® проявляется типичный фенотип Tcs. При пере­
севах полученных клонов отбираются устойчивые к пониженной тем­
пературе варианты. 6 клонов при пересевах были утрачены, ио-види­
мому. вследствие эффективной репликации-транспозиции D31I2, ве­
дущей к гибели бактерии с фенотипом Tcs. 12 клонов содержали плаз­
миду. имеющую размеры плазмиды RP4::1)3112. содержали все марке­
ры RP4, но не образовывали жизнеспособного фага 1)3112. По-видимо- 
му, в геноме фага 1)3112 произошли точковые мутации в генах А и В 
или деления atlL сайта, т. с. нарушилась транспозиция D3112. В двух 

-случаях произошло полное исключение фагового генома из состава гиб­
ридной плазмиды, о чем свидетельствовало отсутствие гибридизации 
плазмидной ДНК как с меченой ДНК 1)3112. так и мечеными концевы­
ми фрагментами ДПК D3112 (данные не приведены). Размеры этих 
плазмид соответствуют размеру RPI.

Наконец, среди бактерий, которые приобрели способность образо­
вывать нормальные колонии при 30°, были обнаружены такие, в кото­
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рых плазмида и геном фагз интегрированы в хромосому бактерии. Об 
интеграции RP4 и D3I12 в хромосому свидетельствуют отсутствие в 
цитоплазме ллазмидной ДПК и гибридизация хромосомной ДПК с 
меченой ДПК D3I12. Возможно, плазмида RP4::D3112 интегриро­
вана в хромосому полностью, поскольку бактерии выделяют жизне­
способный фаг 03112 в сохраняют все плазмвдные маркеры. Кроме 
того, из этих клонов можно передать конъюгацией плазмиду RP4::D3I12 
в клетки Р. aeruginosa РАО I, при этом размеры переданной плазми­
ды точно равны размерам плазмиды RP4::D3112, а трансконъюганты 
выделяют жизнеспособный фаг D3112 дикого типа. Возможно, эти 
данные можно объяснить тем, что при интеграции RP4::D3112 в хромо­
сому образуется структура типа D3112—RP4—D3112, так как для гее- 
зависимого исключения RP4::D31I2 из хромосомы ДПК нлагмиды 
RP4 должна быть фланкирована прямыми повторами фагового генома.

Результаты опытов по мобилизации хромосомы хорошо согласуют­
ся с тем, что эти клоны (мы обозначили их Тс!, подробнее см. ниже), 
содержат плазмиду в интегрированном состоянии. Известно, что плаз­
мида RP4 мобилизует хромосому Е coli с очень низкой эффективностью, 
. то же время в интегрированном состоянии она переносит хромосом­

ные гены с высокой частотой [10]. Оказалось, из трех клонов—Е. coli 
С600 (RP4), Е. coli С600 (RP4::D3112) и С600-6К (один из клонов 
Tel)—штамм CG00-6K с наибольшей частотой передает локус gal ре- 
ципиентному штамму Е. coli W3350 gal՜՜ (табл. 3)’.

Таблица 3. Перенос локуса £з/ между штаммами E.caii

Штамм донора Количество Ga'. ‘ — рекомбинанюи 
на 1ЭЯ клеток реципиента

G600(RP4) 13
CG 00 (RP4 J : D3112) 97
С 600-бК 3760

Скрещивание проводили при 30° в течение 12 ч на полноценной среде.

Мы исследовали один из клонов Tel—СбОО-бК Бактерии этого 
клона имеют замедленный рост как на плотной среде (формируют ко­
лонии небольшого размера в условиях выращивания при 30я), так и в 
жидкой среде (ночная культура С600-6К содержит 10й кл/м.ч, а ночная 
культура Е. coli С600— 109кл/мл). При рассеве бактерий С600—6К при 
30՜ с частотой I0՜2 образуются колонии с типичным фенотипом Тез- 
.Мы предположили, что восстановление фенотипа Тез связано с исклю­
чением RP4::D3112 из хромосомы бактерий. Для доказательства этого 
предположения проверяли свойства бактерий С60О-6К, выращенных 
при 42й, т. е. в условиях стабильного роста клеток и полного подавле­

на экспрессии генома D3112. Оказалось, что большинство клонов со­
храняли свойства, присущие исходному штамму С600-6К, и только I — 
5% их восстанавливали фенотип Tcs. Б клонах, восстановивших фе- 
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1ЮТНП Tes, присутствует плазмида RP4::D3J 12. во всех остальных бак­
терия?: ее нет. Эти данные указывают на то. что стабилизация бактерии 
происходит вследствие интеграции RP4::D3H2 в хромосому, а не ло 
иным причинам.

Для изучения влияния состояния Rec системы бактерии па экспрес­
сию генов фага 1X3112 .мы использовали клоны штамма Е. coli НВ 101 
(гесА), в которые конъюгацией была введена плазмида RP4:;D3112. 
Все клоны приобрели фенотип Tes. причем в данном штамме бактерии 
»тот фенотип выражен больше, чем в Е. coli С600 и CR [2]: практиче­
ски отсутствует способность образовывать колонии при 30°. а клетки 
после инкубации при этой температуре приобретают характерную ните­
видную морфологию. Бактерии одного из клонов Е. coli НВ 101 
(k’P4::D3l 12), имеющего фенотип Tes, вырастили при температуре 42՜ 
(в эти - у/.ювня.х они растут нормально и образуют обычные колонии), 
затем рассеяли на чашки при температуре 30°. Выживаемость составил. 
11՝. и _ 1д)-7 кл/мл. Результаты анализа клонов, выросших при 30՜'. 
приведены в табл. -I. Из 96 проанализированных клонов 48 утратили 
как плазмиду RP4, так и геном D31I2: эти клоны далее нс изучались. 
30 клонов содержали плазмиду RP4::D3112 и выделяли жазнеспособ- 
iibifi фаг D3112 дикого тина. У этих клонов был менее выраженный фе­
нотип Гек. чем у исходных клонов, что проявилось в нестабильности 
клонов Hl были утрачены в процессе пересевов) и образовании коло­
ний с сосочками вторичного роста. У 7 клс> job плазмида имела размер, 
равный таковому гибридной плазмиды RPI::D3I12. Эти клоны выде­
ляют фаг 03112, образующий мелкие негативные колонии на газоне 
Р. aeruginosa РАО 1, из-за снижении эффективности процесса репли­
кации-транспозиции мутантных фагов (см. далее).

В трех случаях методом Саузерна показана интеграция плазми..'ы 
RP4::D3112 в хромосому. Эти клопы выделяют жизнеспособный фаг 
D3I12 дикого гипа, п геном фага также интегрирован в хромосому бак­
терии, о чем свидетельствовала гибридизация с меченой ДНК 1)3112. 
Интеграцию RP4::D3112 проще всего объяснить транспозицией RP4, 
флаш прованной двумя прямыми повторами D3I12, т. с. через образо­
вание конитегратов, как описано выше для Е. coli (ЛОО.

Еще в 8 клопах выявлена интеграция RP4::D3II2 и хромосом... но 
г этих случаях в хромосоме присутствовала нс вся плазмндиая ДПК. 
гак как эти клоны сохранили не все маркеры плазмиды (табл 4).

Помимо ранее выявленных фенотипов Tes и Тег клеток Е. coli, со­
держащих геном фага Г)3112 [2], в настоящей работе показано сущест­
вование вариантов бактерий Е. coli с промежуточным уровнем прояв 
леиня фенотипа, обозначенным Тс1. Такие бактерии образуют коло­
нии (обычно мелкие) при 30°. их можно длительное время пересевать 
и хранить при низкой температуре (это их отличает от бактерий Tes). 
В го же время клоны Тс! нс стабильны, и на фоне сравнительно плохо 
растущих колоний с высокой частотой образуют сосочки вторичного 
роста (это их отличает от клонов Tsr). Наблюдаемая под микроско­
пом морфология бактерий свидетельствует о подавлении деления кле­
ток при 30°, однако относительное число удлиненных клеток значи-
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Таблица 4. Результаты изучения клонов Е. со.'| НВ 101 (гее ), полученных после конъюгатниной передачи плазмиды

Фенотип Наличие 
плозии* 

ды

Интеграция 
косому ;

в хро- 
1НК

Присутствие мар­
керов плазмиды Образо­

вание Негативные 
колонии 
03112

Число % Выводыклонов
1)3112 НР4 Ар' Кш’ РЙО1

фага 
03112

клонов КЛОНОВ

— — — — *— — — — — 48 50 Утрата плазмиды 1?Р4 > >03112

Та т — 1 4֊ 4֊ 4֊ 4- крупные И 12 Временная задержка экспрессии 03112, 
гибель бактерий прн’эхспресснн 03112 п хо­
ле пересевов при ЗО'*

Тс1 — + 4- • 4- 4- • крупные 3 3 Плазмида ИР4::1)3112 интегрировала полностью 
в хромосому

Тс1 — 4- 4- — 4- 4- • ՛ крупные В хромосому интегрированы геном фЯ1а 
03112 и часть плазмиды ИР4

Тс1 — 4֊ 4- — — — 4- крупные То же, что выше

Тс« + — — + 4- 4֊ 4* крупные 19 20 Задержка экспрессии 1)3112



те.жно меньше, чем у бактерий les (бактерии Тег таких клеток прак- 
Ьнчески не образуют). Очевидно, что такие особенности фенотипа дол­

жны быть обусловлены какими-то отличиями в экспрессии генома фа- 
11՛ 1)3112 в этих клетках или в реакции клеток на *ту экспрессию.

Правомерность выделения нового фенотипа Тс! подтверждают ре­
зультаты изучения скорости репликации—транспозиции генома 03112 
I՛. бактериях Е. coli, имеющих разные фенотипы. Действительно, н 
бактериях Tcs наблюдается интенсивная репликация- транспозиция 
D3I12. в бактериях TJ транспозиция D3112 па 1—2 порядка менее эф­
фективна, а в бактериях с фенотипом Тег транспозиция D3I12 отсут­
ствует (судили по уровню почернения на радиоавтограммах в области 
хромосомной ДНК). Поскольку в ранее описанных бактериях Е. col: 
(1)3112) транспозиция не была полностью подавлена, то их скорее все 
го следует отнести к группе Tel.

Таким образом, фаг 03112 осуществляет транспозицию как соб­
ственного генома, так и RP4 в хромосому независимо от гее генотипа 
Е. coli. большинство охарактеризованных транспозонов и фаг Ми 

Ир, 9]. Поскольку в хромосому интегрированы все гены RP4, контроля 
рующис устойчивость к антибиотикам и чувствительность к фагу PRDI. 
и из Е. coli С600 можно конъюгативно передать RP4;:D3112 в другие 
бактерии (т. е. у плазмиды сохранены (га-гены). встройка RP4::D3112 
в хромосому Е. coli С600 имеет обратимый характер и с частотой 10’- 
RP4::D3112 исключается из хромосомы. Если исключение RP4::D.31I2 
осуществляется за счет гомологичной рекомбинации, то необходим । 
предположить, что в хромосому интегрирует RP4, фланкированная пря 
.мы.ми повторами D3112. т. е. образуется структура, характерная 1ля 
коинтегратов (рис., схема А). В тех случаях, ког ia выявлены встройка

Схематическое изображение генетических Перестроек. вызываемых 
фагом-транспозоном Д3112 Р seudomonas aeruginosa в клетках Е. coli.

в хромосому Е. соН НВ 101 ДНК 03112 и части генома РР4, возможно, 
они образуются в два этапа. При этом можно представить два альтер­
нативных механизма встройки:

877



1) вначале образуется структура коннтеграта—D3112--RP4--D.3H2, 
а затем с помощью делении удаляется одна из двух копий D3112 и вместе ; 
спей, возможно, и часть ДНК RP4 (рис, схема Б); 2) 03112 вначале 
транспсзнрует в новый сайт гибридной плазмиды в прямой ориентации 
относительно ранее существовавшей ДНК D3112, т. е. образуется гибрид­
ная плазмида со встройкой двух копий D3112. На следующем этапе про­
исходит транспозиция структуры D3112—RP4' —D3112, где геном RP4 
представлен частично в расположен между прямыми повторами 
D3112, в хромосому бактерии (рис., схема В). Изучение экспрессии ге­
нов фага 03112 Р. aeruginosa в Е. coli при 30° и исследование устойчи­
вых клонов (Тег и Тс1) может иметь определенное значение для выяв­
ления новых бактериальных или плазмидных генов, связанных с разви­
тием фагов, как это было сделано при выявлении бактериальных генов, 
принимающих участие в экспрессии фага X и Ми [3. 9]. Не исключено, 
что именно за счет бактериальных или плазмидных мутаций возникает 
фенотип некоторых из Тс! (а возможно, и Тег) клонов.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ГИББЕРЕЛЛИНА
В СЕЛЬСКОМ ХОЗЯЙСТВЕ

И. П. БЕГЛЛРЯН

Ереванский госуннверснтет, кафедра генетики и цитологии

Аннотация — Обсуждаются результаты производственных испытаний ме­
тода предпосевной обработки семян сельскохозяйственных культур (овощ­
ные) гиббе:х.*л.л1ном в условиях как закрытого, так н открытого грунта.

