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ЗАГАЛЬНА, МОЛЕКУЛЯРНА ТА БІОХІМІЧНА ГЕНЕТИКА

АДАМОВСКАЯ В.Г.1, МОЛОДЧЕНКОВА О.О.1 , СИЧКАРЬ В.И. 1, 
САГАЙДАК Т.В.1, ЛАВРОВА Г.Д.1, ХОРСУН И.А.1 ,ТИХОНОВ П.С.2
1 Селекционно-генетический институт-Национальный центр семеноведения и 
сортоизучения НААНУ Украина, 65036, Одесса, Овидиопольская дорога 3, e-mail: 
olgamolod@ukr.net
2Одесский государственный аграрный университет
Украина, 65012, Одесса, ул. Пантелеймоновская, 13

ПОЛИМОРФИЗМ КОМПОНЕНТНОГО СОСТАВА 7S И 11S 
ГЛОБУЛИНОВ СЕМЯН СОИ 

Основным биохимическим компонентом семян сои является белок. По 
данным литературы и нашим данным [1-3], в семенах сои может накапли-
ваться в среднем от 30 до 50 % белка. Исходя из этого, сои отводится ис-
ключительная роль в решении проблемы белка во всех странах мира, в том 
числе и на Украине. Соевые белки неоднородны по структуре и функцио-
нальным свойствам.

Сорта сои различаются не только по суммарному содержанию белка, 
но и по содержанию конкретных фракций белка, а именно 7s и 11s глобу-
линов. Большую часть соевого белка (около 70%) составляют запасные бел-
ки 7s глобулины (β-конглицинины) и 11s глобулины (глицинины). Показа-
но, что они различаются по аминокислотному составу, а также характери-
зуются неодинаковыми функциональными свойствами [4-6]. Поэтому не из 
каждого сорта можно получить продукты с заданными технологическими 
характеристиками.

Глобулины семян сои характеризуются как стабильностью, так и 
значительной вариабельностью [7]. Стабильными они являются по тому, 
что фенотипическое их выражение (электрофоретические спектры 7 s и 
11s глобулинов) практически не зависят от условий выращивания. Из-
менчивость же на генетическом уровне в эволюционном смысле заклю-
чается в том, что частота нелетальных точечных мутаций у них может 
достигать значительно большего уровня, чем у функциональных белков. 
Благодаря этому их можно использовать в качестве генетических марке-
ров [8].

Методом электрофореза в полиакриламидном геле нами ранее был 
изучен компонентный состав 7s и 11s глобулинов, что позволило выявить 
сортовые различия по компонентному составу этих белков [9]. По всей 
видимости, выявление межсортового полиморфизма 7s и 11s глобулино-
вых белков совместно с изучением их функциональных свойств, даст воз-
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можность селекционерам вести целенаправленную селекцию по созданию 
сортов с заданными технологическими параметрами. Исходя из этого, це-
лью настоящей работы было изучение полиморфизма компонентного со-
става 

7s и 11s глобулинов семян сои и характера их наследования у гибри-
дов, созданных с использованием родительских форм разного генетическо-
го происхождения.

Исследования проводились на 9 сортах сои (Glicine max, l.) (Аметист, 
Ольса, Куйбышевская 77, Аполлон, Паркер, Устя, Вилана, Степовичка 4, 
Юрьевка и Изумрудная) разного генетического происхождения и 5 гибрид-
ных комбинаций, созданных на их основе (растениях f1,семена f2). Мате-
риал был предоставлен отделом селекции, генетики и семеноводства зерно-
бобовых культур СГИ-НЦНС.

В лабораторных исследованиях использовались стандартные для Ук-
раины и модифицированные в нашей лаборатории методы биохимическо-
го анализа. Содержание белка определяли методом Kъельдаля на анализа-
торе Kejltec Auto 1030, фракционный состав белков семян сои определялся 
по методу Осборна [10] в нашей модификации, выделение, очистку и иден-
тификацию 7s и 11s глобулинов сои проводили методом, разработанным в 
лаборатории [11]. В связи с недостаточным количеством исходного матери-
ала количественное содержание 7s и 11s глобулиновых белков у гибридов 
и их родительских форм не определялось. Поэтому в основу отбора гибрид-
ных популяций было положено количественное содержание белка у роди-
тельских форм, а именно: высокое, среднее и сравнительно низкое для сои 
содержание белка. Электрофорез белков проводили в 15% ПААГ, содержа-
щем 1% sds, с использованием прибора фирмы hem-hoff. В качестве мар-
керов использовали следующую белковую смесь: 97 кДа – фосфорилаза В, 
67 кДа – бычий сывороточный альбумин, 43 кДа – альбумин яичный, 30 кД 
– карбоангидраза, 20 кДа – ингибитор трипсина, 14,4 кДа – лактальбумин. 
В таблицах представлены результаты средних арифметических из трех ана-
литических повторностей. Статистическая обработка проведена по обще-
принятым методам с использованием стандартных программ математичес-
кого обеспечения.

Как видно из таблицы 1, взятые в изучение родительские формы зна-
чительно различались по содержанию белка. Проведенный анализ содер-
жания белка семян гибридов позволил отметить следующее: из пяти гиб-
ридных популяций, только у одной (Аметист×Ольса) содержание белка 
было выше, чем у обоих родителей, а в других гибридных комбинациях со-
держание белка было ниже (Куйбышевская77×Аполлон) или характеризо-
валось промежуточным типом наследования с отклонением в сторону бо-
лее низкобелкового родителя. Аналогичные результаты были получены и 
другими авторами [2].
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Таблица 1. 
Содержание белка в семенах гибридов и их родительских форм сои

№ Родительские формы  Белок, %  Гибриды Белок, %
1 Аметист  38,67 Аметист х Ольса 39,65
2 Ольса  38,86
3 Куйбышевская 77  42,11 Куйбышевская 77 х

Аполлон
40,10

4 Аполлон  41,13
5 Паркер  35,72 Паркер х Устя 36,40
6 Устя  38,34
7 Вилана  36,10 Вилана х

Степовичка 4
36,87

8 Степовичка 4  38,00
9 Юрьевка х Изумруд-

ная
 39,20 Вилана х Юрьевка х

Степовичка 4
38,34

Среднее 38,68 + 0,68 38,27 + 0,73
max  42,11 40,10
min  35,72 36,40

Определение полиморфизма запасных белков методом электрофореза, 
показало, что генетические особенности взятых в изучение сортов сои ока-
зывают влияние на уровень гетерогенности и интенсивности полос компо-
нентного состава 7s и 11s глобулиновых белков сортов и гибридных попу-
ляций, созданных на их основе. По данным электрофоретического анализа, 
спектр 7s глобулинов, в зависимости от сорта, состоит из 12-19 белковых 
компонентов, а в электрофоретическом спектре 11s глобулинов их коли-
чество находится в интервале 14-17 компонентов (табл.2). В то же время у 
гибридных популяций, по данным электрофореза, уровень гетерогеннос-
ти компонентного состава 7s и 11s глобулинов был несколько иной. Так, 
у гибридной комбинации Вилана × Степовичка 4, компонентный состав 
7s глобулинов на электрофоретическом спектре представлен 9 белковыми 
компонентами, а у родительских форм их количество соответствовало 18 – 
у материнской формы (Вилана) и 12 – у отцовской формы (Степовичка 4). В 
то же время компонентный состав 11s глобулинов по количеству белковых 
компонентов у этой гибридной комбинации занимал промежуточное поло-
жение относительно его количества у родительских форм (15; 17 и 14 со-
ответственно). У других гибридных комбинаций (Аметист × Ольса, Куйбы-
шевская 77 × Аполлон, Паркер × Устя) количество белковых компонентов в 
электрофоретических спектрах 7s и 11s глобулинов занимало промежуточ-
ное положение или отклонялось в сторону одного из родителей. Только одна 
из 5 изученных гибридных комбинаций Виллана × (Юрьевка×Изумрудная) 
сохранила спектр компонентного состава 7s и 11s глобулиновых белков ис-
ходных родительских форм. При этом основная часть запасных белков 11s 
глобулинов имела молекулярную массу 100 000 Д, 45000 Д и 20000 Д, а 7s 
глобулины – 116000 Д, 97000 Д и 45000 Д.
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Таблица 2. 
Количество белковых компонентов 7S та 11S глобулинов у гибридов и их родительских 
форм

Родительские формы 7s 11s  Гибриды  7s 11s
Аметист 15 16

Аметист х Ольса 16 14
Ольса 16 15
Куйбышевская 77 13 14

Куйбышевская 77 х Аполлон 11 15
Аполлон 15 15
Паркер 13 14

Паркер х Устя 12 14
Устя 12 15
Вилана 18 17

Вилана х Степовичка 4 9 15
Степовичка 4 12 14
Юрьевка х Изумрудная 19 17 Вилана х Юрьевка х Степовичка 4 19 17

Таким образом, результаты анализа электрофоретических спектров 
компонентного состава 7s и 11s глобулиновых белков семян сортов сои и 
их гибридных популяций показал, что спектры этих белков характеризуют-
ся неодинаковой интенсивностью и полиморфизмом, уровень которых оп-
ределяется генетическими особенностями сортов, взятых в скрещивание.
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Резюме
Методом електрофореза в ПААГ c sds изучен полиморфизм компонентного 

состава 7s и 11s глобулиновых белков семян генетически разных сортов сои и гиб-
ридов, созданных на их основе. Установлено, что уровень полиморфизма компонен-
тного состава 7s и 11s глобулинов семян у гибридов зависит от происхождения ис-
пользуемых в скрещиваниях сортов сои.

Методом електрофорезу в ПААГ з sds вивчений поліморфізм компонентного 
складу 7s та 11s глобулінових білків насіння генетично різних сортів сої та гібри-
дів, створених на їх основі. Встановлено, що рівень поліморфізму компонентного 
складу 7s та 11s глобулінів насіння у гібридів залежить від походження сортів сої, 
які використовувалися в схрещуваннях.

the polymorphism of component composition of 7s and 11s seed globulins of ge-
netic different soybean varieties and hybrids created on their basis is studied by method 
of electrophoresis in PAAG with sds. it was established, that level of polymorphism of 
component composition of 7s and 11s seed globulins of hybrids depends from origin of 
soybean varieties which using in the crossing. 

АНДРЕЕВ И.О.
Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины
Украина, 03143, Киев, ул. Акад. Заболотного 150, e-mail: i.o.andreev@imbg.org.ua

КУЛЬТУРА ТКАНЕЙ РАСТЕНИЙ КАК МОДЕЛЬ 
ЭВОЛЮЦИОННЫХ ПРОЦЕССОВ

Культивирование растительных клеток и тканей in vitro во многих слу-
чаях сопровождается изменениями их морфологических, биохимических и 
генетических признаков, а также физиологических параметров. Изменчи-
вость, индуцированная культивированием тканей іn vіtro, которая наблюда-
ется среди клеточных линий или растений-регенерантов, получила назва-
ние «сомаклональной изменчивости», а измененные растения были назва-
ны сомаклонами или сомаклональными вариантами.

Перенос клеток растений в культуру in vitro связан с прекращением 
их существования в составе целостного организма и соответствующим на-
рушением механизмов организменного контроля, регулирующих процессы 
роста и развития целостного организма. Существенным изменениям под-
вергаются также условия и характер питания клеток. Предполагается, что 
клетки приобретают качества самостоятельных организмов, способных к 
автономному существованию, а их совокупность можно рассматривать как 
клоновую клеточную популяцию, в которой изменение и сохранение на-
следственного материала зависит от двух факторов – наследственной (не-
комбинативной) изменчивости и отбора (Кунах, 2005, разд.8).
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Выживание в условиях изолированного роста и формирование пере-
виваемой культуры требует адаптации клеток. Этот процесс условно делят 
на три периода: первичная популяция изолированных клеток, периоды ста-
новления и сформированного штамма. На протяжении нескольких первых 
пассажей, когда происходит постепенная утрата механизмов организмен-
ного контроля, генетическая изменчивость сохраняется на относительно 
низком уровне, поскольку адаптация клеток происходит за счет физиоло-
гических изменений. В дальнейшем, после исчерпания этого адаптацион-
ного ресурса, наблюдается всплеск геномной изменчивости и рост гетеро-
генности популяции культивируемых клеток. Изменчивость, возникающая 
на данном этапе, служит материалом для отбора и основой для адаптации 
к изолированному росту in vitro. В конечном итоге происходит формиро-
вание клеточных популяций, характеризующихся относительной стабиль-
ностью признаков, наличием физиологического и генетического гомеоста-
за (Кунах, 2005, разд.8).

На сегодня накоплено значительное количество данных об изменчи-
вости морфологических признаков, а также числа и структуры хромосом 
в культивируемых тканях и у растений-регенерантов, которые позволили 
начать разработку генетических основ клеточных технологий растений. 
Вместе с тем сведения о сомаклональной изменчивости на молекулярно-
генетическом уровне на момент начала этого исследования оставались раз-
розненными и часто довольно противоречивыми. Тогда как в одних рабо-
тах сообщалось о высокой изменчивости, размах которой достигал уровня 
межвидовых отличий, в других – изменений не удавалось обнаружить вов-
се. Неясным оставалось и влияние на генетическую стабильность культи-
вируемых тканей разнообразных повреждений хромосом, наблюдаемых на 
цитологическом уровне, частота которых может достигать в отдельных слу-
чаях 50 % и более от всех митозов (Кунах, 2005, разд. 8).

В этой статье мы обобщили данные многолетних исследований куль-
тивируемых тканей нескольких видов растений с использованием молеку-
лярно-генетического анализа, которые свидетельствуют, что размах и ско-
рость возникновения изменений, наблюдаемых в культуре тканей, в значи-
тельной мере зависят от внешних условий.

Для оценки генетической изменчивости в культивируемых тканях в 
период становления проведено исследование каллусных культур возрастом 
от 2-х месяцев до 3-х лет растений Ungernia victoris и Zea mays. Следует 
отметить, что во многих случаях завышенные оценки изменчивости в пер-
вых работах по молекулярно-генетическому анализу культивируемых тка-
ней растений были связаны с использованием в качестве исходного мате-
риала для эксплантов генетически неоднородных растений. В своей рабо-
те мы также столкнулись с наличием генетической гетерогенности даже в 
чистых линиях растений. Учитывая все это, в данной работе мы рассматри-
ваем исключительно результаты, полученные при сравнении индивидуаль-
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ных культур и исходных растений, или же культур, полученных от одного 
растения-донора эксплантов.

Для кукурузы был проведен rAPd-анализ 19 каллусных культур воз-
растом от двух до семи месяцев, полученных из тканей проростков четы-
рех инбредных линий. В каллусных культурах всех линий в сумме после 
культивирования в течение 4-6 месяцев генетические изменения наблюда-
ли в 32 % случаев, при этом генетические дистанции отдельных культур от 
исходного генотипа не превышали 1,3 % [2,3]. Для унгернии были проана-
лизированы морфогенные и неморфогенные каллусные культуры, получен-
ные от двух разных растений, возрастом от 1 до 3 лет. В случае морфоген-
ной каллусной культуры возрастом около двух лет (18 пассажей) первого 
растения генетическая дистанция от исходного растения составила 1,2 %. В 
культуре тканей другого растения уровень изменений в морфогенной куль-
туре после 3-х лет культивирования достигал 1,9 %, а в неморфогенной кал-
лусной культуре – 2,3 %. Отличия от исходного растения наблюдались уже 
после года культивирования и при дальнейшем выращивании in vitro они 
постепенно возрастали [4].

Полученные данные свидетельствуют, что адаптация растительных 
клеток к условиям изолированного роста in vitro в период становления 
культуры сопровождается накоплением генетических изменений, выявляе-
мых молекулярно-генетическим анализом. Их уровень зависит от типа рос-
та культуры, а именно: каллусные ткани с неорганизованным типом рос-
та характеризуются повышенным уровнем изменчивости по сравнению с 
морфогенным каллусом. В целом исследованные каллусные культуры ха-
рактеризовались низким уровнем изменчивости, в некоторых случаях из-
менений не удавалось обнаружить вообще.

Молекулярно-генетический анализ культивируемых тканей позволяет 
оценить лишь общие тенденции генетических изменений в составляющих 
их клеточных популяциях или, можно сказать, тенденции изменений их ге-
нофонда, но практически не дают представления о гетерогенности клеточ-
ной популяции, которая собственно и является непосредственным прояв-
лением сомаклональной изменчивости. Для оценки генетической гетеро-
генности клеточной популяции был проведен молекулярно-генетический 
анализ растений-регенерантов унгернии Виктора. Регенерация растений 
может происходить путем органогенеза и соматического эмбриогенеза, при 
этом регенерированные растения образовываются из небольших клеточных 
агрегатов или отдельных клеток, соответственно. Таким образом, разнооб-
разие регенерантов отражает гетерогенность исходной клеточной популя-
ции, хотя, вероятно, и не в полном объеме, поскольку клетки с существен-
ными перестройками могут терять способность к формированию целост-
ного организма.

rAPd-анализ 22-х растений, полученных путем прямого органогене-
за in vitro, показал следующее. Генетические расстояния по жаккарду меж-
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ду растением-донором эксплантов и регенерантами колебались в пределах 
от 0 до 2,7 % со средним значением 0,5%, а между отдельными регенеран-
тами достигали 4 % со средним значением 0,7 %. Количество регенерантов, 
для которых не выявлены генетические отличия от материнского растения, 
составило больше 68 %. Растения, полученные непрямым органогенезом 
из каллусной культуры возрастом около 7 лет (n=11), имели более высокие 
значения этих показателей. Так генетические расстояния между растения-
ми-регенерантами и материнской линией каллусных тканей составили от 
1,4 до 7,0 % ( в среднем – 4,2 %), а расстояния между отдельными регене-
рантами – от 0 до 6,2 % (в среднем – 2,5 %). Для сравнения, генетические 
дистанции между отдельными линиями каллусных тканей унгернии Вик-
тора родственных с линией, использованной для регенерации, варьирова-
ли в диапазоне от 1,4 до 4,9 % (в среднем – 2,9%) [5]. Рост гетерогеннос-
ти растительного материала, полученного путем непрямой регенерации из 
каллусных тканей, по сравнению с регенерантами, полученными прямым 
органогенезом, свидетельствует об увеличении генетического разнообра-
зия клеточных популяций культивируемых тканей при длительном выра-
щивании in vitro.

Были также изучены длительно культивируемые ткани, в частности 
несколько линий каллусных тканей унгернии Виктора возрастом 9 лет и 
штаммов культивируемых тканей раувольфии змеиной Rauwolfia serpenti-
na benth., возрастом около 40 лет. В обоих случаях отсутствовала возмож-
ность сравнения с исходным генотипом, однако общее происхождение этих 
культур позволило определить их дивергенцию и оценить изменчивость 
косвенным путем. Кроме того, для штаммов тканей раувольфии змеиной 
имелись образцы ДНК, отобранные с интервалом более 10 лет. По данным 
rAPd- и issr-анализа генетические дистанции между девятилетними ли-
ниями каллусных тканей унгернии Виктора, выращивавшихся на разных 
по содержанию фитогормонов средах, варьировали в диапазоне от 0,8 до 
3 %. Какой-либо специфичности генетических изменений в зависимости 
от состава среды обнаружено не было [6]. Генетические расстояния между 
штаммами тканей R.serpentina и исходной для них клеточной линией А, ва-
рьировали в пределах от 4 до 12 %. Наиболее близкой к исходной линии А 
была линия М, самым отдаленным – суспензионный штамм r-31. Уровень 
отличий между отдельными штаммами колебался в более узком диапазоне 
от 5 до 9 % [7].

Дивергенция штаммов культивируемых тканей унгернии Виктора и ра-
увольфии змеиной указывает на накопление у них случайных изменений 
вследствие культивирования in vitro. Вместе с тем, уровень генетических 
отличий между штаммами оказался ниже того, который следовало бы ожи-
дать при накоплении изменений с темпами, характерными для периода ста-
новления. 
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С использованием двух высокопродуктивных штаммов R.serpentina – 
К-20 и К-27, созданных более 30 лет назад и на протяжении этого времени 
сохраняющих стабильно высокий уровень накопления индолиновых алка-
лоидов, был проведен сравнительный анализ генетической изменчивости 
при выращивании тканей в стандартных условиях, а также на среде другого 
состава на протяжении несколько пассажей и нескольких лет [8].

При выращивании в стандартных условиях генетические дистанции 
между образцами тканей, отобранных с интервалом 14 лет, составили 0,4 
и 0,8 %. Субкультивирование тканей, адаптированных к условиям поверх-
ностного роста, в жидкой среде того же или измененного состава в течение 
4 пассажей сопровождалось появлением генетических отличий от исходно-
го штамма, уровень которых колебался в пределах 0,8-2,9 % и увеличивал-
ся в зависимости от величины различий в составе стандартной и новой сре-
ды. При продолжительном культивировании тканей штамма К-20 на среде 
5С (на протяжении 30 пассажей или около 3-х лет) отличий от стандартно-
го штамма не наблюдали, тогда как генетическая дистанция между анало-
гичными вариантами штамма К-27 составила 1,9 %. Мы считаем, что выяв-
ленное различие в реакции двух штаммов с общим происхождением связа-
но с более существенной разницей в составе сред 5С и 10С по сравнению 
со средами 5С и 6С [8].

Результаты молекулярно-генетического анализа показывают, что в пе-
риод становления в культуре тканей растений происходит накопление ге-
нетических изменений, скорость которого зависит от типа роста и ниже в 
культуре тканей с организованным типом роста по сравнению с неоргани-
зованно растущей культурой. Накопление изменений помимо увеличения 
отличий от исходного генотипа проявляется в увеличении гетерогеннос-
ти популяции культивируемых клеток, подтверждением чего является со-
маклональная изменчивость растений-регенерантов. Возникающие на этом 
этапе изменения обеспечивают основу для адаптации клеток к конкретным 
условиям роста. Продолжительное выращивание культивируемых тканей в 
постоянных условиях сопровождается снижением скорости накопления из-
менений. Снижение генетической изменчивости, вероятнее всего обуслов-
лено тем, что постоянные условия существования обеспечивают в клеточ-
ной популяции, адаптированной к росту in vitro, преобладающее действие 
стабилизирующего отбора. При этом в клеточных популяциях сохраняет-
ся определенный уровень генетической гетерогенности, о чем свидетельс-
твуют генетические изменения, возникающие на протяжении относительно 
небольшого времени даже в тканях сформированных штаммов при изме-
нении условий выращивания. Столь быстрые изменения очевидно являют-
ся результатом изменения направленности отбора, который обеспечивает 
преимущественную селекцию определенного генотипа из уже гетероген-
ной клеточной популяции. 
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Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что скорость и 
размах генетических изменений в культуре тканей растений на молекуляр-
но-генетическом уровне оказались значительно ниже ожидаемых и под-
твердить положение о том, что геномная изменчивость in vitro в значитель-
ной степени определяется условиями выращивания клеток.
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Резюме
Обобщаются данные исследований генетической изменчивости в культивиру-

емых тканях растений на разных этапах формирования перевиваемой культуры и у 
растений-регенерантов, свидетельствующие о значительном влиянии условий вы-
ращивания на скорость и размах наблюдаемых изменений.

Узагальнено дані досліджень генетичної мінливості в культивованих тканинах 
рослин на різних етапах формування пересадної культури і у рослин-регенерантів, 
що свідчать про значний вплив умов вирощування на швидкість і розмах спостере-
жуваних змін.

the paper summarizes the data on genetic variation in cultured plant tissues at dif-
ferent stages of passaged tissue culture formation as well as in regenerated plants, sug-
gesting a significant effect of growth conditions on the rate and magnitude of the observed 
changes.
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МІНЛИВІСТЬ ІНТРОГРЕСИВНИХ ЛІНІЙ М’ЯКОЇ ПшЕНИЦІ ЗА 
ЕЛЕКТРОФОРЕТИЧНИМИ СПЕКТРАМИ ГЛІАДИНІВ

Досліджувані інтрогресивні лінії походять від схрещування генотипу 
м’якої пшениці Аврора (AAbbdd) з геномно-заміщеними формами пше-
ниці ААВВХХ, де ААВВ є тетраплоїдним компонентом генотипу Аврора, 
а ХХ – геномом Aegilops speltoides у Авродесу (AAbbss), Ae. sharonensis у 
Аврозису (AAbbsshssh) та Ae. umbellulata у Авролати (AAbbUU). [1]. До-
слідження ліній за електрофоретичними спектрами низки білків, виконане 
раніше, показало, що різні лінії містять незначну кількість генетичного ма-
теріалу геному егілопса, замість цілих хромосом переважно геному d або 
їхніх фрагментів [2]. Тривале спостереження за ними свідчить, що частина 
ліній виявляє перманентну мінливість за ознаками морфології колосу. Про-
те ознаки морфології частіше за все характеризуються як такі з різним сту-
пенем експресивності і не є дуже надійними свідками змін на генетично-
му рівні при деяких змінах на рівні фенотипу. Більш придатними ознаками 
є продукти експресії генів, що кодують білки, які надійно та безпомилково 
візуалізуються на треках електрофоретичних спектрів. Тому лінії було ви-
вчено за мінливістю їхніх гліадинових спектрів. Гліадини кодуються дво-
ма серіями ортологічних генних кластерів, Gli-1 та Gli-2, розташованих на 
коротких плечах хромосом 1-ої та шостої гомеологічних груп, відповідно, 
та характеризуються надзвичайно високим генетичним поліморфізмом [3]. 
Гліадини складаються з мономерних протеїнів, які в залежності від моле-
кулярної маси діляться на декілька груп. На електрофоретичних спектрах у 
напрямку збільшення електрофоретичної рухливості вони складають зони 
ω, γ, β та α. Рекомбінація усередині генних кластерів відбувається вкрай 
рідко [3]. 

Матеріал та методика
Рослинний матеріал: генотип Аврора, геномно-заміщені форми Ав-

родес, Аврозис, Авролата, 167 інтрогресивних ліній – похідних Авроде-
су, Аврозису та Авролати. Гліадини вивчали у 50 ліній, які виявили неста-
більність за окремими ознаками морфології колосу. Кількості хромосом 
встановлювали на тимчасових чавлених препаратах первинних корінців 
паростків. Для електрофорезу гліадинів використовували поліакриламід-
ний гель (ПААГ). Білки екстрагували з сухої зернівки. Зернівку подрібню-
вали, потім заливали 150 – 200 мкл 70% етанолу. Через 1,5 години екстра-
кції відбирали 60 мкл супернатанту і випаровували. Сухий осад розчиняли 
у 50 мкл розчину 5,5 М сечовини. Витримували близько 30 хв. Електрофо-
рез гліадинів проводили в модифікованій системі Бжезинського. Тривалість 
електрофорезу 6–6,5 годин. Наносили 20 мкл екстракту в одну слоту. Ме-
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тоди статистичної обробки стандартні. Відсотки приводяться з біноміаль-
ною похибкою. 

Результати та обговорення
Серед вивчених ліній спостерігали мінливість за такими ознаками мор-

фології колосу: остистість, форма, забарвлення зрілого колосу, опушення 
колоскової луски, вдавленість у основі колоскової луски, жорсткість коло-
скової луски, розподіл пігменту на колосковій лусці (табл.1). Серед 72 ліній 
– похідних Авродесу, 42 ліній – похідних Аврозису та 53 лінії – похідних 
Авролати нестабільність хоча б за однією із перелічених ознак було зареє-
стровано, відповідно, в 40, 19 та 16 ліній, що склало у відсотках 55,6±5,87, 
45,2±7,68 та 30,2±6,31. У всіх випадках нестабільність у прояві морфоло-
гічної ознаки виявлялася в тому, що серед нащадків лінії поряд з росли-
нами, повністю схожими з батьківською за морфологічним фенотипом, 
з’являлися рослини, в яких чужинна градація певної ознаки замінювалась 
градацією ознаки, притаманної генотипу Аврора, отже властивої м’якій 
пшениці. Різні лінії виявляють нестабільність за різною кількістю ознак, 
що оцінювалися, від однієї до п’яти. Перманентна мінливість за ознаками 
морфології колосу у інтрогресивних ліній відбувається на тлі повної цито-
логічної стабільності. Лінії, що характеризувались постійною мінливістю 
за ознаками морфології, було вивчено за спектрами гліадинових компонен-
тів. Для кожної лінії було вивчено кілька генерацій, від 2 до 7. Всі генерації 
вирощувались у 2009 році з насіння від 2002 до 2008 року. 

Таблиця 1
Стабільність інтрогресивних ліній за морфологічними ознаками

Ознаки морфології колосу, за якими реєструються зміни
Кількість ліній, що пішли від

Авродесу Аврозису Авролати
Остистість 25 9 7
Колір стиглого колосу 12 5 7
Опушення колоскової луски 1 3
Вдавленість на колосковій лусці 16 17 5
жорсткість колоскової луски 15 13 6
Розподіл пігменту на колосковій лусці 5 10 3
Форма колосу 7 6 4
Лінії res, які не розщеплюються 32 24 35

Порівнюючи спектри гліадинів інтрогресивних ліній, вивчали питан-
ня: чи характеризується лінія міжгенераційною або внутрішньогенерацій-
ною мінливістю; якщо мінливість не спостерігається, чи подібний спектр 
лінії спектру Аврори; якщо спектри лінії та Аврори відрізняються, чи мож-
на пояснити появу нових компонентів походженням лінії від відповідного 
виду егілопсу. 



15

Таблиця 2
Стабільність інтрогресивних ліній за спектром гліадинів

Характеристика лінії
Кількість ліній, що пішли від

Авродесу Аврозису Авролати
Лінія стабільна у всіх генераціях 6 8 14
Лінія мінлива між генераціями 9 4 4

Лінія мінлива усередині окремих генерацій 4

Відсоток нестабільних ліній серед похідних Авродесу, Аврозису та 
Авролати склав, відповідно, 68,4±10,67, 33,3±13,61 та 22,2±9,80. За резуль-
татами точного критерію Фішера (Рініц. = 0,2, Рзаг. = 0,676), похідні Аврозису 
та Авролати не відрізняються за співвідношенням стабільних та нестабіль-
них ліній. Якщо об’єднати ці дві групи, підвищеною кількістю нестабіль-
них ліній від них відрізняється група похідні Авродесу (за чотирьохполь-
ним критерієм, χ2 = 8,78 при χ2

0,01 = 6,63 для df = 1).
19 проаналізованих ліній-похідних Авродесу були представлені у 63 

генераціях, 32 генерації (50,8 ± 6,30%) мали внутрішньогенераційну мінли-
вість за компонентами гліадинового спектру. З 33 генерацій ліній-похідних 
Аврозису лише 5 (15,2 ± 6,24%) мали внутрішньогенераційну мінливість. У 
Авролати з 34 генерацій 6 (17,6 ± 6,54%) мали внутрішньогенераційну мін-
ливість за компонентами гліадинового спектру. При порівнянні кількості 
нестабільних генерацій групи похідні Аврозису та Авролати як і раніше не 
відрізняються одна від одної та кожна з них значуще відрізнялась від групи 
похідних Авродесу: χ2 = 10,16 та 8,83, відповідно, χ2

0,05 = 5,92 при кількості 
порівнянь 3. Отже, найчастіше внутрішньогенераційна мінливість спосте-
рігалася серед похідних Авродесу.

Із 130 вивчених генерацій таких, що повністю повторювали спектр Ав-
рори, було лише 8. 122 генерації мали у гліадиновому спектрі зернівок ком-
поненти, які відрізняються від компонентів спектру Аврори. Це зовсім не 
збігається з результатами оцінки гліадинових спектрів, отриманих на тих 
самих лініях 18 років тому.

Лінії, різні генерації яких вивчаються у даній роботі, було створено 
як 42-хромосомні цитологічно стабільні нащадки від схрещувань геномно-
заміщених форм з генотипом Аврора. В їхньому геномі могли бути будь-
які вставки інтрогресивного хроматину, частину з яких нами було іденти-
фіковано через застосування біохімічних хромосомних маркерів та вивчен-
ня мейозу у рослин f1 між лінією та генотипом Аврора [2]. Як цитологічно 
сталі, лінії було зареєстровано у 1990-91 роках, за гліадинами їх вивчали у 
1993-94 роках. Вивчалася тільки одна генерація, вирощена у 1993 році, по 
чотири зернівки на лінію. Ми не спостерігали жодного поліморфізму гліа-
динових компонентів усередині лінії. Якщо констатувалась поява компо-
нентів спектру, не властивих реципієнтному генотипу, Аврорі, як прави-
ло, це був блок компонентів ω-зони, властивий спектру геномно-заміщеної 
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форми, або окремі компоненти у інших зонах, також властиві саме цій фор-
мі [2]. На той період лінії можна було б характеризувати новостворені, «мо-
лоді», які ще не пройшли помітної кількості генерацій після свого виді-
лення серед розмаїття рослин гібридного походження, кількість хромосом 
серед яких коливалась від 38 до 44 [4]. У період з 1990 по 2008 рік лінії про-
йшли як мінімум 15 генерацій у польових умовах під ізоляторами, проте ми 
не контролювали їхню цитологічну стабільність.

За кілька років (генерацій) після завершення роботи з ідентифікації 
чужинного хроматину у інтрогресивних ліній стало очевидно, що части-
на з них характеризується перманентною мінливістю за ознаками колосу, за 
якими ми маємо можливість спостерігати, тобто такими, що характеризу-
ються різними градаціями в генотипах Аврора та геномно-заміщені форми. 
Крім того, вивчаючи популяції, що розщеплюються від схрещування інтро-
гресивних ліній Аврозису, ми констатували факт появи серед гібридних на-
щадків таких алелів генів бета-амілази, яких не було у компонентів схрещу-
вання [5]. Сукупність цих спостережень свідчила, що принаймні частина 
гексаплоїдних інтрогресивних ліній, цитологічно стабільних, є нестабіль-
ними генетично. А це означає, що в їхніх геномах відбуваються якісь про-
цеси, які є джерелом генетичної мінливості в межах інтрогресивного гено-
ма, хоча на цитологічному рівні вони не відбиваються. Гліадинові спектри, 
як надзвичайно поліморфна ознака, являють собою ідеальну модель для 
кількісного вивчення хоча б тієї частини такої мінливості, яка відбувається 
з гліадиновими генами.

Найчастіше нові компоненти зустрічалися у ω-зоні, рідше у γ- та 
β-зонах. В α-зоні гліадинового спектру лише декілька генерацій демонстру-
вали нові компоненти. Таке розділення по зонах можна частково пояснити 
розмірами та роздільною здатністю електрофоретичних спектрів цих зон. 
Так ω-зона містить близько половини усього спектру, в той час, як γ- , β- 
та α-зони займають решту. На α-зону, у середньому, припадає від трьох до 
п`яти компонентів. Гліадини є спирторозчинною фракцією клейковини зер-
на пшениці та представлені мономерними білками. Кожен компонент гліа-
динового спектру, білок, кодується окремим геном. Таких генів у геномі ба-
гато і розташовані вони кластерами. Гліадинові гени кодують запасні біл-
ки, надзвичайно збагачені на залишки амінокислот проліну та глютаміну, 
чим пояснюється їхня висока цінність як запасних білків, придатних для 
розвитку зародку зернівки [3]. Гени локусів Gli характеризуються певною 
структурою, яка може бути залучена для пояснення як великої кількості ге-
нів у кластерах, так і того, що серед них переважають псевдогени. До скла-
ду генів, що кодують гліадини, входить повторювальний домен, консенсус-
на послідовність якого подібна в різних генів та містить велику кількість 
тринуклеотидів, що кодують глютамін, САА. Повтори САА відомі як еле-
менти мікросетелітних локусів. Довжина послідовністі, що кодує Pro-Phe-
Pro-Gln-Gln-(Gln)-Pro-Gln-Gln-(Pro-Gln-Gln) впливає на масу поліпептидів 
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[6]. Наявність у складі гена повторів таких нуклеотидів підвищуть їхню по-
ліморфність, яка може виникати за двома механізмами: через помилки при 
рекомбіногенезі, які спричинюються численими повторами та через відо-
мий механізм утворення нових алелів мікросателітних локусів при проков-
зуванні полімерази при реплікації ДНК [7] В обох випадках це забезпечує 
загальновідомий поліморфізм кластерів, у які зібрані численні гени різних 
гліадинів. За нашими даними, мінливістю характеризуються саме класте-
ри генів, що свідчить про активізацію у гібридному геномі інтрогресивних 
ліній якихось механізмів, які ініціюють внутрішньокластерну мінливість.

Гени кластерів Gli різних субгеномів пшениці демонструють високу 
подібність у своїй структурі. Виходить, що гени можуть мутувати тільки у 
межах кількості повторів, що кодують глютамінові залишки, але не в інших 
елементах своєї будови. Вивчення структури гліадинових кластерів дало 
змогу припустити, що зростання кількості генів усередині кластера є на-
слідком нерівного кросинговеру між гомологічними хромосомами, гетеро-
зиготними за певним гліадиновим кластером [8]. Щодо міжгенних проміж-
ків, для них показана значна різниця для хромосом різних субгеномів. Між-
генні регіони, розташовані між окремими генами, що складають кластер 
гліадинових генів, утворені із повторів та надзвичайно насичені транспо-
зонами, які можуть сприяти підвищенню внутрішньогеномної мінливості, 
якщо переходять до активного стану [8]. Причиною активації транспозонів 
може стати інтрогресивна природа геному ліній, які ми вивчаємо та які де-
монструють відсутність стабільності електрофоретичних спектрів за про-
дуктами гліадинових генів. 
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Резюме
Охарактеризована изменчивость интрогрессивных линий мягкой пшеницы 

по признакам морфологии колоса и электрофоретичным спектрам продуктов генов 
Gli-1 и Gli-2. Судя по характеру изменчивости глиадиновых спектров у цитологич-
но стабильных линий выдвинуто предположение о наличии внутригеномной неста-
бильности в этих линиях, источником которой является их интрогрессивная при-
рода.

the variability of the introgressive common wheat lines for the characters of spike 
morphology and electrophoretical spectra of products of the Gli-1 and Gli-2 genes are de-
scribed. Judging by pattern of variability of gliadine spectra in cytologically stable lines 
the availability of intragenome instability in these lines was supposed. the variability is 
caused by introgressive origination of these lines.
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ФІЛОГЕНЕТИЧНИЙ АНАЛІЗ ГЕНА SHRUNKEN1 КУКУРУДЗИ
Доместикація злаків являє собою еволюційний процес, контрольова-

ний людиною. В першу чергу суттєвих змін в процесі доместикації зазнали 
гени сільскогосподарсько важливих ознак, за якими відбір відбувався най-
більш інтенсивно. Характерним в процесі доместикації злаків був ефект 
пляшкової шийки [1]. Аналіз нуклеотидних послідовностей може показа-
ти, які самі гени зазнали найбільших змін під час доместикації, детектува-
ти ефект пляшкової шийки та інтенсивність селекції за рівнем варіабель-
ності, що відрізняється від нейтрального еквілібріуму. Однак, встановлен-
ня впливу селекційного процесу на фоні ефекту пляшкової шийки зазнає 
труднощів [2]. 

Кукурудза (Zea mays l.) є класичним модельним організмом генети-
ки, зокрема, для вивчення процесу доместикації. Геном кукурудзи зазнав 
суттєвих змін під час доместикації – так, вивчення фізичної та генетичної 
структури геному показало недавнє поліплоїдне походження кукурудзи та 
наступну диплоїдизацію [3]. Внаслідок тетраплоїдизації та наступної ди-
плоїдизації відбувалась селективна елімінація одного з двох гомологів де-
яких генів [4].

Ген shrunken1 кодує ізозим цукрозосинтазу [5], хоча продукт його екс-
пресії не є необхідним для синтезу цукрози у кукурудзи [6]. Відомо, що ген 
shrunken1 впливає на процес синтезу ензимів біосинтезу крохмалю [7], та-
кож є дані щодо його транс-активуючої активності [8]. Філогенетичний ана-
ліз гена shrunken1 кукурудзи є важливим для молекулярно-генетичного до-
слідження генів, пов’язаних з ознаками якості ендосперму, що і є метою да-
ної роботи.
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Матеріали і методи
Матеріалом слугували 100 нуклеотидних послідовностей регіону про-

мотора гена shrunken1 кукурудзи, отриманих з бази даних Національного 
центру біотехнологічної інформації [9]. Вирівнювання нуклеотидних по-
слідовностей здійснювали за алгоритмом mUscle [10]. Реконструкцію фі-
логенетичної дендрограми проводили за методом UPGmA [11], достовір-
ність побудованої дендрограми оцінювали bootstrap-тестом з 500 ітерація-
ми [12]. Еволюційні дистанції побудовані за методом maximum composite 
likelihood [13]. Філогенетичний аналіз проводили за моделлю Тамура-Ней 
[14] за методом maximum likelihood. Тест нейтральності проводили за кри-
терієм Тадзими [15]. Аналіз проводили у програмі meGA5 [16].

Результати та обговорення
Проведено вирівнювання 100 нуклеотидних послідовностей гена 

shrunken1 кукурудзи, за результатами якого побудовано філогенетичну ден-
дрограму з сумарною довжиною гілок 0,04553198 (рис. 1). Нуклеотидні по-
слідовності розподілилися на три кластери; кластер І, в свою чергу, розпо-
ділився на два субкластери, кластер ІІІ зайняв сестринське положення до 
кластерів І та ІІ на дендрограмі. Середній рівень гомології складав 95 %. 
Відмічено однонуклеотидні заміни у проксимальной частині вивчених ну-
клеотидних послідовностей, для дистальної частини характерна мала кіль-
кість нуклеотидних замін, що можливо пояснити більшою важливістю її 
для функціювання гена. Для кластерів І та ІІ відмічений низький рівень ва-
ріабельності в порівнянні з кластером ІІІ.

Проведено аналіз нейтральності за тестом Тадзими (табл. 1) з метою 
встановлення характеру еволюції гена shrunken1. В цілому проаналізовано 
165 позицій, знайдено шість сегрегаційних сайтів. Значення tajima D було 
від’ємним та дорівнювало -0,627306. 

Відмінне від 0 та від нейтрального еквілібріуму значення tajima D 
свідчить про те, що еволюція цього гена проходить невипадковим чином. 
Від’ємність значення tajima D, спричинена низькою варіабельністю даного 
гена, свідчить про наявність ефекту пляшкової шийки та наявність селек-
ційного пресу. 

Таблиця 1
Результати теста Тадзими на нейтральність для гена shrunken1 кукурудзи

m s ps Θ π d
165 6 0,036364 0,007024 0,005063 -0,627306

Скорочення: m – число проаналізованих позицій, S – число сегрегаційних сайтів, ps 
= S/m, Θ = ps/a1, π – варіабельність, D – значення тесту Тадзими

Таким чином, проведений філогенетичний аналіз гена shrunken1 під-
тверджує той факт, що його еволюція не носила нейтрального характеру. 
Характер змін гена shrunken1 в процесі доместикації не можливо назвати 
випадковим. Ген shrunken1 зазнав значних змін під час доместикації у ви-
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 Zea mays subsp. mays cultivar B103 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar Oh43 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar GT112 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar KI44 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar I205 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar KY21 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar N28Ht endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar NC320 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CML247 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar F2 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar CML287 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CML333 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar B103 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar HP301 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar B37 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC260 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar B97 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar IL101 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar TX601 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar Tx601 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar B73 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar N192 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar W182B shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar B104 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CML333 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar CML91 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC250 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CM105 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar OH43 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar IL14H shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar Ky21 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar ND246 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar H99 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar F2834T shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar B84 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar N28HT shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CML261 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar A619 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC260 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar IL101 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar IL677A shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar B14A shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CI187-2 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar W153R endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar B97 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar F7 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CM174 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar B68 shrunken1 (sh1) gene promoter region
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 Zea mays subsp. mays cultivar SG18 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC304 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar TZI10 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar A554 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar P39 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar MS153 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar F44 shrunken1 (sh1) gene promoter region
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 Zea mays subsp. mays cultivar KI3 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar IDS28 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC352 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC298 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CML5 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar T8 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar I29 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar PA91 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar Pa91 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar C103 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar CML61 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar T232 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar NC348 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar IA2132 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC348 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar NC296 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar OH7B shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar KI11 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar EP1 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar Ki21 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar A6 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar MO17 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar I137TN shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar KI43 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar NC338 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar TZI8 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar KI21 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar A6 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar M162W endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar SC55 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar Ia2132 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar Mo17 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar IDS28 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
 Zea mays subsp. mays cultivar T232 shrunken1 (sh1) gene promoter region
 Zea mays subsp. mays cultivar Ki9 endosperm-specific sucrose synthase (shrunken1) gene partial sequence
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Рис 1. Філогенетична дендрограма, що побудована за результатами вирівню-
вання 100 нуклеотидних послідовностей гена shrunken1 кукурудзи. І-ІІІ – клас-
тери та субкластери. Значення bootstrap (500 ітерацій) показано рядом з гілка-
ми. Розміри гілок згідно шкали, відстані показують кількість нуклеотидних за-

мін на сайт
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гляді ефекту пляшкової шийки, що підтверджено статистичним аналізом 
філогенетичних даних.

Висновки. Проведено філогенетичний аналіз гена shrunken1, вирівне-
но 100 нуклеотидних послідовностей промоторного регіону гену shrunken1 
кукурудзи. Детектовано однонуклеотидні заміни, делеції 1-2 нуклеотидів, в 
проксимальній частині кількість замін була більшою, ніж в дистальній. По-
будовано філогенетичну дендрограму, де нуклеотидні послідовності розпо-
ділились в три кластери, рівень варіабельності був низьким за виключен-
ням кластеру ІІІ. Проведений тест на нейтральність Тадзими, за результата-
ми якого показано ненейтральний характер еволюції гена shrunken1, давній 
ефект пляшкової шийки та дію штучного добору в процесі доместикації, 
що спричинило зниження варіабельності гена shrunken1.
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Резюме
Проведено філогенетичний аналіз гена shrunken1 кукурудзи. Детектовано од-

нонуклеотидні заміни, делеції 1-2 нуклеотидів. За результатами тесту на нейтраль-
ність Тадзими показано ненейтральний характер еволюції гена shrunken1, давній 
ефект пляшкової шийки та дію штучного добору в процесі доместикації, що спри-
чинило зниження варіабельності гена shrunken1.

Проведен филогенетический анализ гена shrunken1 кукурузы. Детектированы 
однонуклеотидные замены, делеции 1-2 нуклеотидов. По результатам теста на ней-
тральность Тадзими показаны ненейтральный характер эволюции гена shrunken1, 
давний эффект бутылочного горлышка и действие искусственного отбора в процес-
се доместикации, что привело к снижению вариабельности гена shrunken1.

maize shrunken1 gene phylogenetic analysis is conducted. single nucleotide sub-
stitutions and 1-2 nucleotides deletions were detected. tajima test for neutrality showed 
non-neutral character of shrunken1 gene evolution, ancient buttleneck effect and artificial 
selection while domestification, resulting in shrunken1 gene variability loss

БАСКЕВИЧ М.И.
Институт проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова РАН России
Россия, 119071, Москва, Ленинский пр. 33, корп. 1, e-mail: mbaskevich@mail.ru

ИЗМЕНЧИВОСТЬ ЯДРЫшКООБРАЗУЮЩИХ РАЙОНОВ 
ХРОМОСОМ В ЭВОЛЮЦИИ БЛИЗКИХ ВИДОВ SICISTA 

(RODENTIA, DIPODOIDEA) 
Использование усовершенствованного метода окраски хромосомных 

препаратов азотнокислым серебром [1] позволило выявлять на хромосомах 
ядрышкообразующие районы (ЯОР), являющиеся местом расположения 
функционально активных кластеров рДНК, ответственных за синтез 18s 
и 28s рДНК. И хотя более точным является определение числа ЯОР мето-
дом флуоресцентной гибридизации in situ, использование аргентофильных 
свойств ЯОР до сих пор не утратило своей актуальности. 
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Особый интерес представляют исследования, связанные с применени-
ем метода Agnor-окраски хромосом на группах близко родственных ви-
дов, позволяющие судить о связи изменений генов рДНК с теми перестрой-
ками, которые претерпевают виды в ходе кариотипической эволюции. В 
частности, среди грызунов особенности локализации ЯОР были изучены у 
кариологически дискретных видов полевок рода Microtus [2] и у кариоло-
гически сходных видов мышей р. Apodemus [3], а также у ряда других ви-
дов rodentia. На примере изученных представителей близких видов грызу-
нов было показано, что характер распределения ЯОР по хромосомам может 
стабильно проявляться внутри одного вида, и в ряде случаев этот показа-
тель может быть использован как диагностический признак. С другой сто-
роны, выявленные случаи внутривидовой изменчивости по числу и лока-
лизации ЯОР, указывают на вариабельность этих хромосомных признаков 
и их возможную зависимость от факторов изоляции и каких-то других до 
конца не ясных причин [4]. Противоречивость имеющейся информации по 
закономерностям формирования ЯОР у грызунов привлекает внимание к 
изучению числа и особенностей локализации ЯОР у представителей дру-
гих таксонов.

Для кариологически дискретного рода Sicista фауны fsU, в составе ко-
торого в соответствии с современными взглядами, признается 12 видов [5], 
по особенностям локализации ЯОР имеются лишь фрагментарные данные 
[6,7]. 

В настоящем сообщении представлены сведения о локализации ЯОР у 
8, представленных 12-ю хромосомными формами, видов мышовок (р. Sicis-
ta) фауны России и сопредельных территорий, принадлежащих трем груп-
пам близких видов Sicista: betulina (S. betulina S. strandi, S. pseudonapaea), 
subtilis (S. subtilis, S. severtzovi), одноцветные мышовки Кавказа (S. caucasi-
ca, kluchorica S. kazbegica). 

Материалы и методы
Использованный в работе материал включал выборки следующих ви-

дов Sicista, представителей групп betulina: S. betulina S. strandi, S. pseudona-
paea, subtilis: S. subtilis, S. severtzovi и группы одноцветных мышовок Кав-
каза: S. caucasica, kluchorica S. kazbegica. Были изучены сборы S. strandi 
(2n=44, nf=52) из окрестностей пос. Тарское в Северной Осетии, 1 экз., 
пос. Саблинское Ставропольского края, 2 экз., Стрелецкой степи в Курской 
обл., 1 экз., вблизи пос. Тарханы Саратовской обл., 1 экз.; S. betulina (2n=32, 
nf=64) из окрестностей г. Звенигород Московской обл., 3 экз., окрестнос-
тей метеостанции «Пожижевская» в Ивано-Франковской обл. на Украине, 
2 экз.; S. pseudonapaea (2n=44, nf=52) из Маркакольского заповедника в 
Восточно-Казахстанской обл. Казахстана, 2 экз.; S. subtilis из окрестностей 
пос. Дьяковка, 2 экз., Октябрьское, 2 экз. в Заволжье (2n=24, nf=40. 41) и из 
окрестностей с. Афанасьевка в Правобережье (2n=23, nf=42,43) Саратов-
ской обл., 2 экз., S. subtilis nordmanni c территории заповедника «Хомутов-



24

ская степь» в Донецкой обл. на Украине (2n=26, nf=48), 2 экз.; S. severtzo-
vi из Стрелецкой степи, 1 экз. и окр. Баркаловки, 1 экз. (2n=20, nf=30), из 
Букреевых Барм, 1 экз. (2n=20, nf=29) в Курской обл.; S. caucasica (2n=32, 
nf=48) из окр. с. Верхний Архыз, 2 экз.: S. kluchorica (2n=24, nf=44) из до-
лины р. Кизгич, 2 экз. и с Северного Приюта в Карачаево-Черкессии, 1 экз.; 
S. kazbegica из долины р. Цей в Северной Осетии, 2 экз. (2n=40, nf=50) и S. 
kazbegica из ущ. Суатиси в Южной Осетии, 1 экз. (2n=42, nf=52). 

Все использованные в работе выборки мышовок были кариологически 
датированы. Препараты митотических хромосом получали в соответствии 
со стандартной методикой воздушно-высушенных препаратов. ЯОР выяв-
ляли с помощью Agnor-окраски хромосом [1]. 

Результаты и обсуждение
Кариологические исследования близких видов мышовок группы betu-

lina. 
Нами показано, что число ЯОР в кариотипах мышовок группы betuli-

na варьирует от 2-х до 4-х, внутривидовая изменчивость по числу и особен-
ностям локализации ЯОР не выявлена. Установлено, что по особенностям 
Agnor-окраски хромосом S. strandi и S. betulina сходны, а S. pseudonapaea 
отличается. Так, в кариотипах видов-двойников S. strandi и S. betulina от-
мечена одна пара ЯОР-несущих хромосом. Это самая крупная среди четы-
рех пар двуплечих элементов аутосома (№ 1 у S. strandi и № 4 у S. betulina). 
Ядрышкообразующие районы (ЯОР) локализованы в теломерных районах 
коротких плеч этих пар гомеологичных у обоих видов аутосом. Тогда как в 
кариотипе S. pseudonapaea помимо пары аутосом со сходной локализацией 
ЯОР (№ 1), обнаруживается пара акроцентрических хромосом (№ 18) с цен-
тромерной локализацией ЯОР. Анализируя данные Agnor-окраски хромо-
сом у близких видов мышовок группы betulina, следует отметить, что кари-
отипы двух 44-хромосомных видов S. strandi и S. pseudonapaea, сходные на 
уровне рутинной окраски хромосом, по данному хромосомному признаку 
видоспецифичны. Напротив, 32-хромосомный кариотип S. betulina по осо-
бенностям локализации ЯОР оказался идентичным 44-хромосомному на-
бору у вида-двойника S. strandi. Известно, что кариотипы видов-двойников 
мышовок группы betulina различаются 6-ю перестройками транслокацион-
ного типа и 6-ю перестройками типа изменения положения центромеры [8]. 
Однако ЯОР-несущие хромосомы у видов-двойников мышовок группы bet-
ulina в ходе хромосомной эволюции группы остались неизменными.

AgNOR-окрашенные кариотипы у видов-двойников мышовок группы 
subtilis

Мышовки группы subtilis в Восточной Европе, откуда представлен ана-
лизируемый в настоящем сообщении материал, характеризуются мозаич-
ными ареалами, фрагментация которых связана с глобальными изменени-
ями климата в плейстоцене и антропогенными воздействиями в голоцене. 
В целом, для мышовок этой группы показан значительный размах хромо-



25

сомной изменчивости, сведения о которой суммированы в сводке [9]. Нахо-
дит ли отражение влияние исторических причин и современных факторов 
изоляции в этой группе грызунов на вариабельность ЯОР? Нами были изу-
чены особенности локализации ЯОР в кариотипах S. subtilis и S. severtzovi 
в выборках из нескольких географических пунктов, что дает возможность 
исследовать изменчивость этого хромосомного признака и проследить за 
его ролью в анализе проблем эволюции группы. ЯОР изучены в кариоти-
пах S. subtilis из нескольких популяций: это Заволжская (2n=24, nf=40,41 
– n=4) и Правобережная (2n=23, nf=42,43 – n=2) популяции вида в Сара-
товской обл. и принадлежащая подвиду S. s. nordmanni 26-хромосомная по-
пуляция (nf=48 – n=2) из Донецкой обл. на Украине. Для каждой из изучен-
ных нами выборок S. subtilis показано своеобразие в особенностях локали-
зации ЯОР. Так, в 26-хромосомном кариотипе S. s. nordmanni из Донецкой 
обл. на Украине, ЯОР выявляются в терминальных участках коротких плеч 
пары субметацентрических аутосом малого размера (9-е место в наборе). 
У 23-хромосомных мышовок из Правобережья Саратовской обл. выявлена 
специфическая локализация ЯОР: в интеркалярных районах длинного пле-
ча субметацентрической пары № 5. Такая локализация ЯОР в кариотипах 
мышовок группы subtilis обнаружена впервые. Известно, что популяция 
S. subtilis с Правобережья Волги в Саратовской обл., полиморфна по двум 
структурным хромосомным перестройкам: тандемной (№ 4,10) транслока-
ции и перицентической (№ 6) инверсии [9]. Очевидно, что ЯОР-несущая 
пара хромосом (№5) не участвует в формировании и поддержании обна-
руженного хромосомного полиморфизма. Напротив, в Agnor-окрашенном 
24-хромосомном кариотипе S. subtilis из Заволжья Саратовской обл. обна-
ружены две пары акроцентрических аутосом (№ 8, 9) с ЯОР в районе вто-
ричных перетяжек. Напомним, что ранее локализация ЯОР в районе вто-
ричной перетяжки одной из акроцентрических пар аутосом была обнаруже-
на нами у особи S. severtzovi (2n=20, nf=30) из Стрелецкой степи в Курской 
обл. [8]. В настоящем сообщении эти данные подтверждены. Сходная ло-
кализация ЯОР показана для особи S. severtzovi с аналогичным кариотипом 
(2n=20, nf=30) из Баркаловки. Для особи S. severtzovi из Букреевых Барм 
(2n=20, nf=29), гетерозиготной по двум структурным хромосомным пере-
стройкам: тандемной (№ 3,8) и робертсоновской транслокациям, ЯОР вы-
явлены в районах вторичных перетяжек крупнейшей в наборе пары (№6) 
акроцентрических аутосом. Agnor-несущая пара аутосом у S. severtzovi 
из Курской обл. гомеологична паре № 8 у 24-хромосомной S. subtilis из За-
волжья Саратовской обл. Т. обр., по особенностям локализации ЯОР иссле-
дованный нами 24-хромосомный кариотип S. subtilis из Заволжья оказал-
ся ближе к таковому S. severtzovi, чем к S. subtilis (2n=23) из Правобережья 
Саратовской обл. и S. s. nordmanni (2n=26, nf=48) из Донецкой обл. на Ук-
раине. Т. обр., сравнение изученных нами кариотипов S. subtilis в изолиро-
ванных руслом Волги популяциях из Заволжья (2n=24, nf=40,41) и Право-
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бережья (2n=23, nf=42,43) Саратовской обл., а также таковых из Донецкой 
обл. (2n=26, nf=48) указывает на их существенные различия по количест-
ву и особенностям локализации ЯОР. Полученные на примере данного вида 
Sicista результаты свидетельствуют о вариабельности данного хромосомно-
го признака на внутривидовом уровне, демонстрируя важную роль факто-
ров изоляции в формообразовании мышовок группы subtilis в Восточной

Вариабельность ЯОР в кариотипах одноцветных мышовок Кавказа
По характеру Agnor-окраски хромосом наблюдается дифференциа-

ция между 40- и 42-хромосомными формами S. kazbegica, с одной сторо-
ны, и 32-хромосомной S. caucasica (nf=48) и S. kluchorica (2n=24) – c дру-
гой. Так, в кариотипах исследованных выборок двух кариоморф S. kazbe-
gica (2n=40, 42) ЯОР локализуются в теломерных районах коротких плеч 
первой и второй пар двуплечих аутосом (крупнейшие в наборе субмета-
центрики). В кариотипах сходных по этому хромосомному признаку пред-
ставителей группы: S. caucasica (2n=32) и S. kluchorica (2n=24) ЯОР лока-
лизованы в гомологичных районах гомеологичных аутосом: крупнейшей 
субметацентрической с теломерной на коротких плечах локализацией ЯОР 
и акроцентрической с перицентромерной локализацией ЯОР. Присутствие 
в кариотипах изученных представителей группы одноцветных мышовок 
Кавказа пары гомеологичных хромосом со сходной локализацией ЯОР под-
тверждает близость сравниваемых видов, а наличие пар аутосом, различа-
ющихся по особенностям локализации ЯОР, дифференцирует одноцветных 
мышовок Кавказа на две группы. 

Выводы 
В ходе изучения вариабельности ядрышкообразующих районов (ЯОР) 

хромосом в популяциях 8-ми видов (12 хромосомных форм) Sicista, пред-
ставителей групп betulina (S. betulina, S. strandi, S. pseudonapaea), subtilis (S. 
subtilis, S. severtzovi) и одноцветных мышовок Кавказа (S. kazbegica, S. cau-
casica, S. kluchorica):

– Показано, что число ЯОР в кариотипах изученных видов и карио-
морф мышовок варьирует от 2-х до 4-х. 

– Для большинства изученных видов установлена видоспецифичность 
локализации ЯОР, внутривидовая изменчивость ЯОР отмечена только для 
S. subtilis.

– На примере S. subtilis выявлено влияние факторов изоляции на внут-
ривидовую вариабельность ЯОР у Sicista. 

– В группах близких видов Sicista выявлены как гомеологичные-, так 
и специфические для конкретного вида ЯОР-несущие хромосомы, что поз-
воляет на новом уровне рассматривать изменчивость кариотипов и эволю-
цию близких видов Sicista . 

Исследование поддержано РФФИ (№ 12-04-01139а) и Программой 
Президиума РАН «живая природа»
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Резюме
Изучена вариабельность ядрышкообразующих районов (ЯОР) хромосом в по-

пуляциях близких видов Sicista групп betulina (S. betulina, S. strandi, S. pseudona-
paea), subtilis (S. subtilis, S. severtzovi) и одноцветных мышовок Кавказа (S. caucasi-
ca, S. kazbegica, S. kluchorica) фауны России и сопредельных территорий. Выявлены 
различия в количестве и локализации ЯОР на межвидовом и внутривидовом уров-
нях. Показана роль ЯОР в дивергентной эволюции рода. 

studied the variability of nucleolus organizer regions (nors) in populations 
of closely related Sicista species from the groups betulina (S. betulina, S. strandi, S. 
pseudonapaea), subtilis (S. subtilis, S. severtzovi) and unstriped birch mice of the caucasus 
(S. caucasica, S. kluchorica, S. kazbegica) of russia and adjacent territories. found the 
differences in the number and localization of nors on the interspecific and intraspecific 
levels. demonstrated the role of nors in the divergent evolution of the genus sicista. 
demonstrated the role of hc in the divergent evolution of the genus and considered its 
possible adaptive significance. 
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MINIATURE ЯК ГІПОТЕТИЧНИЙ БІЛОК-РЕГУЛЯТОР BURSICON/
RICKETS СИГНАЛЬНОГО КАСКАДУ В КРИЛОВОМУ ЕПІТЕЛІЇ 

DROSOPHILA MELANOGASTER
Крило дрозофіли, яка щойно вилупилась з лялечки, представляє собою 

м   ’яку компактизовану структуру. Трохи згодом після вилуплення нейрогор-
мон бурсикон, синтезований на даному етапі розвитку комахи у її голов-
ному мозку, з током гемолімфи, який створюється і підтримується білате-
ральними «криловими сердечками» торакса, потрапляє до крила, де запус-
кає ряд процесів в його епітеліальних клітинах, безпомилкове проходження 
яких, гарантує успішне завершення матурації крила дрозофіли (honegger 
et al., 2008; togel et al., 2008). Основними подіями, які відбуваються на цій 
стадії розвитку молодої комахи, є епітеліально-мезенхімальний перехід 
(ЕМП) та апоптоз епітеліальних клітин (Kimura et al., 2004; natzle et al., 
2008), які, в свою чергу, супроводжуються вимиванням клітинного дебрі-
су з порожнини між дорзальним та вентральним шарами кутикули, попе-
редньо синтезованої епідермальними клітинами, розташованими під ними 
(honegger et al., 2008; togel et al., 2008), в результаті чого крило дрозофіли 
розгортається та розширюється. Фінальними акордами стають адгезія цих 
двох кутикулярних шарів, їх склеротизація та меланізація, що врешті-решт 
призводить до утворення плаского міцного та водночас гнучкого літально-
го органу дорослої комахи (Johnson and milner, 1987).

Зв’язування бурсикону зі своїм рецептором rickets, який належить до 
lGr – підродини GPcr, вважається причиною запуску усіх згаданих вище 
процесів (baker and truman, 2002): rickets активує гетеротримерний Gs-
білок (Kimura et al., 2004; luo et al., 2005) з утворенням GtP-заряженої Gαs 
субодиниці та Gβγ гетеродимеру (Gilman, 1987). Gαs-GtP запускає апоп-
тоз, в процесі проходження якого задіяні каспази, через активацію cAmP-
PKA сигнального шляху (Kimura et al., 2004), в свою чергу, Gβγ, скоріш 
за все є регулятором сигнального шляху відповідального за епітеліально-
мезенхімальний перехід та розширення крила (Katanayeva et al., 2010). До 
всього цього ж інгібітори металопротеіназ, інтегрини та β-катенін також за-
лучені до процесів матурації крила дрозофіли (brower and Jaffe, 1989; Kiger 
Jr et al., 2007).
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X-зчеплений ген miniature (m) є необхідним на пізніх етапах пупарі-
ального розвитку крила (roch et al., 2003). Його роль консервативна між 
видами Drosophila. Так, мутації цього гена призводять до зменшення розмі-
рів крилової пластинки приблизно у 1.5 рази без зменшення кількості клі-
тин як у Drosophila melanogaster, так і у D.virilis (dobzhansky, 1929; Kozer-
etska et al., 2004). Дослідження ультраструктури мутантних крил виявило 
порушення у сплющенні та розширенні стовпчастих клітин епітелію, яке 
зазвичай відбувається між 32 та 60 годинами після формування пупарію, 
що може бути причиною виникнення згаданого вище фенотипу (roch et al., 
2003). Окрім цього, неповна адгезія шарів крилового епітелію, присутність 
залишків клітинного дебрісу в товщі крила, наявність видимих під світло-
вим мікроскопом гексагональних меж клітин, які представляють собою ку-
тикулярні утворення, також як і дефекти орієнтації волосків крилової плас-
тинки були описані у мух з мутантним геном miniature (newby et al., 1991; 
roch et al., 2003).

Білковий продукт цього гена має у своїй структурі сигнальну послідов-
ність, значну позаклітинну частину із досить консервативним zona pellucida 
(ZP)-доменом, характерною рисою якого є наявність восьми залишків цис-
теїну, rGd-мотив (сайт зв’язування з інтегринами); та можливі сайти глі-
козилювання, єдиний трансмембранний регіон та короткий внутрішньоклі-
тинний С-кінцевий хвіст. Наявність передбачуваних сайтів, які впізнаються 
ендопептидазами фуринового типу (рис. 1А), дає можливість припустити, 
що miniature може бути позаклітинним білком (roch et al., 2003; Jovine et 
al., 2005). Більш того, власне сам ZP-домен являється полімеризаційним 
модулем позаклітинного матриксу (Jovine et al., 2005).

Рис. 1. Структурна модель білків Miniature та Dusky.

ZP – zona pellucida домен, СС – coiled coil регіон, можливі сайти гліко-
зилювання вказані трикутниками, передбачувані сайти для впізнавання ен-
допептидазами фуринового типу вказані ножицями.

Білки позаклітинного матриксу (ПКМ) контролюють численні тканин-
ні події, включаючи регуляцію дифузії чи секреції молекул таких як морфо-
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гени чи гормони, підтримуючи їх стабільний градієнт (hynes, 2009). І так 
як miniature в значній мірі експресується в епітеліальних клітинах крила і 
вливає на властивості його ПКМ (roch et al., 2003; ren et al., 2005), постає 
цікаве питання чи процеси матурації крила, які запускаються нейрогормо-
ном бурсиконом, регулюються miniature.

Наше попереднє дослідження, яке мало на меті знайти відповідь на по-
ставлене запитання, додало у загальну скарбницю відомостей про ген min-
iature та його білковий продукт декілька нових фактів, які ще на крок на-
близили нас до розуміння його ролі у процесах матурації крила D. melano-
gaster. Так, стало відомо, що у мутантів за цим геном порушено нормальне 
проходження апоптозу, що проявляється у його сповільненні в порівнян-
ні з мухами дикого типу. Більш того, скоріш за все порушення в структурі 
гену miniature або ж взагалі його відсутність, також негативно впливають 
і на нормальне проходження ЕМП (ще одного ключового процесу матура-
ції крила). Хоча тут слід сказати, що цей доволі обережний висновок був 
зроблений на основі непрямих доказів в силу того, що дослідити це напря-
му (релокалізація β-катеніну дрозофіли Armadillo з мембрани до цитоплаз-
матичного простору) не дала змоги автофлюорисцеція кутикулярних утво-
рень в крилах досліджуваних мутантних мух (bilousov et al., 2012). Таким 
чином, зроблені висновки спирались на кореляцію ефективного розгортан-
ня крила з вдалим проходженням ЕМП (Katanayeva et al., 2010).

Надзвичайно важливим є той факт, що згадані фенотипи спричинені 
виключно порушеннями у гені miniature, і не є результатом пошкодження 
якихось інших генів. Однак, справедливим буде відмітити, що якщо разом 
з miniature страждає dusky (ще один білок ПКМ із ZP-доменом (рис. 1), ген 
якого до того ж розташований настільки близько до miniature, що деякі ав-
тори об’єднують їх у єдиний функціональний комплекс), то спостерігається 
значне підсилення мутантного фенотипу, в той час як при одиничній мута-
ції dusky процес апоптозу епітеліальних клітин під час матурації крила зна-
чних відхилень від норми не зазнає. З цього можна зробити висновок, що 
dusky хоча і є необхідним для успішного проходження апоптозу та ЕМП, 
він, здається, виступає лише в ролі помічника головного героя, якого в цій 
постановці грає miniature. І останнім, але не менш важливим фактом є роз-
ташування miniature у bursicon/rickets сигнальному каскаді на рівні рецеп-
тора чи його ліганду (bilousov et al., 2012).

Існує безліч гіпотез і прикладів, коли білки ПКМ виконують не тіль-
ки структурну функцію, але й задіяні у передачі різноманітних сигналів, 
виступаючи при цьому як в ролі резервуарів для накопичення і стабіліза-
ції розчинних лігандів чи депо попередників сигнальних молекул, так і в 
ролі кофакторів чи власне нерозчинних лігандів до відповідних рецепторів 
(hynes, 2009). Наприклад, колаген типу iv напряму зв’язує dpp, який на-
лежить до родини tGfβ ростових факторів дрозофіли (Wang et al., 2008). 
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Так само, білок ПКМ періостин зв’язує та акумулює Wnt ліганди (malan-
chi et al., 2012).

На основі всіх вище згаданих припущень та фактів ми спроектували гі-
потетичні моделі, які можуть слугувати своєрідною ілюстрацією можливо-
го сценарію розвитку подій під час матурації крила D. melanogaster, які за-
пускаються гетеродимерним (burs та pburs) гормоном бурсиконом та його 
lGr-рецептором rickets, регуляція взаємодії яких знаходиться під контро-
лем miniature та dusky (Рис. 2 А,Б).

Рис. 2. Гіпотетичні моделі взаємодії Miniature, Dusky, гетеродимерного (burs та 
pburs) бурсикону та його LGR-рецептору.

Не зважаючи на те, що у miniature та dusky є передбачувані сайти вза-
ємодії з ендопептидазами фуринового типу (Рис. 1), достовірно не відомо 
чи є ці білки самостійною частиною ПКМ, чи залишають заякореними на 
мембрані. В першій моделі, власне, розглядається останній варіант (Рис. 2 
А). Так, білки із ZP-доменом, залишаючись на мембрані зв’язуються з не-
йрогормоном бурсиконом, таким чином підтримуючи його стабільність, та 
водночас акумулюючи сигнал, забезпечують його підсилення, безперебій-
ність, та підтримання його постійного градієнта у ПКМ завдяки запобіган-
ню передчасного вимивання бурсикону током гемолімфи з порожнини кри-
ла під час його матурації; або ж можливо виступають навіть у ролі кофак-
тора.

Згідно іншої моделі обидва білки, miniature та dusky знаходяться у 
ПКМ, де завдяки полімеризаційним властивостям своїх ZP-доменів форму-
ють щось на кшталт резервуару, у якому накопичується бурсикон, який далі 
самостійно чи в комплексі дифундує в площі крилової пластинки, передаю-
чи сигнал все далі і далі (Рис. 2Б). Цікаве підтвердження цій гіпотезі можна 
знайти в попередній нашій роботі (bilousov et al., 2012).

жодна із запропонованих моделей не суперечить одна одній. Так, в 
першому випадку утворений комплекс може відрізатися від цитоплазма-
тичної мембрани і діяти за сценарієм другої моделі. В свою чергу, у друго-
му випадку запропонована організація ПКМ за участю miniature та dusky 
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може виступати в ролі бурсиконового пулу, таким чином підтримуючи по-
стійний градієнт ліганду rickets-рецептору та забезпечуючи безперебій-
ність сигналу, що являється характеристиками першої моделі.

На жаль, поки нема експериментального підтвердження взаємодії min-
iature з бурсиконом, ці запропоновані моделі залишаються лише гіпотетич-
ними і їх підтвердження та удосконалення потребує проведення додатко-
вих досліджень.

Література
1. Baker J.D. and Truman J.W. mutations in the drosophila glycoprotein hormone 

receptor, rickets, eliminate neuropeptide-induced tanning and selectively block a 
stereotyped behavioral program // Journal of experimental biology. – 2002.- 205, № 17.- 
P.2555-2565.

2. Bilousov O.O., Kozeretska I.A. and Katanaev V.L. role of the gene miniature in 
drosophila wing maturation. // Journal. – 2012.- doi:10.1002/dvg.22016.

3. Brower D.L. and Jaffe S.M. requirement for integrins during drosophila wing 
development // nature. – 1989.- 342, № 6247.- P.285-287.

4. Dobzhansky T. the influence of the quantity and quality of chromosomal material 
on the size of the cells in drosophila melanogaster // development Genes and evolution. 
– 1929.- 115, № 3.- P.363-379.

5. Gilman A.G. G Proteins: transducers of receptor-Generated signals // Annual 
review of biochemistry. – 1987.- 56, № 1.- P.615-649.

6. Honegger H.-W., Dewey E. and Ewer J. bursicon, the tanning hormone of 
insects: recent advances following the discovery of its molecular identity // Journal of 
comparative Physiology A: neuroethology, sensory, neural, and behavioral Physiology. 
– 2008.- 194, № 12.- P.989-1005.

7. Hynes R.O. the extracellular matrix: not just pretty fibrils // science. – 2009.- 
326, № 5957.- P.1216-1219.

8. Johnson S.A. and Milner M.J. the final stages of wing development in drosophila 
melanogaster // tissue and cell. – 1987.- 19, № 4.- P.505-513.

9. Jovine L., Darie C.C., Litscher E.S. and Wassarman P.M. Zona pellucida domain 
proteins // Annu rev biochem. – 2005.- 74, № P.83-114.

10. Katanayeva N., Kopein D., Portmann R., Hess D. and Katanaev V.L. competing 
activities of heterotrimeric G proteins in drosophila wing maturation // Plos one. – 
2010.- 5, № 8.- P.e12331.

11. Kiger Jr J.A., Natzle J.E., Kimbrell D.A., Paddy M.R., Kleinhesselink K. and 
Green M.M. tissue remodeling during maturation of the drosophila wing // dev biol. – 
2007.- 301, № 1.- P.178-191.

12. Kimura K.-i., Kodama A., Hayasaka Y. and Ohta T. Activation of the cAmP/
PKA signaling pathway is required for post-ecdysial cell death in wing epidermal cells of 
drosophila melanogaster // development. – 2004.- 131, № 7.- P.1597-1606.

13. Kozeretska I.A., Gubenko I.S. and Gorb S.N. new unusual miniature-like wing 
mutation in drosophila virilis // J morphol. – 2004.- 261, № 3.- P.270-275.

14. Luo C.-W., Dewey E.M., Sudo S., Ewer J., Hsu S.Y., Honegger H.-W. and Hsueh 
A.J.W. bursicon, the insect cuticle-hardening hormone, is a heterodimeric cystine knot 
protein that activates G protein-coupled receptor lGr2 // Proceedings of the national 
Academy of sciences of the United states of America. – 2005.- 102, № 8.- P.2820-2825.



33

15. Malanchi I., Santamaria-Martinez A., Susanto E., Peng H., Lehr H.-A., Delaloye 
J.-F. and Huelsken J. interactions between cancer stem cells and their niche govern 
metastatic colonization // nature. – 2012.- 481, № 7379.- P.85-89.

16. Natzle J.E., Kiger J.A., Jr. and Green M.M. bursicon signaling mutations 
separate the epithelial-mesenchymal transition from programmed cell death during 
drosophila melanogaster wing maturation // Genetics. – 2008.- 180, № 2.- P.885-893.

17. Newby L.M., White L., DiBartolomeis S.M., Walker B.J., Dowse H.B., Ringo 
J.M., Khuda N. and Jackson F.R. mutational analysis of the drosophila miniature-dusky 
(m-dy) locus: effects on cell size and circadian rhythms // Genetics. – 1991.- 128, № 3.- 
P.571-582.

18. Ren N., Zhu C., Lee H. and Adler P.N. Gene expression during drosophila Wing 
morphogenesis and differentiation // Genetics. – 2005.- 171, № 2.- P.625-638.

19. Roch F., Alonso C.R. and Akam M. drosophila miniature and dusky encode ZP 
proteins required for cytoskeletal reorganisation during wing morphogenesis // Journal of 
cell science. – 2003.- 116, № 7.- P.1199-1207.

20. Togel M., Pass G. and Paululat A. the drosophila wing hearts originate from 
pericardial cells and are essential for wing maturation // dev biol. – 2008.- 318, № 1.- 
P.29-37.

21. Wang X., Harris R.E., Bayston L.J. and Ashe H.L. type iv collagens regulate 
bmP signalling in drosophila // nature. – 2008.- 455, № 7209.- P.72-77.

Резюме
Сразу после вылупления из пупария, в крыле дрозофилы проходит ряд про-

цессов, совместно называемых матурацией, которые запускаются нейрогормоном 
бурсиконом и его рецептором rickets. Здесь представлены гипотетические модели 
взаимодействия белков внеклеточного матрикса miniature, а также dusky, необхо-
димых как на ранних стадиях формирования крыла, так и после вылупления мухи, 
с белками ответственными за запуск процесов матурации крыла Drosophila mela-
nogaster.

Одразу після вилуплення з пупарію, в крилі дрозофіли проходить ряд проце-
сів, які запускаються нейрогормоном бурсиконом та його рецептором rickets, при-
зводячи до його матурації. Тут представлені гіпотетичні моделі взаємодії білків по-
заклітинного матриксу miniature, а також dusky, які є необхідними як на ранніх ста-
діях формування крила, так і після вилуплення мухи, з білками відповідальними за 
запуск процесів матурації крила Drosophila melanogaster.

soon after eclosion, epithelial cells of drosophila wing undergo number of processes 
due to release of neurohormone bursicon and its further binding to GPcr rickets, collec-
tively referred to as wing maturation. here we propose hypothetical models of interaction 
between extracellular miniature, and also dusky, proteins and proteins responsible for the 
triggering of the wing maturation processes in Drosophila melanogaster.
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СИНТЕЗ НЕОДАРВИНИЗМА И ГЕНЕТИКИ РАЗВИТИЯ: 
УКРЕПЛЕНИЕ ПОЗИЦИЙ

Во второй половине ХХ века четко обозначились узловые положения, 
характеризующие кризис неодарвинизма. Неодарвинизм так и не смог дать 
удовлетворительного объяснения возникновению в процессе эволюции ор-
ганизмов сложных признаков [1, 2]. Не вписывались в представления не-
одарвинизма о равномерном течении эволюционного процесса палеон-
тологические данные, указывающие на разноскоростной характер фило-
генеза [3]. Особо прискорбным для него обстоятельством явилась узость 
эмпирической базы, призванной подтвердить ведущую роль положитель-
ного отбора в процессах формирования и реорганизации генетической 
структуры популяций [4 – 8]. Выход из создавшегося положения ознаме-
новался глубокой ревизией неодарвинизма, нашедшей свое выражение в 
новом эволюционном синтезе (НЭС) между неодарвинизмом и генетикой 
развития [1, 2]. Вместе с тем, в рамках неодарвинизма и НЭС неколеби-
мо сохраняется основополагающий постулат классического дарвинизма о 
«творческой роли» положительного отбора в морфологической эволюции 
организмов [2, 7, 9]. В современной редакции, под «творческой ролью» 
подразумевается действие положительного отбора на уровне фенотипов, 
нацеленное на преобразование наследственной программы индивидуаль-
ного развития организмов, как ответа на изменяющиеся экологические тре-
бования [2, 7, 9, 10]. 

В качестве лейтмотива модернизации парадигмы неодарвинизма, осу-
ществляемой в рамках НЭС, выступает теоретический постулат о разграни-
чении ролей структурных генов и генов-регуляторов в эволюционном про-
цессе. Исходя из него, Р. Рэфф и Т. Кофмен подчеркивают [2], что основной 
отличительной чертой действия движущей формы положительного отбо-
ра является селекция мутантных аллелей относительно небольшого коли-
чества генов-регуляторов, функционирующих в качестве переключателей 
альтернативных состояний или путей онтогенеза. Тем самым, определяет-
ся направление исторического развития быстро эволюционирующих, в ге-
ологическом масштабе времени, организмов [1, 2]. По мнению Р. Рэффа и 
Т. Кофмена, указанные аллели не индуцируют остановку развития, как это 
наблюдается в большинстве случаев при мутациях структурных генов, а 
обеспечивают его переключение с одного пути на другой. При этом эво-
люционные изменения достигаются за счет трансформации существующей 
наследственной программы индивидуального развития организма, а наблю-
даемые между видами морфологические различия обусловлены в основном 
мутациями упомянутых выше генов-регуляторов. Следовательно, вектор 
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активности движущего отбора направлен на модернизацию морфогенети-
ческой программы онтогенеза; указанный отбор задает темп и определяет 
направление морфологической эволюции организмов, а в его действии пре-
валирует селективная функция. В свою очередь, селекция структурных ге-
нов играет ключевую роль в поддержании, а в случае необходимости и кор-
рекции основного типа онтогенеза у медленно эволюционирующих орга-
низмов. Этот процесс находится под мощным контролем стабилизирующей 
формы положительного отбора, осуществляемым путем «постепенной за-
мены вариантных аллелей (структурных генов) в соответствии с представ-
лениями классической теории эволюции» [2]. В данном случае под «клас-
сической теорией эволюции» подразумевается неодарвинизм. Указанная 
форма положительного отбора контролирует ход адаптивной эволюции ор-
ганизмов путем фиксации аллелей структурных генов, усиливающих гоме-
остаз индивидуального развития особей и обеспечивающих, тем самым, 
укрепление существующей морфы [10, 12, 13]. В ее действии достигается 
определенное равновесие между элиминирующей и селективной функция-
ми, что показали, в том числе, и наши исследования [14]. 

За последние годы получены принципиально важные данные, под-
тверждающие воззрения НЭС на определяющую роль наследственных из-
менений регуляторных систем генома в морфологической эволюции ор-
ганизмов.Выяснилось, что на фоне серьезных морфологических отличий, 
различия между геномами шимпанзе и человека весьма незначительны и 
составляют < 1,0% [15]. Отмечаемые в геноме человека изменения, проис-
ходившие под контролем положительного отбора, затрагивают относитель-
но небольшое количество районов ДНК, среди которых выделяются так на-
зываемые зоны ускоренного развития человека (Human Accelerated Regions 
– HAR). Они, главным образом, ответственны за регуляцию процессов фор-
мирования ряда признаков, игравших ключевую роль в эволюции человека: 
коры и размеров головного мозга; мышц лица, участвующих в артикуляции; 
запястья и большого пальца руки [16]. Сравнительный анализ зоны HAR1 
стал ярким примером, демонстрирующим неравномерность течения эво-
люционного процесса. Выяснилось, что до появления человека зона HAR1, 
состоящая из 118 нуклеотидов, была почти неизменна: ее состав у кур и 
шимпанзе, эволюционные пути которых разошлись примерно 300 млн. лет 
назад, различается всего на два нуклеотида. В то же время у человека и 
шимпанзе, имевших общего предка 6 млн. лет назад, в зоне HAR1 накопи-
лось 18 различий. Это указывает на важную роль HAR1 в эволюции челове-
ка; установлено, что указанная зона ответственна за регуляцию морфогене-
за коры больших полушарий головного мозга [16]. В результате исследова-
ний, проведенных палеонтологами и эмбригенетиками, коренным образом 
изменились воззрения на генезис пера и его первоначальную функцию [17]. 
Выяснилось, что продукты генов Sbb и Bmp2, функционирующих как мо-
дульная пара сигнальных молекул, многократно используются в процессе 
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индивидуального развития пера. Они индуцируют пролифирацию клеток 
эпидермиса, регулируют ее скорость и способствуют клеточной дифферен-
цировке, контролируя, тем самым, все стадии онтогенеза перьев у совре-
менных птиц. При этом указанные стадии демонстрируют поразительное 
тождество с этапами, характеризующими исторический процесс возникно-
вения пера у динозавров. Эти данные привели исследователей к выводу о 
формировании примитивных перьев у древних рептилий из эпидермиса. 
По мнению палеонтологов первоначально они «отвечали за терморегуля-
цию, защиту кожи от повреждений и намокания, маскировку и т. д.», а их 
дальнейшая эволюция привела к появлению современного строения пера у 
двуногих хищных ящеров [17]. 

Эволюция глаза – проблема стоящая особняком в биологии [18]. Ч. 
Дарвин не смог объяснить возникновения столь сложного органа с позиций 
естественного отбора. Ее решение было найдено относительно недавно. Ре-
конструировать путь исторического развития глаза позволили результаты 
исследований, связанные с изучением, его строения, хода индивидуально-
го развития и контролирующих этот ход наследственных программ у пред-
ставителей различных систематических групп. Выяснилось, что предтечей 
глаза являлся существовавший примерно 600 млн. лет назад светочувстви-
тельный орган, призванный поддерживать циркадные и сезонные биорит-
мы организма [19]. Путем поэтапной трансформации морфогенетической 
программы данного органа, происходившей под действием положительно-
го отбора, 100 млн. лет назад завершилось формирование типичного глаза 
современных позвоночных [18, 19].

Итак, результаты исследовательских программ, разработанных на ос-
нове теоретических положений НЭС, подтвердили: ведущую роль в мор-
фологической эволюции регуляторных элементов наследственного матери-
ала; наличие механизмов неравномерного течения филогенеза, основанных 
на различной роли генов-регуляторов и структурных генов в эволюцион-
ном процессе; поступательного возникновения сложных признаков, опира-
ющегося на трансформацию «прародительской» морфогенетической про-
граммы.Опираясь на анализ палеантологического материала и данные он-
тогенетики [16 – 19], исследователям удалось распознать первоначальное 
функциональное значение ряда морфологических признаков и проследить 
их последующую историческую трансформацию. При этом во всех указан-
ных событиях отчетливо проявилась ведущая роль положительного отбора.

Необходимо отметить, что факты, представленные в сообщениях [15 – 
17], противоречат устоявшейся точке зрения на механизм видообразования 
[7]. Данная точка зрения требует корректировки, главным образом, в соот-
ветствии с теоретическим положением НЭС о разграничении ролей струк-
турных генов и генов-регуляторов в эволюционном процессе [2].Таким об-
разом, в полной мере начинает сбываться «пророчество» С. Гилберта [2] о 
том, что синтез неодарвинизма и генетики развития: «может привести к пе-
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реоценке наших представлений о механизмах, лежащих в основе эволюци-
онного изменения и разнообразия животных»,. По сути, данный синтез [1, 
2] олицетворяет собой идею о сведении воедино процессов фило– и онто-
генеза [12, 20], говоря иначе, он направлен на создание общей (холистичес-
кой) теории развития. Исходя из этого, на первый план выходят результаты 
экспериментальных исследований, проводимых в рамках НЭС. Их целью 
является дальнейшее формирование фактологической базы, необходимой 
для решения задач, связанных с установлением общих закономерностей 
индивидуального и исторического развития организмов. 
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Резюме
В последнее десятилетие получен ряд данных, подтверждающих правомер-

ность постулированного в рамках НЭС взгляда на процесс исторического разви-
тия организмов. 

В останнє десятиріччя отримано ряд даних, що підтверджують правомірність 
постульованого у рамках НЕС погляду на процес історичного розвитку організмів.

over the last decade there was generated a series of data confirming a justification 
for postulated within nes outlook for process of organism historical development.
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ЗАВИСИМОСТЬ ИНДУКЦИИ ЭФФЕКТА «СВИДЕТЕЛЯ» ОТ 
ПРОЛИФЕРАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ ОБЛУЧЕННЫХ КЛЕТОК 

Эффект «свидетеля» (ЭС), как феномен, при котором облучённые 
клетки генерируют стрессорный сигнал, приводящий к повреждениям рас-
положенных в непосредственной близости интактных клеток [1], был за-
регистрирован во многих экспериментах на клетках позвоночных и других 
многоклеточных [2-4], а также некоторых представителей одноклеточных 
организмов [5]. 

Ранее нами была показана возможность передачи ЭС сигнала меж-
ду клетками организмов находящихся далеко друг от друга в эволюцион-
ном плане, что даёт основание предполагать неспецифичность ЭС сиг-
нала [6]. Мы проводили совместное культивирование клеток дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae с лимфоцитами периферической крови (ЛПК) че-
ловека, где облучённые клетки дрожжей являлись донором ЭС сигнала, а 
ЛПК – клетками «свидетелями». Разработанный нами подход оказался пер-
спективным в изучении механизмов ЭС. Так, используя в качестве донора 
ЭС сигнала штамм дрожжей утративший митохондриальную ДНК (rho0-
клетки), нами было показано что проявление ЭС зависит от нормального 
функционирования митохондрий клеток-доноров [7]. 

Ряд исследований показал, что уровень повреждения клеток-реципи-
ентов может изменяться в зависимости от их пролиферативной активнос-
ти во время воздействия на них ЭС сигнала [8]. Однако в литературе от-
сутствуют данные про то, в какой мере функциональное состояние самих 
клеток-доноров ЭС сигнала во время воздействия на них повреждающих 
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факторов влияет на индукцию эффекта «свидетеля». Поэтому целью на-
шей работы было сравнить эффективность индукции ЭС в лимфоцитах пе-
риферической крови человека в зависимости от активности деления клеток 
дрожжей. Для этого в качестве доноров ЭС сигнала мы использовали клет-
ки дрожжевых культур в стационарной фазе роста (покоящиеся клетки), и 
логарифмической фазе роста (активно делящиеся клетки).

Материалы и методы
В исследовании были использованы гаплоидный rho+ (клетки с фун-

кциональными митохондриями) штамм дрожжей dly 640 (происходит от 
штамма W303 [9]) и полученный от него штамм rho0 (клетки утратившие 
митохондриальную ДНК) в стационарной и логарифмической фазе роста. 
Для получения штамма rho0 , клетки rho+ штамма культивировали в 2 мл 
жидкой среды yPd, содержащей бромистый этидий в концентрации 10 мкг/
мл. После инкубации клетки дважды отмывали дистиллятом и высевали на 
плотную yPd. Контроль потери митохондриальной ДНК проводили с по-
мощью люминесцентной микроскопии после прижизненного окрашивания 
dAPi. 

Образцы цельной крови (1 мл) культивировали при 37 οС 48 часов в 
5 мл среды rPmi-1640 с добавлением ФГА. В начале культивирования про-
водили экспериментальную контаминацию культур облучёнными рентге-
новскими лучами (аппарат РУМ-17, доза 1 Гр и 10 Гр) или необлученны-
ми клетками дрожжей Saccharomyces cerevisiae (106 клеток на культуру). 
Дозы подбирались исходя из данных наших предыдущих исследований [6, 
7, 10]. После культивирования, готовились препараты метафазных пласти-
нок ЛПК, которые анализировались на наличие аберрантных метафаз. 

Результаты и обсуждение
Совместное культивирование лимфоцитов с необлученными клетками 

дрожжей rho+ штамма (1,33±0,66% – культура ЛПК, 1,67±0,74% – культу-
ра ЛПК с необлученными дрожжами, р>0,05) и rho0 штамма (1,00±0,70% – 
культура ЛПК; 2,00±0,99% – культура ЛПК с необлученными дрожжами, 
р>0,05) не приводило к статистически значимым изменениям уровня абер-
рантных метафаз (АМ) в ЛПК по отношению к контролю. Это подтверж-
дает тот факт, что контаминация культуры ЛПК дрожжевыми клетками не 
влияет на уровень АМ в лимфоцитах. 

Как показано на рис. 1, при совместном культивировании с облучён-
ными клетками дрожжей rho+ штамма в стационарной в стационарной 
фазе роста, в лимфоцитах наблюдалось статистически значимое увеличе-
ние уровня АМ в сравнении с культурой ЛПК сокультивируемой с необлу-
ченными дрожжами (8,00±1,92% – культура ЛПК с дрожжами облучённы-
ми дозой 1Гр; 8,33±1,60% – культура ЛПК с дрожжами облучёнными дозой 
10 Гр; 3,00±0,98% – культура ЛПК с не облучёнными дрожжами, р<0,01). 
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Аналогичная ситуация наблюдалась для культуры ЛПК при совместном 
культивировании с дрожжами в логарифмической фазе роста (5,67±1,33% – 
культура ЛПК с дрожжами облучёнными дозой 1Гр; 5,37±1,56% – культура 
ЛПК с дрожжами облучёнными дозой 10 Гр; 1,67±0,74% – культура ЛПК с 
не облучёнными дрожжами, р<0,01). Несмотря на то, что наблюдалась тен-
денция к снижению эффективности индукции ЭС дрожжами в логарифми-
ческой фазе роста, разница между уровнем АМ в лимфоцитах сокультиви-
руемых с дрожжами в стационарной и логарифмической фазе роста, была 
статистически не значима (рис. 1). При этом в обеих случаях уровень АМ в 
лимфоцитах, не зависел от дозы облучения дрожжевых клеток.
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Рис. 1 Уровень аберрантных метафаз (АМ) в ЛПК при сокультивировании с 
клетками rho+ штамма дрожжей. 1 – контроль (культура ЛПК), 2 – культура 
ЛПК с необлученными дрожжами, 3 – культура ЛПК с дрожжами облучённы-

ми дозой 1 Гр, 4 – культура ЛПК с дрожжами облучёнными дозой 10 Гр

В предыдущей работе [10] нами было показано, что при сокультиви-
ровании лимфоцитов с облучёнными дрожжами rho0 штамма в стационар-
ной фазе роста ЭС проявлялся слабо и только после воздействия на клет-
ки дрожжей ионизирующей радиации в дозе 10 Гр (2,50±1,10% – культура 
ЛПК с не облучёнными дрожжами; 2,00±0,81% – культура ЛПК с облучён-
ными дозой 1Гр дрожжами; 3,67±1,09% – культура ЛПК с облучёнными 
дозой 10 Гр дрожжами). Совместное культивирование с облучёнными rho0 
клетками дрожжей в логарифмической фазе роста однако не привело к ста-
тистически значимому увеличению уровня АМ в лимфоцитах по отноше-
нию к культуре ЛПК с не облучёнными дрожжами (2,00±0,99% – культура 
ЛПК с не облучёнными дрожжами; 2,00±0,99% – культура ЛПК с дрожжа-
ми облучёнными дозой 1Гр; 2,00±0,81% – культура ЛПК с дрожжами об-
лучёнными дозой 10Гр, р>0,05) (рис.2). 
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Рис. 2 Уровень аберрантных метафаз (АМ) в ЛПК при сокультивировании с 
клетками rho0 штамма дрожжей. 1 – контроль (культура ЛПК), 2 – культура 
ЛПК с необлученными дрожжами, 3 – культура ЛПК с дрожжами облучённы-

ми дозой 1 Гр, 4 – культура ЛПК с дрожжами облучёнными дозой 10 Гр 

Таким образом, клетки rho0 штамма дрожжей в логарифмической фазе 
роста, в отличии от rho+ клеток, не индуцировали проявление ЭС в ЛПК. 
Это подтверждает данные полученные нами ранее [10], про связь генера-
ции ЭС сигнала с нормальным состоянием митохондрий и митохондриаль-
ного генома клеток-доноров.

Выводы
Исходя из полученных нами данных следует, что для системы совмест-

ного культивирования лимфоцитов периферической крови человека с клет-
ками дрожжей, пролиферативная активность клеток-доноров ЭС сигнала 
не является достаточно важным фактором, влияющим на эффективность 
индукции ЭС в клетках-реципиентах. 
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Резюме
В данной работе мы показали, что при совместном культивировании лимфо-

цитов периферической крови человека с клетками дрожжей, пролиферативная ак-
тивность клеток-доноров ЭС сигнала (дрожжей S. cerevisiae) является не достаточ-
но важным фактором, влияющим на эффективность индукции ЭС в клетках-реци-
пиентах (ЛПК). Сила проявления ЭС зависит от нормального функционирования 
митохондрий. 

У даній роботі ми показали, що при сумісному культивуванні лімфоцитів пе-
риферичної крові людини з клітинами дріжджів, проліферативна активність клітин-
донорів ЕС сигналу (дріжджів S. cerevisiae) являється не достатньо важливим фак-
тором, що впливатиме на ефективність індукції ЕС в клітинах-рецепієнтах (ЛПК). 
Сила прояву ЕС залежить від нормального функціонування мітохондрій.

in the present study, we have demonstrated that during cocultivation human lympho-
cytes with yeast, proliferative activity of donor cells for the be signal (yeast S. cerevisiae) 
is not critically important factor for the efficiency of induction be in receptor cells (lym-
phocytes). strength of bystander effect depends on normally functioning mitochondria. 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ КОМПОНЕНТОВ 
ПРИСПОСОБЛЕННОСТИ ВЫБОРОК ИЗ ПРИРОДНЫХ 

ПОПУЛЯЦИЙ DROSOPHILA MELANOGASTER УКРАИНЫ РАЗНЫХ 
ЛЕТ И ПРОИЗВОДНЫХ ЛАБОРАТОРНЫХ ЛИНИЙ

Анализ вклада генетической и средовой компонент в изменчивость 
природных популяций Drosophila melanogaster по количественным призна-
кам – предмет исследования многих работ [1]. Особый интерес представ-
ляют адаптивно значимые признаки, по которым, как было показано [2], 
в природных условиях нарушается равновесие вследствие их постоянной 
подверженности действию естественного отбора. В природных популяци-
ях широко распространены гетерозиготные организмы, которые характери-
зуются высокой жизнеспособностью и хорошей приспособляемостью [3], 
а снижение степени гетерозиготности приводит к нарушению надёжнос-
ти и устойчивости развития [4, 5]. Оценить направление и степень измене-
ния гетерозиготности в природных популяциях, особенно по локусам, кон-
тролирующим количественные признаки, крайне сложно. При проведении 
такого рода исследований, как правило, анализируется потомство сравни-
тельно небольших выборок особей, отловленных в природе, что сопровож-
дается переводом их на лабораторное содержание. Исходя из этого была 
сформулирована цель данной работы: в рамках долгосрочного мониторин-
га динамики популяций D. melanogaster Украины и экологического состо-
яния регионов оценить и сравнить приспособленность выборок из природ-
ных популяций данного вида двух последовательных годов сбора (1 и 2), 
обитающих на территориях с разным уровнем радиационного загрязнения, 
а также проанализировать изменения в структуре показателя приспособ-
ленности при переходе на лабораторное содержание (1+1 лаб.).

Материалы и методы
Материал исследования: потомство первого и второго поколений осо-

бей, отловленных из природных популяций Магарач (г. Ялта, винзавод 
«Магарач»), Яблочный сад (г. Чернобыль; 100 мкР/час) и Озеро (водоем-ох-
ладитель ЧАЭС; 2100 мкР/час) в августе-сентябре двух последовательных 
годов сбора. И особи одноимённых линий, сформированных из потомства 
соответствующих выборок первого года сбора и содержащиеся в течение 
года в лаборатории. Природный материал был предоставлен нам для иссле-
дований к.б.н., доц. Козерецкой И.А. (Киевский национальный универси-
тет имени Тараса Шевченко, Украина). Учитывали компоненты приспособ-
ленности: плодовитость, смертность на стадии метаморфоза, соотношение 
полов на момент выхода имаго, жизнеспособность, смертность на ранних 
стадиях эмбриогенеза (ДЛМ: ранние – рДЛМ, поздние – пДЛМ, суммар-
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ный уровень – сумДЛМ), среднюю и максимальную продолжительность 
жизни самок и самцов (имаго). Статистический анализ данных проводили 
при помощи программного обеспечения statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
В ходе исследования установлены (Табл. 1) достоверные различия 

между выборками первого и второго годов по плодовитости, уровню рДЛМ 
и сумДЛМ. Так, плодовитость особей выборки Яблочный сад второго года 
сбора достоверно ниже по сравнению с выборкой первого года; выборка 
Магарач второго года сбора, наоборот, отличается достоверно более высо-
ким показателем плодовитости в сравнении с выборкой первого года. Вы-
борки же из популяции Озеро характеризуются стабильными показателями 
плодовитости. Переход на лабораторное разведение сопровождается вы-
равниванием средних значений данного показателя в трёх линиях. Отде-
льно следует отметить, что для лабораторной линии Яблочный сад отме-
чается снижение вариабельности (практически в два раза) по показателю 
плодовитость, по сравнению с исходной выборкой. Для всех исследован-
ных выборок не установлено существенных отличий по показателю смер-
тности на стадии метаморфоза. И только в лабораторной линии Магарач 
его значения в два раза снижаются, по сравнению с исходной выборкой, со-
провождаясь при этом существенным уменьшением разнообразия. жизне-
способность особей всех трёх выборок первого года оказалась ниже как по 
сравнению с соответствующими выборками следующего года сбора, так и 
по сравнению с соответствующими производными лабораторными линия-
ми. Были выявлены также и различия по уровню сумДЛМ, основную долю 
которых составляют рДЛМ. Уровень рДЛМ и сумДЛМ существенно выше 
в выборках первого года, как по сравнению с выборками следующего года, 
так и по сравнению со значениями данных показателей в среднем характер-
ных для линий дикого типа, содержащихся в культуре.

При помощи дисперсионного анализа количественных признаков 
было установлено, что по плодовитости выборки первого года не различа-
ются между собой, также как и по уровню смертности на стадии метамор-
фоза. В этих выборках соотношение полов на момент вылета имаго зави-
сит от популяционной принадлежности (f=4,79; p=0,009). Двухфакторный 
дисперсионный анализ показателя жизнеспособность также выявил влия-
ние принадлежности к определённой популяции (f=4,85; p=0,008), но не к 
определённому полу, на данный признак. Кроме того, выборки первого года 
не различаются по уровню ДЛМ. Выборки второго года с тех же террито-
рий между собой не различаются по плодовитости, уровню смертности на 
стадии метаморфоза и жизнеспособности. Половые различия по жизнеспо-
собности особей из выборок второго года также не обнаружены. Как и ана-
логичные выборки первого года, выборки второго года не различаются и по 
уровню ранней эмбриональной смертности. Линии, основанные на природ-
ных выборках первого года и содержавшиеся в течение года в лаборатор-
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ных условиях, также между собой не различаются по показателям плодо-
витости, смертности на стадии метаморфоза и жизнеспособности, а также 
по жизнеспособности самок и самцов. Но, в отличие от природных выбо-
рок, они различаются уровню ранней эмбриональной смертности (рДЛМ: 
f=4,60; p=0,015; пДЛМ: f=6,48; p=0,003; сумДЛМ: f=5,40; p=0,0077). На 

Таблица 1.
Компоненты приспособленности выборок из природных популяций и производных ли-
ний дрозофилы

Выборка
1 2 1+1 лаб.

x±sx v (%) x±sx v (%) x±sx v (%)
Плодовитость

Магарач 97,16±13,33 59,82 122,96±10,47 42,59 104,30±17,49 53,04
Я. сад 113,55±10,19 40,12 90,95±8,63 41,33 110,75±6,47 28,64
Озеро 127,47±6,66 40,47 122,3±12,94 47,33 114,69±6,88 48,76

жизнеспособность
Магарач ♀ 47,55±6,47 60,8 54,40±4,87 44,76 46,90±8,84 59,62

♂ 45,25±6,2 61,24 58,84±5,07 43,05 52,90±9,27 55,41
∑ 46,4±4,09 60,28 113,24±9,66 42,66 99,80±16,97 53,78

Я. сад ♀ 50,65±5,07 44,72 43,37±5,19 52,16 51,96±3,59 33,81
♂ 55,25±5,44 44,02 50,21±6,17 53,54 51,92±3,61 34,07
∑ 52,95±4,09 44,02 93,58±11,19 52,14 103,75±6,63 31,32

Озеро ♀ 60,95±3,42 42,4 55,75±6,46 51,79 54,95±3,44 50,82
♂ 60,1±3,53 43,83 59,60±7,08 53,12 52,90±9,27 54,03
∑ 60,53±2,36 42,94 115,35±13,11 50,82 111,64±7,09 51,59

Смертность на стадии метаморфоза
Магарач 8,7±2,97 148,85 8,87±1,94 109,25 4,36±0,83 60,32

Я. сад 7,2±1,1 70,28 7,67±4,15 235,72 6,96±1,39 98,42
Озеро 5,5±0,9 131,20 7,23±1,63 100,69 6,29±0,82 106,04

рДЛМ
Магарач 7,39±2,79 164,55 2,69±0,75 87,94 11,27±2,54 71,34

Я. сад 9,95±1,42 63,62 2,87±1,03 113,24 4,53±1,53 106,17
Озеро 8,41±2,59 115,22 3,30±0,99 94,84 5,09±5,42 106,48

пДЛМ
Магарач 0,18±0,12 300 0,82±0,38 121,95 2,14±0,68 100,47

Я. сад 0,59±0,19 144,07 0,32±0,18 175,55 0,27±0,15 170,37
Озеро 0,28±0,15 193,1 1,15±1,12 304,35 0,60±0,20 185

сум.ДЛМ
Магарач 7,57±2,77 159,71 4,45±2,03 75,21 13,37±3,12 73,82

Я. сад 10,57±1,50 63,58 3,12±1,06 107,62 4,81±1,56 102,70
Озеро 8,7±2,69 115,65 3,51±0,84 144,49 5,69±1,12 108,08
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все три показателя, характеризующие раннюю эмбриональную смертность, 
оказывают существенное влияние условия существования (сохранение ес-
тественного местообитания или перевод в «стандартные» условия) (рДЛМ: 
f=4,55; p=0,012; пДЛМ: f=3,08; p=0,049; сумДЛМ: f=3,57; p=0,03); причём 
характер изменений (снижение или увеличение) зависит от принадлежнос-
ти к той или иной исходной популяции (рДЛМ: f=2,51; p=0,045; пДЛМ: 
f=2,45; p=0,049; сумДЛМ: f=2,98; p=0,02). Учитывая экологические ус-
ловия естественных местообитаний анализируемых популяционных вы-
борок, можно предположить, что повышенный радиационный фон может 
быть критическим фактором, сдвигающим действие отбора преимущест-
венно на стадию раннего эмбриогенеза и стабилизирующим определенным 
образом генетическую структуру популяции по генам, определяющим пло-
довитость и жизнеспособность. 

При анализе показателей продолжительности жизни (Табл.2) уста-
новлено, что для самцов всех выборок второго года изученные показатели 
ниже по сравнению с выборками первого года сбора. При этом в выборках 
популяции Магарач, независимо от года, наблюдаются половые отличия по 
средней и максимальной продолжительности жизни, причем более долго-
живущим является женский пол. 

Таблица 2.
Соотношение и дифференциальная продолжительность жизни полов в выборках из 
природных популяций и производных линиях дрозофилы

Выборка
1 2 1+1лаб.

n СПж МПж n СПж МПж n СПж МПж
Магарач ♀ 951 19,5 31,5 1329 18,5 24,5 469 24,5 27,5

♂ 905 13,5 28,5 1433 10 14 529 21,5 24,5
χ2 1,14 3,9 3,6
p >0,05 <0,05 >0,05

Я. сад ♀ 1013 22,5 31,5 824 29 32,5 1247 27,5 32,5
♂ 1105 22,5 43,5 954 18,5 24,5 1246 18,5 21,5
χ2 3,98 9,5 0,5
p <0,05 <0,01 >0,05

Озеро ♀ 3657 32,5 47,5 1115 15,5 24,5 1070 18,5 23,5
♂ 3606 33,5 43,5 1192 15,5 21,5 1134 15,7 21,5
χ2 0,36 2,58 1,86
p >0,05 >0,05 >0,05

Для выборок популяции Яблочный сад характерно отсутствие поло-
вых различий по средней продолжительности жизни в выборках первого 
года, но их наличие в следующем году. Кроме того в выборке этой популя-
ции первого года сбора более высоким значением максимальной продолжи-
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тельности жизни характеризуются самцы, что однако не сохраняется при 
лабораторном разведении данной линии. Во всех популяционных выбор-
ках, где наблюдаются половые различия, характерной является большая 
средняя продолжительность жизни самок, по сравнению с самцами. Для 
обеих выборок популяции Озеро не выявлено половых различий средней 
продолжительности жизни. По показателю максимальной продолжитель-
ности жизни в выборках популяции Озеро обнаружены половые различия, 
причем самки живут дольше, чем самцы. Так же выявлено значимое его 
снижение для особей обоих полов в выборках второго года сбора, по срав-
нению с предыдущим, и для особей лабораторной линии по сравнению с 
исходной выборкой. Можно предположить, что популяция, обитающая в 
условиях повышенного радиационного фона, стабилизирована по аллель-
ному составу локусов (возможно Х-сцепленных), обусловливающих разли-
чия средней продолжительности жизни полов, т.е. самцы с рецессивными 
мутациями в генах Х-хромосомы, снижающими среднюю продолжитель-
ность жизни, не доживают до стадии имаго и не учитываются при анализе 
продолжительности жизни.

Выводы
Полученные результаты свидетельствуют о том, что повышенный ра-

диационный фон может быть критическим фактором, сдвигающим дейс-
твие отбора преимущественно на стадию раннего эмбриогенеза и стаби-
лизирующим определенным образом генетическую структуру популяции 
по генам, определяющим плодовитость и жизнеспособность, а также по 
аллельному составу локусов, обусловливающих различия средней продол-
жительности жизни полов. Условия существования (сохранение естест-
венного местообитания или перевод в «стандартные» условия) оказывают 
значимое влияние на раннюю эмбриональную смертность и на пол-специ-
фические особенности продолжительности жизни имаго, причём характер 
изменений (снижение или увеличение) в данном случае зависит от прина-
длежности к той или иной исходной популяции.
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Резюме
Проведена оценка и сравнительный анализ компонентов приспособленности вы-

борок из природных популяций D. melanogaster двух последовательных годов сбора, 
обитающих на территориях с разным уровнем радиационного загрязнения, а также 
анализ изменений в структуре показателя приспособленности вследствие перехода на 
лабораторное содержание.

Проведено оцінку та порівняльний аналіз компонентів пристосованості вибірок 
з природних популяцій D. melanogaster двох послідовних років відлову, що мешкають 
на територіях з різним рівнем радіаційного забруднення, а також аналіз змін у структу-
рі показника пристосованості внаслідок переходу на лабораторне розведення.

the assessment and comparative analysis of the components of fitness of samples from 
natural populations of D. melanogaster of two consecutive years of data collection, living in 
areas with different levels of radioactive contamination was carried out, as well as the analy-
sis of changes in the structure of fitness due to the transition rate for laboratory maintenance.
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ИЗМЕНЕНИЕ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТИ ЖИЗНИ ИМАГО 
ДРОЗОФИЛЫ ПРИ ГОЛОДАНИИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 

ДЕЙСТВИИ КОФЕИНА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГЕНОТИПА
Оценка хронического (длительного) действия разнообразных биоло-

гически активных веществ в малых концентрациях на жизнедеятельность 
организмов на сегодняшний день является весьма актуальной, но малоизу-
ченной задачей. 1,3,7-trimethylxanthine (кофеин) является наиболее распро-
страненным природным веществом умеренно токсического действия. Вы-
сокие дозы кофеина оказывают мутагенный эффект [3], нарушают репа-
рационные процессы, приводят к ускоренному старению организмов [8], 
угнетают процессы эндоредупликации в слюнных железах личинок дро-
зофилы [1]. Кофеин влияет на внутриклеточные процессы, взаимодейс-
твуя с биополимерами (нуклеиновыми кислотами) и вызывает скрытые 
изменения, которые могут проявляться не сразу, а по истечении достаточ-
но долгого времени.Так, длительное влияние этого биологически активно-
го вещества в экспериментах на дрозофиле [1] сопровождается снижением 
плодовитости и жизнеспособности, временным сдвигом в интенсивности 
откладывания яиц в сторону ранней репродукции, снижением устойчивос-
ти генетического аппарата ооцитов к действию мутагена. К пятому поколе-
нию развивается устойчивость к изучаемому воздействию у мух, и показа-
тели приспособленности практически достигают уровня контроля. Однако 
мало изученным остается вопрос о вкладе генотипа в проявление количес-
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твенных признаков при хроническом действии малых концентраций кофе-
ина.

Целью данной работы было изучить продолжительность жизни (Пж) 
при голодании у выравненных по генотипу линий Drosophila melanogaster 
при хроническом действии кофеина.

Объекты и методы 
В работе использовалась неселектированная линия дикого типа Can-

ton-S и линии с замещенным генотипом whiteC-S, whiteapricot
C-S, whitesatsuma

C-S 
(мутации white, whiteapricot, whiteSatsuma соответственно перенесены на гене-
тический фон линии дикого типа Canton-s путем возвратных насыщающих 
скрещиваний [2]). Мух выращивали в стандартных условиях (контроль). В 
опытах в питательную среду добавляли кофеин в концентрации 0,25 мг/мл.

Длительность предимагинального развития (в часах) учитывали от мо-
мента начала яйцекладки до выхода имаго. Относительная продолжитель-
ность жизни особей рассчитывалась как отношение средней продолжитель-
ности жизни самок и самцов в каждом варианте эксперимента к средней 
продолжительности жизни самок и самцов в контроле. Полученные резуль-
таты обрабатывали методами вариационной статистики с использование 
программы biostat.

Продолжительность жизни мух при голодании определяли, помещая 
их в пробирки без корма. В условиях голодания мухи контактировали с 
влажной средой. Учет выживших мух проводили каждые три часа до пол-
ной гибели всех мух. Учитывали показатель средней Пж при голодании.

Результаты и обсуждение
Развитие мух в среде, содержащей кофеин, в течение одного поко-

ления, приводит к снижению длительность жизни особей практически 
всех использованных в работе линий. Наиболее чувствительными к дейс-
твию стрессовых факторов оказались самки и самцы мутантной линии 
 whiteapricot

C-S, где изучаемый показатель снизился на 30,5% и на 27,8% соот-
ветственно. Показатель продолжительности жизни при голодании опреде-
ляется генотипом (F♀=100,6, F♂=86,0) и сочетанным действием генотипа и 
биологически активного вещества (F♀=28,5, F♂=6,6). 

Длительность жизни при голодании у особей дикого типа и линий с за-
мещенным генотипом для самок и самцов соответственно в контроле и пос-
ле воздействия кофеина показаны в таблице 1.

Влияние кофеина на протяжении четырех-пяти поколений приводит 
к повышению устойчивости мух к голоданию. При этом, уже после пяти 
поколений воздействия отмечается увеличение продолжительности жизни 
при голодании (р ≤ 0,05) у всех исследованных в работе линий от 7% до 
28,5% по сравнению с контролем. 

Результаты двухфакторного дисперсионного анализа показали, что Пж 
при голодании и хроническом воздействии биологически активного вещес-
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тва на протяжении семи поколений определяется генотипом (h2
F7(♀) = 5,1%, 

h2
F7(♂) = 2,6%) и действием кофеина(h2

F7(♀) = 23,34%, h2
F7(♂) = 35,97%).

В основе приспособленности к хроническому действию биологичес-
ки активного вещества является формирование комплекса адаптивно важ-
ных признаков: плодовитости, жизнеспособности и т.д. Адаптивно важные 
признаки во многом определяются состоянием гормональной системы ор-
ганизма. Устойчивость к голоданию, как к одному из компонентов приспо-
собленности и выживания, в значительной степени контролируется инсу-
линовой системой регуляции [7]. Потребление мухами дрожжей вызывает 
выработку инсулиноподобных пептидов продуцирующими инсулин клет-
ками мозга, а эти пептиды необходимы для синтеза вторичных гормонов 
(ювенильного и экдистероидов). Эти гормоны, наряду с дофамином и ок-
топамином, контролируя энергетический метаболизм насекомых, играют 
роль в адаптации индивидуумов к неблагоприятным условиям [9]. Взрос-
лые мухи, питающиеся только водой, вырабатывают меньше экдистеро-
идов [10]. Однако повышение устойчивости дрозофилы к голоданию при 
хроническом действии кофеина, показанное в данной работе, можно объ-
яснить изменением уровня общей метаболической активности [4]. Кофеин, 
конкурентно связываясь с аденозиновыми рецепторами, регулирует уро-
вень цАМФ в клетке, и, как следствие, изменяет уровень внутриклеточного 
кальция. Кроме того, возможно индуцированное кофеином подавление ак-
тивности киназы tor (target of rapamycin) что также приводит к увеличе-
нию продолжительности жизни у дрозофилы [6].

В то же время,кофеин способен напрямую связываться с ДНК, обра-
зуя устойчивые комплексы [5], приводящие к изменению функционирова-
ния генетического аппарата клеток. В частности, может нарушаться актив-

Таблица 1.
Длительность жизни имаго при голодании при хроническом воздействии кофеина в 
 зависимости от генотипа.

Генотип Пол 
Длительность воздействия (поколение)

Контроль f5 f7

Canton-s ♀ 90,92 ± 1,76 104,83±1,59* 100,5±5,00
♂ 79,54± 1,85 95,25±2,13* 92,86±4,57*

whiteC-S, ♀ 88,69±2,07 102,74±1,96* 112,14±5,39*
♂ 74,15±2,21 92,64±1,55* 89,53±5,15*

whiteapricot
C-S, ♀ 94,03±2,88 97,86±1,68 95,82±3,89

♂ 81,89±2,53 93,17±1,33* 102,38±5,92*
whitesatsuma

C-S ♀ 80,93±1,97 86,6±1,91* 103,94±6,21*
♂ 76,05±1,61 78,83±1,33 96,79±6,36*

* Достоверность отличий от контроля р ≤ 0,05
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ность генов, отвечающих за синтез основных гормонов развития и наруше-
ние гормонального баланса в организме имаго. 

Результаты работы показали, что длительное культивирование дрозо-
филы на среде, содержащей кофеин в концентрации 0,25 мг/мл,повышает 
сопротивляемость к стрессовым воздействиям и увеличивает продолжи-
тельность жизни при голоданииот 7% до 28,5% по сравнению с контролем. 
Результаты двухфакторного дисперсионного анализа показали, что Пж при 
голодании и хроническом воздействии биологически активного вещест-
ва на протяжении семи поколений определяется генотипом (h2

F7(♀) = 5,1%, 
h2

F7(♂) = 2,6%) и действием кофеина(h2
F7(♀) = 23,34%, h2

F7(♂) = 35,97%).
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Резюме
Изучена продолжительность жизни при голодании у выравненных по геноти-

пу линий Drosophila melanogaster при хроническом действии кофеина в концентра-
ции 0,25 мг/мл. Показано повышение устойчивости к голоданию после семи поко-
лений воздействия.
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Вивчено тривалість життя при голодуванні у вирівняних за генотипом ліній 
Drosophila melanogaster при хронічній дії кофеїну у концентрації 0,25 мг/мл. Пока-
зано підвищення стійкості до голодування після семі поколінь впливу.

the starvation stress resistance and influence of caffeine in the concentrations of 
0,25 mg/ml during seven generations in Drosophila melanogaster stocks Canton-S, 
whiteC-S, whiteapricot

C-S, whitesatsuma
C-S was studied. the increase starvation stress resis-

tance after seven generations of the influence has been observed.
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ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ЛИСТВЕННИЦЫ СИБИРСКОЙ 
ИЗ МОНГОЛИИ

Лиственница сибирская (Larix sibirica ledeb.)имеет обширный аре-
ал в Восточном Казахстане и Сибири, произрастая на севере до низовь-
ев Енисея, на юге – по всему Алтаю, на востоке – до Южного Забайкалья 
(Бобров, 1978). Основные массивы естественных насаждений лиственницы 
сибирской приурочены к континентальным районам южной Сибири, юго-
западной окраине Среднесибирского плоскогорья и лесотундры Западной 
Сибири (Ирошников, 2004). На севере Монголии лиственница сибирская 
является наиболее распространенной лесной породой, занимающей около 
80 % покрытой лесом территории страны (dulamsuren et al., 2010). 

Генетические ресурсы данного вида изучены недостаточно полно, 
учитывая обширный ареал и значительную внутривидовую изменчивость 
(Милютин, 2006). Цитогенетические исследования являются составной 
частью изучения генетических ресурсов и необходимы для использования 
генофонда мирового разнообразия хвойных. Однако работа с хромосома-
ми хвойных представляет большие сложности из-за сходства их кариоти-
пов и отсутствия методов дифференциального окрашивания. В кариотипе 
лиственницы сибирской, как и других представителей рода Larix, содер-
жится 12 пар хромосом: 6 пар (i-vi) длинных метацентрических и 6 пар 
(vii-Xii) более коротких субмета- и субакроцентрических хромосом (si-
mak, 1964; hizume, 1988; Муратова, 1991; muratova et al., 2007). В настоя-
щее время существует небольшое количество работ, посвященных иссле-
дованию кариотипов лиственниц с помощью молекулярно-цитогенетичес-
ких маркеров (hizume et al., 1995; lubaretz et al., 1996; liu et al., 2006, 2007; 
Zhang et al., 2010). Для лиственницы сибирской такое исследование ранее 
не проводилось.

Настоящая работа посвящена анализу кариотипа лиственницы сибир-
ской из Монголии с помощью стандартных для хвойных методик, а также 
флуоресцентной гибридизации in situ (fish) с пробами рибосомных генов 
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5s и 45s рДНК. Такой подход облегчает идентификацию хромосом в кари-
отипе и подбор пар гомологов. 

Материалы и методы
Материалом для исследований служили семена лиственницы сибир-

ской, собранные на северо-востоке Монголии (Мунгун Морт, 48°20’ с.ш., 
108°39’ в.д.). Проросшие семена обрабатывали 1 % водным раствором кол-
хицина в течение 4 ч и фиксировали в уксуснокислом этаноле. Для под-
счета хромосом и выявления хромосомных и геномных мутаций корешки 
окрашивали ацетогематоксилином, анализ проводили на временных давле-
ных препаратах. 

Для флуоресцентной гибридизации in situ отмытые от фиксатора ко-
решки обрабатывали 0,6 % водным раствором целлюлизина в течение 14-
16 ч и готовили давленые препараты в капле 45 % уксусной кислоты. После 
замораживания в жидком азоте покровное стекло снимали и помещали пре-
параты в 96о этиловый спирт для обезвоживания. Двухцветную fish про-
водили по стандартной методике (badaeva et al., 1996) с некоторыми моди-
фикациями. Использовались клонированные последовательности генов 5s 
и 45s рРНК пшеницы (Gerlach and bedbrook, 1979; Gerlach and dyer, 1980), 
пробы метили методом ник-трансляции с использованием наборов для ме-
чения ДНК. 

Результаты и обсуждение
В диплоидном наборе лиственницы сибирской содержится 24 хромо-

сомы (2n=2х=24). Геномные мутации в исследуемой популяции не обнару-
жены, что может свидетельствовать о благоприятных условиях произраста-
ния для лиственницы и стабильности ее кариотипа. Хромосомные мутации 
(кольцевые хромосомы и ацентрические кольца) были отмечены в единич-
ных клетках.

Для исследования кариотипа лиственницы сибирской использовали 30 
метафазных пластинок. Суммарная длина хромосом в метафазной пластин-
ке варьировала от 188,8 до 272,7 мкм и в среднем составляла 225,9±3,36 мкм 
(коэффициент вариации 8,2 %). С помощью поликариограммного анализа в 
кариотипе выделяются 6 пар длинных метацентрических (i-vi) и 6 пар более 
коротких субметацентрических (vii-Xii) хромосом. По морфологии прак-
тически в каждой метафазной пластинке можно выделить i пару метацен-
триков как наиболее крупные хромосомы, vi пару – как наиболее асиммет-
ричные среди метацентриков, vii пару – как наиболее асимметричные среди 
субметацентриков. Для характеристики кариотипа лиственницы удобно ис-
пользовать классификацию хромосом В. Г. Грифа и Н. Д. Агаповой (1986) и 
выделять хромосомы vii и viii пар как интерцентрические (ic от 20 до 30 %). 
Морфометрические параметры выделенных пар хромосом представлены в 
таблице. 
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Таблица
Морфометрические параметры хромосом лиственницы сибирской

№№
хр-м

Абсолютная
длина (la), мкм

Относительная
длина (lr), %

Центромерный
индекс (ic), %

Локализация 
вторичной пере-
тяжки (sc), %m±m cv, % m±m m±m

i 12,59±0,17 10,16 5,85±0,08 47,16±0,19
ii 11,24±0,13 9,25 5,22±0,06 47,34±0,19
iii 11,36±0,14 9,58 5,28±0,07 46,92±0,21 60,42 (l)
iv 11,62±0,14 9,57 5,41±0,07 47,16±0,24 62,50 (s)
v 10,80±0,13 9,07 5,02±0,06 46,70±0,27
vi 10,09±0,14 10,55 4,69±0,06 44,49±0,29
vii 8,37±0,09 8,28 3,89±0,04 27,75±0,39
viii 8,05±0,10 9,57 3,74±0,05 29,39±0,40
iX 7,67±0,08 7,89 3,57±0,04 30,76±0,34
X 7,29±0,08 8,61 3,39±0,04 31,51±0,28
Xi 7,04±0,07 7,99 3,28±0,03 31,56±0,25
Xii 6,83±0,07 7,55 3,17±0,03 31,39±0,28

Постоянные вторичные перетяжки локализованы в дистальных районах 
двух пар метацентрических хромосом: на длинном плече iii пары и корот-
ком плече iv пары (рисунок). Известно, что постоянные вторичные перетяж-
ки являются ядрышкообразующими районами хромосом и местом локализа-
ции рибосомных локусов ДНК (brown, carlson, 1997). Это подтверждается 
результатами флуоресцентной гибридизации in situ: в районах постоянных 
вторичных перетяжек были выявлены мажорные локусы 45s рДНК. Кроме 
того, у данного вида были выявлены минорные локусы 45s рДНК в пери-
центромерных районах трех пар метацентрических (i, ii, vii) и наиболее ко-
роткой пары субметацентрических (Xii) хромосом. Сайт 5s рДНК располо-

Рисунок. Идиограмма хромосом лиственницы сибирской из Монголии. I-XII – но-
мера хромосом. Блоком черного цвета показаны постоянные вторичные пере-

тяжки.
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жен субтерминально на iii паре метацентриков, несущей также локус 45s 
рДНК, хотя расположены они на разных плечах хромосом. 

После гибридизации in situ хромосомы лиственницы сибирской имеют 
довольно четкий рисунок dAPi-бэндинга, который значительно облегчает 
определение пар гомологичных хромосом. У лиственницы сибирской dAPi-
бэнды наблюдались в перицентромерных районах i, iv, v и vi пар хромо-
сом на длинном плече, iii, vii, viii, Xi и Xii пар – на коротком плече. На ii 
паре хромосом наблюдался наиболее широкий dAPi-бэнд, включающих пе-
рицентромерные районы обоих плеч. 

Анализ ядрышек в интерфазных ядрах показал, что в кариотипе лис-
твенницы сибирской функционально активными могут быть все ядрышко-
образующие районы хромосом, соответствующие мажорным сайтам 45s 
рДНК. Тем не менее, большинство клеток содержат 3 ядрышка, а среднее 
число ядрышек в интерфазных ядрах в изученной популяции составило 
2,88±0,03. Наличие единичных клеток с 5 ядрышками может свидетельс-
твовать об активации обнаруженных у лиственницы минорных локусов 45s 
рДНК.

Полученные данные в целом согласуются с результатами исследо-
ваний кариотипа данного вида из других районов произрастания (simak, 
1964; hizume, 1988; Муратова, 1991 и др.). Применение флуоресцентной 
гибридизации in situ с пробами генов 5s и 45s рДНК совместно со стандар-
тными для хвойных методиками хромосомного анализа значительно облег-
чает идентификацию хромосом лиственницы сибирской. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Красноярского краевого 
фонда поддержки научной и научно-технической деятельности и РФФИ 
(проекты № 11-04-98081, 11-04-00063).
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Резюме
Проведено цитогенетическое исследование семенного потомства лиственни-

цы сибирской (Larix sibirica ledeb.) из Монголии. Определены морфометрические 
параметры хромосом, установлена локализация вторичных перетяжек. Применение 
флуоресцентной гибридизации in situ с пробами генов 5s и 45s рДНК совместно со 
стандартными для хвойных методиками кариологического анализа значительно об-
легчает идентификацию хромосом лиственницы сибирской. С помощью флуорес-
центной гибридизации in situ выявлено 2 мажорных локуса 45s рДНК в дистальных 
районах метацентрических хромосом iii и iv, а также 4 минорных сайта 45s рДНК 
в перицентромерных районах хромосом. Локус 5s рДНК обнаружен на хромосоме 
iii, несущей также мажорный локус 45s рДНК на другом плече.

the cytogenetic study of Larix sibirica ledeb. seed progeny from mongolia was 
carried out. the morphometric characteristics of Larix sibirica chromosomes and location 
of secondary constrictions were determined. Use of fluorescent in situ hybridization with 
the 45s and 5s ribosomal rnA gene probes together with conventional technique of 
conifer karyotype analysis facilitates the identification of siberian larch chromosomes. 
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two major 45s rdnA loci (per haploid genome) have been observed in the intercalary 
regions of two metacentric chromosomes, iii and iv of L. sibirica; in addition to them, 
minor nors were mapped in pericentromeric regions of four chromosomes. locus of the 
5s rdnA was located in the distal region of the chromosome iii short arm, which also 
carried major nor in the opposite arm. 
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ФОРМУВАННЯ ПРОФЕСІЙНОЇ КОМПЕТЕНТНОСТІ СТУДЕНТІВ 
НА ЗАНЯТТЯХ З ГЕНЕТИКИ

Найважливішим напрямком реформування вищої освіти в Україні в 
контексті рішень евроінтегарції є забезпечення універсальності підготовки 
фахівця та його конкурентноздатності на ринку праці. Традиційні підходи, 
що полягали у наданні студентам якомога більшої кількості фактичного ма-
теріалу не спроможні вирішити дані завдання. 

На фоні тривалого функціонування у педагогічній практиці авторитар-
них концептів зміна освітньої парадигми видається досить складним проце-
сом, оскільки потребує розробки інструментарію суто практичних методів 
їх реалізації, необхідною умовою яких є використання плідних зв’язків між 
наукою та освітою. 

В контексті досліджуваної проблеми актуальними є праці О. Я. Іван-
ців [1], Н. В. Назаренко [2] та інших, які вивчали окремі аспекти методич-
ної роботи в університеті. 

Враховуючи, що компетентність – це здатність особистості до прак-
тичної діяльності, яка вимагає наявності певної системи знань [3], вважає-
мо, що використання ситуаційних методик є ефективним для формування 
професійної компетентності студентів. У модельованих ситуаціях студен-
ти набувають особистісного досвіду. Такі ситуації створюються педагогом 
цілеспрямовано.

Метою цієї статті є з’ясування операційно-процесуальних засад фор-
мування професійної компетентності студентів засобами ситуаційної мето-
дики на заняттях з генетики.

Ситуація «Мікроматриця»
Вступ (викладач). Рак спричинений пошкодженням генів, що контро-

люють поділ клітин. У результаті такого пошкодження клітини діляться не-
контрольовано. Ракові клітини експресують набір генів, відмінний від нор-
мальних клітин. Різні типи ракових клітин експресують різні варіанти на-
борів генів.

У 1999 році команда науковців в Америці використала ДНК-чіп для 
розділення двох клінічно схожих типів раку: гострої лімфобластичної лей-
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кемії (All) і гострої мієломної лейкемії (Aml). Обидві форми уражають 
клітини кісткового мозку. Вчені змогли ідентифікувати набір з 50 генів, ак-
тивність яких відрізняється в різних видах раку.

Ситуація. 
Пацієнт А має п’ять генів (А2, А3, В1, В3, С4), які високоактивні в 

All, тоді як інші гени є контрольними (вони не дають жодної інформа-
ції про тип раку). Таким чином, можемо сказати, що цей хворий має діа-
гноз All.

Пацієнт В має два гени (А4, В2), які швидко експресуються в Aml, 
тоді як інші гени є контрольними. Виставляти діагноз Aml цьому хворо-
му досить ризиковано. Він не має жодних інших генів, активних у клітинах 
Aml. Висока активність зазначених генів може бути зумовлена іншим ти-
пом раку, відмінним від All чи Aml. Отже, цей хворий не може бути діа-
гностований ні як Aml- ні як All-позитивний.

Пацієнт С має 6 генів (А1, А4, В2, С3, d2, d3), які високоактивні в клі-
тинах А. Інші гени в чіпі слугують контролем. Ймовірно, що пацієнт С має 
Aml. 

(Під час виконання цієї вправи деякі з цих генів використовуються у 
малому мікрочіпі, щоб показати, як мікрочіп може бути використаний для 
діагностики пацієнтів з різними типами раку). 

Викладач. В таблиці 1 відображено гени, які використовуються в цьо-
му мікрочіпі, а також за яких типів раку ці гени проявляють високу актив-
ність. 

Таблиця 1
Гени використані в аналізі мікрочіпу

location Gene name Gene highly active with
A1 Zyxin Aml
A2 cyclin 03 All
A3 myosin light chain All
A4 hoX A-9 Aml
A5 snf 2 All
b1 coenzyma A All
b2 leptin receptor Aml
b3 oP 18 All
b4 dynein light chain neither (control)
b5 srP 9 All
c1 Actin both (control)
c2 il7receptor All
c3 cd-33 Aml
c4 mcm 3 All
c5 lyn Aml
d1 myc 3 neither (control)
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Продовження табл. 1
location Gene name Gene highly active with

d2 AtP ase Aml
d3 srP 9 Aml
d4 cd 19 neither (control)
d5 catalase Aml
e1 il 8 receptor Aml
e2 lysozyme Aml
e3 topoisomerase ii All
e4 Acyl-coA dehydrogenase All
e5 Glucose-6-phosphte both (control)

Контрольними генами називаються ті, які експресуються або в обох, 
або не експресуються в жодному з типів раку. Ці гени не дають жодної ін-
формації про тип раку, але зазвичай включаються до мікрочіпа, щоб пока-
зати, що експеримент іде нормально (немає помилок).

Студент. мРНК була екстрагована з клітин трьох пацієнтів, поміче-
на флюорисцентними маркерами і використана для гібридизації. Для спро-
щення в наступних трьох таблицях показані лише активні під час експери-
менту гени.

Таблиця 2
Результати аналізу мікрочіпа

Пацієнт А
1 2 3 4 5

A * *
b * *
c * *
d
e * *

Пацієнт В
1 2 3 4 5

A *
b *
c *
d
e *

Пацієнт С
1 2 3 4 5

A * *
b *
c * *
d * *
e *
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(Можна або створити власний «килимок», або замовити стандарт-
ний мат (1х2,5 м) для віртуального мікрочіпа. У віртуальному мікрочіпі 
мат (килимок) відповідає скляному слайду з матрицею з 10 цяток, на які 
нанесено одно ланцюгові молекули ДНК (ДНК-зонди). Послідовності цих 
молекул відповідають невеличким ділянкам 10 генів: «Олександр Флемінг», 
«Жак Моно», «Томас Морган», «Бапрабара Мак Клінток», «Лео Сцілард», 
«Джон Кендрю», «Френсіс Крік», «Розалін Франклін», «Моріс Вілкінс», 
«Джеймс Уотсон». Молекули ДНК на нашому килимку це шматочки кольо-
рової липучки. Кожному з генів відповідає липучка певного кольору). 

Студент. Матричній РНК та ігровому наборі відповідають невеличкі 
ліхтарики. Кожен ліхтарик відповідає одній молекулі одноланцюгової РНК 
і має на собі бирку з назвою одного із генів та шматочок липучки відповід-
ного кольору для прикріплення до слайду.

Точну кількість ліхтариків з назвами різних генів обговоримо пізні-
ше, а зараз досить того, що відомо – в наборі є ліхтарики, що відповідають 
мРНК з контрольних клітин і мРНК клітин лінії, яка вивчається.

(Для гри потрібні зелені та червоні ліхтарики. Зелені ліхтарики від-
повідають молекулам мРНК з нормальних (контрольних) клітин, а червоні 
імітують мРНК виділену з ракових клітин). 

Проводимо гібридизацію міченої мРНК (ліхтарики) із ДНК-зондами 
(липучкою на віртуальному мікрочіпі). Кожна липучка повинна знайти від-
повідного кольорового партнера. Мікроматриця наповнена сумішшю мРНК 
(ліхтариків), проте тільки ліхтарики, які мають відповідні липучки, будуть 
гібридизуватися з комплементарною одноланцюговою ДНК матриці (мата), 
тобто прикріплюватися до неї. Наприклад, червоні ліхтарики гібридизу-
ються з червоною липучкою, жовті – з жовтою і т.д.

(Якщо для ліхтарика не знаходиться відповідною липучки на маті, він 
нікуди не приєднується. Різнокольорова липучка на ліхтариках показує, що 
в цьому випадку тільки маленька (незначна) послідовність мРНК є комп-
лементарною до ДНК і гібридизація буде дуже слабкою. На наступному 
етапі роботи, під час промивання, ці слабо приєднані молекули мРНК бу-
дуть змиті).

Прикріплюємо ліхтарики з відповідними липучками в кругах на 
мікрочіпі. Ліхтарики повинні бути вимкнені.

Для того, щоб просканувати віртуальний слайд, включаємо усі ліхта-
рики, що лежать на мікрочіповому маті. Робимо це обережно, щоб жодно-
го з них не змістити. Вимикаємо світло в кімнаті та дивимося на мікрочіп.

(Розглядаємо мат, коло за колом: кожне коло – це одна цятка реаль-
ного мікрочіпа). 

Що можемо сказати про колір та інтенсивність світла? Звертаємо ува-
гу, що у віртуальному мікрочіпі неможливо відтворити жовтий колір кола. 
Однак червоні і зелені цятки має бути добре видно. Занотовуємо кількість 
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червоних і зелених ліхтариків для кожного гена. Це число буде необхідне 
пізніше для аналізу.

Як і в реальному мікрочіпі, коло показує шкалу (градацію) кольору. 
Якщо коло виявилося червоним, то це означає що з молекулами ДНК гіб-
ридизувалися тільки мРНК з ракових клітин. А зелені кола відповідають 
гібридизації молекул ДНК виключно з контрольною мРНК. жовті кола оз-
начають наявність у пробі еквівалентної кількості мРНК з ракових і конт-
рольних клітин.

Це дуже спрощений приклад, оскільки використання реального 
мікрочіпу, дає можливість побачити неймовірну різноманітність забарв-
лення цяток в межах зелено-жовто-червоної гами (зображення реального 
мікрочіпа на слайді). Її зміст може бути розшифровано лише за допомогою 
спеціальної програми лазерного сканування. 

Науковці можуть робити висновок про кількість мРНК за кольором ця-
ток на мікрочіпі. Аналогічно можна передбачати інтенсивність світла цієї 
точки за кількістю ліхтариків у колі на маті.

Студент. Розглянемо наступний приклад. Якщо є один ліхтарик у 
точці (колі), а в іншому колі – два, і якщо вони мають однакові світлові ба-
тареї, то можна очікувати, що світло від двох ліхтариків буде вдвічі сильні-
ше, ніж від одного.

Але що буде, якщо батареї у двох ліхтариках слабші і ліхтарики світять 
у півсили? Тоді вони можуть випромінювати таку ж кількість світла, як і 
один ліхтарик. Іншими словами, кількість світла, яку бачимо у віртуально-
му мікрочіпі, залежить не лише від кількості ліхтариків, але також від ста-
ну батареї у кожному з них.

Кластерування генів заповнюється студентами самостійно.
Таким чином, у контексті підготовки майбутніх фахівців біологів інно-

ваційні педагогічні технології покликані розвивати у студентів інтегральні 
характеристики (спрямованість, компетентність, гнучкість), які складають 
особистісний фундамент, забезпечують успішне й ефективне входження до 
ринку професій. Нові неспецифічні здібності, що утворюються за такої ор-
ганізації навчально-виховного процесу, надалі можуть перетворюватися із 
потенційної форми в актуальну, коли будуть застосовуватися у конкретній 
професійній діяльності. 
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Резюме 
У статті розкриваються деякі процесуально-операційні аспекти використання 

інтерактивних методів навчання на заняттях з генетики в університеті.
В статье раскрыты некоторые аспекты особенностей использования интерак-

тивных методов обучения на занятиях по генетике в университете.
in the article some open up judicially operation aspects of the use of interactive 

methods of studies on employments after genetics in an university.
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ІДЕНТИФІКАЦІЯ ГІБРИДІВ СОНЯшНИКА ЗА 
ЕЛЕКТРОФОРЕТИЧНИМИ СПЕКТРАМИ ГЕЛІАНТИНІВ

Соняшник – головна олійна культура України. Великий попит на на-
сіння соняшника і рівень рентабельності цієї культури сприяє розширенню 
посівних площ. Питання підвищення врожайності соняшника є актуальним 
і залежить від багатьох чинників, в тому числі і від якості сортових ресур-
сів. Таким чином постає задача гарантованого відбору генотипів соняшни-
ка з відповідними сільськогосподарськими характеристиками. Ідентифіка-
цію окремих генотипів успішно здійснюють при порівнянні електрофоре-
тичних спектрів запасних білків.

Запасні білки соняшника (геліантини) інтенсивно синтезуються у про-
цесі розвитку насінини. Їхній гетерогенний склад визначається генотипом і 
не залежить від умов вирощування культури, оскільки генетично закріпле-
ний у ряді поколінь [4].

Біологічна цінність білків насіння соняшника і їх функціональні влас-
тивості як молекулярних маркерів, визначається їх компонетним складом. 
Головні компоненти білкової фракції – солерозчинний 11s глобулін (геліан-
тин) – олігомерний білок з молекулярною масою 30500 [2].

Структура електрофоретичних спектрів геліантинів насіння соняшни-
ка є відображенням конкретного прояву гена чи блоку генів. Це дає мож-
ливість використовувати геліантини як маркери, за допомогою яких можна 
оцінювати генетичну чистоту самозапилюваних ліній, гібридність насіння, 
ідентифікувати окремі генотипи.

Одним із методів лабораторного контролю якості насіння соняшника 
є електрофорез. Він має ряд суттєвих переваг над іншими традиційними 
методами аналізу та характеризується точністю, високою однорідністю ре-
зультатів, відносною технологічною простотою, незначним апаратним на-
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вантаженням, дешевизною, що дає змогу використовувати його для масо-
вих аналізів.

Для проведення електрофоретичного аналізу застосовується більше 20 
різних методів електрофорезу та їх модифікацій [1].

Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження було насіння соняшника комерційних ги-

бридів: НК Долбі, НК Делфі, Арена ПР, НК Конді, НК Бріо, НК Неома, НК 
Ферті, НК Рокі, НК Армоні, Опера ПР, отримане від фірми syngenta. Елек-
трофорез геліантину проводили за методикою ВІР Санкт-Петербург [3] і 
Поперелі [5]. 

Аналізували 100 довільно вибраних насінин соняшника. Насіння чис-
тили, подрібнювали та знежирювали. Знежирений зразок заливали розчи-
ном, складу (на 1 літр): 60 мл оцтової кислоти і 120 г сечовини. Суміш ін-
тенсивно перемішували і залишали на 1 годину при кімнатній температурі. 
Потім центрифугували 4 хвилини при 4000 об. Для отримання розчину за-
пасних білків до 100 мкл екстракту додавали такий же об’єм концентрую-
чого і одночасно дезагрегуючого розчину, 1 літр якого містив 480 г сечови-
ни, 30 мл оцтової кислоти і декілька кристалів піроніна-b. Розчин залишали 
у термостаті при 300 С на ніч.

Компонентний склад гелю: акриламід, метиленбісакриламід, ТЕМЕД, 
гліцин, аскорбінова кислота, розчин семиводного закисного сірчанокисло-
го заліза. Каталізатором був 10% розчин персульфату амонію. Електродний 
буфер містив на 1 літр 4 мл оцтової кислоти і 0,4 г гліцину. Тривалість елек-
трофоретичного фракціонування геліантинів була від 2 до 2,5 годин. Фік-
сацію і фарбування білків здійснювали у розчині наступного складу: 0,25 
– 0,3 г Кумасі r, етиловий спирт – 70 мл, ацетон – 100 мл, льодяна оцто-
ва кислота – 60 мл, трихлороцтова кислота – 60 г. Після фарбування гелеві 
пластини відмивали теплою водою не менше 2-х годин. 

Перед виконанням процедури електрофорезу досліджували та 
модифікували деякі ділянки стандартного методу. Нами вивчався вплив 
різних речовин для знежирення. Традиційно для цього використовується 
ацетон або його суміш з оцтовою кислотою, які відзначаються шкодочин-
ною дією на організм. Була поставлена мета знайти адекватну заміну. Елек-
трофорез запасних білків соняшника проводили, застосовуючи різні речо-
вини для знежирювання насіння: ацетон, етиловий спирт, суміші етилового 
спирту і води. Отримували геліантин і без знежирення насіння. На рис.1 на-
ведено електрофореграму білкового спектру геліантинів соняшника гібри-
ду НК Бріо із різною попередньою обробкою. Якість отриманих спектрів 
запасних білків гібриду НК Бріо має відмінності в залежності від способу 
знежирення. Цікаво, що найбільш чіткі та контрастні спектри одержані без 
усякого знежирення (рис.1).
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 1    2     3    4     5    6    7      8    9   10  11   12  13  14  15  16   17  18  19  20 21  22 23
Рис.1. Електрофоретичні спектри гібриду соняшника НК Бріо з використан-
ням різних способів знежирення (1-5 – без знежирення; 6-11 – ацетон; 12-16 – 

960 етанол; 17-20 – 500 етанол; 21-23 – 700 етанол).

Результати і обговорення
Оскільки компонентна структура запасних білків насіння точно відоб-

ражає характер впливу певного блоку генів, вона може бути критерієм іден-
тичності оцінюваних гибридів. Функціональна цінність таких спектрів виз-
начається якістю отримуваних електрофореграм та можливістю їх швид-
кого однозначного оцінювання. На рис. 2 – 9 наведено електрофореграми 
спектрів геліантинів різних комерційних гібридів соняшника. Прослідко-
вується очевидна генотипова різниця.

                  
 Рис.2  Рис.3 Рис. 4  Рис.5
 НК Долбі  НК Бріо  НК Неома  Опера ПР
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 Рис.6  Рис.7  Рис.8  Рис.9
 НК Рокі НК Ферті НК Конді Арена ПР

Рис 2 – 9 Електрофоретичні спектри геліантинів соняшника

Застосований підхід висвітлив два важливих результати. По-перше, 
була оптимізована методика підготовки насіння соняшника без попереднь-
ої екстракції олії. Це суттєво здешевлює ідентифікацію генотипів при ма-
совому контролі насіннєвого матеріалу. По-друге, отримані спектри запас-
них білків гібридів соняшника можна використовувати як маркери в цілях 
ідентифікації. 
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Резюме
Проведено електрофорез запасних білків гібридів соняшника іноземної селек-

ції. Отримані спектри геліантинів можна використовувати як маркери в цілях іден-
тифікації. Рекомендована модифікована методика підготовки насіння соняшника 
без попередньої екстракції олії.

Проведен электрофорез запасных белков гибридов подсолнечника иностран-
ной селекции. Полученные спектры гелиантинов можно использовать как маркеры 
для идентификации. Рекомендована модифицированная методика подготовки семян 
подсолнечника без предварительной экстракции масла.
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it was conducted electrophoresis of storage proteins of sunflower hybrids foreign 
selection. the obtained spectra of heliantin can be used as markers for identification. 
recommended a modified method of preparation of sunflower seeds without the prior 
extraction of oil. 
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Институт клеточной биологии и генетической инженерии НАН Украины, 
03680, Киев, ул. акад. Заболотного, 148, e-mail: dmyt@voliacable.com

УЧАСТИЕ НАДФН-ОКСИДАЗНОЙ И КАЛЬЦИЕВОЙ 
СИГНАЛЬНЫХ СИСТЕМ В ИНДУЦИРОВАНИИ 

ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА У РАСТЕНИЙ
«Окислительный взрыв» (резкое и избыточное образование активных 

форм кислорода (АФК) является одной из наиболее ранних реакций расти-
тельной клетки на инфицирование. С тех пор как doke [1] впервые обна-
ружил индукцию образования супероксидного анион-радикала в ответ на 
инфицирование клубней картофеля фитофторой, множество работ посвя-
щено выяснению роли АФК в защите растений от биотического стресса. 
В культуре некоторых растительных клеток в ответ на заражение или об-
работку бактериальными или грибными элиситорами регистрируют двух-
фазное увеличение содержания АФК [2]. Важной особенностью АФК явля-
ется их, зависящее от дозы, различное действие: низкие дозы активируют 
антиоксидантные ферменты, подобные глутатион трансферазе и глутатион 
пероксидазе, тогда как высокие дозы приводят к включению зависящей от 
r-генов программированной клеточной гибели [3]. Известно, что АФК ока-
зывают непосредственное токсическое действие на патогенов, катализиру-
ют механическое укрепление клеточных стенок и участвуют в активации 
транскрипции защитных генов [4]. Если раньше АФК рассматривали как 
высокотоксичные, хотя и короткоживущие молекулы, которые подавляют 
развитие патогена, то сейчас вырисовывается еще одна их важная функция 
– участие в трансдукции сигнала для экспрессии защитных генов и инду-
цирования защитных реакций. Однако, механизм образования АФК у рас-
тений и их роль в трансдукции сигнала для включения защитных реакций 
не ясна. У некоторых видов растений, например, у петрушки, окислитель-
ный взрыв необходим для синтеза фитоалексинов. Тогда как у клеток сои и 
табака ингибирование стимулированного элиситором образования АФК не 
влияло на накопление фитоалексинов. 

Ранее мы обнаружили два фитоалексина лука и идентифицировали 
их как 5-октил-циклопентан-1,3-дион (цибулин 1д) и 5-гексил-циклопен-
тан-1,3-дион (цибулин 2д) [5]. Было показано, что цАМФ-зависимый поток 
ca2+ внутрь клетки играет важную роль в индукции синтеза фитоалекси-
нов у A. cepa [6]. Цель настоящей работы состояла в изучении образования 
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АФК в клетках лука, обработанных биогенным элиситором, и выяснении 
путей трансдукции сигнала для инициации окислительного взрыва.

Культура клеток. Суспензионную культуру клеток лука (Allium cepa 
l.) сорта Сквирский получали из каллусной ткани и выращивали при 24°c 
в темноте на среде bds, содержащей 3 мг/л 2,4-d и 0,6 мг/л кинетина. 
Клетки (2-3 г /40 мл) переносили в свежую среду каждые 2 недели. 7-днев-
ную культуру центрифугировали (100g, 5 мин) и дважды отмывали. В экс-
периментах с ЕГТА хлорид кальция не добавляли. Клеточную суспензию 
помещали в 50-мл колбы и выдерживали 5 ч на ротационном шейкере (120 
об/мин). Далее к клеткам добавляли биогенный элиситор и различные хи-
мические соединения. 

Биогенный элиситор и химические соединения. Элиситор готовили из 
некротрофного фитопатогенного гриба Botrytis cinerea (штамм 2307). Гриб 
выращивали 10 дн на жидкой среде Чапека при 22° c. Белковый элиситор 
из культуральной жидкости получали осаждением белков сульфатом ам-
мония и последующим диализом. Концентрацию элиситора определяли в 
мкг белка/мл. Диэтилдитиокарбамат натрия (ДДК) и верапамил растворя-
ли в h2o. форсколин, W-7, трифторперазин (tФП), K-252A, каликулин A и 
дифенилен иодониум (ДФИ) растворяли в ДМСО (конечная концентрация 
0,1 %). Использовали реактивы фирмы sigma (Германия).

Хемилюминесцентный метод определения O2
-. Образование o2

- клет-
ками суспензионной культуры лука измеряли хемилюминесцентным мето-
дом с использованием люцигенина, который специфичен к o2

-. [7]. В разное 
время после добавления элиситора отбирали аликвоты суспензии клеток по 
0,4 мл и помещали в кювету. Добавляли 0,2 мл 1 мМ раствора люцигени-
на и 1,4 мл 0,1 m глицин-naoh буфера (рН 9,0), содержащего 1 мm ЭДТА. 
Ингибитор супероксиддисмутазы (СОД), ДДК добавляли к суспензии кле-
ток в концентрации 1мМ для предотвращения дисмутации o2

-. в h2o2. 
Люцигенин-зависимую хемилюминесценцию (ЛЗХЛ) определяли на хеми-
люминометре (hlem 1c01, Ст-Петербург). Образование o2

-. выражали в % 
интенсивности относительного сигнала ЛСЗХ.

Характеристика индуцированного элиситором образования O2
 . 

Суспензионная культура клеток лука в присутствиии ДДК (1 мМ), ин-
гибитора СОД, реагировала на обработку элиситором значительным увели-
чением образования o2

-.. Концентрация супероксидного анион-радикала в 
клетках A. cepa начинала возрастать через 5 мин после добавления элиси-
тора, достигала максимума к 4 ч и затем снижалась. Вероятно, первое не-
значительное увеличение образования o2

- на протяжении 1 ч после добав-
ления элиситора необходимо для индуцирования защитных реакций, тогда 
как максимальное накопление АФК может участвовать в образовании ог-
раниченных некрозов клеток, т.е. проявлении реакции сверхчувствитель-
ности [8].
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В контрольных экспериментах элиситор из B. cinerea не вызывал из-
менения хемилюминесцентного сигнала в отсутствие клеток лука. В необ-
работанных элиситором клетках регистрировали постоянный незначитель-
ный уровень образования o2

-. Следует отметить, что в отсутствие ДДК мы 
не наблюдали сигнал ЛЦЗХ ни в контроле, ни в обработанных элиситором 
клетках лука. По-видимому, количество СОД либо другой антиоксидантной 
системы в этих клетках достаточно для полной дисмутации o2

- в h2o2, не-
смотря на повышение содержания супероксидного анион-радикала после 
распознавания растительными клетками элиситора. ДДК в концентрации 
0,63 mm почти полностью ингибировал активность очищенной СОД, ос-
тавляя лишь незначительный уровень сигнала ЛЦЗХ [7]. 

Реакция клеток лука на добавление элиситора зависела от концентра-
ции последнего. Для индукции образования значительного количества o2

-. 
достаточно было всего 10 мкг/мл элиситора из B. сinerea. Возникал вопрос 
– какая ферментная система отвечает за индуцированное образование су-
пероксидного анион-радикала?

Возможный источник образования O2
-. Считается, что молекуляр-

ные механизмы окислительного взрыва в клетках животных и растений 
имеют много общего [8, 9]. Мы решили выяснить причастность НАДФН-
оксидазы – стартового фермента НАДФН-оксидазной сигнальной систе-
мы, который, как известно, участвует в образовании o2

- при окислительном 
взрыве у активированных нейтрофилов клеток животных. С этой целью ис-
пользовали ДФИ, который ингибирует активность НАДФН-оксидазы, не-
посредственно связывая флавопротеиновый компонент этого ферментного 
комплекса [10]. Оказалось, что ДФИ в концентрации 50 мкm на 83% инги-
бирует сигнал ЛЦЗХ, индуцированного биогенным элиситором в клетках 
лука. При этом сам ДФИ не оказывал влияния на хемилюминесцентную ре-
акцию люцигенина.

Анализ динамики ингибирования НАДФН-оксидазы показал, что об-
разование o2

- уменьшалось, если ДФИ добавляли перед обработкой эли-
ситором. Добавление ДФИ через 10 мин после элиситора практически не 
влияло на сигнал ЛЦЗХ. Известно, что на плазматической мембране и в 
клеточной стенке растений существует несколько систем, способных гене-
рировать активный кислород. При взаимодействии патогена с растением 
молекулярный кислород может восстанавливаться НАДН- или НАДФН-за-
висимыми оксидазами, находящимися в плазматической мембране. Одна-
ко, в ряде работ выявлены альтернативные источники АФК. Оказалось, что 
образование o2

- при активации защитных реакций у растений могут инду-
цировать также пероксидазы и пуриноксидазы клеточных стенок. Высказа-
но предположение, что АФК образуются при участии не одного фермента, 
а сразу нескольких из числа упомянутых выше ферментов [11]. 

Полученные нами данные свидетельствуют, что образование О2
- в 

клетках лука является чувствительным к ингибитору НАДФН-оксидазы, 
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подавляющему окислительный взрыв у нейтрофилов. Так, добавление 50 
мкМ ДФИ вызывало 98%-ное ингибирование образования О2

- активиро-
ванными нейтрофилами [10].

Вместе с тем, результаты такого рода ингибиторного анализа следует 
интерпретировать с определенной осторожностью. Оказывается, что ДФИ, 
который мы использовали в экспериментах для ингибирования НАДФН-
оксидазы, может ингибировать пероксидазу и no-синтазу. Более того, он 
мог также ингибировать образование мочевой кислоты ксантин-оксидазой 
[12]. Такое многоцелевое действие данного ингибитора можно объяснить 
тем, что все эти ферменты содержат в своем составе флавопротеиновую 
субъединицу. Принимая во внимание аргументы «за» и «против» ингиби-
торного анализа, мы полагаем, что вероятным источником образования су-
пероксида в клетках A. cepa является оксидаза с флавопротеиновой субъ-
единицей.

Роль Ca2+/кальмодулина в образовании O2
-. Для выяснения роли 

ca2+ в индукции АФК у A. cepa анализировали эффекты различных соеди-
нений, которые способны изменять концентрацию вне- и внутриклеточно-
го ca2+. Связывание свободного ca2+ в среде при помощи 5 мМ ЭГТА при-
водит к существенному снижению образования o2

- в обработанных элиси-
тором клетках лука. 

Блокатор потенциалзависимых ca2+ каналов – верапамил значитель-
но ингибировал индуцированное элиситором образование o2

-. Добавление 
верапамила за 20 мин до обработки элиситором вызывало снижение обра-
зования o2

- (51% ингибирование). Полученные нами данные об ингибиру-
ющем эффекте верапамила на образование o2

-. свидетельствуют о том, что 
ca2+ играет важную роль на ранних этапах трансдукции сигнала при акти-
вации АФК-генерирующих ферментных систем.

Поскольку ca2+, как известно, может затем связываться с ca2+-зависи-
мыми белками, включая кальмодулин, мы решили проанализировать роль 
последнего в активации ферментных систем, генерирующих АФК. Оказа-
лось, что tФП и W-7, антагонисты кальмодулина, полностью ингибирова-
ли индуцированное элиситором выделение o2

- клетками лука. Таким обра-
зом, полученные данные свидетельствуют, что кальмодулин также прини-
мает участие в активации АФК-генерирующих систем. 

Ингибирующее действие ЕГТА, верапамила и антагонистов кальмо-
дулина свидетельствует о вовлечении ca2+ и кальмодулина в процесс ак-
тивации ферментных систем, которые генерируют o2

-. Вероятно, ca2+ 
может непосредственно или опосредованно модулировать активность 
НАДФН-оксидазы. Было показано, что у растений ген gp91phox субъеди-
ницы НАДФН-оксидазы, гомологичной таковой НАДФН-оксидазы ней-
трофилов, кодирует белок плазматической мембраны с ca2+-связывающим 
доменом [13]. У животных клеток, продуцирующих АФК, имеется каль-
модулин-зависимая НАД-киназа, которая превращает НАД в НАДФ, обес-
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печивая таким образом НАДФ для оксидазы в ходе окислительного взры-
ва. Кальмодулин-зависимые киназы, как известно, широко распространены 
и у растений. Были получены трансгенные растения, конститутивно экс-
прессирующие кальмодулин. Они обладали повышенным конститутивным 
и индуцибельным содержанием НАДФН, что приводило к усиленному об-
разованию h2o2 в ответ на обработку элиситором [14]. 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют, что образо-
вание o2

- в обработанных биогенным элиситором клетках лука происходит 
при участии НАДФН-оксидазной и кальциевой сигнальных систем. Пока-
зано, что возможным источником супероксидного анион-радикала в клет-
ках A.cepa является оксидаза с флавопротеиновой субъединицей. Вклад 
других оксидаз в процесс генерации АФК еще предстоит выяснить. 
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Резюме
Биогенный элиситор из фитопатогенного гриба Botrytis cinerea вызывает зна-

чительное повышение содержания активных форм кислорода (АФК) в клетках сус-
пензионной культуры A. cepa. Окислительный взрыв, индуцированный этим эли-
ситором, зависит от активности Са2+ и кальмодулина. Возможным источником 
образования супероксидного анион-радикала в клетках лука является оксидаза с 
флавопротеиновой субъединицей.

Біогенний еліситор з фітопатогенного гриба Botrytis cinerea викликає значне 
підвищення вмісту активних форм кисню (АФК) в клітинах суспензійної культури 
A. cepa. Окиснювальний вибух, індукований цим еліситором, залежить від актив-
ності Са2+ та кальмодуліну. Можливим джерелом утворення супероксидного аніон-
радикалу в клітинах цибулі є оксидаза з флавопротеіновою одиницею.

biotic elicitor derived from necrotrophic fungus Botrytis cinerea induced remark-
able amount of reactive oxygen species (ros) in cultured onion (A. cepa) cells. elicitor-
induced oxidative burst depends on ca2+/calmodulin activity. A possible source of super-
oxide anion-radical in onion cells assumed to be an oxidase with a flavoprotein subunit. 
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LTR- ГЕННЫЕ АССОЦИАЦИИ В ПРИРОДНЫХ ПОПУЛЯЦИЯХ  
DROSOPFILA MELANOGASTER УКРАИНЫ

Ретротранспозоны являются эукариотическими мобильными 
элементами и составляют значительную часть генома разных организмов 
[1]. Раньше считалось что все мобильные элементы (МЕ) являются 
«паразитическими» компонентами, которые не дают никаких преимуществ 
геному хазяина [2]. Недавние исследования показали, что делать выводы 
о «эгоистичной» ДНК в геноме преждевременно и, возможно, присутсвие 
МЕ необходимо для нормального функционирования генетического 
аппарата. На данный момент все больше и больше ретротранспозонов 
идентифицируют в или около функционирующих генов, и показано, что эти 
элементы имеют значительный эффект на уровень экспрессии генов[3,4]. 
Геномные подходы начинаются с идентификации ассоциации мобильный 
элемент- ген [5]. Нахождение определенной ассоциация в геноме само по 
себе не свидетельствует о ее адаптивном значении. Однако, эти ассоциации 
могут встречаться с высокой частотой в популяции, что свидетельствует о 
фиксации такого события в геноме данного вида [6]. Ранее было показано, 
что в различных популяциях и лабораторных линиях Drosophila melano-
gaster встречаются ассоциации генов и ретротранспозонов с высокой 
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частотой, что позволяет говорить о их адаптивности [6]. Закономерности 
распространия таких оссоциаций в природных популяциях детально не 
изучены, а причины и механизмы их возникновения/исчезновения остаются 
не известными.

В данной работе исследовано распространение ассоциаций ltr- 
ретротранспозон- ген в нескольких природных популяциях D. melanogas-
ter Украины. Для этого проводили анализ наличия ассоциаций в 2 годах 
сбора особей из природных популяций. Исследовали ассоциации гена 
ингибитора 3 сериновой протеазы (SPN3) с мобильным элементом Qua-
simodo, гена белков надсемейства TM4SF с мобильным элементом 297 и 
гена Ken and Barbie c 297 элементом. 

Материалы и методы
Были проанализированы представители D. melanogaster природных 

популяций городов Умань, Киев, Пирятин, Дрогобыч, Варва, Мотовиловка, 
Одесса, Ялта, Чернобыль, Полесское, а также вблизи водоема- охладителя 
ЧАЭС и на опушке Рыжего леса. Из 10 особей каждой популяции была 
выделена ДНК, которая использовалась для проведения ПЦР. Проводили 
поиск последовательности отдельно каждого гена, ретротранспозона и 
ассоциации ген- мобильный элемент во всех исследуемых популяциях. 

Для идентификации искомых фрагментов использовали праймеры и 
ПЦР программы, приведенные в литературе [6].

Секвенирование проводилось в Университете Южной Каролины, 
США с использованием 3130 Genetic Analyzer. Результаты секвенирования 
были проанализированы с применением програми vectornti. 
Последовательности идентифицировались с помощью blastn поиска в базе 
Genbank. 

Результаты и обсуждение 
Присутствие 3 указанных выше ассоциаций было проанализовано в 12 

природных популяциях. Результаты, представленные в данной работе, сви-
детельствуют, что ассоциации являются свойственными для данной терри-
тории и широко распространены в исследованных популяциях. Секвениро-
вание изучаемых последовательностей показало, что мобильный элемент 
может находиться между генами или примыкать к одному из генов, что 
соответствует литературным данным [7]. На рисунке схематически пред-
ставлен результат секвенирования фрагмента 1233 п.о., который включает 
часть гена и часть ltr-ретротранспозона (ген Spn3 и мобильный элемент 
Quasimodo в геноме представителей популяции яблочного сада в г. Черно-
быль).

Результаты секвенирования свидетельствуют, что 3’ конец гена SPN3 
фланкируется 5’ концом ретротранспозона Quasimodo,который находится 
на расстоянии 136 пар оснований от 3’Utr гена. 
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Секвенирование 2 остальных ассоциаций показало, что 297 ретроэле-
мент ассоциирован одновременно с 2 генами (примыкает к 5’ концу гена 
Ken and Barbie и к 3’ концу гена TM4SF). 

Кроме анализа присутствия ассоциаций в геномах представителей 
природных популяций анализировалась динамика их распространения в 
природе за 2 года. Результаты представлены в таблице. 

Таблица 
Наличие ген – LTR-ретротранспозон ассоциаций в природных популяциях D. melanogaster 
Украины 

Популяции
2010 2011 2010 2011 2010 2011
Ken- 
297

Ken-
297

spn3-
Quasimodo

Spn3-
Quasimodo

tm4sf- 
297

tm4sf 
297

Киев + + - + + +
Варва + + + - + -
Умань + + + + - +

Полесcкое + + - - + +
Одесса - + - - + +
Ялта + + - + + +

Пирятин + - + + - +
Дрогобыч + + - + + -

Мотовиловка - + - - + +
Рыжий лес + + - н/д + н/д

Водоем охладитель ЧАЕС - + + - + +
Чернобыль + + - + + -

«+» -ассоциация присутствует в данной популяции; «-»- ассоциация не выявлена; 
н/д- нет данных по данной популяции

Данные, приведенные в таблице свидетельствуют, что три различ-
ные ассоциации встречались за 2 года исследований в популяциях г. Киев, 
Варва, Умань, Ялта, Пирятин, Дрогобыч ,Чернобыль и водоем-охладитель 

SPN3- Quasimodo
1233 bp
Intron 2
Intron 3
Quasimodo
Exon 2
3’UTR 
Exon 3
Exon 4

Рис. Взаимное расположение гена Spn3 и мобильного элемента Quasimodo в ге-
номе представителей популяции яблочного сада в г. Чернобыль.
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ЧАЕС, две – Полесское, Одесса, Мотовиловка, опушка Рыжего леса. Кро-
ме того следует отметить, что наличие ассоциации в конкретной популя-
ции в 2010 году не гарантирует ее обнаружение в следующем. Таким об-
разом можна сделать вывод, что такие ассоциации формируются в каждой 
популяции в каждом году de novo, а следовательно могут рассматриваться, 
как кратковременные адаптации. Следует также отметить, что на получен-
ном результате могло также сказаться то, что не все особи обладают дан-
ной инсерцией в геноме и мы не детектировали ассоциацию в силу случай-
ных причин.

В работе John f. mcdonald [6] были проанализированы особи 18 при-
родных популяций Америки, Африки, Океании, Азии и Эвропы, а также 
лабораторной линии на наличие исследованных нами ассоциаций ген-рет-
ротранспозон. За данными этих авторов ассоциации мобильного элемента 
297 с геном ken была найдена во всех Американских исследованных при-
родных популяциях и в одной из пяти европейских (украинские популяции 
не исследовались), кроме того в популяциях Антильских островов и Чили; 
в Океании; в Африке на территории ЮАР, Конго и Кот-д’Ивуара. Наши ис-
следования демонстрируют, что данная ассоциация найдена во всех изу-
ченных популяциях либо в 2010 либо в 2011 году. Таким образом частота 
встречаемости этой ассоциации в украинских популяциях гораздо выше, 
чем по Европе. Ассоциация 297 ltr с геном TM4SF в украинских популя-
циях, во-первых, встречается чаще, чем по Европе, во-вторых, эта встреча-
емость не совпадает иногда с такой для ассоциации 297 с геном ken, что ха-
рактерно для исследований 2004 года [6]. Ассоциация Quasimodo- SPN3 за 
литературными данными [6] встречалась равномерно в половине природ-
ных популяций. В Украине эта ассоциация была найдена в 8 из 12 исследо-
ванных популяциях, что опять выше частоты встречаемости этой ассоциа-
ции в среднем по миру. 

Таким образом проведенные нами исследования позволяют утверж-
дать, что частоты встречаемости исследованных оссоциаций ген – ретро-
транспозон в природных популяциях дрозофилы Украины выше, чем в Ев-
ропе, а по ассоциации 297 с геном ken близки американским.
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Резюме
Проанализировано 12 природных популяций Drosophila melanogaster Украины 

на наличие трех ltr-ретротранспозон–генных ассоциаций в геноме. Ассоциация 
297 ltr с геном ken и TM4SF найдена во всех исследуемых популяциях. Ассоциация 
Quasimodo–SPN3 детектирована в 8 из 12 популяций. Картина распространения 
ассоциаций в популяциях в различные годы несколько различается.

Було проаналізовано 12 природних популяцій Drosophila melanogaster України 
на наявність 3 ltr-ретротраснпозон–генних асоціацій в геномі. Ассоціація 297 ltr 
з геном ken та TM4SF знайдена в усіх досліджуваних популяціях. Ассоціація Qua-
simodo–SPN3 детектована в 8 з 12 популяцій. Картина розповсюдження асоціацій в 
популяціях дещо варіює в різні роки.

We reviewed 12 natural populations of Drosophila melanogaster from Ukraine for 
the presence of 3 retrotransposon–gene associations their genomes. the associations of 
297 retroelement with the ken and TM4SF genes were detected in all of the studied popu-
lations. Quasimodo–SPN3 associations were observed in 8 of 12 populations. the distri-
bution of the associations among natural populations varies from year to year.
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ЭВОЛЮЦИОННОЕ СТАНОВЛЕНИЕ СИСТЕМ КОНТРОЛЯ 
КЛЕТОЧНОГО РОСТА

Появление клеточной формы жизни обусловило необходимость конт-
роля размеров для эффективного существования в виде компартмента, ог-
раниченного со всех сторон плазматической мембраной. В основе росто-
вых процессов у всех живых организмов лежит необратимое увеличение 
объема клеток и изменение их поверхности. Обычно объем клетки увели-
чивается в 10-1000 раз. Главной движущей силой роста клетки растяже-
нием является тургорный потенциал [7]. Наиболее существенную роль в 
этих процессах выполняет вода. Уникальные физические свойства воды не 
только содействовали появлению клеточной жизни, но также определяли 
эффективные для выживания и репродукции объемы клеток. Определяю-
щим для функционирования клетки был жесткий контроль осмолярности, 
натяжения мембраны и гидростатического давления. Гидродинамическое 
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и гидростатическое давление относятся к фундаментальным физическим 
свойствам, которые определяют форму клетки и ее функции. Уже в ранней 
эволюции клетки встретились с проблемой контроля своего объема и регу-
ляции потока воды через мембраны [14]. Клетки быстро отзываются на из-
менения в объеме и осмотическом потенциале. Считают, что решение этой 
проблемы возникло одновременно с появлением наиболее ранних проток-
леток и формировалось на основе регуляции объема во время развития ком-
понентов клетки.

У одноклеточных прокариот архей, возникших из первоклетки-про-
генота и являющихся одними из наиболее древних из существующих ор-
ганизмов уже найдены механочувствительные ионные каналы (МК), кото-
рые в литературе обозначают mscs, mscl, trP [9]. МК функционируют 
как осмотические предохранительные клапаны и инициируют процессы, 
ведущие к восстановлению объема клетки. Считают, что МК являются на-
иболее рано возникшими в процессе эволюции. Они сформированы в мем-
бранах архей, которые образованы не фосфолипидами жирных кислот, как 
у эукариот и бактерий, а многоатомными спиртами с цепочками длиной 20-
40 атомов углерода и зачастую эти мембраны представляют собой не бис-
лой, а монослой. Археи преимущественно термофилы, хемоавтотрофы, об-
наружены в горячих источниках. МК обнаружены также у бактерий и эука-
риот. Считают, что индуцированная давлением активация МК относится к 
первым сигнальным каскадам, которые реагируют при угрозе жизни клет-
ки. У растений МК вовлечены в восприятие сигнала и регуляцию объема 
клетки. Клетки мезофилла Arabidopsis thaliana имеют МК, которые специ-
фически открываются через выпуклые поверхности плазматической мем-
браны, такие как во время разбухания клетки [12]. Механочувствительные 
анионные каналы идентифицированы в клетках табака и участвуют в из-
менении объема. mscs-каналы контролируют размер и поверхность плас-
тид у Arabidopsis. Механочувствительные Са2+-каналы идентифицированы 
в пыльцевых трубках лилии [5].

Дальнейшее повышение проницаемости мембран для воды произошло 
с формированием аквапориновых каналов, которые проницаемы для воды 
и небольших незаряженных молекул [8]. Считают, что аквапорины могут 
функционировать как осмосенсоры и регулировать объем клеток у живот-
ных и растений, грибов и бактерий. Первоначально аквапорины были от-
крыты в эритроцитах человека [11]. Эти мембранные белки, образующие 
поры, были фактически найдены у всех организмов. Аквапориновые бел-
ки обнаруживают характерное консервативное строение. Часто аквапори-
ны встроены в соответствующие мембраны в виде тетрамерной конструк-
ции, содержащей четыре функционально независимые поры, которые снаб-
жены соответствующими мономерами и дополнительную центральную 
пору, такую же, как и четыре латеральные поры. Аквапорины обнаружи-
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вают неожиданно высокое разнообразие в проводимости. Они проводимы 
для воды, малых молекул, пероксида водорода, газов и ионов [2]. 

Растительные аквапорины подразделяют на четыре главные группы 
[13], которые локализованы в различных клеточных компартментах: плаз-
матические мембранные внутренние белки (PiPs), тонопластные внутрен-
ние белки (tiPs), nod26-подобные внутренние белки (nlms, niPs) и ма-
лые основные внутренние бели (siPs), которые локализованы в эндоплаз-
матическом ретикулуме. PiP подсемейство подразделяют на две группы, 
названные PiP1 и PiP2. В клетках растений функционирование PiP1 зави-
сит от экспрессии PiP2. 

Много аквапоринов экспрессируется в корнях [1, 3]. В кончике корня 
водный путь полностью контролируется аквапоринами и является транск-
леточным. Аквапорины клеток корней непосредственно влияют на дина-
мику гидравлической проводимости корней, транспорт воды по растению, 
тургор клеток в зоне растяжения листьев[6].

В поддержании динамического баланса между осмотическим потенци-
алом по обе стороны плазматической мембраны и объема клеток принима-
ют участие ионы, особенно К+ [4]. Транспорт К+ через мембрану происхо-
дит с помощью К+- траспортеров и ионных каналов и зависит от Н+- АТФаз-
ной активности, которая обеспечивает направленную электростатическую 
движущую силу для К+ и открывание канала К+- каналы функционируют не 
только в растительных, но и в животных, и бактериальных клетках и име-
ют много общего в структуре. К+- каналы представляют собой ансамбли из 
четырех гомологичных субъединиц, которые объединяются , чтобы обра-
зовывать центральную трансмембранную пору, формирующую пропуска-
ющий путь канала. Внутри каждой субъединицы четыре α-петли формиру-
ют заряженный сенсорный комплекс. Полагают, что открывание поры за-
висит от s5 и s6 α-петель, которые формируют диафрагму на внутренней 
поверхности мембраны. Механизм работы К+ – каналов остается до кон-
ца не исследованным. Помимо специфических К+-каналов в мембранах су-
ществует ряд других каналов, способных транспортировать Са2+, cl-, na+ и 
другие [10]. Эти каналы также являются компонентами сигнального пути, 
рецепторами внешних сигналов, участвуют в формировании симбиотичес-
ких взаимоотношений растений с почвенными микроорганизмами, арбус-
кулярными микоризными грибами. Изменение скорости потока ионов ин-
дуцирует ответное изменение потоков воды через мембрану и соответству-
ющие изменения объемов клетки. Ионы и осмотически активные вещества 
формируют осмотический потенциал, который обусловливает гидростати-
ческое давление по обе стороны плазмалеммы. Считают, что осмотическое 
давление и гидродинамика являются определяющими и критическими для 
клеточного роста. Объем клетки является критическим для натяжения мем-
браны и изменяется от периода ее роста и пролиферации до некроза и апоп-
тоза у бактерий и эукариот. Некоторые функции растений и грибов зависят 
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от гидродинамического потока. К ним относятся открывание и закрывание 
замыкающих клеток устьиц, проникновение гифов грибов.

Изменения объема клетки индуцируют сигнальные пути. Показано, 
что в условиях осмотического стресса возрастает уровень сигнальных ли-
пидов [14]. Гипоосмотические условия и набухание клетки увеличивали 
количество фосфатидной кислоты в пыльцевых трубках цветковых расте-
ний, одноклеточных зеленых водорослях и эритроцитах. Гиперосмотичес-
кие условия и сжимание клеток индуцировали увеличение количества фос-
фатидилинозитолбисфосфата в животных и растительных клетках. Осмо-
тический стресс также индуцировал МАП-киназный каскад и индуцировал 
экспрессию генов.

Рост растительной клетки растяжением включает формирование кле-
точной стенки. Увеличение объема клетки происходит путем эластичес-
кой деформации клеточной стенки, транспорта материалов матрикса и при-
крепления их к внутренней стенке с помощью эндоцитоза [7]. Считают, что 
механические свойства клеточной стенки могут находиться под контро-
лем вне- и внутриклеточного давления. Механические свойства клеточной 
стенки могут регулироваться балансом и гидродинамическим взаимодейс-
твием между внеклеточным и внутриклеточным давлением. Рост клетки 
растяжением происходит до периода формирования вторичной клеточной 
стенки. Ориентация микрофибрилл в клеточной стенке считается крити-
ческим параметром для определения анизотропии стенки клетки при натя-
жении. Микрофибриллы образуют полные петли или спирали, чьи концы 
соединены. Типичные микрофибриллы не превышают 10 мкм в длину, по-
этому не способны формировать полные петли вокруг периметра клетки. 
Их дополняют такие компоненты клеточной стенки как арабиногалактаны.

Процессы растяжения клеток растений находятся под непосредствен-
ным контролем фитогормонов. Считают, что ауксины регулируют актива-
цию экспансинов через открытие водородных связей между целлюлозны-
ми микрофибриллами, позволяя расширять клеточную стенку. Экспансины 
и другие модифицирующие клеточную стенку ферменты играют особенно 
важную роль у быстрорастущих клеток, чтобы поддерживать оптимальное 
растяжение клеточной стенки. В контроле растяжения клетки принимает 
участие сеть микротрубочек, организующая цитоскелет. В период форми-
рования клеточной стенки значительная часть микротрубочек ориентирует-
ся вдоль главных микрофибрилл. 

Таким образом, возникновение клетки в процессе эволюции сопро-
вождалось формированием и совершенствованием систем и структур, фор-
мирующих и контролирующих процессы роста клеток и взаимодействие с 
окружающей средой и соседними клетками в составе многоклеточного ор-
ганизма. Клеточные мембраны обладают эволюционно сформированными 
каналами, которые регулируют и контролируют процессы транспорта воды 
и ионов и возникли еще в период формирования первых клеток. 
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Резюме 
Поява клітинної форми життя обумовила необхідність контролю розмірів клі-

тин. У древніх одноклітинних прокаріот архей сформовані механочутливі канали. 
Для регуляції потоків води, малих молекул існують аквапоринові канали. Потік іо-
нів і осмотичний потенціал регулюють іонні канали. Таким чином, ростові процеси 
знаходяться під контролем еволюційно сформованих систем каналів.

Появление клеточной формы жизни обусловило необходимость контроля раз-
меров клеток. У древних одноклеточных прокариот архей сформированы механо-
чувствительные каналы. Для регуляции потоков воды, малых молекул существуют 
аквапориновые каналы. Поток ионов и осмотический потенциал регулируют ион-
ные каналы. Таким образом, ростовые процессы находятся под контролем эволю-
ционно сформированных систем каналов.

the emergence of cell form of life set conditions for necessity to control the cell 
sizes. in the ancient unicellular prokaryote archaea mechanosensitive channels were 
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formed. Aquaporin channels exist for regulation of water and small molecules flow. ion 
channels regulate the flow of ions and osmotic potential. thus, the growth processes are 
under control of channels systems formed by evolution.
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ВИЯВЛЕННЯ АЛЕЛІВ ГЕНА Rf1 У ЛІНІЙ СОНЯшНИКУ ЗА 
ДОПОМОГОЮ МОЛЕКУЛЯРНИХ МАРКЕРІВ

Важливим напрямком сучасної селекції соняшнику (Helianthus annuus 
l.) є створення вихідних форм для гетерозисних гібридів [1]. Сучасні ко-
мерційні гібриди соняшнику, як правило, базуються на такому джерелі ци-
топлазматичної чоловічої стерильності (ЦЧС) як Pet1 цитоплазма. Це дже-
рело було ізольовано Леклерком (1969) з міжвидового гібриду helianthus 
petiolaris nutt. x helianthus визначено, як Pet1 цитоплазма [2]. Стерильні 
лінії – носії цієї цитоплазми відновлюються геном фертильності пилку rf1. 
Відомі інші джерела ЦЧС, відмінні від Pet1[3,4]. 

Вважалось, що відновлення фертильності пилку забезпечується на-
явністю одного домінантного гена Rf в гомозиготному та гетерозиготному 
стані [5]. В інших дослідженнях доведено складний генетичний контроль 
ознаки відновлення фертильності пилку, зокрема, що відновлення чолові-
чої стерильності контролюють неалельні домінантні гени, що взаємодіють 
комплементарно та за типом кумулятивної та некумулятивної полімерії [6].

Зараз існують більш конкретні дані. У більшості випадків для культур-
ного соняшнику відновлення фертильності пилку відбувається завдяки од-
ному ядерному гену rf1, який знаходиться на 13 хромосомі (lG13) [7]. Ві-
домо, також, про існування rf2 [8], комплементарного rf1. Відомий ген rf3, 
який відмінний від rf1, знаходиться на сьомій хромосомі (lG7) та може від-
новлювати Pet1 також ефективно, як і rf1 [9] та rf4, що розташований в 
третій групі зчеплення (lG3) і контролює відновлення фертильності пилку 
в новому джерелі ЦЧС GiG2, [10]. Відомі молекулярні маркери до деяких 
генів rf, зокрема rf1. 

Дослідження про використання молекулярних маркерів до генів від-
новлення фертильності пилку проводились і для соняшнику. Внаслідок 
найбільшої поширеності системи Pet1-rf1, більшість досліджень присвя-
чено саме маркуванню гена rf1. Молекулярне картування локусу rf1 прове-
дено на різних популяціях. Для картування rf1 використовували relP мар-
кери [11], rAPd, scAr та AelP маркери [11-13] та ssr [14,15]. Це дозво-
ляє виявити ген rf1 у різних ліній соняшнику та при потребі провести їх ди-
ференціацію.
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Для сучасних потреб селекції широко застосовуються добори за мар-
керами (marker assisted selection) за допомогою яких можна швидко прово-
дити добір відповідних зразків з цінними ознаками.

У зв’язку з цим, метою нашої роботи було ідентифікувати за допомо-
гою молекулярнго маркеру ген rf1, виявити поліморфізм відповідного ло-
кусу у селекційних лініях та гібридах. Прослідити успадковування алелів 
цього локусу, що в подальшому можна використовувати при доборах відпо-
відних зразків.

Матеріали і методи
Матеріалом для досліджень були: лінії з цитоплазматичною чо-

ловічою стерильністю (Pet1) Сх908А, Сх1002А, Сх1006А, Сх1010А, 
Сх1012А, Сх2111А, Сх2552A, лінія-закріплювач стерильності Х908Б, лінії-
відновлювачі фертильності пилку Х114В, Х526В, Х711В, Х712В, Х714В, 
Х720В, Х762В, Х782В, Х840В селекції Інституту рослинництва ім. В. Я. 
Юр'єва, лінія УКЧ-НР [16], гібриди f1, f2 (Х114В× УКЧ-НР).

Для ідентифікації гена rf1 було використано молекулярний ssr мар-
кер ors511 [15]. Для молекулярно-генетичного аналізу екстракцію ДНК 
проводили з використанням СТАВ методу [17]. Полімеразну ланцюгову ре-
акцію (ПЛР) проводили за стандартною методикою в термоциклері «Тер-
цик» («ДНК-технологія», Росія). До складу реакційної суміші об'ємом 20 
мкл входили: 1х буфер (10 мМ Трис-hcl, 50мМ KСl, 0,8% нонідет), 2мМ 
dntPmix, 0,2мкМ кожного праймеру, 2,5 мМ mgcl2, 1 од taq-полімерази 
(«fermentas»). Ампліфікацію проводили . Умови ампліфікації: Початкова 
денатурація 940С 2 хв, 35 циклів при таких режимах: денатурація 940С 40 с, 
відпал 550С 30 с, елонгація 720С 2 хв. Фінальна елонгація 720С 5 хв. Про-
дукти ампліфікації розподіляли у 2% агарозному гелі в 1 х кратному tbe 
буфері відносно маркера o’range ruler 100 bp dnA ladder («fermentas»). 
Візуалізацію проводили з використанням етідіум броміду за допомогою 
трансілюмінатора Uvt-1(«Біоком», Росія). Результати аналізували за допо-
могою програми Gel images-2 («Хелікон», Росія).

Результати та обговорення
За результатами досліджень встановлено, що у локусі ors511 відбу-

лась ампліфікація у ліній Х114В, Х526В, Х711В, Х712В, Х714В, Х720В, 
Х762В, Х782В, Х840В, УКЧ-НР, гібридів f1, f2 (Х114В× УКЧ-НР) (рис.1, 
2). У більшості ліній спостерігався алель ors511_169. У лінії Х720В та 
гібридів f1, f2 (Х114В×УКЧ-НР) також алелі ors511_287, ors511_384 
та ors511_461. У лінії Х114В, Х762В лише алелі ors_287, ors_384 та 
ors_461. З 10 проаналізованих за локусом ors511 ліній-відновлювачів 
фертильності пилку лише 3 виявились поліморфними. В цілому, в локу-
сі ors511 ідентифіковано 4 алеля. Найпоширеніший з них ors511_169. 
Таким чином аналіз локусу ors511, який знаходиться на відстані 3,7сМ 
від гену rf1 [15] свідчить про наявність маркерних алелів до гену rf1 у до-
сліджених ліній-відновників фертильності пилку. Одержані результати під-
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твердили, що вищезазначені лінії соняшнику є носіями гена rf1, що раніше 
було визначено традиційним методом запилення стерильних форм на Pet1 
цитоплазмі.

1    2    3    4    5    6     7    8    9  10
Рис.1 .Електрофореграма продуктів ампліфікації по локусу ORS511 у 2% 
агарозі:1-Х526В, 2-Х711В, 3-Х714В, 4-Cx1006A, 5-M – маркер молекулярної 

маси 100 bp, 6-Х908Б, 7-Х720В, 8-Х762В, 9-Х782В, 10-Х840В 

Аналіз локусу ors511 для стерильних ліній Сх908А, Сх1002А, 
Сх1006А, Сх1010А, Сх1012А, Сх2111А, Сх2552A та лінії – закріплюва-
ча стерильності Х908Б маркерних алелів не виявив (рис.1). Аналогічні ре-
зультати одержані при використанні scAr-маркерів oPK13_454/hrG01 та 
hrG02, які спостерігались у ліній-відновлювачів фертильності пилку та 
були відсутні у закріплювачів стерильності [12].

