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ГРУППА СЦЕПЛЕНИЯ МУТАЦИЙ, НАРУШАЮЩИХ ФУНКЦИИ 
ХЛОРОПЛАСТА У ШЩОМОНАДЫ 

Кафедра генетики и селекции ЛГУ 
у Cblamydomonas r e i n b a r d i к настоящему времени уже описано 16 груш 

сцепления, имеющих не менее двух, включая и центромер, маркеров каждая 
(The lintage groups 1965 ) . Существует также мутация yel low, 

которая не обнаружила сцепления ни с одной из описанных 14 групп мута­
ции ( Sager , 1962) . Руфь Сэджер отметила специфичность поведения этой 
иутащш в том! что она расщепляется только в 1 делении мейоза при скре¬
щивании с маркерами ygr (yel low green ) и b r ( brown ) , а следо­
вательно, ведет себя по отношению к ним подобно центромерному маркеру j 
( Sager , 1955) . На основании несцепленности гена y e l l o w ни с одной | 
жэ центромерных мутаций 14 групп сцепления она высказала предположение j 
о его внеядерной природе ( Sager , 1962 ) . Однако мутация yellow пе­
редается через оба типа спаривания у хламидомонады, рекомбинирует с 
другими генами, а следовательно, по своему поведению отличается от ухе 
изученных нехромосомннх мутаций устойчивости и зависимости от антибио­
тиков. По мнению Левина и Гуденаф ( Lev ine a . Goodenough, 1970), 
не исключено, что часть найденных у хламидомонады групп сцепления на­
ходится не в ядре, а в другой клеточной органелле, которая в мейозе 
ведет себя подобно ядру. В настоящее время не существует такого крите­
рия, который позволил бы выделить группы сцепления, принадлежащие от­
дельным клеточным органеллам, при условии, что механизм объединения, 
репродукции и распределения генетического материала у них принципиаль­
но не имеет различий. У хламидомонады такой органеллой является плас­
тида, содержащая ДНК, рекомбинируюшуго во время созревания зиготы (смод 
1971). Очевидно, что наиболее вероятно обнаружение органельных мутацгё 
среди тех, которые нарушают основную функцию пластиды - фотосинтез. Mot 
но ожидать, что среди мутаций, представляющих собой нарушения ядерных 
генов, встретятся мутации, изменяющие генетический материал самих ияо 
тжд. 

Ранее нами были изучены мутации, нарушающие фотосинтез у хламидой 
нады (Столбова, 1971, 1972) . Это мутации бесхлорофильности ( сЫ )> с в е" 
точувствительности ( I t s ) и мозаичности (MOM) (Фам Тхань Хо, 1971, ^ 
Последняя мутация представляет собой нестабильную мутацию типа yellow 
ревертирующую с определенной частотой к дикому типу и к более стабильно­
му варианту yellow. Тестирование мутаций I t s и MOM проводили визу­
ально после инкубации в условиях освещения и в темноте на средах с aW«| 
том и без ацетата. Тестирование признака светочувствительности осущес** 
ляли при освещенности в 2000 лк. В данной работе описаны только мУ гацв* 
обнаружившие в ходе тетрадного анализа сцепление. Критерием сцепленного 
наследования двух мутаций служила неравновероятность возникновения W 
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рад родительского ( Р ) и неродительского ( N ) дитипов. Процент кроссинго-

в в ра (частоту рекомбинации) рассчитывали по формуле x = ( f N + i / 2 f T ) х ю о , 

Ч Т о соответствует расстоянию в морганидах. 
В качестве исходного материала использовали мутанты, полученные 

действием химических мутагенов на штаммы (+) и (-) типов спаривания с ы а -
inydomonas r e inha rd i . Характеристика исходных штаммов представлена 
в табл. Я . Состав основных сред, условия культивирования мутантов и мето­
дика проведения тетрадного анализа описаны ранее (Столбова, 1 9 7 1 ) . 