878



Применение гиббереллина этим методом обеспечивает значительную 
стимуляцию роста, развития и плодоношения, повышение количества я 
качества урожая н приобретение иммунности к заболеваниям и паразитам 
сел ьскохозя й ст её нм ы х культур.

1Նյ1ւտւս յ|լսւ — Քննարկվում են գիրերելինով 4Jn։ ղատնսւԼսական կուլտուրաների 
(րաՆւարանոլյալին ) սերմերի նսւիււսցանբային մշակման մհք/ր՚յի արԱ1արյրսւ1յսւէյ 
փորձարկումների արրյյուՆրներր ինլսքհս փակ, այնպես էլ րւսց զրունտի պայման- 
ներում։

1Լ։րաշս/րկված մեխողով ւյիրերելինի օզսւազււրձումր ապահովում /, գյրլղատրն- 
ւոեսական կուլտուրաների աճի, ւյարւքաւյմ ան ե պտղաբերման զղայի իւք1սւնո։մ ր, 
ր^րրի բանակի ե որակի րւսրձրա էյումր, հիվանդությունների It պարազիտների հանդեպ 
ղի֊ւ լսցկունության դրսևորումր ■

Abstract — The results obtained from the production tests oi the method 
of the presowing treatment ol agricultural plants seeds (vegetables) by 
glbberelline under conditions of not only oi closed, but als.i of open 
ground, have been discussed.

The application o' gibberellinc by this method provides with a con­
siderable stimulation oi growth, development and fertility ;oi plants, an 
improvement in the quantity and quality oi the crop. Improved resistance 
to diseases and parasites ol agricultural plants.

Ключевое слова: гиббереллин. предпосевная обработка, урожайность.

В отличие от многих известных используемых в практике синтетических 
регуляторов, гиббереллин является продуктом нормального метаболиз­
ма растений и безвреден для человека и животных. Однако из-за от­
сутствия эффективного, целесообразного и экономически выгодного ме­
тода использования этого многообещающего фитогормона он до сих 
пор не получил широкого практического применения

Общепризнанный .метод опрыскивания растений гибберелловой 
кислотой (ГК) приемлем лишь в отношении некоторых культур (ви­
нограда, цитрусовых, некоторых плодовых) Его применение п широ­
ком масштабе на ведущих сельскохозяйственных культурах снизано с 
большими трудностями и затратами. К тому же его эффект гарантиро­
ван лишь при строгом соблюдении ряда требований, не у всех культур 
оно обеспечивает положительные результаты, и нс всегда оип воспро­
изводимы.

Проведенный нами всесторонний сравнительный анализ физиоло­
гической и генетической активности ГК и сильного мутагена—рентге­
новских лучей у высших растений подтвердил эффективность предпо­
севной обработки семян Г1\ для выявления не только ее известной фи­
зиологической, но и генетическогг активности.

Установлено, что после определения оптимальных концентраций и 
экспозиций ГК для каждого конкретного вида и сорта можно добиться 
положительных результатов как непосредственно после обработки се­
мян, так и в семенных поколениях обработанных растений. В отличие 
от рентгеновских лучей ГК благодаря своей высокой физиологической 
активности вызывает главным образом полезные изменения с большей 
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вероятностью их сохранения. Методом предпосевной обработки семян 
ГК нами получены многочисленные мутантные формы и линии декора­
тивных и сельскохозяйственных растений, отличающиеся ценными 
свойствами |1—6]. Установленное нами положительное действие ГК 
на растения при предпосевной обработке позволяет предполагать, что 
действие ГК на организм осуществляется посредством интенсификации 
синтеза эндогенных ростовых веществ и изменения их взаимоотноше­
ний, вызванного дополнительным количеством ее.

Результаты впервые проведенного цитогенетического анализа дей­
ствия П\ на семена Сг. сарШаг!* в зависимости от их физиологического 
состояния подтвердили генетическую активность этого регулятора роста 
17. о*. Доказано, что на старые семена с низкой прорастаемостью и новы- 
шеичастотой хромосомных перестроек ГК в оптимальных концепт՛ 
рациях оказывает положительное влияние: повышает прорастаемость 
семян, митотическую активность и, следовательно, частоту хромосом 
ных перестроек.

С 1976 г. метод предпосевной обработки семян ГК испытывается 
па различных сельскохозяйственных культурах. Результаты этих нс 
пытаний подтверждают, что применением метода предпосевной обработ 
ки .'мяи ГК с соблюдением установленных правил для каждой куль՛ 
тури . бсснеч!1вак1тся: значительная стимуляция роста, развития и пло 
дон и....։чя. повышение урожайности, улучшение качества урожая, по 
вышение иммунности к заболеваниям и паразитам, и, самое главное 
благодаря генетической активности фнтогбрмона эффект этот проявля 
етса также в семенных поколениях обработанных растений, способствуя 
улучшению сортовых качеств сельскохозяйственных культур. Приме 
пенис этого метода и производственных условиях целесообразно, эконо­
мически выгодно, особенно в семеноводческих хозяйствах, и перепек 
тивно Целесообразность применения его в производственных условй 
ях проверена нами на овощных (огурцы, томаты), зерновых (пшеница 
кукуруза), технических (табак), кормовых (люцерна, клевер) куль 
турах.

В настоящем сообщении приводятся результаты завершенных нс 
пытаний метода предпосевной обработки семян ГК в овощеводстве.

Существующая инструкция по применению гиббереллина общепрн 
знанным методом опрыскивания [23] приводит примерные рекомепда 
пни по обработке некоторых культур, в том числе и овощных (томаты 
огурцы). Наиболее рациональным способом применения гибберелли 
па на томатах считается двух- или четырехкратное опрыскивание цвё 
тущих кистей. Обработка кистей с еще не раскрывшимися цветками не 
дает заметного повышения урожая, обработка же кистей с уже образо 
вавшимися плодами часто приводит к их растрескиванию. При малей 
шем отклонении при отборе концентраций гиббереллина формируются 
уродливые бессемянные плоды, снижается урожайность [15, 20, 24].

Опрыскивание гиббереллином огурцов может дать положительнее 
результаты при обработке молодых растений на стадии 2-х листочков 
Оно обычно приводит к увеличению массы листьев, удлиню 
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главного стебля н снижению темпов роста боковых побегов, на которых 
образуются женские цветки. Это приводит к снижению урожайности. 
Таким образом, метод опрыскивания не всегда гарантирует результа­
тивность, особенно при применении его в больших .масштабах.

В литературе накопилось достаточно много данных относительно 
действия ГК на семена, однако онн противоречивы: одни свидетельству­
ют с положительных результатах [13, 21, 25—28, 30. 321. другие пока 
зывают; что у семян некоторых видов подавлялись процессы прораста 
ния [14. 17. 18, 22, 29. 31].

Паши опыты на разных видах высших растений показали, что при 
.-.римененин метода предпосевной обработки семян нельзя не учитывать 
биологии прорастания семян, их величины, свойств покровов, возраста 
семян, а также результатов не только прямого действия, но и последей­
ствия на семенные поколения. Вот почему применение ГК при возле 
лывании той или иной сельскохозяйственной культуры требует всесто­
роннего научного исследовании.

Материал и методика. Разработка метода предпосевной обработки семян ГК на­
ми осуществлена в экспериментальных условиях. Установленные оптимальны. кон 
неи.трзннн для каждой культуры испытывались в ряхе хозяйств республики в условиях 
хак закрытого, так и открытого грунтов (оранжерейные хозяйства, колхозы, совхозы) 
на овощных культурах: огурцах—и оранжерейных условиях—на сортах Алмазтинскнн. 
ГСХА, а в полевых- на сорте Донецкий; томатах на сортах Юбилейный 261. Часиси. 
202, Звартноц-412, Токуй. Определены эффективные концентрации ГК для иепытуе 
чых культур: տ оранжерейных условиях 100 мг/л <0,01 '•՛.»), в полевых—200 мг/л 
(0,02%) ГК при 4-часовой экспозиции. Общая площадь, на которой проводились ис­
пытания. составляла около 8000 м2 в условиях закрытого грунта и 30 га- открытого

Экономическая эффективность предложенного метода определена по методике 
«Определение экономической эффективности использования в сельском хозяйстве ре­
зультатов научно-исследовательских и опытно-конструкторских работ новой техники,, 
изобретений н рационализаторских предложений» и отделе систем зиедренил и эффек­
тивности отраслей сельского хозяйства Арм.НИИ ЭОСХ.

Результаты и обсуждение. Установлено, что применение ГК мето­
дом прёдпосевнон обработки семян огурцов я томата в условиях как 
закрытого, так и открытого грунта обеспечивает дружное и ускоренное 
прорастание семян (на 2 7 дней раныне контроля): стимуляцию роста 
и развития, а следовательно, и плодоношения, наступающего в оран­
жерейных условиях на 12—17 дней, а в полевых—па 15—20 дней рань­
ше контроля: увеличение количества женских цветков за счет сти­
муляции роста боковых побегов, что соответственно обеспечивает 
повышение урожайности и улучшение качества урожая; конституцио­
нальную мощность, хорошо функционирующий хлорофилльный аппа­
рат, значительную иммунность к заболеваниям и паразитам и мень­
шую потребность в агротехнических мероприятиях.

Средняя разница в урожайности огурцов в условиях закрытого 
грунта составляет не менее 25%. Урожай на 1 м2 увеличивается при­
мерно на 3 кг (табл. I). В полевых условиях урожайность по сравнс-
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•Таблица 1. Результаты производственных испытании метода предпосевной обра! 
ки семян огурца ГК в условиях закрытого грунта

Сорта Вариан­
ты опыта

Количество 
трожлр па 
«Ш» м։, кг

Прирост 
урожая Урожаи

՝1!Л И*, КГ
Прирост 
урожая, 

кг

Средник 
экономиче­

ский 
эффект, 

р.'гакг %

Алмаатин- 
скнй

Контроль
ГК

9123
11472 2349 25.74

11.4
14.3 2.9 4300Э

тех Л Контро. ь 
ГК

9024
11375 2352 ■

11.2
14.2 3

нню с контролем повышается нз 30—50% (табл. 2). Экономический эф­
фект при этом в условиях закрытого грунта в среднем составляет около 
3500 р/800 м5, т е около 43000 р/га, а в условиях открытого грунта—бо­
лее 1000 р/га (табл 1, 2).
Таблица 2. Результаты производственных испытаний метода предпосевной обра­
ботки семян огурцов сорта Донецкий ГК в условиях открытого грунта

Бригада Варианты 
оны’а

Количество 
урожаи, 

кг гл

Прирост урожгя Средний 
экономически!

эффект, 
р/гакг %

1 Контрол*- 8790 — _
ГК 13720 4939 55.08

II Контроль 9880 —-
гк 137&2 3902 39.49

III Контроль 18800 —
ГК 24925 6125 32.49 1 >лп

IV Контроль 9934 — 1 ։ии

ГК 13433 3499 35.22
V Контроль 8125 — —

ГК 11625 3500 43.07
VI Контроль 10833 — —

ГК 14333 3500 32.30

.Аналогичные результаты получены на томате: повышенная всхо- 
жесть семян, ускоренный темп прорастания и высокая активность де­
ления клеток меристемы корешков обработанных семян. Интересно, 
что последействие ГК не сопровождается хромосомными нарушениями 
[9, 10]. Эти данные свидетельствуют о положительном эффекте ГК не 
только при непосредственной обработке семян, но и в поколениях. В 
наших исследованиях он проявлялся до 4-го семенного поколения одно­
кратно обработанных семян томата. Выделена константная гибберел- 
ломутантная форма у сорта Юбилейный 261, выгодно отличающаяся от 
исходной по ряду хозяйственно-ценных показателей (раннеспелости, 
урожайности, высококачественное™ продукции и т. д.).

При испытании предложенного метода на разных сортах то.матз и 
производственных условиях урожайность повышалась на 64 цуга, эко­
номический эффект составлял в среднем 460 руб/га (табл. 3).

На основании результатов научных исследований и производствен­
ных испытаний можно предположить, что действие ГК при предпосев­
ной обработке семян, начиная с момента прорастания семян, осуше-

.882



Таблиц.! 3. Результаты производственных испытаний метода предпосевной обра­
ботки семян томатов к условиях открытого грунта

Сирта Зари;։ нты 
опыта

Количестно 
урожая, 

lira

Прпрост 
у рожа я.

