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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Одним из наиболее популярных объектов 
современной генетики являются дрожжи Saccharomycea cerevisiae. 
Интерес к этому объекту обусловлен тем, что дрожжи - легко куль­
тивируемые генетически маркированные - одноклеточные эукариоты. 
Многие выводы, сделанные на основании генетического изучения 
дрожжей, можно экстраполировать на высшие эукариоты, кроме то­
го дрожжи широко используются в микробиологической промышлен­
ности.

Дрожжи могут быть использованы как генетическая модель 
процесса образования зиготы. Механизм образования зиготы, в 
частности процесс кариогамии у дрожжей-сахаромицетов и других 
эукариот, до конца не выяснен. Слабая изученность кариогамии 
связана с отсутствием мутантов, у которых маркированы разные 
этапы слияния ядер. Показано, что у дрожжей вследствие наруше­
ния процесса кариогамии наряду с обычными диплоидными зиготами 
образуются гетерокариотичные зиготы, при сегрегации которых 
появляются цитодуктанты - одноядерные гаплоиды с цитоплазмой 
смешанного происхождения. Поэтому критерием нарушения процесса 
кариогамии можно считать повышение частоты цитодукции. Таким 
образом получение мутантов, способных к цитодукции с повышенной 
частотой, позволит генетически изучить процесс образования зи­
гот у дрожжей.

Цель и задачи исследования. Цель диссертационной работы 
заключалась в изучении генетического контроля цитодукции. Это 
требовало создания и характеристики коллекции мутантов, повы- 
шающих частоту цитодукции. В связи с поставленной целью в за­
дачи экспериментальной работы входило:

1. Получение мутантов с повышенной частотой цитодукции
(Hfc+).

2. Фенотипическая и генотипическая характеристика полу­
ченных мутантов (характеристика частоты цитодукции у мутантов 
Hfc+, учет ослабления комплементации по селективным маркерам, 
установление доминантности-рецессивности полученных мутаций, 
анализ сцепления мутаций Hfc+ с центромером и другими маркера­
ми родительских штаммов, анализ аллелизма мутантов Hfc+).
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3. Выявление связи цитодукции с другими клеточными про­
цессами (влияние мутаций по клеточному циклу на частоту цито­
дукции, связь цитодукции с изменениями в аппарате трансляции).

Научная новизна. Впервые получены мутанты Hfc+ темпе­
ратурочувствительные ПО жизнеспособности И не аллельные cdc 
мутантам. При создании коллекции мутантов впервые показано, 
что частота возникновения мутантов Hfc+ достоверно не отли­
чается у штаммов а- и a-типа спаривания, т.е. состояние МАТ 
локуса не влияет на частоту возникновения мутантов, способных 
к цитодукции с повышенной частотой. Разработана система для 
массового анализа доминантно-рецессивных отношений у мутантов 
Hfc+, основанная на способности штаммов а-типа спаривания 
скрещиваться (с низкой частотой) между собой. Изучена способ­
ность мутаций по клеточному циклу (cdc) повышать частоту ци­
тодукции. Впервые показано, что частоту цитодукции повышают 
мутации cdc, изменяющие синтез хромосомной ДНК. Показано 
влияние источника углерода на эффективность доминантных нон­
сенс-супрессоров (S L T ), установлена способность мутаций SLT 
супрессировать нонсенс (УАА) на среде с неферментируемыми 
источниками углерода при рестриктивной температуре (30 °С). 
Впервые показано влияние изменений в аппарате трансляции на 
частоту цитодукции и мутаций Hfc+ на фенотипическую супрессию 
нонсенсов на средах без глюкозы.

Практическая ценность. Разработанная нами методика позво­
ляет проводить массовой отбор мутантов Hfc+, температурочув­
ствительных по жизнеспособности, и анализировать их доминантно­
рецессивные отношения. Полученные мутанты могут быть использо­
ваны для изучения процессов кариогамии и клеточного цикла дрож­
жей; для получения дополненных и замещенных по отдельным хромо­
сомам линий дрожжей; для переноса внехромосомных детерминант; 
для конструирования штаммов с заданными геномами и плазмонами.

Апробация работы. Результаты исследований, представленные 
в данной работе, докладывались на VIII Всесоюзном симпозиуме 
"Структура и функции клеточного ядра" (Пущино, май 1984 г.), 
конференции молодых ученых "Актуальные вопросы современной 
биологии" (Ленинград, апрель 1985 г.), X Международном специа- 
лизированном симпозиуме по генетике и молекулярной биологии 
дрожжей (Варна, НРБ, ноябрь 1985 г.), а также на научных семи-



нарах лаборатории физиологической генетики БиНИИ ЛГУ, отдела 
цитофизиологии и клеточной инженерии Института ботаники им.
Н.Г. Холодного АН УССР.