Т а б л и ц а ! 
Характеристика исходных штаммов хламидомонады 

Штамм Генотип Фенотип Происхождение 

I - 13 
551-12-133 

N- 135 
I I - I35 -9B 
3-149 
N- 162 
N- 174 
51-13-696 
N- 51 
51-13-12ж 
N-52 

,-52-32в 
- 35 

Н- 10 

mt ( + 
mt (-
mt (-

l t s 4 . ( + , 
l t S ( i _ - } ")("") 
l t s i - i s + ; 
l t 5 I _ 2 ( + 

itsiXi) 
с Ы 2 1 Ш ( - ) 

ch l 2 T+ ) 

M0M-S2 (-) 

M0M-52(+) 
MOM-35 +) 
MQM-IO (-) 

Дикий тип 

Зеленый светочувст, 

Салатный 
Tf 

t l 

t l 

I t 

Из коллекции Р.П.Левина 

Получен действием НЭМ 
Рекомбинант 
Получен действием НЭМ 
Рекомбинант 
Получен действием НЭМ 

Зеленый светочувст. 
Желтый 

" ацетатзавис. 

" зеленеющий моза­
ичный 

То же 

t i tt 
n 
tt 

Рекомбинант 
Получен действием НЭМ 
Рекомбинант 
Получен действием НЭМ 

Рекомбинант 
Получен действием НЭМ 

Впервые сцепление мутаций, нарушающих функцию хлоропласта, было об­
наружено при скрещивании мутантов N - i 3 t несущего мутацию светочувстви­
тельности ( 1 " Ь в 4 ) » и N - 5 1 , несущего мутации бесхлорофильности ( c h l ^) 
и модификатор ( m o ( i j ) , снижающий синтез хлорофиллов (Столбова, 1972).-
Из данного скрещивания были выделены рекомбинанты, содержащие мутантные 
и нормальные аллели. Форма с генотипом l t s ^ c h l g m o d j желтого цвета, 
светочувствительная,не отличалась по фенотипу от рекомбинанта l t s ^ 

ch lg mocLjt Рекомбинанты l t s ^ " cb l^ jmod j и l t s ^ c h l g ^ m o d j выглядели 
светло-зелеными и четко отличались от зеленых форм с генотипами l t s 4

+ 

cM2 + modi + и сЫд c h l 2 + m o d j + , что дало возможность проследить расщепле­
ние по модификатор у (та б л . 2 , I скрещивание). При скрещивании рекомбинан-
тов (табл. 2 , I I скрещивание) получили сходное расщепление по этим же 
трем генам,усредненные расстояния между которыми представлены на рисун­
ке, а. 

Сходное расстояние между генами l t s ^ и c h l 2 было получено также 
при анализе скрещивания рекомбинанта 51-13-696 ( l t s 4 с Ы 2 ) на мозаич­
ный.мутант ы- 52 (МОМ-52) ( табл . 3 , рисунок,<5). В этом скрещивании 
были обнаружены рекомбинанты, содержащие мутации бесхлорофильности, све­
точувствительности и мозаичности, нестабильные, ревертирующие к дикому 
тапу. На основании представленных данных можно считать установленным 
факт сцепления мутаций l t s 4 и с Ы 2 . Поскольку основным критерием 
сцепления для нас было неравенство частот тетрад родительского и нероди­
тельского дитипов при относительно больших частотах тетратипов, особое 
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Т а б л и ц а' $ 

Тетрадный анализ расщепления по трем генам 

Скрещи­
вание 

1 Расшеплеь те по махжетэ. ам 

Скрещи­
вание 

Типы 
тет­
рад 

c b l 2 / l t s 4 
ch l 2 /m< lts^/m< Скрещи­

вание 
Типы 
тет­
рад Колич. 1 

тетшд 
Частота Колич. 