и га

֊МСОПОМ и чески;։ 
эффект, р г.»

З.ыртнод 112 Контроль
ГК

412.1
֊170.4 64.3

Г оку II Контроль
КГ

558.2
622.» 61.2

453

•сгяляется через глубокие метаболические превращения, способствую­
щие интенсификации синтеза эндогенных ростовых веществ, вероятно, 
цитокининов, в корнях, обусловливающих проявление признаков жен 
скоро пола, чем и объясняется увеличение количества женских цветков.

Другой причиной может быть повышенная активность фотосинте­
тического аппарата. Это предположение подтверждается данными элек­
тронномикроскопического изучения листьев растении, подвергшихся 
действию ГК [11, 12]: изменения в субу.нкр.оекопичегкой организация 
Йк)р« шастов, в количестве и структуре митохондрии н количестве ри- 
б.эеом, свидетельствующие об активации фотосинтетического аппарата 
к белоксинтёЗнрующих процессов Полученные данные говорят в поль­
зу предположения о том, что повышение интенсивности фотосинтеза 
связано с усилением оттока ассимилятов в стебель и боковые побеги, 
рост которых стимулируется дополнительным количеством ГК. посту­
пающей извне.

ьд.им образом, внедрение ГК в практику сельского хозяйства ме­
толом предпосевной обработки семян перспективно не только в отноше­
нии повышения его производительности, по и в борьбе с вредителями и 
болезнями. Оно может способствовать избавлению от многих чуждых 
организмам и вредных для здоровья людей химикатов, получивших ши­
роко՛. применение в сельском хозяйстве.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ТРАДЕСКАНЦИИ КЛОНА 02 ДЛЯ ОЦЕНКИ 
МУТАГЕННОЙ АКТИВНОСТИ СТОЧНЫХ ВОД 

ПРОИЗВОДСТВА КАУЧУКА

Л. .4. ГУКАСЯН. И. П. КАСПАРОВА

Ереванский государственный университет, проблемная лаборатория цитогенетики

Аннотация — Изучен мутагенный эффект нол одного из стоков произвол 
ства хлоропренового каучука на чувствительной расти тельной тест-системе 
для .мутагенов среды—волоекзх тычиночных нитей традесканция клона 02. 
Предложен полни растворами сточных вод непосредственно н цветочных 
горшках. Установлено наличие в неочищенных сточных водах компииеи- 
той, вызывающих толковые мутации. В целом исследуемые промстоки 
обладают слабым мутагенным и фитотоксическим свойствами.

11.սՈԱ|Ա><]խււ—Ուս hi մ Նա l‘( /. քւորոպրենսէքին կաուչուկի արտագրության հոս- 
րերից մեկի քրերի մո,<ոագ1,ն ազգեր ո, թյուն ր րՈսէակաե զգայուն տեստ-սիուոեմի' 
!)'i կչոնի սրրԱւգեսկանցիայի աոկյաչին թեյերի մազիկների վրա։ Աոաջարկվում Լ 
ձաղկս,վազաններով տ բա «յ ձ Ա կ ան ց ի ա յ ի րորյսիրր ւսնմիքապես այգ Հրերի տարրեր 
խտություններով քրհ/ու մեթոգր,

Պարզվեք Լ, որ Ուսումնասիրված աղտաքրերր աոայացնում ԼՆ կես։ աչին Հոլ.֊ 
ւոացիանԼրւ Նրանր Ունեն թույյ մուտագեն և ֆիտոտորսիկ հսյւոկություննեբ։

Abstract — The mutagenic effect of waters of one of the sewage of chlo- 
roprenic rubber production on «the sensitive vegetative test-system for 
mutagenes of medium-hairs of stamen threads oi 02 clone tradescantta 
has been studied. At the same time the watering ol sewage solutions di­
rectly into flower pots has been suggested.

The presence of components, causing roini mutations in the non- 
cleaned waters has been established. On the whole the studied industrial 
sewage waters have weak mutagenic and phytotoxic properties.

881



Ключевые слова: загрязнители средь՝., мутагенная активность. традесканция как 
:тссг-1 бт.ег.1. волоски тычиночных нитей.

В связи .՛ широким развитием химической промышленности возникла 
необходимость четкой оценки мутагенной активности загрязнителей 
окружающей среды для выявления и прогноза се генетических после­
действий. В этом плане исследование мутагенной активности веществ, 
применимых в производстве, промышленных отходов и неочищенных 
сточных вод на некоторых весьма чувствительных растительных тест- 
фбъекгах, в частности, отдельных клонах высокочувствительного к за­
грязнителям среды растения традесканции [6, 7], представляется целе­
сообразным. Выло показано, что изменение окраски клеток волосков 
тычиночных нитей (ВТН) традесканции является надежным генетиче­
ским маркером возникновения точковых мутаций. Некоторые иссле­
дователи причисляют традесканцию к числу гсх видов растений, кото­
рые содержат ряд ферментов, способных трансформировать пррмутаге- 
111- в мутагены [4].

Целью нашего исследования явилось изучение мутагенного эффек­
та вод одного из стоков производства хлоропренового каучука на рас­
тениях традесканции (клон 02).

'■Ii.;и методика Изучали действие вод стика цеха полчмериззцн?. хлоропре­
на, 'KHJfc' HMH загрязнителями в которых являются латекс (полимер хлоропрена) в 
пониеитрацни 1000 мг/л и не полимеризованный хлоропрен 20 мг/л. Для сопоставле- 
ни ՛. изучались сточные воды того же цехи, подвергшиеся очистке методом коаг.'ляцяа, 
разработанным во ВНИИ-полямер.

Опыты проводили в теплице биологического факультета НГУ. в период интенсив­
ный тения растений традесканции (апрель—июнь).

В литературе приводится ряд методов обработки растений химическими вещества­
ми; непосредственная обработка срезанных черенков водными растворами исследуе­
мых веществ (всасывание через стебель), опрыскивание срезанных растений. поглоще­
ние паров этих веществ листьями и почками [5]. Опыты пи обработке черенков зодны- 
МН растворами химических соединений не дали положительных результатов, что согла­
суется с данными некоторых исследователей [3] Более эффективным, оказался ме­
тод полива растений традесканции в цветочных вазонах. Нами были использованы 
I-. 10%-пая концентрации (разбавление в 10. 50, 100 раз) вол изучаемого стока.
Лая каждого варианта проводили одно-, шести- и двсиадцатикратчые поливы чере: 
день определенным количеством растворов. Контролем служили тепличные растения 
традесканции с тем же режимом полива обыкновенной водой. Изучали частоту розо­
вых л бесцветных мутаций ВТН. Подсчитано от 20 до 30 тыс. ВТН во всех варианта*, 
с поливом концентрированной водой. В вариантах с коагулированном водой подечн- 
тачо от 10 до G0 тыс. ВТН

Мутационные события подсчитывали через неделю после завершения поливой, уста- 

.|н»и;.Ч'Вных для каждого варианта, в течение 30 дней. По данным, некоторых авторов, 
максимум проявления мутаций наступает в период от 5 до 20 дня [2. 7|. В некот. 
pwx вариантах нашего эксперимента он зарегистрирован на 2-1-й день.

Результаты и обсуждение. Результаты эксперимента показали, чт > 
не всегда уровень мутационных событий коррелирует с количествам 
поливов и степенью разбавленности раствора (рис. 1). Четкая зависи­
мость проявилась при 2%-ной концентрации разбавление в 50 раз, 
рис. Г| При шести- п двепадцатикратных поливах сточными водами 
указанной концентрации частота мутаций достигает максимальной ве­
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личины (соответственно 0,28±0,04. 0,30±0»03%), превышая контрол?, 
в два и более раза (Р<0.01, Р<0,001). При однократном поливе срав­
нительно высокий эффект зарегистрирован при панвысшей концентра­
ции (10%), когда частота мутационных событий превышает контроль э 
1.5 раза (Р<0,05). При шести- и двенадцатикратном поливах общее

Рис. 1. Частота мутационных событий в ВТН традесканции клопа 02 при 
поливах водными растворами концеитрнронанных (а) и коагулированных 
|в) сточных вод Но вертикали—% мутационных событий (МС); по горн՛ 
зонтали—кратность поливов: К контроль, I 1%. 11 -2%. 111 10%.

Ошибка не превышала 0,04—(а) и 0,03 (в).

количество мутаций снижается и проявляется их фитотоксическое дей­
ствие: после шестого полива высыхаю՛! бутоны, а позднее- все растение.

Частота мутационных событий уменьшается во всех вариантах по­
лива коагулированными сточными водами приблизительно до конт­
рольного уровня (Р>0,05, рис. 1).

Таким образом, изучаемые промстоки обладают слабой мутаген­
ной активностью. Сходные данные были получены и при исследовании 
мутагенного действия сточных вод целлюлозно-бумажной промышлен­
ности на дрожжах [1].

Определение соотношения розовых и бесцветных событий при раз­
личных концентрациях исследуемых стоков и разной частоте поливов 
показало, что в большинстве случаев преобладают розовые мутацион­
ные события (рис. I). Бесцветные превалируют лишь при 12-кратном 
поливе 1%-ным раствором и при 1 — 12-кратных поливах 10%-ным рас­
твором. При поливе растворами коагулированных сточных вод во всех 
случаях преобладают розовые события, это наблюдается и в контроле.
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Ряс. 2. Типы ветвления ВТН у традесканции клона 02 при поливах сточ­
ными водами.

Таблица I Расположение розовых мутационных событий 
традесканции при поливах растворами неочищенных сточных

па ВТН растений 
под

И.? общего числа розовых мутационных со (ын; 
без целых розовых волосков

Число 
поли­
вов

субтермннальное 
р а с п ол ож е и и с р о • 
лоиых мутацион­

ных событий

назальное распо­
ложение роза пых 

мутационных 
собы։ ни

Концент­
рации 

раствора, 
%

терминальное рас 
положение розо­
вых мутационных 

событий

Число 
целых 

розовых 
ВОЛОСКОВ

число % число % число %

Контроль 4 9 29.0 19 61.2 3 9.6

։ 1 । 15 58.1 13 41.9 —— —
б 1 12 60.0 6 30.0 2 10.0

12 3 5 35.6 9 64.1 —

2 1 2 3 33.3 б 65.6 —
6 2 9 56.2 6 37.5 1 6.3

12 2 12 50.0 11 45.0 1 4.5

10 1 10 55.5 8 44 4 __ _ .
6 — 6 •35.2 11 61.8

12 - 1 25.0 2 50.0 1 25.0
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Наиболее вероятным механизмом проявления розовых событий являют­
ся хромосомные делении, точковыс мутации и митотический кроссинг՛)- 
вер. бесцветные мутации генетически еще точно нс определены [2].

Нами были выделены также типы ветвления волосков тычиночных 
нитей и гигантские и карликовые клетки (рис. 2).

Учет распределения розовых мутационных событий на В’ГН—терми­
нальное, субтсрмнпальпое и базальное—при действии 
стока показал, что в большинстве случаев преобладают 

неочищенной 
терминальное

и субтер.мннальное расположения их (табл. I). С целью выявления 
возможной зависимости мутационных событий от зоны роста волосков 
в тычинке было определено их расположение по ярусам (верхним, 
средним, нижним). Выявлено, что зона тычинки нс влияет на частоту 
проявления мутационных событий (табл. 2).