Публикации. Основные результаты диссертации опубликованы 
в 3 печатных работах.

Структура и объем работы. Диссертация изложена на 149 
страницах машинописного текста, состоит из введения, 6 глав, 
выводов и списка литературы, включающего 207 наименований; 
содержит 20 таблиц и 19 рисунков.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Обзор литературы посвящен генетическому контролю жизнен­
ного цикла дрожжей-сахаромицетов и состоит из трех частей. В 
первой части приводятся сведения о клеточном цикле дрожжей-са­
харомицетов: описаны основные события клеточного цикла; рассмо­
трены мутации по клеточному циклу (c d c ); приведена карта кле­
точного цикла и обсуждена концепция старта - основополагающего 
момента клеточного цикла. Во второй части обзора литературы 
рассматриваются основные данные о мейозе и споруляции у дрож­
жей: условия вступления клетки дрожжей в споруляцию; последо­
вательность событий во время мейоза; генетический контроль 
мейоза и образование аскоспор у дрожжей-сахаромицетов; генети­
ческие аспекты различных путей мейоза. Третья часть посвящена 
процессу спаривания у дрожжей-сахаромицетов: описаны типы спа­
ривания у дрожжей, а -, а- и а/а  - контролируемые циклы; приве­
дены данные о возможных механизмах слияния клеток (цитогамии) 
и ядер (кариогамии), о генетическом контроле кариогамии у 
дрожхей-сахаромицетов и плейотропном эффекте некоторых мута­
ций на кариогамию. В заключение рассмотрены взаимосвязь всех 
процессов жизненного цикла дрожжей-сахаромицетов и принципы 
создания селективных систем цитодукции. Приведенные данные по- 
называют, что наиболее слабо изученным в генетическом плане 
является процесс кариогамии, что и является обоснованием акту­
альности проделанной наш экспериментальной работы.

Материал и методы. 
Штаммы. В работе использованы штаммы Петергофских генети­

ческих линий дрожжей Saccharomyces cerevisiae И Берклейской



коллекции (США).
Среды. Использованы среды: полная - Y A P D , минимальная - 

M, а такие СП и АЛК (отличаются от YAPD и M, соответственно, 
тем, что содержат вместо глюкозы 2% этанола), ААК - среда о а- 
аминоалициновой кислотой (Chattoe at al., 1979). При необхо­
димости в М, АЛК и ААК добавляли аминокислоты и азотистые ос­
нования, в которых нуждались ауксотрофные штаммы.

Методы. В экспериментах использованы стандартные методики 
частной генетики дрожжей (Захаров и др., 1984; Инге-Вечтомов,

Селективные оиотамы иитолукиии. В работе применен принцип 
селекции цитодуктантов, основанный на использовании в качестве 
селективных маркеров рибооомных супрессоров eupi и аира (Инге - 
Вечтомов, Карпова, 1984). Селекции хщтодуктантов осуществляли 
ь системе из двух штеммов противоположного типа спаривания - 
донора и реципиента Цитоплазмы. В качестве реципиента исполь­
зовали дыхатель но-XIекоша тантныв штаммы, маркировашшё вирв и 
оупрэсеируешми рецессивными супрессораш нонсенсами hi*7-i и 
•а» 1 -6 (УАА) или hia 7-і и acie і-ід (УГА). Донор марісирова- 
ри теми ке нонсенсами »4« i-б ( а<хе і-іл), his7-i и дополни­
тельными маркерами ауксотрос&ности (табл.І). Среда, селективная 
дня цитодуктантов, Содержала этанол в качестве источника угле­
рода и все необходимые для роста реципиента метаболиты за иск­
лючением глюкозы. ІЦ такой среде вырастали только колонии цито- 
дуктактов. В таблД представлены использованные системы селек­
ции цитодуктантов.

Индукцию  и отбор мутантов, способных к цитодукции с повы­
шенной частотой ( нтв+ ), проводили на штаммах-донорах цитоплаз­
мы (Карпова, 1984) используя метод отпечатков. Индуцировали му­
тации Уф-светом в дрэе 300 Дж/м~. Отдельные колоши, выросшие 
на матричной чашке (по 200 колоний на чашку), печатали на га- 
аон реципиента (10® клврск), предварительно нанесенный на тлвь. 
Чб*вз двое суток скрещиваше перепечатывали на среды, селектив­
ные для цитодуктантов, С латричных чашек отбирали колонии доно­
ра, на ртдечатках ко1 pei- возникало повышенное количество цито­
дуктантов. Эти колонии развевали иотощащрм штрихом, затем про­
верили цо 4 клона иа рцесева каждой колошш в качеств.дном тес­
те на ыитодушщю.