тетяад 
Час­
тота 

Колич. 
тетшд 

Час­
тота 

I 

Р 
N 
Т 

35 
I 

I I 
47 

0 ,75 
0,02 
0 ,23 
1,00 

31 
10 

6 
47 

0 ,67 
0 , 2 1 
0 , 12 
ijoo 

24 
13 
10 
47 

0,51 
0,28 
0,21 
1,00 

11 

Р 
N 
Т 

14 
0 
6 

20 

0 ,70 
0 ,00 
0 ,30 
1,00 

I I 
I 
7 

19 

0 ,57 
0 ,06 
0 ,37 
1,00 

8 
4 
7 

19 

0,42 
0,21 
0,31 
1,00 

.1 г 

с к р . : < * 1 2
 m o i I l t s 4 ( + ) X C U 1 2

+ m o d i + l t s 4 ( - ) 
скр.: c h l 9 m o d T Its л (+) X c h l 2

+ niodf*" l t s +
4 ( - ) 

I 
П скр 

внимание было уделено воспроизводимости феномена сцепления. Расстояние 
между иаркерами l t ^ и с Ы 2 , выявленное в трех независимых эксперта 
тах, сходно, что позволило в дальнейшем всю работу по картированию свес 
ти к установлению сцепления с одним из них. 

Скрещивание форм N-I35, и Д135-9в, маркированных аллей­

ными мутациями l t s I - I f - l t s I - 2
 Е l t s I - 3 н а м У т а н т ы N " 1 3 * 5 I " M 

позволило установить расположение локуса l t s j по отношению к мутациям 
i t s 4 и с Ы 2 (табл. 4 , рисунок,б), Рекомбинант генотипа c h l 2 l t s ^ 
имел очень светлую окраску и характеризовался пониженной жизнеспособ­
ностью, в то время как рекомбинант l t s 4 l t s r имел фенотип, сходный о 

Т а б л и ц а 3 

Тетрадный анализ скрещивания 
51-13-696 (+) / c h l 2 i t s 4 МШ-52+ 
х N -52 ( - ) / c h l 2

+ l t s 4
+ M 0 M - 5 2 

f p - f N 

ТИПЫ 

тетрад 

Расщепление по матжеоам . . 
ТИПЫ 

тетрад 
сЫ2/ МОМ-52 itsj МОМ-52 ТИПЫ 

тетрад 
Колич. 
тетшд 

Часто­
та 

Колич. 
теттэал 

Часто­
та 

Колич. 
теттзад 

Часто­
та, 

Р 
Н 
т 
2 

57 
0 

24 
81 

0,70 
0,00 
0,30 
1,00 

39 
0 

47 
86 

0,45 
0,00 
0,55 
1,00 

34 
5 

50 
89 

0,38 
0 06 
0 56 
1,00 

Р Р < 0,001 Р < 0,001 р < 0,001 

f P = f N 

мутантом N-I62 или д135-9в. В этом случае по окраске во всех тетрад 
наолюдали расщепление 2 : 2 . Определение тетрад Р, в и Т типов основвва-
U?o Н р ГГГ п о я в л е н и я в каждой тетраде рекомбинантов дикого типа 

d : i соответственно). При скрещивании нестабильных мутантов 
№ слабое сцепление ш г т я ™ т** . „ мпм-як. МОМ-52 в 

г V т1 , ^ответственно). При скрещивании нестабильных мута 
Ш то ( Г?"?" С Л З б 0 е с * е п л е н и е мутации lUu с М0М-35, МОМ-52 в 

л . ь » Р и с У Н о к , г ) . Анализ этих скрещиваний осложнялся тем 
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обстоятельством , что рекомбянанты i.ts^MOM-35 и l t s 4 M 0 M - 5 2 легальны и 
сублетальны соответственно. Типы тетрад определяли по частоте встречае­
мости рекомбинантов дикого типа. 