Таблица 2 Расположение мутационных событий п волосках тычиночных нитей по 
ярусам тычинки при поливах растений традесканций неочищенными сточными водами

2 3 § са.га Ջ
ух

О

Спектр расположения ВТН с ?։у1ак:։с։сп,ь։ып собы­
тиям»! по прусам тычинки. *л. от общего числа 
мутационных событии бел целых бесцветных 

тычинок
г-'з

Ко
нц

ен
тр

ат
 

ст
во

ра
, դ

И
м

ел
и и

ол

Ко
лн
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K-’lll -ОЛЬ 29140 40 — 1 10.0 21 52.5 15 37.5

I 1 Չ2Օ39 •IS 5 10.8 23 50.0 18 39.2• 6 17231 37 3 8.1 15 40. ) 19 51.'»
12 29253 43 4 3 7.6 19 48.7 17 43. Ճ

О 1 11331 -4 ——. 3 12.5 7 29.1 14 58.4
6 10156 2S — 2 7-Չ 15 53.5 И 39,3

12 170J8 51 —• 9 17.6 19 37.2 «3 45.2

10 1 11539 29 — 3 10.4 13 44.8 13 41.8
0 1 >73» 2Ց —« 1 J.5 25.0 20 71.5

:2 4727 IO — 4 57 1 .3 42.8

Таким образом, использованный нами методический прием позво­
лил обнаружить в изученных промстоках производства каучука компо­
ненты, проявляющие в данной тест-системе слабую генетическую ак­
тивность.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ПСИХОЗОВ ГАЛЛЮЦИНОГЕННЫМИ 
Ф Е Н И Л А Л К И Л А М И Н А М И

Р. Р. С.АФРЛЗБЕКЯН

Иесгигуг гонкой органической химии им. \. .'I Миджояпа ЛИ Армянской ССР. Ереван

Аннотация—Рассмотрено влияние двух галлюциногенов мескалина н про­
изводного амфетамина (ДОМ)—на поведение животных. Сделана попытка 
сопоставить сдвиги » поведении животных с нзменениямн в метаболизме 
наиболее важных биогенных аминов дофамина, серотонина, норадрена­
лина н мозге.Աէւոսւսւցիա — 1ևէւՈէէ!Ն։ււււրրվաձ Լ երկու հա/ յուցյէնո՚ւեննևրի՝ ։11,ւ։կ էս/[։)։/։ 11 ամֆն- 
աւս<![ւն(< սւծւււնքյյՕւլյ։ սյ/յրքերյո։IIյունր կենէքանինհր/ր վարри>Г]Л/1 վրսէր Փորձ ( ւյյրված 

• iuJեմատե/ կենր/աեքէների վարրաւյձււսք երյւսծ սւ1էղաչար<1երր ՈւղեդՈէմ աոավԼք կա­
րևոր p/inrpiLwjplt ումինների' ր/քւֆամի1։ի, սերոսւոնիՆի, Նրէրաււրենւ>ււհն[ւ մեւուսր»- 

ЬцшЛ փոփոխով! յոմւՆԼրի ՀեէՈ!

(
 Abstract — The influence oi two haliucinogenes-meskallne and derivative 

of amphetamine—bn the behaviour oi animals has been studied. It has 
been tried to compare shuts hi the behaviour of animals with changes In 
the metabolism oi more Important biogenic amines-dophamlne, seroto- 
nine, noradrenal tn-in the brain.

Ключевые слова: фенилалкиламины галлюциногенной’. моделирование психозов, 
амины биогенные.

Производные фёиилэтиламйна но фармакологическому действию при­
надлежат в основном к двум классам—стимуляторам нервной системы 
и галлйшннргенам. Сам фенилэтнламин л его производные, не содер­
жащие метокси группы у бензольного кольца, обладают непрямым 
симпатомиметическим действием п оказывают стимулирующее действие 
из нейтральную нервную систему. Некоторые производные фенилэтила- 
мина известны как вещества, высвобождающие серотонин из нервны.՛, 
окончаний. Галлюциногенные свойства присущи производным фенилал* 
кнламннов, содержащим метокси группы н разных положениях бензоль­
ного кольца. Так. слабым галлюциногенным действием обладает мета­
болит дофамина 3,4-димстоксифенилэтиламин (ДМ ФЭТА), выделенный 
из мочи больных шизофренией. Производным фепилэтиламипа явля­
ется известный галлюциноген 3,4,5-тримстокспфенилэтнлампн меска­
лин [2, 10, 15].

В задачу настоящей работы не входит обсуждение связи структуры 
с действием галлюциногенов. Отметим лишь, что в ряду феии.пэтиламн­
ион галлюциногенные свойства отчетливо выражены у соединений, со-
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держащих три метокси группы. Наиболее активен мескалин. По гал
люпиногенному действию 3,4-диметоксифепилэтиламнп уступает меск։ 
.ищу более чем в 5 раз. Способствует усилению галлюциногенного де' 
ствия замещение метиловым радикалом одного из водородов у а угле 
рода в боковой цепи метоксифсиилэтиламинов. Большинство метокс։

^£0
н3со-\Уснгснг-мн2

ДМ О) ЗГА

И. СО*/ *__
нзсо-фсн2снг-инг

Н^ОГ
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И, С'0'&- СИ,СИ-ЫН. 
и ' С ) ь

США

И3С0

н3 си2 си-ыи?

и. со СИ, *

Н3С0
И3С0֊^Л֊СИгСН-ЫН2

Н3С0 СН3
ТМА

оси. и

СН2 СН-ЫНг

СИ.УА
ДО И лоь
Глллюшпняепные фенил злкиламнны

производных а метил фенилзтнллмипа (амфетамина) но галлюцино­
генному действию превосходит мескалин Так. 2,5-диметокснамфета- 
мин (ДМА) и 3.4.5-триметоксиамфетамин (ТМА) активнее мескалина 
в несколько раз. Соединения, представленные на рис., по силе галлю­
циногенного действия распределяются в следующем порядке: ДОБ> 
ДО.М>ДМА>ПМА>ТМА>МЕСКАЛИН>ДМФЭТА. Минимальная гал­
люциногенная доза мескалина—около 300 мг, а ДОМ—около 3 мг. 
Введенные животным галлюциногенные фенилалкиламнны вызывают 
изменения в поведении, которые могу։ расцениваться как адекватные 
их галлюциногенному действию. Имеется определенное соответствие 
между галлюциногенным действием веществ и поведением животных. 
По влиянию на поведение крыс ДОБ>ПМА>ДОМ. ДМА֊>ТМА> 
МЕС1\АЛИН>ДМФЭТЛ. Мескалин нарушает поведение в дозах 120— 
200 мг/кг, НМЛ п ДОМ —в юзах 10—40 мг/кг. Отличаясь по силе дей­
ствия, эти соединения сходны по галлюциногенному действию и влия­
нию на поведение животных [12, 24, 30, 31, 33 35].

Ниже на примере мескалина и ДОМ рассматривается влияние гал­
люциногенов на поведение животных и делается попытка сопоставить 
из.м( гения в поведении с изменениями в обмене биогенных аминов— 
норадреналина (ПЛ), дофамина (ДА) и серотонина (5-ОТ) в мозге жи­
вотных.

Изменения, вызываемые мескалином. Мескалин. 3,4,5-три.метоксн- 
р-фенилэтиламин, действующее начало мексиканского галлюциноген­
ного кактуса, известного под названием «пенотл» или «мескал». Расте­
ние издавна применялось индейцами при религиозных обрядах. Оно 
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вызывало состояние экстаза, притупляло чувство голода и страха. В 
чистом виде мескалин выделен в конце прошлого пека Гефтсром и син­
тезирован в 1919 г. Шпатом. Через 1 ч после приема внутрь (или инь* 
екцни) около 500 мг мескалина у здоровых испытуемых часто появля­
ется ощущение тошноты, которое вскоре проходит. Нарушение психи- 
КН обычно наступает через 2 ч.. характеризуется эйфорией, яркими 
зрительными галлюцинациями, нарушением восприятия «схемы тела», 
Может нарушаться чувство времени—несколько минут могут воспрн- 
инматься как целый час. Нарушается восприятие формы и реальной 
величины окружающих предметов. После введения мескалина в боль­
ших дозах развивается кататония 13. 25)

После введения меченого мескалина 120 мг/кг) мышам через 10 
мни И мозге появляется небольшая ра шозктившм ։ь. В разных учагт- 
ш мозга содержание мескалина и его метаболитов максимальное 
спустя 1 ч и резко снижается в течение 3—6 часов Спустя 12 ч радио- 
шинные продукты можно выявить в гипоталамусе, гиппокампе, в обла­
сти миндалевидного ядра Метабол и зируясь. мескалин образует 3.4.5- 
||՝||\!<1окснбснзонную кислоту к N-ацетил мескалин. Мескалин устой- 
чпк к воздействию моноамнноксилаз и лишь небольшое количество его 

; лоза минируется до 3,4.5-трнметоксиуксусиой кислоты (26 29]
Мескалин, введенный мышам внутрибрюшинно в дозе 10 мг/кг, по- 

■йышасг тактильную чувствительность и снижает исследовательскую 
ОДакиию. У животных с высокой двигательной активностью мескалин 
: вызывает угнетение, у спокойных животных—повышение двигательной 
՛ активности. Появляется характерное стереотипное почесывание ушей. 
! После введения 30 мг/кг повышение тактильной чувствительности бо­
лее выражено, сильнее выражены стереотипные почесывания ушей. 
Мордочки, щен. Наблюдается тремор; Стереотипные движения и тре­
мор периодически прерываются эпизодами однонаправленных движении 
вокруг камеры .-циркулярные движения). У отдельных животных на- 
.решается координация. При дальнейшем повышении дозы до 100 мг/кг 
к описанным симптомам прибавляются признаки влияния на вегета­
тивную нервную систему: слезотечение, ннлоэрекпия, изменение часто­
ты и глубины дыхания. Нарушается координация и рефлекс выпрям- 
ления [21, 23].

Введенный крысам в лозах 120 и 200 мг/кг (внутрибрюшинно), 
мескалин вызывает «притоптывание» передними конечностями, абдук- 
цшо задних конечностей, тремор в покачивание головы из стороны в сто­
рону («head weaving»)—симптомы. характерные для возбуждения 
■5-ОТ рецепторов. После 200 мг/кг наблюдается также летаргия, ги­
перемия ушей и конечностей [1. 1. 13. 18. 32. 33].

В дозах 25—75 мг/кг, вводимых кошкам внутримышечно или пну- 
трпбрюшинпо, мескалин вызывает вначале вегетативные наруше­
нии—слюнотечение. рвоту, учащение дыхания, мидриаз. Животное 
имеет испуганный вид. 'прячется, принимает необычные позы, пытает­
ся ударить лапой по воображаемым предметам. Затем развивается 
депрессия, которая прогрессирует и -.авепшастся каталепсией [5, 37].

У собак, получавших мескалин в лозе 20 мг/кг кнутривенио, и тсчс- 
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нис 10—20 мин наблюдаются вегетативные нарушения: мочеиспускание: 1 
дефекация, учащение дыхания, слюнотечение, мидриаз. Позже в теле- I 
нис 4 ч животные лежат или стоят неподвижно. Понижена реакция па| 
внешние раздражения слуховые, зрительные, болевые. Это состояние I 
напоминает кататонию. При принуждении собака передвигается мед­
ленно, осторожно, но без признаков атаксии или гипотонии [37].

Через I ч после введения мескалина в дозах 10 и 20 мг/кг отмечено ! 
значительное уменьшение содержания эндогенного ПЛ в мозге крыс 3 | 
до.и- 200 мг/кг. введенной за 10 мин, мескалин не оказывает видимого! 
влияния на уровень амина [20, 33, 36]. В дозе 25 мг/кг он не влияет на' 
уровень [П]-ПЛ. введенного ннтрэцистернально. Спустя 20 мин после 
введения мескалина в мозге резко, на 4.0%, повышается уровень [Т!]- 
дезаминированных метаболитов, что свидетельствует об ннтра нейрон-1 
ком высвобождении и метаболизме НА Затем содержание радиоак- 
71 дезаминированных продуктов быстро снижается почти до кбит! 
рольных значений. Количество [:Н]-норметанефрина, продукта экстра-; 
нейронного метаболизма НА, увеличивается постепенно: на 20 и 40% 
через 1,5 и 4 ч соответственно. Содержание дезаминированных О мети­
лированных метаболитов не изменяется [36].

Понижение содержания ДА в мозге отмечено спустя 10 мни поел-.1 
введения мескалина в дозе 200 мг/кг В меньшей дозе (10 мг/кг) гал-. 
люцнноген не влияет на уровень и метаболизм амина [20. 33՝,.

В течение I ч после введения крысам 5 мг/кг мескалина в мозге 
повышается содержание тирозина- предшественника катехоламиноз. 
Концентрация аминокислоты ь крови снижается [39].

После большой дозы мескалина (200 мг/кг) действие на метабо­
лизм 5-ОТ в мозге крыс не выявляется в течение первых 10 минут. Од­
нако эндогенный уровень 5-ОТ повышается в мозге спустя 30 и 90 мни 
после введения мескалина в дозах 1 и 10 мг/кг. Одновременно пони­
жается концентрация 5-оксиинлолуксусной кислоты (5-ОИУК)—мета­
болита 5-ОТ. Спустя 30 и 90 мин после введения мескалина в дозе 
15 мг/кг повышается образование 5-ОИУК, но уровень 5-ОТ в ткани 
остается высоким. У крыс, получавших галлюциноген в дозе 20 мг/кг, 
спустя 1 ч повышается содержание 5-ОТ в нейронах медиальных и дор­
зальных ядер шва межуточного мозга, тогда как уровень катехола мине 
в клетках не изменяется. В дозе 5 мг/кг мескалин понижает в мозге 1 
крови крыс концентрацию триптофана, предшественника 5-ОТ [8, 9 
11. 33, 38. 39].