Та&гі/Да I

СелеКТНЕІШе СИСТ0Ш їр'ЛбДуКЩШ

Си-
сте
ма

Йташн Генотип

I. ДІ:?А-І7І92 RAT* &de1-6 hl*7~1 met AT
Др: ауЮ-?А-4И92) 
' ay2C-7A-iil92J'

MAT* aU*>1~6 ЬіаТ-1 icet At aupl

Д3:12E-E39S0 МАТа ade1-l4 hi«7-1 lye2-А 1#
Д4:29В-П2156 MATa adet~l4 his7 -1 met Al
Д3:А364А MATa adel ade2 ural his7 lyi»2 tyr1 ДО.І1
Р :І-ауІВ-ЗІВ- MAT<*[rko~] adel-6 hi*7~l sup2

П3585 thrfc-B15 l*u2-i

2. Д1:60Е-П3990 MAT* &de1~l4 hie7-1 met Al thr4~B15
Д2:54Б-41315 MATei ad# 1-6 kis6-B25 Іу&2-А>8

B15 l*u2~i
Д3 -Л28-23-П3982 MAT* adel-14 his7-1 І^й2«*87 leu2 -1

til** -515
Д4:9-ИЗо63 MAT* ad«1-6 met Al
Д5:48-П3663 MAT* adet-6 hie7 -1 Iys2-Al2 l*b2~2
Д3:65-П3663 RAT* ado І -6 Iys2-A12 lou2-2
Р :̂ ГЗ-нкл1-ау16- 

31В-П3585*
MATa [rbo~] add 1-6 his? - 1  skp2 hie*f~B26

thr4-B15 l*u2- 1

3. Д :90- D201 MAT* phe A10 ade2~l44* 791 Ьів?~1 
ly»9-A2i ieu2-3# 112

Р : j " І - О З Ю MAt*£rhe"3 ade2-l44t 791 hie7 -1 7.yft2-A21
thr4-B1 $ Ae«2-3, IIS eop2

Примечание: Д. - донор цитоплазмы, Р.реципиент цито­
плазмы.

* - получен М.В.Репнёвской в результате переклстения 
типа спаривания ы. на а у реципиента 1-ау16-31В~П358о.



Опенка частоты питоцукшм. Точную оценку частоты цитодук­
ции давал количественный тест на цитодукцию, который заключал­
ся в следующем: отдельные колонии донора и реципиента смешива­
ли в калле воды на у а р в  , инкубировали 4,5 часа ш ш  сутки, 
смывали клетки и . рассе.вали суспензию на селективные среды. 
Частоту цитодукции рассчитывали, как отношение числа колоний 
цитодуктантов, выросших на среде, селективной для цктодуктан- 
тов, к числу*колоний на среде, селект 'чной .для гибридов и ци­
тодуктантов. Для сравнения мутантов по эффективности цитодук­
ции использовали качественный тест на цитодукцюо (Инге-Вечто- 
мов, Карпова, 1984). В качественном тесте по количеству коло­
ний цитодуктантов, вырастающих на перекрестьях донора и реци­
пиента, приблизительно оценивали частоту цитодукции для дан­
ной пары донора и реципиента.

Селективность системы оценивали по тому какую часть ко­
лоний на перекрестьях составляют цитодуктактн. Для этого коло­
нии с перекрестий рассевали истощающим штрихом на уарр . Из 
каждого рассева испытывали 4-8 клонов на серии селективных 
сред, СП и в тесте на копуляцию.

Тест на доминантность проводили в .двух вариантах; для му­
тантов нгс* а- и ©с-типа спаривания. При проведении теста на 
доминантность штаммов а-типа спаривания исходный штамм и его 
мутанты наго* гибридазовали с тестернш гаплоидом ©с-типа 
спаривания. У гибридов, гетерозиготных по нутации, приводящей 
к повышенной способности к цитодукции, индуцировали УФ-светом 
(50 Дж/м2) гомозиготизацию по локусу типа спаривания. Получен­
ные сегреганты а-типа спаривания проверяли в качественном тес­
те на цитодукцию, сравнивая с исходным штаммом и сегрегантами 
а-типа спаривания гибрида исходного штамма с тестером.