Проведено аналіз алелів гена rf1 у вихідних ліній та їх гібридів (рис.2). 
Лінія Х114В має алелі ors511_287, ors511_384 та ors511_461. Лі-

1   2   3   4    5   6    7 8    9      10
Рис.2. Електрофореграма продуктів ампліфікації по локусу ORS511 у 2% 
агарозі:1-Х114В; 2-УКЧ-НР; 3-f1(Х114В×УКЧ-НР); 4,7-10-f2(Х114В×УКЧ-НР), 

6-M-маркер молекулярної маси 100 bp 



83

нія УКЧ-НР – ors511_169. Гібриди f1 та f2 (Х114В×УКЧ-НР) мали але-
лі ors511_169, ors511_287, ors511_384 та ors511_461. Прослідкова-
ний поліморфізм у гібридів f1, f2 (Х114В×УКЧ-НР) за відповідним локу-
сом свідчить про сумарний характер його утворення. 

Таким чином, одержані результати свідчать про наявність гена rf1 у 
ліній-відновлювачів фертильності пилку та відповідних гібридів селек-
ції Інституту рослинництва ім. В. Я. Юр’єва. Виявлені 4 алелі гену rf1: 
ors511_169, ors511_287, ors511_384 та ors511_461. Встановлена мож-
ливість диференціації ліній за здатністю до закріплення стерильності та від-
новлення фертильності пилку за допомогою молекулярного ssr маркера.

Література
1. Кириченко В.В. Селекция и семеноводство подсолнечника (Helianthus ann-

uus l.). – Харьковю- 2005. – 385 с.
2. Leclercq, P. Une sterilite male cytoplasmique chez le tournesol//Annales de 

l’Amelioration de Plantes.-1969.-vol.19,-P. 99-106. 
3. Chepurnaya A., Sherstyuk V., Tikhomirov V. cms-rf system for sunflower breed-

ing //helia.-2003.-vol. 26,-№ 38. P. 59-65. 
4. Venkana V., Lokanadha Reddy D. et al. identification of restores and maintain-

ers for different cms sources in sunflower using new inbreds // helia.-2008.-vol.31, №49.-
Р.65-70.

5. Анащенко А. В., Дука М. В. Изучение генетической системы ЦМС-rf у под-
солнечника (Helianthus annus l.). Сообщение ii. Восстановление мужской фертиль-
ности у гибридов на сонове ЦМСр // Генетика.-1985.-Т.XXi, №12.-С.1999-2004. 

6. Анащенко А. В., Дука М. В. Изучение генетической системы ЦМС-rf у под-
солнечника (Helianthus annus l.). Сообщение iii. Восстановление мужской фер-
тильности у гибридов на сонове ЦМС1 // Генетика.-1985.-Т.XXi, №12.-С.2005-2010. 

7. Yu, J.K., Tang, S., Slabaugh, M.B. et al. towards a saturated molecular genetic 
linkage map for cultivated sunflower //- crop science.-2003.-vol. 43, №1.- P. 367-387. 

8. leclercq P., Philippon J. P. identification de gènes de restauration de fertilité sur 
cytoplasmes stérilisants chez le tournesol // Agronomie.- 1984.-vol.4, №6.-P. 573-576.

9. Jan C-C., Vick B. inheritance and allelic relationships of fertility restoration 
genes for seven new sources of male-sterile cytoplasm in sunflower //Plant breeding.-
2007.-vol.126, №2.-P.213-217. 

10. Feng J., Jiuhuan J. introgression and molecular tagging of rf4, a new male 
fertility restoration gene from wild sunflower Helianthus maximiliani l. // theor. Appl. 
Genet.-2008.-vol. 117, № 2.-P. 241-249. 

11. Gentsbittel L., Vear F., Zhang Y.-X. et al. development of a consensus lincage 
relP map of cultivated sunflower (Helianthus annuus l.) // theor. Appl. Genet.- 1995.-
vol.90, №7-8.-P.1079-1086.

12. Horn R, Kusterer B, Lazarescu E. et al. molecular mapping of the rf1 gene re-
storing pollen fertility in Pet1-based f1 hybrids in sunflower (Helianthus annuus l.) //. 
theor Appl Genet.-2003.-vol.106, №4.-P.599-606. 

13. Kursterer B., Prüfe M., Lazarescu E. mapping of the restorer gene rf1 in sun-
flower (Helianthus annus l.)// helia.-2002.-vol.25, №36.-Р.41-46.



84

14. Kusterer B., Friedt W., Lazarescu E. et al. map-based cloning strategy for isolat-
ing the restorer gene rf1 of the Pet1 cytoplasm in sunflower, Helianthus annuus l.//he-
lia, vol. 27, br. 40, str. 1-14, 2004 

15. Yue B., Vick B., Cai X., Hu J. Genetic mapping for the Rf1 (fertility restoration) 
gene in sunflower (Helianthus annuus l.) by ssr and trAP markers// Plant breeding.- 
2010.-vol.129, №1.-Р. 24–28

16. Задорожна О. А. Успадковування деяких ознак листів соняшнику //Вісник 
Харківського Національного університету. cерія біологія.- 2011. -Вип.13 (№947).- 
С.87-92.

17. Ідентифікація і реєстрація генотипів м'якої пшениці (triticum aestivum l.,)
ячменю (hordeum vulgare l.), кукурудзи ( Zea mays l.), соняшнику (helianthus annus 
l.) за допомогою аналізу мікросателітних локусів: Методичні рекомендації. -Оде-
са, 2004.-16 с.

Резюме
Проведено тестування ліній та гібридів соняшнику (Helianthus annuus l.) на 

наявність гена rf1 за допомогою ssr маркера. Встановлено наявність гена rf1 у 
ліній-відновлювачів фертильності пилку та гібридів. Виявлені чотири алелі цьо-
го гена. Обговорюється можливість диференціації ліній-відновлювачів від ліній-
закріплювачів за допомогою ssr маркера.

Проведен анализ линий и гибридов подсолнечника (Helianthus annuus l.) на 
наличие гена rf1 при помощи ssr маркера. Установлено наличие гена rf1 у линий-
восстановителей фертильности пыльцы и гибридов. Выявлены четыре аллели этого 
гена. Обсуждается возможность диференциации линий-восстановителей фертиль-
ности пыльцы и линий-закрепителй стерильности при помощи ssr-маркера.

sunflower (Helianthus annuus l.) lines and hybrids were tested with applying ssr-
marker on restore gene rf1 present. it is determined the presence of rf1 in restorer lines 
and hybrids. four alleles have been identified. An opportunity for differentiation of restor-
er lines and maintainer lines with ssr marker applying is discussed.
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ПОРІВНЯЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ ГЕНОМУ МОРФОЛОГІЧНИХ 
ВАРІАНТІВ ПРОДУЦЕНТА ЛЕКТИНУ – шТАМУ BACILLUS 
SUBTILIS ІМВ В-7014 З ВИКОРИСТАННЯМ ПРАЙМЕРІВ ДО 

ПОВТОРЮВАНИХ BOX-ЕЛЕМЕНТІВ
На сьогодні відомо, що вуглеводзв’язувальні білки – лектини є ком-

понентами складних регуляторних систем у про- та еукаріот і відіграють 
фундаментальну роль в процесах біологічного впізнавання [1, 2]. В прак-
тичному плані лектини є перспективними фармакологічно активними ре-
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агентами з антивірусними, імуномодулюючими та протипухлинними 
властивостями. Зокрема, відкриті українськими вченими лектини сапро-
фітних бацил виявили здатність до стимуляції імунної відповіді та ін-
дукції гамма-інтерферону організму людини [3]. Гени лектинів сапрофіт-
них бацил досі невідомі. За розробки рентабельної технології одержання 
позаклітинного сіалоспецифічного лектину з культуральної рідини шта-
му B. subtilis ІМВ В-7014 було помічено, що заміна поживного середовища 
Гаузе на мінеральне середовище спрощеного складу стимулює мінливість 
культури і призводить до збільшення частоти s-варіантів. Виявилось, що 
s-варіанти відрізняються від типових r-варіантів не тільки за морфологією 
і консистенцією колоній, але мають нижчий (у 4 рази) рівень лектинової ак-
тивності. Відомо, що r-s дисоціація є адаптивною реакцією мікроорганіз-
мів на зміну умов існування, зумовлена перебудовами певних ділянок гено-
му. Геноми бактерій містять повторювані некодуючі послідовності довжи-
ною до 400 п.о. серед яких найпоширенішими є представники трьох родин 
– позагенні повторювані паліндроми reP (repetitive extragenic palindromic), 
ентеробактеріальні повторювані внутрішньогенні консенсуси eric (entero-
bacterial repetitive intergenic consensus) та елементи boX [4]. Останні нале-
жать до mite-подібних елементів, мають міжгенну локалізацію, подвійну 
симетрію і здатні до формування петлеподібних структур. Розташовуючись 
на 5’-кінці мРНК, елементи boX регулюють експресію генів [5]. На ви-
користанні праймерів, комплементарних до зазначених повторюваних по-
слідовностей ДНК, базується метод геномного фінгерпринтингу (rep-Pcr), 
який знайшов застосування у систематиці та клінічних дослідженнях бак-
терій. Раніше ми запропонували даний підхід для характеристики генетич-
но нестабільних мутантів B. subtilis [4].

Мета роботи – використання комплементарних до міжгенних елемен-
тів boX праймерів для виявлення можливих структурних перебудов гено-
му серед r- і s-варіантів штаму B. subtilis ІМВ В-7014 – продуцента сіалос-
пецифічного лектину. 

Матеріали і методи
Об’єктами дослідження були: стандартні штами B. subtillis (shgw і 

lys42) з ґрунтових ізолятів, одержані з міжнародних колекцій, які слугува-
ли контролем, та r- і s-варіанти природного штаму B. subtilis ІМВ b-7014 
з Української колекції Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Забо-
лотного НАН України, виділений з шлунково-кишкового тракту здорово-
го новонародженого теляти.

Геномну ДНК отримували за конвенційним фенольно-детергентним 
методом з бактеріальної нічної культури клітин, яку вирощували на ага-
ризованому середовищі (triptose blood agare «difco») протягом 12 год 
при 370С. Клітини лізували лізоцимом (5 мг/мл) 15 хв при 370С з наступ-
ним додаванням 35 мкл 10 % sds. Депротеїнізацію проводили в три ета-
пи: 1 – обробка лізату рівним об’ємом суміші фенол/хлороформ, 2 – об-
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робка лізату рівним об’ємом суміші хлороформ/ізоаміловий спирт (24:1), 
3 –додавання до лізату рівного об’єму хлороформу. Від домішок РНК 
отриману ДНК очищали панкреатичною РНКазою А (50 мкг/мл, sigma, 
США) протягом 30 хв при 370С. Далі розчин геномної ДНК додатково де-
протеїнізували описаним вище способом. Нуклеїнові кислоти осаджува-
ли центрифугуванням при 10 000 об/хв протягом 10 хв, промивали 70 % 
етиловим спиртом, висушували і розчиняли у 100 мкл буфера ТЕ. Геном-
ну ДНК бактерій зберігали при – 200С і для подальшої boX–Рcr брали 
50 нг/ мкл на пробу [5].

Реакцію boX–Рcr проводили з використанням праймера boX A1r 
(5’-ctAcGGcAAGGcGAcGctGAcG -3’) до послідовності boxA. Реак-
ційна суміш, кінцевий об’єм якої становив 50 мкл, містила 50 нг бактері-
альної ДНК, 200 нm праймера, 200 мкm кожного з нуклеозидтрифосфа-
тів, стандартний буфер для Рcr, 2 мкМ mgcl2, 10 % ДМСО та 1 одиницю 
активності taq-полімерази. Приготування реакційної суміші проводили 
на льоду. Реакцію ставили в ампліфікаторі («Терцик», Росія). Початкова 
денатурація відбувалась при 950С 6 хв; наступні 30 циклів проводили за 
таких умов: 1 – денатурація при 940С протягом 1 хв; 2 – гібридизація при 
550С протягом 1 хв; 3 – елонгація при 650С протягом 8 хв з кінцевим син-
тезом при 72 0С 2 хв [5]. Для аналізу отриманих даних застосовували про-
граму totallab v 2.01.

Результати досліджень
Дослідження геномної ДНК двох стандартних штамів B. subtillis 

(shgw і lys42) та r- і s-варіантів штаму b-7014 методом boX-Рcr вия-
вило певні міжштамові відмінності. Ампліфіковані Рcr-продукти за вихо-
дом розподілилися на мажорні (їх вміст складав більше 50 % від загально-
го виходу ДНК), проміжні (2-10 %), мінорні (1-2 %) та субмінорні (до 1 %) 
і утворювали характерний для штаму профіль (рисунок).

Профіль Pcr-продуктів для колекційного штаму lys42 при застосу-
ванні boX-праймерів містив щонайменше десять компонентів. Мажорний 
продукт мав молекулярну масу біля 600 п.о., а з двох проміжних – один мав 
485 п.о., а інший – 1000 п.о. Інші продукти ампліфікації відносилися до мі-
норних. Профіль іншого колекційного штаму shgw не мав принципових 
відмінностей порівняно з штамом lys42, за винятком двох мінорних про-
дуктів з молекулярною масою 2300 і 400 п.о. Для r- і s- варіантів штаму 
b-7014 спостерігалися суттєві варіації в електрофоретичному профілі як 
між ними, так і порівняно з контрольними штамами. Зокрема, для r-форми 
були характерні мажорні продукти з молекулярною масою 2600 та 500 
п.о., а для s-форми – 1500, 750 і 600 п.о. Спостерігались також якісні від-
мінності між формами штаму В-7014, а саме поява у r-форми високо-
молекулярного продукту (2600 п.о.) і відсутність двох інших продуктів 
(1000, 750 п.о.) порівняно з s-формою. 
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Рисунок. Продукти BOX- PCR-аналізу геномної ДНК.  Молекулярна маса – 
т.п.о. (kb). Контрольні штами: 1 – SHgw, 2 – Lys42, 3 – маркер молекулярних 

мас, штам ІМВ B-7014: 4 –R-форма, 5 – S-форма.

Треба відмітити, що з п’яти Pcr-продуктів у r-форми штаму b-7014 
за молекулярною масою тільки три з них співпадали з такими колекцій-
них штамів, а саме: 1500, 600 і 500 п.о. У випадку s-форми подібна кіль-
кість співпадінь з контрольними штамами shgw та lys42 була більшою і 
становила п’ять з шести Pcr-продуктів (рисунок).

Одержані результати можна пояснити складними взаємодіями засто-
сованих праймерів з різними ділянками геномної ДНК, в яких локалізова-
ні повторювані boX-елементи. Відмінності контрольних та досліджуваних 
штамів можуть бути наслідком їх різного походження, де штам Bacillus 
subtilis ІМВ В-7014 виділений із шлунково-кишкового тракту тварини, 
а контрольні штами є типовими представниками ґрунтової мікрофлори. 

Можна висловити припущення, що характерні відмінності Pcr-
профіля r-форми від контролю та s-форми, які проявляються у появі ма-
жорного високомолекулярного компонента (2600 п.о.), є наслідком пе-
ребудови (дуплікації/ампліфікації) певної ділянки геному, фланкованої 
boX-елементами. Можливо, що дисоціація r-форми в s-форму супрово-
джується втратою або реорганізацією зазначеної послідовності ДНК. Не 
виключено, що рівень експресії позаклітинного сіалоспецифічного лекти-
ну даним штамом пов’язаний саме з цією ділянкою геному. 
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Висновки. Вперше з використанням праймерів до некодуючих послі-
довностей родини boX встановлено відмінності типового r-варіанту шта-
му Bacillus subtilis ІМВ b-7014 від його s-форми, які проявляються у змі-
ні характерного для штаму профілю з появою високомолекулярного Рcr-
продукта. Це може бути наслідком дуплікації/ампліфікації певної ділянки 
бактеріального геному, що впливає на лектинову активність штаму.
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Резюме
Застосування праймерів до некодуючих послідовностей родини boX дозволи-

ло встановити відмінності типового r-варіанту штаму bacillus subtilis ІМВ b-7014 
від його s-форми, які проявляються у зміні характерного для штаму профілю з по-
явою високомолекулярного Рcr-продукта. Висловлено припущення, що ці відмін-
ності можуть бути наслідком дуплікації/ампліфікації певної ділянки бактеріального 
геному, яка впливає на лектинову активність штаму.

Использование праймеров к некодирующим последовательностям семейства 
boX позволило установить отличия типичного r-варианта штамма bacillus subti-
lis ІМВ b-7014 от его s-формы, которые проявляются в изменении характерного 
для штамма профиля с появлением высокомолекулярного Рcr-продукта. Выска-
зано предположение, что эти отличия могут быть следствием дупликации/ампли-
фикации определенного участка бактериального генома, влияющего на лектиновую 
активность штамма.

deviations in dnA pattern from control and between r-s derivatives of the bacil-
lus subtilis ІМВ b-7014 were shown using primers to noncoding boX elements. such 
deviations are supposed to be the result of duplication/amplification of some genome frag-
ment that may effect on lectin’s activity of the strain under study.
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ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЙ шУМ И ОВОГЕНЕТИЧЕСКАЯ 
ИЗМЕНЧИВОСТЬ

Клонирование женских генотипов было открыто на тутовом шелкоп-
ряде более 70 лет назад благодаря разработанному Б.Л.Астауровым [1] ме-
тоду искусственного амейотического партеногенеза, с помощью которого 
были получены первые искусственные клоны. Метод термического парте-
ногенеза гарантирует клонирование материнского генотипа в силу подав-
ления редукционного деления созревания тепловым шоком [2] и отсутс-
твия кроссинговера у самок тутового шелкопряда [3]. Клонирование в дан-
ном случае является, фактически, результатом экспериментальной замены 
мейоза митозом во всех яйцах самки-основательницы клона, что и гаран-
тирует копирование материнского генотипа всех особей партеногенетичес-
кого поколения. 

Несмотря на то, что особи клона имеют один генотип, они далеко не 
всегда демонстрируют фенотипическую идентичность. Внутриклональная 
вариация признаков (при синхронном развитии особей клона в одних и тех 
же условиях) со временем стала трудно объяснимой модификационной из-
менчивостью в принятом смысле слова. К настоящему времени определи-
лись четыре источника индивидуальной изменчивости в пределах клона: 
спонтанный мутагенез, трансполиплоидная комбинативная изменчивость, 
онтогенетические шумы и овогенетическая изменчивость [4].

В настоящей работе обсуждается изменчивость, связанная с разным 
возрастом зрелых ооцитов в яичнике, выраженная в случае тутового шел-
копряда в линейном расположении яиц в овариоле имаго: здесь представле-
ны данные, которые позволяют, на наш взгляд, говорить об овогенетичес-
кой изменчивости и в общем случае, когда яичники занимают свое обычное 
положение в организме самки тутового шелкопряда в отличие от транс-
плантационных клонов, полученных ранее [5]. По сравнению с онтогене-
тическим шумом, стохастическим по своей природе, эта изменчивость за-
кономерна и позволяет прогнозировать проявление признаков в зависимос-
ти от положения в овариоле / возраста ооцита.

Материал и методы
Выкормку материала настоящей работы проводили в 2011 году на 

экспериментальной базе ХНУ им. Каразина в соответствии с приняты-
ми зоотехническими требованиями. В качестве материала использовался 
партеноклон P5d (ch+, L, K, Ze, pS), гетерозиготный по указанным генам. 
Пенетрантность изучаемого признака (бугорчатых оранжевых пятен) на от-
дельном сегменте личинок клона оценивали как процент наличных пятен 
от их возможного числа в выборке, то есть если пятен 24, а личинок в вы-
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борке 100, то пенетрантность составит (24:200)х100=12%, поскольку боль-
ше двух пятен на сегменте не встречается. Экспрессивность, то есть мак-
симальное выражение признака, вычисляли как процент личинок, проявив-
ших оба пятна на изучаемом сегменте, по отношению к числу личинок в 
выборке. 

Статистическую обработку результатов проводили с использовани-
ем непараметрического Т-критерия Вилкоксона для оценки разности между 
 долями.

Результаты и обсуждение
Считается, что одной из причин внутриклональной фенотипической 

изменчивости является стохастичность молекулярных процессов в гомо-
логичных закладках признака, имеющая модификационный характер и не 
наследующаяся при клонировании отдельного фенотипического варианта 
(особи клона) [6]. 

Внутриклональную изменчивость Струнников называл «третьей» или 
«реализационной» изменчивостью, проявляющейся только в синхронизи-
рованных популяциях изогенных особей (клонах) при идентичных усло-
виях. Закономерные изменения в проявлении морфологических признаков 
внутри клона при этом остались незамеченными, поскольку в его опытах 
яйца каждой бабочки делили на порции, предварительно смешав [7]. Так 
как различий между полукладками обнаружено не было, предложенная им 
«реализационная» изменчивость, была определена как совокупность не-
предсказуемых и стохастичных отклонений от нормальной реализации ге-
нома. При таком описании реализационная изменчивость не отличается, 
по сути, от онтогенетических шумов, ранее предложенных Астауровым [8].

Только в экспериментальной ситуации, создаваемой имплантацией 
яичника в организм самца, впервые были замечены закономерно проявляю-
щиеся отличия между ооцитами, которые сразу же были соотнесены с по-
казанной ранее на тутовом шелкопряде внутриклональной изменчивостью 
морфологических признаков [5]. Выявлены градиенты убывания в дисталь-
но-проксимальном направлении вдоль овариолы: 1) эмбриональной жизне-
способности мурашей из яиц имплантата и 2) интенсивности окраски му-
рашей (неполное проявление гена ch+ в гетерозиготе ch+/ch). Ввиду случай-
ной ориентации имплантата в теле самца эти вариации могут объясняться 
только временной программой созревания ооцитов в яичнике: эта програм-
ма, хоть и нарушена чужеродным окружением имплантированного яични-
ка и отсутствием его связей с другими компонентами женской половой сис-
темы, все же сохраняет в модифицированном виде временную последова-
тельность созревания яиц, создавая градуально изменяющиеся условия для 
будущей экспрессии гена ch+ и эмбриональной жизнеспособности после 
термоактивации. 

Параметры внутриклональной изменчивости, обусловленной положе-
нием зрелого яйца в овариоле, никогда не вычленялись при изучении внут-
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риклональной вариации признака, входя полностью в оценки его пенетран-
тности и экспрессивности, детерминированные генотипом клона и разли-
чающиеся в разных партеноклонах [6].

Исходя из результатов изучения вариации фенотипических призна-
ков в трансплантационных клонах, мы считаем, что градиентный характер 
проявления признаков внутри клона, обусловленный растянутым во време-
ни процессом формирования зрелых ооцитов имаго, сохраняется и в слу-
чаях клонирования без хирургического вмешательства. Для проверки это-
го предположения мы изучили пенетрантность и экспрессивность еще не-
скольких признаков в связи с положением яиц в овариоле. 

Использовали партеноклон P5d, обладающий неполно проявляю-
щимся геном l(4-0.0) пятнистости на дорзальной стороне каждого сег-
мента и геном K(11-0.0), который неизменно накладывается на проявление 
l-пятнистости, делая все пятна выпуклыми. Овариолы партеноклона раз-
резали на 2 и 3 части в разных опытах. Различия стали очевидны при раз-
резании овариолы на 2 части: проксимальную (концы овариол сходятся в 
апексе яичника) и дистальную, ближайшую к яйцеводу. В первом опыте 
потенциал развития яиц, оцениваемый по пигментации яиц (способности 
к активации) был выше в дистальной половине овариолы. (табл.1). Однако 
эмбриональная жизнеспособность, определяемая по вылуплению личинок 
из активированных яиц, оказалась выше в проксимальной половине овари-
олы, как и в случае трансплантационных клонов [5]. 

Таблица 1
Способность к термопартеногенезу зрелых ооцитов клона P5D в зависимости от их по-
ложения в овариоле.

Термопартеногенез
Часть овариолы (половина)

Проксимальная Дистальная
Неоплодотворенные яйца, шт. 4067 4176
Активация (пигментация), % 84,8±3,6* 93,1±1,0*

Эмбриональная жизнеспособность, % 73,5±2,9** 48,0±4,6**

* – разница значима на уровне р< 0,05; ** – разница значима на уровне р< 0,001.

Сложный морфологический признак l-K имеет 100% пенетрантность 
и экспрессивность на ii, iii и v абдоминальных сегментах; на других сег-
ментах (i, iv, vi, vii) его проявление варьирует; именно эти сегменты были 
выбраны для анализа. Максимальная пенетрантность и экспрессивность 
морфологического признака l-K на ii и v абдоминальных сегментах, веро-
ятно, является следствием участия в проявлении изучаемого признака еще 
одного гена, а именно, p+, определяющего самый обычный рисунок личин-
ки: пара полулуний на ii сегменте и пара звездчатых пятен на v сегменте, в 
котором под пятнами как раз и находится пара яичников. 

Во втором опыте, с разрезанием овариол на 3 части установлено, что 
пенетрантность и экспрессивность изучаемого признака на i, iv, vi, vii 
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Рис.1. Пенетрантность (а) и экспрессивность (б) пятнистости (L-K) личинок на 
I, IV, VI и VII сегментах в зависимости от положения давших им начало зрелых 
ооцитов в овариолах материнского организма. (Изученный сегмент показан на 
вставках парой светлых кружков, II и V сегмент – черными кружками; P, M 
и D – проксимальный, медиальный и дистальный участки овариолы имаго).
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сегментах личинки возрастают в проксимально-медиальном направлении 
овариолы, а на vi и vii сегментах (для пенетрантности) – в проксимально-
медиально-дистальном (рис.1). Кроме последнего случая, а также нулевой 
экспрессивности на vii сегменте и одинаковой пенетрантности на vi сег-
менте личинок из медиальной (М) и дистальной (Д) частей, оба показателя 
проявления изучаемого признака падают в медиально-дистальном направ-
лении. Мы считаем, что объяснение этому следует искать во взаимодейс-
твии (наложении) факторов овариального проксимально-дистального гра-
диента на возникающие в ходе эмбриогенеза градиенты экспрессии генов 
(l, p+), ответственных за формирование рисунка на дорзальной стороне ли-
чинки. Такое взаимодействие может как усиливать, так и ослаблять прояв-
ление генов рисунка в зависимости от уровня градиента в данном участке 
овариолы и рассматриваемого сегмента эмбриона. Кроме того, в пределах 
овариолы могут действовать два и более градиентов, некоторые из которых 
могут быть противоположно направленными и подавлять друг друга, как 
это показано в настоящей работе для партеноклонов, полученных обычным 
способом (табл.1), и ранее – для трансплантационных клонов [5].

Выводы
Вариация фенотипа в клоне складывается из овогенетической измен-

чивости и онтогенетических шумов, которые после выделения овогенети-
ческой изменчивости следует отнести на более глубокий уровень. Диапазон 
овогенетической изменчивости зависит от стабильности изучаемого мор-
фологического признака. Применительно к овариальному градиенту, раз-
личия столь существенны, что отражаются на жизнеспособности потомс-
тва и проявлении сложного морфологического признака. Таким образом, 
мы считаем, что установленный на трансплантационных клонах градуаль-
ный характер индивидуальной изменчивости фенотипического признака, 
определяемый положением в овариоле зрелых яиц, дающих начало особям 
с клона, имеет также место в клонах, получаемых обычным способом. 
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Резюме
Получены результаты, показывающие наличие в онтогенетических шумах 

нестохастической компоненты, названной овогенетической изменчивостью. 
Наведені результати, що демонструють наявність у онтогенетичних шумах за-

кономірного компоненту, який названо овогенетичною мінливістю.
the results have been obtained that show that ontogenetic noise includes nonsto-

chastic component considered as ovogenetic variability.
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ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ПОЛИПЛОИДИЗАЦИИ 
ПАРТЕНОЗИГОТИЧЕСКОГО РАЗВИТИЯ ТУТОВОГО 

шЕЛКОПРЯДА
Прогрев свежеосемененых яиц тутового шелкопряда в режиме терми-

ческого партеногенеза (46°С, 18 мин) по Астаурову приводит к смешанно-
му, партенозиготическому, развитию, в результате которого могут возни-
кать в значительном количестве триплоиды; для последних обычная обо-
еполая репродукция становится проблематичной, а партеногенетическая 
репродукция открывает им выход на арену отбора: искусственного в эк-
спериментальной селекции и естественного в природе, при мутационном 
происхождении партеногенеза у диплоидных форм (Клименко и др., 2011).

Дальнейшая репродуктивная судьба возникших внутри диплоидного 
обоеполого вида триплоидных партеногенетических форм частично может 
быть смоделирована на тутовом шелкопряде путем повторного приложения 
партеногенетической термоактивации к неоплодотворенным и свежеосеме-
ненным яйцам триплоидных самок. Помимо этого логичного продолжения 
в лабораторных условиях экспериментальной эволюции полиплоидных 
форм, существенный интерес представляет изучение механизмов полипло-
идизации в соме и зародышевой линии партенозигот, что стало возможно 
благодаря достаточно простому методу определения плоидности клеток 
диапаузирующего зародыша путем подсчета зерен гетерохроматина в яд-
рах (Клименко, Лян, 2012). В диапаузе все клетки зародыша находятся в ин-
терфазе в течение нескольких месяцев; это дает возможность оценить пло-
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идность составляющих его клеток как результат имевших место процессов 
полиплоидизации независимо от механизмов, лежащих в их основе.

Материал и методы
Использовали грену от скрещивания партеноклона Р50 (w2, ch, lem, p, 

a, ng) с линией re971 (re, ch+, Ze, a). Уникальность клона Р50 состоит в том, 
что он гомозиготен по пяти рецессивным маркерам; линия re971 (из коллек-
ции лаборатории) характеризуется гомозиготностью по гену re и Ze. Описа-
ние указанных маркеров можно найти в классической литературе (tazima, 
1978). Для полиплоидизации свежеосемененных яиц использовали их про-
грев в режиме термического партеногенеза по Астаурову (46°С, 18 мин), 
который был использован в предыдущей работе для получения триплоидов 
(Клименко и др., 2011).

Полученную в опытах грену в диапаузе анализировали цитологичес-
ки. Для этого освобожденные от хориона яйца фиксировали смесью этило-
вого спирта и ледяной уксусной кислоты в соотношении 3:1 и окрашивали 
ацетогематоксилином (Щегельская, Спиридонова, Клименко, 1986). Окра-
шенный зародыш вместе с краской помещали на часовое стекло и с помо-
щью препаровальных игл разделяли на несколько частей, каждую из ко-
торых пипеткой переносили на предметное стекло и получали давленный 
препарат, накрывая перенесенную каплю покровным стеклом. Готовые пре-
параты изучали под микроскопом и фотографировали. Фотоснимки пере-
носили на компьютер и подсчитывали количество зерен хроматина в ядрах 
для определения плоидности клеток во взятой части зародыша (Лян, Кли-
менко 2012).

Результаты и обсуждение
Получение полиплоидов путем прогрева свежеосемененной грены в 

режиме термопартеногенеза по Астаурову в настоящей работе доведено до 
тетраплоидов (табл.1). Получение триплоидов от скрещивания диплоидных 
клонов, в которых всегда имеется незначительная примесь тетраплоидных 
яиц, с диплоидными самцами представлено верхней строкой таблицы; это 
так называемые зиготические триплоиды, давшие начало выведению тет-
раплоидной расы тутового шелкопряда (Астауров, 1968). Клоны P3nZZW, 
полученные прогревом с использованием приведенных в предыдущем раз-
деле маркеров (Клименко и др., 2011), как и ожидалось, не все оказались 
триплоидными (13 из 15), что подтвердилось при цитологическом анализе 
диапаузирующего потомства от скрещивания их с диплоидными самцами: 
во второй строке таблицы триплоиды явно зиготические, а ожидавшиеся 
партенозиготы 4n не выявлены, следовательно клон был заложен от дипло-
идной самки. Когда полученное потомство скрестили с диплоидными сам-
цами и отложенную грену прогрели, то в диапаузе были выявлены трип-
лоидные и тетраплоидные зародыши (третья строка табл.1); в отсутствие 
пентаплоидов это доказывает зиготическое происхождение тетраплоидных 
зародышей, подтверждаемое бурым цветом пигментированных яиц в слу-
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чае экспрессии генотипа GfP: зародыши из 7 темных яиц были триплоид-
ными, а из 8 бурых яиц 6 были триплоидными, а 2 гаплоидными. Послед-
ний случай является доказательством возможности гаплоидного андроге-
нетического развития до стадии диапаузирующего зародыша. 

Таблица 1
Экспериментальное получение полиплоидов прогревом свежеосемененной грены

Прогрев свежеосемененной грены от 
скрещиваний

Уровни плоидности зародыша
2n 3n 4n 5n

Р50 x re971 прогрев + +
P3nZZW x c-5 + + +

(P3nZZW x c-5) x GfP прогрев + + + +

+ – теоретически ожидаемые варианты плоидностей. Закрашенные ячейки – выяв-
ленные в работе варианты плоидностей 

Партенозиготическое развитие, получаемое на тутовом шелкопряде 
как экспериментальной модели возникновения полиплоидов в природе, 
особенно интересно процессами полиплоидизации в соме и зародышевой 
линии эмбриона. Эти процессы были изучены с помощью маркеров и цито-
логическим методом на стадии диапаузы.

Рис. 1. Клетки разной плоидности зародышей

Таблица 2
Полиплоидизация клеток зародыша

Соматическая полиплоидизация
Плоид-

ность заро-
дыша

1n 2n 3n 4n 5n 6n 7n 8n 9n 10n 11n 12n

1n + +
2n + + + + + +

2n/3n + + +
3n + + + +
4n + +

Закрашенные ячейки – плоидности клеток, выявленные на цитологических препа-
ратах 2n/3n – ди-триплоидные мозаики 
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Анализируя данные табл.2 можно предположить, что увеличение пло-
идности клеток в соме происходит не только путем эндомитоза, но и в ре-
зультате слияния ядер на ранних этапах эмбриогенеза, о чем свидетельс-
твуют найденные в диплоидных зародышах 6n-, 10n- и 12n-ядра, а в трип-
лоидных – 9n-ядра. Еще одним доказательством слияния ядер служит обна-
руженное в 2n/3n-мозаиках пентаплоидное ядро. 

Рис. 2. Цитогенетические варианты развития, индуцированные тепловым шо-
ком в свежеосемененном яйце. Справа – репродукция компонентов скрещи-
вания (амейотический партеногенез и нормальное зиготическое развитие). 
Слева, по порядку: андрогенез, амейотический партеногенез, кариогамия с 
образованием триплоида ZZW; далее мозаики, доказывающие возможность 
нескольких цитогенетических вариантов развития в одном яйце, в последнем 
случае три варианта. Указаны возможные формулы половых хромосом. Числа 

указывают количество яиц соответствующего варианта развития.

Разного рода мозаики, представленные на рис. 2, свидетельствуют о 
том, что в одном яйце может совмещаться несколько цитогенетических ва-
риантов развития. На самом деле, доля яиц с мозаичным развитием, зна-
чительно выше выявленной, поскольку мозаицизм внутри яйца, т.е. среди 
клеток эмбриона и во внезародышевых клеточных образованиях, скрытых 
под серозной оболочкой, остается неучтенным при использованных марке-
рах. Андрогенез имеет место в том случае, когда в результате прогрева 46° 
18 мин женское ядро исключается из развития и происходит слияние мужс-
ких пронуклеусов. Андрогенетический участок серозы яйца имеет красную 
пигментацию (r). желтая пигментация (W) свидетельствует о партеноге-
нетическом развитии яйца. В этом случае деления дробления претерпевает 
нередуцированное женское ядро (ZW). Триплоидные яйца имеют тёмную 
пигментацию (d) серозы. Триплоидность возникает в результате слияния 
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нередуцированного женского ядра (ZW) c гаплоидным мужским пронукле-
усом (Клименко и др., 2011). 

В полученной грене были обнаружены мозаики (рис.2). Мозаик с крас-
но-серой пигментацией (rd) серозы может образоваться в результате сли-
яния двух мужских пронуклеусов в одной части яйца и нередуцированно-
го женского ядра с гаплоидным мужским пронуклеусом в другой его части. 
Образование красно-белого (rW) мозаика возможно при партеногенети-
ческом и андрогенетическом варианте развития в разных частях яйца. При 
слиянии нередуцированного женского ядра с гаплоидным мужским про-
нуклеусом в одной части яйца и при партеногенетическом развитии дру-
гой части, образуется бело-серый мозаик (Wd). Трехцветная пигментация 
(rWd) серозы свидетельствует об андрогенетическом, партеногенетичес-
ком и кариогамическом вариантах развития в разных частях яйца.

Выводы
При партенозиготическом развитии, как и при партеногенетическом, 

полиплоидизация клеток зародыша, выявляемая в диапаузе, происходит 
не только путем эндомитоза, но и через слияние ядер, вероятно, в период 
дробления.
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Резюме
c помощью генетических маркеров и цитологического метода изучена поли-

плоидизация клеток диапаузирующего эмбриона тутового шелкопряда. Показано, 
что в одном яйце может происходить одновременно несколько вариантов развития: 
кариогамический, партеногенетический и андрогенетический.

Using genetic markers and cytological methods polyploidization of silkworm dia-
pausing embryo cells has been studied. Karyogamy, parthenogenesis and androgenesis 
can occur at the same time in the developing egg.

За допомогою генетичних маркерів і цитологічного методу вивчено полі-
плоїдізацію клітин ембріона у діапаузі шовковичного шовкопряду. Встановлено, що 
в одному яйці можуть відбуватися одночасно декілька варіантів розвитку: каріога-
мічний, партеногенетичний та андрогенетичний.
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ВПЛИВ ГАММА-ОПРОМІНЕННЯ ЗЕРЕН f1 НА ЧАСТОТУ 
ПЕРЕДАЧІ ЖИТНЬОЇ 1BL/1RS ТРАНСЛОКАЦІЇ ЧЕРЕЗ ГАМЕТИ  

У М`ЯКОЇ ПшЕНИЦІ 
Опромінення насіннєвого матеріалу гама променями представляє інте-

рес як джерело нової генетичної мінливості шляхом мутагенезу для селек-
ції, як спосіб отримання матеріалу для генетичних досліджень, а також для 
вивчення процесів, які відбуваються в рослинах у відповідь на гама опро-
мінення [1–5]. 

В дослідженнях наслідків опромінення зерна пшениці переважно ана-
лізували частоту хромосомних аберацій, рівень проростання і виживання, 
зміну морфологічних та фізіологічних ознак, частоту видимих мутацій, при 
цьому матеріалом слугували сорти [1, 6–8]. Дослідження впливу радіації 
на розщеплення за маркерними локусами у гібридів пшениці практично не 
проводилось. Зручною моделлю для таких досліджень може бути матеріал 
з пшенично-житньою 1bl/1rs транслокацією. житня 1bl/1rs трансло-
кація на даний час є найпоширенішою чужинною транслокацією серед ко-
мерційних сортів м`якої пшениці [9]. Так, серед українських сортів зони 
Лісостепу частка сортів з цією інтрогресією, створених в останні 15 ро-
ків, складає більше 40% [10]. Відомо, що ця транслокація характеризуєть-
ся зниженою частотою передачі через чоловічі гамети (приблизно, 40%) у 
гетерозигот за цією транслокацією [11]. В наших попередніх досліджен-
нях з використанням запасних білків як генетичних маркерів також вияв-
лено зниження частоти передачі житньої транслокації і через жіночі гаме-
ти, хоча це зниження менш виражене [12]. Ймовірно, частота передачі жит-
ньої транслокації через гамети у гетерозигот може залежати від генотипу 
рослини, а також від абіотичних факторів – умов навколишнього середови-
ща. Гамма-опромінення може бути використане як абіотичний фактор, що 
призводить до пригнічення показників фізіологічного стану рослин. Зада-
чею нашого дослідження було вивчення впливу гама-опромінення гібрид-
них зерен f1, гетерозиготних за присутністю житньої 1bl/1rs транслока-
ції, на виживання рослин f1, ознаки продуктивності та на частоту передачі 
цієї транслокації через гамети.

Матеріали і методи
В дослідженні використовували зерна f1 від схрещення майже ізо-

генних ліній (МІЛ) озимої м`якої пшениці за гліадиновими локусами Gli-
d1-4 х Gli-b1-3 на основі сорту Безоста 1 [13]. Вихідні лінії відрізняють-
ся лише за присутністю пшенично-житньої транслокації 1bl/1rs (її мар-
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кером є гліадиновий алель Gli-B1l [14]) та за гліадиновим локусом Gli-D1 
і мають наступні генотипи за маркерними локусами (позначення алелів за 
каталогом [14]): лінія Gli-b1-3: Gli-B1l Gli-D1b; лінія Gli-d1-4: Gli-B1b 
Gli-D1j. Сухі зерна f1 в дослідному варіанті були опромінені гама-променя-
ми в дозі 200 Гр. Контрольні та опромінені зерна f1 були висіяні на дослід-
ній ділянці блоками з чергуванням рядів «контроль», «варіант з опромінен-
ням зерен» широкорядним посівом. В 2005 р. висаджено 95 контрольних 
і 97 опромінених зерен (м. Київ, дослідна ділянка Інституту агроекології 
НААН), в 2006 р. – по 200 зерен кожного варіанту (с. Гатне, Київська обл.). 
Кожну рослину f1 охарактеризовано за ознаками «кількість продуктивних 
стебел» та «маса зерна з рослини». Достовірність різниці оцінювали за кри-
терієм Стьюдента. З кожної рослини f1 проаналізовано 15–25 окремих зер-
нівок f2 електрофорезом гліадинів за методикою [12]. Проаналізовано 1762 
окремих зерен f2 контрольного варіанту та 1730 варіанту з дозою опромі-
нення 200 Гр з рослин, зібраних в 2006 р; з рослин, вирощених в 2007 р., 
було проаналізовано 2399 та 2386 зерен, відповідно. Генотипи зернівок за-
писували з врахуванням дози гена, яка дозволяє визначити генотип гамет, 
які сформували зернівку за локусами запасних білків: дві дози – генотип 
яйцеклітини, одна доза – пилкового зерна. Виживання рослин визначали як 
відношення кількості рослин f1 до кількості висіяних зерен f1. Для аналізу 
розщеплень використовували критерій χ2. 

Результати і обговорення
В 2006 році отримано 73 рослини f1 від посіву 95 зерен в контролі і 

81 рослину – від посіву 97 опромінених зерен. В 2007 році вирощено виро-
щено 135 рослин f1 контрольного варіанту і 123 варіанту з опроміненням з 
200 посіяних зерен в кожному варіанті. За показником виживання варіант з 
опроміненням та контрольний варіант достовірно не відрізнялись в обидва 
роки досліджень (табл. 1). Однак, рівень виживання у варіанті з опромінен-
ням в умовах 2006-2007 р. був достовірно (P < 0,001) нижчий, ніж у 2005-
2006 р., тоді як рівень виживання в контрольному варіанті в ці роки суттє-
во не відрізнявся. Отже, опромінення сухих зерен f1 від схрещення ліній на 
основі сорту Безоста 1 дозою 200 Гр в не приводило до істотного знижен-
ня виживання рослин порівняно з контролем. Очевидно рівень виживання 
рослин m1 (вирощених з опромінених зерен) пшениці залежить від грун-
тово-кліматичних умов, погодних умов і природи досліджуваного матеріа-
лу. Так, опромінення зерна в дозі 200 Гр приводило до виживання 86% рос-
лин від рівня у контролі у трьох пакистанських сортів м`якої пшениці 17]. 
Значно нижчі рівні виживання рослин М1, вирощених з опромінених дозою 
200 Гр сухих зерен, отримано для ряду українських озимих сортів (від 8 до 
56% від значення в контролі) [1, 7, 8]. 
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Таблиця 1 
Середні значення ознаки продуктивності та виживання (± стандартна похибка) рослин 
f1, вирощених з опромінених дозою 200 Гр та контрольних зерен 

Рік Варіант Число продуктивних стебел 
з рослини

Маса зерна з 
рослини

Виживання 
рослин

2006 Контроль 8,36 ± 0,44 12,69 ± 0,93 0,768 ± 0,043
200 Гр 6,83 ± 0,40* 9,50 ± 0,65* 0,835 ± 0,038

2007 Контроль 6,80 ± 0,40 12,46 ± 0,88 0,675± 0,040
200 Гр 4,89± 0,32** 8,03± 0,61** 0,615± 0,044

Достовірно відрізняється від контролю при * P < 0,01, ** при P < 0,001

При відсутності впливу на рівень виживання рослин, опромінення зе-
рен f1 в дозі 200 Гр приводило до суттєвого зниження показників продук-
тивності рослин. В обидва роки досліджень рослини f1, вирощені з опро-
мінених зерен, мали істотно менше значення числа продуктивних стебел 
та маси зерна з рослини, ніж у контрольному варіанті (табл. 1.). Слід від-
мітити, що популяції двох років значно відрізнялись за продуктивним ку-
щенням (P < 0,01) як в у варіанті з опроміненням, так і в контролі, проте не 
відрізнялись за масою зерен з рослини. У 2006 р. значення ознак продук-
тивності у варіанті з 200 Гр становило 82% від значення в контролі для чис-
ла продуктивних стебел та 75% для маси зерна з рослини. В 2007 р. ці по-
казники становили 72% і 64%, відповідно, для числа продуктивних стебел 
та маси зерна з рослини. Подібні рівні зниження певних ознак продуктив-
ності при опроміненні дозою 200 Гр зафіксовано і для інших сортів [7, 8].

Розщеплення за локусом Gli-B1 у зерен f2 значно відрізнялось від 
співвідношення 1:1:1:1 (P < 0,01), та відповідало очікуваному за локусом 
Gli-D1. У рослин, вирощених в 2006 р., за локусом Gli-B1 розщеплення за 
генотипами пилкових зерен, що сформували зерна f2 (табл. 2), істотно не 
відрізнялись між контрольним та дослідним варіантами, тоді як за жіночи-
ми гаметами у варіанті з опроміненням дозою 200 Гр співвідношення га-
мет з алелями Gli-B1b та Gli-B1l достовірно відрізнялось від розщеплення 
в контролі (χ2 = 5,0, P = 0,025). У варіанті з опроміненням відносна чисель-
ність жіночих гамет з хромосомою, що несе житню транслокацію 1bl/1rs 
(алель Gli-B1l) була менша. У рослин урожаю 2007 р., за локусом Gli-B1 
розщеплення за генотипами пилкових зерен з алелями Gli-B1b та Gli-B1l, 
що сформували зерна f2, істотно відрізнялись між контрольним варіантом 
та варіантом з опроміненням (χ2 = 6,1, P < 0,025), тоді як за жіночими гаме-
тами співвідношення не відрізнялось. В обох варіантах спостерігалась зни-
жена частота пилкових зерен з алелем Gli-B1l, проте у варіанті з опромінен-
ням відносна чисельність таких гамет збільшувалась. 

Порівняння співвідношень різних типів гамет в два роки, показало, що 
в популяції 2006 р. спостерігалась більша інтенсивність відбору проти га-
мет з житньою транслокацією на рослинах, вирощених з опромінених зе-
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рен (χ2 = 7,09, P < 0,01 для пилкових зерен та χ2 = 4,20, P < 0,05 для яйцеклі-
тин) ніж в умовах 2007 р., тоді як контрольні варіанти в ці роки між собою 
істотно не відрізнялись за цими співвідношеннями. 

Таблиця 2 
Розщеплення у гамет, що сформували зерна f2, за алелями локуса Gli-B1 

Рік Варіант
яйцеклітини пилкові зерна

b l c21:1 b l c21:1
2006 Контроль 929 839 4,58* 1063 705 72,49**

200 Гр 975 756 27,71** 1006 725 45,62**

2007 Контроль 1284 1115 11,91** 1379 1020 53,72**

200 Гр 1267 1119 9,18** 1287 1099 14,81**

Сумарно за 
2 роки

Контроль 2213 1954 16,10** 2442 1725 123,37**

200 Гр 2242 1875 32,72** 2293 1824 53,43**

* P <0,05; ** P < 0,01.

Аналіз розщеплення в f2 сумарно для двох років показав, що спів-
відношення пилкових зерен з різними генотипами за маркерним локусом 
Gli-B1 у варіанті з опроміненням 200 Гр істотно відрізняється від співвід-
ношення у контрольному варіанті (χ2 = 7,1, P < 0,01) за рахунок відносно-
го збільшення частоти хромосоми з 1bl/1rs транслокацією, порівняно з 
контролем.

Отже, на рослинах, вирощених з опромінених зерен f1, які характе-
ризувались істотно зниженим рівнем ознак продуктивності, нами вперше 
виявлено специфічний генетичний ефект: відмінності у відносній часто-
ті пилкових зерен з житньою 1bl/1rs транcлокацією, які взяли участь у 
формуванні зернівок f2, порівняно з контролем. Як і очікувалось, частка 
пилкових зерен з житньою 1bl/1rs транслокацією була зниженою, порів-
няно з часткою пилкових зерен без транслокації (маркер – алель Gli-B1b), 
як в досліді, так і в контролі. Однак опромінення сухих зерен f1, гетерози-
готних за присутністю житньої 1bl/1rs транслокації, дозою 200 Гр при-
водило до суттєвого відносного підвищення частоти пилкових зерен з цією 
транслокацією, які взяли участь у формуванні зернівок f2. Відхилення час-
тоти маркерного алеля Gli-B1l від 0,5 при опроміненні 200 Гр зменшуєть-
ся на третину, порівняно з цим відхиленням у контролі. Можна припусти-
ти дві причини такого явища – опромінення приводить до 1) відносного 
зниження частоти утворення пилкових зерен без транслокації, або 2) під-
вищення рівня виживання чи конкурентоздатності пилкових зерен з даною 
транслокацією.
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Резюме
Опромінення сухих зерен f1, гетерозиготних за присутністю житньої 1bl/1rs 

транслокації, гама-променями в дозі 200 Гр не впливало на виживання рослин f1, 
проте значно знижувало показники продуктивності рослин. У варіанті з опромінен-
ням виявлено суттєве відносне підвищення частоти пилкових зерен з 1bl/1rs тран-
слокацією, які взяли участь у формуванні зернівок f2,, порівняно з контролем.

Облучение сухих зерен f1, гетерозиготных по присутствию ржаной 1bl/1rs 
транслокации, гамма-лучами в дозе 200 Гр не влияло на выживаемость растений f1, 
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но значимо снижало показатели продуктивности растений. Для варианта с облуче-
нием обнаружено достоверное относительное увеличение частоты пыльцевых зе-
рен с 1bl/1rs транслокацией, которые приняли участие у формировании зерен f2,, 
по сравнению с контролем.

irradiation with gamma-rays (200 Gy) of dry f1 seeds heterozygous for the presence 
of the rye 1bl/1rs translocation did not affect the survival of f1 plants but markedly re-
duced indices of plant productivity. in the variant with irradiation, a significant relative 
increase in the frequency of pollen grains with the 1bl/1rs translocation that formed f2 
seeds in comparison with the control was detected.
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ПОРІВНЯННЯ МЕТОДІВ ОПИСУ ТА ІДЕНТИФІКАЦІЇ СОРТІВ 
ПшЕНИЦІ

У Державному реєстрі сортів рослин, придатних для поширення в 
Україні в 2012 р., зареєстровано 247 сортів озимої м’якої пшениці, серед 
яких сортів, що в перший раз занесено до реєстру ─ чотири [2]. Рішення 
про занесення до реєстру приймається за результатами вивчення господар-
ської придатності сортів-кандидатів (агрономічні, біологічні властивості, 
показники екологічної безпеки) та при їх відповідності принципам відмін-
ності – хоча б за однією ознакою, однорідності та стабільності ознак у про-
сторі та часі (ВОС-тест) [3,4]. Відповідно до рекомендацій ВОС для опису 
та ідентифікації визначають 35 ознак, серед яких морфологічні ознаки па-
ростків, стебла з листками, колоса, зернівки, габітусу рослини та типу роз-
витку, тобто ті ознаки, які порівняно легко можна визначити візуально [7]. 
У той же час, використання морфологічних ознак має ряд недоліків, серед 
яких: лімітована кількість, залежність прояву від умов навколишнього се-
редовища, для багатьох ознак може втручатися суб’єктивність оцінки. Для 
подібних ситуацій, та на перспективу УПОВ (Міжнародна організація із 
захисту прав на нові сорти рослин) рекомендовано використання молеку-
лярних маркерів, а саме рекомендованого набору з 8-ми мікросателітних 
маркерів (МС-маркерів) для пшениці [8]. Як показали наші попередні до-
слідження, аналіз мікросателітних локусів (МС-локусів) дозволяє оцінити 
генетичну різноманітність українських сортів озимої пшениці й проводити 
моніторинг спрямованості селекційного процесу, що відбувається на моле-
кулярному рівні в генофонді вітчизняних сортів [6].
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Мета даної роботи полягала у характеристиці нових сортів озимої 
м’якої пшениці за низкою агрономічних ознак, морфометричними парамет-
рами зерна, оціненими за їх цифровим зображенням удосконаленим нами 
методом [10-12] та у співставленні цих результатів з характеристикою до-
сліджених сортів за мікросателітним аналізом (МС-аналізом).

Матеріали і методи 
Матеріалом для дослідження слугувало насіння сучасних сортів ози-

мої м’якої пшениці (Triticum aestivum l.) селекції СГІ─НЦНС, що були за-
реєстровані в Державному реєстрі у 2003 – 2009 роках й занесені до пере-
ліку сортів, перспективних для вирощування в 2008 – 2009 роках [1], та 
контрольні сорти: Альбатрос одеський і два колекційних зразки сорту Безо-
ста 1. Насіння, надане селекційними підрозділами СГІ-НЦНС, було висіяно 
в полі ділянками, за близьких умов середовища як демонстраційний дослід 
2010 р. Від кожного сорту рендомізованим способом було взято по 5 коло-
сів для мікросателітного аналізу (МС-аналізу), з них 2-3 було використано 
для подальшого розмноження за схемою «колос-ряд». У поточному році по-
томство останніх (зерно) було проаналізовано за низкою морфометричних 
та колориметричних характеристик оптичними методами за цифровими зо-
браженнями зернівок. Для аналізу були також залучені результати польо-
вих оцінок скоростиглості (за датою колосіння), висоти рослин, візуальних 
характеристик кольору, величини та щільності колоса.

Комп’ютерний аналіз розмірів та пропорцій зернівок проводили, ви-
мірюючи по 100 зернівок кожного сорту, за допомогою комп’ютерної про-
грами imageJ 1.41 (national institute of health, США). Зерна сканували на 
приладі hP 3570c, зображення знімали на темному фоні, з розділенням 200 
dpi (пікселів/дюйм), як рекомендовано [11]. Програма використовує авто-
матичний пошук і морфометричний аналіз окремих об’єктів на цифровому 
знімку [10]. Виконавши попередньо калібровку за стандартними об’єктами, 
можна отримати результати безпосередньо у «натуральних» одиницях роз-
міру [5]. Визначали такі параметри (П) зернівки, як: площа проекції зернів-
ки на площину (sз), довжина (lз) та ширина (dз), периметр (Pз), округлість 
зерна (Сз), інтенсивність кольору (mз), а також відношення ширини зерен 
до довжини (d/l). Показник округлості зерна визначали за формулою: Сз = 
400π*sз / Pз2, де sз ― площа проекції зерна на площину, Pз ― периметр 
зернівки. Статистичну обробку рядів даних здійснювали у програмі excel 
інструментами обчислення параметрів варіаційної статистики. Дисперсій-
ний аналіз даних проводили, використовуючи процедуру Glm (генеральна 
лінійна модель) із спеціалізованого програмного комплексу AGrobAse 21 
(Agronomics software inc., Канада) за 3-факторною схемою (сорт-польові 
повторення-лабораторні повторення). При цьому використано систему по-
значення груп достовірності літерами. Кластерний аналіз за морфометрич-
ними параметрами проводили у програмі stаtisticа.
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Результати та обговорення
Морфометричні параметри зразків по 100 зернівок (1, 2, 3) дослідже-

них сортів озимої м’якої пшениці наведено в табл. 1. За параметром площі 
виділено 20 груп достовірності (ГД), позначених різними літерами; за по-
казником інтенсивності кольору зерна – 25 ГД; за довжиною зерна – 12 ГД; 
за шириною зерна – 6 ГД; за округлістю зерна – 8 ГД; за параметром пери-
метру зернівки – 21 ГД; за показником d/l – 10 ГД. 

Проведено кластернй аналіз, що включав 14 морфометричних та коло-
риметричних параметрів зерна, 4 візуальних характеристик колоса, дату ко-
лосіння та висоту рослин. При кластерному аналізі досліджених сортів на 
дендрограмі виявлено два великі кластери. На рисунку 1 показано дендро-
граму, побудовану за алгоритмом Ward [10] для 20 вказаних вище показни-
ків, виражених у відносних величинах. Звертає увагу те, що за розподілом 
сортів вона має певні відповідності до дендрограми, побудованої за резуль-
татами дослідження 11 МС-локусів (неопубліковані дані). Остання розділяє 
сорти на два близькі за розмірами кластери: А (включаючи сорти Безоста 
1, Альбатрос одеський, Косовиця, Антонівка, Скарбниця, Оксана, Пошана, 
Господиня, Куяльник, Кірія, Дальницька, Ліона, Бунчук, Благодарка одесь-
ка, Місія одеська, Заможність) та В (включаючи сорти Зміна, Довіра, Году-
вальниця одеська, Істина одеська, Красень, Отаман, Єдність, Заграва одесь-
ка, Епоха одеська, Литанівка, Служниця одеська, Запорука, Подяка), тоді як 
наведена дендрограма – також на два кластери, де перший кластер ділить-
ся на два субкластери 1а та 1в, та другий кластер (2), що включає сорти 
Дальницька, Годувальниця одеська, Сдужниця одеська, Єдність, Литанів-
ка, Безоста 1. Виявилося, що у кластері 1а співвідношення сортів, що лока-
лізуються в кластерах А та В дендрограми, яка отримана за МС-аналізом, 
становить 7:2, у кластері 1в – 7:7, а у кластері 2 – 2:4. Різниця у кількостях 
сортів, що належали до різних кластерів А та В за дендрограмою, побудо-
ваною за МС-аналізом, в кластерах 1а та 2 статистично достовірна за кри-
терієм хі-квадрат (6,9; р=0,0088), що вказує на можливі асоціації між МС-
локусами та морфологією. 

Висновки. За результатами дисперсійного аналізу морфометричні ха-
рактеристики зразків зерна дають можливість розподілити наявний діа-
пазон сортової мінливості на 5-10 груп, що достовірно різняться за вели-
чиною НІР, а взяті у сукупності – на декілька десятків. Це свідчить про 
здатність системи за рахунок одночасної оцінки низки відносно незалеж-
них параметрів (розміру, конфігурації та колориметричних характеристик 
зерен) загалом створювати велику базу даних для диференціації сортів за 
морфометричними параметрами зерна та більш складними алгоритмами 
досліджень, такими як багатовимірна статистика. Виявлені асоціації між 
МС-локусами та морфометричними, колориметричними характеристика-
ми зерен й агрономічними ознаками рослин можуть відкрити можливість 
дослідження генетичної структури господарських ознак, з якими звичайно 
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оперує селекція. В значній мірі інформація, отримана двома групами мето-
дів, є незалежною, тобто з точки зору характеристики та опису матеріалу 
молекулярні та традиційні методи опису за морфологічними ознаками до-
повнюють одна одну.
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Рис. 1. Кластерний аналіз сортів пшениці, розрахований за алгоритмом UPGMA 
за сукупністю агрономічних ознак рослин, морфометричних та колориметрич-

них характеристик зерен
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Резюме
Проведено дисперсійний аналіз за низкою агрономічних ознак, морфометрич-

ними параметрами зерна сортів озимої м’якої пшениці та побудовано дендрограму 
за сукупністю ознак рослин, морфометричних і колориметричних характеристик 
зерен. Показана досить висока диференційна здатність кожного з використаних ме-
тодів за умови походження матеріалу з одного експерименту.

Проведен дисперсионный анализ по ряду агрономических признаков, морфо-
метрических параметров зерна выборки сортов озимой мягкой пшеницы и пост-
роена дендрограмма по совокупности признаков растений, морфометрических и 
колориметрических характеристик зерна. Показана достаточно высокая диффе-
ренцирующая способность каждого из использованных методов при условии про-
исхождения материала из одного эксперимента.

the analysis of variance by the agronomic traits and morphometric parameters of 
grain size, form and color of new winter wheat varieties has been conducted and the den-
drogram by the total plant characteristics, morphometric and colorimetric characteristics 
of the grains has been built. there has been shown a relatively high separation ability of 
each of the applied methods if the provided material was grown in the same experiment.
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ВИВЧЕННЯ СКЛАДУ ЖИРНИХ КИСЛОТ ЛІПІДІВ РОСЛИН 
ЦУКРОВИХ БУРЯКІВ

Стабільність клітинних функцій залежить від біологічної активнос-
ті мембран клітин. Мембрана відповідає за виконання захисної і багатьох 
інших функцій, пов’язаних з забезпеченням міжклітинних контактів і вза-
ємодією клітини із зовнішнім середовищем, а також здійснює регуляцію 
клітинного метаболізму. За хімічною природою клітинна мембрана – це 
бішарова структура, яка складається із ліпідних молекул з включенням гід-
рофобних білків. Ліпідам відводиться досить важлива роль в формуванні 
біологічних мембран. Взаємодія ліпідів між собою і з молекулами білка за-
безпечує мембранам достатню міцність. Від складу і співвідношення ліпі-
дів суттєво залежить стабільність мембранного бішару [7, 11]. Ліпіди вико-
нують запасаючу, ізолюючу і захисну функції, є переносниками деяких ві-
тамінів, регуляторами транспорту води і солей та регуляторами активності 
ферментів, передатчиками біологічних сигналів. Вони забезпечують існу-
вання організмів в стресових умовах [9].

Функціональна активність і фізико-хімічні властивості ліпідів зале-
жать від складу жирних кислот. Від ступеня ненасиченості жирнокислот-
них радикалів залежить рухливість, текучість ліпідного бішару мембран 
[1, 2]. 

Адаптаційні властивості рослин багато дослідників пов’язують з осо-
бливостями складу та метаболізму ліпідних компонентів мембран [8, 10]. 
Ліпіди є досить лабільними компонентами мембран рослинної клітини в 
силу своїх хімічних властивостей і структури. Вплив факторів середови-
ща зумовлює зміни рівня ненасиченості жирних кислот та довжини їхніх 
ацильних ланцюгів, молекулярних різновидностей ліпідів, індукцію син-
тезу ферментів, які беруть участь у процесах адаптації стійких рослин або 
розщепленні ліпідів у чутливих видів, підвищення пероксидації насичених 
жирних кислот [9]. Швидкість перебудови ліпідів визначається наявністю 
подвійних зв’язків, з чим пов’язане пристосування рослин до дії стресових 
факторів [6].

Вивчення складу жирних кислот ліпідів може дати багато корисної ін-
формації для розуміння процесів адаптації рослин до біогенних та абіоген-
них стресів. Однак, при визначенні жирнокислотного складу ліпідів зеле-
них тканин рослин дослідники стикаються з проблемою ефективного роз-
ділення ліпідів та хлорофілів. 



114

Метою нашої роботи було розроблення підходів до визначення жир-
них кислот ліпідів, отриманих із зелених тканин рослин на прикладі цукро-
вих буряків.

Матеріали і методи
Об’єктом досліджень були пробірочні рослини цукрових буряків три-

плоїдних гібридів Перла, Олександрія. Рослини-регенеранти вирощували 
із апікальних меристем на середовищі Мурасіге – Скуга [13], доповнено-
му 2 мг/л індолілмасляною кислотою + 0,05 мг/л 6-бензиламінопурином + 
2,5 мг/л гібереловою кислотою, при температурі +25°С освітленні 4 клк і 
16-ти годинному фотоперіоді [5]. 

Із зелених тканин рослин ліпіди екстрагували 2 мл ізопропілового 
спирту, потім суспендували в 4 мл суміші хлороформ – метанол (1:2) і ек-
трагували протягом 3 годин збовтуючи на качалці при температурі 20°С, 
потім центрифугували при 2 тис.об/хв протягом 30 хв. Надосадову ріди-
ну зливали, до осаду додавали 5 мл суміші хлороформ – метанол – вода 
(1:2:0,8) і ектрагували протягом години збовтуючи на качалці при тем-
пературі 20°С, потім центрифугували за тих же умов. Надосадові рідини 
об’єднували, додавали по 2,5 мл води і хлороформу, потім центрифугували 
при 2 тис.об/хв протягом 40 хв. Після цього збирали хлороформний шар та 
висушували його на вакуумному роторному випарювачі [4]. 

жирнокислотний склад ліпідів зелених тканин вивчали методом газо-
рідинної хроматографії їхніх метилових ефірів [3, 12]. Для одержання ме-
тилових ефірів жирних кислот висушені ліпіди суспендували в 5 мл мета-
нолу, що містив 1,5% h2so4. Метилування здійснювали в запаяних ампулах 
при 80°С протягом 1 год. Метилові ефіри жирних кислот екстрагували 3 мл 
суміші ефір-гексан (1:1). Проби перемішували 3 хв, після їхнього розшару-
вання відбирали верхню фракцію, яка містить метилові ефіри жирних кис-
лот. Екстракцію здійснювали тричі. Одержані екстракти об’єднували і упа-
рювали на вакуумному роторному випарювачі. 

Розділення метилових ефірів жирних кислот та хлорофілів проводи-
ли на пластинках з силікагелем у системі розчинників гексан:діетиловий 
ефір:оцтова кислота (90:10:1), екстрагування метилових ефірів жирних 
кислот гексаном.

Аналіз метилових ефірів жирних кислот здійснювали методом 
хромато-масспектрометрії на газовому хроматографі Agilent 6890n з мас-
спектрометричним детектором 5973 inert (Agilent technologies). Газо-
вий хроматограф було обладнано капілярною колонкою НР-5Мs (J&W 
scientific, UsA) (30m ×  0,25mm ×  0,25µm). Пробу об’ємом 1 мкл вводили 
в режимі split. Газ-носій гелій, швидкість потоку 1,0 мл/хв. Початкова тем-
пература колонки 150°С з наступним градієнтом 4°С/хв до 250°С, яка ви-
тримувалась впродовж 3 хв. Температура інжектора 250°С, температура ін-
терфейсу 280°С. Аналіз проводили в режимі іонізації електронним ударом, 
енергія іонізації 70 еВ. Температура джерела іонів 230°С, мас-аналізатора 
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150°С. Детекцію здійснювали в режимі scAn. Обробку даних та іденти-
фікацію метилових ефірів жирних кислот виконали за допомогою програ-
ми chemstation, бази даних nist02 та стандарту метилових ефірів жирних 
кислот (supelco).

Результати і обговорення
У разі вивчення жирнокислотного складу ліпідів екстрагованих із зе-

лених частин рослин у дослідників виникає проблема ефективного розді-
лення ліпідів та хлорофілів, які екстрагуються разом із ліпідами. Проби, які 
містять хлорофіли не можуть бути розділені на колонці газового хромато-
графу, оскільки хлорофіли забруднюють колонку та псують її. Для екстра-
гування ліпідів із зелених пробіркових рослин цукрового буряку нами було 
використано найрозповсюдженіший метод із використанням ізопропілово-
го спирту, хлороформу та метанолу [4]. Для з’ясування наявності в пробах 
ліпідів хлорофілу знімали спектри поглинання на спектрофотометрі фірми 
bekman. У пробах ліпідів із зелених рослин цукрового буряку спостерігали 
два піки при довжині хвилі λ=667,5 та λ=607,5, які відповідають хлорофілу 
а і b. Для позбавлення хлорофілу нами було випробувано різні способи екс-
трагування ліпідів і їхнього розділення на фракції, але позбавитися від хло-
рофілів нам не вдалося – приготовлені для аналізу проби метилових ефірів 
жирних кислот містили хлорофіли. 

Для вирішення цієї проблеми нами було використано наступну схе-
му підготовки проб до аналізу жирнокислотного складу: ліпіди із зелених 
рослин цукрового буряку, що містять хлорофіли, гідролізували у метано-
лі, який містив 1,5% h2so4. З розчину екстрагували метилових ефірів жир-
них кислот (разом з якими екстрагувалися хлорофіли), а потім здійснювали 
розділення метилових ефірів жирних кислот та хлорофілів на пластинках з 
силікагелем у системі розчинників гексан:діетиловий ефір:оцтова кислота 
(90:10:1) та екстрагували метилові ефіри жирних кислот із силікагелю гек-
саном. 

За розділення хлорофілів і метилових ефірів жирних кислот на плас-
тинках з силікагелем на старті залишалися хлорофіли, а метилові ефіри 
жирних кислот утворювали пляму в середній частині пластини (рис. 1). 
Метилові ефіри жирних кислот елювали з пластинок гексаном. Отриманий 
розчин не містив домішків хлорофілу і був придатний для подальшого ана-
лізу жирнокислотного складу.

Використовуючи такий підхід в складі зелених тканин цукрових бу-
ряків гібридів Перла, Олександрія були виявлені жирні кислоти з числом 
вуглецевих атомів від С15 до С24. Було ідентифіковано насичені: пентадека-
нова, гексадеканова, гептадеканова, октадеканова, ейкозанова, докозанова, 
тетракозанова; мононенасичені: 7-гексадеценова, 9-гексадеценова, цис-ок-
тадеценова, транс-октадеценова, 13-доказенова; диненасичену: 9,12-окта-
декадієнова жирні кислоти. Сумарний вміст насичених жирних кислот для 
гібриду Перла становив 33,1%, мононенасичених – 34,9%, диненасиченої 
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кислоти – 32%, для гібриду Олександрія 34,1%, 37,6% та 28,3% відповідно. 
Серед насичених жирних кислот переважала гексадеканова кислота, кіль-
кісний вміст якої для гібрида Перла складав 28,5%, Олександрія – 29,6%. 
Основною кислотою серед мононенасичених є цис-октадеценова кислота, 
кількість якої для гібрида Перла – 33,4%, Олександрія – 35,6%.

елювали з пластинок гексаном. Отриманий розчин не містив домішків хлорофілу і був 
придатний для подальшого аналізу жирнокислотного складу. 

 

а б 
Рис. 1. Хроматограми розділення хлорофілів і метилових ефірів жирних кислот зелених 
тканин триплоїдних гібридів цукрових буряків: а – Перла, б – Олександрія. 

 
Використовуючи такий підхід в складі зелених тканин цукрових буряків гібридів 

Перла, Олександрія були виявлені жирні кислоти з числом вуглецевих атомів від С15 до 
С24. Було ідентифіковано насичені: пентадеканова, гексадеканова, гептадеканова, 
октадеканова, ейкозанова, докозанова, тетракозанова; мононенасичені: 7-
гексадеценова, 9-гексадеценова, цис-октадеценова, транс-октадеценова, 13-доказенова; 
диненасичену: 9,12-октадекадієнова жирні кислоти. Сумарний вміст насичених жирних 
кислот для гібриду Перла становив 33,1%, мононенасичених – 34,9%, диненасиченої 
кислоти – 32%, для гібриду Олександрія 34,1%, 37,6% та 28,3% відповідно. Серед 
насичених жирних кислот переважала гексадеканова кислота, кількісний вміст якої для 
гібрида Перла складав 28,5%, Олександрія – 29,6%. Основною кислотою серед 
мононенасичених є цис-октадеценова кислота, кількість якої для гібрида Перла – 
33,4%, Олександрія – 35,6%. 
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Висновки. Таким чином, запропоновано підхід, що дозволяє відділити хлорофіли 
і визначити жирні кислоти зелених органів рослин. Встановлено кількісний та якісний 
склад жирних кислот триплоїдних гібридів Перла та Олександрія. 
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Резюме
Нами запропоновано спосіб визначення жирних кислот ліпідів із зелених тка-

нин рослин, який базується на отриманні МЕжК, а потім розділенні МЕжК та 
хлорофілів на пластинках з силікагелем у системі розчинників гексан:діетиловий 
ефір:оцтова кислота (90:10:1), екстрагуванні МЕжК із силікагелю гексаном з по-
дальшим визначенням жирних кислот методом газорідинної хроматографії. Вста-
новлено, що ліпіди зелених тканин цукрових буряків триплоїдних гібридів Перла, 
Олександрія характеризувались наявністю жирних кислот з числом вуглецевих ато-
мів від С15 до С24.

Нами предложено способ определения жирных кислот из зеленых тка-
ней растений, который основывается на получении МЭжК, а потом разделе-
нии МЭжК и хлорофилов на пластинках с силикагелем в системе растворителей 
гексан:диэтиловый эфир:уксусная кислота (90:10:1), экстрагировании МЭжК из си-
ликагеля гексаном с подальшим определением жирных кислот методом газожид-
костной хроматографии. Установлено, что липиды зеленых тканей исследованных 
генотипов характеризовались наличием жирных кислот с числом углеводородных 
атомов от С15 до С24. 

We have offered the method of determination of fatty-acids from green tissues 
of plants, which is based on the receipt of mefA, and then division of mefA and 
chlorophylls on plates with silica gel in the system of solvents hexane:diethyl ether:acetic 
acid (90:10:1), extracting of mefA from silica gel hexane with determination of fatty ac-
ids by the method of gas-liquid sorptography. it is established, that green tissue lipids of 
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the investigated genotypes were characterized by presence of fatty acids with number of 
hydrocarbon atoms from С15 up to С24. 
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Харьковский национальный университет имени В.Н. Каразина
Украина, 61077, Харьков, пл. Свободы, 4, e-mail: kostenkoviktoria88@rambler.ru 

АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ АЛЛЕЛЕЙ ЛОКУСА WHITE И 
ГЕНЕТИЧЕСКОГО ФОНА НА ФОРМИРОВАНИЕ НЕКОТОРЫХ 

КОМПОНЕНТОВ ПРИСПОСОБЛЕННОСТИ DROSOPHILA 
MELANOGASTER

Используемый в данной работе ген white, характеризуется сложной ал-
лельной структурой [1]. Известно, что ген white кодирует трансмембран-
ный Abc-переносчик, который осуществляет перенос 3-гидроксикинуре-
нина – предшественника глазного пигмента оммохрома – в пигментные 
гранулы глаза. Этот транспортный белок – один из двух компонентов сис-
темы переноса, т.е. при функциональной нормальности и постоянстве вто-
рого компонента интенсивность пигментации будет зависеть от функцио-
нальной активности именно продукта гена white [2]. У дрозофилы биосин-
тез оммохромов является одним из путей обмена триптофана и блокировка 
его на промежуточных этапах приводит к накоплению в организме проме-
жуточных метаболитов или к сдвигам в других путях обмена триптофана. 
В частности, избыток кинуренина и 3-гидроксикинуренина может привес-
ти к накоплению антраниловой и ксантуреновой кислот, токсичных продук-
тов азотистого обмена. Кроме того, некоторые предшественники образова-
ния пигментов служат одновременно источником синтеза нейроактивных 
веществ [3]. В основном, многие исследователи уделяли большое внима-
ние изучению влияния нарушения пигментации на поведенческие призна-
ки, прежде всего на локомоторную и половую активность [4; 5]. Поэтому 
целью данной работы было изучить влияние аллелей локуса white и гене-
тического фона на адаптивно важные компоненты приспособленности Dro-
sophila. 

Материалы и методы 
В качестве исходного материала для исследований были использова-

ны следующие линии из коллекции кафедры генетики и цитологии ХНУ:
Canton-S (C-S), Oregon (Or) – линии дикого типа, и мутантные линии: 

white (w1), whitetinged (wt), whiteapricot (wa) и whitesatsuma (wsat). 
Для изучения влияния данных мутаций на признаки приспособленнос-

ти проводили насыщающие скрещивания по схеме в условиях направлен-
ного отбора на маркерную мутацию:

Для каждой исходной мутантной линии было проведено по 6 насы-
щающих скрещиваний с линией C-S и с линией Or. Таким образом линии 
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были выравнены по генотипу (далее по тексту МC-S – линия, в которой му-
тация переведена на генетический фон дикого типа C-S; МOr – линия, в ко-
торой мутация переведена на генетический фон дикого типа Or) [6].

Исходные линии и линии, выравненные по генотипу, содержали в 
стандартных лабораторных условиях. В эксперимент брали только виргин-
ных особей. Для наркотизации использовали диэтиловый эфир.

жизнеспособность линии определяли по количеству потомков, дожив-
ших до стадии имаго, полученных от одной пары особей. Плодовитость ли-
нии определяли как общее количество пупариев в потомстве одной роди-
тельской пары. Гибель на стадии куколки оценивали по проценту пупариев, 
из которых не вышли мухи, на момент завершения периода выхода има-
го. Доминантные летальные мутации (ДЛМ) определяли по общепринятой 
методике [7], оценивая частоту ранних и поздних доминантных летальных 
мутаций (рДЛМ и пДЛМ) – по проценту соответственно светлых и желтых 
неразвившихся яиц.

Полученные в ходе эксперимента данные были обработаны статисти-
чески. Для оценки влияния особенностей генотипа на компоненты приспо-
собленности использовали дисперсионный анализ. Силу влияния оцени-
вали по методу М. Снедекора. Для оценки корреляционных связей между 
исследуемыми признаками и степенью пигментации глаз применяли коэф-
фициент корреляции рангов К. Спирмена [8]. Для статистической обработ-
ки данных использовали программу stAtisticA 6.0.

Результаты и обсуждение
Для получения выравненных по генотипу линий нами были выбраны 

две линии дикого типа С-S и Or, которые отличаются между собой по ряду 
количественных признаков поведения (локомоторная активность, половое 
поведение, фототаксис) [9]. Как видно из таблицы 1 данные линии дико-
го типа также являются контрастными и по признакам приспособленнос-
ти (p<0,05).

Таблица 1. 
Средние значения (x ± xs) признаков приспособленности

Генотип
жизнеспособность Плодови-

тость % леталей рДЛМ пДЛМ
самки самцы

c-s 18,3±1,595 17,7±1,324 40,8±3,226 27±1,245 3,8±0,812 0,243±0,125
or 20,9±0,723 22,4±0,78 50,1±1,5* 13,3±1,159 7,5±1,553 3,6±0,877
wc-s 13,7±1,158 14,6±1,199 36,4±1,955 23,6±3,173 11,4±0,881 4,1±0,535
wt

c-s 13,3±1,488 11,5±1,451 29,3±2,759 14,5±1,689 22,3±4,412 5,3 ±1,571
wa

c-s 13,4±0,544 14,3±0,795 36,8±1,43 24,5±2,419 13,9±2,847 2,6 ±0,733
wsat

c-s 16,5±0,96 17,8±1,041 46,2±2,352 25,8±1,963 14,1±0,535 2,5±0,622
wor 18,9±0,814 16,4±0,643 43,6±1,709 18,2±1,801 1,7±0,767 1,4±0,608
wt

or 13,5±0,886 12,9±0,689 33,2±1,996 19,2±2,366 9,6 ±2,238 4,1±1,073
wa

or 20,6±0,997 16,6±0,768 47,8±1,897 21,7±1,728 2,1±0,929 0,5±0,227
wsat

or 13,5±0,964 12,2±1,086 31,7±2,045 19,4±2,613 2,2±1 2,4±1,256
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Анализ жизнеспособности самок и самцов мутантных линий, вырав-
ненных по общему генетическому фону показал, что максимальным уров-
нем изучаемого признака по самкам характеризуется линия wa

or, а по сам-
цам – wsat

c-s (p<0,05). Для линии wt
c-s были установлены наименьшие значе-

ния данного признака как для самок, так и у самцов (p<0,05).
Изучение плодовитости мутантных линий показало, что максимальным 

уровнем изучаемого признака характеризуется линия wa
Or (47,76±1,897), а 

наименьшим wt
C-S (29,25±2,759) (p<0,05).

Как видно из табл.1, минимальный уровнь смертности на стадии ку-
колки среди MC-S по сравнению с C-S наблюдается в линии wt

C-S (p<0,05), в 
то время как остальные линии по своим значениям приближаются к уров-
ню дикого типа. мутантные линии МOr не имеют статистически значимой 
разницы по данному признаку между собой, но характеризуются достовер-
но более высоким показателем по сравнению с диким типом Or (p<0,05). 

При анализе показателей рДЛМ и пДЛМ было установлено, что ли-
нии wt

C-S и wt
Or отличаются повышенным уровнем обоих показателей как 

по сравнению с соответствующими линиями дикого типа C-S и Or, так и 
с линиями с синтезированными генотипами MC-S и МOr соответственно 
(p<0,05). 

Корреляционный анализ показал наличие прямой связи между степе-
нью пигментации глаз и проценту гибели на стадии куколки для особей ли-
ний MC-S (rs= 0,29, t= 3,027, p<0,05) и плодовитостью MC-S (rs= 0,49, t= 5,56, 
p<0,05). Также прямая связь установлена между степенью пигментации 
глаз и жизнеспособностью особей для самок MC-S (rs= 0,26, t= 2,63, p<0,05) 
и самцов MC-S (rs= 0,33, t= 3,4, p<0,05). Корреляционный анализ между сте-
пенью пигментации глаз и частотой поздних эмбриональных леталей вы-
явил отрицательную связь для MC-S (rs=-0,415, t=-3,061, p<0,05).

Полученные нами данные двухфакторного дисперсионного анализа 
показывают достоверное влияние аллельного состояния гена white для всех 
изученных нами компонентов приспособленности (p<0,05). Однако, что ка-
сается силы влияния генетического фона на признаки приспособленности, 
то нами не обнаружено достоверных его значений для ряда компонентов 
(жизнеспособность для самцов, процент леталей на стадии куколки, рДЛМ 
и пДЛМ).

Приспособленность является важным адаптивным свойством организ-
ма. Вероятность дать потомство определяется многими свойствами орга-
низма – его жизнеспособностью, временем достижения репродуктивного 
возраста, способностью к скрещиванию, плодовитостью и т.д. Оценка при-
способленности является сложной задачей, так как этот интегральный по-
казатель слагается из многочисленных компонентов, связанных между со-
бой и вносящих разный вклад в общую приспособленность; общеприня-
тым способом оценки приспособленности является изучение ее отдельных 
компонентов, из которых наиболее показательны плодовитость, жизнеспо-
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собность, процент гибели на стадии куколки, а также доминантные леталь-
ные мутации [10, 11]. 

Изучение основных компонентов приспособленности у мутантных ли-
ний, выравненных по общему генетическому фону, показало неоднознач-
ные результаты. Полученные данные для линий дикого типа C-S и Or сви-
детельствуют о том, что выбранные нами линии являются контрастными 
по всем изучаемым признакам приспособленности (см. табл. 1). Для линий 
МC-S и МOr характерны статистически значимые половые различия по при-
знакам жизнеспособности, а именно для мутантных линий с генетическим 
фоном C-S показано, что самцы обладают большей жизнеспособностью по 
сравнению с самками, в то время как, для линий МOr наблюдается противо-
положный эффект. Вероятно это связано с тем, что на показатель жизнеспо-
собность для самок большее влияние оказывает именно генетический фон 
(f=13,931, p<0,05), а для самцов – это влияние обуславливают аллели ло-
куса white (f=15,036, p<0,05). Установлено, что введение единичной мута-
ции в определенный генетический фон, замещение хромосом и другие из-
менения генотипа у D. melanogaster могут приводить к изменениям функ-
ционального состояния ген-энзимных систем, а также свойств аллозимов 
ферментов, например АДГ [12], что подчеркивает важность контроля гене-
тического фона при анализе влияния аллельного состояния гена на жизне-
способность.

Анализ плодовитости показал, что максимальным значением изучае-
мого признака характеризуется линия wa

or, которая приближается к значе-
ниям линии дикого типа Or. Максимальным значением данного признака 
на генетическом фоне C-S обладает линия wsat

c-s, которое превышает пока-
затели линии дикого типа C-S. Известно, что мутация wsat характеризует-
ся тем, что уровень дрозоптерина составляет 4% от уровня дикого типа, а 
ксантоматина – 79%, поэтому фенотипически мы наблюдаем коричневый 
цвет сложных фасеточных глаз имаго. Более того, данный фенотип образу-
ется в результате нарушения обмена гуанина. Мутация wa имеет только 3% 
пигмента дрозоптерина от 100% уровня дикого типа, однако, ксантоматин 
не обнаружен, что говорит о нарушении обмена триптофана [1]. Возможно, 
повышенная плодовитость данных линий связана с изменением уровня в 
организме мух серотонина, дофамина, гистамина и других нейроактивных 
веществ, которые затрагивают молекулярно-генетические и биохимичес-
кие процессы, обеспечивающие нормальную приспособленность вида в це-
лом и нормально-функциональное воспроизводство потомства [13]. Плодо-
витость, как показатель, может определяться частотой ДЛМ и % леталей на 
стадии куколки, за счет которых происходит отбор особей еще на этих ста-
диях развития. В наших исследованиях было установлено, что в большей 
степени на долю рДЛМ оказывает влияние генетический фон (f=47,314, 
p<0,005), однако, на долю пДЛМ влияние обусловлено действием аллелей 
(f=2,886, p<0,005). 
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Таким образом, исходя из полученных результатов можно сделать вы-
вод о том, что контрастный генетический фон, в котором находятся алле-
ли локуса white может оказывать разнонаправленное влияние на некоторые 
компоненты приспособленности.
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Резюме
Изучено влияние аллелей локуса white и генетического фона на формирование 

основных компонентов приспособленности Drosophila melanogaster. Установлено 
достоверное влияние аллелей локуса white и в ряде случаев генетического фона на 
такие признаки как плодовитость, жизнеспособность, процент смертности на ста-
дии куколки, рДЛМ и пДЛМ.
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Вивчено вплив алелів локусу white та генетичного фону на формування основ-
них компонентів пристосованності Drosophila melanogaster. Встановлено достовір-
ний вплив алелей локусу white та в ряді випадків генетичного фону на такі ознаки 
як плодючість, життєздатність, відсоток загибелі на стадії лялечки, рДЛМ і пДЛМ.

the effects of allelic locus white and genetic background on the formation of the 
main components of fitness of Drosophila melanogaster had been studied. A statistically 
significant effect of white locus alleles, and in some cases, the genetic background on such 
traits as fecundity, viability, percentage of mortality at the pupal stage, and edlm and 
ldlm had been specified.
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ИЗУЧЕНИЕ БЕЛКОВОГО КОМПЛЕКСА РЕПАРАТИВНОГО 
ЭНЗИМА MGMT В КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА IN VITRO

Репаративный энзим О6-метилгуанин-ДНК метилтрасфераза (mGmt) 
играет важную роль в восстановлении повреждений ДНК, вызванных ал-
килирующими соединениями [1]. Алкилирование ДНК может происходить 
в разных сайтах, однако наиболее выраженный канцерогенный, цитоток-
сический и мутагенный потенциал имеет появление алкильных групп в 
О6-позиции гуанина [2]. mGmt репарирует О6-алкилгуанин в одношаго-
вой реакции, перенося алкильную группу с ДНК на собственный активный 
цистеиновый остаток. При этом ДНК восстанавливается, а метилтрансфе-
раза необратимо инактивируется [1, 3].

По данным литературы, репаративный энзим mGmt человека име-
ет молекулярную массу около 22-24 кДа [1]. Согласно работам некоторых 
зарубежных авторов, при Вестерн блот анализе с использованием анти-
mGmt антител выявляется также белок с молекулярной массой в области 
около 48 кДа. Однако природа этого более тяжелого белка авторами не по-
ясняется. В наших опытах мы также часто наблюдали наличие этой фор-
мы белка. Белок с молекулярной массой 48 кДа мы условно обозначили как 
модифицированная форма энзима. Нами было выдвинуто предположение, 
что этот белок может быть димером канонической формы mGmt, который 
образовался за счёт сильных ковалентных дисульфидных связей между 
остатками цистеинов. Наше предположение подтверждает также ряд работ, 
в которых показана теоретическая возможность образования белок-бел-
кового комплекса mGmt [4, 5]. Также известно, что самоассоциация бел-
ков с образованием димеров и олигомеров более высокого порядка являет-
ся весьма распространенным явленим в клетке. При этом встречаются как 
гомодимеры, построенные из одинаковых субъединиц, так и гетеродимеры, 
построенные из разных субъединиц [6]. Недавние структурные и биофизи-
ческие исследования показали, что димеризация и/или олигомеризация яв-
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ляется одним из ключевых факторов в регуляции различных белков, таких 
как ферменты, ионные каналы, рецепторы и транскрипционные факторы, 
к тому же самоассоциация помогает свести к минимуму размер генома [7]. 
Поэтому в нашей работе мы провели поиск возможностей разрушения бел-
кового комплекса с целью дальнейшего его изучения. Несмотря на то, что 
применение таких денатурирующих условий, как β-mercaptoethanol, sds, а 
также 5 мин кипячения, при электрофорезе белков, как правило, приводит к 
разрушению интер- и интрамолекулярных дисульфидных связей, существу-
ют стабильные белковые комплексы, для разрушения которых необходимы 
дополнительные дестабилизирующие факторы (рН, денатурирующие 
агенты, высокое давление, высокая ионная сила, изменение температуры 
и др.) [8, 9]. Некоторые из этих факторов мы использовали в нашей работе.

Материалы и методы 
В данной работе использовали культуры клеток человека: 4bl6 – ли-

ния фибробластоподобных клеток из крови взрослого донора, полученная 
в нашей лаборатории и стандартная клеточная линия hep-2 (рак гортани). 
Клеточные лизаты получали согласно описанному ранее методу [10]. sds-
электрофорез полученных белковых экстрактов проводили в 12%-ном по-
лиакриламидном геле по методу Лэммли [11]. Для разрушения димеров 
белковые экстракты перед проведением sds-электрофореза обрабатывали 
несколькими способами: в стандартном буфере для образцов 2X (250 mm 
trishcl (ph 6.8), 2 % sds, 5 % β-mercaptoethanol, 0,5% bromphenol-blau, 
20% Glycerol) с 5-минутным кипячением на водяной бане, а также добавля-
ли 0,5 М ДТТ вместо β-mercaptoethanol при разной длительности обработ-
ки, 8 М мочевины, и длительное кипячение (1 час). Изучение наличия двух 
форм белка mGmt мы исследовали с помощью Вестерн блот анализа со-
гласно методическим указаниям фирмы-изготовителя моноклональных ан-
тител против человеческого mGmt (клон 23.2) «novus biologicals, littleton, 
co», США [12]. В качестве вторичных антител использовали видоспецифи-
ческие антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена («sigma»). Для 
контроля нанесения проводили Вестерн блот анализ с использованием мо-
ноклональных антител к белку GAPdh («sigma»).

Результаты и обсуждение
Для выявления экспрессии гена MGMT мы использовали стандартные 

условия проведения sds-электрофореза белков [11] и Вестерн блот анали-
за [12]. На рис. 1. показана типичная картина уровня экспрессии исследуе-
мого гена в культурах клеток 4bl6 и hep-2 на протяжении одного пассажа 
при 24-96 ч. культивирования.
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Pис. 1. Вестерн блот анализ зависимости уровня экспрессии гена MGMT от дли-
тельности культивирования клеток линии 4BL6 и Hep-2: 1 – 4bl6 (24 ч.), 2 – 
4bl6 (48 ч.), 3 – 4bl6 (72 ч.), 4 – 4bl6 (96 ч.), 5 – hep -2 (24 ч.), 6 – hep-2 (48 ч.), 7 

– hep-2 (72 ч.), 8 – hep-2 (96 ч.).

Как видно из рис. 1. в клетках 4bl6 белок mGmt находится в модифи-
цированной форме, а в клетках hep-2 присутствуют обе формы белка – мо-
дифицированная и немодифицированная. 

Исходя из данных литературы, в которых показано существование 
стабильных белковых комплексов, которые не разрушаются при обычном 
sds-электрофорезе, мы использовали дополнительные методы обработ-
ки белковых экстрактов, полученных при лизировании клеток линий 4bl6 
и hep-2. На рис. 2 показано воздействие различных дестабилизирующих 
агентов на белок mGmt.
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Рис. 2  Изменение соотношения модифицированной и немодифицированной 
формы белка mGmt в белковых экстрактах под действием температурной и химической 
обработки  
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Рис. 2 Изменение соотношения модифицированной и немодифицированной 
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На рис.2 показаны следующие варианты обработки:
рис.2А:

1. hep-2, 5 мин кипячения в стандартном буфере для образцов (ph 6.8).
2. hep-2, 60 мин кипячения в стандартном буфере для образцов (ph 6.8).
3. hep-2, 4 часа инкубации в буфере для образцов (ph 6.8) с добавлением 
0,5 М dithiothreitol, 5 мин кипячения.
4. hep-2, 4 часа инкубации в буфере для образцов (ph 8.0) с добавлением 
0,5 М dithiothreitol, 5 мин кипячения.
5. hep-2, 60 мин инкубации в буфере для образцов (ph 6.8) с добавлением 
8 М мочевины, 5 мин кипячения.
6. 4bl6, 5 мин кипячения в стандартном буфере для образцов (ph 6.8).
7. 4bl6, 4 часа инкубации в буфере для образцов (ph 6.8) с добавлением 0,5 
М dithiothreitol, 5 мин кипячения.
8. 4bl6, 4 часа инкубации в буфере для образцов (ph 8.0) с добавлением 0,5 
М dithiothreitol, 5 мин кипячения.

рис.2Б:
1. hep-2 + стандартный буфер для образцов (ph 6.8) c β-metoh, 5 мин ки-
пячения
2. hep-2 + буфер для образцов (ph 6.8) без β-metoh, с 0,5 М ДТТ, ночь при 
25о С, 5 мин кипячения
3. hep-2 + буфер для образцов (ph 6.8) без β-metoh, с 0,5 М ДТТ, 5 час при 
25о С, 5 мин кипячения
4. hep-2 + буфер для образцов (ph 6.8) без β-metoh, с 0,5 М ДТТ, 4 часа 
при 25о С , 1 час кипячения
5. hep-2 + буфер для образцов (ph 6.8) без β-metoh, с 0,5 М ДТТ, 2 часа 
при 37о С, 5 мин кипячения
6. hep-2 + буфер для образцов (ph 6.8) без β-metoh, с 0,5 М ДТТ, 1 час ки-
пячения

Результаты эксперимента, представленные на рис.2а, показали, что 
воздействие выше перечисленных факторов на белковые экстракты приве-
ло к полному (дорожка № 2, 7) или частичному (№ 3–5, 8) разрушению мо-
дифицированной формы (48 кДа) белка mGmt и увеличению количества 
белка в немодифицированной форме (24 кДа). Результаты, представленные 
на рис. 2б также подтвердили, что длительное кипячение способствует раз-
рушению белкового комплекса mGmt, а немодифицированная форма при 
этом не разрушается, что свидетельствует о высокой термостабильности 
белка по сравнению, например, с белком контроля – GAPdh.

Таким образом, полученные нами данные о разрушении белкового 
комплекса mGmt с молекулярной массой 48 кДа при термической и хими-
ческой обработке белковых экстрактов, в результате чего образуется белок 
с молекулярной массой 24 кДа, свидетельствуют в пользу предположения 
о возможном формирования в клетках стабильного гомодимера, т.е. белок-
белкового взаимодействия между двумя молекулами белка mGmt. Мы за-
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планировали дальнейшее изучение обеих форм белка на молекулярно-гене-
тическом уровне. 

Выводы
Определены условия, которые способствуют разрушению белково-

го комплекса mGmt. Показано наличие белок-белкового взаимодействия 
между молекулами mGmt в клетках человека in vitro. Полученные дан-
ные свидетельствуют в пользу предположения о том, что модифицирован-
ная форма белка является гомодимером mGmt. 
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Резюме
Были проведены исследования по установлению природы белка с молекуляр-

ной массой 48 кДа, специфически связывающего антитела против репаративного 
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энзима mGmt. Полученные данные свидетельствуют в пользу предположения, что 
этот белок представляет собой гомодимер; подобраны оптимальные условия, поз-
воляющие разрушить его.

Були проведені дослідження зі встановлення природи білка з молекулярною 
масою 48кДа, що специфічно зв’язує антитіла проти репаративного ензиму mGmt. 
Отримані дані свідчать на користь припущення, що цей білок являє собою гомоди-
мер; підібрані оптимальні умови, що дозволяють зруйнувати його.

research has been carried out to establish the nature of 48 kda protein specifically 
binding to anti-mGmt repair enzyme antibodies. the data suggested that this protein is 
likely to be mGmt homodimer; the optimal conditions that enable to destroy the protein 
complex were chosen. 
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ДЕЩО ПРО ПЛАСТИЧНІСТЬ ГЕНОМУ ЯК ОСНОВУ 
АДАПТИВНОСТІ РОСЛИН

Вищі рослини, які є прикріпленими організмами, виробили потужні й 
ефективні, а подекуди – й унікальні механізми адаптації до мінливих умов 
довкілля.

Дослідження молекулярних механізмів адаптації показали, що за ці ре-
акції відповідають переважно епігенетичні системи, які є частиною естафе-
ти від фіксації «відчуття» зміни в довкіллі до зміни генної експресії. Здат-
ність епігенетичних систем змінюватися швидко й ефективно, зберігаючи 
при цьому потенціал стабільної «пам’яті» впродовж багатьох клітинних по-
колінь, пояснює гнучкість реакції рослин на умови довкілля. Залежно від 
умов існування продукт реалізації генотипу – фенотип може бути різним. 
Наприклад, один із видів роду Ficus у лісі – це ліани, а на відкритому про-
сторі – дерева. Або класичний приклад з рослиною стрілиця Sagittaria l., 
що утворює різні відмінні форми листків: підводні (нитчасті), плаваючі (су-
цільні серцевидні) і надводні (стріловидні). Ці й багато інших даних свід-
чать про те, що епігенетичні системи рослин є складними і містять низку 
унікальних складових.

В основі відомих клітинних і молекулярних механізмів захисту рослин 
від стресових чинників, адаптивності і гомеостатичності на рівні окремо-
го організму лежить, на нашу думку, таке основоположне явище, як висо-
ка пластичність геному соматичних клітин, його т. зв. «динамічність», яка 
чітко виявляється в онтогенезі. Пластичність геному рослин зумовлює то-
типотентність (переключення морфогенетичних програм, наприклад, з ме-
тою відновлення пошкоджених органів чи організму в цілому) і регульова-
ну (адаптивну) мінливість геному в онтогенезі (у тому числі появу генотро-
фів), а також високу частоту, на перший погляд, ненаправлених геномних 
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змін в умовах впливів, що виходять за межі норми реакції генотипу (стре-
сових впливів).

Молекулярні механізми пластичності в організації геному, що зміню-
ється залежно від потреб клітини і умов її функціонування і, особливо, за 
відхилень, викликаних непередбачуваними стресовими умовами, що дозво-
ляє клітині ефективно уникати загибелі, детально розглянуто у низці книг і 
оглядів (1-7). У цих працях описані, переважно, «класичні» складові епіге-
нетичної системи рослин, а саме так звані «три стовпи» епігенетики:

• метилювання ДНК (цитозинових і аденінових залишків);
• модифікації хроматину (метилювання і ацетилювання гістонових біл-

ків і їх посттрансляційні модифікації);
• світ РНК (перш за все обидва типи малих РНК – малих інтерферую-

чих РНК (sirnA) і мікроРНК (mirnA).
Останнім часом багато уваги приділяється таким перебудовам геному, 

у тому числі й у соматичних клітинах в онтогенезі, як кількісні зміни ДНК, 
її окремих фракцій (послідовностей і повторів), проте мало враховуються 
зміни геному соматичних клітин на цитологічному рівні, зокрема хромо-
сомні зміни, які відіграють у процесах адаптації й еволюції не менше важ-
ливу роль.

Розглянемо такі явища детальніше, оскільки саме вони забезпечують 
пластичність геному рослин, що виявляється як у процесі нормального роз-
витку (у нормі), так і за впливу різних біотичних і абіотичних факторів до-
вкілля, адаптивність онтогенетичних геномних перетворень і можливість 
передачі адаптивних змін, що виникли в соматичних клітинах, у статевих 
поколіннях. Обмежимось аналізом мінливості лише ядерного геному.

Впродовж онтогенезу у соматичних клітинах рослин відбуваються за-
кономірні зміни геному, спрямування і ступінь прояву яких модифікуються 
різними чинниками довкілля і залежать від генотипу. Це, зокрема:

• подвоєння і подальша мультиплікація ядерного геному у переважної 
більшості клітин за їх диференціювання, що приводить до полісоматії ор-
ганізмів;

• зміни кількості хромосом, що приводить до міксоплоїдії тканин;
• зміни числа копій різних повторюваних, а інколи – й «унікальних» 

послідовностей, що приводить до генетичної гетерогенності клітинних по-
пуляцій і диференційованих тканин (химеризму).

Геномна мінливість соматичних клітин є результатом, перш за все, 
програми диференціювання. Поліплоїдизація клітин в онтогенезі – це на-
слідок наростаючої спеціалізації і різкого посилення специфічних синтезів 
у процесі реалізації програми розвитку. При цьому вибіркова реплікація 
ДНК (ампліфікація) і недореплікація певних послідовностей, які відбува-
ються, як правило, у період зміни фаз росту і репродукції, порушують рів-
новагу між генами і контролюючими послідовностями, що може зумовити 
формування нових співвідношень між активностями різних генів. У такому 
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стані клітини набувають характерних особливостей, відсутніх у диплоїд-
них клітин. Наявність таких особливостей створює нові передумови і мож-
ливості дії чинників природного добору як на рівні організмів, так і на клі-
тинному (внутрішньорганізменому) рівні.

В основі механізмів, що забезпечують перебудови геному клітин за їх-
нього диференціювання в онтогенезі, а також за індукції дедиференціюван-
ня клітин (і редиференціювання) як in vivo, так й in vitro найчастіше лежать 
наступні процеси:

• додатковий, часто доволі значний синтез ДНК;
• ампліфікація окремих послідовностей;
• ендоредуплікація, інші форми ендомітозу;
• екструзія (викидання ядерного матеріалу за межі клітини);
• димінуція хроматину;
• цитоміксис;
• зміна кількості В-хромосом, особливо тканиноспецифічних;
• фрагментація ядер (амітоз);
• аномалії мітозу і цитокінезу, зокрема, утворення синцитіїв;
• злиття ядер у багатоядерних клітинах;
• утворення мікроядер за відсутності аберантних анафаз;
• сегрегація ядерного матеріалу у профазах і метафазах не лише полі-

плоїдних, а й диплоїдних клітин, що веде до редукції числа хромосом;
• поява, а потім і зникнення політенних хромосом (зникнення може 

відбуватись, очевидно, поступово, шляхом зменшення кількості ниток у ви-
хідних політенних хромосомах);

• соматичний мейоз і кросинговер тощо.
На нашу думку, здатність до такої відповіді, що у деяких випадках (зо-

крема, в умовах культури тканин) приводить геном клітинних ядер вихід-
них диференційованих і високоспеціалізованих клітин у «дедиференційо-
ваний» стан (до стану ядерного геному, характерного для «cтовбурових» 
клітин), лежить в основі властивого для багатьох рослин циклу развитку 
диференціювання– дедиференціювання – редиференціювання.

У відомому огляді особливостей виникнення і основних характерис-
тик генотрофів (8) підкреслюється, що значна частина захисних реакцій 
рослин є фізіологічними і спрямована на подолання короткочасних стресів. 
Вони не приводять до змін геному, які могли б передаватися наступним ста-
тевим поколінням. Спадкові зміни, тобто виникнення власне генотрофів, 
можуть відбуватися двома способами, це:

• епігенетичні зміни, такі як парамутації і точкові мутації, індуковані 
повторами (repeat–induced point mutations – riP);

• швидкі спадкові модифікації геному, що виникають у процесі розви-
тку рослин у стресових умовах.

• Їхніми механізмами є:
• кількісні зміни повторюваної ДНК;
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• метилювання ДНК;
• ексцизії та інсерції мобільних генетичних елементів;
• ампліфікація та/або делеція генів;
• ацетилювання гістонів.
Таким чином, у багатьох організмів за їхнього зіткнення з несприят-

ливими умовами, до взаємодії з якими вони не пристосовані, може відбу-
тися реорганізація геному, яка дозволяє організмам вижити. Нові варіанти, 
що виникли внаслідок такої реорганізації, випробовуються у стресорних 
умовах і краще пристосовані мають більшу вірогідність для подальшого 
розвитку, утворення меристеми і розмноження. Ця схема припускає мож-
ливість добору на клітинному рівні внутрі меристеми між варіантами, що 
виникли у процесі реакції на стрес, які потім беруть участь у створенні на-
ступного покоління.

Істотним у стратегії адаптивності рослин є те, що у них флоральна 
меристема і репродуктивні органи закладаються, як правило, на порівня-
но пізніх етапах онтогенезу, після десятків і сотень послідовних клітинних 
поділів соматичних клітин, які, безсумнівно, пройшли сито клітинного до-
бору і можуть містити адаптивні відселектовані зміни геному. Така особ-
ливість рослин відіграє ключову роль у реалізації можливості успадкуван-
ня адаптивних ознак (реорганізацій геному), що виникли у процесі онтоге-
незу.

Складна ієрархічна будова рослинних популяцій і самих рослин є до-
датковим джерелом мінливості, яке визначає варіації репродуктивної стра-
тегії рослин. Зокрема, мінливість у популяціях соматичних клітин супро-
воджується мінливістю у популяціях генеративних клітин: одночасно з клі-
тинами з гаметичним числом хромосом трапляються клітини зі зміненим, 
часто з соматичним числом хромосом. Онтогенетичні варіації числа хро-
мосом у соматичних клітинах (міксоплоїдія) здатні впливати на репродук-
тивні властивості рослин і дозволяють їм переходити у випадку необхід-
ності за певних умов від статевої репродукції до партеногенезу чи від ве-
гетативного розмноження до статевої репродукції (деталі і посилання див. 
(9, 10)), що безперечно, ще більше сприяє можливості передавати набуті в 
онтогенезі адаптивні ознаки у поколіннях. Існує обґрунтована думка, що 
саме стресові умови існування рослин є фактором, що дестабілізує систему 
насіннєвого розмноження, а сама дестабілізація системи розмноження має 
адаптивний характер для популяцій і видів рослин (11).

Нещодавно ми проаналізували особливості прояву пластичності гено-
му соматичних клітин рослин, що виявляються, перш за все, у змінах чис-
ла хромосом, кількості ДНК, її окремих фракцій, повторів і послідовнос-
тей у нормі та за впливу різних біотичних і абіотичних факторів довкілля, 
адаптивності геномних перетворень, що відбуваються в онтогенезі, і мож-
ливість передачі адаптивних змін, що виникли у соматичних клітинах, у 
статевих поколіннях (9, 10). Упевнилися, що принцип факультативності ге-
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ному, розроблений М. Голубовським, і нещодавно викладений у завершено-
му і цілісному вигляді (12), дійсно віддзеркалює загальний принцип органі-
зації життя і еволюції живого – єдність цілого і свободу частин. Коротко ця 
гіпотеза і її наслідки є наступними.

Рисунок. Облігатні (OGEs) і факультативні (fGEs) генетичні елементи та 
два типи спадкових змін – мутації і варіації. Стрілки вказують на зв’язки, а 
товщина стрілок – на інтенсивність їхньої сили (intensity of their forces) (за: 

Golubovsky, 2011, з доповненнями).

Геном зберігає і передає спадкову інформацію як структурно, так і ди-
намічно. Він представляє собою ансамбль як облігатних, так і факультатив-
них елементів. Матричні процеси (реплікація, транскрипція і трансляція) і 
основні генетичні процеси (репарація, рекомбінація і сегрегація) здатні до 
факультативної функціональності і динамічних (епігенетичних) модифіка-
цій. Автор пропонує розрізняти три типи спадкових змін: мутації, варіації 
та епігенетичні модифікації. Факультативність структури геному виража-
ється у поділі клітинних ДНК і РНК на дві підсистеми: облігатні генетичні 
елементи (oGes) і факультативні генетичні елементи (fGes). До fGes ав-
тор відносить різні типи повторюваних послідовностей, мобільні генетич-
ні елементи (МГЕ), амплікони, вставлені вірусні і чужинні ДНК, В-хромо-
соми, плазміди і цитобіонти (рис.). Кількість і внутрішня топографія fGes 
різні у різних клітинах, тканинах та індивідах. Зміни структури і поряд-
ку oGes відповідають класичним мутаціям. Для різних змін кількості чи 
клітинної/тканинної топографії fGes автор вважає слушним застосовувати 
термін варіації. Мутації і варіації значно відрізняються за характером свого 
розповсюдження. Варіації можуть траплятись одночасно у багатьох кліти-
нах/індивідах й індукуються не мутагенними чинниками. Спонтанні спад-



133

кові зміни в природі зазвичай виникають у системі ДОВКІЛЛЯ – fGes – 
oGes двохетапним шляхом. Першими на дію внутрішніх і зовнішніх умов 
реагують fGes. Потім їх активація індукує генні/хромосомні мутації. Як 
варіації, так і епігенетичні зміни (епіваріації та епімутації) можуть мати 
не-менделівські властивості, іноді нагадуючи успадкування набутих ознак 
(12).
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Резюме
Проаналізовано причини, клітинні і молекулярні механізми онтогенетичної 

мінливості геному, виникнення генотрофів, адаптивність таких змін, а також мож-
ливість успадкування набутих ознак.

Проанализированы причины, клеточные и молекулярные механизмы онтоге-
нетической изменчивости генома, возникновения генотрофов, адаптивность возни-
кающих изменений, а также возможность наследования приобретенных признаков.
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the reasons, cell and molecular mechanisms for developmental variability of plant 
genome, genotroph appearance, adaptability of arising changes as well as possibility for 
inheritance of acquired characters have been analyzed.
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СПОНТАННИЙ МУТАЦІЙНИЙ ПРОЦЕС У ПРИРОДНИХ 
ПОПУЛЯЦІЯХ DROSOPFILA MELANOGASTER УКРАЇНИ

Дослідження закономірностей спонтанного мутаційного процесу є 
важливим для розуміння популяційно-генетичних аспектів та еволюцій-
них подій у популяціях різних видів. Історично Drosophila melanogaster є 
об’єктом для дослідження спонтанного мутаційного процесу. Продемон-
стровано, що дрозофіла характеризується високим спонтанним мутацій-
ним рівнем [1], але оцінки із застосуванням різних методів суттєво різнять-
ся [2, 3].

Дослідження природних популяцій D. melanogaster на території ко-
лишнього Радянського cоюзу показало, що мутаційний процес у цих по-
пуляціях характеризувався хвилеподібним зростанням частоти мутацій у 
різні періоди [4]. У результаті цих досліджень були описані характерні для 
природних популяцій «моди на мутації»[5, 6, 7]. Після 1991 року такі дослі-
дження систематично не проводилися і були відновлені на території Украї-
ни лише з 2005 року [8].

Дослідження природних популяцій D. melanogaster України протягом 
2005-2009 років продемонстрували, що всі популяції, які були залучені до 
аналізу, не характеризуються подіями типу «мутаційного спалаху» [8, 9], 
хоча кожній з них притаманні певні спадкові зміни.

Метою роботи було проаналізувати частоту виникнення та спектр 
спонтанних мутацій у 12 природних популяціях D. melanogaster із різних 
регіонів України. Аналіз проводили протягом п’яти поколінь лабораторно-
го розведення ізосамкових ліній. За період розведення нащадків 12 при-
родних популяцій 2010 року збору спостерігали різні мутації забарвлен-
ня очей, пігментації тіла, а також за формою та орієнтацією крил віднос-
но тіла.
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Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження слугували особини із природних популя-

цій D. melanogaster різних регіонів України, а саме міст Києва, Одеси, Ума-
ні, Варви, Ялти (Магарач), Дрогобича, Пирятина, селищ Поліське і Мото-
вилівка та Чорнобильської зони відчуження. Збір мух проводили в серпні, 
вересні 2010 року. У зоні відчуження після аварії на Чорнобильській АЕС 
були зібрані представники двох популяцій із територій з різним рівнем ра-
діаційного забруднення (0,4 млР/год (яблуневий сад), 2,5-5 млР/год (водо-
йма охолоджувач), 30 млР/год (околиця Рудого лісу). Відрізнялись і біотопи 
збору матеріалу. Так, в Києві, Чорнобилі, Дрогобичі, Пирятині, Поліському, 
Мотовилівці та Одесі мух збирали у фруктових садах на заздалегідь приго-
тованих приманках, а в Умані, Варві та Ялті (Магарач) відбір проводили на 
територіях заводів по переробці фруктів.

Увесь природний матеріал було проаналізовано під бінокулярним сте-
реоскопом МБС-10 на наявність видимих фенотипових змін. З кожної попу-
ляції відбирали по 30 самок, із яких було отримано ізосамкові лінії. Кожна 
популяція досліджувалась на наявність видимих фенотипових змін протя-
гом 5 поколінь лабораторного розведення. Виявлених особин із фенотипо-
вими відхиленнями вилучали із подальших схрещувань та досліджували на 
здатність передавати встановлені фенотипові зміни нащадкам.

Мух утримували на стандартному середовищі при кімнатній темпера-
турі [10]. Статистичну обробку результатів проводили за стандартними ме-
тодиками [11].

Результати та обговорення
У ході досліджень було проаналізовано 67210 нащадків у п’яти поко-

ліннях запліднених у природі самок із 12-ти популяцій D. melanogaster із 
різних регіонів України. Вихід видимих мутацій спостерігався практично 
у всіх досліджуваних популяціях, окрім м. Одеси. Було зафіксовано різно-
манітні мутації за кольором очей, забарвлення тіла та формою і орієнтаці-
єю крил, зміною жилкування крила. Більшість із виявлених мутацій рані-
ше не зустрічалися у природних популяціях України, окрім мутації yellow, 
добре вивченої у популяції м. Умані [4]. Так, нащадки із жовтим забарв-
ленням тіла були виявлені у популяціях м. Києва у четвертому поколінні 
(2 особини із 632, частота мутації склала 0,31%) та м. Варва у п’ятому по-
колінні (1 особина із 1396 нащадків, відповідно частота становила 0,07%). 
Комплементаційний тест засвідчив, що обидві отримані мутації алельні 
гену yellow (y:1-0,0) [12]. Також окрім мутації «жовте тіло» було знайде-
но нащадків із темною пігментацією тіла у чотирьох популяціях, а саме: в 
четвертому поколінні популяції м. Чорнобиля (яблуневий сад) частота да-
ної мутації склала 0,29% (3 особини із 1030); у четвертому і п’ятому поко-
ліннях с. Поліське було знайдено 1 самку із 1335 нащадків і 2 самки на 1534 
нащадків (частота мутації становила 0,07% і 0,13% відповідно); у п’ятому 
поколінні м. Умані виявили 3 особини із даним фенотипом на 1263 нащадки 
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і частота мутації становила 0,24%; у популяції Магарач (м. Ялта) в п’ятому 
поколінні було знайдено 1 самку із темним тілом із 1222 нащадків (частота 
мутації склала 0,08%). Стійко передавали свій фенотип у спадок лише на-
щадки м. Умані. Було встановлено, що мутація локалізується у 2-й хромо-
сомі та алель на гену black.

У нащадків популяцій Дрогобича, Києва, Поліського, Мотовилівки 
і Варви були виявлені особини із крилами, розташованими відносно тіла 
під кутом у 45°. Схожа мутація спостерігалася у популяції м. Києва у 2009 
році [13]. Проте, отримати нащадків із даним фенотиповим проявом вдало-
ся лише від мутантів із популяції Варва. Мутація виявилася не алельною 
такій 2009 року збору. Таким чином можна зробити припущення, що дане 
фенотипове відхилення, яке спостерігалося у всіх інших популяціях є мо-
дифікацією.

У ході досліджень найбільш різноманітними за спектром виявилися 
мутації, пов’язані із кольором очей. Мутація «темно-коричневі (шоколад-
ні) очі» була знайдена тільки серед нащадків популяції м. Умань. Частота 
цієї мутації у другому, третьому і четвертому поколіннях відповідно стано-
вила 0,88%, 1,07% і 0,15%. Мутація локалізується у 3-й хромосомі. Також 
у процесі культивування серед нащадків цієї популяції виникли особини з 
яскраво-червоними очима, як виявилось, вони були гомозиготними за ге-
ном cinnabar (cn:2-57,5) [12]. Тільки серед нащадків популяції м. Пирятина 
у третьому поколінні було виявлено мутантів із «червоно-матовими очима» 
і частота даної мутації склала 0,51% (6 особин із 1173 нащадків). У процесі 
культивування в даній лінії виникли особини з яскраво-червоними очима, 
замістивши усіх вихідних мутантів. За комплементаційним тестом особи-
ни з яскраво-червоними очима несуть алель гену cinnabar (cn:2-57,5). Най-
більшу кількість мутантих мух було виявлено у популяції м. Ялти (Мага-
рач). У першому поколінні частота мутації «яскраво-червоні очі» становила 
0,99% (25 особин на 2523 нащадків), у другому – 0,57% (8 особин на 1400 
нащадків), у третьому – 1,65% (21 особина на 1276 нащадків), у четверто-
му – 0,74% (9 особин на 1222 нащадків). Мутація локалізується у 3-й хро-
мосомі. Також серед нащадків цієї ж популяції у першому поколінні було 
знайдено 1 самця із 2523 особин із дисплазованими фасетками очей (час-
тота мутації склала 0,04%). Самки, гомозиготні за цією мутацією вияви-
лися стерильними. Мутація локалізується у Х хромосомі та алельна гену 
lozenge (lz: 1-27,7). Серед нащадків природної популяції, яка мешкає на бе-
резі водойми-охолоджувача Чорнобильської АЕС лише у п’ятому поколін-
ні було знайдено мух із «темно-червоними очима» (5 особин із 1416, час-
тота мутації становила 0,35%). Мутація локалізується у 3-й хромосомі. Се-
ред нащадків двох різних самок з популяції м. Дрогобич було виокремлено 
особин з «яскраво-червоними очима», одна з мутацій виявилася алельною 
гену cinnabar (cn:2-57,5), інша scarlet (st:3-44,0) [12]. З ізосамкових ліній 
популяції м. Варва було виділено мутацію «яскраво-червоні очі», яка алель-
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на гену cinnabar (cn:2-57,5). Серед нащадків природної популяції м. Киє-
ва в четвертому поколінні було виявлено мутацію «білі очі» та «зрізаний 
край крила» (відповідно 1 та 2 особини із 632 нащадків, частота мутацій 
становила 0,16% і 0,32%), а також було виявлено 3 особини із подвійною 
мутацією «білі очі» та «зрізаний край крила» (відповідно 3 особини із 632 
нащадків, частота мутації 0,47%). Мутація «білі очі» виявилася алельною 
гену white (w:1-1,5), а «обрізаний край крила» гену cut (ct:1-20,0).

Окрім описаних вище мутацій лише у популяції м. Чорнобиль (яблу-
невий сад) було виявлено мутацію «сепієвидні очі» і частота даної мутації 
склала у другому поколінні 0,09% (одна особина на 1090 нащадків).

За формою крила окрім мутації «зрізаний край крила» (популяція м. 
Києва) було знайдено мух із хвилястими вирізками по краю крила у п’ятому 
поколінні нащадків популяції м. Умані (1самка на 1263 нащадки, частота 
мутації 0,08%) та у четвертому і п’ятому поколінні популяції м. Ялта (3 
самці із 1222особин і 5 самців із 1156 особин, відповідно частота цієї му-
тації становила 0,25% і 0,43%). У потомстві ізосамки з популяції м. Умань 
були знайдені особини з перерваною жилкою l2, мутація виявилася алель-
ною гену radius incompletus (ri:3-47,0) [12]. Серед нащадків усіх ізосамко-
вих ліній популяції околиці Рудого лісу з частотою 4,75%, що є найбільшим 
показником серед усіх досліджуваних популяцій, зустрічалися особини з 
порушенням розвитку жилки С2, мутація локалізована у 4-й хромоcомі. За 
комплементаційного тесту з геном cubitus interruptus (ci:4-0,0) у першому 
поколінні всі особини характеризувалися диким типом, що свідчить про те, 
що дана мутація, можливо, не алельна гену ci. Проте, сьогодні у 4-й хро-
мосомі не описано іще гінів, які б відповідали за розвиток жилки С2, тому 
можна передбачити, що дана мутація все ж алельна гену ci, але у гетерози-
готі з алелем, який використовувався в схрещуванні (ci1), спостерігається 
явище міжалельної комплементації.

Слід зазначити, що мутації зустрічаються з різною частотою у різних 
ізосамкових лініях. Так, в одній із ізосамкових ліній популяції м. Умань ви-
никли три різні мутації, а саме cn, ri,та мутація b.

При порівнянні частоти виходу мутацій у досліджуваних природних 
популяціях 2010 року збору можна відмітити, що найвищою вона була у 
популяції з околиці Рудого лісу, 4.75%. Досить високою частота була також 
у популяції з м. Ялти (Магарач) і у третьому поколінні становила 1,65%. 
Достатньо високою частота мутацій була у нащадків популяцій м. Ума-
ні (1,07% у третьому поколінні) та м. Києва (1,27% у четвертому поколін-
ні). В інших досліджуваних популяціях даний показник коливався в меж-
ах 0,07%-0,51% і, відповідно, був незначним як за частотою подій, так і за 
кількістю поколінь, у яких вони були зафіксовані.

Висновки
У результаті проведених у 2010 році досліджень можна зробити ви-

сновок, що частота мутаційних подій має тенденцію до збільшення при по-
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рівнянні із даними спостережень попередніх років [8, 9, 13]. Це, можливо, 
свідчить про початок чергового мутаційного спалаху у природних популя-
ціях D. melanogaster на території України. Також слід відмітити певні зміни 
в спектрі видимих мутацій, виявлених у досліджуваних природних популя-
ціях D. melanogaster. Проте, встановлення генної приналежності усіх вияв-
лених мутацій потребує подальших досліджень.
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Резюме
Проаналізовано вихід спонтанних мутацій у п’яти поколіннях інбредного роз-

ведення самок із 12 природних популяцій Drosophila melanogaster України 2010 
року збору. У ході досліджень було виділено різні мутації забарвлення очей, піг-
ментації тіла, а також форми та орієнтації крил відносно передньозадньої осі тіла.

Проанализировано выход спонтанных мутаций в пяти поколениях инбредно-
го разведения самок из 12 природных популяций Drosophila melanogaster Украины 
2010 года сбора. В ходе исследований было выделено разнообразные мутации пиг-
ментации глаз, тела, а также формы и ориентации крыл относительно переднеза-
дней оси тела.

We analyzed phenotypic deviations in five generations of laboratory cultured Dro-
sophila melanogaster isofemale lines established in 2010 from 12 natural populations 
from Ukraine. cultured progeny of the wild-caught flies were investigated for phenotyp-
ic deviations in eye coloration, body pigmentation, as well as the form and orientation of 
the wings relative to the body.
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РЕКОМБІНАЦІЙНІ І РЕПАРАЦІЙНІ ВЛАСТИВОСТІ ДВОХ 
МЕЙОТИЧНИХ МУТАНТІВ ТОМАТУ 

Виділення і вивчення значного числа мейотичних мутантів дозво-
лило сформувати уявлення про генетичний контроль окремих етапів 
мейозу [5]. Мейотичні мутації, що виявляються за порушенням нор-
мального ходу мейозу і стерильності продуктів мейозу, часто контр-
олюють основні процеси метаболізму ДНК, такі як рекомбінація і ре-
парація [5, 7]. Так, мутації, що викликають порушення синапсису або 
розходження гомологічних хромосом в першому поділі мейозу, мо-
жуть впливати на частоту і розподіл кросоверних обмінів [5, 7-11].

Зв’язок рекомбінації і репарації виходить із спільності окремих 
ферментативних етапів цих процесів, показаних на Escherichia coli [9], 
деяких грибах [5] і дрозофілі [7]. На рослинах подібні дослідження не 
проводилися. Між тим, вивчення взаємодії процесів рекомбінації і ре-
парації у вищих рослин важливе для розуміння контролю окремих ета-
пів генетичної рекомбінації і можливого керування процесом вивіль-
нення генетичної мінливості [3].

Наша робота присвячена вивченню впливу двох нових мейотич-
них мутантів томату на процеси генетичної рекомбінації і репарації.

Матеріали і методи
Робота виконана на двох мейотичних мутантах томату, відібраних 

в польових посівах томату сорту Глорія. Мутант dsm1 є синаптичним 
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із середнім ступенем десинапсису [4], мутант sti характеризується по-
рушенням конденсації мейотичних хромосом. Обидві мутації виявили 
моногенний рецесивний характер успадкування і не аллельні між со-
бою.

Дослідження впливу мей-генів на частоту рекомбінації проводили з 
використанням ліній, які містили маркерні гени у 2-ій (wv, аw, d), 4-ій (e, 
ful), 6-ій (m-2, с) і 11-ій (hl, a) хромосомі. 

Частоту кросинговеру (rf) розраховували за методом добутків. У 
зв’язку з майже повною чоловічою стерильністю досліджуваних мейотич-
них мутантів, у гомозигот за мей-генами оцінку величини rf проводили на 
підставі даних аналізуючого схрещування, в яких рослини, гомозиготні за 
мей-генами, були материнською формою. Для коректного порівняння у ге-
терозигот Dsm1 / dsm1 і Sti / sti та вихідного сорту Глорія також оцінювали 
величину rf у мегаспорогенезі (жіночому мейозі).

Вплив мейотичних мутацій на репарацію оцінювали за частотою 
спонтанних і індукованих Х-променями хромосомних аберацій (ХА) 
в кореневій меристемі. У зв’язку з неможливістю отримання насіння 
від самозапилення мутантних рослин, викликаного високою стериль-
ністю рослин, гомозиготних за мей-генами, дослідження проводили на 
корінцях, що утворюються при вкоріненні живців рослин, попередньо 
ідентифікованих цитологічно. Коли корінці досягали довжини 0,5-1 
см, живці поміщали на холод (+4°С) на 16-18 годин для зупинки клі-
тинних поділів в G1 – s періодах інтерфази [1]. Корінці опромінювали 
через 1-2 години після повернення в нормальні умови (+20°С). Джере-
лом Х-променів був рентгенівський апарат РЕІС-І. Фіксацію матеріалу 
проводили через 22-25 годин після холодової обробки. З урахуванням 
затримки мітозов, викликаною холодової обробкою і опромінюван-
ням, час фіксації найімовірніше припадає на другі мітози. Підраху-
нок частоти ХА (враховували аберації обмінного типу) проводили на 
давлених препаратах, зафарбованих пропіонлакмоїдом по стандартній 
методиці. У випадках дуже малої або рівної нулю частоти хромосом-
них аберацій розраховували довірчі інтервали за спеціальними фор-
мулами [2].

Результати і обговорення
Вплив мей-мутаций на репарацію
В якості первинної оцінки репараційних властивостей мейотич-

них мутантів використовували визначення частоти хромосомних абе-
рацій. Враховували переважно мости і множинні мости з фрагмен-
тами в ана-телофазі кореневої меристеми в нормі і після рентгенів-
ського опромінювання. Аналіз рівня спонтанних аберацій хромосом 
у рослин, гомозиготних за мутаціями dsm1 і sti, a також у вихідного 
сорту Глорія (норма) показав, що мутант sti значно перевищує норму 
за частотою клітин з мостами і множинними мостами з фрагментами 
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(табл.1). Загальна частота клітин з порушеннями становила для dsm1, 
sti і Глорії 1,84±0,40 %, 7,37±0,91 % і 1,30±0,53 %, відповідно.

Таблиця 1
Частота спонтанних і індукованих аберацій хромосом в мітозі у мейотичних мутантів 
dsm1 і sti томату

Генотип Клітин 
всього

Частота порушень, %

всьго мости множинні мости з 
фрагментами

Контроль (без опромінювання)
sti / sti 819 7,37±0,91++ 5,19±0,78++ 0,51±0,36+

dsm1 / 
dsm1

1145 1,84±0,40 1,17±0,32 0,00≤π≤0,003

Глорія 462 1,30±0,53 0,87±0,43 0,00≤π≤0,006
Опромінювання (Х-промені, 3 Гр)

sti / sti 386 10,4±01,55++ 6,55±1,25++ 0,69±0,42
dsm1 / 
dsm1

258 4,65±1,31* 3,88±1,20* 0,00≤π≤0,012

Глорія 476 3,57±0,85 2,52±0,72* 0,17≤π≤0,25
Опромінювання (Х-промені, 6 Гр)

sti / sti 464 16,79±1,73**++ 11,37±1,47**+ 1,79±0,62+

dsm1 / 
dsm1

782 6,69±0,89** 5,31±0,80** 0,26≤π≤0,32

Глорія 319 8,46±1,56** 6,27±1,36** 0,28≤π≤0,34

*, ** – відмінності від спонтанного рівня аберацій істотні при Р ≤ 0,05 і P ≤ 0,01, 
відповідно +, ++ – відмінності від вихідного сорту Глорія істотні при Р ≤ 0,05 і P ≤ 
0,01, відповідно

Дослідження чутливості мей-мутантів до Х – опромінювання про-
водили при двох дозах – 3 і 6 Гр. Опромінювання дозою 3 Гр викли-
кало збільшення кількості порушень в клітинах меристеми, проте від-
мінності від спонтанного рівня аберацій в контролі були недостовір-
ні. Істотне збільшення частки клітин із мостами викликала доза 6 Гр. 
Мутант dsm1 за рівнем індукованих порушень, так само, як і спонтан-
них, був близький до контролю, а мутант sti значно їх перевершував 
(див. табл. 1). Загальна частота аберацій хромосом склала при 6 Гр 
для конролю 8,46±1,56 %, для dsm1 / dsm1 6,69±0,89 % і для sti / sti 
16,79±1,73 %.

Вплив мей-мутацій на гомологічну рекомбінацію 
Результати оцінки частоти гомологічної рекомбінації (rf), одержані на 

підставі розщеплення за маркерними ознаками у потомстві від аналізую-
чого схрещування свідчать, що гомо- і гетерозиготні за синаптичною му-
тацією dsm1 генотипи не відрізнялись істотно від вихідного сорту (табл. 2).
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Гетерозиготні за геном sti рослини виявили зростання rf у одній із двох 
досліджених зон геному – зоні aw-d (дистальна частина довгого плеча 
2-ої ядерцеутворюючої хромосоми). Мутація sti у гомозиготному ста-
ні значно – у 1,5 і 2,5 рази – збільшує частоту кросинговеру в обох до-
сліджених зонах (рис.).

Таблиця 2
Вплив мейотичних мутацій томату у гомо- і гетерозиготному стані на частоту рекомбіна-
ції у мегаспорогенезі (за даними аналізуючого схрещування)

Генотип
rf, % в зонах

e – ful hl – a aw – d m-2 – c
Глорія 42,77 ± 4,98  8,08 ± 2,74 11,94 ± 1,27 27,17 ± 1,70

dsm1 / dsm1 42,72 ± 2,96 12,90 ± 1,93 – –
dsm1 / dsm1 – 11,38 ± 2,00 – –

sti / sti – – 17,38 ± 1,51* 29,46 ± 3,55
sti / sti – – 29,50 ± 2,93** 37,88 ± 3,00*

*, ** – відмінності від контролю істотні при Р ≤ 0,05 і P ≤ 0,01, відповідно

Величина rf для зони aw-d дорівнює 29,50 ± 2,93 % у sti/sti і 11,94 ± 
1,27 % у вихідного сорту Глорія (норма); для зони m2-c – 37,88 ± 3,00 % 
у sti/sti і 27,17 ± 1,70 % у контролі. У цьому експерименті моноген-
ні співвідношення в розщепленні були близькі до 1:1 в потомстві від 
аналізуючого схрещування і не могли, отже, вплинути на оцінку вели-
чини rf.

 3 
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Рис. Частота кросинговеру в маркованих зонах геному у гомозигот і гетерозигот 

за мутацією sti та вихідного сорту Глорія 
Наші дані свідчать, що мутація dsm1 у гомо- і гетерозиготному стані виявляє 

частоту кросинговеру близьку до норми – вихідного сорту Глорія, що підтверджує 
десинаптичну природу даної мутації. За рівнем спонтанних і індукованих хромосомних 
аберацій мутантні рослини також не відрізнялись від вихідного сорту. Мейотична 
мутація sti, на відміну від синаптичного мутанта dsm1, істотно підвищує частоту 
кросинговеру у гетерозигот і, більш значно, у гомозигот за цим геном. Гомозиготи 
sti/sti виявляють істотно вищий від сорту Глорія рівень спонтанних та 
індукованих хромосомних аберацій в мітозі. Хоча за цитологічним виявом мутації 
dsm1 і sti були віднесені нами до повністю рецесивних, одержані дані дозволяють 
зробити висновок про неповну рецесивність мутації sti за  впливом на кросинговер. 

Необхідно відмітити значну подібність за цитологічним виявом мейотичних 
мутацій томату as4 і sti. За повідомленням Моенса, мутант as4 підвищує частоту 
одинарних обмінів і, найбільш значно, в 7 разів, подвійних – в 2-ій хромосомі [3, 
10]. За нашими даними, ці мутації є неалельними. З огляду на те, що у мутантних 
рослин sti / sti цитологічно виявляється множинна фрагментація і негомологічні 
асоціації хромосом, ми передбачаємо, що зростання величини кросинговеру у цих 
мутантів може бути пов’язано з дефектами репарації. 

Рис. Частота кросинговеру в маркованих зонах геному у гомозигот і гетерози-
гот за мутацією sti та вихідного сорту Глорія

Наші дані свідчать, що мутація dsm1 у гомо- і гетерозиготному стані 
виявляє частоту кросинговеру близьку до норми – вихідного сорту Глорія, 
що підтверджує десинаптичну природу даної мутації. За рівнем спонтан-
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них і індукованих хромосомних аберацій мутантні рослини також не від-
різнялись від вихідного сорту. Мейотична мутація sti, на відміну від синап-
тичного мутанта dsm1, істотно підвищує частоту кросинговеру у гетерози-
гот і, більш значно, у гомозигот за цим геном. Гомозиготи sti/sti виявляють 
істотно вищий від сорту Глорія рівень спонтанних та індукованих хро-
мосомних аберацій в мітозі. Хоча за цитологічним виявом мутації dsm1 і 
sti були віднесені нами до повністю рецесивних, одержані дані дозволяють 
зробити висновок про неповну рецесивність мутації sti за впливом на кро-
синговер.

Необхідно відмітити значну подібність за цитологічним виявом мейо-
тичних мутацій томату as4 і sti. За повідомленням Моенса, мутант as4 
підвищує частоту одинарних обмінів і, найбільш значно, в 7 разів, по-
двійних – в 2-ій хромосомі [3, 10]. За нашими даними, ці мутації є неа-
лельними. З огляду на те, що у мутантних рослин sti / sti цитологічно ви-
являється множинна фрагментація і негомологічні асоціації хромосом, ми 
передбачаємо, що зростання величини кросинговеру у цих мутантів може 
бути пов’язано з дефектами репарації.

У подібного до sti мейотичного мутанта кукурудзи st також були вияв-
лені порушення в мітозі, хоча і менш значні ніж в мейозі [6].

Різноманітні ефекти мейотичних мутацій свідчать, що мейотичний 
кросинговер, мітотична рекомбінація, система репарації і багато інших 
фундаментальних клітинних процесів здійснюються за допомогою однако-
вих ферментативних систем. 

Автори висловлюють вдячність проф. Королю А.Б., під керівництвом 
якого були розпочаті ці дослідження. 

Висновки
Мейотична мутація sti з порушенням конденсації хроматину, на від-

міну від синаптичної мутації dsm1, істотно підвищує частоту кросинговеру 
у гетерозигот і, більш значно, у гомозигот за цим геном. Гомозиготи sti/sti 
виявляють істотно вищий від контролю рівень спонтанних та індуко-
ваних хромосомних аберацій в мітозі. 
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Резюме
Мейотическая мутация sti, характеризующаяся нарушением конденсации хро-

матина, в отличие от синаптической мутации dsm1, достоверно увеличивает час-
тоту кроссинговера в маркированих зонах генома, а также уровень спонтанных и 
индуцированных хромосомных аберраций в митозе. 

Мейотична мутація sti, яка характеризується порушенням конденсації хрома-
тину, на відміну від синаптичної мутації dsm1, істотно підвищує частоту кросинго-
веру в маркованих зонах геному, а також рівень спонтанних та індукованих хро-
мосомних аберацій в мітозі. 

meiotic mutation sti, characterized by impaired chromatin condensation, in contrast 
to the synaptic mutation dsm1, significantly increases the frequency of crossing-over in 
the labeling of areas of the genome, as well as the level of spontaneous and induced chro-
mosome aberrations in mitosis.
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ГЕОМЕТРИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА НАСЛЕДСТВЕННОСТИ У 
РАСТЕНИЙ

Наследственность – свойство организмов обеспечивать материальную 
и функциональную преемственность между поколениями; воспроизводс-
тво потомками признаков родителей, реализуемых через системы морфо-
генетических и физиологических процессов. Морфогенез у растений – это 
становление формы, образование структур в процессе развития. «Процес-
сы морфогенеза упорядочены, строго закономерны и при том тенденциоз-
ны» [7]. Общепринятой теории морфогенеза пока не существует. «Морфо-
генез – это разворачивающейся в пространстве-времени континуальный 
процесс. Даже если принять, что каждый шаг морфогенеза связан с актива-
цией или репрессией определенных генов, то пространственно временное 
расписание активации/репрессии генов должно определяться не ими сами-
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ми, а эпигенетическими факторами, прямо или косвенно связанными с мор-
фогенезом» [1].

В рамках научной традиции предметная целостность исторически 
присуща геометрическому способу описания явлений. «В биологии издав-
на существует иное, геометрическое континуальное видение организмов 
– как целостных форм. Законы телосложения организмов воплощены не 
только в их внешней форме, но и в структурных элементах – органах, клет-
ках, органеллах и макромолекулах. … Каждая из них наделена симмет-
рией и связана отношением симметрии с другими биоморфами («симмет-
рия симметрий»). Это видение биоморф представляет в биологии традиции 
геометрии» [1]. Описанию морфоэпигенеза растений вполне соответству-
ет лексика фрактальной геометрии. «Для морфологического описания и по-
лучения количественных характеристик биологических систем различных 
уровней организации, от молекул до экосистем, все шире применяется язык 
фрактальной геометрии, дающий возможность корректного и сжатого описа-
ния структур и процессов, не доступного для традиционного используемого 
в биологии языка евклидовой геометрии» [3]. 

Фракталом называют структуру, состоящую из частей, которые в ка-
ком-то смысле подобны целому. Эта структура «получается в случае мно-
гократного применения генерирующего преобразования ко всё более мел-
ким масштабам фигуры. Основное свойство фрактала самоподобие, т.е. это 
фигуры, части которых по форме совпадают или похожи по форме на фигу-
ру в целом (рис). Например, «маленькая ветвь дерева по форме напомина-
ет большую, а та, в свою очередь, похожа по форме на всё дерево целиком. 
Симметрия фрактала – это симметрия, не учитывающая размеры вещи и её 
частей, она сопоставляет формы, не взирая на их масштаб» [9]. Построение 
фрактальных структур при морфогенезе порождает итеративную изменчи-
вость, определяемую числом событий при формировании отдельных тка-
ней или частей растения. 

Цитогенетический фрактал. Базовый компонент цитоплазмы расти-
тельной клетки – хлоропласты – обладает собственным генетическим ма-
териалом и способностью к саморепродукции. Хлоропласты встречаются 
в клетках листьев, стеблей и в зелёных плодах растений, число которых на 
клетку варьирует от нескольких штук до нескольких десятков (чаще 10 – 50 
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штук) [6]. Растительный эмбрион (семя) начинается с инициальной клетки, 
содержащей ядро и цитоплазму с некоторым числом пропластид, из кото-
рых формируются хлоропласты. После самоудвоения хлоропласты в ходе 
цитокинеза распределяются между дочерними клетками. Возможно два 
типа делений – симметричное и асимметричное. При симметричном рас-
пределении пластид на протяжении всех циклов клеточных делений каж-
дая клетка взрослого растения содержала бы столько же органелл, сколько 
их имела инициальная. Однако, в клеточных популяциях число хлороплас-
тов варьирует (эпипластомная изменчивость). Даже в клетках листа одно-
го и того же растения число хлоропластов неодинаково. Варьирует не толь-
ко число органелл в клетках разных тканей, но в клетках одной ткани [6, 8]. 
Обозначим две вероятные причины вариации числа органелл в цитоплазме. 
Во-первых, ассиметричный тип клеточных делений – дочерние клетки по-
лучают не равное число органелл. Во-вторых, на вариацию числа хлороп-
ластов в клетках оказывает размеры (объем) клеточных ядер (эпигеномная 
изменчивость). Для свеклы присуща спонтанная миксоплоидность (эпиге-
номная изменчивость), т.е. в тканях листа присутствуют клетки с различ-
ным набором хромосом в ядрах [9], что ведет к изменчивости и числа ор-
ганелл в цитоплазме. Например, в тетраплоидных клетках число хлороп-
ластов существенно выше, чем в диплоидных. Два фактора – спонтанность 
клеточных делений и вариация числа геномов на ядро определяют вариа-
бельность числа пластид в клеточных популяциях.

Цель настоящего сообщения – описать у самоопыленных потомств, 
межлинейных гибридов и популяции сахарной свёклы цитогенетические 
параметры: а) изменчивость числа хлоропластов в замыкающих клетках 
устьиц; б) изменчивость числа пластотипов в клеточных популяциях; в) 
размерность фрактала, сформированного из замыкающих клеток устьиц; г) 
фрактальное строение цветковых структур свеклы.

Геометрическая модель клеточной популяции. В качестве модели 
использована фигура, состоящая из большого числа однородных частей 
(фрактал). Фракталы – удобная абстракция при моделировании естествен-
ных процессов. Они позволяют описывать сложные природные системы, 
формируемые под действием очень небольшого числа простых законо-
мерностей. С математической точки зрения «фракталом называется мно-
жество, размерность Хаусдорфа-Базикевича, для которого строго больше 
его топологической размерности» [5]. В эвклидовой геометрии под раз-
мерностью понимают число координат, определяющих положение точки в 
пространстве. Различают одно-, двух- и трехмерные объекты. Особенность 
фракталов в том, что их размерность не укладывается в привычные пред-
ставления. Фракталы – это геометрические объекты с дробной размернос-
тью и представляют собой фигуры, которые занимают нишу между лини-
ей и поверхностью (размерность от 1 до 2) или поверхностью и трехмер-
ной фигурой (размерность от 2 до 3). Иными словами, фракталы – это и 
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не линия, и не поверхность, и не трехмерный объект, а нечто среднее меж-
ду ними (фрактальная размерность таких объектов больше топологичес-
кой размерности – Df  > Dt). Множество генеалогически связанных между 
собой клеток ткани листа можно описать двумя цитогенетическими пара-
метрами: числом пластотипов в ткани (Рt) и средним числом органелл на 
клетку (М). Среднее число органелл (М) и число пластотипов в ткани лис-
та связаны формулой (1) – М = Рtd, где d – фрактальная размерность. Тог-
да фрактальную размерность клеточных популяций можно найти по фор-
муле (2)– d = ln m/ln Pt.

Средние значения числа хлоропластов (фото 1) и чис-
ла пластотипов в замыкающих клетках устьиц приведены 
в таблице. Всего в эксперименте учтено 7550 клеток у 151 
растения. Число хлоропластов на клетку, с одной стороны, 
зависит от уровня плоидности генома, а с другой, от реп-
родукции растений (самоопыление или скрещивание). Так 
у диплоидных гибридов среднее число хлоропластов составило 13,4 штук 
на клетку, тогда как у триплоидного гибрида это число составило чуть бо-
лее18 штук. Число пластотипов у диплоидных гибридов в среднем соста-
вило 7,8, у триплоидного – 9,4. У синтетической популяции (РНС) среднее 
число хлоропластов на клетку равно 15,3, а число пластотипов – 11,7. Сред-
ние значения числа хлоропластов в клетках у разных образцов свеклы всег-
да статистически достоверны [10, 11]. 

Из таблицы видно, что числа хлоропластов и плазмотипов зависят как 
от плоидности ядер, так и от состояния генома: у самоопыленных потомств 
(эффект инбредной депрессии) цитопараметры клеток имеют большую из-
менчивость (РНС-6 и РНС-10), чем у родительской популяции. Если среднее 
число хлоропластов в популяции РНС составило 15 штук на клетку, то у са-
моопыленных потомств (РНС-6 и РНС-10) – 19-20 штук. 

Таким образом, увеличение числа хлоропластов в устьичных клетках 
эпидермы наблюдается: у полиплоидного (триплоидного) гибрида и инбред-
ных потомств. Подобные закономерности изменения числа хлоропластов в 
клетках инбредных растений свеклы были описаны ранее в наших исследо-
ваниях [10, 11]. 

Сходный тип изменчивости присущ и числу пластотипов (Рt) в ткани 
эпидермы. Среднее число Рt в клеточных популяциях диплоидных гибридов 
составило 7,8, а у триплоидного гибрида это число равно 9,4. У диплоид-
ной популяции РНС среднее число Рt на ткань составило 11,7, а у самоопы-
ленных потомств (РНС – 6 и РНС-9) – 12,3 и 12,9 соответственно. На основе 
цитогенетических параметров М и Рt подсчитаем фрактальную размерность 
(d) генеалогического древа замыкающих клеток эпидермы листа (форму-
ла 2). У исследованных образцов среднее значение показателя d варьирует 
от 1,17 до 1,31. Оно различно у самоопыленных потомств и у гибридов. На-
именьшее значение d (1,17) отмечено у инбредных растений, наибольшее – 
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у гибридов (1,27 и 1,31). Средневзвешенное значение d для самоопыленных 
потомств близко к величине 1,21. Средневзвешенное значение d для 14 гиб-
ридных потомств (60 растения) составило 1,27 (точнее 1,272). Размерность 
замыкающих клеток устьиц в ткани эпидермы листа, равная 1,272, вероятно, 
является одной из цитогенетических констант эпидермальной ткани лис-
та свёклы.

Фрактальная структура репродуктивных признаков сахарной свек-
лы. Морфогенез цветочных структур в рамках эвклидовой геометрии мож-
но представить как рост числа клеток в ходе развития растений и отдельных 
морфоструктур цветков (зародышевый путь клеток). В рамках традицион-
ных исследований подчеркивается, что в цветках свеклы в завязи формиру-
ется всегда одна семяпочка с одним зародышевым мешком, и это заключе-
ние как будто бы подтверждается четкими эмбриологическими препаратами. 

Фрактальность репродуктивных признаков начинается на уровне гено-
ма при переключении с одной программы развития на другую программу 
(«switch genes»), что меняет эпигенотип клеток. Эмбриогенез начинаются 
делением одной клетки (зиготической или апозиготической), а потому сме-
на способа семенной репродукции берет свое начало с изменения ее эпи-
генотипа. Если клетка зародышевого мешка делится до слияния с мужс-
кой гаметой (до оплодотворения), то развивается апозиготический эмбрион 
(беспыльцевой способ семенной репродукции), если после оплодотворе-
ния – зиготический эмбрион. Представление о фрактальном строении цве-
точных и эмбрио структур не предусматривает линейной однозначности, а 

Таблица.
Число хлоропластов, число пластотипов и фрактальная размерность замыкающих кле-
ток устьиц сахарной свеклы.

п/п
Обозначе-
ние образ-

цов

Число 
расте-
ний

Характеристики популяций хлоропластов

Среднее число хло-
ропластов на клетку

Число пластоти-
пов в замыкающих 

клетках устьиц

Фрактальная 
размерность кле-

ток
min – max m min – max P min – max d
Синтетическая популяция

1 РНС (2х) 18 14-19 15,3 8-12 11.7 1.09-1.42 1.23
Самоопыленные потомства

2 РНС-6 (2х) 19 17-23 19,8 10-16 12,9 1,07-1,38 1,21
3 РНС-10 

(2х)
12 14-22 18,8 11-15 12,3 1,21-1,25 1,17

Гибриды
4 диплоидные 60 11-17 13,4 5-10 7,8 1,11-1,55 1,27
5 триплоид-

ный
5 17-19 18.1 7-11 9.4 1.18-1.51 1.31
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представляется как непрерывное ветвление (почкование) структур цветка 
при эмбриогенезе. Становление цветковых фракталов во времени следует из 
хрестоматийного описания морфогенеза цветков и соцветий свеклы, опреде-
ляющих формирование одно- и многосемяпочковости [3]. 

Закладке нескольких семяпочек в завязи сопутствует формирование на 
растениях цветков с многолопастным рыльцем пестика. Это в свою очередь 
предопределяет формирование плодов с одним-двумя-тремя и четырьмя се-
менами в отдельном плоде. Множественность (ветвление) семяпочек в отде-
льном цветке (фото 2) позволяет предполагать 
различные пути семяобразования –реализует-
ся как зиготический, так и апозиготический 
способы репродукции. Кроме многосемяпоч-
ковости цветков, у свеклы встречается и по-
лиэмбриния (в семяпочке развиваются два за-
родыша) [4].

Если цветок – это видоизмененный побег, 
то внутри цветков имеет место изотомический 
(дихотомический) тип ветвления, а внешним 
тканям (цветоложу) и цветоносным побегам присущ анизотомический (мо-
ноподиальный) тип. В процессах морфогенеза цветков и соцветий реализу-
ются различные типы ветвления, определяющие «рисунки» конечных фрак-
талов (цветков и соцветий), а также архитектонику растения в целом [3].

Сахарная свекла с генетически различными мегаспорами в завязях 
цветков, а также склонностью генеративных клеток к партеногенезу (гаме-
тофитная агамоспермия), представляет собой на сегодня уникальный объ-
ект с гаметным типом сегрегации по маркерным признакам на уровне рас-
тений. Показано, что в апозиготических потомствах свёклы наблюдается 
автосегрегация по любым маркерным локусам, числовые значения которых 
радикально отличаются от менделевских пропорций [13].

Настоящая работа выполнялась при финансовой поддержке гранта 
РФФИ 10-04-00697а (2010-2012гг.) и гранта Президиумов СО РАН и НАНБ 
№3 (2012-2014 гг.).
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Резюме
На примере популяций замыкающих клеток устьиц (изменчивость числа хло-

ропластов и пластотипов) и строения цветков у сахарной свеклы рассмотрена гео-
метрическая структура морфогенеза у сахарной свёклы 

the using of the populations of stomata guard cells (the variability of chloroplast 
number and plastotype number) and the texture of flowers in sugar beet the geometrical 
structure of morphogenesis were analyzed. 

МАМЕДОВА А.Д.
Институт Генетических ресурсов НАН Азербайджана,
Азербайджан, AZ 1106,Баку, пр. Азадлыг,155, e-mail: afet.m@mail.ru

ИЗУЧЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ В 
КЛЕТКАХ ЛИСТА ГЕТЕРОЗИСНЫХ ГИБРИДОВ ПшЕНИЦЫ И 

ИХ ИСХОДНЫХ ФОРМ 
Гетерозис или гибридная сила – давно известное и широко распро-

страненное общебиологическое явление, изучение которого представляет 
большой практический и теоретический интерес. В настоящее время уста-
новлен факт увеличения содержания нуклеиновых кислот в соматической 
клетке гетерозисных гибридов пшеницы [1], кукурузы [5], томатов [7], са-
харной свеклы [9] и других сельскохозяйственных культур. 

Эффект гетерозиса, обуславливающий более высокую мощность гиб-
ридных растений, связан с повышенной интенсивностью фотосинтеза [3]. 
В исследованиях ряда авторов у гетерозисных организмов, в сравнении с 
родительскими формами, отмечалась более высокая фотохимическая ак-
тивность хлоропластов [4,8]. Второй системой, вносящий существенный 
вклад в общий энергетический потенциал клетки, является система окис-
лительного фосфорилирования, локализованная в митохондриях. В лите-
ратуре имеются сведения об обнаружении явления комплементации мито-
хондриального аппарата клетки по эффективности фосфорилирования [2]. 

Изменение генетического материала в цитоплазматических органел-
лах клетки (митохондриях и хлоропластах) при гибридизации позволяет 
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оценить энергоемкость изучаемых систем. Хотя основное количество нук-
леиновых кислот, безусловно, содержится в ядре, цитоплазматическим ге-
нетическим факторам также принадлежит большая роль в регуляции про-
цессов жизнедеятельности клетки. Учитывая вышесказанное, нам пред-
ставлялось важным изучить изменения в содержании нуклеиновых кислот 
в ядрах и субклеточных структурах, несущих генетический материал (ми-
тохондрии, хлоропласты), у пшеницы в связи с гетерозисом.

Материал и методика 
Исследования проводили в ядрах клеток молодых верхушечных лис-

тьев гетерозисных гибридов пшеницы. Пробы листьев брали в начале фазы 
колошения. В отличие от общепринято объекта для цитофотометрирова-
ния – кончика корня, мы проводили опыты на листьях и столкнулись с ря-
дом трудностей. В результате поиска установили, что при расчленении лис-
та гребешкообразно происходит быстрое его обесцвечивание, равномерная 
и интенсивная фиксация, гидролиз и окрашивание.

Материал фиксировали в смеси Карнуа (3:1), выдерживали в спиртах 
нисходящей концентрации и доводили до воды. В предварительных опытах 
установлено, что оптимальное время гидролиза для интенсивной реакции 
Фельгена у листьев пшеницы составляло 12 мин (1 н. hci) при 60о С. Пос-
ле гидролиза листья окрашивали раствором Шиффа в течение 1,5 ч, про-
мывали 3 раза сернистой водой, а затем проточной водой. Готовили давлен-
ные препараты в глицерин-желатине. Содержание комплекса ДНК-фуксина 
в ядрах измеряли по длине волны £=530 нм. Определяли интегральную оп-
тическую плотность ядра, пропорциональную общему содержанию ДНК. 
В каждом варианте опыта фотометрировали 100 ядер. Содержание ДНК 
выражали в относительных единицах.

Выделение митохондрий из листьев осуществляли методом дифферен-
циального центрифугирования на холоду при +4оС в среде, содержащим са-
харозу 0,5 М; ЭДТА (этилендиаминтетрауксусной кислоты) 0,005 М; калий 
фосфатный буфер 1/15 М рН 7,4. Полученный осадок митохондрий суспен-
зировали в среде: сахароза 0,5 М, калий-фосфатный буфер 1/15 М, рН 7,0. 
Суспензию митохондрий использовали для определения нуклеиновых кис-
лот.

Хлоропласты выделяли в среде, содержащей 0,4 М сахарозы; 0,05 М 
Трис-Нci буфер (рН 7,4); 0,01 М naci и 0,03 М mgci2. Чистоту выделен-
ных хлоропластов контролировали под световым микроскопом

Содержание нуклеиновых кислот в митохондриях и хлоропластах оп-
ределяли методом спектрофотометрии по Шмидту-Тангаузере в модифика-
ции Конарева [6].

Результаты и обсуждение
Цитофотометрический анализ содержания ДНК в интерфазных ядрах 

гетерозисных гибридов и их родительских форм представляет интерес для 
быстрого прогнозирования эффекта гибридной мощности.
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Как показали результаты исследований, гибриды пшеницы первого по-
коления в определенной степени отличались от своих родительских форм 
по содержанию ДНК-фуксина (табл. 1). Гибриды, в сравнении с родитель-
скими сортами, характеризуются увеличением содержания ДНК-фуксина в 
клеточных ядрах листа.

Таблица 1
Содержание ДНК-фуксина в клеточных ядрах листа гетерозисных гибридов пшеницы и 
их исходных формах 

Комбинация скрещивания

Средняя плотность ДНК-фуксина на 
одно ядро, усл.ед.

Увеличение со-
держания ДНК 

гибридов по 
сравнению с ро-

дительскими 
формами, %

P1 f1 P2

Гюргяна х Зардаби 0,500 0,548 0,457 14,5
Зардаби х Гюргяна 0,457 0,527 0,500 10,1
Зардаби х Лютесценс 10 0,457 0,543 0,523 10,8
Лютесценс 10 х Зардаби 0,523 0,528 0,457 7,8
Зардаби х Эритроспермум 9 0,457 0,542 0,480 15,7
Эритроспермум 9 х Зардаби 0,480 0,528 0,457 12,7
Зардаби х Карабах 0,457 0,524 0,524 6,8
Карабах х Зардаби 0,524 0,528 0,457 7,6
Бирлик х Лютесценс ФРГ 0,411 0,563 0,470 27,7

Самым низким содержанием ДНК в ядрах отличались сорта Бирлик и 
Зардаби, в ядрах которых содержалось 0,411 и 0,457 усл. ед. ДНК. Однако, 
в сравнении с другими, у гибрида Бирлик х Лютесценс ФРГ увеличение со-
держания ДНК по сравнению с родительскими формами максимальное и 
составило 27,7%.

Высокий процент увеличения содержания ДНК в сравнении с родите-
лями отмечается у гибридов Гюргяна х Зардаби и Зардаби х Эритроспер-
мум 9 – 14,5 и 12,7%, соответственно. У гибрида Зардаби х Карабах на-
именьшее в сравнении с другими гибридами увеличение содержания ДНК-
фуксина по сравнению с родительскими формами – 6,8%.

В таблице 2 представлены данные по изучению содержания нуклеи-
новых кислот в митохондриях и хлоропластах гибридов пшеницы в связи 
с гетерозисом.

Гибриды пшеницы по содержанию митохондриальной РНК и ДНК за-
метно отличаются от исходных сортов. Так, например, у гетерозисного гиб-
рида Лютесценс ФРГ х Бирлик содержание митохондриальной РНК соста-
вило 1948,3 мг%, ДНК – 750,1 мг%, у сорта Лютесценс ФРГ -1070,4 и509,7 
мг%, у сорта Бирлик -1009,8 и 556,3 мг% на сухую массу митохондрий, со-
ответственно.
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Таблица 2
Содержание нуклеиновых кислот в митохондриях и хлоропластах гибридов мягкой 
пшеницы (f1) и их родительских форм (мг% на сухое вещество цитоплазматических ор-
ганелл)

Сорта, гибриды 
Митохондрии Хлоропласты

РНК ДНК РНК/
ДНК РНК ДНК РНК/

ДНК
Лютесценс ФРГ
Бирлик
Лютесценс ФРГ х Бирлик
Бирлик х Лютесценс ФРГ 

1070,4
1009,8
1948,3
1617,3

509,7
556,3
750,1
910,9

2,1
1,8
2,6
1,8

1426,2
910,5
1488,8
1146,1

306,9
267,2
416,4
371,4

4,7
3,4
3,6
3,1

Лютесценс ФРГ
Лютесценс КСИ
Лютесценс ФРГ х Лютесценс КСИ
Лютесценс КСИ х Лютесценс ФРГ

1070,4
1324,4
1134,1
1565,2

509,7
318,9
779,6
554,1

2,1
4,2
1,5
2,8

1426,2
1297,5
1856,8
1419,2

306,9
138,9
529,1
315,8

4,7
9,3
3,5
4,5

Бирлик
Безостая 1
Бирлик х Безостая 1
Безостая 1 х Бирлик

1009,8
880,6
1415,0
1245,9

556,3
662,9
800,0
604,2

1,8
1,3
1,8
2,1

910,5
1149,5
1138,8
870,7

267,2
246,3
305,1
289,3

3,4
4,7
3,7
3,0

У всех изученных гибридных комбинаций отмечается активация син-
теза нуклеиновх кислот в митохондриях. Исключение составили гибрид 
Лютесценс ФРГ х Лютесценс КСИ (по содержанию РНК) и гибрид Безос-
тая 1 х Бирлик (по содержанию ДНК).

Изучение содержания нуклеиновых кислот в хлоропластах пшеницы 
показало, что все изученные гибридные комбинации по содержанию хло-
ропластной ДНК превосходили родительские формы. В отношении хло-
ропластной РНК определенной закономерности установлено не было. В 
одних случаях гибриды характеризовались активацией синтеза хлороп-
ластной РНК по сравнению с родительскими сортами (Лютесценс ФРГ х 
Бирлик, Лютесценс ФРГ х Лютесценс КСИ), в других – уступали исход-
ным компонентам (Бирлик х Лютесценс ФРГ, Лютесценс КСИ х Лютесценс 
ФРГ, Бирлик х Безостая 1, Безостая 1 х Бирлик).

Следует отметить, что из изученных гибридных комбинаций только 
гибрид Лютесценс ФРГ х Бирлик характеризовался увеличением содержа-
ния РНК и ДНК в митохондриях и хлоропластах. 

Таким образом, в результате исследований установлено, что исследу-
емые гибриды пшеницы превосходили родительские сорта по содержанию 
ДНК-фуксина в ядрах, синтезу нуклеиновых кислот в цитоплазматических 
органеллах клетки.

Можно полагать, что когда и митохондриальная, и хлоропластная сис-
темы функционируют с повышенной нагрузкой, то в этом случае следует 
ожидать и высокий гетерозисный эффект у высокоурожайного гибрида, ко-
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торый бы получил большее количество энергии от обеих систем для обес-
печения более высоких процессов биосинтеза пластических веществ.
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Резюме
Изучалось изменение содержания нуклеиновых кислот в ядрах, митохондри-

ях и хлоропластах гетерозисных гибридов пшеницы.Установлено, что исследуемые 
гибриды пшеницы превосходили родительские сорта по содержанию ДНК-фукси-
на в ядрах и синтезу нуклеиновых кислот в цитоплазматических органеллах клетки.

it was studied the changes in nucleic acid content in the nuclei, mitochondria and 
chloroplasts of wheat hybrids. it is established that the investigated hybrids of wheat ex-
ceeded the parental forms of dnA-fuchsine content in the nuclei during heterosis and in-
creased energy supply of cells may contribute either mitochondrial or chloroplast genet-
ic systems. 
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ПОЛОВОЙ ДИМОРФИЗМ В ПРОФАЗЕ I МЕЙОЗА У ВИДОВ С 
РАЗНЫМИ ТИПАМИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОЛА

Половой диморфизм в широком понимании означает любые разли-
чия мужских и женских особей одного биологического вида по внешним и 
внутренним признакам. Проблема полового диморфизма в мейозе не теряет 
своей актуальности уже более 100 лет. Особый интерес вызывает проблема 
регуляции мейоза и селекции мейотических клеток, отличных у особей раз-
ного пола (foreit, 1984; tease, hulten, 2004; morelli, cohen, 2005).

Хорошо известны кардинальные различия во времени начала мейоти-
ческих событий у самцов и самок птиц и млекопитающих. У самцов мейоз 
начинается в период полового созревания, тогда как у самок профаза i мей-
оза начинается в период пренатального развития, останавливается на ста-
дии диктиотены до наступления половой зрелости, и мейоз завершается 
только после оплодотворения. Установлено, что процессы рекомбинации, 
синапсиса и десинапсиса гомологов по-разному контролируется у самцов и 
самок животных (morelli, cohen, 2005).

Как правило, у эукариот один пол гомозиготен, а другой гетерозиго-
тен по половым хромосомам. У курицы домашней (Gallus domesticus) гете-
рогаметным полом являются самки (2n=78; ZW). А гомозиготным – самцы 
(2n=78; ZZ). В кариотипе 78 хромосом, 16 из которых – макрохромосомы (в 
т.ч. и половые), 62 микрохромосомы (Wang, Shoffner, 1974). У подавляюще-
го числа млекопитающих гетерогаметным является мужской пол. Однако в 
пределах mammalia есть исключения из общего правила (см. veyrunes et al., 
2010). В пределах уникального рода Ellobius выделено 5 видов животных, 
4 из которых отличаются нехарактерными для млекопитающих типами оп-
ределения пола, лишь у афганской слепушонки (Ellobius fuscocapillus) опи-
сана типичная для система определения пола (♂Xy, ♀XX). У трех пред-
ставителей этого рода – восточной (E.tancrei), обыкновенной (E.talpinus) и 
алайской (E.alaicus) слепушонок идентичные по длине и G-окраске поло-
вые хромосомы обнаружены и у самцов, и у самок (♂♀ХХ ХХ). У закав-
казской слепушонки (E.lutescens) – только одна половая хромосома выявле-
на у представителей обоих полов (♂♀ХО) (Воронцов и др., 1969; Ляпуно-
ва, Воронцов, 1978).

Исследование начальных стадий мейоза часто осуществляется на ос-
нове анализа синаптонемного комплекса (СК). СК – нуклеопротеидная 
структура, специфичная только для профазы i мейоза. СК формируется 
между двумя гомологичными хромосомами, «застёгивая» их подобно «за-
стежке-молнии», и принимает участие в процессах синапсиса, рекомбина-
ции и десинапсиса хромосом.
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Настоящая работа посвящена выделению половых различий в профазе 
i мейоза у видов с разными типами определения пола: у курицы домашней 
G.domesticus и слепушонки обыкновенной E.talpinus с изморфными поло-
выми (ХХ) хромосомами у обоих полов.

Материалы и методы
Самцы и самки курицы домашней G.domesticus были получены на од-

ной из подмосковных птицефабрик. Слепушонки E.talpinus отловлены из 
природных популяций и получены в результате многолетнего разведения 
в виварии сотрудниками ИБР РАН д.б.н. И.Ю. Баклушинской и проф. Е.А. 
Ляпуновой (см. Ляпунова и др., 2010). Материал для исследования женс-
кого мейоза получили из яичников эмбрионов на 14-17 дни инкубации или 
1-3-дневных цыплят и самок слепушонок в течение первых суток после 
рождения. Материал для мужского мейоза получен от половозрелых пету-
хов. Получение распластанных препаратов СК, их контрастирование, им-
муноокрашивание и анализ проводили по ранее описанным методам (Kolo-
miets et al., 2010). Осевые элементы хромосом и латеральные элементы СК 
идентифицировали с помощью антител против белка scP3. Центромеры 
выявляли с помощью антител против белка кинетохора cenP-A или поли-
клональными антицентромерными антителами АСА.

Результаты и обсуждение
На стадии пахитены у петухов G. domesticus электронно-микроскопи-

чески и иммуноцитохимически выявлено 34 полностью сформированных 
СК, у кур 33 СК и половой гетероморфный СК бивалент. Половой (ZZ) би-
валент в сперматоцитах петухов идентифицировали на основе метода СК-
кариотипирования по относительной длине этой пары хромосом. Морфо-
логически половой (ZZ) бивалент ничем не отличается от аутосомных СК.

Половой (ZW) бивалент кур удается легко идентифицировать уже на 
стадии ранней пахитены: между этими хромосомами либо формируется ко-
роткий концевой участок СК с длинными асинаптированными осями, либо 
они остаются полностью асинаптироваными, причем W-унивалент утол-
щен и не редко замкнут в «кольцо», тогда как в структуре более длинного 
Z-унивалент формируются многочисленные бреши. У кур в конце первой 
профазы хромосомы приобретают вид т.н. «ламповых щеток», воспроиз-
водящих огромное количество РНК, синтезируемой на латеральных пет-
лях, которые остаются в вытянутом состоянии на протяжении всего рос-
та ооцита, вплоть до начала конденсации хромосом. Транскрипционная ак-
тивность этого типа хромосом обусловлена необходимостью в дальнейшем 
формирования яйца с большим запасом веществ, необходимым для разви-
тия эмбриона (flemming, 1882; callan, 1986).

Интересны различия в деградации СК у кур и петухов на стадии 
диплотены: в ядрах у кур этот процесс начинается с отталкивания боковых 
элементов СК и распространяется от теломерного конца к интерстициальным 
участкам хромосом, а у петуха удаление белка scP3 происходит пунктирно 
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еще до начала десинапсиса хромосом. У самцов и самок мышей Mus muscu-
lus с классическими половыми хромосомами (2n=40, ♂Xy, ♀XX) ранее ус-
тановлено аналогичное удаление scP3 из СК, причем элиминация данного 
белка первоначально осуществляется в G-бэндах (Давтян, Коломиец, 2008).

Наиболее ранним проявлением полового диморфизма у E. talpinus (как 
и у G. domesticus) в профазе i мейоза было формирование ярко выраженной 
конфигурации «букета» хромосом в ооцитах и отсутствие его в спермато-
цитах (Kolomiets et al., 2010). Фигура «хромосомного букета» впервые опи-
сана Дж. Гелеи в конце первого десятилетия ХХ в. у молочной планарии 
(по: scheretan, 2001). «Букет» представляет собой специфическую для ран-
ней профазы мейоза пространственную организацию хромосом, способс-
твующую сближению гомологичных хромосом. Как правило, в женском 
мейозе «букет» сохраняется вплоть до стадии ранней пахитены, тогда как в 
мужском мейозе такая конфигурация исчезает в ранней зиготене или вовсе 
не формируется (harper et al., 2004; Богданов, Коломиец, 2007).

Ранее установлено, что, как правило, СК самок длиннее СК самцов, 
несмотря на эквивалентный объем генома у обоих полов (morelli, cohen, 
2005). У самок E. talpinus – 155 µm, у самцов – 119 µm (Матвеевский, 2011). 
Т.о., наши данные коррелируют с результатами измерения длин СК других 
позвоночных животных и человека (Wallace, hulten, 1985; Wallace, Wallace, 
2003; campos-ramos et al., 2009; и др.)

У самцов E.talpinus, начиная со стадии поздней зиготены, половой 
(ХХ) бивалент постепенно выселяется на периферию ядра, вокруг него 
формируется облачко электронно-плотного материала. На стадии ранней 
пахитены четко идентифицируются два прителомерных фрагмента СК 
между ХХ хромосомами. В центральной части полового бивалента оста-
ется обширная зона асинапсиса. Таким образом, у самцов формируется за-
крытый половой бивалент. Характерной чертой асинаптированного учас-
тка является «размывание» структуры осевых элементов и формирование 
на этих участках одного ядрышкоподобного телеца. По мере продвижения 
пахитены наблюдается постепенная трансформация структуры полового 
бивалента – осевые элементы в зоне асинапсиса первоначально перекру-
чиваются, формируя фигуру «восьмерки», далее осевые элементы могут 
формировать отростки и принимают форму клубка. Участки СК меж-
ду теломерными участками хромосом постепенно укорачиваются. В це-
лом, сценарий поведения полового бивалента самцов E.talpinus совпада-
ет с таковым, описанным нами ранее у самцов E.tancrei (Kolomiets et al., 
1991). СК самок E.talpinus морфологически ничем не отличается от ауто-
сомных СК и идентифицирутся с помощью СК-кариотипирования. У са-
мок E.talpinus на стадии диплотены отталкивание боковых элементов СК 
аутосом распространяется с середины полового бивалента и движется 
к теломерным концам. В ядрах самцов E.talpinus удаление белка scP3 
происходит до начала десинапсиса хромосом.
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С развитием новых цитогенетических и молекулярно-генетических 
методов, средств и приемов исследований стало очевидным, что процессы 
синапсиса, рекомбинации и десинапсиса гомологичных хромосом в мейо-
зе, хотя и контролируются сходными молекулярными механизмами, однако 
различаются строгостью контрольно-пропускных пунктов мейоза у самок 
и самцов. Первоначально это было установлено для гетерозигот по хромо-
сомным транслокациям. В настоящее время эта закономерность установле-
на и для носителей многих мейотических мутаций (morelli, cohen, 2005).

Однако, следует подчеркнуть, что строгость КПП профазы i мейоза 
(checkpoints) зависит не от пола, а прежде всего от того, какой из полов дан-
ного вида гетерогаметен по половым хромосомам. Т.о., правило Холдей-
на, которое гласит «если в потомстве межвидовых гибридов один из полов 
встречается реже, полностью отсутствует или стерилен, то этот пол явля-
ется обычно гетерогаметным», нашло подтверждение уже на современном 
уровне исследования (haldane, 1922).

Выводы
Начало формирования ооцитов и сперматоцитов в оогенезе различно. 

Профаза i мейоза у самок и самцов каждого вида различаются не только по 
времени течения, но и по морфологическим, морфометрическим характе-
ристикам. В особенности представляется интересным различия на уровне 
работы КПП: мейоциты с гетероморфными половыми хромосомами (сам-
ки птиц и самцы млекопитающих) подвергается более строгому контролю.
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Резюме
Настоящее сообщение посвящено анализу полового диморфизма профазы i 

мейоза у видов с разными типами определения пола (Gallus domesticus: ♂ZZ, ♀ZW; 
Ellobius talpinus: ♂♀ XX).

Це повідомлення присвячене аналізу статевого диморфізму профази i мейозу 
у видів з різними типами визначення статі (Gallus domesticus: ♂ ZZ, ♀ ZW; Ellobius 
talpinus: ♂♀ XX).

the present communication is devoted to the analysis of sexual dimorphism in 
prophase i of meiosis in species with different types of sex determination (domestic fowl 
Gallus domesticus: ♂ ZZ, ♀ ZW; mole vole Ellobius talpinus: ♂♀ XX).
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ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ СТАТУС ЗРЕЛОГО 
НЕОПЛОДОТВОРЕННОГО ЯЙЦА И УСПЕшНОСТЬ 

ПАРТЕНОКЛОНИРОВАНИЯ ТУТОВОГО шЕЛКОПРЯДА
Все достижения в области партеноклонирования базируются в ко-

нечном счете на методе термического амейотического партеногенеза раз-
работанном Б.Л.Астауровым; причем главным достижением остается вы-
ведение путем селекции на гетерозиготность партеноклона Р29, генотип 
которого вобрал в себя из генофонда тутового шелкопряда гены, обеспечи-
вающие при термоактивации зрелого неоплодотворенного яйца выпадение 
из мейоза редукционногого деления и образование диплоидного ядра дроб-
ления, не менее эффективного, чем в нормальном развитии промышленных 
гибридов [1,2]. 

Хотя способность клона Р29 к полному термическому партеногенезу 
(СТП) является уникальной в плане эффективности, это не говорит о том, 
что сам метод термоактивации не обладает рядом факторов, которые мо-
гут ухудшать эту способность в неоплодотворенных яйцах иного генотипа, 
а в некоторых случаях и вовсе сводить её к нулю. С вылетом имаго физио-
логические процессы в зрелом ооците не прекращаются; вмешательство в 
них при подготовке к термоактивации лишь модифицирует их в условиях, 
которые созданы экспериментатором. Эти предактивационные модифика-
ции еще не изучены; их игнорирование иногда приводит к печальным ре-
зультатам. 

В работе изучены некоторые из предактивационных факторов, влия-
ющих на успешность термического партеногенеза у тутового шелкопряда 
Bombyx mori l. Изучение реакции на них клона Р29 позволит в будущем це-
ленаправленно улучшать классический метод Астаурова, расширяя спектр 
эффективно клонируемых генотипов, и получить клоны на материале, кото-
рый ранее оставался вне партеноклонирования.

Материал и методы
В качестве материала использовали грену бабочек партеноклона Р29 

тутового шелкопряда Bombyx mori l. В методе термоактивации, грену пос-
ле извлечения из бабочки обсушивают на воздухе в течении 8-12 часов при 
комнатной температуре (около 22°С).

Влияние возраста самки на СТП изучали на пяти группах имаго d0, 
d1, d2, d3, d4, вылетевших в один день (dn – n суток с момента вылета). В 
каждом возрасте готовили 9 проб извлеченной грены и одну контрольную 
(активация грены в теле бабочки – К1). Время пребывания грены на возду-
хе после извлечения варьировали от 0 до 2 ч с интервалом в 15 мин. Пробы 
приготавливали каждые 15 минут, увеличивая тем самым экспозицию на 
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воздухе первой пробы до двух часов; после этого все пробы одновремен-
но подвергали термоактивации, чтобы условия прогрева были одинаковы-
ми для всех проб изучаемого возраста имаго. Невскрытых бабочек обраба-
тывали параллельно с опытными пробами в том же режиме. Спустя 3 суток 
при 16°c из них извлекали грену, которую далее хранили вместе с осталь-
ными пробами при комнатной температуре.

Влияние охлаждения (+5°С или +11°С) на способность к термоактива-
ции (СТА) по ходу 8-ми часовой экспозиции на воздухе изучали, охлаждая 
пробы грены через каждый час в течении 1,2,3,4,5 и 6 часов в пределах 8-ми 
часового пребывания грены на воздухе. Отдельно изучали динамику СТА 
при увеличении периода охлаждения от одного до семи часов после 1ч об-
сыхания извлеченной грены на воздухе. Контролем служили пробы, акти-
вированные стандартным методом Астаурова (К). 

Способность опытных и контрольных проб к термоактивации оцени-
вали по проценту пигментированных яиц в пробе. Способность к полному 
термопартеногенезу оценивали по выходу личинок (мурашей) из пигмен-
тированных яиц.

Данные на графиках представлены с 95% доверительными интерва-
лами.

Результаты и обсуждение
Изменение СТА в зависимости от срока хранения извлеченной грены 

изменяется волнообразно для каждого возраста бабочки, более того с до-
вольно определенной периодичностью. Различие между кривыми, которые 
обнаруживаются на рис.1., видимо, не очень существенны, так как после ус-
реднения (кривая средних значений) сохраняет почти периодичный волнооб-
разный характер. По-видимому, различия в возрасте приводят лишь к незна-
чительным горизонтальным сдвигам соответствующих кривых активации.

Волнообразный периодический характер активационных процессов 
установлен в активированных яйцах млекопитающих и связан с перио-
дическими изменениями в концентрации свободного кальция в ооплазме 
[3]. Только биохимические исследования могут установить природу обна-
руженных колебаний в СТА у тутового шелкопряда. Однако можно пред-
положить, что резкое изменение окружения яйца при извлечении его из 
овариолы может стимулировать в нем активационные процессы в форме 
сцинтилляций свободного кальция, оказывающих влияние на успешность 
термоактивации.

Возрасту проб в 30 мин соответствует самое низкое значение СТП. 
(рис.2) Это свидетельствует о том, что физиологический статус яйца к это-
му времени оказывается самым неблагоприятным для термоактивации. За-
тем яйцо выходит из этого «провала» и далее способность к СТП волнооб-
разно изменяется с амплитудой значительно меньше, чем при 30 мин. При 
охлаждении часовых проб извлеченной грены в +5°С в течение 1-7 ч про-
исходит быстрое падение СТА (таб.1). СТА контрольной пробы (К) остает-
ся максимальной. 
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Рис. 1. Влияние возраста бабочек и возраста извлеченной из них грены на спо-
собность к термоактивации (СТА)

Рис.2. Способность к полному партеногенезу (СТП) в зависимости от времени 
пребывания грены на воздухе

В дополнительных опытах (рис.3) воздействовали пониженной темпе-
ратурой +11°С в течении часа в 8-ми часовом интервале (с компенсацией и 
без компенсации охлаждения в 1ч) и обнаружили, что в опыте без компен-
сации ухудшение способности к СТА приходиться на седьмой час, а в опы-
те с компенсацией – на второй час.
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Таблица 1
СТА при последовательном увеличении часов в пониженной температуре

Длительность 
охлаждения, ч

Пигментация
Отсутствие пигментации, шт Объем пробы, шт

шт %
К 189 80,3 47 236
1 148 70,3 63 211
2 99 50,0 99 198
3 103 37,6 172 275
4 68 28,6 173 241
5 8 3,6 199 207
6 4 1,9 199 203
7 4 1,6 231 235

Рис.3. СТА в зависимости от некомпенсируемого (а) и компенсируемого (b) ча-
сового охлаждения, примененного в разные сроки предактивационного периода

При воздействиях холода +5°С длительностью 2-6 ч в период (8 ч) пре-
бывания грены на воздухе СТА неизменно уменьшается, если интервал ох-
лаждения включает срок в 4 ч после извлечения грены (рис.4.). Этот важ-
ный момент заслуживает изучения.

Рис.4. Влияния холода в период до активации на СТП (в %)
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Выводы
1. Изменение СТА в зависимости от срока пребывании на воздухе из-

влеченной грены носят волнообразный характер в исследованном 8-ми ча-
совом интервале времени, что, возможно, связано с периодическим изме-
нением концентрации кальция в цитоплазме, вызванном извлечением яйца 
из овариолы на воздух.

2. Увеличение периода охлаждения в пределах 8-ми часового пребыва-
ния грены на воздухе приводит к быстрому снижению СТА. 

3. При компенсируемом часовом охлаждении извлеченной грены паде-
ние СТА приходится на второй час после ее извлечения, при некомпенси-
руемом – на седьмой. 

4. Резкое падение СТА наблюдается при охлаждении разной длитель-
ности, если оно включает 4-часовой возраст грены после ее извлечения. 

5. Полученные результаты показывают «уязвимые места» термоакти-
вации, в которых возможно усовершенствование астауровского метода для 
получения клонов тех генотипов, которые пока остаются вне клонирова-
ния. 
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Резюме
В работе представленны экспериментальные данные, выявившие возможность 

усовершенствования астауровского метода термического партеногенеза на тутовом 
шедкопряде с перспективой перенесения его на другие генотипы тутового шекопря-
да и даже на другие типы животных.

У роботі наведені експериментальні дані, які виявили можливість удоскона-
лення методу термічного партеногенезу Астаурова на шовковичному шовкопряді з 
перспективою перенесення його на інші генотипи шовковичного шовкопряду і на-
віть на інші види тварин.

the paper presents the experimental results that revealed some opportunities of im-
proving the method of thermal parthenogenesis in the silkworm, with the prospect of 
transferring it to other genotypes of silkworm and even other species of animals.
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ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЕ УСИЛЕНИЕ МУТАЦИОННЫХ 
ИЗМЕНЕНИЙ, ПОВЫшАЮЩЕЕ РАЗРЕшАЮЩУЮ 

СПОСОБНОСТЬ ЕСТЕСТВЕННОГО ОТБОРА
Среда обитания постоянно ставит перед организмами определенные 

«проблемы», которые они должны «решать». При этом решения могут быть 
как оперативными (онтогенетическими), так и долговременными (генети-
ческими, наследуемыми, эволюционными). В последнем случае основным 
механизмом приспособления (генетической адаптации) является естест-
венный отбор, специфика которого не может быть прояснена только с по-
мощью понятий «случайности», «необходимости», «статистичности» и пр. 
(Борзенков, 2003). Принцип естественного отбора должен быть содержа-
тельно развит эволюционной наукой до такой степени, чтобы с его помо-
щью решить основную проблему биологической науки – проблему возник-
новения (эволюции) сложности. Очевидно, что она также имеет два аспекта 
– онтогенетический и филогенетический (эволюционный). В данной статье 
нас будет интересовать второй аспект указанной проблемы с привлечением 
воззрений, касающихся онтогенеза.

Множество примеров наличия сложных качественных признаков (глаз 
млекопитающих, способность к эхолокации у летучих мышей, пропеллеро-
подобный жгутик бактерий, защитные приспособления жука-бомбардира, 
ловчее устройство рыбы-брызгуна и др.), возникновение которых допуска-
ется биологами-эволюционистами эволюционным путем, тем не менее, за-
частую порождает у них сомнение относительно возможности возникно-
вения таких признаков путем постепенного улучшения исходной функции, 
сея у них креационистские настроения. С этих позиций, представляется не-
возможным постепенное (эволюционное на основе естественного отбора) 
улучшение системы-предшественника, поскольку любой предшественник 
системы (т.е. промежуточная стадия), сложность которой нередуцируема, 
будет нефункциональным. Фактически, проблема обоснования эффектив-
ности естественного отбора сводится к проблеме обоснования возможнос-
ти «разложения» на жизнеспособные элементы системы, «доказавшей» 
свое эволюционное преимущество (адаптированность).

Кроме этого, сомнение в достаточной эффективности естественного 
отбора часто основываются на исчезающе малой вероятности возникно-
вения сложных качественных признаков. В значительной степени данная 
проблема разрешается с помощью идеи нарастающего отбора, которую раз-
вивает Р. Докинз (Докинз, 1993), полагая, что «деятельность» естественно-
го отбора обладает кумулятивным эффектом, т.е. памятью. Действительно, 
сутью эволюционного процесса является запоминание модификационных 
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изменений, имеющих фенотипический и/или генотипический характер, и 
которые обеспечивают определенные конкурентные преимуществ их обла-
дателям.

Биологические системы, обладая способностью к размножению, не на-
чинают каждый раз свою эволюционную «биографию» с чистого листа – их 
текущие модификации основываются или даже канализируются (направ-
ленность эволюции) предшествующими состояниями. При этом не про-
исходит возврата в изначальное состояние, качественный характер кото-
рого, фактически, невозможно представить. Внешние воздействия «запо-
минаются» биологическим объектом (эпигенетический компонент) путем 
модификации предсуществующих программ (не только генетической) и в 
дальнейшем предопределяют (преформистский компонент) измененный 
характер активности, передаваемый в поколениях. При этом отпадает необ-
ходимость ждать завершения практически бесконечного процесса перебо-
ра приемлемых вариантов, что делает достижение целесообразных эволю-
ционных результатов вполне обозримым по срокам.

При всей очевидной эффективности и убедительности подхода Р. До-
кинза остается ряд проблем, решение которых придало бы принципу естес-
твенного отбора дополнительную объяснительную мощь. В связи с этим, 
особо важными представляются две взаимосвязанные проблемы: разре-
шающая способность естественного отбора («замечает» ли отбор незна-
чительные изменения и насколько они должны быть значительными для 
приобретения статуса адаптивно-значимых), о которой мы уже писали (см. 
Михеев, Гродзинский, 2007) и представление качественных скачков как со-
вокупности мелких изменений – проблема эволюционной декомпозиции.

Зачастую сложность проблемы обусловлена неразработанностью ме-
танаучных (например, системологических) подходов, методов и методик 
смежных наук, потому что любая проблема науки, занимающейся изучени-
ем систем определенного уровня организации, это, фактически, проблема 
и наук менее «организованных» и более «организованных» (метанаук). Ре-
шение указанных выше проблем становится возможным в свете новых дан-
ных и подходов.

Так, развитие радиобиологии обогатило общую биологию рядом фун-
даментальных понятий, среди которых принцип «усилителя» может иметь 
непосредственное отношение к решению ряда проблем эволюции. Сущес-
твование биологических механизмов усиления обеспечивает преодоление 
факторами (в том числе эволюционными) соответствующих порогов чувс-
твительности или устойчивости биологических систем, что являйся усло-
вием развития их реакций (переходных процессов, выражаясь языком био-
кибернетики), а также (при соответствующей дозе фактора) формирование 
состояния приспособленности к действию данного фактора (адаптации во-
обще и эволюционной в частности) (Михеев и др., 2005).
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Функционирование системы биологического усилителя лежит в ос-
нове как повреждающего, так и регуляторного действия факторов. Разно-
образные факторы могут индуцировать изменение экспрессии ряда генов 
и, в конечном итоге, приводить к усилению работы, например, фермента-
тивных репарационных систем, что повышает устойчивость клетки к пос-
ледующим стрессовым воздействиям. Механизм усиления лежит в осно-
ве реакций всех биологических объектов на действие различных экзоген-
ных и эндогенных факторов, в регуляции всех их жизненных фикций. Его 
реализация обеспечивается существованием систем трансдукции сигналов 
с участием ряда вторичных посредников. Задействование «сети» систем 
трансдукции сигналов может обеспечить значительное усиление первич-
ного эффекта фактора (например, мутационного), его генерализацию и пе-
редачу на более высокие уровни интеграции, определяя их реагирование. В 
результате действия системы биологического усиления может происходить 
умножение и передача генетических сигналов, обеспечивая условия реали-
зации генотипа в фенотип через ряд эпигенетических систем управления. 
Явление трансдукции сигнала проявляет себя в функционировании, росте и 
развитии биологических систем в нормальных и экстремальных условиях.

Кажется очевидным, что чем сложнее цепь передачи сигнала и чем 
больше вторичных посредников в ней задействовано, тем большим явля-
ется усиление первичного сигнала. При этом каждый из компонентов этой 
цепи может служить независимой мишенью для регуляторного воздейс-
твия, что создает широкие возможности для управления реакцией биологи-
ческих систем разных уровней интеграции.

Именно работа механизма биологического усиления обеспечивает, в 
конечном итоге, заметное фенотипическое проявление мутационного из-
менения. Это, в свою, очередь, позволяет манифестировать биологической 
системе свое модификационное приобретение и продолжать участвовать в 
«эволюционном конкурсе».