Ингибитор синтеза 5-ОТ—н-хлор-феннлаяанин не влияет на пове 
де* веские эффекты мескалина у крыс. Однако мескалин в дозе20мг'к 
противодействует истощению запасов 5-ОТ п-хлор-феннлаланнном. По 
веденческие симптомы, вызываемые мескалином, предупреждает Б О. 
антагонист 5-ОТ [33, 38].

Ингибитор синтеза катехоламинов--а-метнл-п-тирозин в дозах, > 
тощающих запасы НА в мозге, значительно угнетает двигательное в< 
Суждение, вызванное мескалином, у мышей. У крыс мескалин не вл
яет на снижение уровня катехоламинов, вызываемое а-метнл-п-՛ 
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ном, но потенцирует высвобождение амнион а-метил-м-тирозином [20, 
23, 33].

Нейролептики аминазин и промазин специфически угнетают меска­
линовый стереотип [21].

Таким образом, мескалин в течение нескольких часов стимулирует 
высвобождение НА и уменьшает содержание амина в мозге. С гругой 
стороны, он как бы стабилизирует запасы 5-ОТ.

Изменения, вызываемые ДОМ. В 19G7 году в зарубежной печати 
появились сообщения о применении «хинин» в США и Канаде галлю­
циногенного вещества, известного пол названием STP i сокращенное от 
’Scientifically treated petroleum*). Химический и физичек киц 
анализ таблеток STP позволил идентифицировать действующее начало 
-гллюннногеиа с 2,5-диметокси-4-метил-амфетамнном (ДОМ), иссле­
дования показали, что у здоровых испытуемых спустя 1 ч после введе­
ния 2—15 мг ДОМ развиваются вегетативные нарушения: расширение 
зрачка, учащение пульса, повышение кровяного давления и температу­
ры. Изменения психики развиваются спустя ■ 2 ч и складываются из 
ряда компонентов: эйфория, яркие зрительные галлюцинации, наруше­
на. воспитания формы, величины окружающих предметов и воеприя- 
1НЯ «схемы тела», нарушение чувства времени. Действие ДОМ дости- 
• зет максимума спустя 3 5 ч и убывает через 7—8 часов. Интенсив­
ность и продолжительность симптомов зависят от дозы галлюциногена. 
По прохождении действия ДОМ сохраняется память о пережитом. Кли­
ническая картина отравления, вызываемая ДОМ, напоминает отравле­
ние мескалином, но после ДОМ сильнее выражены эйфория и возбуж­
дение [7, 24, 35].

ДОМ. введенный животным, легко проникает через гематоэнцефа­
лический барьер и распределяется преимущественно в участках мозга, 
ведающих эмоциональной сферой: в гиппокампе, миндалевидном ядре, 
коленчатых телах, гипоталамических ядрах, в хвостатом ядре. Незави­
симо ст введенной дозы, 20% ДОМ обнаруживается в моче в неизменен­
ном виде в течение 24 часов. Пик выделения—спустя 3 б ч, что сов­
ладает с максимумом клинического эффекта [16, 17, 35].

У крыс внутрибрюшинное введение ДОМ в дозах 1—3 мг/кг вызы­
вает учащение дыхания, пилоэрекнию, повышение двигательной актив­
ности и исследовательской реакции, стереотипное кивание, встряхива­
ние головы. В больших дозах, 20—60 мг/кг, он вызывает также пока­
чивание головы из стороны в сторону («head weaving»), реципрокные 
движения передних конечностей («притаптывание»), абдукцию задних 
конечностей—симптомы, характерные для возбуждения серотонинерги­
ческих структур. Наблюдаются также движения назад (ротирование). 
Действие развивается п течение 5 мин и длится 15 60 мин в зависимо­
сти от дозы [7, 19, 33].

Мыши реагируют на введение ДОМ (0,2—0,4 мг/кг) характер»։ м 
встряхиванием головы [24].

Введенный внутривенно кроликам ДОМ в дозах 0,5֊ 1,0 мг/кг ока­
зывает выраженное симпатомиметическое действие: учащение дыхания, 
мидриаз, слезо- и слюнотечение, усиленная бронхиальная секреция, пи- 
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лоэрекцня. Повышается реакция на внешние раздражения. Животное 
принимает характерную позу рот открыт, язык высунут симптом .«pan.* 
ling dog»). Повышенная двигательная активность чередуется со сту- 
норозным состоянием н кататоническими позами. ьолыпие дозы ДОМ 
(1—2 мг/кг) вызывают судороги, которые приводят к гибели живот­
ных [7].

ДОМ, введенный кошкам внутрибрюшинно в дозе 0.25 мг/кг. вы­
зывает изменения поведения, схожие с наблюдаемыми у кролийв: рот 
открыт, язык высунут, периоды депрессии сменяются двигательным воз­
буждением Животное отказывается от ниши, не узнает эксперимента­
тора. Повышение дозы 0,5—10 мг/кг) право дит к появлению галлю­
цинаторного поведения; пристальный, нефиксированный взгляд, прыж­
ки по клетке из стороны в сторону, попытки поймать несуществующие 
предметы. Дыхание затруднено, наблюдаются кататония, реакция гне­
ва на внешние раздражения. Действие ДОМ развивается в течение 
5—10 мин. В зависимости от дозы изменения длятся 1—6 ч и более 
[7. 17, 33].

мышей ДОМ в дозе 50 мг/кг спустя I ч после введения повышает 
содержание НА и 5-ОТ в мозге, но нс оказывает влияния и дозе 10 мг/кг 
[17].

В дозе 60 мг/кг он снижает содержание НА и ДА в мозге крыс. По­
нижению уровня ЛА предшествует его повышение. После введения 
ДОМ увеличиваете.)’ скорость включения меченого тирозина в НА, что 
указывает - на повышение скорости обращения амина. На включение 
аминокислоты в ДА галлюциноген не влияет [19].

В дозах 0,5, 1.0, 5,0 и 60 мг/кг ДОМ спустя 30—60 мин повышает 
(одержание 5-ОТ в мозге крыс. В более ранние сроки его действие 
(40 мг/кг) на содержание амина не выявлялось. При дозах ДОМ 0.5 и 
1 мг/кг отмечено понижение концентрации 5-ОНУК в мозге. В дозе 
6(. мгкг он замедляет включение меченого триптофана в 5-ОТ. Приме­
нение цитофлуориметрической техники позволило выявить повышение 
уровня 5-ОТ в нейронах медиальных и дорзальных ядер шва межуточ­
ного мозга. При этом содержание катехоламинов не изменялось [9, 11, 
19, 33].

Таким образом. ДОМ, очевидно, стабилизирует запасы 5-ОТ. угне­
тает обращение амина.

У крыс торможение синтеза 5-ОТ п-хлор-фенилаланнном ио влияет 
на развитие поведенческих эффектов ДОМ. Но последний уменьшает 
истощающее действие п-хлор֊фенилаланина на запасы 5-ОТ. Актаго- 
HHi: 5-ОТ рецепторов ВОЛ в дозе 5 мг/кг предупреждает 5-ОТ-зависн- 
мыс поведенческие эффекты ДОМ «притаптывание», абдукцию задних 
конечностей, покачивание и тремор головы Нейролептик аминазин в 
>юз! х 2 5 мг/кг (кролики, крысы) противодействует снмпатомнтсти- 
ческнм эффектам малых доз ДОМ. но не оказывает защитного действия 
при больших дозах галлюциногена. У наркоманов, принимающих 
большие дозы ДОМ, отмечено ухудшение состояния при использовании 
ам.! ’мша в качестве антидота. В условиях контролируемых эксиери- 
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ментов на добровольцах, получавших умеренные дозы ДОМ, аминазин 
снижал интенсивность галлюцинаций [7, 19, 33. 35].

Таким образом, изменения, наблюдаемые у животных после введе­
ния мескалина или ДОМ, складываются из ряда компонентов: симпа­
томиметическое действие, повышение двигательной активности и чув­
ствительности к внешним раздражителям, стереотипное поведение, 
5-ОТ-завмсим<5с поведение и «ненормальное поведение». Повышение 
двигательной активности более характерно для действия ДОМ «Ненор- 
мальное поведение» у крыс проявляется в ретировании. циркулярных 
движениях, встряхивании туловища, а у кошек -каталепсии, галлюци­
наторном поведении. Симпатомиметические эффекты и двигательное 
возбуждение, вызываемое галлюциногенами, можно объяснить усилен­
ным экстранейроииым высвобождением НА. Избирательное угнете­
ние мескалиновой стереотипии аминазином н промазином указывает на 
участие дофамина в развитии синдрома. Способность мескалина и 
ДОМ вызывать 5-ОТ-зависимыи синдфом, развитие которого преду­
преждается антагонистом 5-ОТ, свидетельствует о возбуждении галлю­
циногенами постсиналтнческнх серотонинергических рецепторов. Не 
исключено, что стабилизация шпасов 5-ОТ в какой-то степени вызвана 
возбуждением пресинаптических серотонинергических рецепторов, при- 
водящим к компенсаторному угнетению высвобождения амина. С дру­
гой стороны, известно, что возбуждение «-адренергических рецепторов, 
расположенных на серотонинергических нервных окончаниях, также 
приводит к угнетению высвобождения 5-ОТ [б, 22]. Не исключено, что 
в стабилизации запасов 5-ОТ. вызываемой галлюциногенами, участ­
вуют также эти пресинаптпческие гетерореиепторы.
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ВЛИЯНИЕ КАНЛМИЦИНА НА РАЗВИТИЕ ИММУНИЗАТОРНОГО 
И ИНФЕКЦИОННОГО ПРОЦЕССОВ В ОРГАНИЗМЕ

Я. А. НА ВАС АРЛЯН

Ереванский зоотехническо-ветеринарный институт, проблемная лаборатория 
антибиотиков

Аннотация — Установлено, что длительное введение канамнцина животным 
на фоне иммунизации противобруцсллезнЬп вакциной оказывает ингиби­
рующее влияние на специфические н неспе.иифичсские факторы нчмуно* 
реактивности организма.

ԱսոսւԱ1ւ;]։»Ա — 'iniJ'J է, արվհչ, էքեՆ^սՈւք/նհրյւն ւււսնամ/էցինք։ Տրէւսւրատև ՆԼրար֊ 
էւումր Հսւկաքրոււյէյչչող վ.:.!ք^/.Նւսյով իմրէւն[ւդացի..ւյ1ւ ֆոնի սւ(ւրքէ>ւսւկ[<չ uii)֊
r/Lr/rnfljncb հ ո&հնւսմ pp^wlr/iiji/,6 իմ ունաոեակւԿքւվքոյ?յ Այն ч к,- Л tj ft ֆ ft I/ ե ոչ чи/ե’ 
ՇՒ՚ՒՒհ ֆակապէնեքւի ։//։։«>

Abstract — It has been established that the long tern: administration of 
kanamycln to animals during the immunization mlth annbrucellose va.ci­
ne has an Inhibitory influence on the specific and non-specific factors ot 
immunoreactivity of the organism.
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Ключевые слова: канамицин, иммунитет, инфекционный процесс.

Клиническими и экспериментальными наблюдениями показано, что на­
ряду с положительными эффектами при аитибиотикотерапии нередки и 
побочные действия на организм, среди которых особо выделяется им­
мунодепрессивное [1 3, 7, 9- 12]. В этой связи определенный интерес 
представляет изучение характера действия каиамицина на иммуногенез 
и развитие инфекционного процесса в организме животных при дли­
тельном его введении на фоне иммунизации живой, сухой противобру- 
Пеллезной вакциной.

Материал и методика. Исследования выполнены на 40 половозрелых кроликах 
иороды шиншилла со средней живом массой 1.8- 2,2 кг, разбитых на грн ।руины, из 
которых одна была иммунизировала н получила канамицин, вторая—подвергалась нм- 
мунвзашш, а третья—получала канамицин.

Дли иммунизации животных применяли вахцпкч штамма 19, которую вводили под­
ложно, однократно в дозе 5X10° м. к. в I мл на кг массы в область шел Канамицин вво­
дили в дозе 40 тыс. ЕД/кг массы в сутки внутримышечно, в два приема в сутки о те­
чение 7 дней с интервалом между инъекциями » 10 12 ч. Первую инъекцию препа­
рата производили спустя 24 ч после введения вакцины

До начала опыта у всех животных определяли исходный уровень изучаемых пока­
зателей Иммунологический ответ и инфекционный процесс в организме тестировали 
в ишамнкс, вскрывая через 7, 14, 21 и 28 л!кй после иммунизации по 3—4 кролика из 
.соответствующих групп.

Инфекционный процесс в организме изучали путем бактериологического исследо­
вания паренхиматозных, лимфоидных и других органов на предмет определения степени 
обсемененноегн их бруцеллами после посева гомогенатов из проб на МПА.