При проведении теста на доминантность штаммов ©с-типа 
спаривания гибридазовали исходный штамм и полученные из него 
мутанты нагс* с тестером ©с-типа спаривания, индуцируя гибри­
дизацию УФ-светом (75 Дж.ЛА. Среда возникавших гибридов были 
некопулирующие и ©с-копулирующие. Отбирали гибриды ©с-типа 
спаривания для посте ловки качественного теста. Сравнивали коли­
чество колоний цитодуктантов, выросших на перекрестьях реципи­
ентов и

а) -©(-копулирующих гибридов из скрещивания с мутантомнгс|



б)-оС-копутпфуюдо гибридов из скрещивания С ИСХОДНЫМ 
штаммом,

в)- мутанта нгс*,
г)- исходного штамма.
Картирование мутадий проводили на основании тетрадного 

анализа, а также дестабилизации хромосом в штаммах е±г+ , ге­
терозиготных по интегрированной плазмиде с 2 мкм ДНК. Для Кар­
тирования использовали тестеры сіг° со встроенной в равные 
хромосомы (I, П, 111, 17, 7, УЛ, IX, XII, ХУ) плазмидой с 2 шея 
ДНК, созданные в лаборатории И.Л.Захарова (ЛИ®) „ Штамм, мар­
кированный мутацией нгс , скрещивали с набором тестеров. 
Гибридные колонии суспендировали и рассевали на т а р © , затем 
перепечатывали на М. О локализацииМутации в определенной хро­
мосоме судили по выходу в гемизиготу картируемой, мутации у ко­
лоний, потерявших плазмиду (Булат и др., 1983).

Статистическую обработку результатов проводили стандарт­
ными биометрическими методами (Глотов и др., 1982).

Результаты и их обсуждение 
I* Получение и Фенотипическая характеристика мутантов нго+. 

Отбор мутантов с повышенной частотой цитодукщд вели на штам­
мах-до норах а- и о<-типа спаривания. Создана коллекция из 92 му­
тантов с повышенной частотой цитодукции, среда них 13 темпера­
турочувствительных по жизнеспособности. На 6 штаммах-донорах 
а-типа спаривания - 7А-ПІ92,. ауІ0-7А-ІШ2» ау20-7А-ПІ92, 29В- 
Д2Ї56, 42Б-ІІ3990, аЮ-90- »201 - отобрано 80 мутантов итс+.
На 5 штаммах-донорах . и -типа спаривания - 60Б-П399О, Л28-2В- 
П3982, 9-П3663, 65-113663 - 12 мутантов нгс* (табл.2). Проведе­
но сравнение частоты возникновения мутантов нго+ у штаммов а- 
и <̂ -типа спаривашія по непараметрическому критерию Вядкоксона- 
Манна-Уктни. Частота возникновения мутантов нг с* у штаммов а- 
и о<-типа.спаривания достоверно не отличалась и составляла (0,8- 
7 , 1 ) для штаммоЕ а-типа спаривания и (0*2-2,9) для 
штаммов оС-типа спаривания. Таким образом показано, что. аллель 
локуса типа спаривания не влияет на частоту возникновения му­
тантов нгс* Все полученные. мутанты были охарактеризованы в 
качественном тесте на цитодукцию. В зависимости от количества 
цитодуктантов на перекрестьях мутанты разбили на 4 группы и
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присвоили им условны]! ранг. Из каждой ранговой группы брали 
по несколько мутантов и анализировали у них частоту цитодук-* 
пии (табл.З).

Таблица 2
Отбор мутантов нгс*

Штамм Тип Исследокшо колоний Частота возникнем 
вения мутантов
НГе+ X І0-3рива- 

НИЯ.
Всего Мутантов

ВГа*

7А.-Щ92 7599 26(13)*
XX

3,4±0,6 (Х,7±0,4)
ау10-7А-Н192 15586 23 1,5±0,3
ау20-7Д-1П92 а 2525 18 7,1±1,7
аІО-90- »201 1249 I 0 у 8±018 ,<
" -.Лі «1
б с ц М Ш б 1361 4 2,Э±1.4
Л28«2В-П3382 І69І5 3 0,2±0,1
9-П3663 1594 I 0,6±0,5
48-П3663 1880 2 1Д±0,7
65-П3663 18-.5 2 1Д±0,7

Примечание: * - в скобках указано количество мутантов 
нгс^/тв/ среда мутантов нгс*.

- в скобках указана частота возникново: хя мутантов нfo,f/тs/.