С учетом того, что система биоусиления является неотъемлемой час-
тью функционирования и развития живых систем, может быть проблема 
разрешающей способности естественного отбора преувеличена и любая 
потенциально полезная мутация благодаря работе механизмов эпигенети-
ческого усиления (а, собственно говоря, в организме все механизмы усиле-
ния – эпигенетические) способна в конечном итоге «породить» результат, 
который значимо (существенно, заметно, достоверно) и с необходимостью 
повышает шансы на выживание обладателя этого признака? Именно систе-
ма биоусиления и позволяет реализоваться «полезной» мутации. Как, впро-
чем, и «вредной»…

Что же из собой представляют эпигенетические реакции. Понятие 
«эпигенотип» пришло в физиологическую генетику из эмбриологии («Фи-
зиологическая генетика», 1976; Ванюшин, 2009) При рассмотрении харак-
тера функционирования генома, среди общей совокупности генов разли-
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чают облигатно неактивные гены, облигатно активный генетический мате-
риал, представленный генами, функционирующими во всех соматических 
клетках независимо от типа их дифференцировки, и факультативно актив-
ный генетический материал, который может находиться в клетках данно-
го типа дифференцировки в активном и в неактивном состояниях в зависи-
мости от стадии митотического цикла или факторов внешней и (или) внут-
ренней среды. Если дифференцированные клетки сохраняют способность 
к делению, то спектр генной активности клеток данного типа наследуют-
ся в ряду клеточных поколений. Поскольку в данном случае речь идет о на-
следовании не только общей генетической программы, но и о наследовании 
спектра функционально активных генов, то имеет место эпигенетическое 
наследование. Считается, что факультативное (модификационное) измене-
ние активности генов носят временный характер и не наследуются (точнее, 
не наследуется долго). Даже если это так, то следует учитывать возможное 
возрастание уровня мутирования активно транcкрибируемых локусов (Ко-
рогодин, 1982). Хотя наследуемые эпигенетические изменения носят мас-
совый характер, охватывающий большинство клеток, и отличаются от еди-
ничных мутационных изменений соматических или половых клеток, но 
не следует забывать, что мутации половых клеток животных или сомати-
ческих клеток растений, рано или поздно благодаря работе эпигенетичес-
ких систем усиления, проявят себя в фенотипе и будут влиять на жизнеспо-
собность (конкурентоспособность и т.д.) их обладателя. Например, клетки 
стеблевой меристемы образуют вегетативные ткани стебля и флоральную 
меристему, из которой формируются репродуктивные структуры и клеточ-
ные линии, дающие начало гаметам. Вследствие этого соматические мута-
ции могут переходить в гаметы, что делает такие изменения потенциально 
эволюционно значимыми (Шилина и др., 2006).

Достижения системного похода позволяют подойти и к решению де-
композиционной проблемы. Эволюционные «достижения» можно рас-
сматривать как результат эволюционного (постепенного) системогене-
за, порождающего новые (эмерджентные) качества. Яркой иллюстраци-
ей этого может быть «история» с оценкой эволюционной роли молекулы 
23s-рРНК, которая осуществляет присоединение аминокислот к синтези-
руемой в рибосоме молекуле белка (Марков, 2012). Определяющая важ-
ность этой молекулы в синтезе белка позволила предположить, что про-
исхождение (эволюция) рибосом началась именно с этой молекулы. Одна-
ко молекула 23s-рРНК слишком сложна, чтобы можно было представить ее 
появление одномоментно, т.е в готовом виде. Другими словами, необходи-
мо было представить эволюцию молекулы 23s-рРНК как цепь, постепенно 
сменяющих друг друга молекул-предшественниц, каждая из которых спо-
собна достаточно эффективно выполнять свою функцию. Действительно, 
оказалось, что молекулу 23s-рРНК можно представить как систему, состо-
ящую из 60 самостоятельных структурных блоков (элементов) и, что са-
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мое важное, как систему, поддающуюся последовательной «разборке» без 
поломки остающихся элементов. Таким образом, удалось выделить фраг-
мент, составляющий 7 % от общей массы молекулы и представляющий ка-
талитический центр молекулы. Р. Докинз, рассматривая последовательные 
стадии эволюции глаза, фактически, тоже производил своеобразную деком-
позицию такого сложного образования, одномоментное возникновение ко-
торого (как, например, результат макромутации) представить невозможно. 
Важно также отметить, что эволюционная «сборка» упомянутого молеку-
лярного агрегата и глаза осуществляется на разных структурно-функцио-
нальных уровнях из элементов, возникновение которых (субъединиц или 
тканей с новыми качествами) может произойти одномоментно. Фактичес-
ки, эволюция «сводит» решение крупных задач (о существовании которых 
она, кстати, и не «подозревает») к последовательному (постепенному) ре-
шению ряда мелких.

Таким образом, постепенность, как одно из проявлений естественного 
отбора, кроме всего прочего (механизмов усиленной мутабильности фун-
кционально активных генетических локусов, генетической ассимиляции 
эпигенетических изменений, элементов эволюционной канализованности 
и др.) обеспечивается эпигенетическими механизмами усиления мутацион-
ных изменений и возможностью «эволюционного» существования проме-
жуточных стадий на всех структурно-функциональных уровнях организа-
ции, которые случайно и/или неслучайно достраиваются новыми структу-
рами, повышающими их конкурентоспособность. Более того, следствием 
принципа естественного отбора является требование возможности деком-
позиции наличных качественных признаков до более простых. Если же это 
условие не соблюдается, то приходится констатировать либо неполноту па-
леонтологической летописи (вечная проблема «недостающего звена») либо 
неспособность исследователей осуществить такую декомпозицию спекуля-
тивно (теоретически).
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Резюме 
В статье проблема обоснования эффективности естественного отбора сводит-

ся к проблеме обоснования возможности «разложения» на жизнеспособные элемен-
ты системы, «доказавшей» свое эволюционное преимущество (адаптированность). 
Показано, что работа механизма биологического усиления обеспечивает, в конеч-
ном итоге, заметное фенотипическое проявление мутационных изменений, что, в 
свою очередь, позволяет биологической системе проявить свое модификационное 
«приобретение» и продолжать участвовать в «эволюционном конкурсе».

У статті проблема обґрунтування ефективності природного добору зводить-
ся до проблеми обґрунтування можливості «розкладання» на життєздатні елемен-
ти системи, що «довела» свою еволюційну перевагу (адаптованість). Показано, що 
робота механізму біологічного підсилення забезпечує, зрештою, помітний феноти-
пічний прояв мутаційних змін, що, в свою чергу, дозволяє біологічній системі про-
явити своє модифікаційне «придбання» і продовжувати брати участь в «еволюцій-
ному конкурсі».

in the article the problem of grounding of efficiency of natural selection is taken 
to the problem of grounding of possibility of «decomposition» on the viable elements 
of the system, «proving» the evolutional advantage (adaptability). it was shown that 
work of mechanism of the biological strengthening provides, in the end, the noticeable 
phenotypical effect of mutational changes, which allows to the biological system to 
show the modification acquisition and continue the participating in an «evolutional 
competition».
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ЧАСТОТЫ ВСТРЕЧАЕМОСТИ И ЭКСПРЕССИЯ АЛЛЕЛЕЙ 
ЛОКУСА β-EST В ЛАБОРАТОРНОЙ ПОПУЛЯЦИИ DROSOPHILA 

MERCATORUM
Использование искусственно созданных популяций в качестве объ-

ектов изучения полиморфизма по каким-либо генным локусам удобно по 
причине того, что все особи в этих популяциях находятся примерно в рав-
ных условиях и по частоте встречаемости какого-либо аллеля можно судить 
о его адаптивной ценности в данных условиях. А так как, искусственные 
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популяции, как правило, поддерживаются при оптимальных для данного 
организма условиях, то увеличение частоты встречаемости соответствую-
щего аллеля, по сравнению со стандартным распределением 1 : 1, харак-
терным для идеальной равновесной популяции, будет свидетельствовать о 
том, что этот аллель является доминантным и даёт организму адаптивное 
преимущество. То же самое касается и генотипов – чем чаще в популяции 
встречается тот или иной генотип, тем более жизнеспособны его носители.

Удобным методом определения частот встречаемости аллелей в попу-
ляции и, как следствие, их адаптивного значения является метод нативного 
электрофореза белков с последующим гистохимическим выявлением уров-
ня экспрессии изучаемого фермента [4]. Используя эти методы, можно ус-
тановить не только частоты встречаемости аллелей и генотипов, но и их 
функциональную активность – генотипические особенности экспрессии. 
При этом можно ожидать, что у наиболее часто встречаемых аллелей и ге-
нотипов уровень экспрессии будет выше, что также будет свидетельство-
вать о доминантности. 

Исходя из этого, целью данной работы было определить частоты встре-
чаемости аллелей локуса β-Est и генотипические особенности экспрессии 
аллозимов β-эстеразы в лабораторной популяции Drosophila mercatorum. 
Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 1) оп-
ределить частоты встречаемости аллелей по локусу β-эстеразы; 2) опреде-
лить частоты соответствующих генотипов; 3) определить уровень экспрес-
сии каждого из аллозимов гомо- и гетерозигот; 4) сравнить суммарную экс-
прессию аллозимов гетерозигот с экспрессией аллозимов гомозигот.

Материалы и методы
Объектом исследования служила лабораторная популяция Drosophi la 

mercatorum (Patterson et Weeler, 1942), культивируемая в Лаборатории фи-
зико-химических методов исследования ОНУ имени И. И. Мечникова на 
протяжении года (мухи выделены из природной популяции Drosophila me-
lanogaster «Приозёрная» (Чернобыльская зона отчуждения) Андриевским 
А. М.). Развитие мух проходило при стабильной температуре +25 ºС на 
стандартной четырёхкомпонентной питательной среде [5]. 

Полиморфизм β-эстеразы и экспрессию её аллозимов изучали мето-
дом нативного электрофореза в полиакриламидном геле с последующим 
гистохимическим выявлением ферментных фракций. Для этого отдельно 
взятых имаго гомогенизировали в 10 мкл 0,1 М глицин-naoh буфера рН 
9,0, содержащего 1 % тритона Х-100. Гомогенаты центрифугировали при 
10 000 g в течении 15 мин на холоде. Далее, полученные экстракты смеши-
вали с 5 мкл 0,01 % бромфенолового синего, приготовленного на 60 % рас-
творе сахарозы, вносили в слоты гелевого блока и проводили электрофорез 
при силе тока 50 мА. После электрофоретического разделения ферменты, 
находящиеся в гелевом блоке, обнаруживали с помощью β-нафтилацетата 
и соли диазония. Затем гели сканировали при высоком разрешении и по-
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лученные электрофореграммы денситометрировали с помощью специаль-
ной компьютерной программы «TotalLab. Значения площадей пиков денси-
тограммы использовали как меру экспрессии фермента, исходя из того, что 
площадь каждого пика прямо пропорциональна количеству образовавшего-
ся продукта реакции в зоне локализации фермента [4]. 

Кроме того, используя полученные электрофореграммы, устанавлива-
ли фенотипы и соответствующие им генотипы по наличию либо отсутс-
твию в гелевом блоке тех или иных продуктов аллельных генов локуса 
β-эстеразы. Ожидаемые частоты генотипов и аллелей по локусу β-эстеразы 
в выборке n = 40 находили, пользуясь уравнением Харди – Вайнберга. Со-
ответствие наблюдаемого расщепления признаков теоретически ожидаемо-
му оценивали с помощью метода χ2 [6]. 

Результаты и обсуждение
Гистохимическое выявление аллозимов β-эстеразы после их элект-

рофоретического разделения показало наличие у имаго Drosophila merca-
torum трёх форм этого фермента. Электрофоретически наиболее подвиж-
ная форма (F) характеризуется величиной Rf, равной 0,360, наименее под-
вижная (S) имеет Rf = 0,320. Также имеется и третья форма, с Rf = 0,340. 
Все три электроморфы на электрофореграммах хорошо проявляются при 
использовании в качестве субстратов нафтоловых эфиров уксусной кисло-
ты, что даёт возможность безошибочно идентифицировать эти формы фер-
мента как самостоятельные продукты разных аллелей локуса β-Est. Кроме 
β-эстеразы, β-нафтилацетат способна расщеплять также ацетилхолинэсте-
раза, но она имеет значительно меньшую величину Rf и легко идентифи-
цируется [1]. Судя по данным литературы [7], β-эстераза D. mercatorum, 
вероятно, представляет собой димер. Это может объяснять наличие трёх 
электроморф (аллозимов), два из которых (S и F) образуются в результате 
гибридизации продуктов одного аллеля (гомодимеры), а третий (М) – двух 
(гетеродимер). Таким образом, фракция S-аллозима в гелевом блоке соот-
ветствует генотипу SS, фракция F-аллозима – генотипу FF, а фракция S-, M- 
и F-аллозимов – генотипу SF (рис. 1). 
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Рис. 1. Экспрессия эстераз у Drosophila mercatorum: Субстрат – β-нафтилацетат. 1 – ацетилхо-
линэстераза; 2 – β-эстераза.  

 
           Как видно из рисунка 2, частоты встречаемости генотипов сильно отличаются от 
ожидаемого распределения 1 : 2 : 1, которое могло бы наблюдаться, если бы оба аллеля 
имели одинаковое адаптивное значение. В данной выборке (n = 40) преобладают 
гомозиготы по аллелю S – их 70 %, что в 2,8 раза превышает ожидаемую частоту для 
идеальной популяции. Гетерозигот FS – 27,5 %, а гомозигот  FF – всего 2,5 %, что 
соответственно в 1,8 и в 10 раз ниже ожидаемых частот в случае селективной 
равноценности аллелей. Найденное значение χ2 (44,55) значительно превышает табличное 
значение (5,99) при уровне значимости 0,05 и двух степенях свободы. Всё это 
свидетельствует о том, что в исследуемой популяции действует отрицательный отбор, 
направленный на фенотипы, характеризующиеся наличием F-аллозимов. В то же время, 
наблюдаемое соотношение разных генотипов в экспериментальной популяции 

2 
 

1 
 

+ 
Рис. 1. Экспрессия эстераз у Drosophila mercatorum: Субстрат – β-нафтилацетат. 

1 – ацетилхолинэстераза; 2 – β-эстераза 



173

Как видно из рисунка 2, частоты встречаемости генотипов сильно от-
личаются от ожидаемого распределения 1 : 2 : 1, которое могло бы наблю-
даться, если бы оба аллеля имели одинаковое адаптивное значение. В дан-
ной выборке (n = 40) преобладают гомозиготы по аллелю S – их 70 %, что 
в 2,8 раза превышает ожидаемую частоту для идеальной популяции. Гете-
розигот FS – 27,5 %, а гомозигот FF – всего 2,5 %, что соответственно в 1,8 
и в 10 раз ниже ожидаемых частот в случае селективной равноценности 
аллелей. Найденное значение χ2 (44,55) значительно превышает табличное 
значение (5,99) при уровне значимости 0,05 и двух степенях свободы. Всё 
это свидетельствует о том, что в исследуемой популяции действует отрица-
тельный отбор, направленный на фенотипы, характеризующиеся наличи-
ем F-аллозимов. В то же время, наблюдаемое соотношение разных геноти-
пов в экспериментальной популяции практически совпадает с теоретичес-
ки ожидаемым распределением гомозигот и гетерозигот в многочисленной 
реальной панмиктической популяции. Рассчитанный показатель χ2 соста-
вил в этом случае 0,017, что значительно ниже табличного значения (5,99). 
Следовательно, процесс, вызывающий асимметрию генетической структу-
ры экспериментальной популяции по данному признаку можно считать за-
кономерным [3]. 

По всей видимости, гомозиготы по F-аллелю значительно менее жиз-
неспособны, чем гетерозиготы и гомозиготы по S-аллелю. Таким обра-
зом, можно говорить о том, что S-аллель является условно доминантным, 
а F-аллель – условно рецессивным. Частоты встречаемости S- и F-аллелей 
составляют соответственно 0,842 и 0,158. 
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Рис. 2. Соотношение генотипических классов в экспериментальной, равновесной и 
идеальной популяциях Drosophila mercatorum, полиморфных по локусу β-эстеразы: 
По вертикали – частота встречаемости генотипов в долях от единицы. По горизонтали: A – наблюдаемое 
распределение генотипов в исследуемой популяции, b – ожидаемое распределение генотипов в 
равновесной популяции с экспериментально найденным соотношением аллелей, c – распределение 
генотипов в идеальной популяции. 1 – гомозиготные доминанты, 2 – гетерозиготы, 3 – гомозиготные 
рецессивы.   
 
           Как показано на рисунке 3, у гетерозигот D. mercatorum наиболее выражен 
гетеродимерный аллозим М, являющийся генопродуктом обоих аллелей, а наименее  – 
аллозим F. По всей видимости, аллозим М сильнее выражен по причине того, что 
продукты разных аллелей чаще гибридизуются, чем продукты одного аллеля. Несколько 
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Как показано на рисунке 3, у гетерозигот D. mercatorum наиболее вы-
ражен гетеродимерный аллозим М, являющийся генопродуктом обоих ал-
лелей, а наименее – аллозим F. По всей видимости, аллозим М сильнее вы-
ражен по причине того, что продукты разных аллелей чаще гибридизуются, 
чем продукты одного аллеля. Несколько менее вероятное объяснение боль-
шей выраженности М-аллозима – это изменение четвертичной структуры 
гетеродимера, повышающее его сродство к субстрату. 

У гомозигот доминантных S-аллозим значительно более выражен, не-
жели F-алозим у гомозигот рецессивных. В то же время суммарная экс-
прессия аллозимов гетерозигот в 1,4 раза превышает таковую у гомозигот 
доминантных, что, говорит о гетерозисном эффекте [2]. 

практически совпадает с теоретически ожидаемым распределением гомозигот и 
гетерозигот в многочисленной реальной панмиктической популяции. Рассчитанный 
показатель χ2 составил в этом случае 0,017, что значительно ниже табличного значения 
(5,99). Следовательно, процесс, вызывающий асимметрию генетической структуры 
экспериментальной популяции по данному признаку можно считать закономерным [3].  
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S-аллель является условно доминантным, а F-аллель – условно рецессивным.  Частоты 
встречаемости S- и F-аллелей составляют соответственно 0,842 и 0,158.   
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Рис. 3. Уровни экспрессии аллозимов β-эстеразы у носителей разных геноти-
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Выводы
У Drosophila mercatorum S-аллель β-эстеразного гена встречается с 

частотой 0,842, а F-аллель – c частотой 0,158. По всей видимости, в иссле-
дуемой популяции имеет место естественный отбор, направленный против 
носителей F-аллеля.

Наиболее часто в исследуемой популяции встречается гомозиготно-
доминантный генотип SS (70 %), наиболее редко – генотип FF (2,5 %).

У гомозигот наиболее выражен S-аллозим, у гетерозигот – М-аллозим.
Суммарная экспрессия аллозимов гетерозигот в 1,4 раза превышает та-

ковую гомозигот доминантных, что говорит о гетерозисном эффекте. 
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Резюме
Изучали частоты встречаемости и экспрессию аллелей по локусу β-эстеразы 

(β-Est) в лабораторной популяции Drosophila mercatorum. После проведения щелоч-
ного электрофореза в полиакриламидном геле с последующим гистохимическим 
выявлением ферментов методом компьютерной денситометрии определяли уровень 
экспрессии S-, M- и F-аллозимов β-эстеразы. Установлено, что аллели и генотипы 
по локусу β-Est сильно различаются по частоте встречаемости и экспрессивности.

Вивчали частоти зустрічальності та експресію алелей за локусом β-естерази 
(β-Est) у лабораторній популяції Drosophila mercatorum. Після проведення лужно-
го електрофорезу у поліакриламідному гелі з наступним гістохімічним виявленням 
ферментів методом комп’ютерної денситометрії визначали рівень експресії S-, M- 
та F-алозимів β-естерази. Встановлено, що алелі і генотипи за локусом β-Est сильно 
розрізняються за частотою зустрічальності та експресивністю.

the frequency of occurrence and expression of β-esterase alleles in laboratory 
population of Drosophila mercatorum has been investigated. the expression level of 
S-, M- and F-allozymes of β-esterase was established by computer densitometry after 
their electrophoretic separation and histochemical detection. found that the alleles and 
genotypes at locus β-Est very differ in frequency of occurrence and expressivity.
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ЕПІГЕНЕТИЧНІ ПРИНЦИПИ ЕВОЛЮЦІЇ – ІСТОРІЯ І 
СУЧАСНІСТЬ

Сучасна синтетична теорія еволюції переживає стан глибокої кризи та 
вже не є парадигмою, що об’єднує біологічні знання. В умовах екологічної 
катастрофи, що наближається, в результаті використання в народному гос-
подарстві дійсно найбільших досягнень (логічної, але бездуховної) науки, 
ми починаємо переосмислювати наукову парадигму, звертати свою увагу 
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до витоків формування науки та розуміти, що історія науки – найважливі-
ше джерело знань не лише про минуле, але і про майбутнє.

Матеріали і методи 
Епігенетикою називають розділ біології про причини взаємодії між ге-

нами і їх продуктами, що формують фенотип. При епігенетичному фор-
моутворенні відбувається спадковий прояв нової ознаки в результаті змі-
ни структури хроматину без зміни первинної структури ДНК. Сучасні уяв-
лення молекулярної біології дозволяють зробити законною, але відкинутою 
до теперішнього часу, логіку міркувань ж.Б. Ламарка по успадкуванню 
набутих ознак [2, 4, 7]. Ось чому важливо сьогодні повернутись до дже-
рел зародження еволюційної теорії Ламарка, яка органічно включає в себе 
біосферно-космічні механізми виникнення зміни, відтворення та виживан-
ня організмів.

Результати і обговорення
Задовго до народження наук «еволюція» і «генетика» ж. Ламарк звер-

нув увагу на феномени мінливості, відбору і спадковості: «Природа, що є, 
непорушним порядком речей, являє собою дійовий початок, вічно актив-
ний, який створює все, що ми здатні помічати, всі явища, які ми здатні спо-
стерігати. Тіла, які б вони не були, зобов’язані їй своїм виникненням, сво-
їми змінами, своїм руйнуванням, відтворенням і т. д., і, так як прояви цієї 
могутності підкоряються постійним законам, вона діє, як показує спостере-
ження, завжди одноманітно, при одних і тих самих обставинах» . «До тих 
пір поки вид буде існувати в одних і тих же умовах, він завжди збережеть-
ся незмінним» [8].

Пов’язавши причину мінливості з умовами існування, ж. Ламарк ви-
словив думку про вирішальну роль умов середовища (обставин) в порів-
нянні з генетично визначеним порядком речей (природою) в цій мінливості: 
«Дійсно, не можна обійти тут мовчанням причину, могутність якої безмеж-
на і перевищує навіть могутність самої природи, бо причина ця керує всіма 
діями останньої. Цією причиною є... влада обставин, їх здатність видозмі-
нювати всі дії природи та примушувати останню безперервно змінювати ті 
закони, які вона застосувала якби не було цих обставин, – влада обставин, 
яка взагалі визначає всі особливості кожного з її створінь, так, що саме цій 
причині слід приписувати надзвичайну їх різноманітність» [8].

Еволюція (за ж. Ламарком) починається із зміни в довкіллі та закінчу-
ється в генотипі (організації): «Все, що було придбане, зафіксоване або змі-
нене в організації індивідуумів протягом їх життя, зберігається шляхом роз-
множення та передається новим індивідуумам, які походять від індивідуу-
мів, які зазнали цих змін [8].

Механізм спадкового закріплення змін, викликаних зовнішніми умова-
ми, ж. Ламарк уявляв наступним чином: «Оскільки речовини, підготовлені 
для споживання, є асимільованими частками, які представляють стільки 
різноманітних родів, скільки в тілі існує різноманітних частин, то поєднан-



177

ня цих різних часток, які не можуть бути використані ні для споживання, 
ні для росту, доставляють елементи для утворення надзвичайно малого за 
розмірами організованого тіла, цілком подібного тому, від якого воно похо-
дить».

Як видно в розумінні механізму спадковості погляди ж.Ламарка та 
Ч.Дарвіна суттєво розрізнялися. Якщо Ч. Дарвін в своїй гіпотезі спад-
ковості (пангенезису) передбачав зосередження в зародкові готових ма-
теріальних зачатків (геммул) зі всіх частин особини; то ж. Ламарк звертав 
увагу на зосередження у зародку різних регуляторних чинників зовнішньо-
го середовища, що визначають реалізацію інформації про ці органи.

Голографічна природа космосу та кожного організму; формоутворюю-
ча значущість умов середовища, які «визначають фактично те, чим кожне 
тіло може бути» передбачають при вивченні та розробці методів управління 
формоутворенням звертати увагу не стільки на локалізацію, комбінування 
або зміну структурних генів (генетику спадковості), скільки на реалізацію 
генетичної інформації (фізіологію спадковості), що володіє «величезними 
можливостями «прояву» [8].

Всяка ознака, всяка властивість, «всяка здатність, – постійно підкрес-
лював ж. Ламарк, – є прояв сили, що дозволяє щось виконувати або виро-
бляти; цей прояв сили, що властивий тілу, або органу, або системі органів, 
в яких він існує, до тих пір, поки не буде знищений порядок речей, що його 
обумовлює» [8]. Саме такий напрямок досліджень, пов’язаних, перш за все 
з обміном речовин, тобто фізіологією спадковості і мінливості мав на ува-
зі В. Бетсон, запропонувавши виділити особливу дисципліну і дав їй назву 
«генетика». 

Регуляторні генетичні механізми лежать і в основі видоутворення. 
Природа (по Ламарку) створила лише найпростіші організми, «щоб потім 
впродовж тривалого часу і за допомогою сприяючих тому обставин, спону-
кати до життя всіх інших». Як видно ж. Ламарк стояв у витоків епігенетич-
ної теорії еволюції, що розвивається в даний час, добре пояснює факти, які 
не в змозі пояснити синтетична еволюції, яка включає дарвінізм і менделізм 
на основі зміни генного складу популяцій і заміщення алелей.

Епігенетична теорія еволюції поширюється і на селекцію, яка є по суті 
еволюцією, що направляється волею людини у відповідності із законами 
природи. «Те, що природа здійснює впродовж тривалого часу, – відмічав 
ж.Ламарк, – ми самі робимо щоденно, мимоволі змінюючи для будь-якої 
рослини ті умови, в яких вона зустрічається …Кожному ботаніку відомо, 
що рослини, перенесені з їх батьківщини в сади з метою розведення, по-
ступово настільки змінюються тут, що стають, в кінці кінців, невпізнаними 
… Чи не людина надала посівній пшениці той стан, в якому ми зустрічаємо 
цю рослину зараз?… А скільки різноманітних порід домашніх курей і го-
лубів створили ми шляхом виховання в різних умовах і в різних країнах!» 



178

В даний час стає зрозумілим, що поняття «виховання», як і «навчання» 
відноситься до групи набутих ознак, поза зв’язком із зміною структурних 
генів. Мічурінське розуміння виховання використовується в сучасній гене-
тиці в термінах епігенетичної і сигнальної спадковості [2,3].

Як «не всяке відчуття породжує уявлення, а лише відчуття помічене», 
так і не всякі сигнали зовнішнього середовища, а лише сприйняті, ведуть до 
мінливості індивідуума. Лише речовини «які, будучи асимільованими, при-
єднуються до останнього і стають його частиною», – вважав ж.Ламарк [8]. 
Необхідною умовою генетичної асиміляції є чутливість (компетентність) 
реагуючої системи, здатної сприймати лише визначені сигнали навколиш-
нього середовища та відповідати формоутворюючим процесом, в результа-
ті активації генів, що раніше мовчали [6].

На сучасному етапі наукових досліджень епігенетичними називають 
зворотні зміни активності генів у процесі індивідуального розвитку орга-
нізмів, які не пов’язані з порушенням нуклеотидної послідовності ДНК, але 
призводять до збереження стабільного (неактивного або активного) стану 
генів в ряду клітинних поколінь. В деяких випадках втрату генами актив-
ності (утворення гетерохроматину) пояснюють метилуванням ДНК і, на-
впаки, деметилування може спричинити активацію гена. Як відомо, мети-
лування – це тимчасова хімічна модифікація нуклеотидної послідовності 
без порушення кодуючої властивості ДНК. У такому випадку зворотнє ме-
тилування розглядається як епімутація. На відміну від мутації, яка спричи-
няє зміну нуклеотидної послідовності, епімутація нуклеотидної послідов-
ності не змінює, в той же час аномальне метилування в промоторній облас-
ті може спричинити нездатність гена до експресії. Незважаючи на загрозу 
(можливість мутацій) при метилуванні, воно зберігається в процесі еволю-
ції хребетних, тобто підтримується природним добором. Це пояснюється 
тим, що зворотнє метилування є одним з механізмів, що спричинює про-
грамовану активацію генів. Уже встановлено, що порушення епігенетичних 
систем зворотнього метилування може змінювати нормальний онтогенез і 
спричиняти небажані наслідки. Так, порушення метилування спричинює 
активацію протоонкогенів, тому впливає на онкогенез. Спонтанне дезамі-
нування 5-метилцитозину може спричиняти пухлинний ріст. З метилуван-
ням пов’язані карцинома нирок, ретино- бластома тощо. У ссавців і людини 
відмічений особливий вид метилування, який отримав назву батьківського 
геномного імпринтингу (від англ. іmprint – залишати відбиток, слід, закар-
бовувати) [1] .

Наступним прикладом епігенетичних механізмів еволюції стало від-
криття пріонових інфекцій, оскільки було виявлено принципово новий тип 
інфекційних захворювань, що відрізнявся від усіх раніше відомих за своєю 
природою виникнення і розвитку. Починаючи з1993 року, пріонові хворо-
би ссавців і людини набули загально- біологічного значення, оскільки ана-
логічні білки були виявлені у грибів, насамперед у дріжджів [5]. Накопи-
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чені факти призвели до формування концепції інфекційних білків-пріонів. 
Основний внесок до цієї концепції пов’язують з ім’ям С.Прузінера, який за 
свої досягнення у 1997 р. удостоївся Нобелівської премії і визначив, що прі-
онові хвороби мають три варіанти виникнення: а) спадковий; б) інфекцій-
ний; в) спорадичний.

При спорадичному варіанті важливо відмітити, що при одній і тій же 
первинній структурі, тобто одній і тій же амінокислотній послідовності, 
без будь-яких змін кодуючого гена, може виникнути кілька варіантів укла-
дання білка пріона, і ці відмінні варіанти укладання відтворюються при на-
ступному інфікуванні. Ці варіанти отримали назву штамів, або клонів. Ви-
щевикладене спричинило виникнення гіпотези про існування своєрідного 
механізму копіювання конформації або гіпотезу конфірмаційних матриць. 
Копіювання конформації певних білків має місце в таких процесах, як ут-
ворення структур цитоскелета при рості актинових і тубулінових волокон, 
відтворення ядерної мембрани, формування зовнішнього кортекса у най-
простіших . За останніми даними наукових досліджень молекулярних біо-
логів і генетиків на конформаційному рівні відбуваються зміни основних 
тканинноспецифічних антигенів при дилатаційній кардіоміопатії.

На основі новітніх даних вчені допускають існування в клітині двох 
категорій матричних процесів: копіювання послідовностей нуклеотидів 
ДНК і РНК та копіювання конформації, що притаманне деяким білкам. Ос-
таннє твердження ставить питання про доповнення центральної догми ге-
нетики можливістю копіювання конформації білків. Дослідження показали, 
що феномен пріонів – не екзотика, і копіювання конформації інфекційних 
пріонів – це окремий випадок загальнобіологічного механізму, який лежить 
в основі епігенетичного успадкування. 

Висновок. Таким чином, еволюція і середовищеутворююча функція 
біосфери визначає утворення і еволюцію її компонентів. Тобто, не зміни ге-
нотипів визначають еволюцію та її напрямок, а еволюція організмів в ціліс-
ній біосферно-космічній системі визначає зміни реалізації генотипів [10] і 
можливою основою нового еволюційного синтезу і є епігенетична теорія 
еволюції, у витоків якої стояв ж.Б. Ламарк [9].
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Резюме 
Сучасні теоретичні та практичні розробки молекулярної біології і генетики до-

зволяють визнати закономірність логіки міркувань ж.Б. Ламарка про причинність 
змін організмів у вигляді епігенетичних принципів еволюції.

Современные теоретические и практические разработки молекулярной биоло-
гии и генетики позволяют признать закономерность логики мышления ж.Б. Ламар-
ка о причинах изменений организмов в виде эпигенетических изменений организ-
мов. 

modern theoretical and practical developments of molecular biology and genetics 
allow to acknowledge conformity to law of logic of reasonings of Zh.b. lamarka about 
the causality of changes of organisms as epigenetichnikh principles of evolution.
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СЛАВОХОТОВА А.А.2, ИСТОМИНА Е.А.2, ЕГОРОВ Ц.А.1 , ГРИшИН Е.В.1, 
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СТРУКТУРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ, 
КОДИРУЮЩИХ ЗАЩИТНЫЕ ГЕВЕИНО-ПОДОБНЫЕ ПЕПТИДЫ 

ПшЕНИЦЫ (TRITICUM KIHARAE)
Антимикробные пептиды (АМП) играют ключевую роль в иммунном 

ответе растений к патогенам и насекомым-вредителям [1-3]. Они представ-
ляют собой структурно различные типы полипептидов, подавляющие рост 
и развитие широкого спектра патогенных микроорганизмов. АМП прина-
длежат к цистеин-богатым полипептидам и классифицируются на несколь-
ко семейств (тионины, дефензины, гевеино- и ноттино-подобные пептиды, 
циклотиды и липид-переносящие белки) [2, 4-5]. Состав АМП, который 
синтезируется в растениях, может различаться и регулироваться в зависи-
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мости от фазы развития. В связи с интенсивным развитием геномных ис-
следований, а также биоинформационного анализа различных АМП в гено-
мах разных растений на настоящий момент выявлено большое разнообра-
зие АМП-подобных аминокислотных последовательностей [6, 7].

Ранее из зерновок T. kiharae были выделены и структурно охарактери-
зованы два новых антимикробных пептида, названных WAmP-1a и WAmP-
1b, различающихся между собой наличием c-концевого остатка аргинина 
[8]. Была установлена пространственная структура в водном растворе пеп-
тида WAmP-1a методом ядерно-магнитного резонанаса (ЯМР) [9]. Целью 
данной работы было установление структуры полноразмерных кДНК, ко-
дирующих белки-предшественники WAmP, а также изучение степени экс-
прессии их генов при действии факторов абиотической природы.

Материалы и методы
Зерно T. kiharae было получено из коллекции Института общей генети-

ки имени Н.И. Вавилова РАН. Грибные фитопатогены: Fusarium oxysporum, 
Fusarium graminearum, Botrytis cinerea и Bipolaris sorokiniana были любез-
но предоставлены сотрудниками кафедры защиты растений РГАУ – МСХА 
имени К.А. Тимирязева; Aspergillus niger был приобретен во Всероссийс-
кой коллекции микроорганизмов ИБФМ имени Г.К. Скрябина РАН. 

Клонирование кДНК, кодирующих пептиды WAmP, было осущест-
влено путем комбинации методов 3’- и 5’rAce как описано в работе [10]. 
Индукцию биотическим стрессом осуществляли путем обработки зерно-
вок пшеницы, помещенных во влажные камеры, суспензиями конидий со-
ответствующих фитопатогенов в 10% картофельно-морковном бульоне. 
Зерновки предварительно стерилизовали в 70%-ном этаноле в течение 2 
мин, после чего промывали водой. Для выделения тотальной РНК были 
использованы трехдневные проростки. Для определения степени экспрес-
сии мРНК wamp была осуществлена процедура ОТ-ПЦР. Синтез первой 
цепи кДНК на РНК-матрице проводили с использованием набора rivertAid 
(«fermentas», Литва) и oligo(dt18)-праймера. Ген, кодирующий глицераль-
дегид-3-фосфат дегидрогеназу (GAPdh) был взят в качестве контроля при 
нормализации образцов. 

Результаты и обсуждение
В результате амплификации концов кДНК методами 3’- и 5’rAce на 

основе специфичных праймеров были установлены последовательности 
двух предшественников пептидов семейства WAmP, названных Wamp-1 и 
Wamp-2 соответственно (рис. 1). Показано, что они высоко гомологичны 
между собой и состоят, соответственно, из 116 и 117 а.к.о., включают в себя 
сигнальный пептид длиной 34 и 35 остатков, участок зрелого пептида (45 
остатков) и c-концевой продомен (37 остатков). В то же время, сдвиг рам-
ки считывания при трансляции последовательности кДНК на позиции +3 и 
+2, соответственно, существенным образом увеличивает степень их гомо-
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логии с c-концевой частью каталитических доменов растительных хити-
наз i и iv классов. 

Рис. 1. Выравнивание предшественников пептидов WAMP. Вариабельные ос-
татки выделены серым фоном, последовательности сигнальных пептидов и 

C-концевых продоменов подчеркнуты.

Анализ степени экспрессии генов wamp в проростках пшеницы в от-
вет на заражение фитопатогенными грибами показал наличие ее видоспе-
цифичности в зависимости от действующего агента. Было установлено, что 
заражение зерновок видами рода Fusarium вызывало стабильное увеличе-
ние уровня транскриптов wamp, при этом наибольший эффект был показан 
в варианте с F. oxysporum (увеличение в 5 раз). Также значительное возрас-
тание экспрессии целевых генов было индуцировано действием гриба B. 
sorokiniana, который является специфическим патогенном культурных зла-
ков (рис. 2).

Рис 2. Анализ уровня транскрипции генов wamp в ответ на биотический 
стресс, индуцируемый грибной инфекцией. Амплификация кДНК (A) выпол-
нена с праймеров 1dir2 и Trev (34 цикла); с GAPDH-специфических праймеров 
(B) c целью нормализации ДНК в образцах. M – маркеры молекулярных масс, 
cont – контрольные (не инфицированные растения); A.n., Aspergillus niger; F.g., 
Fusarium graminearum; F.o., Fusarium oxysporum; B.c., Botrytis cinerea; B.s., Bipo-

laris sorokiniana

Выводы 
1. Определены структуры полноразмерных кДНК, кодирующих белки-

предшественники пептидов семейства WAmP.
2. По данным биоинформационного анализа сделано предположение 

об эволюционном происхождении wamp от генов растительных хитиназ i 
и iv классов.

3. Установлена различная степень экспрессии генов wamp в ответ на 
биотический стресс.



183

Литература
1. Benko-Iseppon A.M., Galdino S.L., Calsa T. Jr., Kido E.A., Tossi A., Belarmino 

L.C., Crovella S. overview on plant antimicrobial peptides / / curr. Protein Pept. sci .- 
2010 .- vol. 11. P.181-8.

2. Broekaert W.F., Cammue B.P.A., De Bolle M.F.C., Thevissen K., De Samblanx 
G.W., Osborn R.W. Antimicrobial peptides from plants / / crit. rev. Plant sci. – 1997 .- 
vol. 16. P.297-323.

3. Castro M.S., Fontes W. Plant defense and antimicrobial peptides / / Protein Pept. 
lett. – 2005 .- vol. 12. P.13-8.

4. Garcia-Olmedo F., Molina A., Alamillo J.M., Rodriguez-Palenzuela P. Plant de-
fense peptides / / biopolymers (Peptide science). – 1998 .-vol. 47. P.479-91.

5. Padovan L., Scocchi M., Tossi A. structural aspects of plant antimicrobial pep-
tides / / curr. Protein Pept. sci. – 2010 .- vol. 11. P.210-219.

6. Silverstein K.A., Moskal W.A. Jr., Wu H.C., Underwood B.A., Graham M.A., Town 
C.D., VandenBosch K.A. small cysteine-rich peptides resembling antimicrobial peptides 
have been under-predicted in plants / / Plant J. – 2007 .- vol. 51. P.262-280.

7. Silverstein K.A., Graham M.A., Paape T.D., VandenBosch K.A. Genome organi-
zation of more than 300 defensin-like genes in Arabidopsis / / Plant Physiol. – 2005. – 
vol. 138. P.600-610.

8. Odintsova T.I., Vassilevski A.A., Slavokhotova A.A., Musolyamov A.Kh., Finki-
na E.I., Khadeeva N.V., Rogozhin E.A., Korostyleva T.V., Pukhalsky V.A., Egorov Ts.A., 
Grishin E.V. A novel antifungal hevein-type peptide from Triticum kiharae seeds with a 
unique 10-cysteine motif / / febs J. – 2009. – vol. 276. P.4266-4275.

9. Dubovskii P.V., Vassilevski A.A., Slavokhotova A.A., Odintsova T.I., Grishin E.V., 
Egorov T.A., Arseniev A.S. solution structure of a defense peptide from wheat with a 
10-cysteine motif / / biochem. biophys. res. commun. – 2011. – vol. 411. P. 14-18.

10. Andreev Y.A., Korostyleva T.V., Slavokhotova A.A., Rogozhin E.A., Utkina L.L., 
Vassilesski A.A., Grishin E.V., Egorov T.A., Odintsova T.I. Genes encoding hevein-like de-
fense peptides in wheat: distribution, evolution, and role in stress response / / biochemie. 
– 2012. – vol. 94. P.1009-1016.

Резюме
В результате данной работы в зерновках Triticum kiharae идентифицировано 

три различных последовательности кДНК, кодирующих белки-предшественники 
антимикробных пептидов семейства WAmP. Предполагается, что предшественни-
ками пептидов семейства WAmP могли быть хитиназы i и iv классов, у которых 
произошла делеция в участке ДНК, кодирующей каталитический домен данных 
ферментов. Также установлена различная реакция степени экспрессии генов на за-
ражение фитопатогенными грибами. 

В результаті даної роботи у зернівках Triticum kiharae ідентифіковано три різ-
них послідовності кДНК, що кодують білки-попередники антимікробних пептидів 
родини WAmP. Припускається, що попередниками пептидів родини WAmP могли 
бути хітинази i та iv класів, у яких відбулася делеція в ділянці ДНК, що кодує ка-
талітичний домен даних ферментів. Також встановлена різна реакція ступеня екс-
пресії генів на ураження фітопатогенними грибами. 

consequently, this work three novel cdnA sequences encoded WAmP antimicro-
bial peptide family precursors were identified into Triticum kiharae seeds. it’s supposed 
that chitinases i and iv classes could be precursors of WAmP peptide family. there was a 
deletion in dnA site encoded a catalytic domain of these enzymes. the different reaction 
of gene expression level on infection of phytopathogenic fungi has been determined too. 
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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ КАРТИРОВАНИЕ С УЧЁТОМ ПОЛОВЫХ 
РАЗЛИЧИЙ В РЕКОМБИНАЦИИ

Половые различия в рекомбинации – известное явление в разных так-
сонах (Korol, 2001). Одновременная оценка частот женской и мужской ре-
комбинации не вызывает трудностей, если родительские гаметы могут 
быть восстановлены на основе генотипа потомства. В более сложном слу-
чае, когда родительские гаметы не могут быть восстановлены из генотипов 
потомства, анализ максимального правдоподобия (ml) позволяет оценить 
половые частоты рекомбинации (lawrence et al. 1979). Одним из новых эле-
ментов нашей работы является оценка половых частот рекомбинации для 
скрещивания гетерозигот f1 × f1, когда по обоим сцепленным локусам ал-
лельный состав родителей совпадает. Предлагаемый подход в оценке час-
тот рекомбинации сочетается как с определением фаз сцепления, так и с их 
половой идентификацией. Статистически значимое различие частот муж-
ской и женской рекомбинации, которое может повлечь отличия мужской и 
женской генетических карт, создают необходимость их взаимной коррек-
ции. Итогом такой коррекции является построение правильной интеграль-
ной генетической карты хромосомы. 

Оценка женской и мужской рекомбинации для интеркроссных 
данных (f1 × f1) 

Проблема низкого аллельного разнообразия у родителей. Для интер-
кроссных данных, одновременная оценка частот женской и мужской ре-
комбинации в хромосомном интервале возможна, когда на каждом из двух 
маркерных локусов в потомстве наблюдаются от 3-х до 4-х аллелей; тог-
да по генотипам потомства могут быть восстановлены генотипы родителей 
(fig.1, скрещивания 1 или 2). 

Рис. 1. Четыре типа родительских пар для двух локусов

Такие маркеры будем называть f1 маркерами. Как показал lawrence et 
al. (1979), ml-анализ позволяет решить проблему также и в случае, когда 
один из двух сцепленных маркеров представлен в потомстве только двумя 
аллелями (скрещивание 3). Такие маркеры назовём f2 маркерами. Анализ 
модельных данных (Табл. 1) показывает, что и для интервала между двумя 
f2 маркерами (скрещивание 4) с неравными частотами женской и мужской 
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рекомбинаций решение может быть найдено. В таких ситуациях модель с 
rm ≠ rf имеет более высокое правдоподобие, чем модель с rm = rf , а оценки 
очень хорошо соответствуют симулируемым значениям параметров (table 
1), но пока мы не можем сказать, какая из двух получаемых Мl-оценок со-
ответствует женской рекомбинации, а какая мужской. Этот вопрос можно 
решить при совместном анализе f2 маркеров с соседними f1 маркерами. 
Подобный анализ возможен также, когда один (но не оба) из двух f2 мар-
керов – доминантный.

Статистическая значимость половых различий в рекомбинации. 
Проверка гипотезы h0{rm = rf} против h1 {rm ≠ rf} может проводиться на ос-
нове стандартного lod анализа: lod = max lg L(rm , rf) – lg L(r*), где r* – 
частота рекомбинации, обеспечивающая максимум правдоподобия гипоте-
зе h0. Например, для скрещивания (4), изображённого на Рис. 1.
 log L (x,y)= a log ((1-x)(1-y)/4) + b log(xy/4) + с log ((x(1-y)+(1-x)y)/4) + 

 d log(((1-x)(1-y)+xy)/2), 
где (x, y) соответствует либо (rm, rf), либо (rf , rm); и a,b,c,d – объёмы геноти-
пических классов потомства: a = n(aakk) + n(bbll), b = n(aall)+ + n(bbkk), c = 
n(aakl) + n(bbkl) + n(abkk) + n(abll) и d = n(abkl). 

Taблица 1.
Результаты статистического оценивания для моделируемых данных.

В Таблице 1 приводятся средние для ста наборов данных, ml-оценки 
рекомбинационных частот (х, у). Число аллелей в потомстве может изме-
няться от двух до четырёх; 4(3)×2 означает, что для первого маркера 4 или 
3 аллеля присутствуют в потомстве, а для второго маркера – только 2; n – 
обозначает объём потомства для каждого из наборов моделируемых дан-
ных; Exo, Eyo – средние наблюдаемые значения (х, у) по ста реализациям; 
Exe ± σxe, Eye ± σye – средние оцениваемые значения (х,у) и среднеквадра-
тические отклонения от случившихся значений; Er ± σr – среднее значение 
и среднеквадратическое отклонение от рекомбинационной частоты r при 
х=у=r; ELOD и σLOD – среднее значение и стандартное отклонение LOD, 
используемого для сравнения гипотез h1 (x≠y) и h0 (x=y). 
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Восстановления фазы сцепления. Возможны три варианта расхожде-
ний между истиной ситуацией (1) и реальными ситуациями (2-4) для пары 
маркерных локусов (fig. 2). 

Рис. 2. Норма (1) и возможные нарушения фаз (2, 3, 4) для пары локусов 

Из-за симметрии аналитических выражений только два варианта 
должны быть проверены, чтобы определить правильную фазу. Для сильно 
сцепленных маркеров, вариант с минимальным значением r*, очевидно, бу-
дет представлять правильную фазу. При малых размерах выборки (n≈100) 
и сложном для анализа случае с двумя f2-маркерами этот критерий может 
дать неверный результат при несильном сцеплении маркеров. Это является 
следствием смещённости вниз оценок rm , rf и r*. Однако, как правило, та-
кие маркеры не будут соседними, и это не повлияет на их порядок.

Поиск полового соответствия частот рекомбинации для F2 локусов. 
Для каждой пары f2-маркеров вычисляются два рекомбинационных рас-
стояния и значимость их отличия. Выбрав порог значимости (его в этой 
задаче можно брать больше величины 0.05, например, 0.1), мы, в случае 
превышения порога, в обе матрицы расстояний между маркерами заносим 
одинаковые значения, равные рекомбинационному расстоянию, найденно-
му в предположении rm = rf. В противном случае, получив два значимо от-
личающихся рекомбинационных расстояния, мы должны решить, какое из 
них женское расстояние, а какое – мужское. Для получения такого решения 
предлагается анализ, использующий близкие f1-маркеры или bc-маркеры 
(маркеры популяции у которой один из родителей был гомозиготен по со-
ответствующему маркеру), для которых расстояния между ними и маркера-
ми рассматриваемой пары f2-маркеров известны, а также указано их поло-
вое соответствие. 

Построение генетической карты с использованием женских и мужс-
ких частот рекомбинаций между маркерами. Получив две матрицы реком-
бинационных расстояний между маркерами – мужскую и женскую, глав-
ным становится вопрос построения генетической карты. Можно строить 
независимо эти две карты, а затем на основании этих двух карт, строить ин-
тегральную карту. Её построение усложняется рядом обстоятельств. Если 
бы все маркеры женской части совпадали бы со всеми маркерами мужской, 
а мужские и женские рекомбинационные расстояния для каждой пары мар-
керов не отличались бы или отличались статистически незначимо, задача 
сразу бы свелась к традиционной, в которой находится единственное рас-
стояние для каждой пары маркеров. Однако это не так для части маркеров. 
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Более того, некоторые маркеры не являются общими и принадлежат либо 
женской, либо мужской группе маркеров. Наконец, наличие разных типов 
маркеров свидетельствует о разном качестве данных, которые использу-
ются для определения рекомбинационного расстояния, т.е. о разном уров-
не статистической ошибки, которая, например, значительно выше для f2-
маркеров по сравнению с трёх-аллельными f1-маркерами. 

Ранее нами был развит подход с целью построения интегральной кар-
ты на основе многих вариантов генетических карт (mester et al. 2010). На 
малом числе вариантов, в данном случае их всего два, этот подход может не 
работать, когда между частотами женской и мужской рекомбинации имеет-
ся значительная разница. В этом случае эффективным может оказаться кри-
терий, в котором минимизируется сумма рекомбинационных расстояний в 
соответствии с минимальной матрицей расстояний, т.е. матрицей, в кото-
рой между любыми двумя маркерами принимается расстояние, минималь-
ное из двух – женское и мужское. 

Алгоритмы быстрых вычислений частот женской и мужской реком-
бинаций. Разрабатываемые нами алгоритмы картирования связаны с много-
кратным вычислением рекомбинационных расстояний между маркерами, 
включая верификационную процедуру (Мester et al. 2003), используемую 
при построении карты. Верификационная процедура на основе jackknife 
или bootstrap анализа осуществляет многократное построение порядков 
женской и мужской группы сцепления, для выявления зон неустойчивого 
соседства маркеров. Поэтому, с целью достижения приемлемой скорости 
решения задачи, разрабатываются быстрые алгоритмы оптимизации рас-
сматриваемых функций правдоподобия. Скорость вычислений, конечно, 
определяется парой маркеров, для которой вычисляется расстояние. Для 
случаев 1 и 2 (Рис. 1) всё считается по формулам, поэтому время расчёта 
минимальное. Для случая (3) частоты зигот:
f(ad,kl)=f(bc,kl)= ((1-rm)(1-rf)+rmrf)/4, f(bd,kl)=f(ac,kl)= (rm(1-rf)+(1-rm)rf)/4, 

f(bd,ll)=f(ac,kk)= (1-rm)(1-rf)/4, f(ad,kk)= f(bc,ll)= (1-rm)rf/4,

f(ad,ll)= f(bc,kk)= rm(1- rf)/4, f(bd,kk)=f(ac,ll)= rmrf /4. 
Логарифм правдоподобия в предположении rm ≠ rf:
logl(rf,rm) = a log(((1-rm)(1-rf)+rmrf)/4)+b log((rm(1-rf)+(1-rm)rf)/4)+

  + c log((1-rm)(1-rf)/4) + d log((1-rm)rf/4)+e log(rm(1-rf)/4) +
+ f log(rmrf/4), 

где a = n(ad,kl)+n(bc,kl), b = n(bd,kl)+n(ac,kl), c = n(bd,ll)+n(ac,kk), 
d = n(ad,kk)+n(bc,ll), e = n(ad,ll)+n(bc,kk), f = n(bd,kk)+n(ac,ll). 

Для оптимизации log l(rf,rm) можно использовать метод Ньютона – 
Рафсона (Н-Р). Использование такой процедуры обеспечивает сходимость 
процесса оптимизации за несколько шагов, но не для произвольных зна-
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чений rm* и rf*: выбор начальной точки тоже играет роль. Все негативные 
особенности применения метод Н-Р при решении огромного числа двумер-
ных задач оптимизации с ограничениями могут встретиться, поэтому ис-
пользуется эффективные способы их избежать.

Выводы 
Проведённый анализ позволяет учесть при поиске рекомбинационных 

расстояний между маркерами существующее отличие женского и мужско-
го мейозов. При наличии значимых различий между частотами женской и 
мужской рекомбинации возможна существенная коррекция существующих 
генетических карт, построенных без учёта этих различий. Помимо карти-
рования, такой поход обеспечивает инструменты для более точного анализа 
свойств, сцепленных с полом.
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Резюме
Оцениваются частоты женской и мужской рекомбинации для интеркроссных 

данных с гетерозиготными родителями, имеющими от двух до четырёх аллелей в 
локусе. Учёт значимых половых различий в рекомбинации позволяет существенно 
корректировать генетические карты, построенные без их учёта. Помимо картирова-
ния, такой подход даёт инструменты для более точного анализа свойств, сцеплен-
ных с полом.

Оцінюються частоти жіночої та чоловічої рекомбінації для інтеркросних да-
них з гетерозиготними батьками, що мають від двох до чотирьох алелів у локусі. 
Облік значущих статевих відмінностей у рекомбінації дозволяє істотно коректува-
ти генетичні карти, що побудовані коли залежність від сексу ігнорується. Крім кар-
тування, такий підхід дає інструменти для більш точного аналізу властивостей, зче-
плених зі статю. 

We consider here the problem of estimation female and male recombination rates 
from intercross data when the two heterozygous parents carry together two to four alleles 
per locus. taking into account sex dependence of recombination rates allows improving 
genetic maps compared to the maps obtained when sex dependence is ignored. in addi-
tion to reliable mapping, this approach provides tools for more accurate analysis of sex-
linked properties. 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ КАРИОТИПОВ ТРЕХ ВИДОВ 
МACLEAYA 

Устойчивость к антибиотикам, возникшая у многих патогенных микро-
организмов, заставляет уделять особое внимание растениям, содержащим 
вещества, которые обладают антимикробным, фунгицидным или противо-
вирусным действием. К таким растениям принадлежит маклея (Мacleaya) 
– многолетнее травянистое растение, относящееся к сем. Маковых (Papa-
veraceae). В состав рода Мacleaya входят три вида: маклея сердцевидная 
Maсleaya cordata (Willd.) r. br., маклея мелкоплодная – Makleaya microcar-
pa (maxim.) fedde и маклея кьюская – M. kewensis turrill., хорошо разли-
чающиеся между собой по комплексу систематических признаков. В над-
земной части маклеи содержится комплекс изохинолиновых алкалоидов, 
обладающих биологической активностью. Эти вещества являются главны-
ми действующими веществами выпускаемого в России препарата «Санг-
виритрин», обладающего широким спектром антимикробной активности.

В естественных условиях в нашей стране маклея не произрастает, по-
этому существует необходимость создания все новых перспективных форм 
маклеи с высоким содержанием биологически активных веществ. Это тре-
бует всестороннего изучения генетических особенностей генома маклеи. 
Ранее с помощью комплекса молекулярно-цитогенетических методов был 
изучен кариотип M. cordata (Саматадзе и др., 2012). В геноме этого вида 
была проведена идентификация индивидуальных хромосом по рисункам 
c-бэндинга и распределению 26s и 5s рДНК, составлена кариограмма и 
видовая идиограмма вида. В настоящем исследовании будут изучены ка-
риотипы двух других видов рода Мacleaya с использованием тех же хро-
мосомно-молекулярных маркеров. С целью уточнения геномных взаимоот-
ношений и филогенетических связей видов рода Мacleaya будет проведено 
сравнительное исследование хромосом в геномах всех трех видов, что не-
обходимо для дальнейшей успешной селекции новых форм маклеи с высо-
ким содержанием алкалоидов.

Материалы и методы 
Материалом для исследования послужили делящиеся клетки корне-

вищ, молодых листьев и молодые соцветия трех видов рода Мacleaya: мак-
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леи сердцевидной – M. cordata, маклеи мелкоплодной – M. microcarpa и 
маклеи кьюской – M. kewensis, выращенных в Ботаническом саду Всерос-
сийского научно-исследовательского института лекарственных и арома-
тических растений (ВИЛАР, Москва). При приготовлении хромосомных 
препаратов использовали технологию, разработанную ранее (Муравенко, 
Зеленин, 2009). При приготовлении препаратов для изучения мейоза ис-
пользовались молодые бутоны маклеи. На стадии заложения цветков расти-
тельный материал фиксировали в фиксаторе Ньюкомера. Для окрашивания 
материал помещали в 1% раствор ацетокармина на 30 минут при комнат-
ной температуре. Готовили препараты в капле 45% уксусной кислоты, раз-
давливая препаровальной иглой материал до образования монослоя клеток. 
Подсчет числа хромосом и изучение характера конъюгации проводили на 
высушенных постоянных ацетокарминовых препаратах, окрашенных флу-
орохромным красителем dAPi. Для окрашивания хромосом dAPi в сре-
ду для заключения препаратов citiflUor (UKc chem.lAb) добавляли 
0.125 мкг/мл 4,6-диамидино-2-фенилиндола (dAPi, «serva»). fish прово-
дили, используя пробы генов 26s и 5s рРНК, полученные с помощью ПЦР 
из геномной ДНК Linum austriacum l. по ранее описанной методике (Се-
менова и др., 2006). Пробу 26s рДНК метили биотином с помощью набо-
ра bio nick mix translation kit («roche», США), а пробу 5s рДНК – дигок-
сигенином с помощью dig nick mix translation kit («roche», США). Для 
выявления мест гибридизации зонда 5s рДНК использовали антитела к ди-
гоксингенину, коньюгированные с родамином («roche», США), а для вы-
явления локализации гибридизации зондa 26s рДНК – авидин-флуоресце-
ин («vector», США). Отобранные хромосомные пластинки анализировали с 
помощью флуоресцентного микроскопа olimpus bX61, снабженной черно-
белой ПЗС камерой coolsnap («roperscientific inc.», cША). Полученные 
изображения обрабатывали, используя программы хромосомного анализа, 
согласно технологии, принятой в лаборатории (Муравенко, Зеленин, 2009).

Результаты и обсуждение 
Результаты морфометрического анализа С-окрашенных хромосом у 

трех видов маклеи показали, что длины хромосом всех и видов находятся в 
пределах от 1,7 до 3,4 мкм и представлены метацентрическими и субмета-
центрическими хромосомами, постепенно убывающими по длине. На ос-
новании морфометрического анализа были составлены формулы кариоти-
пов для каждого вида. Показано, что M. microcarpa и M. kewensis имеют не 
только одинаковое число хромосом 2n=20, но и формулы кариотипов (14m 
+ 2sm + 4st). M. cordata содержит также 2n=20, однако имеет другую фор-
мулу кариотипа (16m + 2sm +2st). 

Сравнительный анализ кариотипов трех видов маклеи по рисунку С-
окраски показал в целом сходный рисунок распределения c-бэндов. Мел-
кие и средних размеров c-бэнды локализуются в теломерных и интеркаляр-
ных районах хромосом. Прицентромерные блоки хромосом, как правило, 
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являются наиболее крупными и меньше варьируют по величине. Визуаль-
ный анализ выявил, что в кариотипе у M. kewensis обычно наблюдаются бо-
лее крупные прицентромерные С-бэнды, чем у кариотипов M. cordata и M. 
microcarpa. Теломерные интеркалярные и прилегающие к вторичным пе-
ретяжкам c-бэнды были высокополиморфными у всех трех видов маклеи. 
Все хромосомы M. cordata и M. microcarpa идентифицированы по рисункам 
С-бэндинга и составлены их кариотипы в соответствии с цитологической 
классификацией хромосом в каритипе M. cordata. Несмотря на сходство по 
положению С-бэндов по длине хромосом, изученные виды маклеи различа-
ются по их размерам. Хромосомы M. kewensis, содержат обычно больше ге-
терохроматина, чем хромосомы M. microcarpa и М. cordata, в хромосомах 
которого в отличие от других двух видов картирован только один сайт ге-
нов 26s рРНК. Это различие обусловлено более крупными размерами око-
лоцентромерных и приспутничных c – бэндов. Сходство исследованных 
видов маклеи по морфологии хромосом и положению С-бэндов говорит о 
том, что их геномы близкородственны, но в них в процессе видообразова-
ния произошли количественные изменения повторяющихся последователь-
ностей ДНК.

Известно, что рибосомная ДНК является высоко консервативной, со-
держит повторяющиеся семейства генов с сотнями и тысячами копий и со-
средоточена в одном или более кластеров на одной или многих хромосом-
ных парах (Pedersen, linde-laursen, 1994). Сайты рДНК легко картируют-
ся на хромосомах при проведении флуоресцентной гибридизации in situ 
(fish). Расположение рибосомных генов на хромосомах часто использу-
ют в качестве молекулярных маркеров для анализа филогенетических свя-
зей между родственными геномами (hanson et al., 1996). Изучение локали-
зации рибосомных генов с помощью двухцветного fish-метода выявило 
сходное расположение сайтов 5s рДНК в хромосомах маклеи у всех трех 
видов. Сайт 5s рДНК локализован в середине длинного плеча хромосомы 
4. Крупного размера сайт 26s локализован в области вторичной перетяж-
ки ядрышкообразующей хромосомы 1 у всех трех видов маклеи, и средне-
го размера сайт 26s локализован на 6 спутничной хромосоме в кариотипах 
M. microcarpa и M. kewensis. Этот сайт отсутствует в геноме M. cordata. Но-
вый сайт рибосомных генов мог возникнуть как в результате интрогрессив-
ной гибридизации с другим видом, так и в результате внутригеномной ре-
организации – перемещения генов 26s рРНК посредством перестроек или 
мобильных генетических элементов (Беляев, 2009). И, наоборот, в резуль-
тате аналогичных причин в геноме M. cordata этот сайт 26s рДНК, был, по-
видимому, инактивирован и утерян. В любом случае, геномы M. microcar-
pa и M. kewensis более близки между собой, чем с геномом M. cordata. Если 
учесть достаточно сходные рисунки С-окраски и локализации сайтов рДНК 
у хромосом геномов всех трех видов, то можно предположить монофилети-
ческое происхождение рода Мacleaya. Однако, в процессе видообразования 
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виды дивергировали в связи с исчезновением или возникновением второй 
спутничной хромосомы в геноме и изменением количества гетерохромати-
на. Увеличение гетерохроматина в геноме M. kewensis, может быть обус-
ловлено необходимостью приспособления к другим местам обитания, что и 
привело, в конечном счете, к дивергенции этого вида. Косвенно, такая точ-
ка зрения подтверждается изменениями количества гетерохроматина в ге-
номах интродуцентов M. cordata, выращиваемых в различных эколого-гео-
графических условиях (Саматадзе и др., 2012)

Сигналы гибридизации и 26s, и 5s рДНК на хромосомах вида M. ke-
wensis были более интенсивными по сравнению с M. cordata и M. microcar-
pa. Вероятно, в геноме M. kewensis в процессе эволюции вместе с увеличе-
нием количества высокоповторяющихся последовательностей ДНК увели-
чивалось и число копий рибосомных генов.

Длина вторичной перетяжки на 6 хромосоме у M. microcarpa и M. ke-
wensis изменялась незначительно в разных клетках и тканях в отличие от 
вторичной перетяжки спутничной хромосомы 1, которая значительно ва-
рьировала у всех трех видов маклеи. Показано, что размеры вторичной пе-
ретяжки коррелируют с различным функциональным состоянием ядрыш-
кообразующих районов хромосом (ЯОР) (muravenko et al., 2009). По всей 
видимости, в геномах M. microcarpa и M. kewensis рибосомные гены на хро-
мосоме 1 функиональньно более активны, по сравнению с рибосомными 
генами хромосомы 6. Возможно, что такое распределение функциональной 
активности является косвенным подтверждением гибридного происхожде-
ния геномов M. microcarpa и M. kewensis, которое было предположено при 
изучении морфологических признаков у M. kewensis (turrill, 1958). На ос-
новании хромосомного анализа были построены видовые идиограммы ге-
нома М. cordata, M. microcarpa и M. kewensis – «хромосомные паспорта» 
видов с учетом всех вариантов рисунков С – бэндинга и указанием распо-
ложения 26s и 5s рДНК.

Изучение мейоза проводили на стадии метафазы i и анафазы i. Резуль-
таты исследования представлены в табл. 2. Сравнительное изучение мейо-
за выявило, что при его нормальном течении у всех трех видов маклеи на-
блюдалось 10 палочковидных бивалентов, и в клетках не были обнаруже-
ны хромосомные ассоциации (триваленты, квадриваленты). Однако иногда 
встречались клетки, содержащие униваленты в метафазе i. Наличие от-
крытых бивалентов не нарушает общего течения мейоза, но может указы-
вать на ослабление конъюгации. Отсутствие конъюгации хромосом являет-
ся причиной нарушений при прохождении последующих стадий мейоза. В 
норме центромерные районы, объединенных в биваленты хромосом, ори-
ентированы к полюсам веретена деления. Полярная ориентация унивален-
тных хромосом в клетках исследуемых видов нарушена– чаще всего они 
находятся за пределами метафазной пластинки, сбоку от нее или у полю-
сов микроспороцита. Клетки с нарушениями (клетки с унивалентами и т.д.) 
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составили у – M. cordata – 2,19 % , M. microcarpa 4,05 % и M. kewensis – 
3,15 %.

В метафазе ii и анафазе i у всех трех видов маклеи, в основном, встре-
чались клетки с нормальным расхождением хромосом к полюсам, хотя так-
же были обнаружены клетки с нарушениями (отставание хромосом, мос-
ты, фрагментами и т.д.). У M. microcarpa и M. kewensis процент таких на-
рушений в клетках составил 5,43% и 4,59% соответственно, что выше, чем 
у M. cordata (2,24 %). Основной тип нарушений у всех видов маклеи в ана-
фазе i и анафазе ii состоит в отставании нескольких хромосом от основной 
группы деления и образовании мостов. Большинство отстающих хромосом 
не достигает полюсов и остается в цитоплазме. Когда наступает телофаза, 
они становятся микроядрами в клетках диад. Были выявлены клетки с де-
генерацией хромосом. Процент микроспороцитов с нарушениями в анафа-
зе i колебался между 2-4,5%, что практически является одинаковым с ко-
личеством нарушений в метафазе i. Отсутствие каких-либо значительных 
нарушений мейоза у изученных видов маклеи показало, что геномные ре-
организации с которыми связано возникновение или исчезновение второй 
спутничной хромосомы произошли достаточно давно и в процессе эволю-
ции образованы стабильные интегрированные целостности хорошо разли-
чающихся, хотя и близкородственных, геномов M. cordata, M. microcarpa и 
M. kewensis.

Работа поддержана грантом РФФИ № 11-08-00716; Программой фун-
даментальных исследований РАН «Динамика генофондов растений, живот-
ных и человека»; ГК 16.512.11.2224; ГК 14.740.11.1376.

Выводы
Проведено сравнительное цитогенетическое изучение трех видов мак-

леи: маклеи сердцевидной – M. cordata, маклеи мелкоплодной – M. micro-
carpa и маклеи кьюской – M. kewensis. Установлено, что кариотипы M. mi-
crocarpa и M. kewensis больше схожи между собой, чем с M. cordata.

На основании морфометрического анализа составлены формулы кари-
отипов для каждого вида. 

Построены видовые идиограммы – «паспорт» вида М. cordata, M. mi-
crocarpa и M. kewensis с учетом полиморфных вариантов рисунков С-бэн-
динга и указанием расположения сайтов 26s и 5s рДНК.

Анализ мейотических хромосом свидетельствует о генетической ста-
бильности геномов маклеи.
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АНАЛИЗ ХРОМОСОМ НА РАННЕЙ СТАДИИ ПЕРВОГО ДЕЛЕНИЯ 
МЕЙОЗА У СОБОЛЯ MARTES ZIBELLINA 

Известно, что жизнеспособность и плодовитость животных-носителей 
мутаций (в том числе и хромосомных аберраций) может быть значитель-
но снижена. Чтобы определить, насколько эти мутации распространены в 
популяциях домашних животных, необходимы цитогенетические исследо-
вания. Описание кариотипа традиционно основывается на данных о ми-
тотических хромосомах в соматических клетках. С появлением методики 
электронно-микроскопического анализа мейотических хромосом, разрабо-
танного Дрессером и m. Мозесом (dresser, moses, 1977), изучение мейоти-
ческих хромосом начало применяться для кариологической характеристи-
ки видов (Демин, Сафронова, 1984). Метод основан на визуализации си-
наптонемных комплексов (структур, образующихся между гомологичными 
хромосомами на стадии профазы первого деления мейоза). Число СК в 
клетке соответствует числу хромосом в гаплоидном наборе, а относитель-
ные длины СК аутосом и половых хромосом коррелируют с относительны-
ми длинами соответствующих хромосом в митотическом кариотипе (Де-
мин и др., 1984). ЭМ анализ СК позволяет визуализировать даже микро-
аберрации, неразличимые при световом анализе митотических хромосом. 
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Кроме того, по нарушениям синапсиса можно судить о генных мутациях, 
которые контролируют процесс мейоза, и, следовательно, выявить носите-
лей мутаций, влияющих на фертильность.

К настоящему времени имеются данные об СК кариотипах многих 
млекопитающих (moses, 1977; Коломиец и др., 1986; Gilles, cowan,1985; 
Koykul, basrur, 1995; basheva et al., 2008; Сафронова, Сергеев, 2009). В дан-
ной статье впервые представлен СК-кариотип сибирского соболя Martes 
zibellina.

Материалы и методы
Для эксперимента использованы звери в двухлетнем возрасте из попу-

ляции зверохозяйства «Пушкинский» Московской области. Изучение мей-
оза было проведено у десяти половозрелых самцов.

Препараты распластанных синаптонемных комплексов (СК) на ранних 
стадиях i деления мейоза (зиготены-пахитены): гипотоническая обработ-
ка клаточной суспезии 0,5% nacl, фиксация 1% р-м параформальдегида 
(dresser, moses m.J., 1977). 

Окраска СК 50 %-м раствором нитрата серебра. Клетки просматривали 
под мікроскопом leica; подстадии профазы первого деления мейоза опред-
еляли согласно критериям Мозеса и соавт. (1981). Длины СК аутосомных и 
половых бивалентов сперматоцитов измеряли с помощью программы leica 
Application suite v3 на цифровых микрофотографиях. Биваленты СК в ка-
риотипе нумеровали в порядке убывания их линейных размеров. 

Результаты и обсуждение 
Кариотип синаптонемных комплексов у изученных половозрелых 

особей M. zibellina состоит из 18 СК бивалентов аутосом, постепенно 
убывающих по длине, и полового бивалента (Рис. 1). Длина оси хромосо-
мы X сопоставима по длине с СК бивалентом № 6 (ранняя пахитена) или 
5 (средняя пахитена); ось хромосомы y в 3 раза меньше по длине чем ось 
хромосомы Х. 

Полученные результаты согласуются с данными о соотношении 
длин аутосом этого вида. Впервые митотический кариотип Martes zibelli-
na (рутинная окраска р-м Гимза) был представлен В.Н. Орловым и В.М. 
Малыгиным (1969) (особи из Салтыковского зверосовхоза); позднее мито-
тические хромосомы этого вида были изучены методом дифференциальной 
G- и c-окраски (Графадатский и др., 1977, 1982, 1988; iwasa, hosoda, 2002). 
Диплоидное число хромосом сибирского соболя составляет 38, число плеч 
аутосом равно 66 (2n=38, nfa=66). Кариотип подвида M. zibellina brachy-
uran с о-ва. Хоккайдо (большая часть ареала M. zibellina находится в Сиби-
ри и на Дальнем Востоке России, но встречается этот вид также на севере 
Монголии, Кореи и Китая, и на мелких северных островах Японии), нео-
тличим по форме хромосом от кариотипа сибирской формы (iwasa, hoso-
da, 2002). Кариотип близкого вида – японского эндемика M. melampus отли-
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чается от кариотипа M. zibellina лишь формой и G-рисунком одной мелкой 
хромосомы (iwasa, hosoda, 2002). 

Аутосомный набор хромосом M. zibellina состоит из 5 пар метацен-
триков, 10 пар субметацентриков и 3 пар акроцентриков. Первые четыре 
пары аутосом заметно крупнее других. Из них две пары метацентричес-
ких и две пары субметацентических. Среди остальных аутосом, размеры 
которых плавно уменьшаются, метацентрическми являются три последние 
пары, №№ 16,17 и 18, субметацентрическими – 18 пар и акроцентрически-
ми – три пары. Одна из пар акроцентриков, № 7, сравнительно крупная, две 
другие мельче. Хромосома Х – субметацентрик среднего размера, хромосо-
ма y – самый мелкий акроцентрик хромосомного набора (Орлов, Малыгин, 
1969; Графодатский, Раджабли, 1988).

Единственное несоответствие с митотическим кариотипом – это от-
носительная длина половых хромосом: ось хромосомы Х соответствует по 
длине СК № 8, а длина этой хромосомы в митозе сопоставима с аутосомой 
№ 5 (Орлов, Малыгин, 1969; Графодатский и др., 1977; Графодатский, Рад-
жабли, 1988). Оси половых хромосом у исследованных нами особей M. zi-
bellina синаптируют практически по всей длине хромосомы y (Рис. 1). По-
ловые хромосомы синаптируют у подавляющего числа изученных видов 
млекопитающих, и лишь у отдельных видов наблюдается асинапсис поло-
вых хромосом. Длина участка гомологичного синапсиса X и y хромосом 
(pseudoautosome region – PA) у разных видов неодинакова, а участок него-
мологичного синапсиса значительно варьирует. У представителей carnivo-
ra: собаки Canis familiaris, лисицы Vulpes fulvus и кошки Felis catus, амери-
канской норки Mustela vison длина участка синапсиса сокращается на про-
тяжении пахитены, а соотношение длин СК аутосом и половых хромосом 
значительно меняется от ранней к поздней пахитене (Koykul, basrur, 1995; 
basheva et al., 2008; Сафронова и др., 2010). Для более точной характерис-
тики мейоза Martes zibellina требуется детальный анализ сперматоцитов на 
стадиях от зиготены-ранней пахитены до поздней пахитены.

О возможном распространенности мутаций (включая микроаберрации 
хромосом) в клеточных популяциях и их вредном влиянии на фертильность 
косвенно свидетельствуют следующий факт. В природных популяциях у 
60% изученных самок-сеголеток наблюдаются желтые тела беременности 
(показатель для оценки репродуктивного статуса самок), а у животных на 
зверофермах этот показатель не превышает 25%. Что касается самцов, то их 
репродуктивный статус до настоящего времени не изучался, но отмечено, 
что среди однолетних самцов в фермерских популяциях в гоне участвует 
только 36-48%. Вероятно, снижение фертильности связано либо с отличи-
ем клеточного содержания от естественных условий, либо с селекцией, на-
правленной на качество меха: гены, контролирующие окраску и структуру 
волоса, могут быть сцеплены с генами, контролирующими развитие репро-
дуктивной системы. Молекулярно-генетический анализ выявил ряд микро-
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сателлитных аллелей, специфичных для двух клеточных популяций собо-
ля, в которых проводилась селекция на окраску и структуру волоса по раз-
ным направлениям (Каштанов и др., 2011). Это подчеркивает актуальность 
цитогенетического мониторинга клеточных популяций сибирского соболя. 

Выводы: 
1) Впервые представлены данные о первой стадии мейоза у сибирско-

го соболя.
2) Кариотип синаптонемных комплексов (СК) M. zibellina состоит из 

18 СК аутосомных бивалентов и полового бивалента. Оси половых хромо-
сом M. zibellina синаптируют, как и у большинства млекопитающих; длина 
участка синапсиса X и y хромосом на стадии ранней-средней пахитены со-
ставляет большую часть хромосомы y.

3) Нарушений синапсиса аутосом или половых хромосом у изученных 
особей M. zibellina не было обнаружено. 
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Резюме
Впервые представлены данные о первой стадии мейоза у сибирского соболя 

Martes zibellina. Кариотип синаптонемных комплексов (СК) M. zibellina состоит из 
18 СК аутосомных бивалентов и полового бивалента. Оси половых хромосом M. zi-
bellina синаптируют, как и у большинства млекопитающих; длина участка синапси-
са X и y хромосом на стадии ранней-средней пахитены составляет большую часть 
хромосомы y. 

for the first time we present the data on the meiosis first stage of the sable Martes 
zibellina. the karyotype of synaptonemal complexes (sc) of M. zibellina includes 18 sc 
of autosome bivalents and a sex bivalent. the sex chromosome axes of M. zibellina form 
sc as in majority of mammalian species; synaptic region length of the X and y chromo-
somes takes much more portion of the y chromosome. 
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МУТАЦІЇ ЗА ГЛІАДИНОВИМИ ЛОКУСАМИ, ІНДУКОВАНІ 
ГАММА-ОПРОМІНЕННЯМ ЗЕРЕН f1 М`ЯКОЇ ПшЕНИЦІ 

Опромінення є найбільш поширеним методом індукції мутацій при 
створенні сортів шляхом мутагенезу [1]. Доза гамма-опромінення 200 Гр є 
оптимальною дозою для обробки сухого насіння озимої м`якої пшениці за 
максимальною загальною частотою видимих мутацій в поколіннях М1–М3 
[2]. Частота індукованих мутацій за окремими морфологічними та фізіоло-
гічними ознаками у пшениці при гама-опроміненні зерна досягає 0,90%, за-
гальна частота видимих мутацій при опроміненні 200 Гр – 2,43-5,94% [2]. У 
деяких сортів озимої пшениці загальна частка родин М2 зі зміненими озна-
ками при опроміненні 200 Гр може досягати 25% [3].

Основним видом мутацій, що виникають при гама-опроміненні, є де-
леції фрагментів ДНК різного розміру [4]. Репарація дволанцюгових роз-
ривів ДНК може відбуватися шляхом гомологічної рекомбінації або шля-
хом негомологічного з’єднання кінців («незаконна» рекомбінація) [5]. Тому 
іонізуюче випромінювання використовують для отримання хромосомних 
розривів, інверсій, транслокацій, дуплікацій в рослинному матеріалі. Од-
нак, не виключається поява точкових мутацій в результаті окислювального 
пошкодження основ [6]. 

Локуси запасних білків пшениці характеризуються високим рівнем ви-
никнення спонтанних мутацій. За даними [7] частота зустрічання мутант-
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них спектрів за гліадиновими локусами – 0,68% на генотип, частота виник-
нення мутацій – не менше 0,03% на локус на покоління. При цьому осно-
вним типом мутацій є втрата компонентів, кодованих генами цих локусів. 
Подібні мутації за гліадиновими локусами (виникнення нуль-алелів) у твер-
дої і м’якої пшениці виявлено багатьма дослідниками [8]. Також можуть зу-
стрічатись мутації, пов`язані з втратою синтезу окремих компонентів, змі-
ною інтенсивності синтезу окремих білків та зміною рухливості окремих 
компонентів [7]. Висока частота мутацій в локусах запасних білків ймовір-
но визначається їх особливостями – кластерною організацією, та будовою 
самих запасних білків, які мають повторюваний домен – тандемні повтори 
коротких поліпептидних мотивів [9]. 

Задачею нашого дослідження була ідентифікація мутацій за гліадино-
вими локусами, індукованих гама-опроміненням сухих зерен м`якої пше-
ниці.

Матеріали і методи
Матеріалом дослідження слугували зерна з рослин f1 від схрещення 

майже ізогенних ліній (МІЛ) озимої м`якої пшениці за гліадиновими локу-
сами Gli-d1-4 × Gli-b1-3 на основі сорту Безоста 1 [10]. Вихідні лінії від-
різняються лише за присутністю пшенично-житньої транслокації 1bl/1rs 
(її маркером є гліадиновий алель Gli-B1l [11]) та за гліадиновим локусом 
Gli-D1 і мають наступні генотипи за гліадиновими локусами (позначення 
алелів за каталогом [11]): лінія Gli-b1-3: Gli-A1b Gli-B1l Gli-D1b Gli-A2b 
Gli-B2b Gli-D2b; лінія Gli-d1-4: Gli-A1b Gli-B1b Gli-D1j Gli-A2b Gli-B2b 
Gli-D2b. Сухі зерна f1 в дослідному варіанті були опромінені гама-проме-
нями в дозі 200 Гр. Контрольні та опромінені зерна f1 були висіяні на до-
слідній ділянці блоками з чергуванням рядів «контроль», «варіант з опро-
міненням» широкорядним посівом. В 2005 р. висаджено 95 контрольних 
і 97 опромінених зерен (м. Київ, дослідна ділянка Інституту агроекології 
НААН) та вирощено 73 і 81 рослини, відповідно. В 2006 р. висіяно по 200 
зерен кожного варіанту (с. Гатне, Київська обл.) та вирощено 135 f1 рос-
лин контрольного і 123 варіанту з опроміненням. З кожної рослини f1 про-
аналізовано 15–25 окремих зернівок f2 електрофорезом гліадинів за мето-
дикою [12].

Результати і обговорення
Частоту мутацій, індукованих гамма-опроміненням сухих зерен, серед 

рослин f1 (m1) пшениці визначали на основі електрофоретичного аналізу 
потомства зерен f2 (m2). Мутації, що приводили до зміни в електрофоре-
тичних спектрах гліадинів, індуковані гама-опроміненням, виявлено серед 
потомства 10 рослин f1 2006 р. та 5 рослин популяції, вирощеної в 2007 р 
(Табл. 1). Загальна частота таких мутацій становить 7,14%. В контрольному 
варіанті виявлено одну рослину, в потомстві якої спостерігався алель Gli-
B2b з відсутністю експресії двох нижніх β-гліадинів. Для сумарної популя-



200

ції рослин контрольного варіанту частота спонтанних мутацій за гліадино-
вими локусами становить 0,5%, що узгоджується з даними [7].

Таблиця 1 
Кількість рослин варіанту з опроміненням, у потомстві яких (серед зерен f2) виявлено 
мутації за певним гліадиновим локусом та загальна частота мутацій за цими локусами

Рік Gli-b1 Gli-d1 Gli-b2 Gli-d2
Часто-

та мута-
цій, %

2006 4 (1- нуль-алель, 2 – від-
сутність g-гліадина, кодо-
ваного алелем b, 1 – змі-
на рухливості нижнього 
w-компонента, кодованого 

алелем l)

3 
(нуль-
алель) 

2 (нуль-алель) 1 (нуль-
алель) 

12,3 ± 3,7

2007 3 (1- нуль-алель, 1 – зни-
жена інтенсивність 

g-гліадина, кодованого але-
лем Gli-B1b, 1? – поява 

компонента в g-зоні)

1 
(нуль-
алель)

1 (відсут-
ність 2 нижніх 
b-гліадинів, ко-

дованих але-
лем b)

- 4,1 ± 1,8

Разом 7 4 3 1 7,4 ± 1,8

Більшість випадків (дев`ять) зміни в гліадинових спектрах проявля-
лись у відсутності всіх компонентів алеля за певним гліадиновим локусом 
(нуль-алель). Нуль-алелі виявлено за локусами Gli-D1, Gli-B2, Gli-D2, та 
Gli-B1 (табл.1, рис. 1, 2). 

За локусом Gli-B1 у потомстві двох рослин спостерігались зернівки, 
у яких були присутні ω-гліадини, кодовані алелем Gli-B1b, та відсутній 
γ-компонент (рис. 3). У однієї рослини f1 серед потомства ідентифікова-
но генотипи зі зміненою рухливістю нижнього ω-компонента блока секалі-
нів Gli-B1l (рис. 4). Серед потомства однієї рослини, зустрічались зернівки 
зі зниженою інтенсивністю γ-гліадина, кодованого алелем Gli-B1b (рис. 5). 
Подібну мутацію було також виявлено в роботі [8].

За локусом Gli-B2 у потомстві однієї рослини варіанту з опроміненням 
спостерігались зернівки, у яких були присутні верхні β-гліадини, кодовані 
алелем Gli-B2b, та відсутні два нижні β-компоненти (рис. 6). 

Крім цього, у однієї рослини ідентифіковано зернівки з алелем Gli-B1l 
і появою додаткового γ-компонента. Для того, щоб визначити, геном якого 
локуса кодується новий компонент, треба провести гібридологічний аналіз 
при умові виділення лінії, що експресує цей компонент.
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вирощено 135 f1 рослин контрольного і 123 варіанту з опроміненням. З кожної рослини 
f1 проаналізовано 15–25 окремих зернівок f2 електрофорезом гліадинів за методикою 
[12]. 

Результати і обговорення 
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гама-опроміненням, виявлено серед потомства 10 рослин F1 2006 р. та 5 рослин 
популяції, вирощеної в 2007 р (Табл. 1). Загальна частота таких мутацій становить 
7,14%. В контрольному варіанті виявлено одну рослину, в потомстві якої спостерігався 
алель Gli-B2b з відсутністю експресії двох нижніх -гліадинів. Для сумарної популяції 
рослин контрольного варіанту частота спонтанних мутацій за гліадиновими локусами 
становить 0,5%, що узгоджується з даними [7]. 
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мутацій, % 
2006 4 (1- нуль-алель, 2 – відсутність -

гліадина, кодованого алелем b, 1 – 
зміна рухливості нижнього -

компонента, кодованого алелем l) 

3 
(нуль-
алель)  

2 (нуль-алель) 1 (нуль-
алель)  

12,3 ± 3,7 

2007 3 (1- нуль-алель, 1 - знижена 
інтенсивність -гліадина, 

кодованого алелем Gli-B1b, 1? - 
поява компонента в -зоні) 

1 
(нуль-
алель) 

 

1 (відсутність 2 
нижніх -гліадинів, 
кодованих  алелем 
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- 4,1 ± 1,8 

Разом 7 4 3 1 7,4 ± 1,8 
 
Більшість випадків (дев`ять) зміни в гліадинових спектрах проявлялись у 

відсутності всіх компонентів алеля за певним гліадиновим локусом (нуль-алель). Нуль-
алелі виявлено за локусами Gli-D1, Gli-B2, Gli-D2, та Gli-B1 (табл.1, рис. 1, 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис. 1 Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. 
М – зернівка з нуль-алелем за Gli-B1 (в 
гомозиготному стані). Короткими стрілками 
позначено зону спектру, де відсутні 
компоненти, кодовані алелем Gli-B1. 

 Рис. 2 Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини  f1 варіанту з опроміненням.  
4 – зернівка з нуль-алелем за Gli-D1 (в 
гомозиготному стані). Стрілками і дужкою 
позначено компоненти, що кодуються локусом 
Gli-D1, які відсутні у мутанта.   

 
За локусом Gli-B1 у потомстві двох рослин спостерігались зернівки, у яких були 
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Рис. 1 Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 
варіанту з опроміненням. М – зернів-
ка з нуль-алелем за Gli-B1 (в гомози-
готному стані). Короткими стрілка-
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Рис. 2 Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 варі-
анту з опроміненням. 4 – зернівка з 
нуль-алелем за Gli-D1 (в гомозиготно-
му стані). Стрілками і дужкою позна-
чено компоненти, що кодуються локу-

сом Gli-D1, які відсутні у мутанта

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис 3 Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок f2 з рослини  f1 варіанту з 
опроміненням. М – зернівка з мутантним 
алелем Gli-B1b з відсутністю  -компонента (в 
гетерозиготному стані).  Стрілкою позначено 
зону спектру, де відсутній -компонент, 
кодований алелем Gli-B1b. 

 Рис. 4 – Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. М – 
зернівка з мутантним алелем, що кодує компонент зі 
зміненою рухомістю (в гетерозиготному стані), 
позначений довгою стрілкою. Короткою стрілкою 
позначено відповідний компонент, кодований 
алелем Gli-B1l, з нормальною рухомістю.  

За локусом Gli-B2 у потомстві однієї рослини варіанту з опроміненням 
спостерігались зернівки, у яких були присутні верхні гліадини, кодовані алелем Gli-
B2b, та відсутні два нижні -компоненти (рис. 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис. 5. Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 варіанту з 
опроміненням. 2, 5 – зернівки з мутантним 
алелем Gli-B1b, який проявляється у 
зниженні експресії -компонента 
(позначеного стрілкою) 

 Рис. 6. Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. 2 – 
зернівка з мутантним алелем Gli-B2b з відсутністю 
експресії двох нижніх гліадинів (в гетерозиготному 
стані). Стрілками позначено компоненти, кодовані 
алелем Gli-B2b. 

 
Крім цього, у однієї рослини ідентифіковано зернівки з алелем Gli-B1l і  появою 

додаткового -компонента. Для того, щоб визначити, геном якого локуса кодується 
новий компонент, треба провести гібридологічний аналіз при умові виділення лінії, що 
експресує цей компонент. 

Отже, частота видимих мутацій за гліадиновими локусами при гама-опроміненні 
сухих зерен дозою 200 Гр зростає на порядок (7,4% порівняно з 0,5% в контролі). 
Найбільш частою індукованою мутацією є відсутність цілого блоку гліадинових 
компонентів, що найбільш ймовірно викликано делецією відповідного локусу. Також 
виявлено мутації, пов`язані з відсутністю певних гліадинових компонентів, зі 
зниженням інтенсивності синтезу -гліадина, зміною рухомості компонента. Оскільки 
поділ проламінів при електрофорезі в кислому середовищі відбувається як за рахунок 
маси, так і заряду молекули, то мутація, що викликала зміну рухомості компонента 

М М 

1 2 3 4 1 2 3 4 5
1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис 3 Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок f2 з рослини  f1 варіанту з 
опроміненням. М – зернівка з мутантним 
алелем Gli-B1b з відсутністю  -компонента (в 
гетерозиготному стані).  Стрілкою позначено 
зону спектру, де відсутній -компонент, 
кодований алелем Gli-B1b. 

 Рис. 4 – Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. М – 
зернівка з мутантним алелем, що кодує компонент зі 
зміненою рухомістю (в гетерозиготному стані), 
позначений довгою стрілкою. Короткою стрілкою 
позначено відповідний компонент, кодований 
алелем Gli-B1l, з нормальною рухомістю.  

За локусом Gli-B2 у потомстві однієї рослини варіанту з опроміненням 
спостерігались зернівки, у яких були присутні верхні гліадини, кодовані алелем Gli-
B2b, та відсутні два нижні -компоненти (рис. 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис. 5. Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 варіанту з 
опроміненням. 2, 5 – зернівки з мутантним 
алелем Gli-B1b, який проявляється у 
зниженні експресії -компонента 
(позначеного стрілкою) 

 Рис. 6. Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. 2 – 
зернівка з мутантним алелем Gli-B2b з відсутністю 
експресії двох нижніх гліадинів (в гетерозиготному 
стані). Стрілками позначено компоненти, кодовані 
алелем Gli-B2b. 

 
Крім цього, у однієї рослини ідентифіковано зернівки з алелем Gli-B1l і  появою 

додаткового -компонента. Для того, щоб визначити, геном якого локуса кодується 
новий компонент, треба провести гібридологічний аналіз при умові виділення лінії, що 
експресує цей компонент. 

Отже, частота видимих мутацій за гліадиновими локусами при гама-опроміненні 
сухих зерен дозою 200 Гр зростає на порядок (7,4% порівняно з 0,5% в контролі). 
Найбільш частою індукованою мутацією є відсутність цілого блоку гліадинових 
компонентів, що найбільш ймовірно викликано делецією відповідного локусу. Також 
виявлено мутації, пов`язані з відсутністю певних гліадинових компонентів, зі 
зниженням інтенсивності синтезу -гліадина, зміною рухомості компонента. Оскільки 
поділ проламінів при електрофорезі в кислому середовищі відбувається як за рахунок 
маси, так і заряду молекули, то мутація, що викликала зміну рухомості компонента 

М М 

1 2 3 4 1 2 3 4 5
1 

Рис 3 Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок f2 з рослини f1 
варіанту з опроміненням. М – зер-
нівка з мутантним алелем Gli-B1b 
з відсутністю γ-компонента (в гете-
розиготному стані). Стрілкою поз-
начено зону спектру, де відсутній 
γ-компонент, кодований алелем Gli-

B1b

Рис. 4 – Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 варіан-
ту з опроміненням. М – зернівка з му-
тантним алелем, що кодує компо-
нент зі зміненою рухомістю (в гетеро-
зиготному стані), позначений довгою 
стрілкою. Короткою стрілкою позна-
чено відповідний компонент, кодова-
ний алелем Gli-B1l, з нормальною ру-

хомістю



202

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис 3 Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок f2 з рослини  f1 варіанту з 
опроміненням. М – зернівка з мутантним 
алелем Gli-B1b з відсутністю  -компонента (в 
гетерозиготному стані).  Стрілкою позначено 
зону спектру, де відсутній -компонент, 
кодований алелем Gli-B1b. 

 Рис. 4 – Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. М – 
зернівка з мутантним алелем, що кодує компонент зі 
зміненою рухомістю (в гетерозиготному стані), 
позначений довгою стрілкою. Короткою стрілкою 
позначено відповідний компонент, кодований 
алелем Gli-B1l, з нормальною рухомістю.  

За локусом Gli-B2 у потомстві однієї рослини варіанту з опроміненням 
спостерігались зернівки, у яких були присутні верхні гліадини, кодовані алелем Gli-
B2b, та відсутні два нижні -компоненти (рис. 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис. 5. Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 варіанту з 
опроміненням. 2, 5 – зернівки з мутантним 
алелем Gli-B1b, який проявляється у 
зниженні експресії -компонента 
(позначеного стрілкою) 

 Рис. 6. Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. 2 – 
зернівка з мутантним алелем Gli-B2b з відсутністю 
експресії двох нижніх гліадинів (в гетерозиготному 
стані). Стрілками позначено компоненти, кодовані 
алелем Gli-B2b. 

 
Крім цього, у однієї рослини ідентифіковано зернівки з алелем Gli-B1l і  появою 

додаткового -компонента. Для того, щоб визначити, геном якого локуса кодується 
новий компонент, треба провести гібридологічний аналіз при умові виділення лінії, що 
експресує цей компонент. 

Отже, частота видимих мутацій за гліадиновими локусами при гама-опроміненні 
сухих зерен дозою 200 Гр зростає на порядок (7,4% порівняно з 0,5% в контролі). 
Найбільш частою індукованою мутацією є відсутність цілого блоку гліадинових 
компонентів, що найбільш ймовірно викликано делецією відповідного локусу. Також 
виявлено мутації, пов`язані з відсутністю певних гліадинових компонентів, зі 
зниженням інтенсивності синтезу -гліадина, зміною рухомості компонента. Оскільки 
поділ проламінів при електрофорезі в кислому середовищі відбувається як за рахунок 
маси, так і заряду молекули, то мутація, що викликала зміну рухомості компонента 

М М 

1 2 3 4 1 2 3 4 5
1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис 3 Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок f2 з рослини  f1 варіанту з 
опроміненням. М – зернівка з мутантним 
алелем Gli-B1b з відсутністю  -компонента (в 
гетерозиготному стані).  Стрілкою позначено 
зону спектру, де відсутній -компонент, 
кодований алелем Gli-B1b. 

 Рис. 4 – Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. М – 
зернівка з мутантним алелем, що кодує компонент зі 
зміненою рухомістю (в гетерозиготному стані), 
позначений довгою стрілкою. Короткою стрілкою 
позначено відповідний компонент, кодований 
алелем Gli-B1l, з нормальною рухомістю.  

За локусом Gli-B2 у потомстві однієї рослини варіанту з опроміненням 
спостерігались зернівки, у яких були присутні верхні гліадини, кодовані алелем Gli-
B2b, та відсутні два нижні -компоненти (рис. 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Рис. 5. Електрофореграма гліадинів 
окремих зернівок з рослини f1 варіанту з 
опроміненням. 2, 5 – зернівки з мутантним 
алелем Gli-B1b, який проявляється у 
зниженні експресії -компонента 
(позначеного стрілкою) 

 Рис. 6. Електрофореграма гліадинів окремих 
зернівок з рослини f1 варіанту з опроміненням. 2 – 
зернівка з мутантним алелем Gli-B2b з відсутністю 
експресії двох нижніх гліадинів (в гетерозиготному 
стані). Стрілками позначено компоненти, кодовані 
алелем Gli-B2b. 

 
Крім цього, у однієї рослини ідентифіковано зернівки з алелем Gli-B1l і  появою 

додаткового -компонента. Для того, щоб визначити, геном якого локуса кодується 
новий компонент, треба провести гібридологічний аналіз при умові виділення лінії, що 
експресує цей компонент. 

Отже, частота видимих мутацій за гліадиновими локусами при гама-опроміненні 
сухих зерен дозою 200 Гр зростає на порядок (7,4% порівняно з 0,5% в контролі). 
Найбільш частою індукованою мутацією є відсутність цілого блоку гліадинових 
компонентів, що найбільш ймовірно викликано делецією відповідного локусу. Також 
виявлено мутації, пов`язані з відсутністю певних гліадинових компонентів, зі 
зниженням інтенсивності синтезу -гліадина, зміною рухомості компонента. Оскільки 
поділ проламінів при електрофорезі в кислому середовищі відбувається як за рахунок 
маси, так і заряду молекули, то мутація, що викликала зміну рухомості компонента 

М М 

1 2 3 4 1 2 3 4 5
1 Рис. 5. Електрофореграма гліади-

нів окремих зернівок з рослини 
f1 варіанту з опроміненням. 2, 5 – 
зернівки з мутантним алелем Gli-
B1b, який проявляється у знижен-
ні експресії γ-компонента (позна-

ченого стрілкою)

Рис. 6. Електрофореграма гліадинів ок-
ремих зернівок з рослини f1 варіанту 
з опроміненням. 2 – зернівка з мутан-
тним алелем Gli-B2b з відсутністю екс-
пресії двох нижніх гліадинів (в гетеро-
зиготному стані). Стрілками позначено 
компоненти, кодовані алелем Gli-B2b.

Отже, частота видимих мутацій за гліадиновими локусами при гама-
опроміненні сухих зерен дозою 200 Гр зростає на порядок (7,4% порівняно 
з 0,5% в контролі). Найбільш частою індукованою мутацією є відсутність 
цілого блоку гліадинових компонентів, що найбільш ймовірно викликано 
делецією відповідного локусу. Також виявлено мутації, пов`язані з відсут-
ністю певних гліадинових компонентів, зі зниженням інтенсивності син-
тезу g-гліадина, зміною рухомості компонента. Оскільки поділ проламінів 
при електрофорезі в кислому середовищі відбувається як за рахунок маси, 
так і заряду молекули, то мутація, що викликала зміну рухомості компонен-
та могла відбутись як за рахунок делеції, так і за рахунок нуклеотидної за-
міни, що привела до зміни заряду білкової молекули. 

Відомо, що алельні стани гліадинових локусів пов`язані з проявом оз-
нак хлібопекарної якості [9]. Локуси Gli-1 тісно зчеплені з локусами низь-
комолекулярних субодиниць глютенінінів, які безпосередньо визначають 
хлібопекарну якість [9]. Отримання матеріалу з мутаціями за локусами за-
пасних білків дозволить вивчати роль окремих білкових компонентів у виз-
наченні якості та створювати матеріал пшениці з новими властивостями.
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Резюме
Опромінення сухих зерен f1 озимої м`якої пшениці гама-променями в дозі 200 

Гр викликало мутації в гліадинових локусах з частотою 7,4% (при 0,5% в контролі). 
Найбільш часта мутація – відсутність цілого блоку гліадинових компонентів. Вияв-
лено мутації, пов`язані з відсутністю певних гліадинових компонентів, зі знижен-
ням інтенсивності синтезу γ-гліадина, зміною рухомості компонента. 

Облучение сухих зерен f1 озимой мягкой пшеницы гамма-лучами в дозе 200 
Гр вызвало мутации в глиадиновых локусах с частотой 7,4% (при 0,5% в контро-
ле). Найболее частая мутация – отсутствие целого блока глиадиновых компонен-
тов. Выявлены мутации, выражающиеся в отсутствии определенных глиадиновых 
компонентов, снижении интенсивности синтеза γ-глиадина, изменении подвижнос-
ти компонента. 

irradiation with gamma-rays (200 Gy) of dry f1 seeds induced mutations at gliadin 
loci with the frequency of 7,4% (at 0,5% in the control). the absence of the whole block 
of gliadin components was the most frequent mutation. mutations associated with the lack 
of certain gliadin components, a decrease in γ-gliadin intensity, change of component mo-
bility were identified.
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СТЕПЕНЬ ПОЛИТЕНИИ ГИГАНТСКИХ ХРОМОСОМ У 
DROSOPHILA MELANOGASTER MEIG. В СВЯЗИ С РАЗЛИЧИЯМИ 

ПО ГЕНОТИПУ И ЧАСТОТОЙ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ ЛЕТАЛЕЙ
Развитие двукрылых насекомых характеризуется формированием в 

клетках личиночных и некоторых имагинальных тканей политенных хро-
мосом. Такими являются слюнные железы, жировые тела, мальпигиевы со-
суды, и др. В соответствии с современными данными у дрозофилы практи-
чески все личиночные ткани проходят, по крайней мере, один цикл эндоре-
дупликации [1]. Особенности строения и функционирования политенных 
ядер в конечном итоге реализуются в более высокий функциональный уро-
вень органа и приспособленности организма в целом [2, 3].

В современной литературе в связи с широкой распространенностью 
явления политении обсуждаются различные гипотезы о биологическом 
значении этого явления [4–6]. В частности, говорится о том, что эндоредуп-
ликация ведет к увеличению размеров клеток, она может служить механиз-
мом роста и дифференцировки тканей, о возможной функции защиты гено-
ма от мутаций (buffering of genome) [5] и стрессовых факторов (modulation 
of stress response) [7]. В то же время авторы указывают на ограниченность 
экспериментальных данных, которые позволяли бы делать на этот счет оп-
ределенные выводы.

Целью работы было изучить различия линий и гибридов Drosophila 
melanogaster meig. по плодовитости и частоте эмбриональных леталей в 
связи с различиями по степени политении хромосом (СПХ).

Материалы и методы
Материалом для исследования инбредные линии разного географичес-

кого происхождения: Swedish (Sw), Oregon-R (Or) и Canton-S (C-S) и межли-
нейные реципрокные гибриды F1 Or×C-S и C-S×Or. Инбридинг поддержи-
вался путем скрещиваний сибсов. В линии Swedish инбридинг поддержи-
вался до начала экспериментов на протяжении 38–40 поколений, в линиях 
Oregon-R (Or) и Canton-S (C-S) – 56 – 58 поколений.

Мух выращивали на стандартной сахарно-дрожжевой среде при тем-
пературе 25,0±0,5 °С. У линий и гибридов исследовали показатели адаптив-
ной ценности: яйцепродукцию самок, частоту эмбриональных летальних 
мутаций [8]. Степень политении хромосом (СПХ) исследовали у личинок 
в конце 3-го возраста на давленых ацетоорсеиновых препаратах слюнных 
желез [9] цитоморфометрическим методом: хромосомы с разной СПХ раз-
личаются по ширине хромосом и интенсивности окрашивания ацетоорсе-
ином [10].
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Результаты и обсуждение
К концу личиночной стадии развития в слюнных железах D. melano-

gaster встречаются от двух до четырех классов ядер с разной степенью по-
литении: 256С, 512С, 1024С, 2048С [11]. В то же время существует внут-
ривидовая изменчивость гигантских хромосом по степени политении [12]. 
На рис. 1 представлены данные о распределении ядер с разной СПХ (А) и 
средних значениях СПХ (Б) у разных генотипов. Линия Swedish имела на-
именьшие значения СПХ, уступая другим генотипам в среднем на 10,9–
15,0 %, (р < 0,05–0,001), за исключением самцов линии Oregon-R. У гибри-
дов F1 Or×C-S и C-S×Or наблюдали превосходство над инбредной линией 
Oregon-R у самцов на 11,7–12,9 % (р < 0,01), по отношению к линии Can-
ton-S достоверных различий не выявлено.  
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Рис. 4. Степень политении хромосом в слюнных железах личинок инбредных линий и 
межлинейных гибридов F1 Drosophila melanogaster: А – распределение ядер с разной 
СПХ; Б – средние значения СПХ. 
 

 
Линия  Swedish отличалась наименьшей плодовитостью по показателю 

яйцепродукции самок и наибольшей суммарной частотой эмбриональных леталей (ЭЛ) 
и поздних эмбриональных леталей (ПЭЛ), о чем свидетельствуют данные, приведенные 
в таблице 1. Наибольшей плодовитостью и наименьшими значениями эмбриональной 
смертности отличались межлинейные гибриды F1 
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и наименьшими значениями эмбриональной смертности отличались меж-
линейные гибриды F1.

Анализ статистических связей (ранговая корреляция) показал наличие 
тесной отрицательной корреляции между яйцепродукцией самок, с одной 
стороны, и суммарной частотой эмбриональных леталей и частотой позд-
них летальных мутаций, с другой стороны: rs = – 0,9 (р < 0,05). Частота эм-
бриональных леталей, как суммарных, так и поздних, отрицательно кор-
релирует со степенью политении хромосом: rs = – 1,0 (р < 0,001). Между 
яйцепродукцией самок и показателем СПХ установлено наличие тесной 
положительной корреляции: rs = 0,9 (р < 0,05).

Таблица 1
Яйцепродукция самок и частота эмбриональных леталей у инбредных линий и 
межлинейных гибридов F1 Drosophila melanogaster

Линии, гибриды Яйцепродукция са-
мок

Суммарная часто-
та ЭЛ Частота ПЭЛ

swedish 123,7±18,1 37,50 ± 2,50 6,50 ± 1,30
oregon-r 199,4±18,1 26,59±1,63 1,49±0,45
canton-s 284,0±28,6 14,95±1,45 0,83±0,37

f1 or ×c-s 380,0±28,7 2,71±0,50 0,19±0,13
f1 c-s×or 288,8±11,0 1,06±0,35 0,18±0,13

Ранее отрицательную корреляцию между СПХ и частой возникно-
вения мутаций наблюдали в связи с изучением влияния изогенизации на 
геном в линии BarC-S, в которой мутация Bar была перенесена на генети-
ческий фон линии Canton-S. При изогенизации хромосом 2 и 3 в линии 
BarC-S у самок полученной в результате изогенной линии isoII; isoIII BarC-S 
наблюдали увеличение частоты неравного кроссинговера, а также частоты 
эмбриональных леталей [13], что также коррелировало со снижением сте-
пени политении в слюнных железах личинок изогенной линии [14].

Отрицательная корреляция между СПХ и ПЭЛ была выявлена при изу-
чении влияния генотипа и плотности культуры на геном дрозофилы. Значи-
мой связи между СПХ и суммарной частотой ЭЛ не было обнаружено [15]. 
Личиночная перенаселенность также вызывала увеличение генетической 
нестабильности в линии BarC-S, обусловленной явленим нереципрокной го-
мологичной рекомбинации [12].

Связь между политенизацией генома и процессами мутагенеза, по ви-
димому, в разных случаях может иметь различный характер. Это может 
быть коррелятивная связь, обусловленная, вовлеченностью одних и тех же 
ферментов и регуляторных белков как в процессы репликации, так и в ме-
ханизмы репарации повреждений ДНК. 

С другой стороны, политения определенным образом может служить 
защитой клетки от соматических мутаций. Поскольку речь идет о повреж-
дениях ДНК, в полиплоидной клетке остается множество неповрежден-
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ных копий генома, обеспечивающих нормальную жизнедеятельность клет-
ки. Подобная форма защиты от мутаций отдельных генов существует и в 
диплоидных клетках, в которых некоторые гены дуплицированы и образу-
ют так называемые семейства генов, например, гены глобинов, актина, ту-
булина и т.п. [16]. 

Кроме того, дополнительным фактором защиты от мутагенных вли-
яний может служить увеличение объема ядра при политенизации генома, 
поскольку поверхность ядра увеличивается медленнее, чем его объем.

Выводы
Показано влияние генотипа на степень политении гигантских хро-

мосом дрозофилы. Частота эмбриональных леталей, как суммарных, так 
и поздних, отрицательно коррелирует со степенью политении хромосом. 
Между яйцепродукцией самок и показателем СПХ установлено наличие 
тесной положительной корреляции.
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Резюме
Изучена вариабельность степени политении хромосом (СПХ) в слюнных 

железах Drosophila melanogaster в связи с различиями по плодовитости и часто-
те эмбриональных леталей. Частота эмбриональных леталей, как суммарных, так и 
поздних, отрицательно коррелирует со степенью политении хромосом. Между яй-
цепродукцией самок и показателем СПХ установлено наличие тесной положитель-
ной корреляции.

Досліджена варіабельність ступеня політенії хромосом (СПХ) в слюнних же-
лезах Drosophila melanogaster у зв’язку з відмінностями за плодючістю і частотою 
ембріональних леталей. Частота ембріональних леталей, як сумарних, так і пізніх, 
негативно корелює зі ступенем політенії хромосом. Між яйцепродукцією самок і 
показником СПХ встановлено наявність тісної позитивної кореляції.

the variability of polyteny level of chromosome (Plc) in the salivary glands of 
Drosophila melanogaster in relation to differences of fertility and frequency of embryonic 
lethality was investigated. the frequency of embryonic lethal mutants so summary as late 
was shown to correlate negatively with chromosome polyteny level. Positive close corre-
lation was detected between the egg production and Plc index.

ТИМЧУК С.М.1, ЛАРІНЦЕВА Н.В.1, ПОЗДНЯКОВ В.В.1, 
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ВМІСТ І СКЛАД ТОКОФЕРОЛІВ В ЗЕРНІ ЕНДОСПЕРМОВИХ 
МУТАНТІВ КУКУРУДЗИ

В селекції кукурудзи на якість зерна активно використовується 
біохімічний ефект моногенних мутацій структури ендосперму, які регулю-
ють активності ключових ферментів утворення крохмалю і викликають ко-
рисні змінення вуглеводного складу зерна [ 1, 2 ]. Показано, що цей ефект 
в ряді випадків супроводжується зростанням вмісту олії в зерні і пере-
розподілом її жирнокислотного складу в бік підвищення часток насичених 
та мононенасичених кислот [ 3, 4 ]. 
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Однак якість рослинних олій залежить не тільки від їх жирнокислот-
ного складу, але й від вмісту та складу жиророзчинних вітамінів, серед яких 
на особливу увагу заслуговують токофероли [ 5,6 ]. Ця група з’єднань виріз-
няється вираженим поліфункціональним ефектом вітаміну Е і забезпечує 
стійкість рослинних олій до перекисного окислювання [ 7 ]. 

В зерні кукурудзи комплекс токоферолів представлено α -, β- , γ- і δ- то-
колами, які суттєво відмінні між собою за вітамінною та антиоксидантною 
активністю, причому і загальний вміст токоферолів і співвідношення його 
окремих форм піддавані досить широкій генотиповій мінливості [ 8 ]. Вста-
новлено, що однією з її вірогідних причин є ефекти полігенних комплексів 
[ 9 ], тоді як можливості застосування моногенних ендоспермових мутацій 
для селекційно – генетичного поліпшення кукурудзи за комплексом токо-
феролів до цього часу не проаналізовано.

Це і створило передумови для виконання наших досліджень, задачею 
яких було визначення ефектів різних ендоспермових мутацій кукурудзи за 
вмістом та складом токоферолів.

Матеріали і методи
Матеріалом для досліджень послугувала серія неспоріднених за похо-

дженням інбредних ліній кукурудзи звичайного типу і ліній– носіїв ендос-
пермових мутацій wx, su2, ae, sh1, su1 та sh2. Для проведення дослідів вико-
ристовувалося по 5 інбредних ліній кожного типу.

Варіанти експериментального комплексу вирощували в 2009 – 2010 
рр. в двох екологічних зонах – Східному та Південному Лісостепу Украї-
ни і для досліджень використовували матеріал виключно від контрольова-
ного запилення.

Визначення вмісту та складу токоферолів проводили методом високо-
ефективної рідинної хроматографії на хроматографі «smartline Knauer» з 
ультрафіолетовим детектором [ 10 ]. В якості стандартів для калібруван-
ня хроматографу використовували чисті препарати токоферолів виробни-
цтва фірми calbiochem. Керування хроматографічною системою та обчис-
лення результатів аналізів здійснювали за допомогою комп’ютерної про-
грами clarity chrom. 

Статистичну обробку експериментальних результатів проводили мето-
дом дисперсійного аналізу [ 11 ]. 

Результати та обговорення
Отримані результати підтвердили, що комплекс токоферолів в зерні ку-

курудзи представлено α -, β- , γ- і δ- токолами, причому кількісно переважа-
ючою формою токоферолів був γ- токол. Його частка в комплексі токофе-
ролів перевищувала 90%, а у деяких мутантів, наприклад ае, весь комплекс 
токоферолів було представлено виключно γ- токолом.

Проаналізовані типи кукурудзи були дуже відмінні між собою за за-
гальним середнім вмістом токоферолів і всі ендоспермові мутанти за ви-
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ключенням мутанту ае відрізнялися від кукурудзи звичайного типу більш 
високим середнім рівнем цієї ознаки ( табл.1 ). 

Таблиця 1
Середній вміст різних форм токоферолів в оліях зерна ендоспермових мутантів кукуру-
дзи ( середнє за 2009-2010 рр.)

Мутанти
Вміст різних форм токоферолів в оліях, мг%

α -токолу β- токолу γ- токолу δ- токолу Сума токофе-
ролів

Звичайний тип 1,7 1,3 57,7 1,1 61,7
wx 1,3 1,2 61,9 0 64,4
su2 1,0 0,1 69,8 0,1 71,0
ae 0 0 62,0 0 62,0
sh1 0,3 0 79,9 0 80,2
su1 1,3 1,9 125,9 0,8 129,9
sh2 0,8 0 121,1 0 121,9

НІР 0,95 0,7 0,8 23,8 0,6 24,3

Однак в кількісному відношенні ефекти різних мутацій щодо вмісту 
токоферолів були нетотожними. Мутанти wx перевищували звичайну ку-
курудзу в середньому на 4,4%, мутанти su2 – на 11,5%, мутанти sh1 – на 
30,0%, а мутанти sh2 та su1 – більше ніж вдвічі. Зростання загального вміс-
ту токоферолів у проаналізованих мутантів кукурудзи здійснювалося, го-
ловним чином, за рахунок γ – токолу і ефекти різних ендоспермових мута-
цій за його вмістом були практично подібні їх ефектам за загальним вміс-
том токоферолів.

За середнім вмістом α – та, β – токолів всі проаналізовані мутанти пос-
тупалися звичайній кукурудзі. Найменш суттєве зниження вмісту цих форм 
токоферолів зареєстроване у мутантів wx та su1, а за вмістом β- токолу му-
танти su1 навіть дещо переважали кукурудзу звичайного типу. У мутантів 
sh1 зовсім не було зареєстровано наявності β – токолу, а у мутантів ае – і α 
– та, β – токолів. У більшості мутантів кукурудзи δ – токол в складі олії теж 
був відсутній. Цей компонент токоферолів в дуже низьких кількостях було 
зареєстровано тільки у звичайної кукурудзи, а також мутантів su1 та su2.

У неспоріднених за походженням ліній кукурудзи звичайного типу і 
ліній – носіїв кожної ендоспермової мутації простежувалося широке варію-
вання загального вмісту токоферолів і вмісту кожної з їх форм. Найбільш 
широкий розмах цієї мінливості зареєстровано за загальним вмістом токо-
феролів і вмістом γ – токолу. За іншими компонентами комплексу токофе-
ролів теж спостерігалися відмінності між лініями – носіями кожної мутації, 
але вони були значно менш суттєвими ( табл.2 ). 

Серед проаналізованих в дослідах ліній самими високими рівнями цих 
ознак серед ліній кукурудзи звичайного типу вирізнялися лінія Р-165, се-
ред ліній – носіїв мутації wx – лінія ВК-19, серед ліній – носіїв мутації su2 
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– лінія АС-16, серед ліній – носіїв мутації ae – лінія АЕ-800, серед ліній – 
носіїв мутації sh1 – лінія cs-3, серед ліній – носіїв мутації su1 –лінія МС-
266, а серед ліній – носіїв мутації sh2 – лінія ss-390, а дві останні із зазна-
чених ліній проявили найбільш високий загальний вміст токоферолів і γ – 
токолу в межах всієї проаналізованої сукупності. 

Таблиця 2
Коливання вмісту різних форм токоферолів в оліях зерна ліній – носіїв ендоспермових 
мутацій кукурудзи ( середнє за 2009-2010 рр.)

Мутації
Вміст різних форм токоферолів в оліях ( мін.-макс.), мг%

α – токолу β – токолу γ – токолу δ – токолу Сума токофе-
ролів

Звичайний тип 0,6 – 2,7 0,3 – 2,6 38,0 – 70,9 0,4 – 2,9 41,9 – 75,2
wx 0,8 – 2,4  0,4 – 2,6 48,7 – 73,6 0 52,5 – 76,6
su2 0,6 – 1,8 0 – 0,4 62,8 – 81,4 0 – 0,7 63,4 – 83,2
ae 0 0 50,5 – 98,5 0 50,6 – 98,5
sh1 0,1 – 0,9 0 64,6 – 95,8 0 65,4 – 96,1
su1 0,6 – 1,8 1,1 – 3,0 93,5 – 167,40 0 – 1,3 96,7 – 173,5
sh2 0,5 – 1,7 0 104,7 – 144,2 0 105,4 – 145,8

НІР 0,95 0,4 1,1 2,5 0,6 3,0

Загалом, отримані в дослідах результати показали наявність суттєвого 
ефекту різних ендоспермових мутацій кукурудзи та загальним вмістом то-
коферолів і вмістом γ – токолу. Однак, враховуючи специфічність біохіміч-
ного ефекту кожної ендоспермової мутації [ 2 ] і відсутність прямих мета-
болічних взаємозв’язків між утворенням крохмалю та токоферолів, ми не 
вважаємо можливим пояснити отримані результати плейотропним ефектом 
ендоспермових мутацій. Більш вірогідною причиною підвищення вмісту γ 
– токолу в оліях ендоспермових мутацій, на наш погляд, уявляється просто-
рове зчеплення крохмаль – модифікуючих локусів з локусами, які контро-
люють утворення γ – токолу, або інгибирують його конверсію в α – токол 
[ 8 ]. І, на підставі отриманих результатів можна припустити, що локуси, 
які регулюють вміст γ – токолу розташовано, зокрема, в третій та четвер-
тій хромосомах.

З іншого боку отримані результати свідчать про кількісну природу 
вмісту основних фракцій токолів, особливо γ – токолу, у неспоріднених за 
походженням ліній на основі кожної мутації. Це може розглядатися як свід-
чення не тільки суттєвої ролі полігенних комплексів в детермінації вмісту 
токоферолів [ 9 ], але й можливого існування ефектів взаємодій ген : гено-
тип за цією ознакою.

Висновки. Встановлено підвищення загального вмісту токоферолів та 
γ – токолу в оліях зерна ендоспермових мутантів кукурудзи, особливо su1 та 
sh2, порівняно з кукурудзою звичайного типу. Показано широке варіюван-
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ня загального вмісту токоферолів і вмісту γ – токолу у різних ліній на осно-
ві однієї мутації. 
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Резюме
Установлено повышение общего содержания токоферолов и γ – токола в мас-

лах зерна эндоспермовых мутантов кукурузы, особенно su1 и sh2, в сравнении с ку-
курузой обычного типа. Показано широкое варьирование общего содержания токо-
феролов и γ – токола у различных линий на основе одной мутации. 

Встановлено підвищення загального вмісту токоферолів та γ – токолу в оліях 
зерна ендоспермових мутантів кукурудзи, особливо su1 та sh2, порівняно з кукуруд-
зою звичайного типу. Показано широке варіювання загального вмісту токоферолів і 
вмісту γ – токолу у різних ліній на основі однієї мутації. 

the increase of total tocopherols and γ – tocopherol contents in the grain oils of 
maize endospermic mutants, particularly su1 and sh2, in comparison with the maize of a 
usual type was established. it has been showed a wide variability of total tocopherols’s 
and γ – tocopherol contents in the different inbreds based on one mutation. 
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АНАЛИЗ ПРИЗНАКА ВЫСОКИХ АДАПТИВНЫХ СВОЙСТВ НА 
ГЕНЕТИЧЕСКОМ И ФЕНОТИПИЧЕСКОМ УРОВНЯХ

Посвящается всемирно известному учёному генетику И.А. Рапопорту,  
лауреату Ленинской премии, Герою социалистического труда  

в годовщину его столетия
Воздействие на живые организмы экстремальными факторами в опре-

делённом их диапазоне может вызывать адаптивные реакции. Источником 
этих реакций могут быть не только мутации, но и стойкие наследственные 
эпигенетические изменения, влияющие на регуляцию генетической актив-
ности, в данном случае определяющую высокие адаптивные свойства. Мо-
гут быть также и обратимые ненаследственные эпигенетические измене-
ния. 

Эпигенез, как правило, возможен, когда происходит перемена в эух-
роматически-гетерохроматических взаимоотношениях. Поэтому сущест-
венно знать размеры блоков гетерохроматина в хромосомах [1]. Молчащие 
гены гетерохроматина не считываются, однако есть способы их активации. 
Активация генов гетерохроматина может приводить к усилению адаптив-
ных свойств организма. Изменения в эухроматически-гетерохроматичес-
ких взаимоотношениях могут происходить в частности при возникновении 
определённых перестроек хромосом, приводящих к эффекту положения, 
когда ген, благодаря тому, что ложится рядом с блоком гетерохроматина, ге-
терохроматизируется и становится молчащим. 

Сорта и образцы озимой пшеницы, полученные методом химического 
мутагенеза, открытого в нашей стране крупным ученым генетиком И.А. Ра-
попортом [2], часто обладают высокими адаптивными свойствами – в 40% 
случаев и чаще по отношению ко всем проанализированным мутантам [3]. 
Представляет интерес выявление хотя бы некоторых возможных причин 
этого сложного явления. 

Материалы и методы
Высокий выход хемомутантных сортов и образцов коллекции, обла-

дающих высокими адаптивными свойствами [4], был получен в вариантах 
с наиболее эффективно действующими дозами супермутагена этиленими-
на (ЭИ) 0,01 – 0,04% при экспозиции 24 часа на высоко мутабильном сор-
те озимой пшеницы ППГ 186 [3, 4], где возникает наиболее широкое гено-
типическое разнообразие с большими возможностями выбора нужных на-
следственно измененных форм. 
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Для сравнения была использована ненаследственная изменчивость 
при действии модификационными факторами – низкими температурами, 
вибрацией, пара-аминобензойной кислотой (ПАБК) на модельном объек-
те Tradescantia paludosa. ПАБК также применялась на озимой пшенице, 
яровом ячмене [5, 6] и других культурах в модельных и производственных 
опытах и в производстве.

Результаты и обсуждение
Известно, что мощным источником признака высокой адаптивности 

является метод отдаленной гибридизации, который включает скрещивания 
культурной пшеницы с отдаленными видами и родами, часто дикими, ко-
торые являются носителями многих компонентов, составляющих признак 
высоких адаптивных свойств. Сюда входят рожь, виды пшениц однозер-
нянок и двузернянок, виды эгилопсов, пыреев, элимусов. Все эти виды и 
роды приспособлены к перенесению суровых зим, жестких летних засух 
и других неблагоприятных условий. Довольно широко распространились 
сорта тритикале – гибридов между рожью и пшеницей. Однако использо-
вание этих видов и родов в качестве доноров признака высоких адаптив-
ных свойств представляет трудности по ряду причин. В частности это име-
ет место в результате высокой стерильности в поколениях при несовмес-
тимости геномов, длительного отсутствия константности, сопровождения 
нужного признака (в данном случае высоких адаптивных свойств) неже-
лательными признаками иного вида или рода, которые в совокупности со-
ставляют непродуктивный дикий фенотип. От нежелательных признаков 
иного вида или рода, сопутствующих нужным селекционерам признакам, 
бывает трудно избавиться даже при применении неоднократных бекроссов. 
Тем не менее, метод отдалённой гибридизации перспективен и с помощью 
него в своё время были созданы ценные сорта озимой пшеницы, например 
сорт ППГ 186. Однако мы используем метод химического мутагенеза, ли-
шенного многих из перечисленных нежелательных свойств, характерных 
для метода отдаленной гибридизации. Поэтому желаемый результат с ис-
пользованием метода химического мутагенеза достигается быстрее и быва-
ет более эффективным по сравнению с методом отдаленной гибридизации. 

В предшествующих работах было показано, что высокие адаптивные 
свойства вызываются при использовании метода химического мутагенеза 
разными причинами: множественными мутациями [4], особым, незатуха-
ющим с годами гетерозисом на мутантной основе [7], доминантными му-
тациями [3].

Большую роль в выявлении высоких адаптивных признаков сыграло 
широкое генотипическое разнообразие с большими возможностями выбо-
ра наследственно измененных форм, созданное с использованием метода 
химического мутагенеза. Для выявления свойств высокой адаптивности 
нам помогли годы с неблагоприятными и крайне неблагоприятными усло-
виями перезимовки, а также жесткие летние засухи. При этом создавались 
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условия для естественного отбора и дальнейшего повышения устойчивос-
ти к неблагоприятным факторам среды на жёстком провокационном фоне. 
Высокоадаптивные мутанты и мутантные сорта проявляют широкий ком-
плекс компонентов, составляющих признак высоких адаптивных свойств. 
Это устойчивость к низким температурам (морозостойкость), вымоканию, 
задыханию под снегом (если снег стал теплопроводным), устойчивость к 
низкотемпературным фитопатогенам (тифулёз, виды снежной плесени), ус-
тойчивость к выпреванию, выпиранию, устойчивость к притёртым ледя-
ным коркам, к толще льда, высокая регенерационная способность. Бо́льшая 
часть высокоадаптивных мутантов одновременно проявляет устойчивость 
к жестким летним засухам и жаростойкость. Впечатляет то обстоятельс-
тво, что высокая устойчивость проявляется к столь широкому комплексу 
неблагоприятных факторов, а также к тому, что мутантный признак высо-
кой адаптивности возникает при использовании метода химического мута-
генеза часто – в 40 и более процентах случаев. 

Впечатляет также тот факт, что устойчивые мутанты, полученные при 
действии ЭИ оказываются всегда, из года в год, устойчивыми, когда ши-
рокий, выше упомянутый комплекс, составляющий неблагоприятные усло-
вия, варьирует, но и может быть представлен полностью. Весьма полно он 
был представлен, в частности, в 1994 и 1998 годах, когда при крайне небла-
гоприятных осенне-зимне-весенних периодах перезимовка хемомутантов и 
хемомутантных сортов, в том числе сорта Имени Рапопорта, составляла 90 
– 95% на фоне гибели сортов Мироновская 808 и Заря, которым нельзя от-
казать в пластичности и на фоне гибели или сильной изреженности сортов 
Инна и Московская 39. Эти перечисленные четыре сорта озимой пшеницы 
были созданы традиционными методами селекции вне метода химического 
мутагенеза в отличие от сорта Имени Рапопорта. 

Наши многолетние исследования в модельных опытах, в конкурсных 
сортоиспытаниях, в испытаниях на Госсортоучастках и в хозяйствах пока-
зали, что в любом сочетании неблагоприятных факторов в Центральном 
регионе всегда проявляется высокая устойчивость – в 40% (и более) у хе-
момутантных сортов и образцов. Эти данные во многом подтверждаются 
многолетними исследованиями в экстремальных регионах Поволжья, Тю-
менской области, в республике Коми, Восточноказахстанской области, на 
Алтае. Всё это наводит на мысль, что существует помимо упомянутых мно-
жественных мутаций, гетерозиса и доминантных мутаций ещё иной, более 
всеобъемлющий механизм устойчивости, который является наиболее уни-
версальным и который как зонтиком закрывает и защищает хемомутантные 
сорта и образцы от всего сложнейшего комплекса неблагоприятных факто-
ров и который обеспечивает их высокую жизнеспособность при любом со-
четании этих факторов, даже приближающихся к полному.

Возникает предположение об эпигенетических процессах, благодаря 
которым возрастает количество гетерохроматина. Последнее возможно как 
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а) при участии эффекта положения, так и б) при вступлении химического 
мутагена в реакции с основаниями ДНК и их метилированием, в результате 
которых может изменяться соотношение гетерохроматина и эухроматина в 
сторону увеличения содержания гетерохроматина, что может благоприят-
но сказываться на повышении устойчивости к неблагоприятным условиям. 
Мы склоняемся в сторону второго предположения (б). 

В литературе отражены соображения о том, что молчащие гены гете-
рохроматина обладают функциями, определяющими общие жизненно важ-
ные процессы в организме и в том числе адаптационные свойства [8]. Из-
менения в гетерохроматине могут повышать адаптивные свойства. То, что 
гетерохроматин чувствителен к мутагенным воздействиям, подтверждает-
ся предпочтительным распределением в нём разрывов хромосом под дейс-
твием мутагенных факторов [8], например, под действием 8-этоксикофеи-
на, что наблюдал ещё А. Густавссон. 

Результаты, полученные при многолетних наблюдениях за поведением 
высокоадаптивных мутантов и мутантных сортов озимой пшеницы, вклю-
чая крайне неблагоприятные экстремальные годы и экстремальные регио-
ны с разнообразными компонентами комплексов крайне неблагоприятных 
условий, относятся к наследственным явлениям, из года в год стабильно 
повторяющимся.

В данном исследовании для сравнения приводятся некоторые резуль-
таты, полученные на модельном объекте tradescantia paludosa, с исполь-
зованием модификаторов ненаследственного действия, повышающих вы-
носливость. К этим модификаторам относятся низкие температуры, виб-
рация, антиоксидант ПАБК. Универсальные свойства ПАБК были также, 
как и свойства химических мутагенов, открыты И.А. Рапопортом [9]. Все 
исследованные модификаторы действовали таким образом, что повыша-
лась устойчивость к неблагоприятным факторам среды. Не исключено что 
при действии вибрации и ПАБК снималась блокада гетерохроматина, пос-
ле чего он смог проявлять функции, определяющие устойчивость к небла-
гоприятным факторам, но уже обратимо на фенотипическом уровне. На-
пример, так было с клонами традесканции, оказавшимися в нетопленной 
теплице зимой. 

Таким образом, можно сказать, что в данном исследовании были пос-
тавлены проблемные вопросы о повышении адаптивных свойств наследс-
твенного характера под влиянием возможного увеличения количества ге-
терохроматина посредством мутаций с помощью химического мутагенеза 
в сочетании с прежде установленными причинами – множественными му-
тациями, гетерозисом и доминантными мутациями. Учитывая высокую на-
следственную стабильность признака высоких адаптивных свойств хемо-
мутантов и хемомутантных сортов делаем предварительное заключение о 
не только наследственном характере мутантных свойств высокой адаптив-
ности, но и о необратимом наследственном характере изменений гетеро-
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хроматина в сторону возможного увеличения его содержания под влияни-
ем супермутагена ЭИ эпигенетического характера. Возможно ненаследс-
твенное влияние модификаторов на активность генов гетерохроматина и 
усиление выносливости к неблагоприятным факторам на модельном объ-
екте tradescantia paludosa, когда возможное активирующее влияние на ге-
терохроматин оказывается обратимым. Наблюдается повышение адаптив-
ных свойств на озимой пшенице и яровом ячмене также на фенотипичес-
ком уровне под влиянием ПАБК [5, 6]. В последнем случае по-видимому 
действует ещё и механизм активации ферментов [10, 11]. Всё сказанное об 
анализе высоких адаптивных свойств на генетическом и фенотипическом 
уровнях требует дополнительных исследований, в частности касающихся 
гетерохроматина ферментов. 

Выводы. В оптимальных дозах химического супермутагена ЭИ на-
блюдалась частая встречаемость высокоадаптивных хемомутантов, куда 
входят хемомутантные сорта озимой пшеницы – в 40% случаев и более. 
Этот наследственный феномен, а также широкий охват компонентов при-
знака высоких адаптивных свойств и их стойкое стабильное проявление в 
течение многих лет, включая крайне неблагоприятные годы, а также в экс-
тремальных регионах, наводит на мысль о том, что здесь помимо множес-
твенных мутаций, гетерозиса и доминантных мутаций, что было изучено 
ранее, действует ещё и другой механизм – эпигенетическое наследствен-
ное действие, осуществляющее влияние на жизненно важные функции ор-
ганизма, в том числе повышающее адаптивные свойства озимой пшеницы. 

Параллельно для сравнения приводится действие модификаторов не-
наследственного влияния на tradescantia paludosa, повышающее адаптив-
ные свойства. Обсуждаются возможные механизмы возникновения высо-
ких адаптивных свойств наследственного и ненаследственного характера. 
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Резюме
Обсуждаются возможные механизмы, посредством которых возникают высо-

кие адаптивные свойства у озимой пшеницы наследственного характера при дейс-
твии химического супермутагена ЭИ на генетическом уровне и при действии моди-
фикаторов – холода, вибрации, ПАБК на модельном объекте tradescantia paludosa 
на фенотипическом уровне. Предполагается участие эпигенетических процессов на 
генотипическом и фенотипическом уровнях. 

Обговорюються можливі механізми, за допомогою яких виникають високі 
адаптивні властивості за дії хімічного супермутагену на генетичному рівні і при дії 
модифікаторів – холоду, вібрації, ПАБК на модельному об’єкті tradescantia paludosa 
на фенотипічному рівні. Передбачається участь епігенетичних процесів на геноти-
пічному і фенотипічному рівнях.

some possible mechanisms by that high adaptive properties arise on winter wheat 
by action of chemical supermutagene on genetic level and by action of modifikators on 
model object tradescantia paludosa on phenotypic level are discussed. the participation 
of epygenetic processes on genotypic and phenotypic levels is supposed.
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КОМПЛЕКСНЕ ДОСЛІДЖЕНЯ ЯКОСТІ ВОДИ РІЗНОГО 
ПРИЗНАЧЕННЯ 

Вивчення впливу на здоров’я населення різних несприятливих чинни-
ків довкілля, пов’язаних з людською діяльністю, є найбільш актуальним та 
складним завданням. Небезпека негативної дії на здоров’я населення і біоту 
в цілому може виникати внаслідок антропогенного забруднення зовнішньо-
го середовища, зокрема, водного. До основних причин забруднення водо-
ймищ, за санітарно-епідеміологічними і мікробіологічними показниками є 
скидання неочищених та/або недостатньо очищених господарчо-побутових 
і промислових стічних вод, незадовільної експлуатації очисних споруд, від-
сутності санітарних зон, а також появи і накопичення відходів, що утворю-
ються внаслідок аварійних ситуацій і катастроф. 

Після розливу 2000 тонн нафти в Керченській протоці та у зв’язку з 
викидами на прибережну смугу нафти, що осіла після аварії на морське 
дно, утворювались відходи у вигляді сумішей піску і водоростей, забрудне-
них нафтопродуктами, загиблими рибами і птахами. Тому інституту екогі-
гієни та токсикології ім. Л.І. Медведя була замовлена оцінка міри небезпе-
ки цих відходів, відібраних 31.03.2008 р. у Керченській затоці біля причалу 
№ 6 Д і наданих Держінспекцією по охороні природного довкілля Азов-
ського і Чорного морів. В результаті отриманих експериментальних даних 
(встановлення параметрів гострої токсичності водних екстрактів з відходів 
в експерименті на теплокровних тваринах при різних можливих способах 
контакту та визначення ступеню токсичності з використанням тест-об’єкту 
інфузорії Tetrahymena pyriformis W) констатували, що водні екстракти ана-
лізованої суміші відповідно до існуючою в Україні нормативної докумен-
тації класифікуються як малотоксичні (Іv клас небезпеки). Проте, резуль-
тати експерименту по виявленню мутагенної активності водних екстрактів 
в тесті на індукцію хромосомних аберацій в культурі лімфоцитів перифе-
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ричної крові людини in vitro без та з метаболічною активацією свідчать про 
можливість прояву мутагенного ефекту відходів, що слід враховувати при 
оцінці їх ризику [5].

Після цих досліджень були «перевірені мутагенні властивості» проб 
піску та морської води з наступних міст: Затока, Одеса (пляж Лузанівка), 
Алушта, Судак та Керч (міський пляж і човнова станція – стик вод Чорного 
і Азовського морів). Проби морської води (без проб піску) було взято в на-
ступних містах на Чорному морі: Балаклава, Партеніт та Сімеїз. 

Для оцінки токсичності прісноводних джерел в мегаполісі, на прикла-
ді м. Києва, проби води було відібрано з 16 водойм різних районів Тельбін 
(Русанівка), Позняки, Нивки, Голосієво, Феофанія (п’ять озер та джерело), 
Оболонь, Святошин (два озера), Райдужний, Совки, Троєщина. 

Крім того, були проведені дослідження якості 30 проб фасованої води. 
Матеріали та методи
В основі культивування лімфоцитів in vitro та приготування препара-

тів хромосом застосований стандартний напівмікрометод з модифікаціями, 
що прийняті в лабораторії мутагенезу [1]. Цито- та генотоксичність питної 
води оцінювалась за лейкоцитарною формулою крові [3] та мікроядерним 
тестом на клітинах риб: еритроцити, клітини зябер та хвостового плавця 
[6]. Ембріотест на токсичність вод проведено на ембріонах риб danio re-
rio [7]. 

Для визначення токсичності води з водойм м. Києва застосований рос-
товий тест Allium cepa, l. Lepidium sativum та l.Tririсum aestivum (пшениці 
Київської) [4]. Визначення гострої летальної та хронічної токсичності води 
проводили на hydra Attenuata (Pallas) та ceriodaphnia affinis lilljeborg (cla-
docera, crustacea) [2]. Дослідження зразків за радіологічними показника-
ми проводили згідно НРБУ- 97 (розд. 8, п. 8.7.2 /а, б/). Парофазний аналіз 
води проводили на газовому хроматографі «Кристаллюкс 4000М» с ДЭЗ. 
Вміст мікроелементів визначали методом мас-спектрометрії з індуктивно – 
зв’язаною плазмою на приладі varian 820 ms (UsA).

Результати
Дослідження морської води. В результаті досліджень мутагенний 

ефект піску (при розведенні на дистильованій і морській воді) в варіанті 
експерименту без метаболічної активації був виявлений в пробах Затоки, 
Алушти і човновій станції в Керчі. Також було виявлено достовірне підви-
щення анеуплоїдних і мультиаберрантних клітин, що може свідчити про 
можливий канцерогенний ризик цих проб. В варіанті з метаболічною акти-
вацією (дослідження промутагенів та метаболітів) майже всі проби (крім 
морської води з Балаклави) показали токсичний ефект, який свідчить про 
можливий потенційний летальний вплив, що не може не насторожувати.

В одній з проб (міський пляж Керчі) було виявлено підвищення абе-
рації хромосомного типу (парних фрагментів), тому провели дослідження 
всіх зразків за радіологічними показниками. В пробі морської води місько-
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го пляжу Керчі було виявлено найвищий вміст стронцію, який, щоправда, 
не перевищував норми. В пробі піску (міський пляж) також знаходилася до-
сить значна кількість стронцію. Можливо, це пов’язано з мінералом строн-
ціанітом (srСО3), який міститься у вапняках, і в результаті їх розкладан-
ня може переміщатись в пляжний матеріал). Але, стронцій руйнівно діє на 
імунітет людини і може викликати онкологічні захворювання, отже, на цей 
факт потрібно звернути увагу. 

Таким чином, застосування культури лімфоцитів периферичної крові 
дає змогу не тільки оцінити мутагенні та можливі канцерогенні ефекти до-
сліджуваних проб, а й передбачити вплив шкідливих чинників (хімічних 
та/або радіаційних) на організм. 

Дослідження води озер міста Києва на ростових тестах Allium cepa, l. 
Lepidium sativum та l.Tririсum aestivum (пшениці Київської), а також із за-
стосуванням терміну виживання daphnia, та визначення сухої маси цибу-
лин Allium cepa, що пророщені на досліджуваній воді. 

При застосуванні в якості тест-об’єктів рослинних та тваринних орга-
нізмів у групі водойм з найнижчими та найвищими показниками у застосо-
ваних тестах були зроблені висновки, що озера на масивах Позняки, Троє-
щина, Нивки та Голосієво можна вважати найбільш токсичними для вико-
ристаних тест-об’єктів.

Результати на культурі лімфоцитів периферичної крові свідчать про 
наступне: при досліджені води озера Троєщина спостерігався самий силь-
ний токсичний ефект при досліджені як прямих, так і непрямих мутагенів, 
а, отже ця вода – найнебезпечніша зі всіх досліджених озер. У воді озер 
Нивки та Голосієво – найвищі статистичні показники кількості анеупло-
їдних клітин із всіх досліджуваних озер – найвищий можливий ризик ви-
никнення канцерогенного ефекту. При дії води озера Позняки на культу-
ру лімфоцитів периферичної крові знайдено найвищу кількість мультиа-
берантних клітин, а, отже – найвищий можливий вплив на зміни в системі 
репарації клітин. 

В результаті отриманих даних (співпадання 70 % досліджень щодо 
токсичності обстежених водоймищ), зроблений висновок, що ростові тести 
та тест на термін виживання daphnia можуть слугувати скринінговими при 
визначенні токсичності води. 

При застосуванні тесту на ембріотоксичність встановлена хронічна 
токсичність у водах озера Нивки. Крім того, в даній пробі в процесі ембрі-
огенезу відзначено порушення, які є сублетальними проявами, а саме пору-
шення серцебиття, відсутність пігментації, недорозвиненість окремих ор-
ганізмів. Ці висновки підтверджує тест на загальну токсичність на гідрах.

Хоча використання біотестів для характеристики стану забруднення 
дозволяє ефективно (швидко та дешево) визначити наявність загального, 
інтегрального впливу на середовище, можна скласти лише попереднє уяв-
лення про природу забруднення. При цьому набір реакцій організмів рос-
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линного чи тваринного походження досить обмежений. Спостерігається 
або пригнічення росту або загибель організму. Подальші дослідження мож-
на проводити на лімфоцитах периферичної крові людини, що значно зде-
шевить та розширить проведення масових обстежень водойм. 

Застосування методу парофазного аналізу для дослідження морської 
води та води озер м. Києва показало достовірне перевищення дихлормета-
ну в деяких пробах, а саме: м. Затока та 5-го озера Феофанія. Саме в цих 
пробах було знайдено найбільшу кількість одиночних фрагментів та обмі-
нів.

Оцінка питної води. Згідно комплексній оцінці цито- та генотоксичностi 
якості фасованих вод за мікроядерним тестом на клітинах риб отримані на-
ступні результати: 

–безпечна вода – Моршинська, Старий Миргород, bonagva;
–умовно небезпечні води – Ордана, Софія Київська, Вода питна, vittel, 

bebivita, hipp;
–інші води віднесені до рангу – небезпечні.
Результати на культурі лімфоцитів периферичної крові на 87 % повто-

рюють вище перераховані, за виключенням того, що в категорію безпеч-
ної води входить лише Моршинська. У пробах води старий Миргород та 
bonagva при вивченні нативних проб в варіанті експерименту з метаболіч-
ною активацією відсоток аберацій хромосом складав 4,7% та 5,0 % відсо-
тки відповідно. Хоча це не достовірне перевищення контрольного варіанту 
(спостерігався напівтоксичний ефект), але цей відсоток вище 3,0%, що не 
дає змоги віднести ці води до безпечних.

Аналізуючи дані кореляції між показниками в культурі лімфоцитів 
периферичної крові та ростовим тестом на Allium cepa, можна визначити 
значимі показники: цитогенетичні дані в системі метаболічної активації в 
культурі лімфоцитів та довжину корінців Allium cepa.

Отже, вищесказане дає змогу використовувати тести на рибах та рос-
тові тести в якості скринінгових при досліджені питної води.

Дослідження мікроелементного складу води різного призначення по-
казало значну відмінність між морською водою, водою з озер та питною фа-
сованою водою, що можна використовувати при подальших дослідженнях 
для уточнення якості води.

Висновки. Таким чином, особлива небезпека мутагенних з’єднань по-
лягає в тому, що вони можуть викликати значне збільшення числа реце-
сивних мутацій, що ведуть до важких захворювань, які не проявляються в 
першому поколінні, але, поступово накопичуючись, можуть через декілька 
поколінь викликати «вибух» захворюваності у різних живих об’єктів, вклю-
чаючи людину. Але, тести на вивчення мутагенності не дуже дешеві та ко-
роткострокові, тому, для збільшення об’єму досліджуваних проб варто за-
стосовувати скринінгові тести для відсіву найбільш токсичних проб. Крім 
того, проаналізувавши цитогенетичні показники в культурі лімфоцитів пе-
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риферичної крові можна провести додаткові дослідження як це відображе-
но на схемі 1.

Схема 1.
Застосування біотестів для дослідження води різного призначенняСхема 1. Застосування біотестів для дослідження води різного призначення 
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Резюме
Проведений аналіз якості води різного призначення з використанням багатьох 

тест-об’ектів. В результаті показана ефективність застосування комплексних дослі-
джень для більш точної оцінки якості води.

Проведен качества воды разного назначения с использованием многих тест-
объектов. В результате показана эффективность применения комплексных исследо-
ваний для более точной оценки качества воды.

the analysis of water of the different setting is conducted with the use of many test-
objects. As a result efficiency of application of complex researches is shown for more ex-
act estimation of quality of water.
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ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЯ И СПЕКТРА ХРОМОСОМНЫХ МУТАЦИЙ 
ПРИ ФОРМИРОВАНИИ РАДИОАДАПТИВНОГО ОТВЕТА 

ИНБРЕДНЫХ И ГЕТЕРОЗИСНЫХ РАСТЕНИЙ HELIANTHUS 
ANNUUS L.

Исследование проблемы повышения устойчивости клеток и организ-
мов к действию ионизирующей радиации составляет одну из задач совре-
менной биологии. Одним из механизмов защиты клеток от повреждающе-
го действия радиации является индуцированный радиоадаптивный ответ 
(РАО), который проявляется в уменьшении последствий влияния высоких, 
ударных, доз радиации после предварительного облучения малыми, адап-
тирующими, дозами. 

Процессы роста и развития растений зависят от структурно-функци-
онального состояния генетической системы клеток [1,2]. Действие гамма-
радиации нарушает целостность ДНК, приводит к возникновению различ-
ных типов повреждений. Уровень цитогенетических повреждений являет-
ся информативным показателем при изучении проявления радиационной 
адаптации и отражает активность защитных систем клетки [3,4].

Целью работы было изучение возможности индукции и степени прояв-
ления РАО в связи с явлениями инбредной депрессии и гетерозиса.
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Материалы и методы
Объектами исследования были клетки корневой меристемы пророст-

ков семян инбредных линий Сх503А и Х711В и гетерозисного гибрида под-
солнечника Харьковский 58, полученного от их скрещивания в Институте 
растениеводства им. В.Я. Юрьева УААН. Воздушно-сухие семена облуча-
ли γ-радиацией 60Со в адаптирующей дозе 50 Гр, ударной дозе 200 Гр, пос-
ледовательно по схемам 50Гр-200Гр и ммВ-50Гр-200Гр для индукции РАО. 
ммВ – радиоволны мм-диапазона применили как известный радиопротек-
торный и стимулирующий фактор [5]. В качестве контроля использовали 
необлученные семена. Проростки фиксировали в течение первых митоти-
ческих циклов. На цитологических препаратах анафазным методом учиты-
вали уровень и спектр хромосомных аберраций.

Результаты и обсуждение
Результаты учета частоты появления проростков с аберрациями хро-

мосом в контроле и при различных режимах облучения выявили, что спон-
танное возникновение нарушений нормального течения митоза происходит 
у 27% проростков материнской линии, 10% отцовской линии и 23% гибри-
да. После облучения дозой 50 Гр проростки с аберрациями хромосом появ-
лялись на 50% чаще у всех форм (р<0,05), а повышение дозы до 200 Гр при-
вело к дальнейшему увеличению показателя (р<0,01-0,05).

Действие предварительного облучения в дозе 50 Гр у линий снижало 
частоту появления проростков, в меристеме которых были нарушены про-
цессы деления клеток, с 100% в варианте 200 Гр до 55% у материнской ли-
нии (р<0,05), с 88% до 60% у отцовской линии. Выраженность РАО была 
максимальной у отцовской линии в варианте ммВ-50-200: предоблучение 
двумя адаптирующими факторами снизило в 2 раза (р<0,05) частоту про-
ростков с хромосомными нарушениями. В выборке проростков семян гиб-
рида достоверное снижение частоты проростков с аберрациями хромосом 
после предварительного действия адаптирующих режимов не выявлено, 
наблюдали тенденцию к развитию РАО. 

Таким образом, по критерию количества проростков с хромосомными 
аберрациями индукция РАО происходила у линий.

Появление проростков с хромосомными аберрациями свидетельству-
ет о мутационных процессах на уровне популяции, но не отражает сте-
пень поврежденности генома после воздействия облучения. Для выявления 
индуцированной радиационной адаптации, проявляющейся на клеточном 
уровне, анализировали частоту возникновения цитогенетических повреж-
дений среди всех учитываемых клеток. 

В контрольном варианте частота появления хромосомных мутаций 
была низкой и составила 0,6±0,1 и 0,3±0,1% у линий и 0,9±0,2% у гибри-
да. Результаты учета частоты аберрантных клеток после действия радиации 
показали, что все режимы облучения способствуют значительному повы-
шению уровня мутагенеза. Накопление аберраций с увеличением дозы об-
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лучения от 50 Гр до 200 Гр происходило интенсивнее в меристеме линий, 
чем в меристеме гибрида.

В варианте 50Гр-200Гр показано четкое формирование РАО у линий 
как достоверное снижение уровня хромосомного мутагенеза. Под воздейс-
твием двух адаптирующих режимов предоблучения (вариант ммВ-50Гр-
200Гр) частота появления структурных мутаций достоверно снижалась 
только в меристеме отцовской линии. У материнской линии и в меристеме 
гибрида выявлена тенденция к снижению количества повреждений после 
совместного адаптирующего предоблучения.

У гибрида РАО проявлялся как снижение максимальных значений час-
тоты аберрантных клеток в вариантах с предоблучением, причем совмест-
ное действие двух адаптирующих режимов (вариант ммВ-50Гр-200Гр) сни-
жало уровень повреждений в большей степени. 

Снижение показателей хромосомного мутагенеза свидетельствует об 
активации клеточных систем защиты и индукции РАО. В связи с тем, что 
достоверный адаптивный ответ к действию радиации регистрировали у ли-
ний по критерию количества клеток с хромосомными аберрациями и числу 
проростков с аберрациями хромосом (наблюдали уменьшение их частоты 
в вариантах с предоблучением), можно предположить, что действие адап-
тирующих режимов у линий направлено на активацию репаративных про-
цессов.

Спектр мутаций, вызванных действием ионизирующего излучения, 
отражает степень поврежденности генетических структур и активность 
процессов репарации в клетках линий и гибрида. 

Естественный уровень мутирования был низким в меристеме пророс-
тков и линий, и гибрида, что не позволило выделить основные типы пов-
реждений, характерные для необлученных семян. Под воздействием дозы 
облучения 50 Гр количество структурных мутаций возросло, основная доля 
среди них принадлежала клеткам с мостами, причем чаще мосты регистри-
ровали в меристеме линий (60–64,5%), а в меристеме гибрида доля мостов 
была ниже (49%). Облучение в адаптирующей дозе обусловило появление 
незначительного количества клеток с множественными повреждениями. С 
увеличением дозы до 200 Гр количество мостов относительно других типов 
повреждений снижалось, чаще регистрировали множественные аберрации. 
Их доля увеличилась в 3-4 раза у отцовской линии и гибрида, и почти в 8 
раз у материнской линии.

Анализ частоты появления клеток с множественными повреждения-
ми хромосом после предварительного действия адаптирующих режимов 
(рис. 1) выявил однотипные изменения у линий и гибрида. Действие дозы 
50 Гр перед облучением дозой 200 Гр снижало долю множественных ци-
тогенетических повреждений в 2 раза в меристеме материнской линии и в 
меристеме гибрида. Уменьшение количества множественных аберраций в 
меристеме отцовской линии было менее существенно. Мм-волны в качест-
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ве дополнительного адаптирующего фактора обусловили дальнейшее сни-
жение доли множественных аберраций хромосом у гибрида и линий, что 
свидетельствует об активации клеточных систем защиты и индукции РАО.
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Рис. 1. Снижение доли клеток с множественными аберрациями после предва-
рительного облучения в адаптирующих режимах.

В меристеме гибрида накопление клеток с множественными повреж-
дениями происходило менее интенсивно, их доля в общем числе повреж-
дений была ниже, чем у линий, а при действии высоких доз увеличивалась 
частота появления одинарных и двойных фрагментов.

Репарация множественных повреждений затруднена, по сравнению с 
восстановлением единичного повреждения, занимает больше времени, для 
ее осуществления необходимо больше энергии. Клетки с большим коли-
чеством нерепарированных повреждений подвергаются репродуктивной 
гибели [6]. Для восстановления пролиферативного пула в митоз вступа-
ют радиоустойчивые резервные клетки, обеспечивая процесс репопуляции. 
Большое количество клеток с множественными повреждениями может сви-
детельствовать о высокой радиочувствительности клеточной популяции, 
неэффективности репарационных процессов или о недостаточно интенсив-
ном процессе вовлечения в митоз неповрежденных клеток. 

Различия в уровне клеток с множественными аберрациями хромосом 
в меристеме гибрида и линий, по видимому, обусловлено различной спо-
собностью к согласованности регуляции метаболических процессов, в том 
числе и репарации, которая у гибридов по сравнению с родительскими фор-
мами осуществляется более координировано на различных уровнях – от 
клеточного до организменного [7]. Активация систем репарации ДНК про-
исходит путем индукции синтеза ферментов de novo [8], а так как в клет-
ках гибрида могут находиться два и более аллеля одного и того же гена, это 
способствует сохранению оптимальной активности фермента в более ши-
роком диапазоне условий (например, при воздействии ударной дозы), чем 
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у родительских форм. Кроме того, в связи с более активными пролифера-
тивными процессами в меристеме гибридных растений [9], чем в меристе-
ме линий, можно предположить быструю элиминацию поврежденных кле-
ток из популяции.

Выводы
Таким образом, на ранних этапах прорастания семян феномен РАО 

проявляется у всех исследуемых форм, но степень выраженности его раз-
лична. Защитная реакция (РАО) активируется после стимулирующего воз-
действия предоблучения, в большей мере проявляется при предоблучении 
двумя адаптирующими режимами, и проявляется в снижении уровня хро-
мосомного мутагенеза, снижении частоты появления клеток с множествен-
ными повреждениями хромосом.
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Резюме
Исследовали изменение уровня и спектра цитогенетических повреждений в 

меристеме проростков семян линий и гибрида подсолнечника при формировании 
радиоадаптивного ответа. Выявлен дозовый характер выхода хромосомных аберра-
ций и его зависимость от генотипа. 
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Досліджували зміни рівню і спектру цитогенетичних пошкоджень в меристе-
мі проростків насіння ліній і гібриду соняшника при індукції радіоадаптивної від-
повіді (РАВ). Виявлено дозовий характер виходу аберацій хромосом і його залеж-
ність від генотипу. 

changes in level and spectrum of cytogenetic damages in meristem cells of inbred 
and hybrid sunflower irradiated seeds when radioadaptive response (rAr) induced were 
investigated. it was shown, that the chromosomal aberration yield is depend on genotype 
and radiation dose. 

ДЬОМІНА Е.А., МИХАЙЛЕНКО В.М.
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НАН України
Україна, 03022, Київ, вул. Васильківська, 45, e-maіl: edjomina@ukr.net

ОСОБЛИВОСТІ КОМБІНОВАНОГО ВПЛИВУ ОКСИДУ АЗОТУ 
ТА ІОНІЗУЮЧОЇ РАДІАЦІЇ НА РОЗВИТОК ХРОМОСОМНОЇ 
НЕСТАБІЛЬНОСТІ: ДОЗА-ЕФЕКТ, КОНЦЕНТРАЦІЯ-ЕФЕКТ 

Відповідно до сучасних уявлень, оксид азоту (ОА) приймає участь на 
всіх етапах патогенезу неоплазій, у формуванні індивідуальної радіаційної 
чутливості людини [1-3]. Відносно високі концентрації ОА приводять до 
виснаження антиоксидантного захисту, що порушує механізми репарації 
ДНК та відповідно підвищує рівень соматичних мутацій [4, 5]. Визначено 
здатність ОА та його похідних пошкоджувати структуру ДНК, що доводить 
не тільки участь в утворенні хромосомних перебудов, але й в індукції пух-
лин [3]. ОА відіграє суттєву роль у формуванні радіобіологічної відповіді 
клітин ссавців як в умовах in vivo, так in vitro [6], але при цьому досі не ви-
значено характер залежності впливу ОА від дози опромінення на генетич-
ному рівні клітин людини. Багато біологічних функцій, залежних від актив-
ності ОА, безпосередньо зв’язані з ендогенним утворенням нитрозотіолів 
(НТ). НТ являються основною формою транспорту ОА, який вивільняється 
з них при фізіологічних умовах та здатний створювати передумови для ви-
никнення і акумуляції аберантних клітин [7]. 

Враховуючи мультипотентний характер впливу ОА на клітини люди-
ни, та приймаючи до уваги радіоекологічну ситуацію, що склалася після 
Чорнобильської катастрофи на території окремих регіонів України [8], ак-
туальними є дослідження особливостей ефектів комбінованої дії ОА та іо-
нізуючої радіації на генетичному рівні соматичних клітин людини в залеж-
ності від величини поглиненої дозі опромінення. В якості радіобіологічної 
основи для вирішення таких питань пропонується тест-система лімфоци-
тів периферичної крові (ЛПК) з подальшим аналізом індукованих аберацій 
хромосом завдяки унікальним властивостям цих клітин [9, 10]. 
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Мета роботи: дослідити вплив ОА на формування радіаційно-
індукованих аберацій хромосом в соматичних клітинах людини в залеж-
ності від його концентрації та дози опромінення (дослідження in vitro).

Матеріали і методи 
Культура ЛПК практично здорових осіб з метафазним методом аналізу 

аберацій хромосом. Нітрозований глутатіон (НГ) використовували в якості 
транспортної форми оксиду азоту та додавали в культуру клітин в діапазоні 
концентрацій 0,5–1,5 мкМ/л крові. Культуру клітин опромінювали на уста-
новці «РУМ-17» в діапазоні доз 0,5-1,5 Гр при потужності дози 0,41 Гр/хв. 

Результати та обговорення
Цитогенетичні дані, які отримано при дії НГ на ЛПК в культурі, свід-

чать, що з підвищенням його концентрації (0,5-1,0 мкМ/л) зростає рівень 
лімфоцитів з абераціями та загальна частота аберацій хромосом (від 6,0±0,2 
та 7,0±0,2 до 12,0±1,0 та 18,3±1,4 відповідно) (табл.). У спектрі індукова-
них пошкоджень превалюють аберації хроматидного типу, як делеції, так і 
обміни. 

При опроміненні культури ЛПК донорів у спектрі пошкоджень пре-
валюють аберації хромосомного типу, рівень яких зростає з підвищенням 
дози опромінення (0,5-1,5 Гр), що не протирічить класичній теорії утворен-
ня радіаційно-індукованих хромосомних перебудов. 

За умов комбінованої дії НГ в концентрації 1,0 мкМ/л та опроміненні в 
дозі 1 Гр спостерігається сверхадитивний ефект для всіх досліджених цито-
генетичних показників. Вважаємо, що такий ефект обумовлено пригнічен-
ням процесів репарації індукованих пошкоджень внаслідок комбінованого 
впливу радіаційного та хімічного факторів у відносно високих дозах. По-
дальше підвищення концентрації НГ було б недоцільне, так як раніше нами 
встановлено, що при таких умовах проліферативна активність лімфоцитів 
знижується не менше ніж на 60% порівняно з контролем [11], що суттєво 
ускладнює проведення метафазного аналізу. 

При подальшому підвищенні дози опромінення до 1,5 Гр і додаткової 
дії на клітини НГ в концентрації 1,5 мкМ/л спостерігається зниження ци-
тогенетичного ефекту за рахунок частоти лімфоцитів з абераціями хромо-
сом, загальної частоти аберацій хромосом. Якщо аналіз обмежити тільки 
даними, що отримані в нашому дослідженні при короткотривалому куль-
тивуванні клітин (фіксація культури ЛПК на 52 год. інкубації), то знижен-
ня індукованого цитогенетичного ефекту можна пояснити елімінацією най-
більш пошкоджених (навантажених хромосомними перебудовами) клітин. 
З іншого боку сумісна дія опромінення та НГ за таких доз може призводити 
клітини не тільки до загибелі, але й до затримки їх поділу. 

Таким чином, для об’єктивної інтерпретації результатів досліджен-
ня, що спрямоване на визначення особливостей комбінованого впливу ОА 
та іонізуючої радіації на хромосомний апарат лімфоцитів людини, а також 
з’ясування механізмів їх дії, подальше дослідження доцільно виконувати 
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при довготривалому культивуванню ЛПК, наприклад, 62, 72 год., врахову-
ючи наш попередній досвід [12]. 

Висновок. Комбінована дія оксиду азоту та опромінення обумовлює 
дестабілізацію хромосомного апарату лімфоцитів периферичної крові лю-
дини, ступень і характер прояву якої залежить від величини доз вказаних 
агентів. 
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Таблиця 
Частота та спектр аберацій хромосом в культурі лімфоцитів периферичної крові донорів 
за умов комбінованої дії нітрозованого глутатіону та опромінення

№ Варіанти експери-
менту

Цитогенетичні показники (на 100 метафаз)
Частота

аберантних 
клітин, %

Загальна час-
тота абер. 

хром.

Аберації хро-
мосомного 

типу 

Аберації 
хроматидно-

го типу
1 Контроль інтактний 1,1±0,3 1,1±0,3 0,3 0,8
2 Опромінення 0,5 Гр 11,0±1,3 11,0±1,3 5,8 5,2
3 Опромінення 1,0 Гр 18,0±1,4 18,0±1,4 12,0 6,0
4 Опромінення 1,5 Гр 26,0±1,8 34,0±1,8 26,0 8,0
5 НГ 0,5 мкМ/л 6,0±0,2 7,0±0,2 - 6,0
6 НГ 1,0 мкМ/л 12,0±1,0 18,3±1,4 0,3 18,0
7 Опромінення 0,5 

Гр+ НГ 0,5 мкМ/л 
20,0±1,4 21,0±1,7 8,0 13,0

8 Опромінення 0,5 
Гр+ НГ 1,0 мкМ/л

24,0±1,6 26,0±1,6 7,0 19,0

9 Опромінення 1,0 
Гр+ НГ 0,5 мкМ/л

27,0±1,5 30,0±1,9 10,0 20,0

10 Опромінення 1,0 
Гр+ НГ 1,0 мкМ/л

37,0±1,8 46,0±1,6 13,0 33,0

11 Опромінення 1,5 
Гр+ НГ 0,5 мкМ/л

35,0±2,0 48,0±1,9 23,0 25,0

12 Опромінення 1,5 
Гр+ НГ 1,0 мкМ/л

23,0±1,4 25,0±1,4 17,0 8,0

Примітка: НГ – нітрозований глутатіон.
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11. Дьоміна Е.А., Михайленко В.М. Дослідження ролі оксидів азоту в роз-
витку цитогенетичних ефектів при дії іонізуючого випромінювання / Факторы 
экспериментальной эволюции ргани змов. Сб. Науч. Работ. К.: Логос, 2011. – 2011. 
– Т. 11. – С. 475-479.

12. Domina E.А., Mikhailenko V.M., Glavin O.A. the combined effects of s-nitro-
sothiol and radiation on human somatic cells at the chromosomal level / 10th international 
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Резюме
Комбінований вплив оксиду азоту та опромінення обумовлює дестабілізацію 

хромосомного апарату лімфоцитів крові людини, ступень і характер прояву якої за-
лежить від величини доз вказаних агентів. За умов комбінованої дії оксиду азоту в 
концентрації 1,0 мкМ/л та опроміненні в дозі 1 Гр спостерігається сверхадитивний 
ефект для всіх досліджених цитогенетичних показників.

Комбинированное влияние оксида азота и облучения вызывает дестабилиза-
цию хромосомного апарата лимфоцитов крови человека, степень и характер прояв-
ления которой зависит от величины доз указанных агентов. В условиях комбиниро-
ванного действия оксида азота в концентрации 1,0 мкМ/л и облучения в дозе 1 Гр 
наблюдается сверхаддитивный эффект для всех исследованных цитогенетических 
показателей.

the combined influence of nitric oxides and ionizing radiation leads to the 
destabilization of chromosomal apparatus of human blood lymphocytes. the level and 
nature of this destabilization depends on the quantitative doses of the mentioned agents. 
on the premises of the combined influence of nitric oxides in the concentration 1,0 μm/l 
and irradiation in the dose 1 Gy, the super additive effect is observed for all the analysed 
cytogenetic indicators.
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КОНЦЕПЦИЯ ЭКОЛОГО-ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ОБУСЛОВЛЕННОСТИ 
РЕПРОДУКТИВНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ МУЖСКОГО 

НАСЕЛЕНИЯ ЗАПАДНОЙ И ВОСТОЧНОЙ ЕВРОПЫ
Достигнутый европейскими 

странами уровень научно-технического 
прогресса отражает не только успехи 
современной цивилизации, но и новые 
проблемы связанные с загрязнением 
природной среды этих государств 
различными ксенобиотиками. Наиболее 
значительные медико-биологические 
проблемы антропогенного загрязнения 
характерны для населения стран 
Западной и Восточной Европы в виде снижения репродуктивной 
способности мужчин «белой расы». Сто лет назад средняя концентрация 
сперматозоидов составляла 80–100 млн. на 1 куб. см семенной жидкости, 
в 2000 г.– 40–60 млн. т.е. вдвое меньше. Если процесс будет развиваться 
с такой же скоростью далее, через 20–30 лет концентрация сократится до 
20 млн.,что уже является физиологическим пределом для оплодотворения 
(1). Возникает вопрос: как это могло произойти в социально и экономически 
благополучной Западной Европе? Дело в том, что экспертные оценки о 
экологическом благополучие стран Западной Европы преимуществен-
но отражают внешнюю сторону проблемы, как правило замалчивая о 
формирующихся скрытых генетических рисках от более чем 100 функцио-
нирующих атомных реакторов. Устойчивая динамика снижения концентра-
ции генеративных клеток в куб.см. эякулята у мужчин-европейцев на 2,0% 
в год требует более глубокого анализа формирующихся у европейского на-
селения (периода1950-2000 гг.) скрытых генетических рисков. Выделяем 
четыре периода формирования взаимодействия «генотип-среда»:

1). 1946-1948 г.г. 
Период затопления СССР и США в Балтийском море более 400 тыс.

тонн химического оружия гитлеровского вермахта, а также затоплении 
СССР в Белом море более 30 тыс.тонн химоружия (2). Именно этот период 
открыл счет формированию скрытых отдаленных последствий для струк-
туры и функции генома европейского населения (1950-2000 г.г.) /*В 1990 г. 
в Белом море произошла экологическая катастрофа вследствие которой по-
гибло более 1 млн.морских звезд .В рамках советско-американского вза-
имодействия, по инициативе Международного социально-экологического 
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союза, в 1991году проводилась независимая экологическая экспедиция. На-
учным руководителем экспедиции был проф.Вячеслав Коновалов, экспер-
том по химическому загрязнению -доктор химических наук Юфит С.С. До-
стоверно установлено присутствие в морской воде и теле погибших мор-
ских звезд сильно действующих токсических веществ. Все материалы 
протокольно документированы с применением фотографирования, ауди и 
видеозаписи/.

2). 1950-1970 г.г.
Период не только интенсивного восстановления народного хозяйства 

на территориях Западной и Восточной Европы, но и тотального загрязне-
ния территорий этих стран сточными водами промышленных и сельско-
хозяйственных предприятий, интенсивного загрязнения почв бесконтроль-
ным применением минеральных удобрений и пестицидов.

3). 1970-1990 г.г.
В начале 70 годов в Западной Европе начались устойчиво внедряться 

идеи охраны природы, экологизации производств и безотходных техноло-
гий. Важную роль в этом движении сыграла активность ученых Римского 
клуба по прогнозированию глобального развития техногенных технологий. 
Аналогичные природоохранные тенденции развивались и в СССР. Однако 
уже в 80 годы 20 столетия в СССР начинала формироваться политическая 
нестабильность . Чернобыльская катастрофа планетарного масштаба 1986г. 
способствовала ускорению распада СССР.

4). 1990-2010 г.г.
Устойчивое развитие Западной Европы обеспечило достаточно высо-

кий экологический уровень ее территорий. В странах бывшего СССР смена 
политического курса, радиационно-химическое загрязнение значительных 
территорий Белоруссии,Украины и России негативно отразились на здоро-
вье населения Восточной Европы и в частности на снижении репродуктив-
ной способности населения проживающего на экологически напряженных 
территориях .

Наш опыт более чем 30 летнего мониторинга за скрытыми процессами 
дестабилизации генома населения Украины дает основание утверждать, 
что в результате взаимодействия многих антропогенных факторов 
сформировались новые генотоксические взаимодействия ксенобиотиков. 
Синергизм их взаимодействия не только угнетает процессы нормального 
сперматогенеза, но и разбалансирует весь гомеостаз организма(3).

Темпы увеличения числа наименований ксенобиотиков в среде обита-
ния человека до 1 млн. ставили « в тупик « возможность организации эко-
логического мониторинга за системной оценкой взаимодействия «генотип- 
среда».
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Структурно-функциональная концепция эколого-генетического 
мониторинга У-хромосомы.

Основываясь на фактах определяющего влияния генов У-хромосомы на 
процессы сперматогенеза стало очевидным – современный уровень развития 
молекулярных и информационных технологий позволяет применить 
генно-протеомное биочипирование необходимое для проведения эколого-
генетического мониторинга. Мониторинга за процессами формирования 
генотоксических барьеров нормального сперматогенеза . Рассмотрим ос-
новные составляющие элементы предлагаемой нами диагностической 
панели У-хромосомы.

Влияние структуры Y хромосомы на формирование мужского бес-
плодия. 

У-хромосома самая малая хромосома кариотипа состоящая из около 
50 млн. нуклеотидных пар (н.п.). Гены У-хромосомы, определяя детерми-
нацию формирования мужского пола, через свое гемизиготное состояние 
обусловливают высокую скорость мутаций в У-хромосоме . В частности, 
эта скорость мутирования может быть в 4 раза выше, чем в Х-хромосоме. 
Соответственно предлагаемой диагностической модели возможность чипи-
рование (4) на гелевом носителе всей целостной структуры у-хромосомы 
сперматозоида позволяет не только разместить на биочипе генно-протеом-
ные составляющие, но и регистрировать формирующуюся обратную связь :

1) т.е. регистрировать частоты встречаемости генов различных 
участков длинного плеча (AZFa-участка -гены dffry/dffrX; dby/dbX; 
Uty/UtX.; ТВ4y/tВ4Х. 5) dby, Uty и ТВ4y); AZfв-участка (гены rbm, 
cdy, XKry., eif-1A. smcy); AZFc-участка (кластер генов dAZ); Pry; 
bPy2; ТТy2, cdy, rbm; и короткого плеча (Zfy,tsPy,sry) (5). и серии 
их множественных алелей;

2) идентифицировать микросателлиные мутации двух типов(5):snP 
мутации (single nucleotide polymorphism)-одиночные нуклеотиды и str 
мутации (short tandem repeat) характеризующиеся короткими тандемными 
повторами типа.

3).1970-1990 г.г. 
 В начале  70 годов в Западной Европе начались  устойчиво внедряться идеи  охраны 
природы, экологизации производств и безотходных технологий. Важную роль в этом 
движении сыграла активность ученых Римского клуба по прогнозированию глобального 
развития техногенных технологий. Аналогичные природоохранные тенденции развивались и 
в СССР. Однако уже в 80 годы 20 столетия в СССР начинала формироваться политическая 
нестабильность .  Чернобыльская катастрофа планетарного масштаба 1986г. способствовала 
ускорению распада СССР. 
4). 1990-2010 г.г. 
 Устойчивое развитие Западной Европы обеспечило достаточно высокий 
экологический уровень  ее территорий. В странах бывшего СССР смена политического 
курса, радиационно-химическое загрязнение значительных территорий Белоруссии,Украины 
и России негативно отразились на здоровье населения Восточной Европы и в частности на 
снижении репродуктивной способности населения проживающего на экологически  
напряженных территориях . 
          Наш опыт более чем 30 летнего мониторинга за скрытыми процессами дестабилизации 
генома населения  Украины дает  основание  утверждать, что в результате взаимодействия 
многих антропогенных факторов  сформировались новые генотоксические взаимодействия 
ксенобиотиков. Синергизм их взаимодействия не только угнетает процессы нормального 
сперматогенеза , но и разбалансирует весь гомеостаз организма(3 ). 

Темпы увеличения числа наименований ксенобиотиков в  среде обитания человека до 
1 млн. ставили « в тупик « возможность организации экологического мониторинга за 
системной оценкой взаимодействия «генотип- среда». 

Структурно-функциональная концепция эколого-генетического мониторинга У-
хромосомы. 

Основываясь на фактах определяющего влияния генов У-хромосомы на процессы 
сперматогенеза стало очевидным - современный уровень развития молекулярных и 
информационных технологий  позволяет применить генно-протеомное биочипирование 
необходимое для проведения  эколого-генетического мониторинга. Мониторинга за 
процессами формирования генотоксических барьеров нормального сперматогенеза . 
Рассмотрим основные составляющие элементы предлагаемой нами диагностической панели 
У-хромосомы . 
Влияние структуры Y хромосомы на формирование мужского бесплодия.  
У-хромосома самая малая хромосома кариотипа состоящая из около 50 млн. нуклеотидных 
пар (н.п.). Гены У-хромосомы , определяя детерминацию формирования мужского пола , 
через свое гемизиготное состояние  обуславливают высокую скорость мутаций в У- 
хромосоме . В частности , эта скорость мутирования может быть в 4 раза выше, чем в  Х-
хромосоме . Соответственно предлагаемой диагностической модели возможность 
чипирование (4) на гелевом носителе всей целостной структуры у-хромосомы сперматозоида 
позволяет не только разместить на биочипе  генно-протеомные составляющие , но и 
регистрировать формирующуюся обратную связь : 

 1)  т.е. регистрировать частоты встречаемости генов различных участков 
длинного плеча ( AZFa-участка  -гены  dffry/dffrX; dby/dbX ;Uty/UtX.  ;  
ТВ4Y/TВ4Х .5) dby, Uty и ТВ4y) ; AZFв-участка  (гены rbm , cdy , XKry ., 
eif-1A . smcy ); AZFc-участка ( кластер генов dAZ );  Pry;  bPy2 ;ТТy2,   cdy 
, rbm ;  и   короткого  плеча ( Zfy ,tsPy,sry ) ( 5 ).  и  серии их множественных 
алелей; 
2) идентифицировать микросателлиные мутации двух типов( 5):snP мутации 
(single nucleotide polymorphism)-одиночные нуклеотиды и STR мутации (short 
tandem repeat) характеризующиеся короткими тандемными повторами типа  
 

 . 

Название маркера dys 
393

dys 
390

dys 
19

dys 
391

dys 
385a

dys 
385b

dys 
426

dys 
388

Число повторов 13 25 16 10 11 14 12 12

К настоящему времени известно более двухсот str-локусов 
y-хромосомы.

Важной диагностической особенностью микросателитного анализа 
является их ассоциированная связь с определенными патологическими со-
стояниями.
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Предполагаем,что микросателлитный мутагенез найдет свое отражение 
и в формировании эпигеномной изменчивости негативно отражающейся на 
сперматогенезе.

3) производить скрининг активности протеомных маркеров в виде 
6 классов ферментативных систем обеспечивающих тысячи вариантов 
биохимических реакций (6)

КФ 1: -Оксидоредуктазы, катализирующие окисление или 
восстановление. Пример: каталаза, алкогольдегидрогеназа. КФ 2: 
-Трансферазы, катализирующие перенос химических групп с одной 
молекулы субстрата на другую. Среди трансфераз особо выделяются 
киназы, переносящие фосфатную группу, как правило, с молекулы АТФ. 
КФ 3: -Гидролазы, катализирующие гидролиз химических связей. Пример: 
эстеразы, пепсин, трипсин, амилаза, липопротеинлипаза. КФ 4: -Лиазы, 
катализирующие разрыв химических связей без гидролиза с образованием 
двойной связи в одном из продуктов. КФ 5: -Изомеразы, катализирующие 
структурные или геометрические изменения в молекуле субстрата. КФ 
6: -Лигазы, катализирующие образование химических связей между 
субстратами за счет гидролиза АТФ. 

Жизнь в мегаполисе. Эколого-генетического мониторинг наиболее 
реально проводить в мегаполисах,которые имеют неоходимую 
диагностическую инфраструктуру. Именно здесь бурная урбанизация 
наиболее негативно влияет на общий уровень качества здоровья и особенно 
на фертильность мужчин-европейцев «белой расы». Важно учитывать, 
что масштабы формирования городских мегаполисов и их интенсивная 
урбанизация будут возрастать. . Показательна динамика проживания землян 
в городах в 1900г. до 14%, в 2008г. эта цифра возросла до 50%. По прогнозам 
ООН к 2050г. горожанами станет 70% человечества.

Особенности формирования качества здоровья восточных славян. 
В свете обсуждаемой проблемы особую тревогу вызывают тенденции 
снижения не только репродуктивной способности мужчин Восточной 
Европы, но и их высокой смертности в наиболее продуктивном возрасте 30-
45 лет. К глубокому сожалению, для значительной части мужчин (восточных 
славян в 1980-2010 г.г.) присущ недостаточный уровень национального 
самосознания о необходимости соблюдении правил здорового образа 
жизни. На фоне значительного числа экологических проблем подобное от-
ношение к собственному здоровью ускоряет процессы старения и сущест-
венно отражается на демографической ситуации.

Вывод: Считаем, что результаты эколого-генетического мониторин-
га не только расширят имеющиеся представления о эпидемиологических 
и этнических особенностях взаимодействия « генотип- среда», но и позво-
лят найти неординарные решения повышения репродуктивной способности 
мужчин –европейцев «белой расы».
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Резюме 
Основываясь на ретроспективном анализе снижения эффективности 

сперматогенеза мужчин западной и восточной Европы (период 1940-2010 г.г.) 
автором сформулирована концепция эколого-генетического мониторинга. На 
основании современной генетической базы предложен генно-протеомный состав 
чипированной панели У-хромосомы.

Грунтуючись на ретроспективному аналізі зниження ефективності сперматоге-
незу чоловіків західної та східної Європи (період 1940-2010 р.р.), автором сформу-
льована концепція еколого-генетичного моніторингу. На підставі сучасної генетич-
ної бази запропонований генно-протеомних склад чіпованої панелі У-хромосоми.

based on a retrospective analysis of spermatogenesis in men decrease the effective-
ness of the western and eastern europe (the period of 1940-2010 years) the authors are 
formulated the concept of environmental and genetic monitoring. on the basis of modern 
genetic base are proposed genetic proteomic composition of the panel chipped y chro-
mosome.
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ВЛИЯНИЕ ОСТАТОЧНЫХ ДОЗ ГЕРБИЦИДОВ НА 
ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКУЮ СТАБИЛЬНОСТЬ ПРОРОСТКОВ 

ЯЧМЕНЯ
Гербициды широко используются в агротехнике ячменя [1-3]. Однако 

описаны факты цитогенетической нестабильности растений при воздейс-
твии на них химических веществ [4]. Критериями нарушений выступают 
аберрации, которые возникают в первом митозе кончиков корней пророст-
ков: в первую очередь – хромосомные и хроматидные мосты с фрагментами 
и без фрагментов, а также такие нарушения как пикноз, лизис, фрагмента-
ция хромосом, формирование кольцевих и дицентричних хромосом, С-ми-
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тозы, эндополиплоидия, миксоплоидия и другие аномалии [5, 6]. Изучение 
спектра цитогенетических нарушений позволяет оценить мутационную из-
менчивость, которая возникает вследствие воздействия пестицидов и вы-
явить сортовые особенности реакции на такую обработку.

Материалы и методы
Материалом исследований служили сорта ячменя Селекционно-гене-

тического института – Национального центра семеноведения и сортоизуче-
ния Галактик, Эней, Водограй, Сталкер, Гелиос.

Проводили цитогенетическое изучение воздействия гербицидов на про-
ростки вышеуказанных сортов ячменя. Использовались препараты сплош-
ного действия, предназначенные для допосевной или довсходовой обработ-
ки: Селефит (д.в. – прометрин, 500 г/л), Напалм (изопропиламинная соль 
глифосата, 480 г/л, в кислотном эквиваленте – 360 г/л, водного раствора) и 
Раундап (изопропиламинная соль глифосата, 480 г/л, 48%) в разведении 1:4 
от рекомендованной рабочей концентрации. Указанные концентрации мо-
делировали остаточные количества препарата при посеве и прорастании се-
мян культуры. Оценивали влияние пестицидов на лабораторную похожесть 
семян, а также на регулярность митоза у проростков ячменя. 

Лабораторную всхожесть оценивали, проращивая в растильнях по 200 
семян в каждом варианте опыта. Влияние препарата на корневую меристе-
му оценивали с помощью анафазного теста [7]. Статистическую обработку 
выполняли с помощью критерия Стьюдента [8].

Результаты и обсуждение
Обработка семян растворами гербицидов приводила к снижению всхо-

жести всех исследуемых сортов ячменя (табл.1) прямо пропорционально 
увеличению концентрации препаратов с высокой степенью достовернос-
ти (р≤0,001). 

Таблица 1
Лабораторная всхожесть (%) семян ячменя при воздействии гербицидов

Сорт Контроль Селефит Напалм Раундап
Галактик 91±2,8 24±4,2 20±0,9 26±1,5
Эней 77±4,2 34±4,7 20±0,9 26±1,8
Водограй 88±3,2 30±4,5 32±1,2 22±0,9
Сталкер 86±3,4 15±0,8 17±0,8 26±1,1
Гелиос 81±3,4 9±0,6 28±1,1 25±1,1

Действие препаратов Селефит и Напалм на всхожесть семян было сор-
тоспецифично. При обработке Селефитом выявлены достоверные разли-
чия по всхожести семян между сортами Галактик, Сталкер и Гелиос (р≤0,05 
и р≤0,01). При обработке Напалмом не было различий по всхожести толь-
ко между сортами Галактик и Эней. При обработке Раундапом достоверно 
(р≤0,05) меньшая всхожесть была только у сорта Водограй. Наиболее чувс-
твительным к действию трех гербицидов оказался сорт Сталкер. Средняя 
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всхожесть его семян под воздействием гербицидов составила 19,3±1,6%. 
Наименее чувствительными оказались сорта Водограй и Эней. Средняя 
всхожесть их семян при воздействии гербицидов составила 28,0±1,8 % и 
26,7±1,8 %, соответственно. Сорт Гелиос показал разнородную реакцию на 
гербициды. Если при обработке препаратами Напалм и Раундап его реак-
ция была сходной с другими сортами (исключая Сталкер), то при обработке 
гербицидом Селефит всхожесть семян Гелиоса составила 9±0,6%. Это на-
именьшая всхожесть при обработке гербицидами.

Отличия сортов в изменчивости всхожести семян под воздействием 
гербицидов могут быть обусловлены разной проницаемостью покровов 
зерновки и проростка или функционированием ферментных систем, кото-
рые обеспечивают разрушение проникших ядов. Снижение всхожести, как 
правило, отвечает росту количества мутаций [4]. Но у разных видов оди-
наковая степень падения всхожести отвечает разному уровню накопления 
аберраций. Так, например, если у пшеницы значительная гибель семян на-
блюдается при 60% клеток с аберрациями, то для ячменя почти полная по-
теря всхожести наступает уже при 5% аберрантных клеток [9], что, вероят-
но, связано с аллополиплоидной природой пшеницы, у которой за счет дуп-
ликации геномов повышается устойчивость к мутациям. 

Учитывая отличия в реакции сортов на обработку разными препара-
тами, а также способность большинства пестицидов мигрировать в почве 
понятна необходимость отбора сортов, устойчивых к влиянию конкретных 
препаратов при посеве на полях с плохим фитосанитарным состоянием. 

Изучение меристематических клеток корней проростков ячменя пока-
зало, что обработка препаратами отрицательно влияет на течение митоза 
(табл. 2). 

В анафазе наблюдались многочисленные нарушения расхождения хро-
мосом: отставания, неравное расхождение, одиночные, парные и множест-
венные фрагменты, а также образование мостов (Рис. 1). Анафазы с отста-
ваниями хромосом, анафазы с мостами составляли основную часть наруше-
ний, что свидетельствует о нарушении функционирования веретена деления 
[9]. Фрагменты встречались значительно реже. Среди анафаз с мостами пре-
обладали клетки с одиночными мостами. Это свидетельствует об осущест-
влении преимущественно хроматидных асимметрических обменов [6]. 

Анализ воздействия гербицидов на регулярность митоза показал, что 
Селефит имел более мягкое действие. Существенной разницы между дейс-
твием препаратов Напалм и Раундап не было, но они имели более жесткое 
действие, чем Селефит. Среди изучаемых сортов ячменя меньше всего на-
рушений митоза по данным анафазного теста наблюдалось в корневой ме-
ристеме проростков сорта Гелиос, который в большинстве случаев имел до-
стоверно (Р ≤ 0,001 и Р ≤ 0,01) большее количество нормальных анафаз. В 
зависимости от используемого препарата количество нормальных анафаз у 
сорта Гелиос составило от 46±4,5 % до 37±4,4.
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а б в 
Рис. 1. Нарушения митоза в корневой меристеме проростков ячменя при дейс-
твии гербицидов: а – анафаза с тремя фрагментами; б – анафаза с двумя моста-

ми; в – анафаза с мостом и фрагментом. Об.× 40, ок. ×10.

Таблица 2
Частота (%) нормальных и аномальных анафаз митоза в корневой меристеме пророст-
ков ячменя под воздействием гербицидов

Сорт Вариант 
опыта

Нормальные 
анафазы

Анафазы с отстава-
ниями хромосом

Анафазы с 
мостами

Анафазы с 
фрагмен-

тами
Галактик Контроль 91±2,8 5±2,4 2±0,5 0

Селефит 33±4,7 28±4,6 28±4,1 9±4,2

Напалм 34±2,1 27±4,1 26±5,1 13±4,6
Раундап 24±4,2 32±2,6 26±6,2 16±4,3

Эней Контроль 75±4,3 7±1,0 20±1,1 3±1,4
Селефит 34±2,1 26±4,0 17±2,7 19±1,1
Напалм 33±4,4 34±2,0 25±4,3 6±1,5
Раундап 35±4,7 21±2,2 39±1,2 4±4,7

Водограй Контроль 89±3,1 8±4,5 2±3,0 0
Селефит 48±3,8 30±3,5 27±4,1 13±4,7
Напалм 25±4,3 25±3,6 33±2,2 15±4,4
Раундап 30±4,5 39±1,1 25±7,1 4±4,3

Сталкер Контроль 87±3,2 4±4,7 25±7,6 16±4,3
Селефит 38±4,4 37±1,5 7±1,8 20±1,4
Напалм 32±4,6 21±1,4 17±3,1 13±3,9
Раундап 35±4,3 31±2,8 27±5,4 25±4,4

Гелиос Контроль 83±3,8 5±3,2 9±3,1 3±1,1
Селефит 46±4,5 29±4,0 20±1,8 25±7,0
Напалм 42±4,1 26±4,7 23±9,9 9±1,0
Раундап 37±4,4 31±2,8 21±1,4 9±4,1

Следует отметить, что во многих случаях наблюдалась обратная зави-
симость между всхожестью семян и частотой нормальных анафаз при об-
работке гербицидами. Так, при обработке Селефитом всхожесть семян сор-
та Гелиос составила 9±0,6%, а частота нормальных анафаз – 46±4,5 %. В то 
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же время, у сорта Галактик при обработке Селефитом проросло 24±4,2 % 
семян, а доля нормальных анафаз составила 33±4,7 %. Вероятно, у сорта с 
меньшей всхожестью проросли лишь семена, менее поврежденные дейс-
твием гербицидов. Поэтому у них и был более регулярный митоз. У сорта 
Галактик были наиболее низкие показатели регулярности митоза при об-
работке препаратами Селефит и Раундап. Наблюдалась и различная чувс-
твительность одного сорта к разным препаратам. У сорта Водограй была 
наибольшая в эксперименте частота нормальных анафаз при обработке 
Селефитом, и наименьшая – при обработке Напалмом. Остальные исследо-
ванные сорта занимали промежуточное положение по чувствительности к 
воздействию гербицидов.

При учете и всхожести семян, и регулярности митоза в клетках корне-
вой меристемы наиболее устойчивым к действию препарата Селефит сле-
дует признать сорт Водограй, а наиболее чувствительными – сорта Галак-
тик и Сталкер. При обработке препаратом Напалм наиболее устойчивым 
оказался сорт Галактик, а наиболее чувствительным – сорт Сталкер. При 
обработке препаратом Раундап наиболее устойчивым был сорт Гелиос, а 
наиболее чувствительным – сорт Водограй. Таким образом, воздействие 
гербицидов на семена исследованных сортов ячменя хотя и оказалось сор-
тоспецифичным, но с каждый препарат по-разному воздействовал на гено-
тип исследованных сортов ячменя.