И:։ гуморальных факторов иммунитета изучали комплементарную лизоцим ну ю, 
бактерицидную активность сыворотки крови, титры поствакцинальных прогивббруцел 
лозных антител по РА, РДСК, 7- и 198-аитцтел Из клеточных факторов иммуноре- 
активности исследовали гнперчувствителыюсть замедленного типа (ГЗТ). Параллель­
но г» органах, тканях и в крови определяли концентрацию и остаточные количества 
.каиамицняа.

Полученный цифровой материал подвергали статистической обработке.

Результаты и обсуждение. Изучение динамики изменения показа­
телей естественной защиты организма показало, что при введении ка- 
намшшна на фоке иммунизации животных происходит повышение ак­
тивно ги комплемента сыворотки крови в начальные сроки наблюдений 
(5-, 7-й дни) 1\ 14-му дню после иммунизации исходный уровень тто- 
го показателя восстанавливается, а вслед за этим, на 21-, 28-й дни, 
вновь повышается. В сыворотке крови животных, получавших кана- 
М1Ш1П1 (интактные), после первых инъекций препарата активность ком­
племента снижается вплоть до 14-го дня. На 21-, 28-й дни ока восста­
навливается. У контрольно-иммунизированных животных в течение 
первых двух недель после иммунизации резко повышается активность 
комплемента сыворотки крови. К 21-му дню она восстанавливается, а 
на 28-й лень вновь повышается.

Анализ полученных данных показал, что при введении препарата 
иммунизированным животным в начальные сроки происходит актива 
пня комплемента, в дальнейшем сравнивание с нормой, а затем новая 
волна активации, обуславливающая неспеинфическую защиту орга­
низма.
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Введение каиамицнна в индуктивном фазе иммуногенеза сопровож­
далось незначительным повышением в сыворотке крови титра лизоцима 
на 7-й день наблюдений. В последующие сроки, начиная с 14-го дня и 
до конца опыта, он находился на низком уровне. При введении кана- 
мицика интактным животным во все сроки наблюдений титр лизоцима 
в сыворотке крови был ниже нормы. У контрольно՝иммунизированных 
кроликов он достоверно повышался в начальные сроки наблюдении 
(5-, 7-й день), затем (14-, 28-й дни) сравнивался с исходным уровнем.

Анализ полученных данных свидетельствует о фазовом характере 
действия канамицина па лизонимную активность сыворотки крови жи­
вотных. получавших препарат в индуктивной фазе иммуногенеза. При 
этом кратковременное повышение лизоцимной активности, имеющее ме­
сто в начальные сроки введения антигена и кана Минина, очевидно, об­
условлено ответной реакцией организма на внедрившийся в организм 
чужеродный антиген. В дальнейшем, по мере выработки сж мифиче­
ских антител и их накопления в крови, содержание лизоцима в крови 
снижается. Наши данные согласуются с результатами исследований 
других авторов [4—6, 8].

Определенный интерес представляет изучение характера действия 
канампцина на такой интегральный показатель гуморальной нсспецифн- 
кой защиты, как бактерипидность сыворотки крови по отношению к 
кишечной палочке.

Полученные данные показали, что бактерицидная активность сыво­
ротки крови животных, получавших на фоне иммунизации каиамнцнп 
спустя 5 дней после иммунизации, по сравнению с исходным уровнем, 
повышается п два с лишним раза. На 7-й день этот показатель продол­
жает оставаться па высоком уровне, а к 14-му дню сравнивается с ис­
ходным. В дальнейшем, на 21-, 28՝й дни, он резко снижается. Анало­
гичная картина выявлена в сыворотке кропи животных, получавших 
только канэмииип (интактные), с той лишь разницей, что у последки?, 
коп: :г сине отмечалось в первые сроки введения препарата (5-, 7-й 
дни) бактерицидная активность сыворотки крови животных снижалась 
примерно в 2,1, 3.4 и 3 раза соответственно. Что касается контрольно- 
иммунизированных животных, то бактерицидная активность сыворотки 
крови у них резко повышалась к 7-му дню наблюдений до 14-го дня, 
затем резке снижалась (21-н лень) и вновь повышалась на 28-й день.

Таки:: образом, полученные данные свидетельствуют об ингибиру­
ющем действии капамицила на бактерицидную активность сыворотки
крови как при введении его на фоне иммунизации.
введении (интактные) У этих животных бактерицидная

так. и раздельном
активность

|.шор ллп крови до конца наблюдений нс восстанавливается. У кон
।рольно-иммунизированных животных бактерицидная активность сыво­
ротки крови закономерно повышается, затем после кратковременного 
снижения (21-й день) вновь восстанавливается до исходной.

Определение содержания поствакцииальпы:. лрбтивобруцеллезных 
антител в сыворотке крови показало, что спустя 5—7 дней пос.: • имму­
низации у животных, получавших канамипин, происходит ингибироэз՛ 
пне процесса продукции антител (агглютининов). При этом средний
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титр их в три раза ниже контрольного. Данные, полученные в после­
дующие сроки, показали аналогичную картину. Подтверждением ска­
занного. является резкое различие с контролем я титрах агглютининов,, 
которые на 14-, 21- и 28-й дни после иммунизации были соответственно 
з 3, 17 и 16 рзз ниже

При определении в сыворотке крови животных титров 7S- п l9S-an- 
тнтел и характера действия на их синтез канамиинна выяснилось, что, 
как правило, выявленные в начальные сроки антитела (5-, 11-й день) 
по своим физико-химическим свойствам относились к тер мочу встви- 

Кельны.м макроглобул инам ՛ 19S Ig.W) Показатели их среднего тигра 
от 2-х до 17-ти раз уступали контрольным. В дальнейшем, по мерс раз­
вития иммунного процесса (с 21-го дня иммунизации), в сыворотке кро­
пи животных выявляются и термоустойчивые антитела, относящиеся к 
чикроглобулпиам (7S IgG). Показатель их среднего читр'а примерно 
в 2—3 раза был ниже, чем в контроле. Спустя 28 дней после иммуни­
зации выявленные антитела относились к 7$-иммуиоглобулинам. Пока­
затель их среднего титра был в 16 раз ниже контрольного. Следова­
тельно, введение канамннина спустя 24 ч после иммунизации животных 
сопровождается выраженным угнетением синтеза как 19S-. так и 7S-an- 
• нтел (иммуноглобулинов).

На уровень комплементсвязывающнх антител сыворотки крови жи­
вотных канамицин оказывает аналогичное влияние, ярким свидетель- 
ством которого является выраженная разница в показателях среднего 
титра антител в сыворотке крови опытной и контрольной групп живо г 
пых. Так, у животных, получавших канамицин в принятью сроки иссле­
дования, он был ниже контрольного в 2. 6, 9. 18 и 9 раз соответственно.

Таким образом, обобщая полученные результаты можно заклю­
чить, что при иммунизации животных противобруцеллезнон вакциной 
канамицин оказывает ингибирующее влияние на гуморальный иммун­
ный ответ организма.

Для сравнительно полного представления о механизме действия 
канамицнна на и.ммупорезктивность представлялось целесообразным 
изучение феномена гиперчувствительности замедленного типа (ГЗТ).

ГЗТ изучали посредстиом внутрикожного (в межлопаточную область) введения 
аллергена (бруцеллина) в объеме 0.1 мл. учет реакции проводил։։ спустя 24 ч. Ин­
тенсивность реакции определяли визуально—по степени воспалительного процесса (ги- 
перемни), а также измерением воспалительного участка (длину и ширину) штанген­
циркулем. Кожную аллергическую пробу тестировали на 7-, 14-, 21 и 28-й дни после 
иммунизации, что дало возможность изучать характер влияния канамиинна на форми­
рование реакции ГЗТ в зависимости от фаз развития иммунологического процесса.

Полученные данные (табл. 1) показали, что на 7-й день после им­
мунизации из 4-х животных, получавших канамицин, у 3-х воспаленный 
участок кожи на месте введения аллергена имел овальную форму, вели­
чина которого при этом несколько уступала контроль:

У одного кролика этой группы реакция ГЗТ был:- отрицательной.
Из таблицы видно, что величина и интенсивное.!!, реакции ГЗТ до­

стигает наибольших значений спустя 14 дней после иммунизации. В этот 
срок все животные опытной группы активно реагировали на введенный

Бноло! нчссикй журнал Армении, т. 39. .V '0 G
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.Таблица I. Гнисрчувсгвнтельность ^медленного типа (величина воспаленного 1 
участка в мм)

Сроки постановки опыта после иммунизации, дни
Условия опыта--------------------------------------------------------------------------

7 14 21 28

Контроль
Вакцина 4- канамнция
Интактные

12-17.0 20.0X25.0 21.0x26.3 22.5/27.5
10.0x12.5 32.5 X37.2 22.5№7.2 23.6x30.3

отрицатель». отряцательн. отрицателен. огрицагши.

аллерген. Воспаленный участок кожи у них был умеренно гиперемнро- 
ван. Интенсивность ГЗТ в этот срок значительно превышала соответ­
ствующие значения в контроле На 21-, 28-й дни наблюдений она не­
сколько снижалась, однако величина воспаленного участка при этом 
существенно не отличалась от контрольной.

Полученные данные позволяют отметить существование определен­
ной связи между степенью развития реакции ГЗТ и ингибирующим вли­
янием антибиотика на антителогепез. При этом, очевидно, имеет место 
усиление функциональной активности Т-эффекторов, проявляющееся в 
выраженной кожной реакции организма в ответ на введенный аллерген.

Для выяснения .механизма влияния канамицнна на развитие инфек­
ционного процесса мы изучали степень обсеменеиности органов им му 
визированных животных бруцеллами.

В принятые сроки исследований после вскрытия животных из гомогенатов некото­
рых органов производили посев на МПА. Учет выросших колонии бактерии проводили 
после 24-часового инкубирования чашек в термостате при 37°.

Выяснилось, что спустя 7 дней после иммунизации число бактерий 
в организме животных, получавших каиамииик, несколько меньше, чем 
в контроле. Разница с контролем составляла: у селезенке—в 4.5, лег­
ких—в 7,5, в печени в 6,6, лимфатических узлах- в о,о, в почках— 
в 13,3 и в сердце—в 5.6 раза. К 14-му дню наблюдений эти различия 
были более выраженными. Аналогичная картина получена также спу­
стя 21 день после иммунизации. К концу наблюдений как в опытной, 
так и в контрольной группах вновь отмечалось повышение обсеменен՛ 
кости соответственно в 4—6 н 1.1—2,7 раза Если в начальные сроки 
иммунизации (7 14-й дни) у опытных животных обсемененность резко 
снижалась (1.8 23 раза), то в контроле, наоборот, повышалась до 1.3- 
6 раз (табл. 2). Эти данные свидетельствуют о выраженном бактери­
цидном действии канамицнна на бру цел л ы.

Полученные данные показали также, что между уровнем специфи­
ческих антител в периферической крови и степенью обсеменеиности ор 
танов существует определенная корреляция. Высокому титру антител 
в сыворотке крови соответствует высокая степень обсеменеиности орга 
нов бактериями (контроль) и, наоборот, низкой степени обсемененщ) 
сти—низкий уровень антител в сыворотке крови животных (опытная 
группа). Следовательно, можно заключить, что в основе ингибирующего
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Таблица 2. Выссваемость бруислл из органов иммунизированных кроликов, на 
I г субстрата

а Вид органа
К ДН“

селезенка легкое печень лимфоузлы почки сердце
ъ ©

Ко
Н

ТП
О

’П
.- 1 >• 7 42.4+5.5 23.7±2.6 30.7+4.8 28.8+4.03 36.2+0.9 19.6+3.0

~ х Н 66.2+4.1 51.1+8.6 69.4+8.6 70.3+4.9 66.0*5.4 47.2^;3.5
‘=5 21 24.0+6.3 20.2*4.4 16.5*2.1 24.0*6.5 12.5*2.6 16.0+2.6
£2 28 10.8*3.6 5.1 + 1.1 4.35*0.05 4.35*0.05 5.6+0.6 3.4*0

: х х “ —

4

а

= 7 9.4+1.5 3 8+0.8 4.6+1.1 5.22:0.8 2.8+0.8 3.5*0.6
= 14 0.4*0.07 0.64+0.2 0.6+0.37 0.9+0.21 1.5+0.7 0.92+0.25

21 0 47+0.02 0.26*0.05 0.17*0.05 0.42*0.17 0.34*0.1 0.33*0.02
= 28 0 4*0.00 1.1*0.05 1.02+0.2 1.72*0.2 1.33+0.4 1.75*0.3ж

слияния кана Минина на иммунореактивность организма лежит этио­
тропный фактор, обуславливающий уменьшение антигенного раздраже- 
лня. вызванного высокой чувствительностью бруцелл к антибиотику

Параллельно с другими показателями мы сочли необходимым изу­
чить также влияние иммунизации на процесс распределения канамици- 
на в организме животных. При этом мы ограничились лишь определе­
нием содержания канамнцниа через час и через 7 дней после прекраще­
ния введения препарата.