Оказалось, что у Актантов, отнесенных к церцому рангу, 
частота цитодукции: Ц~60$, у мутантов, ртнерещдех ко второму 
рангу,- 6-10,9$, к третьему - 3-§,6$, к четвертому „ 1̂ 3,9$,
В целом у мутантов Мъ* чадтртд цитедущш составляла от 1,СЗ 
до 81,10$. У исходные удавов, которце быда ртцесдх-щ к ращу У, 
частота цитодукции составляла О,3г*0,2$, Оелективкая система 
г̂ ітодуїідии, примененная в работе чувствительна, т.к. позволяет 
выявить̂  мутантов незначительно повьщіаддос частоту цитодукции.

Д Ц  выявления ^ коллекции мутаций Тйпа к&р , вызывающих 
блок кариогамии, был проведен тест на ослаблениеі комплемента­
рии у гибридов, т.к. дач мутантов каг -тша характерно более 
позднее появление гибридов на селективной среде. В коллекции



Таблица 3
Частота цитодукции у походных штаммов и мутантов шгс*.

Штамп
Ранг
НГо*

Ослаб­
ление 
компле­
мента-* 
щ ш  *

Частота цито- 
дзтщии 

Св /а)

Селек- т\ 
тивность

7А-П192 5 — 0,33*0,06 0,8
ЦИТ1-7А-11192 1 + 40,49*0,63 0,8
ДИТ128-7А-Ш92 I - 15,29*1,07
цкт158-7А-Л192 I + 14,48*1,65 -
ЦИТ163-7А-П192 3 - 4,55+0,76 1,0
ЦИТ120-7А-П192 3 3,31*0,64 1.0
ЦИТ148-7А-П192 (*а) I + 39,73*0,69 1,0
ЩТ190-7А-П192 (*в) 3 - 2,97*0,13 0,9
ЦИТ118-7А-П192 (*в) 4’ - 1,39*0,27 1.0
ЦКТ160-7А-И192 (tв) 4 - 1,П±0,49 -
ЦИТ189-7А-П1Э2 (ьа) 4 - 1,51x0,10 1,0
ЦИТ202-7А-П192 (*в) 4 + 1,16*0,23 1,0
дит211-7А-Л1Э2 (tв) 4 - 1,03*0,22 -
42Б-П3990 5 - 1,08*0 ДО 0,7
1дат1-42В-а3390 I - 58,39*1,17 1.0
ЦИТ8-42Б-Л3990 I - 81,10*2,29 -
60Б-Д3990 4 - 2,28*0,06 1.0
цит7-60Б-Д3990 I - 16,31*2,42 1 -
дкт2-!50Б-П38Э0 3 - 3,33*0,23 1.0 .
ЦКТ9-50Б-П3990 3 - 5,51*0,53 -■
9-П3663 2 - 7,71*2,64 1,0
цит1-Э-П3663 I + 18,66*2,70 0,9
Л28-2В-П3082 4 - 2,02*0,05 1,0
дит2-Л28-2В-П3982 I - 20,90*2,87 1,0
цктЗ-Д28-2В-П3982 I - 12,87*0,54 -
цкт4-Д28-2В~Д3882 2 8,19*0,75 -

Примечания: х - шташы тестировали на ослабление компле­
ментации:

'4м - у гибридов, гетерозиготных по мутации нтс , наблю­
далось ослабление комплементации по селектйвиш маркерам,
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- ослабления комшгеиертащии не наблюдали. 
т  - ори вычислении селективности системы анализировали по 
8-14 колоний с селективной среда, в столбце указана доля ци- 
тодуктантов среди проанализированных колоний.
*** - в некоторых случаях селективность сиетемн не вычисляли.

были обнаружены мутанты кат--типа кая а- так и оС-типа спари­
вания (табл.З). Они принадлежали ко всем ранговым групцам. Та­
ким-. образом не выявлено взаимосвязи между частотой цитодукцил 
и ослаблением комплементации.

П. Генетический анализ мутантов иге* . Проведен анализ 
характера наследования признака нгс+ , сцепления, мутаций нтс 
с маркерами родительских штаммов и. центромером, доминантно­
рецессивных отношений между мутантами нтс+ .

Поскольку в тесте на доминантность сравнивали частоту ци- 
тодукции у диплоида и гаплоида, необходимо было выяснить, как 
уровень пловдности влияет на частоту цитодукции. При получении 
митотических сегрегантов а-типа спаривания происходила митоти­
ческая гомозиготизация МАТа, позтому выясняли, как тип спарива­
ния влияет на частоту цитодукции. При сравнении частоты цито­
дукции у гаплоидов и изогенных автодиплоидов установили, что 
частота цитодукции у диплбидов обоих типов спаривания в 4 раза 
ниже, чем у гаплоидов (табл.4). При качественном сравнении 
снижения частоты цитодукции у гаплоидов не зарегистрировало.