Выводы
1. Мутагенное действие исследуемых гербицидов проявлялось в:
– снижении всхожести семян;
– образовании мостов, фрагментов и отставании хромосом в анафазе 

митоза в клетках корневой меристемы;
2. Выявлены отличия между сортами ячменя по чувствительности к 

гербицидам.
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Резюме
Досліджували вплив сучасних гербіцидів на паростки різних сортів ячменю. 

Обробка гербіцидами знижувала схожість насіння та порушувала регулярність пли-
ну мітозу. Виявлені сортові відмінності досліджених сортів за чутливістю до пре-
паратів. Спектр порушень мітозу свідчить про утворення хромосомних перебудов 
внаслідок обробки гербіцидами.

the influence of modern herbicides to seeds of different sorts of barley was studied. 
herbicides treatment reduced the germination of seeds and raised the frequency of mitosis 
passing. revealed varietal differences investigated varieties by sensitivity to drugs. the 
range of the violations of mitosis demonstrates the formation of chromosomal aberrations 
due to treatment herbicides.

КОРшИКОВ И.И., ТКАЧЕВА Ю.А.
Донецкий ботанический сад НАН Украины. Украина, 83059, Донецк-59,  
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИХ 
НАРУшЕНИЙ У СЕМЕННОГО ПОТОМСТВА ДВУХ ВИДОВ 

ХВОЙНЫХ В УСЛОВИЯХ ЗАГРЯЗНЕННОЙ СРЕДЫ
Для оценки воздействия различных загрязняющих окружающую среду 

веществ (аэрополлютантов, тяжелых металлов, пестицидов, сточных вод, 
синтетических удобрений и др.) на наследственный аппарат живых орга-
низмов широко применяются методы цитогенетического анализа [2, 6, 7]. 
Согласно приказу МОЗ Украины № 116 от 17.03.2007 утверждены методи-
ческие рекомендации: «Обстеження та районування території за ступенем 
впливу антропогенних чинників на стан об'єктів довкілля з використанням 
цитогенетичних методів», согласно которым на территории Украины ос-
новным тест-объектом является Allilum cepa l. Для других видов-фитоин-
дикаторов рекомендовано использовать цитогенетические характеристики 
пыльцы [5]. В других странах, например, в России в мониторинговых цито-
генетических исследованиях нередко используют различные виды древес-
ных растений (Quercus robur l., Betula pendula roth.) в том числе и хвойные 
(Larix sucaszewii dvl., Abies sibirica ledeb., Picea obovata ledeb.) [1, 2, 3]. 
При этом часто изучают цитогенетические аномалии в клетках не самих 
растений, а у их семенного потомства. Такие исследования показали, что 
разные виды в условиях техногенно загрязненной среды промышленных 
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регионов различаются по уровню цитогенетических нарушений. По этой 
причине ведется поиск наиболее приемлемых индикаторных тест-объек-
тов для оценки генотоксического воздействия загрязнителей среды. В степ-
ной зоне коренных видов древесных растений крайне мало, и локализова-
ны они, как правило, в поймах рек. Поэтому поиск необходимых видов для 
цитогенетического мониторинга следует проводить среди интродуцентов, 
произрастающих в местах загрязнения. В этом плане интересны хвойные 
виды, часто представленные на урбанизованных и загрязненных террито-
риях нашей страны.

Цель работы – сравнительный анализ цитогенетических нарушений у 
семенного потомства двух видов хвойных для оценки их чувствительности 
к техногенному загрязнению среды.

Материалы и методы
Объектом исследований были два вида хвойных – Pinus pallasiana 

d. don и Picea abies (l.) Kаrst., их природные популяции (контроль) и на-
саждения в условиях техногенно загрязненной среды. 

Для анализа были собраны семена растений P. pallasiana из трех на-
саждений, которые расположены возле крупных промышленных объектов, 
таких как: Мариупольский металлургический комбинат и Новоамвросиев-
ский цементный завод, а также испытывают воздействие значительного ко-
личества автомобильных выхлопных газов в г. Донецк. Возраст растений в 
этих насаждениях составлял 30 – 40 лет. В исследованиях использовали се-
мена 30 деревьев каждого насаждения. Контрольными были семена из при-
родной популяции Горного Крыма (район пгт Никита), собранные с 40 де-
ревьев возрастом от 80 до 100 лет. Семенной материал P. abies был собран 
в двух природных популяциях из Украинского Полесья и интродукционном 
насаждении в дендрарии Донецкого ботанического сада НАН Украины. 
Одна из популяций расположена в области с повышенным радиоактивным 
фоном, в результате аварии на Чернобыльской АЭС, другая – значительно 
удалена от промышленных объектов и рассматривалась как контрольная. В 
общей сложности для P. pallasiana изучено 30780 клеток (129 деревьев) и 
30738 клеток (111 деревьев) для P. abies. 

У семенного потомства изучали уровень и спектр патологий митоза, 
хромосомные аберрации. Анализы проводили на временных препаратах 
из меристематических тканей корешков проростков семян каждого дерева. 
Семена проращивали в чашках Петри на влажной фильтровальной бума-
ге в термостате при температуре 23 – 25ºС. Корешки фиксировали в уксус-
ном этаноле (1:3), а затем окрашивали ацетоорсеином. После окрашивания 
корешки промывали и готовили давленые препараты по стандартной мето-
дике. Анализ микропрепаратов осуществляли с помощью микроскопа Carl 
Zess Primо star (при увеличении 40 х 10). 
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Результаты и обсуждение
В корешках проростков семян P. pallasiana и P. abies общими типами 

патологий митоза были – отставание и опережение хромосом, а у P. pal-
lasiana встречался еще и многополюсный митоз (табл. 1). Доля патологий 
митоза в клетках проростков из семян природных популяций обоих видов 
была крайне низкой, составив 0,07–0,09 %. Невысокий уровень патологий 
митоза обнаружен и в клетках проростков семян растений из техногенно за-
грязненных территорий, хотя у P. pallasiana и P. abies он был соответствен-
но в 2,5 и 2,3 раза выше, чем у проростков растений природных популя-
ций. Можно утверждать, что у семенного потомства растений P. pallasiana, 
произрастающих возле крупного цементного завода, а также на территории 
г. Мариуполя и г. Донецка, где высокий фоновый уровень загрязненности 
атмосферы выбросами металлургических производств и выхлопных газов 
автотранспорта, патологии митоза встречаются с низкой частотой. 

Таблица 1
Цитогенетические нарушения в клетках корешков проростков семян Pinus pallasiana 
D.Don и Picea abies (L.) Karst. природных популяций и насаждений в условиях загряз-
ненной среды

Цитогенетические показатели

Pinus pallasiana d.don Picea abies (l.) Karst.

природные 
популяции

древостои на 
загрязненных 
территориях

природные 
популяции

древостои на 
загрязненных 
территориях

Количество просмотренных делящихся клеток, шт.
10083 20697 8728 22010

Количество клеток с патологией митоза, шт.
Отставание 2 2–14 3 2–5
Опережение 7 5–13 3 9–20
Многополюсный митоз 0 0–2 – –
Доля патологий, % (m±m) 0,09±0,03 0,23±0,03 0,07±0,03 0,16±0,03

Количество клеток с хромосомными аберрациями, шт.
Хроматидный мост 3 41–77 20 18–24
Хромосомный мост 0 3–9 1 1–4
Фрагмент 0 0–1 – –
Кольцевая хромосома 1 0–1 0 0–3
Агглютинация 0 0–6 1 0–1
Доля аберраций, % (m±m) 0,04±0,02 0,97±0,07 0,25±0,05 0,23±0,03
Доля всех нарушений, % 
(m±m)

0,13±0,03 1,26±0,07 0,32±0,06 0,40±0,04

То же самое относится и к P. abies, произрастающей в дендрарии До-
нецкого ботанического сада и на загрязненной радионуклидами террито-
рии в Украинском Полесье.
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Хромосомные аберрации у потомства P. pallasiana природной популя-
ции встречались в 2,2 раза реже, чем патологии митоза. Зато заметно чаще 
аберрации присутствовали в клетках корешков проростков семян растений 
из загрязненных и урбанизированных территорий. В данном случае пре-
вышение по сравнению с проростками семян условного контроля состав-
ляло 24,2 раза. Наличие хромосомных аберраций в сравнении с патологи-
ями митоза в делящихся клетках проростков P. pallasiana из семян расте-
ний загрязненных местообитаний превосходило в 4,2 раза. Этого нельзя 
сказать о P. abies, уровень хромосомных аберраций у потомства которой из 
природной популяции и загрязненных территорий мало отличался. В спек-
тре аберраций у потомства обоих видов явно доминировали хроматидные 
мосты. Разница лишь в том, что у P. abies в контроле и опыте они присутс-
твовали на одном уровне, а в опытном варианте P. pallasiana встречались в 
13,7–25,7 раза чаще.

Уровень цитогенетических нарушений в природной популяции P. ab-
ies в Украинском Полесье в 2,5 раза выше, чем в популяции P. pallasiana 
в Горном Крыму. Однако у растений загрязненных территорий превыше-
ние уровня этих нарушений P. abies в сравнении с ее природной популяци-
ей составляло 1,2 раза. В то же время у P. pallasiana за пределами ареала 
в насаждениях урбанизированных, техногенно загрязненных территорий 
уровень цитогенетических нарушений был в 9,7 раза выше, чем в природ-
ной популяции. Очевидно, что P. pallasiana как тест-объект для цитогене-
тического мониторинга загрязненности среды значительно более приемле-
ма, чем P. abies. Другие исследователи также отмечали заметные различия в 
чувствительности наследственного аппарата разных видов древесных рас-
тений на воздействие техногенно загрязненной среды, что проявлялось и 
в уровне цитогенетических нарушений их семенного потомства [1, 3]. На-
пример, наиболее высокий уровень таких же патологий, что описаны нами, 
отмечены и у проростков семян сосны обыкновенной (Pinus sylvestris l.) на 
промышленных территориях Южного Урала, который в 8,3–14,2 раза пре-
вышал подобные аномалии у контрольных растений. У трех других видов 
хвойных это превышение составляло 2,0–3,5 раза [3]. У P. pallasiana наблю-
дается тенденция к увеличению уровня и расширению спектра цитогенети-
ческих нарушений в насаждениях испытывающих воздействие техногенно-
го загрязнения. У P. abies такая зависимость не проявляется.

Выводы. Исходя из полученных результатов, можно сделать вывод, 
что P. pallasiana является более адекватно реагирующей породой, по срав-
нению с P. abies, на загрязнение среды и вполне приемлема для использова-
ния в цитогенетических мониторинговых исследованиях в промышленных 
районах и городах Украины. Уровень и спектр цитогенетических наруше-
ний в клетках семенного потомства P. pallasiana достаточно информативен 
и может быть применен в общей оценке генотоксического состояния иссле-
дуемых территорий.
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Резюме
Проведен сравнительный анализ спектра и уровня патологий митоза и хромо-

сомных аберраций в клетках корешков семян Pinus pallasiana d. don и Picea abies (l.) 
Kаrst. из природных популяций и насаждений урбанизированных и техногенно загряз-
ненных территорий. Установлено, что уровень цитогенетических нарушений у P. pal-
lasiana в несколько раз выше, чем у P. abies в условиях техногенных экотопов.

Проведено порівняльний аналіз спектру та рівня патологій мітозу і хромосом-
них аберацій у клітинах корінців насіння Pinus pallasiana d. don та Picea abies (l.) 
Kаrst. з природних популяцій і насаджень урбанізованих та техногенно забруднених 
територій. Встановлено, що рівень цитогенетичних порушень у P. pallasiana в де-
кілька разів вище, ніж у P. abies в умовах техногенних екотопів.

comparative analysis of the spectrum and the level of cytogenetic disorders were 
carried out in cells of rootlets of seeds of Pinus pallasiana d. don and Picea abies 
(l.) Kаrst. from natural populations and plantations in the urbanized and technogenic 
contaminated areas. the level of aberrations in P. pallasiana is several times higher than 
that of P. abies in the conditions of technogenic ecotopes. 
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ЦИТОМИКСИС КАК ФОРМА КЛЕТОЧНОГО 
(ПРЕДМЕЙОТИЧЕСКОГО) ОТБОРА У РАСТЕНИЙ С 

НАРУшЕННЫМ ГОМЕОСТАЗОМ
Цитомиксис представляет собой распространенное, хотя и неординар-

ное цитологическое явление, происхождение, значение и генетический кон-
троль которого до сих остаются не вполне ясными. В последние годы нако-
пилось большое число данных, свидетельствующих о том, что цитомиксис 
является естественным процессом межклеточного взаимодействия, свойс-
твененным генеративным, а также вегетативным тканям, как в норме, так 
и при патологии, в ходе которого по цитомиктическим каналам перемеща-
ются хроматин, органеллы, трофические факторы и сигнальные молекулы 
[3, 7-11]. Тем не менее, точка зрения о патологической природе цитомик-
сиса, основанная на его свойственности растениям с выраженной генети-
ческой нестабильностью и нарушенным гомеостазом, продолжает прева-
лировать [4-6, 12- 15]. Однако, различные картины цитопалогии, которые 
сопровождают цитомиксис у этих растений, можно рассматривать и с точ-
ки зрения одного из механизмов восстановления – индукцию гибели гене-
тически несбалансированных или нерепарируемых микроспороцитов [1,2]. 
Одним из направлений в таком подходе к проблеме цитомиксиса является 
использование мутагенных факторов, в частности, радиации. Целью дан-
ного исследования было изучение дозовых зависимостей влияния УФ-В и 
гамма-облучения на мужскую репродукцию, корреляции между цитомик-
сисом и фертильностью пыльцы и, как следствие, оценка роли цитомикси-
са в репродуктивном потенциале растений.

Материал и методы
Объект исследования – ячмень двухрядный (Hordeum distichum l., 

2n=14), сорт Скарлет французской селекции. Воздушно сухие зерно-
вки облучали на гамма- установке в дозах 20 и 40 Гр (при мощности 3,3 
сГр*мин-1), трехсуточные проростки – УФ-В с помощью ультрафиолетовой 
лампы Philips TL 20 W (со светофильтром) в дозах 0,5; 2,2 и 4,3 кДж\м2 при 
интенсивности 0,5 Вт/м2*сек-1. Через сутки после облучения проростки вы-
саживали в грунт. Фиксацию колосьев проводили от стадии дифференци-
ации спорогенной ткани до созревания пыльцы. Для фиксации использо-
вали смесь Навашина, для окраски временных препаратов- ацетокармин. 
Степень деструктивного цитомиксиса определяли по числу охваченных ци-
томиксисом микроспороцитов в поле зрения. Объем выборок при анализе 
мейоза и тетрад микроспор составлял около 20 пыльников на стадию. Для 
каждого варианта было исследовано в среднем 50-70 пыльников с микро-
спороцитами и по 20 пыльников для анализа развития пыльцевых зерен. 
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Статистическую обработку данных проводили с использованием функций 
программы microsoft excel.

Результаты и обсуждение
Микроспорогенез. Основным типом патологии в микроспорогенезе 

при воздействии облучения является цитомиксис. Интенсивный цитомик-
сис охватывал около 20% микроспороцитов при УФ облучении и до 23 % 
при гамма воздействии (рис. 1 а – г). Наибольшая цитомиктическая актив-
ность наблюдалась в ходе первого мейотического деления; во втором де-
лении активность цитомиксиса снижалась, примерно, вдвое. При этом, в 
метафазе 1 деления «транзиторный» хроматин перетекал по одиночным, 
реже двойным мостам, в виде тяжей, отдельных хромосом или микроядер 
от клетки к клетке. «Транзиторный» хроматин, по-видимому, не включа-
ется в состав ядра клеток, через которые мигрирует, хотя может влиять на 
спорогенез.

Рис. 1. Дозовые зависимости индукции цитопатологий на разных фазах разви-
тия пыльника: а, в – дозовые зависимости уровня нарушений при УФ-В облу-
чении; б, г – дозовые зависимости уровня нарушений при гамма-облучении.

Основная масса сверхкомплексного хроматина в большинстве случа-
ев элиминировалась в межклеточном пространстве или в составе синци-
тиев. Большинство микроспороцитов во всех вариантах опыта заканчива-
ла мейоз с образованием правильных, реже, генетически несбалансирован-
ных тетрад, триад или диад. 
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Дозовые зависимости индукции цитомиксиса характеризовались не-
линейностью (рис. 1 а – г). Цитомиксис заметно усиливался при макси-
мальной дозе УФ-В – 4,3 кДж\м2; а при 20 Гр его активность была выше, 
чем при 40 Гр. Между активностью цитомиксиса и частотой патологий в 
тетрадах микроспор наблюдалась положительная корреляция (0.4 – 0.7). 
Следовательно, цитомиксис может быть причиной образования несбалан-
сированных тетрад, однако, оба эти типы нарушений могут быть и следс-
твием другой причины – мутагенеза, индуцированного облучением.

Развитие пыльцевого зерна (ПЗ). Большинство нарушений микрога-
метогенеза после облучения характеризовались неспецифичностью: воз-
растали полиморфизм ПЗ, частота изменения полярности микроспоры и 
ПЗ, «рассинхронизация» развития, увеличивался процент «малоплазмен-
ных» ПЗ. Изменение полярности микроспоры приводило к образованию 
пары симметричных ядер или клеток. Как отмечалось нами в более ран-
них работах [1], гамма-облучение может индуцировать также специфичес-
кие нарушения гаметогенеза, связанные с поздней инактивацией спермиев 
в пыльцевом зерне. В этом случае пыльцевые зерна нормальной морфоло-
гии содержат дегенерирующие спермии, что, возможно является следстви-
ем генетической несбалансированности. Причины появления “малоплаз-
менных” пыльцевых зерен связаны с нарушением синтеза цитоплазмы в 
микроспоре или вегетативной клетке. Спермии в таких ПЗ останавливают-
ся в развитии, не заканчивая цикла своей дифференцировки. 

Дозовые зависимости индукции нарушений в ходе развитии пыльцево-
го зерна характеризовались нелинейностью (рис. 1 в, г). Зависимость уров-
ня стерильности зрелых ПЗ от дозы УФ носила отрицательный, а от гам-
ма-облучения – положительный характер. С возрастанием дозы ультрафи-
олета число аномальных ПЗ сначала возрастало, а затем снижалось (рис. 
1 а, в). При максимальной экспозиции ультрафиолета уровень стерильнос-
ти пыльцы приближался к контролю. Отмечена положительная корреляция 
между цитомиксисом и числом патологий на стадии тетрад (0.7) и микро-
спор (0.9). Между интенсивностью цитомиксиса и стерильностью ПЗ на-
блюдалась отрицательная корреляция (-0.32). При гамма-воздействии до-
зовые зависимости носили иной характер (рис. 1 б, г). Положительная кор-
реляция между цитомиксисом и патологиями в тетрадах (0.4) сменялась на 
отрицательную между цитомиксисом и уровнем стерильности микроспор 
(-0.9). Значительная разница в показателях стерильности двухклекточных 
и трехклеточных ПЗ вероятно связана с поздней инактивацией спермиев в 
пыльцевом зерне. Между интенсивностью цитомиксиса и стерильностью 
двухклеточных ПЗ наблюдалась высокая положительная корреляция (0.99), 
а с трехклеточными ПЗ – слабоположительная (0.09).

Примечательно, что повреждения, индуцированные малыми дозами 
ультрафиолета, не устранялись ни репарацией, ни клеточным отбором, и 
сохранялись во многих клеточных поколениях. Они оставались недоступ-
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ными действию даже гаплонтного (гаметического) отбора, определяя отно-
сительно высокий (9-11%) процент стерильности пыльцевых зерен. С по-
вышением экспозиции УФ-В очевидно «включались» восстановительные 
механизмы – репарация ДНК и клеточный отбор. Перегибы дозовых кри-
вых и формирование дозонегативных участков дают основание говорить 
о пороговом эффекте в реакции на ультрафиолет, обусловленном, вероят-
но, числом повреждений ДНК и других макромолекул, запускающих репа-
рационные процессы и клеточный отбор. В отношении гамма-облучения 
пороговый уровень повреждения (по активизации цитомиксиса), вероятно, 
формировался в пределах 20 Гр. Отрицательная корреляция между цито-
миксисом и стерильностью пыльцевых зерен при УФ облучении и между 
цитомиксисом и стерильностью микроспор при гамма- воздействии может 
указывать на функцию цитомиксиса как клеточного отбора, который акти-
визируется при превышении порогового уровня повреждения микроспоро-
цитов в условиях индуцированного (или спонтанного) мутагенеза. Следо-
вательно, благодаря цитомиксису, в ходе мейоза популяция микроспороци-
тов может избавляется от избыточного мутационного груза. Кроме того, 
через цитомиксис может регулироваться численность функционирующих 
микроспороцитов и устраняться их избыточность. Активность цитомик-
сиса, как это ни парадоксально, может регулировать не только продуктив-
ность, но и жизнеспособность пыльцы.

Выводы. Ультрафиолетовое и гамма-облучение проростков ячменя 
индуцировало активизацию цитомиксиса и рост числа неспецифических и 
специфических патологий в ходе микроспорогенеза и развития пыльцево-
го зерна. Отмечена негативная корреляция между цитомиксисом и стериль-
ностью микроспор (при гамма-облучении), а также между цитомиксисом 
и стерильностью зрелых пыльцевых зерен (при УФ-В-облучении). В свя-
зи с этим, цитомиксис рассматривается как форма клеточного (предмей-
отического) отбора, которая активизируется при превышении порогового 
уровня повреждения ДНК (или генетического дисбаланса) микроспороци-
тов. Предполагается, что в условиях индуцированного мутагенеза цитомик-
сис регулирует состояние и численность микроспороцитов, ограничивает 
мутагенез и способствует, тем самым, сохранению фертильности пыльце-
вых зерен.
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Резюме
Ультрафиолетовое и гамма-облучение проростков ячменя индуцировало 

активизацию цитомиксиса и рост числа патологий в мужской репродуктивной сфере 
растений. Предполагается, что цитомиксис представляет собой форму клеточного 
отбора, которая активизируется при превышении порогового уровня повреждения 
ДНК (или генетического дисбаланса) микроспороцитов.

Ультрафіолетове та гамма-опромінення проростків ячменю індукувало активі-
зацію цитоміксису і зростання кількості патологій у чоловічій репродуктивній сфе-
рі рослин. Припускається, що цитоміксис є формою клітинного добору, яка активі-
зується при перевищенні порогового рівня ушкодження ДНК (або генетичного дис-
балансу) мікроспороцитів.

Uv-b irradiation and gamma- irradiation of barley germs induced an increase in cy-
tomixis and number of pathologies in the man reproductive sphere. it is presumed that cy-
tomixis present a form of cell selection which was induced by an excess of microsporo-
cyte disturbances (or genetical disbalance).
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ДЕТЕРМІНАЦІЙНІ ЗМІНИ ПЕРЕБІГУ ПРОЦЕСУ 
НУКЛЕЇНОВОГО МЕТАБОЛІЗМУ У КЛІТИНАХ ЛИСТКІВ 

ПРОРОСТКІВ ПшЕНИЦІ ЗА ДІЇ ІЗАТІЗОНУ
Розкриття механізмів відповіді рослинного організму на впливи зо-

внішніх стимулів – одне з найактуальніших фундаментальних і екологіч-
но важливих завдань сучасної фітобіології. Нагальність вирішення цієї не-
простої проблеми тісно пов’язано із необхідністю розробки нових техноло-
гій вирощування рослин із застосуванням екзофакторів різного походження 
– фізичних, біологічних, хімічних. Серед хімічних агропрепаратів, що по-
чали застосовувати у рослинництві, препарат Ізатізон (Із) (метисазон + ди-
метилсульфоксид + поліетиленгліколь-400), відомий своєю ефективною 
противірусною, протипухлинною і антибактерійною дією [1]. Проте вплив 
цього чинника на розвиток рослинних організмів вивчено недостатньо. Зва-
жаючи на те,що відповідь рослин на дію зовнішнього чинника формується 
на різних рівнях їхньої організації, доцільно провести комплексне вивчен-
ня біологічних ефектів Із. Відсутність інформації щодо впливу Із на функ-
ціонування рослинного геному зумовило мету нашої роботи – дослідити 
дію препарату Із на перебіг одного з фундаментальних клітинних процесів 
– метаболізму нуклеїнових кислот (МНК) та встановити його зв’язок з клі-
тинними і морфологічними змінами, асоційованими із розвитком.

Матеріали і методи
Дослідження проводили на проростках пшениці сорту «Асоціативна», 

вирощених у лабораторних умовах на твердому субстраті (пісок). Насіння 
перед посадкою попередньо зволожували і одноразово обробляли протягом 
1 години концентрованим препаратом Із. Для оцінки швидкості росту про-
ростків пшениці визначали щодобовий приріст надземної частини рослин, 
починаючи з 3-ї – 4-ї доби експерименту. Загальний кількісний вміст нукле-
їнових кислот (НК) у листках пшениці визначали за модифікованим мето-
дом послідовного хімічного гідролізу рослинного зразка з подальшим спек-
трофотометричним аналізом лужних і кислотних фракцій отриманих гідро-
лізатів [2]. Оцінку вмісту НК у листках проростків здійснювали щоденно, 
починаючи з 4 доби розвитку рослин протягом 15 діб. Кількісну оцінку рів-
нів нуклеїнового метаболізму в клітинах листків досліджуваних проростків 
проводили із застосуванням величини співвідношення РНК / ДНК [3]. До-
слідження ультраструктури ядер меристемних клітин апексу пагону пше-
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ниці «Асоціативна» в окремі періоди росту (6 доба) здійснювали за допомо-
гою трансмісійної електронної мікроскопії згідно [4]. 

Результати та обговорення 
Аналіз чутливості рослин до дії Із на фенотипічному рівні проводили 

за показниками проростання посівного матеріалу та морфометричних ха-
рактеристик проростків. Показано, що Із здатний синхронізувати процес 
проростання зернят та проявляти тенденцію до його стимулювання (на 37% 
за даними на 3-ю добу росту рослин). Крім того, за дії Із спостерігалися змі-
ни інтенсивності росту надземної частини проростків пшениці. Так, на 6-ту 
добу експерименту швидкість росту дослідних рослин порівняно з контр-
олем знижувалася на 23%, тоді як на 17 – 18 добу відбувалося підвищення 
цього показника на 10%.

Відомо, що ключову роль у клітинних відновлювальних процесах, 
активованих у відповідь на дію будь-якого екзофактора відіграють РНК і 
ДНК. Відсутність інформації щодо впливу Із на характер накопичення нук-
леїнових кислот (НК) у рослинному організмі зумовило необхідність вив-
чення зміни показників нуклеїнового гомеостазу у проростках пшениці піс-
ля їхньої обробки препаратом. Отримані результати (рис.1) свідчать про іс-
нування істотних відмінностей між характером онтогенетичних варіацій у 
рівнях накопичення НК у листках контрольних і дослідних рослин. Так, 
у процесі росту контрольних варіантів відмічалася загальна тенденція до 
тривалого постійного зниження вмісту РНК та зростання кількості ДНК, 
що, ймовірно, пов’язано із збільшенням проліферуючих клітин у листках 
таких проростків. У динаміці розвитку дослідних зразків пшениці прослід-
ковувалося гальмування спадання рівнів вмісту РНК (особливо на 9-12 та 
16-19 добу), що свідчить про більш стабільний рівень метаболічних про-
цесів в таких клітинах (фаза диференціації до зрілих форм). Прискорення 
накопичення РНК і ДНК, яке відбувається під впливом Із, може забезпечу-
вати стимуляцію як диференціації, так і проліферації клітин листків [5]. За-
галом отримані результати є свідченням того, як зміни вмісту НК інтегру-
ються у фізіологічні відповіді клітин пшениці на дію Із.

Для формування інтегрального уявлення про реакцію геному пшениці 
на дію Із дослідили особливості перебігу (МНК) як одного з фундаменталь-
них клітинних процесів, асоційованого з функціонуванням геному. З цією 
метою за допомогою РНК/ДНК – аналізу проведено 15-ти добовий біомоні-
торинг динаміки змін рівнів активності процесу МНК у клітинах листків 
контрольних і дослідних проростків. Нині величина співвідношення РНК/
ДНК вважається не тільки інтегральним показником метаболічної актив-
ності клітини, швидкості біосинтезу РНК, новим типом біологічних конс-
тант, але й індикатором функціонально активної частини геному [6]. Аналіз 
кривих (рис.2), які описують характер диференційної активності МНК в 
клітинах листків контрольних і дослідних проростків, виявив здатність Із 
індукувати зниження рівнів активності цього процесу у середньому на 8% 
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– 10% у залежності від доби росту рослин і змінювати його ритміку на про-
тилежну порівняно з контролем майже на всіх досліджуваних проміжках 
часу. Ці дані вказують на існування у клітинах рослин Із-чутливих регу-
ляторних механізмів, спрямованих, ймовірно, на активацію адаптаційно-
компенсаторних систем. Підсилює ці припущення встановлений нами ек-
топічний характер активності процесу МНК, який опосередковано може ві-
дображати активацію певних наборів генів. Адже показано, що ектопічна 
експресія компонентів, залучених у формування відповіді рослин на абіо-
тичні стреси, призводить до підвищення стрес- толерантності рослинних 
організмів [7].

Додатковим підтвердженням вищенаведених даних слід вважати і ре-
зультати електронно-мікроскопічного дослідження стану меристемних клі-
тин пагону пшениці контрольних і дослідних рослин з різним рівнем МНК, 
визначеного за величиною РНК/ДНК-індексу. Так, в клітинах 6-ти добо-
вих пагонів на ультраструктурному рівні виявлено істотні відмінності між 
контрольними (РНК/ДНК- індекс 14,0) та дослідними (РНК/ДНК-індекс 
4,0) варіантами. Контрольні клітини характеризувалися більшим діаметром 
ядра, величина якого досягала 11,3 мкм, і ядерець – 4,7 мкм, тоді як у до-
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Рис. 1. Вміст РНК і ДНК у листках проростків пшениці сорту «Асоціативна»: 
А-контрольні зразки, Б – оброблені Ізатізоном
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сліді ці параметри становили 7,1 мкм і 2,5 мкм відповідно. Різнилися клі-
тини і за значеннями щільності рибосом на 1 мкм3 цитоплазми: якщо в кон-
тролі ця величина складала 3445,21±128,15, то в досліді – 1879,08 ±79,85. 
Спостерігалися морфологічні зміни в ядерному компартменті 6-ти денних 
дослідних меристемних клітин, які відображалися у переході ядерець з 
компактного, вельми активного типу, до вакуолізованого типу згідно [4] з 
помірним рівнем функціональної активності.

Висновки
Отже, результати комплексного дослідження біологічних ефектів Із, 

отриманих на фенотипічному, клітинному і біохімічному рівнях організа-
ції рослин, цілком узгоджуються між собою і дозволяють дійти висновку 
про те, що Із – фізіологічно активний препарат і може ектопічно змінюва-
ти перебіг процесу МНК, що, ймовірно, є наслідком активації адаптаційно-
компенсаторних процесів в клітинах листків пшениці. Запропоновано ве-
личину співвідношення РНК/ДНК використовувати для кількісної оцінки 
ступеню впливу хімічного чинника на функціональну активність рослин-
ного геному.
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Резюме
Проведено комплексне дослідження біологічних ефектів ізатізону (Із) на про-

ростках пшениці. РНК/ДНК – аналізом виявлено Із-залежні ектопічні зміни харак-
теру диференційної активності процесу нуклеїнового метаболізму в рослинних клі-
тинах. Запропоновано величину співвідношення РНК/ДНК використовувати для 
оцінки ступеня дії хімічного чинника на функціональну активність геному. 

Проведено комплексное исследование биологических эффектов изатизона 
(Из) на проростках пшеницы. РНК/ДНК-анализом выявлено Из-зависимые эктопи-
ческие изменения характера дифференциальной активности нуклеинового метабо-
лизма в растительных клетках. Предложено величину соотношения РНК/ДНК ис-
пользовать для оценки степени действия химического фактора на функциональную 
активность генома. 

We conducted a comprehensive study of biological effects of izatison (iz) on the 
wheat sprouts. Using rnA/dnA analysis we found iz-dependent ectopic changes in 
the nature of differential activity of nucleic metabolism process in the plant cells. We 
suggest an amount of the rnA/dnA ratio that can be used for qualitative and quantitative 
evaluation of a chemical factor effect on a functional activity of a genome.
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РАЗМНОЖЕННЫЙ IN VITRO КЛОН МИКСОПЛОИДНОГО 
ТОПОЛЯ СЕРЕЮЩЕГО (POPULUS CANESCENS SM.) 

КАК МОДЕЛЬ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИХ 
МЕХАНИЗМОВ АДАПТАЦИИ К НЕБЛАГОПРИЯТНЫМ 

УСЛОВИЯМ ПРОИЗРАСТАНИЯ
Тополь – одна из быстрорастущих и хозяйственно-ценных древесных 

пород, а также удобный модельный объект для генетико-селекционных ис-
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следований. Это одна из наиболее продвинутых в селекционном отношении 
пород. Для него получены не только хозяйственно – ценные гибриды, но и 
сорта [1,2]. Тополь – первое древесное растение, у которого в 2006 году был 
полностью расшифрован геном (третий растительный объект после араби-
допсиса и риса). 

Тополь сереющий (Populus canescens sm), являющийся спонтанным 
гибридом между тополем белым и осиной, по продуктивности древостоев, 
качеству древесины и другим показателям значительно превосходит топо-
ля других видов, произрастающих в лесах Воронежской области. Однако, 
внедрение его ценных форм и сортов в практику лесного хозяйства сдержи-
вается плохой укореняемостью черенков обычным методом. Особый прак-
тический интерес представляют триплоидные тополя (2n=3х=57), нередко 
проявляющие соматический гетерозис. Практическая ценность миксопло-
идов (характеризующихся наличием в тканях клеток с различным числом 
хромосом) заключается в довольно частом сочетании у них высокой продук-
тивности с адаптивностью к разным экологическим условиям (в том числе 
экстремальным). Это важно, в частности, для создания полезащитных по-
лос и использования в озеленительных посадках в промышленных городах, 
особенно испытывающих антропогенную нагрузку.

Оптимальными условиями для произрастания тополя являются пой-
менные почвы с близким залеганием грунтовых вод. Хорошо растет на чер-
нозёме. Наименее пригодна сухая песчаная почва, поэтому данный фон вы-
ращивания можно рассматривать как неблагоприятный. Выращивание од-
ного и того же клона (представляющего собой совокупность генетически 
сходных растений) в контрастных эдафических условиях произрастания, 
позволит оценить его норму реакции (пластичность), как одного из необхо-
димых этапов сортоиспытания и районирования; будет способствовать по-
ниманию цитогенетических механизмов адаптации растений.

Целью настоящих исследований явилась оценка цитогенетической 
стабильности и ДНК-генотипирование размноженного in vitro клона трип-
лоидного тополя сереющего (имеющего миксоплоидную природу) в конт-
растных эдафических условиях произрастания.

Материалы и методы
Объектом исследования послужил размноженный in vitro [3] клон ал-

лотриплоидного (2n=3x=57) тополя сереющего (сорт “Хоперский 1”), отоб-
ранного А.И. Сиволаповым в Хоперском заповеднике [2]. По данным ав-
тора материнское дерево является миксоплоидом с преобладанием в сома-
тической ткани триплоидных клеток с 57 хромосомами (74%). Остальные 
26% приходятся на долю диплоидных клеток с 38 хромосомами (11,4%), 
анеуплоидных (11,7%) и тетраплоидных – 2,9%. Размноженный in vitro 
клон сохранил миксоплоидную природу исходного дерева с преобладанием 
(60-70%) триплоидных (2n=3x=57) клеток в соматической ткани. Растения 
(раметы) микроразмноженного клона были высажены в контрастных эда-
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фических условиях – на черноземе (Семилукский питомник НИИЛГиС) и 
песке (село Ступино, Рамонский р-н, Воронежская обл.). 

Цитогенетическую стабильность клона оценивали у 12-летних расте-
ний по: а)частоте и спектру (типам) патологий митоза (ПМ) в клетках лис-
товой меристемы; частота ПМ вычислялась как отношение числа клеток с 
нарушениями в мета-, ана-, телофазе митоза к общему числу просмотрен-
ных делящихся клеток (на тех же стадиях), в %; спектр ПМ представлен 
как процентное отношение каждого вида патологий к общему числу пато-
логических митозов; б) уровню миксоплоидии (проценту клеток с числом 
хромосом, отклоняющимся от модального триплоидного (2n=3x=57); в) яд-
рышковой активности (доли интерфазных клеток с тем или иным количес-
твом ядрышек, в %).

Для ДНК-генотипирования использовали молодые листья распускаю-
щихся почек. ДНК выделяли по стандартным методикам для растительных 
тканей с применением ctAb-буфера, которую затем использовали для про-
ведения ПЦР с девятью rAPd-праймерами. Из них наиболее информатив-
ными оказались пять праймеров, проявляющих достаточно высокую сте-
пень полиморфизма. Число амплифицированных фрагментов ДНК варьи-
ровало в зависимости от праймера от 4 (праймер oligo 12, oligo 19) до 6 
(праймер oligo 1, oligo 4, oligo 6), а их размеры – от 129 до 7236 п.н. 

Результаты и обсуждение
Сравнение спектров продуктов амплификации ДНК показало, что все 

проанализированные образцы (независимо от места их произрастания) 
оказались идентичными между собой (рис.1), что подтверждает их прина-
длежность к одному и тому же клону. 

   
Рис. 1. Спектры продуктов амплификации ДНК образцов клона миксоплоид-
ного тополя сереющего с использованием RAPD-праймера Oligo 12 (слева) и 
Oligo 19 (справа). М – маркеры длины фрагментов 1000-100 п.н., 1-3 и А1-А3 
– номера растений, произрастающих на сухом песке (1-3) и черноземе (А1-А3).

Установлено, что в неблагоприятных условиях произрастания (сухой 
песок) миксоплоидный клон характеризуются более высокой (по сравне-
нию с растениями, произрастающими на черноземе) внутриклоновой неод-
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нородностью по высоте и изученным цитогенетическим показателям, что 
проявляется в следующем (таблица).

1. Существенно повышается (в 1,6 раз) уровень миксоплоидии. Это 
происходит в основном за счет значительного (почти в 8-10 раз) увеличе-
ния содержания анеуплоидных клеток (до 25-41% у отдельных рамет про-
тив 3-4% на черноземе) с гипердиплоидным и гипотриплоидным набором 
хромосом. Напротив, у рамет клона, произрастающих в оптимальных ус-
ловиях (на чернозёме) сохраняется уровень миксоплоидии, свойственный 
исходному клону и материнскому дереву (соответственно 33,2% и 30,5%). 
Причем, если в Семилукском питомнике в основном встречались анеупло-
идные клетки с числом хромосом 2n = 46, 48, 50, 52, то в Ступинском ста-
ционаре (на песке) спектр анеуплоидных клеток расширился от 2n=42 до 
2n=54. Нарастание гетерогенности (полиморфизма) клеточных популяций 
по числу хромосом, по-видимому, может обеспечить наиболее эффектив-
ную реализацию функции генов в конкретных неблагоприятных услови-
ях среды. 

Таблица
Цитогенетическая характеристика растений клона миксоплоидного тополя сереющего в 
различных условиях произрастания

Анализируемые показатели Семилукский питом-
ник (чернозем)

Ступинский стацио-
нар (сухой песок)

Число изученных растениий 3 3
Высота 11-летних растений, м 11,9 ± 0,6 5,6 ± 1,9
Число делящихся клеток 1076 1120
Патологии митоза, % Х±Sx 1,7 ± 0,5 9,2 ± 0,9***
Пределы варьирования ПМ, min-max, % 0,0 – 16,7 0,7 – 22,4
% микроядер 0,0 0,24 ± 0,05
% клеток с числом хромосом:
–триплоидных (2n=3х=57)
–диплоидных (2n=2x=38)
–анеуплоидных (2n =42 – 54)

66,8 ± 3,3
29,5 ± 3,1
3,7 ± 0,3

47,4 ± 5,3**
16,8 ± 1,0*
35,8 ± 5,4**

Уровень миксоплоидии, % 33,2 ± 3,3 52,6±5,3*
Суммарное количество клеток с 3+8 яд-
рышками, % 5,4 ± 0,5 9,8 ± 0,3*

Примечание: различия между средними значениями (чернозем – песок) достоверны 
при *Р < 0,05; **Р < 0,01; ***Р < 0,001

2. Существенно увеличивается частота (в 5 раз) и расширяется спектр 
патологических митозов, что привело к возникновению анеуплоидии и по-
вышению уровня миксоплоидии. Так, на песке спектр ПМ был в два раза 
шире и представлен 8 типами, чем на черноземе (4 типа). В большинстве 
случаев спектр ПМ был представлен мостами в анафазе и телофазе (до 50% 
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на песке, что свидетельствует о достаточно высоком здесь уровне мутаци-
онного процесса), отставаниями хромосом в метакинезе и анафазе-телофа-
зе, которые могут привести к неравномерному распределению хромосом 
между дочерними клетками, возникновению анеуплоидии и нарастанию 
генетической гетерогенности клеточных популяций. По-видимому, значи-
тельная часть выявленных нарушений митоза у рамет клона, произрастаю-
щих в оптимальных условиях (на чернозёме) репарируется, т.к. микроядра 
не были обнаружены. Существенным отличием спектра ПМ у клона, про-
израстающего в неблагоприятных условиях (на сухом песке) является появ-
ление нежизнеспособных нарушений: агглютинации хромосом в метафазе 
и анафазе, а также сложных нарушений митоза, включающих множествен-
ные ПМ (отставание хромосом + обособление группы хромосом в анафазе, 
мосты + отставание хромосом в анафазе и др.).

3. Усиливается метаболическая активность клеток, что проявилось в 
увеличении ядрышковой активности – доли интерфазных клеток с 3-8 яд-
рышками (вместо типичных 1-2). Причем, только в неблагоприятных усло-
виях произрастания (на песке) были отмечены случаи появления остаточ-
ных ядрышек в метафазе митоза (рис. 2), присутствие которых рассматрива-
ют как проявление эпигенетической изменчивости и связано с активностью 
генов рРНК, обычно ингибированных на этой стадии. Это приводит к до-
полнительному синтезу белков и может рассматриваться как цитологичес-
кое проявление компенсаторного механизма, обеспечивающего клетку не-
обходимым количеством белка при воздействии негативных условий про-
израстания. 

   
Рис.2. Остаточные ядрышки в метафазе митоза у растений клона миксоплоид-
ного тополя сереющего, произрастающего в Ступинском стационаре Воронеж-

ской области. Увеличение 10х х 100х х 1,5х

Выводы
Миксоплоидный клон аллотриплоидного тополя сереющего, произ-

растающий в неблагоприятных эдафических условиях (на сухом песке) ха-
рактеризуется более высокой внутриклоновой цитогенетической неодно-
родностью (а, следовательно, и генетической гетерогенностью соматичес-
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ких клеток) по сравнению с растениями того же клона, произрастающими 
в оптимальных условиях (на черноземе). Генетическая и эпигенетическая 
изменчивость, проявляющаяся в изменении уровня миксоплоидии (соотно-
шении триплоидных, диплоидных и анеуплоидных клеток) в зависимости 
от условий среды, изменении характера экспрессии генов (в миксоплоид-
ной ткани, при появлении остаточных ядрышек в метафазе митоза, повы-
шении количества ядрышек в интерфазных клетках), по-видимому, спо-
собствует адаптации анализируемого клона к неблагоприятным условиям 
произрастания. Продуктивный аллотриплоидный тополь сереющий, име-
ющий миксоплоидную природу, характеризуется достаточно широкой нор-
мой реакции, что расширяет возможности для его практического исполь-
зования.
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Резюме
Проведена сравнительная цитогенетическая оценка 12-летних растений раз-

множенного in vitro клона триплоидного тополя сереющего (имеющего миксопло-
идную природу) в контрастных условиях произрастания. Обсуждаются вопросы 
адаптации растений к неблагоприятным эдафическим условиям на клеточном и суб-
клеточном уровнях.

Проведена порівняльна цитогенетична оцінка 12-річних рослин розмноженого 
in vitro клона триплоїдної тополі сіріючої (що має міксоплоїдну природу) в контра-
стних умовах зростання. Обговорюються питання адаптації рослин до несприятли-
вих едафічних умов на клітинному та субклітинному рівнях.

A comparative data of cytogenetic investigations of 12-year-old plants of in vi-
tro multiplication clone of triploid poplar grey (having mixoploid nature) in contrast-
ing growing conditions have been presented. the problems of cytogenetic adaptation of 
plants to unfavorable edaphic conditions have been discussed.
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АДАПТИВНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ГЕНОМА ХВОЙНЫХ В 
ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ УСЛОВИЯХ ПРОИЗРАСТАНИЯ

Основными лесообразующими видами умеренной зоны северного и 
южного полушарий являются представители класса хвойные (Coniferopsi-
da). Хвойные растения имеют обширные ареалы и произрастают в различ-
ных, в том числе отличающихся высокой экстремальностью, экологических 
условиях. Выявление адаптивных особенностей, характеризующих измен-
чивость генома хвойных при воздействиях стрессовых факторов окружаю-
щей среды, позволяет оценивать микроэволюционные процессы, происхо-
дящие в популяциях данной группы растений, и прогнозировать их репро-
дуктивную стратегию в экстремальных местопроизрастаниях. 

Материалы и методы
Семена проращивали в чашках Петри, проростки обрабатывали 1% р-

ром колхицина в течение 4 часов, затем фиксировали спиртово-уксусной 
смесью (3:1). Перед окрашиванием материал протравливали 4 % железоам-
монийными квасцами в течение 15 мин. Окрашивали проростки 1% р-ром 
ацетогематоксилина. Для просмотра использовали «давленые» препараты, 
приготовленные стандартным способом. Препараты просматривали под 
микроскопом Axiostar-plus. Число хромосом подсчитывали в метафазных 
клетках, хромосомные мутации анализировали на стадии метафазы и ана-
телофазы (без предобработки колхицином). Окраску ядрышек и их подсчет 
в интерфазных ядрах производили р-ром азотнокислого серебра в течение 
6 ч при 60°. Количественное определение ДНК в образцах хвои проводили 
на спектрофотометре biorad smartspec Plus совместно с НП «Сибирский 
центр лесной сертификации», г. Красноярск.

Результаты и обсуждение
В условиях естественной экстремальности – на границах видовых аре-

алов и за их пределами (зона сухих степей, Нижнее Поволжье; зона тундры, 
п-ов Таймыр), на болотах (Западная Сибирь), в горных массивах (Крконо-
ше, Пирин, Рила, Западные Родопы), а также при техногенных воздействи-
ях (окрестности гг. Красноярск, Норильск) в популяциях хвойных широко 
распространена изменчивость числа хромосом. Отклонения от диплоидно-
го числа хромосом у хвойных в экстремальных условиях среды выража-
ются в возникновении полиплоидии, миксоплоидии и анеуплоидии, появ-
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лении добавочных хромосом (Седельникова и др., 2010а). Наиболее часто 
встречается миксоплоидия, способствующая увеличению адаптивного по-
тенциала растений в неблагоприятных условиях произрастания, поскольку 
сочетание клеток разной плоидности оптимизирует гормональный баланс, 
повышает изменчивость генома и обеспечивает его пластичность (Кунах, 
2011). Имеется прямая связь степени экстремальности условий произрас-
тания и антропогенной нагрузки с уровнем вариабельности хромосомных 
чисел и встречаемости клеток с числом хромосом, отличных от диплоид-
ного, в семенном потомстве деревьев. Так, наиболее высокая для хвойных 
изменчивость хромосомных чисел (2n = 19, 20, 24, 48; 2n = 21, 23, 24, 27; 
2n = 24, 25, 36; 2n = 24, 36; 2n = 24, 36, 48; 2n = 24, 48) наблюдалась в по-
пуляциях субарктической расы лиственницы сибирской (Larix sibirica f. po-
laris), произрастающей на п-ове Таймыр на северо-восточной границе ви-
дового ареала в зоне влияния аэрозольных сернистых эмиссий ГМК «Но-
рильский никель» и испытывающей кумулятивное влияние естественной 
и техногенной экстремальности. В данной популяции лиственницы нами 
впервые для вида описаны добавочные хромосомы (2n = 24 + 1b). Приме-
чательно, что таймырские популяции лиственницы сибирской обнаружива-
ют очень высокую степень генетической дифференциации (Биоразнообра-
зие лиственниц…, 2010). 

У представителей рода Picea (Ель), в котором особенно распростра-
нены добавочные хромосомы, их появление нередко приурочено к экстре-
мальным условиям произрастания деревьев, например, на болотах, в го-
рах. В популяциях ели сибирской (Picea obovata) в болотных экотопах За-
падной Сибири добавочные хромосомы отмечены в полиплоидных клетках 
(2n = 48 + 1b), а в некоторых случаях – в клетках, содержащих кольцевую 
хромосому. Совсем недавно впервые для вида добавочные хромосомы (2n 
= 24 + 1-2b) найдены нами у ели обыкновенной (Picea abies) на юго-запад-
ной границе видового ареала в Западных Родопах, на высоте 1500 м над 
уровнем моря (данное природное местообитание ели обыкновенной зане-
сено в Красную книгу Болгарии и строго охраняется в соответствие с Берн-
ской конвенцией). Установлено, что наличие добавочных хромосом затра-
гивает функционирование всего генома и может обусловливать рост уровня 
его изменчивости и повышение полиморфизма популяций растений, в час-
тности, хвойных, при воздействии стрессовых факторов (Муратова, 2000; 
Кунах, 2010, 2011).

Усиление метаболической активности клеток растений в экстремаль-
ных условиях существования связано с различными механизмами увели-
чения генетического материала. В качестве примера можно привести об-
наружение нами у сосны обыкновенной (Pinus sylvestris), произрастающей 
на болоте в условиях постмелиоративного стресса, кроме полиплоидных 
клеток, гигантской хромосомы, параметры которой нехарактерны для нор-
мального кариотипа. Вызывает интерес тот факт, что дерево, в потомстве 
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которого найдена гигантская хромосома, проявляет признаки гетерозиса 
(Седельникова, Пименов, 2007). Увеличение объема хромосом зиготы и на-
копление значительного количества ДНК в ядре и цитоплазме в процес-
се созревания яйцеклетки наблюдается у сосен обыкновенной и сибирской 
(Pinus sylvestris и Pinus sibirica), что не исключает вероятность проявления 
у них скрытой политении (nagl, 1967; Ермаков и др., 1981). 

Изменчивость количества ДНК в соответствии с флуктуациями окру-
жающей среды рассматривается некоторыми авторами в качестве одного из 
основных трендов экологической эволюции растений (ohri, 1998). Изуче-
ние структурно-функциональной организации ряда родов растений в зави-
симости от их «геологического» возраста показало, что глобальные колеба-
ния климатических факторов сопряженно воздействуют на геном растений. 
Причиной увеличения содержания ДНК в ядерном геноме растений может 
служить неблагоприятность климатического или почвенного жизнеобеспе-
чения. Индуцированный температурным или другим стрессом рост генома 
расширяет ресурс адаптивной изменчивости (Гамалей, 2011). Адаптивное 
значение вариабельности размера генома и ее зависимость от внешних фак-
торов обосновывается для различных видов хвойных (murray, 1998; Ahuja, 
neale, 2005). Так, для сосен установлена корреляционная связь между кли-
матическими факторами и количеством ядерной ДНК – увеличение ее со-
держания отмечается у растений в более аридных условиях произрастания 
(Wakamiya et al., 1993). В результате проведенного нами исследования со-
держания ДНК в хвое деревьев Pinus sylvestris, произрастающих в Запад-
ной Сибири, установлено, что ее количество у отдельных особей на боло-
те евтрофного типа («Обское болото») может существенно возрастать. В то 
же время, на смежном суходоле содержание ДНК в хвое деревьев более вы-
ровнено. При этом показано, что уровень генетического полиморфизма в 
популяциях Pinus sylvestris, произрастающих на болотах Западно-Сибирс-
кой равнины, значительно выше, чем в смежных популяциях данного вида 
в благоприятных условиях на суходолах (Ларионова, Экарт, 2010). 

В работах последних лет обсуждается изменчивость размера генома 
хвойных в связи со степенью активности рибосомных генов в популяци-
ях данной группы растений, произрастающих в различных условиях сре-
ды (Ahuja, neale, 2005). Вариабельность числа и распределения локусов 
рибосомных генов в хромосомах хвойных являются не только основны-
ми различиями их кариотипов, отражающими генетическую дифференци-
ацию, но и представляют собой изменения, регулируемые внешними фак-
торами. Характерное для популяций хвойных в экстремальных местооби-
таниях увеличение количества ядрышкообразующих районов хромосом, в 
которых локализованы кластеры рибосомных генов, и числа ядрышек в ин-
терфазных ядрах могут интерпретироваться в качестве адаптаций, регули-
рующих процессы метаболизма растений в стрессовых условиях (Седель-
никова и др., 2010б). 
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Факторы среды, модифицирующие геномную изменчивость, приводят 
к усилению мутационных процессов в популяциях хвойных, произрастаю-
щих в экстремальных экотопах. Эти популяции характеризуются высоким 
(5.1-22.8%) уровнем встречаемости хромосомных нарушений и аномалий 
митоза, расширением их спектра, включающего редкие типы перестроек. У 
хвойных на болотах, в горах, на южной и северной границах видовых аре-
алов и за их пределами, в зонах, подверженных техногенным загрязнени-
ям, выявлены кольцевые и дицентрические хромосомы, фрагменты, оста-
точные ядрышки, перицентрические инверсии, пульверизация и агглюти-
нация хромосом, а также многополюсные расхождения, фрагменты, мосты, 
отстающие и забегающие хромосомы, С-митоз. Большое количество хро-
мосомных нарушений наблюдается в клетках деревьев при резком измене-
нии условий их произрастания на болотах в результате постмелиоративно-
го стресса, вызываемого осушительной мелиорацией. Наиболее высоким 
уровнем хромосомных мутаций разнообразного типа отличаются насаж-
дения хвойных, испытывающие «давление» комплекса факторов, сочета-
ющих воздействие техногенного загрязнения и природной экстремальнос-
ти. В условиях такой «критической» экстремальности окружающей среды 
состояние хвойных древостоев характеризуется как ослабленное или угне-
тенное, вплоть до их полной гибели. Например, в популяциях Larix sibirica, 
произрастающих на границе распространения вида в зоне влияния выбро-
сов ГМК «Норильский никель», мутации были обнаружены в каждой пя-
той клетке, доступной для анализа, а признаки деградации деревьев прояв-
лялись в снижении их прироста, пожелтении хвои, дефолиации, усыхании. 

К настоящему времени опубликованы многочисленные данные, под-
тверждающие высокий уровень хромосомных нарушений у хвойных, про-
израстающих в естественно экстремальных экотопах и в условиях различ-
ного по характеру и степени антропогенного загрязнения. Оценка степени 
воздействия стрессовых экологических факторов и их комбинаций на ге-
ном хвойных с применением в качестве тест-критериев различных цитоге-
нетических показателей используется для мониторинга состояния окружа-
ющей среды (muratova, sedelnikova, 2000; Машкина и др., 2009). Возник-
новение различных типов мутаций в популяциях Pinaceae в экстремальных 
местообитаниях, с одной стороны, свидетельствует о деструктивных про-
цессах в клетках растений, с другой – может отражать высокую степень 
экологической пластичности. 

Таким образом, закономерности адаптивной трансформации гено-
ма хвойных, проявляющиеся в изменчивости количества хромосом и со-
держания ДНК, усилении активности рибосомных генов и увеличении яд-
рышкового материала в интерфазных ядрах, а также в индукции мутацион-
ных процессов и полиморфизме по хромосомным перестройкам, отражают 
процессы микроэволюции и модификации видов в экстремальных услови-
ях произрастания. 
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Резюме
Обсуждаются факторы адаптивной изменчивости геномов хвойных в экстре-

мальных условиях произрастания. 
factors of adaptive genome variability of conifers from the extreme environmental 

conditions are discussed. 
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ВИКОРИСТАННЯ ГЕНЕТИЧНИХ ПОКАЗНИКІВ ВИЩІХ 
ВОДЯНИХ РОСЛИН У РАДІОЕКОЛОГІЧНОМУ МОНІТОРИНГУ 

ВОДОЙМ
Найбільшу загрозу з усього спектру дії іонізуючої радіації на живий 

організм має її мутагенність. Чутливість біологічних тест-систем як інди-
каторів мутагенної здатності середовища у більшості випадків виявляється 
вищою, ніж хіміко-аналітичних та радіометричних методів [1].

Одним з ефективних методів оцінювання генетичної небезпеки навко-
лишнього середовища є облік цитогенетичних порушень. Частота хромо-
сомних аберацій з високою ступінню корелює з частотою точкових мута-
цій, які пошкоджують індивідуальні гени, що контролюють ту чи іншу оз-
наку організму [2].

Незважаючи на досить великий перелік рослинних тест-організмів [1-
3] більшість з них використовують для визначення миттєвої мутагенності 
водного середовища у лабораторних умовах. При цьому не враховують три-
валість дії мутагена, а саме його хронічну дію на протязі місяців чи років. 
Саме тому, при оцінці мутагенності водойм з довгою історією забруднен-
ня радіоактивними та хімічними мутагенами, перевагу мають аборигенні 
(представницькі) види досліджуваних водойм [4]. 

У більшості досліджень з визначення мутагенного ефекту дії іонізую-
чої радіації в природних умовах використовують наземні рослини, здебіль-
шого, види родини злакових [5]. Найчастіше хромосомні порушення, 
викликані іонізуючою радіацією, аналізують на проростках насіння, зібра-
них з рослин на радіаційно неблагополучних територіях [3, 5]. Роботи, що 
аналізують цитогенетичні порушення у вегетуючих вищих водяних росли-
нах з водойм, що зазнають радіонуклідного забруднення, практично від-
сутні.

Метою нашої роботи є дослідження можливості використання для 
оцінки мутагенного потенціалу водойм з тривалою історією радіонуклід-
ного забруднення показників частоти аберантних пошкоджень та кількості 



268

мульті-аберантних клітин у кореневих меристем деяких видів вищих водя-
них рослин, типових для літоралі водойм географічної зони півночі та цен-
тру України. 

Матеріал і методика 
В 2006-2010 рр. у водоймах, розташованих на території Чорнобиль-

ської зони відчуження, відбирали проби вищих водяних рослин, які нале-
жать до 2-х основних екологічних груп: – з плаваючим на поверхні води 
листям, укорінені: латаття сніжно-біле – Nymphaea candida J. et C. Presl; 
глечики жовті – Nuphar lutea (L.) Smith. – повітряно-водні рослини: їжача 
голівка пряма – Sparganium erectum L.,, куга озерна (схеноплект) – Schoeno-
plectus lacustris (L.) Palla L., осока гостра – Carex acuta L.; очерет звичай-
ний – Phragmites australis (Cav.) Trin ex Steud., рогіз вузьколистий – Tуpha 
angustifolia L., рогіз широколистий – Tуpha latifolia L., лепешняк великий 
– Glyceria maxima (C. Gartm.), сусак зонтичний – Butomus umbellatus L., 
ситник розлогий – Juncus effuses L.; стрілолист стрілолистий – Sagittaria 
saggitifolia L., півники болотні – Iris pseudacorus L. [6]

Паралельно проводили відбір проб у водоймах з фоновим рівнем раді-
онуклідного забруднення. Потужність поглиненої дози на рослини літоралі 
визначалася сумою доз від внутрішніх і зовнішніх джерел опромінення що 
наведена за даними Д.І. Гудкова та ін., 2009 [7]

Цитогенетичний аналіз проводили в клітинах апікальних меристемних 
тканин коренів вищих водяних рослин. Рівень хромосомних аберацій ви-
значали за модифікованим для макрофітів анафазним методом [8]. Визна-
чали частоту аберантних анафаз (ЧАА) та середню кількість аберацій на 
аберантну клітину (ЧАК). З огляду на розрахунки статистичної достовір-
ності для кожної точки відбору аналізували не менше 10 коренів із вибір-
ки не менш ніж 1000 анафаз для обчислення. До аберантних клітин відно-
сили клітини в анафазі чи ранній телофази, що містили фрагменти і мости. 
Хромосомні аберації класифікували за такими типами: фрагменти одинар-
ні, фрагменти парні, одинарні мости, парні мости, мости з фрагментами. В 
клітинах, що містили аберації, вираховували показник середньої кількості 
аберацій на аберантну клітину. При анафазному методі аналізування у клі-
тинах, які містять велику кількість аберацій, інколи буває складно розрізни-
ти кількість та тип цих аберацій. Тому такі клітини, які містили більше ніж 
2 (1 парна) аберації були виділені у клас клітин з множинними абераціями. 

Показники хромосомних порушень обробляли стандартними статис-
тичними методами [9]. Мікроскопічний аналіз проводили за допомогою 
світлового мікроскопу Primostar (фірми “carl Zeiss”, Німеччина) зі збіль-
шенням ×1000 під масляною імерсією.

Результати та обговорення
Дослідження проводили у 2006-2010 рр. на водоймах Зони відчуження 

ЧАЕС та водоймах м. Києва та Київської області. За збільшенням поглиненої 
дози на вищі водяні рослини ці водойми розташовані у ряду – оз.Вербне, м. Київ 
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» Київське водосховище (с. Лютіж) > Київське водосховище (с.Страхолісся) > 
водойма-охолодник ЧАЕС > Янівський затон > оз. Азбучин > оз. Далеке > оз. 
Глибоке. Найвищі показники ЧАА – 7-12 %, зареєстровані у рослин най-
більш забруднених водойм, що розташовані на лівобережній частині запла-
ви р. Прип’ять – озерах Глибоке та Далеке, а також у рослин оз.Азбучин 
(рис.). Найнижчі показники хромосомних порушень на рівні 2% зареєстро-
вані у рослин з Київського водосховища та озера Вербне. 

Аналіз даних, отриманих за допомогою анафазного експрес-тесту, виявив 
значне перевищення спонтанного рівня структурного мутагенезу у видів 
домінантів та субдомінантів ценозів вищих водяних рослин літоральних 
зон полігонних водойм. Для водойм з фоновим рівнем радіонуклідного за-
бруднення рівень хромосомних порушень не перевищував рівень спонтан-
ного мутагенезу.

модифікованим для макрофітів анафазним методом [8]. Визначали частоту аберантних 
анафаз (ЧАА) та середню кількість аберацій на аберантну клітину (ЧАК). З огляду на 
розрахунки статистичної достовірності для кожної точки відбору аналізували не менше 
10 коренів із вибірки не менш ніж 1000 анафаз для обчислення. До аберантних клітин 
відносили клітини в анафазі чи ранній телофази, що містили фрагменти і мости. 
Хромосомні аберації класифікували за такими типами: фрагменти одинарні, фрагменти 
парні, одинарні мости, парні мости, мости з фрагментами. В клітинах, що містили 
аберації, вираховували показник середньої кількості аберацій на аберантну клітину. 
При анафазному методі аналізування у клітинах, які містять велику кількість аберацій, 
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містили більше ніж 2 (1 парна) аберації були виділені у клас клітин з множинними 
абераціями.  

Показники хромосомних порушень обробляли стандартними статистичними 
методами [9]. Мікроскопічний аналіз проводили  за допомогою світлового мікроскопу 
Primostar (фірми “carl Zeiss”, Німеччина) зі збільшенням ×1000 під масляною імерсією. 

Результати та  обговорення 
Дослідження проводили у 2006-2010 рр. на водоймах Зони відчуження ЧАЕС та 

водоймах м. Києва та Київської області. За збільшенням поглиненої дози на вищі водяні 
рослини ці водойми розташовані у ряду – оз.Вербне, м. Київ  Київське водосховище (с. 
Лютіж) > Київське водосховище (с.Страхолісся) > водойма-охолодник ЧАЕС > Янівський 
затон > оз. Азбучин  > оз. Далеке  > оз. Глибоке. Найвищі показники ЧАА – 7-12 %, 
зареєстровані у рослин найбільш забруднених водойм, що розташовані на лівобережній 
частині заплави р. Прип’ять – озерах Глибоке та Далеке, а також у рослин оз.Азбучин 
(рис.). Найнижчі показники хромосомних порушень на рівні  2% зареєстровані у 
рослин з Київського водосховища та озера Вербне.  

Аналіз даних, отриманих за допомогою анафазного експрес-тесту, виявив значне 
перевищення спонтанного рівня структурного мутагенезу у видів домінантів та 
субдомінантів ценозів вищих водяних рослин літоральних зон полігонних водойм. Для 
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Рис. Середні значення частоти хромосомних аберацій у деяких видів вищих во-
дяних рослин водойм з різним рівнем радіонуклідного забруднення

При проведенні цитогенетичного моніторингу ще одним важливим 
показником має бути кількість клітин з множинними абераціями, чи по-
казник кількості аберацій на одну аберантну клітину (ЧАК). Хромосомні 
пошкодження в клітинах меристемних тканин мають властивість частко-
во відновлюватися чи елімінуватися, а перший клітинний поділ може про-
йти менше ніж 1% мульті-аберантних клітин. Проте, відомо, що деякі хро-
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мосомні перебудови можуть існувати тривалий час, передаючись дочірнім 
клітинам. Механізми довготривалого існування клітин з множинними абе-
раціями ще досліджуються, але індукування появи та тривалого існування 
мульті-аберантних клітин внаслідок хронічної дії іонізуючого випроміню-
вання вже не викликає сумніву [3, 4, 5]. 

Найбільші показники ЧАК – 2,2, зареєстровані у рослин водойм ліво-
бережної частини заплави р. Прип’ять для екологічної групи – з плаваючим 
на поверхні води листям, укорінені та повітряно-водного виду – стрілолис-
та стрілолистого, який у досліджених водоймах росте майже повністю за-
нуреним у воду (табл.). Найменші показники зареєстровані для повітряно-
водних видів водойм з фоновим радіаційним рівнем – 1,01. 

Таблиця 
Дозова залежність ЧАК кореневих меристем деяких видів вищих водяних рослин 

Водойма
Поглинена 
доза, сГр/

рік

tуpha 
latifolia

sparganium 
erectum

Phragmites 
australis

Glyceria 
maxima nuphar lutea sagittaria 

saggitifolia

Київське 
водоймище 
Страхолісся  0,60±0,11 1,03±0,01 - 1,01±0,01 1,04±0,01 1,25±0,04 1,36±0,11
Янівський 

затон 3,65±0,14 1,23±0,07 1,35±0,04 1,38±0,01 1,37±0,08 1,65±0,12 1,02±0,01
оз.Азбучин 4,45±0,28 1,27±0,05 - 1,49±0,05 - - 1,55±0,07
оз.Далеке 5,25±0,34 1,45±0,08 1,57±0,08 1,65±0,003 1,75±0,06 1,69±0,11 2,20±0,14
оз.Глибоке 11,95±0,51 1,54±0,08 1,56±0,07 1,68±0,04 1,75±0,11 1,98±0,11 2,01±0,11

Висновки
Генетичні показники – частота хромосомних аберацій та кількість абе-

рацій на одну аберантну клітину, досліджених видів вищих водяних рос-
лин прямо корелюють з потужністю поглинутої дози, яку отримує рослина. 
Встановлена степенева функція кореляції величини ЧАА згідно рівнянню 
y=0,0181×x0,9379 з коефіцієнтом достовірності апроксимації r=0,95.

Серед досліджуваних видів вищих водяних рослин найбільш чутли-
вими до радіонуклідного забруднення за показниками генетичних пору-
шень є види: глечики жовті Nuphar lutea, стрілолист стрілолистий Sagittaria 
saggitifolia, лепешняк великий Glyceria maxima очерет звичайний, Phrag-
mites australis.

Згідно проведених досліджень генетичних показників деяких видів ви-
щих водяних рослин найбільш напружений мутагенний стан спостерігаєть-
ся у водоймах лівобережної заплави р. Прип’ять.
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Резюме
Изучена возможность использования цитогенетических показателей абориген-

ных видов высших водных растений литорали в радиоэкологическом мониторин-
ге при радионуклидном загрязнении водоемов. Отмечено несколько наиболее пер-
спективных видов высших водных растений для биоиндикации мутагенности вод-
ной среды.

Вивчена можливість використання цитогенетичних показників представниць-
ких видів вищих водяних рослин літоралі у радіоекологічному моніторингу за умов 
радіонуклідного забруднення водойм. Визначено декілька найбільш перспективних 
видів вищих водяних рослин для біоіндикації мутагенності водного середовища.

the possibility of the use of cytogenic indexes of aboriginal species of litoral higher 
aquatic plants in radioecological monitoring of radionuclides’ contaminated water bodies 
was considered. there were determined several promising species of higher aquatic plants 
for biological indication of the mutagenicity of the aquatic environment
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РАДІАЦІЙНО-ІНДУКОВАНА ЕКСПРЕСІЯ ФАКТОРІВ 
ПАТОГЕННОСТІ БАКТЕРІЙ PSEUDOMONAS AERUGINOSA ЯК 

НЕСПЕЦИФІЧНА АДАПТИВНА РЕАКЦІЯ
Аналіз попередніх досліджень свідчить, що у деяких бактерій можли-

ва стимуляція експресії факторів патогенності у відповідь на пошкоджу-
ючу дію різних стресорів [1]. Для таких факторів патогенності характерні 
неспецифічна токсичність і супреcивний вплив на захисні системи госпо-
даря, незалежно від його таксономічного положення. До таких факторів ві-
рулентності відноситься піоціанін. Піоціанін (1-5-гідроксиметилфеназин) 
є пігментом з групи феназинів, який синтезується бактеріями синьогній-
ної палички та іншими флуоресціюючими видами Pseudomonas. Він є од-
ним з факторів вірулентності Pseudomonas aeruginosa. Піоціанін викликає 
різні патологічні ефекти, пов’язані з вірулентністю бактерій по відношен-
ню до людини, тварин та рослин. Відомо, що синтез піоціаніну P. aerugino-
sa необхідний для розвитку симптомів захворювання у рослин [2], зокрема, 
некрозоутворення. Здатність піоціаніну здійснювати токсичний вплив і ви-
кликати загибель клітин різних організмів (бактерій, грибів, ссавців, рос-
лин) вказує на існування еволюційно консервативних фізіологічніх міше-
ней для його дії [3].

До факторів патогенності також можна віднести швидкість розмно-
ження бактерій. Показано, що патогенні бактерії, які швидше ростуть у 
природних умовах є більш вірулентними [4]. Рівень проліферації штамів 
P. aeruginosa PA14-PcbPP (виділений з клінічного матеріалу) і P. aerugi-
nosa PA29-UcbPP (виділений з рослин) корелював зі ступенем розвитку 
симптомів захворювання [5]. Відомо, що бактерії можуть підвищувати ви-
живаність, збільшуючи швидкість розмноження [4]. Іонізуюче опромінен-
ня може стимулювати проліферацію клітин, що є одним з механізмів радіо-
адаптації клітинних популяцій [6]. 

У зв’язку з цим, метою даної роботи було дослідити вплив хронічного 
гамма- та УФ-В-опромінення на синтез піоцианіну та проліферативну ак-
тивність у різних штамів бактерій Pseudomonas aeruginosa. 

Матеріали і методи 
В дослідженнях використовували різні штами бактерій Pseudomo-

nas aeruginosa (фітопатогенні штами – УКМ-В-1’ = ATCC 10145 = NCIB 
8295=ВКМ В889=ІМВ 9024, УКМ-1107 = IMB 9095, УКM-1108 = IMB 9096; 
сапрофітні штами: IMB-8614, IMB-8615, IMB-8616), які були отримані з ко-
лекції культур Інституту мікробіології та вірусології Д.К. Заболотного. 
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Для оцінки впливу УФ-В-випромінення суспензії бактерій 24- і 48-го-
динних культур опромінювали в дозах 1, 5, 20 і 100 Дж/м2 (лампа). Хроніч-
не гамма-опромінення (cs-137) культур бактерій проводили протягом 8 діб 
при потужності дози 1.10-8 Гр/с. Контрольну культуру утримували за тих же 
умов без опромінення. 

Проліферацію бактеріальних клітин оцінювали за оптичною густиною 
бактеріальної суспензії (СФ-26, λ=690 нм). Інтенсивність синтезу піоціа-
ніну оцінювали за оптичною густиною культуральної рідини (λ=450, 520 і 
330 нм). Статистичну обробку результатів проводили з використанням про-
грами microsoft office excel 2003.

Результати та обговорення 
Вплив хронічного гамма-опромінення на експресію факторів пато-

генності фітопатогенними бактеріями P. aeruginosa. Хронічне гамма-
опромінення бактерій протягом 8 діб (поглинута доза порядку 0,007 Гр) 
приводило до зростання кількості піоціаніну у всіх досліджуваних штамів 
P. aeruginosa (рис. 1). Найбільша стимуляція синтезу піоціаніну відмічена 
у штаму P. aeruginosa IMB-9024 (більше 200 % порівняно з неопроміненим 
контрольним варіантом).

Однією з причин зростання вірулентності патогенних бактерій 
під впливом стресових факторів є існування, принаймі у деяких з них, 
взаємозв’язку експресії систем захисту і факторів патогенності, що здій-
снюється, зокрема, завдяки особливостям функціонування у цих бактерій 
sos-системи репарації [7]. Про участь sos-системи в регуляції експресії 
піоцианіну свідчать дані про можливість індукції його синтезу налідиксо-
вою кислотою, яка є одним з індукторів sos-системи репарації [8]. 

Як відомо, швидкість розмноження патогенів також розглядають як 
один з факторів патогенності. Встановлено, що хронічне опромінення ви-
кликало значне зростання (приблизно у 1,5 рази) проліферативної ак-
тивності патогенного штаму P.aeruginosa 9024 (рис. 1). Зростання інтен-
сивності розмноження (до 30 %) спостерігали і в інших фітопатогенних 
штамів P.aeruginosa 9095 та P.aeruginosa 9096. Виявлено кореляцію між ве-
личиною проліферації бактерій та синтезом піоціаніну. Проте, у випадку 
P.aeruginosa IMB-9024 рівень синтезу піоціаніну значно перевищував зрос-
тання кількості клітин. 

Одержані дані свідчать, що адаптація патогенних бактерій P. aerugino-
sa до дії хронічного гамма-опромінення відбувається через використання 
принаймі двох механізмів – стимуляції sos-системи репарації і супряже-
ним з нею синтезом факторів патогенності та підвищенням темпів клітин-
ної проліферації . 

Таким чином, нами показано, що хронічне гамма-опромінення приво-
дить до стимуляції синтезу піоціаніну фітопатогенними штамами бактерій 
P. aeruginosa та зростання проліферативної активності, що може приводити 
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до збільшення їх агресивності. Такі зміни можуть відбуватися і при дії ін-
ших стресових факторів, зокрема УФ-В опромінення.

Вплив УФ-В-опромінення на синтез піоціаніну та проліферативну 
активність у різних штамів Pseudomonas aeruginosa. Дозові залежнос-
ті впливу УФ-В на синтез піоціаніну у фітопатогенного та сапрофітного 
штамів бактерій свідчать, що опромінення фітопатогенного штаму 9024 у 
дозі 20 Дж/м2 приводило до значної стимуляціюї синтезу піоціаніну (біль-
ше, ніж на 80 %), в той час як при опроміненні сапрофітного штаму 8614 
спостерігали лише незначну стимуляцію тільки при дозі 1 Дж/м2 (рис. 2). 

У патогенного штаму P. aeruginosa 9024 після УФ-В опромінення ви-
явлено однакове зростання кількості клітин і концентрації піоціаніну (рис. 
2, А). У сапрофітного штаму 8614 опромінення УФ-В в дозах 1, 5,20 і 100 
Дж/м2 стимулювало проліферацію клітин, але не впливало, за виключення 
найнижчої із застосованих доз 1 Дж/м2, на кількість утвореного піоціаніну 
(рис. 2, Б).

Можна припустити, що патогенні штами бактерій володіють еволю-
ційно сформованими механізмами епігенетичної регуляції експресії факто-
рів патогенності у відповідь на пошкоджуючу дію різних стресових факто-
рів. Механізми дії гамма-випромінення та УФ-В відрізняються, проте для 
дії обох цих факторів характерне зростання концентрації активних форм 
кисню в опромінених організмах. Такі сполуки утворюються і при взаємо-
дії фітопатогенних бактерій з рослинами [9, 10], тому патогени набули здат-
ності сприймати їх в якості сигналу для експресії своїх факторів патоген-
ності. 

 2 
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Рис. 1. Вплив хронічного гамма-опромінення на синтез піоцианіну та проліферацію клітин 

у різних штамів фітопатогенних бактерій P.aeruginosa 
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– стимуляції sos-системи репарації і супряженим з нею синтезом факторів патогенності 
та підвищенням темпів клітинної проліферації .  

Таким чином, нами показано, що хронічне гамма-опромінення приводить до 
стимуляції синтезу піоціаніну фітопатогенними штамами бактерій P. aeruginosa та 
зростання проліферативної активності, що може приводити до  збільшення їх агресивності. 
Такі зміни можуть відбуватися і при дії інших стресових факторів, зокрема УФ-В 
опромінення. 
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Рис. 1. Вплив хронічного гамма-опромінення на синтез піоцианіну та проліфе-
рацію клітин у різних штамів фітопатогенних бактерій P.aeruginosa
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Висновки 
Встановлено, що такі стресові фактори як хронічне γ-опромінення та 

УФ-В впливають на властивості бактерій Pseudomonas aeruginosa. Вста-
новлено, що як хронічне γ-опромінення, так і УФ-В опромінення можуть 
стимулювати синтез фітопатогенними штамами бактерій P. aeruginosa важ-
ливого фактору їх вірулентності – пігменту піоціаніну, для якого характер-
ний широкий спектр дії. Показано, що фітопатогенні бактерії P. aerugino-
sa активно проліферують в умовах радіаційного стресу. Ці фактори можуть 
бути однією з причин зростання агресивності патогенних бактерій при дії 
опромінення. 
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 3 

Вплив УФ-В-опромінення на синтез піоціаніну та проліферативну активність у 
різних штамів Pseudomonas aeruginosa. Дозові залежності впливу УФ-В на синтез 
піоціаніну у фітопатогенного та сапрофітного штамів бактерій свідчать, що опромінення 
фітопатогенного штаму 9024 у дозі 20 Дж/м2 приводило до значної стимуляціюї синтезу 
піоціаніну (більше, ніж на 80 %), в той час як при опроміненні сапрофітного штаму 8614 
спостерігали лише незначну стимуляцію тільки при дозі 1 Дж/м2 (рис. 2).  
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Рис. 2. Вплив УФ-В на синтез піоцианіну та проліферацію клітин у фітопагенного штаму 
Pseudomonas aeruginosa 9024 (А) та сапрофітного штаму Pseudomonas aeruginosa 8614 (Б) 

 
У патогенного штаму P. aeruginosa 9024 після УФ-В опромінення виявлено однакове 

зростання кількості клітин і концентрації піоціаніну (рис. 2, А). У сапрофітного штаму 
8614 опромінення УФ-В в дозах 1, 5 ,20 і 100 Дж/м2 стимулювало проліферацію клітин, 
але не впливало, за виключення найнижчої із застосованих доз 1 Дж/м2, на кількість 
утвореного піоціаніну  (рис. 2, Б). 

Можна припустити, що патогенні штами бактерій володіють еволюційно 
сформованими механізмами епігенетичної регуляції експресії факторів патогенності у 
відповідь на пошкоджуючу дію різних стресових факторів. Механізми дії гамма-
випромінення та УФ-В відрізняються, проте для дії обох цих факторів характерне 
зростання концентрації активних форм кисню в опромінених організмах. Такі сполуки 

Рис. 2. Вплив УФ-В на синтез піоцианіну та проліферацію клітин у фітопаген-
ного штаму Pseudomonas aeruginosa 9024 (А) та сапрофітного штаму Pseudomo-

nas aeruginosa 8614 (Б)
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Резюме
Досліджено вплив хронічного гамма-опромінення та УФ-В на властивості бак-

терій Pseudomonas aeruginosa. Встановлено стимулюючий вплив опромінення на 
синтез фітопатогенними штамами бактерій P. aeruginosa піоціаніну та їх проліфе-
рацію. 

Исследовано воздействие хронического гамма-облучения и УФ-В на свойства 
бактерий Pseudomonas aeruginosa. Показано стимулирующее влияние облучения на 
синтез фитопатогенными штаммами бактерий P. aeruginosa пиоцианина и их про-
лиферацию. 

the influence of chronic gamma-irradiation and Uv-В on property of bacteria Pseu-
domonas aeruginosa was studied. the stimulant effect of irradiation and on the pyocy-
anine synthesis and cell proliferation of the phytopathogenic strains P. aeruginosa was 
established.
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ЦИТОГЕНЕТИЧНІ ЕФЕКТИ ВПЛИВУ ПРИРОДНИХ 
РАДІОНУКЛІДІВ ХВОСТОСХОВИЩ УРАНОПЕРЕРОБНОЇ 

ПРОМИСЛОВОСТІ
Всі живі організми на землі, включаючи людину, постійно зазнають 

впливу іонізуючого випромінювання від природних джерел. Середня по-
тужність сумарного природного фону близька до 0,1 сЗв/год. +/- 30% [5]. 
Для населення країн СНД ефективна еквівалентна доза коливається в ме-
жах 450-1600 мкЗв [3]. В результаті господарчої діяльності людини в ок-
ремих районах України, де гірські породи збагачені вмістом урану, радію 
і торію, спостерігається технологічне підвищення радіаційного фону, який 
перевищує середньосвітовий рівень приблизно в півтора рази [2]. Особли-
вий внесок у його формування здійснює уранова промисловість, що приз-
вела до забруднення радіоактивними відходами територій площею 542 га. 
Утворені хвостосховища містять близько 66 млн. т радіоактивних речовин 
сумарною активністю більше 4,4 ∙ 1015 Бк [6]. Оцінюючи можливі наслідки 
забруднення довкілля природними радіоізотопами, виключну роль відіграє 
вивчення їх впливу на генетичні структури.

Матеріали і методи
З метою визначення мутагенної активності радіаційного забруднення 

хвостосховищ «Сухачівське Секція 1» ВО «Придніпровський хімічний за-
вод» (ПХЗ), «Щербаківське» і кар’єру бурих залізняків (КБЗ) ДП «Східний 
гірничо-збагачувальний комбінат» (Схід ГЗК), проведено цитогенетичний 
аналіз меристематичних клітин первинних корінців проростків озимої пше-
ниці (T. aestivum L.) сортів Альбатрос одеський та Зимоярка. Насіння впро-
довж 40 год. витримувалось у вологому радіоактивному грунті хвостосхо-
вищ (потужність експозиційної дози 140-180 мкР/год.). Як контроль, вико-
ристано грунт дослідного сільськогосподарського виробництва Інституту 
фізіології рослин і генетики НАН України (смт Глеваха Васильківського 
р-ну Київської обл.), де протягом багатьох років вивчається спонтанний рі-
вень мутаційної мінливості у рослин озимої пшениці. Відбір проб грунту 
здійснювали у відповідності до стандартних методик [1].

Насіння пророщували при t = 24-26 0С. Первинні корінці довжиною 
0,8-1,0 см фіксували в «оцтовому алкоголі» та піддавали мацерації дією i н. 
розчину соляної кислоти. Із апікальної меристеми корінців, забарвлених 
ацетоорсеїном, виготовляли тимчасові давлені препарати. Під час цитоге-
нетичного аналізу, визначаючи частоту виникнення хромосомних аберацій, 
до уваги брали клітини, які перебували в анафазі та ранній телофазі. Вибір-
ка складала не менше 1000 клітин для кожного варіанту.
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Результати та обговорення
Серед небезпечних джерел формування техногенної складової підви-

щеного радіаційного фону Дніпропетровської області є хвостосховища 
Гідрометалургійного заводу ДП «Схід ГЗК», розміщеного в м. жовті Води, 
де накопичено 41,2 млн. т радіоактивних відходів активністю 62,1 тис. Кі та 
колишнього ВО «ПХЗ» м. Дніпродзержинськ, де протягом 1948-1991 років 
створено 9 сховищ радіоактивних відходів, в яких зберігається понад 36 
млн. т відходів уранового виробництва загальною активністю близько 75 
тис. Кі [6]. Основними дозоутворюючими радіоізотопами даних територій є 
уран-238, радій-226, торій-230, 228, свинець-210, полоній-210, калій-40. Їх 
сумісна дія на насіння озимої пшениці викликає значне зростання частоти 
хромосомних перебудов меристематичних клітин первинних корінців. Дія 
ізотопів грунту хвостосховища «Сухачівське Секція 1» ВО «ПХЗ» індукує у 
сортів Альбатрос одеський і Зимоярка хромосомні аберації з частотою, що 
в 5,9 та 7,4 рази, відповідно, перевищують контроль (табл. 1).

Схожі наслідки радіаційного ураження мітотичних клітин озимої пше-
ниці зафіксовано і за умов пролонгованої дії вологого грунту хвостосхови-
ща «Щербаківське» ДП «Схід ГЗК». Частота аберантних клітин у сортів 
Альбатрос одеський і Зимоярка перевищує контрольний рівень у 5,2 та 5,4 
рази, відповідно. Враховуючи, що грунти хвостосховищ окрім радіоактив-
них ізотопів містять ще цілий ряд інших отруйних хімічних елементів (нап-
риклад миш’як, ванадій, селен) та їх сполуки, важкі метали, можна припус-
тити, що високий рівень хромосомних аберацій є наслідком не лише впливу 
радіоактивного опромінення, але й синергетичного ефекту взаємодії фізич-
них і хімічних чинників.

Серед хромосомних аберацій найчастіше зустрічаються дицентрич-
ні мости хромосомного типу та парні ацентричні фрагменти. Дія грунту з 
хвостосховища балки «Щербаківська» індукує в мітотичних клітинах обох 
сортів озимої пшениці появу мікроядер.

Особливої уваги заслуговує вивчення цитогенетичних наслідків впли-
ву радіаційних забруднень рекультивованого хвостосховища «КБЗ», що ви-
користовується як резервне сховище аварійного скиду Гідрометалургійно-
го заводу ДП «Схід ГЗК». На його площі в 55,6 га зберігається 19,3 млн. т 
відходів переробки уранової руди з сумарною активністю 990 ∙ 1012 Бк [4]. 
За результатами проведеного цитогенетичного аналізу встановлено високу 
мутагенну активність радіоізотопів грунту. Частота появи аберантних клі-
тин перевищує контроль, в залежності від сорту, у 2,7-3,4 рази. Серед хро-
мосомних порушень, які переважно представлені ацентричними фрагмен-
тами малих розмірів та дицентричними мостами, зафіксовано появу мікро-
ядер та відстаючих хромосом. Це може свідчити про наявність у грунті 
хвостосховища «КБЗ» не лише факторів радіаційної природи, а й хімічних 
мутагенних чинників, здатних порушувати функції ниток веретена поділу 
та викликати анеуплоїдію.
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Висновки
Таким чином накопичені радіоактивні відходи хвостосховищ колиш-

нього ВО «ПХЗ» та ДП «Схід ГЗК» призводять до підвищення природно-
го радіаційного фону та, як наслідок, зростання мутаційної мінливості ор-
ганізмів. За результатами цитогенетичного аналізу встановлено суттєве 
збільшення частоти хромосомних аберацій за умов пролонгованої дії на на-
сіння озимої пшениці радіоактивних ізотопів грунту хвостосховищ. Спектр 
хромосомних перебудов переважно складають дицентричні мости хромо-
сомного типу, парні ацентричні фрагменти й мікроядра. За дії мутагенних 
факторів грунту рекультивованого хвостосховища «КБЗ» у спектрі пору-
шень мітозу виявлено відстаючі хромосоми, виникнення яких свідчить про 
можливість індукування в організмів геномних мутацій. Зважаючи на мож-
ливість вільного вітрового поширення радіоактивно забрудненого пилу 

Таблиця 1
Частота і спектр хромосомних аберацій в озимої пшениці за умов пролонгованої дії раді-
оактивно забруднених грунтів хвостосховищ
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Альбатрос одеський
смт Глеваха (контроль) 39 1034 4 0,39±0,19 4 0 0 0 -

Хвостосховище 
«Сухачівське Секція 1» 

28 955 22 2,30±0,49* 10 12 0 0 0,8

Хвостосховище «Щер-
баківське»

24 1081 22 2,04±0,43* 11 10 1 0 1,1

Хвостосховище «КБЗ» 25 1038 11 1,06±0,32 4 5 1 1 0,8
Зимоярка

смт Глеваха (контроль) 21 1129 3 0,27±0,15 3 0 0 0 -
Хвостосховище 

«Сухачівське Секція 1»
30 1144 23 2,01±0,42* 9 14 0 0 0,6

Хвостосховище «Щер-
баківське» 

24 1086 16 1,47±0,37* 5 10 1 0 0,5

Хвостосховище «КБЗ» 30 1036 10 0,97±0,30* 4 5 1 0 0,8

* – різниця з контролем статистично достовірна при Р0,05
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хвостосховищ, уранова промисловість може складати генетичну загрозу і 
для організмів прилеглих до промислової зони територій.
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Резюме
Радиоактивные отходы предприятий урановой промышленности вызывают су-

щественное возрастание частоты хромосомных аббераций в озимой пшеницы, сре-
ди которых преимущественно встречаются дицентрические мосты хромосомного 
типа, парные ацентрические фрагменты и микроядра. Появление в спектре наруше-
ний митоза отстающих хромосом свидетельствует о возможном влиянии мутагенов 
химической природы и индуцировании геномных мутаций.

Радіоактивні відходи підприємств уранової промисловості спричиняють сут-
тєве зростання частоти хромосомних аберацій в озимої пшениці, серед яких пе-
реважно зустрічаються дицентричні мости хромосомного типу, парні ацентричні 
фрагменти та мікроядра. Поява у спектрі порушень мітозу відстаючих хромосом 
свідчить про можливий вплив мутагенів хімічної природи та індукування геном-
них мутацій.

radioactive wastes of uranium industry enterprises cause great growth of 
chromosomal aberration frequency inside winter wheat. there are disentric bridges of 
chromosomal type, pair asentric components and micronuclei among them. the presence 
of mythos transgression of remaining chromosomes is the indicator of chemical nature 
mutagens possible influence and induction of genome mutations.
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PHYLOGEOGRAPHY AND THE CONSEQUENCES Of 
INTROGRESSION fOR fUNCTIONAL GENOMICS IN A PAIR Of 

HYBRIDIZING EURASIAN ASPEN, POPULUS TREMULA AND 
P. ALBA

We are studying the consequences of hybridization and introgression for 
adaptation and the evolution of long-living tree species. specifically, we are 
interested in the contributions to fitness that genes of one species may pass on to 
the hybridization partner species. the quality and quantity of such contributions 
may differ across the species’ distribution ranges, i.e., different (numbers of) 
genes may be affected in different regions of their distribution ranges. eurasian 
trembling aspen (Populus tremula) and white or silver poplar (P. alba) are ideal 
objects for this study, as their distribution ranges are vast and overlapping in 
many regions, thus forming independent hybrid zones. P. tremula has a preference 
for more upland and mountainous sites, while P. alba prefers river floodplain. 
spontaneous hybrid zones form where these habitats are in vicinity. variants in 
chloroplast dnA sequences are being studied form across the range in P. tremula, 
and from central european and mediterranean P. alba. nuclear microsatellite 
markers measure the degrees of hybridization and introgression, and mark parts 
of the genome (or of the chromosomes) where introgression is either above of 
below expectations, and to indicate any geographic sub-structuring of the two 
species. in the following, an overview will be given on work carried out in this 
field over the past years.

Materials and Methods
Plant material (winter buds or dried leaves) has been obtained from almost 

across the entire range of P. tremula: from spain and scotland in the west, to 
turkey in the south, and as far east as lake baikal (approx. 500 in total, 300 of 
which were from europe excluding russia). these samples were either collected 
ourselves, or sent to us by colleagues. for P. alba, samples were primarily 
collected from eastern Austria and the danube basin, with additional samples 
from italy and the mediterranean region.

dnA was extracted as described (lexer et al. 2005, fussi et al. 2010), 
mainly on the basis of commercial kits, e.g. the sigma Plant elute dnA extraction 
kit. Genetic markers (dnA fragments) were amplified by polymerase chain 
reaction (Pcr). for chloroplast dnA variants, this involved fragments: trndP 
+trntP (size approx. 1066 basepairs (bp), cut with restriction enzyme hinfi), 
rpl16r1516 +rpl16f71r (1180 bp; ecori+hhai), rpl16ex1f + rps3r2 (800 bp; 
ecori+hhai), rps3f2 + ccmp10r (1020 bp; hhai+sspi), atpbsAm + rbclsAm 
(850 bp; ecori), and ccmp10r + trnhm (600 bp; mspi). the primer sequences 
can be found at the online database for chloroplast dnA primers (heinze 2007). 
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dnA fragments were analysed on standard agarose gels (1.5 or 2.0 % agarose 
in 0.5 X tris-borate-edtA buffer), essentially as detailed in sambrook and 
russel (2001). An exception was fragment rpl16r1516 + rpl16f71r, which 
showed a tandem repeat pattern and was analyzed on a capillary electrophoresis 
system for exact length determination (beckman coulter ceQ 8000), following 
the manufacturer’s recommendations. chloroplast dnA data were assessed as 
different banding patterns. combinations of banding patterns of individual plants 
for the five markers defined haplotypes. relationships between haplotypes were 
visualized with the software netWorK (http://www.fluxus-engeneering.com, 
bandelt et al. 1999). frequencies of the different haplotypes (coded by different 
colours) were depicted on a map.

nuclear microsatellite markers were selected such that at least one of the 20 
markers was representing each of the 19 Populus chromosomes (as known from 
the genome sequence of Populus trichocarpa, tuskan et al. 2006) – these were 
analyzed in the european samples only: GcPm_1719, GcPm_1158, Ptr_4, 
orPm_220, WPms_14, WPms_17, AsP_112322, WPms_16, Ptr_8, Ptr_2, 
orPm_344, orPm_29, PmGc_2885, WPms_20, GcPm_1812, GcPm_1894, 
orPm_86, yin_2, orPm_214, orPm_206. Again, the beckman coulter 
ceQ 8000 capillary electrophoresis automat was used for exactly determining 
allele sizes. further details are given in fussi (2010). data were analyzed with 
the software packages strUctUre (falush et al. 2003), neWhybrids 
(Anderson & thompson 2002) and cndm (basten & Asmussen 1997), in order 
to detect the number of underlying genetic entities, possible hybrid classes (f1, 
f2 and backcrosses), and any associations (disequilibria) between chloroplast 
and nuclear data (details in fussi 2010).

Results and Discussion
distinct groups of haplotypes were detected for P. tremula and P. alba. 

Within the groups, haplotypes differed by only a few mutations. some trees, 
apparently hybrids and introgressed individuals, showed a chloroplast type of 
the “opposite” species (i.e. morphology and chloro plast type differed). one 
exception was found for P. alba haplotypes in the mediterranean, which differed 
by a number of mutational steps, and which were closer to P. tremula than to P. 
alba (fussi et al. 2010). this indicates that despite frequent hybridization, the 
two species are good taxonomic groups, but P. alba may be worth a more detailed 
re-assessment re garding possible geographic subspecies. the complication with 
such an analysis is the fre quent occurrence of extended clones (van loo et al. 
2008, fussi et al. 2012). overall, 40 haplotypes were detected from across the 
P. tremula range. surprisingly, Western russia and even siberia seem to be 
dominated by the same chloroplast genetic variants (haplotypes) as europe. Just 
a few variants were present in most populations, but the frequency of individual 
haplotypes did not change much across this vast geographic scale. one important 
exception, though, was the area around lake baikal, where a new, more distantly 
related haplotype appeared. this may indicate a separate colonization history for 
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eastern siberia and the russian far east, a finding in accordance with general 
views on floristic diversity in eurasia.

the nuclear microsatellites likewise confirmed that the two species hybrid-
ize in nature, not only in the f1 generation, but also forming advanced genera-
tions. most of these individuals were classified as f2 or further advanced. this 
indicates an interesting preference for mating among hybrids, which could be ex-
plained by a number of hypotheses. one such hypothesis is the coherence of co-
adapted gene complexes from each species at least as a haploid set in the hybrids 
(lindtke et al., unpublished). Within species, small differences in allele frequen-
cies defined the individual populations. this is again in accordance with previous 
findings (de carvalho et al. 2010, lexer et al. 2010). 

chloroplasts are totally “controlled” by gene products from the nucleus; 
maybe this system of regulation works well only if these gene products and the 
chloroplast itself are co-adapted. As a proxy for the whole nuclear genome, we 
checked our nuclear microsatellite markers (approx. one per chromosome) and 
questioned whether they were associated with one of the haplotype groups.this 
involved testing whether alleles that were more frequent in one species had a 
preference for chloroplast haplotypes of the same species. this was indeed statis-
tically supported: overall, trees that had two species-associated alleles at a locus 
had more often a haplotype from the “correct” group (associated with the same 
species). the calculation of cytonuclear disequilibrium within the group of hy-
brids using haplotype clades revealed clear deviation of random distribution at 
six loci. the results of calculations using “singular“ haplotypes instead of hap-
lotype clades revealed cytonuclear disequilibrium at 10 loci. several haplotypes 
were affected from significant associations – h15, h17, h33, h41 und h45. 
Among these, h15 is the second most frequent P. alba haplotype, and h41 and 
h45 are the most frequent P. tremula haplotypes, while h33 connects the P. alba 
and P. tremula groups, and was associated most often with intermediate geno-
types. most probably migration movements between central europe and spain 
played a role for the patterns concerning this haplotype h33 (see also fussi et al. 
2010), however, migration should result in cytonuclear disequilibrium at all loci 
(Asmussen et al. 1989, latta et al. 2001). the most common haplotype within P. 
alba (h21) did not show significant disequilibrium – it was more evenly associ-
ated with diverse genotypes, frequently including P. tremula alleles. 

Conclusions
taken together, these results can be explained by a dominance of directional 

forces – migration, assortative mating and selection (the latter two in combina-
tion) could have contributed to this pattern, whereas genetic drift or random mat-
ing are a less likely explanation. in the future, genomic resolution should be in-
creased, e.g., by analysing more markers or even complete genomes. With that, 
individual loci, or even sets of loci which are in linkage disequilibrium in hybrid 
zones and contribute predominantly to this pattern, should be detectable. the 
findings support a view of plant genomes as being highly flexible – while some 
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parts of the genome are indifferent to hybridization and introgression, other parts 
form strong associations that affect fitness negatively when disrupted through 
these processes. exactly these genes are important for keeping species together 
in evolution, while any potential new associations that may form in further gen-
eration hybrids may contribute to speciation, i.e., the formation of new species 
through initial hybridization.
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Summary
Populus tremula and P. alba are a pair of hybridizing species with contrasting evo-

lutionary adaptations. chloroplast and nuclear dnA markers indicated that hybridiza-
tion extends beyond the first generation, but both species are well-defined by these mark-
ers. linkage disequilibrium between nuclear markers and the chloroplast, or among nu-
clear markers, indicate that species are defined and “held together” by such associations 
among certain loci.

Populus tremula и P. alba – пара гибридизующихся видов с различными эволю-
ционными адаптациями. Хлоропластные (хпДНК) и ядерные ДНК-маркеры указы-
вают на гибридизацию, идущую далее 1-го поколения, но виды четко различают-
ся по этим маркерам. Неравновесие по сцеплению по ядерным и хпДНК-маркерам 
показывает, что виды разграничены и объединены по ассоциациям некоторых ло-
кусов.

Populus tremula і P. alba – пара гібридизуючих видів з відмінними еволюційни-
ми адаптаціями. Хлоропластні (хпДНК) та ядерні ДНК-маркери вказують на гібри-
дизацію, що заходить далі ніж 1-ше покоління, але види чітко відрізняються за цими 
маркерами. Нерівновага за зчепленням за ядерними та хпДНК-маркерами показує, 
що види розмежовані і об’єднані за асоціаціями певних локусів.
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МОЛЕКУЛЯРНА СТРУКТУРА І ОРГАНІЗАЦІЯ ГЕНОМІВ
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SSAP И SCAR МАРКЕРЫ АПОМИКСИСА У ФОРМ BOECHERA 
СЕМЕЙСТВА BRASSICACEAE

Апомиксис – это бесполое размножение цветковых растений семена-
ми без участия генетической рекомбинации и сингамии (слияния мужской 
и женской гамет) [1–3]. Исследование молекулярных механизмов функцио-
нирования апомиксиса преследует главную мечту селекционеров – исполь-
зовать апомиксис для закрепления гетерозиса в селекции важнейших сель-
скохозяйственных культур. Прикладное использование апомиксиса обе-
щает экономические и социальные выгоды, превышающие выигрыш от 
«зеленой революции», решившей проблему голода во многих развиваю-
щихся странах. Так, только прибыль от мирового производства апомиктич-
ного риса оценивается более чем в 2.5 млрд. $ в год [4]. Решение проблемы 
закрепления гетерозиса у основных хлебных злаков позволило бы увели-
чить их производство на 15 – 30% на уже освоенных площадях [5]. Это осо-
бенно актуально для Республики Башкортостан, в экономике которой велик 
удельный вес сельского хозяйства, при этом пахотные площади занимают 4 
млн. га, а посевы зерновых и зернобобовых – более 2 млн. га.

Очевидно, для конструирования апомиксиса de novo соответствующие 
гены должны быть клонированы и секвенированы и на их основе созданы 
трансгенные растения. Однако вплоть до настоящего времени точные ме-
ханизмы, контролирующие переход растений от полового на апомиктич-
ное размножение остаются слабо понятыми [3, 5, 6]. Цель настоящей рабо-
ты: представить и обсудить результаты собственных исследований, посвя-
щенных созданию мультилокусных ssAP и монолокусных scAr маркеров 
апомиксиса.

Материалы и методы
В качестве объекта исследований использовали растения видового 

комплекса Boechera, высокополиморфного таксона из семейства Brassi-
caceae, включающего как амфимиктичные, так и апомиктичные генотипы 
(табл.1). Видовой комплекс Boechera – привлекательная система для изуче-
ния апомиксиса, поскольку это высоко полиморфный таксон, включающий 
как сексуальные, так и апомиктичные формы, проявляющие апомиксис на 
разных уровнях плоидности, включая диплоидный 2n=2x=14 (крайне ред-
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кое явление при апомиксисе), триплоидный 2n=3x=21 и тетраплоидный 
2n=4x=28.

Последовательности ssAP маркеров апомиксиса были использованы 
нами для дизайна scAr праймеров. Дизайн scAr праймеров для scAr 
анализа выполняли, используя программы oligo 4.0 и Primerselect, а сами 
праймеры синтезировали в фирме Синтол (russia). ДНК секвенирующие 
реакции выполняли, используя Abi Prism® bigdyetm terminator v. 3.1 
с последующим анализом продуктов используя dnA Abi Prism 310 se-
quencer. scAr маркеры апомиксиса были тестированы с ДНК двух форм 
с половым размножением и одной формы с апомиктичным размножени-
ем. Специфическую амплификацию осуществляли на основе scAr прай-
меров, заглубленных на 5 нуклеотидов с 5’- и 3’- концов. Условия специ-
фической амплификации были следующими: 1×ПЦР коктейль содержал по 
250 мкМ каждого из дезоксинуклеотидтрифосфатов, по 10 пмоль каждого 
из праймеров и 2 ед. taq-полимеразы. Профиль ПЦР: 94°С 2 мин – (94°С 
45 c, 55°С 1 мин, 72°С 1 мин) × 20 – 72°С 10 мин. Амплифицированные 
фрагменты фракционировали в 1.0–1.5% -ных агарозных гелях, которые 
окрашивали бромистым этидием. scAr праймеры были также тестирова-
ны на других видах семейства Brassicaceae при мягких условиях ПЦР. Все 
наработанные фрагменты были выделены из геля и секвенированы. Если 
последовательность не была чистой, ПЦР продукт клонировали в pGem 
векторе и клоны секвенировали, чтобы оценить число аллелей.

Таблица 1.
Коллекция форм растений рода Boechera семейства Brassicaceae с бесполосеменным 
(Apo) и половым (Sex) способами размножения.

№№ Виды и формы Способ раз-
множения

Источник происхож-
дения

Голландская коллекция
1 Arabis holboellii colorado 3x #36-1 Apo dr. Kim boutilier,

Plant research 
international, 
netherlands

2 Arabis holboellii colorado 3x #6-3 Apo
3 Arabis holboellii colorado 3x #5-10 Apo
4 Arabis holboellii colorado 2x #4-2 Apo
5 Arabis holboellii colorado 2x #8-7 Apo
6 Arabis drummondii 2x #10 sex

Немецкая коллекция
7 Arabis holboellii rc#1 Apo dr. thomas mitchell-

olds, max Planck 
institute of chemical 
ecology, Germany

8 Arabis holboellii cg#25 Apo
9 Arabis drummondii 4 sex
10 Arabis drummondii 11 sex



288

Результаты и обсуждение
Понимание молекулярных механизмов наследования апомиксиса яв-

ляется важной предпосылкой для успешного использования его потенциа-
ла у сельскохозяйственных растений. Необыкновенно важная роль МГЭ в 
дизайне и функциональной активности геномов позволяет надеяться на их 
непосредственное участие в реализации полового и апомиктичного размно-
жения у растений [4]. Теоретической основой наших молекулярно-генети-
ческих исследований в области апомиксиса стала 0-гипотеза об активное 
участие МГЭ в реализации гаметофитного апомиксиса [4].

В ходе НИР 2008 – 2010 г.г. методом ssAP были обнаружены марке-
ры апомиксиса у боечер: на основе non-ltr ретротранспозона, cin4a+vtat 
с размерами 220 п.о., 240 п.о. и 380 п.о., и маркер на основе ДНК транс-
позона, isaak+vcaa размером 230 п.о. Показано, что манифестация марке-

Рис. 1. Маркер апомиксиса SCAR_
Cin_220. М – маркеры молекулярного 
веса. 1 – 10 – генотипы растений из кол-
лекции растений, 1 – 6 – коллекционный 
материал из Нидерландов, 7 – 10 – кол-
лекционный материал из Германии. A – 
генотипы растений Boechera holboellii с 
апомиксисом (бесполосеменное размно-
жение). s – генотипы растений Boechera 
stricta с амфимиксисом (половое раз-

множение).

Рис. 2. Маркер апомиксиса SCAR_
Cin_240. См. обозначения к рис. 1.

Рис. 3. Маркер апомиксиса SCAR_
Cin_380. См. обозначения к рис. 1.

Рис. 4. Маркер апомиксиса SCAR_
Isaac_230. См. обозначения к рис. 1.
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ров апомиксиса, видимо, не связана с уровнем плоидности форм Boechera 
holboellii. Исследована экспансия маркеров апомиксиса среди 50 объектов 
растительного происхождения с апомиксисом и амфимиксисом из семейств 
Brassicaceae, Crassulaceae и Poaceae. Так, предварительные маркеры апо-
миксиса cin4a+vtat размером 220 п.о. и 240 п.о. обнаружены также у ряда 
половых форм Brassicaceae, а маркер isaak+vcaa размером 230 п.о. обнару-
жены только у форм Boechera holboellii с бесполосеменным размножением. 
Осуществлено независимое многократное секвенирование молекулярных 
маркеров, ассоциированных с апомиксисом. Установлено сходство фраг-
мента cin4a+vtat размером 220 п.о. в генбанке с 5 последовательностями 
(гомология 85 – 93%). Обнаружено сходство фрагмента cin4a+vtat разме-
ром 240 п.о. в генбанке с 9 последовательностями арабидопсиса (гомология 
91%). Установлено сходство фрагмента cin4a+vtat размером 380 п.о. в ген-
банке с короткими последовательностями до 20 нуклеотидов. Существен-
ной гомологии не выявлено. Обнаружено сходство фрагмента isaak+vcaa 
размером 230 п.о. в генбанке с 2 последовательностями (гомология 100%).

В 2011 г. на основе четырех мультилокусных ssAP маркеров были со-
зданы четыре монолокусные scAr маркеры апомиксиса: scAr_cin_220 
(рис. 1), scAr_cin_240 (рис. 2), scAr_cin_380 (рис. 3) и scAr_isaac_230 
(рис. 4). Начато контрольное секвенирование полученных scAr марке-
ров апомиксиса. Показано совпадение нуклеотидных последовательнос-
тей мультилокусных ssAP маркеров и монолокусных scAr маркеров. Для 
scAr маркеров апомиксиса показана возможная гемизиготность (сущест-
вование генетического локуса в виде единственного аллеля у апомиктич-
ных генотипов). Сконструированные scAr маркеры апомиксиса будут ис-
пользованы для выделения и идентификации геномных локусов, вовлечен-
ных в реализацию апомиксиса. Таким образом, предварительные данные 
могут свидетельствовать в пользу гипотезы о транспозонной природе апо-
миксиса у цветковых растений, в частности у форм Boechera holboellii.

Таким образом, в ходе реализации заявленного проекта в 2011 году 
осуществлена конвертация полученных ssAP маркеров в scAr маркеры. 
В 2012-2013 годах будет проведен скрининг и выделение геномных после-
довательностей, ассоциированных с апомиксисом у боечер, а затем прове-
ден анализ геномного распределения и филогенетических взаимоотноше-
ний ДНК последовательностей среди видов рода boechera и апомиктов из 
других таксонов. В перспективе выполнение настоящего проекта позволит 
перейти к прямому поиску и функциональному анализу генов-кандидатов, 
а затем и позиционному клонированию основных элементов коадаптивного 
генного комплекса, контролирующего гаметофитный апомиксис.

Выводы
1. Подобраны scAr праймеры к концевым последовательностям 

ssAP маркеров апомиксиса. scAr праймеры получены удлинением ssAP 
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маркеров на 5 нуклеотидов с обоих концов. Оптимизированы условия для 
гнездовой амплификации scAr–ПЦР.

2. На основе подобранных scAr праймеров были получены scAr 
маркеры апомиксиса: scAr_cin_220, scAr_cin_240, scAr_cin_380 и 
scAr_isaak_230. Начато контрольное секвенирование полученных scAr 
маркеров апомиксиса.

3. Осуществлена пробная амплификация scAr маркеров с препарата-
ми ДНК из видов с половым размножением (Boechera stricta и Arabidopsis 
thaliana) и апомиксисом (Boechera holboellii).

4. Показана возможная гемизиготность полученных маркеров апомик-
сиса scAr_cin_220, scAr_cin_240, scAr_cin_380 и scAr_isaak_230

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ 
(гранты №№ 11-04-97039 р_поволжье_а, 12-04-00117-а и 12-04-01854-а).
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Резюме
На основе мультилокусных ssAP маркеров апомиксиса были получены мо-

нолокусные scAr маркеры: scAr_cin_220, scAr_cin_240, scAr_cin_380 и 
scAr_isaac_230, для которых показана возможная гемизиготность (существование 
генетического локуса в виде единственного аллеля). Созданные scAr маркеры бу-
дут использованы в качестве гибридизационных проб для выделения и идентифи-
кации генов апомиксиса.

on the basis of multiloci ssAP markers of apomixis, monolocus scAr markers: 
scAr_cin_220, scAr_cin_240, scAr_cin_380 and scAr_isaac_230 have been re-
ceived. Probable hemizygous (existence of a genetic locus in the form of the only single 
allele) of the created apomixis markers was shown. created scAr markers will be used 
as the probes for the isolation and identification of apomixis genes.
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АЛЛЕЛЛЬНЫЙ ПОЛИМОРФИЗМ ДНК-МАРКЕРОВ 
УСТОЙЧИВОСТИ К АНТРАКНОЗУ ANTJM1, ANTJM2  

У РОССИЙСКИХ И БЕЛОРУССКИХ СОРТОВ ЛЮПИНА 
УЗКОЛИСТНОГО (LUPINUS ANGUSTIFOLIUS (L.)

Антракноз является одним из самых вредоносных заболеваний, пора-
жающим представителей рода Lupinus, способным в годы эпифитотий зна-
чительно снижать показатели урожая [6]. Болезнь вызывается патогенны-
ми грибами Colletotrichum lupini [4], разновидности которых инфициру-
ют, широко используемые в мировом сельскохозяйственном производстве 
виды люпина – узколистный (Lupinus angustifolius (l.)), желтый (Lupinus lu-
teus (l)) и белый (Lupinus albus (l.)). Благодаря наличию сортов, обладаю-
щих относительно высокой устойчивостью к антракнозу, узколистный лю-
пин в настоящее время более распространен по сравнению с другими куль-
турными видами этого рода [2].

В Австралии, где узколистный люпин занимает крупнейшие в мире 
сельскохозяйственные площади, два сорта, Wonga и tanjil, имеющие оди-
наковое происхождение, проявляют высокую устойчивость к антракнозу. 
Австралийскими генетиками и селекционерами было выявлено, что устой-
чивость этих сортов к возбудителю антракноза контролируется одним до-
минантным геном – Lanr1 [5]. Методами на основе полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) были разработаны два кодоминантных ДНК-маркера, сцеп-
ленных с геном Lanr1 – Antjm1 и Antjm2. Маркер Antjm1 оказался не до-
статочно эффективен, так как он выявляет «ложный» устойчивый аллель в 
некоторых сортах, которые проявляют неустойчивость на инфекционных 
фонах. Маркер Antjm2, как более надежный, используется в австралийс-
кой программе селекции люпина узколистного на резистентность к антрак-
нозу [7].

С помощью маркеров Antjm1 и Antjm2 можно оценить наличие ал-
леля устойчивости к антракнозу гена Lanr1 в российских и белорусских 
сортах люпина узколистного. Использование достижений современной мо-
лекулярной генетики при скрещивании и отборе селекционного материала 
может существенно ускорить создание новых высокоустойчивых к антрак-
нозу сортов и гибридов люпина. Генотипы, в которых будут присутствовать 
один или несколько неаллельных генов устойчивости к антракнозу, должны 
проявлять более высокую фенотипическую резистентность к инфекции [3].

Цель настоящей работы заключалась в исследовании маркерных алле-
лей Antjm1, Antjm2, сцепленных с геном Lanr1 устойчивости к антракно-
зу, у 14 сортов люпина узколистного российской и белорусской селекции.
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Материалы и методы
В исследовании использовали семена семи российских сортов: Радуж-

ный, Сидерат 38, Смена, Кристалл, Снежеть, Белозерный 110, Надежда, а 
также двух австралийских сортов Kalya и Wonga (селекционный матери-
ал ВНИИ люпина РАСХН). Кроме того, для изучения были выбраны семе-
на семи белорусских сортов люпина узколистного: Гелена, Миртан, Митан, 
Першацвет, Прывабны, Хвалько, Ян (селекционный материал научно-прак-
тического центра НАН Беларуси по земледелию).

Для каждой из трех повторностей ПЦР-анализа геномную ДНК выде-
ляли из отдельного семени. Экстракцию проводили 2% sds в ste буфе-
ре. Депротеинизацию осуществляли смесью фенол/хлороформ (1:1). Пре-
параты нуклеиновых кислот осаждали этиловым спиртом, высушивали и 
растворяли в дистиллированной воде. Полученный раствор обрабатывали 
РНКазой [1]. Определение концентрации и качества выделенной ДНК осу-
ществляли по флюоресценции включенного бромистого этидия после элек-
трофоретического разделения в агарозном геле.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в амплификаторе 
«Терцик» (ДНК-Технология, Россия). Использовали ферменты и реактивы 
фирмы «СибЭнзим» (Россия). Праймеры синтезировались фирмой «Син-
тол» (Россия).

Применяли сайт-специфичные праймеры на маркеры Antjm1 
(Antjm1ms: 5’-cAtcctcAcAtAtGAAGc-3’, Antjm1sr: 5’-AAAcccAtt-
GttGttGttG-3’) и Antjm2 (Antjm2P1: 5’-tcAtctctAAAtcctAtct-
cAG-3’, Antjm2P2: 5’-GtAGAAAAtAtcAttGcAGAAAAG-3’), разрабо-
танные авторами [5, 7].

Состав реакционной смеси объемом 10 мкл.: 5-10 нг геномной ДНК, 
0,25 мкМ каждого праймера, 0,5 ед. taq-полимеразы Е 338, 1,5 мМ mgcl2, 
0,2 мМ dntPs, 1 мкл В321 As буфера (67мМ tris-hcl (ph8,8 при 25°С), 
16,6 mm (nh4)2so4, 0,01% tween-20).

Условия амплификации: начальная денатурация при 94 °С – 2 минуты; 
30 циклов: денатурация при 94 °С – 30 сек., отжиг (52 °С для праймеров на 
маркер Antjm1 и 54 °С для праймеров на маркер Antjm2) – 30 сек., элон-
гация при 72 °С – 30 сек. Заключительная элонгация при 72 °С – 5 минут.

Разделение фрагментов ДНК проводили в 8% нативном полиакрила-
мидном геле с использованием камеры для вертикального электрофореза 
«ve-20» (Хеликон, Россия). Продукты ПЦР разделяли в течение 4-4,5 ча-
сов при напряжении 270-300 вольт. Гель помещали в раствор бромистого 
этидия (концентрация 0,5 мг/л) на 20-30 минут. После окрашивания и ви-
зуализации на сканере гелей GeldocXr (biorad, США) длины маркерных 
аллелей рассчитывали с помощью программы Quantityone, поставляемой 
вместе со сканером гелей. Для оценки размера продуктов ПЦР применяли 
фрагменты маркеров m 19, М 07 («СибЭнзим»). В качестве основного кон-
троля для определения длины маркерных аллелей использовали продукты 
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ПЦР с ДНК сорта Wonga, длина которых была определена австралийскими 
исследователями секвенированием [5, 7].

Результаты и обсуждение
С ДНК каждого из сортов люпина узколистного, включенных в иссле-

дование, были получены маркерные фрагменты, длины которых воспро-
изводились во всех трех повторностях ПЦР-анализа. Одному сорту соот-
ветствовал единственный маркерный аллель. Соответствующие гетерози-
готным генотипам сочетания в одном продукте ПЦР нескольких аллелей 
одного и того же кодоминантного маркера в исследованных образцах ДНК 
люпина не выявлены.

Следует особо отметить, что представленные в исследовании длины 
маркерных аллелей Antjm1, Antjm2 имеют приближенное значение, рас-
считанное на основе сопоставления между подвижностью фрагментов 
ДНК различной длины в ПААГе, что менее точно и информативно, по срав-
нению с определением длины фрагмента в ходе секвенирования нуклеотид-
ного состава последовательности ДНК.

Результаты анализа маркерных аллелей Antjm1 для исследованных 
сортов представлены на рисунке 1.

Рисунок 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полученных с праймерами 
AntjM1MS и AntjM1SR для ДНК сортов: 1-Радужный, 2-Сидерат 38, 3-Смена, 
4-Кристалл, 5-Снежеть, 6-Белозерный 110, 7-Надежда, 8-Привабны, 9-Перша-
цвет, 10-Митан, 11-Гелена, 12-Миртан, 13-Хвалько, 14-Ян, 15-Kalya, 16-Wonga. 

Внизу указаны длины фрагментов ДНК в парах нуклеотидов.

При использовании в ПЦР праймеров Antjm1ms и Antjm1sr для сор-
тов Радужный, Сидерат 38, Смена, Кристалл, Снежеть, Белозерный 110, 
Надежда, Миртан, Митан, Першацвет, Прывабны, Ян был получен ДНК-
фрагмент одинаковой длины (282 пары нуклеотидов). Разница с длиной 
маркерного аллеля сорта Wonga (279 п.н.) составила 3 пары нуклеотидов. 
Сортам Гелена, Хвалько, Kalya был определен ДНК-фрагмент, который от-
личался по длине от двух других аллелей на 9 и 6 пар нуклеотидов соот-
ветственно и составлял 273 п.н.

По литературным данным известно, что в состав ДНК-маркера Antjm1 
входит микросателлитная последовательность (ttG)n. Устойчивому алле-
лю соответствует (ttG)6. Восприимчивых аллелей может быть два: один 
содержит в своем составе последовательность (ttG)4, а другой – (ttG)7. 
То есть восприимчивый аллель Antjm1 может быть на 3 п.н. длиннее или 
на 6 п.н. короче устойчивого аллеля [5, 8]. Поэтому фрагменты ДНК длиной 
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282 п.н. и 273 п.н. были идентифицированы как восприимчивые маркерные 
аллели, а фрагмент длиной 279 п.н. – как устойчивый.

Результаты анализа маркерных аллелей Antjm2, для исследованных 
сортов представлены на рисунке 2.

Рисунок 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полученных с праймерами 
AntjM2P1 и AntjM2P2 для ДНК сортов: 1-Радужный, 2-Сидерат 38, 3-Смена, 
4-Кристалл, 5-Снежеть, 6-Белозерный 110, 7-Надежда, 8-Ян, 9-Гелена, 10-Пер-
шацвет, 11-Митан, 12-Прывабны, 13-Миртан, 14-Хвалько, 15-Kalya, 16-Wonga. 

Внизу указаны длины фрагментов ДНК в парах нуклеотидов.

Для большинства сортов были выявлены фрагменты ДНК длиной 213 
п.н., соответствующие восприимчивому аллелю маркера Antjm2. ДНК-
маркер, сцепленный с геном Lanr 1 устойчивости к антракнозу, был полу-
чен только для сорта Wonga (217 п.н.). Для сорта Миртан был выявлен вос-
приимчивый аллель длиной 212 пар нуклеотидов.

По данным австралийских исследователей для последовательности 
ДНК-маркера Antjm2, полученного с праймерами Antjm2P1 и Antjm2P2, 
известно три восприимчивых аллеля и один устойчивый, характерный для 
сортов Wonga и tanjil. Длина устойчивого аллеля составляет 217 пар нук-
леотидов. Восприимчивые аллели короче устойчивого, длина их составляет 
216 п.н, 213 п.н. и 212 п.н. Они образуются из последовательности устойчи-
вого аллеля в результате делеций: одного нуклеотида t (216 п.н.), последо-
вательности ttAc (213 п.н.), либо t и ttAc (212 п.н.) [8].

Таким образом, в настоящей работе не обнаружены устойчивые алле-
ли ДНК-маркеров Antjm1, Antjm2 в исследованных российских и белорус-
ских сортах люпина узколистного. На основании наличия восприимчивых 
маркерных аллелей можно предположить отсутствие у сортов Радужный, 
Сидерат 38, Смена, Кристалл, Снежеть, Белозерный 110, Надежда (россий-
ской селекции) и сортов Гелена, Миртан, Митан, Першацвет, Прывабны, 
Хвалько, Ян (белорусской селекции) аллеля гена Lanr 1, контролирующего 
устойчивость к антракнозу сортов Wonga и tanjil.

Выводы
По результатам, полученным после ПЦР-анализа ДНК в трехкратной 

повторности, можно сделать вывод о том, что в генотипах исследованных 
сортов российской и белорусской селекции, отсутствуют устойчивые мар-
керные аллели Antjm1, Antjm2, сцепленные с геном Lanr1 устойчивости к 
антракнозу.

ДНК сортов Радужный, Сидерат 38, Смена, Кристалл, Снежеть, Бело-
зерный 110, Надежда, Митан, Першацвет, Прывабны, Ян содержат воспри-
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имчивые аллели по двум маркерам Antjm1 и Antjm2 длиной 282 п.н. и 213 
п.н. соответственно.

ДНК сортов Гелена, Хвалько, Kalya имеют восприимчивый аллельный 
фрагмент маркера Antjm1 длиной 273 п.н. и восприимчивый маркерный ал-
лель Antjm2 – 213 п.н.

ДНК сорта Миртан содержат восприимчивый аллель маркера Antjm1 
длиной 282 п.н. и восприимчивый аллельный фрагмент маркера Antjm2 
длиной 212 п.н.

ДНК сорта Wonga единственная в исследовании, для которой были по-
лучены устойчивые аллели по двум маркерам Antjm1 и Antjm2 – соответс-
твенно 279 п.н. и 217 п.н.
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Резюме
Выявлены аллели ДНК-маркеров Antjm1 и Antjm2 для 14 сортов люпина уз-

колистного (Lupinus angustifolius (L.)) российской и белорусской селекции. В насто-
ящем исследовании не обнаружены маркерные аллели, соответствующие наличию 
гена Lanr1 устойчивости к антракнозу.

there was investigated allelic polymorphism of sequence-specific markers Antjm1 
and Antjm2 from dnA of 14 cultivars narrowleafed lupin (lupinus angustifolius l.) rus-
sian and belorussian selection. resistance marker bands Antjm1, Antjm2 have not been 
revealed.
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СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНА rbcL МОХООБРАЗНЫХ 
АНТАРКТИКИ SANIONIA GEORGICOUNCINATA И WARNSTORFIA 

FONTINALIOPSIS
Прошло не так много времени, с тех пор, как П. Хеберт предложил ис-

пользовать короткую стандартную последовательность ДНК для идентифи-
кации видов [1, 2]. В настоящее время в международном проекте barcode of 
life, направленном на разработку универсального способа идентификации 
живых организмов, уже участвует более 40 стран. Такая популярность объ-
ясняется невероятными успехами в видовой идентификации животных по 
последовательности гена цитохром c оксидазы i (coxi). Однако для расте-
ний использование именно ДНК непременимо, что заставляет искать дру-
гие стандартные последовательности или их комбинации. Для мохообраз-
ных задача осложняется как малым объемом накопленных данных, так и 
необходимостью оптимизации ряда молекулярно-биологических процедур. 
Нами предпринята попытка определить, возможна ли идентификация двух 
видов мохообразных, собранных на антарктическом острове Галиндез и 
культивируемых в in vitro коллекции, Sanionia georgicouncinata (müll. hal.) 
ochyra & hedenas и Warnstorfia fontinaliopsis (müll.hal.) ochyra, по после-
довательности гена rbcL.

Материалы и методы
Материалом для исследований служили культивируемые in vitro рас-

тения W.fontinaliopsis и S. georgicouncinata. Для выделения общей ДНК ис-
пользовали ранее оптимизированную нами методику. При проведении по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) использовали праймеры, специфичные 
гену rbcL, предложенные Kress W.J. и erickson d.l. (2007) [3]. Секвениро-
вание последовательности гена проводили на автоматическом секвенаторе 
Abi Prism 310 Genetic Analyser (Applied biosystems).

Результирующий контиг секвенирования получали сравнением прямой 
и обратнокомплементарной последовательностей, используя программу 
clc main Workbench (clc bio). Гомологичные последовательности подби-
рали из базы данных Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Автоматическое вы-
равнивание, подсчет количества замен на сайт и построение дерева методом 
максимального правдоподобия проводилось в программе meGA5 (meGA 
software development team). Многомерное шкалирование было выполне-
но в среде программирования r (the r foundation for statistical computing).

Результаты и обсуждение
Среди участков – кандидатов на использование в ДНК-штрихкодиро-

вании наиболее изученным для мохообразных является хлоропластный ген 
rbcL (более сотни записей в Генбанке). Кроме того, в 2009 году [4] cbol 
Plant Working Group предложила использовать фрагменты генов rbcL и 
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matK в качестве стандартных. В той же работе отмечалась высокая разре-
шающая способности rbcL (87%) для криптогам даже при самостоятель-
ном использовании. Совокупность этих фактов определила наш выбор гена 
rbcL для изучения возможности использовать его для видовой идентифика-
ции мхов Антарктики.

В работе использовали выращиваемые в стерильных условиях расте-
ния, что исключало возможное присутствие в образцах ДНК других видов, 
поскольку мохообразные в Антарктике часто произрастают в тесных сооб-
ществах нескольких видов. Результаты секвенирования последовательнос-
ти гена rbcL для двух видов мохообразных приведены в таблице.

Таблица.
Последовательности секвенированных фрагментов генов rbcL растений W.fontinaliopsis 
(образец №7) и S. georgicouncinata (образец №8).

№ об-
разца Последовательность нуклеотидов

7 cAAAcAGAGActAAAGcAGGtGttGGAtttAAAGctGGtGttAAAGAt
tAcAGAttAActtAttAcActccAGAttAtcAGActAAAGAAActGAtAt
tttAGcAGcAtttcGAAtGActcctcAAccAGGAGtAccAGctGAAGA
GGcAGGAGcGGcAGtAGctGcGGAAtcttccActGGtAcAtGGActAc
tGtttGGActGAtGGActtActAGtcttGAtcGttAtAAAGGAcGAtGct
AtGAtAttGAAGcAGttcctGGAGAAGAtAAtcAAtAtAttGcttAtGtt
GcttAcccAttAGAtttAtttGAAGAAGGttctGttAccAAtttAtttAc
ttctAttGttGGtAAtGtttttGGAtttAAAGctttAcGAGctttAcGtct
AGAAGAtttAcGtAttcctccAGcttAttccAAAActttccAAGGcccA
cctcAtGGtAttcAAGttGAAAGAGAtAAAttAAAcAAAtAtGGtcGtc
cAttAttAGGAtGcActAttAAGccAAAAttAGGtttAtctGctAAAAAc
tAtGGtAGAGctGtAtAtGAAtGtcttcGtGGtGGActtGAtttcAcAAA
AGAtGAtGAAAAcGtAAAttctcAGccttttAtGcGttGGAGAGAtcGA
ttcttAtttG

8 cAAAcAGAGActAAAGcAGGtGttGGAtttAAAGctGGtGttAAAGAt
tAcAGAttAActtAttAcActccAGAttAtcAGActAAAGAAActGAtAt
tttAGcAGcAtttcGAAtGActcctcAAccAGGGGtAcccGctGAAGA
GGcAGGAGctGcAGtAGctGcGGAAtcttccActGGtAcAtGGAcAAc
tGtctGGActGAtGGActtAccAGtcttGAtcGttAtAAAGGAcGAtGc
tAtGAtcttGAAGcAGttcctGGAGAAGAGAAtcAAtAtAttGcttAtGt
tGcttAcccAttAGAtctAtttGAAGAAGGttctGttAccAAtttAtttAc
ttctAtcGttGGtAAtGtttttGGAtttAAAGctttAcGAGctttAcGtct
AGAAGAtttAcGtAttcctccAGcttAttccAAAActttccAAGGcccA
cctcAtGGtAttcAAGttGAAAGAGAtAAAttAAAtAAAtAtGGtcGtcc
AttAttAGGAtGtActAttAAAccAAAAttGGGtttAtctGctAAAAAct
AtGGtAGAGctGtAtAtGAAtGtcttcGtGGtGGActtGAtttcAcAAA
AGAtGAtGAAAAtGtAAAttctcAAccttttAtGcGttGGAGAGAtcGA
ttcttAtttG
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Ранее нами было установлено, что, как для сосудистых, так и для мохооб-
разных растений Антарктики используемые праймеры дают единственный реп-
ликон размером до 750 п.н., а полученные последовательности не нуждаются в 
ручном выравнивании, что соответствует требованиям для фрагментов ДНК, 
используемых в штрихкодировании.

Полученные сиквенсы гена rbcL были сопоставлены с имеющимися в Ген-
банке его последовательностями для мохообразных. Всего сравнивали 81 пос-
ледовательность, включая секвенированные нами, но для большей нагляднос-
ти на рис. 1 и 2 представлены интерпретации генетических расстояний толь-
ко ближайшего окружение изучаемых образцов. Не показан довольно плотный 
изолированный кластер представителей нескольких родов семейства bryaceae.

Рис. 1 – Дерево генетических расстояний между последовательностями гена 
rbcL мхов, построенное методом максимального подобия: 7 – определенная 

нами последовательность для W. fontinaliopsis, 8 – для S. georgicouncinata
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На момент написания статьи в Генбанке не было сиквенсов гена rbcL 
для изучаемых видов. Сиквенс rbcL исследуемого нами образца S. geor-
gicouncinata оказался наиболее гомологичным последовательности того же 
гена единственного представителя своего рода – S. uncinata, а также других 
растений семейства. W. fontinaliopsis, также относящаяся к Amblystegiaceae, 
находится в отдалении от представителей своего семейства. То же наблюда-
ли и для рода Pohlia, удаленного от остальных родов bryaceae.

Для однозначного определения вида достаточно, чтобы его предста-
вители имели одну или несколько уникальных последовательностей опре-
деленного участка ДНК. Для наших образцов (№№ 7 и 8), как и для боль-
шинства приведенных на рисунках, это правило выполняется, т.е. данные 

Рис. 2. Генетические расстояния, представленные в двухмерном пространстве 
методом многомерного шкалирования: 1–81 – последовательности из Генбан-
ка, принимавшие участие в сравнении (см. рис.1), 7 и 8 – сиквенсы растений  

W. fontinaliopsis и S. georgicouncinata соответственно).
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виды, вероятно, могут быть идентифицированы только по последователь-
ности гена rbcL.

Однако, определение видов с использованием только одного участ-
ка ДНК не всегда возможно. Так, например, для образцов 30 и 80 (рис.1, 
Ctenidium molluscum и C. serratifolium), как и для представителей рода 
 Pohlia, одной последовательности могут соответствовать два и более ви-
дов одного рода. Следует отметить, что для других представителей семейс-
тва bryaceae, куда входит и род Pohlia, наблюдается еще меньшее генети-
ческое разнообразие по участку rbcL, например, одной последовательнос-
ти ДНК может соответствовать 14 видов, относящихся к четырем родам. В 
связи с этим предложение ряда исследователей использовать одновремен-
но несколько стандартных последовательностей может быть актуально и 
для мохообразных.

Выводы
Определены последовательности гена rbcL антарктических мхов 

W. fontinaliopsis и S. georgicouncinata с использованием культивируемых in 
vitro растений. Полученные сиквенсы отличаются от известных последова-
тельностей гена rbcL других видов, что позволяет использовать этот учас-
ток хлоропластной ДНК для однозначной идентификации растений указан-
ных видов.

Работа выполнена при финансовой поддержке Национального антар-
ктического научного центра.
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Резюме
Проведено секвенирование гена rbcL антарктических мхов Warnstorfia fonti-

naliopsis и Sanionia georgicouncinata с использованием культивируемых in vitro рас-
тений. Полученные последовательности на настоящий момент можно считать уни-
кальными, что позволяет использовать этот участок хлоропластной ДНК для иден-
тификации растений указанных видов.

Проведено секвенування гена rbcL антарктичних мохів Warnstorfia fontinaliopsis 
та Sanionia georgicouncinata з використанням культивованих in vitro рослин. Отри-
мані послідовності на теперішній час можна вважати унікальними, що дозволяє ви-
користовувати цю ділянку хлоропластної ДНК для ідентифікації рослин зазначе-
них видів.
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the rbcL gene sequencing of Antarctic mosses Warnstorfia fontinaliopsis and San-
ionia georgicouncinata cultivated in vitro were analyzed. these sequences are unique 
which allows to determine indicated above species by rbcL gene nucleotide sequence.
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РАЗРАБОТКА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ ДЛЯ 
ИЗУЧЕНИЯ МЕЙОТИЧЕСКОЙ РЕКОМБИНАЦИИ И 

ИНТРОГРЕССИИ ГЕНОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МЕЖВИДОВЫХ 
ТРАНСГЕННЫХ ГИБРИДОВ ТОМАТОВ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ 

РЕКОМБИНАЗУ RECA ESCHERICHIA COLI
Традиционная селекция растений - наиболее простой и надежный спо-

соб создания новых сортов, в чем можно убедиться, ознакомившись с «Го-
сударственным реестром селекционных достижений, допущенных к ис-
пользованию», который ежегодно публикуется Государственной комиссией 
Российской Федерации по испытанию и охране селекционных достижений. 
Согласно этому документу практически все отечественные и многие зару-
бежные сорта получены классическими методами, а именно гибридизаци-
ей и последующим отбором в потомстве гибридов форм, сочетающих ком-
плекс хозяйственно-ценных генов.

Центральным элементом комбинативной схемы селекции является 
мейотическая рекомбинация (кроссинговер) у гибридов, которая создает 
биологическое разнообразие в их потомстве и обеспечивает правильную 
сегрегацию гомологичных хромосом в профазе i мейоза. Однако генети-
ческие ограничения, накладываемые параметрами молекулярного процесса 
кроссинговера в мейозе, не позволяют полностью использовать весь потен-
циал генетической изменчивости, имеющийся у гибридов. Эта проблема 
усугубляется при вовлечении в скрещивания дикорастущих видов расте-
ний, которые являются донорами новых хозяйственно-ценных генов. У от-
даленных гибридов подавление кроссинговера в профазе i мейоза нередко 
нарушает сегрегацию гомеологичных хромосом, ограничивает интрогрес-
сию генов из хромосом дикорастущих видов в хромосомы культурных рас-
тений и может приводить к стерильности. Разработка методов индукции 
мейотической рекомбинации между гомеологичными хромосомами явля-
ется актуальной задачей современной генетики, селекции и биотехнологии 
растений.
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В соматических клетках растений табака экспрессия гена recA E. coli 
усиливала количество сестринских хроматидных обменов [1, 2]. В мейозе 
у внутривидовых гибридов томата экспрессия гена recA E. coli увеличивала 
частоту кроссинговера между гомологичными хромосомами и повышала 
долю рекомбинантных генотипов в фенотипической структуре их потомс-
тва [3]. Эти результаты позволили нам предположить, что экспрессия гена 
recA в клетках межвидовых гибридов растений может улучшить их фер-
тильность или повысит интрогрессию генетического материала из хромо-
сом дикорастущих видов в хромосомы культурных растений.

Материалы и методы
Нетрансгенные растения культурного томата (Solanum lycopersicum), 

содержащие во второй хромосоме рецессивные маркерные гены wvwv, 
dd и awaw, а также их трансгенные аналоги, экспрессирующие ген recA 
E. coli получены нами ранее [3]. Дикорастущие представители томатов S. 
lycopersicum var. cerasiforme, S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium и S. hab-
rochaites содержали во второй хромосоме маркерные доминантные гены 
WvWv, AwAw и DD. Молекулярно-биологический анализ растений f1 прово-
дили методами ПЦР, с использованием разработанных ранее праймеров [4].

Результаты и обсуждение
У томатов существуют репродуктивные барьеры, которые ограничива-

ют или полностью подавляют межвидовую гибридизацию, особенно когда 
в качестве материнских форм применяются дикорастущие самонесовмес-
тимые виды. При использовании в качестве материнских форм растений 
культурного томата вероятность получения межвидовых гибридов сущес-
твенно возрастает [5]. Поэтому для получения отдаленных гибридов нами 
было проведено опыление маркерных нетрансгенных и трансгенных, экс-
прессирующих ген recA E. coli, растений культурного томата (S. lycoper-
sicum) пыльцой четырех дикорастущих видов томатов S. lycopersicum var. 
cerasiforme, S. cheesmaniae, S. pimpinellifolium и S. habrochaites.

В результате межвидовой гибридизации в трех комбинациях скрещи-
ваний были получены плоды, содержащие зрелые семена (табл. 1). Все пер-
вые плоды, полученные при опылении пыльцой S. habrochaites, оказались 
бессемянными, а остальные содержали разбухшие и нежизнеспособные 
проростки (табл. 1).

Для комбинации скрещиваний f1 recA (S. lycopersicum х 
S. pimpinellifolium) в настоящее время не удалось создать нетрансгенные 
гибриды f1 (S. lycopersicum х S. pimpinellifolium) без которых проведение 
сравнительного анализа не представляется возможным.

Поскольку все материнские растения S. lycopersicum были с рецессив-
ными генами (wvwv awaw dd), а все полученные межвидовые гибриды име-
ли фенотип (Wv- Aw- D-), т.е. проявляли признаки дикорастущего вида-опы-
лителя (WvWv AwAw DD), то это гарантировало их гибридность. Межви-
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довые гибриды в одной комбинации скрещивания, как трансгенные, так и 
нетрансгенные, морфологически друг от друга не отличались.

Молекулярно-биологический анализ ДНК гибридов f1 recA (S. ly-
copersicum х S. lycopersicum var. cerasiforme) и f1 recA (S. lycopersicum х 
S. cheesmaniae) показал, что все 28 растений содержат в геноме последова-
тельность целевого гена recA (рис. 1).

Таблица 1. 
Количество межвидовых гибридов в различных комбинациях скрещиваний.

Комбинация скрещивания Целевой ген
Количество семян f1, шт.

Получено Проросло
S. lycopersicum х S. lycopersicum 

var. cerasiforme
recA 60 12

- 40 10

S. lycopersicum х S. cheesmaniae recA 83 16
- 25 10

S. lycopersicum х S. pimpinellifolium recA 58 15
- 0 -

S. lycopersicum х S. habrochaites
recA 0 -

- 0 -

Рис. 1. Амплификация ДНК из межвидовых гибридов томатов с праймерами к 
последовательности гена recA E.coli: 1-12 - f1 RecA (S. lycopersicum x S. lycopersi-

cum var. cerasiforme) и 13-28 - f1 RecA (S. lycopersicum x S. cheesmaniae).

Анализ экспрессии гена recA E.coli методом обратной транскрипции у 
пяти растений из группы f1 recA (S. lycopersicum х S. lycopersicum var. cera-
siforme) и f1 recA (S. lycopersicum х S. cheesmaniae) подтвердил наличие со-
ответствующей мРНК в клетках трансгенных гибридов (рис. 2).

Рис. 2. Амплификация кДНК (а) и тотальной РНК (б) из межвидовых гибри-
дов томатов с праймерами к последовательности гена recA E.coli: 1-5 - f1 RecA 
(S. lycopersicum x S. lycopersicum var. cerasiforme) и 6-10 - f1 RecA (S. lycopersicum 

x S. cheesmaniae).
Пять трансгенных гибридов f1 recA (S. lycopersicum х S. lycopersicum 

var. cerasiforme) и f1 recA (S. lycopersicum х S. cheesmaniae), а также три не-
трансгенных растения f1 (S. lycopersicum х S. lycopersicum var. cerasiforme) 
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и f1 (S. lycopersicum х S. cheesmaniae) были высажены в теплицу для срав-
нительного изучения мейотической рекомбинации и фертильности. Уста-
новлено, что межвидовые гибриды разных комбинаций скрещиваний имели 
различный уровень фертильности пыльцы на отдельных этапах вегетацион-
ного периода, но в среднем за сезон он составил 70 % у всех форм (рис. 3).

Рис. 3. Уровень фертильности пыльцы у межвидовых гибридов томатов на раз-
личных этапах вегетационного периода.

Следует отметить, что фертильность пыльцы у исходных родитель-
ских форм, а именно, у маркерных трансгенных и нетрансгенных растений 
культурного томата и представителей дикорастущих видов S. cheesmaniae 
и S. lycopersicum var. cerasiforme за время вегетации практически не меня-
лась и составляла 90-100 %.

На начальном этапе вегетации (апрель), когда в теплице было прохлад-
но (16-18°С), межвидовые трансгенные и нетрансгенные гибриды в разных 
комбинациях скрещиваний имели достоверно различающиеся уровни фер-
тильности. По мере повышения температуры до 24-30°С различия между 
гибридами f1 recA (S. lycopersicum x S. cheesmaniae) и f1 (S. lycopersicum 
x S. cheesmaniae) исчезли и более не проявлялись. Ранее rick не обнару-
жил сильных отклонений от нормального прохождения мейоза у гибри-
дов L. esculentum (S. lycopersicum) x L. chesmanii (S. cheesmaniae), одна-
ко Георгиевой и Сатировой были получены аналогичные гибриды с фер-
тильностью от 20 до 95 % и с разной степенью нарушения мейоза, в том 
числе у поколения f2 [6, 7]. В апреле гибриды f1 recA (S. lycopersicum x 
S. lycopersicum var. cerasiforme) имели фертильность на 15 % выше, чем их 
нетрансгенные аналоги, которые, однако, с наступлением благоприятных 
условий обогнали их по этому показателю. Летом f1 recA (S. lycopersicum 
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x S. lycopersicum var. cerasiforme) показывали на 15 % более низкий, но зато 
более стабильный уровень фертильности, чем их нетрансгенные аналоги 
(рис. 3). В сентябре с понижением температуры фертильность пыльцы у f1 
(S. lycopersicum x S. lycopersicum var. cerasiforme) снизилась до уровня у f1 
recA (S. lycopersicum x S. lycopersicum var. cerasiforme). Однако в середи-
не октября фертильности пыльцы у трансгенных и нетрангенных гибридов 
этой комбинации опять вернулась к показателям середины лета, что, скорее 
всего, было связано началом отопительного периода. Повторные сравни-
тельные эксперименты по изучению фертильности будут проведены в кон-
тролируемых условиях.

Для сравнительной оценки частоты мейотической рекомбинации и ин-
трогрессии генов с трансгенных и нетрансгенных гибридов f1 было полу-
чено около 25000 семян f2. Исследования продолжаются.

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке гранта Пре-
зидента Российской Федерации МК-244.2011.4.
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Резюме
Получены межвидовые трансгенные гибриды томатов f1 (S. lycopersicum х 

S. lycopersicum var. cerasiforme) и f1 (S. lycopersicum х S. cheesmaniae), экспресси-
рующие ген recA E. coli, а так же их нетрансгенные f1-аналоги. Для сравнительной 
оценки частоты мейотической рекомбинации и интрогрессии генов с трансгенных и 
нетрансгенных гибридов f1 было получено около 25000 семян f2.

transgenic tomato hybrids f1 S. lycopersicum х S. lycopersicum var. cerasiforme 
and f1 S. lycopersicum х S. cheesmaniae with recA expression and also nontransgenic 
analogs of these plants have been developed. to compare recombination frequency and 
gene introgression about 25000 f2 seeds have been obtained from transgenic and non-
transgenic f1 hybrids.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНОМ-СПЕЦИФИЧЕСКИХ 
ХРОМОСОМНЫХ И ДНК-МАРКЕРОВ ДЛЯ ОЦЕНКИ 

ГЕНЕТИЧЕСКОГО ПОЛИМОРФИЗМА РАПСА  
(BRASSICA NAPUS L.)

Рапс - одна из наиболее ценных и перспективных культур в общеми-
ровом производстве растительных масел, поскольку характеризуется высо-
кой масличностью и оптимальным для питания соотношением всех физио-
логически важных жирных кислот. Одним из основных направлений селек-
ции сортов рапса пищевого назначения является увеличение содержания 
в семенах белка, масла, оптимизация его жирнокислотного состава и со-
здание сортов типа «000» – безэруковых, низкоглюкозинолатных и желто-
семянных, и типа «0000» - со значительно сниженным содержанием ли-
ноленовой кислоты (3-6%). Сложность ведения селекции у рапса заклю-
чается в том, что он является природным аллополиплоидом, возникшим в 
результате скрещивания сурепицы Brassica campestris (n = 10, геном AA) 
с капустой огородной Brassica oleracea (n = 9, геном CC) и последующе-
го удвоения числа хромосом. Большинство хозяйственно-ценных призна-
ков (толщина семенной оболочки, содержание линолевой, линоленовой и 
эруковой кислоты в рапсовом масле и др.) контролируются совместно гена-
ми А и С геномов, что значительно затрудняет процесс отбора и закрепле-
ния признаков методами классической селекции. Для успешного проведе-
ния селекционной работы в настоящее время активно развиваются методы 
маркер - ассоциированного отбора, которые позволяют выявлять хозяйс-
твенно-ценные гены в родительских растениях до опыления, эффективно 
различать гомо- и гетерозиготы, и избежать, таким образом, высева после-
дующих поколений для выравнивания признака.

Важным направлением селекции рапса является оптимизация качест-
венного состава масла, что решается путем изменения соотношения высо-
комолекулярных непредельных жирных кислот – олеиновой (c18:1), лино-
левой (c18:2), линоленовой (c18:3). Снижение в рапсовом масле уровня 
линоленовой кислоты до 2-4% и повышение содержания олеиновой кис-
лоты до 80% приводит к снижению скорости окисления масла [2]. В этой 
связи целью проводимой нами научно-исследовательской работы являлась 
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идентификация A- и c-геном-специфических хромосомных и ДНК-марке-
ров для оценки геномного и хромосомного полиморфизма рапса по генам, 
контролирующим уровень ненасыщенных жирных кислот в масле, и, в пос-
ледующем, направленного их использования для маркирования генотипов 
в ходе селекционного процесса при выведении новых сортов с улучшен-
ным качеством рапсового масла. Оригинальность идеи состояла в исполь-
зовании комплексного подхода к изучению аллополиплоидного генома рап-
са на основе сочетания тонких методов молекулярного и цитогенетическо-
го анализа. Такие исследования проводятся впервые.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили генотипы ярового и озимого 

рапса белорусской селекции – сорта Антей, Неман, Гранит, Смак, Водолей, 
Явар, Гермес, Алмаз, Кромань, Гедемин, Магнат, Прамень, Янтарь, Добро-
дей, Арсенал, Маяк, Лидер, Мартын, Зорный, Скиф-2, межсортовые гибри-
ды: Кромань x Гермес6, Кромань x Прамень6, Рассвет x Прамень4, Рассвет 
x Гермес6, сорто-линейный гибрид f1 Рубин, сортообразцы гр 7304 (полу-
чен с участием сорта Гранит), С10/05, 6-04-03, растения f2, полученные 
от скрещивания индивидуальных растений сортообразца гр. 7304 и сортов 
Гермес и Антей, а также генотипы рапса российской селекции – сорта Вик-
рос, Луговской, Новик, Подмосковный, Грант, Лауреат, ВИК2, Северянин, 
сортообразец 3-48.

Процедура приготовления хромосомных препаратов для гибридиза-
ции с оптимальной морфологией хромосом проводилась согласно [1]. Ис-
следование хромосомного полиморфизма проводилось с помощью ряда ме-
тодов дифференциального окрашивания (c-, Ag-ЯОР-, or-, dAPi-, fPG-) и 
гибридизации in situ (fish) с известными последовательностями ДНК (ри-
босомные гены и теломерные повторы), ранее адаптированные для изуче-
ния мелкохромосомных растений [1, 2].

Идентификация генов, контролирующих уровень содержания олеино-
вой и линоленовой кислот, проводилась с использованием аллель-специфи-
ческих маркеров к мутантным аллелям генов FAD2 и FAD3с, как описано в 
работе [3], а также разработанных нами маркеров к мутантным аллелям ге-
нов FAD3 А и С геномов Brassica napus l.

жирнокислотный состав масел определяли методом газожидкостной 
хроматографии [4].

Результаты и обсуждение
Для селекции рапса одной из существенных проблем является алло-

полиплоидный характер его генома. В формировании селекционно ценно-
го признака участвуют оба родительских генома, причем аллели, определя-
ющие признак, могут быть практически идентичны. В этой связи возмож-
ным решением проблемы выявления доли участия определенного генома 
в развитии признака может быть определение локализации хозяйственно-
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ценного локуса на хромосоме с помощью хромосомных и геном-специфи-
ческих ДНК-маркеров.

В ходе научно-исследовательской работы проведено исследование 
хромосомного полиморфизма 23 сортов ярового и озимого масличного рап-
са и 2 сортообразцов рапса российской (3-48) и белорусской селекции (гр. 
73704). Показано, что изученные нами сорта рапса имеют сходные рисунки 
распределения С- и dAPi-бэндов. Наиболее крупные гетерохроматические 
районы выявлены на хромосомах у яровых сортов Новик, Викрос, Грант, а 
на хромосомах озимых сортов Мартын, Северянин обнаружены самые мел-
кие гетерохроматические районы. Изучение локализации рибосомных РНК 
генов с помощью метода флуоресцентной гибридизации in situ (fish) вы-
явило большое число сайтов 5s и 45s рДНК, количество которых варьиру-
ет в зависимости от сорта. В кариотипах сортов российской селекции вы-
явлено 14-16 сайтов 5s рДНК, а в кариотипах сортов белорусской селекции 
на 2-6 сайтов 5s рДНК меньше. Число хромосом с сайтом 45s рДНК, варь-
ирует в кариотипах изученных сортов от 12 до 14, но, при этом, изменяет-
ся и число функционально активных ЯОР хромосом. Разработан новый ва-
риант метода геномной гибридизации (Gish) позволяющий проводить ге-
номную гибридизацию и fish на одних и тех же метафазных пластинках. 
Метод позволяет по Gish-маркерам различать А- и С –геномы, а по распо-
ложению 45s и 5s рДНК и dAPi-бэндингу различать все хромосомы. С по-
мощью разработанного Gish-fish метода выявлен полиморфизм озимых 
и яровых сортов рапса по числу и интенсивности гибридизационных сиг-
налов как при Gish с ДНК сурепицы, так и при fish с последовательнос-
тями 45s и 5s рДНК, что делает перспективным использование Gish-ДНК 
сурепицы вместе с 45s и 5s рДНК и dAPi-бэндами в качестве маркеров для 
генотипирования сортов и форм рапса.

С целью идентификации A- и c-геном-специфических молекулярных 
маркеров для оценки геномного полиморфизма рапса проведен анализ рас-
пределения мутантных аллелей главных генов, контролирующих повышен-
ный уровень содержания олеиновой (FAD2) и пониженный - линоленовой 
(FAD3с) кислоты в семенах рапса у 15 сортов, 1 сортообразца и 1 сорто-
линейного гибрида ярового рапса и 4 сортов озимого рапса белорусской и 
российской селекции. Выявлено, что частота мутации по гену FAD2 у ис-
следованных яровых сортов варьировала от 0 до 100%. Наиболее высокая 
частота мутации по гену FAD2 выявлена у 3 сортов ярового рапса (Алмаз, 
Антей, Магнат). Выявлены генотипы с высокой частотой мутантных алле-
лей FAD2 и FAD3c генов: сортообразец ярового рапса гр. 7304 (80,0% по 
fad2 и 36,0% по fad3c), сорта озимого рапса Северянин и Маяк (100% по 
fad2, 50% и 40% по fad3 соответственно).

Известно, что жирнокислотный состав семян рапса меняется в зави-
симости от аллельного состава FAD2 и FAD3 генов и соотношения мутан-
тных аллелей fad2, fad3a и fad3c и аллелей дикого типа – FAD2, FAD3A и 
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FAD3C. Для идентификации аллелей генов, контролирующих синтез лино-
леновой кислоты и выявления генотипов с повышенным ее синтезом, нами 
разработаны геном-специфические ДНК-маркеры, позволяющие диффе-
ренцировать мутантные аллели и аллели дикого типа генов FAD3 А и С ге-
номов рапса (рисунок). Для этого нами было проведено самоопыление 16 
индивидуальных растений сортообразца гр. 7304 (РУП «НПЦ НАН Бела-
руси по земледелию»), характеризовавшегося высокой частотой мутации 
по FAD2 и FAD3c генам. жирнокислотный анализ самоопыленного поко-
ления выявил растения с пониженным содержанием линоленовой кислоты. 
Разработка молекулярных маркеров проводилась на двух генотипах, кон-
трастных по уровню содержания линоленовой и олеиновой кислот, полу-
ченных нами в результате самоопыления индивидуальных растений сорто-
образца гр. 7304. Впоследствии выявление мутантных аллелей FAD3 генов 
проводилось на f2 поколении гибридов, полученных нами при скрещива-
нии индивидуального растения сортообразца гр. 7304 с повышенным со-
держанием олеиновой и пониженным – линоленовой ненасыщенных жир-
ных кислот и белорусских сортов Гермес и Антей, содержание в которых 
олеиновой кислоты составляет 58,15% и 57,95% соответственно, а линоле-
новой – 10,76% и 11,87% соответственно.
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Рисунок – Кодоминантный аллель-специфический ДНК-маркер к FAD3 гену 
С-генома Brassica napus L.  
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анализа А- и С-геномов было установлено, что монокопийные локусы размером около 
1 кб неприменимы в качестве зондов для гибридизации и для точной локализации 
уникальных генов требуется ряд перекрывающихся ПЦР-фрагментов меньшего размера 
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Рисунок. Кодоминантный аллель-специфический ДНК-маркер к FAD3 гену С-
генома Brassica napus L. 1 – маркер молекулярной массы 1 кb, 2 - гетерозиготные 
растения рапса с пониженным содержанием линоленовой кислоты, 3 – гомозиготные 

растения рапса с повышенным содержанием линоленовой кислоты

На следующем этапе исследований проводилось физическое картиро-
вание геном-специфических фрагментов FAD3 генов (размер – ок 1000 п.о.), 
используемых в качестве матрицы для идентификации мутантных аллелей 
и аллелей дикого типа А и С-геномов Brassica napus на хромосомах рапса с 
помощью метода флуоресцентной гибридизации in situ (fish). В результате 
сравнения данных геномного и хромосомного анализа А- и С-геномов было 
установлено, что монокопийные локусы размером около 1 кб неприменимы 
в качестве зондов для гибридизации и для точной локализации уникальных 
генов требуется ряд перекрывающихся ПЦР-фрагментов меньшего размера 
суммарной длиной не менее 2,5-3 кб. В настоящее время ведется работа по 
хромосомной локализации геномных фрагментов FAD3 генов.
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Выводы. Разработаны геном- и аллель-специфические маркеры к ге-
нам FAD3 Brassica napus L., контролирующим уровень содержания поли-
ненасыщенной линоленовой жирной кислоты в рапсовом масле и методи-
ка, позволяющая идентифицировать мутантные аллели и аллели дикого типа 
FAD3 генов, принадлежащие сурепице Brassica campestris и капусте огород-
ной Brassica oleracea. Маркеры позволяют достоверно дифференцировать в 
больших популяциях генотипы, несущие мутацию по генам FAD3 А и С ге-
номов Brassica napus и быстро детектировать на любой стадии селекционно-
го процесса растения с пониженным содержанием линоленовой кислоты в 
рапсовом масле, что определяет низкую скорость окисления (прогоркания) 
рапсового масла, минуя стадию трудоемкого и дорогостоящего биохимичес-
кого анализа жирнокислотного состава семян. Разработан комплекс специ-
фичных хромосомных и геномных цитогенетических маркеров, позволяю-
щий генотипировать сорта и формы рапса. В настоящее время ведется ра-
бота по хромосомной локализации геном-специфических ПЦР-маркеров к 
хозяйственно-ценным генам Brassica napus.
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Резюме
Разработан комплекс геном-специфических молекулярных и цитогенетичес-

ких маркеров, которые рекомендуется использовать в селекционных программах 
для направленного маркирования генотипов ярового и озимого рапса по FAD3 алле-
лям с целью ускорения создания высокопродуктивных сортов с повышенным содер-
жанием олеиновой и пониженным – линоленовой жирных кислот в рапсовом масле.

A complex of genome-specific molecular and cytogenetic markers was developed. it 
is recommended to use the identified genome-specific markers in breeding programs for 
the genotyping of spring and winter rape accessions for FAD3 alleles. Using this mark-
ers have to accelerate the development of high-yielding varieties with favorable fat acid 
composition.
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ВПЛИВ ІОНІВ ЗАЛІЗА НА ТРАНСКРИПЦІЮ ГЕНІВ APX 
АРАБІДОПСИСУ

Частина мікроелементів, необхідних для життєдіяльності рослин є 
важкими металами (ВМ). Проте у концентраціях вищих за оптимальні ці 
елементи є токсичними [6, 7]. Антропогенний вплив на біосферу призво-
дить до зростання вмісту ВМ в оточуючому середовищі. Це становить не-
безпеку для живих організмів, оскільки підвищені концентрації ВМ нега-
тивно впливають на перебіг багатьох біохімічних процесів [3, 4, 5], зокрема 
порушується окисно-відновна рівновага у клітині [12], втрачається актив-
ність багатьох ензимів, що в кінцевому рахунку призводить до загибелі.

До металів, іони яких у надмірних концентраціях є токсичними для 
клітини, належить залізо. Токсичність заліза визначається тим, що за фізіо-
логічних умов цей елемент може змінювати свою валентність і каталізува-
ти перетворення пероксиду водню у гідроксил радикали згідно до реакції 
Фентона [5, 7, 8]. Наслідком цього є активація процесів перекісного окис-
лення ліпідів та розвиток оксидативного стресу.

Зменшення продукції гідроксил радикалів у клітині може бути досяг-
нуто шляхом зниження концентрації пероксиду водню. Відповідно, можна 
було припустити, що за дії іонів заліза може зростати експресія генів, що 
кодують пероксидази та каталази, тобто ензими, здатні розщеплювати пе-
роксид водню. Для перевірки цього припущення ми вирішили порівняти 
рівень мРНК аскорбат пероксидази (АРХ) у листках Arabidopsis thaliana за 
нормальних умов та за дії іонів заліза.

У рослин АРХ кодуються мультигенними родинами [2, 9, 13]. Зокре-
ма у A. thaliana виявлено 8 генів, які кодують три цитозольні (Apx1, Apx2, 
Apx6), три мікросомальні (Apx3, Apx4, Apx5) та дві хлоропластні ізоформи 
АРХ (sApx, tApx) [9, 11, 14]. Встановлено, що у A. thaliana експресія індиві-
дуальних генів Apx диференційно регулюється протягом сенесценсу [11] та 
залежить від концентрації пероксиду водню у клітині. Відповідно, у даній 
роботі було здійснено визначення рівню мРНК для всіх восьми генів Apx у 
A. thaliana.

Матеріали та методи
Для дослідження використовували рослини A. thaliana екотипу colum-

bia 0 віком 4,5-5-тижнів. Рослини вирощували у ґрунті в культиваційній кім-
наті за температури 20°С в умовах 16-годинного світлового дня. Для про-
ведення стресової обробки відокремлювали надземну частину рослин від 
кореневої системи і місце зрізу занурювали в рідке середовище Мурасіге-
Скуга (0,5х ms), що містило 0,5 та 5 мМ fe-edtA. Для того, щоб врахувати 
можливий вплив edtA на експресию, паралельно проводили обробку рос-
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лин відповідними концентраціями na-edtA. Крім того, в якості контролю 
використовували рослини, які інкубували на середовищі 0,5х ms. Оброб-
ку проводили у темряві при температурі 20°С протягом 2 (короткотривалий 
стрес) та 12 (довготривалий стрес) годин. Як показує досвід нашої лабора-
торії, 2 години відповідають мінімальному часу, за якого слід очікувати на-
копичення токсиканта та розвитку стресової відповіді у листках.

Виділення поліА+-мРНК, її конвертування у кДНК за допомогою зво-
ротної транскриптази та умови проведення кількісної ПЛР на ампліфіка-
торі icycler (bio-rad, США) з використанням ген-специфічних праймерів 
були описані раніше [9]. Результати піддавали статистичній обробці із за-
стосуванням t-тесту [1].

Результати та обговорення
Для вивчення можливих змін у транскрипції генів, що належать до 

мультигенної родини Аpx арабідопсису за дії іонів заліза було проведено 
визначення рівня мРНК восьми генів із використанням кількісної ПЛР у ре-
альному часі (real time rt-Pcr). Для порівняння було також визначено рі-
вень мРНК актину Act2, рівень експресії якого у тканинах листа вважається 
відносно стабільним [10].

Отримані нами дані показують (Рисунок), що в умовах короткотрива-
лої дії різних концентрацій іонів заліза рівень мРНК цитозольної Apx1 та 
хлоропластної стромальної sApx зростав. Підвищення рівня експресії цих ге-
нів корелювало із концентрацією заліза, застосованої для обробки. Так, рівень 
мРНК Apx1 за дії 0,5 та 5 мМ fe-edtA зростав відповідно у 4,1 та у 11 разів 
порівняно зі зразками, що інкубувались в присутності na-edtA. Рівень мРНК 
sApx збільшувався відповідно у 3 та 5,5 разів. У порівнянні з контролем 
зростання рівня мРНК спостерігалось лише при використанні для обробки 5 
мМ fe-edtA і становило у 3,3 рази для Apx1 та 2 рази для sApx.

Рівень експресії всіх інших генів Apx залишався практично без змін у 
дослідних рослин порівняно до контролю, тоді як рівень мРНК Act2 знижу-
вався у 1,5-2 рази.

В умовах довготривалого стресу 0,1 мМ fe-edtA викликав сильніше 
зростання рівню мРНК Аpx1 та sАрх, яке становило, відповідно, 18 та у 23 рази 
порівняно зі зразками, що зазнали впливу na-edtA. У порівнянні з контро-
лем рівень мРНК Apx1 та sАрх зростав у 7,2 та у 6,5 разів. Крім того, за умов 
довготривалої обробки спостерігались зміни – у 2-5 разів – рівня мРНК Арх5, 
Арх6 та Act2.

Висновки
Надмірне підвищення концентрації іонів заліза у клітинах листка ара-

бідопсису викликає зростання рівня мРНК генів, що кодують різні ізо-
форми АРХ, що імовірно пов’язано із посиленням транскрипції цих генів. 
Отже, АРХ задіяна у відповіді рослинної клітини на стрес, викликаний іо-
нами заліза. Проте різні ізоформи АРХ імовірно грають різну роль у захисті 
клітини, оскільки рівень транскриптів різних Аpx зростає по-різному.
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Резюме
Для восьми генов, кодирующих изоферменты аскорбат пероксидазы (APX) оп-

ределялись изменения уровня мРНК в ответ на накопление ионов железа в тканях 
листьев арабидопсиса. Обработка fe-edtA в течение 2 часов приводила к заметно-
му возрастанию уровня мРНК Apx1 и sApx. После 12 часовой обработки эффекты 
усиливались. Дифференциальная транскрипция генов Apx может быть частью отве-
та на стресс, вызванный ионами железа.

Для восьми генів, які кодують ізоферменти аскорбат пероксидази (APX), було 
визначено зміни рівню мРНК у відповідь на накопичення іонів заліза у тканинах 
листків арабідопсису. Обробка fe-edtA протягом 2 годин призводила до помітного 
зростання рівня мРНК Apx1 та sApx. Після 12 годинної обробки ефекти посилюва-
лись. Диференційна транскрипція генів Apx може бути частиною відповіді рослин 
на стрес, викликаний іонами заліза.

changes of mrnA levels of eight genes coding for ascorbate peroxidase (APX) 
isoenzymes in response to accumulation of iron ions in leaf tissues of arabidopsis were 
evaluated. two hours treatment with fe-edtA results in remarkable increase of Apx1 and 
sApx mrnA levels. After 12 hours treatment the effects were enhanced. the differential 
transcription of Apx genes appears to contribute to iron stress response.
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CПЕЦИФИЧНОСТЬ ГЕНОМА И МАРКИРОВАНИЕ ГЕНОВ 
РАСТЕНИЙ

Развитие технологий улучшения растений основывается на достиже-
ниях в познании структуры генома. Исследование организации и измен-
чивости генома является одним из важнейших направлений молекулярной 
биологии и молекулярной генетики. Понятие «геном» введено в 20-х годах 
прошлого столетия в период формирования основных генетических тер-
минов. профессором ботаники Гамбургского университета Хансом Винк-
лером, определение которого актуально и в настоящее время. Его первым 
обозначением генома было «портмоне слов ген и хромосома». В дальней-
шем он предложил считать геномом «гаплоидный набор хромосом с лока-
лизованными в нем генами». Среди других биологических систем геном 
может выступать в виде генетической категории вида и дискретной генети-
ческой системы в сложном аллополиплоидном виде.

Геном –наследственная информация, кодируемая у высших организ-
мов ДНК. На протяжении многих лет анализ генома является одним из 
важнейших направлений генетических исследований. Геном растений дол-
гое время не был популярным объектом, что было связано с несовершенс-
твом методов молекулярно-генетического анализа растительных клеток. 
Прогресс в исследовании организации и изменчивости структуры ДНК во 
второй половине 20-века открыл возможности существенного углубления 
представления о геноме. Достижения в познании организации и вариабель-
ности генома стали основой современной биотехнологии, которая вывела 
на новый более эффективный уровень фармакологию, судебную медицину 
и, особенно, растениеводство.

За четыре десятилетия в методологии исследования генома пройден 
путь от анализа кинетики реассоциации ДНК к использованию наиболее 
эффективного метода определения молекулярно-генетического полимор-
физма - ПЦР-анализа и сиквенирования. Сугубо теоретические в недавнем 
прошлом направления исследований стали определяющим фактором сов-
ременного растениеводства.

Представление о геноме расширялось в зависимости от создания и ис-
пользования методов анализа организации и специфичности наследствен-
ного материала. В эволюции исследования генома определился ряд этапов. 
Одним из движущих факторов познания генома было разрешение ряда «па-
радоксов», возникших после установления материального носителя на-
следственности. Если вся ДНК представлена генами, то количество их в ге-
номе невообразимо велико, т.е. G – парадокс. Представление, что количес-
тво ДНК в геноме увеличивается по мере эволюционного совершенства, не 
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всегда соответствует действительности, С парадокс. Многие виды живот-
ных и растений имеют в геноме ДНК больше, чем человек. После «С-па-
радокса» мы сталкиваемся с явлением не зависимости сложности организ-
ма от числа генов, с «n-парадоксом». Размер генома у эукариот варьирует 
более, чем 80 000 кратно, количество белок кодирующих генов изменяется 
всего 20 кратно.

Эволюционную продвинутость организма последнее время связывают 
с усложнением системы регуляции экспрессии генов и возрастанием ком-
бинаций, которые позволяют одному и тому же гену экспрессироваться на 
разных этапах развития организма и в разных дифференцированных клет-
ках. Эволюция эукариот сопровождается увеличением генных комбинаций. 
Одна функция может выполняться множеством генов, каждый из которых 
имеет также и другие функции. Многие признаки являются полигенными, 
трудно поддающиеся традиционному генетическому анализу.

Значительный прогресс в познании структуры генома связан с иссле-
дованием кинетики ренатурации ДНК. В отделении земного магнетизма 
Института Карнеги в Вашингтоне физик по образованию Рой Бриттен ус-
тановил особенности структуры высших организмов - наличие повторяю-
щихся последовательностей ДНК. Р. Бриттеном и Э. Дэвидсоном сформу-
лирована гипотеза о генной регуляции на уровне транскрипции в геномах 
высших организмов. Нами с д-ром Дж.Боннером в PnAs опубликована ста-
тья, в которой описывается взаимодействие хромосомной РНК с повторяю-
щейся фракцией генома , как возможный РНК-активатор в системе Бритте-
на –Дэвидсона. До этого существовала известная система жакоба и Моно 
о генной регуляции у микроорганизмов. На несколько десятилетий анализ 
кинетики восстановления вторичной структуры ДНК после ее денатурации 
стал основным методом исследования структуры генома эукариот. В свете 
этих работ геном представлялся в виде трех взаимодействую-щих фракций, 
которые различались по количеству копий и выполняемым в клеточной 
системе функциям. Д.Коном и Р. Бриттеном была сформулирована гипоте-
за скачковых репликаций, как один из возможных вариантов видообразова-
ния. В этой гипотезе высокоповторяющаяся сателлитная ДНК показана, как 
эволюционно наиболее молодая и высокоспецифичная фракция генома. В 
настоящее время микросателлитная ДНК используется в качестве гиперва-
риабельного молекулярного маркера в идентификациионных исследовани-
ях судебной медицины, генетике растений, диагностике патогенов и др. .

Нами параллельно с Р.Флэйвелом из Института селекции растений 
(Кэмбридж, Англия) установлено преобладание в геноме большинства рас-
тений повторяющейся фракции ДНК. Высокое процентное содержание 
повторов в геномах высших растений существенно отличает их от высших 
животных, где большую часть генома составляет малокопийная ДНК. Та-
кая разница в организации ДНК, скорее всего, связана с фракцией после-
довательностей нуклеотидов, который отвечает за регуляторные реакции, 
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обеспечивая функционирование и репродукцию растений в меняющих-
ся условиях окружающей среды. Растения могут переходить к репродук-
ции, используя различные метаболические пути, в то время как геном боль-
шинства животных имеет защитные приспособления в виде механизмов 
поддержки постоянной температуры и способность к передвижению. На-
личие большого количества повторяющихся последовательностей ДНК мо-
жет быть своеобразным защитным фоном, который предохраняет геном от 
проявления мутационных изменений. Избыточное количество повторов в 
геноме растений может обеспечивать лабильность функционирования ге-
нома в меняющихся условиях окружающей среды (1).

С помощью анализа данных молекулярной гибридизации установлен 
внутривидовой диапазон полиморфизма фракции малокопийнои ДНК. Со-
отношение фиксированной фенотипической изменчивости и изменчивос-
ти (дивергенции) генома ставило 3 х 10-3. Фенотипически проявляется не 
более 0,3% изменений, прошедших в малокопийний ДНК. Изменчивость 
на уровне ДНК проходит более быстрыми темпами, чем фенотипическая. 
Количество ДНК в гаплоидном геноме называется размером генома или С 
(константа, характеристика, постоянна в пределах вида, но варьирует меж-
ду видами). Размер генома у бактерий варьирует 20-ти кратно от 6 x 10 5 bp 
у некоторых облигатных внутриклеточных паразитов до более, чем 107 b.p. 
у цианобактерий. Микоплазма, наименьший свободно живущий прокариот 
содержит 350 протеин кодирующих генов. Значение С обычно значитель-
но больше у эукариот за исключением дрожжей. Однако большое варьиро-
вание значения С у эукариотов не связано со сложностью организма или 
количеством кодирующих генов. Значительные межвидовые различия свя-
заны с некодирующей ДНК. Наши исследования содержание ДНК в ядрах 
клеток злаков показали меж-и внутривидовую изменчивость.. В пределах 
вида T. aestivum сорта Одесская 16 и Безостая 1 различаются по содержа-
нию ДНК на 5.7%, а в виде T. durum сорта Новомичуринка и Дружба по это-
му показателю различаются на 11.8%. Анализ молекулярной организации 
генома растений показал, что последовательности нуклеотидов малокопий-
нои фракции злаков не являются уникальными, а повторяются в некоторой 
степени, что оправдывает название этой фракции. Бурное развитие генно-
инженерной методологии создало возможности для более детального ана-
лиза структуры генома. Определяющую роль сыграли методы анализа по-
лиморфизма ДНК, такие как различные варианты ПЦР и сиквенирование .

На рубеже 20-го и 21-го веков от изучения вторичной структуры ДНК 
анализом кинетики реассоциации и молекулярной гибридизацией был со-
вершен переход к: раскрытию первичной структуры ДНК от бактерий до 
человека. Это породило геномику - учение о строении и функциях геномов 
живых организмов, об особенностях преобразования информации, запи-
санной в ДНК, в строение и свойства живых существ. Появление смежной 
между молекулярной биологией, генетикой и биоинформатикой дисципли-
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ны, явилось значительным событием конца прошлого века. В отличие от 
классической молекулярной биологии, геномика может оказывать воздейс-
твие на другие биологические науки и производство, выступая составной 
частью современной биотехнологии. В современной биотехнологии важ-
ное место занимают ДНК-технологии, в частности использование молеку-
лярных маркеров. Молекулярные маркеры способны покрывать весь геном, 
включая структурную и неструктурную зону. Исследование молекулярно-
генетического полиморфизма при помощи ПЦР-анализа открыло перспек-
тиву создания маркеров простых и количественных, к которым относится 
большинство агрономически важных, признаков. Для создания маркеров 
необходим подбор соответствующего генетически детерминированного ис-
ходного материала. Им может служить: расщепляющаяся популяция, ди-
гаплоидные линии, рекомбинантные инбредные линии, (почти) изогенные 
линии. Для ПЦР-анализа можно использовать как полилокусную, так и мо-
нолокусную систему. Развитие молекулярной генетики показало важность 
исследований классической генетики, поставляющей генетически детерми-
нированный материал для молекулярно-генетического анализа.

Преимуществом полилокусных ПЦР систем (rAPd, issr, irAP, 
 remAP, AflP) можно считать высокий уровень полиморфизма, одновре-
менный анализ большого количества локусов, универсальность и диспер-
гированность по всему геному. В то же время доминантность маркеров час-
то делает необходимым анализ последующего поколения для выявления ге-
терозигот. В случае произвольных праймеров затруднена локализация.

Монолокусная система с использованием микросателлитов ssr-
анализ также выявляет высокий уровень полиморфизма, маркеры диспер-
гированы по всему геному. Важным достоинством является ко-доминан-
тность и известная локализация в геноме. Для получения объективных 
данных и охвата большей части генома необходимо проведение большого 
количества реакций.

В Украине с 1994 года разработаны основы и технология использо-
вания ПЦР-анализа в генетике, селекции и семеноводстве (2). Предложе-
на оригинальная система дифференциации, идентификации и регистрации 
сортов сельскохозяйственных растений с помощью ко-доминантных мик-
росателлитных маркеров. Сорт (генотип или смесь генотипов) представ-
ляется в виде генетической формулы, состоящей из идентификационной 
и информационной частей. Данные об аллельном состоянии агрономичес-
ки важных локусов составляют информационную часть. Однородность и 
новизна сорта может быть установлена за несколько недель двух-трех лет 
по общепринятой в UPov методике dUs теста. Пополняется база данных 
ДНК-типирования сортов, линий и гибридов пшеницы, ячменя, кукурузы, 
подсолнечника и др. культур зарегистрированных в Государственном реес-
тре сортов Украины. ДНК-типирование открыло новые перспективы в за-
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щите прав селекционеров, а также в систематизации пулов зародышевой 
плазмы сельскохозяйственных культур.

Маркерная селекция обеспечивает потенциальные возможнос-
ти для улучшения целевых признаков в том же генотипе точнее, с мень-
шими общими затратами и в меньшем количестве циклов отбора. Мар-
керная селекция необходима для поддержания рецессивных аллелей при 
беккросинге и ускорения беккросной селекции в целом, а также для пи-
рамидирования нескольких моногенных признаков (таких, как низкорос-
лость, устойчивость к вредителям и болезням или качественные призна-
ки) или нескольких Qtl для одного целевого признака с комплексной на-
следственностью (таких, как засухоустойчивость,морозостойкость) (3).  
 Отбор по молекулярным маркерам только с одним геном сокращает объем 
анализируемой f2 популяции на 95%. Отбор на ранних этапах до цветения 
позволяет провести гибридизацию отобранных генотипов, что исключает 
необходимость последующего гибридологического анализа. Для молеку-
лярной селекциии необходимо анализировать по одной комбинации поряд-
ка 2000 растений f2-популяции, изогенных линий или рекомбинантных ин-
брадных линий. По оценкам cymmit стоимость анализа образца по од-
ному молекулярному маркеру составляет 1,24-2,26 долларов США (при 
массовых анализах - меньше, например, в международном интитуте риса 
(Филиппины) стоимость анализа одного образца снижена до 0,3 долларов 
США) , в Украине - 3 доллара США. Стоимость отбора по одному маркеру 
в пределах 2000 образцов составляет 50,0 тыс. грн. В то же время экономит-
ся 5-6 лет работы селекционного отдела с годовым бюджетом 2-3 млн.грн.

В ЮБЦ разработаны ДНК-технологии определения качественных по-
казателей зерна мягкой пшеницы: твердозерность/мягкозерность, низкое 
содержание амилозы. Установлено, что эффекты влияния активных алле-
лей Wx-генов на синтез амилозы в зерне составляют: WxA1a - 0,0499; Wx-
B1a - 0,0537; Wx-D1a - 0,0821 относительно альтернативных нуль-аллелей. 
Изучено аллельное состояние Pina-D1 и Pinb-D1 локусов в сорте Оксана, 
созданном в СГИ с помощью отдаленной гибридизации.

Разработана ДНК-технология отбора генотипов озимой мяг-
кой пшеницы с определенной скоростью развития и использова-
ния ее в создании генотипов, адаптированных к условиям выращива-
ния. Отбор растений с определенными Ppd, Vrd, Eps генотипами поз-
волит создавать сорта и линии озимой пшеницы с разной скоростью 
развития, что влияет на урожайность. Маркированы гены cbf-регулона,  
которые отвечают за низкотемпературную толерантность ячменя и пшени-
цы.

Маркирующую способность локуса ors1036, для которого установ-
лено сцепление с геном устойчивости к заразихе расы С Or 3 на расстоя-
нии 8 см, проверено ПЛР-анализом 43 инбредных линий и гибридов. Мар-
кер признака “устойчивость подсолнечника к заразихе расы С” может быть 
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рекомендован для использования в селекционном процессе. Установлено 
аллельное состояние Gli- и Glu-локусов 14 сортов мягкой пшеницы: по Glu 
А3 локусу аллели f характерные Зустрич одесская, а - Застава одесская, d - 
Струмок, Лада одесская, с - Лузанивка одесская, Знахидка одесская, Люба-
ва одесская, Фантазия одесская, Альбатрос одесский, Одесская 267, Викто-
рия, Прима одесская. Познание структуры генома, развитие молекулярных 
маркеров способствуют уменьшению глубины пропасти между генетикой 
и практической селекцией (4).
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PHYLOGENETIC ANALYSIS Of THE PGIC GENES IN THE fAMILY 
POACEAE

horizontal gene transfer (hGt) plays an important role in the evolution 
of bacteria and is quite common in unicellular eukaryotes [1]. however, the 
occurrence and importance of hGt in the evolution of multicellular eukaryotes 
remains unclear. recent studies indicate that plant mitochondrial genomes are 
unusually active in the hGt comparing to the plastid and nuclear genomes of 
multicellular eukaryotes. in the case of plants hGt was shown for parasitic 
plants, where a presence of the mitochondrial gene, nad1B-C from host plant 
Tetrastigma was found in the genome of family rafflesiaceae [2]. furthermore, 
massive hGt was found in another parasitic plant Amborella trichopoda. these 
results indicate that Amborella trichopoda has acquired from other plant species 
more than 24 mitochondrial genes [3]. it should be noted, that recently an 
increasing number of study on hGt in the family Poaceae has appeared. it has 
been demonstrated that the process of hGt occurred from poliploid Poa species 
into a very common diploid grass Festuca ovina [4-6].
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in this presentation analysis of nuclear genes pgic1 and pgic2 in the family 
Poaceae is presented. in addition, the presence of htG in these genes, the date 
and time of transmission and identification of donor and recipient of genomic 
sequences is analysed.
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fISH-ING NUCLEAR GENOMES: GLITTERS AND SHADOWS Of 
MODERN PLANT CYTOGENETICS

cytogenetics is the part of biology focusing on the study of nuclear 
genomes at the microscopic level. in its modern incarnation, known as 
molecular cytogenetics, it goes far beyond mere chromosome counting and 
measurement and represents a multidiscipline that amalgamates various 
methodological approaches of cytology, molecular genetics as well as advanced 
microscopy and digital image processing. one of the most spectacular 
molecular cytogenetic techniques is in situ hybridisation (ish), which is 
kinetically controlled renaturation of labelled nucleic acid (dnA or rnA) 
molecules, called probes, with their complementary dnA or rnA targetsin 
a cytological substrate. its most common variant, dnA:dnA fluorescence in 
situ hybridisation enables complex study of molecular organisation not only 
of mitotic and meiotic chromosomes but also interphase nuclei, presenting 
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the results in a convincing and self-explanatory way on the one hand, and in  
a colourful and visually attractive one on the other.

various dnA sequences, both repetitive and low/single copy, can serve 
as probes in fish experiments. those based on ribosomal dnA, telomeric, 
centomeric and various genetic mobile element sequences are most commonly 
used in the analysis of plant genomes. during the last decade, the most spectacular 
fish approaches use large inserts of genomic dnA cloned into high capacity 
vectors, usually bacterial Artificial chromosomes (so called bAc clones) [1-2]. 
in many plant species, especially those with small nuclear genomes, bAc-based 
fish probes are the best source of precise, chromosome specific landmarks 
[3-4]. in very rare cases, like in a model dicot plant Arabidopis thaliana [5], 
modern grass Brachypodium distachyon [6] and their close relatives a special 
combination of sequence data, ordered bAc libraries and bioinformatic tools 
as well as modern cytomolecular infrastructure opens up a unique opportunity 
to paint particular chromosomes. this most advanced molecular cytogenetics 
approach offers unprecedented insight into the plant genome structure, dynamics 
and evolution. A complementary variant of ish that targets rnA in a cytological 
substrate can be used to study a plant transcriptome in various tissues and at 
various stages of a plant development [7].

the leitmotiv of this lecture is to outline and discuss the most intriguing 
aspects and research applications of modern molecular plant cytogenetics.
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PHYLOGENETIC RELATIONS IN THE LUPINUS GENUS – 
A CYTOMOLECULAR APPROACH

traditionally, the legume family has been divided into three subfamilies: 
caesalpinieae, mimosoideae, and Papilionoideae [1]. the genus Lupinus be-
longs to the Papilionideae subfamily of the fabaceae and comprises more than 
300 “old World” and “new World” lupin species. their unique capacity for sym-
biotic nitrogen fixation underlines importance of this group of plants in rotation 
system of sustainable agriculture. legumes, with Lupinus crops among them, 
are also the excellent source of protein for animal feeds and in the human diet.

the cytotaxonomic studies of Lupinus species have confirmed some facts 
of duplication events in their genomes. the complex organisation and evolution 
of the Lupinus genomes, which is most striking in the old World lupin (oWl) 
group, is exemplified by a high diversity in total chromosome number (2n=32-
52), wide range of basic chromosome number (x=6-9 and 13) and nuclear genome 
size (0.97 pg/2c – 2.68 pg/2c). basing on cytogenetic studies naganowska and 
Zielińska [2] postulated that numerous, successive chromosomal rearrangements 
in oWl could occur in the long history of lupins and reinforce formation of 
cytogenetically stable and functional diploids.

to date, the cytogenetic analyses of chromosome number and genome size 
determination allowed to reveal only some general aspects of Lupinus taxonomy 
and phylogeny. the development of bAc libraries for L. angustifolius [3-4] 
and chromosome specific markers [5] provide the opportunity to investigate 
intergenomic relationships in Lupinus in more detail using bAc-fish technique. 
comparative bAc-fish mapping has been extensively applied in plant genome 
analyses. to track chromosome rearrangements in Lupinus, L. angustifolius, 
which is relatively well-studied species, was used as a reference organism for 
the first effective cytomolecular study within Lupinus. the L. angustifolius 
bAc clones used as fish probes were mapped in somatic chromosomes of 
other members of this genus. such a ‘heterologous’ comparative bAc-fish 
approach was conducted for the first time in the Lupinus species. our results 
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present a current status on genome evolution in the Lupinus genus and indicate 
the presence of various rearrangements that can shape the evolution of the lupin 
genomes at the chromosome level. moreover, the cytogenetic study should allow 
to establish one of the Lupinus species as a model organism that could be useful 
in better understanding of legume genome evolution [5-6].
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CYTOGENETIC STUDIES ON KOELERIA AND SESLERIA SPECIES
the tribe Aveneae (Poaceae) is one of the major lineages of grasses in the 

northern hemisphere. cytogenetic studies to date have concentrated on the genus 
Avena and its close relatives [1-3]. in this study we focus on Koeleria and Sesleria 
species. these are important components of plant communities worldwide, but 
little is known about their genome organization. existing cytogenetic data on 
these species is limited to chromosome counting and genome size estimations 
[4-5]. to investigate their karyotypes methods of molecular cytogenetics were 
used. modern cytogenetic tools, such as fluorescence in situ hybridisation 
(fish), provide a plethora of information on chromosome structural and 
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evolution. one of the most common applications of fish is to study the number 
and distribution of ribosomal dnA (rdnA) loci along the chromosomes. in 
amenable species, rdnA sequences can act as efficient cytogenetic landmarks to 
identify morphometrically similar chromosomes and to track their numerical and 
structural rearrangements during evolution, thus providing valuable information 
on plant genome organization and cytotaxonomy.
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ЭНДОФИТНЫЕ БАКТЕРИИ РАСТЕНИЙ: БИОРАЗНООБРАЗИЕ  
И ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ЗНАЧИМОСТЬ

Практически все растения, включая сельскохозяйственные культуры, 
взаимодействуют с различными группами полезных микроорганизмов. К 
ним относится широкий спектр бактерий и микроскопических грибов. На-
иболее изучены взаимодействия растений с ризосферной микрофлорой, в 
том числе с грибами арбускулярной микоризы, клубеньковыми бактериями, 
бактериями ризосферы, ризопланы. Взаимодействия растений с полезными 
микроорганизмами привлекают внимание ученых с точки зрения не только 
изучения фундаментальных основ взаимодействия различных организмов, 
но и возможного использования данных взаимодействий в практике эколо-
гически ориентированного адаптивного растениеводства. Многочисленные 
исследования показали, что микроорганизмы могут положительно влиять 
на рост и развитие растений и повышать устойчивость к патогенной микро-
флоре. жизнедеятельность разнообразных микроорганизмов, кроме того, 
дает синергетический эффект в развитии растений, обеспечивая продуктив-
ный урожай. Стоит отметить, что наиболее плодородные почвы обычно со-
держат высокую долю органических веществ, и, следовательно, высокий 
уровень разнообразия микробных популяций. Вместе с тем, интенсивное 
сельское хозяйство значительно влияет на состояние микробного сообщес-
тва на возделываемых почвах, изменяя структуру микробоценоза, в кото-
ром происходит, как правило, смена доминирующих видов, элиминация по-
лезной почвенной микрофлоры. Поэтому, учитывая растущий интерес пот-
ребителей и защитников окружающей среды к натуральному хозяйству и 
органическому земледелию, как альтернативе традиционного земледелия, 
основанного на применении химических продуктов, необходимо использо-
вать устоявшиеся природные симбиотические связи для наилучшего роста 
и развития растений [1-3]. 