а Its* chh modi 

14 " Г — 25 
ЗЭ 

Its* chl2 М0М52 

15 9 т . — 27 
34 

в lts4 chl2 

I 

41 
26 

lt$i 

Its* 

32 

мом 52^ момютмзб 

39 

40 

МО N10 М0М52 М0М35 

щ 3 0 » ш 1 8 г 
42 

Its* 

lts5 Its* chl2 

M0M52 
_ j 

« 1 6 * 
39 

MOM 10 MOM 35 
modj ltst\ M0M52 / 

Карта фрагмента l t s
4 - c h l 2 * Расстояние указано в процен­

тах кроссинговера. 

Скрещивания мозаичных мутантов друг с другом (табл .6 ) подтвердили 
порядок расположения мутаций. В этих скрещиваниях тетрадами Р, N и Т 
типов считали соответственно тетрады со следующим расположением по фак­
тору мозаичности: 4 М0М:0 М0М+, 2 MOM:2 М0М+, 3 M0M:I MOMt По всей 
вероятности, часть тетрад с расщеплением 2 М0М:2 МС№+ возникла в резуль' 
тате скрещивания зеленых сегрегантов, присутствующих в популяции гамет, 
с клетками генотипа MOM, а следовательно, частота тетрад неродительско-
r ° дитипа несколько завышена. Принимая во внимание это обстоятельство, 
Данные указанных скрещиваний позволяют лишь судить о порядке расположе-
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Т а б л и ц а 4 

Характер расщепления при скрещивании бесхлорофильной и 
светочувствительных форм 

Типы 
тет­
рад 

Типы 
тет­
рад 

R- I3 х И-1Ь'2 
l t s 4 < - ) l t ^ C + j i t s 4 ( - ) l t s ^ U ) Типы 

тет­
рад Колич. 

тетрад. 
Частота 

• 
Колич* 
тетрад 

Частота Колич* 
тетрад 

Частота 

5 
т 
Z 

19 
2 

14 
35 

0,54 
0,06 
0 ,40 
1,00 

I I 
5 

20 
36 

0 ,30 
0,15 
0,55 
1,00 

8 
4 
9 

21 

0 ,40 
0 ,20 
0 ,40 
1,00 

р 
f N = f P 

р < 0 ,001 0 , 2 0 > р > 0 , 0 5 0 , 5 0 > р > 0 , 2 0 

Т а б л и ц а 5 

Характер расщепления при скрещивании 
светочувствительной и мозаичных форм 

Типы 
тет­
рад 

Родители в [ их генотипы 
Типы 
тет­
рад 

" - 3 5 x N - 1 3 
M0M-35 ( + ) L t s 4 ( - ) 

5 I - I 3 - I 2 3 х й - 5 2 
l t s 4 ( + ) M 0 M - 5 2 ( - ) 

51-13-123 х а-10 
l t s 4 ( + ) M 0 M - I O { - ) 

Типы 
тет­
рад 

Колич* 
тетрад 

Частота колич* 
тетрад 

частота колич* 
тетрад 

частота 

Р 
N 
Т 
Z 

8 
2 

20 
30 

0,27 
0,07 
0,66 
1,00 

12 
0 

21 
33 

0 ,37 
0 ,00 
0,63 
1,00 

6 
I 
8, 

15 

0 ,40 
0 ,08 
0 ,52 
1,00 

р 
fp=f N 

0 ,20>р>0 ,05 р < 0 .0UI 0 , 2 0 > р > 0 , 0 5 

Т а б л и ц а 6 

характер расщепления при скрещивании мозаичных форм 

Родители и их генотипы 

Типы 
тет­
рад 

Я-35 х Н-52 
М0М-35С+) М0М-52(-) 

^ 3 5 z а-10 
М0М-35(+)М0М-1ОЙ 

52Д-32в х а-10 
М0М-52(+)М0М-

- Ю ( - ) 