Таблица 4
Частота цитодукции у гаплоидов и автодиплоидов штаммов 
54Б-Ш15 (о*-типа спаривания) и 7А-Л192 (а-типа спаривания) 
в %

Штамм Уровень плоидности
п 2п

, 54Б-Д315 
7А-П19?

4,14*0,47
0,82*0,08

1,04*0,18
0,21*0,03
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У «(-копулирующих гибридов от скрещивания 60Б-Я3990 х 
Д28-2В-П3982 частота цитодукции была снижена по. сравнению с 
исходными гаплоидными штаммами (Табл.5).

Снижение частоты цитодукции у "</<<” гибридов не было от­
мечено при качественном сравнении частоты цитодукции.

Таблица 5
Частота цитодукции у штаммов оС-тнпа спаривания 
60Б-П3990 и Л28-2В-ПЗЭ82 и их гибридов

Штамм Частота цитодукции

60Б-П3990 2,28*0,06
Л28-2В-П3982 2,02+0,05
"па" гибрвд М 0,18*0,02
"dot" гибрвд JS2 0,10*0,01
t<d" гибрид М О 2,24*0.11
"««(el” гибрвд М 2 0,36*0,02

Примечаше; гибрвд Н С  гемизиготен по л-аллели МАТ ло- 
куса, о чем судили по появлению гибридов в скрещивании с «с- 
тестером; гибриды И, Ш, И 2  были гомозиготны по о1-аллели 
МАТ локуса, т.к. не давали гибридов с ««(-тестером.

Таким образом, увеличение уровня плоидности в сочетании 
с увеличением дозы Ш хромосомы вызывает понижение частоты ци­
тодукции .

Проведен анализ 19 мутантов а- и л-тила спаривания. Сре­
ди 12 мутантов а-типа спаривания выявлено 6 доминантных, 5 ре­
цессивных, I полудошгаантная мутация. При исследовании 7 мутан­
тов нго+ из штаммов «к-типа спаривания выявлены I доминантная, 
3 рецессивных и 3 полудоминантннх мутации. Отсутствие селектив­
ных для выделения гибридов маркеров не позволило поставить 
тест на аллелнзм по признаку н?с между рецессивными мутантами 
н*о+ .

Проведен анализ характера наследования признака нгс. В 
результате гибридологического ана;1за двух рецессивных мутантов 
установлено моногенное наследование признака ихо в обоих слу­
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чаях.
При создании коллекции мутантов нгс* были отобраны тем­

пературочувствительные по жизнеспособности мутанты НГо+/ТЗ/ . 
Выло установлено, что температурочувствительность мутантов 
Н£с+/Т8/ рецессивна. Тетрадный анализ показал,что температу­
рочувствительность 3 мутантов наследовалась моногенно. Откло­
нение от моногенного наследования у 5 мутантов объясняется на­
личием модификаторов. У трех мутантов с моногенным наследова­
нием (иге 202, м с  189, ъгс 190 ) температурочувстштэлыгость 
оказалась сцепленной с центромером (табл.б).

Таблица 6
Анализ сцепления С центромером Н£е*/Т$/ 202, НГо*/?3/ 189,

НГс^/ТЭ/ 190

Гибрид Маркеры Тиш тетрад
P E T

% o
2:4

ЦИТ189-7А-Щ92 х. te->UT 10 14 22 <0,05
18В-П3663 te-i-Eua* 13 II 19 <0,05

te-MET Al" 8 3 30 >0,05

ЦИТ1Э0-7А-П1Э2 х te-MAT 16 18 38 < 0,05
65-П3663 ‘ te-LEU2* 17 23 25 <0,05

ta-MET Al* 10 II 47 >0,05

ЦИТ202-7А-П192 х te-MAT 4 2 I <0,05
I8B-II3663 ta-LETJ2 4 2 I <0,05

ta-MET Al I 2 4 >0,05

Примечание: Полученные соотношения типов тетрад сравнива­
ли с теоретически ожидаемым 2( p+n ):4Т.

MAT hleu2 сцеплены с центромером, MET AI - несцеплен.
^ - в нескольких полных тетрадах наблюдается отклонение 

от нормального расщепления по мвт и leu.