Одним из наиболее интересных развивающихся направлений являет-
ся изучение эндофитных бактерий. Это – бактерии, которые способны ко-
лонизировать внутренние ткани растений, не вызывая при этом патологи-
ческого процесса и не оказывая отрицательного влияния на его развитие [4, 
5]. Практически все растения содержат эндофитные бактерии, каждый от-
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дельный вид растения является хозяином для одного и более видов эндофи-
тов. Эти бактерии, как правило, колонизируют межклеточные пространства 
и могут быть выделены из всех частей растения, включая семена [6]. 

Эндофитные бактерии выделялись как из однодольных, так и двудоль-
ных растений, от древесных, таких как дуб (Quercus l.), груша (Pyrus l.), 
тополь (Populus l.) и ель (Picea A. dietr.), до травянистых, таких как са-
харная свекла (Beta vulgaris l.), кукуруза (Zea mays l.), сорго (Sorghum 
moench), соя (Glycine max (l.) merr.), пшеница (Triticum l.) и рис (Oryza 
sativa l.) [7-11]. Классические исследования биоразнообразия эндофитных 
бактерий основывались на характеристике изолятов, полученных из внут-
ренних тканей растений после их поверхностной стерилизации [12, 13]. 
Подробно список бактериальных эндофитов, включающий в себя как грам-
положительные, так и грамотрицательные виды, выделяемые из широкого 
спектра растений-хозяев, был приведен в нескольких обзорах [14, 15]. При 
исследовании микробных сообществ, населяющих ткани различных сель-
скохозяйственных растений, в частности, кукурузы, сорго, сои и пшени-
цы, различными методами почвенной микробиологии, включая традицион-
ное культивирование, анализ последовательностей гена 16s РНК, профи-
ля жирных кислот и утилизации различных источников углерода, наиболее 
часто определялись Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, Microbacte-
rium и Pseudomonas [8, 9]. Изучение микробных сообществ, населяющих 
ткани растений риса с использованием анализа последовательностей гена 
16s РНК показало, что их представители относятся ко всем субклассам 
филы Proteobacteria, филам Deinococcus-Thermus, Acidobacteria, родам Cy-
tophaga, Flexibacter (филы Bacteroidetes), а также археям. Доминировала 
группа Betaproteobacteria; многие относились к некультивируемым видам 
бактерий [10]. В проростках тополя, ели и лиственницы были обнаружены 
эндофитные бактерии из родов Paenibacillus, Methylobacterium, Stenotro-
phomonas и Bacillus [11]. 

При исследовании функциональной активности выделенных штаммов 
эндофитных бактерий выяснили, что практически все они стимулируют 
рост растений за счет улучшения минерального питания. Кроме того, эндо-
фиты продуцируют фитогормоны, витамины, сидерофоры, тем самым, по-
вышая иммунный статус растения и способность его противодействовать 
патогенным организмам [16-19]. Растения, инокулированные эндофитны-
ми бактериями, меньше поражаются патогенными грибами, бактериями, 
вирусами, насекомыми и нематодами [20-24]. Предполагается, что опреде-
ленные виды эндофитных бактерий запускают защитные механизмы рас-
тений известные как индуцированная системная устойчивость (isr), кото-
рая схожа с приобретенной системной устойчивостью (sAr) [25]. Вмес-
те с тем, было обнаружено, что эндофитные бактерии проявляют целый 
ряд дополнительных свойств, необходимых для улучшения развития рас-
тений, таких как регуляция осмотического давления, регуляция работы ус-
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тьиц, модификация развития корневой системы растений, регуляция азот-
ного питания растения [26]. 

Таким образом, в настоящее время установлено, что большинство рас-
тений содержат эндофитные бактерии, положительно влияющие на расте-
ния, которые выделены и идентифицированы современными молекуляр-
но-генетическими и биохимическими методами, но достаточно подробно 
изучен только небольшой ряд растений, содержащих эндофиты. В связи с 
этим открываются большие перспективы по поиску, выделению и изуче-
нию новых видов эндофитных бактерий, положительно влияющих на раз-
витие растений, с целью создания новых микробиологических препаратов 
для адаптивного растениеводства. 

Цель данной работы заключалась в изучении биоразнообразия эндо-
фитных бактерий гороха посевного (Písum sativum L.) и выделении из его 
тканей штаммов эндофитных бактерий, оказывающих положительное вли-
яние на рост растений.

Материалы и методы
Для осуществления поставленных задач был поставлен вегетацион-

ный опыт в 2-х кг сосудах, с использованием легкосуглинистой дерново-
подзолистой почвы с рН 6,8, содержанием гумуса 2,3% и полной влагоем-
костью (ПВ) 34%. Объект исследования горох посевной (P. sativum), ли-
ния sGe. Полив растений производили до 60% от ПВ. Растения снимали 
в стадии созревания семян. Для анализа отбирали неповрежденные стебли 
гороха у прикорневой зоны. Стебли тщательно промывали под проточной 
водой, разрезали поперек на мелкие фрагменты, торцы которых заливали 
парафином. Подготовленные фрагменты подвергали трехступенчатой сте-
рилизации 70% этиловым спиртом и 30% гипохлоритом натрия. Одновре-
менно были поставлены контрольные эксперименты для проверки эффек-
тивности наружной стерилизации фрагментов [27]. Стерилизованные фраг-
менты стеблей помещали в фарфоровые ступки и растирали в стерильных 
условиях с добавлением небольшого количества дистиллированной воды. 
Полученную суспензию высевали на ряд питательных микробиологичес-
ких сред: триптон-соевый агар, малопитательный агар r2A (для высева ге-
теротрофных бактерий), среду Кинга (для высева псевдомонад), глюкозо-
пептонный агар (для высева ризосферных бактерий). 

Выделенные бактерии изучали с помощью морфолого-культуральных 
признаков и биохимическими методами [28]. Фитостимулирующие свойс-
тва бактерий, их фитотоксическую активность и способность синтезиро-
вать витамины оценивали традиционными методами [29-31].

Результаты и обсуждение 
В результате эксперимента из стеблей гороха (P. sativum) было выде-

лено 47 морфотипов бактерий, среди которых гетеротрофные и олиготроф-
ные бактерии распределились в соотношении 26:21, соответственно. Из 
выделенных бактерий, 15 штаммов отнесены к грамположительным спо-
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рообразующим бактериям из рода Bacillus. Все остальные относятся к гра-
мотрицательным бактериям. 

Практически все выделенные бактерии стимулировали рост тест-рас-
тений и синтезировали витамины. Ни один из штаммов не оказывал токси-
ческого действия на рост тест-растений. 

Таким образом, горох посевной (P. sativum) содержит эндофитные бак-
терии, которые положительно влияют на рост и развитие растений. В даль-
нейшем предполагается идентифицировать выделенные штаммы, а также 
изучить микробиом гороха в целом с использованием молекулярно-генети-
ческих методов. 

Работа выполнена при поддержке Государственными контрактами 
Минобрнауки (П760, 16.552.11.7047, 16.М04.11.0013).
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СТВОРЕННЯ ТЕСТ-СИСТЕМИ ДЛЯ ВІДБОРУ АКТИВНИХ 
ВАРІАНТІВ STREPTOMYCES AVERMITILIS УКМ АС-2160 ПІСЛЯ 

НГ-МУТАГЕНЕЗУ
Серед мікроорганізмів, що використовуються в промисловості, особли-

ве місце займають ґрунтові бактерії роду Streptomyces, які є важливим дже-
релом багатьох вторинних метаболітів з широким діапазоном біологічної дії 
(вітаміни групи В, гетероауксини, гібереліни, імуномодулятори, антибіоти-
ки тощо) на основі яких розроблено велику кількість біопрепаратів [3, 4].

Важливим завданням виробництва мікробних препаратів є підвищення 
біосинтетичної активності продуцентів, оскільки, їх промислове виробни-
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цтво можливе лише за умови існування високопродуктивних конкуренто-
спроможних штамів. Для його вирішення можна застосовувати індукований 
мутагенез з використанням хімічних мутагенів, зокрема n-метил-n’-нітро-
n-нітрозогуанідину (нітрогуанідин, НГ). Це мутагенний агент, що індукує 
мутації переважно в точці реплікації ДНК. За умови обробки нітрозогуані-
дином несинхронізованої суспензії спор стрептоміцета можна надіятися на 
появу мутацій в різних локусах хромосоми [2].

Так, Streptomyces avermitilis синтезує комплекс авермектинів – макро-
лідний антибіотик, що характеризується вираженою інсектицидною, акари-
цидною, нематоцидною та фунгіцидною активностями, малими нормами ви-
трат, порівняно швидко розкладається і є перспективним для широкого викорис-
тання [6]. На основі авермектину створено ряд препаратів для регулювання 
чисельності екзо- та ендопаразитів рослин, тварин і людини. Відсутність 
негативного впливу на організми теплокровних тварин, бджіл і гідробіонтів 
надає авермектину значну перевагу перед хімічними засобами захисту рос-
лин та тварин, оскільки вони є екологічно безпечними [5].

Співробітниками відділу загальної та ґрунтової мікробіології Інститу-
ту мікробіології та вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України було виді-
лено з ґрунту два штами S. avermitilis [8]. Один з них депонований в Колек-
ції мікроорганізмів ІМВ НАНУ під номером УКМ Ас-2160. Він є малоак-
тивним природним продуцентом авермектинів. Для подальшого проведення 
селекційних робіт з метою підвищення авермектинсинтезуючої активності 
S. аvermitilis УКМ Ас-2160 необхідне створення надійної тест-системи для 
полегшення в якісному відборі варіантів з підвищенною здатністю до нако-
пичення авермектинів.

Враховуючи наведені вище міркування, метою даної роботи було: про-
стежити появу активних варіантів та виділення ауксотрофних мутантів під 
дією n-метил-n’-нітро-n-нітрозогуанідину; створити тест-систему для від-
бору плюс-варіантів.

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження був природний штам Streptomyces avermitilis, депоно-

ваний в Українській Колекції мікроорганізмів під номером УКМ Ac-2160. При 
поверхневому вирощуванні на КГА він утворював 36 мкг авермектинів в 
1 мл етанольного екстракту.

Для зберігання культури, накопичення спорового матеріалу та отримання 
НГ-варіантів використовували картопляно-глюкозне середовище (КГА) та агари-
зоване синтетичне середовище Цімбуркової для виявлення ауксотрофних мутан-
тів [1, 7]. Стрептоміцет вирощували при температурі 28 о С протягом 14 діб.

Вміст авермектину визначали колориметричним методом із використанням ор-
цину. Здатність до продукування антибіотику оцінювали за кількістю авермек-
тинів (мкг) в 1 мл етанольного екстракту з міцелію стрептоміцета [7].

Мутагенез під дією нітрозогуанідину проводили в цитратному буфері 
рН 5,5 при кінцевій концентрації мутагену 2,5 мг/мл та експозиції 15, 30, 
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45 та 60 хвилин. Ідентифікацію ауксотрофних мутантів проводили ауксо-
нографічним методом [1, 2]. В дослідах по створенню тест-системи вико-
ристовували барвник 0,04% розчин фенолрот з розрахунку 50 мкл на 100 
мл середовища.

Результати та обговорення
В даній роботі варіанти, одержані після НГ-мутагенезу, а саме, при екс-

позиції 15 хв, були піддані всебічному аналізу. При цій експозиції виживан-
ня S. аvermitilis УКМ Ас-2160 становило 32,5%. Методом реплік та шляхом 
тотального відсіву було перевірено понад 6000 колоній, серед яких попе-
редньо було виділено 260 ауксотрофних варіантів, частота появи останніх 
складала 0,043. Ті варіанти, що відповідали критерію ауксотрофності, були 
ідентифіковані. Спектр морфологічних колоній був значним, як це було по-
казано і раніше для іншого селекціонованого штаму стрептоміцета проду-
цента авермектинів [7]. Можна відмітити, що серед інших типів колоній пе-
реважали дрібні, типу «minute».

Згідно з класичними уявленнями щодо синтезу біологічно активних 
речовин стрептоміцетами, варіанти, відібрані з колоній які добре росли та 
спорулювали, як правило, є біосинтетично активними [7, 9, 10]. Нами було 
виказано припущення , що наявність у НГ- варіантів темно-коричневого суб-
стратного міцелію та зміна забарвлення агаризованого середовища навко-
ло окремих колоній, можливо також корелює із їх здатністю до синтезу авер-
мектинів.

Тому, відбір колоній для перевірки авермектинсинтезуючої здатності 
біосинтетичної активності після НГ-мутагенезу проводили за цим критері-
єм. З цією метою розсів мутагенізованої суміші S. аvermitilis УКМ  Ас-2160 
проводили на КГА та після отримання окремих колоній на чашці робили ре-
пліки на середовище з барвником фенолрот та без нього. Інтенсивність за-
барвлення субстратного міцелію була різною: від світло-сірого до темно-
коричневого, при цьому змінювався колір середовища навколо колоній (рис 
1).

Таким чином, було перевірено авермектинсинтезуючу здатність отри-
маних варіантів. Серед останніх відмічено появу як плюс- (30%), так і мі-
нус (70%) варіантів. Плюс-варіанти були в основному ті, що змінювали за-
барвлення середовища. Біосинтетична активність окремих варіантів зрос-
тала, зокрема у варіанта № 75 вона була майже у 2,5 рази вищою (на 247%) 
від такої вихідного штаму УКМ Ас-2160. В роботі відмічено кореляцію між 
забарвленням субстратного міцелію та зміною кольору агаризованого сере-
довища з барвником і біосинтетичною активністю відповідних варіантів, 
що може бути основою для створення тест-системи з метою полегшення 
відбору варіантів з підвищеним рівнем накопичення авермектинів при за-
стосуванні НГ-мутагенезу.
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Рис. 1. Репліки мутагенізованої суспензії S. аvermitilis УКМ Ас-2160 на КГА з фе-
нолротом (1) та без нього (2): а-в – зміна забарвлення агаразиваного середови-

ща за наявності чи відсутності барвника

Висновки
1. Показано доцільність застосування НГ-мутагенезу для відбору варі-

антів S. аvermitilis УКМ Ас-2160 з підвищеною біосинтетичною активніс-
тю, яка зросла майже у 2,5 рази порівняно з вихідним природним штамом.

2. Відмічено кореляцію між забарвленням субстратного міцелію та 
зміною кольору агаризованого середовища з барвником фенолрот та біо-
синтетичною активністю, що може слугувати для створення надійної тест-
системи для відбору активних варіантів у S. аvermitilis УКМ Ас-2160.
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Резюме
Нитрозогуанидин индуцировал у Streptomyces avermitilis УКМ Ас-2160 

варианты с повышенной авермектинсинтезирующей способностью. Активность 
исходного штамма увеличивалась на 247 %. Отмечена корреляция между степенью 
окрашивания субстратного мицелия, средой выращивания и биосинтетической ак-
тивностью вариантов.

Нітрозогуанідин індукував у Streptomyces avermitilis УКМ Ас-2160 варіанти з 
підвищеною авермектинсинтезуючою здатністю. Активність вихідного штаму під-
вищилася на 247 %. Існує кореляція між забарвленням субстратного міцелію, сере-
довища культивування та біосинтетичною активністю варіантів.

nitrosoguanidine is induce in Streptomyces avermitilis Ucm Ac-2160 variants with 
increasing avermectinbiosynthesing activity. the activity of initial strain is increased 
on 247%. correlation is marked between colour of substrate mycelium, environment of 
growing and biosynthesing activity of strains.
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БАГАТОСТУПЕНЕВА СЕЛЕКЦІЯ ВИСОКОПРОДУКТИВНИХ  
ПО ЛІКОПІНУ МУТАНТІВ STREPTOMYCES GLOBISPORUS 4LCP

У природного безпігментного штаму Streptomyces globisporus 1912 – 
продуцента ландоміцину Е (антибіотика, що проявляє протипухлинну ак-
тивність) виділено спонтанні та індуковані crt+-мутанти здатні конститу-
тивно продукувати каротиноїди лікопін і бета-каротин [5]. Найпродуктив-
ніші з них представляють інтерес як потенційні промислові продуценти 
даних сполук, особливо спонтанний мутант 4lcp, який в 2007 році виділе-
ний з розсівів каротинсинтезуючого штаму S. globisporus 4 crt. Методами 
ТШХ, ВЕРХ та спектрофотометрії визначено, що він утворює 80% лікопіну 
по відношенню до інших каротиноїдів і не утворює бета-каротину, тоді як 
штам 4 crt синтезує 47% лікопіну та 22% бета-каротину [4]. В залежності 
від складу середовища штам 4lcp накопичує від 1,8 до 2,2 мг лікопіну на 1 
г сухої біомаси [2]. Початково штам 4lcp втрачав ознаку лікопіноутворення 
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з високою частотою (1х10-2), подібно до інших crt+-мутантів [3]. Метода-
ми селекції у нього відібрано стабільний спонтанний варіант, який утворює 
безпігментні мутанти з низькою частотою (1х10-6). Але актуальним зали-
шається питання періодичної процедури відбору стабільних варіантів шта-
му 4lcp, тому як після тривалого зберігання (більше одного місяця) кіль-
кість ctr- - колоній у нього зростає. Крім цього, у штаму 4lcp спостері-
гається залишкова слабка експресія кластера генів біосинтезу ландоміцину 
Е, що є негативним для продуцентів каротиноїдів і потребує вирішення.

В зв’язку з сказаним вище, метою нашої роботи був відбір високо-
продуктивних lcp+-мутантів з відсутнім біосинтезом антибіотика у штаму 
4lcp після індукованого мутагенезу ультрафіолетом, нітрозогуанідином, 
метилметансульфонатом, азотистою кислотою і пероксидом водню та вив-
чення у нього при цьому мінливості ознаки лікопіноутворення. 

Матеріали і методи 
В експериментах по індукованому мутагенезу використовували 7-до-

бовий міцелій аспорогенного 4lcp, вирощений на агаризованому соєво-
кукурудзяному середовищі [7]. Після мутагенезу відбиралися колонії, які 
мали яскравіше, ніж у штаму 4lcp рожеве забарвлення без ознаки біосин-
тезу ландоміцину Е. 

Дози мутагенів: ультрафіолет – 200Дж/м2, нітрозогуанідин – 1 мг в 
1 мл реакційної суміші протягом 60 хв, метилметансульфонат – 0,2% про-
тягом 60 хв, азотиста кислота – 1 мМ протягом 45 хв, пероксид водню 2% 
протягом 60 хв [1, 6]. 

Первинну ідентифікацію лікопіну у одержаних мутантів здійснюва-
ли методом тонкошарової хроматографії на пластинках cromatofolgas Al 
hPtlc silicagel 60 f254 фірми “merck” [2]. Спектрофотометричний аналіз 
каротиноїдів визначали за допомогою спектрофотометра beckman dU-8b 
при довжені хвилі 472нм [8]. 

Результати та  обговорення 
Із даних, приведених в таблиці 1 видно, що виживання міцелію у шта-

му 4lcp після дії вищевказаних концентрацій метилметансульфонату, азо-
тистої кислоти і пероксиду водню знизилося більш ніж на три порядки, а 
ультрафіолету і нітрозогуанідину на два. Мутагенну дію вказаних агентів 
оцінювали за двома параметрами: за втратою ознаки лікопіноутворення і за 
появою lcp+ - колоній, що мали яскравіше забарвлення, ніж мутант 4lcp. 
Самою ефективною за першим параметром була азотиста кислота. Одер-
жано 251 непігментованих колоній, що складає більше 10% від усіх переві-
рених, що вижили після дії цього агента. З іншої сторони ультрафіолет як 
мутаген був малоефективним. Частота появи lcp- - мутантів склала лише 
один відсоток, хоча вибірка в цьому випадку була значно більшою (8977 
колоній). Нітрозогуанідин, метилметансульфонат і пероксид водню значно 
поступалися азотистій кислоті, але були ефективніші від ультрафіолету.

Аналіз результатів мутагенезу за другим параметром, а саме появи ко-
лоній із яскраво рожевим забарвленням, виявив іншу картину. А саме, піс-
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ля дії ультрафіолету не виявлено жодної такої колонії, після дії алкілюючих 
агентів одержано три і п’ять яскравіших колонії, а після дезамінуючого – 
дві. Найефективнішим у цьому випадку був пероксид водню, після дії яко-
го одержано 28 колоній з інтенсивнішим, ніж у 4lcp забарвленням поверх-
невого міцелію. Всі одержані мутанти (38 штук) багаторазово пересівалися 
суцільним газоном на скошену агаризовану поверхню на предмет залиш-
кової здатності до біосинтезу ландоміцину Е. В кінцевому результаті з цієї 
групи відібрані два найпродуктивніші мутанти Нр6 і Нр7, які не синтезува-
ли антибіотик ландоміцин Е (рис.1).

Таблиця 1
Індукована мінливість ознаки лікопіноутворення у мутанта 4Lcp під впливом мутаген-
них факторів

Мутаген Доза Вижи-
вання, %

Перевіре-
но коло-

ній

crt-- мутанти lcp+-мутанти

Кількість Частота Кількість Частота 

УФ 200, Дж/м2 0,18 8977 11 1,2х10-3 0 0
НГ 1,0 мг/мл, 

60хв
0,12 2700 54 2,0х10-2 3 1,1х10-3

ММС 0,2%,
60хв

0,025 1454 23 1,6х10-2 5 3,4х10-3

Азотиста 
кислота

1мМ,
45хв

0,05 1843 251 1,3х10-5 2 1,0х10-3

Пероксид
водню

2%,
60хв

0,03 2050 26 1,3х10-2 28 1,4х10-2

Рис.1 А – колонії штаму 4Lcp, гени біосинтезу антибіотика експресуються і 
ландоміцин Е окислюючись, забарвлює середовище; Б – мутант Нр6 не проду-

кує ландоміцин Е і середовище не змінює колір.

БА
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Методами ТШХ було підтверджено, що мутанти Нр6 і Нр7 продуку-
ють каротиноїд, хроматографічна рухливість якого становить 0,5 і спів-
падає з rf вихідного штаму 4 lcp (рис. 2). Спектрофотометрія очищених 
пігментів мутантів Нр6 і Нр7 в ацетоні давала три максимуми поглинання 
(425, 472, 504 нм), що ідентично стандартним даним наведеним в літерату-
рі лікопіну томатів [9]. 

Рис. 2. Тонкошарова хроматографія екстрактів біома-
си мутантів: А – штаму 4lcp, Б – мутант Нр6, В – му-

тант Нр7.

Мутації, які викликали блокування експресії генів ландоміцину Е у му-
тантів Нр6 і Нр7 скоріш всього різної природи, оскільки опромінення міце-
лію ультрафіолетом спричинило появу lndЕ+-ревертантів лише у мутанта 
Нр7, тоді як у Нр6 не виникали зовсім (табл. 2). 

Таблиця 2
УФ-індукція LndЕ-- мутацій у мутантів Нр6 і Нр7

Мутант Мутаген,
доза

Виживан-
ня, %

Перевірено 
колоній

lndЕ+-мутантів

Кількість Частина
Нр6 УФ 200Дж/м2 0,32 2530 0 0
Нр7 УФ 200Дж/м2 0,67 3120 372 1,2х10-1

Оскільки у мутанта Нр6 не одержано жодного lndЕ+- ревертанта, то 
можливо він є делеційним мутантом або частота появи ландоміцинсинтезу-
ючих варіантів нижча за 1х10-3. Щодо мутанта Нр7, то у нього ця величина 
досить висока і становить 1,9х10-1.  Необхідно зазначити, що мутанти Нр6 
і Нр7 стабільно зберігають lnde- - ознаку, але продовжують дисоціювати 
за lcp–ознакою, утворюючи безпігментні варіанти і вимагають періодичної 
підтримуючої селекції. Обидва мутанти є кращими продуцентами лікопіну, 
ніж штам 4lcp. Активність даних мутантів є досить високою в порівнянні з 
штамом 4lcp. Біосинтез у них лікопіну при вирощуванні на природних се-
редовищах протягом 72год при 28°С складає від 2,5 до 4,2 мг на 1 грам су-
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хої біомаси, тоді як у штаму 4lcp граничний рівень продуктивності стано-
вить 2,2 мг на 1 грам сухої біомаси.

Висновки 
1. Нітрозогуанідин, метилметансульфонат і пероксид водню здатні ін-

дукувати у штаму 4 lcp активні лікопінсинтезуючі колоній, тоді як ультра-
фіолет – ні. Найефективнішим індуктором lcp+- мутацій виявився перок-
сид водню.

2. Одержані внаслідок багатоступінчастої селекції мутанти Нр6 і Нр7 
при вирощуванні на природних середовищах синтезують до 4,2 мг/г СБМ 
лікопіну, але вимагають періодичної підтримуючої селекції за ознакою лі-
копіноутворення.  
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Резюме  
У штаму 4lcp з фенотипом lcp+lndЕ+ під впливом хімічних факторів 

було виділено серію lcp+lndЕ--мутантів, з яких відібрано два Нр6 і Нр7 ва-
ріанти, що представляють інтерес для подальших досліджень.

the series of lcp+lndЕ- -mutants have been obtained from the initial strain 
4lcp after action of chemical mutagens. Among of this series mutants Нр6 and 
Нр7 have been efficient in the synthesis of lycopene and it will be perspective 
industrial produce.
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РЕГУЛЯТОРНІ ГЕНИ АКТИНОМІЦЕТІВ: НОВІ ІНСТРУМЕНТИ 
ДЛЯ ВИВЧЕННЯ БІОСИНТЕЗУ АНТИБІОТИКІВ І 

КОНСТРУЮВАННЯ ЇХНІХ ПРОДУЦЕНТІВ
Актиноміцети продукують більше, ніж 70 % відомих сьогодні біологіч-

но активних сполук мікробного походження. Проте їхній потенціал цим не 
обмежується, адже у геномах цих бактерій містяться десятки “мовчазних” 
кластерів генів біосинтезу антибіотиків та інших вторинних метаболітів. 
Очевидно, що реалізація цього потенціалу, як і раціональне конструюван-
ня промислових продуцентів антибіотиків, не можливі без розуміння ме-
ханізмів регуляції вторинного метаболізму і морфогенезу актиноміцетів. 
Аналіз секвенованих геномів та експериментальне дослідження регуляції 
біосинтезу антибіотиків свідчить про існування десятків генів, продукти 
яких задіяні в регуляцію вторинного метаболізму, яка відбувається на різ-
них рівнях [1]. Однак мало відомо про функції більшості потенційних ре-
гуляторних генів, взаємозв’язки між регуляторами різних рівнів, сигналь-
ні механізми, які впливають на регуляторні процеси тощо. Тому виявлення 
нових генів-регуляторів, розробка методів, які дають змогу швидко та ре-
зультативно вивчити їхні функції, а також використовувати їх для констру-
ювання високопродуктивних продуцентів, є актуальною і важливою про-
блемою. Водночас стрімкий розвиток структурної і функціональної геномі-
ки актиноміцетів створив принципово нові можливості для її вирішення із 
застосуванням підходів синтетичної біології. У цій роботі коротко узагаль-
нено результати досліджень регуляції біосинтезу антибіотиків, проведених 
в останні роки на кафедрі генетики та біотехнології ЛНУ імені Івана Фран-
ка у співпраці з вченими з Фрайбурзького університету та Інституту фарма-
цевтичних досліджень (м. Саарбрюкен, ФРН)

Нові системи для нокаутування та аналізу експресії генів акти-
номіцетів. Використання репортерних генів – ефективний інструмент ви-
вчення експресії генів. Нами сконструйовано нову, високочутливу репор-
терну систему, в якій використано синтетичний ген β-глюкуронідази uidA 
E. coli з замінами кодонів на синонімічні, що частіше трапляються в гено-
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мах стрептоміцетів [2]. В інтегративному векторі psetGUs і реплікативно-
му векторі pKc1139GUs цей ген експресовано в Streptomyces lividans 1326, 
S. coelicolor m600, Streptomyces sp. tu6071, S. albus J1074, S. ghanenaensis 
Atcc 14672 і Actinoplanes teichomyceticus nrll-b16726. Штами, що міс-
тили ці плазміди, мали β-глюкуронідазну активність, яку виявляли за зо-
нами утворення 5,5’-дибром-4,4’-дихлор-індиго навколо колоній після об-
робки X-gluc. Отримано вектори з геном uidA для швидкого візуального 
скринінгу клонів стрептоміцетів із нокаутами генів за кольором їхніх ко-
лоній. Ця методика дає змогу значно пришвидшити пошук клонів актино-
міцетів з нокаутами досліджуваних генів. Створено кон’югативні інтегра-
тивні вектори pGUs та pGUshl4aadA (містять oriT, ген інтегрази int бак-
теріофага φС31 та сайт attP) для транскрипційного і трансляційного злиття 
з uidA. pGUs містить безпромоторний ген uidA та термінатори Т4 term з 
5’-кінця від нього, що унеможливлюють його транскрипцію з промоторів 
інших генів, і полілінкер для клонування досліджуваних промоторів. Век-
тор pGUshl4aadA несе безпромоторний ген uidA, що не містить старт-
кодону, а також Т4 term. Перед геном uidA розташований полілінкер для 
клонування досліджуваних генів без стоп-кодону, у такий спосіб здійснюю-
чи їх злиття з uidA. Цей вектор містить сайти впізнавання loxP для рекомбі-
нази cre, які дають змогу видалити частину цього вектора з геном aac(3)IV, 
після інтеграції вектора у хромосому стрептоміцета. За допомогою ПЛР-
мутагенезу отримано варіанти гена uidA, в яких старт-кодон АТГ замінений 
на кодони ttГ, ГtГ, та ЦtГ. Ці варіанти клоновано в інтегративний вектор 
pset152 і перенесено у S. albus J1074 і Streptomyces sp. tu6071. З’ясовано, 
що старт-кодон ТТГ зумовлював найвищий, АТГ і ГТГ – середній, а ЦТГ – 
найнижчий рівень трансляції мРНК гена uidA. Варіанти гена uidA зі зміне-
ними старт-кодонами можуть бути використані як репортери з різною ефек-
тивністю трансляції мРНК.

Існуючі регульовані системи експресії генів стрептоміцетів недосить 
надійні, оскільки вони «протікають» – за відсутності індукції на низькому 
рівні відбувається експресія генів, які знаходяться під контролем індуци-
бельних промоторів. Нами створено нову індуцибельну систему регульо-
ваної експресії генів для стрептоміцетів на основі генної касети з архебак-
терії Methanosarcina acetivorans, що дає змогу транслювати стоп-кодон УАГ 
мРНК з включенням у білок залишку піролізину та його аналогів, зокре-
ма n-ε-циклопентилоксикарбоніл-l-лізину (Сус). Ця касета містить п’ять 
генів: pylT, що кодує піролізинову тРНК, антикодон якої комплементарний 
УАГ-кодону мРНК, pylS – піролізил-тРНК синтетазу, а також pylB, pylC і 
pylD, які контролюють біосинтез піролізину. Створено вектор psoKtpyr-
tsr, що містить гени pylT та pylS, оптимізовані за складом синонімічних ко-
донів для експресії в клітинах стрептоміцетів. Його використано для суп-
ресії стоп-кодону УАГ мРНК. Як контрольований ген використано варіант 
гена uidA із стоп-кодоном tAГ у першому положенні після старт-кодону. 
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За присутності Сус у середовищі стоп-кодон мРНК зчитується з утворен-
ням функціонального білку, що свідчить про включення Сус у білок. За від-
сутності індуктора (Сус) не відбувається трансляція ТАГ-вмісних мРНК. 
Це вказує на те, що створена індуцибельна система „не протікає”. Замість 
гена ТАГ-uidA можна використати будь-який ген, експресію якого необхід-
но контролювати.

Використання генів регуляції біосинтезу антибіотиків для пошуку 
нових сполук. На основі генів, що кодують ліганд-залежні транскрипцій-
ні фактори, можна створювати репортерні системи для скринінгу певних 
класів молекул. Цей підхід успішно застосовано нами для розробки систем 
експрес-скринінгу вторинних метаболітів ландоміцинового і тіострептоно-
вого рядів. Для репортерної системи виявлення ландоміцинів використа-
но ген lanK, що кодує tetr-подібний репресор гена протонзалежного тран-
спортера ландоміцинів lanJ і промотор цього гена lanKJp [3]. Як репортер-
ний використано ген аміноглікозидфосфотрансферази neo, продукт якого 
спричиняє стійкість до неоміцину і канаміцину. Білок lanK репресує екс-
пресію гена neo з промотора lanKJp у клітинах стрептоміцетів за відсутнос-
ті ландоміцинів з довгими глікозидними ланцюгами (не менше, ніж з трьо-
ма залишками вуглеводів). Репотерний штам не росте на середовищах з ка-
наміцином. Якщо ж у середовищі присутні ландоміцини – ліганди lanK, то 
він росте на цих середовищах. Це наслідок звільнення промотора lanKJp 
від комплексу ландоміцин-lanK, що запускає експресію neo. Ключовою 
знахідкою стало те, що описана репотерна система реагує не тільки на при-
родні ландоміцини, а й на низку ландоміцинів зі зміненим агліконом, які 
отримані у ході генно-інженерних експериментів [4]. Тому ця система дає 
змогу швидко і специфічно виявляти у неочищених екстрактах, чи навіть в 
агарових блоках з газонів культур як відомі, так і нові ландоміцини. Це зна-
чно спрощує скринінг природних сполук ландоміцинового ряду, оскільки 
для аналізу потрібно субмікрограмові кількості матеріалу. Концептуально 
подібно систему нами розроблено для виявлення тіопептидів, що також до-
волі неспецифічна щодо лігандів [5].

Використання транспозонного мутагенезу для пошуку нових ге-
нів, що контролюють біосинтез антибіотиків. Мутагенез, зумовлений 
транспозонами, яким властива низька специфічність інсерцій в хромосоми 
актиноміцетів, можна використати для пошуку і вивчення генів, що контр-
олюють біосинтез антибіотиків, зокрема тих, що містяться за межами клас-
терів генів. Нами використано вектор pAlhim, що містить похідний тран-
спозону надродини mariner – himar – з геном апраміцин-стійкості aac(3)IV 
і термочутливим репліконом плазміди psG5. Ген транспозази tnp-him має 
змінений кодонний склад, оптимізований для використання в актиноміце-
тах, і контролюються тіострептон-індуцибельним промотором tipAр. Піс-
ля перенесення вектора у клітини актиноміцетів переміщення транспозо-
ну відбувається не одразу. Це дає змогу розмножити клітини з вектором, а 
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потім індукувати транспозицію транспозону. Доведено, що інсерції himar 
у хромосоми актиноміцетів мають випадковий характер. Вектор pAlhim 
з himar використано для пошуку генів, що впливають на продукцію сіомі-
цину штамом S. sioyaensis lv81. Загалом отримано та проаналізовано біль-
ше 30000 індивідуальних транспозонних мутантів. У мутантів з поруше-
ною продукцією сіоміцину більшість інсерцій відбулись у гени біосинтезу 
антибіотика sioB, sioG, sioH, sioJ, sioN, sioO, sioQ і sioS. Цей підхід не тіль-
ки дав змогу вперше отримати мутації в структурних генах синтезу сіомі-
цину, але й виявити чотири позакластерні гени, руйнування яких спричи-
няло припинення утворення антибіотика: ймовірної β-субодиниці рибофла-
вінсинтази, орнітин-ацетилтрансферази, секреторної протеази та ймовірної 
фосфосерин-амінотрансферази. Ефективність мутагенезу, зумовленого 
транспозоном himar, доведена під час пошуку кластеру генів антибіотика 
стрептотрицинового ряду у штамі Streptomyces sp. 4-39, виділеного зі зраз-
ків ґрунту Кримського півострова. Проаналізувавши антибіотичну актив-
ність 8000 окремих транспозонних мутантів, виявили 90, які не пригнічува-
ли ріст тест-культур E. coli та B. subtilis. Проаналізувавши сайти інтеграції 
транспозона в 34 таких мутантів, виявлено кластер з 16 генів, в тому числі 
регуляторних, які відповідають за біосинтез цієї сполуки.

Використання генів плейотропних регуляторів для конструюван-
ня штамів продуцентів антибіотиків. Зміни у регуляторній мережі син-
тезу антибіотиків є одним з найбільш перспективних підходів до отри-
мання штамів-надпродуцентів. Кластери генів біосинтезу моеноміцину А 
(МмА) і сіоміцину не містять шлях-специфічних регуляторів їхнього біо-
синтезу. Наявність секвенованого геному штаму S. ghanaensis Atcc14672 
дало можливість порівняти його з геномом модельного об’єкту S. coelicolor 
і виявити низку ортологів плейотропних регуляторних генів. Зокрема, в S. 
ghanaensis ідентифікувано такі ортологи як wblAgh, ppkgh, absA2gh, absBgh, 
adpAgh та bldAgh. Функції цих генів досліджено шляхом спрямованої інак-
тивації, надекспресії та гетерологічної експресії. Ген wblAgh, білковий про-
дукт якого характеризується високим рівнем подібності до регуляторів ро-
дини Wbl, негативно регулює синтез МмА. Він також задіяний у регуля-
ції морфогенезу S. ghanenaensis [6]. Продукт гена ppkgh гомологічний до 
бактерійних поліфосфаткіназ. Внесення додаткових його копій зумовлює 
зниження рівня продукції МмА. Імовірно, що продукт цього гена задія-
ний у негативній регуляції біосинтезу. Надекспресія absA2gh – гена білка-
ефектора двокомпонентної системи AbsAgh1/2 і його гетерологічна експре-
сія призводить до зниження синтезу МмА у S. ghanaensis та актинородину 
у S. coelicolor. Проте, нокаут цього гена не виявляє жодного ефекту, як на 
синтез моеноміцинів, так і на морфологічний розвиток штаму, що вказує на 
те, що ця система не відіграє провідної ролі у регуляції біосинтезу фосфо-
гліколіпідів. Нокаут гена absBgh, продуктом якого є РНКаза типу ІІІ, спри-
чиняв суттєве збільшення продукції МмА. Позитивний ефект на біосинтез 
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цього антибіотика також мала надекспресія плйотропного активатора тран-
скрипції adpAgh. Здійснено гетерологічну експресію трьох плейотропних 
регуляторних генів, а саме absB, relA (кодує (p)ppGpp-синтетазу) та afsS (ко-
дує білок-шаперон, задіяний у контролі експресії генів actII-orf4 та redD 
у S. coelicolor). у штамі продуценті сіоміцину S. sioyaensis. Ген absB було 
ампліфіковано із геному S. ghanaensis, а гени relA та afsS – з геному S. coe-
licolor. Надекспресія гена relA не приводить до змін у продукції сіоміцину. 
У випадку генів absB та afsS помічено значне зростання продукції сіоміци-
ну відповідними трансконюгантними штамами. Можна припустити, що ге-
ном S. sioyaensis містить гени-гомологи absB та afsS генів, які беруть участь 
у позитивній регуляції біосинтезу сіоміцину Наші результати вказують на 
те, що надекспресія плейотропних регуляторних генів позитивного типу і, 
навпаки, руйнування генів негативних регуляторів є перспективним напря-
мом у конструюванні штамів з підвищеним синтезом антибіотиків.

Подяки. Дослідження у лабораторії проф. Федоренка В. О. підтрима-
но грантами МОНмолодьспорту Бг-01Ф, Бг-98Ф, Бг-48П, Бг-97П.
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Резюме
Використовуючи підходи синтетичної біології, нами створено нову репор-

терну і транспозонну системи для вивчення експресії актиноміцетних генів і їх-
нього транспозонного мутагенезу, відповідно. Останній підхід успішно застосо-
вано для виявлення нових генів, що задіяно у біосинтезі антибіотиків. На осно-
ві шлях-специфічних і плейотропних генів-регуляторів вторинного метаболізму 
опрацьовано нові підходи до скринінгу природних сполук і конструювання штамів-
надпродуцентів промислово важливих антибіотиків.
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Используя подходы синтетической биологии, нами созданы новые репор-
терные и транспозонные системы анализа экспресии актиномицетных генов и их 
транспозонного мутагенеза, соответственно. Последний подход успешно исполь-
зован для выявления новых генов биосинтеза антибиотиков. На основе специфич-
ных и плейотропных генов-регуляторов вторичного метаболизма отработаны новые 
подходы к скринингу естественных соединений и конструирования штаммов-сверх-
продуцентов промышленно важных антибиотиков.

Applying synthetic biology methods, we developed novel reporter and transposon 
systems for studies on expression of actinomycete genes and their transposon mutagen-
esis, respectively. the latter approach has been successfully used for identification of a 
number of new genes for secondary metabolism. capitalizing on pathway-specific and 
pleiotropic regulatory genes, novel approaches haму been developed towards the screen-
ing of natural compounds and rational construction of strains-overproducers of industri-
ally important antibiotics.
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ІДЕНТИФІКАЦІЯ НОВИХ шТАМІВ, ВИДІЛЕНИХ ІЗ СОЇ З 
СИМПТОМАМИ ІРЖАВО-БУРОЇ ПЛЯМИСТОСТІ

Розповсюдження різних типів бактеріозів сої неоднакове і залежить від 
умов сучасної господарської діяльності людини. Кількість чинників впли-
ву на довкілля невпинно зростає, що має важливе значення для формуван-
ня і функціонування мікробних угруповань на рослинах сільськогосподар-
ського призначення, зокрема сої. В зв’язку з цим потрібен постійний моні-
торинг не тільки розповсюдження основних добре вивчених бактеріальних 
хвороб сої в Україні, а й за новими тенденціями в фітопатології цієї куль-
тури. Тому метою роботи було виявлення не характерних для сої збудників 
бактеріозів в України та їх ідентифікація за фенотиповими і генотиповими 
ознаками.

Матеріали і методи
Об’єктом досліджень були бактеріальні ізоляти (5), що одержані нами 

з уражених тканин сої з ознаками іржаво-бурої плямистості, при обстеже-
ні дослідних та промислових посівів. Як тест-культури для порівняльного 
вивчення біологічних властивостей використовували наступні колекційні 
штами відділу фітопатогенних бактерій ІМВ: Curtobacterium flaccumfaciens 
pv. flaccumfaciens (штами 6567, 6566а, 6565). Для порівняльних досліджень 
генотипових ознак на рівні роду - представники одного з основних захворю-
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вань сої (кутастої плямистості) штами Pseudomonas savastanoi pv.glycinea 
9176 та Pseudomonas syringae pv. syringae 8511.

Обстеження посівів та ізолювання збудників проводили на районова-
них сортах та сортозразках сої, науково-дослідних сортовипробувальних 
посівах. Визначення культурально-морфологічних та фізіолого-біохімічних 
властивостей досліджуваних штамів проводили за традиційними методи-
ками [2, 3, 5].

Бактерії вирощували на твердому поживному середовищі (картопля-
ному агарі). Виділення ДНК із 48-годинної культури бактерій проводили з 
використанням комерційного набору diatom dnA Prep 200 (“Изоген”, Ро-
сія). 5 мкл розчину ДНК додавали в ПЛР-суміш, що містила: 1,5 мМ mgcl2, 
0,2 мm дНТФ, 1,25 U taq-пoлімерази з кінцевою концентрацією boX-A1r 
праймеру (5-ctAcGcGAAGGccAGGctGAcG-3) – 0,8 мкМ [9]. Ампліфі-
кацію проводили в наступному температурному режимі: температура дена-
турації – 95 0c, відпалу праймера – 53 0c, елонгації – 72 0c, 30 циклів.

Продукти ПЛР аналізували в 1,5 %-ному агарозному гелі, що містив 
бромистий етидій. Визначення довжин ампліконів в гелі здійснювали за до-
помогою програми Gel-Pro Analyzer 4.5, порівнюючи їх із маркером моле-
кулярної маси o’Generuler 100 bp Plus (fermentas). При обчисленні резуль-
татів гель-електрофорезу враховували лише ті смуги, інтенсивність яких 
сягала не менше 2,5% від максимальної. Спорідненість зразків ДНК визна-
чали за часткою ампліконів однакової довжини, користуючись коефіцієн-
том Джакарда. Кластерний аналіз, використовуючи незважений парногру-
повий метод із арифметичним усередненням (UPGmA), і побудову дендро-
грами проводили за допомогою програми dendroUPGmA (http://genomes.
urv.cat/UPGmA/) [8].

Результати та обговорення
При фітопатологічному обстеженні і відборі уражених зразків сої на 

науково-дослідних стаціонарах та промислових посівах Київської та Він-
нницької областей, були виявлені ураження листя сої з характерними симп-
томами іржаво-бурої плямистості, які за літературними джерелами викли-
кає Curtobacterium flaccumfaciens[1]. Парактично на всіх обстежених сор-
тах сої нами виявлене невелике (15-20 %) від загального бактеріального 
ураження, але стале розповсюдження іржаво-бурої плямистості. Прояв хво-
роби починається з появи хлоротичних плям, дуже малих розмірів –2-3 мм 
у діаметрі. У центрі плями з’являється некротична цятка ярко-коричневого 
або червоно-коричневого кольору. Згодом плями, які викликані C. flaccum-
faciens, збільшуються, а ореол хлорозу стає менш виразним. За умов наших 
спостережень на посівах сої (різка зміна погодніих умов) ми не спостері-
гали симптомів в’янення, а також повної загибелі рослин від C. flaccum-
faciens. Хоча за літературними джерелами один із синонімів назви хворо-
би – «бактеріальне в’янення». З уражень листя сої та бур’янів, які зустрі-
чались в посівах. на іржаво-буру плямистість були отримані ізоляти, які за 
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культурально-морфологічними і вірулентними ознаками були схожі з ко-
лекційним штамами C. flaccumfaciens. Порівняльне вивчення фізіолого-
біохімічних властивостей відібраних для подальшого визначення за вище-
вказаними ознаками 5-ти ізолятів і 3-х колекційних штамів також свідчить 
про їх можливу спорідненість. C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens - друго-
рядний збудник захворювань квасолі. На сої він зустрічається значно рідше 
[2, 7]. В Україні з сої нами збудник ізольований вперше [4].

Остаточне таксономічне визначення приналежності ізольованих шта-
мів проведено на основі генотипових досліджень.

Оскільки посіви сої уражуються бактеріальними збудниками, що ви-
кликають схожу симптоматику, важливим є використання високоспецифіч-
них методів діагностики. Поряд із традиційними і необхідними культураль-
ними процедурами, залучення молекулярно-біологічних методів детекції 
дозволяє значно підвищити надійність та достовірність проведення аналі-
зів. Для цієї мети використання ампліфікації повторюваних елементів гено-
му, які характеризуються достатньо високими темпами еволюції, задоволь-
няють вимогам точності, відтворюваності та інформативності.

В нашій роботі використовувався праймер до так званих ВОХ-
елементів геному бактерій. В результаті ампліфікації із 8-ми  штамами 
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аналізованими штамами з використанням методу UPGmA. 
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Рис. 1. Електрофорез аналізованих штамів після ПЛР із BOXA1 праймером. 
1 - c. flaccumfaciens 2vb, 2 - c. flaccumfaciens 4b, 3 - c. flaccumfaciens 3b, 4 -c. flac-
cumfaciens 4vb, 5 - c. flaccumfaciens 17b, 6 - c. flaccumfaciens 6565, 7 - c. flaccumfa-
ciens 6566a, 8 - c. flaccumfaciens 6567, 9 - Ps. syringae pv. glycinea 9176, 10 - Ps. savas-

tanoi pv. glycinea 8511, m – маркер молекулярної маси.
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C. flaccumfaciens та P. savastanoi pv.glycinea і P. syringae pv. syringae (ви-
дову приналежність даних ізолятів попередньо ідентифіковано за їх 
фізіолого-біохімічними властивостями) отримано 20 фрагментів, довжина 
яких знаходилась в діапазоні 2500-200 п.н. (Рис. 1). Для представників C. 
flaccumfaciens ідентифіковано 6 мономорфних смуг, що є опосередкованим 
підтвердженням спорідненості аналізованих штамів.

За даними ПЛР-фінгерпринтингу візуально спостерігається генетич-
на віддаленість ізолятів C. flaccumfaciens від P. savastanoi pv.glycinea і 
P. syringae pv. syringae, що є очікуваним і узгоджується із результатами ви-
вчення біологічних властивостей збудників, не зважаючи на близьку симп-
томатику зхворюваня.

Це підтверджується результатами обрахунку отриманих даних ПЛР-
фінгерпринтингу, які подані у вигляді дендрограми (Рис. 2).

На побудованій дендрограмі чітко помітна дистанція між штамами по-
передньо ідентифікованими як C. flaccumfaciens та P. savastanoi pv.glycinea 
9176 і P. syringae pv. syringae 8511. В свою чергу, спостерігалось розділен-
ня штамів C. flaccumfaciens на два близькоспоріднених кластери. Перший із 
них містив в собі представників колекційних штамів, виділених з квасолі, а 
інший – ізольованих із уражених рослин сої.

Висновки
Таким чином, досліджувані штами на основі фенотипових та геноти-

пових властивостей ідентифіковані як представники виду Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, який в перше виявлений в Україні на сої.
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Показано прикладне значення використання boX-ПЛР аналізу для ди-
ференціації збудників бактеріозів сої.
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Резюме
Із польових рослин сої із симптомами іржаво-бурої бактеріальної плямистості 

було виділено та ідентифіковано на основі фенотивих та генотипових властивостей 
5 бактеріальних ізолятів. Підтверджено приналежність виділених штамів до виду  
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

С полевых растений сои с симптомами бурой бактериальной пятнистости были 
выделены и идентифицированы на основе фенотивих и генотипических свойств 5 
бактериальных изолятов. Подтверждена принадлежность выделенных штаммов к 
виду C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

there were obtained and characterized on the basis of phenotypic and genotypic 
properties 5 bacterial isolates from the field soybean plants with brown spot symptoms. 
identity of studied strains to the species C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens was estab-
lished.
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СИНТЕЗ АУКСИНІВ І ЦИТОКІНІНІВ РИЗОБІЯМИ СОЇ З РІЗНОЮ 
СИМБІОТИЧНОЮ АКТИВНІСТЮ

Відомо, що біологічна активність штамів азотфіксувальних мікроор-
ганізмів є характеристикою, що безпосередньо пов’язана з продуктивніс-
тю рослин [8]. У зв’язку з цим, оцінка ефективності діазотрофних мікро-
організмів достатньо важлива на етапі лабораторного скринінгу найбільш 
ефективних штамів, що покращують продуктивність бобових культур [1]. 
Традиційно для характеристики біологічної активності штамів бульбочко-
вих бактерій, зокрема, роду Bradyrhizobium, використовують такі показни-
ки, як вірулентність штаму, його нодуляційну здатність, симбіотичну ефек-
тивність (кількість і маса бульбочок, наростання надземної маси і коренів 
рослини, нітрогеназна активність бульбочок, врожайність і якість зерна). 
Однак, ці показники знімають в умовах вегетаційного або польового дослі-
дів і, до того ж, вони не досить об’єктивно відображають активність пев-
них штамів. Так, зокрема, немає прямої кореляції між високою вірулентніс-
тю деяких штамів роду Bradyrhizobium та зерновою продуктивністю бобо-
вих культур [6].

Відомо, що ризобії синтезують фітогормони-стимулятори, що віді-
грають важливу роль при формуванні і функціонуванні симбіотичних сис-
тем [9, 10, 12]. Тому здатність азотфіксувальних бактерій продукувати 
фітогормони-стимулятори заслуговує ретельного вивчення. Однак, залиша-
ється не з’ясованим питання щодо існування взаємозв’язку між синтезом 
окремих класів фітогормонів і симбіотичною активністю штамів бульбоч-
кових бактерій.

Метою нашої роботи був пошук зв’язку між синтезом ауксинів і цито-
кінінів ризобіями сої з різною симбіотичною ефективністю.

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження були високоефективні бульбочкові бактерії сої з 

колекції відділу загальної та ґрунтової мікробіології Інституту мікробіоло-
гії і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України. Для порівняння дослі-
джували малоефективний штам ризобій, отриманий з колекції ВНДІСГМ 
РАСГН (Санкт-Петербург, Пушкін), і неефективний штам, наданий співро-
бітниками Південної дослідної станції Інституту сільськогосподарської мі-
кробіології та агропромислового виробництва НААНУ.

Культивування бактерій проводили як описано в роботі [2]. Рідку куль-
туру штамів B. japonicum в експоненційній фазі росту центрифугували 30 
хв. при 15000 g і за температури +4˚С. Супернатант використовували для 
якісного та кількісного аналізу фітогормонів. З супернатанту фітогормо-
ни виділяли шляхом перерозподілу в двох не змішуваних між собою фа-
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зах [4]. Подальше концентрування та очищення екстрактів проводили мето-
дом препаративно-накопичувальної тонкошарової хроматографії. Якісне та 
кількісне визначення ауксинів та цитокінінів проводили методом спектро-
денситометричної тонкошарової хроматографії [5]. Показник синтезу екзо-
генних фітогормонів перераховували у мкг на 1 г абсолютно сухої біомаси 
(АСБ) продуцента.

Результати досліджень
Досліджувані штами ризобій синтезували екзогенні фітогормони сти-

мулюючої дії (ауксини і цитокініни). У складі екзогенних ауксинів були при-
сутні, крім індол-3-оцтової кислоти (ІОК), інші індольні сполуки, синтез 
яких притаманний саме мікроорганізмам [10]: індол-3-карбоксилова кис-
лота, індол-3-карбінол та індол-3-оцтової кислоти гідразин (табл. 1). Сто-
совно спектру синтезованих сполук слід відмітити наступне: високим рів-
нем синтезу похідних ІОК характеризувався неефективний штам B. japon-
icum 604к і один з ефективних штамів B. japonicum УКМ В-6036. Спектр 
синтезованих сполук і рівні їх синтезу у цих двох штамів практично не від-
різнялись.

Таблиця 1
Питоме продукування екзогенних ауксинів ризобіями сої

Штами

Ауксини, мкг/г абсолютно сухої біомаси

ІОК
Індол-3-

карбоксилова 
кислота

Індол-3-
карбінол

Індол-3-
оцтової кис-
лоти гідра-

зин

Індол-3-
карбокс-
альдегід

Σауксинів

B. japonicum 
604к

сліди 216,1 442,3 408,9 сліди 1067,4

B. japonicum 
21110

3,8 сліди сліди сліди сліди 3,8

B. japonicum
УКМ В-6018

8,9 4,60 сліди сліди 0,4 13,9

B. japonicum
УКМ В-6023

5,2 сліди 39,1 9,8 сліди 54,1

B. japonicum
УКМ В-6035

772,8 сліди сліди сліди сліди 772,8

B. japonicum
УКМ В-6036

сліди 254,0 369,7 598,5 сліди 1222,2

Решта досліджуваних штамів ризобій суттєво відрізнялись як спек-
тром синтезованих сполук, так і рівнем їх синтезу. Так, раніше було показа-
но, що високоактивні штами ризобій та tn5-мутанти характеризувались ви-
сокою здатністю щодо синтезу ІОК в чистій культурі [7].

Отримані нами результати не узгоджуються з даними попередньої ро-
боти, адже ні синтез ІОК, ні сумарний синтез ауксинів прямо не корелюва-
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ли з характеристикою ефективності штамів ризобій сої. З літератури відо-
ма «ауксинова» гіпотеза інфікування ризобіями коренів [11], однак отри-
мані результати частково (для двох із шести штамів) свідчать на користь 
цієї гіпотези. Ймовірно, ефективність симбіозу пов’язана з синтезом інших 
класів гормонів-стимуляторів, зокрема цитокінінів, співвідношення яких з 
ауксинами може позитивно впливати на рослини в умовах симбіозу [6, 10].

Спектр цитокінінів, синтезованих штамами B. japonicum, відрізняв-
ся як якісним, так і кількісним складом. Так, високоефективний симбі-
онт УКМ В-6018 синтезував найбільшу кількість цитокінінів (~ 1555 мкг/г 
АСБ), серед яких переважав зеатин-рибозид. Штам також був здат-
ний синтезувати значну кількість інших цитокінінів, зокрема, зеатину та 
ізопентеніл-аденозину (табл. 2). Інший високоефективний штам УКМ 
В-6035 синтезував менше екзогенних цитокінінів, при цьому переважав 
синтез зеатин-рибозиду (більше 670 мкг/г АСБ), а співвідношення форм 
цитокінінів дещо відрізнялося від штаму УКМ В-6018: виявлено слідові 
кількості ізопентеніл-аденозину.

Таблиця 2
Питоме продукування екзогенних цитокінінів бульбочковими бактеріями роду Bradyrhi-
zobium

Штами ри-
зобій

Характеристика
активності

Цитокініни, мкг/г абсолютно сухої біомаси

Зеатин Зеатин-
рибозид

Ізопенте-
ніл-аденін

Ізопенте-
ніл-адено-

зин 
Σциток. 

B. japonicum 
604к

неактивний 15,39 108,83 сліди 17,38 141,60

B. japonicum 
21110

малоактивний 22,02 135,91 сліди 8,03 165,96

B. japonicum 
УКМ В-6018

високоактив-
ний

345,00 855,01 1,71 352,44 1554,16

B. japonicum 
УКМ В-6023

високоактив-
ний

125,32 342,47 9,30 5,48 482,57

B. japonicum 
УКМ В-6035

високоактив-
ний

60,29 672,55 4,94 сліди 737,78

B. japonicum 
УКМ В-6036

високоактив-
ний

311,05 233,74 1,72 8,04 554,55

Заслуговує на увагу й те, що загальна кількість цитокінінів, синтезова-
них високоефективними штамами, була в 4,4-9,4 рази вище в порівнянні з 
синтезом аналогічних фітогормонів малоефективним штамом B. japonicum 
21110. У зв’язку з цим, ми висловили припущення про прямий взаємозв’язок 
між здатністю до синтезу цитокінінів штамами ризобій сої та їх симбіотич-
ною ефективністю. Для підтвердження цього припущення нами була про-
аналізована здатність до синтезу екзогенних цитокінінів ризобіями сої різ-



352

ної ефективності: неактивним штамом B. japonicum 604к, малоефектив-
ним B. japonicum 21110 і чотирма високоефективними: B. japonicum УКМ 
В-6018, УКМ В-6023, УКМ В-6035, УКМ В-6036.

Отримані результати свідчать про те, що штами бульбочкових бакте-
рій, що відрізняються симбіотичною ефективністю, синтезували різні кіль-
кості екзогенних цитокінінів. В спектрі отриманих фітогормонів цитокіні-
нового ряду переважав зеатин-рибозид, найбільша кількість якого виявлена 
в супернатанті B. japonicum УКМ В-6018.

Заслуговує уваги і те, що кількість зеатин-рибозиду, синтезованого ви-
сокоефективними штамами ризобій сої, була у 1,7-7,9 разів вище, ніж у ма-
лоефективного і неактивного штамів. Аналогічна закономірність більш ак-
тивного синтезу цитокінінів ефективними штамами спостерігалася і щодо 
зеатину (перевищення у 2,7-22,4 рази) і ізопентеніл-аденіну (синтез цього 
гормону у B. japonicum 21110 і 604к практично був відсутній). Таким чи-
ном, загальний синтез екзогенних цитокінінів кожним високоефективним 
штамом значно перевищував аналогічні показники у малоефективного і у 
неефективного штамів.

В попередніх дослідженнях показано, що в якості характеристики сим-
біотичної активності штамів традиційно використовують показники фор-
мування і функціонування нодуляційного апарату сої, вмісту хлорофілів в 
листках сої за обробки досліджуваними штамами і продуктивність рослин 
[2]. Отримані дані не суперечать раніше опублікованим результатам про те, 
що високовірулентні штами бульбочкових бактерій характеризуються під-
вищеною здатністю до синтезу цитокінінів [3]. Обговорюється, що саме ци-
токініни відіграють важливу роль у формуванні бульбочок, оскільки стиму-
люють процеси проліферації тканин коренів.

Висновки
Стосовно зв’язку між синтезом ауксинів і цитокінінів ризобіями сої 

з різною симбіотичною ефективністю слід зауважити, що на ефектив-
ність симбіозу позитивно буде впливати синтез всіх класів гормонів-
стимуляторів, притаманний ризобіям сої. Мікробні ростові сполуки сти-
мулюючої дії змінюють гормональний статус рослини-господаря, завдяки 
впливу на функціонування морфогенетичних програм рослинного організ-
му. Зміна співвідношення ауксинів і цитокінінів в рослинних тканинах, зо-
крема, передує новому етапу онтогенетичного розвитку рослини (диферен-
ціації бруньок, формуванню насіння, тощо).
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Резюме
Досліджено синтез ауксинів і цитокінінів деякими штамами B. japonicum. По-

казано, що підвищений синтез екзогенних ауксинів ризобіями сої не пов’язаний з їх 
симбіотичною ефективністю. Натомість, синтез екзогенних цитокінінів високоефек-
тивними штамами суттєво (в 3-11 разів) перевищує аналогічний показник у штамів з 
низькою ефективністю. Робиться висновок, що співвідношення гормонів стимулю-
ючої дії (ауксинів та цитокінінів) відіграє важливу роль в онтогенезі рослин сої.

Исследован синтез ауксинов и цитокининов некоторыми штаммами 
B. japonicum. Показано, что повышенный синтез экзогенных ауксинов ризобиями 
сои не связан с их симбиотической эффективностью. Синтез экзогенных цитокини-
нов высокоэффективными штаммами существенно (в 3-11 раз) превышает анало-
гичный показатель у штаммов с низкой эффективностью. Делается вывод, что со-
отношение гормонов стимулирующего действия (ауксинов и цитокининов) играет 
важную роль в онтогенезе растений сои.

synthesis of auxin and cytokinin by some strains of B. japonicum have been re-
searched. have been shown that increased synthesis of exogenous auxins compounds by 
soybean rhizobia is not associated with their symbiotic efficiency. instead, the synthesis 
of exogenous cytokinin strains highly significant (at 3.11 times) higher than in the strains 
with low efficiency. it is concluded that the ratio of hormones stimulating action (auxin 
and cytokinin) plays an important role in the ontogeny of plant soybeans.
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СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ В ИЗУЧЕНИИ СИМБИОЗОВ ГОРОХА 
ПОСЕВНОГО (PISUM SATIVUM L.)

Растения семейства Бобовые (fabaceae) в наибольшей степени отвеча-
ют требованиям концепции адаптивного земледелия, поскольку способны 
к образованию мутуалистических (взаимовыгодных) симбиозов с полезны-
ми почвенными микроорганизмами (ППМ): арбускулярной микоризы с гло-
мусовыми грибами (schüßler et al., 2001), бобово-ризобиального симбио-
за с клубеньковыми бактериями (ризобиями) (sprent, 2001), а также ассо-
циаций с рост-стимулирующими ризосферными бактериями (lugtenberg et 
al., 2001). За последнее десятилетие получено множество данных о молеку-
лярно-генетических основах развития и функционирования симбиозов бо-
бовых растений (oldroyd, downie, 2008). Однако, изучение генетического 
контроля развития симбиозов у культурных бобовых, и, в частности, горо-
ха посевного, ограничено из-за значительного размера генома, продолжи-
тельного жизненного цикла и сложности генетических манипуляций с дан-
ными объектами.

Удобным способом преодоления ограничений, связанных со специфи-
кой объекта исследований, является использование современных методов 
молекулярной биологии. За последние несколько лет был совершен про-
рыв в области секвенирования геномов растений, что оказалось возмож-
ным благодаря широкому распространению использованию технологий 
«second generation sequencing», или «секвенирование второго поколения» 
(imelfort, edwards, 2009; edwards, batley, 2010; metzker, 2010). Значитель-
ный успех в изучении генетических основ формирования мутуалистичес-
ких симбиозов был также достигнут за счет вовлечения в исследования мо-
дельных бобовых растений лядвенца японского (Lotus japonicus (regel.) 
larsen) и люцерны слабоусеченной (Medicago truncatula Gaertn.), которые 
обладают сравнительно небольшим геномом и легко подвергаются моле-
кулярно-генетическим манипуляциям. Сходство структурной организации 
геномов различных бобовых растений позволяет «переносить» достижения 
генетики, геномики и транскриптомики модельных бобовых на сельскохо-
зяйственно-ценные бобовые культуры, такие как горох посевной (Pisum sa-
tivum l.) (young, Udvardi, 2009). В данном сообщении освещены методы, 
подходы, итоги и перспективы исследований генетического контроля раз-
вития симбиозов, образуемых горохом посевным.
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Материалы и методы
Биологический материал:
В работе были использованы следующие мутантные линии гороха: 

risnod24 (sym36), risfixv (sym42), sGecrt (crt) из коллекции лаборатории 
растительно-микробных взаимодействий ГНУ ВНИИСХМ.

Генетическое картирование проводили на выборках поколения f2 от 
скрещивания мутантных линий с тестерной линией nGb1238, имеющей 
нормальный фенотип клубенькообразования. Картирование гена Crt прово-
дили на выборке f2 (sGecrt x i-x) (линия i-x, нормальная в отношении раз-
вития корневой системы, любезно предоставлена проф. Н. Уиденом (Prof. 
n. Weeden, montana state University, mt, UsA)).

Для анализа транскриптома клубеньков по 5 растений линий sGe и 
sGeapm (cochleata) были выращены индивидуально в керамических гор-
шочках с прокаленным кварцевым песком при инокуляции клубеньковы-
ми бактериями (штамм ciAm1026 из коллекции ГНУ ВНИИСХМ). Клу-
беньки были собраны и переданы в Инновационно-технологический центр 
“Биологически активные соединения и их применение” РАН для дальней-
шей работы.

Молекулярно-биологические процедуры: Геномную ДНК из растений 
гороха выделяли с использованием буфера ctAb по модифицированному 
протоколу rogers, bendich (1985); ПЦР проводили в термоциклерах icy-
cler™ (bio-rad, США) и Personal cycler (biometra, Германия). Секвениро-
вание осуществляли на автоматическом приборе ceQ™ 8000 Genetic Anal-
ysis system (beckman coulter, США) по протоколу производителя. Прай-
меры были синтезированы компанией «Евроген», Москва, Россия. Анализ 
рестрикционных фрагментов проводили в 3% агарозном геле.

Компьютерный анализ: В работе были использованы следующие про-
граммы и сайты:

– данные по секвенированию нуклеотидных последовательностей об-
рабатывали с помощью программного обеспечения автоматического секве-
натора ceQ™ 8000 Genetic Analysis system (beckman coulter, США). В про-
граммах multalin (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/multalin/multalin.
html) и clustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw2/index.html) проводи-
ли множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей.

– подбор необходимых эндонуклеаз рестрикции для детекции поли-
морфизма фрагментов осуществляли в программе dcAPs finder 2.0 (http://
helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html).

– построение генетических карт проводили с помощью программ 
mapl98 (Prof. yasuo Ukai, Graduate school of Agricultural life science, the 
University of tokyo) и Joinmap 4.1 (van ooijen J.W., 2006).

– определение позиций генов, гомологичных использованным марке-
рам, в геноме люцерны слабоусеченной, проводили путем поиска по ал-
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горитму blAst на сайтах http://www.medicago.org/genome/cvit_blast.php и 
http://www.medicagohapmap.org/ advanced_search_page.php?seq.

Результаты и обсуждение
Для определения нуклеотидных последовательностей симбиотичес-

ких генов гороха, затронутых мутациями, используется методология срав-
нительного картирования, основанная на достижениях сравнительной ге-
номики бобовых растений. Для картирования мутантных генов в геноме 
гороха создан набор ген-специфичных молекулярных маркеров, распреде-
ленных по всем хромосомам гороха посевного (жуков и др., 2010). Данные 
маркеры относятся к типу cAPs (cleaved Amplified Polymorphic sequence) 
и основаны на амплификации фрагмента определенного гена и специфич-
ном расщеплении только одной из его аллелей определенной эндонукле-
азой рестрикции (Konieczny, Ausubel, 1993).

Набор маркеров был использован для картирования симбиотических 
генов гороха Sym36 и Sym42, позиции которых в геноме гороха были не-
известны. Для точного картирования гена Crt, ранее локализованного в v 
группе сцепления, были также использованы маркеры, созданные на осно-
ве генов-кандидатов люцерны слабоусеченной.

В результате работы гены Sym36 и Sym42 были локализованы в vi и 
vii группах сцепления гороха, соответственно. Для последующей точной 
локализации данных генов были использованы маркеры, созданных на ос-
нове генов люцерны слабоусеченной, расположенных в гомологичных об-
ластях генома. На основании проведенной точной локализации гена Crt ге-
ны-кандидаты, демонстрировавшие полное сцепление с геном интереса, 
были секвенированы у мутантной линии sGecrt и исходной линии sGe для 
выявления тождественности одного из них гену Crt.

Совместно с Инновационно-технологическим центром “Биологичес-
ки активные соединения и их применение” РАН начата работа по секвени-
рованию транскриптома клубеньков мутантной линии гороха sGeapm, не-
сущей мутацию в гене Cochleata. У мутантов по данному гену нарушения 
регуляции меристематической активности приводят к тому, что верхушка 
симбиотического клубенька превращается в морфологически нормальный 
корень. Сравнение транскрипционных профилей клубеньков мутанта и ли-
нии «дикого типа», а также кончиков корней линии «дикого типа» позволит 
получить знания о тонкой регуляции генных сетей, контролирующих раз-
витие и функционирование клубеньков. Масштабность производимых ис-
следований позволяет анализировать огромное количество генов (сравни-
мое с анализом экспрессии генов на микрочипах), а также выявлять регуля-
торные РНК, например, микроРНК. Эти результаты представляются весьма 
важными и актуальными как для фундаментальной науки, так и для селек-
ционной работы.
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Выводы
Использование современных методов и подходов, таких как сравни-

тельная генетика и геномика, а также широкомасштабное секвенирование 
«следующего поколения», позволяет выявлять последовательности ключе-
вых генов гороха, ответственных за функционирование симбиотических 
систем, изучать их полиморфизм и выяснять особенности развития симби-
озов, отличающих горох посевной от других бобовых растений. Получен-
ные знания могут быть использованы для создания новых сортов гороха, 
эффективно взаимодействующих с ППМ. Понимание генетических основ 
функционирования симбиотических систем, образуемых бобовыми расте-
ниями, является необходимой основой «адаптивного» земледелия.
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Резюме
Описано применение методов и подходов сравнительной генетики, геномики 

и транскриптомики бобовых растений для выявления последовательностей ключе-
вых генов гороха, ответственных за функционирование симбиотических систем.

the application of methods and approaches of comparative genetics, genomics and 
transcriptomics of leguminous plants is described, which are used for identification se-
quences of key genes of pea responsible for the functioning of the symbiotic systems.

КЛОЧКО В.В., ЗЕЛЕНА Л.Б., ЧУГУНОВА К.О., АВДЄЄВА Л.В.
Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України,
Україна, Київ, 03680, вул. Заболотного, 154, e-mail: kvvit78@hotmail.com

АНАЛІЗ ФЕНАЗИНОВОГО КОМПЛЕКСУ У шТАМІВ 
PSEUDOMONAS CHLORORAPHIS SUBSP. AUREOFACIENS УКМ 

В-111 І УКМ В-306
Одним з актуальних напрямків біотехнології є створення високопро-

дуктивних форм мікроорганізмів, здатних синтезувати біологічно активні 
сполуки, що можуть використовуватися в різних галузях господарства.

Бактерії роду Pseudomonas являють собою велику групу мікроорганіз-
мів, яка відіграє значну роль в медицині, біотехнології та екології. Потуж-
ний метаболічний потенціал, здатність до синтезу як біополімерів, так і ба-
гатьох низькомолекулярних продуктів, в тому числі антибіотиків, адаптація 
до найрізноманітніших умов середовища роблять рід Pseudomonas прива-
бливим об’єктом комплексних генетичних і метаболічних досліджень [1].

На цей час повністю сиквеновано геноми більше 10 штамів кількох ви-
дів псевдомонад (P.aeruginosa, P.putida, P.fluorescens, P.entomophila та ін.), 
досліджено «core»- і «pan»-геноми та встановлено гени, відповідальні за 
біо синтез певних метаболітів або їх попередників. Одержана інформація 
відкриває нові можливості для пошуку серед бактерій продуцентів біоло-
гічно активних речовин. Початковим етапом такого пошуку є встановлен-
ня наявності генів, що приймають участь в біосинтезі тих класів метаболі-
тів, які цікавлять дослідника. Поєднання молекулярно-генетичних методів 
і методів хромато-мас-спектрометричного аналізу дозволяє отримати дані 
щодо наявності в генетичному апараті клітини генів, які контролюють пев-
ні фізіологічні процеси та синтез відповідних біологічно активних сполук.

Для проведення таких досліджень нами були відібрані два штами бак-
терій Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens УКМ В-111 і В-306, що 
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входять до складу комплексного біопрепарату гаупсину, який використову-
ється для захисту рослин від фітопатогенів і в той же час характеризуєть-
ся ентомопатогенною і противірусною активністю [2, 3]. Відомо, що бакте-
рії роду Pseudomonas характеризуються здатністю синтезувати антибіоти-
ки феназинового ряду, активні проти фітопатогенних грибів і бактерій [4]. 
На сьогодні вже відомі етапи біосинтезу феназинів та встановлені гени, що 
входять до складу феназинового оперону [1, 5].

Метою даної роботи було виявлення у штамах P. chlororaphis subsp. 
aureofaciens В-111 і В-306 гену phzd, відповідального за синтез 3-оксиан-
транилату (попередника феназин-1-карбонової кислоти) та аналіз культу-
ральних рідин цих штамів на наявність антибіотиків феназинового ряду.

Матеріали і методи
Об’єкти досліджень – штами P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 і 

В-306, що підтримуються в Українській колекції мікроорганізмів (Інститут 
мікробіології і вірусології НАН України). Вирощування штамів проводили 
в глибинних умовах, в колбах Ерленмейера, що містили 100 мл поживного 
середовища Кінг А, при температурі 27°С протягом 72 годин.

Виділення ДНК із суспензії клітин і ПЛР-аналіз проводили відповід-
но до методик, наведених у роботі [6]. ПЛР виконували на ампліфікаторі 
«Терцик» (“ДНК-Технология”, Росія). Продукти ПЛР розділяли в агароз-
ному гелі, розміри продуктів ампліфікації визначали за допомогою маркера 
молекулярної ваги dnA ladder mix («fermentas», Литва). Використовували 
праймери phzd forward: 5’ – AtG Acc GGc Att ccA tcG Atc – 3’ та phzd 
reverse: 5’ – tcA tAG cAc cAc ctc Atc GG – 3’. Негативним контролем 
в реакціях ампліфікації слугував штам P. putida УКМ b-115, який не здат-
ний до синтезу феназинів.

Визначення антибіотиків феназинового ряду проводили в фугатах 
культуральних рідин методом хромато-мас-спектрометрії на рідинному 
хроматографі «Agilent 1200» з використанням мас-спектрометричного де-
тектора «Agilent G1956b». Хроматографічна колонка Ascentis rP-amide 
c18 (150 мм × 4,6 мм × 5 мкм), система метанол-вода з додаванням 0,1% 
оцтової кислоти, градієнтний режим. Мас-спектрометричний аналіз прово-
дили з регістрацією позитивних і негативних іонів з співвідношенням маса/
заряд (m/z) в діапазоні 50 – 300.

Результати і обговорення
За результатами ПЛР-аналізу (рис. 1) штамів P. chlororaphis subsp. 

aureofaciens В-111 і В-306 було виявлено продукт ампліфікації розміром 
620 п.н. Виходячи з літературних даних [7], можна зробити висновок про 
наявність phzd-гену у досліджуваних штамах.

Оскільки молекулярно-генетичними методами була показана наявність 
у штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 і В-306 phzd-гену, що 
приймає участь в синтезі феназинів, ми вважали за необхідне перевірити 
біосинтетичну активність даних штамів шляхом аналізу їх культуральних 
рідин (рис. 2).
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Визначення антибіотиків феназинового ряду проводили в фугатах 
культуральних рідин методом хромато-мас-спектрометрії на рідинному хроматографі 
"Agilent 1200" з використанням мас-спектрометричного детектора "Agilent G1956b". 
Хроматографічна колонка Ascentis rP-amide c18 (150 мм  4,6 мм  5 мкм), система 
метанол-вода з додаванням 0,1% оцтової кислоти, градієнтний режим. Мас-
спектрометричний аналіз проводили з регістрацією позитивних і негативних іонів з 
співвідношенням маса/заряд (m/z) в діапазоні 50 – 300. 

Результати і обговорення. 
За результатами ПЛР-аналізу (рис. 1) штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens  

В-111 і В-306 було виявлено продукт ампліфікації розміром 620 п.н. Виходячи з 
літературних даних 7, можна зробити висновок про наявність  phzd-гену у 
досліджуваних штамах.  
 
 

 
 

Рис.1. Електрофореграма продуктів ампліфікації з праймерами phzd: 1 – P. 
chlororaphis subsp. aureofaciens  В-111; 2 – P. chlororaphis subsp. aureofaciens  В-306; К 
– контроль (P. putida b-115). 

 
Оскільки молекулярно-генетичними методами була показана наявність у штамів 

P. chlororaphis subsp. aureofaciens  В-111 і В-306 phzd-гену, що приймає участь в 
синтезі феназинів, ми вважали за необхідне перевірити біосинтетичну активність даних 
штамів шляхом аналізу їх культуральних рідин (рис. 2). 

Штами P. chlororaphis subsp. aureofaciens  В-111 і В-306 характеризувалися 
біосинтезом трьох сполук феназинового ряду з молекулярними масами 224, 196 і 240 
а.о.м., що відповідало молекулярним масам таких сполук, як феназин-1-карбонова 
кислота, 2-оксифеназин та 2-оксифеназин-1-карбонова кислота відповідно. Серед трьох 
похідних феназину основним продуктом біосинтезу у досліджуваних штамів виявилася 
феназин-1-карбонова кислота.  

Таким чином, у штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens  В-111 і В-306 було 
виявлено phzd-ген, відповідальний за синтез антибіотиків феназинового ряду, а також 
підтверджено наявність продуктів феназинового комплексу. 

Рис.1. Електрофореграма продуктів ампліфікації з праймерами phzD: 1 – 
P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111; 2 – P. chlororaphis subsp. aureofaciens 

В-306; К – контроль (P. putida B-115).

 
 
Рис. 2. Хромато-мас-спектрометричний аналіз культуральної рідини штама 

P.chlororaphis subsp.aureofaciens В-111: 1 – феназин-1-карбонова кислота; 2 – 2-
оксифеназин; 3 – 2-оксифеназин-1-карбонова кислота. 
 

Поєднання молекулярно-генетичних методів з методами аналізу культуральних 
рідин, зокрема хромато-мас-спектрометрії, може виявитися перспективним напрямком 
пошуку продуцентів біологічно активних речовин. Це дозволить проводити скринінг 
штамів за наявністю генів, відповідальних за біосинтез необхідних сполук, 
оптимізувати умови культивування штамів для забезпечення експресії цих генів,  а 
також аналізувати продукти, отримані у процесах ферментації. 

Висновки. 
У штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 і В-306  виявлено phzd-ген, 

відповідальний за біосинтез попередника феназин-1-карбонової кислоти –  3-
оксиантранилату. В культуральних рідинах штамів виявлена наявність трьох сполук, 
що входять до складу феназинового комплексу (феназин-1-карбонової кислоти, 2-
оксифеназину та 2-оксифеназин-1-карбонової кислоти), що може слугувати 
підтвердженням експресії phzd-гену в обраних умовах культивування.  
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Штами P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 і В-306 характеризу-
валися біосинтезом трьох сполук феназинового ряду з молекулярними ма-
сами 224, 196 і 240 а.о.м., що відповідало молекулярним масам таких спо-
лук, як феназин-1-карбонова кислота, 2-оксифеназин та 2-оксифеназин-1-
карбонова кислота відповідно. Серед трьох похідних феназину основним 
продуктом біосинтезу у досліджуваних штамів виявилася феназин-1-
карбонова кислота.

Таким чином, у штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 і В-306 
було виявлено phzd-ген, відповідальний за синтез антибіотиків феназино-
вого ряду, а також підтверджено наявність продуктів феназинового комп-
лексу.

Поєднання молекулярно-генетичних методів з методами аналізу куль-
туральних рідин, зокрема хромато-мас-спектрометрії, може виявитися пер-
спективним напрямком пошуку продуцентів біологічно активних речовин. 
Це дозволить проводити скринінг штамів за наявністю генів, відповідаль-
них за біосинтез необхідних сполук, оптимізувати умови культивування 
штамів для забезпечення експресії цих генів, а також аналізувати продукти, 
отримані у процесах ферментації.

Висновки
У штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens В-111 і В-306 виявлено 

phzd-ген, відповідальний за біосинтез попередника феназин-1-карбонової 
кислоти – 3-оксиантранилату. В культуральних рідинах штамів виявле-
на наявність трьох сполук, що входять до складу феназинового комплек-
су (феназин-1-карбонової кислоти, 2-оксифеназину та 2-оксифеназин-1-
карбонової кислоти), що може слугувати підтвердженням експресії phzd-
гену в обраних умовах культивування.
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Резюме
Аналіз феназинового комплексу штамів P. chlororaphis subsp. aureofaciens 

УКМ В-111 і В-306 – компонентів біопрепарату гаупсин – показав наявність у них 
phzd-гену, відповідального за синтез 3-оксиантранилату (попередника феназин-1-
карбонової кислоти). В культуральних рідинах обох штамів виявлені сполуки фе-
назинового ряду: феназин-1-карбонова кислота, 2-оксифеназин-1-карбонова кисло-
та та 2-оксифеназин.

Анализ феназинового комплекса штаммов P. chlororaphis subsp. aureofaciens 
УКМ В-111 и В-306 – компонентов биопрепарата гаупсин – показал наличие у них 
phzd-гена, ответственного за синтез 3-оксиантранилату (предшественника фена-
зин-1-карбоновой кислоты). В культуральных жидкостях обеих штаммов были об-
наружены вещества феназинового ряда: феназин-1-карбоновая кислота, 2-оксифе-
назин-1- карбоновая кислота и 2-оксифеназин.

Phenazine complex analysis of strains Pseudomonas chlororaphis subsp. 
aureofaciens Ucm b-111 and Ucm b-306 – components of biopreparation gaupsin – 
has shown presence of phzd-gene responsible for synthesis of 3-hydroxyanthranilate – 
phenazine-1-carboxylic acid precursor. Phenazine derivatives phenazine-1-carboxylic 
acid, 2-hydroxyphenazine-1-carboxylic acid and 2-hydroxyphenazine have been found in 
fermentation broth of both strains.
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Институт физиологии растений и генетики НАН Украины,
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ПОЛУЧЕНИЕ ТРАНСПОЗОНОВЫХ МУТАНТОВ 
МЕДЛЕННОРАСТУЩИХ КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ СОИ

На сегодня большая часть работ по tn5-мутагенезу клубеньковых бак-
терий выполнена с использованием быстрорастущих ризобий, в частности 
Sinorhizobium meliloti. По транспозоновому мутагенезу медленнорастущих 
клубеньковых бактерий, а именно ризобий сои, таких работ немного и поч-
ти все они выполнены за рубежом [3, 6, 7, 9]. Так, с помощью tn5-мутаге-
неза получены экзополисахаридные мутанты Bradyrhizobium japonicum, ха-
рактеризующиеся замедленным образованием клубеньков и уменьшенной 
конкурентоспособностью [7], а также быстрорастущие клубеньковые бак-
терии сои Rhizobium fredii со сниженным синтезом общего количества экзо-
полисахаридов, ухудшенными симбиотическими свойствами [6]. Выдвину-
то предположение, что изменение структуры клеточной поверхности у tn5-
мутантов ограничивает образование клубеньков у растений сои типа Rj2 [9].

Кроме того, транспозоновые инсерции в генетический аппарат ризобий 
дают возможность расширить спектр растений-хозяев. Так, при использо-
вании этого метода получены tn5-мутанты штамма UsdA257 R. fredii, спо-
собные вступать в эффективные симбиотические отношения с тремя сор-
тами сои, тогда как исходный штамм не формировал корневые клубеньки у 
этих сортов [3].
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Показано, что tn5-мутанты B. japonicum is-1, полученные с использо-
ванием в качестве донора штамма Escherichia coli s17-1 с вектором pUtKm, 
формировали эффективные клубеньки на корнях сои сорта cns(Rj2Rj3), не 
совместимого с родительским штаммом [5, 10]. Авторы разработали стра-
тегию идентификации вектора tn5-мутантов B. japonicum is-1. Для этого 
они предложили рестрикционную карту штамма is-1, построенную с уче-
том целостности геномной последовательности штамма UsdA110 [5, 10].

Методом транспозонового мутагенеза получены два мутанта B. japoni-
cum, которые проявили свойства как устойчивости к фагам, так и способнос-
ти к клубенькообразованию. В природных условиях инокуляция такими му-
тантами может уменьшать инфицирование растений фагоустойчивыми неэф-
фективными или малоэффективными штаммами гомологичных ризобий [2].

Целью наших исследований было установление возможности исполь-
зования векторов psUP2021::tn5 и psUP5011::tn5 для проведения транс-
позонового мутагенеза у медленнорастущих клубеньковых бактерий B. ja-
ponicum и получения их мутантов с измененными симбиотическими свойс-
твами.

Материалы и методы
В работе использовали штаммы B. japonicum 646, М634б, 634б и E. coli 

s17-1.
Устойчивость ризобий сои к стрептомицину (str) и канамицину (Km) 

изучали высевом бактериальных культур на чашки Петри с агаризован-
ной маннитно-дрожжевой (МДА) средой такого состава, г/л: КН2РО4 – 0,5; 
mgso4 ∙ 7h2o – 0,4; nacl – 0,1; дрожжевой экстракт – 1,0; манит – 10,0; 
СаСО3 – следы; агар – 15,0. К среде добавляли определенное количество 
антибиотиков. Контролем служила среда без антибиотиков. Высев на чаш-
ки проводили штрихом массой клеток и суспензией бактерий.

Транспозоновый мутагенез проводили по методу Новиковой с соавт. 
[1], приспособленному для медленнорастущих клубеньковых бактерий сои. 
Культуры штамма-донора и штаммов-реципиентов выращивали до поздней 
логарифмической фазы роста. Конъюгативную смесь готовили смешивани-
ем культуры донора и реципиента в соотношении 1 : 5 и высевали на агари-
зованную среду ТУ [4]. Штамм E. coli s17-1 выращивали на среде lb тако-
го состава, г/л: триптон – 10,0; дрожжевой экстракт – 5,0; nacl – 5,0. Была 
выбрана экспозиция длительности контакта между ризобиями и E. coli при 
конъюгации 25 ч. После инкубации суспензию бактерий, смытую с чашек 
Петри, сеяли на среду с 200 мкг/мл Km и 800 мкг/мл str для отбора полу-
ченных транспозоновых мутантов и отделения их от E. coli s17-1, которая 
чувствительна к меньшей концентрации str. Посев осуществляли также на 
МДА с 800 мкг/мл str для учета общего количества как Kmr, так и нему-
тированных клеток, что необходимо для определения частоты образования 
tn5-мутантов. Частоту транспозиции определяли по соотношению коли-
чества клеток в “0”-разведении, которые выросли на МДА + Km + str, и ко-
личества клеток в “0”-разведении, т. е. 106, которые выросли на МДА + str.
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Результаты и обсуждение
В связи с тем, что в работе по транспозоновому мутагенезу B. japoni cum 

предполагалось использование штамма E. coli s17-1 с векторами psUP2021 
и psUP5011 [8], прежде всего нужно было подобрать для этих доноров со-
ответствующие реципиенты. Известно, что упомянутые векторы отвечают 
за устойчивость к стрептомицину, ампицилину и хлорамфениколу. Кроме 
того, в эти векторы встроен транспозон tn5, который кодирует устойчи-
вость к 200 мкг/мл Km/nm. Для проведения конъюгации донорные клетки 
E. coli s17-1 можно контрселекционировать стрептомицином концентраци-
ей 600–800 мкг/мл, к которой у реципиента должна быть хромосомно коди-
руемая резистентность. Чтобы селекционировать образованные при конъ-
югации tn5-мутанты, которые приобрели устойчивость к 200 мкг/мл Km, 
реципиент должен быть чувствительным к Km.

B. japonicum 646 имеет природный фенотип Kms strr, то есть он чувс-
твителен к Km и устойчив к str. Этот штамм является подходящим реци-
пиентом вектора psUP2021::tn5 и может быть также реципиентом вектора 
psUP5011::tn5-mob. Вместе с тем штамм 634б имеет природный фенотип 
Kms strs, и потому он не может быть реципиентом данных векторов. Для 
того чтобы использовать штамм 634б в tn5-мутагенезе, мы получили му-
тант М634б, устойчивый к 1000 мкг/мл str.

Таким образом, для осуществления tn5-мутагенеза с векторами 
psUP2021::tn5 и psUP5011::tn5 использовали штаммы 646 и М634б.

Клетки обоих штаммов-реципиентов в конце логарифмической 
фазы роста оказались компетентными (табл. 1), т. е. способными воспри-
нять транспозон донора. Однако потенциальные возможности векторов 
psUP2021 и psUP5011::tn5-mob по-разному реализовались у штаммов, ис-
пользуемых во время конъюгации. Так, у штамма 646 (см. табл. 1) с помо-
щью вектора psUP5011::tn5-mob получено наибольшее количество tn5-
мутантов (рис. 1), тогда как у штамма М634б больше Kmr-клонов выявле-
но при использовании psUP2021::tn5 (рис. 2).

Таблица 1.
Образование Tn5-мутантов при межродовой конъюгации B. japonicum и E. coli S17-1 в за-
висимости от штамма и вектора

Штамм-
реципи-

ент
Вектор

Количество Kmr-мутантов 
на МДА +  Km + str

Общее количество ризо-
бий на МДА + str

І ІІ
646 psUP5011::tn5-mob 13,4 ± 0,9 2,33 ± 0,33

psUP2021::tn5 1,6 ± 0,3 5,01 ± 0,57
М634б psUP5011::tn5-mob 2,25 ± 0,5 62,0 ± 4,35

psUP2021::tn5 4,6 ± 0,6 128,6 ± 2,33

П р и м е ч а н и е : І – без разведения; ІІ – разведение 106.
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Рис. 1. Колонии Tn5-мутантов штамма 646 B. japonicum (среда 
МДА + 200 мкг/мл Km + 800 мкг/мл Str): 1 – 646 5011::tn5; 2 – 646 2011::tn5 
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Рис. 1. Колонии Tn5-мутантов штамма 646 B. japonicum (среда МДА + 
200 мкг/мл Km + 800 мкг/мл Str): 1 – 646 5011::Tn5; 2 – 646 2011::Tn5
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Рис. 1. Колонии Tn5-мутантов штамма 646 B. japonicum (среда 
МДА + 200 мкг/мл Km + 800 мкг/мл Str): 1 – 646 5011::tn5; 2 – 646 2011::tn5 
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Рис. 2. Колонии Tn5-мутантов штамма М634б B. japonicum (cреда МДА + 
200 мкг/мл Km + 800 мкг/мл Str): 1 – 634б StrR 5011::Tn5; 2 – 634б StrR 2021::Tn5
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Что касается общей численности ризобий, которые выросли на среде 
МДА, обогащенной 800 мкг/мл стрептомицина, нужно отметить, что после 
конъюгации у штамма М634б их было в 25−30 раз больше по сравнению с 
конъюгацией штамма 646, однако количество канамицинрезистентных му-
тантов штамма 646 при использовании вектора psUP5011::tn5-mob было в 
6 раз больше, а при использовании вектора psUP2021::tn5 – практически 
в 3 раза меньше, чем при использовании штамма М634б. Необходимо об-
ратить внимание на неодинаковые размеры образованных колоний (рис. 3). 
В частности, когда реципиентом вектора был штамм М634б, то в случае с 
вектором psUP5011::tn5 образованные колонии мутантов были значитель-
но больших размеров, чем в случае использования вектора psUP2021::tn5. 
Абсолютно противоположная картина наблюдалась после конъюгации 
штамма 646. Колонии значительно больших размеров образовались при ис-
пользовании вектора psUP2021::tn5 по сравнению с использованием век-
тора psUP5011::tn5.
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Рис. 2. Колонии Tn5-мутантов штамма М634б B. japonicum (cреда 
МДА + 200 мкг/мл Km + 800 мкг/мл Str): 1 – 634б strr 5011::tn5; 2 – 634б strr 
2021::tn5 
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Рис. 3. Общее количество ризобий в смыве после конъюгации (среда 
МДА + 800 мкг/мл Str): 1 – 634б strr 2021::tn5; 2 – 634б strr 5011::tn5; 3 – 
646 2021::tn5; 4 – 646 5011::tn5 
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10−6, а для М634б – 10−7 (табл. 2) является довольно высокой и не может быть 
результатом спонтанных мутаций. 
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Рис. 3. Общее количество ризобий в смыве после конъюгации (среда 
МДА + 800 мкг/мл Str): 1 – 634б StrR 2021::Tn5; 2 – 634б StrR 5011::Tn5; 3 – 

646 2021::Tn5; 4 – 646 5011::Tn5

Частота образования Kmr-рекомбинантов в случае межродовой конъ-
югации B. japonicum с E. coli s17-1 (psUP5011 и psUP2021) для штамма 
646 составляет 10−5–10−6, а для М634б – 10−7 (табл. 2) является довольно 
высокой и не может быть результатом спонтанных мутаций.
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Таблица 2
Частота образования канамицинрезистентных рекомбинантов при межродовой 
конъюгации E. coli S17-1 с ризобиями

Штамм Вектор Частота транспозиции
646 psUP5011::tn5-mob 0,57 ∙ 10–5

psUP2021::tn5 0,32 ∙ 10–6

М634б psUP5011::tn5-mob 0,36 ∙ 10–7

psUP2021::tn5 0,30 ∙ 10–7

Таким образом, из полученных результатов следует, что у штаммов 
медленнорастущих клубеньковых бактерий B. japonicum 646 и М634б 
с помощью межродовой конъюгации с E. coli s17-1, которая несет век-
торы psUP2021::tn5 или psUP5011::tn5-mob, можно получить Kmr-
мутанты. Использование вектора psUP5011::tn5-mob более эффективно 
для трансформирования генома медленнорастущих клубеньковых бакте-
рий B. japonicum штаммов 646 и М634б и позволяет получить более широ-
кий спектр tn5-мутантов.
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Резюме
В результате проведения транспозонового мутагенеза штаммов bradyrhizobium 

japonicum   646 и   М634б   установлена     возможность     использования        векто-
ров psUP2021 :: tn5   и  psUP5011 :: tn5-mob  для получения  Kmr –мутантов мед-
леннорастущих ризобий сои. Показано, что применение вектора  psUP5011::tn5-
mob  более эффективно для трансформирования  генома указанных штаммов и поз-
воляет получить более широкий спектр tn5-мутантов.

У результаті проведення  транспозонового мутагенезу штамів bradyrhizobium 
japonicum   646 і  М634б встановлена можливість використання  векторів psUP2021 :: 
tn5   і  psUP5011 :: tn5-mob  для отримання  Kmr –мутантів  повільно рослих ри-
зобій сої. Показано, що застосування  вектора  psUP5011::tn5-mob ефективніше 
для трансформування  геному вказаних штамів і дозволяє одержати ширший спектр 
tn5-мутантів.

As a result of the transpozone mutagenesis of bradyrhizobium japonicum  strains 
646 and  М634б  the possibility to use of psUP2021 :: tn5    and  psUP5011 :: tn5-
mob  vectors  for the obtaining of  Kmr –mutants of slow growing soybean rhizobsa is 
adjusted.it is shown that the applying of  psUP5011 :: tn5-mob  vector is more effective 
for the transformation of genome of the  strains and allows to receive more  large-scale 
spectrum of tn5- mutants.
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АНТАГОНІСТИЧНА АКТИВНІСТЬ БАКТЕРІЙ РОДУ BACILLUS 
ЩОДО ФІТОПАТОГЕННИХ МІКРОМІЦЕТІВ

Створення сучасних біотехнологій для рослинництва передбачає до-
слідження асоціативних та симбіотичних процесів, що відбуваються в при-
родних умовах. З’ясування закономірностей та механізмів формування пев-
них взаємовідношень між рослинами та мікроорганізмами лежить в основі 
біологічного методу захисту рослин від хвороб.

Останні роки посилюється інтерес до використання у сільському гос-
подарстві біопрепаратів, створених на основі бактерій-антагоністів. Осо-
бливо слід відзначити спороутворюючі бактерії роду Bacillus. Перевагою 
таких препаратів порівняно із хімічним фунгіцидами є екологічна безпека, 
а порівняно з біофунгіцидами, створеними на основі бактерій роду Pseudo-
monas, є висока життєздатність та гормонсинтезувальна активність [7]. В 
Україні на даний час кількість біопрепаратів на основі штамів бацил обме-
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жена (Лепідоцид, Фітоцид, Бактерофіт, Поліміксобактерин тощо), що вима-
гає створення нових препаратів з високою біологічною ефективністю.

Відомо, що основною причиною більшості захворювань рослин є мі-
кроскопічні гриби і ооміцети. Тому підбір штамів мікроорганізмів, з анта-
гоністичною активністю щодо фітопатогенних мікроміцетів, є надзвичайно 
актуальним завданням. Мікроміцети складають велику і різноманітну гру-
пу мікроорганізмів, за деякими даними чисельність видів досягає 1,5 млн 
[6]. І хоча фітопатогенних видів серед мікроміцетів не так багато, належ-
ність їх до різних таксономічних груп обумовлює вибірковість дії антибіо-
тиків, літичних ензимів та інших токсичних екзометаболітів, що продуку-
ються антагоністично активними мікроорганізмами.

Бацили синтезують антибіотики, що пригнічують ріст бактерій, оомі-
цетів, грибів [4]. Зазвичай один штам продукує один антибіотик, тому ство-
рюють генетично-модифіковані штами, здатні продукувати два і більше ан-
тибіотики [5].

Попередніми дослідженнями проведено оцінку антагоністичної актив-
ності бактерій роду Bacillus щодо фітопатогенних бактерій [2,3], виявле-
но штами з високою антагоністичною активністю, на основі яких створено 
препарат Фітодоктор та інші. Метою даної роботи було дослідити антагоніс-
тичні властивості бактерій роду Bacillus щодо фітопатогенних мікроміцетів

Матеріали і методи
В роботі використовували штами бацил, які зберігаються в Українській 

колекції мікроорганізмів Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Забо-
лотного НАН України. Досліджували штами, які уже знайшли своє застосу-
вання на практиці (УКМ 5137, УКМ 5009, УКМ 5017, ІМВ В-7243), та шта-
ми, які не проявили антагонізму щодо фітопатогенних бактерій або з невідо-
мим антагоністичними властивостями. Всього було проаналізовано 23 штами.

Як тест-культури використовували штами мікроміцетів, виділені із ко-
ренів, насіння пшениці та рису, бульб картоплі, відомі як збудники небез-
печних хвороб сільськогосподарських культур: 1) Gibberella zeae (анамор-
фа Fusarium graminearum) G08; 2) Cochliobolus sativus (анаморфа Bipolaris 
sorokiniana) 10Z; 3) Gaeumannomyces graminis var.tritici 10Z; 4) Magna-
porthe oryzae (анаморфа Pyricularia oryzae) Kr11; 5) Pythium sylvaticun 11G; 
6) Tanatephorus cucumeris (анаморфа Rhizoctonia solani) f11.

Як патогени, ці види відрізняються між собою за трофністю (типом 
живлення), спеціалізацією (видом рослини-хазяїна) та патогенністю. Крім 
того, вони належать до різних систематичних груп: аскоміцетів (1-4), оомі-
цетів (5), базидіоміцетів (6). Всі ці ознаки певною мірою визначають специ-
фіку їх чутливості до різних класів антибіотиків.

Антагоністичну активність штамів бацил визначали методом відстро-
ченого антагонізму в чашках Петрі на твердому поживному середовищі 
– картопляному агарі (АГ) [1]. Штами-антагоністи висівали у центр чаш-
ки і інкубували протягом 24 годин при 280С. Потім з краю чашки підсіва-
ли тест-культуру, поміщали в термостат при температурі, оптимальній для 
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росту мікроміцетів (240С). Чутливість визначали за зоною пригнічення рос-
ту (ЗПР), яку вимірювали через 7 діб після початку інкубування.

Результати і обговорення
Оскільки мікроміцети, які складали набір тест-культур, відрізнялися 

між собою за швидкістю росту на штучному поживному середовищі, рей-
тинг антигрибної активності за ЗПР для кожного із видів визначали індиві-
дуально. За основу було взято шкалу, запропоновану щодо M. oryzae, згід-
но з якою слабке пригнічення відповідало ЗПР 5-9 мм; середнє – 10-19 мм 
і сильне пригнічення – понад 20 мм [8]. У чашках Петрі діаметром 90 мм 
при сильному пригніченні (ЗПР 20 мм) радіус колонії M. oryzae у напрям-
ку антагоністичного штаму бацили становитиме всього 10 мм, або 66% від 
контролю (15 мм). Щодо інших тест-культур, в залежності від швидкості 
їх росту, при такому пригніченні їх лінійного росту радіус становитиме: у 
G. graminis var. tritici 14,1 мм (ЗПР, відповідно, 15,9 мм); T. cucumeris - 20 
мм (ЗПР 10 мм); C. sativus – 24 мм (ЗПР 6 мм).

Серед 23 проаналізованих штамів бацил жоден не проявив антагоніс-
тичної активності щодо ооміцета P. sylvaticum. При цьому майже всі штами 
пригнічували ріст аскоміцета C. sativus. Вийнятком були штами УКМ 5137 
і ІМВ В-7243, попри виявлену у них раніше антагоністичну активність про-
ти фітопатогенних бактерій [2,3]. Обидва штами характеризувалися відсут-
ністю антагоністичних властивостей і щодо інших фітопатогенних мікро-
міцетів, лише штам ІМВ В-7243 дещо пригнічував ріст базидіоміцета T. cu-
cumeris.

Із всіх штамів бацил, які були взяті для аналізу, виявлено чотири з ан-
тагоністичною активністю щодо гриба G. zeae (F. graminearum). При наяв-
ності анатагонізму по краю колоній гриба відмічали добре виражені мар-
кувальні лінії з посиленою пігментацією, відсутню у колоній нечутливих 
до інших штамів бацил. Серед цих штамів було виявлено два з антагоніс-
тичною активністю проти п’яти патогенів (G. zeae, C. sativus, M. oryzae, G. 
graminis var.tritici, T. cucumeris) і три штами, активних проти чотирьох гри-
бів. Три штами проявили активність проти трьох патогенів, незалежно від 
комбінації останніх. Виявлено також три штами зі специфічною щодо ба-
зидіоміцета активністю T. сucumeris. Більше половини із проаналізованих 
штамів бацил, дещо пригнічуючи ріст колоній C. sativus, не проявили анта-
гоністичної активності щодо інших мікроміцетів.

Висновки
Отже, в результаті проведених досліджень встановлено, що у дослі-

джених штамів бацил висока антагоністична активність щодо фітопатоген-
них бактерій може поєднуватися з відсутністю антагоністичної активності 
проти фітопатогенних мікроміцетів. Окремі штами бацил характеризують-
ся високою антагоністичною активністю проти різних груп мікроміцетів, 
тому можливе створення на їх основі препаратів з широким спектром ан-
тигрибної дії.
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Резюме
В умовах лабораторного досліду досліджували антагоністичну активність 

штамів бацил по відношенню до фітопатогенних мікроміцетів – збудників небез-
печних хвороб сільськогосподарських культур. Виявлено штами, перспективні для 
створення біопрепаратів з широким спектром антигрибної дії.

В условиях лабораторного опыта исследовали антагонистическую активность 
штаммов бацилл в отношении фитопатогенных микромицетов – возбудителей опас-
ных болезней сельскохозяйственных культур. Выявлены штаммы, перспективные 
для создания биопрепаратов с широким спектром антигрибного действия.

to evaluate the antagonistic activity of bacillus strains against the pathogenic mi-
cromycetes – causal agents of the crops diseases the bioassay was performed in lab. 
strains perspective as biological control agents were revealed with wide range of anti-
fungal action.
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ЕКЗОГЕННІ АУКСИНИ ФІТОПАТОГЕННИХ ТА БУЛЬБОЧКОВИХ 
БАКТЕРІЙ

Відомо, що синтез основних метаболітів, регуляція їх транспорту та, 
відповідно, спрямування морфогенетичних процесів у рослин відбуваєть-
ся за участі фітогормонів. Одним з основних класів рослинних гормонів-
стимуляторів є ауксини. Ауксини відповідальні за процеси ділення клітин та 
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ріст розтягненням, впливають на диференціацію рослинних тканин (стиму-
люють процеси формування ксилеми та коріння), регулюють процеси веге-
тативного росту, тропізми, цвітіння та утворення зав’язі, тощо [10]. Відомо, 
що здатність до синтезу ауксинів властива не тільки рослинам, а і мікроор-
ганізмам, асоційованим з рослинами, що є невід’ємною складовою взаємо-
дії між рослиною-господарем та мікрофлорою [5]. Серед асоційованих з 
рослиною мікроорганізмів здатність утворювати фітогормони-стимулятори 
властива як симбіотичним так і патогенним бактеріям. Причому, фізіоло-
гічна доцільність синтезу певного класу гормонів у досліджуваних груп мі-
кроорганізмів різниться. Зокрема, синтез ауксинів бульбочковими бактері-
ями покращує колонізацію кореневої системи, підсилює нодуляцію, що у 
подальшому позитивно впливає на розвиток ефективної симбіотичної сис-
теми та підвищує урожайність [6, 8]. Натомість гіперсинтез фітопатогена-
ми ауксинів призводить до порушення гормонального статусу рослини і ви-
никненню ряду захворювань, й, таким чином, є одним з ключових факторів 
їх патогенності [5]. Тому, метою досліджень була порівняльна характерис-
тика кількісного та якісного складу ауксинів, що синтезуються різними за 
ефективністю штамами симбіотичних бактерій роду Bradyrhizobium та від-
мінними за агресивністю штамами фітопатогенних бактерій роду Pseudo-
monas в умовах in vitro.

Матеріли і методи
Об’єктами досліджень були бульбочкові та фітопатогенні бактерії сої 

родів Bradyrhizobium та Pseudomonas. У роботі використали різні за ефек-
тивністю азотфіксації в умовах симбіозу штами азотфіксувальних бактерій: 
неактивний B. japonicum 604к та високоактивні B. japonicum УКМ В-6035 і 
B. japonicum УКМ В-6036. Ефективність азотфіксації досліджуваних шта-
мів B. japonicum оцінювали попередньо у лабораторних та польових умовах 
загальноприйнятими методами [7]. Також досліджували продукцію аукси-
нів різними за рівнем агресивності штамами фітопатогенних бактерій: ви-
сокоагресивним “P. lupini” 17 та середньоагресивним “P. lupini” 8532, а та-
кож низькоагресивним для широкого кола бобових культур “P. lupini” 22. 
У якості контрольного було обрано високоагресивний типовий штам P. sy-
ringae pv. syringae b-1027, який є класичним поліфагом та здатен уражу-
вати понад 50 видів рослин, в тому числі і бобові культури. Агресивність 
досліджуваних штамів для ряду бобових культур попередньо оцінювали 
в умовах вегетаційного будиночку та поля загальноприйнятими фітопато-
логічними методами. Ризобії вирощували у колбах на качалках за темпе-
ратури 26-28°С при 220 об/хв. протягом 72-96 годин на рідкому манітно-
дріжджовому середовищі. Культуру штамів B. japonicum в експоненціаль-
ній фазі росту центрифугували протягом 30 хв. за 15000 g за температури 
+4°С. Фітопатогенні бактерії культивували у колбах на качалках за темпера-
тури 26-28°С при 220 об/хв. протягом 24 годин на рідкому мінеральному се-
редовищі з додаванням 1% триптофану. Відділення клітин від надосадової 
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рідини здійснювали як описано вище. Надосадову рідину використовували 
для визначення синтезованих фітогормонів. Ауксини одержували за раху-
нок їх перерозподілу у двох не змішуваних між собою фазах [3]. Наступне 
концентрування та очищення екстрактів проводили методом препаративно-
накопичувальної тонкошарової хроматографії. Визначення якісного та кіль-
кісного складу фітогормонів здійснювали методом спектроденситометрич-
ної тонкошарової хроматографії [4]. Кількість синтезованих екзогенних 
фітогормонів відображали у мкг на 1 г абсолютно сухої біомаси (АСБ) про-
дуцента.

Результати та обговорення
Встановлено, що синтез ауксинів виявився для ризобій штамовою 

ознакою, що не пов’язана з їх симбіотичною активністю (табл.1). Зокрема, 
неактивний штам B. japonicum 604к, який у симбіозі утворює велику кіль-
кість бульбочок з практично відсутньою нітрогеназною активністю, здатен 
синтезувати ауксини у великих кількостях. Штам синтезує індольні сполу-
ки (індол-3-карбоксилову кислоту, індол-3-карбінол та індол-3-оцтової кис-
лоти гідразин), але не синтезує фізіологічно активного для рослин ауксину 
– індол-3-оцтової кислоти (ІОК). Сумарний рівень синтезу ауксинів є прак-
тично рівноцінним до відповідного показника у високоефективних штамів.

Таблиця 1
Питомий синтез екзогенних ауксинів B. japonicum

Фітогормони
Кількість фітогормонів у мкг на 1г АСБ

B. japonicum 
604к

B. japonicum 
УКМ В-6035

B. japonicum 
УКМ В-6036

А
ук

си
ни

ІОК сліди 772,8 сліди
Індол-3-карбоксилова кис-

лота
216,1 сліди 772,8

Індол-3-карбінол 442,3 сліди 369,7
Індол-3-оцтової кислоти гі-

дразин
408,9 сліди 598,5

Загальна кількість ауксинів 1067,4 772,8 1222,2

Аналогічним високим рівнем синтезу характеризувався високоефек-
тивний штам B. japonicum УКМ В-6036: синтезу ІОК теж не спостерігали, 
але загальний рівень ауксинів у штаму був найвищим. Натомість, інший ак-
тивний штам ризобій сої УКМ В-6035 синтезував із представлених індоль-
них сполук лише ІОК у досить великій кількості.

Відомо, що синтез ауксинів ризобактеріями на етапі інфікування рос-
лини пов’язують з патогенезом. Бульбочкові бактерії описують в літера-
турі як «слабкі» патогени, адже первинні етапи формування симбіотич-
них стосунків є інфекційним процесом [9]. В роботі використано штами 
B. japonicum, що мають високу вірулентність та нодуляційну активність [2], 
тому значний синтез ауксинів є цілком закономірним. При формуванні но-
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дуляційного апарату ризобіальні ауксини беруть участь в низці метаболі-
тичних процесів, включаючи клітинний поділ, диференціювання і форму-
вання судинного пучка [8]. Ці фази є необхідними для початкових етапів 
розвитку кореневої системи і формування бульбочок. В подальшому вмика-
ються інші регуляторні механізми утворення ефективного симбіозу, серед 
яких важливу роль відіграють і інші гормони-стимулятори, зокрема, цито-
кініни та гібереліни.

Досить цікавими виявились результати синтезу ауксинів фітопатоген-
ними бактеріями (табл. 2). Спостерігається чітка залежність між агресив-
ністю штаму чи збудника та загальним рівнем синтезу ауксинів. Так, най-
вищій загальний рівень синтезу ауксинів властивий штаму P. syringae pv. 
syringae b-1027, що є класичним поліфагом та здатний викликати широ-
кий спектр захворювань у понад 50 видів рослин. Натомість, решті шта-
мів, що здатні уражувати дещо менше коло рослин, а також менш агресив-
ні, властивий значно нижчий рівень загального синтезу ауксинів. Причому, 
на прикладі високоагресивного та середньоагресивного штамів “P. lupini” 
17 та “P. lupini” 8532, а також низькоагресивного для широкого кола бобо-
вих культур штаму “P. lupini” 22 спостерігається чітка різниця у кількості 
синтезованих ауксинів (табл. 2). Так, серед досліджених штамів збудника 
мокрого водянистого гниття люпину, високоагресивний штам “P. lupini” 17 
синтезує усі досліджувані індольні сполуки, натомість як середньо- P. lupi-
ni” 8532 та неагресивний штами “P. lupini” 22 не здатні синтезувати індол-
3-карбоксальдегід (табл.2).

Таблиця 2
Питомий синтез екзогенних ауксинів фітопатогенними бактеріями роду Pseudomonas

Фітогормони

Кількість фітогормонів у мкг на 1г абсолютно сухої 
біомаси

“P. lupi-
ni” 22

“P. lupini” 
8532

“P. lupi-
ni” 17

P. syringae 
pv. syringae 

b-1027

А
ук

си
ни

ІОК+ Індол-3-
карбоксилова кислота

24,63 301,72 801,88 826,13

Індол-3-карбінол 44,30 16,44 689,98 106,18
Індол-3-оцтової кислоти 

гідразин
29,53 268,20 380,40 1055,6

Індол-3-карбоксальдегід сліди сліди 203,28 сліди
Загальна кількість аук-

синів
98,46 586,36 1621,48 1987,91

Крім того, високоагресивний штам синтезує більшу кількість всіх аук-
синових сполук порівняно з рештою штамів даного збудника. Тобто, за-
гальний рівень фітогормонів ауксинової природи, що синтезуються фіто-
патогенними бактеріями, пов’язаний з їх агресивністю, що узгоджується 
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з даними літератури та підтверджує гіпотезу про те, що ауксини є одним 
із ключових факторів патогенності, навіть і у не пухлиніндукуючих збуд-
ників [5, 8]. Зокрема, рядом дослідників показано, що синтез ІОК тісно 
пов’язаний з іншими факторами патогенності, такими як утворення ліпо-
депсинопептидів та харпінів, що, певною мірою, і пояснює зв’язок агресив-
ності та синтезу ауксинів у збудників, що не здатні викликати гіперплазію 
рослинних тканин [8]. Слід також відзначити, що загальна кількість син-
тезованих високоагресивними штамами фітопатогенних бактерій ауксинів, 
дещо вища порівняно з аналогічним показником у високоактивних штамів 
бульбочкових бактерій (рис.1).
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Рис.1. Синтез ауксинів бульбочковими та фітопатогенними мікроорганізмами. 
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Рис.1. Синтез ауксинів бульбочковими та фітопатогенними мікроорганізмами

Висновки
Ауксини як бульбочкових, так і фітопатогенних бактерій беруть ак-

тивну участь на початкових етапах інфікування рослин, після чого такти-
ка взаємовідношень з рослиною цих груп мікроорганізмів суттєво відріз-
няється: симбіотичні азотфіксатори утворюють ефективний нодуляційний 
апарат, натомість, фітопатогенні бактерії викликають подальший розвиток 
інфекційного процесу, що призводить до захворювання рослини.
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Резюме
Проведена кількісна і якісна оцінка синтезу ауксинів, що утворюються буль-

бочковими бактеріями роду Bradyrhizobium та фітопатогенними бактеріями роду 
Pseudomonas в умовах in vitro. Відмічена пряма кореляція між синтезом ауксинів та 
нодуляційною здатністю ризобій, а також між рівнем синтезу ауксинів фітопатоген-
ними бактеріями та їх агресивністю.

Проведена количественная и качественная оценка синтеза ауксинов, которые 
образуются клубеньковыми бактериями рода Bradyrhizobium и фитопатогенными 
бактериями рода Pseudomonas в условиях in vitro. Отмечена прямая корреляция 
между синтезом ауксинов и нодулирующей активностью ризобий и между уровнем 
синтеза ауксинов фитопатогенными бактериями и их агрессивностью.

the quantitative and qualitative estimation of the auxins that synthesized by 
nodule forming bacteria genus Bradyrhizobium and the phytopathogenic bacteria genus 
Pseudomonas in condition in vitro have been carried out. it has been shown a direct corre-
lation between auxin’s synthesis and nodulation activity of rhizobia and between the level 
of auxin’s production by phytopathogenic bacteria and their aggressiveness.

ЛУТЧЕНКО В.А., ПОЛИЩУК Л.В., МАЦЕЛЮХ Б.П.
Институт микробиологии и вирусологии НАН Украины
Украина, Д03680, Киев, вул. акад. Заболотного, 154, e-mail: vlutchenko@ukr.net

МУТАЦИИ БЕТА-ГАЛАКТОЗИДАЗНОГО ОПЕРОНА У 
STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912

β-галактозидаза – это фермент, осуществляющий разрыв β-связи в га-
лактозидах. Данный фермент гидролизует β-связи как в простых соедине-
ниях (например, лактозы), так и сложных (например, гликозилированные 
изофлавоноиды). Практическое применение препараты β-галактозидазы 
нашли в медицине и пищевой промышленности [1].
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β-галактозидазы выявлены у микроорганизмов, животных и расте-
ний. Во многих лабораториях мира изучаются микроорганизмы, которые 
могут использоваться при промышленном ее получении [1-3] Большое 
внимание уделяют изучению генетического детерминирования синтеза 
β-галактозидазы у них.

Наиболее хорошо изучено строение β-галактозидазного оперона у 
дрожжей, кишечной палочки и ряда других микроорганизмов (например, 
актиномицетов) [1-3].

Установлено, что β-галактозидазные опероны Escherichia coli, 
Saccharomyces cerevisia, Streptomyces lividans и ряда других микроорганиз-
мов имеют подобное строение – они состоят из 3 структурных генов и двух 
промоторов [1-3].

Материалы и методы
В таблице1 представлены исследуемые мутанты [4].
В работе использованы следующие среды: соевая, среда Хопвуда, жид-

кий и агаризованный варианты s-среды Оканиши [5, 6]. Изофлавоны ге-
нистеин и дайдзеин екстрагировали из агаризованных серед смесью хло-
роформ - ацетон (2 : 1). Экстракты выпаривали на роторном вакуумном ис-
парителе при температуре 450С, сухой осадок растворяли в этаноле. ТСХ 
проводили в системе бензол-этилацетат-ацетон-этанол (4 : 2 : 1 : 0,5) на 
пластинках cromatofolios Al hPtlc silicagel 60 f254 фирмы “merck”. 
Хроматограммы просматривали и фотографировали в ультрафиолетовых 
лучах.

Спектры абсорбции регистрировали с помощью спектрофотометра 
beckman dU-45. Для этого использовали этаноловые экстракты из пятен 
с силикагелевых пластинок. В качестве стандартов использовали препара-
ты изофлавонов фирмы “sigma”. β-галактозидазную активность культур 
стрептомицетов определяли общепринятым методом [7].

Результаты и обсуждение
Ферментация лактозы и других соединений, имеющих β-связь выявле-

на у многих актиномицетов различных родов (например, Actinomyces visco-
sus, S. lividans, S. coelicolor).

Установлено, что β-галактозидазные опероны стрептомицетов (напри-
мер, S. lividans) состоят из 3 структурных генов (galЕ, galt, galK) и двух 
оперонов (Р1 и Р2). Структурные гены детерминируют последовательнос-
ти ферментов: galЕ – эпимеразу, galТ – трансферазу, galК – галактокиназу. 
Установлено, что оперон Р1 регулируется уровнем глюкозы и галактозы в 
среде, а Р2 – конститутивный [1-3].

В литературе встречаются сообщения об образовании стрептомицета-
ми из компонентов соевой муки изофлавонов (в том числе даидзеина и ге-
нистеина), путем гидролиза соответствующих гликозилированных изофла-
вонов β-галактозидазой [8].
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Штамм S.globisporus 1912 был выделен в 1990 году из пробы почвы, 
отобранной на сельскохозяйственных угодьях Армении. Установлено, что 
данный штамм является продуцентом нового противоопухолевого анти-
биотика ландомицина Е. У штамма s.globisporus 1912 выявлено 2 плазмиды 
(psG1912-1 та psG1912-2). Спонтанно и действием мутагенов (УФ-излучение 
и нитрозогуанидин) получена коллекция мутантов S.globisporus 1912.

При исследовании исходной культуры Streptomyces globisporus 1912 
было установлено наличие бета-галактозидазной активности. Наличие ге-
нистеина и даидзеина в экстрактах агаризованной соевой среды после вы-
ращивания на ней культур стрептомицетов в течение 5 суток в наших экспе-
риментах определялось методом тонкослойной хроматографии.

Данные по изучению ферментации гликозилированных изофлавонои-
дов 20 мутантами S. globisporus 1912 представлены в таблице 2.

В данное исследование отбирались мутанты из коллекции, получен-
ные как спонтанно, так и под воздействием химического мутагена. Было 

Таблица 1
Список штаммов стрептомицетов, использованных в работе

Культура Фенотип Происхождение
S. globisporus 1912 lndЕ+ spo+ crt- Исходный штамм
S. globisporus 3-1 lndЕ+ spo- crt- 1912 + НГ
S. globisporus А1 lndЕ- spo- crt- 3-1 + НГ
S. globisporus Б1 lndЕ- spo- crt- 1912 + НГ
S. globisporus Б2 lndЕ- spo- crt- 1912 + НГ

S. globisporus rs1 lndЕ- spo+ crt- 1912 + индукция профага
S. globisporus rs2 lndЕ+ spo+ crt- Ревертант rs1
S. globisporus 3-1Б lndЕ- spo+ crt- 3-1 + НГ
S. globisporus 3-1К lndЕ- spo- crt- 3-1 + НГ
S. globisporus lP45 lndЕ- spo- crt- 1912, спонтанно
S. globisporus bl lndЕ- spo- crt- 3-1 + НГ
S. globisporus 27s lndЕ- spo+ crt- rs2 + НГ
S. globisporus 141 lndЕ- spo- crt- 1912 + НГ
S. globisporus 142 lndЕ- spo- crt- 1912 + НГ
S. globisporus 143 lndЕ- spo- crt- 1912 + НГ
S. globisporus КЗ lndЕ- spo- crt- 1912 + НГ
S. globisporus r3 lndЕ- spo- crt+ 3-1 + НГ
S. globisporus y4 lndЕ- spo- crt+ 3-1 + НГ
S. globisporus rv lndЕ- spo- crt+ rs2 + НГ
S. globisporus 7ж lndЕ- spo- crt+ 1912, спонтанно
S. globisporus 2lv lndЕ- spo- crt- rs2 + НГ

Примечания: lndЕ – ландомицин Е, spo – споруляция, crt – синтез каротиноидов.
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установлено, что только 17 мутантов (85 %) ферментируют гликозилиро-
ванные изофлавоноиды генистин и дайдзин с образованием генистеина и 
дайдзеина. 4 из них образуют генистеин со значением rf, меньшим значе-
ния rf стандартного генистеина фирмы “sigma”, но имеющим тот же мак-
симум поглощения (260 нм), что и стандартный генистеин (Рис.1А, 1Б)

Примечание: * генистеин с измененным показателем Rf 
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Рис.1. А - Тонкослойная хроматограмма в УФ. Дорожки: 1 – экстракт штамма Б1; 2 - 
даидзеин (стандарт); 3 - экстракт нижнего пятна (дорожка 1); 4 - генистеин (стандарт); 
5 - экстракт культуральной жидкости штамма Б1 (среда S с внесенными гликозидами 
изофлавонов сои).  
Б - Спектры поглощения даидзеина (слева) и генистеина (справа) в этаноле, 
образованных под действием бета-галактозидазы мутанта Б1. 
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результате действия нитрозогуанидина на исходный штамм (А1 и 142) или его мутант 
3-1 (3-1Б и Б2). Мы предполагаем, что произошедшие мутации привели к инактивации  
β-галактозидазных оперонов. У этих 4 мутантов выявлены изменения и ряда других 
свойств:  утрата спорообразования и синтеза антибиотика.   

Образование генистеина мутантами lP45, bl, 27s  и 3-1К со значением rf, 
меньшим значения rf стандартного генистеина  может быть результатом модификаций 
продукта  гидролиза генистина. 

Ранее установлено, что как индуцированные, так и спонтанные мутации 
приводят к изменениям одних и тех же генов. По данным литературы, исследованиями 
геномов ряда видов стрептомицетов было установлено локализацию кластеров генов, 
которые детерминирую синтез вторичных метаболитов и некоторых  других свойств, 
потеря которых не является летальными для клетки - вне коровой части хромосомы [9]. 
Для этой части хромосомы установлено большую лабильность генетического 
материала. Мы считаем, что гены, необходимые для синтеза антибиотика ландомицина 
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Б1; 2 - даидзеин (стандарт); 3 - экстракт нижнего пятна (дорожка 1); 4 - генис-
теин (стандарт); 5 - экстракт культуральной жидкости штамма Б1 (среда S с 
внесенными гликозидами изофлавонов сои). Б - Спектры поглощения даидзе-
ина (слева) и генистеина (справа) в этаноле, образованных под действием бета-

галактозидазы мутанта Б1

Таблица 2
Бета-галактозидазная активность мутантов Streptomyces globisporus

Штамм Наличие фермента Штамм Наличие фермента
1912 + 27s +*
3-1 + 141 +
А1 - 142 -
Б1 + 143 +
Б2 - КЗ +

rs1 + r3 +
rs2 + y4 +
3-1Б - rv +
3-1К +* 7ж +
lP45 +* 2lv +
bl +*

Примечание: * генистеин с измененным показателем rf
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Наличие β-галактозидазной активности у S. globisporus 1912 и 20 его 
мутантов было подтверждено с помощью классической реакции: гидроли-
зом под действием β-галактозидазы специфического субстрата (5-бром-4-
хлор-3-индол-β-d-галактозида).

Таким образом, было виявлено наличие мутаций бета-галактозидазного 
оперона у 4 шаммов (15%): А1, Б2, 3-1Б и 142. Данные мутанты были 
получены в результате действия нитрозогуанидина на исходный штамм (А1 
и 142) или его мутант 3-1 (3-1Б и Б2). Мы предполагаем, что произошедшие 
мутации привели к инактивации β-галактозидазных оперонов. У этих 4 му-
тантов выявлены изменения и ряда других свойств: утрата спорообразова-
ния и синтеза антибиотика.

Образование генистеина мутантами lP45, bl, 27s и 3-1К со значени-
ем rf, меньшим значения rf стандартного генистеина может быть резуль-
татом модификаций продукта гидролиза генистина.

Ранее установлено, что как индуцированные, так и спонтанные мута-
ции приводят к изменениям одних и тех же генов. По данным литературы, 
исследованиями геномов ряда видов стрептомицетов было установлено ло-
кализацию кластеров генов, которые детерминирую синтез вторичных ме-
таболитов и некоторых других свойств, потеря которых не является леталь-
ными для клетки - вне коровой части хромосомы [9]. Для этой части хро-
мосомы установлено большую лабильность генетического материала. Мы 
считаем, что гены, необходимые для синтеза антибиотика ландомицина Е, 
спорообразования, каротиногенеза и β-галактозидазной активности лока-
лизованы у штамма S. globisporus 1912 рядом в такой нестабильной и вари-
абельной области хромосомы.

Выводы
У исходного штамма Streptomyces globisporus 1912 было установлено 

наличие β-галактозидазной активности. Исследовались 20 мутантов из кол-
лекции отдела как спонтанные, так и индуцированные и выявлено мутации 
β-галактозидазного оперона у 15% из них (А1, Б2, 3-1Б и 142). Мутанты 
были получены под действием нитрозогуанидина на исходный штамм (А1 
и 142) или его мутант 3-1 (3-1Б и Б2). У этих 4 мутантов и ряда других 
выявлены изменения и еще некоторых свойств: утрата спорообразования и 
синтеза антибиотика.

Было высказано предположение что гены, необходимые для син-
теза антибиотика ландомицина Е, спорообразования, каротиногенеза и 
β-галактозидазной активности локализованы у штамма S. globisporus 1912 
рядом в такой нестабильной и вариабельной области хромосомы.
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Резюме
У Streptomyces globisporus 1912 (wild type) было установлено нали-

чие β-галактозидазной активности. Исследовались мутанты (20 шт) из коллек-
ции отдела как спонтанные, так и индуцированные. Были выявлены мутации 
β-галактозидазного оперона у 4 из них (15%): А1, Б2, 3-1Б и 142. Мутанты были 
получены под действием нитрозогуанидина на исходный штамм (А1 и 142) или его 
мутант 3-1 (3-1Б и Б2).

У Streptomyces globisporus 1912 (wild type) було встановлено наявність 
β-галактозидазної активності. Досліджувалися мутанти (20 шт) з колекції відділу як 
спонтанні, так і індуковані. Було виявлено мутації β-галактозидазного оперону у 4 з 
них (15%): А1, Б2, 3-1Б и 142. Мутанти були отримані під дією нітрозогуанідину на 
вихідний штам (А1 и 142) чи його мутант 3-1 (3-1Б и Б2).

the presence of β-galactosidase activity in Streptomyces globisporus 1912 (wild type) 
was detected. 20 mutants of both spontaneous and induced from the department collection 
were tested. it was found β-galactosidase department mutation in 4 of them (15%): A1, 
b2, 3-1b and 142. the mutants were obtained under the action of nitrosoguanidine on the 
original strain (A1 and 142) or its mutant 3-1 (3-1b, and b2).
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КОМБІНАТОРНИЙ БІОСИНТЕЗ ПРИРОДНИХ СПОЛУК У 
АКТИНОМІЦЕТІВ: НОВІ НАПРЯМИ

Незважаючи на гостру потребу в нових антибіотиках для лікування 
інфекційних та онкологічних захворювань, їхнє впровадження упродовж 
кількох останніх десятиліть значно сповільнилось [1, 2]. Це пояснюється 
поступовим вичерпанням традиційних підходів до виявлення природних 
сполук, які б належали до нових структурних класів, діяли на нові міше-
ні і водночас не виявляли побічних ефектів при лікуванні того, чи іншого 
захворювання. Наявність і просторове розташування лише однієї функціо-
нальної групи у молекулі часто визначає характер і силу її біологічної дії 
[3]. Однак зміна чи введення такої групи методами хімічного синтезу вима-
гає значних зусиль і не завжди виправдані. У цих випадках перспективні-
шим є використання методів генетичної та метаболічної інженерії для “пе-
ребудови” шляху біосинтезу певної сполуки з метою отримання її похідних 
– ймовірно, із зміненими (покращеними) біологічними властивостями. Та-
кий підхід отримав назву “комбінаторний біосинтез”.

Під цим терміном розуміють усю сукупність біологічних підходів до 
створення бібліотек споріднених природних сполук на основі певної вихід-
ної молекули за рахунок раціональних маніпуляцій генами її біосинтезу. Ін-
шими словами – це поєднання генетичної, метаболічної та біохімічної ін-
женерій з метою дослідження “хімічного простору” навколо певного карка-
су – полікетиду, пептиду, глікозиду тощо. Найпростіші – і найпопулярніші 
на сьогодні – підходи до комбінаторного біосинтезу засновані, фактично, на 
“змішуванні” генів споріднених біосинтетичних шляхів. Їхня спорідненість 
слугує запорукою, що створений рекомбінантний шлях теж буде функціо-
нальним. Такі “гібридні” генні кластери зумовлюють продукцію сполук із 
структурними особливостями двох вихідних біосинтезів. Водночас, наба-
гато менше відомо про можливості конструювання бібліотек споріднених 
сполук при комбінаторних маніпуляціях набором генів, що походять з од-
ного біосинтетичного шляху. Враховуючи іманентну здатність вторинного 
метаболізму до формування шунтів [4], можна припустити, що створення 
нових комбінацій генів на основі одного біосинтетичного кластера також 
може привести до продукції нових сполук, які не є інтермедіатами вже ві-
домих речовин. Ми перевірили це припущення на двох кластерах генів, що 
контролюють біосинтез полікетиду ландоміцину Е та фосфогліколіпідного 
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антибіотика моеноміцину А (рис. 1). Отримані дані свідчать про перспек-
тивність вищезгаданого підходу для отримання нових сполук. 

Матеріали і методи
У роботі використано штами Streptomyces globisporus 1912 (продуцент 

ландоміцину Е дикого типу), S. globisporus m12 (lndM2-мутант, похідний 
1912 [5]), S. ghanaensis Atcc4672 (продуцент моеноміцину А дикого типу).

2 
 

Рис. 1. Сполуки ландоміцинової (А) і моеноміцинової (Б) родин та гени, що задіяно 
у їхній біосинтез.Зображено тільки частину lnd- і moe-кластерів генів, де 
розташовано ген, що вивчали (виділено чорним кольором). Ген lndM2 контролює 
С6-гідроксилювання попередника ландоміцину Е (вказано стрілкою біля 
структурної формули антибіотика). Біля назв сполук вказано молекулярну масу 
аніону (М-Н).   
 

Для конструювання рекомбінантних плазмід і космід використано штами Escherichia 
coli dh5, E. coli bW25113 (piJ790). Продукцію ландоміцинів і моеноміцинів вивчали за 
описаних умов глибинної ферментації і структурного аналізу [5, 6]. Для 
кон’югативного перенесення ДНК використано штам E. coli et12567 (pUb307). Для 
надекспресії гена редуктази lndO використано плазміду pKc1218e-no9 [5].  

Генний нокаут moeN5 у штамі АТСС14672 виконано як описано далі. У косміді 
moeno38 [6] ген moeN5 заміщено на ген стійкості до апраміцину за допомогою redet-
залежної інженерії [6]. Отриману косміду позначено moeno38dn5, її перенесено у 
клітини АТСС14672 і відібрано клон із заміщенням гена moeN5 у геномі за фенотипом 
стійкості до апраміцину і чутливості до канаміцину. Факт генного нокауту доведено за 
допомогою комплементаційного аналізу і ПЛР.  

Результати та обговорення 
Надекспресія гена редуктази lndO за певних умов веде до синтезу нових 
ангуциклінів. Згідно нашої вихідної гіпотези, маніпуляції генами, що контролюють 
пізні етапи біосинтезу, мають бути найперспективнішими для того типу 
комбінаторного біосинтезу, який ми вирішили дослідити. Це гарантує накопичення у 
клітинах продуцента певного інтермедіату, достатньо модифікованого для того, щоб 
слугувати субстратом для шунтового шляху метаболізму. Виходячи з цих міркувань, 
ми зосередили свою роботу на гені lndO, що кодує імовірну редуктазу з шляху 
біосинтезу ландоміцину Е. Білок LndO виявляє високий ступінь ідентичності до низки 
імовірних редуктаз, що кодуються генами у межах кластерів біосинтезу ангуциклінів – 
lano S. cyanogenus (87 %), saqo Micromonospora sp. 69 (66 %), Urdo S. fradiae (61 %) – 
а також до низки редуктаз з невідомою функцією у секвенованих геномах 
актиноміцетів. Значення редуктази lndo у продукції ландоміцинів залишається 
невідомим. LndO суттєво відрізняється за амінокислотною послідовністю від редуктаз 
sdr-типу, тому її роль у біосинтезі ландоміцинів неможливо визначити і за допомогою 
біоінформатичного аналізу. Як перший крок у вивченні lndO, ми надекспресували його 
у складі плазміди рКС1218У-no9 у штамах S. globisporus дикого типу (1912) і lndM2-
мутанті (М12). У той час як у штамі дикого типу надекспресія цього гена у не 
змінювала спектр синтезованих ландоміцинів, штам М12 з плазмідою рКС1218У-no9 

А                                                              Б 

Рис. 1. Сполуки ландоміцинової (А) і моеноміцинової (Б) родин та гени, що за-
діяно у їхній біосинтез.Зображено тільки частину lnd- і moe-кластерів генів, де 
розташовано ген, що вивчали (виділено чорним кольором). Ген lndM2 конт-
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Для конструювання рекомбінантних плазмід і космід використано 
штами Escherichia coli dh5, E. coli bW25113 (piJ790). Продукцію ландо-
міцинів і моеноміцинів вивчали за описаних умов глибинної ферментації 
і структурного аналізу [5, 6]. Для кон’югативного перенесення ДНК вико-
ристано штам E. coli et12567 (pUb307). Для надекспресії гена редуктази 
lndO використано плазміду pKc1218e-no9 [5].

Генний нокаут moeN5 у штамі АТСС14672 виконано як описано далі. 
У косміді moeno38 [6] ген moeN5 заміщено на ген стійкості до апраміцину 
за допомогою redet-залежної інженерії [6]. Отриману косміду позначено 
moeno38dn5, її перенесено у клітини АТСС14672 і відібрано клон із замі-
щенням гена moeN5 у геномі за фенотипом стійкості до апраміцину і чутли-
вості до канаміцину. Факт генного нокауту доведено за допомогою компле-
ментаційного аналізу і ПЛР.

Результати та обговорення
Надекспресія гена редуктази lndO за певних умов веде до синтезу но-

вих ангуциклінів. Згідно нашої вихідної гіпотези, маніпуляції генами, що 
контролюють пізні етапи біосинтезу, мають бути найперспективнішими 
для того типу комбінаторного біосинтезу, який ми вирішили дослідити. Це 
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гарантує накопичення у клітинах продуцента певного інтермедіату, достат-
ньо модифікованого для того, щоб слугувати субстратом для шунтового 
шляху метаболізму. Виходячи з цих міркувань, ми зосередили свою робо-
ту на гені lndO, що кодує імовірну редуктазу з шляху біосинтезу ландомі-
цину Е. Білок lndo виявляє високий ступінь ідентичності до низки імо-
вірних редуктаз, що кодуються генами у межах кластерів біосинтезу ангу-
циклінів – lano S. cyanogenus (87 %), saqo Micromonospora sp. 69 (66 %), 
Urdo S. fradiae (61 %) – а також до низки редуктаз з невідомою функцією у 
секвенованих геномах актиноміцетів. Значення редуктази lndo у продукції 
ландоміцинів залишається невідомим. lndo суттєво відрізняється за амі-
нокислотною послідовністю від редуктаз sdr-типу, тому її роль у біосин-
тезі ландоміцинів неможливо визначити і за допомогою біоінформатичного 
аналізу. Як перший крок у вивченні lndO, ми надекспресували його у скла-
ді плазміди рКС1218У-no9 у штамах S. globisporus дикого типу (1912) і 
lndM2-мутанті (М12). У той час як у штамі дикого типу надекспресія цього 
гена у не змінювала спектр синтезованих ландоміцинів, штам М12 з плаз-
мідою рКС1218У-no9 почав продукувати низку нових агліконів, що за ма-
сою і хроматографічною рухливістю відрізнялися відрізнялися від ангуци-
клінонів тетрангоміцинового ряду (рис. 1), характерних для штаму М12 [5]. 
Мажорним пікам з часом виходу 6.1, 6.6, 7.8 і 8.5 хв відповідають сполу-
ки з масою 510, 494, 334 і 402 Да, відповідно. Усі перераховані вище спо-
луки мали оптимум поглинання тільки в УФ-частині спектру. Наявних да-
них достатньо, щоб пересвідчитись у важливості цього гена для біосинтезу 
ангуциклінів і зробити низку висновків про його функцію. Продукт цього 
гена діє на ранніх етапах біосинтезу ландоміцинів, оскільки в штамі дикого 
типу, де ефективно функціонують гени пізніх етапів модифікації ландомі-
цинону, експресія lndO не викликає змін біосинтезу. Отже, lndo розпізнає 
як субстрат один із ангуциклінонів, що накопичує штам М12, імовірніше 
всього – тетрангоміцин. Очевидно також, що конститутивна надекспресія 
lndO зумовлює й інші модифікації ангуциклінонів, що не відбуваються за 
природних умов експресії цього гена. Саме ці модифікації є причиною на-
копичення нових ангуциклінів.

Нокаут гена пренілсинтази moeN5 зумовлює синтез нових моеноміци-
нів. Біосинтез 25-карбонового пренільного ланцюга моеноміцинів (моено-
цинолу) не має аналогів у вторинному метаболізмі, і, очевидно, має відбу-
ватись у два етапи. Першим інтермедіатом у синтезі моеноміцинів має бути 
сполука з коротшим ланцюгом – С15- (фарнезильним) або С10- (гераніль-
ним) залишками. Однак, жоден з таких інтермедіатів не виявляли у екстра-
ктах S. ghanaensis Atcc14672 – продуцента моеноміцинів дикого типу, не-
зважаючи на інтенсивні дослідження у цьому напрямі [7]. Аналіз кластера 
генів біосинтезу моеноміцинів (moe) привів до виявлення гена пренілсин-
тази moeN5, що імовірно контролює формування моеноцинолу (рис. 1 і [6]). 
Щоб дослідити функцію цього гена в S. ghanaensis та перевірити можли-
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вість синтезу нових моеноміцинів, нами виконано генний нокаут moeN5. 
Штам S. ghanaensis із заміною гена moeN5 на генну касету стійкості до 
апраміцину (n12) дослідили за ознакою продукції моеноміцинів. У той час 
як штам дикого типу накопичує приблизно однакові кількості моеноміци-
ну А та нозокоміцину В (рис. 1), то мутант n12 продукує низку нових спо-
лук, що за хроматографічною рухливістю, молекулярною масою і харак-
тером дисоціації в експериментах з тандемної мас-спектрометрії відпові-
дають сполукам 1 і 2, зображеним на рис. 1Б. Отже, пренілсинтаза moen5 
каталізує приєднання геранільного залишку до попередників моеноміцинів 
з С15-пренільним ланцюгом. Сполуки 1 і 2 (рис. 1Б) – нові речовини, що 
підтверджують гіпотезу про можливість створення продуцентів нових спо-
лук лише за допомогою генних нокаутів у штамах дикого типу.

Наші дослідження свідчать що гетерологічна експресія генів біосин-
тезу антибіотиків – не єдиний методичний прийом в експериментах з ком-
бінаторного біосинтезу антибіотиків. Надекспресія певних генів у проду-
центах антибіотиків теж може вести до синтезу нових сполук. Однак, та-
кий спосіб буде функціонувати у штамах, в яких синтез антибіотика уже 
певним чином змінено, створюючи передумови для формування шунто-
вих шляхів метаболізму. У штамах дикого типу такий прийом, очевидно, не 
функціонує, оскільки lnd/lan-білки ранніх етапів модифікації ангуциклі-
нонів дуже ефективно конкурують з білками пізніх модифікацій за спіль-
ний пул інтермедіатів, перешкоджаючи накопиченню нових сполук. На від-
міну від цього, мутанти за генами ранніх етапів окиснення і глікозилювання 
ландоміцинів є зручними об’єктами біокомбінаторних маніпуляцій. Ана-
логічно, ген пренілсинтази moeN5 кодує пізній етап модифікації моеномі-
цинів, і маніпуляції з ним також виявились плідним напрямом комбінатор-
ного біосинтезу. Тому ця робота розширює набір методів комбінаторного 
біосинтезу полікетидних і фосфогліколіпідних антибіотиків і свідчить, що 
потенціал генетичних методів у цій галузі залишається доволі значним.

Подяки. Дослідження у лабораторії проф. Федоренка В. О. підтрима-
но грантами МОНмолодьспорту Бг-01Ф і Бг-98Ф.
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Резюме
У роботі доведено ефективність надекспресії генів та генних нокаутів для 

створення нових сполук ландоміцинового і моеноміцинового рядів. Зокрема, надек-
спресія генів пізніх модифікацій полікетидного каркасу у мутантах за генами ранніх 
модифікацій веде до продукції нових сполук.

В работе показана эффективность повышенной экспрессии генов и генных но-
каутов для создания новых соединений ландомицинового и моеномицинового ря-
дов. В частности, повышенная экспрессия генов поздних модификаций поликетид-
ного каркаса в мутантах по генам ранних модификаций ведет к продукции новых 
соединений.

in this work we revealed the utility of homologous gene overexpression and knock-
outs for the generation of novel compounds of landomycin and moenomycin families. in 
particular, overexpression of genes for late polyketide tailoring reactions in the mutants 
deficient in early polyketide modifications leads to the production of novel angucycline 
molecules.

ПЕТРАЧКОВА Т.А., ПРОНИНА О.В., шЕПЕТА Ю.Б., РУшКОВСКИЙ С.Р.
Киевский национальный университет имени Тараса Шевченко,
Украина, 01061, Киев, ул. Владимирская 64, e-mail: tanya.petrachkova@gmail.com

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИИ cdc13-1 НА СОСТОЯНИЕ КЛЕТОЧНОЙ 
ПОПУЛЯЦИИ ДРОЖЖЕЙ SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Белок cdc13p защищает дрожжевую теломеру от повреждений, свя-

зывая 3'-выступающий конец теломерной одноцепочечной ДНК [1]. Клет-
ки, несущие точечную мутацию cdc13-1 становятся чувствительными к по-
вышенным температурам, поскольку при возрастании температуры выше 
26 ºС нарушается связь белка cdc13p с теломерой, а концы хромосом уз-
наются клеткой как повреждения ДНК [2-5]. Таким образом, изменяя тем-
пературу культивирования, мы можем исследовать влияние дестабилиза-
ции теломерных участков хромосом на процессы, происходящие на различ-
ных этапах формирования дрожжевой колонии. Как было показано нами 
ранее, процессы формирования и старения дрожжевых колоний сопровож-
даются нарастанием гетерогенности клеточной популяции, дестабилиза-
цией ядерного и митохондриального геномов и формированием адаптив-
ного вторичного роста [6,7]. Целью нашей работы было изучение влияния 
мутации cdc13-1 на динамику клеточной популяции в колониях дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae.
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Материалы и методы
Работа проводилась на гаплоидных штаммах дрожжей S. cerevisiae 

dly 1108 несущем мутацию cdc13-1-int. В качестве контроля использовал-
ся родительский штамм dly 640 (линия W303) [2]. Колонии культивиро-
вали на полной питательной среде yPd при температуре 22 ºС и 28 ºС на 
протяжении 30 дней. Морфологию колоний оценивали на гигантских ко-
лониях. На протяжении периода наблюдения из материала колоний делали 
цитологические препараты, на которых с помощью световой микроскопии 
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Нарушения в морфологии колоний штамма dly 1108, культивиро-
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Анализ препаратов под люминесцентным микроскопом показал зна-
чительные нарушения в состоянии ядерного и митохондриального геномов 
в культурах, росших при 28 0С в течение суток. Присутствуют ядра непра-
вильной формы, многоядерные клетки, большие безъядерные почки, клет-
ки без митохондриальной ДНК, наблюдается фрагментация ядерного мате-
риала и его распространение по клетке, что говорит об активных процессах 
апоптической гибели и нарушении клеточного цикла (рис.3 Г). При даль-
нейшем культивировании выделяется субпопуляция клеток с нормальной 
морфологией ядра и присутствующей митохондриальной ДНК (рис.3, Д-Е). 
Таким образом, данные световой и люминесцентной микроскопии свиде-
тельствуют, что при длительном культивировании штамма dly 1108 при 
28 0С выделяются субпопуляции клеток, которые по своей морфологии и 
состоянию ядерного и митохондриального геномов напоминают как роди-
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тельский штамм, так и клетки штамма dly 1108, росших при оптимальной 
температуре 22 0С.

Для того, чтобы подтвердить, что выделяющиеся субпопуляции клеток 
с нормальной морфологией адаптированы к росту при 28 0С, нами был ис-
пользован метод микроколоний. Клетки, находившиеся при 28 0С на протя-
жении суток, не были способны формировать микроколонии, что говорит о 
срабатывании механизма клеточного чек-пойнта при нарушении функций 
белка cdc13p. Дальнейшее культивирование клеток при 28 0С сопровожда-
лось восстановлением способности формировать микроколонии. Клетки ко-
лоний штамма dly 1108, росших при 22 0С, были способны образовывать 
микроколонии на протяжении всего периода культивирования (рис.4 А-В).

геномов напоминают как родительский штамм, так и клетки штамма dly 1108, росших 
при оптимальной температуре 22 0С.  
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Таким образом, на фоне дестабилизации состояния клеточной культу-
ры при росте штамма dly 1108 при 28 0С появляются субпопуляции кле-
ток, преодолевающие неблагоприятный эффект мутации cdc13-1-int. Это 
возможно либо в результате появления мутаций, супрессирующих проявле-
ния мутации cdc13-1-int, или активации альтернативных путей (рекомбина-
ционных) поддержания стабильности теломер [5].

Выводы
Наличие мутации cdc13-1-int приводит к дестабилизации состояния 

клеточной культуры при 28 0С и выделению субпопуляций клеток, преодо-
левающих неблагоприятный эффект мутации.
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Резюме
Описано влияние мутации cdc13-1 на состояние клеточной популяции темпе-

ратурно-чувствительного штамма дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Показано по-
явление субпопуляций клеток, преодолевающих неблагоприятный эффект мутации.

Описано вплив мутації cdc13-1 на стан клітинної популяції температурно-чут-
ливого штаму дріжджів Saccharomyces cerevisiae. Показано появу субпопуляцій клі-
тин, які здатні подолати негативний вплив мутації.

An influence of cdc13-1 mutation on the cell population state of temperature 
sensitive strain of yeast Saccharomyces cerevisiae was described. it was shown the ap-
pearance of the cell subpopulations that able to overcome the negative effects of the mu-
tation.
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ДОСЛІДЖЕННЯ СИНТЕЗУ КАРОТИНОЇДІВ Crt+ ТА Lcp+ 
МУТАНТАМИ STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912

В літературі широко представлено дані щодо біосинтезу каротиноїдів 
представниками різних родин мікроорганізмів, серед яких стрептоміцетам 
належить помітне місце. Масова доля стрептоміцетів, що можуть продуку-
вати каротиноїди, складає до 15 %. Дослідження біосинтезу цих пігментів 
проводилося у багатьох видів (наприклад S. chrysomallus var. сarotenoides, 
S. mediolani, S. setonii, S. griseus, S. coelicolor A3(2) та ряду інших) [3-5].

Встановлено, що синтез каротиноїдів у більшості стрептоміцетів є фо-
тоіндукованим процесом, однак у ряду видів стрептоміцетів цей процес є 
конститутивним [7]. Однак, здатність стрептоміцетів синтезувати кароти-
ноїди - це нестабільна ознака, що втрачається з великою частотою.

Дослідження виявили значну подібність будови кластерів генів, що 
детермінують каротиногенез у ряду видів стрептоміцетів (S. coelicolor, S. 
griseus, S. setonii, S. avermitilis) та їх аналогічне розташування на хромосо-
мі [4]. При дослідженні геному ряду видів стрептоміцетів було встановлено 
локалізацію кластерів генів, що детермінують синтез вторинних метаболі-
тів і ряду інших властивостей, втрата яких не є летальною для клітини, в ді-
лянці кінцевих інвертованих повторів. Мутанти стрептоміцетів (наприклад 
Streptomyces setonii isP53951995), що синтезують каротиноїди були отри-
мані індукованим мутагенезом [3]. В той же час, хоча S. avermitilis містить 
в своєму геномі гени біосинтезу каротиноїдів, мутантів за даною ознакою у 
нього не було виділено [6].

Матеріали та методи
У роботi було використано мутанти Streptomyces globisporus 1912, які 

синтезують каротиноїди, з колекції відділу генетики мікроорганізмів ІМВ 
НАНУ (таблиця). При виконаннi роботи використовували агаризовані се-
редовища соєве, Гаузе 1, картопляне, соєво-кукурудзяне [1].

Дослідження мінливості каротинсинтезуючих мутантів здійснювали 
визначенням частоти змін у Сrt+фенотипу колоній стрептоміцету. Виявлен-
ня мутацій проводили на твердому середовищі візульно за зміною забарв-
лення досліджуваних культур, а саме рахувалися червоні (Сrt+), непігмен-
товані (Сrtˉ) і рожеві (lcp+) колонії. Виділення каротиноїдів і їх аналіз про-
водили відповідно методикам [2].

Результати та обговорення
Загальновідомо, що зміни генетичного матеріалу мікроорганізмів мо-

жуть бути викликані дією мутагенних факторів чи проходити спонтанно. 
Встановлено, що представники роду streptomyces характеризуються зна-



392

чною частотою спонтанних змін генотипу. Дослідження генетичної неста-
більності багатьох культур стрептоміцетів визначили, що такі зміни гено-
типу стаються внаслідок процесів, що детермінуються самою хромосомою.

Метою даної роботи є вивчення синтезу каротиноїдів crt+ та lcp+ му-
тантами штаму Streptomyces globisporus 1912: стабільність каротиногене-
зу у досліджуваних культур, залежність стабільності даної ознаки мутан-
тів від способу їх отримання та склад комплексу синтезованих мутантами 
каротиноїдів.

Штам S.globisporus 1912 було виділено у 1990 році із зразку грунту, що 
було відібрано у сільськогосподарських угіддях Вірменії. Встановлено, що 
даний штам є продуцентом нового протиракового антибіотика ландоміци-
на Е. У штаму S.globisporus 1912 виявлено дві плазмідні ДНК (psG1912-1 
та psG1912-2).

Таблиця 
Використані в роботі мутанти Streptomyces globisporus 1912

Мутант Фенотип Спосіб отримання
Вихідна культура

s.globisporus 
1912

Дикий тип
crt-lnde+spo+

Ізольовано із зразка грунту Вірменії

Червоні культури
4 crt crt+ lnde+spo- Спонтанно від s.globisporus 1912
6 crt crt+lnde+spo+ Спонтанно від s.globisporus 191
7 crt crt- lnde- spo- Спонтанно від s.globisporus 1912
rv crt+ lnde- spo+ Нітрозогуанідин, rs2
r3 crt+ lnde- spo- Нітрозогуанідин, s.globisporus 3-1
y4 crt+ lnde- spo- Нітрозогуанідин, s.globisporus 1912

Білі мутанти
4W1 crt- lnde- spo- УФ-випромінювання, 4 crt
4W crt- lnde- spo- Спонтанно від 4 crt

7W2 crt- lnde- spo- УФ-випромінювання, 7 crt
7W6 crt- lnde- spo- УФ-випромінювання, 7 crt

Рожеві мутанти
4 lcp lcp+ lnde- spo- Спонтанно від 4 crt
7 y lcp+ lnde+ spo- 7crt, спонтанно 

tps16-1 lcp+ lnde- spo- trsr Трансформація мутанту б/п гібридною 
плазмідою trs16tps16-1 lcp+ lnde- spo- trsr

Інші мутанти S.globisporus 1912
б/п crt-lnde-spo+ Спонтанно від s.globisporus 1912
3-1 crt-lnde+spo- Спонтанно від s.globisporus 1912
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Спонтанно від S. globisporus 1912 було отримано ряд похідних: без-
плазмідний варіант, що втратив здатність синтезувати антибіотик ландомі-
цин Е (б/п); 3-1 - надпродуцент антибіотику та ряд каротинсинтезуючих 
мутантів (4 crt, 6 crt та 7 crt). Мутант 7 crt, на відміну від двох інших, не 
синтезував антибіотик ландоміцин Е.

Індукований мутагенез хромосомної ДНК клітин викликається дією 
хімічних, фізичних чи біологічних мутагенів. Нітрозогуанідином обробля-
лася вихідна культура та її похідні варіати і було отримано низку мутантів, 
у яких виявили зміни біосинтетичних властивостей - мутанти rv, r3, y4 
почали синтезувати каротиноїди.

У якості мутагенного фактору у наших дослідах застосовувалося УФ-
випромінювання. Під дією УФ-променів на crt+-мутанти (4 crt та 7 crt) 
було отримано тільки мутанти, що втратили здатність синтезувати кароти-
ноїди (4W1, 7W2, 7W6).

Встановлено, що є значна вірогідність отримати варіанти зі змінени-
ми генотипом і фенотипом в експериментах по трансформації та трансфек-
ції культур мікроорганізмів. В роботі представлені результати дослідження 
двох лікопінстинтезуючих мутантів (tps16-1, tps16-2), отриманих після 
трансформації безплазмідного варіанту s. globisporus 1912-б/п гібридною 
плазмідою (trs16; 7,7 тпн). Гібридна плазміда trs16 побудована на базі бі-
функціонального вектору pWhm4 (6, 6 тпн), в якому клоновано ПЛР-копію 
гену SCO 1206 S. coelicolor A3(2) (1,1 тпн).

Проводилося дослідження стабільності успадкування каротиногенезу 
у низки відібраних мутантів streptomyces globisporus 1912, отриманих як 
спонтанно так і після обробки мутагенними факторами. Було встановлено, 
що мутанти, які отримано спонтанно (4 crt, 6 crt та 7 crt) і під дією нітро-
зогуанідину (rv та r3) мають різну стабільність набутої здатності синтезу-
вати каротиноїди. Дослідження успадкування фенотипових ознак індукова-
них мутантів rv та r3 виявили появу їх варіантів зі зменшеним синтезом 
каротиноїдів чи таких, що втратили здатність синтезувати дані сполуки. 
Після кожного розсіву інтенсивно забарвленої в темно червоний колір ко-
лонії (r3-Ч), поряд з колоніями, які зберегли червоне забарвлення міцелію 
(r3-Ч), з‘являються з великою частотою (28 %) колонії, що забарвлені у по-
маранчевий колір (r3-О) та безпігментні колонії (r3-Б) до 27 %. Проведені 
дослідження виявили, що варіант r3-Б втратив здатність синтезувати каро-
тиноїди, в той час як r3-О синтезує всі ті ж речовини, що і r3-Ч, але в зна-
чно меншій кількості. Білі ревертанти (r3-Б) є стабільними, в той же час 
продовжується розщеплення r3-О та r3-Ч колоній мутантів.

Спонтанні мутанти 4 crt, 6 crt та 7 crt більш стабільно зберігають 
дану ознаку протягом багатьох років. Однак, після численних розсівів віді-
брано кілька колоній (4W, 4 lcp, y4), які мають зміни у каротиногенезі. Так, 
спонтанний мутант 4 crt (4W) не синтезує каротиноїдів, а мутанти 4 lcp та 
7y здатні синтезувати тільки лікопін.
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Нами встановлено, що поява спонтанних не пігментованих crt- - ре-
вертантів у crt+ - мутантів (4 crt та 7 crt) стається у середньому з частотою 
0,9%. У штаму 6 crt жодної білої колонії не виявлено серед майже семи ти-
сяч досліджених. У мутанту rv виявлено появу спонтанної реверсії даної 
ознаки у 22 % колоній. Індукований мутагенез (нітрозогуанідин) призводив 
до росту рівня реверсій: у штаму 7 crt білі варіанти становили 8 % з пере-
вірених колоній (4189 шт).

Дослідження відновлення синтезу каротиноїдів у спонтанних crt-- ре-
вертантів 4W, 7 y та 7W виявило його високий рівень – кількість crt+ - ко-
лоній становила від 0,03 % до 6 % досліджуваних колоній. Найбільша кіль-
кість колоній ревертантів була виявлена у мутанту 7W (6% на картопля-
ному середовищі). Найбільш стабільно фенотип зберігав мутант 4W: його 
crt+ - колонії становили 0,03 %.

Спонтанно мутант 4 crt (з частотою 2 х 10-4) утворює варіанти, що 
синтезують тільки 1 каротиноїд – лікопін. В розсівах аспорогенного мутан-
ту 4 crt на картопляному середовищі було відібрано мутант 4 lcp. Резуль-
тати дослідження частоти мінливості мутанту 4 lcp (10-6) свідчать про ста-
більний характер успадкування мутації, в результаті якої утворилися коло-
нії lcp+- фенотипу.

Як встановлено, лікопін є попередником на шляху синтезу бета-
каротину і виявлено, що мутації гена crty (кодує лікопін циклазу) роблять 
неможливим перетворення лікопіну у каротин і до накопичення лікопіну у 
клітині мутанта.

В роботі представлені результати дослідження двох каротинсинтезу-
ючих трансформантів, отриманих трансформацією безплазмідного варіан-
ту s. globisporus 1912-б/п гібридною плазмідою (trs16; 7,7 тпн). У ряду 
отриманих трансформантів потягом певного часу спостерігалося розще-
плення фенотипових ознак. Так, наприклад у клону tps16 було виявлено 
чотири фенотипи: crt- lndЕ+ spo-, crt- lndЕ- spo+, crt- lndЕ+spo+ та lcp+ 

lndЕ- spo-. Лікопінсинтезуючі варіанти (tps16-1, tps16-2) трансформан-
та tps16 стабільно підтримують отриманий генотип (crt+ lndЕ- spo-) про-
тягом 2 років.

Як видно з таблиці, отримані каротинсинтезуючі мутанти та трансфор-
манти демонструють одночасно зміни 2 чи 3 фенотипових ознак: синтезу 
антибіотику, спороутворення та каротиногенез. Як встановлено, мутації та 
реверсії останньої є більш лабільними.

Встановлено, що як індуковані, так і спонтанні мутації призводять до 
змін здебільшого у одних і тих же генах. Однак, якщо за даними літератури 
спонтанні зміни виявляються у 0,1 % висіяних спор, то індуковані мутації 
виявляють у 25-100 % клітин. Результати наших експериментів також про-
демонстрували більшу генетичну стабільність спонтанних мутантів.

У більшості видів стрептоміцетів процес біосинтезу каротиноїдів ін-
дукується світлом певної довжини, дії стресових факторів або регенерації 
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протопластів [3, 6]. Встановлено, що у всіх отриманих нами каротинсинте-
зуючих варіантів (отриманих в результаті, як індукованих, так і спонтанних 
мутації) каротиногенез є конститувним; також не виявлено впливу синього 
світла на синтез каротиноїдів.

При дослідженні складу комплексу каротиноїдів, синтезованих черво-
ними мутантами (4crt, 6crt, 7crt, rvcrt і r3crt) за допомогою тонко шаро-
вої хроматографії, спектрофотометрії та високоефективної рідинної хрома-
тографії було виявлено, що дані мутанти синтезують бета-каротин та ліко-
пін, тими ж методами доведено, що рожеві мутанти (4lcp, r3lcp, tps16-1 
і tps16-2 ) синтезують тільки лікопін.

Висновки
З отриманих нами результатів з впевненістю можна сказати, що каро-

тиноїди, що синтезуються дослідженими мутантами S. globisporus 1912 з 
розблокованим внаслідок мутацій кластером генів каротиногенезу є лікопі-
ном і бета-каротином.
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Резюме
Низку спонтанних та індукованих мутантів, що синтезують каротиноїди, отри-

мано у штаму streptomyces globisporus 1912. Доведено, що варіанти, повітряний мі-
целій яких забарвлений в темно-червоний колір продукують бета-каротин та ліко-
пін; рожеві мутанти синтезують тільки лікопін. Встановлено, що спонтанні мутанти 
більш стабільно, ніж індуковані, успадковують набутий внаслідок мутації кароти-
ногенез.
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Ряд спонтанных и индуцированных мутантов, синтезирующих каротиноиды, 
получено у штамма streptomyces globisporus 1912. Доказано, что варианты, воздуш-
ний мицелий которых окрашен в темно-красный цвет синтезируют бета-каротин 
и ликопин; розовые мутанты ликопин. Установлено, что спонтанные мутанты ста-
бильнее, чем индуцированные, наследуют приобретенный вследствие мутаций ка-
ротиногенез.

row of spontaneous and induced mutants of streptomyces globisporus 1912 that 
synthesize carotenoids was obtained. variants with dark-red air mycelium synthesized 
beta-carotene and lycopene; pink mutants synthesized only lycopene, were proved. it was 
found, that spontaneous mutants more stably, than induced ones, inherited carotenogenesis 
which were results of mutation.
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АНАЛІЗ ФЕНОТИПОВИХ ОЗНАК ТРАНСФОРМАНТІВ  
STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912–Б/П

Як відомо, отримання протопластів з клітин реципієнтного штама мі-
кроорганізма та проведення їх трансформації гібридною ДНК – є пошире-
ними генно-інженерними методами. Встановлено, проведення таких мані-
пуляцій з клітинами стрептоміцетів призводять до появи як очікуваних ге-
нотипових та фенотипових змін регенерованих клітин, так і до небажаних 
та неочікуваних мутацій.

Встановлено, що наслідком протопластування можуть мати місце змі-
ни наявних у вихідної культури властивостей чи поява нових [1]. Так, вста-
новлено появу регенерантів у штаму S. galbus (F) subsp. аchromogenes 695 зі 
значними змінами у рівні синтезу та складі комплексу синтезованих антибі-
отичних речовин [2]. Також повідомляється, що внаслідок протопластуван-
ня у штам S. setonii isP5395, який не продукував каротиноїди було отрима-
но мутант, що набув таку здатність [3].

Матеріали і методи
В роботі аналізували фенотипові ознаки 39 трансформантів, що було 

отримано при трансформації гібридними плазмідами протопластів бесплаз-
мідного варіанта штаму s. globisporus 1912 [4].

Здатність продукувати антибіотичні речовини досліджували накладан-
ням 5 денних блоків, що вирощували газоном на агаризованому соевому 
середовищі, на свіженанесені газони 7 тестерних культур стрептоміцетів 
S. griseus 3934, S. coelicolor А3(2), S. olivaceus VKX, S. griseus Б6, S. lividans 
1326, S. levоris 165, S. globisporus 1912- б/п (реципієнт) [5].

Екстракцію та дослідження складу комплексу синтезованих метаболі-
тів проводили згідно методикам [6, 7].
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Результати та обговорення
Штам S. globisporus 1912 виділено у 1970 році із зразку грунту, що 

було відібрано у сільськогосподарських угіддях Вірменії. Встановлено, що 
даний штам є продуцентом нового протиракового антибіотика ландоміцина 
Е. У штаму S. globisporus 1912 виявлено дві плазмідні ДНК (psG1912-1 та 
psG1912-2). Спонтанно від s.globisporus 1912 було отримано у ряд похід-
них у тому числі і бесплазмідний варіант, що втратив здатність синтезувати 
антибіотик ландоміцин Е (S. globisporus 1912-б/п) [8].

За допомогою полімеразної ланцюгової реакції ампліфіковано 1,1 тпн 
-фрагмент хромосоми S. coelicolor A3(2), що містить ген sco1206, який 
кодує білки субодиниць ферменту полікетидсинтази ІІІ типу. Ампліко-
ни встроєно в човникові вектори pWhm4 та рАХ5а по сайтам hindiii та 
ecori, гібридними конструкціями трансформовано компетентні клітини 
Escherichia coli Xl1 blue. Ряд гібридних плазмід, що побудовані на базі як 
pWhm4, так і рАХ5а, переклоновано у протопластах безплазмідного варі-
анту s. globisporus 1912- б/п.

Було проведено дослідження 39 тіострептонрезистентних трансфор-
мантів: 13 з яких містили гібридні плазміди побудовані на базі вектора 
pWhm4 та 26 – сконструйовані на основі вектора рАХ5а.

Антибіотичну активність трансформантів визначали відносно 7 шта-
мів стрептоміцетів різних видів в тому числі і штаму – реципієнта.

При зберіганні культур стрептоміцетів у селективних умовах мала 
місце сегрегація фенотипових ознак трансгенних культур. Після числен-
них пересівів (до утворення візуально однорідних газонів культур) та до-
слідження ряду властивостей останніх, було виявлено, що клони транс-
формантів S. globisporus 1912-б/п, за складом комплексів метаболітів, їх 
фізико-хімічними та біологічними властивостями можливо розділити на 
чотири групи:

1) Спорулюючі трансформанти продукують метаболіти, які забарвлю-
ють середовище у синій колір та демонструють антибіотичну активність 
відносно 3-5 тест культур.

2) Аспорогенні трансформанти забарвлюють середовище у синій колір 
і їх метаболіти виявляють антибіотичні властивості на газонах ряду з вико-
ристаних тест культур (3-5).

3) Спорулюючі непігментовані трансформанти, метаболіти яких не 
призводять до змін забарвлення середовища, що можна визначити візуаль-
но, однак пригнічують ріст окремих тест культур.

4) Спорулюючі трансформанти, що не синтезують ні пігментів, ні ан-
тибіотиків.

Встановлено, що перша група є найбільшою групою - до неї віднесено 
60 % усіх досліджених трансгенних культур 1912-б/п.

Дослідження за допомогою фізико-хімічних методів (ТШХ та спек-
трофотометрія) екстрактів метаболітів ряду відібраних трансгенних куль-
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тур дозволили виявити різницю у складі синтезованих комплексів речовин: 
у культур з третьої та четвертої груп не виявлено піків у видимій части-
ні спектрів поглинання та встановлено наявність значно меншої кількос-
ті плям при розподілення екстрактів за допомогою ТШХ. Максимум по-
глинання метаболітів забарвлених трансформантів (1 та 2 групи) становив 
460 нм.

Таке значення максимум поглинання є тотожним максимуму погли-
нання антибіотику ландоміцину Е, який продукується вихідним штамом S. 
globisporus 1912. Як відомо, максимум поглинання антрациклінового анти-
біотику ландоміцину Е становить 456 нм, в той час як його похідних (окис-
леної та дегідратованої) форм – 440 та 502 нм.

При спектрофотометрії комплексів метаболітів, що синтезувалися 
трансформантами, які містили плазміди побудовані на основі різних век-
торів, також було виявлено різницю у наявності піку у УФ частині спектру 
з максимумом поглинання 235-240 нм. Такі піки поглинання були виявле-
ні у трансформантів, що мали гібридні плазміди побудовані на базі векто-
ру pWhm4.

Хроматографічне розподілення екстрактів ряду трансформантів, побу-
дованих на базі обох векторів, виявило ряд речовин (rf 0,23 та 0,6), від-
сутніх як у донорської, так реципієнтної культур. Також встановлено, що 
ряд трансгенних культур отримали здатність пригнічувати тестерні штами 
стрептоміцетів, які ні донорний штам, ні реципієнтний, ні wild type штам S. 
globisporus 1912 (з якого було отримано останній) не пригнічували.

Таким чином, спостерігалося розщеплення 2-3 фенотипових ознак ві-
дібраних тіострептонрезистентних трансформантів: синтезу антибіотиків, 
спороутворення та пігментації колоній. Необхідно підкреслити, що наші 
багаторічні дослідження реципієнтного штаму S. globisporus 1912-б/п не 
виявляли змін у його забарвленні, споруляції та синтезі метаболітів з анти-
біотичною активністю.

При зберіганні одного з трансформантів (Трs 16) було виявлено розще-
плення його фенотипу з утворенням чотирьох фенотипів: Трs 16-Сс - сині 
неспорулюючі колонії; Трs 16-Сн - сині неспорулюючі колонії; Трs 16-Б - 
білі спорулюючі колонії, Трs 16-Ч - червоні неспорулюючі колонії.

Дослідження фізико-хімічними методами їх метаболітів дозволили 
встановити, що синій пігмент, який синтезується Трs 16-Сс та Трs 16-Сн – 
це ландоміцин Е; варіант Трs 16-К синтезує суміш каротину та лікопіну. Ра-
ніше нами було виявлено та досліджено мутанти S. globisporus 1912, які на-
були здатність синтезувати ці каротиноїди в результаті як спонтанних, так 
і індукованих мутацій.

Ми вважаємо, вище представлені відмінності біосинтетичних можли-
востей трансгенних культур є проявом мутаційних змін генотипів транс-
генних культур. Мутагенними факторами, за нашою думкою, могли бути 
процеси отримання протопластів S. globisporus, їх трансформація та не ви-
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ключена можливість, незв‘язаної з вищевказаними генно-молекулярними 
маніпуляціями, спонтанної мутації.

Встановлено, що мутації хромосомної ДНК у одного і того ж штаму 
мікроорганізму, не залежно від способу їх отримання, змінюють одні і ті ж 
гени. Однак, якщо спонтанні зміни виявляються у 0,1% спор, то індуковані 
зміни виявлені у 25-100% клітин [9, 10]. Крім того, показано, що внаслідок 
мутагенезу можуть проходити зміни двох чи більше генів мікроорганізмів 
одночасно [10, 11]. У нашому відділі накопичено велику колекцію мутан-
тів S. globisporus 1912 як індукованих, так і спонтанних, у яких виявлено 
зміни рівня синтезу антибіотика ландоміцина Е, втрату спороутворення та 
появу синтезу каротиноїдів. Як встановлено, часто мутації призводять до 
одночасних змін кількох ознак, наприклад, мутант S. globisporus 1912/3-1 
внаслідок спонтанних мутацій почав синтезувати антибіотик ландоміцин 
Е в 10-15 разів більше ніж вихідна культура та втратив здатність до споро-
утворення.

Дослідження хромосомних ДНК ряду видів стрептоміцетів (S .coeli-
color, S. griseus, S. setonii, S. avermitilis та інших) виявили значну подібність 
будови кластерів генів, що детермінують синтез метаболітів та їх розташу-
вання на хромосомах. Як було встановлено, кластери генів, що детерміну-
ють синтез вторинних метаболітів (наприклад антибіотиків, каротиноїдів) 
і ряду інших властивостей, втрата яких не є летальною для клітини, ло-
калізуються в більш лабільних ділянках, розташованих за межами корової 
структури хромосоми [10, 11].

Таким чином, можна висловити припущення, що кластери генів, які 
детермінують синтез антибіотика ландоміцина Е, каротиногенез та спорул-
ляцію у штама S. globisporus 1912 розташовані поруч і, вірогідніше всього, 
за межами корової ділянки хромосоми.

Висновки
Ми вважаємо, вище представлені відмінності біосинтетичних можли-

востей трансгенних культур є проявом мутаційних змін генотипів транс-
генних культур. Мутагенними факторами, за нашою думкою, могли бути 
процеси отримання протопластів Streptomyces globisporus 1912-б/п, їх 
трансформація та не виключена можливість, незв‘язаної з вищевказаними 
генно-молекулярними маніпуляціями, спонтанної мутації.

Можна висловити припущення, що кластери генів, що детермінують 
синтез антибіотика ландоміцина Е, каротиногенез та спорулляцію у штама 
Streptomyces globisporus 1912 розташовані поруч і, вірогідніше всього, за 
межами корової частини хромосоми.
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Резюме
Дослідження ряду фенотипових ознак 39 трансформантрів Streptomyces glo-

bisporus 1912–б/п продемонстрували мутагенний ефект проведених генно– інже-
нерних маніпуляцій. Встановлено, що мали місце одночасні мутації кластерів генів 
синтезу антибіотика, каротиногенезу та спороутворення. Висловлено припущення 
про близьке розташування даних генів на хромосомі S. globisporus 1912.

Исследование ряда фенотипических признаков 39 трансформантов Strep-
tomyces globisporus 1912-б/п показали мутагенный эфект проведенных генно– 
инженерных манипуляций. Установлено, произошли одновременные мутации клас-
теров генов синтеза антибиотика ландомицина Е, каротиногенеза и спорообразова-
ния. Сделано предположение о близком расположении данных генов на хромосоме 
S. globisporus 1912.

investigation of some phenotypic characters of 39 Streptomyces globisporus 1912-
б/п transformants revealed the mutagenic effect of applied genetic engineering manipula-
tions. simultaneous mutations of gene clusters for antibіotic landomycin e synthesis, ca-
rotenogenesis and sporulation were found. We suggested close localization of these genes 
on S. globisporus 1912 chromosome.



401

РОЙ А.О., ХАРКЕВИЧ О.С.
Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України
Україна, Київ, МСП, Д 03680, вул. Заболотного 154;  
e-mail: elenakharkevich@ukr.net

ХІТИНОЛІТИЧНІ ВЛАСТИВОСТІ БАКТЕРІЙ РОДУ BACILLUS 
COHN, ЩО ПЕРСПЕКТИВНІ ДЛЯ СТВОРЕННЯ БІОПРЕПАРАТІВ 

ДЛЯ РОСЛИННИЦТВА
Препарати на основі мікроорганізмів все ширше використовуються в 

сільському господарстві. Вони є ефективними та екологічно коректними за-
собами стимуляції росту і розвитку рослин та їх захисту від хвороб різної 
етіології. Ці препарати здатні активізувати імунні процеси в рослинному 
організмі та пригнічувати розвиток фітопатогенів за рахунок дії багатьох 
сполук, що дозволяє знизити хімічне навантаження на біосферу, а отже їх 
використання є доцільним та екологічно обґрунтованим.

Одними із активних антагоністів фітопатогенних бактерій та грибів 
є аеробні спороутворюючі бактерії роду Bacillus. Завдяки своїй лабільній 
ферментній системі вони мають перевагу перед іншими мікроорганізмами 
в боротьбі за джерела живлення різної природи та здатні до синтезу широ-
кого спектру фізіологічно активних сполук [4, 12]. На основі високоактив-
ного штаму B. subtilis ІМВ В-7023 було створено гранульований препарат 
для рослинництва, який позитивно зарекомендував себе при застосуванні 
під овочеві, хвойні, трав’янисті та інші рослини [2].

Метою даної роботи було вивчення антагоністичної та хітинолітичної 
активностей фосфатмобілізувальних бактерій роду Bacillus.

Матеріали та методи
Об’єктами досліджень були 16 штамів фосфатмобілізувальних бак-

терій роду Bacillus, ізольованих з чорноземного ґрунту: B. megaterium – 5 
штамів, B. subtilis – 4; B. cerеus v. mycoides – 3; B. pumilis – 4 відповідно 
та мутантний штам B. subtilis ІМВ В-7023 str+, який був резистентним до 
стрептоміцину у концентрації 1600 мкг/мл, що дозволяє досліджувати ін-
тродуковані в ризосферу рослин бацили [9]. В дослідах також використо-
вували 3-ти штами мікроскопічних грибів: Fusarium oxysporum schltdl. 54; 
Trichothecium roseum (Pers.) link 658; Trichoderma viride Pers. 614 – збудни-
ки хвороб сільськогосподарських рослин [1] з колекції культур відділу фі-
зіології та систематики мікроміцетів інституту. Досліджені бацили культи-
вували в статичних умовах при 25° С у рідкому середовищі Чапека з коло-
їдним хітином [3] як єдиним джерелом вуглецю та азоту протягом 3-х діб. 
Хітинолітичну активність визначали за утворенням редукуючих цукрів при 
гідролізі хітину з використанням 3,5-динітросаліцилової кислоти [11]. За 
одиницю хітинолітичної активності приймали таку кількість ферментно-
го розчину, що необхідна для утворення 1 мкмоль n-ацетилглюкозаміну за 
1 год. Активність виражали в одиницях на мг білка, який визначали за ме-
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тодом bradford [10]. Величину найвищої активності приймали за 100% та 
розраховували активність кожного дослідженого штаму відповідно. Суміс-
не культивування бацил з фітопатогеном F. oxysporum 54 проводили в рід-
кому середовищі Чапека в статичних умовах при 25° С протягом 7 діб. Клі-
тини бацил вносили в середовище в концентрації 1,0×108 кл/мл одночасно 
з грибом (2,0×106 конідій/мл). Після сумісного вирощування гриба з бак-
теріями одержану біомасу відмивали, висушували при 105° С до постійної 
ваги. Контролем була культура F. oxysporum 54, вирощена в таких же умо-
вах.. Ступінь пригнічення росту гриба виражали у відсотках за різницею 
значень біомаси гриба в контролі (100%) та досліді.

Статистичну обробку результатів експериментів здійснювали за допо-
могою програм exсel -2007 та origin 7,5.

Результати та обговорення
Проведена попередня селекція бактерій роду Bacillus за ознаками здат-

ності до біологічної трансформації фосфатів ґрунту, а також за наявністю 
антагоністичної активності до ряду мікроорганізмів. Раніше в наших дослі-
дах було показано, що виділені штами бацил характеризувались високою 
антагоністичною активністю до широкого спектру фітопатогенних бакте-
рій та мікроміцетів [5]. На прикладі найбільш активного штаму – B. subtilis 
ІМВ В-7023 було досліджено синтез ряду сполук фізіологічної дії, які мо-
жуть пригнічувати ріст фітопатогенних мікроміцетів. Це ферменти (ката-
лаза, пероксидаза, протеаза), сполуки фенольної природи (4-гідроксіфені-
лоцтова кислота), лектини, амінокислоти, а також органічні кислоти [6–8].

При сумісному культивуванні бацил з фітопатогеном F. oxysporum 54 
показано, що B. cerеus v. mycoides 10 пригнічував ріст F. oxysporum 54 до 
60% щодо контролю. Штам B. subtilis ІМВ В-7023, який є компонентом бак-
теріальних препаратів для рослинництва, виявив також значний пригнічу-
ючий ефект на ріст гриба – до 50%. Маркований за стрептоміцином мутант 
та B. subtilis 11 слабко пригнічував ріст міцелію – лише на 2–5%. За допо-
могою світлової мікроскопії спостерігали морфологічні зміни міцелію гри-
бів, що проявлялися у вздуттях та зонах лізису міцелію. При цьому також 
відбувалась адгезія клітин бактерій на гіфах гриба (рис.).

Досліджена властивість фосфатмобілізувальних штамів бацил руй-
нувати клітинну стінку мікроміцетів. Встановлена наявність хітинолітич-
них ферментів в культуральному середовищі у всіх 17 культур бацил. Най-
більшою активністю характеризувався штам B. cerеus v .mycoides 10 (100, 
0%); B. megaterium, штами 1, 2, 16 та B. pumilus – 4, 7, 8 також мали ви-
сокі показники хітинолітичної активності – 67,8–82,5% відповідно. Од-
нак стійкий до стрептоміцину штам показав найнижчу активність фермен-
тів – лише 45,0%. Слід відмітити, що саме штами B. cerеus v. mycoides 10, 
B. megaterium 16; B. pumilus 7, які характеризувались високою антагоніс-
тичною активністю до патогенних мікроміцетів також проявляли і високу 
хітинолітичну активність. Встановлено зниження антагоністичної та від-
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повідно хітинолітичної активностей для мутантного штаму Bacillus subtilis 
ІМВ В-7023 str+ в порівнянні з іншими дослідженими штамами спороутво-
рюючих бактерій, що не впливає на можливості його застосування в лабо-
раторних дослідах як маркованого штаму.

Штам B. cerеus v. mycoides 10 з найвищою хітинолітичною активністю 
вирощували також в середовищі на основі водопровідної води з висушеним 
міцелієм гриба (використовували окремо автоклавований міцелій кожного 
з 3-х досліджених штамів) як єдиним джерелом вуглецю та азоту. Було по-
казано, що найбільша хітинолітична активність спостерігалась в середови-
щі з міцелієм Trichotecium roseum (100,%); тоді як з міцелієм Trichoderma 
viride 614 – 27%, а з міцелієм F. oxysporum 54 – 18%. Слід відмітити, що ко-
реляція ростової та хітинолітичної активностей встановлена не була.. Здат-

 2 
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Рис. Вплив Bacillus megaterium 16 на морфологію гіф Fusarium oxysporum 54 при 

сумісному культивуванні в середовищі Чапека (90х10). 
А – контроль, Б, В – зміни міцелію викликані бактеріями (стрілками вказані міcця 

прикріплення і проникнення бактерій) 

Рис. Вплив Bacillus megaterium 16 на морфологію гіф Fusarium oxysporum 54 при 
сумісному культивуванні в середовищі Чапека (90х10). А – контроль, Б, В – змі-
ни міцелію, викликані бактеріями (стрілками вказані міcця прикріплення і проник-

нення бактерій)
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ність руйнувати мертвий міцелій бацилами може відігравати важливу роль 
у кругообігу вуглецю та азоту у ґрунті.

Висновки
В результаті проведених досліджень показано, що виділені з чорнозем-

ного ґрунту фосфатмобілізувальні штами роду Bacillus здатні пригнічува-
ти ріст фітопатогенних мікроміцетів та проявляти хітинолітичну дію щодо 
грибів. Антагоністичні властивості фосфатмобілізувальних бактерій роду 
Bacillus Соhn корелювали з їх хітинолітичною активністю. Показано здат-
ність бацил використовувати актоклавований міцелій грибів як єдине дже-
рело вуглецю та азоту.

Слід відмітити, що фосфатмобілізувальні ґрунтові бацили викликали 
морфологічні зміни живого міцелію мікроміцетів та були здатні руйнувати 
мертвий міцелій грибів. Все вищевикладене підтверджує перспективи за-
стосування цих штамів у різних комбінаціях для створення нових біопрепа-
ратів для рослинництва.

Література
1. Билай В.И., Гвоздяк Р.И., Скрипаль И.Г. и др. Микроорганизмы – возбудите-

ли болезней растений. – Киев: Наукова думка, 1988. – 588 с.
2. Деклараційний патент України № 54923 А. Штам бактерій для одержання 

бактеріального добрива для рослинництва. Опубл.17.03.2003. Бюл. № 3.
3. Кузнецов В.Д., Янгулова И.В. Использование среды с хитином для 

выделения и учета актиномицетов из почвы // Микробиология. – 1970. – Т. 39, № 5. 
– С. 902 – 906.

4. Мелентьев А.И. Аэробные спорообразующие бактерии Bacillus cohn в 
агроэкосистемах. – М: Наука, 2007. – 119 с.

5. Рой А.А., Залоило О.В., Чернова Л.С., Курдиш И.К. Антагонистическая ак-
тивность фосфатмобилизирующих бацилл к фитопатогенным грибам и бактериям 
// Агроэкол. журн. – 2005. – № 1. – С. 50 – 55.

6. Рой А.А., Яценко И.П., Гордиенко А.С., Курдиш И.К. Свойства Bacillus 
subtilis ИМВ В-7023 и его стрептомицинустойчивого штамма // Прикл. биохим. ми-
кробиол. – 2011. – Т. 47, № 1. – С. 23 – 25.

7. Церковняк Л.С. Біологічно активні сполуки Azotobacter vinelandii ІМВ 
b-7076 і Bacillus subtilis ІМВ b-7023 та їх вплив на рослини: Автореф. дис.... канд. 
біол. наук. – Київ, 2011. – 23 с.

8. Церковняк Л.С., Рой А.О., Курдиш І.К. Синтез амінокислот Bacillus subtilis 
ИМВ В-7023 в середовищі з гліцерофосфатом // Мікробіол. журн. – 2009. – Т. 71, 
№ 5. – С. 18 – 23.

9. Яценко І.П., Рой А.О. Основні властивості Bacillus subtilis ИМВ В-7023 та 
його маркованого штаму – компонентів бактеріальних препаратів // Агроекол. журн. 
– 2008. – Червень – С. 275 – 277.

10. Bradford M.M. A rapid sensitive method for the quantative of microgram quan-
tivies of protein utilizing the principle of protein dye binding // Anal. biochem. – 1976. – 
vol. 72. – P. 248 – 254.

11. Miller G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing 
sugars // Anal. chem. – 1959 – n 31. – P. 426 – 428.



405

12. Van Veen J.A., Van Overbeek L.S., Van Elsas J.D. fate and activity of microor-
ganisms introduced into soil // microbiol. molecul. biol. rev. – 1997. – vol. 61, n 2. – 
P. 121 – 135.

Резюме
Досліджено хітинолітичну активність 17 штамів фосфатмобілізувальних ґрун-

тових бактерій роду Bacillus Соhn. Встановлено, що ці штами пригнічували ріст фі-
топатогенних грибів при сумісному культивуванні в статичних умовах та викликали 
морфологічні зміни їх міцелію. Показано здатність бацил використовувати автокла-
вований міцелій грибів як єдине джерело вуглецю та азоту.

Исследована хитинолитическая активность 17 штаммов фосфатмобилизирую-
щих почвенных бактерий рода Bacillus Соhn. Установлено, что эти штаммы подав-
ляли рост фитопатогенных грибов при совместном культивировании в статических 
условиях и вызывали морфологические изменения их мицелия. Показана способ-
ность бацилл использовать автоклавированный мицелий грибов как единственный 
источник углерода и азота.

the chitinolytic activity of 17 strains of phosphate mobilizing soil bacteria of 
genus Bacillus cohn was investigated. it was established, that these strains inhibited the 
growth of plant pathogenic fungi under the cocultivation in static conditions and caused 
morphological changes of the mycelium. the ability of bacilli to use autoclaved fungal 
mycelium as the sole source of carbon and nitrogen was showed.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ ФОРМИРОВАНИЯ И 
ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ АРБУСКУЛЯРНОЙ МИКОРИЗЫ У 

БОБОВЫХ
Арбускулярная микориза (АМ) – мутуалистический эндосимбиоз, обра-

зуемый большинством наземных растений и грибами филы Glomeromycota. 
Эти грибы представляют собой уникальную монофилетическую группу, 
которая коэволюционировала вместе с корнями земных растений на про-
тяжении всей истории их развития. Предположительно, АМ сыграла реша-
ющую роль в процессе перехода растений к наземному образу жизни. АМ 
существует более 400 млн. лет и считается предковой формой симбиоза вы-
сших растений с различными микроорганизмами [1-3]. Грибы АМ – обли-
гатные биотрофы – колонизируют клетки корня и ассимилируют продукты 
фотосинтеза (сахара, преимущественно в виде гексоз). В результате симби-
оза с грибами АМ улучшается минеральное питание растений (преимущес-
твенно, фосфором), повышается их устойчивость к болезням, тяжелым ме-
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таллам и засухе, а также увеличивается биоразнообразие почв, улучшается 
их структура, повышается плодородие [1, 4].

Таким образом, АМ имеет большое экологическое значение и высокий 
потенциал использования в адаптивном сельскохозяйственном производс-
тве. Расшифровка генетических механизмов контроля развития АМ со сто-
роны растения позволит расширить знания в различных областях биологии 
и разработать научную основу применения этого симбиоза в сельскохозяйс-
твенной практике.