Установлено, что в органах и тканях инфицированных животных 
концентрация выявленного препарата примерно в 2- 3 раза выше, чем 
у интактных (получавших только канамнцин). При этом характерно, 
что распределение его в иммунизированном организме происходит не 
равномерно. Препарат в высокой концентрации выявляется в иммуно­
компетентных тканях, легких н сердце, тогда как у интактных животных 
оно происходит более или менее равномерно.

Таким образом, иммунизация оказывает определенное влияние на 
процесс распределения канамицина в организме.

Обобщение результатов проведенного исследования позволяет прий­
ти к следующему заключению: продолжительное ведение канамнцниа 
кроликам, начатое спустя 24 ч после иммунизации противобруцеллез- 
ной вакциной, подавляет активность нсспецифическях и специфических 
факторов гуморального иммунитета, что проявляется в снижении ком 
племсятариой, лизоцимной и бактерицидной активности сыворотки кро­
ви, задержке синтеза противобруцеллезиых поствакцинальных антител, 
снижении продукции иммуноглобулинов.

Подавление иммунного ответа наступает начиная с 5-го дня приме­
нения препарата, и в ближайшие К)—20 дней после отмены антибиоти­
ка он нс восстанавливается.

Введение кана Минина в организм животных, и՝, мукнзировапиых 
противобруцеллезной вакциной, резко снижает обсемеиенность органов 
и тканей бруцеллами, адекватно влияет на формирование полно­
ценного иммунитета; усиливается реакция ГЗТ. Иммунологический 
статус организма определенным образом оказывает влияние на про­

901



цесс распределения препарата в органах н тканях, способствуя накоп 
лению антибиотика преимущественно в органах лимфоидной систем։»

Результаты исследований свидетельствуют также об ингибирован։։ 
иммунореактивности организма при раннем применении какамнцлш 
Эти позволяет утверждать, что в основе указанного феномена лежи 
этиотропный фактор (уменьшение количества антигенного стимула։, 
обусловленный высокой чувствительностью бруцелл к тайному препа­
рату'.

Полученные нами результаты могут служить основанием для раз՛ 
работки более рациональных схем применения канамицнна.

ЛИТЕРАТУРА

1. Л’ираеа 3. О. Лвтореф. докт днсс., Л., 1975.
2 Кокушина Т М В к։։.: Антибиотики и иммунитет. Л., 1963.
3. Наваса рдян /1, .4. Автореф. канд. дисс., Ереван, 1966.
•1. Нефедова Н. Н. В кн.: Иммунологическая реактивность организма в патологии. 219. 

Киев, 1974.
5. Плаксин А. И. и др. Антибиотики, 4. 363, 1974.
6. Плецитый Д. Ф., Аверьянова Л, Л. ЖМЭИ. 7. 51, 1975.
7. Шакарян Г. А. и др. Изв. АН АрмССР (биолог, науки), 16, 3, 1963.
8. Эберт Л. Я.. Нестеренко В. Г. В кн.: Химиотерапия бактериальных инфек­

ции. 176, М„ 1979.
9. Экземпляров О. Н. Антибиотики. 5, 425, 1965.

10. Patocha К Eolia mlcroblol.» /.¥. 6, 55. 1968.
11. Sterzt J. Riha I. Nature. Ж 5013, £58. 1965.
12. Tuchkov .4$., Slavcheva E. Arch. Scl. med., /26՛, 43, 1971.

Поступило l.IV 1985г.

I
902
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ПЛЛЗМИДНЫЕ ФАКТОРЫ ПАТОГЕННОСТИ У
KLEBSIELLA ВЫДЕЛ ЕН НЫХ В АРМЯНСКОМ ССР

Н. Л1. АРУТЮНЯН. С. Т МН А НА КАНОВ

Армянский ордена Трудового Красного Знамени ИМИ эпидемиологии, вирусологии ж 
медицинской паразитология им А. Б. Алексаняна. Ереван

Ключевые слова: клебсиелла. энтеротоксиген.чость, адгезивность, гемолитическая 
активность,

В настоящее время возрос удельный вес Л՜, pneumoniae в инфекционной 
патологии человека. Клебсиеллы выделяются нс только у диарейны х 
больных [1. 2], но п из различных пищепродуктов [9]. Установлено, 
что клебсиеллы могуч продуцировать энтеротоксин [4], адгезины [8. 
9]. Однако отсутствуют сравнительные данные о биологических свой­
ствах клебсиелл, выделенных из различных источников, что и побудило 
нас провести настоящее исследование

Материал и методика Было изучено 442 культуры К. рпеииюшие. выделенные 
ю различных источников. Данные об обследованных группах и количестве исследо­
ванных культур » каждой группе приведены н таблице.

Плазмидные факторы (способность к синтезу энтеротоксина, антигенов адгезии, 
1.М0ЛПТНчсская активность) у всех 442-х культур определяли по их фенотипическому 
Ирояв.х’нню.

Энтсротоксипчтость определяли на лигированных отрезках тонкой кишки кроли­
ка [б], синтез аиппхгнов К.88, К99. \Чг в реакциях мнкроаплгатннации на стекле с 
моиос и ворота;։:ми против этих антигенов, антигены СЕА1. СЁАИ—в реакциях Д-манио- 
зо-резнстешной гемагглютинации на стекле с эритроцитами человека и крупного ро­
гатого скота г предварительным выращиванием культур на специально разработанной 
вами среде [5]. Гемолитическую активность исследовали согласно существующим 
методическим рекомендациям [3].

Результаты к обсуждение. Из 442-х культур А'. рпеииюп1се ՝■ 270-ти 
(61,1 ±2,3%) штаммов были найдены различные плазмидные факторы 
патогенности как в моносостоянии. так и в самых различных сочетани­
ях, у 156-ти (39,9±2,3%) штаммов не выявлено способности к продук­
ции энтеротоксина, адгезинов и гемолитической активности

Как видно из приведенных в таблице данных, у культур, выделен­
ных от инфекционных больных, значительно чаше выявлялись плазмид- 
пые факторы патогенности—66,4 ±4,3%. Весьма значительным оказал­
ся процент выявления этих факторов у штаммов клебсиелл, выделен­
ных от детей с вторичным кишечным синдромом из соматических отде­
лений больниц г. Еревана. Причем у этих детей довольно часто выявля­
лись культуры, способные к одновременной продукции энтеротоксина, 
адгезинов и гемолизинов или энтеротоксина в адгезинов, г. с. сочста-
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Плазмндныс факторы патогенности у культур хлебсиелл, выделенных ил различных источников

Обследованная 
группа

Ко
ли

че
ст

во
 ис

­
сл

ед
ов

ан
ны

х 
ку

ль
ту

р

Выяпле Н1 ые плазмиды патогенности и их сочетания

Еп։-гЛ(11։4֊Н1у Еп!+Л(1Ь Еп1+Н1у Л<11։ - Н1т Еп1 лай Н1у

абс.

0

абс. % абс. % абс. % абс. % абс- % абс. % абс. % %

Больные дети из ин­
фекционок больницы 122 18 14 8+3.2 4 3.3+1.б 7 5.7+2.1 13 10.7+2.8 3 2.4+1.4 31 25.4+3-9 5 4.1+1.8 41 33.6д:4.3

Больные дети из со­
матических отделений 208 13 б.2*1,7 7 3.4+1.3 3 1.4+0.8 15 7.3+1.8 4 1.9*0.9 63 30.3+3.2 20 9.6*2.0 83 39.9+3.4

Здоровые дети 24 — — — — — — — — — —
т 12.5+6.7 — — 21 87.5+6.7

Пробы молочных про­
дуктов 31 2 3 1 5 — 7 1 12

Пробы мясных про­
лу к топ 27 5 2 — 7 — б 7

Пробы опошей 30 4 3 1 5 — б 3 8

Примечание: Е(Н—синтез штаммом энтеротоксина; АЛ։ наличие антигенов адгезии (суммарно); Н1у - гемолитическая активность; 
О — отсутствие плазмидных факторов патогенности,



кия, наиболее полно обеспечивающие патогенные свойства бактери­
альной клетки.

В то же время из 26-ти культур клебсиелл, выделенных от здоро­
вых детей, у 23 (88,5 ±6.2 %) не были найдены плазмиды патогенности, 
лишь у 3 штаммов (11,5±6,2%) были выявлены адгезнны (Р<0,0001).

Порученные данные показывают, что культуры, выделенные от де­
тей. больных диареями, и практически здоровых детей, нс имевших в 
анамнезе диарей, по носительству плазмидных факторов весьма четко 
отличаются друг от друга, т. е биологические свойства штамма в пер­
вую очередь зависят от источника выделения.

Изучение, плазмидных факторов патогенности у штаммов, выделен­
ных но внешнем среде (пробы молочных и мясных продуктов, овощей), 
юказало. что эти пнщепродукты могут служить факторами передачи 
(леиеиеллезной инфекции. Так. из шроб молочных и мясных продук­

тов и проб овощей были выделены культуры с различными сочетания­
ми плазмид-Ent • 4-ADh+ |-llly + , Ent- -Adh н некоторыми другими 
т е. штаммы, которые могут служить этиологическими агентами в воз­
никновении диаренных заболеваний, выделяются при острых кишечных 
заболеваниях и нс обнаруживаются у здоровых детей.
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Г>ЬФЬРИ8*ЪЬР РЕФЕРАТЫ

Биолог, ж. Армении, г. 39. X* 10. с. 908. 1986 УДК 632,95:575,2,24:502.719

ОЦЕНКА ИСХОДОВ БЕРЕМЕННОСТИ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ 
МУТАГЕННОСТИ ФАКТОРОВ ЭЛЕКТРОЛАМПОВОГО

ПРОИЗВОДСТВА

Э. Р. ТУМАНИН. Г. С. ШИРИНЯН. Р. Л1. АРУТЮНЯН 
Ереванский государственный университет, проблемная 

лаборатория цитогенетики

Изучено влияние профессиональных вредностей на исходы беременно­
стей работниц и жен работников двух подразделений электролампово­
го производства (ЭЛП) люминесцентного и натриевого.

Данные получены методом опроса. Группы составлялись в зави­
симости от того, кто контактировал с вредностями работник или ра­
ботница; при этом учитывались профессия и стаж работы на данном 
предприятии.

Показана и большая частота самопроизвольных абортов (СА) у 
работниц указанных подразделений ЭЛП по сравнению с контрольной 
группой женщин (с пехнмнческого производства того же возраста).

Сравнение исходов беременностей у жен работников указанных под­
разделений ЭЛП с исходами беременностей жен работников контроль­
ного производства показало, что частота СА R этих группах также вы­
ше. чем в контроле, что косвенно подтверждает мутагенность загрязни­
телей производства.

Возможно, данные учета аномалий беременностей методом опроса 
работников об исходах беременностей их жен значительно занижены 
по сравнению с результатами опроса работниц.

На основании полученных данных можно сделать вывод об опре­
деленном повышении частоты самопроизвольных абортов у работниц 
и жен работников названных подразделений ЭЛП.

2 с., библногр. 5 назв.
Поступило 21.V 1986 г-

Полпый гекс: статьи депонирован в ВИНИТИ, 5728—В8ь, 12.\'П1 1986 г.
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Биолог, л. Армении, т. 39. № Ю, с 909, 1986 УДК 3?:.2Л 533.16

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ МУТАГЕННОЙ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
НЕКОТОРЫХ РЕГУЛЯТОРОВ РОСТА И ХИМИЧЕСКИХ

МУТАГЕНОВ

С Г МИКАЕЛЯН С Н. МАРТИРОСЯН. А И ГАСПАРЯН. .4. .4 БАГДАСАРЯН

Ереванский Государственный университет, проблемная лаборатория цитогенетики

Сделана попытка определит։, степень мутагенности некоторых регуля­
торов роста и химических мутагенов у ячменя с использованием теста 
хлорофилльных мутаций и у скерды зеленой по хромосомным перестрой 
кам. Изучали действие регуляторов роста А-1 и изина 10,001-, 0,0025-, 
0,005-, 0,01 , 0,1%-ного), а также мутагенов этиленимина (0.02% пого) 
и азида натрия (0.001 М при pH 3)

Показано. что А-1 и нвнн обладают мутагенной активностью, так 
как виду пируют хромосомные перестройки 1 количестве, превышающем 
контре, ьвые показатели.

Эгвленимин и азид натрия вызывают высокую частоту хлорофилль­
ных мутаций. Между тем при анализе растений М2, обработанных ре 
гуляторами роста растений ивнпем и А-1. хлорофилльные мутации не 
наблюдаются.