При дополнительном картировании ts -мутаций с помощью тес- 
териых линий с вдентифицированной в хромосоме 2 в  ДНК удалось 
выяснить, что иг с 190 находится в 17 хромосоме.



Тешературочуьствительше сегреганты были использованы 
для постановки функционального теста на аллелизм (по признаку 
температурочувстштельностп). Проанализировали аллельиость 8 
мутантов нгс+/хз/ . Два мутанта, маркированные hfoies и де*
190 - были аллельда, их гибриды не росли при 36°С. Сделан вы­
вод, что te-мутациями маркировано не менее 7 разных генов. 
Показана также аллельиость двух мутаций life генам клеточного 
цикла cdc . На осцоваши аллельности cdc7 -1 - hfc202H cdcl6~1 
hfc189 сделан вывод о способности мутаций в генах свс по­

вышать частоту цитодукции.

Ш. Связь цитодукции с другими процессами клеточной физио­
логии. Проведено исследование плейотропного эффекта мутаций 
В генах cdc на нарушение кахтиогамии. В работе Dutch о г и Hart-, 
won (1982), установлено, что 4 cdc гена, влияющие на структу­
ру И функции веретена деления (cdc k, cdc 28, cdc Э*, cdo 37 ) 
способны поЕшатъ частоту цитодукции. В связи с нашими данными 
О способности мутаций Cdc7 и Cdd6 влиять на эффективность ци­
тодукции была проверена способность 25 мутантов cdc повышать 
частоту цитодукции в использованной нами селективной системе.
II мутантов cdc проявили способность повышать частоту цито­
дукции (табл;7). Среди мутантов cdc , повышающих частоту ци­
тодукции есть: влияющие на структуру и функции веретена деления
(cdc 1, cdc Зі cdc 11, cdc l6, cdc 19 ) И Нарушающие СИНТЄЗ
хромосомной ДКК (cdc 6, cdc 7» cdc s, cdc 9 ). Влияние мута- 
ций cdc второй группы на цитодукщш описано впервые. Таким 
образом выявлена зависимость процесса кариогамии от других 
процессов клеточной физиологии.

Учитывая специфику нашей селективной системы цитодукции - 
применение в качестве селективных маркеров мутаций, затрагива­
ющих трансляцию - мы могли ожидать появления мутаций, повышаю­
щих частоту цитодукции, и одновременно влияющих на функции ап­
парата белкового синтеза. В работе получены данные в пользу 
того, что повышение частоты цитодукции может быть связано с 
изменениями в аппарате трансляции. У штаммов-доноров, имеющих 
супрессорную мутацию supi (ауїО-7А~ЇЇІ92 и ау20-7А-П192), час­
тота цитодуїаіди была выше, чем у исходного штамма (7А-ПІ92),
На основании качественного теста 7А-4ІІ92 был отнесен к У рангу
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Таблица 7
Частота цитодукции оао мутантов

Мутант
ОСІО

Частоту продукции
3«

Селективность Повышение час­
тоты цитодукции 
но отношению к
А364А **

А364А (са«+ ) 1,38*0,06 1,0
сйе 1-І 2,56*0,06 1.0 ч-

3-І 3,59*0,19 0,88 +
4-І 2,52*0,10 0,75 ±
6-І 2,99*0,12 0,75 ч*
7-І 1,77*0,09 - ±
3-І 2,47*0,09 1.0 +
9-І 9,60*0,61 1.0 +
П-І 3,07*0,11 1.0 ч
І2-І 1,27*0,05 0,75 -
13-І 1,52*0,06 0,13 -
І5-І : 1,66*0,13 1.0 ±
І6-І И, 27*0,15 1.0 ч*
І7-І 3,03*0,07 - +
ІС-І 3,04*0,07 0,13 -
І9-І 1,67*0,05 1,0 ±
2І-І - 1.0 -
23-1 2,43*0,07 0,75 ±
25-1 0,91*0,03 0,75 -
26-1 0,70*0,06 1.0 -
27-1 0,82*0,06 1.0 -
28-1 4,6,4*0,64 0,75 +
29-1 6,28*0,10 — ч*
30-1 1,04*0,03 1.0 -
ЗІ-І 1,48*0,03 0,63 —

Примечания: ©ас 2 1 -1 в количественном опыте на цитодукодю 
не дал "ни одной колонии (гибрида и цитодуктапта) на селективных 
средах.
* - при изучении селективности анализировали по 8 клоков пред­
полагаемых цитодуктактов, иногда селективность не изучалась С4-1')
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ш  - в этом столбце суммированы данные количественного и ка­
чественного тестов на цитодукцию:

- частота цитодукции у cdc мутанта не выше, чем уА364% 
"і" - частота щтодукции у cdc мутанта незначительно выше, 

чем у А364А;
'V* - частота цитодукции у ode мутанта превышает частоту 

цитодукции А364А.