Развитие и функционирование АМ
Процесс развития АМ включает две основные стадии: пресимбиоти-

ческую (до контакта грибной гифы с корнем) и симбиотическую (после 
контакта). На пресимбиотической стадии между партнерами происходит 
обмен диффундирующими сигнальными молекулами, выделяемыми кон-
ститутивно. Грибы АМ продуцируют молекулы липохитоолигосахаридов, 
т.н. myc-факторы (от англ. «mycorrhization factors»), воспринимаемые рас-
тительными рецепторами и индуцирующие т.н. «кальциевые волны» в рас-
тительной клетке [4, 5]. Растения выделяют сесквитерпены и различные 
фенольные соединения, включая флавоноиды, служащие неспецифически-
ми индукторами роста и ветвления грибных гиф [4].

Растения играют активную роль в проникновении гриба АМ в корень. 
В результате перестройки цитоскелета клеток ризодермы и коры корня об-
разуется тоннельная структура, PPA (от англ. «prepenetration apparatus» – 
аппарат, предшествующий проникновению), через которую гифа растет 
внутрь корня [4]. В клетках коры, прилегающих к эндодерме, формируются 
симбиотические компартменты, арбускулы, обеспечивающие метаболичес-
кую интеграцию партнеров. Это – сильноразветвленные грибные структу-
ры, окруженные периарбускулярной мембраной растительного происхож-
дения. Между этой мембраной и грибной клеткой формируется активный 
«интерфейс», включающий полисахариды и ферменты, синтезируемые 
обоими партнерами [4, 6]. В клетках, содержащих арбускулы, обнаружены 
специфические для симбиоза фосфатные транспортеры растения и гриба. 
Специфические белки-транспортеры сахаров пока не локализованы [4, 7].

Микоризный путь ассимиляции фосфатов является альтернативным, 
поскольку растение обладает собственными системами транспорта. При 
высокой концентрации доступного фосфора в окружающей среде растение 
подавляет развитие АМ. Это является проявлением системной авторегуля-
ции симбиоза, при нарушении которой образуется избыточное количество 
симбиотических структур [8]. Локально в микоризованных корнях наблю-
дается активация процессов, сходных с защитными реакциями растения на 
внедрение патогенных организмов, что является одним из предполагаемых 
механизмов повышения устойчивости растений к болезням за счет симби-
оза с грибами АМ [4]. Эти реакции менее выражены, чем при патогенезе, 
и, вероятно, находятся под контролем регуляторных симбиотических генов 
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растения. Обнаружено множество черт сходства в развитии и функциони-
ровании АМ и азотфиксирующих клубеньков бобовых, а также других рас-
тительно-микробных симбиозов [9]. Это свидетельствует о существовании 
общих биологических основ взаимодействий бобовых с микроорганизма-
ми и, соответственно, сходных систем их генетического контроля со сто-
роны растения.

Генетическая система бобовых, контролирующая развитие и фун-
кционирование симбиотических систем

Одним из подходов, используемых для идентификации раститель-
ных симбиотических генов, является экспериментальный мутагенез. Гены, 
идентифицированные таким образом, т.н. Sym-гены [10], являются регуля-
торными [11]. Особенно хорошо изучена генетика развития клубеньков бо-
бовых, образуемых с бактериями Rizobiaceae и некоторыми другими [12, 
13]. Первые мутанты бобовых с нарушениями развития АМ были отобраны 
именно среди мутантов, неспособных формировать симбиотические клу-
беньки [14]. Этот подход является наиболее продуктивным для выявления 
генотипов с аномалиями развития АМ. Среди традиционных видов бобо-
вых наиболее представительная коллекция симбиотических мутантных ли-
ний была создана для гороха (Pisum sativum l.) (более 200 независимых му-
тантов на 7 различных генотипах). В результате комплементационного ана-
лиза этих мутантов было выявлено около 40 генов, из них 9 генов оказались 
необходимыми для формирования, как клубеньков, так и АМ: Sym8, Sym9, 
Sym14, Sym19, Sym29, Sym33, Sym36, Sym40 и Sym41 [см. обзор: 13].

С использованием макро- и микросинтении геномов гороха и мо-
дельных бобовых: лядвенца японского (Lotus japonicus (regel.) K. larsen) 
и люцерны слабоусеченной (Medicago truncatula Gaertn.) были определе-
ны последовательности ряда регуляторных симбиотических генов гороха 
и их предполагаемые белковые продукты [см обзор: 13]. Растительные ре-
цепторы, распознающие сигнальные молекулы, выделяемые грибом, пока 
не идентифицированы. Известно, однако, что дальнейшая передача сигна-
ла происходит через «общий симбиотический сигнальный путь» (от англ. 
«common symbiotic Pathway», csP), также задействованный в образовании 
клубенька [15]. Возможно построение следующей обобщенной модели ге-
нетического контроля развития АМ у гороха: рецепторная киназа (или ком-
плекс) воспринимает структуру Мус-фактора, активирует киназу sym19, 
что при участии катионного канала sym8 приводит к выбросу ионов каль-
ция из внутриклеточных «депо». «Кальциевые волны» воспринимаются 
кальций/кальмодулин-зависимой киназой sym9 [см обзоры: 13, 16], кото-
рая совместно с белком sym33 [17] активирует экспрессию последующих 
симбиотических генов, кодирующих гипотетические транскрипционные 
факторы. На примере M. truncatula показано, что кальций/кальмодулин-за-
висимая киназа ответственна за построение PPA [4]. Кроме того, известно, 
что ген Sym29, кодирующий рецепторную киназу, вовлечен в системную 
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регуляцию симбиоза и контролирует как число образующихся клубеньков, 
так и арбускул [18]. Последовательности генов csP высококонсервативны 
у растений [19].

Другой подход для идентификации генов бобовых, вовлеченных в раз-
витие и функционирование симбиозов – исследование дифференциальной 
экспрессии генов (как правило, определяет семейства генов, кодирующих 
ферменты и структурные молекулы, составляющие «молекулярную маши-
ну» симбиоза). Гены, экспрессия которых индуцируется при развитии и 
функционировании АМ, названы микоризинами. С использованием новей-
ших методов транскриптомики были обнаружены сотни генов-микоризи-
нов M. truncatula. Индукция приблизительно ста из них, названных «симби-
озины», наблюдалась при функционировании как АМ, так и азотфиксирую-
щего симбиоза. Предполагается, что совместно индуцируемые гены могут 
быть связаны с различными функциями клетки, требуемыми для симбио-
тической эффективности, такими как активный транспорт через мембра-
ны, окружающие симбиотические компартменты [20]. С использованием 
ряда симбиотических мутантов было показано, что Sym-гены M. truncatu-
la и P. sativum регулируют экспрессию растительных генов-микоризинов, а 
также генов гриба АМ [21-23].

Таким образом, у бобовых растений выявлена единая генетическая 
система развития АМ и азотфиксирующих клубеньков. В то же время сле-
дует отметить, что сведения о генетическом контроле развития АМ фраг-
ментарны.

Поиск новых регуляторных генов бобовых, контролирующих раз-
витие АМ

Для выявления генов бобовых, контролирующих развитие АМ, но не 
участвующих в формировании клубенька, необходимо использовать метод 
прямого скрининга мутантов с нарушениями развития АМ непосредственно 
после экспериментального мутагенеза. Этот подход достаточно трудоемок 
и преимущественно использовался для небобовых растений. Лишь недав-
но с использованием инокуляционнй системы с растением-«нянькой» [24] 
методом прямого скрининга были выделены первые мутанты M. truncatula 
[25] и P. sativum, предположительно несущие мутации в неизвестных ра-
нее генах, контролирующих развитие АМ, и не участвующих в формиро-
вании клубенька [26]. Локусы ram-1 и ram-2, мутации в которых приводят 
к нарушению пресимбиотической стадии развития АМ у M. truncatula, яв-
ляются кандидатами на роль рецепторов Мус-фактора [27]. Наиболее пер-
спективным мутантом P. sativum оказался sGemyc--2, мутантный фенотип 
которого наиболее выражен в условиях недостаточной освещенности. По-
добный фенотип ранее не был описан в литературе. Авторами было уста-
новлено моногенное и рецессивное наследование данного признака. Даль-
нейшее изучение гена, нарушенного мутацией у линии гороха sGemyc--2, 
позволит выявить молекулярно-биологические основы связи фотосинтеза 
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и симбиотических взаимоотношений с грибами АМ, а также механизмы ре-
гуляции данной связи.

До настоящего времени не все мутанты генетической коллекции го-
роха, имеющие нарушения развития клубенька, были охарактеризованы в 
отношении развития АМ. В особенности это относится к линиям с нару-
шением поздних стадий развития клубенька, например, по генам Sym23, 
Sym24, Sym25, Sym26, Sym27, Sym32 и Sym34. Предполагалось, что эти гены 
являются специфическими только для развития клубенька и не участвуют 
в формировании АМ. Однако результаты фенотипического анализа, прове-
денного авторами, не подтвердили эту гипотезу. Напротив, линии, несущие 
мутантные аллели sym23, sym24, sym27 и sym34, демонстрировали статис-
тически достоверное снижение уровня микоризации корней и количества 
арбускул по сравнению с родительскими линиями. Согласно этому резуль-
тату, данные гены вовлечены в процессы формирования не только азотфик-
сирующего симбиоза, но и АМ. Снижение параметров развития АМ также 
было выявлено авторами у мутанта гороха по гену sym7. Ранее было пока-
зано, что ген sym7 кодирует активатор транскрипции GrAs-семейства, и 
его гомолог NSP2 у M. truncatula также вовлечен в развитие клубенька и 
АМ [5, 28]. Таким образом, была завершена предварительная фенотипичес-
кая характеристика мутантов гороха с нарушениями развития клубенька.

Дальнейшая характеристика уникальных мутантов с дефектами раз-
вития и функционирования АМ, выявленных методом прямого скринин-
га, а также секвенирование и клонирование идентифицированных генов, 
должны внести вклад в понимание механизмов формирования и функцио-
нирования данного типа симбиоза, а также послужить основой для разви-
тия эволюционной биологии симбиозов бобовых растений.

Работа выполнена при поддержке Минобрнауки РФ (Государствен-
ные контракты № 16.512.11.2155, П1304), грантов: президента РФ (НШ-
337.2012.4), РФФИ (10-04-01146, 12-04-01687).
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Резюме
Охарактеризована генетическая система бобовых, контролирующая развитие 

арбускулярной микоризы (АМ). Выявлены новые регуляторные гены гороха, конт-
ролирующие развитие АМ.

the genetic system of legumes, which controls the development of arbuscular 
mycorrhiza (Am), is described. new regulatory pea genes, which control the development 
of Am, have been identified. 
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ГЕНЕТИЧНА ТРАНСФОРМАЦІЯ ПшЕНИЦІ З ВИКОРИСТАННЯМ 
КАЛЮСНИХ КУЛЬТУР, ОТРИМАНИХ З АПІКАЛЬНОЇ 

МЕРИСТЕМИ ПАГОНА
Трансформація рослин та отримання генетично модифікованих ор-

ганізмів передбачає перенесення чужорідної ДНК в геном заданого виду 
(сорту). Згідно даних Міжнародної служби оцінки результатів впроваджен-
ня біотехнологічних розробок (isAAA) [1] площа занята під трансгенни-
ми культурами в світових масштабах станом на 2011 р. складає 160 млн 
га та невпинно зростає. Оскільки тканини м’якої пшениці мають низьку 
чутливість до агробактеріальної інфекції, то більшість дослідників вважа-
ють біолістичну трансформацію найперспективнішим методом генетич-
ної інженерії даної культури. Одним із перших повідомлень про успішну 
біолістичну трансформацію пшениці є робота Вейзіл та співавторів [2], піс-
ля якої опубліковано значну кількість робіт, що розвивали даний напрямок 
[3-5]. Разом з тим, до цього часу для генетичної трансформації пшениці 
зазвичай використовують культуру незрілих зародків, що пов’язано з ря-
дом труднощів. Зокрема, основними недоліками використання незрілих за-
родків є: 1) значні затрати виробничих потужностей та людських ресурсів; 
2) обмеженість робіт у часі, оскільки незрілі зародки доступні тільки пев-
ний період протягом вегетаційного періоду (якщо рослинний матеріал ви-
рощується на вегетаційних ділянках); 3) велика вартість експлантів (якщо 
рослинний матеріал вирощується в умовах штучного клімату); 4) значна 
тривалість експериментальної роботи, адже необхідно виростити рослину 
з насінини до фази колосіння; 5) необхідність контролю процесу запилен-
ня, тому що морфогенний потенціал отриманого калюсу корелює з віком 
використаних експлантів. Ці недоліки значно обмежують не тільки вдоско-
налення існуючих методик, а і загалом роботу по генетичній трансформації 
пшениці. Щоб уникнути зазначених недоліків дослідники пропонують аль-
тернативні експланти: тканини зрілих зародків [6, 7], незрілі суцвіття [8], 
сегменти листків [9] та ін. Нами вперше була розроблена ефективна систе-
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ма in vitro, на основі використання як експланта верхівки пагона тридобо-
вих проростків [10], яка була застосована для проведення робіт по генетич-
ній трансформації м’якої пшениці.

Метою даної роботи було вивчення можливості отримання трансфор-
мованих клітинних ліній м’якої пшениці методом біолістичної трансфор-
мації, а також виявлення оптимального віку вихідного калюсу та схем клі-
тинної селекції для добору трансформованих форм.

Матеріали та методи
Матеріалом досліджень був сорт-дворучка Зимоярка, створений в Ін-

ституті фізіології рослин і генетики НАН України. Індукцію калюсогене-
зу та культивування калюсних культур проводили по розробленій нами ме-
тодиці [10]. Як експлант використовували верхівку пагона 3-добового про-
ростка.

Генетичну трансформацію здійснювали біолістичним методом, вико-
ристовуючи саморобну гармату типу particle inflow gun (PiG). Біолістич-
ну трансформацію м’якої пшениці проводили, використовуючи векторну 
конструкцію pAhc25 [13], яка містить селективний ген фосфінотрицин-n-
ацетилтрансферази (bar), що забезпечує стійкість трансформованих клітин-
них ліній до фосфінотрицину та репортерний ген β-глюкуронідази (GUs).

Для приготування золотих частинок з нанесеною плазмідною ДНК до 
50 мкл суспензії часточок золота (30 мг/мл в 50% гліцеролі) діаметром 0,6 
мкм (bio-rad) додавали 10 мкл плазмідної ДНК (1 мкг/1 мкл) та 20 мкл роз-
чину ПЕГ/mgcl2 (50% ПЕГ 2000, 5m mgcl2) у співвідношення 4:1. Після 
інкубації протягом щонайменше 30 хв при кімнатній температурі часточки 
центрифугували 1 хв при 2000 об/хв, відбирали надосад та ресуспендува-
ли в 60 мкл абсолютного етилового спирту. Калюси за 4 години до обстрілу 
викладали на середовище n6 [14] з 0,3 М манітолом по центру в коло діаме-
тром 3 см. Чашки з калюсами встановлювали на відстані 14 см від решітки, 
на яку наносили часточки з нанесеною ДНК (6 мкл). Перед обстрілом тиск 
у камері зменшували до 0,07 атмосфер. Після інкубування в темряві при 
температурі 27 °С протягом ночі калюси переносили на середовище n6. Че-
рез 3 доби калюси переносили на селективне середовище.

Експресію репортерного гена β-глюкуронідази (GUs) виявляли за до-
помогою гістохімічного фарбування тканин in situ [15]. ДНК калюсних 
культур виділяли згідно методики Делапорта [11] з певними модифікація-
ми. Концентрацію та чистоту ДНК визначали спектрофотометрично. Пере-
вірку стабільності прояву ампліконів довжиною 355 п.н., здійснювали шля-
хом повторного проведення ампліфікації з праймерами 5'cGtcA tGccA 
Gttcc cGtGc tt3' та 5'ccGcA GGAGt GGAcG GAcGA3' на рослинно-
му матеріалі відповідно до раніше описаних методик [12].

Результати досліджень
На першому етапі досліджень виявляли експресію гена GUs. Швидку 

перевірку функціональної активності цільових білків гена-репортера здій-
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снювали на другу добу після трансформації шляхом виявлення транзієнт-
ної експресії. Для цього у довільному порядку відбирали калюси з кожної 
чашки. В ході роботи у всіх досліджуваних варіантах було відмічено екс-
пресію репортерного гена, що підтверджує коректність використаних па-
раметрів трансформації та свідчить про високу функціональну активність 
векторної конструкції.

Відомо, що вік вихідного калюсу може мати вирішальний вплив на 
ефективність генетичної трансформації. У наших дослідженнях викорис-
товували калюс різного віку: на 14 та 28 добу культивування (по 40 чашок 
в кожному варіанті та по 5 чашок для контролю). Загалом в експерименті 
було використано 80 чашок, в кожній з яких було по 40 калюсів. Ще 20 ча-
шок, які слугували контролем, не піддавали трансформації.

Таблиця 1. 
Ефективність різних схем клітинної селекції за біолістичної трансформації калюсів різ-
ного віку

Вік калюсу,
діб

Схема клітинної се-
лекції

Загальна кількість 
калюсів, шт.

Кількість отриманих стій-
ких клітинних ліній
шт. %

14
пряма 400 4 1

ступінчаста 400 7 1,75

28
пряма 400 9 2,25

ступінчаста 400 11 2,75

14 (контроль)
пряма 200 – –

ступінчаста 200 – –

28 (контроль)
пряма 200 – –

ступінчаста 200 – –

Добір трансформованих клітинних ліній здійснювали на середовищі з 
селективним агентом – фосфінотрицином. У роботі застосовували дві схе-
ми селекції: пряму та ступінчасту. За прямої селекції in vitro калюси виса-
джували на середовище з 10 мг/л фосфінотрицину. Загалом, після трьох 
пасажів було отримано 4 стійкі клітинні лінії у варіанті з 14-добовими ка-
люсами та 9 стійких клітинних ліній у варіанті з 28-добовими калюсами. 
Також використовували ступінчасту клітинну селекцію: після трансформа-
ції калюси висаджували на середовище з 2 мг/л фосфінотрицину, а у на-
ступних двох пасажах концентрацію селективного агента збільшували від-
повідно до 5 та 10 мг/л. Завдяки такому підходу вдалося отримати 7 клітин-
них ліній у варіанті з 14-добовими калюсами та 11 стійких клітинних ліній 
у варіанті з 28-добовими калюсами. Ефективність різних схем клітинної се-
лекції наведена в таблиці 1. В той же час, у контрольному варіанті за пря-
мого та ступінчастого добору стійких до фосфінотрицину клітинних ліній 
отримати не вдалося.
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Отримані данні свідчать, що ступінчаста клітинна селекція є більш 
ефективною, оскільки в результаті її застосування вдалося отримати більше 
потенційно трансгенних клітинних ліній. Також показано, що для біоліс-
тичної трансформації більш доцільно використовувати 28 добові калюси.

В подальшому для виявлення стабільної експресії гена GUs проводи-
ли гістохімічне фарбування тканин калюсу через 42 доби після трансфор-
мації (останній пасаж на селективному середовищі). Для цього відбирали 
невеликі шматки з калюсів, які задовольняли наступним критеріям: актив-
но росли на селективному середовищі з фосфінотрицином та були морфо-
генними. Загалом з 31 отриманої клітинної лінії тільки 18 задовольняли да-
ним параметрам. Стабільна експресія гена GUs була підтверджена у 10 клі-
тинних ліній.
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Рис. 1. ПЛР аналіз на наявність bar гена клітинних ліній пшениці: К- – негативний 
контроль; 1-10 – клітинні лінія (LТ1-LТ10); К+ – позитивний контроль; М – маркер 
молекулярної маси (Generuler™ dnA ladder mix, fermentas). 
 

За результатами дослідження, нами було відібрано 10 клітинних ліній у яких 
відмічено експресію генів bar (фенотипова ознака – активний ріст на середовищі з 
селективним агентом – фосфінотрицином) та GUS (фенотипова ознака – наявність 
стабільного характерного забарвлення калюсів). Щоб підтвердити трансгенний статус 
відібраних клітинних ліній, проводили ПЛР-аналіз (рис. 1), який засвідчив наявність гену 
bar в геномі досліджуваних об’єктів. 

Висновки 
Таким чином, за використання методу біолістичної трансформації отримано 10 

трансформованих клітинних ліній м’якої пшениці та підтверджено їх трансгенний статус. 
Показано, що за біолістичної трансформації використання 28-добових калюсів значно 
ефективніше, ніж 14-добових. Для добору трансформованих клітинних ліній на 
середовищі з фосфінотрицином більш доцільно застосовувати ступінчасту клітинну 
селекцію. 
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М – маркер молекулярної маси (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, fermentas)

За результатами дослідження, нами було відібрано 10 клітинних ліній 
у яких відмічено експресію генів bar (фенотипова ознака – активний ріст 
на середовищі з селективним агентом – фосфінотрицином) та GUs (фено-
типова ознака – наявність стабільного характерного забарвлення калюсів). 
Щоб підтвердити трансгенний статус відібраних клітинних ліній, проводи-
ли ПЛР-аналіз (рис. 1), який засвідчив наявність гена bar в геномі дослі-
джуваних об’єктів.

Висновки
Таким чином, за використання методу біолістичної трансформації 

отримано 10 трансформованих клітинних ліній м’якої пшениці та підтвер-
джено їх трансгенний статус. Показано, що за біолістичної трансформації 
використання 28-добових калюсів значно ефективніше, ніж 14-добових. 
Для добору трансформованих клітинних ліній на середовищі з фосфіно-
трицином більш доцільно застосовувати ступінчасту клітинну селекцію.
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Резюме
Використовуючи метод біолістичної трансформації отримано 10 трансформо-

ваних клітинних ліній м’якої пшениці та підтверджено їх трансгенний статус. По-
казано, що за біолістичної трансформації використання 28-добових калюсів значно 
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ефективніше. Для добору трансформованих клітинних ліній на середовищі з фосфі-
нотрицином більш доцільно застосовувати ступінчасту клітинну селекцію.

Используя метод биолистической трансформации, получено 10 трансформи-
рованных клеточных линий мягкой пшеницы и подтвержден их трансгенный ста-
тус. Показано, что для биолистической трансформации использование 28-суточных 
каллусов значительно эффективнее. Для отбора трансформированных клеточных 
линий на среде с фосфинотрицином более целесообразно применять ступенчатую 
клеточную селекцию.

Using the method of biolistic transformation we have obtained 10 transformed cell 
lines of common wheat, and confirmed their transgenic status. it is shown that the use of 
28-days old calli for biolistic transformation is much more efficient compared to younger 
calli. for selection of transgenic cell lines at the medium containing phosphinothricin as 
selective agent, it is more appropriate to apply the step-type cell selection.
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Институт леса им. В.Н.Сукачева СО РАН,
Россия, 660036, Красноярск, Академгородок 50/28, e-mail: genetics@ksc.krasn.ru

РЕПРОДУКТИВНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ ПИХТЫ СИБИРСКОЙ И 
СОХРАНЕНИЕ ЕЕ ГЕНОФОНДА В КУЛЬТУРЕ IN VITRO

Пихта сибирская (Abies sibirica ledeb.) в горах Южной Сибири харак-
теризуется низкой жизнеспособностью пыльцы и семян [1, 2]. Семена яв-
ляются важнейшим, а часто и единственным способом воспроизводства и 
сохранения генофондов хвойных растений. Оценка репродуктивного по-
тенциала вида, как правило, проводится по жизнеспособности женских 
генеративных структур: качеству семян и семенной продуктивности мак-
ростробилов [3]. Снижению жизнеспособности семян данного вида в гор-
ных экосистемах способствует его усыхание [4,5]. Низкий репродуктивный 
потенциал и усыхание деревьев пихты сибирской в горных экосистемах мо-
гут привести к обеднению генофонда данного вида.

В настоящее время перспективным направлением сохранения гено-
фондов растений является плантационное лесовыращивание, основанное 
на современных биотехнологиях массового размножения улучшенных ге-
нотипов растений [6]. Развитие биотехнологических подходов и методов 
культивирования in vitro позволяет создать высокоэффективную систему 
получения устойчивых растений-регенерантов, повысить качество поса-
дочного материала, ускорить селекционный процесс и сохранить ценные 
генотипы растений. Одним из наиболее перспективных методов культи-
вирования хвойных является соматический эмбриогенез, который в со-
четании с криоконсервацией широко применяется при плантационном 
лесовыращивании в США, Китае, Франции и Канаде [6,7].

В настоящей работе проведена оценка репродуктивного потенциала 
пихты сибирской в горах Южной Сибири, а также представлены первые 
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результаты по разработке биотехнологии микроклонального получения 
растений-регенерантов данного вида в культуре in vitro для сохранения и 
массового тиражирования устойчивых к абиотическому стрессу генотипов 
деревьев пихты сибирской.

Материалы и методы
Исследования проводились в 17 разновысотных ценопопуляциях пих-

ты сибирской, произрастающих в разнотравных, крупнотравных и зеле-
номошных группах типов леса в различных частях гор Южной Сибири: 
Хамар-Дабана, Западного и Восточного Саян, Кузнецкого Алатау и севе-
ро-восточного Алтая (табл. 1). В каждой из ценопопуляций изучали се-
менную продуктивность макростробилов и качество семян 10-30 деревьев. 
Определялись следующие показатели: длина и ширина зрелой шишки, чис-
ло семенных чешуй, число семян, выход семян. Качество семян определя-
лось методом рентгенографии [8]. Поскольку значительную часть полных 
семян в популяциях уничтожает наездник-семяед (Megastigmus specularis 
Walley) определялся потенциальный выход полных семян в популяции (се-
мена, имеющие зародыш + поврежденные конобионтами семена).

В культуру in vitro были введены незрелые зиготические зародыши 
на стадии формирования семядолей, собранные во 2 декаде августа [9]. 
Семена подвергались холодовой обработке в течение двух недель и сте-
рилизовались в спиртовом растворе 5%-го йода. В стерильных условиях 
зародыши извлекались из мегагаметофитов и переносились на питатель-
ную среду. При введении в культуру зародыши помещались на базовые 
питательные среды ½ ms и ½lv, дополненные 2,4-Д (1мг/л) и БАП (2мг/л), 
а также 30 г/л сахарозы. Кислотность среды была приведена к 5,8 до авто-
клавирования. Для пролиферации применялись среды с пониженным со-
держанием сахарозы и БАП, различающиеся по содержанию аскорбино-
вой кислоты (200 и 500 мг/л). Культивирование осуществлялось в темноте, 
при 25ºС±1ºС. Цитологические исследования каллусной ткани проводили 
на временных давленых препаратах с помощью микроскопа Микромед-2, 
статистическая обработка проводилась при помощи пакета анализа micro-
soft excel 2000.

Результаты и обсуждение
Для пихты сибирской характерна чрезвычайно высокая (среди видов 

семейства Pinaceae) семенная продуктивность макростробилов: в зависи-
мости от генотипических особенностей деревьев, погодных условий года 
развития и лесорастительных условий выход морфологически развитых 
семян из шишки варьирует от 56,8 до 85,5%. Однако высокий репродук-
тивный потенциал пихты сибирской реализуется лишь частично: доля пол-
нозернистых семян составляет 2,9-67,7 % в разных ценопопуляциях. Од-
ним из наиболее значительных факторов в изъятии полноценных семян 
является пихтовый семяед Megastigmus specularis Walley, изымающий в 
зависимости от высоты произрастания 2,7-89,0% полнозернистых семян 
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(рис. 1). Высокая стерильность семян пихты сибирской обусловлена так-
же недостаточным опылением семяпочек макростробила, наблюдаемым 
даже в оптимальных условиях произрастания, и генотипической неодно-
родностью деревьев [2]. Очевидно, естественное возобновление данного 
вида поддерживается лишь за счет значительного количества продуциру-
емых семян: в урожайные годы число мактростробилов на дереве может 
превышать 150 шт., число семян 300шт. на макростробил.

Введение в культуру мегагаметофитов и изолированных зиготичес-
ких зародышей пихты на ранних стадия развития (глобулярный эмбрио) 
оказалось не эффективным. Индукции образования каллуса не происходи-
ло. Оптимальной стадией развития зиготического зародыша для формиро-
вания каллусной массы оказался семядольный зародыш, достигающий 2/3 
и более длины зародышевого канала. Формирование морфогенного каллу-
са наблюдалось у 30% эксплантов на 14-18 сутки культивирования на всех 
питательных средах. Наибольшей способностью к пролиферации обладал 
каллус, полученный на среде ½Мs с добавлением 2,4-Д (2,0 мг/л) и 6-БАП 

Таблица 1
Характеристика объектов исследований

№ 
п/п Место произрастания широта долгота

Высота над 
уровнем 
моря, м

Состав дре-
востоя

1 д. Елань, окрестности г. 
Енисейск

58°21 с.ш. 91°49´в.д. 100 6П2Е1Ос1Б

2 пос. Козулька
Емельяновский район

56°12 с.ш. 91°10  в.д. 300 7П1Ос1Б1К

3 хр. Восточный Саян 55°57 с.ш. 92°18  в.д. 200 5П3Е2С+Ос
4 хр. Восточный Саян 55°52 с.ш. 92°51  в.д. 640 7П2К1Е
5 хр. Восточный Саян 55°53 с.ш. 92°34  в.д. 830 9П1К
6 хр. Западный Саян 53°08 с.ш. 92°56  в.д. 400 7П2Ос1Б
7 хр. Западный Саян 53°00 с.ш. 93°13  в.д. 1000 8П2К
8 хр. Западный Саян 52°50 с.ш. 93°15  в.д. 1450 8П2К
9 хр. Кузнецкий Алатау 54°93 с.ш. 88 °36  в.д. 567-778 4К6П, 1К9П
10 хр. Кузнецкий Алатау 55°00 с.ш. 88 °42  в.д. 850 1К9П
11 хр. Кузнецкий Алатау 54°94 с.ш. 88 °33  в.д. 1000 4К6П
12 Северо-восточный Алтай 51°20 с.ш. 87° 51  в.д. 542 3К7П
13 Северо-восточный Алтай 51°90 с.ш. 87 °59  в.д. 1100 7К3П
14 побережье оз. Байкал 51°43 с.ш. 105°53  в.д. 550 5Б4П1К
15 хр. Хамар-Дабан 51°17 с.ш. 104°19  в.д. 1200 9П1К
16 пос. Новобирилюссы 67°57 с.ш. 90°39  в.д. 181 7П3К
17 пос. Маслянино Новоси-

бирская обл.
54°20 с.ш. 84°13  в.д. 462 9П1К
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(1-2 мг/л), масса которого через два месяца культивирования (0,074±0,008г) 
почти в три раза превышала массу каллуса на среде только с 6-БАП и на 
среде ½lv (0,024±0,002 и 0,028±0,003 г соответственно). Однако при даль-
нейшем культивировании на этой среде каллусы начинали отмирать, и 
были пересажены на среду ½lv.
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Рис. 1. Доля полнозернистых  и потенциально полнозернистых  семян 
пихты сибирской в различных ценопопуляциях (1-17), %.

Цитологический контроль показал, что на 12-14 сутки культивиро-
вания у экспланта происходили вытягивание и асинхронное деление кле-
ток. Каллусная масса, полученная из сегментов проростков пихты сибир-
ской, была очень рыхлой и представляла собой суспензию из отдельных 
клеточных скоплений. Морфогенный каллус включал клетки разных ти-
пов: 1- изодиаметрические, 60,0 ± 3,5 мкм в диаметре, 2- прозенхимные 
овальные или сильно вытянутые, длиной до 106,0 ± 5,8 мкм (рис. 2). 
Полученные структуры имеют сходство с зародышеподобными структура-
ми (эмбриоидами). Каллусы пролиферировали в течение 6-12 месяцев без 
потери пролиферационной активности. Однако при пересадке на среду с 
АБК, созревания соматических зародышей не происходило, каллус некро-
тизировался. Эксперименты по культивированию эмбриогенных каллусов 
пихты сибирской продолжаются.

Эксперименты по оптимизации состава среды для индукции сомати-
ческого эмбриогенеза пихты сибирской показали, что наиболее значимыми 
факторами для индукции каллусогенеза являются стадия развития и состав 
среды. Оптимальной стадией развития зиготического зародыша для форми-
рования каллусной массы оказался семядольный зародыш, достигающий 
2/3 и более длины зародышевого канала. Установлено, что среда ½ Мs с 
добавлением 6 БАП и 2,4Д, оптимальная на начальных этапах формиро-
вания каллуса пихты, не пригодна для ее дальнейшего культивирования - 
при длительном культивировании на этой среде каллусы отмирают. Лими-
тирующим индукцию каллусогенеза фактором является также присутствие 
кинетина. Соматический эмбриогенез – многоступенчатый процесс, вклю-
чающий индукцию и пролиферацию эмбриогенного каллуса, созревание и 
прорастание соматических зародышей, формирование растаний – регене-
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рантов [10]. В наших экспериментах успешно проходили индукция и про-
лиферация эмбриогенного каллуса. Эксперименты по подбору и оптимиза-
ции питательных сред для получения растений-регенерантов пихты сибир-
ской продолжаются.

по подбору и оптимизации питательных сред для получения растений-регенерантов 
пихты сибирской продолжаются. 

 

 
Рис. 2. Морфогенные каллусы на стадии инициации, полученные из сегментов 
проростков пихты сибирской: а,б – формирование эмбриональных глобул; в- 
морфогенный каллус.  
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Проведено аналiз репродуктивного потенцiалу 17 ценопопуляцiй Abies sibiri-
ca ledeb. Наведени результати мiкроклонального розмноження у культурi in vitro.

the analysis of Abies sibirica ledeb. macrostrobiles seed productivity in 17 local 
population have been carried out. the first results of in vitro cultivation were presented.

БЕЛОКУРОВА В.Б., КИЩЕНКО Е.М.
Институт клеточной биологии и генетической инженерии НАН Украины,
Украина, 03680, Киев, ул. Акад. Заболотного, 148, e-mail: lera@icbge.org.ua

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ И ПОЛУЧЕНИЕ КУЛЬТУРЫ 
ТРАНСГЕННЫХ КОРНЕЙ ACHILLEA LINGULATA WALDST. & KIT

Род тысячелистник, Achillea l. (compositae) включает, по разным 
оценкам от 115 до 140 видов, растущих в Европе, Азии, Северной Афри-
ке и натурализованных в других частях мира. С давних времен эти расте-
ния широко используются в медицине, а разнообразие их лекарственных 
свойств связывают с существованием различных хемотипов [1-4]. Их фар-
макологическое действие обусловлено, прежде всего, флавоноидами, кума-
ринами, сесквитерпеновыми лактонами, лигнанами, стеролами [1, 2, 5-7]. 
Показаны антимикробная и антиоксидантная активности экстрактов [8, 9]. 
Ряд публикаций посвящён изучению химического состава и фармакологи-
ческих свойств Achillea lingulata [5, 8, 10 - 14]. В частности, сообщается об 
антимикробной [8] и антигрибковой активностях [14] экстрактов. Помимо 
надземных частей растений, материалом для таких исследований являются 
также их корни [5, 15,16].

A.lingulata - редкий вид флоры Украины, занесённый в Красную кни-
гу [17], поэтому получение растительной биомассы для исследований не-
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посредственно из природных популяций невозможно. Дополнительные 
возможности сохранения и изучения эндемичных и редких растений пре-
доставляют методы биотехнологии, такие как выращивание в коллекциях 
in vitro и использование методов генетической трансформации. Так, пер-
спективным источником ценных вторичных метаболитов из растений раз-
личных таксономических групп являются культуры трансформированных 
корней (hairy roots). Трансгенные корни генетически стабильны, имеют из-
менённый фенотип, их можно масштабно культивировать. Как правило, 
уровень синтеза химических соединений в них стабилен и не уступает ин-
тактным растениям. Показано также, что культуры трансформированных 
корней способны продуцировать рекомбинантные белки [18, 19]. Особое 
значение подобные исследования имеют в тех случаях, когда источником 
биологически активных соединений являются охраняемые и/или эндемич-
ные виды растений.

Материалы и методы
Растительный материал. Растения Achillea lingulata были получе-

ны из семян, переданных из университета Лейпцига (Германия) в банк се-
мян представителей мировой флоры ИКБГИ. Растения поддерживают на 
безгормональной среде Мурасиге-Скуга (ms) [20] в условиях 16-часово-
го фотопериода при регулярных субкультивированиях каждые 2 месяца. 
Штаммы агробактерий. В работе использовали два агропиновых штам-
ма Agrobacterium rhizogenes - штамм А4 из коллекции ИКБГИ и штамм 
1601, любезно предоставленный к.б.н. И.Н.Кузовкиной, Институт физио-
логии растений им. К.А.Тимирязева РАН. Генетическая трансформация 
и получение культур трансгенных корней. Экспланты листьев асептичес-
ких растений нарезали на сегменты длиной около 1 см и прекультивиро-
вали на среде для каллусообразования в условиях 16-часового фотопери-
ода в течение суток. Суспензию A.rhizogenes наращивали в жидкой среде 
lb на шейкере в течение ночи и разбавляли жидкой ms в соотношении 
1:1. Фрагменты листьев помещали в бактериальную суспензию на 15 ми-
нут, промокали стерильной фильтровальной бумагой и переносили на ага-
ризованную безгормональную среду ms. Кокультивацию проводили в те-
чение суток в термостате при 26оС. Затем экспланты отмывали в жидкой 
среде ms, переносили на агаризованную ms с 600 мг/л цефотаксима (cf) 
для элиминации агробактерий и культивировали в стандартных условиях 
культуральной комнаты при 24оС до появления центров корнеобразования 
при регулярных (раз в две недели) пересадках на свежую среду с постепен-
ным уменьшением концентрации cf. Молекулярно-биологический анализ. 
Анализировали суммарную растительную ДНК, экстрагированную ЦТАБ-
методом [21]. Концентрацию и качество выделенной ДНК оценивали пос-
ле гель-электрофореза в tris-ацетатном буфере путём сравнения интенсив-
ности поглощения ультрафиолетового света с маркерной ДНК известной 
концентрации. Электрофорез нативной ДНК проводили в 0,8% агарозном 
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геле. Как позитивный контроль для реакции амплификации использовали 
плазмидную ДНК векторов или суммарную ДНК агробактерий. Полиме-
разно-цепную реакцию (ПЦР) проводили согласно рекомендациям [22] в 
термоциклере mastercycler® personal (eppendorf). Реакционная смесь со-
держала 100 нг суммарной растительной ДНК, солевой буфер (10 мМ tris-
hcl, рН 9,0, 1,5 мМ mgcl2, 50 мМ Kcl, 0,01% Тритон Х-100), по 200 мкМ 
каждого из дезоксинуклеотидтрифосфатов, по 0,2 мкМ каждого из прайме-
ров и 1 единицу taq-полимеразы. Общий объём смеси составлял 20 мкл. 
Реакцию амплификации ДНК проводили с использованием пары прайме-
ров, специфичных к гену rolB: 5'AtGGAtcccAAAttGctAttccttccA
cGA3' и 5'ttAGGcttctttcttcAGGttt ActGcAGc3' (продукт амп-
лификации 780 п.н.). Использовали следующую программу: денатура-
ция 940С/3 мин; 34 цикла (денатурация 940С/30 с, отжиг 650С/30 с, синтез 
72оС/45 с); заключительный синтез 72оС/3 мин. Продукты амплификации 
фракционировали с помощью электрофореза в 0,7% агарозном геле в трис-
ацетатной буферной системе.

Результаты и обсуждение
Важность работы по созданию культуры in vitro Achillea lingulata обус-

ловлена природоохранным статусом этого вида, его ограниченным ареалом 
и медленными темпами возобновления растений в естественных популя-
циях. Учитывая растущий интерес к использованию представителей рода 
Achillea как потенциального источника ценных метаболитов в биотехноло-
гических исследованиях, целью работы был подбор оптимальных условий 
генетической трансформации и получения культур трансгенных корней для 
изучения параметров роста и анализа на биологическую активность.

Как известно, эффективность работы по генетической трансформации 
зависит от ряда факторов: подбора оптимального типа эксплантов, штамма 
агробактерий и режимов кокультивации. Трансформацию фрагментов лис-
тьев A.lingulata проводили с использованием модифицированного метода 
листовых дисков, как описано выше. Формирование корней начиналось в 
течение 2-3 недель после кокультивации. В контроле, при культивировании 
фрагментов листьев на безгормональной среде без кокультивации, корни не 
формировались. Использование ацетосирингона (100 μМ) в составе среды 
для кокультивации не влияло на эффективность трансформации; более зна-
чительная разница отмечена для разных штаммов агробактерий. После ко-
культивации с агробактериями штамма А4 на каждом экспланте формиро-
валось от 1 до 3 центров корнеобразования (Рис 1). Менее активным в на-
ших опытах был штамм 1601. Вместе с тем в ряде публикаций отмечено его 
успешное использование в работе с другими видами растений и эффектив-
ность, превышающая таковую штамма А4.

Корни переносили по одному в чашки Петри с безгормональной агари-
зованной средой ms и выращивали в стандартных условиях как отдельные 
клоны. Кроме того, проводили выращивание в жидких средах на шейкере 
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для оценки темпов роста по сравнению с культурой изолированных кор-
ней A.lingulata на безгормональных средах и средах с ауксинами. В тече-
ние первых двух месяцев культивирования прирост биомассы трансгенных 
корней в 57,3 раз превысил это показатель для изолированных корней на 
безгормональной среде и в 9,8 раз – на среде с ауксинами.

С помощью ПЦР был проведен молекулярно-биологический анализ 
ряда клонов индуцированных корней на наличие гена rolB (Рис. 1). Все про-
анализированные клоны показали позитивный результат, что подтверждает 
их трансгенную природу. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Несмотря на то, что согласно данным литературы культуры трансгенных корней 

уже индуцированы для представителей более чем 100 родов из разных семейств, 
публикация [16] остаётся едва ли не единственной, относящейся к растениям рода 
Achillea. В этой работе выявлены также качественные и количественные различия в 
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клонами трансгенных корней. В нашей работе впервые индуцированы культуры 
трансгенных корней охраняемого вида Achillea lingulata.  

Выводы 
 Показана высокая эффективность использования штамма А4 Agrobacterium 

rhizogenes для индукции культур трансгенных корней Achillea lingulata. 
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(«Fermentas»), 2 - позитивный контроль, суммарная ДНК агробактерии штам А4, 3 - негативный 
контроль, без ДНК-матрицы, 4 – ДНК исходного нетрансформированного растения, 5, 6 – ДНК 
линий трансгенных корней.  
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Рис. 1. Получение культур трансформированных корней Achillea lingulata: 1 – 
исходное растение в асептической культуре; 2 – формирование центров корне-
образования после кокультивации с агробактерией; 3 – трансгенные корни на 
агаризованной среде, 4 - электрофореграмма результатов ПЦР с использова-
нием праймеров к гену rolB: 1 - ДНК маркер, O`GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder 
(«fermentas»), 2 - позитивный контроль, суммарная ДНК агробактерии штам 
А4, 3 - негативный контроль, без ДНК-матрицы, 4 – ДНК исходного нетранс-

формированного растения, 5, 6 – ДНК линий трансгенных корней

Несмотря на то, что согласно данным литературы культуры трансген-
ных корней уже индуцированы для представителей более чем 100 родов из 
разных семейств, публикация [16] остаётся едва ли не единственной, отно-
сящейся к растениям рода Achillea. В этой работе выявлены также качест-
венные и количественные различия в составе эфирных масел интактных и 
трансгенных корней, а также между разными клонами трансгенных корней. 
В нашей работе впервые индуцированы культуры трансгенных корней ох-
раняемого вида Achillea lingulata.

Выводы
Показана высокая эффективность использования штамма А4 Agro-

bacterium rhizogenes для индукции культур трансгенных корней Achillea 
lingulata.
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Резюме
Индуцированы культуры трансгенных корней охраняемого вида Achillea 

lingulata. Показана зависимость эффективности генетической трансформации от 
штамма агробактерий и способность корневых культур к интенсивному росту на 
агаризованных и жидких безгормональных средах.

Індуковано культури трансгенних коренів Achillea lingulata. Показано залеж-
ність ефективності генетичної трансформації від штаму агробактерій та здатність 
кореневих культур до інтенсивного росту на агаризованих та рідких безгормональ-
них середовищах.

Achillea lingulata hairy root cultures were induced. efficiency of genetic transfor-
mation differed depending on A.rhizogenes strain. hairy root clones were rapidly grow-
ing both on agar-solidified and liquid hormone-free culture media.
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ЕФЕКТИВНІСТЬ ОТРИМАННЯ ГАПЛОЇДІВ ЯРОГО ЯЧМЕНЮ  
МЕТОДОМ КУЛЬТУРИ ПИЛЯКІВ IN VITRO ПРИ ВИКОРИСТАННІ 
ЯК ГЕЛЕУТВОРЮВАЧІВ ЖИВИЛЬНИХ СЕРЕДОВИЩ ЗЕРНОВИХ 

КРОХМАЛІВ ГОРОХУ З РІЗНИМ ВМІСТОМ АМІЛОЗИ
Як відомо, доцільність застосування культури пиляків in vitro для от-

римання гомозиготних ліній подвоєних гаплоїдів в селекції визначаєть-
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ся можливістю забезпечити масовий характер регенерації рослин у яко-
мога більшої кількості генотипів. З огляду на це важливим завданням при 
розробці технологій, що ґрунтуються на культивуванні пиляків, є не лише 
ініціація аномального спорофітного розвитку мікроспор, а головним чи-
ном його спрямування у бік формування структур з високим регенерацій-
ним потенціалом і пошук шляхів ефективного завершення морфогенетич-
них програм з утворенням повноцінних рослин-регенерантів, здатних дати 
насіннєве потомство.

Найбільша регенераційна здатність притаманна ембріоїдам − біполяр-
ним структурам із спряженим розвитком стеблового і кореневого апексів 
[1], тому стимулювання прямого ембріоїдогенезу або розвитку ембріоїдів з 
ембріогенного калюсу дозволяє значно підвищити результативність гапло-
продукційного процесу.

Нами вперше встановлено позитивний вплив на ембріоїдогенез у куль-
турі пиляків in vitro ярого ячменю заміни агар-агару на хімічно модифіко-
вані крохмалі [2] та природні кукурудзяні крохмалі з підвищеним вмістом 
амілози, отримані з зерна ліній-носіїв рецесивних мутацій ae і su2 [3, 4]. Од-
нак при застосуванні кукурудзи як джерела крохмалів слід враховувати тех-
нічні проблеми, пов’язані із складністю відокремлення крохмалю від білка, 
представленого в основному спирторозчинною фракцією [5]. Натомість за 
значно простішою процедурою можуть бути отримані крохмалі гороху, зер-
нові білки якого складаються з соле- і водорозчинних фракцій [6].

Серед форм гороху, які можуть розглядатися як джерела високо-
амілозних крохмалів, на найбільшу увагу заслуговують носії мутації r 
(rugosus), яка блокує активність крохмаль-розгалужуючого ферменту [8] і 
підвищує вміст амілози у крохмалі з 30 до 75 % [8].

Оскільки можливість використання крохмалів гороху у складі живиль-
них середовищ для культивування рослинних клітин, тканин та органів 
раніше не досліджувалася, це стало підставою для проведення оцінки геле-
утворюючих властивостей і морфогенетичного ефекту згаданих природних 
полімерів у культурі in vitro пиляків ярого ячменю.

Матеріали та методи
Як матеріал у дослідженнях було використано лінію ярого ячменю 

(Hordeum vulgare l.) ДГ00-126, отриману нами методом культури пиляків 
in vitro на основі гібридної комбінації Екзотик×Харківський 74. Рослини-
донори пиляків вирощували у польових умовах. Добір колосся, попередню 
обробку та отримання асептичної культури пиляків проводили за методика-
ми, опис яких наведено у роботах, опублікованих раніше [9, 10].

За базове для культивування пиляків in vitro було обрано середовище 
nmsмод.2 [2], яке у контролі містило 0,8 % агар-агару “difco” (cША). До 
складу трьох інших середовищ замість агар-агару було введено у концент-
рації 6,5 % одержані власноруч за стандартними методиками [5] препара-
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ти зернових крохмалів гороху (Pisum sativum l.) і кукурудзи (Zea mays l.) з 
різним співвідношенням амілози і амілопектину.

Крохмаль нормального типу (вміст амілози 30 %) отримували з зер-
на сорту гороху Банан (Україна) – носія домінантного алелю r. Високо-
амілозний крохмаль (вміст амілози 70 %) отримували з зерна сорту горо-
ху Альфа (Росія) − рецесивної гомозиготи rr (мутація rugosus). Джерелом 
високоамілозного кукурудзяного крохмалю (вміст амілози 40 %) слугувала 
лінія з робочої колекції Інституту рослинництва ім. В. Я. Юр’єва АС-11su2 
– носій рецесивної мутації su2.

Калюси та ембріоїди для отримання рослин-регенерантів пересаджу-
вали на модифіковане середовище Мs [11], яке містило 0,8 % агар-агару 
(“difco”, США). Ефективність андрогенезу in vitro визначали за кількістю 
морфогенних пиляків, тобто пиляків, на поверхні яких утворилися калюс 
чи ембріоїди, і зелених рослин-регенерантів у відсотках від загальної кіль-
кості культивованих пиляків. Для статистичної обробки результатів дослід-
жень застосовано загальноприйняті методи варіаційної статистики.

Результати і обговорення
Дослідження гелеутворюючих властивостей показали, що гороховий 

крохмаль нормального типу у концентрації 6,5 % при нагріванні утворив 
густий клейстер, а через 12 годин − непрозорий гель білого кольору, при-
датної для культивування пиляків щільності, який зберігав притаманну 
йому структуру впродовж 30 і більше діб на відміну від деформованого 
шпаринами кукурудзяного крохмалю нормального типу [3].

Недоліком горохового крохмалю нормального типу були значні його 
втрати при перенесенні з посуду, в якому заварювали клейстер, у культу-
ральні посудини, а в разі використання в якості останніх пробірок − залиш-
ки клейстеру (після застигання – гелю) на стінках, що ускладнювало іноку-
ляцію пиляків і подальші спостереження за ростом і розвитком культури.

Цієї вади був позбавлений препарат горохового крохмалю амілозного 
типу, який у концентрації 6,5 % утворював значно більш рідкий клейстер, 
ніж крохмаль аналогічного типу з кукурудзи su2. Клейстер з високоамілоз-
ного крохмалю гороху практично без залишків на стінках хімічного посу-
ду переносився у пробірки і чашки Петрі та застигав у вигляді гелю, який 
був придатним для підтримання культури in vitro. Цей гель, як і гель з su2-
крохмалю кукурудзи, зберігав свої структурно-механічні властивості впро-
довж 35−40 діб.

Аналізуючи показники гаплопродукції, отримані у ході експерименту 
(рис. 1), слід зазначити, що вміст амілози у препаратах горохового крохма-
лю мав істотний вплив на формування андрогенних структур і регенерацію 
рослин у культурі пиляків ярого ячменю. Зокрема, на середовищі nmsrr, 
яке містило високоамілозний крохмаль, кількість морфогенних пиляків і 
частота регенерації зелених рослин були істотно вищими, ніж на середо-
вищі nmsrr з крохмалем нормального типу. На останньому середовищі 
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утворилося істотно менше андрогенних структур і рослин-регенерантів, 
ніж у контролі, тобто на середовищі з агар-агаром. Високоамілозні крохма-
лі незалежно від джерела одержання, не поступалися за морфогенетичним 
ефектом високовартісному агар-агару «difco» (контроль), а на середовищі 
nmsrr було отримано істотно вищу кількість морфогенних пиляків, ніж на 
середовищі nmssu2, яке містило високоамілозний крохмаль кукурудзи.
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Рис. 1. Утворення морфогенних структур (а) і регенерація рослин (б) у культурі пиляків in 
vitro ярого ячменю (лінія ДГ00-126) на живильних середовищах, які містили в якості геле-
утворювача: NMS(агар) ‒  агар-агар (0,8 %, «Difco», США); NMSRR ‒  крохмаль норма-
льного типу з зерна гороху (6,5 %); NMSrr ‒  крохмаль амілозного типу з зерна гороху (6,5 
%, мутація rugosus); NMSsu2  ‒  кукурудзяний крохмаль амілозного типу (6,5 %, мутація 
su2). 
 

                  
 
Рис. 2. Утворення морфогенних структур та регенерація рослин у культурі пиляків in vitro 
ярого ячменю (лінія ДГ00-126) на живильних середовищах, які різнилися за гелеутворю-
чим компонентом (позначення ті ж, що на рис. 1). 
Висновки 

Вперше проведена оцінка гелеутворюючих властивостей і морфогетичного ефе-
кту у культурі пиляків in vitro ярого ячменю крохмалів гороху, отриманих із зерна сор-
тів-носіїв домінантного і рецесивних алелів генів структури ендосперму, які визнача-
ють співвідношення у крохмалі його сополімерів амілози та амілопектину. Незважаючи 
на те, що гороховий високоамілозний крохмаль не мав істотних переваг порівняно з 
кукурудзяним крохмалем аналогічного типу за частотою регенерації рослин,  підставою 
вважати цей препарат перспективним для використання у біотехнології рослин є наба-
гато простіша процедура його отримання, пов’язана з переважанням серед запасних 
білків соле- і водорозчинної фракції, і поліпшені технологічні характеристики. 
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Рис. 1. Утворення морфогенних структур (а) і регенерація рослин (б) у культу-
рі пиляків in vitro ярого ячменю (лінія ДГ00-126) на живильних середовищах, 
які містили в якості гелеутворювача: NMS(агар) – агар-агар (0,8 %, «Difco», 
СшА); NMSRR – крохмаль нормального типу з зерна гороху (6,5 %); NMSrr – 
крохмаль амілозного типу з зерна гороху (6,5 %, мутація rugosus); NMSsu2 – 

кукурудзяний крохмаль амілозного типу (6,5 %, мутація su2).

Звертає на себе увагу той факт, що за частотою регенерації зелених 
рослин високоамілозний крохмаль гороху (середовище nmsrr) не мав іс-
тотних переваг над крохмалем аналогічного типу, отриманим з зерна куку-
рудзи (середовище nmssu2), але обидва крохмалі були кращими гелеутво-
рювачами, ніж агар-агар щодо впливу на цей показник ефективності пиля-
кової культури.

Спостереження показали, що формування калюсу та ембріоїдів від-
бувалося одночасно на усіх середовищах. Незалежно від природи гелеут-
ворювача мало місце проростання ембріоїдів на індукційному середовищі 
(рис. 2).

На середовищі з крохмалем нормального типу калюс був більш струк-
турованим і характеризувався менш активним ростом, а листки рослин-
регенерантів були яскраво забарвлені за повної відсутності ознак вітрифі-
кації, що сприяло підвищенню їхньої життєздатності.
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Рис. 1. Утворення морфогенних структур (а) і регенерація рослин (б) у культурі пиляків in 
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%, мутація su2). 
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Вперше проведена оцінка гелеутворюючих властивостей і морфоге-

тичного ефекту у культурі пиляків in vitro ярого ячменю крохмалів горо-
ху, отриманих із зерна сортів-носіїв домінантного і рецесивних алелів генів 
структури ендосперму, які визначають співвідношення у крохмалі його со-
полімерів амілози та амілопектину. Незважаючи на те, що гороховий висо-
коамілозний крохмаль не мав істотних переваг порівняно з кукурудзяним 
крохмалем аналогічного типу за частотою регенерації рослин, підставою 
вважати цей препарат перспективним для використання у біотехнології 
рослин є набагато простіша процедура його отримання, пов’язана з пере-
важанням серед запасних білків соле- і водорозчинної фракції, і поліпшені 
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Резюме
Досліджено гелеутворюючу здатність і вплив на частоту індукції морфогенних 

структур і регенерації рослин у культурі пиляків in vitro ярого ячменю крохмалів, 
отриманих із зерна сортів гороху – носіїв домінантного (R) і рецесивного (r) алелів 
гена, який контролює вміст амілози. Встановлено, що за морфогенетичним ефектом 
високоамілозний гороховий крохмаль не поступався кукурудзяному крохмалю того 
ж типу (мутація su2), але мав поліпшені технологічні властивості.

Исследованы гелеобразующая способность и влияние на частоту индукции 
морфогенных структур и регенерации растений в культуре пыльников in vitro яро-
вого ячменя крахмалов, полученных из зерна сортов гороха – носителей доминатно-
го (r) и рецессивного (r) аллелей гена, контролирующего содержание амилозы. Ус-
тановлено, что по морфогенетическому эффекту высокоамилозный крахмал гороха 
не уступал кукурузному крахмалу того же типа (мутация su2), но имел улучшенные 
технологические свойства.

Gelatinized properties and influence on the rate of morphogenic structure induction 
and plant regeneration in spring barley anther culture in vitro of starches obtained from 
seeds of pea cultivars which were the carries of dominant (R) and recessive (r) alleles of 
gene controlling an amylose content have been studied. there has been revealed that a pea 
starch with a high amylose content had the same morphogenetic effect as a corn starch 
of the same type (mutation su2), but it possessed an improved technological capacities.
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ГЕНОТИПНІ ОСОБЛИВОСТІ КЛОНАЛЬНОГО 
МІКРОРОЗМНОЖЕННЯ РІПАКУ (BRASSICA NAPUS L.)

Клональне мікророзмноження як особливий спосіб вегетативно-
го розмноження in vitro є основою найбільш поширених біотехнологій 
отримання садивного матеріалу багатьох видів декоративних, лікарських, 
плодово-ягідних, овочевих та інших культур [1, 2]. Цей методичний під-
хід застосовується у експериментах з віддаленої гібридизації, часто разом з 
ембріокультурою, для одержання унікальних генотипів в разі низького ви-
ходу гібридного насіння і його низької схожості [3]. Від наявності надійних 
і легко відтворюваних методик масової регенерації з різних експлантатів 
значною мірою залежать ефективність генетичної трасформації [4].

У гаплоїдній селекції за допомогою клонального мікророзмноження 
може бути вирішена важлива проблема збереженості і одержання насіннє-
вого потомства цінних рекомбінантів, загибель частини яких відбувається 
під дією токсичних диплоїдизуючих речовин, а також при перенесенні рос-
лин з умов in vitro у ex vitro [5].

Оскільки у ріпаку рівень спонтанної диплоїдизації у культурі пиля-
ків та ізольованих мікроспор in vitro рідко перевищує 20 % [6, 7], на від-
міну від ячменю, у якого цей показник може сягати 90 % [8], клональне 
мікророзмноження регенерантів ріпаку перед колхіцинуванням має бути 
обов’язковим елементом технології створення ліній подвоєних гаплоїдів.

Встановлено, що збільшення кількості регенерантів ріпаку андроген-
ного походження досягається за рахунок індукування вторинного ебріої-
догенезу [9] або утворення множинних пагонів за втрати апікального до-
мінування при проростанні ембріоїдів [6]. Окрім цього, очевидно, що усі 
прийоми клонального мікророзмноження, які були успішно застосовані на 
диплоїдних рослинах ріпаку [10, 11, 12, 13], можуть бути поширені на га-
плоїдні регенеранти, отримані у культурі пиляків in vitro.

Зважаючи на те, що у ріпаку проростання котиледольних ембріоїдів 
андрогенного походження відбувається майже так, як формування пророс-
тків з насіння, метою досліджень була оцінка ефективності клонального мі-
кророзмноження у культурі сім’дольних експлантатів диплоїдних рослин 
ріпаку озимого та ярого в залежності від генотипу, а також удосконалення 
методики живцювання in vitro.

Матеріали і методи
Рослинний матеріал для досліджень було представлено сортами ози-

мого ріпаку (Brassica napus l.) української селекції Сенатор Люкс, Свєта, 
Атлант, Чорний велетень, Дангал, Тисменецький та сортами ярого ріпаку 
Лужок, Оріон, Марія, Маріне, Микитинецький.
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За експлантат використано сім’ядолі 3−6-денних проростків, отрима-
них в умовах in vitro з насіння, яке стерилізували впродовж 1 хв 70° етило-
вим спиртом, 15−20 хв препаратом “domestos” (концентрація 30 %), після 
чого тричі відмивали стерильною дистильованою водою. Насіння проро-
щували на мінімальному середовищі mc [14], яке містило 10 г/л сахарози, 
при температурі 25 °С і 16-годинному фотоперіоді.

Експлантати готували до інокуляції як описано у роботі Івашути і 
Мазіна [12] і культивували на середовищі mc, яке містило 3 мг/л БАП і 0,5 
мг/л НУК. Морфогенетичну реакцію експлантатів визначали через 7; 14; 21 
і 30 діб після початку експерименту. живцювання in vitro проводили, керу-
ючись рекомендаціями І. Д. cитника [13]. Препарат хімічно модифіковано-
го крохмалю ДККмод було надано П. Г. Дульнєвим (Інститут біоорганічної 
хімії та нафтохімії НАНУ).

Ефективність клонального мікророзмноження визначали за кількіс-
тю експлантатів з морфогенетичною реакцією (пагоноутворення, ризоге-
нез, калюсогенез) та кількістю пагонів у відсотках від загальної кількості 
експлантатів.

У досліді з мікроживцювання підраховували кількість живців та утво-
рених пагонів і обчислювали коефіцієнт розмноження як відношення кіль-
кості рослин, отриманих з пагонів, до числа рослин, використаних для жив-
цювання. Експериментальні дані оброблено з використанням загальновідо-
мих методів варіаційної статистики [15].

Результати і обговорення
Спостереження показали, що у культурі сім’ядольних експлантатів рі-

паку вже через 3−5 діб після інокуляції відбувалося подовження черешків 
і збільшення розмірів сім’ядолей. Через 15−20 діб на зрізі черешків мали 
місце три типи реакції: прямий пагоновий органогенез, ризогенез та калю-
согенез, кількісна характеристика яких наведена у таблиці 1.

Як видно з цієї таблиці, за здатністю до пагоноутворення виділилися 
сорти Оріон та Марія – біля 80 % експлантатів з пагоноутворенням і від-
повідно 130 і 150 % пагонів від загальної кількості експлантатів. Цікаво, 
що сорту Оріон, як свідчать результати наших досліджень, була притаман-
на висока здатність до прямого ембріоїдогенезу у культурі пиляків in vi-
tro (близько 60 ембріоїдів на 100 культивованих пиляків). Високою часто-
тою утворення мікропагонів характеризувалися також сорти Дангал, Тис-
менецький, Свєта, Чорний велетень, Маріне, Микитинецький. Найнижчу 
здатність до пагонового морфогенезу мав сорт Лужок, у якого відмічено пе-
реважання ризогенезу.
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Таблиця 1
Здатність до калюсогенезу і регенерації у культурі in vitro сім’ядольних експлантатів ози-
мого та ярого ріпаку

Генотип 
Висаджено 

експлан-
татів, шт.

Утворили пагони Утворили 
коріння,%

Утворили 
калюс,%%1) %2)

Сенатор Люкс 51 21,56±5,76 49,02±7,00 7,84±3,74 21,56±5,78
Свєта 51 47,06±6,99 156,86 39,22±6,84 13,72±4,82
Атлант 55 36,36±6,49 89,09±4,20 27,27±6,00 10,91±4,20
Чорний велетень 52 48,08±6,93 111,54 23,08±5,84 11,54±4,42
Дангал 40 67,50±7,41 185,0 15,00±5,65 5,0±3,45
Тисменецький 46 56,52±7,31 150,0 28,26±6,64 2,17±2,15
Лужок 40 2,50±2,50 2,50±2,50 42,50±7,81 20,0±12,65
Оріон 52 80,77±5,47 130,77 26,92±6,15 1,92±1,90
Микитинецький 38 47,36±8,09 89,47±4,98 39,47±7,93 0,0
Марія 40 80,00±6,32 150,0 37,5±7,65 0,0
Маріне 55 47,27±6,73 114,55 34,55±6,41 3,64±2,46
1) Кількість експлантатів з пагоноутворенням.
2) Кількість пагонів відносно загальної кількості експлантатів.

Порівнюючи отримані результати з наведеними у літературі [12], слід 
зазначити, що за частотою пагоноутворення сорти Свєта, Чорний велетень, 
Маріне та Микитинецький були на рівні сорту Промінь, у якого цей по-
казник сягав 47,9 %. Сорти Марія і Оріон перевищили кращий за часто-
тою пагоноутворення сорт Тисменецький (66,0 %), щодо якого в нашому 
експерименті одержано такі ж характеристики регенераційної здатності 
(56,52±7,31). Сорт Лужок мав частоту пагоноутворення на рівні сорту Тан-
дем (3,7 %).

З метою відпрацювання альтернативних методичних підходів для роз-
множення андрогенних регенерантів, ефективних, але з меншою залеж-
ністю від генотипу, було проведено дослідження з мікроживцювання. Як 
показали експерименти, проведені на асептичних рослинах сорту озимо-
го ріпаку Сенатор Люкс, за рекомендованої у літературі для стимулювання 
розвитку пазушних бруньок концентрації БАП від 2 мг/л до 3 мг/л [12] не 
вдалося ініціювати пагоноутворення у жодного живця. Натомість знижен-
ня концентрації цього цитокініну до 0,5 мг/л сприяло активному пагоноут-
воренню (таблиця 2) і дозволило отримати коефіцієнт розмноження від 1:4 
у сорту Свєта до 1:10 у сорту Сенатор Люкс при середньому значенні 1:6.

Високі коефіцієнти розмноження незалежно від рівня плоїдності було 
отримано у рослин сорту ярого ріпаку Лужок. При цьому встановлено, що 
причиною більш активного пагоноутворення у гаплоїдів було формуван-
ня рослини з множинними пагонами при проростанні одного з ембріоїдів.
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Таблиця 2
Ефективність живцювання in vitro рослин озимого і ярого ріпаку

Генотип 
Кількість 
донорних 

рослин, шт. 

Кілкість 
живців, шт. 

Кількість жив-
ців, які утво-
рили пагони, 

шт. 

Кількість па-
гонів, шт.

Коефіці-
єнт роз-

множення

Сенатор Люкс 26 82 82 272 1:10
Свєта 26 49 45 106 1:4
Свєта[1] 12 20 20 38 1:3
Лужок (n=19)[2] 2 3 3 17 1:8
Лужок (2n=38) [3] 2 4 4 10 1:5

П р и м і т к и : [1] живці культивували на середовищі, яке містило як гелеутворювач 
хімічно модифікований крохмаль ДККмод (120 г/л). [2] Гаплоїдні рослини, отримані 
методом культури пиляків in vitro. [3] Диплоїдні рослини, вирощені з насіння.

Враховуючи позитивний досвід клонального мікророзмноження ряду 
овочевих культур на середовищах, які містили замість агар-агару хімічно 
модифікований крохмаль ДККмод [17], нами започатковано дослідження з 
вивчення можливості використання цього препарату для мікроживцюван-
ня ріпаку.

Результати, наведені у таблиці 2, вказують на те, що у сорту озимого 
ріпаку Свєта на середовищі з ДККмод було отримано дещо менший, ніж 
на середовищі з агар-агаром, коефіцієнт розмноження (1:3 проти 1:4). Але 
живці, які культивувалися на крохмалевмісному середовищі, і отримані з 
них пагони мали більш яскраве забарвлення і укорінювалися на безгормо-
нальному середовищі з частотою 100 %. Рослини, одержані з таких паго-
нів, також мали більш яскраве забарвлення і потовщене стебло за повної 
відсутності ознак вітрифікації. Слід зазначити, що на середовищі з хіміч-
но модифікованим крохмалем ріст рослин ріпаку помітно уповільнювався, 
що є підставою для припущення про перспективність використання цього 
середовища для їх довготривалого зберігання в умовах безпересадної куль-
тури in vitro.

Висновки
Таким чином, підтверджено генотипну залежність морфогенезу у куль-

турі in vitro сім’ядольних експлантів озимого та ярого ріпаку. Удосконале-
но методику мікроживцювання ріпаку, яка дозволяє впродовж двох місяців 
отримати рослинний матеріал з середнім коефіцієнтом розмноження 1:6. 
Вперше для мікроживцювання ріпаку застосовано середовище з хімічно 
модифікованим крохмалем ДККмод.
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Резюме
Досліджено вплив генотипу на ефективність пагонового і кореневого морфоге-

незу у культурі in vitro сім’ядольних експлантатів ріпаку озимого та ярого (Brassica 
napus l.). Серед сортів вітчизняної селекції виявлено генотипи з високою регенера-
ційною здатністю. Доведено можливість використання як гелеутворювача середо-
вища для мікроживцювання ріпаку хімічно модифікованого крохмалю ДККмод.

Исследовано влияние генотипа на эффективность стеблевого и корневого мор-
фогенеза в культуре in vitro семядольных эксплантатов рапса озимого и ярового 
(Brassica napus l.). Среди сортов отечественной селекции выявлены гентипы с вы-
сокой регенерационной способностью. Доказана возможность использования в ка-
честве гелеобразователя среды для микрочеренкования рапса химически модифи-
цированного крахмала ДККмод.

effect of genotype on shoot and root morphogenesis in culture in vitro of winter and 
spring oilseed rape (Brassica napus l.) cotyledonary explants has been investigated. Gen-
otypes possessing a high regeneration capacity have been found among cultivars of Ukrai-
nian breeding. it has been proved a possibility of use chemically modified starch dKK-
mod as a gelling substance of medium for micropropagation of oilseed rape.

БІЛЯВСЬКА Л.О., ПЕТРЕНКО Т.В., КОЗИРИЦЬКА В.Є., ІУТИНСЬКА Г.О.
Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К.Заболотного НАН України,
вул. Академіка Заболотного 154, Київ МПС, Д03680, Україна, e-mail: bilyuvskal@
ukr.net

НОВИЙ КОМПЛЕКСНИЙ АВЕРМЕКТИНВМІСНИЙ 
БІОПРЕПАРАТ АСКОЛЬДІЯ ДЛЯ РОСЛИННИЦТВА

Перспективним елементом сучасних агробіотехнологій є впроваджен-
ня у виробництво препаратів природного походження на основі мікроор-
ганізмів та продуктів їх метаболізму, які проявляють фітозахисну, а також 
рістстимулюючу активність, підвищують стійкість рослин до стресових 
чинників [5].

Ідеї адаптивного землеробства, у тому числі системи інтегрованого 
біо логічного захисту і стимуляції росту рослин знаходять все більше при-
хильників серед виробників, а також вчених, зайнятих розробкою біотех-
нологій захисту рослин та підвищенням продуктивності сільськогосподар-
ських культур [4]. Новий підхід потребує повернення до раціонального гос-
подарювання, бережливого відношення до природних ресурсів, пошуку 
шляхів комплексного біологічного захисту рослин від шкідників, хвороб та 
бур’янів, фіторегуляції онтогенезу рослин [1].

Серед мікроорганізмів - продуцентів біологічно активних речовин 
провідна роль належить ґрунтовим стрептоміцетам, на основі яких розро-
блені біотехнології отримання препаратів для сільського господарства, охо-
рони навколишнього середовища тощо. Вони здатні синтезувати широкий 
спектр фізіологічно активних речовин (амінокислоти, вітаміни, ферменти, 
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ліпіди, антибіотики та інші), які відіграють важливу роль у взаємовідноси-
нах мікроорганізмів та вищих рослин.

В останні десятиліття в практику сільського господарства впроваджу-
ються препарати, створені на основі макролідного антибіотика авермекти-
ну – продукту метаболізму грунтового стрептоміцету Streptomyces avermi-
tilis. На основі авермектину створено ряд препаратів, які використовують 
як біопестициди для регуляції чисельності екзо- і ендопаразитів рослин, 
у тому числі і нематод. Співробітниками ІМВ НАН України селекціонова-
ний штам стрептоміцету Streptomyces avermitilis УКМ Ас-2179 [6], здатний 
до синтезу авермектинів на основі якого створено вітчизняний препарат – 
Аверком, який характеризується високою нематицидною та рістстимулю-
ючою дією.

Зважаючи на те, що нагальною потребою сучаного рослинництва є 
розробка системи біологічного захисту рослин, особливої актуальності на-
буває питання розробки поліфункціональних препаратів з фітозахисними, 
рістстимулювальними та імуностимулювальними властивостями на основі 
екологічно безпечних авермектинвмісних біопрепаратів, зокрема Аверко-
му, та регуляторів росту рослин (РРР) [2].

Метою наших досліджень було розробити біотехнологічні підходи для 
створення комплексного поліфункціонального препарату з біозахисною і 
ріст регулюючою дією для рослинництва.

Матеріали і методи
Складові для створення комплексного біопрепарату Аскольдія: анти-

паразитарний препарат Аверком, отриманий шляхом етанольної екстракці-
єї міцелію 7-добової культури Streptomyces avermitilis УКМ Ас-2179 та регу-
лятор росту рослин Радостим у співвідношенні (1:50) та нормою витрати 
135 мл/т насіння.

Вплив нового композиційного авермектинвмісного біопрепарату Ас-
кольдія в порівнянні з його компонентами на ріст, розвиток і продуктив-
ність пшениці ярої вивчали в умовах вегетаційного досліду [3]. Насіння 
в день висіву обробляли препаратами у рекомендованих нормах витрати 
за схемою: 1. Контроль (без обробки біопрепаратами + n60P90K90), далі по 
фону з внесенням мінеральних добрив n60P90K90, 2. Аверком (20 мл/т), 3. 
Радостим (250 мл/т), 4. Аскольдія (Аверком + Радостим (135 мл/т). Дію біо-
препарату Аскольдія порівнювали з контрольним варіантом та його окре-
мими компонентами Аверкомом і Радостимом.

Визначали морфометричні показники розвитку рослин, вміст хлорофі-
лів “а” і “b” у листках за методикою Велбурна [8].

Азотфіксувальну активність коренів пшениці із ризосферним ґрунтом 
визначали ацетиленовим методом [7].

Вегетаційний дослід проводили в 5-ти кратному повторенні. Розрахун-
ки і статистичну обробку даних виконували за допомогою комп’ютерної 
програми statistica 6.0.
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Результати та обговорення
Проведені аналітичні дослідження складових комплексного поліфунк-

ціонального препарату Аскольдія. У складі Аверкому наявні: основна дію-
ча речовина − антипаразитарний антибіотик авермектин (100 мг/л), а також 
інші, не менш важливі, біологічно активні продукти метаболізму продуцен-
та − фосфоліпіди, стерини, ненасичені жирні кислоти (олеїнова, лінолева, 
ліноленова, арахідонова), фітогормони (індолілоцтова кислота, ізопенти-
ладенін, зеатин, зеатинрибозид, брасиностероїди), амінокислоти, вітаміни 
групи В (тіамін, біотин). Регулятор росту рослин Радостим містить: біости-
мулятор «Емістим С» - збалансовану композицію біологічно-активних спо-
лук, калієву сіль α-нафтилоцтової кислоти та мікроелементи [2].

Досліджуваний препарат Аскольдія суттєво впливав на ріст та накопи-
чення надземної і кореневої маси рослин пшениці, яка зростала на 64 та 45 
% відповідно до контролю, тоді як за дії окремих його компонентів Аверко-
му та Радостиму ці показники були дещо нижчими (табл. 1).

Таблиця 1
Формування надземної та кореневої маси ярої пшениці сорту Зимоярка за умов передпо-
сівної обробки насіння біопрепаратом Аскольдія (фаза колосіння)

№ 
п/п Варіант

Надземна маса Маса коріння

г/рослину % до конт-
ролю г/рослину % до конт-

ролю
1 Контроль (без обробки 

препаратами + n60P90K90) 2,76 ± 0,16 100 3,12 ± 0,22 100
2 Аверком + n60P90K90 3,24 ± 0,12 117 4,35 ± 0,14 139
3 Радостим+ n60P90K90 3,36 ± 0,17 122 4,28 ± 0,03 137
4 Аскольдія+ n60P90K90 4,53 ± 0,12 164 4,53 ± 0,06 145

Дані свідчать, що за передпосівної обробки насіння комплексним по-
ліфункціональним препаратом Аскольдія характерною особливістю розви-
тку рослин пшениці було активне формування ними потужної надземної 
маси та кореневої системи, що підтверджує синергічну дію складових пре-
парату. Одержані нами результати стосовно впливу біопрепаратів на нагро-
мадження зеленої маси і ризогенез коріння пшениці співпадають із даними 
інших авторів [5].

Рівень ацетиленвідновлювальної активності ризосфери коренів пше-
ниці за передпосівної обробки насіння біопрепаратом Аскольдія був вищим 
за контрольний варіант на 26 %, тоді як за дії окремих його компонентів 
Аверкому та Радостиму цей показник був нижчим і становив 17 та 9 % від-
повідно (табл. 2).

Поліпшення живлення рослин за рахунок застосування передпосів-
ної обробки насіння комплексним біопрепаратом Аскольдія та його скла-
довими Аверкомом і Радостимом позитивно впливало на вміст фотосин-
тетичних пігментів у листках пшениці (табл. 3). Так вміст хлорофілу “a” 
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у листках рослин пшениці збільшувався на 36%, а “b” – на 19 % відносно 
контролю за умови застосування біопрепарату Аскольдія, тоді як за дії його 
складових їх рівень був дещо нижчим.

Таблиця 2
Вплив біопрепарату Аскольдії на азотфіксувальну активність коренів ярої пшениці сор-
ту Зимоярка (фаза колосіння)

№ 
п/п Варіант Азотфіксувальна активність, 

(нмоль С2Н4/росл. добу)
% до конт-

ролю
1 Контроль (без обробки препара-

тами + n60P90K90) 4,7 ±0,2 100
2 Аверком + n60P90K90 5,5 ± 0,3 117
3 Радостим + n60P90K90 5,1 ± 0,4 109
4 Аскольдія + n60P90K90 5,9 ± 0,6 126

Таблиця 3
Вміст фотосинтетичних пігментів у листках ярої пшениці сорту Зимоярка за умов перед-
посівної обробки насіння (фаза колосіння)

№ п/п Варіант
хлорофіл а хлорофіл b

мг/г сирої маси
1 Контроль (без обробки препарата-

ми + n60P90K90) 1,83 ±0,06 0,63 ± 0,01
2 Аверком + n60P90K90 1,80 ± 0,07 0,63 ± 0,02
3 Радостим + n60P90K90 2,16 ± 0,09 0,70 ±0,03
4 Аскольдія + n60P90K90 2,49 ± 0,21 0,75 ±0,08

Результати наших досліджень показали, що за обробки насіння комп-
лексним біопрепаратом Аскольдія урожай зерна пшениці перевищував кон-
трольний варіант на 23 %, тоді як за дії складових Аверкому та Радостиму 
він збільшувався лише на 11 та 18 % відповідно (табл. 4).

Таблиця 4.
Урожай зерна ярої пшениці сорту Зимоярка за умови передпосівної обробки насіння біо-
препаратом Аскольдія

№ 
п/п Варіант Маса зерна,  

г/ посудину

Приріст урожаю 
Маса 1000 зе-

рен, гг/посу-
дину

%, до конт-
ролю

1 Контроль (без об-
робки препаратами + 
n60P90K90)

12,39 ± 0,25 – 100 33,97±0,39

2 Аверком + n60P90K90 13,75 ± 0,26 1,36 111,0 33,73±0,49
3 Радостим+ n60P90K90 14,64 ± 0,47 2,25 118,2 36,17±0,64
4 Аскольдія + n60P90K90 15,25 ± 0,44 2,86 123,1 36,09±0,21

НІР05 1,09 0,78
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Розроблений біотехнологічний підхід створення комплексного полі-
функціонального біопрепарата Аскольдія забезпечує одержання синергіч-
ного ефекту у відношенні регуляції росту рослин, біозахисної та імуномо-
делюючої дії, що дозволяє значно підвищити їх продуктивність при значно-
му зниженні кількості використовуваного РРР.

Висновки
На основі авермектинвмісного препарату Аверком і регулятору росту 

рослин Радостим створений комплексний препарат Аскольдія.
Показано доцільність застосування нового комплексного авермектин-

вмісного препарату Аскольдія за умов передпосівної обробки насіння для 
підсилення росту, розвитку і продуктивності рослин ярої пшениці сорту Зи-
моярка.

Встановлено, що застосування біопрепарату Аскольдії за умов перед-
посівної обробки насіння сприяє зростанню вмісту фотосинтетичних піг-
ментів в листках (на 31%) та підвищує азотфіксуальну активність ризосфе-
ри коренів пшениці на 26 %.

Передпосівна обробка насіння ярої пшениці сорту Зимоярка біопрепа-
ратом Аскольдія сприяє збільшенню урожаю зерна на 23%.
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Резюме
Разработан  новый биотехнологический продукт – комплексный полифункцио-

нальный препарат Аскольдия на базе авермектинсодержащего препарата Аверкома и ре-
гулятора роста растений Радостима. Показана целесообразность применения биопрепара-
та Аскольдия в условиях предпосевной обработки семян для усиления роста и развития 
растений яровой пшеницы сорта Зимоярка, что способствовало увеличению урожая зер-
на на 23% .

Розроблено новий біотехнологічний продукт – комплексний поліфункціональ-
ний препарат Аскольдія на базі авермектинвмісного препарату Аверкому і регуля-
тору росту рослин Радостиму. Показано доцільність застосування біопрепарату Ас-
кольдія за умов передпосівної обробки насіння для підсилення росту і розвитку рос-
лин ярої пшениці сорту Зимоярка, що сприяло збільшенню урожаю зерна на 23% .

A new biotechnological product is developed. it’s a complex multifunctional bio-
preparation of Askoldia on the base of avermectin containing preparation of Avercom 
and plant growth regulator of radostim. is shown the expedience application of a bio-
logical product on conditions pretreatment of seed for strengthening height and develop-
ment plants of spring wheat sort Zimoyarka, which assists to increase grain yield by 23%.

БОРОДАЙ В.В.
Национальный университет биоресурсов и природопользования Украины,
03041, г. Киев, ул. Героев Обороны, 15,e-mail: veraboro@gmail.com

МОРФО- И КАЛЛЮСОГЕНЕЗ РАЗЛИЧНЫХ ГЕНОТИПОВ 
КАРТОФЕЛЯ УКРАИНСКОЙ СЕЛЕКЦИИ В КУЛЬТУРЕ IN VITRO

Картофель (Solanum tuberosum L.) является одной из наиболее значи-
мых культур в Украине и находится в числе основных продуктов потребле-
ния населения. Пищевая и кормовая ценность картофеля определяется тем, 
что его клубни содержат около 25 % сухих веществ. Картофель использует-
ся для продовольственных и кормовых целей, а также для перерабатываю-
щей промышленности. Одним из факторов, влияющих на качество урожая 
и вырождение районированных сортов, является поражение картофеля бо-
лезнями грибной и бактериальной этиологии. Потери урожая от болезней в 
период вегетации и хранения составляют 25-30% [2,3]. Сочетание методов 
классической селекции с биотехнологическими методами, а именно с кле-
точной селекцией, позволяет решить проблему получения сортов, устойчи-
вых к болезням.

Необходимым условием для успешного проведения клеточной селек-
ции картофеля на устойчивость к возбудителям болезней является усовер-
шенствование методологических подходов по управлению морфогенезом 
клеток и тканей, а также получению высокой частоты регенерации расте-
ний in vitro линий и сортов. Многочисленными экспериментами доказана 
зависимость частоты морфогенеза картофеля в каллюсных культурах от 
генотипических особенностей растений [1-5,7,11]. Также, отмечена связь 
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между интенсивностью морфогенетических процессов и раннеспелостью 
или позднеспелостью сортов [10]. Существуют корреляции между морфо-
генетическими процессами и генотипическими особенностями различных 
сортов и видов картофеля, поэтому актуальной задачей является изучение 
особенностей каллюсо- и морфогенеза в культуре in vitro. Целью работы 
было изучение морфогенетического потенциала и особенностей каллю-
согенеза различных генотипов картофеля украинской селекции разных по 
срокам созревания.

Материалы и методы
Исследования проводили в лаборатории биотехнологии Национально-

го университета биоресурсов и природопользования Украины.
В качестве объекта были использованы клубни картофеля, любезно 

предоставленные Институтом картофелеводства НААН Украины: ранних 
сортов Серпанок и Повинь, среднеранних сортов – Обериг и Зелёный Гай, 
среднеспелых сортов Калиновская и Былина, среднепоздних – Червона 
Рута и Джерело Полесья. Исследования проводились в нескольких направ-
лениях: 1) изучение морфогенетического потенциала сортов; 2) особеннос-
ти каллюсообразования различных сортов картофеля в условиях in vitro с 
использованием классических методик [8-11]. Для получения маточных 
растений использовали промежуточные микрочеренки побегов пророщен-
ных клубней длиной 1-2- см, с одной парой листьев, содержащие пазушные 
меристематические ткани. Стеблевые эксплантаты стерилизовали в раство-
ре перекиси водорода в концентрации 17,5% в течении 8-10 мин. Увели-
чение длительности стерилизации негативно сказывалось на % получения 
жизнеспособных культур. В качестве базовой рабочей среды использовали 
питательную среду Мурасиге – Скуга (МС) [12] с различными её модифи-
кациями: для введения в культуру – безгормональную 1/2МС, побегообра-
зования – МСП, дополненную кинетином, каллюсообразования – МСК, до-
полненную регуляторами роста: кинетином в концентрации 0,2 мг/л, 2,4-Д 
– 3 мг/л, а также глицином, мезоинозитом, фолиевой кислотой, гидроли-
затом казеина. Растения картофеля культивировали при температуре +24-
26°С, интенсивности освещения 2 – 5 клк, влажности 70-80% и 16-часовым 
фотопериоде. Наблюдения за растениями проводили через каждые 7 дней. 
Особенности каллюсогенеза изучали путём систематических наблюдений 
за ростом и дифференциацией тканей, цветом и консистенцией, формиро-
ванием морфогенных очагов. Интенсивность каллюсогенеза определяли по 
приросту сырой биомассы (%) каллюсной ткани по Л.А.Кучеренко [6]. Дли-
тельность пассажа составляла 21 день.

Результаты и обсуждение
Одной из актуальных проблем картофелеводства является получе-

ние картофеля, устойчивого к биотическим стрессам. Линии, полученные 
с помощью клеточной селекции могут служить исходным материалом для 
дальнейшей селекционной работы и вовлекаться в скрещивания в качестве 
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доноров соответствующих признаков. Черенкование растений в культуре in 
vitro является лучшим методом для быстрого размножения картофеля. Дан-
ный метод позволяет полностью ликвидировать повторное заражение рас-
тений при их размножении, а также получить за 2 – 3 месяца большое коли-
чество материала. На получение высокой частоты растений – регенератов 
влияют генотип, возраст исходного растения, се зонность изоляции. Нами 
была изучена морфогенетическая способность растительных эксплантатов 
сортов украинской селекции.

В результате оптимизации процесса стерилизации и подбора концент-
рации перекиси водорода и времени стерилизации было получено до 90% 
жизнеспособных культур. Полученные в асептических условиях побеги от-
деляли от первичного эксплантата и самостоятельно культивировали на пи-
тательной среде МСП. На вторую неделю растения черенковали (использо-
вались микрочеренки длиной в 1-2 см с одной парой укороченных листьев, 
содержащие пазушные меристематические ткани). Из одного растения по-
лучали 5 – 8 черенков. Методом активации развития уже существующих 
в растении меристем при снятии апикального доминирования получили 
большое количество материала для дальнейших исследований.

Среди изученных нами сортов, высоким морфогенетическим потен-
циалом характеризовался среднеранний сорт Зелёный Гай, при этом коэф-
фициент его размножения составлял 144 (у сортов Калиновская и Червона 
Рута – 130 и 122 соответственно, наименьший – у сорта Повинь– 72). После 
3-4 недель культивирования у сорта Зелёный Гай наблюдалось и наилучшее 
развитие растений – формировались высокие побеги (до 15 см в высоту), с 
равномерно размещёнными листьями, большим количеством междоузлий 
(6-11) длиной до 1,5 см и хорошо развитой корневой системой (табл. 1).

Таблица 1
Коэффициент размножения в зависимости от сорта картофеля

Сорт Количество 
междоузлий

Длина 
междоузлий,см

Высота расте-
ний, мм

Коэффициент 
размножения

Серпанок 4-6 1,12 59-62 85
Повинь 3-5 1,02 45-59 72
Обериг 6-8 1,31 77-98 110
Зелёный Гай 7-12 1,52 122- 148 145
Калиновская 8-10 1,48 92-121 130
Былина 5-7 1,29 69-84 93
Червона Рута 6-9 1,41 91-119 122
Джерело Полесья 4-7 1,26 75-84 102

Растения среднераннего сорта Обериг и среднеспелого Былина интен-
сивно формировали боковые побеги, растения становились букетоподоб-
ными, имели короткие междоузлия, хуже формировали корневую систему, 
имели укороченный неразвитый корень (рис.1). У ранних сортов Серпанок 
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и Повинь наблюдалось слабое побегообразование, небольшая длина рас-
тений, отсутствие корней. У растений среднепозднего сорта Червона Рута 
корнеобразование происходило с утолщением и интенсивным фиолетово-
коричневым окрашиванием нижней части побега. Среднеранний сорт Зелё-
ный Гай и среднепоздний сорт Джерело Полесья имели наиболее интенсив-
ное образование корней. Сложнее всего в культуру вводился ранний сорт 
Повинь.

Нами были также проведены исследования по изучению особенностей 
каллюсогенеза представленных сортов. При изучении влияния первично-
го эксплантата на каллюсогенез наблюдалась несущественная разница при 
использовании междоузлий и листовых сегментов, интенсивность каллю-
согенеза составляла 32,7-76,9% и 25,8-70,3% соответственно. У всех изу-
чаемых сортов формировалась каллюсная ткань среднеплотной крупно-
зернистой структуры светло-коричневого цвета. Интенсивность процесса 
каллюсогегнеза зависела от исследуемого генотипа. Наиболее интенсивно 
рост каллюсной ткани наблюдался у сорта Зелёный Гай (75,2% по сравне-
нию с 25,4-65,4%), а в дальнейшем также и активная регенерация растений 
этого сорта (рис.2).
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Рис. 1 – Побегообразование в условиях in vitro сортов картофеля 
(1- Серпанок; 3,4 - Обериг и Зелёный Гай; 5, 6 - Калиновская и Былина; 7,8 - Червона Рута и Джерело 
Полесья) 

 
У ранних сортов Серпанок и Повинь интенсивность каллюсогенеза была в 1,5- 

1,8 раз ниже. Изучение и оптимизация условий индукции морфогенеза из 
культивируемых клеток является необходимой составной частью работы по изучению в 
культуре in vitro современных районированных и перспективных сортов картофеля. 
Также для плохо растущих в культуре in vitro, но имеющих важные хозяйственно - 
ценные признаки,  генотипов необходимо подобрать оптимальные условия 
культивирования. В дальнейшем полученные каллюсные ткани будут использованы 
для клеточной селекции.  

Выводы. 1. Среднеранний сорт Зелёный Гай характеризовался  высоким 
коэффициентом размножения – 144, интенсивным ростом побегов (до 15 см в  высоту), 
с равномерно размещёнными листьями,  большим количеством междоузлий (6-11) до 
1,5 см длиной и хорошо развитой корневой системой. По этим характеристикам к нему 
приближались среднеспелый сорт Калиновская и среднепоздние сорта Червона Рута и 
Джерело Полесья. И только ранний сорт Повинь имел невысокий морфогенетический 
потенциал.   

2. Наиболее интенсивный прирост каллюссной ткани наблюдался у сортов 
Зелёный Гай (75,2%), Калиновская (70,3%) и Обериг (65,4%) по сравнению с другими 
сортами – 25,4 - 60,2%. При использовании междоузлий  и листовых сегментов в 
качестве первичных эксплантатов для каллюсогенеза  наблюдалась несущественная 
разница. Изучение особенностей культивирования in vitro различных сортов и линий 
картофеля является необходимым условием успешного проведения клеточной селекции 
и высокой частоты регенерации растений. 
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Рис. 1. Побегообразование в условиях in vitro сортов картофеля (1- Серпанок; 
3,4 - Обериг и Зелёный Гай; 5, 6 - Калиновская и Былина; 7,8 - Червона Рута и Дже-

рело Полесья)

У ранних сортов Серпанок и Повинь интенсивность каллюсогенеза 
была в 1,5- 1,8 раз ниже. Изучение и оптимизация условий индукции мор-
фогенеза из культивируемых клеток является необходимой составной час-
тью работы по изучению в культуре in vitro современных районированных 
и перспективных сортов картофеля. Также для плохо растущих в культуре 
in vitro, но имеющих важные хозяйственно - ценные признаки, генотипов 
необходимо подобрать оптимальные условия культивирования. В дальней-
шем полученные каллюсные ткани будут использованы для клеточной се-
лекции.

Выводы
1. Среднеранний сорт Зелёный Гай характеризовался высоким коэф-

фициентом размножения – 144, интенсивным ростом побегов (до 15 см в 
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высоту), с равномерно размещёнными листьями, большим количеством 
междоузлий (6-11) до 1,5 см длиной и хорошо развитой корневой системой. 
По этим характеристикам к нему приближались среднеспелый сорт Кали-
новская и среднепоздние сорта Червона Рута и Джерело Полесья. И только 
ранний сорт Повинь имел невысокий морфогенетический потенциал.

2. Наиболее интенсивный прирост каллюссной ткани наблюдался у 
сортов Зелёный Гай (75,2%), Калиновская (70,3%) и Обериг (65,4%) по 
сравнению с другими сортами – 25,4 - 60,2%. При использовании междо-
узлий и листовых сегментов в качестве первичных эксплантатов для кал-
люсогенеза наблюдалась несущественная разница. Изучение особенностей 
культивирования in vitro различных сортов и линий картофеля является не-
обходимым условием успешного проведения клеточной селекции и высо-
кой частоты регенерации растений.
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Резюме
Вивчено морфогенетичний потенціал різних генотипів картоплі. При цьому 

середньоранній сорт Зелений Гай характеризувався високим коефіцієнтом розмно-
ження-145, інтенсивним ростом пагонів, калюсоутворенням (75,2%). За цими по-
казниками до нього наближалися сорти Калинівська і Червона Рута. Досліджую-
чи калюсоутворення, в якості первинних експлантатів використовували міжвузля і 
листові сегменти. При цьому між експлантатами спостерігалась несуттєва різниця 
в каллюсогенезі.

Изучено морфогенетический потенциал различных генотипов картофеля. При 
этом среднеранний сорт Зелёный Гай характеризовался высоким коэффициентом 
размножения -145, интенсивным ростом побегов, каллусообразованием (75,2%). По 
этим показателям к нему приближались сорта Калиновская и Червона Рута. Изучая 
каллюсообразование в качестве первичных эксплантатов использовали междоузлия 
и листовые сегменты. При этом между эксплантатами наблюдалась несущественная 
разница в каллюсогенезе.

Тhe morphogenetic potential of different varieties of potato was investigated. А me-
dium - early ripening variety Zelenuy Gay has high rate of reproduction – 145, plants with 
high shoots, intensive formation of callus (75,2%). According to these characteristics, the 
variety Kalinovskaya chervona ruta are approached. studying callus formation as pri-
mary explants used internode and leaf segments. A minor differences between callus for-
mation from leaves segments and internodes were observed.

ВИДРИНСЬКА О.К., шВЕД О.М., ГУБРІЙ З.В., НОВІКОВ В.П.
Національний університет «Львівська політехніка»,
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БІООЧИЩЕННЯ СТОКІВ ЗГІДНО ПРИНЦИПІВ СТАЛОГО 
РОЗВИТКУ

Важливе місце у вирішенні проблем охорони довкілля посідають пи-
тання пов’язані з захистом природних водойм від антропогенних забруд-
нень. Особлива увага повинна приділятися скиданню забруднених стічних 
вод у природні поверхневі водні об’єкти та раціональному використанню 
природних водних ресурсів у всіх сферах людської діяльності. При непра-
вильному очищенні стоки, що потрапляють в середовище, можуть місти-
ти речовини природного, синтетичного чи мікробного походження. Філо-
софія створення нових сортів рослин, нового типу харчових продуктів та 
біораціональних фармацевтичних препаратів передбачає покращення ре-
зультатів виробництва. Зокрема, збільшення урожайності технічних куль-
тур через застосування нових біодобрив та пестицидів і підвищення інтен-
сивності агровиробництва в цілому, через зміну класичних технологічних 
принципів та методів виробництва, із застосуванням нових методів селек-
ції рослин, а також продуктів біосинтезу нових продуцентів тощо. Цілес-
прямоване конструювання продуцентів та біокомпонентів біотехнологіч-
ної системи передбачає застосування рекомбінантної техніки генетичної та 
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клітинної інженерії, які є ефективними, але, що важливо, повинні бути до-
ступними для контролю і відповідно контрольованими. Проблеми скидів, 
викидів та відходів існуючих виробництв стимулювали розвиток методів 
спостереження за довкіллям та розробку методів захисту, зокрема створен-
ня системи біомоніторингу навколишнього середовища та застосуванням 
біотестування для аналізу стану окремих його складових.

Експертна група українських науковців біологічного напряму під 
керівництвом академіків НАН України Комісаренка С.В., Єльської Г.В., 
Підгорського В.С. визначила, що найбільш пріоритетним напрямом у за-
хисті та відновленні навколишнього середовища, як у короткостроковій, 
так і у довгостроковій перспективі є використання методів екобіотехноло-
гії, котрі включають процеси біоконверсії, біодеструкції, біодетоксикації, 
біоутилізації, біомоніторингу та біотестування забруднень. Методи екобіо-
технології мають місце особливо при очищенні водних та ґрунтових біо-
топів, а розроблення біотехнології знешкодження та повного усунення 
техногенних забруднень є ефективним методом відновлення довкілля та 
менеджменту забруднень. Промислові відходи з граничним вмістом ток-
сикантів і ксенобіотиків поділяють за класом небезпеки, і відповідно зне-
шкоджують, складують чи переробляють (промислові відходи 1–3 категорії 
можуть складуватись на полігонах разом з побутовими).

Залежно від характеру та об’єму виробництв, номенклатури продук-
ції, особливості технології довкілля може забруднюватися також і біотех-
нологічними відходами, які охоплюються Директивою Ради 91/689/ЄЕС від 
12.12.1991 р., і зараховуються до наступних груп: небезпечних, інертних 
та баластних; нестандартних за складом, висоководовитратних, здатних до 
біотрансформацій та з різним агрегатним станом. Особливо небезпечни-
ми відходами є генно-інженерні біологічні матеріали. Біологічний фактор 
забруднення дуже впливає на стан довкілля і визначається як сукупність 
біологічних компонентів, дія котрих на людину і навколишнє середовище 
пов’язана зі здатністю біозабруднювачів розмножуватися в природних або 
штучних умовах, продукувати біологічно активні речовини і впливати на 
довкілля та людей.

При контролі будь-якого підприємства слід враховувати типи та рівні 
безпечності стоків, а особливо важливим є контроль рідких відходів біотех-
нологічних виробництв. На біотехнологічних підприємствах потрапляння 
небезпечних речовин та об’єктів у стічні води може траплятися через ви-
соке розведення та неповне використання біооб’єктами компонентів жи-
вильних середовищ, накопичення не доочищених метаболітів біосинтезу, 
утворення неконтрольованих продуктів генетичних маніпуляцій. Наявність 
синтетичних хімічних низькомолекулярних сполук та полімерів чи інфіко-
ваної мікробної, рослинної (шлами, мули) та відмерлої тваринної біомаси 
(рештки тварин, тваринних культур, залишки курячих ембріонів чи дослід-
них тварин) може бути успішно усунена, а об’єкти – знешкоджені та ути-
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лізовані шляхом використання біометодів (біоремедіації, біоочищення, біо-
переробки і біомодифікації). Використання біометодів полягає у викорис-
танні традиційно селекціонованих чи генетично модифікованих біоагентів, 
але треба мати на увазі, що вони також можуть впливати на біологічну рів-
новагу природних екосистем, що залежить від того, наскільки враховува-
лись закономірності інтродукції мікробних популяцій у природні екосис-
теми.

Відповідно велика увага повинна бути звернута до станцій очисних 
споруд на кожному такому підприємстві. Безумовно стоки повинні бути 
успішно очищеними, знезараженими і переробленими, та доведеними до 
відповідних стандартів перед спуском у загальноміську систему каналізації 
чи безпосередньо у природні водойми. Окрема увага повинна приділятися 
функціонуванню комунальних загальноміських станцій очищення стічних 
вод. За свідченням фахівців, на сьогодні в Україні четверта частина кана-
лізаційних очисних споруд і мереж у вартісному вираженні відпрацювала 
термін амортизації. Велика частина з них на даний час виведені з експлу-
атації та не функціонують. Відповідно стоки потрапляють у навколишнє 
природне середовище абсолютно неочищеними, що викликає серйозне за-
непокоєння, як потенційна загроза здоров’ю та життю населення.

При вирішенні проблем очищення стоків біотехнологічні способи об-
робки займають найбільш важливе місце. Методи біологічного очищення 
стоків набули широкого застосування, тому що вони здатні забезпечити по-
трібний рівень очищення, не вимагають значних економічних затрат і мо-
жуть бути застосовані у широкому масштабі. Крім того, використання де-
яких біотехнологічних способів очищення дає змогу утилізувати знешко-
джені та трансформовані біотехнологічні відходи, і за достатньо простими 
технологіями отримувати корисні побічні продукти (біогаз, екобезпечні до-
брива тощо).

Нашими співробітниками була виконана робота присвячена дослі-
дженням та розробці нових альтернативних методів очищення стічних вод 
від амонійного азоту, аналізу методів біоіндикації для визначення якості 
води та вивченню можливості отримання побічних цінних продуктів при 
очистці стічних вод. Враховано нормативні основи та законодавчу базу для 
регулювання використання різних мікроорганізмів і продуктів біотехно-
логії, методів оцінки ступеня ризику потрапляння генно-інженерних шта-
мів у довкілля, запровадження системи регламентації та маркування біо-
продуктів та запобіжних заходів у разі непередбаченого забруднення, що 
потребує наукових розробок їх трансформації або захоронення у спеціаль-
них сховищах. Метою роботи була розробка оптимальної схеми очищення 
побутово-промислових стічних вод міста Львова відповідно до принципів 
сталого розвитку, з детальним дослідженням процесу очищення від амо-
нійного  азоту.
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Для забезпечення належної очистки промислових та побутових стіч-
них вод, що потрапляють у водні об’єкти, та встановлення комплексного 
контролю визначено наступний порядок проведення досліджень:

– проведення конкурентного моніторингу сучасного екологічного ста-
ну природних поверхневих водних об’єктів Львівської області;

– здійснення комплексної оцінки якості очищення стічних вод на 
Львівських каналізаційних очисних спорудах;

– дослідження наявності та закономірностей поширення anammox-
бактерій у технологічних об’єктах каналізаційних очисних спорудах міста 
Львова шляхом їх виділення з водного середовища;

– вивчення можливості отримання біогазу у процесі очистки стоків та 
його спалювання на когенераційних установках;

– аналіз технологій очищення стоків від органічних сполук, біогенних 
елементів, а також систем загального доочищення стоків з використанням 
фітоочищення.

В результаті проведеного моніторингу сучасного екологічного ста-
ну ряду природних поверхневих водних об’єктів північно-західної части-
ни Львівської області визначено що найбільшим джерелом забруднень на-
вколишнього середовища на даній території є ріка Полтва. Аналіз якості 
води в ріці Полтва показав високий вміст органічних забруднень та біо-
генних елементів (фосфору та азоту), а також присутність патогенних мі-
кроорганізмів. В ході досліджень проведено іммобілізацію гідробіонтів на 
різних технологічних стадіях очищення на Львівських КОС, в результаті 
якого виділено асоціацію мікроорганізмів, які очевидно належать до гру-
пи anammox-бактерій, що здатні окислювати амонійний азоту в анаероб-
них мезофільних умовах. Досліджено можливість отримання біогазу в про-
цесі очищення стічних вод, та його спалювання на когенераційних установ-
ках, що може забезпечити економію у енергоресурсах до 25 %. Визначено 
найбільш оптимальні технології очищення стоків від органічних сполук, 
азоту та фосфору та запропоновано модернізовану схему очищення. За ре-
зультатами якості та технологій очищення стічних вод на Львівських кана-
лізаційних очисних спорудах визначено необхідність модернізації системи 
очищення шляхом встановлення додаткового обладнання для забезпечення 
очищення стоків з високим вмістом азоту.
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Резюме
Робота присвячена дослідженням з розробки схеми очищення промислово-

побутових стічних вод з використання біотехнологій, згідно принципів сталого роз-
витку.

Работа посвящена исследованию по разработке схемы очистки промышленно-
бытовых сточных вод с использованием биотехнологий, согласно принципам устой-
чивого развития.

this work is devoted to the study of the urban-industrial wastewater treatment 
scheme development with using biotechnological methods, according to principles of sus-
tainable development.

ГЕРАСИМЕНКО И.М., КАЗАНЦЕВ А.А., МАЗУР М.Г., КИЩЕНКО Е.М., 
шЕЛУДЬКО Ю.В.
Институт клеточной биологии и генетической инженерии НАН Украины
Украина, 03680, Киев, ул. Заболотного 148, e-mail: ysheludko@ukr.net

СОЗДАНИЕ КОЛЛЕКЦИИ РЕГУЛЯТОРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ 
ДЛЯ КОНТРОЛИРУЕМОЙ ЭКСПРЕССИИ ТРАНСГЕНОВ В 

РАСТЕНИЯХ
Методы генетической инженерии позволяют вводить в геном растений 

гетерологическую генетическую информацию как с целью изменения при-
родных характеристик растения-хозяина, так и для получения белков, пред-
ставляющих интерес для человека. Основным препятствием при использо-
вании генетически- модифицированных растений для биотехнологическо-
го производства является часто низкий уровень накопления целевого белка, 
что может объясняться влиянием внутриклеточных систем регуляции на 
разные стадии экспрессии трансгена, а также деградацией конечного про-
дукта под действием растительных протеаз. Для улучшения экспрессии 
трансгена были разработаны подходы, оптимизирующие процесс на каж-
дой из стадий: трансформации и интеграции, транскрипции, трансляции 
и аккумуляции конечного продукта [1]. Важным звеном при этом является 
выбор регуляторных и транспортных последовательностей, обеспечиваю-
щих эффективную транскрипцию трансгена и максимальную стабильность 
рекомбинантного белка в данном биохимическом окружении.

Применение регуляторных элементов, обеспечивающих тканеспеци-
фическую экспрессию трансгенов, позволяет накапливать чужеродные бел-
ки в отдельных органах растения (например, в семенах) с низким уровнем 
протеазной активности. Стабильность рекомбинантных белков может за-
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висить также от их распределения по компартментам растительной клетки, 
что определяется наличием сигналов внутриклеточного транспорта. Ис-
пользование индуцибельной и тканеспецифичной экспрессии может также 
иметь значение для накопления токсичных или физиологически-активных 
белков. В этом случае экспрессия осуществляется в определенных услови-
ях или в целевых тканях-мишенях, что снижает риск нежелательного воз-
действия этих белков на растение, человека и окружающую среду.

Для проведения контролируемой экспрессии трансгенов и накопления 
рекомбинантных белков в подходящих компартментах клетки нами были 
подобраны различные регуляторные и транспортные генетические элемен-
ты и создана серия векторов для Agrobacterium-опосредованной трансфор-
мации растений.

Материалы и методы
Для подбора регуляторных последовательностей использовали инфор-

мацию об особенностях экспрессии генов растений, полученную из базы 
данных UniProt (http://www.uniprot.org/). Промоторные участки, 5'-нетранс-
лируемые регионы (5'-РТР) и транспортные сигналы избранных генов были 
синтезированы (Genscript, США) или амплифицированы из геномной ДНК 
соответствующих видов растений методом ПЦР. Реакционная смесь объ-
емом 50 мкл содержала 1 мкг растительной ДНК, 2,5 единиц активности 
ДНК-полимеразы Taq (helicon, Россия) и соответствующий реакционный 
буфер, нуклеозидтрифосфаты в концентрации 0,5 мМ (0,125 мМ каждый) и 
праймеры (Табл. 1) в концентрации 0,25 мкМ каждый. Амплификацию про-
водили в следующих условиях: 5 мин 94°С; 35 циклов (денатурация 30 сек 
94°С; отжиг праймеров 45 сек при температуре, указанной в Табл. 1; син-
тез при 72°С в течение времени, указаного в Табл. 1); 5 мин 72°С. Продук-
ты амплификации разделяли путём электрофореза в 1 % агарозном геле, ис-
пользуя 1x буфер tAe, и визуализировали с помощью бромистого этидия. 
Фрагменты ДНК нужного размера (Табл. 1) экстрагировали с помощью на-
бора nucleospin extract ii (macherey-nagel, Германия). Полученные фраг-
менты ДНК после обработки соответствующими эндонуклеазами рестрик-
ции (ЭР, Табл. 1) лигировали в векторные конструкции, созданные на осно-
ве pbin19 (Рис.1). В работе использовали ЭР и Т4 ДНК лигазу new england 
biolabs (США). Конструирование векторных молекул проводили с исполь-
зованием штамма E. coli Xl1blue. Готовые генетические конструкции пе-
реносили в штамм Agrobacterium tumefaciens Gv3101.

Результаты и обсуждение
Для проведения тканеспецифической экспрессии целевых трансгенов 

были выбраны промоторы генов apеtala3 и prs4A Arabidopsis thaliana. Ген 
apеtala3 экспрессируется в цветочных меристемах и кодирует фактор транс-
крипции группы В, регулирующий развитие цветка [2]. Ген prs4A, кодиру-
ющий одну из субъединиц протеасомы, экспрессируется преимущественно 
в апикальных меристемах корня и стебля [3]. В этих тканях, чувствитель-
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ных к холодовому стрессу, планируется проводить экспрессию генов ацил-
липидных десатураз цианобактерий для защиты этих органов растений от 
повреждений при понижении температуры [4]. Под контроль промоторов 
apеtala3 и prs4A был помещен ген репортерного белка β-глюкуронидазы в 
генетических конструкциях для Agrobacterium-опосредованной трансфор-

Таблица 1.
Регуляторные последовательности, использованные в работе

Регуляторная после-
довательность

Раз-
мер, 
п.н.

Праймеры: f-прямой, r-обратный; в 
скобках – ЭР, использованные для встра-

ивания в вектор

Условия ПЦР
Темп. 

отжига
Время 

синтеза
Промотор apetala3 
(A. thaliana)

641 f gttaaaggcgaattcggg (Ecori)
r ttctcgagatttggtggag (Xhoi)

55 °c 60 сек

Промотор и 5'-НТР 
prs4A (A. thaliana)

1667 f ctttggaattctgcaatcg (Ecori)
r cttgtcccatggttcttc (Ncoi)

60 °c 120 сек

Промотор и 5'-НТР 
dreb1b (A. thaliana)

1276 f ctgaagaattccaaaacag (Ecori)
r tgagtccatggatcagag (Ncoi)

55 °c 90 сек

Промотор fae1 (B. 
napus)

462 f gcagaattcattaacttaactactatcacatg 
(Ecori)
r gatcgattgctcagtgtgtgtgtcg (Clai)

60 °c 90 сек

Промотор 2ss2 (B. 
napus)

348 f gcagaattctctcatccccttttaaaccac 
(Ecori)
r gatcgatgtttttaatcttgtttgtattgatg (Clai)

60 °c 30 сек

Промотор и 5'-НТР 
oleo3 (B. napus)

289 f atgaattcgccgtgtgtgagtg (Ecori)
r ccgccatggtgcttcttg (Ncoi)

60 °c 30 сек

Промотор 2ss2 (A. 
thaliana)

376 Синтезирован химически (Ecori, Clai)

Промотор oleo1 (A. 
thaliana)

433 f gcagaattcattttcttcattgtgctagaatg 
(Ecori)
r gatcgatttttttgttcttgtttactagagag (Clai)

60 °c 30 сек

Транзитный пептид 
Ats1A (A. thaliana) 

168 f gaaccatggcttcctc (Ncoi)
r gctcttcgcagttaactcttcc (Sapi)

45 °c 30 сек

Транзитный пептид 
rbs (N. tabacum)

171 Синтезирован химически (Ncoi, Clai)

Транзитный пептид 
rca (S. oleracea)

174 Синтезирован химически (Ncoi, Clai)

Сигнальная после-
довательность chia 
(N. tabacum)

66 Синтезирована химически (Ncoi, Clai)

Сигнальная после-
довательность nec3 
(N. langsdorffii x N. 
sanderae)

75 Синтезирована химически (Ncoi, Clai)
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мации растений (Рис. 1). Полученные вектора будут использованы для оп-
ределения специфичности работы изучаемых промоторов в разных видах 
растений.

Альтернативным подходом может быть экспрессия генов десатураз, 
индуцируемая понижением температуры. Для проведения такой экспрес-
сии был выбран промотор гена dreb1b A. thaliana, который кодирует фак-
тор транскрипции, регулирующий экспрессию генов во время адаптации 
растения к низким температурам [5]. Под контроль полученного промо-
тора dreb1b был помещен ген бифункционального репортерного белка С-
licbm3, который состоит из зеленого флуоресцентного белка (GfP), сли-
того с термостабильной лихеназой Clostridium thermocellum [6]. Такой ре-
портер позволяет одновременно проводить как оценку экспрессии гена в 
неповрежденных тканях растения благодаря флуоресценции GfP, так и вы-
сокочувствительные и специфические измерения лихеназной активности 
целевого белка в екстрактах.

Для проведения семяспецифической экспрессии были выбраны ре-
гуляторные области генов β-кетоацил-coA-синтазы (fae1) [7], олеозина 
(oleo3) и напина-2 (2ss2) [8] рапса (Brassica napus) и напина-2 (2ss2) и оле-
озина (oleo1) [9] A. thaliana. Под контроль данных промоторов был поме-
щен ген репортерного зеленого флуоресцентного белка (GfP). Получен-
ная серия векторов позволит проводить подбор наиболее эффективного се-
мяспецифического промотора для разных видов растений. В дальнейшем 
под контроль семяспецифических промоторов будут помещены гены фар-
мацевтически ценных белков для обеспечения их накопления в запасаю-
щих тканях растения. Первая созданная конструкция содержит ген интер-
ферона α2b человека, слитого с репортерным белком термостабильной ли-
хеназой под контролем промотора гена напина рапса.

Аккумуляция рекомбинантных белков в хлоропластах или апоплас-
те может повышать стабильность конечного продукта или обеспечивать 
внутриклеточную локализацию фермента. Для транспорта целевых бел-
ков в хлоропласты были выбраны транзитные пептиды малой субъединицы 
рибулозобисфосфаткарбоксилазы A. thaliana (Ats1A) и Nicotiana tabacum 
(rbs) и активазы рубиско Spinacia oleracea (rca). Для секреции целевых 
белков в апопласт были выбраны сигнальные последовательности кислой 
эндохитиназы N. tabacum (chia) и нектарина-3 N. langsdorffii x N. sanderae 
(nec3). Была создана генетическая конструкция, позволяющая экспресси-
ровать в растениях ген ацил-липидной десатуразы desС (Δ9) цианобакте-
рии Synechococcus vulcanus, слитой с термостабильной лихеназой, с тран-
зитным пептидом рубиско табака. Эффективность созданной конструк-
ции была подтверждена методом транзиентной экспрессии в растениях 
N. excelsior.
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растений (Рис. 1). Полученные вектора будут использованы для определения 
специфичности работы изучаемых промоторов в разных видах растений.    

Альтернативным подходом может быть экспрессия генов десатураз, 
индуцируемая пониженим температуры. Для проведения такой экспрессии был выбран 
промотор гена dreb1b A. thaliana, который кодирует фактор транскрипции, 
регулирующий экспрессию генов во время адаптации растения к низким температурам 
[5]. Под контроль полученного промотора dreb1b был помещен ген бифункционального 
репортерного белка С-LicBM3, который состоит из зеленого флуоресцентного белка 
(GFP), слитого с термостабильной лихеназой Clostridium thermocellum [6].  Такой 
репортер позволяет одновременно проводить как оценку экспрессии гена в 
неповрежденных тканях растения благодаря флуоресценции GFP, так и 
высокочувствительные и специфические измерения лихеназной активности целевого 
белка в екстрактах.  

Для проведения семяспецифической экспрессии были выбраны регуляторные 
области генов -кетоацил-coA-синтазы (fae1) [7], олеозина (oleo3) и напина-2 (2ss2) [8] 
рапса (Brassica napus) и напина-2 (2ss2) и олеозина (oleo1) [9] A. thaliana. Под контроль 
данных промоторов был помещен ген репортерного зеленого флуоресцентного белка 
(GFP). Полученная серия векторов позволит проводить подбор наиболее эффективного 
семяспецифического промотора для разных видов растений. В дальнейшем под 
контроль семяспецифических промоторов будут помещены гены фармацевтически 
ценных белков для обеспечения их накопления в запасающих тканях растения. Первая 
созданная конструкция содержит ген интерферона 2b человека, слитого с 
репортерным белком термостабильной лихеназой под контролем промотора гена  
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promoter – промотор для тканеспецифичной или индуцибельной экспрессии в 

растениях; 5'-Utr - 5'-нетранслируемый регион, transport signal – сигнал 
внутриклеточного транспорта, target gene – целевой ген. 

  
Аккумуляция рекомбинантных белков в хлоропластах или апопласте может 

повышать стабильность конечного продукта или обеспечивать внутриклеточную 
локализацию фермента. Для транспорта целевых белков в хлоропласты были выбраны 
транзитные пептиды малой субъединицы рибулозобисфосфаткарбоксилазы A. thaliana 
(Ats1A) и Nicotiana tabacum (rbs) и активазы рубиско Spinacia oleracea (rca). Для 
секреции целевых белков в апопласт были выбраны сигнальне последовательности 
кислой эндохитиназы N. tabacum (chia) и нектарина-3 N. langsdorffii x N. sanderae 

Рис. 1. Схема генетических конструкций для контролируемой транскрипции 
целевых генов в растениях. Specific promoter – промотор для тканеспецифич-
ной или индуцибельной экспрессии в растениях; 5'-UTR - 5'-нетранслируемый 
регион, transport signal – сигнал внутриклеточного транспорта, target gene – 

целевой ген.

Выводы
Создана коллекция регуляторных и транспортных генетических эле-

ментов для тканеспецифической и индуцибельной экспрессии рекомби-
нантных белков и их внутриклеточной компартментализации. Полученные 
последовательности включены в серию векторов для агробактериальной 
трансформации, что позволит провести подбор способа экспрессии, наибо-
лее эффективного для требуемых видов растений и целевых белков.

Работа выполнялась при поддержке гранта НАНУ УкрИНТЭИ 
№ 0110U006061, № 0110U006062 и ГФФИ Украины-РФФИ, грант F40.4/021
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Резюме
Создана серия векторов для Agrobacterium-опосредованной трансформации 

растений, содержащих генетические элементы для индуцибельной и тканеспеци-
фической экспрессии целевых генов, а также внутриклеточного транспорта целе-
вых белков.

Створено серію векторів для Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
рослин, які містять генетичні елементи для індукованої та тканино-специфічної ек-
спресії цільових генів, а також внутрішньоклітинного транспорту цільових білків.

A series of vectors for Agrobacterium-mediated plant transformation was created, 
that contains genetic elements allowing for inducible and tissue-specific expression of tar-
get genes as well as subcellular transport of the proteins of interest.
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ДОСЛІДЖЕННЯ БІОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ ПРЕПАРАТІВ 
НАНОЧАСТИНОК МЕТАЛІВ

В теперішній час активно проводяться дослідження різних нанома-
теріалів, зокрема, колоїдних розчинів біологічно активних металів, отрима-
них за допомогою нанотехнологій, які є антистресовими препаратами і ви-
являють властивість підвищувати стійкість тваринних та рослинних клітин 
до різноманітних несприятливих факторів [5].
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Відомі методи і способи отримання наноматеріалів з ряду причин 
обмежують їх потенційне використання у біотехнологіях.

В наших дослідженнях використовувався метод електроіскрового дис-
пергування струмопровідних матеріалів як найбільш перспективний для 
одержання біофункціональних наночастинок, оскільки даний метод най-
більш повно відповідає поставленої меті – отримання біологічно спря-
мованих нанорозмірних матеріалів у вигляді колоїдних розчинів мета-
лів. Питання можливого використання препаратів на основі наночастинок 
у біотехнологіях, носієм яких є водні дисперсії металів, певним чином 
повязано з физико-хімічними властивостями колоїдних розчинів, впливом 
зовнішних факторів на їх характеристики та біологічну функціональність 
таких матеріалів. Ефективність застосування наночастинок обумовлена не 
тільки розмірним фактором, але й більш інтенсивною взаємодією частинок 
з оточуючим середовищем та генерацією катіонів відповідних металів.

Не зважаючи на ряд проведених досліджень, досконало не вивчено 
вплив нанорозчинів металів на рослини.

Мета – дослідження колоїдних розчинів металів на насіння крес-сала-
ту. Для досягнення поставленої мети слід було вирішити наступні завдання 
– виявити вплив обробки насіння наночастинками металів на розвиток ко-
реневої системи та активності ферментів рослин у вегетаційному досліді.

Матеріали і методика
Об’єкт дослідження тест-культура крес-салату. Для досліду в пробірки 

поміщали по 25 зерен та інокулювали насіння нанорозчинами металів впро-
довж 12год., пророщували в чашках Петрі протягом 5 діб.

Корені та листки розтирали в порцеляновій ступці в 50мМ Трис-НСl 
буфері (рН 7,8) при температурі 0-4°С. Гомогенат центрифугували 10хв при 
5000об/хв. В одержаному супернатанті реєстрували каталазну та перокси-
дазну активность.

Каталазну активність визначали спектрометричним методом за допо-
могою спектрофотометра СФ-26 за здатністю перекису водню утворювати 
з солями молібдену стійкий забарвлений комплекс [1]. Коефіцієнт молярної 
екстинції каталази при 410 нм - 22,2 х 103 мМ-1 см-1. Пероксидазну актив-
ність визначали спектрофотометричним методом, за допомогою спектро-
фотометра СФ-26 за здатністю ферменту каталізувати окислення субстрату 
- АБТС (2.2 -азино-біс (3 етилбензотіазолін - 6 -сульфонова кислота) перок-
сидом водню. Коефіцієнт молярної екстинції АБТС при 436 нм - 29,5 х 103 
мМ-1 см-1.[6]. Концентрацію білка у пробах визначали за методом bradford, 
використовуючи як стандарт альбумін сироватки бика [2].

Використовували нанорозчини металів: mn, mg, mo, Ag. Концентра-
ції досліджуваних розчинів нанометалів: 10-3, 10-6, 10-8, 10-10М металлу у 
водному розчині. В якості досліджуваних розчинів використовували коло-
їдні розчини металів з різним діапазоном концентрацій: (Патент України 
№38459 – Маточний колоїдний розчин металів; Патент України №38461 
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– Пристрій для отримання колоїдних розчинів ультрадисперсних металів). 
Повторність досліду трьохкратна. Статистичну обробку результатів прово-
дили з використанням пакету sigma stat – 2.0 та представляли графічно за 
допомогою програми microsoft excel.

Результати та обговорення
Нами було проведено порівняльне вивчення впливу колоїдних розчи-

нів наночастинок чотирьох металів на ріст тест-культури кресс-салату. Ха-
рактер впливу оцінювали за двома параметрами змінами довжини кореня та 
стебла. Було досліджено вплив колоїдних розчинів, концентрація яких від-
різнялась на 7 порядків.

Показано, що високі концентрації усіх розчинів (10-3М) несуттєво (7% 
-14%) стимулювали ріст кореня, а і зниженням їх концентрації до наномо-
лярних (10-8М -10-10М) виявлені дуже цікаві закономірності: за дії розчи-
ну mn виявлено виражений ріст стимулюючий вплив, а за дії розчину Мо 
не значне пригнічення росту, за дії Ag виражене інгібування росту на 75% - 
85% (табл.1). При дії розчину mg стимуляцію росту спостерігали при най-
вищій та найнижчій концентраціях, а проміжні – дещо пригнічували ріст.

Встановлено, що усі досліджувані колоїдні розчини стимулювали ріст 
стебла, максимальна величина складала 30%. Слід зазначити, що найбіль-

Таблиця 1.
Вплив нанорозчинів металів на довжину коріння та стебл

Тип металу Концентра-
ція, М

Довжина кореня Довжина стебла

см % до 
контролю см % до 

контролю
Контроль 9,83±0,4915 100 3,57±0,1785 100

mn 10-3 14,15±0,7075 144 4,01±0,2005 112
10-6 12,63±0,6315 128 3,85±0,1925 108
10-8 13,88±0,694 141 4,13±0,2065 116
10-10 12,8±0,64 130 4,53±0,2265 127

mo 10-4 9,6±0,48 98 3,88±0,194 109
10-6 10,28±0,514 105 4,15±0,2075 116
10-8 8,95±0,4475 91 3,68±0,184 103
10-10 9,13±0,4565 93 4,3±0,215 120

Ag 10-4 10,54±0,527 107 3,97±0,1985 111
10-6 8,45±0,4225 86 4,59±0,2295 129
10-8 1,73±0,0865 16 3,48±0,174 97
10-10 2,55±0,1275 26 3,58±0,179 100

mg 10-3 11,03±0,5515 112 4,1±0,205 115
10-6 9,58±0,479 97 4,65±0,2325 130
10-8 8,45±0,4225 86 4,62±0,231 129
10-10 11,23±0,5615 114 4,23±0,2115 118
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ший ефект, як і при дії на корінь, виявлено при низьких концентраціях роз-
чинів, при 10-6М для Мо та Ag, при 10-6М - 10-8М для mg та навіть при 
10-10М для mn.

Отримані дані свідчать, що досліджувані колоїдні розчини мають ви-
ражену фітостимулюючу дію, яка залежить від їх концентрації. Виявлені 
нами ріст стимулюючі ефекти спостерігали при низьких концентраціях ко-
лоїдних розчинів, що можна порівняти з концентраціями, в яких діють відо-
мі стимулятори росту, роблять їх дуже перспективними як з економічної так 
і екологічної точки зору. Було досліджено у тест-культури активність ката-
лази і пероксидази (рис.1,а;б.)
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Рис.1 Вплив нанорозчинів на активність каталази (а), пероксидази (б)

Колоїдні розчини Мо при всіх досліджених концентраціях в 2 – 2,5 
рази підвищували активність каталази по відношенню до контролю (без дії 
нанорозчинів) (рис.1а). При дії розчинів Ag стимуляція каталазної актив-
ності зростала з підвищенням концентрації розчинів від 10-10М до 10-4М.

Ріст в присутності колоїдних розчинів mg суттєво, у кілька разів підви-
щував активність каталази, хоча і прямої залежності активності ферменту 
від концентрації розчину не було виявлено. Тільки колоїдні розчини mn у 
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всьому діапазоні досліджених концентрацій пригнічували активність ката-
лази. В той же час саме колоїдні розчини mn при всіх досліджених концен-
траціях стимулювали активність пероксидази, а максимальний ефект спо-
стерігався при 10-6М (рис.1б). Значна стимуляція пероксидазної активнос-
ті виявлена і при дії розчину mg у концентрації 10-3М, а інші концентрації 
цього розчину пригнічували активність ферменту. Про дії розчинів Мо та 
Ag у всьому діапазоні досліджених концентрацій виявлено пригнічення пе-
роксидазної активності.

Встановлено, що при дії трьох з чотирьох досліджених колоїдних роз-
чинів металів являються індукторами каталазної активності, а два з них – 
індукторіми пероксидазної активності. Слід зазначити що всі досліджувані 
розчини підвищували активність принаймні одного з двох антиоксидант-
них ферментів кресс-салату. Згідно з даними літератури ці ферменти при-
ймають участь в підвищенні рівня морозостійкості, у стійкості рослин до 
несприятливих факторів, дія яких призводить до сольового стресу, окислю-
вального стресу, зокрема при враженні фітопатогенами [3].

Висновки 
Встановлено, що досліджені препарати наночастинок металів прояв-

ляють фітостимуляючу активність і є індукторами антиоксидантних фер-
ментів, що підвищує стійкість рослин до несприятливих факторів довкілля 
і робить досліджувані препарати перспективними для використання.Низь-
кі діючі концентрації досліджених розчинів роблять їх перспективними, як 
з екологічної так і з економічної точки зору, при використанні в біотехно-
логіях.
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Резюме
Проаналізовано вплив нанорозчинів металів mn, mg, mo, Ag різної концент-

рації на морфологічні показники та активність ферментів каталази та пероксидази 
рослин крес-салату. Встановлено стимуляція ростових показників та активності пе-
роксидази та катазази в залежності від концентрації металів.

Проанализировано влияние нанорастворов металов mn, mg, mo, Ag разной 
концентрации на морфологические показатели и активность ферментов каталазы и 
пероксидазы растений кресс-салата. Установлена стимуляция ростовых показате-
лей и активность пероксидазы и катазазы в зависимости от концентрацыи металов.

influence metal nanoparticles mn, mg, mo, Ag different concentration on 
morphological indicators and activity of enzymes of a catalase and a peroxidase of 
plants of pepperwort-salad is analysed. stimulation groving indicators and activity of a 
peroxidase and catalase depending on concentration metals is established.
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СОВЕРшЕНСТВОВАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ ВЫРАЩИВАНИЯ 
БИОМАССЫ шТАММА ЖЕНЬшЕНЯ PANAX GINSENG C. A. MEY 

(СЕМ. ARALIACEAE)
По данным ВОЗ в настоящее время в комплексной терапии и профи-

лактике различных заболеваний актуальным остается вопрос разработ-
ки новых препаратов растительного происхождения. Наибольший интерес 
представляют фитопрепараты, обладающие иммуномодулирующим и адап-
тогенным действием.

Природные запасы лекарственных растений сокращаются вследствие 
часто неправильной и нерегламентированной их заготовки. Некоторые ле-
карственные растения на территории России не произрастают или произ-
растают в ограниченном количестве, что определяет потребность в импор-
тировании сырья. Решение проблемы бесперебойного обеспечения фарма-
цевтической промышленности растительным сырьём возможно благодаря 
применению метода культуры изолированных органов, тканей и клеток вы-
сших растений [1]. В настоящее время для создания рентабельного произ-
водства на основе клеточных культур цена продукта должна быть доста-
точно высокой. В перспективе, при увеличении продуктивности клеточных 
штаммов-продуцентов БАВ и создании технологий, позволяющих увели-
чить количество продукта и уменьшить время его наработки, так как в ус-
ловиях культивирования in vitro идет синтез ценных БАВ (алкалоиды, гли-
козиды, эфирные масла и др.), синтез которых обычным химическим пу-
тем длителен и трудоемок. Культивирование растительных клеток in vitro 
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позволяет сохранить генофонд ценных и редких исчезающих видов лекарс-
твенных растений [2, 3].

Объектом исследования являлся коллекционный штамм женьшеня 
(Panax ginseng c.A.mey) получен в СПХФА в 1965 году от шестилетнего 
оранжерейного корня женьшеня путем многократного селективного отбора 
клеток [4]. Культивирование осуществляется на стандартной питательной 
среде в соответствии с паспортом штамма (шифр КД).

Культивирование штаммов предполагает использование сложных мно-
гокомпонентных питательных сред, содержащих определенный набор ми-
неральных солей, витаминов, стимуляторов роста, что значительно услож-
няет технологический процесс.

Поэтому перспективным направлением в области биотехнологии рас-
тительных тканей является оптимизация состава питательных сред и со-
кращение временного цикла культивирования штамма – продуцента БАВ.

Ранее проводились исследования по изучению возможности культиви-
рования штамма женьшеня на видоизмененной питательной среде: толь-
ко с уменьшенным количеством минеральных солей, мезоинозита и гидро-
лизата казеина; только с исключением из состава среды нитрата аммония; 
только без фитогормона. Влияние состава питательной среды оценивали по 
росту биомассы [5].

Нами была изучена возможность получения селективной клеточной 
линии штамма женьшеня на питательной среде, в которой одновременно 
отсутствует нитрат аммония и стимулятор роста – кинетин.

Для исследований были выбраны следующие варианты питательных 
сред для культивирования биомассы женьшеня – Panax ginseng c. A. mey 
(сем. Araliaceae):

Вариант 1. Контрольная среда по прописи Мурасиге-Скуга (ms) [6].
Вариант 2. Среда (ms) с исключением нитрата аммония и кинетина.
Биомассу женьшеня культивировали поверхностным способом на 

твердой агаризированной питательной среде. На протяжении 10-12 пасса-
жей проводили отбор только тех клеток, рост которых на селективной сре-
де не уступал или превосходил контроль по накоплению биомассы и содер-
жанию основных действующих веществ (ОДВ). В результате была получе-
на селективная клеточная линия женьшеня (СД) и дана ее характеристика.

Биомасса селективной линии женьшеня по морфологическим призна-
кам не отличалась от коллекционного штамма.

Анатомо-морфологическое исследование полученной клеточной ли-
нии показало, что культура на 90 % состоит из тонкостенных паренхимных 
клеток с целлюлозными оболочками, на 3-5% из образовательных, мерис-
тематических клеток и небольшого числа, не более 1-2%, слабо лигнифи-
цированных проводящих трахеид с характерными простыми или окаймлен-
ными порами и очень длинными тонкостенными волокнами.
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Воздушно- сухая биомасса - пористое, легко рассыпающееся при рас-
тирании сырье, имеет горьковатый вкус и стойкий специфический запах, 
который сохраняется на протяжении длительного времени.

Одним из основных признаков стабильности штамма является сохра-
нение показателей роста при многократной рекультивации. Исследования 
были выполнены на протяжении 2006, 2007 и 2008 годов в различные сезо-
ны года. Для изучения динамики роста определяли показатели накопления 
сырой и сухой биомассы штамма женьшеня (КД) и селективной линии (СД) 
каждые 5 суток, при этом прирост биомассы не уступает контролю.
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Рис. 1. Динамика накопления сухой биомассы селективной линии (СД) и конт-
рольного штамма (КД) женьшеня

За календарный год проходит 14 пассажей селективной клеточной ли-
нии женьшеня, что повышает эффективность процесса культивирования на 
40% по сравнению с контрольным вариантом, так как сокращается цикл 
культивирования на 10 дней.

Таким образом, в результате проведенных многолетних исследований 
было доказано, что селективная клеточная линия биомассы женьшеня (СД) 
стабильна по показателю роста при многократных рекультивациях на сре-
де лишенной кинетина и нитрата аммония и может быть рекомендована для 
внедрения в производство.

В дальнейшем была проведена наработка биомассы для изучения ее 
физико-химических и технологических параметров для отработки получе-
ния новых фитопрепаратов. С целью определения основных товароведчес-
ких показателей, а также наличия основных групп БАВ в воздушно-сухой 
биомассе, был выполнен товароведческий и фитохимический анализ. Ре-
зультаты товароведческого анализа биомассы селективной клеточной ли-
нии женьшеня представлены в таблице 1.

Таким образом, биомасса женьшеня СД по показателям качества со-
ответствует требованиям НД. На селективную клеточную линию женьше-
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ня составлен паспорт. Разработанная технология выращивания культуры 
прошла апробацию в производственных условиях в ХБО при РАН «Фирма 
Вита», г. Санкт-Петербург [8].

Таблица 1
Результаты товароведческого анализа биомассы СД женьшеня, культивируемой на среде 
без кинетина и нитрата аммония

Наименование показателя Селективная линия 
женьшеня (СД) Требования НД*

влажность, % 6,04±0,27 не более 8
зола общая, % 8,77±0,59 не более 13
экстрактивные вещества, извлекаемые:
–спиртом этиловым 20 об.%
–спиртом этиловым 40 об.%
–спиртом этиловым 70 об.%
–водой очищенной

41,17+2,06
46,50±2,61
46,87+2,34
44,74+1,98

не менее 40

водорастворимые полисахариды, % 5,72±0,62 не менее 5
суммарная гликозидная фракция, % 1,87+0,09 не менее 1,5
гликопептидный комплекс, % 2,50+0,13 -
Требования НД*- ВФС на биомассу женьшеня [7]

Проведенные исследования по совершенствованию технологии позво-
лили получить селективную клеточную линию женьшеня на питательной 
среде, лишенной нитрата аммония и стимулятора роста – кинетина, на 40% 
сократить время культивирования за год, удешевить производство и повы-
сить качество биомассы по содержанию действующих веществ.
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Резюме
Получена селективная клеточная линия женьшеня на питательной среде с ис-

ключением нитрата аммония и стимулятора роста. На протяжении пяти лет было 
доказано, что данная селективная клеточная линия стабильна по накоплению био-
массы и содержанию основных действующих веществ. Установлено, что по всем 
показателям качества биомасса селективной линий женьшеня удовлетворяла тре-
бованиям для биомассы женьшеня, выращенной на стандартной среде. Совер-
шенствование технологии выращивания биомассы штамма женьшеня позволило 
повысить эффективность процесса культивирования на 40% за календарный год и 
сократить срок культивирования на 10 суток.

selective cell line ginseng was obtained in a nutrient medium with the exception 
of ammonium nitrate and growth stimulator. for five years, it was shown that the selec-
tive cell line is stable for the accumulation of biomass and the content of the main ac-
tive ingredients. found that all indicators of quality of ginseng biomass selective lines 
to satisfy the requirements for the biomass of ginseng grown in standard medium. im-
provement of cultivation technology has allowed the biomass of the strain of ginseng to 
improve the process of cultivation by 40% for the calendar year and shorten the cultiva-
tion for 10 days.

ДЕРКАЧ К. В., АБРАІМОВА О. Є., ЧЕРНОУСОВА Н. М., СМЕТАНІН В. Т., 
САТАРОВА Т. М.
ДУ Інститут сільського господарства степової зони НААН України,
Україна, 49600, Дніпропетровськ, вул. Дзержинського, 14, e-mail: satarova2008@
yandex.ru
ДВНЗ «Український державний хіміко-технологічний університет»,
Україна, 49005, Дніпропетровськ, пр. Гагаріна, 8

ОПТИМІЗАЦІЯ РЕГЕНЕРАЦІЙНОГО ПОТЕНЦІАЛУ ЛІНІЙ 
КУКУРУДЗИ ЗАРОДКОВОЇ ПЛАЗМИ ЛАНКАСТЕР

Більшість біотехнологічних досліджень для кукурудзи проводиться на 
модельних генотипах, для яких достатньо добре визначені оптимальні умо-
ви культивування in vitro. Новостворені, перспективні у селекційному від-
ношенні генотипи також потребують пошуку оптимальних умов калусоге-
незу і регенерації з метою використання у генетичній трансформації, отри-
манні сомаклональних варіантів тощо.

Зародкова плазма кукурудзи Ланкастер має значні потенційні переваги 
для створення на її основі нового вихідного і елітного селекційного матері-
алу для вирощування в Україні. Лінії зародкової плазми Ланкастер в осно-
вному належать до середньостиглої і середньопізньої груп стиглості [1, 2], 
проте вони інтенсивно використовуються для створення скоростиглих ге-
нотипів кукурудзи [2], у селекції на абіотичну стійкість [1, 3] та як донори 
високої комбінаційної здатності [1].

Слід відзначити, що генетична трансформація і отримання сомакло-
нів, які дозволяють отримувати цінні модифікації елітних ліній кукурудзи, 
ведуться переважно на базі калусної тканини з подальшим отриманням 
рослин-регенерантів [4-7]. У зв’язку з цим метою нашої роботи було визна-
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чення оптимального складу середовища індукції калусогенезу за вмістом 
сахарози та середовища регенерації за вмістом фізіологічно-активних речо-
вин (ФАР) для підвищення регенераційного потенціалу ліній кукурудзи за-
родкової плазми Ланкастер.

Матеріали і методи
Калуси з незрілих зародків 10 ліній кукурудзи зародкової плазми Лан-

кастер та ліній-стандартів chi31, A188, ДК675 та Pls61 індукували на се-
редовищах з мінеральною основою n6 з додаванням 30 або 60 г/л сахаро-
зи, 10 мг/л нітрату срібла, 690 мг/л l-проліну, 100 мг/л гідролізату казеїну, 
100 мг/л мезоінозиту, 1 мг/л 2,4-дихлорфеноксіоцтової кислоти та 0,1 мг/л 
абсцизової кислоти. Калуси, отримані на 30-у добу культивування на даних 
індукційних середовищах, переносили на середовища регенерації з міне-
ральною основою ms з додаванням 20 г/л сахарози та певної ФАР (0,1 мг/л 
6-бензиламінопурину (6-БАП), 0,1 мг/л індолілмасляної кислоти (ІМК) або 
150 мг/л цефотаксиму (Цт)). Цефотаксим – напівсинтетичний аналог анти-
біотику цефалоспорину, який здатен позитивно впливати на прояв регене-
раційної здатності у кукурудзи [8].

Для аналізу калусогенного потенціалу ліній кукурудзи визначали такі 
показники як загальна частота калусогенезу – процентне відношення кіль-
кості зародків, які утворили калус, до загальної кількості культивованих за-
родків; частота утворення морфогенних калусів – процентне відношення 
кількості зародків, які утворили морфогенний калус, до загальної кількості 
культивованих зародків; частота утворення калусів типу І (цупкий, здатний 
до регенерації, підтримується в культурі in vitro нетривалий час) та типу ІІ 
(пухкий, здатний до регенерації, підтримується в культурі in vitro тривалий 
час) – процентне відношення кількості зародків з відповідним типом реак-
ції до загальної кількості культивованих зародків.

Для аналізу регенераційного потенціалу калусів кукурудзи визнача-
ли такі показники як загальна частота регенерації – процентне відношен-
ня кількості калусів, які проявили будь-який тип регенерації (пагони, лист-
кові структури), до загальної кількості калусів, культивованих на регене-
раційному середовищі; частота утворення 0-5 пагонів на 1 калус, частота 
утворення 0-5 листкових структур на 1 калус, частота утворення 0-5 паго-
нів та 0-5 листкових структур на 1 калус одночасно, частота утворення 6-10 
пагонів на 1 калус, частота утворення 6-10 листкових структур на 1 калус, 
частота утворення 6-10 пагонів та 6-10 листкових структур на 1 калус од-
ночасно, частота утворення 0-5 пагонів та 6-10 листових структур на 1 ка-
лус одночасно, частота утворення 6-10 пагонів та 0-5 листкових структур 
на 1 калус одночасно – процентне відношення кількості калусів, які про-
явили певний тип регенерації, до загальної кількості калусів, культивова-
них на регенераційному середовищі. Дані в таблиці 1 представлені у вигля-
ді х– ± mt0.05, де х– – середнє х– арифметичне значення показника, m – похибка се-
реднього арифметичного, t0,05 – критерій Ст’юдента за рівня значущості 0,05.
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Результати та обговорення
Вплив концентрації сахарози (табл. 1) проявлявся у розбіжностях зна-

чень частоти утворення морфогенних калусів у п’яти з 13 досліджених лі-
ній. У ліній ДК267 та ДК6080 вміст 30 г/л сахарози порівняно з 60 г/л у ін-
дукційному середовищі сприяв підвищенню рівня частоти утворення мор-
фогенних калусів. У ліній ДК633/266, ДК633 та ДК3070 спостерігалася 
зворотна закономірність.

Концентрація сахарози у середовищі індукції впливала на співвідно-
шення калусів типу І та типу ІІ. Відмічено переважне утворення калусів 
типу І на середовищі індукції з 60 г/л сахарози і калусів типу ІІ на середови-
щі індукції з 30 г/л сахарози у ліній ДК6080, ДК298, ДК3070 та ДК633/325. 
Дану особливість рекомендовано використовувати для отримання того чи 
іншого типу калусів.

Відмічено, що при субкультивуванні морфогенність калусів довше 
зберігалася на середовищах з 30 г/л сахарози.

Аналіз регенераційної здатності калусів проводили на 30-у добу куль-
тивування на середовищах регенерації (60 діб в культурі in vitro) (табл. 2). 
Серед досліджуваних ліній зародкової плазми Ланкастер регенераційну 
здатність проявили лінії ДК267, ДК6080, ДК420-1 та ДК298, лінії-стандарти 
характеризувалися високим регенераційним потенціалом. Регенерація лі-
ній зародкової плазми Ланкастер характеризувалася більш вузьким колом 
типів прояву регенераційної здатності, ніж регенерація модельних ліній.

Серед виділених нами типів регенерації кращим для подальшого виро-
щування регенерантів є утворення пагонів, а не листових структур. Даний 
тип регенерації спостерігався у всіх ліній, які проявили свій регенерацій-
ний потенціал, хоча і не на всіх запропонованих середовищах регенерації.

Відзначено тенденцію підвищення загальної частоти регенерації калу-
сів на середовищі з 0,1 мг/л 6-БАП. Найвищий загальний показник частоти 
утворення 0-5 пагонів на калус, індукований з 30 г/л сахарози, спостерігав-
ся на середовищі з 150 мг/л Цт, а на калус, індукований на середовищі з 60 
г/л сахарози, – на середовищі з 0,1 мг/л 6-БАП.

Висновки
Концентрація сахарози у індуктивному середовищі впливає на часто-

ту утворення морфогенних калусів та на співвідношення калусів типу І та 
типу ІІ. Менші концентрації сахарози сприяють тривалішому збережен-
ню морфогенності калусів. Вміст сахарози у середовищі індукції та вид 
фізіологічно-активної речовини регенераційного середовища впливає на 
прояв регенераційної здатності ліній кукурудзи. Оптимальним для морфо-
генного калусогенезу і регенерації лінії ДК6080 зародкової плазми Ланкас-
тер є поєднання 30 г/л сахарози в індукційному середовищі з 0,1 мг/л ІМК, 
для ліній ДК420-1 та ДК298 – поєднання 30 г/л сахарози в період індукції з 
0,1 мг/л 6-БАП в регенераційному середовищі, а для лінії ДК267 – поєднан-
ня 60 г/л сахарози в індукційному середовищі з 150 мг/л цефотаксиму у ре-
генераційному середовищі.



468

Та
бл

иц
я 

1
В

пл
ив

 к
он

це
нт

ра
ці

ї с
ах

ар
оз

и 
в 

ін
ду

кц
ій

но
м

у 
се

ре
до

ви
щ

і н
а 

ка
лу

со
ге

нн
у 

зд
ат

ні
ст

ь 
лі

ні
й 

ку
ку

ру
дз

и 
за

ро
дк

ов
ої

 п
ла

зм
и 

Л
ан

ка
ст

ер

Л
ін

ія
 

Ге
не

ти
чн

а 
пл

аз
ма

, 
пі

дп
ла

зм
а

В
мі

ст
 с

ах
ар

о-
зи

 у
 с

ер
ед

о-
ви

щ
і і

нд
ук

-
ці

ї, 
г/

л

К
іл

ьк
іс

ть
 к

у-
ль

ти
во

ва
ни

х 
за

ро
дк

ів
, ш

т.

За
га

ль
на

 ч
ас

то
-

та
 к

ал
ус

ог
ен

е-
зу

, %

Ча
ст

от
а 

ут
во

ре
нн

я 
мо

рф
ог

ен
ни

х 
ка

-
лу

сі
в,

 %

Ча
ст

от
а 

ут
во

-
ре

нн
я 

ка
лу

сі
в 

ти
пу

 І,
 %

Ча
ст

от
а 

ут
во

-
ре

нн
я 

ка
лу

сі
в 

ти
пу

 ІІ
, %

Д
К

26
7

Л
ан

ка
ст

ер
, o

h4
3

60
22

5
99

,1
1 

± 
1,

25
75

,5
6 

± 
5,

74
8,

89
 ±

 3
,8

0
66

,6
7 

± 
6,

30
30

20
7

95
,1

7 
± 

2,
99

88
,8

9 
± 

4,
38

14
,4

9 
± 

4,
91

74
,4

0 
± 

6,
08

Д
К

21
2

Л
ан

ка
ст

ер
, o

h4
3

60
12

0
10

0,
00

 ±
 0

,0
0

92
,5

0 
± 

4,
83

0,
83

± 
1,

67
91

,6
7 

± 
5,

07
30

36
10

0,
00

 ±
 0

,0
0

94
,4

4 
± 

7,
74

0
94

,4
4 

± 
7,

74
Д

К
60

80
Л

ан
ка

ст
ер

, o
h4

3
60

13
6

58
,0

9 
± 

8,
49

37
,5

0 
± 

8,
33

26
,4

7 
± 

7,
59

11
,0

3 
± 

5,
39

30
15

7
88

,5
4 

± 
5,

10
67

,5
2 

± 
7,

50
5,

10
 ±

 3
,5

2
62

,4
2 

± 
7,

76
Д

К
42

0-
1

Л
ан

ка
ст

ер
, o

h4
3

60
20

8
72

,6
0 

± 
6,

20
39

,4
2 

± 
6,

79
12

,0
2 

± 
4,

52
27

,4
0 

± 
6,

20
30

16
7

98
,8

0 
± 

1,
69

47
,3

1 
± 

7,
75

2,
99

 ±
 2

,6
5

44
,3

1 
± 

7,
71

Д
К

63
3/

26
6

Л
ан

ка
ст

ер
, М

о1
7/

o
h4

3
60

25
1

99
,6

0 
± 

0,
80

96
,8

1 
± 

2,
22

0
96

,8
1 

± 
2,

22
30

14
3

97
,9

0 
± 

2,
41

88
,8

1 
± 

5,
29

0
88

,8
1 

± 
5,

29
Д

К
29

8
Л

ан
ка

ст
ер

, М
о1

7/
o

h4
3

60
25

2
99

,2
1 

± 
1,

12
87

,7
0 

± 
4,

15
50

,7
9 

± 
6,

31
36

,9
0 

± 
6,

09
30

17
5

97
,1

4 
± 

2,
53

82
,2

9 
± 

5,
79

10
,2

9 
± 

4,
61

72
,0

0 
± 

6,
81

Д
К

63
3

Л
ан

ка
ст

ер
, М

о1
7

60
38

9
68

,8
9 

± 
4,

70
29

,5
6 

± 
4,

63
15

,9
4 

± 
3,

72
13

,6
2 

± 
3,

48
30

26
4

53
,4

1 
± 

6,
15

14
,3

9 
± 

4,
33

9,
85

 ±
 3

,6
7

4,
55

 ±
 2

,5
7

Д
К

30
70

Л
ан

ка
ст

ер
, М

о1
7/

О
92

60
43

0
96

,0
5 

± 
1,

88
93

,2
6 

± 
2,

42
68

,1
4 

± 
4,

50
25

,1
2 

± 
4,

19
30

23
4

99
,5

7 
± 

0,
85

82
,0

5 
± 

5,
03

13
,2

5 
± 

4,
44

68
,8

0 
± 

6,
07

Д
К

23
6

Л
ан

ка
ст

ер
, М

о1
7/

f2
60

17
5

98
,2

9 
± 

1,
97

61
,1

4 
± 

7,
39

11
,4

3 
± 

4,
82

49
,7

1 
± 

7,
58

30
97

97
,9

4 
± 

2,
90

72
,1

6 
± 

9,
15

19
,5

9 
± 

8,
10

52
,5

8 
± 

10
,1

9
Д

К
63

3/
32

5
Л

ан
ка

ст
ер

, М
о1

7/
 

М
ін

дз
ен

пу
ст

а
60

20
3

90
,1

5 
± 

4,
19

48
,2

8 
± 

7,
03

33
,5

0 
± 

6,
64

14
,7

8 
± 

4,
99

30
50

96
,0

0 
± 

5,
60

64
,0

0 
± 

13
,7

1
0

64
,0

0 
± 

13
,7

1
Pl

s6
1

Ек
зо

ти
чн

а 
Pl

s6
1,

Pl
s6

1
60

30
9

97
,0

9 
± 

1,
92

95
,1

5 
± 

2,
45

94
,1

7 
± 

2,
67

0,
97

 ±
 1

,1
2

30
18

3
97

,2
7 

± 
2,

42
96

,1
7 

± 
2,

84
48

,6
3 

± 
7,

41
47

,5
4 

± 
7,

40
А

18
8

Ек
зо

ти
чн

а 
А

18
8,

 
А

18
8

60
17

3
98

,2
7 

± 
1,

99
91

,9
1 

± 
4,

16
43

,9
3 

± 
7,

57
47

,9
8 

± 
7,

62
30

75
98

,6
7 

± 
2,

67
92

,0
0 

± 
6,

31
0

92
,0

0 
± 

6,
31

c
hi

31
Ек

зо
ти

чн
а 

c
hi

31
,c

hi
31

60
14

3
97

,9
0 

± 
2,

41
90

,9
1 

± 
4,

82
6,

29
 ±

 4
,0

8
84

,6
2 

± 
6,

06
30

11
7

94
,8

7 
± 

4,
10

84
,6

2 
± 

6,
70

0
84

,6
2 

± 
6,

70



469

Таблиця 2
Регенераційна здатність ліній зародкової плазми Ланкастер

Лінія
Вміст сахарози 
у середовищі 
індукції, г/л

ФАР у середови-
ще регенерації

Кількість 
культивова-
них калусів, 

шт.

Загаль-
на частота 
регенера-

ції, %

Частота утво-
рення 0-5 па-
гонів на 1 ка-

лус, %
ДК267 30 6-БАП, 0,1 мг/л 15 46,67 6,67 

ІМК, 0,1 мг/л 15 53,33 26,67 
Цт, 150 мг/л 15 13,33 0

60 6-БАП, 0,1 мг/л 11 27,27 18,18 
ІМК, 0,1 мг/л 11 36,36 18,18 
Цт, 150 мг/л 11 36,36 27,27 

ДК6080 30 ІМК, 0,1 мг/л 6 16,67 16,67 
ДК420-1 30 6-БАП, 0,1 мг/л 5 20,00 20,00 

60 Цт, 150 мг/л 6 16,67 16,67 
ДК298 30 6-БАП, 0,1 мг/л 8 75,00 37,50 

ІМК, 0,1 мг/л 8 50,00 25,00 
Цт, 150 мг/л 8 25,00 12,50 

60 6-БАП, 0,1 мг/л 6 16,67 16,67 
Pls61 30 6-БАП, 0,1 мг/л 8 100,00 37,50 

ІМК, 0,1 мг/л 9 77,78 11,11 
Цт, 150 мг/л 8 100,00 62,50 

60 6-БАП, 0,1 мг/л 19 78,95 36,84 
ІМК, 0,1 мг/л 19 52,63 31,58 
Цт, 150 мг/л 19 42,11 21,05 

A188 30 6-БАП, 0,1 мг/л 12 33,33 8,33 
Цт, 150 мг/л 12 25,00 0

60 6-БАП, 0,1 мг/л 14 71,43 35,71 
ІМК, 0,1 мг/л 14 50,00 35,71 
Цт, 150 мг/л 14 71,43 35,71 

chi31 30 6-БАП, 0,1 мг/л 9 33,33 0
ІМК, 0,1 мг/л 9 55,56 22,22 
Цт, 150 мг/л 9 55,56 11,11 

60 6-БАП, 0,1 мг/л 4 75,00 0
ІМК, 0,1 мг/л 4 100,00 0
Цт, 150 мг/л 4 100,00 0

ДК675 30 6-БАП, 0,1 мг/л 9 33,33 0
ІМК, 0,1 мг/л 9 55,56 44,44 

60 Цт, 150 мг/л 17 11,76 0
6-БАП, 0,1 мг/л 18 5,56 0
ІМК, 0,1 мг/л 17 11,76 0

Серед-
нє по 

геноти-
пах

30 Цт, 150 мг/л 131 22,14 6,87 
6-БАП, 0,1 мг/л 131 21,37 7,63 
ІМК, 0,1 мг/л 131 19,08 8,40 

60 Цт, 150 мг/л 161 21,12 9,32 
6-БАП, 0,1 мг/л 166 15,66 7,83 
ІМК, 0,1 мг/л 149 19,46 8,72 

Середнє 6-БАП, 0,1 мг/л 292 21,58 8,22 
ІМК, 0,1 мг/л 297 18,18 7,74 
Цт, 150 мг/л 280 19,29 8,57 
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Резюме
Відзначено вплив компонентів середовищ культивування на калусогенну і ре-

генераційну здатність у ліній кукурудзи зародкової плазми Ланкастер. Прояв ре-
генераційного потенціалу ліній визначається складом фізіологічно активних речо-
вин середовища регенерації та вмістом сахарози у середовищі індукції. Визначено 
оптимальні концентрації сахарози в індукційному середовищі та фізіологічно ак-
тивних речовин в регенераційному середовищі для окремих ліній кукурудзи плаз-
ми Ланкастер.

Отмечено влияние компонентов сред культивирования на каллусогенную и ре-
генерационную способность у линий кукурузы зародышевой плазмы Ланкастер. 
Проявление регенерационного потенциала линий определяется составом физиоло-
гически активных веществ в регенерационной среде и содержанием сахарозы в сре-
де индукции. Определены оптимальные концентрации сахарозы в индукционной 
среде и физиологически активных веществ в регенерационной среде для отдельных 
линий кукурузы плазмы Ланкастер.

the influence of components of cultivation media on callusogenesis and regenera-
tive capacity of maize lines of lancaster germplasm is noted. the demonstration of the 
regeneration capacity of the lines is determined by the composition of physiologically ac-
tive substances in the regeneration medium and the sucrose contents in the inductive me-
dium. the optimal concentrations of sucrose in the inductive medium and physiological-
ly active substances in the regenerative medium for individual lines of maize lancaster 
germplasm were established.
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МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ В КУЛЬТУРЕ ЗРЕЛЫХ 
ЗАРОДЫшЕЙ ТРИТИКАЛЕ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СОСТАВА 

ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД
Тритикале (x Triticosecale Wittm.) – ценная сельскохозяйственная 

культура, полученная в результате объединения геномов пшеницы и 
ржи, имеет ряд преимуществ по сравнению с родительскими формами 
и характеризуется устойчивостью к ряду заболеваний (мучнистой росе, 
головне и др.), неблагоприятным факторам внешней среды. В странах 
Европы (Германия, Польша и др.) наблюдается устойчивая тенденция к 
расширению посевных площадей тритикале. В Беларуси за последние 
годы посевные площади ярового тритикале увеличились с 2,7 до 17,4 тыс. 
га с перспективой дальнейшего расширения до 50 тыс. га [1]. Однако на-
ряду с преимуществами данная культура имеет ряд недостатков, таких 
как относительная позднеспелость, цитогенетическая нестабильность, 
недовыполненность эндосперма и др. Все это свидетельствует о 
необходимости дальнейшего улучшения существующих сортов и получение 
перспективных для селекции линий.

При скрещивании пшеницы и ржи наблюдается низкая завязываемость 
семян, а также недоразвитие эндосперма. Гибридные зародыши, как 
правило, абортируют на ранних стадиях развития. В связи с этим перс-
пективным представляется использование биотехнологических подходов, 
с помощью которых можно разработать эффективную систему индукции 
каллусов и регенерации растений гексаплоидного тритикале, а также их 
размножения в культуре in vitro. Такая система будет полезна также при 
генетической трансформации тритикале.

В течение последних десятилетий проводились исследования в области 
культивирования соматических клеток и тканей in vitro тритикале, при этом 
в качестве эксплантов использовались молодые колоски, молодые листочки, 
пыльники, незрелые зародыши, зрелые зародыши [2, 3]. Максимальный 
выход каллусов и растений-регенерантов для пшеницы, ячменя, тритикале 
показан при использовании в качестве эксплантов незрелых зародышей [2]. 
Однако применение культуры незрелых зародышей имеет ряд ограничений. 
Необходимо использование теплиц для выращивания донорных растений, 
что требует дополнительных материальных затрат. Незрелые зародыши 
остаются морфогенно-компетентными в течение непродолжительного 
времени, что также затрудняет применение данного метода.

Использование в качестве эксплантов зрелых зародышей позволяет 
избавиться от временного ограничения, так как они могут культивироваться 
на протяжении всего года и при этом не требуют дополнительных площадей. 
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Данные об использовании метода культивирования зрелых зародышей in 
vitro для тритикале имеют отрывочный характер [3, 4]. Применение данного 
метода, как правило, характеризуется невысоким выходом растений-
регенерантов, либо его отсутствием [5]. В связи с этим целью работы явля-
лось изучение влияния состава индукционной и регенерационной среды на 
морфогенетические процессы в культуре зрелых зародышей in vitro ярово-
го гексаплоидного тритикале для усовершенствования технологии получе-
ния растений-регенерантов.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили 5 сортов ярового гексаплоид-

ного тритикале (Ульяна, Узор, Лотас, Мешко, Садко), отобранные по хо-
зяйственно-ценным признакам, любезно предоставленные сотрудниками 
лаборатории тритикале РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси 
по земледелию».

Для в введения в культуру in vitro зерновки стерилизовали в течение 20 
мин 3% гипохлоритом натрия с последующим трехкратным промыванием 
дистиллированной водой. Затем их оставляли для набухания на двое суток 
при температуре +4°С. Зародыши извлекали в асептических условиях 
и помещали в чашки Петри на индукционную питательную среду ms с 
различным составом гормонов и углеводов [6], затем культивировали в 
термостате в темноте при температуре +26°С.

Через 4 недели культивирования зародышей образовавшиеся каллусы 
переносили на регенерационные среды ms и msr и выращивали на 
светоустановке при длине светового дня – 16 ч, интенсивность освещения 
– 1500-2000 Лк. После формирования растений-регенерантов для лучшего 
развития корневой системы их пересаживали в банки на обедненную 
безгормональную среду 0,5msr.

Способность к индукции морфогенетических процессов в культуре 
зрелых зародышей изучаемых сортов оценивали по частоте каллусообразо-
ваная, частоте образования ризогенных каллусов, каллусов с растениями-
регенерантами, недифференцированных каллусов, деградировавших кал-
лусов, рассчитанным от числа выделенных зрелых зародышей.

Результаты и обсуждение
Одним из наиболее важных экзогенных факторов, позволяющих повы-

сить эффективность методов культуры соматических тканей и органов in 
vitro, является использование различных питательных сред и изменения их 
состава. Культуральная среда как источник питательных веществ во многом 
определяет степень реализации морфогенетического потенциала эксплан-
та, а также путь развития каллусов. С целью определения оптимальных 
условий для культивирования зрелых зародышей тритикале был проведен 
подбор типа индукционной и регенерационной среды.

Для индукции каллусообразования использовались четыре варианта 
среды, в состав которой входили соли и витамины по Мurashige и 
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skoog [6], углеводы сахароза или мальтоза, а также гормон 2,4-Д в двух 
концентрациях (2,0 и 4,0 мг/л). Формирование каллуса начиналось на 3-4 
день культивирования. При этом была отмечена 100% индукция плотного 
желтоватого каллуса. Не было выявлено отличий в способности эксплантов 
к каллусообразованию в зависимости от концентрации 2,4-Д, генотипа и 
взаимодействия между данными факторами. В свою очередь тип углевода, 
используемый в индукционной среде, оказывал влияние на каллусообразо-
вание в культуре зрелых зародышей тритикале. Формирование каллуса на-
блюдалось у всех изученных генотипов независимо от вида источника угле-
рода, однако темпы роста каллуса значительно отличались. Показано, что в 
случае использования мальтозы наблюдалось замедленное развитие каллу-
са. При этом данное явление не было связано с концентрацией 2,4-Д, а так-
же отсутствовали генотипические эффекты.

В дальнейшем полученные каллусы переносились на два типа 
регенерационных сред, в состав которой входили соли по Мurashige и 
skoog и сахароза, при этом среды отличались по гормональному составу 
и содержанию витаминов и аминокислот. После пассивирования каллусов 
на среду для регенерации наблюдали различные типы морфогенетических 
ответов: одни каллусы формировали зеленые побеги с листьями, другие – 
корнеобразные структуры, третьи разрастались и образовывали рыхлый 
водянистый рассыпчатый каллус. Разнообразие морфогенетических путей 
в той или иной степени было характерно для всех генотипов, при этом 
отмечено преобладание морфогенетического ответа по типу ризогенеза 
(таблица 1). Побегообразование отмечено у четырех из пяти изученных 
сортов. Только сорт Лотос не проявил способности к регенерации растений 
в культуре зародышей, при этом для данного сорта отмечена наиболее 
высокая частота дегенерации каллусов.

Анализ полученных данных показал, что состав регенерационной сре-
ды оказывал влияние на морфогенетические процессы в культуре зароды-
шей гексаплоидного тритикале. При этом наблюдалась генотипически спе-
цифичная реакция на вид регенерационной среды (таблица 1).

Наибольшие различия по типу морфогенетического ответа каллусов 
были зафиксированы по признакам «частота ризогенных каллусов» и «час-
тота дегенерировавших каллусов». Например, у сорта Лотас 86,49% кал-
лусов развивались по пути ризогенеза на среде msr и 15,15% - на среде 
ms. Для сорта Ульяна наблюдалась противоположная ситуация: у 25,64% 
эксплантов индуцировалось развитие ризогенных каллусов на среде msr 
и 79,49% - на среде ms. Наряду с этим, как правило, пониженная частота 
формирования ризогенных каллусов коррелировала с повышенной часто-
той дегенерировавших каллусов. В частности, у сорта Лотос на среде msr 
наблюдался некроз 84,85% каллусов, в то время как на среде ms все каллу-
сы сохраняли жизнеспособность.
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Таблица 1
Морфогенетический ответ сортов тритикале в культуре зрелых зародышей в зависимос-
ти от состава регенерационной среды

Сорт
Регенера-
ционная 

среда

Частота каллусов с 
растениями регене-

рантами, %

Частота ризо-
генных каллу-

сов, %

Частота не-
дифференци-
рованных кал-

лусов, %

Частота де-
генерировав-
ших каллу-

сов, %
Ульяна msr 5,13 79,49 7,69 7,69

ms 0 25,64 58,97 15,38

Лотас msr 0 15,15 0 84,85

ms 0 86,49 13,51 0

Узор msr 2,94 52,94 29,41 14,71

ms 0 71,88 28,13 0

Мешко msr 0 28,13 28,13 43,75

ms 3,13 84,38 3,13 9,38

Садко msr 0 36,36 9,09 54,55

ms 3,03 90,91 6,06 0

Данные отличия в морфогенетическом ответе эксплантов могут быть 
обусловлены различным гормональным составом использованных в ис-
следовании регенерационных сред. Питательная среда ms была безгормо-
нальной, среда msr дополнена ауксином ИУК в концентрации 0,5 мг/л и 
цитокинином кинетином в концентрации 0,5 мг/л. В классической работе 
skoog и miller установлено, что баланс цитокининов и ауксинов опреде-
ляет направление морфогенеза [7], при этом близкое к равному соотноше-
ние этих фитогормонов поддерживает неорганизованный рост каллусной 
ткани, удаление из среды и ауксинов, и цитокининов часто приводит к об-
разованию эмбриоидов в культуре клеток. В нашем исследовании наблю-
далась генотипически зависимая реакции эксплантов на тип регенераци-
онной среды. Возможно, пути морфогенеза в культуре зрелых зародышей 
тритикале зависят как от содержания эндогенных гормонов в каллусе, так 
и от концентраций экзогенных гормонов в составе среды для регенерации.

Выводы
Проведен подбор питательных сред для индукции каллусообразования 

и регенерации растений в культуре зрелых зародышей in vitro гексаплоид-
ного тритикале. Показано, что использование сахарозы в качестве источни-
ка углерода в индукционной среде обеспечивает максимальные темпы при-
роста каллусной массы. Выявлено, что взаимодействие между генотипом и 
балансом гормонов в регенерационной среде определяет путь морфогене-
за каллусов.
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Резюме
Изучена отзывчивость в культуре зрелых зародышей in vitro пяти сортов яро-

вого гексаплоидного тритикале. Показано, что использование сахарозы в индукци-
онной среде обеспечивает максимальные темпы прироста каллуса. Выявлено что 
гормональный состав регенерационной среды и генотипические особенности обус-
ловливают морфогенетический ответ каллусов в культуре зрелых зародышей.

responsiveness of five cultivars of spring hexaploid triticale was studied in the in 
vitro mature embryo culture. sucrose in induction media was shown to have a positive ef-
fect on callus induction. morphogenetic answer of callus depends on genotype and con-
centration of growth regulator in regeneration media.
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ЛОКАЛІЗАЦІЯ БАКУЛОВІРУСНИХ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ  
В РІЗНИХ ОРГАНАХ МИшІ ПРИ ВВЕДЕННІ РЕКОМБІНАНТНИХ 

БАКУЛОВІРУСІВ І ТРАНСДУКОВАНИХ ФЕТАЛЬНИХ 
ФІБРОБЛАСТІВ

Дослідження в якості векторних систем для потреб клітинної та ген-
ної терапії генно-інженерно модифікованих клітин організму – від ембріо-
нальних стовбурових до аутологічних пухлинних клітин є на цей час одним 
із стратегічних напрямків сучасної молекулярної медицини та молекуляр-
ної біології, [1,2]. При вивченні можливості застосування векторних клітин 
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для протипухлинної терапії після введення в організм такі векторні клітини 
в ідеалі мають мігрувати і активно включатися в строму пухлини, продуку-
ючи протипухлинний агент локально. Особливо актуальною стратегія век-
торних клітин може бути для чинників, що проявляють системну токсич-
ність при внутрішньовенному введенні в організм терапевтичних доз, та-
ких як β-інтерферон [3].

Фетальні фібробласти характеризуються більш широким потенціалом 
в порівнянні з фібробластами дорослого організму і більш активним рос-
том в культурі in vitro і, можливо, можуть бути альтернативним мезенхі-
мальним стовбуровим клітинам джерелом для отримання клітинних век-
торів. В зв’язку з цим в нашій лабораторії проводяться дослідження мож-
ливості використання культури фетальних фібробластів миші (c57fb) в 
якості векторів для доставки цільових білків.

Серед великої кількості векторів та способів трансдукції клітин екзо-
генними генами бакуловірусна векторна система має значні переваги вна-
слідок відносно високої ефективності трансдукції генів в клітини ссавців 
та відсутності в них реплікації та цитопатогеної дії бакуловірусів. Кліти-
ни ссавців характеризуються надзвичайно широким спектром чутливості 
до рекомбінантних бакуловірусів. В попередніх роботах нами було показа-
но, що фетальні фібробласти миші (c57fb) трансдукуються рекомбінант-
ними бакуловірусами з достатньо високою ефективністю, в залежності від 
дози вірусу до 75-85% [4]. В подальшій роботі ми плануємо застосовувати 
фетальні фібробласти, трансдуковані рекомбінантним бакуловірусом з ге-
ном β-інтерферону для інгібування розвитку пухлин і метастазів меланоми 
у мишей. Як відомо, злоякісна метастазуюча меланома є однією з найагре-
сивніших пухлин людини. Мишина клітинна лінія ММ4 є похідною від лі-
нії клітин спонтанної меланоми В16. В попередніх дослідженнях нами було 
показано інгібуючу дію фетальних фібробластів, трансдукованих рекомбі-
нантним бакуловірусом з геном β-інтерферона, на ріст злоякісних клітин 
меланоми миші в системі in vitro [5].

Метою даної роботи було виявлення бакуловірусних послідовностей 
в різних органах мишей при введенні внутрішньовенно препаратів реком-
бінантних бакуловірусів та трансдукованих бакуловірусами фетальних фі-
бробастів миші.

Матеріали і методи
Клітинні культури. Моношарову культуру клітин комах sf21 вирощу-

вали в середовищі tc-100 (sigma) з додаванням 10% fbs при 28°С. Інфі-
кування клітин бакуловірусами проводили згідно стандартним процедурам 
[6].

В роботі використовували культуру клітин фетальних фібробластів 
миші c57fb, отриману в нашій лабораторії [5]. Для одержання пухлин в 
організмі мишей використовували клітини меланоми ММ4 (клітинна лінія 
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з меланоми В-16). Всі лінії клітин ссавців культивували, як описано рані-
ше [7].

Рекомбінантні бакуловіруси і трансдукція клітин фетальних фібро-
бластів. В роботі було застосовано рекомбінантний бакуловірус Ac-m-GfP, 
що містить репортерний ген Gfp під регуляцією касети cAG. Отримання, 
ампліфікація та концентривування та визначення титру рекомбінантних ба-
куловірусів проводили, як описано раніше[7]. Трансдукцію фетальних фі-
бробластів проводили в оптимізованих нами попередніх умовах і аналізу-
вали на флуоресцентному мікроскопі (Микмед-2ЕС) [4,5]. Рекомбінантний 
бакуловірус додавали в концентрації 200 БУО на клітину. Клітини збирали 
через 48 годин після трансдукції, осаджали і суспендували в РВs.

Внутрішньовенне введення бакуловірусних препаратів і трансдукова-
них фетальних фібробластів в мишу. В роботі використовували мишей лі-
нії c57bl/6j 3-4-х місячного віку. В кожному варіанті було досліджено по 
10 мишей. Першій групі мишей робили ін’єкцію в хвостову вену по 200 
мкл препарата вірусу Ac-m-GfP - 1×108 БУО на мишку. Паралельно другій 
групі мишей вводили пухлинні клітини меланоми ММ4 (2х105 клітин на 
мишу) в об’ємі 200 мкл підшкірно в праву задню лапу тварин. На 14 день 
після введення цих клітин робили ін’єкцію в хвостову вену по 200 мкл ві-
русного препарата в кількості 1×108 БУО на мишку. Для третьої групи ми-
шей теж вводили пухлинні клітини меланоми, а на 14 день після введення 
клітин mm4 робили ін’єкцію в хвостову вену фетальних фібробластів миші 
трансдукованих бакуловірусом Ac-m-GfP (2х105 клітин на мишу). Для всіх 
трьох груп тварин після 48 годин з моменту введення як рекомбінантного 
віруса так і трансдукованих цим вірусом фетальних фібробластів, мишей 
забивали, тканини внутрішніх органів заморожували в рідкому азоті для 
подальшого виділення препаратів ДНК.

Виділення ДНК з тканин мишей. ДНК з клітин тканин (печінки, легень, 
серця, нирок, селезінки і пухлини) мишей лінії c57bl/6j виділяли набо-
ром реактивів GeneJettm Genomic dnA Purification Kit («fermentas», Лит-
ва). Концентрацію тотальної ДНК визначали на приладі nanodrop «thermo 
scientific», (США). Слід зазначити, що отримання тотальної ДНК звичайно 
проводили з 20 мг тканини і при цьому отримували залежно від проби та 
тканини ~ від 21 до 188 нг/мкл тотальної ДНК.

Полімеразна ланцюгова реакція. Полімеразну ланцюгову реакцію ви-
конували на ампліфікаторі bis termocycler (ooo “БИС-Н”). Праймери 
були синтезовані фірмою («invitrogen», cША). Для проведення ПЛР ви-
користовували taq-полімеразу («fermentas», Литва). Продукти ампліфіка-
ції розділяли електрофорезом у 3%-му агарозному гелі. Для детекції баку-
ловірусної ДНК в тканинах мишей використовували двостадійний “nested” 
ПЛР. Для кожної ДНК було здійснено дві послідовні реакції «nested» ПЛР з 
використанням наступних специфічних до бакуловірусної ДНК праймерів 
(для генів pif 1, pif 2):
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Зовнішня пара Pir1 – 5´-tGGtGAAAtAAGcGtcccGAtGtG-3´, 
118f – 5´-tAcAAcGccAcAtctAttcctA-3´.

Внутрішня пара Pif1 – 5´-ctAtAAcGccGAcAccGAAActcc-3´, 
Pir1 – 5´-tGGtGAAAtAAGcGtcccGAtGtG-3´.

Для двох етапів ПЛР об’єм реакційної суміші становив 30 мкл. При 
проведенні першої полімеразної ланцюгової реакції використовували зо-
внішню пару праймерів Pir1 і 118f в результаті чого отримували продукт 
розміром 1260 пар нуклеотидів. Для проведення другої реакції відбирали 1 
мкл реакційної суміші, одержаної після першої реакції і отримували про-
дукт розміром 234 пари нуклеотидів.

Умови проведення ПЛР: для пари Pir1 / 118f: денатурація – 94 ºС, 
30 с; гібридизація з матрицею – 50 ºС, 25 с; елонгація – 72 ºС, 1 хв 10 с, 35 
циклів; для пари Pir1 / Pif1: денатурація – 94 ºС, 30 с; гібридизація з матри-
цею – 60 ºС, 25 с; елонгація – 72 ºС, 20 с, 30 циклів.

Результати і обговорення
Для виявлення місць локалізації при внутрішньовенному введенні ми-

шам рекомбінантних бакуловірусів і трансдукованих фетальних фіброблас-
тів було виділено з різних органів мишей препарати ДНК і методом ПЛР 
було детектовано вірусні послідовності ДНК. Попередньо було проведено 
дослідження для визначення часу, який являеться оптимальним для вияв-
лення вірусних послідовностей в препаратах ДНК, отриманих з органів ми-
шей.

З даних літератури відомо, що бакуловірусна ДНК при внутрівенному 
введенні завжди виявляеться в тканинах печінки і селезінки [8,9]. Ми виді-
ляли ДНК з печінки мишей через 24 чи 48 годин після введення препаратів 
рекомбінантного бакуловірусу (рис.1.).
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Рис.1. Виявлення бакуловірусних 
послідовностей в тканинах печінки 
мишей через 24 та 48 годин після 
внутрішньовенного введення вірусного 
вектора Ac-M-GfP. 
k- - негативний контроль; 
k+ - позитивний контроль (ДНК Ac-m-GfP); 
km – ДНК з печінки контрольної миші; 
1 – ДНК з печінки миші через 24 години після 
введення вірусного вектора Ac-m-GfP; 
2 – ДНК з печінки миші через 48 годин після 
введення вірусного вектора Ac-m-GfP. 

 

 
Рис.2. Виявлення бакуловірусних послідовностей в тканинах різних органів 
мишей через 48 годин після внутрішньовенного введення препаратів: 
i – рекомбінантного бакуловірусного вектора Ac-m-GfP в здорових мишей; 
ii – рекомбінантного бакуловірусного вектора Ac-m-GfP в мишей з пухлиною; 
iii – трансдукованих рекомбінантним бакуловірусним вектором Ac-m-GfP фетальних фібробластів в 
мишей з пухлиною. 

Як видно з отриманих результатів, при внутрішньовенному введенні 
бакуловірусні послідовності виявляються в тканинах печінки, легенів і селезінки 
дослідних мишей здорових і з пухлинами, що співпадає з літературними даними [8]. 
Крім того, ми показали наявність бакуловірусних послідовностей в нирках і в серці, що 
не було виявлено в інших дослідженнях [9], що ймовірно можна пояснити 
застосуванням нами більш чутливого методу «nested Pcr». Також було виявлено 
бакуловірусні послідовності в печінці, легенях і серці при введенні мишам з пухлинами 
фібробластів трансдукованих рекомбінантними бакуловірусами (рис. 2.). Але не було 
виявлено бакуловірусних послідовностей в пухлинах ні при введенні рекомбінантних 
бакуловірусів, ні при введенні трансдукованих фібробластів, хоча ми вважали, що 
трансдуковані фетальні ембріональні клітини будуть мігрувати до пухлин. Можливо, 
що кількість трансдукованих фетальних фібробластів, які ми ін’єкуємо миші, 
недостатня для детекції в пухлині, яка утворюється на лапці. Але оскільки ці 
трансдуковані фібробласти виявляються в клітинах легень, цілком ймовірно, що вони 
придатні для інгібування пухлин і метастазів меланоми, які утворюються в легенях. 

Висновки 
Рекомбінантні бакуловіруси з цільовими генами та ембріональні фібробласти 

миші, трансдуковані бакуловірусом з екзогенним геном (наприклад, з геном бета-

Рис.1. Виявлення бакуловірусних послі-
довностей в тканинах печінки мишей 
через 24 та 48 годин після внутрішньо-
венного введення вірусного вектора Ac-
M-GfP. k- - негативний контроль; k+ - по-
зитивний контроль (ДНК Ac-m-GfP); km – 
ДНК з печінки контрольної миші; 1 – ДНК 
з печінки миші через 24 години після вве-
дення вірусного вектора Ac-m-GfP; 2 – 
ДНК з печінки миші через 48 годин піс-
ля введення вірусного вектора Ac-m-GfP.

Як видно з отриманих результатів, при внутрішньовенному введенні 
бакуловірусні послідовності виявляються в тканинах печінки, легенів і се-
лезінки дослідних мишей здорових і з пухлинами, що співпадає з літера-
турними даними [8]. Крім того, ми показали наявність бакуловірусних по-
слідовностей в нирках і в серці, що не було виявлено в інших досліджен-
нях [9], що ймовірно можна пояснити застосуванням нами більш чутливого 
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методу «nested Pcr». Також було виявлено бакуловірусні послідовності 
в печінці, легенях і серці при введенні мишам з пухлинами фібробластів 
трансдукованих рекомбінантними бакуловірусами (рис. 2.). Але не було ви-
явлено бакуловірусних послідовностей в пухлинах ні при введенні рекомбі-
нантних бакуловірусів, ні при введенні трансдукованих фібробластів, хоча 
ми вважали, що трансдуковані фетальні ембріональні клітини будуть мігру-
вати до пухлин. Можливо, що кількість трансдукованих фетальних фібро-
бластів, які ми ін’єкуємо миші, недостатня для детекції в пухлині, яка утво-
рюється на лапці. Але оскільки ці трансдуковані фібробласти виявляються 
в клітинах легень, цілком ймовірно, що вони придатні для інгібування пух-
лин і метастазів меланоми, які утворюються в легенях.

Висновки
Рекомбінантні бакуловіруси з цільовими генами та ембріональні фі-

бробласти миші, трансдуковані бакуловірусом з екзогенним геном (напри-
клад, з геном бета-інтерферона), можуть бути застосовані, як засіб для до-
ставки цільових білків до місць утворення пухлин і метастазів пухлин в 
системі in vivo.
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який являеться оптимальним для виявлення вірусних послідовностей в препаратах 
ДНК, отриманих з органів мишей. 

З даних літератури відомо, що бакуловірусна ДНК при внутрівенному введенні 
завжди виявляеться в тканинах печінки і селезінки [8,9]. Ми виділяли ДНК з печінки 
мишей через 24 чи 48 годин після введення препаратів рекомбінантного бакуловірусу 
(рис.1.). 

 

Рис.1. Виявлення бакуловірусних 
послідовностей в тканинах печінки 
мишей через 24 та 48 годин після 
внутрішньовенного введення вірусного 
вектора Ac-M-GfP. 
k- - негативний контроль; 
k+ - позитивний контроль (ДНК Ac-m-GfP); 
km – ДНК з печінки контрольної миші; 
1 – ДНК з печінки миші через 24 години після 
введення вірусного вектора Ac-m-GfP; 
2 – ДНК з печінки миші через 48 годин після 
введення вірусного вектора Ac-m-GfP. 

 

 
Рис.2. Виявлення бакуловірусних послідовностей в тканинах різних органів 
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ii – рекомбінантного бакуловірусного вектора Ac-m-GfP в мишей з пухлиною; 
iii – трансдукованих рекомбінантним бакуловірусним вектором Ac-m-GfP фетальних фібробластів в 
мишей з пухлиною. 
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що кількість трансдукованих фетальних фібробластів, які ми ін’єкуємо миші, 
недостатня для детекції в пухлині, яка утворюється на лапці. Але оскільки ці 
трансдуковані фібробласти виявляються в клітинах легень, цілком ймовірно, що вони 
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миші, трансдуковані бакуловірусом з екзогенним геном (наприклад, з геном бета-

Рис.2. Виявлення бакуловірусних послідовностей в тканинах різних органів 
мишей через 48 годин після внутрішньовенного введення препаратів: i – ре-
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Резюме
При введенні мишам внутрішньовенно рекомбінантних бакуловірусів та трас-

дукованих бакуловірусами фетальних фібробластів вірусні послідовності виявля-
ються в тканинах легенів, печінкі, селезінці, серця та нирок, але не виявляються в 
клітинах пухлин, які утворились внаслідок підшкірного введення пухлинних клі-
тин меланоми.

При введении мышам внутривенно рекомбинантных бакуловирусов и 
трасдуцированных бакуловирусами фетальных фибробластов вирусные последова-
тельности обнаруживаются в тканях легких, печени, сердца, селезенки и почек, но 
не обнаруживаются в клетках опухолей, которые образовались вследствие подкож-
ного введения клеток опухоли меланомы.

it was demonstrated that after intravenous injection of both the recombinant 
baculovirus and murine fetal fibroblasts trancduced with a baculovirus vector, virus se-
quences could be detected in lung, liver, heart, spleen and kidney but could not be re-
vealed in tumor, developed after subcutaneous injection of murine melanoma cells.
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ЦИТОГЕНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ КАЛЮСНИХ КУЛЬТУР 
М’ЯКОЇ ПшЕНИЦІ ЗА ДІЇ ОСМОТИЧНОГО СТРЕСУ

Вивчення закономірностей і особливостей структурно-функціональної 
мінливості геному рослин за дії стресових чинників вносить суттєвий 
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вклад у встановлення механізмів їх стійкості до несприятливих факторів 
довкілля. Застосування культури in vitro дозволяє розглядати дію стресорів 
на клітину в строго контрольованих умовах вирощування та надає можли-
вість виключити складні корелятивні взаємовідносини між різними орга-
нами і тканинами й тим самим полегшити дослідження самого процесу дії 
стресового фактора на клітинний метаболізм.

Встановлено, що абіотичні стресори індукують мінливість та неста-
більність геному в культурі in vitro, яка виявляються на різних рівнях до-
сліджень – цитологічному, біохімічному, молекулярному [1-6]. На цитоло-
гічному рівні показано, що в умовах дії осмотичних речовин відбувається 
зниження мітотичної активності, що супроводжується значними морфоло-
гічними та цитохімічними змінами ядер та ядерець в клітинах меристеми 
кореня деяких видів рослин [1,7-9]. Ці зміни проявлялися в деструктуриза-
ції, гомогенізації, вакуолізації, зменшенні середніх розмірів та появі полі-
морфних ядер. За осмотичного стресу спостерігається значна конденсація 
ядер та фрагментація ДНК [10]. Крім того, гіперосмолярність також ство-
рює вторинний окислювальний стрес, який викликає надмірна кількість ак-
тивних форм кисню (АФК). АФК можуть мати пошкоджуючий вплив на 
клітинні структури і макромолекули, особливо на ДНК, викликаючи чис-
ленні ушкодження, внаслідок чого виникають делеції, мутації та інші ге-
нетичні ефекти [11-13]. Значний цитотоксичний ефект осмотиків, зокрема 
маніту, було встановлено при дослідженні клітин меристеми кореня рослин 
Centaurea ragusina l., які культивувалися in vitro [14]. Виявлено як хромо-
сомні аберації, так і аномалії мітозу, пов’язані з порушеннями веретена по-
ділу.

Особливості цитогенетичної мінливості калюсних культур пшениці в 
процесі отримання форм, стійких до абіотичних стресових чинників, до-
сліджені не достатньо. Однак цитогенетична нестабільність при культиву-
ванні in vitro може призводити як до втрати стійкості до стресорів, так і до 
зниження морфогенетичного потенціалу [16-18]. У зв’язку з цим, метою на-
шої роботи було вивчення дії різних концентрацій маніту на цитогенетичну 
структуру клітинних популяцій калюсних ліній м’якої пшениці.

Матеріали і методи
Матеріалом досліджень були калюсні лінії, отримані із експлантів вер-

хівки пагона 3-добових стерильних проростків рослин м’якої пшениці сор-
ту Зимоярка та рослин r2 сомаклональних ліній цього ж сорту, стійких до 
збудника офіобольозної кореневої гнилі. Для індукції калюсу використову-
вали середовище МС [19], доповнене 2,4-Д у концентрації 2,0 мг/л. Калю-
си культивували при 26 °С , освітленні 3-4 клк, відносній вологості повітря 
70% і 16-годинному фотоперіоді. В якості стресового чинника використову-
вали маніт, який додавали у живильне середовище у концентраціях: 0; 0,4, 
0,6, 0,8 та 1,0 М. Для того, щоб всі клітини підлягали осмотичному впли-
ву використовували маленькі мікрокалюси (не більше 5-10 мг). Летальні та 
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сублетальні концентрації маніту в культурі тканин пшениці були встанов-
лені в попередніх дослідженнях [20]. В дослідах використовували сформо-
вані лінії 5 пасажу, які вирощували на селективних середовищах протягом 
пасажу.

Цитологічний аналіз проводився, виключаючи предфіксаційний вплив 
на мітоз, з використанням стандартної методики фіксації (етиловий спирт: 
оцтова кислота 3:1). Калюсні культури забарвлювали 2% оцетоорсеїном та 
готували тимчасові препарати за стандартною методикою [21]. Цитологіч-
не дослідження калюсів проводили в експоненціальну фазу росту, в період 
найбільшої мітотичної активності, яка спостерігалася на 6-7 добу культиву-
вання. Цитогенетичний ефект дії маніту на культуру тканин пшениці визна-
чали за зміною співвідношення клітин різного рівня плоїдності та частотою 
структурних перебудов хромосом і аномалій мітозу. Достовірність отрима-
них даних визначали за критерієм Ст’юдента.