7 с, табл. 3. бнблногр 9 пазе
Поступило 22. V 1986 г.

Полнил текст статьи депонирован н ВИНИТИ, 5733 В86. 12.У111 1986 г.

Биолог ж. Армении, т 39, № 10. с. 909—910. 1986 УДК 613.63:616— 003.215

ДЕЙСТВИЕ ДЕСМЕДИФАМА И ФЕНМЕДИФАМА 
НА ПЕРИФЕРИЧЕСКУЮ КРОВЬ КРЫС

А. 7 ТЕР-АЕЕТИСЯ Н. К. X. АПОЯН. Я. 3. ХАНБАБЯН

Институт общей гигиены и лроф. заболеваний нм. И 5. Акопяна, г Ереван

Общеизвестно, что воздействие пестицидов на женский организм в пе­
риод беременности может привести к нежелательным последствиям для 
развивающегося плода и потомства.

Целью настоящей работы явилось исследование периферической 
крови беременных и небеременпых крыс после 20-дневного воздействия 
десмедифамом и фенмедифамо.м.

Эксперименты были проведены на 93—беременных, 46—нсберемсн- 
ных и 30 интактных крысах, разделенных на 4—5 групп в зависимо­
сти от применяемого гербицида и его дозы.

Результаты исследований показали, что общие закономерности 
реакции системы крови на воздействие десмсдифама и фенмсдифама у 
изученных крыс нс однотипны. Выявлено также, что характер клеточ-
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пых сдвигов в крови шодопытных животных меняется в зависимости от 
дозы. В то же время периферическая кровь беременных крыс на воз­
действие указанных гербицидов оказалась более чувствительной, чем. 
кровь небеременных животных.

Подводя итоги проведенных опытов, можно заключить, что изучен­
ные гербициды вызывают определенные нарушения в клеточном равно­
весии органов кроветворения, соответствующим образом отражающие­
ся на картине периферической крови.

10 с., табл. 4, библиогр. 5 наза.

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ, 5734—В86, 12.УП1 1986 г.

Поступило 13.11 1985 г.

Биолог, ж. Армении, т. 39. № 10. с 910, 1986 УДК 617-089.5:578.088.91:577Х

ВЛИЯНИЕ КЕТАМИНА НА ВОЗБУДИМОСТЬ И 
ПРОТИВОГРАДИЕНТНЫй ВЫХОД ИОНОВ 

НАТРИЯ ИЗ КЛЕТОК

И. С. БАКУН Ц. Т. ТА КБ НА КА. Л!. А СУЛЕИ МАНЯ Н. А. А. САГИ ЯН. 
С. С. ДАДАЛИ Н, С. Н. АЙРАПЕТЯН

Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР, г. Ереван

Исследовалось влияние диссоциативного анестетика кетамина на спон­
танную активность, вольт-амперные характеристики мембраны нейрона, 
виноградной улитки, а также на оуабаин чувствительный и оуабаин-не- 
чувствительный компоненты противограднентного выхода ионов 22\а 
из клеток. Под действием 10 4 М кетамина наблюдалось увеличение 
межпачковой гиперполяризации и понижение возбудимости вплоть до 
полного подавления спонтанной активности нейрона, а также увеличе­
ние скорости выхода ионов 22Х'а из клеток. Отмечалось увеличение 
отрицательного сопротивления мембраны. В условиях бескалиевого 
раствора, содержащего 10՜4 М оуабаина. под действием кетамина ско­
рость выхода ионов --'Ха подавлялась. Активация кетамином оуабанн- 
чувствнтельного и подавление оуабанн-нечувствительного компонентов 
противограднентного выхода ионов натрия из клеток играет важную 
роль в механизме влияния этого анестетика на возбудимость нейро­
нальной мембраны. ,

20 с., пл., библиогр. 17 нале.

Полный текст статьи депонировал п ВИНИТИ, 7015—В86, 4.Х 1986 г.
Поступило 24.У1 1985 г.
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Гмл’.'н.г. .к. Армении. т 39, № 10. с. 911—912. 1986 УДК 631.465

РЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ ПОЧВ В 
ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПРИРОДЫ их кислотности 

и основности

С. А. АБРАМЯН

Институт почвоведения и агрохимии ГосагрЬпроМа Армянской ССР. Ереван

Исследования проводились на различных типах ненасыщенных и на­
сыщенных основаниями почв: горно-луговая дерновая, краснозем, тер- 
ново-подзол исгая, чернозем выщелоченный, каштановая, бурая полу- 

.иустьшная, орошаемая лугово-бурая, пойменно-луговая, содовый соло- 
нец-солончак н его мелиорированный вариант

Установлено, что уровень ферментативной активности почв регули­
руется з зависимости от степени и природы их кислотности и основно­
сти. Показано, что среди ненасыщенных основаниями почв горно-луго­
вые н красноземы, имеющие почти одинаковые pH и содержание гуму­
са, существенно отличаются по активности ферментов. В горно-луго­
вых почвах кислотность в основном обусловлена нонами водорода, со­
ставляющими до 95% обменной кислотности, поэтому в них активность 
ферментов значительно выше. Дерново-подзолистые почвы и краснозе­
мы обладают низкой биологической актив։.остып. Активность ферментов, 
в частности оксидоредуктаз, в этих почвах сильно подав .енз. что об­
условлено природой их кислотности. В .остане обменных катионов 
красноземов и дерново-подзолистых почв доминирует алюминий, кото­
рый часто составляет от 60 до 90% от их суммы. Высокое содержание 
обменного алюминия в этих почвах оказывает подавляющее действие 
на активность ферментов.

Выявлено, что уровень ферментативной активности насыщенных 
основаниями почв зависит от природы их основности, обусловленной 
соотношением обменных оснований в почвенном поглощающем ком­
плексе. Черноземы, каштановые, орошаемые лугово-бурые и пойменно- 
луговые почвы обладают сравнительно высокой ферментативной актив­
ностью, что обусловлено благоприятным соотношением обменных осно­
ваний: кальций—60—80% от суммы, магний—10—30, калий—3—8, пат 
рий- -до 5%. С увеличением обменного натрия и основности, связанной 
с натрием и калием, активность ферментов в пойменно-луговых и бурых 
полупустынных почвах закономерно снижается. В солонце-солончаке, 
где обменный натрий составляет до 80%. основность на 90% обусловле­
на натрием, активность ферментов сильно подавлена, а некоторых—не 
обнаруживается.

На основании проведенных исследований предложены градации 
уровня биологической активности почв по активности инвертазы, с уче­
том обменных алюминия и натрия.

Нейтрализация кислотности, обусловленной алюминием, известко­
ванием. н основности, вызванной натрием, химической мелиорацией, со-
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здает благоприятные условия для регуляции иммобилизации ферментов 
и их действия, приводящего к высокой биологической активности и 
плодородию.

Таким образом, кислотность и основность, их природа являются 
важными факторами, регулирующими уровень ферментативной актив,- 
ности почв.

22 с., бнблиогр. 21 нэзв.
Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ, 5731—В86, Г2.У111 1986 г.

Поступило 27. V 1986 г.

Биолог, ж. Армении, т. 39. № 10, с. 912—913, 198։» УДК 581.192

ДИНАМИКА АЗОТСОДЕРЖАЩИХ СОЕДИНЕНИИ 
В ЛИСТЬЯХ ТОМАТОВ

А. Г. АВАКЯН. Е. О. ТАРОСОВЛ. С. В. АВЕТИСЯН. А. X. АГАДЖАНЯН 
Республиканская селекционно-семеноводческая сгакпия овощных и бахчевых культур» ՝ 

Госагронрома Армянской ССР. пос Дараксрт
Ереванский государственный уннверешет. кафедра биохимии и проблем ■■ ля 

лаборатория сравнительной а эволюционной биохимии

Изучение состава и содержания азотсодержащих соединений в органах 
растений имеет определенное научное и практическое значение.

Установлено, что содержание азотистых веществ в листьях тома­
тов в процессе плодоношения растений непостоянно. Максимальных 
значении оно достигает в более ранние периоды развития растений. а֊ 
с прохождением отдельных сроков плодоношения снижается

Содержание азота в нерастворимой фракции почти в 10 раз выше, 
чем в растворимой.

В сниртррастворимой фракции определялась аминогруппа до и по­
сле гидролиза экстрактов, в спиртоперастворймдй фракции аминный 
азот Азот экстрагируемой фракции представлен в основном аминной 
формой. Высокий уровень ее отмечался в ранние периоды плодоноше­
ния, с возрастом растений количество общего и аминного азота в лис­
тьях падает.

Основными аминокислотами в листьях томатов являлись ГАМК, 
Глу. Леи-Илей и Тир. В процессе плодоношения состав и содержание 
аминокислот меняются. Высокое содержание их сппрторастворимой и 
спнртонерастворнмой фракций отмечено в первые два периода, что 
снизано с интенсивным синтезом их и поступлением из корневой систе­
мы. При массовом плодоношении (111 период) содержание аминокислот 
уменьшается в связи с усилением расхода их па формирование урожая 
и созревание семян. В конце вегетации (IV период) оно несколько по­
вышается, что объясняется превалированием гидролитических процес­
сов над синтетическими.

Итак, в процессе плодоношения томатов происходят сдвиги в мета­
болизме азотсодержащих соединений в листьях, что, вероятно, обуслов­
лено сортовыми особенностями. Процесс плодоношения растений со- 
СЮ



прбвождаётся глубокими физиолого-биохимическими изменениями в вс 
гета։пвныч органах, в частности, в листьях.

с. II, ил 3. бвблиогр. 5 иазв.
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ДЕСТРУКЦИЯ РЕЗИНОТЕХНИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 
ТЕРМОФИЛЕН Ы М И ГРИБАМИ

3. С. САФАРЯН. Р. А. ПЕТРОСЯН

Институт мпкробно.тл ин АН Армянской ССР. г. Абовян

Повреждение полимерных материалов особенно интенсивно происхо­
дит под воздействием микроскопических грибов в почве в условиях вы­
соких температур и влажности. Постоянным компонентом почвенного 
.мнкоценоза являются термофильные грибы. Однако рол։, этих грибов 
в процессах деструкции полимерных материалов изучена недостаточно

Нами исследовалась деструкция резинотехнического материала на 
основе натрий-бутадиенового каучука, полиизобутнлена и хлопчатобу­
мажной ткани, инкубированного в течение -15 суток во влажной почве 
при температуре 48°.

Степень деструкции материала оценивали физико-химическими 
методами, а обрастае.мость—по содержанию белка на его поверхности.

С поверхности инкубированного в почве резинотехнического мате 
риала выделены и идентифицированы культуры термофильных грибов 
Humlcola grisea, ННМН.А, шт. 8505.Huniicola la/iuein ■,%/. НИМИ A, 
шт. 8506, Olpitrichum species, ИНМИА. шт. 85 11.

Проверка антагонистических свойств этих термофильных грибов 
.методом агаровых блоков показала, что штаммы рода Hinnicola не 
антагонистичны и хорошо развиваются при совместном культивирова­
нии. Штамм OlpUr ic.hu т v/jec/ex при культивировании с обоими штам­
мами рода Huniicola подавляет их рост.

Для конкретизации роли выделенных термофильных грибов в щст- 
руклнн резинотехнического материала испытание последнего проводи­
ли в стерильной почве и минеральной среде, зараженной чистыми куль­
турами Hutnicola grisea 850?, i hunirala lanuginosa 8506, их мссью. 
ОI pit richuni species 8511, при температуре 48°.

Для исключения влияния абиогенных факторов (почва, высокие 
температура и влажность) на процессы повреждения материала испы­
тание образной материала проводили также в стерильной почве и 
незаряженной минеральной среде при температуре 48°.

Полученные данные сравнивали с показателями обрастаемостн и 
повреждаемости материала, инкубированного в не фостсрнлизованной 
почве.
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Установлено, что интенсивность обрастания резинотехнического 
материала культурой Olpitrichum species 8511 одинакова в про! 
стерилизованной почве и минеральной среде. Своей агрессивностью к 
материалу эти грибы значительно превосходят штаммы рода llumicola.

Под воздействием Olpitrichum species происходят структурные 
и химические превращения резинотехнического материала, связанные 
с окислительной деструкцией. В результате этого физико-механиче­
ские характеристики материала ухудшаются и происходит миграция 
антиоксиданта.

Аналогичные изменения, претерпеваемые материалом и а непросте- 
рилизоваиной почве, являющейся источником выделения Olpiirichtttn 
species 8511, свидетельствуют об основной роли этого гриба в его по­
вреждении.

Абиогенные факторы (почва, высокие температура и влажность) 
не являются агентами, повреждающими резинотехнический материал.

13 с., табл. 3, рис I, библиогр. 15 назв.
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