(О,3-0,9$)* а ауїО-7А-ІІІ92 и ау20-7А-П192 - к ГУ рангу (1-2,9$) 
по частоте цитодукции. К тому же у этих штаммов не было отобра­
но ни одного мутантан*о* типа каг, следовательно мутация, из­
меняющая структуру рибосом (*eupi), влияет не только на частоту 
цитодукции, но и на спектр отбираемых мутаций Hf о

При изучении взаимодействия реї-фактора, который являет­
ся слабым супрессором нонсенсов и наличие которого не изменяет 
частоту цитодукции, с мутациями Hfe+ пришли к выводу, что не­
которые нгс мутации являются антисупрессорными (табл.8).

Таблица 8
Влияние реї-фактора на рост гибридов 7А-ПІ92 и нгсТ мутан­

тов на среде без аденина

Мутант
Hfc 

из 7А- 
ПІ92С Рві°)

Рост на среде АЛК+гис 
гибридов от скрещива­
ния с. І25А-П2І56 
( реї")

Ослабление 
комплемен­
тации у 
мутантов

Н1*о

Частота цитодук­
ции (в %)

I + + 59,7
22 - - ІД
23 - - 13,4
24 + - 10,5
31 - + . 42,2
58 + - 39,8
118 - - 1,4
188 + • - 0,6
189 + - 1,5.
190 + - 3,С
202 + + 1,2
7А-ІІІ92 + 11 0,46

Дршечанйе-/ Учёт роста- гйбрвдов проводили ка 4 и В' сутки.
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Таким образом некоторые мутации Hfc (независимо от их 
принадлежности к кариотипу) ведут себя как антисупрессоры по 
отношению к рat-фактору.

У штамма 90-В201 содержащего pel -фактор и характери- 
зующегося нечетким проявлением lye 9-A21, his 7-1 (обе мута- 
ции - УАА) при 20°С и pha AIO (молекулярная природа мутации 
не известна) при любых условиях культивирования, была получе­
на антисупрессорная мутация. Выделенный мутант aI0-90-D201 
стал Hie~Lye"Bha" и дл я  него была характерна повышенная час­
тота цитодукции.

ВЫВОДЫ
1 .  У Saccharonyces cerevisiae создана коллекция из 92

мутантов Hfc+. Частота возникновения мутантов Hfc+ не разли­
чается у исследованных гаплоидных штаммов а- и а -типа спари­
вания и составляет (0,2-7,1)*10-3

2. Показано, что автодиплоиды и гибридные диплоиды, гомо­
зиготные по локусу типа спаривания (МАТ) в количественных опы­
тах имеют сниженную частоту цитодукции по сравнению с гаплоидными

 штаммами.
3. Разработана система для определения доминантности и 

аллелизма Hfc+ мутантов а -типа спаривания. Среди 19 исследо- 
ванных мутантов Hfc+ а- и а -типа спаривания обнаружено 7 до- 
минантных, 8 рецессивных и 4 полудоминантных мутации.

4. Получены Hfc+ мутанты, температурочувствительные по 
жизнеспособности. Температурочувствительность hfo 202, hfc 189 
и hfc 190 наследуется моногенно, но подвержена действию моди­
фикаторов, hfc 190 сцеплен с центромером IV хромосомы.

5. В тесте на аллелизм Hfc+/ts/ мутантов по их темпера- 
турочувствительности установлено, что ts-мутации распределя­
ются не менее, чем по 7 генам.

6. В тесте на аллелизм Hfc+/ts/ и cdc мутантов установ­
лена аллельность цит 189-7А-П192 cdс16-1 и цит202-7А-П192 сdc 
7-1 по температурочувствительности.

7. Показано, что мутанты cdc 1, cdc 3, cdc 6, c dc 7, cdc 8, 
cdc 9, cdc 11, cdc 15, cdc 16, cdc 17, cdc 19, cdc 23, cdc 29, 
способны повышать частоту цитодукции.
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8. Показано, что часть Hfc+ мутантов имеет плейотропный  
эффект (антисупрессорный) на супрессию нонсенсов на среде без 
глюкозы.

9. Показано повышение эффективности супрессии нонсенсов 
у мутантов slt на среде с неферментируемыми источниками уг­
лерода при рестриктивной температуре (30°0).
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