Типы 
тет­
рад 

Колич. 
тетрад 

частота Колич. 
тетрад 

Частота Колич. 
тетрад 

Частота 

Р 
н 
т 
т 

54 
10 

6 
70 

0,77 
0,14 
0,09 
1,00 

33 
20 
25 
78 

0,42 
0,26 
0,32 
1,00 

16 
5 
7 

28 

0 ,57 
0 ,18 
0,25 
1,00 

р 0 , 2 0 > р > 0 , 0 5 0 , 2 0 > р > 0 , 0 5 3 , 0 5 > р > 0 , 0 1 

кия мутации мозаичности, который был ориентировочно установлен на осно­
вании предыдущих скрещиваний ( рисунок,ъ и Ь ) . Скрещивания мутанта 
N - 1 ? 4 , несущего мутацию светочувствительности, на мутанты N - 1 3 и 
N-52 дали возможность ориентировать эту мутацию относительно мутаций 
L t s 4 и МОМ-52 (табл . 7 , рисунок е ) . В скрещивании мутантов » - 174 и 
ff-I3 все тетрады содержали только зеленые клоны, причем не встречено ни 
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одной тетрады, в которой бы половина клонов могла расти на свету» Такое 
полное отсутствие тетрад неродительского дитипа при достаточно большой 
частоте тетратипа характерно не только для данного скрещивания, но и для 
некоторых скрещиваний, в которых принимал участие мутант N - 5 2 • Реком­
бинант l ts4M0M-52 нестабилен не только во овраске, но и по признаку 
светочувствительности* 

Т а б л и ц а 7 

Характер расщепления при скрещивании 
мозаичной и светочувствительных форм 

Родители и их генотипы 

Типы 
тетрад 

N-I74 х И - 13 
l t s 5 C + ) l t s 4 ( . ) 

К- 174 х Н- 52 
l t s 5 ( + ) М0М-52С-) Типы 

тетрад 
Колич. 
те то ад 

Частота Колич* 
тетоал 

Частота 

Р 
н 
т 

34 
0 

17 
51 

0,67 
0,00 
0,33 
1,00 

4 
2 
3 
9 

0,44 
0.22 
0,34 
1,00 

р 
f p = f B 

р < 0,001 0 , 5 0 > р > 0 , 2 0 

Итак, тетрадный анализ 14 скрещиваний позволяет предполагать сцеп-
ленность и вероятную последовательность восьми мутаций, нарушающих фото­
синтез у хламидомонады, представленную на рисунке. Выявленная группа 
включает мутацию бесхлорофильности и нестабильные мутации типа y e l l o w , 
которые не обнаружили сцепление ни с одним маркером из 16 групп сцепле­
ния, а следовательно, не исключена возможность ее пластидной локализации. 
Общность этих мутаций подтверждается также тем фактом, что (цутации неста­
бильности способны дестабилизировать мутации, вошедшие в исследованную 
группу. 

В ы в о д ы 

Обнаружено сцепление группы маркеров, определяющих основные призна­
ки хлоропласта у хламидомонады: способность к фотосинтезу, светозащита 
клетки, темновой синтез хлорофилла и стабильность этого показателя* Тет­
радный анализ 16 скрещиваний позволил предположить последовательность 
расположения этих мутаций в группе сцепления* 

Summary 

T e t r a d a n a l y s i s of p igment mutants c r o s s e s r e v e a l the l i n k a g e of 
such markers a s : c h l o r o p h y l l l o s s ( c h l ) f l i g h t s e n s i i v i t y ( I t s ) , m o s a i c 
yel low ( MOM ) , a l l of them d i s t u r b i n g t h e p h o t o s y n t h e s i s i n Chlamydomo-
nas r e i n h a r d i c e l l s * A s u r p l u s o f p a r e n t a l i n c o u p l i n g w i t h a d e f i c i t o f 
aonparenta l t e t r a d s was u s e d a s a c r i t e r i a o f l i n k a g e * The d i s t a n c e b e t -
w e n marke r s was c a l c u l a t e d i n morgan id s . On the b a s i s of t r i - a n d dihyb— 
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r i d co iLb inat ione t u e f o l l o w i n g o rde r of muta t i ons u a s p o s t u l a t e d ; I t S y 
l t e 4 , c h l 2 , тооЦ, I t s , , , MOM-10, 52 , MOM-35. 
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