Результати і обговорення
Треба відмітити, що клітинні культури пшениці виявили схожу реак-

цію на осмотичний стрес, тому аналіз впливу різних концентрацій маніту 
на генетичну структуру клітинних популяцій приведено на прикладі калюс-
них ліній №7 (сорт Зимоярка) та №11 (сомаклональна лінія № 2 сорту Зи-
моярка). Калюсні лінії (контроль) характеризуються стабільно-гетероген-
ною структурою клітинної популяції, де близько 60-70% складають гексап-
лоїдні клітини, при наявності певного пулу (~ 12-16 %) поліплоїдних та (~ 
12%) анеуплоїдних клітин і незначної кількості клітин іншого рівня плоїд-
ності (табл. 1).

Таблиця 1
Частота клітин з різним числом хромосом у калюсів на середовищах з різною концен-
трацією маніту

Калюсна 
лінія

Досліджено
метафаз, шт.

 Кількість клітин з числом хромосом, %
< 6х 6х > 6х анеуплоїдні

0,4М маніту
№7 127 4,7±1,9 68,5±4,1 9,4±2,6 17,4±3,4
№11 134 3,7±1,6 70,9±3,9 10,4±2,6 15,0±3,1

0,8М маніту
№7 86 - 51,2±5,4 17,4±4,1  31,4±5,0*
№11 98 - 61,2±4,9 19,4±4,0 19,4±4,0

1,0 М маніту
№7 24 - 66,7±9,6 12,5±6,8 20,8±8,3
№11 57 - 54,3±6,6 19,4±5,2 26,3±5,8*

Контроль
№7 145 4,8± 1,8 70,3±3,8 12,4±2,7  12,4±2,7
№11 137 7,9±2,3 63,5±4,1 16,8±3,2  11,8±2,8

*різниця між контролем та дослідом достовірна при р ≤ 0,05
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При перенесенні калюсів на живильні середовища з низькою концен-
трацією осмотика яка слабо інгібує ріст культур - 0,4М, достовірних від-
мінностей за числом наборів хромосом та частотою їх аберацій в кліти-
нах контрольних та дослідних калюсних ліній не виявлено (табл.1 та 2). Це 
свідчить про те, що маніт у низьких концентраціях не має вираженого ци-
тогенетичного ефекту на калюсні культури пшениці.

Підвищення концентрації маніту до 0,8 М призводило до певних змін 
в генетичній структурі клітинних популяцій. У лінії №7 визначається ста-
тистично достовірне збільшення кількості анеуплоїдних клітин та часто-
ти хромосомних аберацій, в той час як у лінії №11, стійкої до метаболітів 
збудника офіобольозної кореневої гнилі, достовірне збільшення числа та-
ких клітин відбулося лише за концентрації 1М, проте достовірних змін час-
тоти структурних перебудов хромосом не виявлено. Структурні перебудо-
ви хромосом були представлені хромосомними і хроматидними мостами та 
фрагментами. Переважаюча більшість аберацій (80 %) виявляється в кліти-
нах у вигляді хроматидних мостів, що свідчить про збереження в клітинних 
поколіннях дицентричних хромосом в результаті циклу “розрив-злиття-
міст” [22]. Слід зазначити, що за частотою таких порушень між калюса-
ми, які культивувалися на середовищах з сублетальною концентрацією ма-
ніту і контролем достовірні відмінності виявлено лише у лінії №7 (табл. 2), 
тоді як у лінії №11 спостерігається тенденція до її підвищення. Тобто висо-
кі концентрації маніту мають виражений кластогенний ефект лише на не-
стійкі клітинні лінії пшениці, в той час як у стійких до метаболітів збудника 
офіобольозної кореневої гнилі клітинних ліній його не виявлено.

Таблиця 2
Частота аберацій хромосом у калюсних культур пшениці на середовищах з різною кон-
центрацією маніту

Калюсна лінія Кількість досліджених 
анафаз, шт

Кількість анафаз з пору-
шеннями, шт. Частота, %

0,4 М маніту
№7 124 9 7,3±2,3
№11 117 7 6,0±2,2

0,8М маніту
№7 93 13 14,0±3,6*
№11 88 7 8,0±2,9

1,0 М маніту
№11 63 8 12,7±4,2

Контроль
№7 152 7 4,6±1,7
№11 136 6  4,4±1,8

*різниця між контролем та дослідом достовірна при р ≤ 0,05
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За сублетальної концентрації маніту достовірно зростала і частота ано-
малій мітозу, пов’язана з порушеннями веретена поділу - від 4-5 % в конт-
ролі до 14 -19 % у досліді (табл.3). Виявлені відсталі хромосоми, багатопо-
люсні мітози, мікроядра та злипання хромосом.

Таблиця 3
Частота виникнення турбагенних ефектів та аномалій хроматину в мітотичних клітинах 
калюсних культур пшениці на середовищах з різним вмістом маніту*

Лінія
Концен-
трація 

маніту, %

Кількість клітин 
з аномалія мітозу, 
(в % від мітотич-

них клітин)

З них, % : 
Відставан-
ня хромо-

сом

Мультипо-
лярні мі-

този

Злипання 
хромосом Мікроядра

№7 0 4,5±1,5 1,0 ±0,7 1,5 ±0,9 1,0 ±0,7 1,0 ±0,7
0,4М 8,5±1,9 1,5 ±0,9 2,0±1,0  3,0±1,2 2,0±1,0
0,8М 19,5±2,8** 2,5±1,1 7,0±1,8** 6,5 ±1,7 ** 3,5±1,3

№11 0 5,0±1,5 1,5 ±0,9 1,0±0,7 1,0±0,7 1,5 ±0,9
0,4М 7,0±1,8 1,0±1,0 2,5±1,1 2,5±1,1 1,0±1,0
0,8М 14,5±2,5 3,0±1,5 4,0±1,4 5,0±1,5** 2,5±1,1

*Кількість досліджених мітотичних клітин складала 200 на варіант; ** Різниця між 
контролем та дослідом достовірна при р ≤ 0,05

Треба відмітити, що на середовищах з високою концентрацією осмо-
тика спостерігалось достовірне збільшення числа багатополюсних мітозів 
у лінії №7, в той час як у лінії №11 суттєвих відмінностей не виявлено. Ві-
домо, що така аномалія клітинного поділу є проявом сильної антимікротру-
бочкової дії токсичних сполук [23]. Отримані результати свідчать, що суб-
летальна концентрація маніту викликає турбагенні порушення в клітинах 
нестійких калюсних культур пшениці.

На стадії інтерфази з частотою 2,5-3,5 % зустрічалися клітини з мікро-
ядрами. Вони можуть утворюватися внаслідок виходу з мітозу клітин з від-
ставанням хромосом, що наряду з багатополюсними мітозами обумовлює 
можливість розвитку анеуплодії. Крім того, наявність мікроядер служить 
індикатором початку патологічних процесів і нестабільності геному [24].

Поряд з мікроядрами, за сублетальної концентрації осмотика, у стій-
ких та нестійких калюсних ліній пшениці відзначено достовірне підвищен-
ня частоти злипання хромосом. Кількість таких порушень була більша в 5-6 
разів порівняно з контролем, тобто ця аномальність хроматину була най-
більш вираженим цитогенетичним ефектом дії маніту. Виявлено як злипан-
ня хромосом аж до повної аглютинації хроматину, так і множинне злипання 
у вигляді комків, тобто клампінг хромосом. Слід зазначити, що підвищена 
липкість хромосом також може індукувати липкі мости в анафазі, що ро-
бить неможливим нормальний цитокінез. Дана аномалія розглядається як 
загальна ознака токсичного впливу на хромосоми, яка несумісна з життєз-
датністю клітин та призводить до їх загибелі [23].
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В присутності летальної для калюсних культур пшениці концетрації 
маніту 1М не виявлено мутагенного ефекту. Це може бути пов’язане з тим, 
що мітози спостерігалися тільки на перших днях пасажу і ділилися лише 
ті клітини, які у вихідній тканині пройшли стадії G1 та s і вже були підго-
товлені до поділу. На середовищах з летальною дозою осмотика починаю-
чи з третьої - п’ятої доби росту спостерігається поява клітин із лопатевими 
ядрами, злипанням хромосом та мікроядрами. При подальшому культиву-
ванні калюси чорніли та відмирали. Треба відмітити, що такі аномалії міто-
зу та зони некрозу виявлялися і у калюсних культур на середовищах з суб-
летальною дозою маніту, проте вони спостерігалися значно пізніше, в ос-
новному, починаючі з 10-15 доби пасажу.

Підсумовуючи, слід зазначити, що нами виявлений цитогенетичний 
ефект дії маніту в культурі тканин м’якої пшениці. Сублетальні концентра-
ції осмотика викликають зміни рівня плоїдності клітин калюсних ліній, що 
виявляється достовірним збільшенням числа анеуплоїдних клітин. Показа-
но, що високі концентрації маніту мають виражений кластогенний ефект 
лише на нестійкі клітинні лінії пшениці. Злипання хромосом було найбільш 
вираженим цитогенетичним ефектом дії цього стресового чинника на ка-
люсні культури пшениці. Встановлено, що сублетальна концентрація мані-
ту викликає турбагенні порушення в клітинах нестійких калюсів.

Робота була виконана в рамках наукового проекту цільової комплексної 
міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України „Фунда-
ментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій”.
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Резюме
Досліджені цитогенетичні особливості стійких та нестійких до метаболітів 

збудника офіобользної кореневої гнилі калюсних культур пшениці за дії осмотич-



487

ного стресу. Показано, що сублетальні концентрації маніту викликають достовір-
не збільшення числа анеуплоїдних клітин. Найбільш вираженим цитогенетичним 
ефектом дії осмотика на калюсні культури пшениці є злипання хромосом. Встанов-
лено, що високі концентрації стресового чинника мають виражений кластогенний 
ефект та викликають турбагенні порушення в клітинах нестійких калюсів.

Исследованы цитогенетические особенности устойчивых и неустойчивых к 
метаболитам возбудителя офиоболлезной корневой гнили каллусных культур пше-
ницы при действии осмотического стресса. Показано, что сублетальные концентра-
ции маннита вызывают достоверное увеличение числа анеуплоидных клеток. На-
иболее выраженным цитогенетическим эффектом действия осмотика на каллусныt 
культуры пшеницы является слипание хромосом. Установлено, что высокие кон-
центрации стрессового фактора имеют выраженный кластогенный эффект и вызы-
вают турбагенные нарушения в клетках неустойчивых каллусов.

the cytogenetic characteristics of resistant and unresistant to metabolites of take-all 
root rot pathogen callus cultures of wheat under the influence of osmotic stress has been 
investigated. it is shown that sublethal concentrations of mannitol causing a significant 
increase in the number of aneuploid cells. the most pronounced cytogenetic effect of the 
osmotic agent on the callus culture of wheat is sticking chromosomes. it is established 
that high concentrations of stress factors have a significant clastogene effect and cause tur-
bagene disorders in cells of unresistant calluses.

КАМЕНЧУК О.П., БОБИК Л.В., КУРЧІЙ Б.О.
Інститут фізіології рослин і генетики НАН України,
вул. Васильківська 31/17, 03022 Київ, Україна

СИНТЕЗ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ СПОЛУК ГРИБАМИ РОДУ 
ACREMONIUM SPP.

cеред стероїдних сполук рослинного походження брасиностероїди яв-
ляються важливим класом природних регуляторів росту у вищих і нижчих 
рослинах. Брасиностероїди – стероїдні гормони, які впливають на ростові 
процеси вегетативних органів рослин, фотосинтетичну активність, старін-
ня, проростання насіння, фотоморфогенез, цвітіння і захисні реакції за дії 
біотичних і абіотичних факторів. Як для брасиноїд-дефіцитних, так і не-
чутливих мутантних рослин також характерний широкий спектр феноти-
пічних реакцій: карликовість, зміна форми листка, затримка цвітіння, пору-
шення фертильності і фотоморфогенезу тощо [3].

Брасиностероїди присутні в рослинах в дуже малих концентраціях. 
Кількісний вміст цих біорегуляторів визначається типом тканини і ступе-
нем її диференціації. Тканини з активним ростом містять значно більші 
кількості брасиностероїдів в порівнянні із диференційованими [6].

Отримання і використання в практиці рослинництва природних гормо-
нальних сполук являється актуальною задачею, особливо в зв’язку із абіо-
тичними стресами, котрі відбуваються періодично в останні десятиліття 
(вітряні бурі, паводки, посухи та інші кліматичні аномалії). Брасиностерої-
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ди набувають також широкого практичного застосування в рослинництві і 
біотехнологічних процесах. Так, зокрема, препарат «Эпин» (основна дію-
ча речовина 24-епібрасинолід) являється ефективним імуномодулятором, 
підвищує стійкість рослин до стресів і фітопатогенів [2, 3].

Серед природних джерел гормональних сполук особливе місце нале-
жить нижчим грибам. Наприклад, широка біологічна активність женьшеню 
зумовлена не тільки сполуками, синтезованими самою рослиною, а також 
специфічною асоціацією микроорганізмів кореневої системи, серед яких 
виявлено і гриби роду Acremonium spp. [7].

В задачу наших досліджень входило дослідити вміст брасиностерої-
дів, а також інших природних фітогормонів в культуральному середовищі 
вирощування і міцелії гриба Acremonium spp, який входить в склад асоціа-
ції мікроорганізмів ризосфери женьшеня.

Матеріал і методи
Гриб Acremonium spp. вирощували протягом 21 доби при кімнатній 

температурі в рідкому органічному (натуральному) і мінеральному (синте-
тичному) культуральних середовищах в скляних флаконах (матрацах) при 
12-ти годинному світловому режимі (4 люмінесцентні лампи по 40 вт).

В склад органічного середовища для культивування грибів включено 
(г/л води, ph 6,8-7,0): глюкоза -20,0, соєве борошно -12,0, дріжджовий авто-
лізат -3,0, кукурудзяний екстракт -3,0, caco3 -4,5, K2hPo4 -0,3.

В склад синтетичного середовища включено (мг/л води, ph 6,8-7,0): 
K2hPo4 -600, Kh2Po4 -1800, mgso4 -400, K2so4 -200, feso4 -4, mnso4 -4, 
аспарагін -0,02, KJ -0,02, вітамін b1 -1, вітамін b6 -2, вітамін PP -2, mes 
2260 -4520, d-інозитол -100, d-глюкоза -16, пектин -2000, гіберелова кисло-
та -0,003, Koh, 5m -3 краплі.

Екстракцію речовин із міцелію гриба проводили 80%-ним метанолом, 
культуральну рідину випаровували під вакуумом при +45°С.

Очищення фітогормонів для рідинної хроматографії високого тис-
ку (hPlc) проводили хроматографією на пластинках [1]. Кількісне і якіс-
не визначення брасиностероїдів, абсцизової, гіберелінової і індолілоцто-
вої кислот здійснили методом ефективної рідинної хроматографії високого 
тиску на хроматографі Agilent 2000, порівнюючи речовини із стандартами 
(sigma). Колонка С18, рухома фаза метанол:вода (80:20).

Результати і обговорення
Нами досліджено вміст речовин в міцелії гриба при екстракції різни-

ми екстрагентами: етанол, хлороформ, етилацетат, етиловий ефір, пропа-
ном, бутанол, метанол і ацетонітрил. Виявлено, що найменша кількість ре-
човин була в варіанті при екстракції 80%-ним етанолом, а найбільша – 80%-
ним метанолом (рисунок). В інших розчинниках було по декілька речовин 
невідомої природи, тому в подальшій роботі цими розчинниками ми не ко-
ристувались. Таким чином, встановлено, що стероїдні сполуки найменше 
розчинні в етанолі. Це було підтверджено також і при розчиненні стандарт-
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них речовин для аналізу в хроматографі: розчинність 24-епібрасиноліду, ер-
гостеролу, холестеролу і стігмастеролу була дуже малою в етанолі, і навпа-
ки – повністю в метанолі.

Рисунок. Хроматограма речовин в міцелії гриба Acremonium spp. Екстракція: 
А - етанол:вода (8:2), Б - метанол:ацетонітрил (1:1), В - метанол:вода (8:2).

Вміст речовин класу стероїдів в середовищі культивування гриба 
Acremonium spp представлено в таблиці 1.

Таблиця 1
Вміст стероїдних сполук в культуральній рідині і міцелії гриба Acremonium spp.

Варіанти Вміст в культуральній 
рідині, нг в 1 мл

Вміст в міцелії гриба, нг 
в 1 мг сирої речовини

Культуральне 
середовище
(органічне)

24-епібрасинолід 0,00077±0,000043 0,00063±0,000021
Ергостерол Сліди 0,0022±0,00027
Холестерол 0,0051±0,000091 0,0097±0,00019

Культуральне 
середовище
(мінеральне)

24-епібрасинолід 0,00022±0,000017 0,00014±0,000095
Ергостерол Сліди 0,0013±0,00031
Холестерол 0,0015±0,00031 0,0033±0,00014

Таким чином, в рідині культивування і міцелії гриба Acremonium spp. 
ідентифіковано три стероїдні сполуки : 24-епібрасинолід, ергостерол і хо-
лестерол. В досліджуваних розчинах стігмастеролу нами не виявлено. Як 
бачимо із даних таблиці холестерол представлений в найбільшій кількості 
в порівнянні із іншими регуляторами росту. Більший вміст холестерору в 
порівнянні із іншими регуляторами росту, з одного боку, може мати само-
стійне біологічне значення, з другого – слугувати попередником в синтезі 
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інших брасиностероїдів. Попередниками у синтезі брасиностероїдів є ряд 
сполук, серед яких кампестерол є найближчим попередником [5]. В міцелії 
гриба містилось майже на порядок більше речовин стероїдного класу. В аб-
солютних значеннях більша кількість регуляторів росту була при вирощу-
ванні гриба на органічному середовищі. Вирощування гриба на мінераль-
ному середовищі також супроводжувалось накопиченням значної кількості 
стероїдних сполук. Треба зазначити, що при тривалому (1,5-2 роки) куль-
тивуванні гриба його здатність синтезувати регулятори росту різко змен-
шується, що потребує нового виділення грибу із ризосфери женьшеня для 
введення в культуру.

Зроблено також важливий висновок із хроматографічних аналізів: при 
розчиненні в метанолі (100%) і в 80%-них водних розчинах етанолу, чи ме-
танолу 24-епібрасинолід через 4 дні (навіть при зберіганні в холодильнику 
при -20ºС) окислювався з утворенням нових двох сполук невідомої приро-
ди. Таким чином, є сумніви в тому, що в розчинах препаратів, розрекламо-
ваних для застосування в сільському господарстві і біотехнологічних про-
цесах, знаходиться 24-епібрасинолід. Стероїдні (брасиностероїдні) сполу-
ки з фізіологічної точки зору являються ефективними антиоксидантами [4], 
тому легко окисляються і це значить, що в розчинах уже знаходяться не 
вихідні сполуки, а їх похідні, а отже і біологічна дія цих сполук буде іншою.

Вміст фітогормонів, що продукуються грибом роду Acremonium spp. 
представлено в таблиці 2. Як і в досліді із визначенням стероїдів в міцелії 
гриба містилось значно більше гіберелової, абсцизової і індолілоцтової 
кислот. Інші природні регулятори були в дуже малих кількостях (дані в таб-
лиці не наведені).

Таблиця 2. 
Вміст речовин в культуральному середовищі і міцелії гриба Acremonium spp.

Варіанти Вміст в культураль-
ній рідині, нг в 1 мл

Вміст в міцелії гри-
ба, нг в 1 мг сирої 

речовини
Культуральне 
середовище
(органічне)

Гіберелова кислота (ГК3) 0,082±0,0052 0,41±0,025
Абсцизова кислота 0,00041±0,000041 0,0063±0,00025

Індолілоцтова кислота 0,0043±0,00011 0,073±0,0051
Культуральне 
середовище
(мінеральне)

Гіберелова кислота (ГК3) 0,025±0,0072 0,52±0,017
Абсцизова кислота 0,00015±0,000022 0,0021±0,00019

Індолілоцтова кислота 0,0013±0,00011 0,071±0,0043

Як видно із рисунка в екстрактах із міцелія гриба виявлено більше 20 
речовин. Проте за відсутності стандартних зразків ми не змогли їх визначи-
ти. Крім того, культуральні рідини і міцелії грибів різних сезонних періодів 
культивування (дані не наведені) відрізняються як за наявністю біологічно 
активних речовин, так і за їх кількісним вмістом, що потребує постійного 
хроматографічного моніторингу.
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Висновки
Біологічна активність гриба Acremonium spp в значній мірі може бути 

зумовлена, синтезованими ним стероїдними сполуками (24-епібрасиноліду, 
ергостеролу і холестеролу), а також гіберелінової, абсцизової і індолілоцто-
вої кислот. В етаноло-водних розчинах дані сполуки не розчинні, повністю 
розчинні тільки в метаноло-водних розчинах. В спиртово-водних розчинах 
24-епібрасинолід розкладається, тому зберігати його можна тільки в сухо-
му порошкоподібному стані.
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Резюме
in this report it is presented evidence on the presence of steroid substances (24-epi-

brassinolide, ergosterol and cholesterol) and also gibberellic, indolylacetic and abscisic 
acids in the milieu of cultivation and in mycelia of Acremonium sp. fungi. it is found, that 
24-epibrassinolide in methanol and its aqueous solution after 4 days stored was destruct-
ed with formation of two unknown substances.

В этом сообщении представлены данные о наличии стероидных соедине-
ний (24-эпибрассинолида, эргостерола и холестерола), а также гибберелловой, ин-
долилуксусной и абсцизовой кислот в среде культивирования и мицелии гриба 
Acremonium spp. Установлено, что 24-эпибрассинолид в метаноле и его водном рас-
творе через 4 дня распадался с образованием двух неизвестных соединений.

В цьому повідомленні представлено дані про наявність стероїдних сполук 
(24-епібрасиноліду, ергостеролу і холестеролу), а також гіберелової, індолілоцто-
вої і абсцизової кислот в середовищі культивування і міцелії гриба Acremonium spp. 
Встановлено, що 24-епібрасинолід в метанолі і його водному розчині через 4 дні 
розкладався з утворенням двох невідомих сполук.
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ВВЕДЕНИЕ В КУЛЬТУРУ IN VITRO КИЗИЛЬНИКА ДАММЕРА 
(COTONEASTER DAMMERII C.K. SCHNEID).

Кизильник Даммера (Coto-
neaster Dammerii) – высокодекора-
тивное растение, относится к се-
мейству розоцветных (Rosaceae). 
Образует невысокие, 10 - 20 см, сте-
лющиеся кусты до 1,5 м, цветущие 
в весенний период не крупными, 
но довольно красивыми беловато-
розовыми цветками, являющимися 
кроме того, хорошим медоносом, к 
осени на побегах образуются крас-
ные ягоды (рис. 1). В природе рас-
тет в горах Центрального Китая. В 
культуре известен с 1900 г. [4].

Материалы и методы
Материал для введения в культуру in vitro, ветви кизильника, брали в 

осенний период в Ботаническом саду ВГУ им. проф. Б. М. Козо-Полянско-
го. Типом первичного экспланта был выбран стеблевой сегмент, содержа-
щий пазушную или апикальную почку (рис. 2).

Стерилизацию исходного материала проводили следующим образом: 
побеги тщательно мыли под проточной водой мягкой губкой с бытовым 

моющим средством для посуды, затем с кизильни-
ка, так как он – вечнозеленое растение, срезали лис-
тья на половину длины. После этого ветви нареза-
ли на сегменты, удобные для следующих стадий. 
Полученные таким образом участки стебля с меж-
доузлиями помещали в стеклянную емкость, зали-
вали водопроводной водой, добавляли каплю быто-
вого моющего средства, накрывали марлей и кача-
ли на качалке 10 мин. После этого материал на 20 
мин ставили под проточную воду, не снимая марли. 
По истечении этого времени в емкость с побегами 
заливали дистиллированную воду и снова качали 10 
мин. Следующие этапы проводили в стерильных ус-
ловиях: материал обрабатывали стерилизующими 
растворами, после чего по 5 мин троекратно отмы-

Рисунок 1. Кизильник Даммера

Рисунок 2. Первич-
ный эксплант с ре-
генерантом из почки
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вали в стерильной дистиллированной воде на качалке. Поскольку кизиль-
ник Даммера – вечнозеленое растение, осенний материал сильно инфици-
рован. Для обеззараживания первичных эксплантов поверхностную стери-
лизацию проводили двумя способами. В первом случае материал помещали 
на 15 мин в раствор отбеливателя «Белизна» в стерильной дистиллирован-
ной воде в соотношении 1 : 3, соответственно. Второй способ отличается 
тем, что использовали 4% раствор «Белизны», содержащий 0,04% мертио-
лята и стерилизовали 20 мин.

После завершения этапа обеззараживания побеги в ламинаре нарезали 
на стеблевые сегменты с одной пазушной почкой и помещали в пеницилли-
новые пузырьки на питательную среду WPm, половинную по макросолево-
му составу (1/2 WPm) с добавлением 0,2 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП) 
и 0,1 мг/л гибберелловой кислоты (ГА3).

Для поддержания и мультипликации кизильника в пробирочной куль-
туре использовали среду 1/2 WPm с добавлением 0,2 мг/л БАП и 0,1 мг/л 
ГА3 или половинную по макросолевому составу среду Мурасиге и Ску-
га (1/2 ms) [5]. Для корнеобразования экспланты помещали на среду 1/2 
WPm, дополненную а) 3 мг/л ИУК, б) 5 мг/л ИУК.

У многих эксплантов на базальной части побега развивалась эндоген-
ная инфекция, от которой в некоторых случаях невозможно полностью из-
бавиться при первичной стерилизации. Для сохранения материала среза-
ли верхнюю часть растущего побега и сажали на среду прежнего соста-
ва. Это позволяло выращивать растения из стерильной области меристемы 
экспланта.

Результаты и обсуждение
Материал для введения кизильника Даммера в стерильную пробироч-

ную культуру in vitro брали в осенний период, что отчасти объясняет труд-
ности с избавлением от инфекции при стерилизации. Исходные растения 
растут на территории ботанического сада ВГУ в открытом грунте.

Были испробованы два варианта обеззараживания первичных эксплан-
тов. Результаты показали, что 7% растений, обработанных стерилизующим 
раствором, содержащим только «Белизну» в высокой концентрации (30%), 
сохранились в культуре после двух недель культивирования. Во втором 
случае (4%) процент оставшихся незараженных эксплантов составил 69%. 
Таким образом, меньшая концентрация хлорсодержащего агента и мертио-
лят в обеззараживающем растворе способствуют лучшему избавлению от 
инфекции.

В качестве первичного экспланта использовали узловой сегмент с од-
ной или двумя почками. На начальном этапе нужно было добиться получе-
ния хорошо растущей стерильной культуры. Для образования регенерантов 
все экспланты при введении помещали на половинную по макросолевому 
составу среду WPm с добавлением 0,2 мг/л 6-БАП и 0,1 мг/л гиббереловой 
кислоты. Для избавления от эндогенной инфекции, проявлявшейся в ба-
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зальной части многих первичных эксплантов срезали регенерант, вырос-
ший из меристемы почки, и переносили на питательную среду того же со-
става. Чтобы не допустить высыхания среды и из-за накопления продуктов 
жизнедеятельности вокруг погруженной части, экспланты каждую неделю 
пересаживали на свежие среды.

Было замечено, что при помещении побегов на 1/2 WPm с добавлени-
ем 0,2 мг/л БАП и 0,1 мг/л ГА3, шло развитие адвентивных медленнорасту-
щих побегов, а на 1/2 ms без гормонов происходил активный рост апикаль-
ной меристемы одного из побегов экспланта, что приводило к образованию 
довольно высокого растения с хорошо развитыми листьями и слабым вет-
влением (рис. 3).

А    Б 
Рисунок 3. Экспланты кизильника Даммера: А – образование множественных 

побегов, Б – рост единичного побега

После трех недель депонирования на описанных средах мы получи-
ли достаточное количество эксплантов для отработки следующего этапа. 
Часть растений была пересажена на среды, отличающиеся от исходных гор-
мональным составом: 1/2 WPm + 3 мг/л индолилуксусной кислоты (ИУК) 
и 1/2 WPm + 5 ИУК. Через две недели у 5% побегов первого и 30% второго 
варианта образовались и развились корни (рис. 4).

Укоренившиеся растения in vitro были переведены в условия in vivo, 
культуры закрытого грунта: посажены в прозрачные пластиковые контей-
неры с песком, прогретым в микроволновой печи 30 мин (рис. 4).

На этом этапе происходят многие изменения: переход растений с гете-
ротрофного на автотрофное питание, развитие устьичного аппарата, адап-
тация к более сухому воздуху, перепаду температур, утолщение кутикулы и 
т.п. Это необходимо для пробирочных растений перед использованием их в 
условиях открытого грунта.

После того, как растения адаптировались к почвенным условиям, их 
пересаживали в почвосмесь следующего состава: 1 объемная часть чер-
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нозема, 4 части песка, 4 части нейтрализованного верхового торфа. Готов-
ность растения для перевода из песка в грунт определяли по росту темно-
зеленых листьев, изменению цвета побега на более темный с красноватым 
и развитию крепкой корневой системы, они закаляются (рис. 5).

А    Б     В
Рисунок 4. Перевод растений кизильника Даммера из культуры in vitro в усло-
вия закрытого грунта: А – корнеобразование у эксплантов на среде с ИУК, Б – 

растение перед посадкой в песок, В – адаптация к тепличным усовиям

А   Б    В
Рисунок 5. Перевод адаптированного растения кизильника Даммера в горшеч-
ную культуру: А – растение, адаптированное в песке, Б – общий вид адаптиро-

ванного растения, В – растение в горшке с почвенной смесью

Выводы
Кизильник Даммера – декоративное вечнозеленое растение, эндемик 

гор центрального Китая, имеет широкое применение в декоративном озеле-
нении. Нами была подобрана методика стерилизации исходного раститель-
ного материала, получены растения in vitro и выяснены среды, наиболее 
подходящие для поддержания, множественной мультипликации и корнеоб-
разования в стерильной пробирочной культуре. Выяснено, что для индук-
ции корнеобразования необходимо довольно высокое содержание аукси-
на β-индолилуксусной кислоты - фитогормона (5 мг/л), стимулятора роста 
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растений. Укоренившиеся in vitro растения успешно адаптированы в закры-
том грунте, переведены в горшечную культуру и могут быть использованы 
для высадки в питомники, на открытые земельные участки.
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Резюме
Подобраны условия введения в культуру in vitro кизильника Даммера. Разрабо-

тана методика депонирования и мультипликации растений в стерильной пробироч-
ной культуре, а также корнеобразование и их адаптация к почвенным условиям. По-
лученные растения нормально растут, имеют хорошо развитые побеги с листьями, 
корневую часть и могут быть использованы в открытом грунте.

Пiдiбранi умови введення в культуру in vitro кизильника Даммера. Розроблена 
методика депонування та мультиплікацiї рослин у стерильнiй пробiрочнiй культурi, 
а також коренеутворення i їх адаптацiї до грунтових умов. Одержанi рослини нор-
мально ростуть, мають добре розвиненi пагони з листями, кореневу систему i мо-
жуть бути використанi у відкритому грунтi.

КВАСКО Е. Ю., МАТВЕЕВА Н. А., шАХОВСКИЙ А. М.
Институт клеточной биологии и генетической инженерии НАН Украины,
Украина, 03680, ул. Заболотного, 148, e-mail: kvasko.olena@gmail.com

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ AGROBACTERIUM TUMEFACIENCE ДЛЯ 
ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ ЭНДИВИЯ CICHORIUM 

ENDIVIA L. ВЕКТОРАМИ С ГЕНОМ ИНТЕРФЕРОНА α2B 
ЧЕЛОВЕКА

Эндивий (Cichorium endivia l.) – растение семейства compositae, 
встречающееся в Европе, Восточной Азии, Северной Америке [1]. Это ле-
карственное растение, обладающее гепатопротекторными [2], антидиабе-
тическими [3] свойствами, имеет высокое содержание антиоксидантов [4], 
а также является ценным пищевым продуктом с высоким содержанием ди-
етических волокон, калия, витамина С [5]. Растения этого вида могут быть 
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объектами генетической трансформации, поскольку перенесение в геном 
эндивия генов, кодирующих синтез биологически активных соединений, 
дает возможность расширить спектр его лекарственных свойств.

Актуальным направлением современной биотехнологии является со-
здание трансгенных растений с генами фармацевтически ценных белков, 
в том числе с имуномодулирующими свойствами. Одним из таких бел-
ков является интерферон –цитокин, который синтезируется клетками им-
мунной системы в ответ на вирусную инфекцию. α-интерферон повышает 
фагоцитарную активность макрофагов и функцию цитотоксических 
Т-лимфоцитов, способствует лизису инфицированных клеток, замедляет 
развитие вирусных инфекций, угнетает пролиферацию клеток, потенци-
ально являясь противоопухолевым средством [6].

Бактерии рода Agrobacterium (A. tumefacience и A. rhizogenes ) 
способны инфицировать двудольные растения и при этом переносить часть 
своей генетической информации в их геном. На этом основан один из мето-
дов получения растений с трансформированным геномом – Agrobacterium-
опосредованная трансформация [7]. С помощью этого метода при исполь-
зовании векторных конструкций с генами, кодирующими представляющие 
интерес для сельского хозяйства и фармакологии признаки, можно полу-
чить трансгенные растения с новыми свойствами.

Целью данной работы было получение растений эндивия с геном 
интерферона-α2b с использованием A. tumefacience.

Материалы и методы
Для трансформации использовали семядольные экспланты асептичес-

ких растений C. endivia l var latifolium lam, полученных путем поверхност-
ной стерилизации семян [8]. Экспланты с предваритедльно сделанными на-
сечками кокультивировали с суспензией A. tumefacience (штамм Gv3101) 
с векторными конструкциями рСВ124 (гены интерферона-α2b inf-α2b и 
неомицинфософтрансферазы ІІ npt II) и рСВ125 (ген inf-α2b и ген устойчи-
вости к биалафоссодержащим гербицидам bar) [9] в течение 30 мин. После 
этого экспланты переносили на среду Мурасиге и Скуга [10] с 2,5 мг/л ки-
нетина и 0,5 мг/л α-нафтилуксусной кислоты без антибиотиков для регене-
рации растений. После культивирования на этой среде в течение 2 суток к 
среде для регенерации добавляли 600 мг/л цефотаксима для элиминации аг-
робактерии. Через 15 суток экспланты переносили на среду с 2 мг/л герби-
цида Баста или 10 мг/л антибиотика канамицина (при трансформации век-
торами рСВ125 и рСВ124 соответственно). Частоту трансформации опред-
еляли как отношение количества эксплантов, на которых образовались 
зеленые побеги на селективной среде, к общему количеству эксплантов в 
процентах. Эффективность регенерации подсчитывали как среднее количе-
ство зеленых растений на эксплант.

Геномную ДНК выделяли из зеленых листьев стерильных расте-
ний ЦТАБ методом [11]. ПЦР-амплификацию геномной ДНК проводили 
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на амплификаторе mastercycler personal 5332 (eppendorf) с термостати-
рованной крышкой в пробирках с ультратонкими стенками. Реакционная 
смесь (20 мкл) содержала однократный ПЦР-буфер с сульфатом аммония, 
0,2 мкМ соответствующих праймеров (табл.), 200 мкМ каждого из дезокси-
рибонуклеозидтрифосфатов, 0,5 ед. taq-полимеразы, 10-50 нг ДНК-пробы. 
Условия амплификации: первичная денатурация – 94 0С, 3 мин, 30 циклов 
амплификации (940С, 30 сек.– 600С, 30 сек.– 720С), окончательная полиме-
ризация - 720С, 5 мин.

Таблица. 
Праймеры, используемые для подтверждения присутствия генов bar, nptII и ifn-α2b

Ген Праймеры Размер амплифицированного 
фрагмента, п.н.

bar 5'- ggaattcatgagcggagaattaagggagt-3’
5’-cagatctcggtgacgggcaggac-3’

910

nptii 5'- cctgaatgaactccaggacgaggca-3'
5'- gctctagatccagagtcccgctcagaag-3'

622

ifn-α2b 5’-ctcctgcttgaaggacag-3’
5’-ggagtcctccttcatcag-3’

264

Результаты и обсуждения
При использовании вектора рСВ125 через 5 дней после трансформа-

ции в местах надрезов на экплантах эндивия формировалась каллусная 
ткань. После перенесения эксплантов на селективную среду (Баста, 2 мг/л) 
регенерации растений не наблюдалось. Для получения побегов зеленые 
участки каллусной ткани переносили на среду того же состава, но без се-
лективного агента. При таких условиях через 56 суток после трансформа-
ции наблюдалась регенерация зеленых побегов, которые дальше культи-
вировали на селективной среде для отбора устойчивых к гербициду Баста 
растений. При таких условиях частота регенерации зеленых растений со-
ставила 20 %, эффективность – 5 растений на эксплант.

Полученные зеленые растения проанализированы с помощью ПЦР на 
наличие генов bar и inf-α2b. Во всех отобраных на селективной среде зеле-
ных растениях показано присутствие как селективного, так и целевого ге-
нов (рис. 1).

Выбранные условия селекции трансгенных растений, устойчивых к 
Баста, оказались эффективными и могут быть использованы для получения 
эндивия с геном bar.

При использовании векторной конструкции рСВ124 (селективный ген 
nptII) растений получить не удалось. При перенесении эксплантов эндивия 
на среду, содержащую селективный антибиотик канамицин, наблюдалась 
100 % гибель екплантов. Возможно, причиной неудачи может быть высокая 
чувствительность растений эндивия к канамицину, что делает невозмож-
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ным отбор растений с использованием этого антибиотика в качестве селек-
тивного агента.

Выводы
Проведенные эксперименты по генетической трансформации эндивия 

c помощью Agrobacterium tumefacience конструкциями c геном интерферо-
на показали, что использование вектора с селективным геном nptII при дан-
ных условиях трансформации является невозможным для получения транс-
формированных растений. Для получения трансгенных растений эндивия 
с геном bar необходимым этапом является культивирование эксплантов 
вначале без селективного давления с перенесением их в условия селекции 
только после начала регенерации растений. При этом частота трансформа-
ции растений составила 20 %, а эффективность – 5 растений на эксплант.
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mastercycler personal 5332 (eppendorf) с термостатированной крышкой в пробирках с 
ультратонкими стенками.  Реакционная смесь (20 мкл) содержала однократный ПЦР-
буфер с сульфатом аммония, 0,2 мкМ соответствующих праймеров (табл.), 200 мкМ 
каждого из дезоксирибонуклеозидтрифосфатов, 0,5 ед. taq-полимеразы, 10-50 нг ДНК-
пробы. Условия амплификации: первичная денатурация – 94 0С, 3 мин, 30 циклов 
амплификации (940С, 30 сек.- 600С, 30 сек.- 720С), окончательная полимеризация - 
720С, 5 мин. 

Таблица. Праймеры, используемые для подтверждения присутствия генов bar, 
nptII и ifn-α2b  

Ген Праймеры Размер амплифицированного 
фрагмента, п.н. 

bar 5'- ggaattcatgagcggagaattaagggagt-3' 
5'-cagatctcggtgacgggcaggac-3' 

910 

nptII 5'- cctgaatgaactccaggacgaggca-3' 
5'- gctctagatccagagtcccgctcagaag-3' 

622 

ifn-α2b 
 

5’-ctcctgcttgaaggacag-3’ 
5’-ggagtcctccttcatcag-3’ 

264 

 
Результаты и обсуждения 
  При использовании вектора рСВ125 через 5 дней после трансформации в 

местах надрезов на экплантах эндивия формировалась калусная ткань. После 
перенесения эксплантов на селективную среду (Баста, 2 мг/л) регенерации растений не 
наблюдалось. Для получения побегов зеленые участки калусной ткани переносили на 
среду того же состава, но без селективного агента. При таких условиях через 56 суток 
после трансформации наблюдалась регенерация зеленых побегов, которые дальше 
культивировали на селективной среде для отбора устойчивых к гербициду Баста 
растений. При таких условиях частота регенерации зеленых растений составила 20 %, 
эффективность – 5 растений на эксплант.  

Полученные зеленые растения проанализированы с помощью ПЦР на наличие 
генов bar и inf-α2b. Во всех отобраных на селективной среде зеленых растениях 
показано присутствие как селективного, так и целевого генов (рис. 1). 

 

          
 
Рис. 1. Результаты ПЦР-анализа зеленых растений эндивия на наличие  

генов ifn– α2b и bar: 
А- ген ifn– α2b: М – маркер; 1-3 – линии трансгенных растений; 4 – плазмидная 

ДНК; 5 – ДНК нетрансформированного растения цикория    
Б – bar ген: М – маркер; 1-3 – линии трансгенных растений; 4 – плазмидная 

ДНК; 5 – ДНК нетрансформированного растения цикория    
 
Выбранные условия селекции трансгенных растений, устойчивых к Баста, 

оказались эффективными и могут быть использованы для получения эндивия с геном 
bar. 

М 1 2 3 4 5 М 1 2 3 4 5 
А 

bar 

Б 

 
Рис. 1. Результаты ПЦР-анализа зеленых растений эндивия на наличие 
генов ifn– α2b и bar: А- ген ifn– α2b: М – маркер; 1-3 – линии трансгенных расте-
ний; 4 – плазмидная ДНК; 5 – ДНК нетрансформированного растения цикория Б – 
bar ген: М – маркер; 1-3 – линии трансгенных растений; 4 – плазмидная ДНК; 5 – 

ДНК нетрансформированного растения цикория
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Резюме
Оптимизированы условия трансформации и отбора трансгенных растений 

Cichorium endivia l., а также получены растения с генами ifn– α2b и bar с частотой 
20 % и эффективностью 5 растений на эксплант.

Оптимізовано умови трансформації та відбору трансгенних рослин Cichori-
um endivia l., а також отримано рослини з генами ifn– α2b і bar з частотою 20 % та 
ефективністю 5 рослин на експлант.

the conditions of transformation and selection of transgenic endive plants were op-
timized. the plants with both ifn– α2b and bar genes were obtained. the frequency of 
plant transformation was 20 %, efficiency – 5 plants per explant.

КЛЯЧЕНКО О.Л., КРИЛОВСЬКА С.А.
Національний університет біоресурсів і природокористування України,
Україна, 03041, Київ, вул. Героїв Оборони, 15, e-mail: krylovskaya.sv@mail.ru

ОСОБЛИВОСТІ КАЛЮСОГЕНЕЗУ РІЗНИХ ГЕНОТИПІВ 
ЦУКРОВИХ БУРЯКІВ (BETA VULGARIS L.): ПЕРЕДУМОВИ 

СЕЛЕКЦІЇ З ПІДВИЩЕННЯ АДАПТИВНИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ
Цукровий буряк (Beta vulgaris l.) – унікальна високопродуктивна і ви-

сокоприбуткова сільськогосподарська культура, чудовий попередник у сі-
возміні для наступних культур, яка спроможна підвищувати врожайність, 
наприклад ячменю, на 40%. Цукрові буряки впливають на екологію, вдвічі-
вчетверо ефективніше використовують вологу в порівнянні з зерновими 
культурами, овочами та люцерною – лише 200 л на 1 кг сухої речовини, 
вчетверо більше виділяють в атмосферу кисню, ніж 1 га змішаного лісу, і у 
стільки ж разів більше поглинають вуглекислого газу, можуть давати високі 
врожаї за мінімальної дози внесення азотних добрив.

Цукровий буряк (Beta vulgaris l.), дворічна рослина, є однією з най-
більш важливих технічних культур. Близько 35-40% всесвітнього цу-
крового виробництва здійснюється з цукрового буряку [6]. Площа по сівів 
цукрового буряку в Україні на 2011 рік склала приблизно 526,9 тис. га, що 
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на 65 тис. га більше у порівнянні з 2010 роком. Середня врожайність склала 
370 ц/га, це додаткових 71 ц/га порівняно з 2010 роком.

В теперішній час для вирішення прикладних завдань селекції цінних 
сільськогосподарських рослин [1] і, зокрема, цукрових буряків [2] – широко 
використовуються біотехнологічні методи. Одним з таких методів є регене-
рація рослин в морфогенних калюсних культурах in vitro.

Основною проблемою при масовому отриманні фертильних рослин-
регенерантів цукрових буряків є низький вихід фертильних рослин. Вирі-
шення цієї проблеми пов’язане з виявленням шляхів морфогенезу in vitro 
калюсів на живильному середовищі для регенерації і можливістю регуля-
ції цих шляхів [3].

Цукрові буряки належать до групи гормонозалежних об’єктів культи-
вування in vitro. Підбір оптимальної концентрації регуляторів росту у жи-
вильному середовищі є одним з ключових етапів у роботі при культивуван-
ні цукрових буряків in vitro.

Метою нашої роботи було отримання морфогенного калюсу та рослин-
регенерантів різних високопродуктивних генотипів цукрових буряків, що 
буде слугувати підґрунтям для подальших досліджень з підвищення адап-
тивних властивостей та продуктивності цукрових буряків.

Матеріали та методи
Об’єктами досліджень були калюсні тканини цукрових буряків сортів 

Ялтушківський однонасінний 64 і Білоцерківський однонасінний 45 та гі-
бриди: Ялтушківський ЧС 72, Білоцерківський ЧС 57, Іванівський ЧС 33, 
Уладово-Верхняцький ЧС 37, Атаманша, Ворскла і Катюша. Для одержан-
ня первинного калюсу як експлантат використовували стебла та листкові 
експлантати.

Для індукції калюсогенезу простерилізоване насіння висаджували на 
модифіковані середовища Мурасіге-Скуга (МС) [5], які містили 1) МС + 
1 мг/л 6-бензиламінопурину (6-БАП), 0,5 мг/л α-нафтилоцтової кислоти 
(НОК), 0,1 мг/л індолілоцтової кислоти (ІОК), 2 мг/л 2,4-дихлорфенокси-
оцтової кислоти (2,4-Д); 2) МС + 100 мг/л мезоінозиту, 0,5 мг/л В1, 0,5 мг/л 
гідролізату казеїну, 1 мг/л 6-БАП, 0,5 мг/л НОК, 0,1 мг/л ІОК. При викорис-
танні стеблових та листкових експлантатів вирощували асептичні пророс-
тки на безгормональному середовищі МС протягом 5-7 днів. Калюси куль-
тивували в абсолютній темряві (у термостаті) при температурі 25°С протя-
гом 3 тижнів [4]. Частоту індукції калюсогенезу визначали як відношення 
числа експлантатів, що утворили калюс, до початкової кількості експлан-
татів.

Для індукції морфогенезу калюс переносили на регенераційне середо-
вище МС доповнене 1 мг/л тіаміну, 10 мг/л глютаміну, 0,1 мг/л 6-БАП, 
0,1 мг/л ІОК, 2 мг/л ГК, 30 мг/л сахарози.
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Результати і обговорення
У дослідах ми використовували різні типи експлантатів для отримання 

первинного калюсу: стебла та листкові пластини. На всіх типах формувався 
калюс, але з різною частотою – від 15 до 100%. Листкові пластини вияви-
лися кращими експлантатами для отримання первинного калюсу (табл. 1).

Таблиця 1
Ефективність калюсогенезу різних генотипів цукрових буряків в залежності від модифі-
кації середовища МС

Склад живиль-
ного середовища Сорт, гібрид

Кількість 
експлан-
татів, шт.

Частота індук-
ції калюсогене-
зу у листкових 

пластин, %

Сер. 
маса ка-
люсу, г.

МС + 1 мг/л
6-БАП +

0,5 мг/л НОК + 
0,1 мг/л ІОК +

2 мг/л 2,4-Д

Ялтушківський 64 50 100 0,52
Білоцерківський 45 50 100 0,70

Ялтушківський ЧС 72 50 100 0,58
Білоцерківський ЧС 57 50 100 0,72

Іванівський ЧС 33 50 94 0,54
Уладово-Верхняцький ЧС 37 50 96 0,64

Атаманша 50 100 1,12
Ворскла 50 100 0,98
Катюша 50 100 1,03

МС + 100 мг/л 
мезо-інозиту 
+ 0,5 мг/л В1 

+ 0,5 мг/л гід-
ролізату казеї-

ну +
1 мг/л 6-БАП +
0,5 мг/л НОК +

0,1 мг/л ІОК

Ялтушківський 64 50 78 0,46
Білоцерківський 45 50 62 0, 62

Ялтушківський ЧС 72 50 70 0,52
Білоцерківський ЧС 57 50 70 0,70

Іванівський ЧС 33 50 36 0,42

Уладово-Верхняцький ЧС 37 50 38 0,48
Атаманша 50 56 0,90
Ворскла 50 40 0,86
Катюша 50 68 0,90

Калюс, який утворився на сегментах листка був рихлим світлого кольо-
ру, на стеблі − мав менші розміри, був значно твердішим. Частота індук-
ції калюсоутворення при використанні листкових експлантатів була макси-
мальною і становила 36-100%. При цьому найвищий відсоток калюсоутво-
рення спостерігали на середовищі МС1.

У всіх обраних для експерименту сортів та гібридів цукрових буряків, 
крім гібридів Іванівський ЧС 33 та Уладово-Верхняцький ЧС 37, калюс-
ні тканини мали щільну структуру та біло-жовте забарвлення. У гібридів 
Іванівський ЧС 33 та Уладово-Верхняцький ЧС 37 калюсні тканини мали 
пухку консистенцію, були водянистими, мали сіруватий відтінок (рис. 1).
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Рис. 1. Калюсні тканини різного типу: А – пухка консистенція, водянисті, сіру-
ваті (Іванівський ЧС 33); Б – щільні, біло-жовті (Атаманша).

У подальших дослідженнях при перенесенні калюсних тканин на ре-
генераційне живильне середовище для індукції морфогенезу були встанов-
ленні відмінності у морфогенетичному потенціалі різних типів калюсних 
тканин різних генотипів цукрових буряків. Щільний біло-жовтий калюс 
(Ялтушківський 64, Білоцерківський 45, Ялтушківський ЧС 72, Білоцер-
ківський ЧС 57, Атаманша, Ворскла, Катюша) характеризувався регенера-
ційною здатністю. На 7-12 добу культивування було відмічено формування 
проростків і розеток (кількість розеток варіювала від 1 до 5 в залежності 
від генотипу). Частота регенерації становила 75-80%. Морфогенез рихлого 
обводненого калюсу (Іванівський ЧС 33, Уладово-Верхняцький ЧС 37) був 
слабо вираженим і частота регенерації становила 25-30%.

Висновки
Вид обраного експлантату визначає частоту індукції калюсогенезу. 

При використанні листкових пластинок різних генотипів цукрових буряків 
для отримання первинного калюсу спостерігалась більша частота калюсо-
утворення, ніж при використанні стебел.

Тип калюcної тканини визначає частоту регенерації та морфогенетич-
ну активність калюсних тканин різних генотипів цукрових буряків.
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Резюме
Вивчено калюсогенез генотипів цукрових буряків з різних експлантатів. Вста-

новлена залежність частоти індукції калюсогенезу від виду експлантату. Тип калюс-
ної тканини визначає частоту регенерації та морфогенетичну активність калюсних 
тканин цукрових буряків.

Изучен каллюсогенез генотипов сахарной свеклы из разных эксплантатов. 
Установлена зависимость частоты индукции каллюсогенеза от вида експлантата. 
Тип каллюсной ткани определяет частоту регенерации та морфогенетическую ак-
тивность каллюсных тканей сахарной свеклы.

callusogenesis of different sugar beets genotypes was studied. the correlation be-
tween callusogenesis induction frequency and type of explant was discovered. Was inves-
tigated that type of the callus tissue determine the frequency of regeneration and morpho-
genetic callus tissues activity of sugar beets tissue.
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ГОРМОНАЛЬНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ПРОРАСТАЮЩЕГО IN VITRO 
МУЖСКОГО ГАМЕТОФИТА ПЕТУНИИ: УЧАСТИЕ ЭТИЛЕНА

В настоящее время накапливается все больше данных об участии эти-
лена в регуляции репродуктивного процесса растений [1]. Показано, что 
трансгенные растения петунии со сниженной экспрессией гена PhEIN2 
проявляли низкую чувствительность к этилену при старении цветков и со-
зревании плодов, а сверхэкспрессия в трансгенных растениях табака гена 
Cm-ETR1/H69A или Cm-ERS1/H70A индуцировала стерильность пыльцы 
или снижала ее фертильность [2].

lm-array (laser microdissection technique) анализ профиля глобальной 
экспрессии генов в развивающемся пыльнике риса выявил наличие синте-
за и сигналинга этилена в микроспорах, пыльцевых зернах и тапетуме [3]. 
Исследования, проведенные на орхидее, гвоздике, табаке и петунии, пред-
полагают, что индуцированное опылением образование и выделение этиле-
на тканями пестика необходимо для роста пыльцевых трубок и успешного 
оплодотворения [4]. Однако вопрос о физиологической роли этилена в про-
гамной фазе оплодотворения как при нормальном развитии репродуктив-
ного процесса, так и при наличии генетически детерминированных барье-
ров самооплодотворения еще далек от своего решения.

Цель данной работы составило изучение образования и действия эти-
лена в развивающихся пыльниках самосовместимого и стерильного клонов 
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петунии, а также в in vitro прорастающем мужском гаметофите (на среде 
культивирования).

Материалы и методы
Растительный материал. Вегетативно размноженные растения двух 

клонов петунии (Petunia hybrida l.): фертильного (самосовместимого) и 
стерильного (микроспорогенез останавливается на стадии мейоза [5]) вы-
ращивали в почвенной культуре при естественном освещении в оранжерее.

Стадии развития микроспор и пыльцевых зерен в развивающихся 
пыльниках определяли в соответствии с общепринятой классификацией [6] 
по методике Матвеевой и др. [7] с помощью флуоресцентного красителя 
hoechst 33258 (“serva” Германия). Препараты анализировали под микро-
скопом Axio imedger d1 (carl Zeiss, Германия).

Питательная среда для культивирования пыльцы включала 0.4 М са-
харозу и 1.6 мМ борную кислоту. О степени прорастания судили по коли-
честву проросших пыльцевых зерен, произвольно отобранных и наблюдае-
мых в четырех полях микроскопа (n=200). Длину пыльцевых трубок опре-
деляли с помощью микроскопа Axio imedger d1 с камерой Axio cam mrc. 
Измерения выполняли в программе Axio vizion 4.5 (carl Zeiss, Германия).

Выделение этилена определяли газохроматографическим методом 
[8]. Образцы инкубировали в темноте при 26оС в термостате ТСН 100 
(laboratorni Pristole, Praha) не более 30 мин до начала анализа. Весь воздух 
из флакона использовали для определения содержания этилена на газовом 
хроматографе Цвет 106 (Россия) с пламенно ионизационным детектором 
и концентрирующей системой для углеводородов, позволяющей в десятки 
раз повышать чувствительность прибора, которая необходима для макси-
мального сокращения времени инкубации и проведения анализа до начала 
выделения “раневого“ этилена.

Результаты и обсуждение
Развитие мужской гаметофитной генерации – пыльцы полностью за-

висит от спорофитных тканей стенки пыльника. У петунии разрушение та-
петума происходит по мере созревания микроспор и завершается к момен-
ту образования двуядерной пыльцы, полное разрушение тапетума проис-
ходит перед стадией ранних пыльцевых зерен [5]. Результаты настоящей 
работы показали, что этилен необходим для ранних стадий микроспоро-
генеза. Структурные изменения в стенке развивающегося пыльника со-
провождаются повышением выделения этилена на стадиях формирования 
микроспор и созревания пыльцевых зерен. Развитие мужского гаметофита 
у фертильного клона сопровождалось двумя периодами повышения обра-
зования этилена в тканях пыльника: первый происходил во время развития 
микроспор, второй – при созревании пыльцевых зерен. Трехкратное повы-
шение выделения этилена пыльниками, сопровождавшее развитие микро-
спор на стадии тетрад, как полагаем, и было причиной разрушения тапету-
ма и средних слоев стенки пыльника. Для подтверждения этого предполо-
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жения исследовали влияние различных концентраций ингибитора действия 
этилена nbd (500, 2000, 6000 мкл/л) на состояние пыльников в бутонах са-
мосовместимого клона. Обработка nbd (во всех концентрациях) бутонов 
длиной до 5 мм уже на 2-ой день приводила к полной остановке развития 
пыльника и мужского гаметофита.

Финальным этапом созревания пыльцы, без которого она практичес-
ки утрачивает способность к прорастанию, является дегидратация пыльцы, 
которая начинается после разрушения тапетума, и к моменту растрескива-
ния пыльника пыльцевые зерна были частично дегидратированы. Созрева-
ние и дегидратация пыльцевых зерен петунии сопровождались значитель-
ным повышением содержания АЦК и выделения этилена пыльниками. По-
вышение содержания АЦК в пыльниках на последней стадии созревания 
сопряжено с ее накоплением в созревающих пыльцевых зернах. Следует 
отметить, что выделение этилена пыльниками на стадии позднего двуядер-
ного пыльцевого зерна возрастало приблизительно в 10 раз, а содержание 
АЦК в 100 раз. Содержание АЦК в зрелой пыльце составляло 300 нмоль/г 
сырого веса.

Значительное увеличение образования и, следовательно, содержания 
этилена запускает в стенке пыльника механизмы программируемой кле-
точной смерти (ПКС), которая является частью нормального развития фло-
ральных органов, включая завершающие стадии развития пыльника, при-
водящие к его растрескиванию и высвобождению пыльцы [9]. Семиднев-
ная обработка бутонов (длина 10-15 мм) петунии самосовместимого клона 
ингибитором действия этилена nbd в концентрации 6000 мкл/л предотвра-
щала растрескивание пыльников и прорастание полученной из них пыль-
цы.

У стерильного клона, разрушение тканей тапетума наблюдали очень 
рано, уже в профазе Ме, одновременно с нарушениями в развитии споро-
генной ткани [5]. Гибель микроспороцитов сопровождалась плазмолизом 
тапетальных клеток. Гибель микроспороцитов и дегенерация клеток тапе-
тума сопровождались высоким уровнем выделения этилена на стадии мате-
ринских клеток пыльцы. Следует отметить, что образование этилена пыль-
никами стерильного клона, сопровождающее плазмолиз тапетума и гибель 
микроспороцитов было в 10 раз выше, чем у фертильного во время разру-
шения тапетума и средних слоев стенки пыльника.

Результат воздействия экзогенного этилена на развивающийся мужс-
кой гаметофит петунии самосовместимого клона зависел от концентрации 
гормона и стадии развития генеративных клеток. Высокие концентрации 
этилена (1-100 мкл/л) вызывали деградацию и гибель мужских генератив-
ных клеток, находящихся в момент обработки на ранних стадиях развития, 
от начала мейоза до выхода микроспор из тетрад.

Прорастающая in vitro пыльца практически сразу же после начала 
культивирования интенсивно выделяла этилен, как полагаем, за счет акку-
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мулированной в пыльцевых зернах АЦК. Основным фактором, обеспечива-
ющим многообразие ответов этилена, как полагают, является взаимодейс-
твие сигнального пути этилена с сигнальными путями других фитогормо-
нов. Как мы показали ранее, в регуляции прогамной фазы оплодотворения, 
наряду с этиленом, участвуют ИУК, АБК, гиббереллины [4].

Экзогенные этилен (этрел), ИУК, АБК и ГК3 увеличивали процент 
прорастания и скорость роста пыльцевых трубок (рис. 1). Нарушение фун-
кционирования этилена ингибиторами его действия (1-МСР) или его син-
теза (АОА) приводило к торможению прорастания и роста пыльцевых тру-
бок. В течение первого часа культивирования в большей степени стиму-
лировала рост пыльцевых трубок ГК3, а совместное действие этрела с ГК3 
вызвало резкое увеличение длины пыльцевых трубок на 185 %. Ингибитор 
действия этилена 1-МСР полностью тормозил рост пыльцевых трубок, в то 
время как фитогормоны, при совместном внесении их в среду, снимали его 
эффект. Ингибитор синтеза этилена АОА тормозила рост пыльцевых тру-
бок на 20 %. При совместном применении АОА и ИУК наблюдали почти 
полное снятие эффекта АОА, а при совместном действии АОА и АБК дли-
на пыльцевых трубок увеличивалась на 25 % (по сравнению с контролем).

Рис.1. Влияние этрела, ИУК, АБК, ГК3, 1-МСР, АОА на рост пыльцевых трубок 
петунии. 1 час культивирования на среде: 0,4 сахароза и 1,6 мМ Н3BO3
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Выводы
Таким образом, полученные результаты дают основание заключить, 

что этилен участвует в регуляции развития, прорастания и роста мужского 
гаметофита в прогамной фазе оплодотворения, взаимодействуя, как полага-
ем, с сигнальными путями ИУК, АБК и ГК.

Работа выполнялась при поддержке Российского Фонда Фундамен-
тальных Исследований (грант № 10-04-00356).
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Резюме
Показано участие этилена в регуляции развития, прорастания и роста мужско-

го гаметофита петунии в прогамной фазе оплодотворения.
Показано участь етилену в регуляції розвитку, проростання і зростання чолові-

чого гаметофіта петунії в прогамній фазі запліднення.
these results suggest that ethylene is an important factor of male gametophyte de-

velopment, germination, and growth at the progamic phase of fertilization.
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ОПТИМІЗАЦІЯ ЖИВИЛЬНИХ СУМІшЕЙ ДЛЯ ІНТРОДУКЦІЇ 
ПАСЛЬОНОВИХ КУЛЬТУР IN VITRO ІЗ ЗАСТОСУВАННЯМ 

НАНОЧАСТИНОК
При роботі з культурою in vitro рослин картоплі (Solanum tuberosum) і 

томату (Lycopersicon esculentum) для калусогенезу та морфогенезу майже 
завжди із незначними модифікаціями використовують живильне агаризова-
не середовище за прописом Мурашіге і Скуга [1]. Однак в останні десяти-
річчя з появою нанотехнологій з’явились нові можливості створення ефек-
тивних біотехнологій. Під нанотехнологіями розуміють фундаментальні 
технології, що базуються на маніпуляціях із наноструктурами (наночастин-
ками). Наноструктури – це не просто найменше з того, що створили люди, 
вони є також найменшими твердими матеріалами, які можна створити. Ві-
домо, що фізичні та навіть хімічні властивості різних речовин відрізняють-
ся в залежності від розмірів їх складових частинок. Виявилось, що в нано-
метровому діапазоні ці частинки набувають раніше їм не належні нові важ-
ливі каталітичні, адсорбційні, енергетичні та інші властивості. Переходячи 
до наномасштабу дослідники отримують можливість маніпулювати атома-
ми та молекулами, що входять до складу будь-якої речовини. В нанотехно-
логіях використовують частинки розміром від кластера атомів (близько 1 
нм) до колоїдних (порядку 100 нм) [2].

Однак лише розмірами не вичерпується суть нанонауки. Це хоча й важ-
лива, але не головна ознака наносистем. Визначальним є структурний чин-
ник, тобто спосіб упакування „атом за атомом” або архітектура наносис-
теми. Застосування до нанорозмірних об’єктів поняття „система” означає, 
що їх властивості формуються не адитивно з властивостей компонентів, 
а є чимось якісно новим і тільки цій системі притаманним [3]. Характер-
ною рисою розвитку нанонауки є зближення органічного світу, світу жи-
вої природи, з неорганічним. Саме на цьому шляху ближчим часом за ра-
хунок використання наноматеріалів може бути досягнуто значний прогрес 
у створенні нових нанобіотехнологій, коли вивчають дію неорганічних на-
ночастинок на живі системи та розробляють способи їх ефективного вико-
ристання [4, 5].

Дослідження в сфері практичного застосування нанотехнологій прово-
дять у багатьох країнах. Зараз в світі функціонують більше 2 тис. нанотех-
нологічних центрів.
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Раніше нами на основі аква-хелатних наночастинок біогенних елемен-
тів в композиції з похідними піридину було розроблений новий індуктор 
стійкості овочевих культур до найбільш шкодочинних хвороб [6]. Цей ін-
дуктор показав високу ефективність в польових умовах. Метою цієї роботи 
було вивчення аква-хелатних комплексів наночастинок біогенних елемен-
тів та їх цитратних форм як компонентів агаризованих живильних середо-
вищ для вирощування in vitro основних пасльонових культур ─ картоплі (S. 
tuberosum) і томату (L. esculentum).

Матеріали і методи
Об’єктом досліджень були сорти картоплі Лугівська і Слов’янка та 

сорти томату Лагідний і Бобрицький. Роботу із рослинами в культурі in vitro 
проводили із загальноприйнятими стандартизованими методиками [7-9].

Результати та обговорення
Оптимізацію мінерального живлення можна досягти тільки при зба-

лансованому наборі макро- і мікроелементів. Особливої актуальності це 
питання набуває при дослідженнях з культурою in vitro. Мікроелементи ха-
рактеризуються високою специфічністю та незамінністю. Поряд з участю 
в ферментативних реакціях доведено їх вплив на обмін речовин у рослин-
них організмах та прискорення розвитку. А при вдалому підборі концентра-
цій та співвідношення фітогормонів можна значно скоротити терміни отри-
мання культури клітин і тканин та досягти регенерації рослин. Основною 
метою наших досліджень було здійснення порівняльного аналізу ефектив-
ності стандартизованого пропису живильного середовища для картоплі і 
томату із запропонованими нами прописами, де ряд важливих макро- та мі-
кроелементів (магній, марганець, кобальт, мідь, цинк, залізо) було замінено 
на наночастинки цих же елементів, які перебувають у цитратній або у аква-
хелатній формі.

Первинні калуси отримували із сегментів листків асептично вироще-
них рослин. Оцінку інтенсивності калусоутворення проводили визначен-
ням сирої маси первинного калусу в динаміці росту. Відомо, що успіх в 
отриманні калусу залежить переважно від вдалого підбору концентрації і 
співвідношення фітогормонів та біогенних елементів. Причому норми цих 
біогенних елементів в аква-хелатних (С-№2) і цитратних (С-№3) формах 
були значно нижчими від їх вмісту в класичному варіанті (С-№1). Резуль-
тати досліджень по аналізу динаміки калусоутворення в культурі in vitro 
представлені в таблицях 1 і 2.

Інтенсивність росту калусу картоплі і консистенція утворюваної тка-
нини залежала як від сорту картоплі, так і від складу живильних середо-
вищ (табл. 1). Із експлантів листка розвивались два типи калусів: крихкі 
гладенькі на середовищах С-№1 та С-№3 та з щільною зернистою структу-
рою – на С-№2. В цілому калусна культура сорту Лугівська характеризува-
лась світлозеленим забарвленням, а сорту Слов’янка – темнозеленим, іноді 
з антоціановим відтінком. Найбільший приріст калусної маси на початко-
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вих етапах був відмічений з експлантів листка у сорту Слов’янка. Це мож-
на пояснити високою адаптивною здатністю даного генотипу до живиль-
них середовищ, проте максимальний приріст калусних агрегатів отрима-
но на середовищі С-№2. Така ж тенденція відмічалась і з сортом Лугівська, 
проте приріст калусної маси у нього виявився майже вдвічі нижчий. Проте 
слід зазначити, що по мірі збільшення пасажів відмінності між генотипами 
за даним показником стають менш вираженими. Тому з 21-го дня культиву-
вання доцільно проводити пересадку калусної тканини на свіжі живильні 
середовища С-№2 та С-№3.

Таблиця 1
Порівняльна характеристика живильних середовищ із аква-хелатними та цитратними 
формами складових на картоплі

Час культивування, доба
живильні середовища:

С-№1 С-№2 С-№3
Маса калусної тканини на добу культивування, мг:

Сорт Слов’янка
3 14,8 20,5 20,5
6 19,3 30,4 40,3
9 28,1 60,0 64,5
12 42,4 79,2 70,1
15 45,0 90,0 73,2
18 48,5 92,4 73,2
21 52,2 95,2 73,2

Сорт Лугівська
3 5,8 10,0 14,2
6 10,0 35,3 23,4
9 16,0 40,9 33,0
12 20,0 46,0 36,1
15 26,0 53,1 39,2
18 28,3 56,0 38,7
21 31,2 55,2 37,3
24 33,0 52,1 35,2
27 33,0 45,8 32,5

Подібні результати було отримано нами і при роботі з калусними аг-
регатами на двох сортах томату (табл. 2). Причому аналогія спостерігалась 
між сортом картоплі Слов’янка та сортом томату Лагідний, а також, від-
повідно, між сортом картоплі Лугівська та томату Бобрицький.

Таким чином, отримані дані свідчать про генотипову обумовленість 
процесів росту і розвитку в культурі in vitro рослин картоплі і томату. Опти-
мізуючи живильні середовища, можна виявити потенційні особливості ге-
нотипу до калусо- та морфогенезу.
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Таблиця 2
Порівняльна характеристика живильних середовищ із аква-хелатними та цитратними 
формами складових на томаті

Час культивування, доба
живильні середовища:

С-№1 С-№2 С-№3
Маса калусної тканини на добу культивування, мг:

Сорт Лагідний
3 13,5 18,8 18,6
6 17,4 26,4 33,1
9 24,1 50,0 54,5

12 36,5 68,4 60,0
15 40,0 79,2 58,2
18 43,4 81,6 58,2
21 45,2 85,2 58,2

Сорт Бобрицький
3 6,0 9,8 13,8
6 9,4 32,4 21,7
9 14,0 37,6 30,0

12 18,3 42,0 33,3
15 22,4 49,0 36,4
18 23,0 53,2 36,0
21 25,6 53,0 35,4
24 26,3 50,2 33,0
27 25,8 43,0 31.1

Висновки
В результаті проведених досліджень запропоновано в живильних се-

редовищах за прописом Мурашіге і Скуга замість солей магнію, марган-
цю, цинку, молібдену, міді, кобальту та заліза використовувати оптимізова-
ні норми аква-хелатних комплексів наночастинок біогенних елементів або 
їх цитратні форми в менших кількостях із значно більшою ефективністю.

Робота виконана при підтримці гранту Національної академії наук 
України II-8-12 міждисциплінарної програми “Фундаментальні основи мо-
лекулярних та клітинних біотехнологій”.

Література
1. Murashige T., Skoog F.A. A revised medium for rapid growth and bio-assays with 

tobacco tissue cultures // Physiol. Plant. – 1962. – v. 15. – P. 473-497.
2. Волков С.В., Ковальчук Є.П., Огенко В.М., Решетняк О.В. Нанохімія, нано-

системи, наноматеріали. – Київ: Наук. думка. – 2008. – 423 с.
3. Сергеев Г.Б. Размерные эффекты в нанохимии // Рос. хим. журн. – 2002. – 

46. - 5. – С. 22-29.



513

4. Asha M., Jose R., Koshy J. senthesis and rapid densification of nanjparticles of 
praseodim hafnium oxide: a new complex perovskite // Journal of nanoparticle research. 
– 2001. - 3. - P. 413-417.

5. Сыч В.Ф., Дрождина Е.П., Курносова Н.А. и др. Введение в нанотехнологии. 
Ульновск: УГУ. – 2008. – 101 с.

6. Ковбасенко Р.В., Дульнєв П.Г., Дмитрієв О.П., Ковбасенко В.М. Застосуван-
ня нанотехнологій при індукції резистентності овочевих культур до хвороб // Збір-
ник тез міжнародної науково-практичної конференції: „Актуальні проблеми під-
вищення ефективності виробництва овочевої продукції та насінництва”. Харків. – 
2011. – С. 121-123.

7. Кушнір Г.П., Сарнацька В.В. Мікроклональне розмноження рослин. – Київ: 
Наук. думка. – 2005. – 271 с.

8. Внучкова В.А. Методические указания по культуре тканей томатов. – М. - 
1985. – 16 с.

9. Кучко А.А., Олійник Т.М. Сомаклональна мінливість у картоплі. – Київ: До-
віра. – 1988. – 191 с.

Резюме
Оптимізовано живильне середовище за прописом Мурашіге і Скуга для інтро-

дукції картоплі і томату із застосуванням аква-хелатного комплексу металів та цит-
ратних форм біогенних мікроелементів із значно нижчими нормами їх витрат.

Оптимизирована питательная среда по прописи Мурашиге и Скуга для инт-
родукции картофеля и томата с применением аква-хелатного комплекса металлов 
и цитратных форм биогенных микроэлементов со значительно меньшими норма-
ми их применения.

nutrient murashige and skoog growth medium for the introduction of potato and 
tomato was optimized with aqua-metal chelates and citrate forms of biogenic microele-
ments with much lower standard amounts of their application.

КОВТУН С.І., ЩЕРБАК О.В., ЗЮЗЮН А.Б., ТРОЦЬКИЙ П.А.,  
ГАЛИЦЬКА Т.В.
Інститут розведення і генетики тварин НААН,
Україна, 08321, Київська обл., Бориспільський р-н., с. Чубинське, вул. Погребняка, 1,
e-mail: ov19792006@yandex.ru

ВИКОРИСТАННЯ НАНОМАТЕРІАЛІВ ДЛЯ ЕФЕКТИВНОГО 
ФОРМУВАННЯ ЕМБРІОНІВ СВИНЕЙ IN VITRO

Нині інтенсивно розробляються та удосконалюються ембріогенетич-
ні методи для відтворення сільськогосподарських тварин у системі біотех-
нологічної селекції. Але ефективність одержання біологічно повноцінних 
зародків сільськогосподарських тварин в умовах in vitro, порівняно з одер-
жаними in vivo ембріонами, має не завжди високі та стабільні результати. 
Тому, наразі оптимізації середовищ для культивування репродуктивних клі-
тин приділяється значна увага спеціалістів галузі біотехнології. Сучасні на-
нотехнології інтенсивно використовують в різних галузях науки та техні-
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ки, зокрема біотехнології, сільському господарстві, медицині та ін. В Ук-
раїні інтенсивно ведеться робота щодо удосконалення біотехнологічних 
методів відтворення сільськогосподарських тварин з використанням нано-
матеріалів [5, 6, 7].

Сформовані поза організмом доімплантаційні ембріони, є джерелом 
дешевого біоматеріалу для експериментальних робіт [3, 4]. Крім того мето-
ди отримання in vitro зародків ссавців дають змогу вивчати морфологічні, 
цитогенетичні і молекулярно-генетичні особливості раннього ембріогене-
зу. Оскільки ембріональний розвиток є результатом взаємозв’язку зародків 
з статевими шляхами самки у зародків, які культивують поза організмом, 
існує «блок» розвитку [8]. У свиней це 4-клітинна стадія, яка пов’язана з 
початком синтезу РНК [13]. Вирішальним чинником для успішного куль-
тивування ембріонів поза організмом є склад середовища який повинен за-
довольняти потреби клітини в поживних речовинах і відповідати особли-
востям метаболізму клітин in vitro [12]. Для вирішення даних проблем важ-
ливим є оптимізація середовища для культивування гамет та ембріонів за 
допомогою наноматеріалів, зокрема високодисперсних речовин [9].

Для удосконалення середовищ культивування поза організмом емб-
ріонів свиней заслуговує уваги високодисперсний кремнезем (ВДК), який 
застосовують як складову різних лікарських засобів. Наявність на поверхні 
ВДК певної кількості хімічно активних гідроксильних груп обумовлює мо-
дифікацію поверхні різними функціональними групами, що дає змогу ви-
користовувати ВДК як матрицю для синтезу матеріалів з певними фізико-
хімічними та біологічними властивостями.

Науковцями України доведено, що додавання ВДК до суспензії різних 
клітин (дріжджі, мікроорганізми, еритроцити, сперматозоїди та ін.) у малих 
концентраціях сприяє стимуляції їх життєздатності. Іммобілізація на по-
верхні ВДК ряду біомолекул дозволяє створювати біологічно активні нано-
матеріали, які здатні підсилювати подібний ефект [1, 2, 9, 11].

Метою наших досліджень було вивчення впливу ВДК на ефективність 
формування зигот свиней в умовах in vitro та подальший розвиток емб-
ріонів поза організмом.

Матеріал і методи
Дослідження були виконані в лабораторії біотехнології Інституту роз-

ведення і генетики тварин НААН. В експериментах використано яєчни-
ки свиней на стадії фолікулярного росту без патологічних ознак. Яєчни-
ки відбирали в СВАТ «Агрокомбінат «Калита» від забитих статевозрілих 
свинок. Ооцит-кумулюсні комплекси (ОКК) дозрівали in vitro в середови-
щі 199 (sigma) з додаванням 20 % еструсної сироватки крові корів (ЕС) і 
3-5  х 106 клітин гранульози/мл. Для культивування поза організмом відби-
рали ооцити із щільним та розпушеним кумулюсом. Гамети культивували 
поза організмом упродовж 46 годин при +38,8 °С і 4 % СО2 у повітрі. Кри-
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терієм морфологічної оцінки дозрівання ооцитів була наявність першого 
полярного тільця.

Для запліднення in vitro яйцеклітин свинок використовували кріокон-
сервовані нами еякульовані сперматозоїди кнура. Співкультивування дозрі-
лих in vitro яйцеклітин свиней та відібраних методом swim-up сперматозо-
їдів кнура проводили у модифікованому середовищі Тіроде (tAlP) упро-
довж 18 годин. Після співкультивування зиготи переносили в середовище 
ncsU-37 (north carolina state Universiry-37). В дослідній групі середови-
ще ncsU-37 містило 0,001 % ВДК tºc 200 високодисперсного кремнезе-
му вітчизняного виробництва (м. Калуш Івано-Франківської обл.) з s пит = 
= 300 м2/г, поверхня якого перед експериментом була оброблена упродовж 
2 годин при температурі 200 ºС.

Рівень дозрівання ооцитів in vitro, запліднення та аналіз стану хрома-
тину ядер ембріонів вивчали шляхом оцінки сухоповітряних препаратів, які 
готували за допомогою модифікованого методу А. Тарковського [14]. Ана-
ліз препаратів проводили під світловим мікроскопом при 120 – 1000 крат-
ному збільшенні.

Результати та обговорення
Вивчено вплив ВДК tºc 200 на ефективність формування зигот свиней 

та подальший розвиток ембріонів в умовах in vitro. За морфологічною оцін-
кою та даними цитогенетичного аналізу встановлено, що через 46 годин 
культивування in vitro в підібраних нами умовах 98,4 % (244/248) ооцитів, 
відновили мейотичне дозрівання і досягли стадії – метафази ІІ мейозу.

Після запліднення та культивування упродовж 18 годин ооцитів свиней 
та сперматозоїдів кнура поза організмом зиготи свиней розділяли на конт-
рольну та дослідну групи. Дослідні зиготи культивували в середовищі, яке 
містило 0,001 % ВДК t ºc 200.

За результатами морфологічного аналізу встановлено, що рівень фор-
мування ембріонів із додаванням до середовища для культивування зарод-
ків свиней in vitro 0,001 % ВДК t ºc 200 є досить високим і цей рівень ста-
новив 40,2 % (табл. 1). Показник дроблення ембріонів in vitro був на 3,8 % 
нижче у контрольній групі порівняно із середовищем яке містило 0,001 % 
ВДК t ºc 200.
Вплив ВДК t ºC 200 на рівень формування in vitro ембріонів свиней

Група Кількість зигот, шт.
Рівень дроблення емб-

ріонів in vitro,
n (%)

ранніх морул, n

Дослідна 127 51a (40,2 ± 4,4) 35c (27,6 ± 4,0)
Контрольна 121 44b (36,4 ± 4,4) 14d (11,6 ± 2,9)

a:b – p < 0,05, c:d – p < 0,01, критерій χ2. Різні суперскрипти у межах однієї колон-
ки вказують на вірогідну різницю між показниками.
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Результати морфологічного аналізу одержання ембріонів in vitro слід 
доповнювати цитогенетичним аналізом яйцеклітин, з яких не відбулося 
формування зародків [10]. Тобто після 24 годин культивування передбачу-
ваних зигот поза організмом певний відсоток запліднених яйцеклітин не 
долає блоку дроблення для переходу до розвитку ембріонів. Але показних 
формування у запліднених яйцеклітинах пронуклеусів вказує на забезпе-
чення активізуючих умов середовища для одержання ембріонів поза ор-
ганізмом.

За результатами цитогенетичного аналізу встановлено, що у нерозд-
роблених зигот суттєво вищу заплідненість спостерігали у дослідній групі з 
0,001 % ВДК t ºc 200. Додавання 0,001 % ВДК t ºc 200 призводить до збіль-
шення на 14,1 % рівня запліднення яйцеклітин in vitro порівняно з контро-
лем (44,2 %, 61 із 138).

Також цитогенетичним аналізом препаратів отриманих з ембріонів 
свиней на різних стадіях розвитку (від двох бластомерів до ранньої мору-
ли) підтверджено, що ембріони які за візуальною оцінкою були визначені 
як морфологічно нормальні містили повноцінні ядра із ядерцями, кількість 
яких відповідала кількості бластомерів ембріонів, хроматин цих ядер також 
відповідав стадії розвитку зародка.

Встановлено, що відсоток ранніх морул в дослідній групі з додаван-
ням 0,001 % ВДК t ºc 200 у середовище для культивування ембріонів сви-
ней вищий на 16 % (таб.1) порівняно із контрольною групою (11,6 %, 14 із 
121). Отже, додавання ВДК t ºc 200 в даній концентрації не тільки немає 
негативного впливу на формування зигот свиней та дроблення ембріонів, а 
ще й сприяє отриманню більшої кількості ембріонів розвинутих in vitro до 
стадії ранньої морули.

Таким чином, встановлено, що додавання наноматеріалів, які синте-
зовано на основі високодисперсного кремнезему, забезпечує оптимізацію 
середовища для культивування in vitro ембріонів свиней і сприяє розвитку 
ембріонів до доімплантаційних стадій розвитку поза організмом (рис. 1).

Рис. 1. Зажиттєве фото сформованих in vitro ембріонів свиней на стадії ранньої 
морули. Збільшення в 100 раз.
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Висновки
Розроблено елементи біотехнологічної моделі застосування нанома-

теріалів у технології формування in vitro ембріонів свиней.
Доведено, що додавання ВДК tºc200 в С = 0,001 % сприяє отриманню 

більшої кількості ембріонів розвинутих in vitro до стадії ранньої морули.
Для стабільного та результативного рівня одержання та розвитку in 

vitro ембріонів свиней можна успішно застосовувати високодисперсний 
кремнезем у складі середовища для культивування зародків поза організ-
мом, оскільки кремнезем, контактуючи із біологічними системами на різ-
них етапах природних процесів, бере пряму участь у життєвих процесах.
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Резюме
У статті наведено результати експериментальних досліджень впливу нанома-

теріалу ВДК tºc200 на розвиток ембріонів свиней поза організмом у середовищі 
для культивування. Встановлено, що рівень формування in vitro ембріонів свиней 
при використання 0,001%-ї концентрації наноматеріалу у середовищі їх культиву-
вання становить 40,2 %, а рівень розвитку ембріонів в групі з доданим нанокомпо-
зитом - 27,5 %.

В статье приведены результаты экспериментальных исследований влияния на-
номатериала ВДК tºc200 на развитие эмбрионов свиней вне организма в среде для 
культивирования. Установлено, что уровень формирования in vitro эмбрионов сви-
ней при использование 0,001%-ї концентрации наноматериала в среде их культиви-
рования составляет 40,2 %, а уровень развития эмбрионов в группе с добавленным 
нанокомпозитом - 27,5 %.

in the article the results of experimental researches of influence of nanobiomaterial 
of vdK of tºc200 are resulted on development of embryos of pigs out of organism in an 
environment for maturation. it is set that level of forming in vitro embryos of pigs at the 
use of 0,001%-ї concentration of nanobiomaterial in the environment of their maturation is  
40,2 %, and level of development of embryos in a group with the added nanobiomateri-
al - 27,5 %.

КОМІСАРЕНКО А.Г., БРОННІКОВА Л.І., СЕРГЄЄВА Л.Є.,  
МИХАЛЬСЬКА С.І., ТИЩЕНКО О.М.
1Інститут фізіології рослин і генетики НАН України,
Україна, 03022, Київ, вул. Васильківська, 31/17

РІВЕНЬ ПРОЛІНУ ТА ТОЛЕРАНТНІСТЬ ДО ВОДНОГО ДЕФІЦИТУ 
РЕГЕНЕРАНТІВ СОНЯшНИКА, ТРАНСФОРМОВАНИХ З 

ВИКОРИСТАННЯМ шТАМУ LBA4404( pBі2Е)
Незважаючи на багаторічні дослідження та досягнуті успіхи, пробле-

ма стресу/стійкості рослин до абіотичних чинників не втрачає своєї гостро-
ти. Не в останню чергу цей факт є наслідком відсутності однозначних мар-
керів стійкості.

Серед біохімічних показників, які досліджуються під час різноманіт-
них стресів, провідне місце займає вільний пролін з огляду на його різно-
спрямовану дію на рослинний організм. Як амінокислота, він є структур-
ною складовою протеїнів. Вільний пролін у значних кількостях є сумісною 
сполукою при абіотичних стресах [1, 2]. Вважається, що як сигнальна і ре-
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гуляторна молекула він бере участь у подіях, пов’язаних з ростом і розви-
тком [3]. При цьому пролін єдина амінокислота, що безпосередньо впливає 
на активність ферментів свого синтезу/деградації, - які є просторово розді-
леними. Тому зрозуміло, що одночасне поєднання тотожно або протилеж-
но діючих факторів може суттєво змінювати очікуваний результат. Звідси 
неузгодженість фактів і суб’єктивність трактувань про акумуляцію вільно-
го проліну.

Перспективним підходом у вивченні ролі проліну та отриманню біо-
технологічних рослин із підвищеним рівнем стійкості є генетична інжене-
рія. Раніше повідомлялось про одержання трансгенних рослин тютюну з 
супресором гена проліндегідрогенази (ПДГ) – ферменту деградації проліну 
[4, 5]. Такі рослини відзначались підвищеним рівнем даної амінокислоти, 
який корелював із стійкістю рослин до засолення, водного стресу, токсич-
ної дії деяких іонів важких металів. В наших експериментах з генетичної 
трансформації соняшника (Helianthus annuus L.) з використанням агробак-
теріального штаму LBA4404, що несе плазміду pbi2e з дволанцюговим 
РНК-супресором гена проліндегідрогенази, отримані регенеранти, які оці-
нювали за рівнем стійкості та вмістом вільного проліну.

Матеріали і методи
Agrobacterium-опосредковану трансформацію соняшника сорту Про-

метей проводили згідно протоколу, описаному нами раніше [6, 7]. Обез-
зброєний штам LBA4404 (pbi2e) люб’язно наданий к.б.н. Кочетовим О.В. 
(Інститут цитології і генетики Сибірського відділення Російської академії 
наук, Новосибірськ). Плазміда pbi2e одночасно з цільовим геном - супре-
сором проліндегідрогенази (erd5) арабідопсіса містила селективний ген 
нео міцинфосфотрансферази (nptII) E. coli, який визначає стійкість до кана-
міцину. Первинний відбір імовірних трансформантів вели на середовищі з 
селективною концентрацією канаміцину (100 мг/л).

Рівень вільного проліну аналізували у регенерантів, які пройшли селек-
тивний відбір та контрольних варіантів за нормальних і стресових умов in 
vitro. Пролін вимірювався за методикою Чинарда із модифікаціями [8], суть 
якої полягає в тому, що при взаємодії проліну з нінгідриновим реактивом, 
утворюється хромофор, який можна визначити колометрично при λ=520нм. 
Наважку рослинної тканини гомогенізували в 10мл 3,0%-ного водного роз-
чину сульфосаліцилової кислоти для осадження білків. Гомогенат відфіль-
тровували через щільний фільтр з хромографічного паперу марки “М”. До 
2мл фільтрату додавали 2мл нінгідринового реактиву, приготовленого без 
нагрівання (1,25 нінгідрину, 30мл льодяної оцтової кислоти, 20мл 6М- ного 
розчину h3Po4) і 2мл льодяної оцтової кислоти. Реакційну суміш прогрі-
вали протягом 1 години на водяній бані при температурі 100 ºС, після чого 
реакційну суміш швидко охолоджували на льоду і переносили в ділильну 
воронку з 4,0мл толуолу. Струшували протягом 20 секунд. Нижній водний 
шар відкидали, а верхній – прозорий, забарвлений у рожево-малиновий ко-
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лір, колориметрували у видимій області спектру (λ=520нм). Як контроль 
при колориметруванні використовували толуол. Стандартну криву будува-
ли по кристалічному проліну.

Водний стрес створювали додаванням до культурального середовища 
0,4М маніта та за таких умов оцінювали вміст проліну в регенерантах, які 
витримували стресове навантаження.

Результати та обговорення
Оскільки рівень вільного проліну є динамічним показником, на почат-

ковому етапі роботи проводили порівняльний аналіз його вмісту в регене-
рантах соняшника одного й того ж віку, отриманих від експлантів, які під-
давалися та не піддавалися Agrobacterium-опосередкованій трансформації.

В таблиці 1 наведені дані, з яких видно, що регенеранти обох варіантів 
відзначались помітною варіабельністю вмісту вільного проліну. При цьому 
різниця між максимальним і мінімальним абсолютними значеннями в кон-
трольній групі (регенеранти без трансформації) складала близько 1,8 разів, 
а для регенерантів, отриманих після генетичної трансформації - 2,3 раза. 
Така різниця між варіантами була недостовірною. Очевидно, що коливан-
ня вмісту проліну не перевищували діапазону норми реакції. Це може свід-
чити про те, що процес Agrobacterium-опосередкованої трансформації не є 
стресовим для соняшника або він пов’язаний з іншими механізмами адап-
тації. Крім того, відсутність достовірної різниці в рівні проліну між конт-
рольними та дослідними варіантами, може бути пов’язана, по-перше, з різ-
ним рівнем експресії цільового гену, по-друге, – варіювання вмісту проліну 
може бути виразним лише у стресових умовах, по-третє, з огляду на дина-
мічний характер рівня проліну в клітинах, імовірне неспівпадання періодів 
зростання/ зниження рівня амінокислоти у окремих регенерантів. Для вста-
новлення останнього необхідний добовий моніторинг вмісту проліну.

Таблиця 1
Вміст вільного проліну в регенерантах соняшника, культивованих за нормальних умов 
(мг%/ г сирої маси)

№ Контроль Регенеранти, отримані після трансфор-
мації

1 27, 79 35,26
2 22,36 29,49
3 42,31 18,92
4 37,15 33,58
5 33,91 44,38
6 23,65 32,62

Для визначення рівня вільного проліну в умовах стресу та перевірки 
стійкості до водного дефіциту регенеранти, які пройшли селективний від-
бір на канаміцині та регенеранти дикого типу відбирались довільно. Різни-
ця між досліджуваними варіантами за вмістом проліну проявлялась впро-
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довж розвитку водного стресу (Рис.). Регенеранти контрольної групи не 
витримували 14 добового осмотичного стресу. Це проявлялось у прогре-
суючому зниженні тургору листків з подальшим їх повним засиханням. Рі-
вень проліну в їх листках був досить низький як на 6-ту, так і на 14-ту добу 
культивування. Імовірно пролін, який визначався в ході досліду, був наслід-
ком деградації пролін - містких протеїнів [9].

Регенеранти, отримані після генетичної трансформації, відзначались 
різним ступенем стійкості. Чутливі рослини аналогічно контролю гинули 
впродовж культивування. Стійкі організми, які витримали водний стрес in 
vitro, переносились на культуральне середовище без маніту для відновлен-
ня. Рівень проліну у таких рослин за стресових умов перевищував показни-
ки контрольного варіанту в 3 і більше разів.

Рис. Вміст вільного проліну в регенерантах соняшника, культивованих за умов 
водного стресу. 1 – контроль; 2 – регенеранти, стійкі до селективної концентрації 

канаміцину.

Зростання проліну за стресових умов подія очікувана, а в нашому ви-
падку адекватна, оскільки експресія дволанцюгового РНК-супресора гена 
проліндегідрогенази erd5 арабідопсису може приводити до зниження рів-
ня мРНК проліндегідрогенази в тканинах соняшника. Попередні наші до-
слідження показали, що з довільної вибірки стійких до канаміцину регене-
рантів соняшника сорту „Прометей” інтеграція цільового гена в його геном 
здійснювалася у близько 20%. Це пояснює факт того, що не усі регенеран-
ти, які пройшли первинну селекцію, були стійкими до водного дефіциту.

Таким чином, методом Agrobacterium-опосредкованої трансформації з 
використанням штаму LBA4404, що містить pbi2e з дволанцюговим РНК-
супресором гена проліндегідрогенази, отримано регенеранти соняшника, 
стійкі до водного дефіциту. Рівень вільного проліну в таких регенерантах 
в умовах стресу суттєво перевищував показники контролю, тоді як за нор-
мальних умов культивування вміст цієї амінокислоти не відрізнявся у конт-
рольних та трансформованих регенерантів.
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Резюме
З використанням штаму LBA4404 (pbi2e), що містить супресор гена пролін-

дегідрогенази, отримані регенеранти соняшника, стійкі до водного дефіциту. Вміст 
вільного проліну цих регенерантів при стресі перевищував показник контролю 
більш ніж в 3 рази.

С использованием штамма LBA4404 (pbi2e), содержащего супрессор гена про-
линдегидрогенази, получены регенеранты подсолнечника, устойчивые к водному 
дефициту. Содержание свободного пролина у этих регенерантов при стрессе превы-
шало показатель контроля более чем в 3 раза.

Using LBA4404 (pbi2e) with gene suppressor of prolinedehydrogenase, the sun-
flower regenerates tolerance to water deficit were obtained. Under stress conditions the 
free proline levels of these plants exceeded those parameters of wild type at 3 and more 
times.
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RAPD- ТА ISSR- АНАЛІЗ КУЛЬТУРИ ТКАНИН І ОРГАНІВ 
GENTIANA LUTEA L. У РІЗНИХ УМОВАХ ВИРОЩУВАННЯ
Під впливом умов вирощування in vitro в клітинах рослин виникають 

різноманітні структурно-функціональні перебудови геному. Найбільш зна-
чні зміни спостерігаються внаслідок дедиференціювання клітин і виявля-
ються як на цитогенетичному, так і молекулярно-генетичному рівнях. По-
ряд із цим, геном культури органів, яка отримана без проходження клітина-
ми стадії неорганізованого росту in vitro, є більш стійким. Також показано, 
що із збільшенням тривалості культивування масштабність перебудов зрос-
тає. Проте такі закономірності спостерігаються не завжди, і залежать від 
особливостей генотипу та умов вирощування [1]. Раніше нами дослідже-
но мінливість генів 18s-25s рРНК у культурі тканин рідкісного лікарсько-
го високогірного виду G. lutea і показано, що змінюється довжина одного з 
повторів рДНК. Такі перебудови виникали на ранніх етапах культивування 
і потім лише підтримувалися у калюсі [2]. Метою даної роботи було дослі-
дити особливості мінливості культури тканин і органів цього виду за допо-
могою rAPd- та issr-маркерів.

Матеріали і методи
Для досліджень взяли рослину G. lutea з пол. Лемська (хребет Чорно-

гора Українських Карпат), яку розклонували на 5 культур: регенерант, одер-
жаний шляхом прямого органогенезу in vitro; первинний калюс стеблового 
походження; шестимісячні морфогенний і неморфогенний та однорічний 
неморфогенний калюси кореневого походження; швидкоростучу культуру 
ізольованих коренів (рис. 1).
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Отримання і вирощування культури тканин та органів описано в ро-
ботах [3-5].

Виділення ДНК, гель-електрофорез продуктів ампліфікації, умови про-
ведення полімеразної ланцюгової реакції з праймерами довільної послідов-
ності (rAPd-ПЛР) та ділянок геному, фланкованих інвертованими повтора-
ми мікросателітних локусів (issr-ПЛР), нуклеотидні послідовності вико-
ристаних праймерів наведено у роботі [6].

Продукти ампліфікації ДНК культур тканин і органів порівнювали з 
такими вихідної двомісячної рослини-донора. Враховували чітко розрізню-
вані відтворювані амплікони. На основі отриманих даних було розрахова-
но генетичні відстані жакарда (dJ) [7] та методом UPGmA побудовано ден-
дрограму генетичної подібності досліджених зразків.

Результати та обговорення
Із використаних 27 rAPd- і 13 issr-праймерів 15 та 9 відповідно да-

вали чіткі відтворювані спектри ПЛР-продуктів і були відібрані для подаль-
ших досліджень. Загальна кількість ампліконів у випадку rAPd-аналізу 
складала 118 (7,9 на праймер), з яких 61 (51,7 %) виявилися мономорфни-
ми для усіх об’єктів; для issr-аналізу – 118 (13,1 на праймер), з яких 65 
(55,1 %) – спільні. rAPd-праймери забезпечували ампліфікацію фрагмен-
тів у межах 258–1970 п.н., issr-праймери – 209-2075 п.н.

Загалом, електрофоретичні профілі культивованих тканин та органів, а 
також рослин-регенерантів були подібними між собою і з такими рослини-
донора. Поряд із цим, у досліджених зразках наявні амплікони, що за роз-
міром відрізнялися від фрагментів вихідного генотипу.

Розраховані генетичні відстані між зразками G. lutea представлено у 
таблиці.

На дендрограмі (рис. 2) зразки культури in vitro розподілились на два 
кластери: перший формували рослина-донор, первинний калюс та регене-
рант, отриманий шляхом прямого органогенезу, другий – морфогенний і не-
морфогенні калюси та культура ізольованих коренів.

Нами встановлено наступні особливості сомаклональної мінливості 
G. lutea.

Залежність від тривалості культивування. Генетичні зміни у калюс-
них тканинах виникали на ранніх етапах культивування і накопичувалися із 
збільшенням його тривалості. Зокрема, при порівнянні вихідного генотипу 
G. lutea та отриманих від нього калюсів різного віку виявлено, що вже на 
ранніх етапах (до шести місяців) у культурах відбуваються порівняно зна-
чні зміни, про що свідчать генетичні відстані за результатами обох аналізів. 
Суттєві зміни на ранніх етапах культивування виявлено у калюсах G. lutea 
і при використанні у якості генетичного маркера генів рРНК. Проте, рівень 
таких перебудов у подальшому залишався без змін [2]. Для двох генотипів 
іншого виду – Gentiana pneumonanthe – було показано, що із збільшенням 
тривалості культивування неморфогенних калюсів до 1-1,5 та 2-4 років змі-
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Таблиця
Генетичні відстані за Жакардом між зразками культур in vitro G. lutea: RAPD-аналіз

№* 1 2 3 4 5 6 7

1 –
2 0,071 –
3 0,105 0,117 –
4 0,308 0,255 0,295 –
5 0,330 0,280 0,302 0,153 –
6 0,269 0,214 0,223 0,140 0,191 –
7 0,287 0,252 0,306 0,245 0,323 0,293 –

issr-аналіз

№* 1 2 3 4 5 6 7

1 –
2 0,050 –
3 0,087 0,077 –
4 0,262 0,236 0,231 –
5 0,297 0,288 0,283 0,172 –
6 0,255 0,212 0,224 0,137 0,252 –
7 0,290 0,264 0,243 0,214 0,272 0,206 –

Примітка. * 1 – рослина-донор, з якої отримано: 2 – регенерант, одержаний шля-
хом прямого органогенезу, 3 – первинний стебловий калюс, 4, 5 – шестимісячний та 
однорічний неморфогенні калюси відповідно, 6 – шестимісячний морфогенний ка-
люс, 7 – культура ізольованих коренів.

 1
 2
 3
 4
 6
 5
 7

0.05
Рис. 2. Дендрограма генетичної подібності зразків культури тканин і органів 
G. lutea за результатами RAPD- та ISSR- аналізів Нумерація зразків така ж як 

у табл.
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ни накопичувалися, але меншими темпами у порівнянні із G. lutea [6]. У ці-
лому, отримані нами результати узгоджуються із наявними літературними 
даними, за якими більшість перебудов геному відбуваються у процесі деди-
ференціації та на ранніх етапах культивування під час формування клітин-
них популяцій [1]. Збільшення кількості пасажів та їхньої тривалості під-
вищує швидкість виникнення та рівень сомаклональних змін у калюсних 
культурах [8].

Залежність від типу росту культури. Виявлено невеликі генетич-
ні дистанції між морфогенними і неморфогенними культурами тканин за 
однакової тривалості вирощування. Рослина-регенерант, отримана шля-
хом прямого органогенезу, за генетичними відстанями була найближчою 
до вихідного генотипу, ці зразки на дендрограмі розподілились в одну гру-
пу. У той же час, культура ізольованих коренів була генетично віддале-
ною як від вихідного генотипу, так і від калюсів та регенеранта. У випадку 
G. pneumonanthe зміни, що відбувалися в ізольованих коренях за 4-6 тижнів 
вирощування, за своїм розмахом співрозмірні зі змінами у 2-3-річних не-
морфогенних калюсах [6]. Очевидно, такі значні зміни у цій культурі обох 
видів можна пояснити інтенсивним темпом поділу її клітин, що підтвер-
джується літературними даними [8].

Результати rAPd- та issr-аналізу показали, що рівень сомаклональ-
ної мінливості G. lutea за середніми значеннями dJ був приблизно у 1,5 
раза меншим за внутрішньопопуляційну варіабельність (неопубліковані 
дані). Подібні результати отримані для G. pneumonanthe, мінливість у куль-
турі in vitro якої також була меншою (у 1,5-2 рази) за внутрішньопопуляцій-
ну [6]. Рівень сомаклональної мінливості (за результатами rAPd-аналізу) 
у культурі тканин трьох інших видів тирличів – G. acaulis, G. сruciata і 
G. punctata, був подібним до генетичних дистанцій між рослинами цих ви-
дів всередині популяцій [9].

Висновки
rAPd- та issr-аналіз культури тканин і органів G. lutea показав, що 

рівень мінливості був найменшим у рослини-регенеранта, а найбільшим – 
в 1-річної неморфогенної культури та культури ізольованих коренів, про-
те не виходив за межі внутрішньопопуляційного поліморфізму. Сомакло-
нальні зміни у калюсних тканинах виникали на ранніх етапах культивуван-
ня і накопичувалися із збільшенням його тривалості. Генетична дистанція 
між морфогенним і неморфогенним калюсами одного віку була значно мен-
шою, ніж їхні відстані до рослини-донора, що свідчить про більший вплив 
на геном процесів дедиференціації, ніж морфогенезу.
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Резюме
Досліджено особливості сомаклональної мінливості у культурі тканин і орга-

нів тирличу жовтого (Gentiana lutea l.) з використанням rAPd- та issr-маркерів. 
Показано залежність змін геному від типу росту культури; у випадку калюсних тка-
нин – від тривалості вирощування, морфогенних культур – від швидкості їхнього 
росту.

Изучены особенности сомаклональной изменчивости в культуре тканей и ор-
ганов горечавки желтой (Gentiana lutea l.) с использованием rAPd- и issr-марке-
ров. Показана зависимость изменений генома от типа роста культуры; в случае кал-
лусных тканей – от длительности выращивания, морфогенных культур – от скоро-
сти их роста.

details of somaclonal variability in yellow gentian (Gentiana lutea l.) tissue and 
organ culture using rAPd- and issr-markers have been studied. dependence of the ge-
nome changes on the type of culture growth was demonstrated; in case of callus tissues 
former depended on duration of culturing, in case of morphogenic cultures – on the rate 
of their growth.
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ОСОБЕННОСТИ КЛОНАЛЬНОГО МИКРОРАЗМНОЖЕНИЯ 
EUSTOMA GRANDIFLORUM SHINN.

Эустома (Eustoma grandiflorum) или лизиантус – один из декоратив-
ных видов растений, представляющий на сегодняшний день коммерческую 
ценность [ 5, 6, 9 ]. Особенность данного растения заключается не только в 
красоте цветка, но и в способе его получения. Как правило, сорта E. gran-
diflorum представляют собой гибриды первого поколения f1, обладающие 
гибридной силой, которая проявляется в размере цветоноса. Размножение 
естественным путём – семенами у данного вида весьма трудоемкий про-
цесс, имеющий свои недостатки. Семена f1 E. grandiflorum – дорогостоя-
щие, имеют микроскопические размеры, их прорастание требует особых 
климатических условий и может длиться до двух месяцев, к тому же, не 
всегда проходит успешно. Соответственно, получение взрослых цветущих 
растений требует значительных материальных затрат. Поэтому на практике 
цветоводам предпочтительнее использовать готовую рассаду лизиантуса и 
доращивать её до фазы цветка, минуя этап прорастания.

Исходя из вышеизложенного, с целью закрепления гетерозиса расте-
ний эустомы f1 целесообразно применять методы вегетативного размно-
жения. В условиях in vivo размножение растений E. grandiflorum f1 деле-
нием побегов или черенкованием является малоэффективным. Поэтому ме-
тод клонального микроразмножения in vitro – единственный рациональный 
путь массового получения идентичных материнскому организму клонов f1 
в короткие сроки [8]. С этой целью в данной работе были изучены осо-
бенности клонального микроразмножения in vitro и получения посадочно-
го материала у представителя E. grandiflorum.

Материалы и методы
В качестве эксплантов использовали чашеложе цветка, междоузлия и 

стеблевые сегменты E. grandiflorum, взятые в период цветения. Экспланты 
стерилизовали в несколько этапов. Первичное очищение растительной по-
верхности проводили с помощью хозяйственного мыла. Далее завернутые в 
марлю экспланты помещали в стерильные чашки Петри и выдерживали 40 
минут в 50 % растворе гипохлорита натрия («Белизна»), а затем 10 минут в 
стерильном растворе 0,05 Н гидрохлорида (hcl). На последнем этапе экс-
планты промывали стерильной дистиллированной водой 4 раза.

Эксплантацию проводили на питательную среду по прописи murashige 
и skoog [7, 8 ] с добавлением 2 мг/л БАП. Экспланты культивировали в тем-
ноте при 24 °С в течение 1,5-2 месяцев до появления хорошо сформирован-
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ного каллуса на поверхности срезов эксплантов, после чего их помещали 
на свет с фотопериодом 16 часов/сутки до появления регенерантов. Сфор-
мировавшиеся микрорастения высаживали на подобранную для растений 
эустомы питательную среду без фитогормонов для естественного корнеоб-
разования и адаптации. В опытных вариантах с целью изучения морфоге-
неза микрорастения высажены на варианты сред с добавлением 0,1; 0,5 и 
1 мг/л гибберелловой кислоты ( ГК ), отдельно цитокинина БАП – 0,5 мг/л 
и ауксина НУК – 0,1 - 0,5 мг/л.

Результаты и обсуждение
По результатам стерилизации эксплантов E. grandiflorum показано, что 

в среднем от 20 до 50 % эксплантов способны выдерживать используемый 
нами метод стерилизации и формировать каллус. Более щадящая стерили-
зация с использованием раствора гипохлорита натрия в концентрации ме-
нее 50 % и экспозицией менее 40 минут не может обеспечить стерильность 
культуры. Поэтому проблема введения в культуру и подбора способов сте-
рилизации остаётся актуальной.

На срезах выживших после стерилизации эксплантов уже через 3-4 не-
дели формируется каллус, из которого в среднем регенерирует от 7 до 20 
микрорастений (на один эксплант) за период культивирования 60-100 дней 
в присутствии 2 мг/л БАП. В кyльтуре in vitro лизиантуса наблюдается ре-
генерация микрорастений из каллуса еще на первичной питательной среде 
при перемещении эксплантов из темноты на свет. Формирование каллуса и 
затем микрорастений, в большей мере, наблюдали из стеблевых фрагмен-
тов эустомы, в сравнении с чашеложем и междоузлиями.

Пассаж сформированных микрорастений на среды ms и ½ ms пока-
зал, что компонентный состав данных сред является неэффективным. На 
среде ms с полным набором минеральных солей наблюдали остановку в 
росте, неспособность к формированию корневой системы даже с примене-
нием ауксина НУК. Также наблюдали формирование большого количества 
мелких нежизнеспособных растений, имеющих укороченные междоузлия 
и мелкие загибающиеся к низу плотные либо обводненные листья. Данный 
факт свидетельствует о слишком высокой для данного растения концент-
рации минеральных солей в питательной среде [ 1, 3 ]. Уменьшение солей 
в два раза приводило к незначительному улучшению состояния растений. 
Улучшенными стали листовые пластинки, однако культивируемые расте-
ния оставались с укороченными междоузлиями, а листья сильно вытягива-
лись, что говорит о неправильном балансе n : P : K [ 1, 3, 4 ]. Дальнейшие 
модификации питательной среды по макроэлементам позволили найти не-
обходимый баланс питательных веществ для микрорастений лизиантуса. 
Подобранный состав среды привел к значительному улучшению качества 
микрорастений эустомы, а также к улучшению самой технологии размно-
жения в целом.
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Благодаря новому составу питательной среды со сбалансированным 
соотношением n : P : K после соматического эмбриогенеза на этапе адапта-
ции и ризогенеза микрорастения E. grandiflorum способны непрерывно рас-
ти, что технологически является удобным для дальнейшего микрочеренко-
вания и постоянного получения растительной продукции. Также данный 
способ применим для длительного поддержания и одновременного размно-
жения культуры лизиантуса в течение необходимого периода с целью сбы-
та продукции в конкретный сезон (рис.1).

Рис. 1. Особенности морфогенеза E. grandiflorum в культуре in vitro: 1 - E. 
grandiflorum; 2 - введение в культуру in vitro, индукция каллуса; 3 - начало 
регенерации; 4 - формирование микрорастений; 5 - адаптация и укоренение 

микрорастений

Используя новую питательную среду со сбалансированными мине-
ральными солями, тестирование чувствительности сформированных мик-
рорастений лизиантуса к таким фитогормонам как БАП, НУК и ГК [ 2 ] 
показало, что использование БАП и НУК в питательной среде даже в низ-
ких концентрациях отрицательно влияет на рост, развитие и дальнейшую 
адаптацию растений к условиям почвы. Однако использование ГК в качест-
ве стимулятора роста растений показало наиболее хороший результат. Так, 
при добавлении гибберелловой кислоты (0,05-0,1 мг/л) наблюдается фор-
мирование корневой системы уже на 10-14 сутки культивирования микро-
растений. Заметно ускоряется рост и улучшается процесс адаптации к поч-
венным условиям, в сравнении с контрольными образцами, выращиваемы-
ми без ГК (рис.2).
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Рис. 2. Изучение фитогормональной регуляции в культуре in vitro E. grandiflorum: 
1 - ГК 1 мг/л; 2 - ГК 0,5 мг/л; БАП - 0,5 мг/л; НУК - 0,5 мг/л.

В целом, исходя из полученных результатов, технология клонально-
го микроразмножения E. grandiflorum представляет собой несколько эта-
пов. Во-первых, введение в культуру іn vitro стеблевых эксплантов. Коэф-
фициент размножения на данном этапе составил 7-15 растений из одного 
стеблевого сегмента размером 1,5-2 см за период 100 дней. При дальней-
шем микрочеренковании полученных растений коэффициент размножения 
составил 3-4 растения/месяц или ≈ 500 тыс. растений в год на питатель-
ной среде без гормонов со сбалансированным соотношением макроэлемен-
тов n : P : K в питательной среде. Использование ГК (0,05-0,1 мг/л) в пита-
тельной среде повышает коэффициент размножения микрочеренкованием 
до 4-5 растений/месяц или ≈ 1 млн. растений в год. Заключительный этап 
– формирование корневой системы у микрорастений E. grandiflorum, кото-
рый занимает 10-14 дней. По нашим подсчетам материальные затраты на 
производство одного микрорастения в месяц по электроэнергии (Украина – 
0,1 $/КВт) составляет 0,017 $/растение. По химическим реактивам (sigma) 
в среднем составляет – 0,024 $/растение. В сумме затраты на производство 
одного растения в месяц – 0,04 $. Стоимость готовой продукции на рынках 
Украины составляет 0,375 $ /растение E. grandiflorum.

Выводы
1. Разработана среда с измененным балансом n : P : K. Проведен срав-

нительный анализ формирования регенерантов и их роста на средах ms, 
½ ms и разработаной нами среды для эустомы. На среде со сбалансиро-
ванным содержанием n : P : K отмечено формирование жизнеспособных 
растений, которые успешно адаптируются к почве. 3. Показано, что гиббе-
реллиновая кислота в концентрации 0,05 – 0,1 мг/л стимулирует корнеоб-
разование и рост побегов. 4. Разработана эффективная биотехнология не-
прерывного микроклонального размножения эустомы.
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Резюме
Разработана эффективная биотехнология микрочеренкования in vitro 

E. grandiflorum. Создана среда с оптимальным, для данного растения, балансом 
n : P : K. Исследовано влияние фитогормонов на процессы регенерации, роста и 
адаптации к почве эустомы. Показано, что оптимальным является использование 
гиббереллиновой кислоты в концентрации 0,05-0,1 мг/л.

Розроблено ефективну біотехнологію мікроживкування in vitro E. grandiflorum. 
Створено середовище з оптимальним, для даної рослини, балансом n : P : K. Дослі-
джено вплив фітогормонів на процеси регенерації, росту та адаптації до ґрунту лі-
зантуса. Показано, що оптимальним є використання гіберелової кислоти в концен-
трації 0,05-1 мг/л.

effective biotechnology for E. grandiflorum micricutting in vitro were elaborated. 
there was created a medium with the optimal for this plant n:P:K balance. Phytohor-
mones influence on the process of lisantus regeneration, growth and adaptation to the 
soil. there was shown that Gibberellic acid with concentration 0.05-0.1 mg/l is optimal.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ МЕМБРАНОТРОПНЫХ 
ГОМЕОСТАТИЧЕСКИХ ТКАНЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ 

БИОРЕГУЛЯТОРОВ НА РЕГЕНЕРАТЫ КОНЕЧНОСТЕЙ 
АМФИБИЙ

В данной работе исследовали биорегуляторы, выделенные из сыворот-
ки крови крупного рогатого скота (КРС) и кости крысы, принадлежащие 
к группе мембранотроптных гомеостатических тканеспецифических био-
регуляторов (МГТБ), которые были обнаружены в различных тканях жи-
вотных и растений (Ямскова и др., 2012). Биорегуляторы данной группы 
стимулируют процессы восстановления и репарации в патологически из-
мененных тканях, как в условиях in vitro, так и в условиях in vivo (Ямскова 
и др., 2009; Стрецкий и др., 2011). Изучение процессов регенерации у поз-
воночных животных является актуальной проблемой современной биоло-
гии развития. Удобным объектом для изучения процессов регенерации яв-
ляются амфибии – поскольку у них данные процессы наиболее выражены, 
по сравнению с высшими позвоночными. Показано, что хвостатые амфи-
бии во взрослом состоянии могут регенерировать полностью морфологи-
чески функциональные конечности и ткани утраченных органов. При этом 
бесхвостые амфибии сохранили способности к полной регенерации конеч-
ностей только на ранних стадиях развития (до метаморфоза), на более поз-
дних стадиях, если и регенерирует конечность, то уже лишь в виде морфо-
логически и функционально не развитой спикулы.

Целью настоящего исследования явилось изучение влияния МГТБ, 
выделенных из сыворотки крови и костной ткани млекопитающих, на реге-
нерацию конечностей амфибий.

Материалы и методы
Биорегуляторы выделяли по разработанной ранее методике (yamskova 

et al., 2007). В качестве объектов исследования были использованы шпор-
цевая лягушка (Xenopus laevis daudin) и испанский тритон (Pleurodeles waltl 
michahelles). Эксперименты по действию МГТБ на регенерацию конечности 
Xenopus laevis in vivo на стадии 64 (конец метаморфоза). Лягушки были нар-
котизированы 0,3-% раствором ms-222, а затем у них были ампутированы 
правые задние конечности в проксимальной области бедра на уровне стило-
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пода. Плоскость ампутации проходила перпендикулярно проксимо-дисталь-
ной оси конечности. Были сформированы 4 группы: Группа 1: (8 лягушек) 
вводили по 0,5 мкл МГТБ сыворотки крови КРС (концентрация 10-2 мг/мл); 
Группа 2: (10 лягушек) вводили по 0,5 мкл МГТБ кости крыс (концентра-
ция 10-12 мг/мл); Группа 3: (7 лягушек) вводили по 0,5 мкл физиологическо-
го раствора; Группа 4: (6 лягушек) Контроль – не проводили инъекций. Рас-
твор МГТБ и физиологический раствор вводили в область бластемы три раза 
в неделю в течение двух месяцев. Эксперименты по действию МГТБ на ре-
генерацию конечности испанского тритона Pleurodeles waltl in vitro. Были ис-
пользованы взрослые тритоны, их наркотизировали в ms-222, а затем были 
ампутированы у них левая задняя конечность на уровне голени и хвост на 
расстоянии 15 мм от конца. Образующиеся регенераты конечности на стадии 
образования трех-четырех пальцев (2) и хвоста на 40 день после ампутации 
(iv-v стадии) удаляли у анестезированных животных, дезинфицировали эти-
ловым спиртом и помещали в темные флаконы с 4 мл культуральной среды 
для амфибий (контроль) или со средой, в которую было добавлено 40 мкл од-
ного из МГТБ (опыт). Перед использованием среда проходила холодную сте-
рилизацию через фильтры (0.22 мкм поры). Состав среды для культивирова-
ния: Среда 199 - 350 мл., дистиллированная вода -150 мл., Буффер hePes 1М 
- 150 мкл., Гентамицина сульфат 4% - 1 мл., Антибиотик и антимикотик siG-
mA - 5 мл., Эмбриональная телячья сыворотка - 50 мл. Было использовано 
роллерное культивирование: roller rm5 Assistant, Germany. 35 оборот/мин, 
(22 °С) в течение 12 дней для конечностей и 14 дней для хвостов. Среду для 
культивирования меняли каждые 3 дня. После этого, регенераты были зафик-
сированы в Буэне для дальнейшего приготовления гистологических срезов.

Результаты и обсуждение
В условиях in vivo, сывороточный МГТБ в большой концентрации 

(0,01 мг/мл), а костный МГТБ в СМД (10-12 мг/мл), стимулируют регенера-
цию задней лапы лягушки после ампутации в проксимальной области бед-
ра (Рис. 1).
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Рис. 1. Результаты через 2 месяца, после ампута-
ции конечности у лягушки в проксимальной об-
ласти. Группа 1 - МГТБ сыворотки крови 10-2 мг/
мл; группа 2 - МГТБ кости 10-12 мг/мл; группа 3 
- физ. раствор; группа 4 – контроль. На диаграм-
ме по оси ординат - % регенераций конечности в 

каждой группе.
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На рис. 2 представлены продольные срезы регенератов задней конеч-
ности тритона на стадии формирования 3-х пальцев.
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мг/мл); 4 – после культивирования с МГТБ сыворотки крови (10-2 мг/мл).

Хорошо выражены хрящевые структуры, соответсвующие сформи-
ровавшимся пальцам, регенерат покрыт многослойным эпителием, меж-
ду хрящевыми структурами наблюдаются мезенхимоподобные клетки, 
коллагеновые волокна, сосуды. Под эпителием и в мезенхиме наблюдают-
ся небольшие скопления пигментированных клеток. При культвировании 
регенератов в условиях роллерного вращения в течение 12 суток в среде 
культивриования для амфибий (контроль) выявлена гибель хондроцитов и 
нарушение структуры формирующегося хряща в области формирования 
пальцев. В мезенхиме наблюдается много сосудов, наполненных эритроци-
тами, самих мезенхимных клеток и волокон коллагена практически не на-
блюдается. Эпителий слущивается, в нем присутсвтвует много гибнущих 
клеток. В общем можно наблюдать картину воспаления и дегенерации в 
тканях регенерата. Пигментированные клетки представлены скоплениями 
в мезенхиме, под эпителием их не наблюдается. При добавлении в среду 
культивирования МГТБ сыворотки крови млекопитающих наблюдали раз-
личную картину при высоких концентрациях МГТБ и МГТБ в СМД. В слу-
чае действия МГТБ сыворотки крови в СМД наблюдали гибель хондроци-
тов и изменение структуры хряща. Эпителий слущивался, под ним нахо-
дились небольшие скопления пигментированных клеток. В мезенхимной 
ткани немногочисленные фибробластоподобные клетки и сосуды, коллаге-
новых волокон не наблюдается. В целом картина немного лучше, чем в кон-
троле. При использовании МГТБ сыворотки крови в высоких концентра-
циях структура хрящевой ткани поддерживалась жизнеспособной (много 
хондроцитов и хорошо развит хрящевой матрикс), вокруг хряща были кро-
веносные сосуды. В мезенхиме наблюдали фибробластоподобные клетки. 
Эпителий практически не слущивался, под ним видны небольшие скопле-
ния пигментированных клеток. Наиболее выраженный протекторный эф-
фект на ткани регенератов оказал МГТБ кости. При добавлении МГТБ кос-
ти в СМД вокруг хряща образуются крупные сосуды, заполненные клетка-
ми крови. В мезенхиме много фибробластоподобных клеток, кое-где видны 
мышечные элементы, коллагеновые волокна не выражены. Под эпителием 
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располагаются скопления пигментированных клеток, а также видны под-
кожные железы. МГТБ сыворотки крови в концентрации 10-2 мг/мл обла-
дал протекторным действием на состояние тканей регенерирующей конеч-
ности тритона Pl. waltl при условии ее роллерного культивирования in vi-
tro, но и в СМД это действие сохранялось, но проявлялось менее, особенно 
в отношении хрящевой ткани. МГТБ кости в концентрации 10-16 мг/мл об-
ладал выраженным протекторным эффектом на состояние тканей регенери-
рующей конечности тритона Pl. waltl при условии ее роллерного культиви-
рования in vitro (особенно на поддержание жизнеспособности и структуры 
хрящевой ткани). При воздействии МГТБ на культуры регенератов хвостов 
тритона наблюдали схожую картину (Рис. 3).
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Рис. 3. Регенераты хвостов тритона: 1 – без культивирования; 2 - после культи-
вирования (контроль); 3 – после культивирования с МГТБ сыворотки крови 

(10-2 мг/мл); 4 – после культивирования с МГТБ кости (10-14 мг/мл)

МГТБ, выделенный из сыворотки крови, в высокой концентрации об-
ладал морфогенетическим действием на ткани регенерата хвоста трито-
нов, которое выражалось в том, что состояние культивируемых регенератов 
хвостов тритонов приближалось к состоянию интактного регенерата, т.е. 
структура хряща полностью сохранялась, и наблюдали сегментацию хря-
ща, характерную для данной стадии, отсутствовала гибель хондроцитов, 
элементы спинного мозга и мышечные волокна хорошо выражены, зрелые 
железы вырабатывают много секрета, в кориуме присутствует много ма-
лодифференцированных клеток, пигментные клетки образуют небольшие 
скопления. В СМД сохранялся протекторный эффект сывороточного МГТБ 
на все ткани регенерата хвостов тритонов, однако он был менее выражен, 
чем в высокой дозе. МГТБ, выделенный из костной ткани, в СМД способс-
твовал поддержанию жизнеспособности клеток хрящевой ткани и сохра-
нению её гистоструктуры, т.е. проявлял тканеспецифическое протектор-
ное действие. Однако в высоких концентрациях он не обладал такой актив-
ностью. При этом в обеих концентрациях данный МГТБ оказывал сходный 
протекторный эффект на другие ткани регенерата, отличный от контроля. 
Таким образом, было показано, что действие биорегуляторов в СМД на 
состояние регенерата хвоста тритона в культуре in vitro отличается от их 
действия в высоких концентрациях. Полученные результаты показывают, 
что в основе действия биорегуляторов в СМД и в высоких концентрациях 
лежат разные механизмы. Учитывая внеклеточную локализацию биорегу-
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ляторов данной группы, а также их мембранотропную активность, можно 
предположить, что триггерный механизм действия этих веществ, контроли-
рующий каскады развивающихся далее сопряженных реакций, может раз-
личаться при воздействии разных концентраций биорегуляторов. В СМД 
МГТБ кости обладает тканеспецифическим действием, поддерживая жиз-
неспособность клеток и структуру хряща, а в более высокой концентрации 
данный МГТБ проявляет протекторное свойство в отношении тканей реге-
нерата, но не оказывает влияния на хрящевую ткань. МГТБ сыворотки кро-
ви в высоких концентрациях проявляет морфогенетическую активность, а 
в СМД - поддерживает жизнеспособность соединительнотканных элемен-
тов in vitro. В условиях in vivo, сывороточный МГТБ в большой концент-
рации (0,01 мг/мл), а костный МГТБ в СМД (10-12 мг/мл), стимулируют ре-
генерацию задней лапы лягушки после ампутации в проксимальной облас-
ти бедра. Это может указывать, что стимулирующее репарации действие 
МГТБ проявилось в тех условиях, когда регенерационная способность на-
иболее низка. При воздействии МГТБ сыворотки крови в одном случае раз-
вивалась конечность, на которой произошло морфологическое образование 
пальца с когтем.

Выводы
МГТБ сыворотки крови в концентрации 10-2 мг/мл обладал выражен-

ным действием на регенерацию in vivo конечности Xenopus laevis при ампу-
тации ее в проксимальной области. МГТБ кости в концентрации 10-16 мг/мл 
обладал выраженным протекторным эффектом на состояние тканей реге-
нерирующей конечности и хвоста тритона Pl. waltl при условии их роллер-
ного культивирования in vitro (особенно на поддержание жизнеспособнос-
ти и структуры хрящевой ткани). МГТБ сыворотки крови в концентрации 
10-2 мг/мл обладал протекторным действием на состояние тканей регенери-
рующей конечности и хвоста тритона Pl. waltl при условии их роллерного 
культивирования in vitro.
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Резюме
Биорегулятор, выделенный из сыворотки крови быка стимулирует регенера-

цию конечности у амфибий in vivo. Биорегуляторы, выделенные из сыворотки кро-
ви быка и кости крысы обладают протекторным действием на состояние тканей ре-
генерирующей конечности и хвоста тритона Pl. waltl при условии их роллерного 
культивирования in vitro.

bioregulator isolated from bovine serum stimulates the regeneration of limbs in 
amphibians in vivo. bioregulators, isolated from bovine serum and bones of rats have a 
protective effect on the state of the tissue regenerating limb and tail newt Pl. waltl, subject 
to the roller culture in vitro.

Біорегулятор, виділений із сироватки крові бика стимулює регенерацію кінців-
ки в амфібій in vivo. Біорегулятори, виділені із сироватки крові бика і кістки щура 
мають протекторну дію на стан тканин регенеруючої кінцівки і хвоста  тритона 
Pl. waltl за умови їх роллерного культивування in vitro.

КРУГЛОВА А.Е.
Федеральное государственное бюджетное учреждение науки
Институт биологии Уфимского научного центра РАН,
Россия, 450054, Уфа, пр. Октября, 69, e-mail: kruglova@anrb.ru

КЛОНАЛЬНОЕ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЕ IN VITRO 
ЛЕКАРСТВЕННОГО РАСТЕНИЯ БОРЕЦА СЕВЕРНОГО 

ACONITUM SEPTENTRIONALE KOELLE
Борец северный (синоним: аконит высокий) Aconitum septentrionale 

Koelle (синоним: Aconitum lycoctonum l.), многолетнее растение из семейс-
тва Лютиковых, представляет значительую ценность для фармакологии. В 
корневищах этого растения содержится ряд активных алкалоидов и в том 
числе лаппаконитин – действующее вещество высокоэффективного препа-
рата аллапинин. Именно борец северный – единственный сырьевой источ-
ник производимого в Российской Федерации препарата аллапинин, пред-
назначенного для регуляции деятельности сердечно-сосудистой системы 
человека. В настоящее время этот антиаритмический препарат прошел кли-
нические испытания и разрешен к производству. Кроме того, аллапинин за-
патентован в США, Японии и Германии [1].

Ареал распространения бореца северного в России – главным образом, 
Южный Урал [2-4].

Несмотря на то, что борец северный достаточно широко распростра-
нен на Южном Урале, массовый сбор сырья (корневищ) для нужд фармако-
логии ведет к тому, что это растение может попасть в категорию исчезаю-
щих видов. Ситуация осложняется еще и тем, что в корневищах растений, 
произрастающих на большей части ареала, отмечается низкое содержание 
лаппаконитина, что делает нерентабельной их заготовку как сырья для про-
изводства препарата аллапинин. Более того, массовый сбор корневищ боль-
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шими группами, как правило, неквалифицированных сборщиков наносит 
существенный урон всему растительному покрову региона сбора. В то же 
время места сбора корневищ с высоким и супервысоким содержанием лап-
паконитина приурочены к малонаселенным горным или таежным районам 
[5].

Таким образом, разработка альтернативных способов расширения сырьевой 
базы для производства ценного лекарственного средства аллапинин весьма 
актуальна и имеет несомненный выход в инновационную практику.

Одно из перспективных направлений в этой области – микроклональ-
ное размножение бореца северного в культуре in vitro. Данный метод поз-
воляет быстро размножить ценный генотип растения; получать в больших 
количествах вегетативное потомство (клоны); работать в лабораторных ус-
ловиях круглый год; получать растения клоны к определенному сроку; дли-
тельно хранить «пробирочные» растения при пониженных температурах, 
создавая «банк» ценных форм растений [6].

Цель исследования состояла в разработке принципиальных этапов спо-
соба клонального микроразмножения in vitro растений бореца северного.

Материал и методы
В качестве исходного материала использовали генеративные растения 

бореца северного – суперпродуценты лаппаконитина.
Ранее было установлено, что растения бореца северного, содержащие 

в корневищах лаппаконитин в среднем в 5-7 раза выше, чем обычные рас-
тения, характеризуются рядом морфологических признаков (know how ИБ 
УНЦ РАН, свидетельство № 34/2000). Во время экспедиционных выездов 
по Южному Уралу сотрудники лаборатории экологии растительных ресур-
сов Института биологии Уфимского НЦ РАН (заведующий лабораторией – 
д.б.н. Н.И. Федоров) на основании морфологических показателей отобрали 
в природных популяциях генеративные растения бореца северного – супер-
продуценты лаппаконитина и любезно предоставили их в наше распоряже-
ние. Методом высокоэффективной жидкостной хроматографии корневища 
таких растений предварительно проанализировали с целью выявления со-
держания лаппаконитина.

В работе использовали корневищные почки растений – суперпроду-
центов лаппаконитина. Способ клонального микроразмножения бореца се-
верного в условиях in vitro разрабатывали на основе рекомендаций, приве-
денных в работах [7-9].

Использовали метод светооптических исследований в авторской моди-
фикации [10], а также общепринятый метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭжХ) и метод полевого опыта [11].

Результаты и обсуждение
С помощью цито-гистологического контроля провели подбор почек, 

содержащих развитые апексы побега и корня, представленные меристема-
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тической тканью. Установлено, что такие корневищные почки характеризу-
ются определенными линейными размерами: 2,0 х 2,0 х 2,0 см.

Экспериментально на основе среды Мурасиге-Скуга [12] подобрали 
питательную среду для культивирования корневищных почек. Провели се-
рию экспериментов по подбору фитогормонов, необходимых для образо-
вания корней и побегов в культивируемых корневищных почках. Наибо-
лее эффективной оказалась среда, содержащая смесь фитогормонов индо-
лилуксусной кислоты (ИУК) и кинетина в концентрациях 2,0 мл/л каждый. 
Необходимость введения ИУК мы объясняем свойством этого фитогормо-
на стимулировать формирование побегов и корней, тогда как кинетин не-
обходим для стимулирования митотической активности клеток [13]. Кроме 
того, в состав питательной среды необходимо вводить аскорбиновую кис-
лоту (0,4 мг/л) в качестве антиоксиданта, блокирующего действие фено-
локсидазы, но не угнетающего рост растения-клона на питательной среде.

В темновых условиях при температуре +260С на 15-17 сут культиви-
рования in vitro корневищные почки давали начало растениям-клонам, что 
обусловлено естественной способностью борца северного к интенсивно-
му вегетативному размножению. Один раз в 7 сут пассировали культиви-
руемую in vitro корневищную почку в пробирки со свежей средой того же 
состава, отделяя при этом излишки тканей. Всего использовали 4 пассажа.

В таких условиях через 28-30 сут культивирования in vitro корневищ-
ные почки давали начало растениям-клонам.

Далее растения-клоны с хорошо развитой корневой системой перено-
сили ex vitro в вегетационные сосуды с почвенной смесью, размещая их на 
лабораторных площадках при освещенности 18 000 лк в условиях имита-
ции летнего светового дня (18 час свет/6 час темнота) при комнатной тем-
пературе. В таких условиях клоны активно вегетировали с формированием 
хорошо развитой корневой системы. Через 40-45 сут растения-клоны пере-
носили в условия модельных опытов на плантационные участки научного 
стационара Института биологии УНЦ РАН.

В настоящее время ведутся наблюдения за развитием полученных рас-
тений-клонов в полевых условиях, с контролем содержания лаппаконити-
на в корневищах методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.

Через 3-4 года выращивания на плантациях корневища растений бу-
дут переданы в лабораторию экологии растительных ресурсов Института 
биологии УНЦ РАН для скрининга лаппаконитина и отбора особей-супер-
продуцентов лаппаконитина. Растения с максимальным содержанием лап-
паконитина предполагается клонировать in vitro далее через корневищные 
почки.

Выводы
Таким образом, разработан способ стабильного получения расте-

ний-клонов ценного лекарственного растения бореца северного Aconitum 
septentrionale Koelle путем размножения корневищными почками в культу-
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ре in vitro, включающий следующие принципиальные этапы: 1. Введение в 
культуру in vitro корневищных почек определенного размера, содержащих 
развитые апексы побега и корня. 2. Получение растений-клонов в культуре 
in vitro. 3. Перенос растений-клонов c хорошо развитой корневой системой 
в условия ex vitro. 4. Перенос растений-клонов в фазе вегетации в полевые 
условия на плантации.

Растения-клоны бореца северного могут быть использованы в фарма-
кологии для расширения сырьевой базы при производстве антиаритмичес-
кого препарата аллапинин. Важно, на наш взгляд, и то, что тем самым вно-
сится вклад в сохранение природных популяций бореца северного.

Следует отметить, что клональное микроразмножение бореца север-
ного из корневищных почек разработано впервые. Похожий опыт введения 
в культуру in vitro бореца луковичного был проведен в Японии, однако не 
имел успеха [14].

Работа поддержана программой «Ведущие научные школы РФ» по 
теме «Теоретические основы репродукции цветковых растений», грант № 
НШ 7637.2010.4. (лидер школы – член-корр. РАН Т.Б. Батыгина, БИН РАН, 
Санкт-Петербург).
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Резюме
Разработан способ экспериментального получения растений-клонов бореца 

северного Aconitum septentrionale Koelle в условиях in vitro на основе использова-
ния корневищных почек.

the method of experimental obtaining of clone plants of Aconitum septentrionale 
Koelle in in vitro conditions on the base of using the rhizome gemmae was prepared.

КРУГЛОВА Н.Н.
Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 
Институт биологии Уфимского научного центра РАН, 
Россия, 450054, Уфа, пр. Октября, 69, e-mail: kruglova@anrb.ru 

К ВОПРОСУ О ВЫЯВЛЕНИИ АВТОНОМНОСТИ ЗАРОДЫшА 
ПшЕНИЦЫ ДЛЯ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ЦЕЛЕЙ

Многочисленными эмбриологическими исследованиями установлено, 
что развитие зародыша (эмбриогенез) растений представляет собой единый 
процесс, в результате которого из одной исходной клетки – зиготы – форми-
руется зрелый зародыш, обладающий всеми морфогенетическими потен-
циями взрослого растения. Вместе с тем в своем развитии зародыш про-
ходит через ряд дискретных стадий (или, в терминологии различных авто-
ров – периодов, фаз, этапов), различающихся по морфофизиологическим 
процессам, функциональной нагрузке, продолжительности, значению для 
дальнейшего развития растения. Каждая из стадий эмбриогенеза, несмотря 
на все разнообразие происходящих в это время процессов, направлена на 
реализацию как морфогенетического потенциала зародыша, так и онтоге-
нетической программы особи в целом [1].

Системный подход к дифференциации зародыша с учетом морфогене-
тических и морфофизиологических корреляций позволил выявить ряд кри-
тических стадий эмбриогенеза растений, во время которых закрепляется 
жесткая детерминация пути развития зародыша. Последовательные стадии 
развития зародыша рассматриваются как процесс, при котором в различ-
ные критические точки времени и пространства происходит переключение 
на альтернативные пути, а те или иные части организма становятся «детер-
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минированными» в отношении их дальнейшей дифференциации. В целом 
зародыш демонстрирует свойства динамичной системы с пульсирующим 
характером функционирования своих элементов [2].

Одна из критических стадий эмбриогенеза растений – автономность 
зародыша как особое структурно-функциональное состояние развивающе-
гося растительного организма, отражающее его способность к саморегу-
ляции, независимость от окружающих тканей и проявляющееся в его спо-
собности завершить нормальный эмбриогенез вне материнского организма. 
Автономность зародыша может рассматриваться как один из этапов авто-
номизации онтогенеза, с которого зародыш (новый спорофит) переходит на 
относительно самостоятельный путь развития [3].

Высказано мнение [2], что стадия автономности зародыша для цветко-
вых растений разных таксонов будет совершенно различна, поскольку оп-
ределяется в основном специфичной генетикой, т.е. разнообразием струк-
тур материнского организма, которые окружают зародыш и обусловливают 
как специфику его строения и развития, так и особенности формирования 
проростка и растения в целом. Предложен способ выявления стадии авто-
номности зародыша экспериментально методом культуры in vitro разновоз-
растных зародышей (эмбриокультура in vitro) по способности изолирован-
ного зародыша завершить нормальный эмбриогенез и дать в условиях in 
vitro нормальный проросток на простой безгормональной среде [3]. Такой 
подход вполне оправдан. Действительно, с одной стороны, именно куль-
тура in vitro позволяет создать условия для наиболее полной реализации 
всех (в том числе потенциальных) онтогенетических программ развития 
зародыша, а значит, и особи в целом, поскольку зародыш обладает всеми 
морфогенетическими потенциями взрослого организма. С другой стороны, 
именно в культуре in vitro экспериментатор может моделировать условия 
материнского организма и выявить ту стадию эмбриогенеза, когда зародыш 
способен к дальнейшей дифференциации и прорастанию во взрослое нор-
мальное растение независимо от экзогенных гормонов питательной среды. 
В то же время, по нашему мнению, следует дать оценку автономности за-
родыша не только по признаку формирования нормального проростка на 
безгормональной среде in vitro, но и по формированию из такого пророст-
ка полноценного фертильного растения далее, в условиях развития ex vitro. 

Цель исследования состояла в выявлении стадии автономности заро-
дыша яровой мягкой пшеницы методом эмбриокультуры in vitro и опреде-
лении цито-гистологического статуса автономного зародыша.

Материал и методы
В качестве объекта исследования использовали сорт яровой мягкой 

пшеницы Симбирка, перспективный для климатической зоны Южного Ура-
ла и районированный в Республике Башкортостан в 1988 г. Сорт выведен на 
Ульяновской государственной сельскохозяйственной опытной станции ме-
тодом индивидуального отбора из гибридной комбинации (Минская х Без-
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остая) х Саратовская 36 [4]. Ранее нами [5] для растений этого сорта от-
мечена высокая отзывчивость зародышей на условия культуры in vitro. 
Семена были любезно предоставлены лабораторией селекции яровой пше-
ницы Башкирского НИИ СХ РАСХН (заведующий лабораторией – к. с.-х.н. 
В.И. Никонов) согласно Договору о творческом сотрудничестве на 2011–
2015 гг.

Растения, выращенные в полевых условиях на экспериментальных 
участках научного стационара Института биологии УНЦ РАН (Уфимский 
район), срезали на 2.5–25.0 сут после искусственного опыления.

Использовали метод фенологических наблюдений за сезонным рит-
мом роста и развития растений пшеницы в полевых условиях [6], метод 
полевого опыта [7], метод эмбриокультуры in vitro яровой мягкой пшени-
цы с учетом оригинальных методических эмбриологических нюансов [8] 
и цито-гистологические (светооптические) методы исследования, модифи-
цированные применительно к биотехнологическим исследованиям [9]. Для 
цито-гистологических исследований зародыши фиксировали каждые 0.5 
сут, начиная с 0.5 сут после искусственного опыления. Препараты просмат-
ривали и фотографировали при помощи микровизора проходящего света 
µviZo–103 (ОАО «ЛОМО», г. Санкт-Петербург).

Для культивирования in vitro использовали незрелые зародыши, изоли-
рованные после искусственного опыления на следующих стадиях эмбри-
огенеза (согласно авторской периодизации [10]): четырехклеточный заро-
дыш (2.5 сут после опыления, длина зародыша 0,12–0,14 мм); многоклеточ-
ный зародыш (3.0–4.0 сут после опыления, длина зародыша 0,15–0,2 мм); 
органогенез в трех подстадиях: подстадия 1 (4.5–8.0 сут после опыления, 
длина зародыша 0,4–0,6 мм), подстадия 2 (8.5–12.0 сут после опыления, 
длина зародыша 0,8–1,3 мм), подстадия 3 (12.5–17.0 сут после опыления, 
длина зародыша 1,5–2,0 мм); сформированный зародыш (17.5–20.0 сут пос-
ле опыления, длина зародыша 2,1–2,2 мм). Незрелые зародыши на стадии 
зиготы и стадии двуклеточного зародыша в экспериментах не использова-
ли: миниатюрность зародышей на этих стадиях эмбриогенеза представляет 
значительную методическую трудность.

Культивируемые зародыши размещали щитком вниз на индукционную 
питательную среду, составленную по прописи [11] с добавлением в качест-
ве гормонального компонента синтетического аналога ауксина 2,4-Д в раз-
личной концентрации: 0.0 мг/л (контроль), 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 
мг/л. Культивирование проводили в темноте, при температуре +26°С.

Результаты и обсуждение
Анализ полученных экспериментальных данных свидетельствует о 

следующем. 
При культивировании in vitro зародышей, инокулированных на стади-

ях четырехклеточного и многоклеточного зародыша, на подстадии 1 стадии 
органогенеза при всех концентрациях 2,4-Д в питательной среде и в конт-
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роле ответной реакции зародышей не наблюдали. Такие зародыши посте-
пенно дегенерировали.

При культивировании in vitro зародышей, инокулированных на подста-
дии 2 стадии органогенеза на всех вариантах сред с 2,4-Д через 5–7 сут 
культивирования наблюдали формирование неморфогеных обводненных 
каллусов желтоватого цвета, неопределенной формы, рыхлой мягкой кон-
систенции. Пролиферация каллусов была скудной, и в ходе дальнейшего 
культивирования такие каллусы постепенно дегенерировали. В контроль-
ном варианте каллусообразования не наблюдали, экспланты постепенно 
дегенерировали.

При культивировании in vitro зародышей, инокулированных на подста-
дии 3 стадии органогенеза, через 5–7 суток культивирования при концен-
трации 2,4-Д в питательной среде 1.0–3.0 мг/л наблюдали формирование 
морфогенных каллусов плотной компактной консистенции, матового жел-
товато-белого цвета, узловатой формы. В остальных случаях, в том числе в 
контрольном варианте, формировались неморфогенные каллусы.

Зародыши, инокулированные на стадии сформированного зародыша, 
после 10–12 сут культивирования in vitro на безгормональной питательной 
среде без 2,4-Д (контроль) давали начало проросткам и далее, после пере-
носа на среду для регенерации и в почвенные условия ex vitro, - нормаль-
ные фертильные растения. При культивировании сформированных зароды-
шей на питательной среде с добавлением 2,4-Д (все концентрации) через 
5–7 сут наблюдали образование неморфогенного водянистого каллуса.

Таким образом, сформированный зародыш следует считать автоном-
ным зародышем, имеющим определенный уровень эндогенных регулято-
ров роста, обеспечивающих в сочетании с другими веществами его даль-
нейшее нормальное прорастание. Согласно цито-гистологическим данным, 
такой зародыш характеризуется наличием всех типичных для зародышей 
злаков органов: щиток, лигула (вырост щитка), колеоптиль, эпибласт, коле-
ориза, дифференцированная почечка, состоящая из апекса побега и перво-
го листа.

Выводы
Ответная реакция изолированных незрелых зародышей пшеницы на 

условия культивирования in vitro в условиях выполненных экспериментов 
зависит от стадии эмбриогенеза и концентрации 2,4-Д в питательной среде.

Стадии автономности зародыша пшеницы модельного сорта Симбир-
ка, выявленной по ответной реакции зародыша на культивирование in vitro 
на безгормональной среде (контроль), соответствует сформированный за-
родыш (17.5-20 сут после опыления, длиной 2,1–2,2 мм), характеризую-
щийся наличием всех типичных для зародышей злаков органов.

Работа поддержана Программой фундаментальных исследований От-
деления биологических наук РАН «Биологические ресурсы России: ди-
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намика в условиях глобальных климатических и антропогенных воздейс-
твий» (2012-2014 г.г.). 
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Резюме 
Сформированный зародыш пшеницы (17.5-20 сут после опыления, длиной 

2,1–2,2 мм), характеризующийся наличием всех типичных для зародышей злаков 
органов, соответствует стадии автономности.

the formed wheat embryo (17.5-20 days after pollination, 2,1-2,2 mm of length) 
characterized by availability of all typical cereal embryo organs is in keeping with the 
stage of autonomy. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ ПРОЦЕССА КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ВЫСшЕГО 
БАЗИДИАЛЬНОГО ГРИБА PLEUROTUS OSTREATUS НА 

ЖИДКИХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ
Особый интерес при культивировании высших базидиомицетов на 

жидких питательных средах представляет не только биомасса грибов, со-
держащая белки, углеводы и витамины, но и культуральная жидкость, 
обогащенная биологически активными веществами [1, 2]. живые мице-
лиальные культуры, продуцирующие окислительные и гидролитические 
ферменты, могут найти широкое применение для биоконверсии лигнифи-
цированных растительных отходов с одновременным обогащением их бел-
ком [3]. Ферменты, обладающие способностью свертывать молоко, могут 
использоваться для приготовления сыров. Гидролитические ферменты вы-
сших базидиомицетов могут найти применение и для ферментативного по-
лучения сахаров из целлюлозосодержащего сырья [4, 5]. Также отмечено, 
что культуральная жидкость при выращивании базидиомицетов содержит 
ряд лекарственных веществ: антибиотики, противоопухолевые соединения, 
алкалоиды, иммуностимуляторы [6, 7].

По мнению специалистов-микологов, продуцентами пищевой грибной 
биомассы, получаемой путем культивирования базидиомицетов на жидких 
средах, являются хорошо известные съедобные грибы. Наибольшей ско-
ростью накопления биомассы, высоким коэффициентом потребления ис-
точника углерода, способностью расти на разнообразных дешевых отходах 
пищевой промышленности и сельского хозяйства отличаются виды сапро-
трофных дереворазрушающих грибов. Одним из таких грибов является ве-
шенка обыкновенная (Pleurotus ostreatus) [8].

Биотехнология культивирования базидиомицетов на жидких питатель-
ных средах практически идентична процессу культивирования изолиро-
ванных органов, тканей и клеток растений. Основными компонентами пи-
тательных сред при микрокультивировании растений являются минераль-
ные соли, источники углеводного питания, витамины и регуляторы роста. 
Иногда в питательные среды включают комплексные органические добав-
ки: гидролизат казеина, дрожжевой экстракт, кокосовое молоко, эндосперм 
кукурузы, экстракты из различных органов растений. Регуляторы роста 
(ауксины, цитокинины, гиббереллины) используют для регуляции диффе-
ренциации и морфогенеза изолированных тканей растений [9, 10]. Пита-
тельные среды для культивирования базидиомицетов также содержат ис-
точники углерода и азота, минеральные соли, различные органические до-
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бавки. Однако регуляторы роста при культивировании грибов практически 
не используются [8, 11]. Окончательно не установлено физиологическое и 
биохимическое действие рострегуляторов на скорость роста, накопление 
биомассы, биосинтетическую активность грибов.

Целью данной работы является изучение влияния регуляторов роста 
на рост, развитие и биосинтетическую активность грибного мицелия Pleu-
rotus ostreatus при культивировании на жидких питательных средах.

Материалы и методы
Объектом исследования был штамм съедобного гриба Pleurotus 

ostreatus (Jacq.:Fr.) Kumm. ibK-551 (НК-35), полученный из коллекции 
шляпочных грибов Института ботаники им. Н.Г.Холодного НАН Украины 
[12].

Маточный мицелий P. ostreatus выращивали и сохраняли в пробирках 
на скошенном кукурузном агаре.

В исследовании использовали синтетическую глюкозо-аммонийную 
(Г-АМ) питательную среду [13]. Изучали влияние на рост и развитие ми-
целия P. ostreatus натурального регулятора роста гиббереллина и комплек-
сного стимулятора роста биогумата, в котором содержание фитогормонов 
(ауксины, гиббереллины, цитокинины) составляет 0,28 г/л [14]. Рострегуля-
торы добавляли в питательную среду в концентрациях 0,01%, 0,005%. Кон-
трольная среда не содержала стимуляторов роста.

Подготовку и стерилизацию питательных сред проводили согласно об-
щепринятым методикам [15, 16]. В качестве посевного материала исполь-
зовали 9-суточные культуры, выращенные на чашках Петри. Инокуляцию 
осуществляли дисками мицелия диаметром 8 мм. На 50 мл питательной 
среды вносили три диска посевного мицелия. Проводили поверхностное 
культивирование P. ostreatus на жидкой питательной среде при температу-
ре 26±1 0С.

Скорость роста мицелия P. ostreatus определяли по накоплению био-
массы на 14-е сутки культивирования. Биомассу фильтровали, промывали 
дистиллированной водой, высушивали до воздушно сухого веса и взвеши-
вали.

Опыт проводили в трехкратной повторности. Полученные результаты 
обрабатывали методами математической статистики. Данные считали до-
стоверными при р<0,05 (по Стьюденту) [17].

Результаты и обсуждение
Проведенные экспериментальные исследования показали ускорение 

роста и развития P. ostreatus на жидкой питательной среде под влиянием 
гиббереллина и биогумата (рис. 1, 2). Причем эффект ускорения роста гри-
ба был более выраженный на питательной среде с натуральным регулято-
ром роста гиббереллином.
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Рис. 1. Влияние гиббереллина на накопление биомассы P. оstreatus.

По сравнению с контролем на 14-е сутки культивирования биомас-
са P. оstreatus на среде с концентрацией гиббереллина 0,01% увеличилась 
на 43,1%, а с концентрацией 0,005% - на 39,2%. В то же время на среде с 
концентрацией биогумата 0,01% отмечено увеличение биомассы гриба по 
сравнению с контролем на 31,6%, а с концентрацией 0,005% - на 5,3%.

Морфологическая характеристика мицелиальных колоний P. оstreatus, 
развивающихся на поверхности жидкой питательной среды с добавлением 
регуляторов роста, не показала каких-либо различий по сравнению с кон-
трольным вариантом. Мицелий гриба белый, пушистый, на поверхности 
образует ватообразные колонии. Погруженный мицелий прозрачный, бес-
цветный, желеобразный.

Рис. 2. Влияние биогумата на накопление биомассы P. оstreatus.
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На протяжении процесса культивирования наблюдали незначительное 
защелачивание питательной среды, особенно активное в средах, содержа-
щих регуляторы роста. Также наблюдали увеличение вязкости культураль-
ной жидкости, что связано, вероятно, с накоплением метаболитов гриба в 
питательной среде.

Выводы
В результате проведенных исследований установлено, что регуля-

торы роста гиббереллин и биогумат активно влияют на рост и развитие 
P. ostreatus при культивировании на жидких питательных средах. Интен-
сивность действия регуляторов зависит от вида регулятора и его концент-
рации. Среди исследованных регуляторов роста наилучший стимулирую-
щий эффект отмечен при добавлении в питательную среду гиббереллина. 
Наиболее оптимальной концентрацией изученных рострегуляторов являет-
ся концентрация 0,01%. Подбирая соотношения и концентрации регулято-
ров роста, можно целенаправленно регулировать их действие на рост и раз-
витие высших базидиальных грибов в культуре.

Оптимизация жидких питательных сред посредством внесения регу-
ляторов роста может быть полезною в биотехнологическом процессе полу-
чения как мицелиальной биомассы, так и биологически активных веществ 
высших базидиомицетов.
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Резюме
Приведены данные о влиянии регуляторов роста гиббереллина и биогумата на 

рост и развитие мицелия Pleurotus ostreatus на жидких питательных средах при по-
верхностном культивировании. Получены результаты позитивного воздействия оп-
ределенных концентраций регуляторов роста на накопление мицелиальной биомас-
сы и синтетическую активность гриба.

Наведені дані про вплив регуляторів росту гібереліну і біогумату на ріст і роз-
виток міцелію Pleurotus ostreatus на рідких живильних середовищах при поверх-
невому культивуванні. Отримані результати позитивної дії визначених концентра-
цій регуляторів росту на накопичення міцеліальної біомаси і синтетичну активність 
гриба.

the data about influence of growth regulators gibberellin and biohumates on the 
growth and development of the mycelium of Pleurotus ostreatus on liquid nutrient medi-
um at surface cultivation is resulted. the results of positive effect of the certain concen-
trations of growth regulators on the accumulation of mycelial biomass and synthetic ac-
tivity of the fungus are obtained.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ВОЗДЕЙСТВИЯ МАГНИТНОГО 
ПОЛЯ НА шТАММЫ РАСТЕНИЙ СЕМЕЙСТВА ARALIACEAE

В Санкт-Петербургской государственной химико-фармацевтической 
академии (СПХФА) создан один из первых в России банк штаммов культи-
вируемых клеток лекарственных растений. На сегодняшний день в коллек-
ции находятся штаммы растений семейств Araliaceae, Apocynaceae, Agava-
ceae – всего 17 штаммов. [1].

Экспериментально созданная биологическая система клеток высших 
растений, культивируемых in vitro, позволяет всесторонне исследовать 
рост, клеточную дифференциацию и развитие, как в нормальных условиях, 
так и в условиях стресса. Химические процессы, протекающие в клетке, - 
одно из основных условий ее жизни, развития и функционирования. Под 
действием самых различных неблагоприятных факторов, как правило, раз-
вивается цепочка сходных неспецифических адаптационных реакций, со-
вокупность которых получила название фитостресса. Для клеток культиви-
руемых in vitro такими воздействиями могут быть: понижение/повышение 
температуры культивирования, воздействие магнитных полей, ультразвуко-
вое влияние, ультрафиолетовое излучение, химический стресс, в том чис-
ле введение в стандартную питательную среду новых компонентов, а так-
же наноматериалов и т.д.

Любое неблагоприятное воздействие на клетку имеет те же причины, 
что и при естественном старении. В частности, в настоящее время счита-
ют, что одной из главных причин старения у аэробов является накопление 
в процессе метаболизма кислорода активных форм кислорода, которые ха-
рактеризуются выраженной реакционной способностью. Широкий спектр 
повреждающего действия прооксидантов обусловлен их способностью ата-
ковать и окислять разнообразные биомолекулы, важнейшими из которых 
являются нуклеиновые кислоты, белки, липиды и углеводы. Для поддержа-
ния окислительно-восстановительного гомеостаза в клетках существует 
антиоксидантная защита, которая включает специализированные фермен-
тативные антиоксидантные системы, которые взаимосвязаны и действуют 
как единая система. В связи с этим, можно сделать вывод о том, что фер-
ментативные антиоксидантные системы, главным звеном которых являют-
ся такие ферменты как СОД, каталаза и пероксидаза, являются надежными 
маркерами физиологического состояния стабильности биосистем, и, в час-
тности, культивируемых in vitro клеток высших растений [2].
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Постоянное увеличение количества и мощности устройств, создающих 
при своей работе электромагнитные поля, привело к тому, что значительная 
часть экосистем находится под непрерывным действием магнитных полей 
(МП). В связи с этим обострился интерес к изучению влияния МП на живые 
организмы. В конце XX в. появились работы, посвященные воздействию 
МП на всхожесть и интенсивность роста растений и накопления биомассы 
различных видов живых организмов. Данные, приводимые в этих работах, 
весьма противоречивы и лишь констатируют факты практического прило-
жения магнитных полей. Поэтому следующим этапом стало изучение мета-
болических перестроек в клетке и субклеточных структурах под действием 
МП. Однако, вопрос о механизмах взаимодействия биообъектов с этим фи-
зическим фактором до сих пор остаётся слабоизученным. [3].

Материалы и методы
В качестве тест-объектов исследования выбраны штаммы Panax gin-

seng (С. А. Меу.) коллекционный и Panax quinquefolium l. селективный с 
германийорганическим соединением 1-гидроксигерматран-моногидрат 
(“lx-5”). Источником воздействия служил магнит мощностью 2 Тл. Штам-
мы культивировали на модифицированной питательной среде, в темноте, 
при температуре 26±1˚С. Тест-объекты подвергали воздействию МП в те-
чение 48 часов на разных этапах роста, оценивая содержание внутрикле-
точного белка по методу Лоури, активность каталазы – перманганатометри-
ческим способом и СОД – люминисцентным методом. На конечных сроках 
культивирования проводили определение сырой массы, количественное 
определение гликопептидного комплекса (ГПК) по оригинальной методике 
[4] и содержание водорастворимых полисахаридов (ВРП) по общепринятой 
методике в модификации [5]. Полученные данные обрабатывали статисти-
чески и рассчитывали как средние из 5-7 сосудов одного варианта.

Результаты
Исследование ростовых характеристик, состояния системы ферментов 

антиоксидантной защиты, а также накопление вторичных метаболитов слу-
жит одним из критериев устойчивости штаммов к стрессовым факторам.

Для изучения влияния действия МП на рост биомассы определяли 
массу клеток на конечных сроках культивирования (33 сутки роста). Полу-
ченные результаты представлены в таблице 1.

Установлено, что после обработки МП штамма Panax ginseng на 12 
сутки наблюдается увеличение массы на 8-10 %. Однако, при воздействии 
МП на 20 сутки наблюдали снижение массы. Такой же эффект был отмечен 
и для штамма Panax quinquefolium + lx-5.

Дальнейшие исследования были направлены на изучение состояния 
системы ферментов антиоксидантной защиты и содержание внутриклеточ-
ного белка, как маркеров физиологического состояния клеток, которые оп-
ределяли в указанные сроки роста непосредственно после воздействия МП. 
Результаты представлены в таблице 2.
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Таблица 1 
Результаты определения сырой массы образцов.

Тест-объект Обработка МП, сут-
ки роста

Контроль,
сырая масса г

Опыт,
сырая масса г

Panax ginseng 6 46,3±0,5 46,5±0,5
12 46,3±0,5 48,3±0,7
20 46,3±0,5 43,9±0,3
30 46,3±0,5 42,4±0,3

Panax quinquefolium + lx-5 30 48,4±0,7 45,1±0,3

Таблица 2
Результаты количественного определения биохимических показателей.

Тест- объекты
Обработка 
МП, сутки 

роста
Образец

Активность 
каталазы,
Усл. Ед./г

Активность 
СОД,

Усл. Ед./г

Общий 
белок, 
мг/г

Panax ginseng 6 опыт 65,0 52,8 2,2
контроль 75,0 64,1 3,0

12 опыт 32,5 48,3 2,4
контроль 50,0 58,3 2,6

20 опыт 55,0 47,2 3,3
контроль 85,5 46,9 3,7

30 опыт 75,0 46,0 3,1
контроль 80,0 50,4 3,4

Panax quinquefolium + 
lx-5

30 опыт 62,5 49,8 3,2
контроль 65,0 58,3 3,6

Представленные в таблице результаты указывают, что на всех сроках 
роста в данных условиях эксперимента наблюдается понижение активнос-
ти ферментов: каталазы и СОД, а также уменьшение внутриклеточного бел-
ка в среднем на 15%.

Для изучения влияния МП на метаболизм было проведено количес-
твенное определение ГПК и ВРП. Результаты представлены в таблице 3.

Таблица 3
Результаты количественного определения ГПК и ВРП.

Тест - объекты
Обработ-

ка МП, сутки 
роста

Содержание ГПК,  
%

Содержание ВРП, 
%

опыт контроль опыт контроль
Panax ginseng 6 2,9±0,2 2,3±0,1 7,9±0,1 7,5±0,2

12 2,2±0,2 8,0±0,2
20 3,5±0,1 8,1±0,2
30 4,0±0,2 8,4±0,2

Panax quinquefolium + lx-5 30 6,4±0,1 5,1±0,2 8,2±0,1 8,0±0,2
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Получены результаты о содержании ГПК и ВРП, которые повышаются 
при обработке тест – объектов на ранних сроках культивирования, что мож-
но рассматривать как ответную реакцию клеток на стресс.

Таким образом, как показали предварительные опыты, магнитное поле 
затрагивает все стороны метаболических процессов, происходящие в клет-
ках.
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Резюме
Представлены экспериментальные данные изучения влияния магнитного поля 

на рост, антиоксидантную активность ферментов и метаболизм биологически ак-
тивных веществ в штаммах растений семейства Araliaceae. Установлено, что на ран-
них этапах роста действие магнитного поля стимулирует рост клеток и содержание 
биологически активных веществ на 15 %, снижая активность ферментов на 10-15 %.

the experimental data studying the effect of magnetic field on the growth, activity 
of antioxidant enzyme and metabolism of biologically active substances in the strains of 
plants of the family Araliaceae. found that in the early stages of growth of the magnetic 
field stimulates cell growth and maintenance of biologically active substances by 15%, re-
ducing the activity of enzymes by 10-15%.
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ВПЛИВ ТРИВАЛОСТІ ФОТОПЕРІОДУ, ТЕМПЕРАТУРИ 
ТА АЗОТНОГО ЖИВЛЕННЯ НА ІНДУКЦІЮ УТВОРЕННЯ 

МІКРОБУЛЬБ КАРТОПЛІ В КУЛЬТУРІ IN VITRO
Сучасні умови аграрного виробництва вимагають прискореного пере-

ходу насінництва і розсадництва на безвірусну основу. Технології мікро-
клонального розмноження рослин в культурі in vitro постійно удосконалю-
ються, що дає змогу отримувати оздоровлений посадковий матеріал бага-
тьох культур [2].

Однією з невід’ємних складових сучасного насінництва картоплі є 
удосконалення існуючих методів відтворення оригінального селекційного 
матеріалу шляхом мікроклонального розмноження на поживному середо-
вищі в умовах in vitro і вирощування мікробульб [1].

 Оздоровлений біотехнологічними методами насіннєвий матеріал 
на перших етапах його використання відзначається кращою якістю, оскіль-
ки під час його продукування синтез вірусного білка в рослинах затриму-
ється, у результаті уповільнюється темп накопичення вірусної інфекції. Ра-
зом з тим, враховуючи значну вартість насіннєвого матеріалу, одержаного 
шляхом in vitro, особливої актуальності набуває удосконалення прийомів 
розмноження посадкового матеріалу [3, 5].

 Матеріали і методи
Для визначення найбільш оптимального режиму бульбоутворення в 

культурі in vitro сорту картоплі «Нєвська» нами у 2007-2009 рр. в умовах 
мікроклональної лабораторії був проведений дослід відповідно загально-
прийнятих методик [4, 5]. На вивчення були поставлені чотири фактори: 
фактор А - фотоперіоди (10 та 16 годин), фактор В – температурні режими 
(18-200С та 23-250С), фактор С – норми азоту у розчині (повна норма, поло-
вина від норми та без азоту), фактор Д – час перенесення живців (перене-
сення на 10-й та на 20-й день).

живці рослин сорту Невська вирощували на повному рідкому живиль-
ному середовищі murashige, skoog (МС) на фоні фотоперіодів 10 та 16 го-
дин освітлення на добу при температурах 18-20 та 23-25 ºС. На 10-й день 
живці однієї групи переносили з повного поживного розчину на розчин з ½ 
норми азоту та без азоту. У другій групі рослин поживне середовище змі-
нювали через 20 днів. Фотоперіод та температури зберігалися попередні.

Спостереження за ростом рослин та інтенсивністю бульбоутворення 
показали, що протягом 3-х років досліджень кількість міжвузлів на фоні 
різного фотоперіоду різнилися не в значній мірі (табл. 1).

При вивченні температурних режимів було встановлено, що вони 
впливали на збільшення кількості міжвузлів лише у перші 20 днів росту та 
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розвитку рослин. Так, при температурі 23-250С кількість міжвузлів була на 
17,3% вищою, ніж при температурі 18-200С. Проте, вже на 60-й день куль-
тивування рослин цей показник становив лише 11,8%. Висота рослин при 
підтриманні температурного режиму на рівні 23-250С була на 25,3-28,5% 
більшою, ніж при підтриманні температури на рівні 18-200С. На 40-й день 
культивування при температурному режимі 18-200С кількість рослин з мік-
робульбами становила 23,6%, що в 4,6 рази вище, ніж при температурі на 
рівні 23-250С. В цілому за весь період культивування при температурі 18-
200С мікробульби сформувалися на 95,7%, а при температурі 23-250С – на 
65,8% рослин. Встановлено, що при заміні живильного середовища на 10-й 
день процес бульбоутворення проходив більш інтенсивно, ніж при заміні 
його на 20-й день. В цілому мікробульби було сформовано на 78,7 та 82,7% 
рослин, відповідно. 

При перенесенні рослин на 10-й день з повного живильного середо-
вища на середовище із вмістом ½ кількості азоту та середовище без азо-
ту вже на 40-й день культивування зменшувалася висота рослин на 12,5% 
та 19,7%, а також кількість міжвузлів зменшилась відповідно на 18,4% та 
22,4%. На 20-й день перенесення рослин з повного живильного середови-
ща на середовище із вмістом ½ кількості азоту та середовище без азоту на 
40-й день культивування, висота рослин зменшувалася на 3,4% та 8,4%, а 
також кількість міжвузлів – на 5,7% та 9,5%, відповідно. На 60-й день куль-
тивування висота рослин на живильному середовищі з половинною нор-
мою азоту була на 6,4% меншою по відношенню до рослин із повною нор-
мою, а на середовищі без азоту – на 9,5%. Аналогічним був стан і з кількіс-
тю міжвузлів. Проте, без застосування азоту та при застосуванні половини 
його норми за весь період культивування в цілому збільшувалася кількість 
рослин із мікробульбами на 24,1 та 14,9 % відповідно.

Аналіз даних свідчить, що при фотоперіоді 16 годин у порівнянні з 10-
ти годинним освітленням в середньому збільшувалася маса мікробульби на 
17,8%, а маса бульб з однією рослини – на 19,8% (табл. 2).

При температурному режимі 18-200С маса середньої мікробульби була 
на 68,8% більшою, ніж при режимі 23-250С. Те ж саме стосується і маси мік-
робульб на одній рослині. Так, при застосуванні температури 18-200С, цей 
показник був у 2,5 рази вищим порівняно з температурою 23-250С. При пе-
ренесенні культивованих рослин із живильного середовища з повною нор-
мою азоту на середовище з половинною нормою збільшувалася маса серед-
ньої мікробульби на 6,9%, а маса мікробульб на одну рослину – на 11,6%.

При перенесенні на середовище без азоту ці показники збільшувалися 
на 8,7% та на 23,1% відповідно.

Маса середньої мікробульби та маса мікробульб на одній рослині були 
більшими при заміні живильноного середовища на 20-й день культивуван-
ня, ніж при заміні на 10-й день на 31,9% та 49,7%, відповідно. Тобто, 20 
днів культивування повністю задовольняли потребу в азоті і при подальшій 
вегетації наявність цього елементу не впливала на процес бульбоутворення.
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В середньому за три роки досліджень максимальну продуктивність 
рослин було отримано при сполученні факторів: освітлення 16 годин, тем-
пература культивування 18-200С, заміна повного живильного середовища 
на 20-й день культивування на середовище з ½ норми азоту або без азоту. 
Маса мікробульб у цих варіантах була 247,6 та 259,0 мг, а маса мікробульб 
на одній рослині становила 283,2 та 286,4 мг.

Висновки
Збільшення продуктивності посадкового матеріалу картоплі в культурі 

in vitro можливо досягти шляхом вирощування живців на фоні 16 годинно-
го освітлення при температурі 18-200С і заміні повного живильного серед-

Таблиця 2
Вплив умов азотного живлення, дії температур та фотоперіоду на продуктивність рослин 
картоплі в культурі in vitro, 2007-2009 рр.
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5 без азоту 201,3 213,7 1,1
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9
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10 без азоту 259,0 286,4 1,1
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20 без азоту 148,6 111,3 0,7
НІР 05, мг/росл. 6,0
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овища МС на 20-й день на середовище, до складу якого азот не входить або 
входить у половинній нормі.
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Резюме
Наведено результати досліджень з вивчення впливу азотного живлення, тем-

пературних режимів та фотоперіоду на інтенсивність бульбоутворення картоплі в 
культурі in vitro.

Приведены результаты исследований по изучению влияния азотного питания, 
температурных режимов и фотопериода на интенсивность клубнеобразования кар-
тофеля в культуре in vitro.

results over of researches are brought on the study of nitric feed, temperature con-
ditions on intensity of potato in the culture of in vitro.
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ВЛИЯНИЕ КРЕМНИЙОРГАНИЧЕСКОГО КОМПОНЕНТА 
ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ НА ИНДУКЦИЮ 

КАЛЛУСООБРАЗОВАНИЯ В КУЛЬТУРЕ ЛИСТОВЫХ 
ЭКСПЛАНТОВ ОЗИМЫХ СОРТОВ МЯГКОЙ ПшЕНИЦЫ
Проблема оптимизации питательных сред для повышения индукции 

каллусогенеза в условиях in vitro для злаков является актуальной и разра-
батывается по разным направлениям. Большинство проводимых исследова-
ний связано с поиском оптимальных концентраций различных регуляторов 
роста растений (2,4-дихлофеноксиуксусной кислоты, 6-бензиламинопури-
на, индолил-3-уксусной кислоты, кинетина) и их сочетаний для инициа-
ции первичного каллуса. Немаловажным, но малоисследованным, направ-
лением является оптимизация минерального и органического компонентов 
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питательных сред. Опубликованные сведения об активном участии крем-
ния в обменных процессах растений в условиях in vivo [1–3] указывают 
на перспективность исследований по использованию органических соеди-
нений кремния в качестве компонентов питательных сред в культуре in vi-
tro, в первую очередь злаков, как кремниефильных культур. В связи с этим 
необходимо проведение детальных исследований, направленных на поиск 
кремнийорганических соединений, положительно влияющих на процесс 
каллусообразования в условиях in vitro при культивировании различных 
эксплантов Triticum aestivum l. На начальном этапе наших исследований в 
качестве эксплантов Triticum aestivum l. были использованы молодые лис-
точки. В качестве объекта исследования выбраны листовые экспланты из-
за возможности их получения независимо от вегетационного периода раз-
вития растений.

Материалы и методы
Материалом для исследований послужили два сорта мягкой пшеницы 

с озимым типом развития – Легенда и Центос, районированные в Белару-
си. В качестве эксплантов использовали базальные участки листовых плас-
тинок, которые выделяли из колеоптилей 4–5 дневных проростков. Ростки 
стерилизовали 30% раствором гипохлорита натрия. Для индукции процес-
сов каллусообразования в чашку Петри диаметром 40 мм помещали по 10 
эксплантов на питательную среду Мs (murashige t., skoog f.) [4], содержа-
щую полный набор макро- и микросолей, мезоинозит, глутамин, сахаро-
зу, агар-агар, 2,4-Д, никотиновую кислоту, тиамин, пиридоксин. Опираясь 
на результаты предыдущих наших исследований о положительном влиянии 
соединений кремния на всхожесть и энергию прорастания семян сортового 
и линейного материала Triticum aestivum l. [5], в качестве дополнительного 
компонента использовали синтезированные водорастворимые силильные 
соединения [(4-n-метил)-n’-пиперазинио]метилcпироби(2,5-диокса-3-ок-
со-1-силациклопентан)ат (соединение 1) и гидрооксалат диметил(2-тиенил)-
γ-[(n-метил)-n’-пиперазинопропил]силана (соединение 2) в ряде мольных 
концентраций (10-4 М, 10-5 М и 10-6 М). По каждому варианту опыта было 
выделено 60–70 эксплантов. Разработана схема экспериментов, согласно 
которой в каждом цикле проводилась одновременная посадка выделенных 
в асептических условиях молодых листочков двух сортов озимой мягкой 
пшеницы на один вариант питательной среды. Такой подход позволил по-
лучить наиболее сопоставимые данные по отзывчивости генотипов на ус-
ловия культивирования и оценить темпы роста образовавшихся каллусов 
по их размеру. Культивирование эксплантов на дополненных питательных 
средах Мs проводили в течение 3–4 недель в термостате при постоянной 
температуре 26ºС в темноте.

Результаты и обсуждение
Оценку отзывчивости листовых эксплантов двух сортов озимой мяг-

кой пшеницы на условия in vitro проводили на 30 день.
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Культивирование листовых эксплантов двух сортов Центос и Легенда 
озимой мягкой пшеницы на дополненных питательных средах Мs показа-
ло, что зависимость частоты каллусообразования от концентрации соеди-
нения 1 (рисунок 1) и соединения 2 (рисунок 2) носила нелинейный харак-
тер.

Рисунок 1. Частота каллусообразования в культуре листовых эксплантов двух 
сортов мягкой пшеницы при различных концентрациях соединения 1

Анализ полученных данных по влиянию кремнийорганического со-
единения 1 показал, что концентрация 10-5М благоприятно влияет на час-
тоту каллусообразования при культивировании листовых эксплантов двух 
сортов. Превышение контрольных значений составило 3,21% у сорта Цен-
тос и 10,13% у сорта Легенда. Соединение 1 в более высокой концентра-
ции (10-4М) снизило частоту каллусообразования на 7,44% у сорта Центос 
и на 5,11% у сорта Легенда. Самая низкая концентрация (10-6М) соедине-
ния 1 незначительно повлияла на процесс формирования каллусной тка-
ни у сорта Легенда и существенно снизила данный показатель на 19,62% у 
сорта Центос.

Использование соединения 2 в качестве кремнийорганической добав-
ки показало, что превышение данных контроля наблюдалось только в од-
ном варианте опыта. Так при культивировании листовых эксплантов сор-
та Центос на питательной среде с добавлением 10-5М силильного соедине-
ния 2 частота формирования каллусов на 4,21% была выше по сравнению с 
контролем. Значительное снижение оцениваемого показателя на 21,78% по 
сравнению с данными контроля наблюдалось при культивировании листо-
вых эксплантов сорта Легенда на питательной среде Мs, содержащей 10-4 
моль/л соединения 2.
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Рисунок 2. Частота каллусообразования в культуре листовых эксплантов двух 
сортов мягкой пшеницы при различных концентрациях соединения 2

Максимальный показатель частоты каллусообразования (95,24%) от-
мечен на питательной среде содержащей 10-5 моль/л соединения 1 при 
культивировании листовых эксплантов сорта Легенда. Минимальный пока-
затель частоты каллусообразования (58,57%) отмечен на питательной среде 
с содержанием соединения 1 в концентрации 10-6 моль/л при культивирова-
нии листовых эксплантов сорта Центос.

Таким образом, наши исследования показали влияние кремнийоргани-
ческого компонента в составе питательной среды Мs на индукцию каллу-
сообразования в культуре листовых эксплантов двух сортов озимой мяг-
кой пшеницы. При добавлении исследуемых соединений в концентрациях 
10-5М наблюдалось повышение частоты каллусообразования в трех из че-
тырех вариантов опыта. Только при культивировании листовых эксплантов 
сорта Легенда применение 10-5М концентрации соединения 2 не сказалось 
на частоте каллусообразования, значения в этом варианте опыта и в кон-
троле были близкими. Несмотря на сходную тенденцию повышения час-
тоты каллусообразования при добавлении в питательную среду Мs 10-5М 
концентраций исследуемых соединений, нами отмечена различная реакция 
сортов Центос и Легенда при применении высоких и низких мольных кон-
центраций исследуемых соединений. Возможно, наблюдаемые различия 
связаны с исходным содержанием кремния в этих сортах, что обусловило 
их различную чувствительность к кремниевым соединениям разного стро-
ения.

Выводы
Кремнийорганический компонент в составе питательной среды Мs 

оказывает влияние на индукцию каллусообразования в культуре листовых 
эксплантов озимых сортов Центос и Легенда мягкой пшеницы. Для выясне-
ния закономерностей в системе концентрация–эффект по каждому соеди-
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нению необходимо проведение дальнейших исследований с использовани-
ем ряда сортов мягкой пшеницы.

Работа поддержана ГПНИ «Фундаментальные основы биотехноло-
гии».
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силана в качестве компонентов питательной среды Мs для культивирования листо-
вых эксплантов двух озимых сортов Центос и Легенда мягкой пшеницы (Triticum aes-
tivum l.). Показано положительное влияние 10-5М концентраций исследуемых со-
единений.

Вперше досліджено можливість використання кремнійорганічних сполук 
[(4-n-метил)-n’-піперазініо]метилcпироби(2,5-діоксу-3-оксо-1-силациклопентан)
ату і гідрооксалату діметил(2-тієнил)-γ-[(n-метил)-n’-піперазинопропил]силана в 
якості компонентів поживного середовища Мs для культивування листкових екс-
плантів двох озимих сортів Центос і Легенде м’якоï пшениці (Triticum aestivum l.). 
Виявлений позитивний вплив 10-5М концентрацій досліджуваніх сполук.

for the first time there was investigated the possibility to use organosilicon com-
pounds [(4-n-methyl)-n’-piperasinio]methylspirobi(2,5-dioxa-3-oxо-1-silacyclopentan)
ate and hydrooxalate dimethyl(2-thienyl)-γ-[(n-methyl)-n'-piperasinepropyl]silane as 
components of culture medium ms to cultivate leaf explants of the two kinds centos and 
legenda of winter common wheat (Triticum aestivum l.). the positive influence of 10-5М 
concentrations of these compounds was shown.
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НАКОПИЧЕННЯ ПОЛІФРУКТАНІВ СУСПЕНЗІЙНИМИ ТА 
КАЛУСНИМИ КЛІТИННИМИ КУЛЬТУРАМИ, КУЛЬТУРОЮ 

„БОРОДАТИХ” КОРЕНІВ ТА ОРГАНАМИ РОСЛИН 
ТОПІНАМБУРУ (HELIANTHUS TUBEROSUS L.)

Топінамбур (Helianthus tuberosus l.) – багаторічний вид рослин пів-
нічноамериканського походження родини Складноцвітних. Топінамбур ві-
домий видозміненими підземними пагонами – столонами – здатними на-
копичувати кетоцукри, зокрема інулін, який є запасним полімером фрук-
този. Поліфруктани характеризуються множиною корисних властивостей 
і використовуються в медицині як цукрозамісники при цукровому діабеті 
[1], сорбенти та пробіотики для нормалізації мікрофлори кишечнику [2], 
також показано позитивний вплив кетоцукрів на імунну систему [3]. Крім 
того, топінамбур розглядається як джерело генів, що відповідають за син-
тез кетоцукрів, для генетичної інженерії з метою вивчення особливостей 
їх перенесення та експресії, і накопичення полімерів фруктози в запасаю-
чих органах картоплі та цукрового буряку [4]. Клоновано гени 1-сахаро-
за: сахарозофруктозилтрансферази, 1-фруктан:фруктанфруктозилтрансфер
ази [5,6], також – цитохрому Р450 [7], лектинів [8] тощо. Топінамбур є до-
сить стійкою до шкідників та невибагливою до фізико-хімічних факторів 
середо вища рослиною з швидким приростом біомаси, що робить його пер-
спективною культурою для сільського господарства, джерелом сировини 
для виробництва біопалива та потенційною системою для гетерологічної 
експресії генів. Представлена робота описує особливості накопичення по-
ліфруктану інуліну клітинними суспензійними та калусними культурами, 
культурою „бородатих” коренів та органами рослин топінамбуру.

Матеріали та методи
В якості вихідного рослинного матеріалу використовували асептич-

ні бруньки столонів, стебла та листя рослин, які поверхнево-стерилізували 
послідовним зануренням у 70% розчин етанолу протягом 2хв., 20% роз-
чин відбілювачу (2% гіпохлориту натрію) протягом 15 хвилин та наступ-
ним 4-разовим відмиванням стерильною дистильованою водою. Асептич-
ні експланти переносили на живильні середовища ms [9], sh [10] та ms 
з половинним вмістом мікро- та макросолей без додавання фітогормонів 
та культивували в умовах 16-годинного фотоперіоду при температурі 24°С. 
Суспензійні культури ініціювали з неморфогенного калусу, отриманого на 
твердому живильному середовищі ms, і культивували в рідкому живильно-
му середовищі ms з додаванням 2 мг/л 2,4-дихлорофеноксиоцтової кисло-
ти у колбах об’ємом 0,5 л на ротаційному шейкері (125 об./хв.) при 24°С, 
16-годинному фотоперіоді.
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Для отримання культури „бородатих” коренів топінамбуру проводили 
генетичну трансформацію асептичних листових та стеблових експланів з 
використанням агропінового штаму А4 Agrobacterium rhizogenes. Суспен-
зійну бактеріальну культуру вирощували у рідкому живильному середовищі 
Лурія-Бертані (пептон 10г/л, дріжджовий екстракт 5г/л, nacl 10г/л, рН=7.2) 
на орбітальному шейкері (200 об./хв.) за температури 28˚С протягом 24 го-
дин. Отриману бактеріальну культуру осаджували центрифугуванням (5000 
об./хв., 10 хв.). Отриманий осад ресуспедували в рідкому середовищі ms з 
додаванням 200 мкМ ацетосирингону та культивували на ротаційному шей-
кері (200 об./хв.) за температури 28°С протягом години. Листові експланти 
та фрагменти стебел інкубували у бактеріальній суспензії протягом 20 хв. 
та піддавали вакуумній інфільтрації. Для трансформації експланти викла-
дали на безгормональне живильне середовище ms без додавання антибіо-
тиків на ніч. Надалі експланти переносили на агаризироване живильне се-
редовище ms з додаванням 500 мг/л цефотаксиму для елімінації бактерій 
та культивували при температурі 24°С в умовах 16-годинного фотоперіоду 
з періодом субкультивування 3-4 тижні. Сумарну рослинну ДНК екстрагу-
вали згідно doyle J.l. та doyle J.J [11]. ПЛР-аналіз проводили з викорис-
танням праймерів 5’-atggatcccaaattgctattccttccttccacga-3’, 5’-ttaggcttctttcttcag 
gtttact gcagc-3’ для доведення присутності rolB гена з метою підтвердження 
трансгенної природи отриманої культури та 5’-atgtcgcaaggcagtaagccca–3’, 
5’-ggagtctttcagcatggagcaa–3’ для виявлення присутності virD1 гена з метою 
виявлення бактеріального забруднення. Ампліфікація фрагменту гена rolB 
проходила за наступних умов: денатурація 94 °С/5 хв; 30 циклів ампліфіка-
ції (денатурація 94 °С/30 с, відпал 65°С/30 с, синтез 72 °С/45 с); заключний 
синтез 72 °С/5 хв.; ампліфікація фрагменту гена virD1 проходила за наступ-
них умов: денатурація 94˚С/5 хв; 30 циклів (денатурація 94˚С/30с, відпал 
60˚С/30с, синтез 72˚С/35с); заключний синтез 72˚С/5хв. Продукти реакції 
фракціонували в 1 % агарозному гелі в трис-боратній буферній системі .

Вміст інуліну визначали за методом Мак-Рері та Слаттері [12], який 
базується на реакції Селеванова, суть якої полягає в здатності кетоцукрів 
забарвлюватись резорцином в кислому середовищі. Зразки культури тран-
сгенних коренів, калусних та суспензійних культур, листя, столонів вису-
шували протягом доби при кімнатній температурі. До 100 мг подрібненого 
сухого рослинного матеріалу додавали 5 мл дистильованої води, поліфрук-
тани екстрагували на водяній бані протягом 20 хв. при температурі 80°С. 
Далі відбирали 0,5 мл екстракту і додавали 0,5 мл 0,1% розчину резорцину 
та 0,5 мл концентрованої соляної кислоти, нагрівали на водяній бані протя-
гом 20 хв. при температурі 80°С. Отримані розчини охолоджували та вимі-
рювали інтенсивність забарвлення на ФЕК при довжині хвилі 540 нм. Кон-
центрацію визначали за калібрувальним графіком, побудованим на осно-
ві вимірювання інтенсивності забарвлення стандартних розчинів фруктози 
концентрацією 0; 1,25; 2,5; 5 мг/мл.
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Результати та обговорення
Інтенсивну індукцію морфогенного та неморфогенного калусогене-

зу на листових та стеблових експлантах топінамбуру (рис.1а) спостеріга-
ли на середовищі ms без додавання фітогормонів через 2-4 тижні після по-
верхневої стерилізації експлантів, на відміну від даних taha h.s. et al. та 
yeoman m.m. et al. [13, 14], де показано низький рівень або відсутність ка-
лусотворення на середовищах без додавання регуляторів росту. Ініціацію 
прямої регенерації рослин на черешкових експлантах (рис.1б) спостерігали 
через 1-2 тижні культування на середовищах sh та ms з половинним вміс-
том мікро- та макросолей. Клітинну суспензійну культуру індукували че-
рез 3 тижні культивування неморфогенної калусної культури шляхом пе-
ренесення біомаси у рідке живильне середовище ms з додаванням 2 мг/л 
2,4-дихлорофеноксиоцтової кислоти та наступним культивуванням у кол-
бах об’ємом 0,5 л на ротаційному шейкері (125 об./хв.) при 24˚С, 16-го-
динному фотоперіоді. Ініціацію Ri-ризогенезу (рис.1в) спостерігали в ре-
зультаті агробактеральної трансформації листових та стеблових експлантів 
топінамбуру з використанням агропінового штаму А4 A.rhizogenes на без-
гормональному середовищі ms з додаванням антибіотику цефотаксиму у 
вказаній концентрації при 24˚С в умовах 16-годинного фотоперіоду через 
2-3 тижні культивування. Контрольні нетрансформовані експланти були не-
здатні до формування культури Ri-коренів. Частоту Ri-коренетворення, що 
становила 29,4±7,2%, визначали як відношення кількості точок ініціації ко-
ренетворення до загальної кількості трансформованих експлантів. За до-
мопогою ПЛР-аналізу показано присутність rolB гену для 95-98% отрима-
них ліній (рис.1г), що підтреджує трансгенну природу отриманих корене-
вих культур, та відсутність агробактеріального забруднення.

Показано тенденцію до очікуваного збільшення вмісту поліфруктанів 
у калусних (до 567 мг/г сухої маси) та суспензійних (до 480 мг/г сухої маси) 
клітинних культурах у порівнянні з вмістом кетоцукрів у листі рослин (до 
83 мг/г) та столонах рослин (317 мг/г) (рис.2), а також достовірно вищий 
вміст поліфруктанів у зразках культури трансгенних коренів (до 680 мг/г 
сухої маси) у порівнянні іншими варіантами, можливо, через дію стресо-
вих факторів, пов`язаних з агробактеріальної трансформацією, і відповід-
но зміною рівня накопичення запасних речовин [15]. Так, для коренів тран-
сгенних рослин цикорію (Cichorium intybus l.), регенерованих з культури 
„бородатих” коренів, показано достовірно вищий вміст кетоцукрів (134,65-
186,78 мг/г сухої маси) у порівнянні з відповідними показниками у зразках 
коренів нетрансгених рослин (112-186 мг/г сухої маси). За умови агробак-
теріальної трансформації рослин цикорію з використанням векторних кон-
струкцій, що містили ген чужорідного білку, вміст поліфруктанівбув вищий 
(176-236 мг/г сухої маси) за описані варіанти досліду.
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Рис.1. Ініціація калусотворення (а) та пряма регенерація рослин (б) на експлан-
тах черешків листя топінамбуру, індукція Ri-коренетворення (в) на черешко-
вих експлантах, електрофореграма ПЛР-аналізу на присутність rolB гена (г): 
М – Маркер (1 kb Plus DNA Ladder, fermentas), 1 – негативний контроль (про-
ба без ДНК), 2 – негативний контроль (ДНК нетрансформованої рослини), 3 – 
позитивний контроль (плазмідна ДНК (А4)), 4-6 – ДНК аналізованих зразків 
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Рис. 3. Вміст поліфруктанів в різних культурах та органах рослин топінамбу-
ру (мг на г сухої маси)

Висновки
Таким чином, описано особливості отримання калусних та суспензій-

них клітинних культур, а також прямої регенерації рослин топінамбуру в 
культурі in vitro. Показано тенденцію до збільшення вмісту поліфруктанів 
у калусних та суспензійних клітинних культурах у порівнянні з вмістом ке-
тоцукрів у листі рослин, а також достовірно вищий вміст поліфруктанів у 
отриманій культурі трансгенних коренів у порівнянні з іншими варіанта-
ми досліду.
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Резюме
В статті описано особливості отримання калусних та суспензійних клітинних 

культур, а також прямої регенерації рослин топінамбуру в культурі in vitro, визна-
чено вміст кетоцукрів у отриманих культурах та показно тенденцію до збільшен-
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ня вмісту поліфруктанів у калусних та суспензійних клітинних культурах і культу-
рі трансгенних коренів.

В статье описано особенности получения каллусных и суспезионных клеточ-
ных культур, а также особенности регенерации растений топинамбура в культуре 
in vitro, определено содержание кетосахаров в полученных культурах и показано 
тенденцию к увеличению содержания полифруктанов в каллусных и суспезионных 
культурах и в культуре трансгенных корней.

this article describes the peculiarities of obtaining of callus and suspension cell cul-
tures and Jerusalem Artochoke plant regeneration in vitro. Polyfructan content was mea-
sured for the obtained cultures. the level of polyfructan accumulation in callus and sus-
pension cell cultures and the obtained Ri-root one tends to be higher comparing to other 
variants.

МАТВЕЕВА А.Ю., КУРЧИЙ В.М., CИРАНТ Л.В., МОРГУН Б.В.,  
ТИЩЕНКО Е.Н.
Институт физиологии растений и генетики НАН Украины,
Украина, 03022, Киев, ул. Васильковская, 31/17, e-mail: mgirais@mail.ru

ПОЛУЧЕНИЕ И АНАЛИЗ РАСТЕНИЙ КУКУРУЗЫ, 
ТРАНСФОРМИРОВАННЫХ шТАММОМ GV3101 (pICH5290)
Поиск приемов и методов по повышению частоты интеграции Т-ДНК 

в геном растений остаётся актуальным вопросом Agrobacterium-опосредо-
ванной трансформации. Одно из основных ограничений этой молекуляр-
ной биотехнологии по генетическому улучшению многих хозяйственно-
ценных инбредных линий кукурузы связано с отсутствием эффективных 
способов регенерации in vitro. Поэтому представляет интерес разработка 
приёмов генетической трансформации, которые позволяют избегать тру-
доёмкие и экономически затратные процедуры культивирования in vitro. К 
их числу относится способ Agrobacterium-опосредованной трансформации 
in planta, предложенный Чумаковым М.И и соавторами [1]. Оптимизиро-
вав его, нами получены трансгенные Т0-растения инбредных линий куку-
рузы и их Т1- и Т2-поколения с целевым геном – супрессором пролинде-
гидрогеназы [2].

Наряду с оптимизацией условий интеграции Т-ДНК, немаловажное 
значение имеет изучение физиолого-биохимических изменений, происхо-
дящих в процессе трансгенеза растений, и их отдалённых последствий на 
рост, развитие и продуктивность. Поскольку Agrobacterium tumerfacience 
патоген, способный приводить даже к программированной гибели клеток 
кукурузы, трансформация in planta генеративных тканей с использовани-
ем обезоруженных штаммов может оказывать влияние на процесс эмбрио-
генеза, а также синтез/ метаболизм запасных веществ. Одна из сторон это-
го вопроса связана с запасными белками и углеводами. Для кукурузы как 
крахмал-содержащего растения, представляет интерес изучение метабо-
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лизма сахарозы, являющейся источником не только углерода и энергии в 
растущих и развивающихся гетеротрофных тканях зерновок, но и нуклео-
зиддифосфатсахаров – субстратов для биосинтеза крахмала и полисахари-
дов клеточных стенок. Баланс между сахарами как регуляторными молеку-
лами, которые согласно современным представлениям принимают участие 
в контроле ряда физиологических процессов, и компонентами метаболи-
ческих путей является результатом функционирования энзимов сахарозо-
синтази и инвертази [3, 4]. Целью данной работы было получение методом 
Agrobacterium-опосредованной трансформации in planta Т0- и Т1-растений 
инбредных линий кукурузы, содержащих bar-ген устойчивости к фосфи-
нотрицину, и анализ качества их зерновок по экспрессии генов запасных 
белков и метаболизму сахарозы.

Материалы и методы
Инбредные линии кукурузы 250, 1555, 1580 (селекции Института фи-

зиологии растений и генетики НАН Украины) трансформировали частично 
модифицированным нами методом Чумакова и соавт. [1] с использовани-
ем штамма Gv3101, несущего векторную конструкцию pich5290 с bar-ге-
ном устойчивости к фосфинотрицину (любезно предоставленную Инсти-
тутом клеточной биологии и генетической инженерии Национальной ака-
демии наук Украины). ДНК выделяли из листьев Т0-проростков, наличие 
bar-гена в геноме кукурузы определяли ПЦР-методом, используя праймеры 
5’-GcGGt ctGcA ccAtc GtcAAc-3’ (f) и 5’-cAGAt ctcGG tGAcG 
GGcAG GAc-3’ (r). Условия амплификации ДНК: преденатурация 94 оС 
4 мин; 35 циклов: денатурация – 94 оС 30 с; реассоциация – 59 оС 1 мин; 
синтез – 72 оС 18 с; конечная элонгация – 72 оС 10 мин. Отсутствие приме-
сей A. tumefaciens в растительных тканях анализировали, используя прай-
меры к гену vird1. Электрофорез ДНК проводили в 1,2 %-ном агарозном 
геле при напряжённости электрического поля 5 В/см в течение 45 мин в бу-
фере 0,5× ТБЕ в присутствии 0,5 мкг/мл бромистого этидия. Выделение и 
электрофорез запасных белков кукурузы проводили согласно рекомендаци-
ям Попереля Ф.А. и Асыки Ю.А. [5]. Активность энзимов сахарозосинта-
зы (СС), вакуолярной (ВИ) и цитоплазматической (ЦИ) инвертазы, а также 
содержание сахарозы, моносахаров и крахмала в эндосперме Т1-растений 
на стадии молочно-восковой зрелости (14 день после опыления) определя-
ли методами, описанными ранее [6]. Достоверность полученных результа-
тов определяли по критериям Стъюдента.

Результаты и обсуждение
Варьируя составом сред для инокуляции, концентрацией клеток аг-

робактериальной суспензии штамма Gv3101 (pich5290) и условиями ин-
фицирования in planta, были получены початки инбредных линий кукуру-
зы 250, 1555, 1580. Молекулярно-генетический анализ произвольной вы-
борки зерновок показал наличие селективного bar-гена в геноме кукурузы 
(рис. 1). Согласно результатам ПЦР-анализа, где в качестве маркера исполь-
зовали ген vird1, в листьях растений отсутствовала примесь агробактерии 
(данные не приведены).
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК генотипов 
инбредных линий кукурузы 1555 (1-4), 1580 (5, 6), трансформированных in plan-
ta штаммом GV3101 (pICH5290), с использованием праймеров к гену bar; ожи-
даемый размер ампликона составлял 494 п.н.: 1, 2, 5 – ДНК листьев контроль-
ных (нетрансформированных) растений; 3, 4, 6 – ДНК листьев трансформи-
рованных растений; М – маркер молекулярных масс – ДНК бактериофага λ, 

гидролизированная эндонуклеазой hindiii.

Одним из удобных биохимических показателей, который позволяет 
оценить последствия генетической трансформации клеток генеративных 
тканей кукурузы обезоруженными штаммами A. tumifaciens на процессы 
оплодотворения и эмбриогенеза, являются запасные белки. Спектр поли-
пептидов зеинов на стадии полной спелости зерновок Т0-растений инбред-
ных линий кукурузы не выявил достоверных отличий между трансформи-
рованными и нетрансформированными вариантами (рис. 2).

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Рис. 2. Электрофореграмма полипептидов запасных белков – зеинов контроль-
ных (Л250 1-2, 1580 6-7) и инфицированых in planta растений инбредных линий 

кукурузы Л250 (3-5) и 1580 (8-10) с помощью GV3101 (pICH5290).

Аналогичные результаты были получены нами ранее и для lbA4404 
(pbi2e) [7]. Это позволяет предположить, Agrobacterium-опосредованная 
трансформация не оказывает существенного влияния на процесс биосин-
теза запасных белков.
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В отличие от экспрессии генов зеинов в эндосперме развивающихся 
зерновок трансформированных линий кукурузы наблюдались изменения в 
метаболизме сахарозы. На рис. 3, 4 представлены результаты исследования 
активности ферментов сахарозосинтазы и инвертазы, катализирующих ре-
акции соответственно синтеза/расщепления и гидролиза сахарозы.
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Рис. 3. Удельная (а) и общая (б) активность СС: I – в реакции синтеза сахаро-
зы, II – в реакции расщепления с УДФ в эндосперме Т1-растений, получен-
ных после инфицирования in planta генеративных тканей штаммом GV3101 

(pICH5290), % от контроля.

Как видно из представленных данных, в реакции синтеза сахаро-
зы трансформированных растений генотипов Л250 и Л1555 в отличие от 
1580 происходило достоверное снижение относительных значений удель-
ной (ОУА) и общей (ООА) активности, причем больший негативный эф-
фект был характерен для первой линий (на 32% и 35% соответственно для 
ОУА и ООА). Что касается реакции расщепления сахарозы СС, которая про-
водилась с субстратом УДФ в концентрации, соответствующей максималь-
ной скорости реакции, то ответная реакция на инфицирование обезоружен-
ным штаммом приводила как к понижению ОУА (на 25%) и ООА (на 27%) 
для Л250, так и к повышению соответственно на 14% и 11% для Л1580. Для 
генотипов Л1555 активность СС не изменялась.

Гидролиз сахарозы осуществляет инвертаза, необратимо катализиру-
ющая реакцию с образованием двух гексоз, которые в дальнейшем вклю-
чаются в процессы гликолиза и дыхания и могут быть потенциальными ре-
гуляторными молекулами. На рис. 4 представлены результаты сравнитель-
ного изучения активности вакуолярной и цитоплазматической инвертазы в 
эндосперме Т1-растений.

ОУА и ООА ВИ для Л250 возрастала соответственно на 21% и 17%, 
притом, что для 1555 и 1580 – их значения достоверно не различались. Ак-
тивность ЦИ у генотипов инбредной линии 250 также стимулировалась 
(ОУА и ООА соответственно на 19% и 16%). Это же касается и Л1580 (на 
12% и 9%). В целом же, в ответ на Agrobacterium-опосредованную транс-
формацию наблюдались генотипические различия функционирования эн-
зимов ВИ и ЦИ, связанные как с повышением, так и понижением относи-
тельных значений удельной и общей активности этих форм интертазы.
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Рис. 4. Удельная (а) и общая (б) активность инвертазы: I - ВИ, II - ЦИ в эн-
досперме молочно-восковой зрелости Т1-растений, полученных после инфици-
рования генеративных тканей штаммом GV3101 (pICH5290), % от контроля.

Что касается углеводов, то по сравнению с контролем у генотипов 
трансформированных растений Л1555 и Л1580 наблюдалось повышение со-
держания сахарозы соответственно на 48 и 23%, тогда как количество мо-
носахаров – только у линии 250 (на 15%) (табл. 1). В результате этого соот-
ношение сахароза/моносахара относительно контроля для генотипов 1555 и 
1580 возрастало, в то время как для Л250 – уменьшалось. Содержание крах-
мала, наоборот, снижалось у Л250 и Л1580 (на 29% и 25%, соответственно), 
тогда как у 1555 оставалось на неизменном уровне. Представленные дан-
ные свидетельствуют о варьировании содержания углеводов, а также балан-
са сахарозы и гексоз в ответ на Agrobacterium-опосредованную трансформа-
цию как результат изменений в активности энзимов метаболизма сахарозы.

Таблица 1
Содержание углеводов в эндосперме зерновок Т1-растений кукурузы на стадии молочно-
восковой спелости

Вариант
Сахароза, 

мкмоль на г 
ткани

Моносаха-
ра, мкмоль на г 

ткани

Крахмал, мкмоль 
глюкозы на г 

ткани

Сахароза 
Моносахара

Л250 - Контроль 366,3 ± 7,4
100%

151,8 ± 1,6
100%

151,8 ± 1,6
100%

2,4

250 - Gv3101 
(pich5290)

361,6 ± 6,3
99%

174,1 ± 0,5*
115%

30,7 ± 0,2*
71%

2,1

Л1555 - Конт-
роль 

262,8 ± 3,1
100%

123,6 ± 1,3
100%

34,8 ± 0,5
100%

2,1

1555 - Gv3101 
(pich5290)

390,0 ± 4,1*
148%

128,8 ± 1,1
104%

34,5 ± 1,1
99%

3,0

Л1580 - Конт-
роль 

316,6 ± 4,2
100%

127,3 ± 1,6
100%

102,1 ± 0,5
100%

2,49

1580 Gv3101 
(pich5290)

390,0 ± 5,8*
123%

128,4 ± 2,8
101%

76,8 ± 4,5*
75%

3,04

Примечание: * – достоверная разница между контролем и вариантами при р < 0,05.
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Выводы
Таким образом, методом Agrobacterium-опосредованной трансформа-

ции in planta получены Т0- и Т1-растения кукурузы с перенесенным bar-ге-
ном. В процессе трансгенеза изменений в экспрессии генов запасных бел-
ков не наблюдалось, вместе с тем в зависимости от генотипа осуществля-
лась стимуляция/ингибирование активности энзимов сахарозосинтази и 
инвертазы, в результате чего варьировало содержание углеводов и изменял-
ся баланс сахарозы к гексозам.
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Резюме
Анализировали экспрессию генов запасных белков и метаболизм сахарозы в 

растениях инбредных линий кукурузы, трансформированных in planta штаммом 
Gv3101 (pich5290). Показано, что в процессе трансгенеза изменений в экспрес-
сии генов запасных белков не наблюдалось, вместе с тем в зависимости от геноти-
па осуществлялась стимуляция/ ингибирование активности энзимов сахарозосин-
тазы и инвертазы, а также варьировало содержание углеводов и изменялся баланс 
сахарозы и гексоз.

Аналізували експресію генів запасних білків і метаболізм сахарози в рослинах 
інбредних ліній кукурудзи, трансформованих in planta штамом Gv3101 (pich5290). 
Показано, що в процесі трансгенезу змін в експресії генів запасних білків не спосте-
рігалося, разом з тим у залежності від генотипу здійснювалась стимуляція/інгібу-
вання активності ензимів сахарозосинтази й інвертази, а також варіював вміст вуг-
леводів й змінювався баланс сахарози і гексоз.
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storage proteins gene expression and sucrose metabolism enzymes of maize in-
bred lines plants, transformed in planta with Gv3101 (pich5290) strain were analyzed. 
changes in gene expression of storage proteins at the transgenesis process were not ob-
served. At the same time stimulation/inhibition of enzyme activity both sucrose synthase 
and invertase realized dependently from the genotype. side by side carbohydrate content 
as well as sucrose/hexoses balance varied.
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СОЗДАНИЕ РАСТЕНИЙ ТАБАКА С ГЕНОМ hTert С 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Генетическая трансформация растений с использованием бактерий 
Agrobacterium tumefaciens и А. rhizogenes давно используется для перено-
са генов в геном растений. В основе этого метода лежит природная способ-
ность агоробактерий вызывать у многих видов двудольных у растений об-
разование т. н. корончатых галлов или бородатых корней [1, 2]. С помощью 
бактерий рода Agrobacterium в растительный геном перенесен целый ряд 
генов, а исследования касаются широкого спектра видов растений.

Возможно, растения также могут быть использованы для генетичес-
кой трансформации геном hTert, кодирующим каталитический компонент 
теломеразы. Изучение теломеразы является в настоящее время актуальным 
направлением на стыке ряда научных дисциплин - физиологии, генетики, 
биотехнологии, медицины. История открытия и изучения теломеразы до-
статочно давняя. Еще в начале 20 ст. Каррель и его сотрудники [3] выявили 
возможность очень длительного культивирования фибробластов из сердца 
куриного эмбриона. В 1961 г. Хейфлик опубликовал данные о существо-
вании временного предела для культивирования диплоидных фиброблас-
тов человека [4]. В результате исследований А. М. Оловникова [5] было 
высказано предположение о недорепликации и постепенном укорачивании 
ДНК, что ограничивает пролиферативный потенциал клеток. В 2009 г. за 
открытие механизма действия теломеразы elizabeth h. blackburn, carol W. 
Greider и Jack W. szostak была присуждена Нобелевская премия по физио-
логии и медицине. Актуальность исследований активности теломеразы со-
стоит в ее участии в процессах старения, а также в процессе перерождения 
нормальных клеток в злокачественные.

Реализация достижений биотехнологии, в частности, генетической ин-
женерии, может дать возможность изучать синтез и функционирование те-
ломеразы с использованием растительных систем. Такой фермент может 
быть использован для исследования процесса канцерогенеза и создание ле-
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чебных средств «нового» поколения для борьбы с онкологическими забо-
леваниями. Кроме того, представляет интерес изучения трансгенных расте-
ний с геном теломеразы человека с точки зрения влияния присутствия этого 
гена на продолжительность жизни растений, а также возможность функци-
онирования этого гена в растительном геноме. Вместе с тем, в настоящее 
время отсутствуют публикации относительно перенесения гена hTert в ге-
ном растений.

Нами в качестве объектов трансформации геном hTert использовали 
растения Nicotiana tabacum l. сорта Petit havana.

Материалы и методы
Для трансформации табака листья растений, культивируемых in vitro 

на среде ½ МС (среда Мурасиге и Скуга [6] с уменьшенным вдвое содер-
жанием макроэлементов), резали на фрагменты, культивировали их в тече-
ние 30 минут в суспензии A. tumefacience с вектором рСВ181 и далее пере-
носили на среду МС [6] с добавлением 1 мг/л бензиламинопурина (БАП) и 
0,5 мг/л α-нафтилуксусной кислоты (НУК). Через двое суток экспланты пе-
реносили на ту же среду, дополненную цефатоксимом (600 мг/л) и культи-
вировали на ней в течение 7 суток. Далее листья культивировали на среде 
МС, дополненной БАП (1 мг/л), НУК (0,5 мг/л), канамицином (50 мг/л) и 
цефатоксимом (600 мг/л).

Т-ДНК вектора рСВ181 содержала целевой ген теломеразной обратной 
транскриптазы hTert (human telomerase reverse transcriptase) под контролем 
промотора 35s ВМЦК и терминатора ocs, а также селективный ген nptII под 
контролем nos промотора и терминатора (рис.1).
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фрагмента, п.н. 

1 hTert 5'- ggcgacgacgtgctggttca-3' 
5'-cagcgggcagtgcgtcttga -3' 

813 

2 hTert 5`- tcctgcctgaaggagctggtgg – 3` 
5`- aacggcagacttcggctggcac  - 3` 

479 

3 nptII 5'- cctgaatgaactccaggacgaggca-3' 
5'- gctctagatccagagtcccgctcagaag-3' 

622 
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2) при разных температурах. Условия проведения реакции: денатурация – 
94 0С, 3 мин, 30 циклов амплификации 940С, 45 сек.– 700С, (55,50С, 60,80С, 
66,00С, 69,70С – при оптимизации условий амплификации), 30 с - 720С, 30 
с., заключительный синтез - 720С, 3 мин.

Таблица
Праймеры, которые были использованы для подтверждения присутствия генов nptII и 
hTert

№ Ген Праймеры Размер амплифицирован-
ного фрагмента, п.н.

1 htert 5'- ggcgacgacgtgctggttca-3’
5’-cagcgggcagtgcgtcttga -3’

813

2 htert 5`- tcctgcctgaaggagctggtgg – 3`
5`- aacggcagacttcggctggcac - 3`

479

3 nptii 5'- cctgaatgaactccaggacgaggca-3'
5'- gctctagatccagagtcccgctcagaag-3'

622

Результаты исследования
После кокультивирования эксплантов с агробактериями очень быс-

тро, уже через 10-14 суток начиналась прямая регенерация растений (на 
всех эксплантах кроме одного каллусная ткань отсутствовала). Частота ре-
генерации составила 48%, при этом все растения, которые формировались 
в присутствии селективного антибиотика (50 мг/л канамицина), были зеле-
ными. Растения высотой около 5 мм отделяли от эксплантов и переноси-
ли на среду ½ МС с канамицином и цефатоксимом, на которой через 7-10 
суток формировались корни. Следует отметить, что все полученные рас-
тения не отличались от контрольных нетрансформированных, имели нор-
мальную морфологию, образовывали корни.

Для выяснения того, действительно ли полученные растения являлись 
трансформированными, использовали метод полимеразной цепной реак-
ции. При оптимизации условий проведения ПЦР оказалось, что коррект-
но могут быть использованы обе пары праймеров, причем при проведении 
реакции принципиальным и необходимым оказалось добавление в реакци-
онную смесь ДМСО или глицерина, т.к. ген определялся только в присутс-
твии этих реагентов (рис.2).
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Рис.2. Влияние условий проведе-
ния ПЦР (10% ДМСО, 10% глице-
рин) на результаты амплификации 
гена hTert, плазмидная ДНК: 1 и 5 – 
69,7о, 2 и 6 - 66о, 3 и 7 - 60,8о, 4 и 8 – 

55,5о, праймеры №2
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Выборочный ПЦР анализ полученных растений (15 образцов) пока-
зал, что все пробы имели как селективный ген nptII (рис.3), так и ген hTert.
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Вместе с тем, оказалось, что у части растений детектировали vird1, 
что указывало на присутствие агробактерий. Очевидно, очень быстрая ре-
генерация и, таким образом, короткий срок культивирования растений в 
присутствии селективного антибиотика (только 2 мес) оказался недоста-
точным для элиминации бактерий. Повторный анализ через 6 мес. показал 
отсутствие vir района, вместе с тем ген hTert детектировался. Это свиде-
тельствует о том, что регенерированные в селективных условиях растения 
действительно являются трансгенными.

На одном из эксплантов наблюдался рост каллусной ткани, из кото-
рой через 3 месяца после трансформации формировались побеги. Регене-
рация растений продолжалась длительное время, все исследованные расте-
ния имели целевой ген.

В результате проведенной работы была достигнута поставленная цель 
и получены трансгенные растения табака с геном hTert, кодирующим тело-
меразную обратную транскриптазу. Вместе с тем, результаты исследований 
ставят много новых вопросов, например, будет ли экспрессироваться пе-
ренесенный ген в клетках растения, будет ли активна теломеразная обрат-
ная транскриптаза, синтезированная растениями, повлияет ли перенесение 
гена на жизненный цикл растений и другие.

Выводы
Проведенные исследования показали, что ген hTert может быть пере-

несен в геном растений (на примере растений Nicotiana tabacum) с исполь-
зованием метода Agrobacterium-опосредованной трансформации. Частота 
трансформации оказалась достаточно высокой и составила 48%. Процесс 
прямой регенерации протекал быстро, поскольку уже через 1 месяц после 
трансформации были получены растения, которые, согласно результатам 
ПЦР, имели целевой ген.

Литература
1. Nester E.W., Gordon M.P., Amasino R.M., Yanofsky M.F. crown gall: a molecular 

and physiological analysis // Annual rev. of Plant Physiol. - 1984. – vol. 35, P. 387-413.



581

2. Binns A.N. and Thomashow M.F. cell biology of Agrobacterium infection and 
transformation of plants // Annual rev. of microbiol. - 1988. - vol. 42, P. 575-606.

3. Carrel A. Artificial activation of growth in vitro of connective tissue // J.exp. 
med.– 1913. - vol. 17. - P. 14-19.

4. Haiflick L., Moorhead P.S. the serial cultivation of human diploid cell strains // 
exp.cell res. – 1961. - vol.25. - P. 585-621.

5. Olovnikov A.M. A theory of marginotomy. the incomplete copying of template 
margin in enzymic synthesis of polynucleotides and biological significance of the phe-
nomenon // J. theor. biol.– 1973. - vol. 41, № 1 – Р.181-190.

6. Murashige T. Skoog F. A revised medium for rapid growth and bio-assays with tobacco 
tissue cultures // Physiol. Plant. – 1962. – vol.15, №3. – P. 473 − 497.

7. Дрейпер Дж., Скотт Р. Выделение нуклеиновых кислот из клеток расте-
ний. В кн. Генная инженерия растений. - М: Мир. - 1991.– С.241-245.

Авторы выражают признательность член-корр. РАМН, профессору 
Ф.Л.Киселеву (НИИ канцерогенеза РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН, Россия) 
за предоставленную возможность использования гена теломеразной об-
ратной транскриптазы hTert в наших исследованиях.

Резюме
Проведена трансформация растений Nicotiana tabacum l. вектором, содержав-

шим ген теломеразной обратной транскриптазы hTert и получены трансгенные рас-
тения табака с частотой 48%.

Проведено трансформацію рослин Nicotiana tabacum l. вектором, що містив 
ген теломеразної зворотної транскриптази hTert та отримано трансгенні рослини 
тютюну з частотою 48%.

the transformation of Nicotiana tabacum l. using the vector with human telomer-
ase reverse transcriptase gene hTert carried out and transgenic tobacco plants at 48% fre-
quency were obtained.
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РЕГЕНЕРАЦИЯ IN VITRO ИНБРЕДНЫХ ЛИНИЙ КУКУРУЗЫ ПРИ 
AGROBACTERIUM-ОПОСРЕДОВАННОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ

Несмотря на значительные успехи селекционно-генетических про-
грамм по получению биотехнологических растений кукурузы (Zea mays l.), 
генетическая трансформация коммерческих генотипов не является рутин-
ной и надёжно воспроизводимой. Один из ключевых этапов обсуждаемой 
методологии связан с тотипотентностью транформированных клеток. Он 
имеет непосредственное отношение, с одной стороны, к выбору типа экс-
планта, оптимизации питательных сред и условий культивирования, взаи-
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модействию генотип х окружающая среда, а с другой – к используемому 
методу доставки рекомбинантных молекул ДНК в геном кукурузы.

Традиционно, для реализации морфогенетического потенциала куку-
рузы in vitro в качестве экспланта используют незрелые зародыши [1-3]. 
Однако, способность к образованию эмбриогенного каллуса – признак, 
присущий далеко не всем генотипам, что ограничивает возможности по-
лучения трансгенных растений-регенерантов. Наряду с использованием 
незрелых зародышей в последние годы с успехом начали разрабатывать-
ся системы методов генетической трансформации, где первичными экс-
плантами являются узелковые зоны побега, апикальные меристемы [4-7]. 
Исследования, сочетающие поиск наиболее подходящих для генетической 
трансформации эксплантов и оптимизацию условий культивирования, на-
правлены на преодоление генотипической зависимости регенерационной 
способности элитных линий кукурузы. К числу основных проблем, связан-
ных с реализацией его морфогенетического потенциала, относятся: зачас-
тую низкая частота индукции каллусообразования и регенерации побегов, 
снижение уровня тотипотентности клеток при длительном культивирова-
нии, сомаклональная изменчивость, химерность [5].

Интерес к эксплантам кукурузы, включающим верхушку побега, обус-
ловлен компетентностью к Agrobacterium-опосредованная трансформация 
клеток апикальной меристемы, из l2 слоя которых способны развивать-
ся генеративные структуры, формирующие гаметы [4, 7]. Перенос Т-ДНК 
и её интеграция в геном однодольных зависит от многих факторов, вклю-
чающих генотип, тип экспланта, условия инокуляции, культивирования 
in vitro, селекции, агробактериальный штамм и векторную конструкцию. 
Цель данной работы состояла в оптимизации условий регенерации in vitro 
от сегментов узелковой зоны побегов и анализ компетентности их клеток 
к Agrobacterium-опосредованной трансформации ряда элитных инбредных 
линий кукурузы.

Материалы и методы
В работе использовали зрелые зерновки инбредных линий кукурузы: 

Л250, Л390, Л1544, Л1552, Л1563, Л1652 (селекции Института физиоло-
гии растений и генетики НАН Украины, г. Киев). Стерилизованные зерно-
вки проращивали в течение 6-8 суток на ms-среде при 27 ºС с 16-часовым 
фотопериодом и освещённостью 3-4 клк. Часть побега – узелковую зону 
и ткани, расположенные ниже и выше неё (~ 0,5см), делили поперечно на 
сегменты размером 1-2 мм. Они служили эксплантами при Agrobacterium-
опосредованной трансформации штаммом LBA4404, содержащим вектор-
ную конструкцию pbi2e с двухцепочечным (дц) РНК-супрессором гена 
пролиндегидрогеназы (Pdh) и с геном nptii, любезно предоставленную 
к.б.н. А.В. Кочетовым (Институт цитологии и генетики Сибирского отде-
ления РАН, Новосибирск). Индукцию побегообразования осуществляли на 
модифицированной нами питательной среде В5 Гамборга [8], содержащей 
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8,0 мг/л кинетина, 0,4 мг/л НУК (В5п). Культивирование проводили при ус-
ловиях, описанных выше. Суспензию клеток агробактерии, выращенную 
в течение суток в жидкой lb-среде, разводили 5-кратно средой В5, содер-
жащей 2 мМ na2s2o3, (оптическая плотность при 600 нм = 0,5). Эксплан-
ты, инокулированные в течение 1 часа, высаживали на эту же агаризован-
ную среду, не содержащую углеводов, и кокультивировали 2 суток в тем-
ноте при 27 0С. Затем пассировали на среде В5п с цефотаксимом конечной 
концентрации 500 мг/л. Селекцию на устойчивость к канамицину (Km, 100 
мг/л) проводили после индукции ризогенеза в течение 2-3-х пассажей.

Наличие целевого и селективного гена определяли ПЦР-мето-
дом в листьях Km-устойчивых растений-регенерантов кукурузы. При-
меняли следующие праймеры для фрагментов: первого экзона гена pdh 
5’-AAcAA-ActGG-AtccG-GcGAt-cttAc-3’ (f) и 5’-GAGAt-GttGG-
tctAG-AtttG-GcAGc-3’ (r), первого интрона гена pdh – 5’-AAcAA-
ActGG-AtccG-GcGAt-cttAc-3’ (f) и 5’-AttAA-Gcttt-cGAAc-
cAAAc-AAGt-3’ (r); для гена nptii – 5’-cctGA-AtGAA-ctccA-GGAcG-
AGGcA-3’ (f) и 5’-Gctct-AGAtc-cAGAG-tcccG-ctcAG-AAG-3’ (r). 
Наличие агробактериальной примеси в регенерантах кукурузы контроли-
ровали по гену virС, используя праймеры 5’-AtcAt-ttGtA-GcGAc-t-3’ 
(f) и AGctc-AAAcc-tGctt-c-3’ (r) [9]. ПЦР осуществляли в амплифи-
каторе mastercycler Personal 5332 eppendorf, используя для Pdh-ex1, Pdh-
int, nptii программу: первичная денатурация 94°С 4 мин и 35 циклов: – де-
натурация 94 °С 30 с, реассоциация 54 °С 30 с, элонгация 72 °С 30-45 с (в 
зависимости от размера ампликонов), конечная элонгация 72 °С 10 мин; а 
для virС отличия были в условиях реассоциации – 59 °С 30 с. Безматричный 
негативный контроль – те же условия амплификации без добавления общей 
ДНК для всех проанализированных образцов показал отсутствие ампли-
конов. Электрофорез ДНК проводили в 1,2 %-ном агарозном геле в буфе-
ре 0,5 х tbe, содержащем 2,5 мкг/мл бромистого этидия, при напряжённо-
сти 5 В/см в течение 1 часа. Маркером молекулярних масс был Generuler™ 
dnA ladder mix (fermentas).

Результаты и обсуждение
Регенерация побегов осуществлялась путём прямого органогенеза. 

Индукция побегообразования происходила на 10-14 день культивирования, 
в отдельных случаях наблюдалось появление 2-3-х побегов на эксплант, ко-
торые могли показывать разную устойчивость к селективной концентрации 
канамицина. Ризогенез происходил спонтанно на той же самой В5п-среде 
спустя короткий период времени после регенерации побегов. Укоренённые 
растения-регенеранты развивались в течение 4-х недель. Следует отметить, 
что ответной реакцией эксплантов на выбранные условия культивирования 
была не только преимущественная регенерация побегов, но иногда и пря-
мое прорастание.
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Независимо от тестируемых генотипов частота регенерации побегов 
от инокулированных агробактерией эксплантов варьировала в пределах 15-
17 % и достоверно не отличалась. Относительно низкий уровень побего-
образования, возможно, является отражением гетерогенности тканей сег-
ментов нодульной области побега, поскольку помимо апикальной мерис-
темы они включали примордии листьев, частично мезокотиль, колеоптиль 
и начинающие развиваться листья. В частности, ранее нами было показа-
но [10], что, клетки мезокотиля кукурузы обладают крайне низкой способ-
ностью к органогенезу, несмотря на их компетентность к агробактериаль-
ной инфекции.

Одним из факторов, влияющих на индукцию регенерации in vitro, яв-
ляется стадия роста и дифференцировки клеток проростков кукурузы, от 
которых вычленяется эксплант. Это было отмечено нами ранее для побе-
гов этиолированных проростков протестированных нами инбредных линий 
[11]. Однако, учитывая данные о возможности повышения частоты побе-
гообразования при фотоморфогенезе [7], прорастание зерновок кукурузы 
осуществляли на свету. Кроме того, поскольку канамицин может негативно 
влиять на ризогенез, селекцию на устойчивость к антибиотику проводили 
после формирования корней.

ПЦР-анализ с использованием праймеров к первому экзону и интро-
ну целевого гена показал наличие дцРНК- супрессора гена пролиндегид-
рогеназы в суммарной ДНК листьев Т0-растений инбредных линий Л250, 
Л1544, Л1552. Вместе с тем, одновременное присутствие фрагментов целе-
вого и селективного генов зафиксировано только в одном случае – у расте-
ний-регенерантов Л250 (рис. 1).
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трансформации клеток. К тому же, na2s2o3, согласно нашим данным [12], может 
стимулировать и регенерацию побегов. Тот факт, что в ДНК Km-устойчивых растений 
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК листьев регенеран-
та (№15), полученного от сегментов нодульной зоны побегов инбредной линий 
кукурузы Л250, с использованием праймеров к генам PDH и nptII: 1 – к фраг-
менту первого экзона гена Pdh (545 п.о.), 3 – к фрагменту первого интрона 
гена Pdh (700 п.о.), 5 – к фрагменту гена nptII (649 п.о.), 2, 4, 6 – ДНК кон-
трольных (нетрансформированных) растений. М – Маркер молекулярной 

массы Generuler™ dnA ladder mix, fermentas.
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стимулировать и регенерацию побегов. Тот факт, что в ДНК Km-устойчивых растений 
показано наличие дцРНК-супрессора гена пролиндегидрогеназы, свидетельствует о 
компетентности клеток используемого экспланта к Agrobacterium-опосредованной 
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации фрагмента virС -гена в 
ДНК листьев растений-регенерантов инбредных линий кукурузы (1 – Л250, 2 
– Л1544, 3 – Л1552, 4 – негативный контроль (без ДНК), 5 – позитивный конт-
роль – ДНК агробактериального штамма LBA4404; М – Маркер молекулярной 

массы GeneRuler™ DNA Ladder Mix, fermentas.

Отметим, что среди проанализированнной случайной выборки Km-
устойчивых растений-регенерантов, которые в течение 2-х пассажей вы-
держивали селективную концентрацию антибиотика, 2-кратно превышаю-
щую его необходимую и достаточную концентрацию, количество Т0-реге-
нерантов составляло 4 (Л250), 3 (Л390), 3 (Л16522), 2 (Л1563), 2 (Л1552), 1 
(Л1544). Кроме того, молекулярно-генетический анализ по гену virС штам-
ма LBA4404, несущего pbi2e, показал отсутствие агробактериальной при-
меси во всех проанализированных вариантах (рис. 2). Отметим, что пере-
нос Т-ДНК в клетки и её интеграция в геном кукурузы осуществлялся нами 
в отсутствие ацетосирингона, однако с использованием высокой концен-
трации тиосульфата натрия – одного из тиоловых компонентов, который, 
как установлено olhoft и соавт [11], способен повышать частоту трансфор-
мации клеток. К тому же, na2s2o3, согласно нашим данным [12], может 
стимулировать и регенерацию побегов. Тот факт, что в ДНК Km-устойчи-
вых растений показано наличие дцРНК-супрессора гена пролиндегидроге-
назы, свидетельствует о компетентности клеток используемого экспланта 
к Agrobacterium-опосредованной трансформации штаммом LBA4404, несу-
щим плазмиду pbi2e. Относительно низкая частота регистрируемых нами 
трансформационных событий может быть, отражением того, что не всег-
да индукция побегообразования через прямой органогенез происходит от 
единичных клеток. Кроме того, значение могут иметь выбранные нами ус-
ловия инокуляции, сокультивирования, используемый агробактериальный 
штамм. Тем не менее, преимуществом предложенного способа регенера-
ции in vitro при Agrobacterium-опосредованной трансформации элитных 
инбредных линий кукурузы является то, что побегообразование происхо-
дит путём прямого органогенеза в течение короткого периода времени, что 
снижает вероятность сомаклональной изменчивости растений-регенеран-
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тов. Более того, почти сразу же при культивировании на тех же самых пита-
тельных средах может индуцироваться ризогенез.

Выводы
Предложен способ регенерации in vitro через прямой органогенез от 

поперечно расщеплённых сегментов узелковой зоны побега и показана 
принципиальная возможность переноса дцРНК-супрессора гена пролинде-
гидрогеназы в клетки этого экспланта для ряда генотипов элитных инбред-
ных линий кукурузы.
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Резюме
Предложен способ регенерации in vitro путём прямого органогенеза из кле-

ток сегментов узелковой зоны побегов и показана их перспективность для 
Agrobacterium-опосредованной трансформации инбредных линий кукурузы.

Запропонований спосіб регенерації in vitro шляхом прямого органогене-
зу з клітин сегментів вузлової зони пагонів та виявлено їх перспективність для 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації інбредних ліній кукурудзи.

the regeneration induction method through direct organogenesis from cells of seg-
ments of nodal section was developed as well as their availability for Agrobacterium-me-
diated transformation of elite corn inbred line is shown.
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ОПТИМІЗАЦІЯ УМОВ ТРАНСФОРМАЦІЇ КАЛЮСНИХ ЛІНІЙ 
КУКУРУДЗИ ЗА ДОПОМОГОЮ ДЕТЕКЦІЇ ТРАНЗІЄНТНОЇ 

ЕКСПРЕСІЇ ГЕНА БЕТА-ГЛЮКУРОНІДАЗИ
Для отримання трансгенних рослин, зокрема кукурудзи, найбільш роз-

повсюдженими є біолістичний та Agrobacterium-опосередкований методи 
[1,2]. Проте відбір придатних до генетичної трансформації генотипів та 
оптимізація умов і параметрів трансформації є дуже важливими фактора-
ми досягнення успіху у створенні трансгенних рослин культур, які важко 
трансформуються. Використання детекції ранніх подій трансформації шля-
хом гістохімічного фарбування тканин на присутність транзієнтної експре-
сії гену β-глюкуронідази полегшує цю задачу.

Метою роботи було оптимізувати умови та параметри біолістичної та 
Agrobacterium-опосередкованої генетичної трансформації регенераційно 
здатного калюсу кукурудзи конкретних генотипів, використовуючи вектор-
ні конструкції, які містять ген β-глюкуронідази.

Матеріали та методи
Матеріалом досліджень була кукурудза інбредної лінії А-188, ліній ві-

тчизняної селекції ДК675, ДК267 та польської селекції Pls61, а також гі-
бриди f1 chi-31♀×ДК675♂, Pls61♀×Uh004♂. В дослідженні використо-
вували регенераційно активний калюс отриманий із незрілих зародків.

Для введення матеріалу в асептичні умови качани стерилізували у 70% 
етанолі протягом 1 хв. і 50% розчині комерційного відбілювача domestos 
протягом 40 хв. з використанням вакуумної інфільтрації та відмивали сте-
рильною дистильованою водою. Незрілі зародки розміром 0,5-2 мм ви-
кладали на модифіковане середовище n6m для калюсогенезу, яке місти-
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ло 30 г/л сахарози, 100 мг/л інозітолу, 700 мг/л проліну, 0,5 мг/л 2,4-Д, 1 
мг/л дикамба, 0,1 мг/л абсцизової кислоти, 8 г/л агару та решта складових 
середо вища n6 [3].

В експериментах з біолістичної трансформації використовували само-
робну гармату типу particle inflow gun (PiG) та гармату biolistic Pdf-1000/
he.unit (bio-rad). Носіями ДНК були частинки золота діаметром 0,6 мкм 
(bio-rad) або вольфраму діаметром 1 мкм (М-17, bio-rad). Для трансфор-
мації біолістичним методом використовували вектор pAhc25 [4], який 
містить ген β-глюкуронідази uidA та ген фосфінотрицинацетилтрансфе-
рази bar, обидва під контролем промотору убікітину кукурудзи. За 4 го-
дини до початку експерименту калюс викладали у вигляді кола діаметром 
приблизно 3 см на чашки Петрі з модифікованим середовищем n6m, яке 
містило 0,3М манітол, щоб запобігти осмотичному шоку клітини під час 
пошкодження їх мікрочастинками. В кожній чашці було від 20 до 30 ка-
люсів в залежності від розміру. Приготування частинок та нанесення на 
них ДНК робили за методикою [5]. Через добу після обстрілу калюс пере-
носили на середовище n6m без манітолу. Гістохімічний аналіз експресії 
β-глюкуронідази в калюсах проводили за методикою [6] через 4 доби після 
обстрілу, а решта калюсів переносили на селективне середовище n6m з до-
даванням 5 мг/л фосфінотрицину. Калюс культивували в темряві при 27°С.

Агробактеріальну генетичну трансформацію проводили шляхом 
ко-культивування калюсу кукурудзи з Agrobacterium tumefaciens штаму 
Gv2260 або Gv3101, яка містила вектор p35s GUs int[7]. Т-ДНК векто-
ра має селективний ген неоміцин-фосфотрансферази ii nptII під контролем 
промотору гену нопалінсинтенази та репортерний ген uidA з інтроном під 
контролем 35s промотору вірусу мозаїки цвітної капусти. Нічну культу-
ру агробактерії осаджували і розводили в десять разів у рідкому середови-
щї ls-inf [2], в яке додавали 200 мкМ ацетосерінгону. Отриману агробак-
теріальну суспензію нарощували на качалці в темряві при 28°С протягом 
2–4 годин. Калюс занурювали в агробактеріальну суспензію на 15–30 хв та 
проводили вакуумну інфільтрацію бактерії. Потім підсушували на фільтру-
вальному папері та переносили на середовище n6. Ко-культивування калю-
сів з агробактерією проводили в темряві при 24°С протягом двох або п’яти 
діб. Через 2–5 діб калюси фарбували на наявність транзієнтної експресії 
гену β-глюкуронідази, а решта переносили на середовище n6, яке місти-
ло 500 мг/л цефотаксиму для пригнічення росту агробактерії та 50 мг/л ка-
наміцину для селекції трансформованих калюсів. Вивчали вплив на агро-
бактеріальну трансформацію таких параметрів як штам агробактерії, ге-
нотип, час культивування з агробактерією, підсушування агробактерії на 
експланті, клиностатування та обстріл калюсу мікрочастками вольфраму 
перед трансформацією. Щоб підсушити агробактерію, калюси переносили 
на поживне середовище для ко-культивування з підвищенним вмістом ага-
ру (1,5%), при цьому чашки не замотували плівкою. Для дослідження впли-
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ву мікропоранень на ефективність трансформації, частину калюсів перед 
трансформацією обстрілювали мікрочастками вольфраму. Вивчення впли-
ву мікрогравітації проводили, використовуючи рівномірне обертання калю-
сів по горизонтальній осі на кліностаті зі швидкістю 2 об/хв протягом двох 
діб перед трансформацією.

Результати досліджень
Оцінку параметрів біолістичної трансформації проводили на біло-

му рихлому калюсі І типу (рис.1) лінії А-188, що утворювався після 10–20 
діб культивування незрілих зародків на середовищі n6m і є найкращим для 
трансформації завдяки високій регенераційній здатності [6].

Рис. 1. Утворення на середовищі N6m калю-
су І типу із незрілих зародків кукурудзи лінії 

А-188.

Порівняння ефективності різного типу гармат проводили за умов рів-
ності інших параметрів, тобто на рослинному матеріалі, отриманому з од-
ного качана, використовуючи частинки золота або вольфраму з нанесеною 
ДНК однієї партії приготування. Гістохімічне дослідження транзієнтної 
експресії гену uidA показало, що більш ефективним для трансформації є 
використання гармати фірми bio-rad, ніж саморобної PiG гармати та час-
ток золота в якості носіїв ДНК порівняно з вольфрамом (рис.2).

Тестування параметрів гармати bio-rad на однаковому рослинному 
матеріалі показало, що при використанні тиску 900 psi транзієнтна екс-
пресія дещо більша, ніж при використанні 1100 psi. Також було підтвер-
джено, що використання часток золота як носіїв ДНК краще, ніж часток 
вольфраму(рис.2).

Наступним кроком було дослідити оптимальні умови трансформації ку-
курудзи шляхом ко-культивування калюсу з агробактерією штаму Gv2260 
або Gv3101, яка має плазміду p35s GUs int[10]. Присутність інтрону в ре-
порторному гені uidA забезпечує синтез активної β-глюкуронідази лише в 
рослинних клітинах, що дозволяє оцінити транзієнтну експресію гена вже 
через 2–4 доби після культивування з агробактерією. В експериментах ви-
користовували регенераційно активний калюс кукурудзи тривалого куль-
тивування (3-15 місяців), отриманий від незрілих зародків інбредних ліній 
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ДК675, ДК267 та Pls61, а також гібридів f1 chi-31♀×ДК675♂, Pls61♀× 
Uh004♂. Показано, що найбільш впливовими факторами на ефективність 
транзієнтної експресії гену β-глюкуронідази є генотип, штам агробактерії, 
підсушування агробактерії на експланті та час культивування з агробактері-
єю. Так, наприклад, серед досліджуваних генотипів зовсім не спостерігали 
транзієнтної експресії β-глюкуронідази в калюсах гомозиготної лінії ДК675 
та гібриду chi-31♀ х ДК675♂, а найкращу транзієнтну експресію відміча-
ли для ліній ДК267 та Pls61 (рис 3). Показано збільшення ефективнос-
ті трансформації при використанні штаму агробактерії Gv3101 порівня-
но з Gv2260 для генотипів ДК267, Pls61 та Pls61♀× Uh004♂. Підсушу-
вання агробактерії на експланті виявилось за результатами гістохімічного 
фарбування більш ефективним порівняно з культивуванням на звичайно-
му середовищі в закритих плівкою чашках Петрі. За нашими даними ко-
культивування калюсу з агробактерією протягом двох діб є більш ефектив-
ним, ніж п’ятиденне культивування. Також ефективність транзієнтної екс-
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Рис. 2. Оцінка транзієнтної експресії гена uidA в калюсі кукурудзи в залеж-
ності від використаної гармати (зверху) (BR – Bio-Rad, RT – саморобна Рудас-
Табака), часток (Au – золото, W – вольфрам) та тиску (900 або 1100 psi) В леген-

ді представлені бали згідно експертної оцінки.
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Рис. 3. Оцінка транзієнтної експресії гена uidA в калюсі кукурудзи різних ге-
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пресії β-глюкуронідази дещо підвищується, якщо перед трансформацією 
застосовувати обстрілювання мікрочастками вольфраму або кліностатуван-
ня калюсів, тоді як поєднання цих двох факторів призводить до зменшен-
ня транзієнтної експресії порівняно з калюсами, які нічим не оброблялись.

Висновки
Дослідження транзієнтноїї експресії гена uidA після біолістичної гене-

тичної трансформації кукурудзи інбредної лінії А-188 показало, що більш 
ефективним є використання гармати фірми bio-rad the biolistic Pdf-1000/
he.unit, часток золота як носіїв ДНК та тиску 900 psi під час трансформації.

Вивчення транзієнтноїї експресії гена β-глюкуронідази після 
Agrobacterium-опосерідкованої трансформації калюсу кукурудзи показало, 
що найбільш впливовими факторами на ефективність трансформації є ге-
нотип, штам агробактерії, підсушування агробактерії на експланті та час 
культивування з агробактерією. Також спостерігається незначне підвищен-
ня транзієнтної експресії β-глюкуронідази, якщо перед трансформацією за-
стосовувати мікропоранення експлантів через обстрілювання мікрочастка-
ми вольфраму або кліностатування калюсів. Векторна конструкція з інтро-
ном в репорторному гені uidA дозволила відбирати генотипи придатні для 
агробактеріальної трансформації.

Використання векторних конструкцій, які містять ген β-глюкуронідази 
полегшує оптимізацію умов та параметрів генетичної трансформації куку-
рудзи.
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Резюме
Завдяки використанню векторних конструкцій, які містять репортер-

ний ген β-глюкуронідази, були оптимізовані умови і параметри біолістичної та 
Agrobacterium-опосередкованої генетичної трансформації ембріогенного калюсу 
кукурудзи конкретних генотипів через детекцію ранніх подій трансформації шля-
хом гістохімічного аналізу тканин на присутність транзієнтної експресії гену.

Благодаря использованию векторных конструкций, которые содержат ген 
β-глюкуронидазы, были оптимизированы условия и параметры биолистической и 
Agrobacterium-опосредованной генетической трансформации эмбриогенного кал-
луса кукурузы конкретных генотипов, через детекцию ранних событий трансфор-
мации путем гистохимического анализа ткани на присутствие транзиентной экс-
прессии гена.

due to using vectors containing β-glucuronidase reporter gene, the condition and 
the parameters of the biolistic and Agrobacterium-mediated genetic transformation of the 
corn embriogenic callus have been optimized for contain genotype via detection of the 
gene transient expression by the tissue hystochemical analysis.

ПАВЛОВА М. П.

РАИСА ГЕОРГИЕВНА БУТЕНКО – УЧЕНЫЙ, ПЕДАГОГ И ДРУГ
Это было недавно. Это было давно… В своих воспоминаниях о Раи-

се Георгиевне Бутенко я хочу коснуться моих и только моих впечатлений о 
педагоге, большом ученом и друге, оставившим светлые и теплые чувства 
благодарности до сегодняшнего дня. Наше знакомство произошло в Киеве. 
В 1964 году Раиса Георгиевна посетила Институт ботаники им. Н.Г. Холод-
ного Украинской Академии наук, и сотрудник отдела цитологии П.Г. Си-
доренко пригласил ее на встречу с нашим молодым и немногочисленным 
коллективом. Раиса Георгиевна с таким воодушевлением и увлеченностью 
рассказывала о новом в то время направлении биологической науки – куль-
туре тканей, органов и Клеток растений, что невозможно было не “забо-
леть” и не увлечься этим новым и очень перспективным направлением ис-
следований. Тем более, что мой небольшой практический багаж был связан 
с микробиологией – работа со штаммами дрожжей тоже требовала умения 
приготовления питательных сред, посевов и пересевов дрожжей в условиях 
строжайшей стерильности и т. п. В Институте ботаники в то время еще не 
была создана экспериментальная база для работы с культурой тканей расте-
ний и когда я поступила в аспирантуру, Раиса Георгиевна согласилась стать 
моим научным руководителем и предоставила возможность выполнения 
работы на базе своего отдела в ИФР АН СССР. Таким образом, Раиса Геор-
гиевна открыла для меня врата в науку, которой я посвятила всю свою со-
знательную жизнь, став одним из первых ее учеников. А учиться у нее было 
чему. И прежде всего - умению заботиться о нас, приехавших из других го-
родов в Москву. Она написала мне: ”Я узнала у нас в институте, что мож-



593

но сделать для устройства Вас в общежитие. Это трудно, но, говорят, воз-
можно. Для этого нужна Ваша энергия и упорство, т.к. надо ходить и про-
сить”… Так с ее помощью я оказалась в общежитии на Малой Бронной. И 
начался увлекательный процесс обучения, приобретения навыков работы с 
культурами и интенсивных самостоятельных исследований in vitro каллус-
ных и суспензионных культур моркови, а позже и других видов растений.

Направление выращивания изолированных клеток растений начало 
развиваться только с 1958 года и нерешенных вопросов, связанных с куль-
турой клеток, было еще очень много. Передо мной Раиса Георгиевна поста-
вила цель – получить одноклеточные клоны культуры ткани табака и дать 
им морфофизиологическую характеристику.

Наблюдения показали, что отфильтрованные из суспензии одиночные 
клетки, высеянные затем на агаровые питательные среды, оставались жи-
выми в течение двух-трех недель и дольше, но не делились. В то время как 
в кластерах, состоящих из 10 и более клеток, отмечался незначительный 
рост. И тогда Раиса Георгиевна предложила мне провести серию экспери-
ментов по стимуляции индукции деления единичных клеток табака в куль-
туре in vitro.

В серии экспериментов было установлено, что если отдельные клетки 
отделить от групп клеток стеклянными пластинками, целлофаном или мем-
бранными фильтрами, то деления в этих клетках не происходит. Эти опыты 
позволили выдвинуть предположение, что от длительности культивирова-
ния суспензионных и каллусных культур зависит важный фактор – обога-
щение питательных сред продуктами метаболизма делящихся и растущих 
клеток. Поэтому отфильтрованную, так называемую кондиционированную 
питательную среду в дальнейшем использовали для изучения поведения 
отдельных клеток в жидких и агаризованных питательных средах. Для ин-
дукции единичных клеток к делению эффективным оказалось также ис-
пользование метода культуры ткани «няньки». Для этого небольшие кусоч-
ки каллусной ткани размещали на расстоянии 5мм от единичных клеток, а 
метаболиты «няньки» индуцировали деление.

В те годы в нашем распоряжении еще не было микроманипуляторов, 
поэтому выделение единичных клеток проводилось довольно примитивно: 
на стерильную трубочку надевали стеклянный наконечник с тонким носи-
ком. Эти трубочки мы изготавливали сами – над пламенем спиртовки их 
разогревали, а затем растягивали жидкое стекло до образования микротру-
бочек. Затем стерильную трубочку с наконечником нужно было взять в рот 
и мягкими движениями губ отловить отдельные клетки и высадить их в 
чашки Петри на агаризованные кондицонированные питательные среды. 
Наблюдения за клетками проводили под микроскопом и фотографировали 
для документации поведения единичных клеток. Клетки начинали делить-
ся, образуя микроколонии. Позже мне удалось снять фильм и показать все 
фазы митотического деления изолированных клеток табака in vitro.
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Каждый сотрудник отдела вел свое направление исследований. Мо-
лодые и амбициозные, все мы хотели получить интересные результаты, а 
Раиса Георгиевна наблюдала за нами, часто беседовала с каждым, обсуж-
дала полученные результаты, проводила семинары. Нам всем было очень 
интересно. Она никогда не повышала голос и только однажды я увидела, 
ее гневающуюся …. Группа ученых из зарубежья должна была посетить 
наш отдел и Раиса Георгиевна попросила всех привести в полный порядок 
большую рабочую комнату, в которой обычно работало несколько человек. 
Это нужно было сделать быстро, т.к. гости уже были на пороге… Через не-
сколько минут Раиса Георгиевна возвратилась и не увидела изменений… 
Ее щеки пылали, она поднималась на носки и опускалась и тихо произнес-
ла…”Ребята, ведь я же вас просила…”. Было стыдно. В один миг все было 
готово к приему гостей и встреча прошла отлично. Этот случай послужил 
для нас всех уроком на будущее. Время учебы в Москве запомнилось мне 
как праздник, который всегда со мной… Я вспоминаю, как в маленьком ка-
бинете Раисы Георгиевны выделили рабочее место для меня и Саши Волло-
совича (ныне покойного). Мы сидели буквально «на голове» у Раисы Геор-
гиевны. Было тесно, но работать было очень интересно. В воскресные дни 
мы часто встречались с Сашей в культуральной комнате, где инспектирова-
ли нашу предыдущую работу – как идет рост культур, нет ли инфекции и 
т.д. Саша на высокой лестнице просматривал свои колбы, а я внизу – чаш-
ки Петри с высеянными клетками. Это были музыкальные встречи – Саша 
пел, никого и ничего не замечая, кроме своих колб, а я тоже напевала «для 
себя». Как-то, просматривая рукопись моей статьи, Раиса Георгиевна спро-
сила: “А вы читаете по-французски?” И я ответила ей, что с переводом мне 
помогла Наталья Дмитриева. Такая взаимопомощь в отделе была нормой. 
Если у тебя не было каких-либо реактивов, с тобой всегда делились. Хоро-
шие были времена…

Вспоминаю, как однажды в теплый летний день администрация инс-
титута организовала бесплатную поездку за город. Группа сотрудников Ин-
ститута, и мы в том числе, оказались в Подмосковном лесу, где были озе-
ра. Это было прекрасным местом отдыха и более близкого знакомства друг 
с другом. Спустя годы знакомства переросли в дружеские отношения. До 
сегодняшного дня с Ларисой Ивановной Слепян, Ниной Федоровной Пи-
сецкой, Майей Саркисовой эти отношения живы. К Раисе Георгиевне при-
езжали на стажировку и консультации из многих городов страны, а так-
же из Чехословакии, Болгарии и т.д. Колоритная болгарка Недялка Загорс-
ка часто приезжала в Москву, а иногда в Киев и была гостем в моем доме. 
С коллегами из Чехословакии –Ярмилой Свободовой, Зденеком Опатрны и 
Франтишком Новак – сотрудниками Института экспериментальной бота-
ники ЧСАН, мы встречались иногда за чаем в гостепреимной семье Раисы 
Георгиевны и Юрия Павловича. Хочу отметить еще одну характерную осо-
бенность Раисы Георгиевны. Ее муж – Юрий Павлович - был родом с Укра-
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ины, а украинцы, как известно, очень любят борщ. И Раиса Георгиевна го-
товила вкусные украинские блюда и, конечно же, борщи. Однажды Раиса 
Георгиевна пригласила к себе домой нескольких коллег из зарубежья, меня 
и Наталью Дмитриеву на ужин. Мы вместе ездили за продуктами, купили 
дичь и всякие вкусности и я с удивлением, наблюдала, как Раиса Георгиев-
на ловко расправилась с дичью, которую потом запекла в духовке. Было по-
домашнему вкусно и уютно. Общение продолжалось допоздна…

Я благодарна Раисе Георгиевне за то, что уже после защиты диссерта-
ции она продолжала опекать и подбадривать наш молодой киевский кол-
лектив и была добрым советчиком в выборе направлений дальнейших ис-
следований. Она не теряла связи с нами – звонки и письма были нормой 
наших отношений. В одном из поздравлений она с юмором писала: “Доро-
гие собратья по оружию, киевские культуральщики клеток и тканей, группа 
культуры тканей ИФРа поздравляет Вас с новым годом и желает новых ус-
пехов на поприще истязания бедной, изолированной, т.е. оторванной от ма-
теринской груди маленькой растительной клетки. желаем успехов”. В 1974 
году Раиса Георгиевна сделала для меня незабываемый подарок – из науч-
ной командировки в Англию она привезла на мое имя приглашение про-
фессора Ноттингемского Университета Е.С. Кокинга: “Мы рады пригла-
сить Маргариту К. Павлову поработать в департаменте Ботаники в течение 
двух месяцев. Я полагаю, что она сначала поедет в лабораторию профессо-
ра Стрита в Лейчестере на четыре месяца, а затем приедет к нам на два ме-
сяца”. Профессор Е. Кокинг впервые разработал метод получения изолиро-
ванных протопластов из тканей корня и плодов томатов и освоение этого 
метода было перспективным для изучения особенностей получения про-
топластов из других видов растений и условий их культивирования in vitro. 
Более того, изолированные протопласты явились перспективной моделью 
для изучения новых возможностей – слияния протопластов, “пересадка” 
клеточных органелл и проведение целого ряда генетических исследований. 
Это было сказочное предложение с драматическим концом. Необходимые 
документы были собраны и сданы в отдел связи с зарубежными странами 
АН Украины, но, как выяснилось позже, были утеряны, а время было упу-
щено… Спустя год я познакомилась с проф. Н. Стритом на Хii Ботаничес-
ком конгрессе в Ленинграде и он подарил мне свою монографию, которая 
стала для нас всех настольной книгой.

Как я уже упоминала выше, полученные ранее каллусные и суспензи-
онные культуры клеток сахарной свеклы были использованы нами как мо-
дель для изучения контроля репродукции клеток in vitro. Применение ме-
тодов математического планирования экспериментов, разработанные проф. 
МГУ В.Максимовым, лекции которого мы посещали вместе с Раисой Геор-
гиевной, оказались эффективными при работе с культурами тканей и кле-
ток разных видов растений.
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Заканчивая свои воспоминания о Раисе Георгиевне, хочу сказать, что 
я благодарна судьбе за то, что в моей жизни была Раиса Георгиевна – боль-
шой ученый, руководитель и просто друг. Она была прекрасным органи-
затором – мы ей благодарны за семь всесоюзных и международных кон-
ференций, на которых подводились итоги и демонстрировались научные 
успехи отечественных и зарубежных исследователей. Ее ученики достой-
но представляли достижения в области биологии культивируемых орга-
нов, тканей и клеток растений in vitro. Несмотря на большую занятость, 
она всегда находила время для общения с каждым из ее учеников. В своей 
последней весточке Раиса Георгиевна писала…”Я всегда любила тебя, сей-
час много работаю над книгой. Надеюсь, мы встретимся, если ты не уедешь 
к японцам. Твоя Раиса Бутенко”. Светлая память о Раисе Георгиевне навсег-
да сохранится в моей душе.

М.К. Павлова, Киев, Украина. 
ritaslava@ukr. net
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ВЛИЯНИЕ ФЛАВОНОЛОВ НА РАЗВИТИЕ И УКОРЕНЕНИЕ 
ЭКСПЛАНТОВ ДУБА ЧЕРЕшЧАТОГО В УСЛОВИЯХ IN VITRO 

И IN VIVO
Вследствие низкой морфогенетической активности эксплантов от 

взрослых деревьев дуба в условиях in vitro, многие исследователи обраща-
ются к микроразмножению ювенильного материала – сеянцев, либо заро-
дышевого материала [2,5]. Однако практически никогда не отслеживаются 
биохимические особенности материала, используемого для микроклониро-
вания, хотя имеются работы о влиянии флавонолов на транспорт ауксинов 
в растениях [3,4]. В последнее время появились исследования, связанные 
с изучением влияния отдельных групп вторичных веществ на развитие и 
укоренение эксплантов в условиях in vitro. Например, для эксплантов ореха 
грецкого, полученных соматическим эмбриогенезом и генетически транс-
формированных на линии с нарушенным синтезом флавонолов, было пока-
зано, что на укоренение значительное влияние оказывает их уровень в лис-
тьях и стеблях [3]. Аналогичные данные показаны для мутантов культуры 
Arabidopsis [4].

В течение ряда лет нами анализировались группы сеянцев, используе-
мых для микроклонирования по признаку степень гликозилирования фла-
вонолов (соотношение гликозидов и агликонов) в листьях [1], причем этот 
показатель оказался информативным не только в общей оценке ростовой 
активности, но и устойчивости к мучнистой росе. Однако влияние отде-
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льных групп веществ – гликозидов и агликонов - на ростовую активность 
при этом не выявлялось.

Материалы и методы
Для микроклонирования использовали индивидуальные сеянцы с оп-

ределением в листьях содержания первичных веществ – белка и вторичных 
– гликозидов флавонолов (ФЛ), агликона кверцетина (Кв) и гидролизуемых 
танинов (ГТ) [1]. Исходным материалом служили сеянцы полусибсового 
потомства 600-летнего дерева дуба черешчатого – ПС-600.

Результаты и обсуждение
Влияние основных групп первичных и вторичных веществ на росто-

вую активность было рассмотрено на 42-х 6-месячных сеянцах ПС-600 
(таблица 1).

Таблица 1
Биохимическая характеристика сеянцев дуба по приросту за 4 месяца

Группа особей  прирост  Б  ФЛ  ГТ
Уст.гр – 5 ос. 5 – 10 см 9.26±0.67 0.64±0.08 1.54±0.25
Уст.гр. -9 ос. 0 – 4 см 8.81±0.32 0.78±0.14 1.82±0.19

Воспр.гр – 8 ос 5 – 10 см 10.47±0.48* 0.77±0.22 1.47±0.14*
Воспр.гр -20 ос. 0 – 4 см 9.34±0.27* 0.58±0.08 1.87±0.15*

*P<0.05; уст.–особи, устойчивые к мучнистой росе; воспр.– восприимчивые к ин-
фекции.

Материалы т.1 показывают, что по содержанию гликозидов флавоно-
лов достоверного различия между группами растений разной ростовой ак-
тивности или разной степени устойчивости к инфекции мучнистой росы 
не обнаруживается. Влияние на ростовую активность оказалось заметным 
для содержания в листьях восприимчивых к инфекции сеянцев белка и гид-
ролизуемых танинов. Однако выборка сеянцев по признаку минимально-
го уровня Кв в листьях выявила существенное влияние на ростовую актив-
ность (средний прирост за 4 месяца) этого показателя (табл.2)

Таблица 2
Влияние содержания кверцетина в листьях на прирост сеянцев

Группа особей  прирост  Б  Кв
Кв<0.1%-15 ос. 3.81±0.72* 9.23±0.36 0.088±0.009**
Кв>0.3% - 27ос. 2.2±0.52* 9.46±0.25 0.25±0.015**

Как показывают данные т.2, в отличие от ФЛ, растения с низким уров-
нем Кв в листьях характеризовались на 73% более высокой ростовой ак-
тивностью при практически равном содержании Б. Понимание различия 
действия этих близких по химической структуре веществ – гликозидов и 
агликонов (гликозиды ФЛ в листьях дуба преимущественно представле-
ны кверцетин-3-рамнозидом, а доминирующий агликон – кверцетин) стало 
возможным на основе работы, выполненной с мутантной по редуцирован-
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ной активности фермента флавонол-синтаза культурой ореха грецкого [3], 
а также с аналогичным мутантом культуры Arabidopsis [4]. Было установ-
лено, что гликозиды ФЛ практически не оказывают ингибирующего вли-
яния на транспорт ИУК в стеблях и листьях. Однако, эта группа веществ 
активно ингибировала транспорт НУК в клетках корня и на 25-30% повы-
шала активность образования корней в трансформированных линиях оре-
ха грецкого..

В нашем случае мы действительно не отметили влияния уровня синте-
за гликозидов ФЛ в исходных сеянцах на развитие надземной части (табл.1), 
но достаточно отчетливо проявилось влияние на этот признак уровня со-
держания доминирующего агликона листьев дуба – Кв (табл.2). В дальней-
шем подтверждение негативного влияния Кв на транспорт ауксинов было 
отмечено на образцах эксплантов, полученных от сеянцев с разным исход-
ным уровнем Кв в листьях (табл.3, рис.1).

Таблица 3
Биохимическая характеристика 4-месячных сеянцев ПС-600 (№ 15 и № 16), 
использованных для микроклонирования.

сеянцы  Б%  ФЛ%  Кв%  ГТ% Высота, см
№15 (6 эксплантов)  9.6  0.72  0.29  1.90  1.5±0.08
№ 16 (9 эксплантов)  9.5  0.60  0.14  2.10  3.0±0.12

Таблица 2. Влияние содержания кверцетина в листьях на  прирост сеянцев 
Группа особей    прирост          Б           Кв 
Кв<0.1%-15 ос. 3.81±0.72* 9.23±0.36 0.088±0.009** 
Кв>0.3% - 27ос. 2.2±0.52* 9.46±0.25 0.25±0.015** 
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гликозидов ФЛ в исходных сеянцах на развитие надземной части (табл.1), но 
достаточно отчетливо проявилось влияние на этот признак  уровня содержания 
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рис.1).  

Материалы (табл.3) показывают, что высота 1-месячных эксплантов от сеянца с 
повышенным уровнем Кв (№ 15) была практически в два раза ниже, чем от сеянца с 
низким уровнем этого компонента (№ 16). Содержание Б и гликозидов ФЛ было 
практически одинаковым. Рис.1  дополнительно показывает, что облиственность 
побегов эксплантов с низким уровнем Кв также была значительно выше. 
 Таблица 3. Биохимическая характеристика 4-месячных сеянцев ПС-600 (№ 15 и 
№ 16), использованных для микроклонирования. 
сеянцы     Б%     ФЛ%      Кв%    ГТ% Высота, см 
№15 (6 
эксплантов) 

   9.6      0.72      0.29     1.90     1.5±0.08 

№ 16 (9 
эксплантов) 

   9.5     0.60     0.14     2.10    3.0±%0.12 
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Рис. 1. Развитие эксплантов (возраст in vitro 1 месяц) дуба черешчатого, полу-
ченных из 4-месячных сеянцев дуба черешчатого (ПС-600): А – сеянец № 15, 
содержание кверцетина – 0.29%; Б – сеянец № 16, содержание кверцетина – 

0.14%

Материалы (табл.3) показывают, что высота 1-месячных эксплантов 
от сеянца с повышенным уровнем Кв (№ 15) была практически в два раза 
ниже, чем от сеянца с низким уровнем этого компонента (№ 16). Содержа-
ние Б и гликозидов ФЛ было практически одинаковым. Рис.1 дополнитель-
но показывает, что облиственность побегов эксплантов с низким уровнем 
Кв также была значительно выше.
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Для оценки развития корневой системы использовали экспланты, пе-
ренесенные в почву и развивающиеся в условиях in vivo на протяжении 5-и 
месяцев (рис.2).

1 месяц) дуба черешчатого, полученных из 4-месячных сеянцев дуба черешчатого (ПС-
600): А – сеянец № 15, содержание кверцетина – 0.29%; Б – сеянец № 16, содержание 
кверцетина – 0.14%. 
 Для оценки развития корневой системы использовали экспланты, перенесенные 
в почву и развивающиеся в условиях in vivo на протяжении 5-и месяцев (рис.2). 
  

 
  
Рис.2. Развитие корневой системы у эксплантов (в грунте 5 месяцев), полученных из 4-
месячных сеянцев, в листьях которых определено следующее содержание гликозидов 
флавонолов: А - № 9 – 0.24%; Б - №14 – 1.10%; В - № 6 – 0.9%. 
 
 Рис.2 показывает, что  уровень содержания ФЛ в листьях исходного 
микроклонируемого материала может оказывать реальное влияние на характер 
развития корневой системы. Несмотря на малую выборку, активность роста корней 
оказалась в точном соответствии с литературными данными о влиянии  гликозидов ФЛ  
на транспорт НУК в корнях  сомаклональных  линий ореха грецкого с редуцированным 
и нормальным уровнем этих веществ в листьях [3]. В нашем случае, действительно, 
уровень ФЛ в листьях исходных сеянцев № 14 и № 6 был в 4 и 5 раз выше, чем в сеянце 
№ 9 (1.1% - 0.9% и 0.24% соответственно), а развитие корневой системы оказалось 
намного более активным в сеянце с низким уровнем ФЛ ( № 9).  

Литературные данные позволяют рассмотреть состояние сеянцев, как в условиях 
in vitro, так и in vivo в параметрах активности синтеза разных групп флавоноидов. 
Оказалось, что редуцированный синтез кверцитрина (кверцетин-3-рамнозид) в листьях 
и стеблях ореха грецкого [3], культуры Arabidopsis [4],  в листьях дуба черешчатого  
(рис.2) усиливает активность корнеобразования, так как при этом снижается 
ингибирующее влияние данного компонента на транспорт НУК в тканях корня. 
Ингибирование транспорта ауксинов в случае повышенного уровня ФЛ связывают с их 
локализацией в вакуолях, передвижением к мембранам и клеточным стенкам с 
образованием специфических комплексов с полисахаридами, протеинами или другими 
компонентами [4]. Этот процесс может вызывать изменение свойств мембран, 
лимитируя экспрессию ауксиновых  генов, а также влияя на транспорт сахаров, 
необходимых для образования корней [3].  

Ингибирующее влияние на ростовую активность надземной части сеянцев и 
эксплантов оказалось более заметно выраженным для агликоновых структур 
флавонолов – в листьях дуба – это кверцетин. Редуцированный синтез этого 
компонента, вероятно, снимает ингибирование транспорта ауксинов 
гликозилированными формами флавонолов [3], что проявляется в повышенной 
ростовой активности эксплантов (рис.1). Однако сохранение слишком низкого уровня 
Кв, синтезируемого в хлоропластах, может снизить способность растения выдерживать 
стрессовые внешние нагрузки, приводящие к появлению в клетках оксидных 
радикалов, вследствие значительной антиоксидантной активности кверцетина и его 
способности активнее других молекул флавонолов скавенгировать Н2О2 и О2-  [6]. 
Заключение 
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тьях исходных сеянцев № 14 и № 6 был в 4 и 5 раз выше, чем в сеянце № 9 
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ность корнеобразования, так как при этом снижается ингибирующее влия-
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с образованием специфических комплексов с полисахаридами, протеинами 
или другими компонентами [4]. Этот процесс может вызывать изменение 
свойств мембран, лимитируя экспрессию ауксиновых генов, а также влияя 
на транспорт сахаров, необходимых для образования корней [3].

Ингибирующее влияние на ростовую активность надземной части се-
янцев и эксплантов оказалось более заметно выраженным для агликоновых 
структур флавонолов – в листьях дуба – это кверцетин. Редуцированный 
синтез этого компонента, вероятно, снимает ингибирование транспорта 
ауксинов гликозилированными формами флавонолов [3], что проявляется 
в повышенной ростовой активности эксплантов (рис.1). Однако сохране-
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ние слишком низкого уровня Кв, синтезируемого в хлоропластах, может 
снизить способность растения выдерживать стрессовые внешние нагрузки, 
приводящие к появлению в клетках оксидных радикалов, вследствие значи-
тельной антиоксидантной активности кверцетина и его способности актив-
нее других молекул флавонолов скавенгировать Н2О2 и О2- [6].

Заключение
Совпадение литературных и полученных нами данных может позво-

лить получать с помощью микроклонирования ювенильного материала 
(сеянцы до 1 года) генотипы с заданными биохимическими и морфологи-
ческими качествами. Вероятно, благоприятным сочетанием является не-
сколько сниженный уровень Кв в исходном материале ( для повышенной 
ростовой активности) и достаточно низкий уровень ФЛ, что может обеспе-
чить более активное развитие корневой системы на этапе перевода эксплан-
тов из условий in vitro в условия in vivo. Однако необходимо учитывать фи-
зиологическую (прежде всего антиоксидантную) активность флавонолов, 
избегать микроклонирования материала с редуцированным синтезом этих 
веществ в размножаемых образцах.
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Резюме
Регуляторная роль флавонолов на развитие сеянцев дуба черешчатого, исполь-

зуемых для микроклонирования, оказалась различной для гликозилированной фор-
мы веществ и агликонов. Если уровень содержания агликонов оказывал заметное 
действие на высоту и прирост сеянцев, то гликозиды флавонолов влияли на разви-
тие корневой системы

Регуляторний вплив флавонолів на розвиток сіянців дуба звичайного, які вико-
ристовували для мікроклонального розмноження, виявився різним для гликозидів і 
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агликонів. Якщо рівень вмісту агликонів виявив помітний вплив на ростову актив-
ність і приріст сіянців, то глюкозиди флавонолів впливали на розвиток кореневої 
системи.

different influence on the development of oak seedlings and microclonal explants 
was noticed. low level of flavonol aglicons predominantly affect on increased growth 
activity of stem and leaves. low flavonol glycosides influenced root developing in 
condition in vivo..
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КОМБИНИРОВАННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ КЛЕТОЧНЫХ 
ЛИНИЙ СОИ, ОТОБРАННЫХ НА СЕЛЕКТИВНЫХ СРЕДАХ С 

КАТИОНАМИ БАРИЯ
Проблема устойчивости растений к осмотическим стрессам (засоле-

ние. засуха) остаётся одной из наиболее сложных как с теоретической, так 
и с практической стороны, несмотря на значительные усилия и определён-
ные достигнутые результаты. Потребность в формах растений, способных 
переживать в неблагоприятных/экстремальных условиях, становится всё 
более острой. Это объясняется тем, что абиотические стрессы ужесточают-
ся добавленим антропогенных поллютантов. Возникает вопрос о комплек-
сной устойчивости.

Среди научных методов, используемых для решения проблемы стрес-
са/устойчивости, в последние годы ведущее место начинает занимать био-
технология. С нашей точки зрения одним из наиболее адекватных способов 
исследования фундаментальних процессов, с одной стороны, и получения 
растительных форм с новыми (даже исключительными) характеристиками, 
с другой, является клеточная селекция. При этом клеточная селекция как 
метод, экологически безопасна, поскольку замкнутая система in vitro ис-
ключает вредные воздействия на окружающую среду. В то же время, как 
любой научный подход, клеточная селекция требует постоянного совер-
шенствования.

Нами была предложена идея и опробован метод клеточной селекции 
для получения растительных форм, устойчивых к осмотическим стрессам, 
с использованием ионов тяжёлых металлов (ИТМ). Для этого была созда-
на селективная система с ионами Ва2+ в концентрации, летальной для куль-
тур дикого типа [1]. В таких условиях были отобраны клеточные линии сои, 
частота появления которых не превышала 10-6. Такое событие, как было по-
казано ранее, свидетельствует в пользу выделения генетически изменён-
ных вариантов [3].
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Клеточные линии сои, устойчивые к катионам бария, тестировали в ус-
ловиях засоления; оценивали относительный прирост биомассы и содержа-
ние белка в каллусе.

Материалы и методы
Ва2+-устойчивые клеточные линии сои сорта Васильковская, которые 

нормально пролиферировали в течение нескольких пассажей (не менее че-
тырёх) на селективной среде, перемещали в нормальные условия. После 
пассажа (30 дней) на контрольной среде В5 Гамборга с модификациями [5] 
клеточные варианты переносили на селективные среды, содержащие соли 
морской воды или сульфат натрия в концентрациях, летальных для клеточ-
ных культур сои дикого типа. (Соли морской воды и na2so4 использовали 
для моделирования соответственно сульфатно-хлоридного и сульфатного 
засолений).

Устойчивость клеточных линий оценивали, измеряя относительный 
прирост биомассы каллуса (∆m) – стандартный показатель стабильного 
роста, используемый в клеточной селекции. (∆m) = (mк – mи) / mи; где mи и 
mк – массы каллуса в начале и в конце пассажа, соответственно.

В клетках, растущих при засолении, проводили оценку содержания 
легкорастворимых белков. Для этого проводили электрофорез по Лэммли 
[8]. Для выделения белка измельчённый образец растительной ткани зали-
вали 400мкл буфера для экстракции и оставляли на ночь. Экстракт филь-
тровали. Перед нанесением белковый экстракт кипятили в течение 3-х ми-
нут и наносили по 10-14 мкл. Буфер для экстракции содержал: глицерин – 
11,0 мл; 10%-ный додецилсульфат натрия – 20,0мл; 1М трис ph-6,8 – 8,0мл; 
β - меркаптоэтанол – 5,0 мл с добавлением воды до 100,0 мл.

Электрофорез проводили в концентрирующем и разделяющем гелях.
Гель концентрирующий (15,0мл): 1М трис ph-6,8 – 1,875мл; 10%-ный 

додецилсульфат натрия – 0,15 мл; сополимеры: акриламид (30,0%) – 2,505 
мл, метиленбисакриламид (1,0%) – 1,95 мл; h2o – 8,4 мл; катализаторы: 
ПСА – 150,0 мкл; ТЭМЭД – 15,0мкл. Гель разделяющий (60,0мл): 1,5М 
трис ph-8,7 – 15,0 мл; 10%-ный додецилсульфат натрия – 0,60 мл; сополи-
меры: акриламид (30,0%) – 25,0мл, метиленбисакриламид (1,0%) – 6,2мл; 
h2o – 13,0 мл; катализаторы: 10%-ный ПСА – 300,0 мкл, ТЭМЭД – 30,0 
мкл. Электродный буфер (на 1,0л): трис – 3,0г; глицин – 14,4г; додецилсуль-
фат натрия – 1,0г. Режим электрофореза: до вхождения в разделяющий гель 
– 30А, до конца пластины – 60А.

Результаты и обсуждение
Ва2+-устойчивые клеточные линии сои сохраняли развитие в присутс-

твии различных типов засоления. В таблице показаны данные относитель-
ного прироста биомассы культур сои.
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Таблица
Относительный прирост биомассы клеточных культур сои при культивировании в усло-
виях засоления

Генотипы сои
 ∆m

В5* Гамборга  В5* + Ва2+ В5* + мор.соль В5* + na2so4

Васильк. №2  2,00 ± 0,28  1,33 ± 0,40  0,98 ± 0,24  1,86 ± 0,19
Васильк. №3  5,25 ± 0,25  2,58 ± 0,26  0,98 ± 0,11  2,65 ± 0,03
Васильк. №1  3,38 ± 0,17  6,03 ± 0,14  1,17 ± 0,20  2,74 ± 0,21

Васильк. дик. тип  4,14 ± 0,45  Не росла  Не росла  Не росла

Как видно из таблицы относительный прирост биомассы устойчивых 
культур в присутствии засоления был ниже, чем в нормальных условиях. 
При этом наблюдались существенные различия, зависимые от типа засо-
ления (морская соль или сульфат натрия). Однако, считать это событие ре-
зультатом стресс-чувствительности, по нашему мнению не вполне коррек-
тно. Давно установлен факт снижения размера и объёма у устойчивых к 
солям клеток при культивировании в условиях засоления [1, 3, 4, 7]. Та-
кие клетки вместо вытянутой формы имеют округлую компактную. Это 
адаптивная реакция, которая способствует установлению внутриклеточно-
го осмотического баланса, соответствующего внешней ионной силе. Мень-
ший объём клетки требует меньшого количества протекторных совмести-
мых осмолитов [7, 10]. Ранее нами было показано, что в условиях засоле-
ния Ва2+-устойчивые клеточные линии накапливают пролин [2]. При этом в 
клетках, растущих на фоне сульфатного засоления, уровень этой аминокис-
лоты был ниже, чем в клетках, культивируемых в присутствии солей мор-
ской воды.

Поскольку ∆m в обоих случаях положительный, можно предположить, 
что увеличение уровня свободного пролина происходило за счёт коорди-
нации системы ферментов его синтеза/деградации. Известно, что пролин 
– это единственная аминокислота, управляющая процессами эндогенного 
накопления и регулирующая свой внутриклеточный уровень [9]. Поэтому 
различия (по абсолютной величине, но не по динамике накопления/убыли) 
содержания пролина также могут указывать на активную адаптацию к ок-
ружающей среде.

Дополнительным свидетельством в пользу высказанного предположе-
ния есть данные проведенного электрофореза белков (Рис.).

Как видно из данных рисунка устойчивые клеточные линии сои при 
культивировании в условиях засоления не отличались широким спектром 
растворимых белков. Данный факт отмечался и другими авторами [3]. Ве-
роятно, исходя из условий культивирования (летальные концентрации засо-
ления), данное событие было следствием адаптации к жёсткому стрессово-
му давлению. При этом по спектру белков не наблюдалось различий, зави-
симых от условий культивирования (тип засоления). Таким образом можно 
предположить, что на синтез белков оказывала большее влияние ионная 
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сила среды, но не действие конкретного токсического аниона. Принимая 
во внимание различия в показателях содержания пролина, зависимые от 
состава селективных сред, можно корректно предположить, что пул про-
лина в клетках Ва2+-устойчивых линий обеспечивался синтезом de novo. В 
противном случае (при деградации пролин-содержащих протеинов) спектр 
растворимых белков также соответствовал бы конкретной среде. При этом 
уровень аминокислоты вполне обеспечивал синтетические потребности 
клетки (положительный ∆m).

Кроме пролина в качестве совместимых осмолитов могут выступать и 
другие соединения, в частности сахароза [6]. С другой стороны, это соеди-
нение может регулировать активность генов деградации пролина [6]. Поэ-
тому в нашем случае относительно невысокий уровень пролина в клетках, 
культивируемых в присутствии na2so4, мог быть результатом регуляции 
генов пролиндегидрогеназы с сахарозой .

Однако в любом случае очевидно, что Ва2+-устойчивые клеточные ли-
нии сои выдерживают засоление. Более того, они активно адаптируются 
к окружающей среде, что свидетельствует в пользу их солеустойчивости.

Таким образом можно сделать выводы:
Отобранные на селективных средах с ионами бария клеточные линии 

сои характеризовались устойчивостью к летальным концентрациям засо-
ления.

 
   М            1       2           3         4       5       6   

  
 
 
Рис. Электрофорез растворимых белков Ва-устойчивых клеточных линий сои УКЛ, 
сорта Васильковская , культивированных на фоне засоления: М – маркеры; 1, 2 - Ва – 
УКЛ № 1; 3, 4 - Ва – УКЛ № 2; 5, 6 - Ва – УКЛ № 3; 1, 3, 5 – 1% na2so4; 2, 4, 6 – 1 % морская 
соль;  
 

Как видно из данных рисунка устойчивые клеточные линии сои при 
культивировании в условиях засоления не отличались широким спектром растворимых 
белков. Данный факт отмечался и другими авторами [3]. Вероятно, исходя из условий 
культивирования (летальные концентрации засоления), данное событие было 
следствием адаптации к жёсткому стрессовому давлению. При этом по спектру белков 
не наблюдалось различий, зависимых от условий культивирования (тип засоления). 
Таким образом можно предположить, что на синтез белков оказывала большее влияние 
ионная сила среды, но не действие конкретного токсического аниона. Принимая во 
внимание различия в показателях содержания пролина, зависимые от состава 
селективных сред, можно корректно предположить, что пул пролина в клетках Ва-
устойчивых линий обеспечивался синтезом de novo. В противном случае (при 
деградации пролин-содержащих протеинов) спектр растворимых белков также 
соответствовал бы конкретной среде. При этом уровень аминокислоты вполне 
обеспечивал синтетические потребности клетки (положительный ∆m). 

Кроме пролина в качестве совместимых осмолитов могут выступать и другие 
соединения, в частности сахароза [6]. С другой стороны, это соединение может 
регулировать активность генов деградации пролина [6]. Поэтому в нашем случае 
относительно невысокий уровень пролина в клетках, культивируемых в присутствии 
na2so4, мог быть результатом регуляции генов пролиндегидрогеназы с сахарозой . 

Однако в любом случае очевидно, что Ва-устойчивые клеточные линии сои 
выдерживают засоление. Более того, они активно адаптируются к окружающей среде, 
что свидетельствует в пользу их солеустойчивости. 

Таким образом можно сделать выводы: 
1. Отобранные на селективных средах с ионами бария клеточные линии сои 

характеризовались устойчивостью к летальным концентрациям 
засоления. 

2. Общая солеустойчивость вариантов обеспечивается за счёт адаптации к 
конкретному типу засоления. 

 

Соя 
сорт Васильковская  
 
М – маркеры;  
1, 2 - Ва – УКЛ № 1;  
3, 4 - Ва – УКЛ № 2;  
5, 6 - Ва – УКЛ № 3;  
1, 3, 5 – 1% na2so4;  
2, 4, 6 – 1 % морская соль;  

Рис. Электрофорез растворимых белков Ва2+-устойчивых клеточных линий 
сои УКЛ, сорта Васильковская , культивированных на фоне засоления: М – 
маркеры молекулярных масс; 1, 2 - Ва – УКЛ № 1; 3, 4 - Ва – УКЛ № 2; 5, 6 - Ва 

– УКЛ № 3; 1, 3, 5 – 1% Na2SO4; 2, 4, 6 – 1 % морская соль;
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Общая солеустойчивость вариантов обеспечивается за счёт адаптации 
к конкретному типу засоления.
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Резюме
На селективных средах с ионами бария отобраны устойчивые клеточные ли-

нии сои. Эти варианты росли в присутствии летальных концентраций солей морс-
кой воды или сульфата натрия. Общая солеустойчивость сочетается с адаптацией к 
конкретному типу засоления.

На селективних середовищах з іонами барію відібрані стійкі клітинні лінії сої. 
Ці варіанти росли у присутності летальних концентрацій солей морської води або 
сульфату натрію. Загальна солестійкість поєднується із адаптацією до конкретного 
типу засолення.

on the selective medium with the addition of barium ions the resistant soybean cell 
lines were obtained. these variants grew at presence of the lethal doses of sea water salts 
or sodium sulfate. the total resistance combined with the adaptation to the individual type 
of salinity.
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ХАРАКТЕРИСТИКА ГАПЛОИДНЫХ И ДИГАПЛОИДНЫХ 
РАСТЕНИЙ ОЗИМОГО РАПСА, ПОЛУЧЕННЫХ ЧЕРЕЗ КУЛЬТУРУ 

ПЫЛЬНИКОВ
Получение гаплоидов методами андрогенеза и гиногенеза на сегод-

няшний день является одним из общепризнанных способов создания кон-
стантных коммерческих линий ряда сельскохозяйственных культур [1-3]. 
Предполагается, что растения при использовании данного метода образу-
ются из гаплоидных структур, вследствие чего они имеют гаплоидный на-
бор хромосом. Часть растений, тем не менее, могут быть и удвоенными 
гаплоидами (иногда их еще называют «дигаплоидами») из-за спонтанно-
го удвоения хромосом в культуре in vitro. Для последующей селекционной 
работы интерес представляют, как правило, удвоенные гаплоиды, которые 
визуально не всегда представляется возможным отличать от гаплоидных 
растений.

Целью нашей работы было установить при помощи непрямых методов 
различия между гаплоидными и дигаплоидными растениями озимого рап-
са, полученными через культуру пыльников.

Материалы и методы
В качестве материала использовали гаплоидные и дигаплоидные рас-

тения озимого рапса, полученные в культуре in vitro при культивировании 
пыльников в лаборатории биотехнологии Института масличных культур 
НААН.

Для подсчета количества хромосом у полученных через культуру in vi-
tro растений рапса готовили временные давленые препараты точек роста и 
оснований молодых листочков, используя в качестве красителя пропионо-
лакмоид [4].

Подсчет количества хлоропластов в замыкающих клетках устьиц и из-
мерение длины замыкающих клеток устьиц проводили в эпидермальной 
ткани наиболее развитых листьев, взятых с базальной части стебля. Мате-
риал фиксировали в ледяной уксусной кислоте и окрашивали 5%-ным рас-
твором йода в йодистом калии [4]. У каждого растения также подсчитыва-
ли количество устьиц на единицу площади.

После начала цветения анализировали морфологические характерис-
тики цветков, учитывая их диаметр, длину и ширину лепестка, а также дли-
ну пыльников.

Статистическую обработку полученных данных проводили согласно 
общепринятых методик, а оценку достоверности различий осуществляли 
по t-критерию Стьюдента [5].
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Результаты и обсуждение
Полученные в культуре пыльников растения вначале анализировали на 

плоидность методом прямого подсчета количества хромосом в соматичес-
ких клетках. Результаты анализа метафазных пластинок показали, что сре-
ди них были как растения с количеством хромосом около 19, так и с уве-
личенным в 2 раза количеством хромосом. Таким образом, популяция рас-
тений была представлена как гаплоидами, так и удвоенными гаплоидами.

В дальнейшем эти две группы растений сравнивали между собой, ис-
пользуя непрямые методы оценки. Анализировали ряд цитологических и 
морфологических характеристик (табл.).

Установлено, что гаплоидные растения характеризовались значитель-
но меньшим количеством хлоропластов по сравнению с удвоенными гапло-
идами. Их количество у гаплоидных растений варьировало от 13 до 14 штук 
на клетку, тогда как у удвоенных гаплоидов их было 19-21 штук на клетку. 
В целом, уменьшение количества хлоропластов в замыкающих клетках ус-
тьиц гаплоидов составило 29-37% по сравнению с удвоенными  гаплоидами.

Таблица
Характеристика некоторых признаков у гаплоидных и дигаплоидных образцов рапса 
озимого

Признак Гаплоид Удвоенный гаплоид
Количество хлоропластов в замыкающих клет-
ках устьиц, шт. 13,6±0,13* 20,3±0,15
Длина замыкающих клеток устьиц, мкм 16,5±0,10* 23,6±0,15
Количество устьиц на 1 мм2, шт. 278,5±16,20* 181,0±5,53
Диаметр цветка, мм 12,6±0,23* 17,2±0,35
Длина лепестка, мм 9,5±0,49* 12,9±0,38
Ширина лепестка, мм 4,0±0,14* 6,5±0,21
Длина пыльника, мм 2,2±0,14* 4,0±0,18

* – отличия между гаплоидами и удвоенными гаплоидами существенны на 5%-ном 
уровне значимости.

Помимо хлоропластов у растений, полученных через культуру пыль-
ников, анализировали и длину замыкающих клеток устьиц. Размер устьиц 
гаплоидных растений значительно отличался от удвоенных гаплоидов и 
был почти на треть меньше.

Также анализировали количество устьиц на единицу площади. У рас-
тений с гаплоидным набором хромосом их было почти в полтора раза боль-
ше чем у удвоенных гаплоидов. Скорее всего, это обусловлено более мел-
ким размером эпидермальных клеток гаплоидов по сравнению с диплои-
дами.

Различия между растениями разной плоидности исследовали и на мор-
фологическом уровне. У гаплоидных растений цветки были значительно 
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мельче. Как видно из таблицы, все элементы цветка, сформированные на 
растениях гаплоидного типа, были существенно меньше, чем у удвоенных 
гаплоидов. Диаметр цветка у гаплоидов по сравнению с удвоенными гап-
лоидами уменьшился в 1,4 раза, длина пыльников – в 1,8 раза, длина и ши-
рина лепестков – в 1,6 раза.

Таким образом, с помощью непрямых методов оценки были установ-
лены различия между гаплоидами и удвоенными гаплоидами озимого рап-
са как на цитологическом, так и на морфологическом уровнях. Это позво-
ляет в ряде случаев визуально идентифицировать растения определенной 
плоидности.

Выводы
Гаплоиды озимого рапса по сравнению с удвоенными гаплоидами име-

ют меньший размер замыкающих клеток устьиц и меньшее количество в 
них хлоропластов. Кроме того, они характеризуются большим количеством 
устьиц на единицу площади.

Гаплоиды и удвоенные гаплоиды существенно различаются и по та-
ким элементам морфологии цветка как его диаметр, размер лепестков и 
длина пыльников.
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Резюме
Установлено, что гаплоиды озимого рапса, по сравнению с удвоенными гапло-

идами, характеризуются меньшим количеством хлоропластов в замыкающих клет-
ках устьиц и размером самих замыкающих клеток устьиц, и большим количеством 
устьиц на единицу площади. Гаплоиды также формировали цветки меньшего раз-
мера.

Встановлено, що гаплоїди озимого ріпака, порівняно з подвоєними гаплоїда-
ми, характеризуються меншою кількістю хлоропластів в замикаючих клітинах про-
дихів і розміром самих замикаючих клітин продихів та більшою кількістю продихів 
на одиницю площі. Гаплоїди також формували квітки меншого розміру.

it was found that haploids of winter rape, as compared to doubled haploids, were 
characterized by smaller number of chloroplasts in stomata guard cells and the size of sto-
mata guard cells themselves, and bigger number of stomata per unit area. haploids also 
developed flowers of smaller size.
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ДОСЛІДЖЕННЯ ІN VITRO ТІОСУЛЬФОНАТІВ ДЛЯ ЗАХИСТУ 
АГРОПРОДУКЦІЇ ВІД ФІТОПАТОГЕНІВ

При зберіганні сільськогосподарської продукції відбуваються різні 
зміни в її складі та якості. Головними збудниками псування є гриби (дріж-
джі, цвілі) та бактерії. Сильними фунгіцидними і бактерицидними власти-
востями володіють тіосульфонати - естери тіосульфокислот (r-so2-s-r1), 
які за своєю будовою близькі до антибіотиків вищих рослин, зокрема до 
аліцину [1]. Вони достатньо стійкі при зберіганні й успішно можуть вико-
ристовуватися в сільському господарстві для боротьби із захворюваннями 
рослин і втратами урожаю.

Естери тіосульфокислот здатні попереджати (біостійкість) або гальму-
вати (біоцидність) гнильні процеси. Ці властивості можна використовувати 
для профілактики і боротьби із псуванням плодо-овочевої продукції.

В умовах іn vitro нами проведено мікробіологічні дослідження 
s-естерів 4-амінобензентіосульфокислоти, які є малотоксичними (напри-
клад, ld50 для s-етилового естеру 4-амінобензентіосульфокислоти стано-
вить 2500 мг/кг) і активними проти бактерій і міцеліальних грибів.

З плодів цитрусових, придбаних у торгівельній мережі міста Льво-
ва нами були виділені та ідентифіковані одні із збудників псування лимо-
нів і мандаринів. Ними виявились міцеліальні гриби Ramularia chelidonii 
і Bragmidium fragariae, відповідно. Визначення антибіотичної активності 
s-естерів 4-амінобензентіосульфокислоти, яке проводилось методом дифу-
зії в агар, показало, що виділені штами проявляють середню та високу чут-
ливість до всіх досліджуваних естерів (табл. 1). Зони затримки росту до-
сліджуваних мікроорганізмів при концентраціях діючих речовин 0,5% і 1% 
складали в середньому 25-30 мм.

Головними збудниками псування фруктів та овочів є гриби, зокрема 
представники родів Penicillum, Aspergillus, Cladosporium та інших фітопа-
тогенних грибів, тому нами також виконано дослідження фунгіцидної ак-
тивності s-етилового естеру 4-амінобензентіосульфокислоти (ЕТС). Мі-
кробне навантаження становило 5∙105 КУО/мл. В таблиці 2 представлено 
одержані результати.

Визначення оптимальних біоцидних і біостатичних концентрацій ЕТС 
проводили методом серійних розведень на тестових культурах бактерій та 
грибів. Отримані дані представлені в таблиці 3.
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Таблиця 1

№ Речовина Концент
рація, %

Діаметр зон затримки росту, мм
bragmidium 

fragariae ramularia chelidonii

1 s-аліловий естер 4-амінобен-
зентіосульфокислоти

0,1
0,5
1,0

21+1
27+2

30+0,1

10+0,1
20+2
23+1

2 s-метиловий естер 4-аміно-
бензентіосульфокислоти

0,1
0,5
1,0

21+1
25+3
28+2

0
17+3
24+4

3 s-етиловий естер 4-амінобен-
зентіосульфокислоти

0,1
0,5
1,0

19+3
26+0,1
24+3

11+1
23+1

30+0,1

Таблиця 2

Концен-
трація, %

Діаметр зони затримки, мм

Aspergillus 
niger

Aspergillus 
terreus

Aspergillus 
fumigatus

Penicillum 
chrysogen-

um

Penicillum 
cyclopium

Paecilomy-
ces varioti

0,1 0 15 0 20 18 20
0,3 25 20 22 25 20 20

Таблиця 3
Бактерії

(мікробне навантаження 106 КУО/мл)
Гриби

(мікробне навантаження 5∙105 КУО/мл)
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МБcК, мкг/мл МФсК, мкг/мл

15,6 62,5 15,6 31,2 15,6 7,8 125 62,5 62,5 31,2 15,6
МБцК, мкг/мл МФцК, мкг/мл

15,6 62,5 15,6 31,2 15,6 7,8 250 125 62,5 62,5 31,2

Для захисту насіння овочевих культур, зокрема, капусти, томатів, мор-
кви, огірків на практиці застосовують еталонний біоцид похідне карбамі-
нової кислоти (ТМТД). Нами досліджено методом серійних розведень, що 
використання ЕТС в аналогічних концентраціях є більш ефективним для 
захисту від пошкодження відповідною фітофторою, що представлено в таб-
лиці 4.



611

Таблиця 4

Рослина, яку за-
хищають

Вид мікроорганізмів (фі-
тофтора)

Бактерицидна (БЦ) 
активність ТМТД, 

мкг/мл

Бактерицидна (БЦ) 
активність ЕТС, 

мкг/мл
Капуста Xantomоnas campestris 40 20
Томати corynebacterium 

michiganense
40 100

Морква erwinia caratovora 1000 100
Огірки Pseudomonas lachrymans 200 40

Дані біоцидної активності свідчать про високу активність ЕТС віднос-
но фітопатогенних бактерій та грибів і робить його перспективним для за-
хисту насіння рослин, причому в невисоких концентраціях. На підставі ре-
зультатів, отриманих in vitro, доцільно провести польові експерименти для 
урахування впливу факторів оточуючого середовища. Представлені в дано-
му дослідженні тіосульфонати застосовувалися також для отримання біо-
цидних композицій полімерного типу [2], які проявляють антимікробну 
дію, величина якої залежала від типу тіосульфонатного фрагменту та при-
роди полімеру, що може бути використано для створення захисного покрит-
тя насіневого фонду.

Одержані результати, підтверджують необхідність подальших дослі-
джень по використанню s-естерів 4-амінобензентіосульфокислоти, як ан-
тибактеріальних засобів для захисту плодів від пошкодження міцеліальни-
ми грибами в період зберігання.

Для встановлення залежності структура-біологічна дія для s-естерів 
тіосульфокислот різної будови нами в першу чергу проводився прогнозо-
ваний скринінг біологічної активності з використанням різних біоінфор-
мативних програм, який обов’язково згодом супроводжувався експеримен-
тальними мікробіологічними дослідженнями.

Для покращення проникності естерів тіосульфокислот через клітинні 
мембрани мікроорганізмів проводяться дослідження по створенню комп-
лексних протимікробних препаратів на основі тіосульфонатів та синтетич-
них і природних поверхнево активних речовин.
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Резюме
Проведено мікробіологічні дослідження синтезованих нами естерів тіосуль-

фокислот, які в дослідах in vitro на тестових культурах мікроорганізмів – збудників 
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псування фруктів та овочів – показали наявність високої біостатичної та біоцидної 
активностей. Експериментально встановлено взаємозв’язок між біологічною актив-
ністю і структурою одержаних естерів тіосульфокислот, що додатково підтверджу-
ється різними біоінформативними комп’ютерними програмами.

Проведены микробиологические исследования синтезированных нами эфиров 
тиосульфокислот, которые в опытах in vitro на тестовых культурах микроорганизмов 
– возбудителях порчи фруктов и овощей - показали наличие высокой биостатичес-
кой и биоцидной активностей. Экспериментальным путем установлена связь меж-
ду биологической активностью и структурой полученных эфиров тиосульфокислот, 
что дополнительно подтверждается разными биоинформативными компьютерными 
программами.

the microbiological investigations of tiosulfoacids esters synthesised by us in 
experiments in vitro on the test cultures of microorganisms - the spoilagers of fruits 
and vegetables were conducted. the presence of high biostatic and biocidal activities 
have shown. the connection between biological activity and structure of the obtained 
esters of tiosulfoacides was shown experimentaly, which further confirmed by different 
bioinformativity computer programs.
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ГРИБНОЙ ПРЕПАРАТ: ПИТАТЕЛЬНАЯ ЦЕННОСТЬ, 
ИСПЫТАНИЕ НА ЖИВОТНЫХ

Мицелиальные грибы (микромицеты) широко используются в различ-
ных отраслях народного хозяйства – защите окружающей среды, сельском 
хозяйстве, медицине. Они являются продуцентами многих природных био-
логически активных соединений, таких как протеины, витамины, жирные 
кислоты, а также некоторых уникальных соединений, химический синтез 
которых проблематичен и часто неэкологичен. В некоторых странах мира 
биотехнологии на основе грибной ферментации используются для получе-
ния пищевых и кормовых добавок [1,2], обогащенных протеином и биоло-
гически активными соединениями. От других богатых белком продуктов 
питания грибы выгодно отличаются низкой калорийностью и наличием пи-
щевых волокон. Более того, грибы технологичны и нетребовательны к суб-
страту для их культивирования. Перечень атоксичных грибов продуцентов 
протеино-витаминной биомассы, которые используются в производстве, 
довольно ограничен, поэтому поиск новых штаммов продуцентов такого 
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типа и совершенствование технологий получения на их основе протеино-
витаминных продуктов является чрезвычайно актуальным.

Цель данного исследования - разработка биотехнологии получения 
белково-витаминного препарата на основе селекционированных штаммов 
микромицетов и испытание биологической активности полученного препа-
рата на животных.

Материалы и методы
Работа проводилась с селекционироваными нами ранее штаммами 

микромицетов: Fusarium sambucinum, который был отобран как активный 
продуцент витаминов РР (никотиновой кислоты), тиамина и пантотеновой 
к-ты и штамма Mycelia sterilia - продуцент белка и гидролитических фер-
ментов. Штаммы депонированы и хранятся в коллекции культур Институ-
та микробиологии и вирусологии НАН Украины. В лабораторных услови-
ях оба штамма микромицетов выращивали на синтетической питательной 
среде Чапека с мелассой (1% по р.в.), в качестве источника углерода. По-
севной материал (инокулят) готовили в колбах Эрленмейера на качалках 
при 240 об./мин. в течение 24 часов. Ферментацию проводили при глубин-
ном культивировании в колбах в течение 72 часов. По окончании фермен-
тации биомассу отделяли от культуральной жидкости и высушивали. В по-
лученных препаратах определяли содержание биологически активных со-
единений.

В производственных условиях ферментацию проводили со штаммом 
Fusarium sambucinum в ферментере емкостью 1,2 м3 на базе биотехнологи-
ческого предприятия «ПП БТУ Центр», г. Ладыжин. Среду для фермента-
ции стерилизовали в автоклаве при 1–1,5 атм. в течение 30 мин и засевали 
5%-ным инокулятом. Ферментация заканчивалась через 28-30 час. После 
фильтрации, высушивания и измельчения биомассы получали порошкооб-
разную форму препарата, биологическая активность которой проверялась 
на животных. Определение содержания витаминов и других биологичес-
ки активных веществ проводили согласно общепринятым методам [5,6], к 
примеру содержание nAd+ определяли с помощью алкогольдегидрогеназы 
[7]. Определение аминокислот проводилось на аминокислотном анализато-
ре ААА–339 (Чехия) [3]. Опыты по испытанию биологической активности 
препарата проводили в двух сериях на мышах по 10 особей. в каждой се-
рии. Длительность экспериментов составляла 60 суток. животные, содер-
жащиеся на дефицитном по протеину рационе, дополнительно получали 
биопрепарат из расчета 0,36 и 0,9 г/особь один раз в сутки. Контролем слу-
жили мыши, которые содержались на дефицитном по протеину рационе. 
Для оценки влияния биопрепарата использовали такие критерии, как пове-
денческие реакции животных, потребление корма и воды, выживаемость, 
показатели периферической крови (количество лейкоцитов, эритроцитов, 
лейкоцитарная формула, свертываемость крови) и биохимические тесты: 
уровень белка в сыворотке крови и отдельных ее фракциях. морфострукту-
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ра внутренних органов. Определение вышеуказанных показателей прово-
дили общепринятыми методами согласно ветеринарным требованям к до-
клиническим испытаниям. [4].

Результаты и обсуждение
Ранее нами были селекционированы штаммы, которые являются эффек-

тивными продуцентами витаминов, коферментов (Fusarium sambucinum), 
жирных кислот, комплекса литических ензимов (Mycelia sterilia) и других 
биологически активных продуктов. Изучены физиолого – биохимические 
свойства этих штаммов [5]. Было показано, что оба штамма активно проду-
цируют коплекс витаминов, наиболее активно - Fusarium sambucinum, в ми-
целии которого содержание никотиновой и пантотеновой кислот составля-
ло 800-1200 и 1250-1400 мкг/г, соответственно, тиамина - 40 мкг/г, протеи-
на - до 35% сухого веса. При совместном культивировании вышеуказанных 
штаммов в лабораторних условиях мы наблюдали ощутимое повышение 
содержания основних витаминов в полученной  биомассе [6]. В биомас-
се, полученной при ферментации штамма Fusarium sambucinum, инденци-
фицировано 26 жирных кислот, причем довольно высокую долю состав-
ляют незаменимые жирные кислоты ( около 70%) такие как олеиновая, 
линолевая, линоленовая и арахидоновая. Такое высокое содержание нена-
сыщенных жирных кислот отмечено в плодовых телах некотрых высших 
базидиальных грибов. Показано, что выход определенных витаминов и ко-
ферментов при ферментации может быть повышен за счет добавления в 
инкубационную среду предшественников их биосинтеза. Такой подход яв-
ляется целесообразным, если ставится задача разработки биотехнологии 
получения отдельных витаминов или коферментов. Однако вопрос о том, 
имеет ли смисл совместное выращивание грибов для получения протеино-
витаминной биомассы, остается открытым. В данной работе приводятся 
данные по оценке выхода и качества протеина в мицелии обоих штаммов 
микромицетов, полученном при раздельном и совместном их культивиро-
вании. Данные по содержанию индивидуальных аминокислот в протеине 
мицелия грибов, культивируемых в различных условиях, приведены в та-
блице 1. Из этих даннях видно, что при раздельном культивировании штам-
мов по общему выходу протеина (сумма аминокислот) преимущества име-
ет штамм Fusarium sambucinum, в его биомассе содержание истинного про-
теина составляет 276,8 мг на 1 г сухого мицелия, в то время как в мицелии 
Fusarium sambucinum - 165,5 мг на 1 г. По содержанию незаменимых ами-
нокислот показатели также выше для мицелия Fusarium sambucinum. К со-
жалению, при совместном культивировании штаммов вышеуказанные по-
казатели приближаются к показателям, характерным для Mycelia sterilia. 
Приведенные данные свидетельствуют о нецелесообразности совместного 
культивирования вышеуказанных штаммов, если нужно получить биомас-
су, обогащенную протеином и незаменимыми аминокислотами.
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Таблица 1
Содержание аминокислот в мицелии грибов при различных условиях культивирования, 
мг на 1 г

Показатель

Раздельное и совместное культивирование
штаммов в лабораторных условиях

Культивирование 
F.sambucinum в 

производст венных 
условияхf.sambucinum mycelia ste-

rilia
F.sambucinum

+Mycelia sterilia
Незаменимые аминокислоты

Валин 15,09 11,56 20,33 36,80 
Изолейцин 11,42 5,39 5,97 12,30
Лейцин 18,44 10,15 10,04 21,58
Лизин 19,01 10,60 12,81 22,77
Метионин 6,17 2,59 2,22 5,04
Треонин 15,40 11,49 10,01 17,17
Фенилаланин 11,10 5,80 5,87 7,77
Триптофан - 2,73 - 3,1

Заменимые аминокислоты
Аланин 19,67 9,96 10,70 19,71
Аргинин 15,17 10,82 12,73 18,12
Асп.к-та 21,66 15,38 15,29 22,71
Гистидин 7,69 5,81 5,01 8,67
Глицин 15,19 8,52 30,26 15,23
Глут.кисл. 52,84 37,24 36,03 57,37
Пролин 22,43 3,83 2,88 13,32
Серин 13,43 11,22 9,43 15,10
Тирозин 9,72 3,91 4,53 10,51
Цистин 2,44 1,26 1,67 1,31
Сумма 276,87 165,53 167,80 305.37

Для того, чтобы оценить питательные качества грибного протеина, мы 
провели сравнительный анализ содержания незаменимых аминокислот в 
протеине, содержащемся в биомассе, полученной при культивировании 
F.sambucinum в производственных условиях и в протеине некоторых про-
дуктов (Табл.2).

Приведенные данные свидетельствуют, что по питательной ценности 
этот протеин выше протеина животного происхождения и не уступает про-
теину сои, но в отличие от последнего в нем не содержится ингибитора 
трипсина, избавиться от которого достаточно проблематично.

Партия грибной биомассы, наработанной путем ферментации штамма 
F.sambucinum в производственных условиях в ПП БТУ- Центре (г.Ладыжин) 
была передана для проведения испытаний как кормовой добавки в Белоцер-
ковский национальный аграрный университет. В эксперименте с мышами 
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установлено, что при введении в корм биопрепарата общее состояние мы-
шей было удовлетворительным, корм они поедали полностью, водопотреб-
ление обычное. Выживаемость животных в подопытных группах составила 
100 %, прирост массы тела на 60 день составлял 10,3%. При исследовании 
морфологических показателей крови установлено активацию эритропоеза, 
увеличение уровня гемоглобина, количество эритроцитов и лейкоцитов у 
подопытных мышей находилось в пределах физиологической нормы. Свер-
тывающая способность крови сохранялась без изменений.

Таблица 2
Содержание незаменимых аминокислот в протеине различного происхождения, мг на 1 г

Показатель

Мицелий
F.sambucinum

(получен в произ-
водственных ус-

ловиях)

Мышечная ткань

Крупного рога-
того скота [7]

Свинина
[7]

Соя, зерно
[7]

Валин 36,80 11,48 11,35 20,90
Изолейцин 12,30 9,39 9,70 18,10

Лейцин 21,58 16,24 15,38 26,70
Лизин 22,77 17,42 16,31 20,90

Метионин 5,04 5,88 4,78 5,60
Треонин 17,17 8,75 9,68 13,90

Фенилаланин 7,77 9.04 8,14 16,10
Триптофан 3,1 2,45 2,74 4,50

Сумма 
незаменимых.а.к.

126,53 80,65 78,08 126,70

Выводы
Полученные результаты свидетельствуют о том, что питательную цен-

ность грибного протеина можно повысить путем подбора штамма и усло-
вий его культивирования. Протеин мицелия F.sambucinum по составу ами-
нокислот, в том числе незаменимых , не уступает животному протеину и 
протеину сои, что дает основания рекомендовать его как сырье для пище-
вых и кормовых белковых добавок. Результаты испытания грибного препа-
рата на лабораторных животных показали его благоприятное влияние на 
рост и развитие теплокровных животных, гематологические и биохимичес-
кие показатели, что позволяет прогнозировать эффективность использова-
ния препарата в сельском хозяйстве.
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Резюме
Разработана биотехнология получения белково-витаминного препарата на ос-

нове штамма Fusarium sambucinum f-10011. Испытания грибного препарата на ла-
бораторных животных свидетельствуют о возможном применении его в качестве 
кормовой и пищевой добавки.

Розраблена біотехнологія отримання білково-вітамінного препарату на осно-
ві штаму Fusarium sambucinum. Випробування грибного препарату на лаборатор-
них тваринах свідчить про можливе застосування його в якості кормової та харчо-
вої добавки.

the biotechnology of obtaining of protein-vitamin preparation had been developed 
on the basis of culture of fusarium sambucinum f-10011. fungal preparation was testified 
on laboratory animals and was proved the possibility of its using for additions to food and 
forage.
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ВИВЧЕННЯ ЦИТОТОКСИЧНОСТІ НАНОПОЛІМЕРІВ НА ОСНОВІ 
N,N-ДИМЕТИЛАМІНОЕТИЛМЕТАКРИЛАТУ ДЛЯ ПОДАЛЬшОЇ 

ТРАНСФОРМАЦІЇ РОСЛИН
На сьогоднішній день існує велика кількість протоколів генетичної 

трансформації рослин, однак більшість із них базується на декількох осно-
вних підходах до привнесення чужорідної ДНК, зокрема, використанні 
представників роду Agrobacterium (A.tumefaciens/ A.rhizogenes), мікрочас-
тинок вольфраму або золота, фізичного (зокрема, електоропорації) чи хі-
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мічного (ПЕГ-індукованої трансформації) пошкодження клітин для полег-
шення проникнення послідовностей ДНК до клітин-мішеней. Принципо-
во новим підходом для методів генетичної модифікації стало використання 
так званих «нанопчастинок/нанокомпозитів», що дозволяють переносити 
чужорідний генетичний матеріал до геному організмів-реціпієнтів завдя-
ки утворенню комплексів між ДНК та носієм. Основна перевага викорис-
тання наночастинок для трансформації рослин полягає у спрощенні власне 
процедури трансформації, оскільки комплекс ДНК-носій здатен переноси-
ти ген до клітин-мішеней без участі додаткових чинників, які пошкоджують 
рослинний матеріал і, як наслідок, погіршують процес регенерації повно-
цінних фертильних рослин. Як правило, полімерні нанокомпозити (НК) ви-
являють кращу біологічну сумісність порівняно із НК на мінеральній осно-
ві. У більшості випадків різноманітні функціональні групи (гідро- та кар-
боксильні, аміно-, альдегідо-, епоксигрупи та інші) присутні на поверхні 
розроблених НК для сприяння відповідному хімічному зв’язуванню чис-
ленних молекул спрямованої біологічної дії. Ковалентне приєднання цих 
молекул до НК необхідне, щоб попередити їх нецільове вивільнення і не-
контрольовану біологічну дію. Часто для біофункціоналізації НК застосо-
вують протеїни (імуноглобуліни, що розпізнають специфічні пептидні гру-
пи, або лектини, що визначають певні вуглеводні компоненти), які спря-
мовано взаємодіють із молекулами поверхні клітинних мембран (fu et al., 
2011).

З метою усунення бар’єрів некомпетентності клітин та збільшення час-
тоти генетичної трансформації нами досліджено властивості розроблено-
го полімерного носія полі-ДМАЕМ (n,n-диметиламіноетилметакрилату) 
та комплексу ДНК-носій, а також визначено його токсичність. Враховуючи 
одержані дані, буде проведено генетичну трансформацію протопластів мо-
дельного об’єкту Nicotiana tabacum L. із застосуванням полімерних нано-
носіїв полі-ДМАЕМ.

Матеріали та методи
Плазмідна ДНК. Для вивчення комплексу ДНК-наночастинка вико-

ристовували бінарний вектор pGreen 0029. Плазміда містила послідовність 
гена мембранного білка протеїнозберігаючих вакуоль (tonoplast intrinsed 
protein - α-tiP), злитого із репортерним геном yfP (yellow fluorescent pro-
tein) під контролем 35s промотору та nos-термінатору, а також селективний 
маркерний ген htpII, що забезпечує стійкість до канаміцину.

Перевірка зв’язування ДНК з нанополімером. 1% водний розчин полі-
меру типу БГ-2 розчиняли у 20 мm розчині tris-hcl у концентраціях від 
0,0001% до 0,1%. До отриманих розчинів БГ-2 додавали 1 мкг плазмідної 
двоспіральної ДНК. Отриману суміш інкубували протягом 15-25 хв при 
кімнатній температурі. На наступному етапі додавали 2 мкл 5х буферу для 
нанесення (50 % гліцерин, 2,5х ТВЕ буфер, бром феноловий синій). Отри-
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мані 13 мкл реакційної суміші переносили у лунки 1% агарозного гелю і 
проводили електрофорез протягом 40-50 хв при 75В.

ДНК-протекторні властивості нанополімеру. Комплекси ДНК/нано-
полімер готували в 20 мМ tris-hcl з використанням 1 мкг плазмідної ДНК 
(pGlG578) і 1 мкл нанополімеру БГ-2 в загальному об’ємі 9 мкл буферу. 
Аліквоти 11 мкл інкубували при кімнатній температурі протягом 25 хв та 
піддавали дії ДНКази І в буфері (10 мМ tris-hcl рН 7,5, 150 мМ nacl, 
10 мМ mgcl2) протягом 30 хв при 37 °c. Для зупинки дії ДНКази додавали 
6 мкл буфера (рівні об’єми 0,5 М ЕДТА, 2 m naoh і 0,5 М nacl), а надалі 
зразки фарбували 2 мкл 5x буфера для нанесення. Отримані суміші піддава-
ли електрофорезу при 75 В протягом 40-50 хв. ДНК в гелі візуалізували, ви-
користовуючи трансілюмінатор (macrovue УФ-20 hoefer) і фотографували.

Приготування компетентних клітин E.coli та їх трансформація. Для 
накопичення плазмідної ДНК використовували компетентний штам бакте-
рії Escherichia coli dh5α. Приготування компетентних клітин та їх наступ-
ну трансформацію плазмідною ДНК проводили за методикою, розробле-
ною раніше (inoue et al., 1990).

Виділення плазмідної ДНК. Плазмідну ДНК (pGreen 0029) із трансфор-
мованої бактеріальної культури E.coli штаму dh5α виділяли за класичною 
методикою (lee & rasheed, 1990). Ізольовану ДНК (робоча концентрація 
1мкг/мкл) зберігали при температурі -200С.

Виділення протопластів. Для виділення протопластів використовува-
ли вирощені в умовах in vitro рослини N. tabacum. Протопласти виділяли 
відповідно до раніше розробленої нами методики (yemets et al., 2000).

Визначення токсичності полімерних носіїв полі-ДМАЕМ. На пластико-
ві чашки Петрі діаметром 35 мм наносили краплини суспензії протоплас-
тів об’ємом 300-400 мкл кожна та інкубували із 1%-ним розчином полімер-
ного носію полі-ДМАЕМ (n,n-диметиламіноетилметакрилату) типу БГ-2 у 
кількостях: 1, 10, 20, 30, 40 мкл протягом 20 хв. Надалі додавали 1,5 мкл се-
редовища 8р (Kao & michayluk, 1975) та залишали на добу при температу-
рі 240С та 16-годинному фотоперіоді. Вплив наночастинок bG-2 візуалізу-
вали під люмінесцентним мікроскопом Axioskop 40 (carl Zeiss, Німеччина).

Результати та обговорення
Для проведення робіт із генетичної модифікації рослин попередньо 

було синтезовано ряд нанорозмірних полімерних систем для доставки нук-
леїнових кислот на основі полі-ДМАЕМ-veP та omc, а також оптимі-
зовано протокол їх очистки. Для встановлення найефективнішої системи 
нанополімерних носіїв були перевірені їх ДНК- зв’язувальні властивості. 
Результати інкубації носіїв із плазмідною ДНК (від 200 пн до 10 000 пн) де-
тектували в 1-% агарозному гелі. Після закінчення електрофорезу спостері-
гали два типи смуг (рис. 1): одна з них практично не рухалась, що свідчить 
про стабільність зв’язування носія із плазмідною ДНК і, як наслідок, втра-
ту електричного заряду.
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феноловий синій). Отримані 13 мкл реакційної суміші переносили у лунки 1% 
агарозного гелю і проводили електрофорез протягом 40-50 хв при 75В. 

ДНК-протекторні властивості нанополімеру. Комплекси ДНК/нанополімер 
готували в 20 мМ tris-hcl з використанням 1 мкг плазмідної ДНК (pGlG578) і 1 мкл 
нанополімеру БГ-2 в загальному об’ємі 9 мкл буферу. Аліквоти 11 мкл інкубували при 
кімнатній температурі протягом 25 хв та піддавали дії ДНКази І в буфері (10 мМ tris-
hcl рН 7,5, 150 мМ nacl, 10 мМ mgcl2) протягом 30 хв при 37 °c. Для зупинки дії 
ДНКази додавали 6 мкл буфера (рівні об'єми 0,5 М ЕДТА, 2 m naoh і 0,5 М nacl), а 
надалі зразки фарбували 2 мкл 5x буфера для нанесення. Отримані суміші піддавали 
електрофорезу при 75 В протягом 40-50 хв. ДНК в гелі візуалізували, використовуючи 
трансілюмінатор (macrovue УФ-20 hoefer) і фотографували. 

Приготування компетентних клітин E.coli та їх трансформація. Для 
накопичення плазмідної ДНК використовували компетентний штам бактерії Escherichia 
coli DH5α. Приготування компетентних клітин та їх наступну трансформацію  
плазмідною ДНК проводили за методикою, розробленою раніше (inoue et al., 1990). 

Виділення плазмідної ДНК. Плазмідну ДНК (pGreen 0029) із трансформованої 
бактеріальної культури E.coli штаму DH5α виділяли за класичною методикою (lee & 
rasheed, 1990). Ізольовану ДНК (робоча концентрація 1мкг/мкл) зберігали при 
температурі -200С. 

Виділення протопластів. Для виділення протопластів використовували вирощені 
в умовах in vitro рослини N. tabacum. Протопласти виділяли відповідно до раніше 
розробленої нами методики (yemets et al., 2000).  

Визначення токсичності полімерних носіїв полі-ДМАЕМ. На пластикові чашки 
Петрі діаметром 35 мм наносили краплини суспензії протопластів об’ємом 300-400 мкл 
кожна та інкубували із 1%-ним розчином полімерного носію полі-ДМАЕМ (N,N-
диметиламіноетилметакрилату) типу БГ-2 у кількостях: 1, 10, 20, 30, 40 мкл протягом 
20 хв. Надалі додавали 1,5 мкл середовища 8р (Kao & Michayluk, 1975) та залишали на 
добу при температурі 240С та 16-годинному фотоперіоді. Вплив наночастинок bG-2 
візуалізували під люмінесцентним мікроскопом Axioskop 40 (Carl Zeiss, Німеччина).  
Результати та  обговорення 

Для проведення робіт із генетичної модифікації рослин попередньо було 
синтезовано ряд нанорозмірних полімерних систем для доставки нуклеїнових кислот на 
основі полі-ДМАЕМ-veP та omc, а також оптимізовано протокол їх очистки. Для 
встановлення найефективнішої системи нанополімерних носіїв були перевірені їх ДНК-   
зв’язувальні властивості. Результати інкубації носіїв із плазмідною ДНК (від 200 пн до 
10 000 пн) детектували в 1-% агарозному гелі. Після закінчення електрофорезу 
спостерігали два типи смуг (рис. 1): одна з них практично не рухалась, що свідчить про 
стабільність зв’язування носія із плазмідною ДНК і, як наслідок, втрату електричного 
заряду.  

   

Рис. 1. Результати зв’язування плазмідної ДНК із різними концентрації нанополімеру БГ-2 
 
Другий тип смуг – рухома ДНК, що не зв’язалася з полімером. Результати 

проведених досліджень демонструють перспективність полімер типу БГ-2, який 

Рис. 1. Результати зв’язування плазмідної ДНК із різними концентрації нано-
полімеру БГ-2

Другий тип смуг – рухома ДНК, що не зв’язалася з полімером. Ре-
зультати проведених досліджень демонструють перспективність полімеру 
типу БГ-2, який характеризується найкращими ДНК-зв’зувальними власти-
востями. Даний нанополімер затримував електрофоретичний рух ДНК при 
концентрації 0,01% на 1 мкг ДНК.

У зв’язку із тим що, функціонування систем рестрикції-модифікації 
у реципієнтних клітинах є однією з основних причин неефективної транс-
формації, необхідно було визначити стійкість ДНК до розщеплення нукле-
азами в комплексі носій-ДНК (рис. 2).

 

 
 

полімерних носіїв нами попередньо було напрацьовано у великих об’ємах плазмідну 
ДНК. Для цього було приготовано компетентні клітини E.coli штаму DH5α та 
проведено їх трансформацію. Із даного штаму було ізольовано ДНК для подальшої 
трансформації протопластів за участю носіїв БГ-2. Також було досліджено 
цитотоксичний ефект полімерних носіїв полі-ДМАЕМ на протопласти N. tabacum. Для 
визначення токсичності наночастинок типу БГ-2 до щойно ізольованих протопластів 
додавали 1, 10, 20, 30 та 40 мкл 1%-ного розчину носіїв, тобто 10, 100, 200, 300 та 400 
мкг полімерних носіїв типу БГ-2, та інкубували протягом 20 хв. Після цього 
протопласти переносили у середовище 8р і культивували їх протягом доби. Ефект 
впливу відповідних концентрацій досліджуваних носіїв визначали через добу після 
початку культивування клітин. Життєздатність клітин контролювали візуально за 
допомогою люмінесцентного мікроскопу Axioskop 40 (Carl Zeiss, Німеччина). Слід 
відмітити, що повноцінні життєздатні протопласти, в подальшому здатні формувати 
клітинну стінку, мають сферичну форму, в той час як клітини із пошкодженою 
мембраною деформуються. Для підрахунку статистичної достовірності отриманих 
результатів для кожної концентрації носія аналізували по 300 клітин. Нами було 
встановлено лінійну залежність життєздатності протопластів N.tabacum від 
концентрації полімерних носіїв типу bG-2, з яким інкубували клітини тютюну (Рис.3).  

Було продемонстровано, що додавання 10 мкг речовини до суспензії 
протопластів суттєво не впливає на життєздатність клітин, в той час як привнесення 
100 мкг полімерних носіїв типу БГ-2 призводило до загибелі 15% клітин (Рис.3). У разі 
подальшого підвищення концентрації БГ-2 спостерігали поступове зниження кількості 

Рис. 2. Результати перевірки ДНК протекторних властивостей нанополімеру 
БГ-2

Таким чином, було підтверджено ДНК-протекторні властивості нано-
полімеру, про що свідчить стабільність плазмідної ДНК у комплексі із на-
нополімером типу БГ-2 після дії ДНКази І в концентрації 0,1 U на 1 мкг 
ДНК.

Для адаптації системи доставки нуклеїнових кислот на основі полі-
ДМАЕМ у протопласти рослин нами було використано векторну конструк-
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цію pGreen 0029. Даний вектор з yfP дозволяє швидко (протягом доби) ві-
зуалізувати за допомогою флуоресцентної або конфокальної лазерної ска-
нуючої мікроскопії процес перенесення чужорідної ДНК до рослинних 
клітин за наявністю жовтого сингалу лише у трансгенних клітинах. На-
явність селективного маркерного гену htpII додатково дозволяє відбирати 
трансформовані клітини на середовищі із антибіотиком канаміцином як се-
лективним агентом.

Для адаптації методу генетичної трансформації протопластів з вико-
ристанням полімерних носіїв нами попередньо було напрацьовано у вели-
ких об’ємах плазмідну ДНК. Для цього було приготовано компетентні клі-
тини E.coli штаму dh5α та проведено їх трансформацію. Із даного штаму 
було ізольовано ДНК для подальшої трансформації протопластів за учас-
тю носіїв БГ-2. Також було досліджено цитотоксичний ефект полімерних 
носіїв полі-ДМАЕМ на протопласти N. tabacum. Для визначення токсич-
ності наночастинок типу БГ-2 до щойно ізольованих протопластів додава-
ли 1, 10, 20, 30 та 40 мкл 1%-ного розчину носіїв, тобто 10, 100, 200, 300 та 
400 мкг полімерних носіїв типу БГ-2, та інкубували протягом 20 хв. Після 
цього протопласти переносили у середовище 8р і культивували їх протягом 
доби. Ефект впливу відповідних концентрацій досліджуваних носіїв визна-
чали через добу після початку культивування клітин. життєздатність клі-
тин контролювали візуально за допомогою люмінесцентного мікроскопу 
Axioskop 40 (carl Zeiss, Німеччина). Слід відмітити, що повноцінні життєз-
датні протопласти, в подальшому здатні формувати клітинну стінку, мають 
сферичну форму, в той час як клітини із пошкодженою мембраною дефор-
муються. Для підрахунку статистичної достовірності отриманих результа-
тів для кожної концентрації носія аналізували по 300 клітин. Нами було 
встановлено лінійну залежність життєздатності протопластів N.tabacum від 
концентрації полімерних носіїв типу bG-2, з яким інкубували клітини тю-
тюну (Рис.3).

Було продемонстровано, що додавання 10 мкг речовини до суспензії 
протопластів суттєво не впливає на життєздатність клітин, в той час як при-
внесення 100 мкг полімерних носіїв типу БГ-2 призводило до загибелі 15% 
клітин (Рис.3). У разі подальшого підвищення концентрації БГ-2 спостері-
гали поступове зниження кількості повноцінних життєздатних протоплас-
тів сферичної форми. Так, при додаванні 200 мкг відповідних носіїв фіксу-
вали загибель клітин на рівні 33%, а при культивуванні протопластів із 300 
мкг частинок БГ-2 життєздатність клітин знижувалась майже у два рази 
(52%). Після додавання 400 мкг полімерних носіїв полі-ДМАЕМ БГ-2 спо-
стерігали загибель 77% протопластів.
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Рис.3. Залежність життєздатності протопластів N. tabacum від концентрації 
полімерних носіїв полі-ДМАЕМ БГ-2. 

 
Отже, результати проведених досліджень свідчать про негативний вплив 

високих концентрацій полімерних носіїв полі-ДМАЕМ типу БГ-2 на мембрани 
ізольованих із N. tabacum протопластів та їх життєздатність. З огляду на це, для 
трансформації протопластів N. tabacum чужорідними генами рекомендовано 
використання 10-100 мкг носіїв типу БГ-2. 

Робота була виконана в рамках наукового проекту (№35/11) "Використання 
ефективних олігоелектролітних систем доставки генів в клітини для генетичної 
трансформації рослин"цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових 
досліджень НАН України „Фундаментальні основи молекулярних та клітинних 
біотехнологій”. 
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Резюме
Використання наночастинок для трансформації рослин є надзвичайно перс-

пективним новітнім напрямком у біотехнології. Привнесення чужорідної ДНК до 
організмів-реципієнтів за участю наночастинок дозволяє спростити процедуру 
трансформації, оскільки комплекс ДНК-носій здатен переносити ген інтересу до 
клітин-мішеней без участі додаткових стресових факторів, які пошкоджують рос-
линний матеріал і, як наслідок, погіршують процес регенерації повноцінних рос-
лин.

Использование наночастиц для трансформации растений чрезвычайно перс-
пективное направление биотехнологии. Привнесение чужеродной ДНК в организ-
мы-реципиенты с участием наночастиц позволяет упростить протокол трансформа-
ции, поскольку комплекс носитель-ДНК способен доставлять ген интереса к клет-
кам-мишеням без участия дополнительных стрессовых факторов, повреждающих 
растительный материал и, как следствие, ухудшающий процесс регенерации пол-
ноценных растений.

nanoparticles usage for plant transformation is highly promising biotechnological 
approach. foreign dnA transfer into the recipient organism via nanoparticles allows to 
simplify the transformation protocol. the carrier-dnA complex is able to deliver the gene 
of interest to the target cells without extra stress factors that damage the plant material 
and, therefore, decrease the regeneration potential of fertile plants.
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Институт клеточной биологии и генетической инженерии НАН Украины
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е-mail: sakhno@icbge.org.ua

ОСОБЕННОСТИ РОСТА ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ РАПСА 
С ГЕНОМ CYP11A1 ЦИТОХРОМА Р450SCC В УСЛОВИЯХ 

ОСМОТИЧЕСКОГО СТРЕССА
Рапс является третьей в мире (после пальмы и сои [1]) масличной куль-

турой по количеству производимого масла. В Украине его выращивали в 
2010 году на площади 862,5 тыс. га, средняя урожайность достигала 17,04 
ц/га, получено 1 млн. 469 тыс. 700 т семян [2]. Рапсовое масло используют 
для пищевых целей, в косметике, в химической промышленности, для про-
изводства биотоплива.

Селекция рапса направлена в первую очередь на повышение урожай-
ности, масличности, улучшение качества масла. Кроме того, немаловажной 
в связи с меняющимися климатическими условиями является такая харак-
теристика растительного материала как устойчивость к стрессовым факто-
рам различного происхождения.

Нами были созданы трансформированные линии рапса, которые не-
сли в своем ядерном геноме ген cyp11A1 цитохрома Р450scc из митохон-
дрий коры надпочечников быка [3]. Все биотехнологические линии харак-
теризовались устойчивостью к обработке гербицидом bAstA в условиях 



624

теплицы за счёт экспрессии гена bar, который присутствовал в конструк-
ции в качестве селективного. Некоторые трансформанты накапливали по-
вышенное количество суммарного растворимого белка в листьях и семе-
нах. Антиоксидантная активность тканей листьев у них возрастала. С по-
мощью газовой хромато-масс-спектрометрии было показано, что общее 
количество жирных кислот в семенах трансформантов Т2 поколения оста-
валось на уровне контроля. Количество основной жирной кислоты в мас-
ле рапса – олеиновой – возрастало на 6% (до 72,67 моль%), количество ли-
ноленовой уменьшалось на 30-40% (до 3,89 моль%) [4]. Анализ прораста-
ния семян трансгенных линий рапса при повышенной (+26°С) температуре 
выявил отличия между проростками в накоплении биомассы, длине корней 
и гипокотилей, активности одного из ферментов антиоксидантной системы 
растений – супероксиддисмутазы (СОД) [5].

Газовая хроматография показала и различия у полученных трансген-
ных растений в жирнокислотном составе мембранных липидов листьев [6]. 
Это даёт возможность предположить об изменениях проницаемости кле-
точных мембран и, как следствие – об изменённом ответе на внешние воз-
действия.

Целью данной работы было изучение реакции растений рапса, несу-
щих в ядерном геноме ген cyp11A1 цитохрома Р450scc, на осмотический 
стресс в условиях in vitro.

Материалы и методы
Растительный материал. В качестве исcледуемого материала исполь-

зовали поддерживаемые в асептических условиях растения ярового рапса 
(Brassica napus l.) сорта Мария (тип “00”) селекции Национального аграр-
ного университета УААН (контроль) и трансформанты второго поколения c 
геном cyp11A1 – растения линий Т21а, Т22в и Т211. Растения выращивали в 
условиях термальной комнаты (16/8 фотопериод, +23°С) в течение двух не-
дель в пробирках sigma 25×150 мм (sigmawave™) c 5мл жидкой питатель-
ной среды ms [7], в которую перед автоклавированием добавляли соответс-
твующее количество маннитола (0,1 М/л, 0,2 М/л, 0,5 М/л) для моделирова-
ния осмотического стресса.

Определение массы растений проводили на весах Pioneer™ PA413c 
(ohaus corporation, США). Коэффициент устойчивости к маннитолу рас-
считывали по формуле r=∆МС/∆МО, где ∆МС – прирост биомассы на среде 
с маннитолом, ∆МО – прирост биомассы на среде без маннитола.

Определение количества суммарного растворимого белка (СРБ) в лис-
тьях рапса осуществляли с помощью микрометода Бредфорда [8]. Анали-
зировали образцы на фотометре bioPhotometer (eppendorf, Германия).

Определение активности супероксиддисмутазы проводили с исполь-
зованием метода фотохимического окисления нитроголубого тетразолия 
согласно [9].
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Статистическая обработка результатов проводилась оценкой раз-
ности средних (t-критерий Стьюдента) [10]. Проводили три независимых 
эксперимента в трех повторностях. При измерениях количеств формазана 
для определения СОД активности было 9 повторностей.

Результаты и обсуждение
Влияние разного осмотического давления среды культивирования на 

рост растений рапса изучали, оценивая такие параметры как биомасса, ко-
личество СРБ и активность СОД.

Показано, что в варианте без маннитола трансгенные линии с ге-
ном cyp11A1 достоверно не отличались между собой по биомассе. Одна-
ко они достоверно превышали контрольную по исследуемому параметру 
(рис.1, А). Введение маннитола в питательную среду угнетающе действо-
вало как на контрольные, так и на трансформированные растения. При кон-
центрации маннитола 0,1 М/л значительно (на треть) снижалась продук-
тивность трансгенных линий. Разница между накоплением биомассы при 
росте на среде с 0,2 М/л маннитола и на среде с 0,1 М/л маннитола была 
незначительной. Увеличение содержания маннитола до 0,5 М/л достовер-
но снижало количество биомассы у контрольной линии по сравнению с ко-
личеством биомассы на среде без маннитола. Трансгенные линии также за-
медляли свой рост в условиях осмотического стресса. Однако выделялась 
линия Т21а, у которой, хотя и снижалась сырая масса по сравнению с тако-
вой на среде без маннитола на 33%, но количество биомассы равнялось ко-
личеству биомассы у контрольной линии в условиях без действия стрес-
са. Таким образом, растения рапса линии Т21а с геном cyp11A1 сохраня-
ли способность к накоплению биомассы в условиях осмотического стресса 
(0,5м/л маннитола), сравнимому с таковым при росте контрольной линии 
без стрессового фактора.

Анализ коэффициента устойчивости к маннитолу (рис.1, Б) показал, 
что при осмотическом давлении, создаваемом 0,1М/л маннитола, наиболее 
устойчивым оказывался исходный сорт. При повышении давления до 0,2 
М/л маннитола одинаковую устойчивость проявляли исходная линия и ли-
ния Т21а. При содержании маннитола, равного 0,5 М/л, самой устойчивой 
становилась линия Т21а, а две другие трансгенные линии были менее ус-
тойчивы к осмотическому стрессу, чем исходная линия.

Суммарный растворимый белок в растениях рапса с геном cyp11A1 в 
контрольном варианте опыта достоверно выше, чем в исходной линии. На 
средах с маннитолом СРБ трансгенных линий падал до уровня контроль-
ных растений. Дальнейшее увеличение осмотического давления, вызван-
ное маннитолом (0,2 М/л и 0,5 М/л), не приводило к изменениям в содержа-
нии белка у контрольной и трансгенных линий, за исключением уменьше-
ния СРБ у линии Т211 при 0,5 М/л маннитола (рис.1, В).
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Рис.1 Характеристика роста растений рапса в условиях осмотического стрес-
са, вызванного маннитолом: А - Биомасса; Б – Коэффициент устойчивости, 
В – Суммарный растворимый белок; Г – Активность супероксиддисмутазы.  

* – различия достоверны по сравнению с контролем при Р≤0,05

Активность СОД в тканях листа растений рапса с геном cyp11A1 в ва-
рианте опыта без осмотического стресса была выше, чем у растений конт-
рольной линии. При повышении осмотического давления (до 0,1 М/л ман-
нитола) она существенно возрастала у трансгенных линий, особенно стре-
мительно у линии Т22в. При увеличении содержания маннитола в среде до 
0,2 М/л активность СОД в трансгенных линиях была сравнима с контроль-
ной. При этом она начинала заметно повышаться у линии Т21а. Эта же ли-
ния выделялась и по увеличению активности СОД при концентрации ман-
нитола в среде, равной 0,5 М/л, хотя у других линий в этих условиях актив-
ность СОД падала (рис.1, Г).

Следует отметить, что при высоком осмотическом давлении среды 
(0,5 М/л маннитола) линия рапса Т21а характеризовалась наиболее высо-
ким по сравнению с другими трансгенными и контрольной линией коэффи-
циентом устойчивости к маннитолу. Активность СОД в тканях листа этой 
линии продолжала расти, в то время как у других она падала после повыше-
ния на средах с 0,2 М/л маннитола. Наиболее устойчивая к осмотическому 
стрессу, вызванному маннитолом, линия характеризовалась самой высокой 
активностью СОД в наиболее жёстких условиях. Похожую картину наблю-
дали и на проростках трансгенного арабидопсиса Arabidopsis thaliana, экс-
прессирующего цитозольную cu/Zn супероксиддисмутазу лапчатки Poten-
tilla atrosanguinea [11] в условиях солевого (nacl) стресса.
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Выводы
Осмотический стресс, смоделированный введением маннитола в среду 

выращивания, угнетал рост как контрольных, так и трансгенных растений 
рапса. Растения с геном cyp11A1 в норме наращивали большую биомассу, 
накапливали большее количество суммарного растворимого белка и харак-
теризовались повышенной активностью супероксиддисмутазы по сравне-
нию с контролем. Увеличение осмотического давления среды приводило к 
уменьшению биомассы растений, снижению суммарного растворимого бел-
ка у трансгенных линий, изменяло активность супероксиддимутазы у всех 
линий. Выделена линия Т21а, которая при осмотическом стрессе (0,5 М/л 
маннитола) характеризовалась приростом биомассы, специфичным для 
контрольной линии в условиях без стресса.

Работа финансировалась в рамках целевой комплексной программы 
научных исследований НАН Украины “Биомасса как топливное сырье” 
(“Биотоплива”), проект №0111U004455.
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Резюме
Осмотический стресс, смоделированный введением маннитола в среду выра-

щивания, угнетал рост как контрольных, так и трансгенных растений рапса. Рас-
тения с геном cyp11A1 в норме наращивали большую биомассу, накапливали боль-
шее количество суммарного растворимого белка и характеризовались повышенной 
активностью супероксиддисмутазы по сравнению с контролем. Повышение ос-
мотического давления среды приводило к уменьшению биомассы растений, сни-
жению суммарного растворимого белка у трансгенных линий, изменяло актив-
ность супероксиддимутазы у всех линий. Выделена линия Т21а, которая при ос-
мотическом стрессе (0,5 М/л маннитола) характеризовалась приростом биомассы, 
специфичным для контрольной линии в условиях без стресса.

Осмотичний стрес, змодельований додаванням манітолу в середовище виро-
щування, пригнічував ріст як контрольних, так і трансгенних рослин ріпаку. Рос-
лини з геном cyp11A1 в нормі нарощували більшу біомасу, накопичували більшу 
кількість сумарного розчинного білку і характеризувались підвищеною активністю 
супероксиддимутази в порівнянні з контролем. Підвищення осмотичного тиску се-
редовища призводило до зменшення біомаси рослин, знижувало сумарний розчин-
ний білок у трансгенних ліній, змінювало активність супероксиддимутази у всіх 
рослин. Виділено лінію Т21а, яка при осмотичному стресі (0,5 М/л манітолу) ха-
рактеризувалась прирістом біомаси, специфічним для контрольної лінії в умовах 
без стресу.

osmotic stress, modeled by the introduction of mannitol in the culture medium, in-
hibited the growth of both control and transgenic rapeseed. Plants with cyp11A1 gene nor-
mally formed larger biomass, accumulated more total soluble protein аnd were character-
ized by increased superoxide dismutase activity compared with control ones. enlargement 
the medium osmotic pressure led to a decrease in plant biomass of all analysed plants 
and total soluble protein in transgenic lines, alter the superoxide dismutase activity in all 
plants. line t21a was releaved which characterized by biomass production during osmot-
ic stress (0.5 m / l mannitol) equal to the control one in a stress-free conditions.

ТРЕТЬЯКОВА И.Н., ПАК М.Э.
Учреждение российской академии наук. Институт леса им. В.Н. Сукачева СО 
РАН, Красноярск 660036. Красноярск, Академгородок, строение 50, Институт 
леса, culture@ksc.krasn.ru

БИОТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ И 
СОМАТИЧЕСКИЙ ЭМБРИОГЕНЕЗ IN VITRO У ЛИСТВЕННИЦЫ 

СИБИРСКОЙ
Соматическуий эмбриогенез – уникальная способность растительных 

клеток передавать имеющиеюся у них генетическую информацию и давать 
начало новым организмам, является одним из перспективных направлений 
в биотехнологии микроклонального размножения в культуре in vitro. Сома-
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тический эмбриогенез - асексуальный способ размножения у голосемен-
ных растений – был открыт 26 лет назад у Рicea abies (chalupa, 1985; hak-
man et al., 1985). В настоящее время с помощью соматического эмбриогене-
за осуществляется изучение морфогенетических программ (детерминация, 
дифференцировка, дедифференцировка и компетентность), а также прово-
дится массовое тиражирование высокопродуктивных, устойчивых к фито-
патагенам генетически улучшенных форм хвойных растений (Klimaszews-
ka et al., 2001; Park, 2002; lelu-Walter et al., 2008).

Среди хвойных, представители рода Larix являются наиболее распро-
страненными лесообразующими древесными видами на территории Рос-
сии (Ирошников, 2004). Занимая обширный ареал, виды рода larix обла-
дают чрезвычайно высокой пластичностью вегетативных и генеративных 
органов, что отличает лиственницу от других представителей семейства 
Pinaceae (Третьякова и др., 2006). Благодаря пластичности виды Larix хо-
рошо вводятся в культуру in vitro. Соматический эмбриогенез был получен 
у L. decidua (von Aderkas et al.,1990), L. kaempherri ( lelu-Walter, Pagues, 
2009) и гибридов L. x occidentalis, L. x eurolepisL ( L. decidua x L. kaempher-
ri) (Klimaszwska, 1989; von Aderkas et al., 1990; lelu,1994), L. x marscin-
linsii (L. kaempherri x L. decidua) ( lelu-Walter, Pagues, 2009). Первая ра-
бота по инициации соматического эмбриогенеза у лиственницы сибирской 
была опубликована нами в 2008 году (Белоруссова, Третьякова, 2008). В 
ней впервые было показано становление соматических клеток зародыша 
под влиянием гормонов на путь эмбриогенеза при инициации и пролифера-
ции морфогенного каллуса.

Однако, несмотря на активные исследования по соматическому 
эмбрио генезу у лиственницы сибирской, регенерация растений путем со-
матического эмбриогенеза все еще остается не решенной для данного вида. 
Критическим моментом явился процесс вызревания соматических зароды-
шей, на котором эмбриональное развитие останавливается.

Цель настоящей работы заключалась в получении клеточных линий и 
цитоэмбриологическом контроле процесса соматического зародышей лис-
твенницы сибирской.

Материал и методы
Объектом исследований служили деревья лиственницы сибирской 

(Larix sibirica ledeb.), произрастающие на территории дендрария Институ-
та леса СО РАН (г. Красноярск) и в районах Хакассии.

В качестве материала для индукции соматического эмбриогенеза были 
взяты изолированные зиготические зародыши на стадии глобулярного заро-
дыша, инициации и развития семядолей с июля по август в 2007-2011гг. Се-
мена стерилизовали 5% спиртовым раствором йода, промывали в стериль-
ной дистиллированной воде, мегагаметофиты обрабатывали перекисью 
водорода, извлекали зародыши и переносили их на разработанную нами 
питательную среду АИ ( патент). В качестве регуляторов роста использова-



630

ли 2.4-Д (2 мг/л) и БАП (1 мг/л). В среду добавляли агар – 7 г/ л. В охлаж-
денную питательную среду после автоклавирования добавляли l-глутамин 
и аскорбиновую кислоту. Культивирование проводили в темноте при 
25°С±1°С. Для пролиферации каллуса и образования эмбриональной мас-
сы (ЭМ) применяли базовую среду, с уменьшенной концентрацией цитоки-
нинов (0.5 мг/л) и сахарозой (20 г/л). Пересадки на свежую питательную 
среду проводили каждые 2 нед. Кусочки активно растущей эмбриональной 
массы, весом 100-300 мг переносили на безгормональную базовую АИ сре-
ду с активированным углем (10 г/л) и повышенным содержанием сахарозы 
(34 г/л) для остановки пролиферации и перехода соматических зародышей 
к вызреванию. Экспланты культивировали в течение одной недели на све-
ту малой интенсивности (10 µmol m-2 s-1) при 16-ти часовом фотопериоде. 
Эксперименты по созреванию соматических зародышей выполняли на ба-
зовой среде АИ, содержащей сахарозу (40-60 г/л), АБК (16-32 мг/л), ИМК 
(0.2мг/л) и ПЭГ (5-10%) в различных вариациях. В качестве желирующе-
го агента использовали Gelrite (3-4 г/л). Культивирование осуществляли на 
свету малой интенсивности (20 µmol m-2 s-1) при 16-ти часовом фотопе-
риоде, при 24°С±1°С. Для прорастания соматических зародышей листвен-
ницы использовали базовую питательную среду АИ, свободную от расти-
тельных регуляторов роста, дополненную активированным углем (1г/л). 
Полученные растения-регенеранты помещали в увлажненную экопочву 
(вермикулит:торф=1:1).

Для проведения цитологического анализа использовали давленые пре-
параты, окрашенные сафранином с добавлением метиленового синего. 
Просмотр образцов осуществляли на микроскопе «МИКРОМЕД-6». Для 
статистической обработки данных использовали программу microsoft ex-
cel 2003.

Результаты и обсуждение
Морфологические наблюдения за формированием каллуса у листвен-

ницы сибирской показали, что его индукция происходила на 8-14-е сутки 
культивирования. Образование каллуса шло по всей поверхности эксплан-
та. Каллус имел белый цвет и рыхлую или либо твердую структуру. На 25-
35 сутки культивирования у 20% эксплантов лиственницы сибирской на 
среде с уменьшенным содержанием цитокининов в каллусе наблюдалось 
образование эмбриональной массы.(ЭМ)

Высокая пролиферационная активность ЭМ была отмечена у генотипа 
1С, у которого в разные годы (2009-2011) было получено семь клеточных 
линий (Кл) из них шесть в результате свободного опыления, а седьмая в ре-
зультате контролируемого опыления генотипов 1С х 2С.

Полученные Кл лиственницы сибирской отличались между собой по 
пролиферационной активности, а также по количеству незрелых сомати-
ческих зародышей внутри ЭМ. За шесть нед. культивирования суммарный 
вес ЭМ от одного экспланта у разных Кл лиственницы сибирской составил 
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от 24 до 80г. За 10 нед. культивирования вес ЭМ достигал 570г, у Кл 1-7 он 
составил меньшую величину. Число соматических зародышей в 100 мг ЭМ 
варьировало от 210 шт (Кл3) до 410 шт (Кл7). Спада пролиферационной ак-
тивности ЭМ у Кл лиственницы сибирской в течение двух- трех лет культи-
вирования не происходило. За 1 год культивирование вес ЭМ составил 3.5 
кг. В длительно пролиферирующей ЭМ ( более трех лет) число соматичес-
ких зародышей уменьшилось до 250 шт.

Цитоэмбриологический контроль соматического эмбриогенеза пока-
зал, что формирование ЭМ у всех клеточных линиях шло одинаково и на-
чиналось с удлинения клеток экспланта и их неравного деления. Именно 
неравное деление клеток явилось ключевым моментом, запускающим весь 
процесс соматического эмбриогенеза. В результате, происходило образова-
ние эмбриональной трубки с прилегающей на другом конце эмбриональной 
инициалью. Подобно зиготическому эмбриогенезу, эмбриональная иници-
аль претерпевала последовательные деления и формировалась глобула за-
родыша. Ранние соматические зародыши состояли из эмбриональных (ме-
ристематических клеток округлой формы) и суспензорных (сильно вытя-
нутых) клеток. Через 30-40 дней в ЭМ каллусов лиственницы сибирской 
обнаруживались соматические зародыши на ранних стадиях эмбриональ-
ного развития (глобулярные и торпедообразные зародыши).

Введение каллусов с ЭМ лиственницы сибирской на среду АИ, содер-
жащую 32мг/л АБК, 10% ПЭГ, 40 г/л сахарозы и 4 г/л Gelrite показало. что 
зародыши приобретали торпедообразную структуру. Происходила диффе-
ренциация тканей зародыша. Через две недели культивирования соматичес-
кие зародыши увеличивались в размерах. Длина их составила 0.7, ширина 
0.4 мм. Происходили закладка и формирование семядольного кольца. На 50 
сутки культивирования на среде для созревания соматические зародыши 
достигали размера 1.1 – 1.5 мм, имели хорошо выраженную биполярную 
структуру тела зародыша и полностью сформированные семядоли.

При перенесении соматических зародышей с хорошо развитыми се-
мядолями на безгормональную средуАИ для прорастания через 7-10 дней 
культивирования происходило удлинение гипокотиля и развитие семядо-
лей. Еще через несколько дней наблюдалось развитие корешка (на свету ги-
покотиль и корешок приобретали красный оттенок) Появление эпикотиля 
происходило через две-три недели культивирования на среде для прораста-
ния. Соматические зародыши с хорошо развитым корешком и эпикотилем 
мы считали полноценными растениями и переносили в экопочву, где проис-
ходил рост соматических сеянцев.

В проведенных нами исследованиях способностью к формированию 
ЭМ обладали 3% генотипов лиственницы сибирской. Влияние генотипа 
также наблюдалось при переходе к созреванию соматических зародышей. 
В наших экспериментах у полученных клеточных линий лиственницы си-
бирской соматические зародыши активно созревали, формируя полноцен-
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ные растения. Ранее, в литературе указывалось, что соматический эмбрио-
генез у видов хвойных идет под строгим генетическим контролем. Только 
экспланты отдельных деревьев-доноров обладают способностью образовы-
вать соматические зародыши и растения (macKay et al., 2006; Pullman,2007; 
carnerous et al.,2009). Следовательно, эмбриогенные клеточные культуры 
можно получить только с ограниченного числа деревьев. Не исключено, 
что такими деревьями –донорами могут быть индивидуумы с высоким реп-
родуктивным потенциалом

Таким образом, нами впервые на среде АИ были получены семь кле-
точных эмбриогенных линии лиственницы сибирской, способных длитель-
ное время ( более трех лет) продуцировать массовые соматические заро-
дыши и растения. Морфогенетическая программа развития зародышей ре-
гулировалась фитогормонами. Запуск ассиметричного деления шел под 
действием ауксина и цитокинина в определенных концентрациях и разном 
их соотношении друг с другом. При формировании глобулярных зароды-
шей концентрация цитокининов уменьшалась в 2 раза. Переход к стадии 
дифференциации и запрограммированной клеточной смерти суспензора 
осуществлялся на безгормональной среде АИ. Стадия вызревания сомати-
ческих зародышей лиственницы зависела от присутствия АБК в питатель-
ной среде, а также снижения осмотического потенциала питательной сре-
ды, которое обычно достигается путем повышения концентрации сахарозы 
или желирующего агента, или применением полиэтиленгликоля ( stasolla 
et al, 2003).

Таким образом, в России нами впервые были получены пролифериру-
ющие клеточные линии, а также соматический эмбриогенез и растения -ре-
генеранты у лиственницы сибирской. Процесс созревания соматических за-
родышей успешно шел на среде АИ. дополненной АБК, ИМК, ПЭГ и Gel-
rite.

Исследования были проведены в рамках выполнения научно-исследо-
вательской работы «Генетические исследования лиственницы сибирской» 
по тематическому плану Сибирского федерального университета.
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Резюме
В результате различных манипуляций со средой, под действием регуляторов 

роста, а также желирующих и осмотических агенов у лиственницы сибирской полу-
чены длительно пролиферирующие эмбриогенные клеточные линии, в которых шло 
образование соматических зародышей, а затем растений- регенерантов. Успех сома-
тического эмбриогенеза зависел от генотипа дерева донора.

the long proliferative cell lines of Laris sibirica were getting as a result of differ-
ent manipulation with medium under influence of growth regulators, gelatins and osmotic 
agents. in whose lines formation of somatic embryos and plantlets is occurred. the suc-
cess of somatic embryogenesis is due to of tree-genotypes.
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ВИКОРИСТАННЯ ІНГІБІТОРУ СА2+-КАЛЬМОДУЛІН-ЗАЛЕЖНИХ 
ПРОТЕЇНКІНАЗ ДЛЯ ПІДВИЩЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ 

АГРОБАКТЕРІАЛЬНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ РОСЛИН
Застосування методів генетичної інженерії рослин дозволяє, змінюю-

чи їх геном, отримувати нові сорти рослин зі стійкістю до різних біотичних 
та абіотичних факторів. Проте, незважаючи на велику кількість методів пе-
реносу рекомбінантної ДНК в рослинні клітини, як прямих, так і опосе-
редкованих, отримання фертильних трансформованих рослин залишається 
складним та довготривалим процесом. Відомо, що різні сорти рослин і, на-
віть експланти одного і того же сорту, потребують підбору індивідуальних 
умов трансформації. Отже, на сьогоднішній день, вдосконалення методів 
генетичної трансформації та пошук нових методів підвищення ефектив-
ності отримання трансгенних рослин залишається актуальним питанням.

Нещодавно було показано, що використання інгібіторів серин-треоні-
нових протеїнкіназ та протеїнфосфатаз під час агробактеріальної трансфор-
мації значно підвищує ефективність трансформації ембріоїдів сосни білої 
[1]. Зокрема, було встановлено, що при додаванні трифлюоперазину в кон-
центрації 150 мкМ до середовища для ко-культивування із агробактерією 
частота трансформації експлантів збільшувалась у 2.5 рази у порівнянні з 
контрольними зразками. Було зроблено припущення, що трифлюоперазин 
інгібує Са2+-кальмодулін-залежну стимуляцію 3’-5’ фосфодіестерази цик-
лічних нуклеотидів яка, в свою чергу, відіграє важливу роль в захисних ре-
акціях рослини під часагробактеріальної інфекції.

Відомо, що протеїнкінази є ферментами, які каталізують реакцію пе-
ренесення кінцевого залишку фосфату із АТФ на залишки серину, треоніну 
та тирозину білкової молекули [2], а інгібітори відповідних типів протеїнкі-
наз є ефективним методом встановлення їх функціональної ролі. Таким чи-
ном, на сьогодні актуальним питанням залишається дослідження впливу ін-
гібіторів різних типів протеїнканаз на ефективність трансформації рослин.

В даній роботі нами було досліджено вплив різних концентрацій інгі-
бітору серин/треонінових протеїнкіназ, зокрема Са2+-кальмодулін залежної 
протеїнкінази, на ефективність Аgrobacterium–опосередкованої трансфор-
мації дводольних рослин.

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження були листкові експланти асептичних рослин 

тютюну (Nicotiana tabacum). Стерилізацію насіння проводили в 5%-му роз-
чині гіпохлориду натрію з наступним триразовим відмиванням у стериль-
ній дистильованій воді. Далі пророщування насіння та вирощування рос-
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лин проводили на без гормональному середовищі МС [3] протягом одно-
го місяця.

Для встановлення регенераційного потенціалу попередньо пошко-
дженні листові диски тютюну висаджували на середовище МС, що місти-
ло 1 мг/л 6-бензилоаминопурину (sigma, США) та 0,1 мг/л нафтилоцтової 
кислоти (sigma, США). Для цього на кожну чашку Петрі висаджували по 
п’ять листових дисків, загалом було проаналізовано 125 експлантів. Ефек-
тивність регенерації визначали через три тижні після початку культивуван-
ня як співвідношення експлантів, на яких відбувалася регенерація пагонів, 
до загальної кількості висаджених експлантів.

Для агробактеріальної трансформації використовували експланти мо-
лодих листочків N. tabacum розміром 1,5-2,5 см2. Для дослідження впли-
ву інгібіторів протеїнкіназ на підвищення ефективності агробактеріальної 
трансформації у роботі використовували інгібітор Са2+-кальмодулін залеж-
ної протеїнкінази, трифлюоперазин (sigma, США), який додавали до середо-
вища для ко-культивування із агробактерією. Маточний розчин інгібітору 
(10 мМ) готували у дистильованій воді та зберігали в морозильний камері 
при -200С. В роботі було вивчено вплив широкого діапазону концентрацій 
трифлуоперазину: від 10 до 300 мкМ. Також було протестовано тривалість 
обробки інгібітором: від 10 хв до 48 год. Для агробактеріальної трансфор-
мації було використано штам lbA4404, що містив векторну конструкцію 
pbin20, яка несе селективний маркерний ген nptii, що забезпечує стійкість 
до канаміцину. Всі експерименти було проведено в трьох повторностях.

Результати та обговорення
Оскільки ефективність генетичної трансформації, зокрема, агробакте-

ріальної. залежить від типу експлантів певного виду рослин, обраних для 
роботи, та їх здатності до ефективної регенерації пагонів чи повноцінних 
рослин, нами попередньо було оцінено регенераційний потенціал листових 
експлантів тютюну. Було встановлено, що ефективність регенерації пагонів 
з листових дисків становить 97 %. В середньому на кожному окремому екс-
планті in vitro формувалося 4 рослини-регенеранти.

Нами було проведено серію експериментів по підбору умов агробак-
теріальної трансформації штамом lbA4404, що містив векторну конструк-
цію pbin20, та визначено найбільш ефективну методику генетичної транс-
формації. Для цього було підібрано відповідну оптичну щільність агробак-
терії та тривалість її ко-культивування з екплантами. Було встановлено, що 
найефективніший час ко-культивування вихідного матеріалу з бактерією 
становить 48 год, при цьому частота регенерації пагонів з експлантів на се-
лективному середовищі, яке містило50 мг/л канаміцину, досягала 90%

В наступній серії експериментів було досліджено вплив різних кон-
центрацій інгібітору cа2+-кальмодулін-залежної протеїнкінази, трифлюо-
перазину, на ефективність Agrobacterium–опосередкованої трансформації. 
Було виявлено, що трифлюоперазин в високих мікромолярних концентра-
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ціях (200 та 300 мкМ) призводив до некрозу листових дисків тютюну через 
7 діб після трансформації, тоді як після додавання до середовища для ко-
культивування трифлюоперазину в більш низьких концентраціях: 50, 100 
та 150 мкМ, частота трансформації складала 50, 40 та 20% відповідно у по-
рівнянні із контролем.

Нами було встановлено, що найбільш ефективними концентраціями 
інгібітору протеїнкіназ для підвищення ефективності агробактеріальної 
трансформації листкових експлантів тютюну був трифлюоперазин в концен-
траціях 10 та 25 мкМ. Показано, що частота трансформації за його викорис-
тання підвищувалася до 98 %, тоді як у контролі цей показник був в ме жах 
90%. На наступному етапі досліджень планується підтвердити трансген-
ну природу регенерованих рослин за допомогою молекулярно-біологічного 
аналізу з використанням методу ПЛР (полімеразної ланцюгової реакції).

Висновки. У результаті проведених експериментів нами було проде-
монстровано, що використання інгібітору серин-треонінових протеїнкіназ, 
зокрема, трифлюоперазину, може суттєво підвищувати ефективність агро-
бактеріальної трансформаії листкових експлантів N. tabacum.

Робота була виконана в рамках наукового проекту (№33/10А) „Покра-
щення ефективності трансформації рослинних клітин, опосередкованої 
Agrobacterium tumefaciens, за допомогою інгібіторів протеїнкіназ” цільо-
вої комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН 
України „Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехноло-
гій”.
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Резюме
Досліджено вплив різних концентрацій інгібітору Са2+-кальмодулін залежної 

протеїнкінази, трифлюоперазину, на ефективність агробактеріальної трансформації 
листкових експлантів Nicotiana tabacum. Встановлено, що додавання трифлюопера-
зину в концентраціях 10 та 25 мкМ до середовища для ко-культивування із агробак-
терією призводить до підвищення частоти трансформації до 98 %.

Исследовано влияние разных концентраций ингибитора Са-кальмодулин за-
висимой протеинкинази, трифлюоперазина, на эффективность агробактериальной 
трансформации листовых эксплантов Nicotiana tabacum. Установлено, что добав-
ление трифлюоперазина в концентрациях 10 и 25 мкМ в среду для ко-культивиро-
вания с агробактерией приводит к повышению частоты трансформации до 98 %.

the influence of different concentrations of inhibitor of ca-calmodulin dependent 
protein kinase, trifluoperazine, on efficacy of Agrobacterium-mediated transformation of 
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leaf explants of Nicotiana tabacum was investigated. it was established that the addition 
of 10 and 25 μm trifluoperazine into the medium for co-cultivation with Agrobacterium 
led to increasing the transformation rate up to 98%.

ФОМЕНКО Т.И., КУЗОВКОВА (ЛЕНЕЦ) А.А., БЕРДИЧЕВЕЦ Л.Г., 
РЕшЕТНИКОВ В.Н.
ГНУ «Центральный ботанический сад НАН Беларуси»,
Беларусь, 220012, Минск, ул. Сурганова, 2В, e-mail: fioraia@nm.ru

ЭФФЕКТ РАЗНОУРОВНЕВОЙ ЭКСПРЕССИИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ 
β-1,4-ГЛЮКАНАЗЫ В ЛИСТОВЫХ ТКАНЯХ NICOTIANA TABACUM 

НА КАЛЛУСОГЕННУЮ АКТИВНОСТЬ И МОРФОГЕННЫЙ 
ПОТЕНЦИАЛ

Благодаря использованию растений-мутантов и трансгенных расте-
ний, в последние 20 лет значительно продвинулось понимание механиз-
мов различных физиологических процессов растений, например, фотосин-
теза и индуцированной резистентности к патогенам [1]. Вместе с тем, на 
трансгенных растениях удобно исследовать и проблему влияния чужерод-
ного гена как на генотип и фенотип растения в целом, так и на изменение 
экспрессии отдельных растительных генов. Подобные работы единичны и 
поэтому весьма актуальны. Трансгенные растения Nicotiana tabacum, экс-
прессирующие бактериальный ген cel7, явились удобной моделью не толь-
ко для изучения механизмов устойчивости растений к грибам [2], но и вли-
яния на трансген гетерологичного окружения. Целью наших исследований 
был анализ экспрессии бактериальной β-1,4-глюканазы в листовых тканях 
табака, а также оценка ее влияния на фитогормональный статус растения и, 
как следствие, на их каллусогенную активность и морфогенный потенциал. 
Каллусная ткань растений представляет собой совокупность недифферен-
цированных клеток, которые в определенных условиях могут дать начало 
клонам дифференцированных клеток. Это означает, что клетки каллусной 
ткани являются носителями определенных эпигенетических изменений в 
геноме, отличных от таковых в дифференцированных клетках, и экспрес-
сия трансгена в таких условиях может модифицироваться.

Материалы и методы
Объектами исследований являлись 3 линии трансгенных расте-

ний Nicotiana tabacum, экспрессиющие бактериальный модифицирован-
ный ген cel7 из анаэpобной гpамположительной теpмофильной бактеpии 
Сlostridium thermocellum. Ген кодиpует феpмент β-1,4-эндоглюканазу. В 
растениях ре2 ген cel7 контролируется слабым конститутивным промото-
ром tr2’ гена нопалинсинтетазы и сильным конститутивным промотором 
35s вируса мозаики цветной капусты, а также последовательностью, коди-
рующей сигнальный пептид экстенсина моркови. В линии ре3 ген cel7 об-
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ладает слабым конститутивным промотором tr2’ гена нопалинсинтетазы и 
последовательностью, кодирующей сигнальный пептид экстенсина морко-
ви. Растения ре4 несут ген cel7 под слабым конститутивным промотором 
tr2’ гена нопалинсинтетазы. Данные растения были получены к.б.н. Васи-
левко В.Т. под руководством проф. Пирузян Э.С. на базе Института моле-
кулярной генетики РАН (г. Москва) [2]. Растения in vitro выращивали на ½ 
среде Мурасиге – Скуга (МС) при температуре 22°С, освещенности 4 тыс.
лк. Световой день – 16 ч. Для анализов использовали листья 40-дневных 
растений. Каллусообразование из листовых эксплантов инициировали на 
средах МСА (1мг/л ИУК и 0,1 мг/л БАП), МСВ (3мг/л ИУК и 0,1 мг/л БАП) 
и rmKU (1мг/л αНУК, 1мг/л кинетина), основу которых составляла среда 
МС. Активно растущие каллусы переносили на среду для индуцирования 
органогенеза – среда МС с 0,1 мг/л ИУК и вариациями БАП (2 мг/л – сре-
да МСi, 1 мг/л БАП – среда МСii). Культивирование проводили в течение 
4-х недель в термостате при 24,5°С. Частоту регенерации оценивали каж-
дую неделю. Экспрессию в растительных тканях бактериального гена cel7 
тестировали по уровню активности его белкового продукта методом выяв-
ления в полиакриламидном геле изоформ глюканаз по schwarz et al. [3] с 
нашими модификациями.

Результаты и обсуждение
Наши наблюдения и проведенный анализ морфометрических парамет-

ров растений-рекомбинантов показали, что трансгенные растения отлича-
лись замедленным в сравнении с контролем ростом. Очевидно, что такие 
морфо-физиологические изменения были опосредованы активной экспрес-
сией трансгена в геноме табака. Действительно, в листьях табака ре2 и ре3 
обнаружены глюканазы, термостабильные при +80°С и проявляющие мак-
симальную активность при +60°С, что характерно исключительно для тер-
мостабильного бактериального модифицированного фермента. При этом 
активность глюканазы на мг внесенного в гель белка в линии ре3 была су-
щественно выше, чем у рекомбинантов ре2. Контрольные растения, а также 
линия ре4 не проявляли глюканазную активность при данных условиях тес-
тирования даже при 20-кратном увеличении концентрации белка в пробе. 
Понятно, что контрольные растения табака не должны обладать бактери-
альной термостабильной глюканазной активностью, а растительные глюка-
назы при данной температуре полностью ингибируются. Одной из вероят-
ных причин отсутствия в растениях линии ре4 активности β-1,4-глюканазы 
может быть замолкание трансгена. Данный феномен отмечен с конца 80-х 
- начала 90-х годов, при создании первых трансгенных растений. Позже 
было установлено, что феномен замолкания генов, хотя и может наследо-
ваться при половом размножении и последующем развитии семени, явля-
ется обратимым и может находиться под контролем факторов развития [4].

Известно [5], что продуктами гидролиза глюканаз являются 
олигосахарины, которые в концентрациях 10–6 М способны имитировать 
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действие ауксинов, в частности, увеличивать активность целлюлаз, сти-
мулировать растяжение клеточной стенки и удлинение растения, инду-
цировать ризогенез. Возможные изменения в эндогенном балансе транс-
генных растений, экспрессирующих ген бактериальной ß-1,4-глюканазы, 
нами были проанализированы с помощью физиологического теста. Лис-
товые экспланты контрольных и 3-х линий рекомбинантов культивировали 
на среде МС, не содержащей гормонов. После 4 недель культивирования на 
листовых эксплантах всех типов растений наблюдалось образование кор-
ней. При этом, частота ризогенеза в контроле (66,7%) была в 2 раза выше, 
чем у линии ре2 (33,3%), и сравнима с таковой у линии ре4. В то же время 
линия ре3 характеризовалась более интенсивной инициацией ризо генеза 
(на 73,3%), чем контроль. Полученные данные являются неоднозначными. 
Можно предположить, что у линии ре3, отличающейся самой высокой глю-
каназной активностью, эндогенный баланс несколько сдвинут в сторону 
ауксинов, и наблюдаемое усиленное корнеобразование может быть вызва-
но стимулирующим эффектом олигосахаринов, продуктов гидролиза бакте-
риальной глюканазы. Линия ре2, по-видимому, обладает особым фитогор-
мональным статусом, определяющим существенное снижение ризогенеза 
по сравнению с контролем и линией ре3, при том, что характеризуется до-
вольно высокой бактериальной глюканазной активностью. Линия ре4, ко-
торая не проявляет бактериальной активности ß-1,4-глюканазы, возможно, 
вследствие замолкания гена, имеет тот же фитогормональный фон, что и 
контрольные растения.

Обратимость замолкания трансгена была выявлена нами при анали-
зе экспрессии трансгена cel7 в дедифференцированной (каллусной) ткани, 
полученной из листовых дисков от растений линии ре4. В отличие от лис-
товой ткани, в каллусах линии ре4 (при 20-ти-кратном концентрировании 
белка) была обнаружена активность термостабильных бактериальных глю-
каназ. Следует отметить, что каллусная ткань линий ре2 и ре3 сохраняла 
данную активность. Что касается каллусогенной активности листовых экс-
плантов трансгенных растений при культивировании на разных селектив-
ных средах, то у линий ре3 и ре 4 на средах rmKU и МСА она была срав-
нима с таковой контрольных, тогда как прирост каллусной массы на листо-
вых дисках ре2 был достоверно ниже. Добавление в среду культивирования 
МСВ 3 мг/л ИУК (против 1мг/л ИУК в МСА и 1мг/л αНУК rmKU) спо-
собствовало увеличению каллусогенной активности как в контрольном ва-
рианте, так и у линии ре3. В то же время у линий ре2 и ре4 наблюдалась 
более низкая, чем в контроле каллусогенная активность. Таким образом, 
особый фитогормональный статус рекомбинантов ре3 никак не сказался на 
их каллусогенной активности по отношению к контролю, даже при увели-
чении в 3 раза содержания ауксинов в среде. При этом линия ре2 при всех 
исследуемых концентрациях экзогенных ауксинов демонстрировала инги-
бирование инициации каллусообразования, что косвенно может говорить 
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об очень низком содержании в клетках ре2 эндогенных ауксинов, который 
даже вкупе с экзогенными фитогормонами был недостаточен для нормаль-
ного каллусообразования. Линия ре4 с нестабильной экспрессией гена cel7 
характеризовалась такой же нестабильной каллусогенной активностью на 
средах с разной концентрацией ауксинов.

Интересно, что активность бактериальной глюканазы, индуцирован-
ная в трансформантах ре4 при каллусогенезе, сохранялась, но на низком 
уровне, и в редифференцированных клетках адвентивных побегов, образо-
ванных при переносе каллуса со среды rmКU на морфогенные среды МСi 
и МСii. Адвентивные побеги ре2 и ре3 также проявляли данную актив-
ность. Что касается уровня морфогенного потенциала исследуемых транс-
генных растений табака, то после недели культивирования во всех вариан-
тах, включая контроль, наблюдалось нарастание каллусной массы без ини-
циации побегообразования, что связано с накоплением в клетках ауксина 
при наращивании каллуса. Через 2 недели культивирования на каллусных 
тканях контроля и трансформантов отмечена регенерация побегов, но час-
тота регенерации была не одинаковой и зависела как от типа растения, так 
и от среды культивирования. Так, при культивировании каллусных тканей 
на среде МСi только у линии ре3 частота регенерации не отличалась от 
контрольного варианта и составляла 14,3%, тогда как у остальных линий 
трансгенных растений морфогенная активность была значительно выше 
(до 33,4%). Подобная зависимость наблюдалась и через 3 недели культиви-
рования на фоне общего увеличения морфогенной активности. Через 4 не-
дели культивирования на среде МСi частота регенерации линии увеличи-
лась до 95%, и у линий ре2 и ре3 она была выше, а у линии ре4 ниже, чем 
в контроле. Данный факт подтверждает особый фитогормональный статус 
трансгенных растений табака. Об этом факте говорит и изменение морфо-
генной активности каллусных тканей трансформантов при увеличении в 
среде культивирования концентрации БАП до 2 мг/л. Увеличение содер-
жания в среде экзогенного цитокинина повлияло на морфогенную актив-
ность как контрольного, так и трансгенных растений табака, экспрессиру-
ющих ген бактериальной ß-1,4-глюканазы. Частота регенерации в контроле 
через 2 недели культивирования на среде МСii была в 1,5 раза выше, чем 
на среде МСi.

У трансформантов наблюдали обратную зависимость. Морфогенная 
активность у линии ре2 в течение всего периода культивирования на среде 
МСii была ниже, чем на среде Мci. У линии ре4 на начальном этапе куль-
тивирования частота регенерации на среде МСii была выше, чем на среде 
МСi, и выше, чем в контроле, но через 4 недели культивирования наблюда-
лась обратная зависимость. Морфогенная активность каллусной ткани ли-
нии ре3 на среде МСii через две недели культивирования была ниже, чем 
на среде МСi. При дальнейшем культивировании на среде МСii частота ре-
генерации у этой линии постепенно увеличивалась и достигала 100%, как 
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и в контрольном варианте. Таким образом, на среде с более высоким содер-
жанием цитокинина у всех исследуемых трансформантов отмечена общая 
тенденция снижения морфогенной активности каллусов.

Выводы
В ходе тестирования активности бактериального гена cel7 в гетероло-

гичном окружении обнаружен феномен эпигенетической регуляции экс-
прессии трансгена в одной из линий трансгенных растений табака, в ли-
нии ре4. Какие именно эпигенетические изменения произошли сначала в 
геноме листовых, а потом каллусных клеток табака, мы можем только пред-
полагать. Возможно, репрессия гена cel7 в растениях табака обусловлена 
присутствием множественных копий трансгена и гомологичных ему пос-
ледовательностей в растительных генах, которые могут взаимодействовать 
между собой, образуя гибридную ДНК, и таким образом корепрессировать 
друг друга. Другой способ репрессии генов определяется хроматиновым 
состоянием генных локусов, в которые встраивается трансген, и их пози-
цией в хромосоме и/или ядре. В этом огромная роль принадлежит процес-
сам модификации гистонов. Существует и пост-транскрипционная репрес-
сия генов [6].

Разноуровневая экспрессия бактериальной β-1,4-глюканазы в листо-
вых тканях табака сказалась на фитогормональном статусе этих тканей и 
далее, как следствие, отразилась на их каллусогенной активности и морфо-
генном потенциале. Особым фитогормональным фоном обладают все ис-
следуемые линии трансформантов. У линии ре3 фитогормональный баланс 
сдвинут в ауксиновую сторону, что объясняет усиленное корнеобразование 
у этих растений. При этом каллусогенная активность не отличалась от кон-
трольной. Измененный фитогормональный статус трансформантов ре2 (ве-
роятно, с низком содержанием эндогенных ауксинов) привел к ингибирова-
нию ризогенеза и каллусообразования. Линия ре4 с нестабильной экспрес-
сией гена cel7 характеризовалась такой же нестабильной каллусогенной 
активностью на средах с разной концентрацией ауксинов и уровнем ризо-
генеза, характерным для контроля. Частота регенерации адвентивных побе-
гов на каллусных тканях трансформантов на морфогенных средах была не 
одинаковой и зависела как от типа растения, так и от среды культивирова-
ния. Морфогенная активность линии ре3 на среде с 1 мг/л цитокинина была 
сравнима с контролем, а линий ре 2 и ре 4 значительно выше. Увеличение 
содержания в среде экзогенного циткинина повлияло на морфогенную ак-
тивность растений, увеличив частоту регенерации в контроле и уменьшив 
– в трансгенных растениях.
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Резюме
Исследовано влияние гетерологичного окружения на экспрессию в растениях 

трансгена, кодирующего бактериальную β-1,4-глюканазу. Дана оценка каллусоген-
ной активности и морфогенного потенциала листовых тканей табака с измененным 
фитогормональным статусом.

the influence of heterological environment on the expression of the transgene cod-
ing bacterial β-1,4-glucanase in plants is investigated. the estimation of callusogenic ac-
tivity and morphogenic potential of tobacco leaf tissues with the changed phytohormon-
al status is given.
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КАЛЛУСНЫЕ КУЛЬТУРЫ ASTRAGALUS DASIANTHUS (PALL.) 
КАК ИСТОЧНИК ОРГАНИЧЕСКОГО СЕЛЕНА

Астрагал шерстистоцветковый Astragalus dasyanthus Pall. является 
ценным лекарственным растением, произрастающим в дикой природе. Не-
когда широко распространенный в степных и лесостепных районах Украи-
ны вид сегодня занесен в Красную книгу Украины, Европейский Красный 
список и Красный список Международного Союза охраны природы [1]. Все 
части растения содержат тритерпеновые гликозиды, флавоноиды, полиса-
хариды, дубильные вещества, аминокислоты, витамины, а также макро- и 
микроэлементы. Важной особенностью этого вида, так же как и других ви-
дов рода Astragalus, является способность избирательно накапливать орга-
нически связанный селен (селенметионин) в больших количествах (до 15 г 
se/кг а.с.в.).

Спектр действия селена в организме широк. Он выполняет каталити-
ческую, структурную и регуляторную функции, взаимодействует с вита-
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минами, участвует в окислительно-восстановительных процессах, обмене 
жиров, белков и углеводов является сильнейшим антиоксидантом, препятс-
твует развитию онкологии, аллергии, воспалительных процессов [2]. Ос-
новными путями поступления селена в организм являются продукты жи-
вотного и растительного происхождения, к которым относятся растения-
концентраторы селена. Самая высокая биодоступность селена в составе 
различных растительных источников [3].

Однако во многих регионах, в том числе в Украине, в почвах сель-
скохозяйственного назначения фиксируется дефицит селена [4]. Этот де-
фицит увеличивается по мере внесения в почву серосодержащих удобре-
ний. Из растений-концентраторов селена первое место занимают виды рода 
Astragalus, к которому относится астрагал шерстистоцветковый, внесен-
ный в государственную Фармакопею как официальное лекарственное рас-
тение [5]. В связи с этим актуальным является получение клеточной био-
массы астрагала, обогащенной биологически доступными формами орга-
нического селена.

Целью настоящей работы было исследование ростовых характеристик 
и закономерностей накопления селена в длительно пассируемых каллус-
ных культурах астрагала шерстистоцветкового.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили калуссные культуры астрага-

ла шерстистоцветкового Astragalus dasyanthus Pall. iii-iv пассажа. При вы-
полнении работы использовали методы, общепринятые в исследованиях по 
культуре изолированных тканей растений [6]. Каллусные культуры iv пас-
сажа выращивали в течение 13 недель на модифицированной агаризован-
ной питательной среде Мурасиге и Скуга, дополненной фитогормонами 
(2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой – 2,0 мг/дм3, 6-бензиламинопури-
ном – 0,5 мг/дм3, кинетином – 0,5 мг/дм3 [7]) и селеном. Источником селена 
в питательных средах служил селенит натрия (na2seo3) «ч.д.а.» в концент-
рациях 5-20 мг se/дм3. В первой серии каллусные культуры iii пассажа пас-
сировали на питательную среду, содержащую селен в тех же концентраци-
ях, что и в предыдущем пассаже: контроль (без селена), 5, 10 и 15 мг se/дм3; 
во второй – использован метод повышения концентрации селена. В этой се-
рии каллусные культуры астрагала пассировали на питательную среду, со-
держащую на 5 мг se/дм3 больше, чем в предыдущем пассаже: 5 мг se/дм3 
=> 10 мг se/дм3, 10 мг se/ дм3 => 15 мг se/дм3, 15мг se/дм3 => 20 мг se/дм3.

Каллус культивировали в условиях термостатируемого помещения 
при 25 оС, относительной влажности воздуха 65-70 %, освещенности 2-3 
тыс. люкс и 16-часовом фотопериоде [8].

Ростовой индекс определяли морфометрическим методом по отноше-
нию среднего объема полученного каллуса к объему транспланта на 1-ю, 
4-ю, 7-ю, 10-ю и 13-ю недели культивирования.
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Содержание селена в каллусной биомассе, высушенной до абсолютно 
сухого веса (а.с.в.), определяли в конце эксперимента (13-я неделя культи-
вирования) на атомно-абсорбционном спектрометре фирмы Perkin-ermler.

Полученные данные обработаны статистически с использованием 
стандартного пакета статистики в microsoft office.

Результаты и обсуждение
Как показали предыдущие исследования, индукция каллусогенеза об-

наруживалась только при использовании в качестве эксплантов молодых 
листьев астрагала шерстистоцветкового (рис. 1), при этом частота каллусо-
образования достигала 100% [8]. Условия внесения селена в питательную 
среду селена оказывало значительное влияние на закономерности роста 
каллусных культур астрагала. При пассировании каллуса на питательные 
среды с постоянной концентрацией селена снижение ростового индекса на-
блюдалось только при концентрации селена 15 мг/дм3 (рис. 2, кривая 4) до 
10-й недели культивирования, а к 13-й недели значение ростового индек-
са в варианте 15 мг se/дм3 превышало контрольное (рис. 2, кривые 1 и 4).

Рис. 1. Каллусная культура астрагала шерстистоцветкового, индуцированная 
в культуре in vitro молодых листьев

Максимальный прирост биомассы отмечался во второй серии при сту-
пенчатом увеличении концентрации селена с 10 до 15 мг/дм3 (рис. 2, кри-
вая 6).

Как видно из приведенных результатов, устойчивость каллусных куль-
тур астрагала шерстистоцветкового к высоким концентрациям селена (15 – 
20 мг/дм3) резко повышалась начиная с 7-й недели культивирования (рис. 2, 
кривые 3-6).

Тормозящее воздействие селена на рост наблюдалось лишь при пасси-
ровании каллуса на среду, содержащую 20 мг se/дм3, к концу 13-й недели 
эксперимента (рис. 2, кривая 7).

Результаты исследования влияния условий внесения селена в пита-
тельные среды на ростовые характеристики, хорошо согласуются с резуль-
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татами концентрирования селена каллусной биомассой астрагала шерстис-
тоцветкового. Увеличение концентрации селена в питательной среде при-
водило к увеличению концентрирования селена каллусной биомассой как в 
первой, так и во второй сериях. Однако при ступенчатом увеличении кон-
центрации селена этот эффект был наиболее выражен, особенно в вариан-
те 20 мг se/дм3. В этом случае содержание селена в биомассе каллуса уве-
личилось в 74 раза по сравнению с контролем (небольшое количество селе-
на в контроле объясняется его присутствием в качестве примесей в солях, 
используемых для приготовления питательной среды). Накопление селена 
в каллусных культурах при его концентрации в питательной среде 15-20 мг 
se/дм3 достигало 321,7-348,3 мг se/кг а.с.в. 
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Рис. 2. Динамика роста каллусных культур астрагала шерстистоцветково-
го в зависимости от условий внесения селена в питательную среду: 1– конт-
роль (без se); 2 – 5 мг se/дм3; 3 – 10 мг se/дм3; 4 – 15 мг se/дм3; 5 – 10 мг 
se/дм3 (в предыдущем пассаже – 5 мг se/дм3); 6 – 15 мг se/дм3 (в преды-
дущем пассаже – 10 мг se/дм3); 7 – 20 мг se/дм3 (в предыдущем пассаже – 

15 мг se/дм3)

Выводы
1. Исследованы ростовые характеристики и закономерности накопле-

ния селена в длительно пассируемых каллусных культурах астрагала шер-
стистоцветкового.

2. Показано, что при ступенчатом увеличении концентрации селена 
значительно повышается концентрование селена и ростовая активность 
каллусных культур.

3. Показано, что каллусные культуры астрагала шерстистоцветкового 
способны многократно концентрировать селен из питательной среды, со-
держащей до 20 мг se/дм3 (iv), при одновременном повышении ростовой 
активности.
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Резюме
Исследованы ростовые показатели и закономерности накопления селена в 

каллусных культурах Astragalus dasyanthus в зависимости от концентрации селе-
на в питательной среде. Показано, что при ступенчатом увеличении концентрации 
селена значительно повышается степень концентрирования селена и ростовая ак-
тивность.

Досліджено ростові показники та закономірності накопичення селену у калус-
них культурах Astragalus dasyanthus в залежності від концентрації селену в живиль-
ному середовищі. Показано, що при ступінчастому збільшенні концентрації селену 
значно підвищується ступінь концентрування селену і ростова активність.

the regularities of selenium accumulations in callus cultures of Astragalus dasyan-
thus of selenium concentration in culture medium was depending. the stepped increase of 
selenium concentration in culture medium significantly increased the degree of concentra-
tion of selenium and the growth activity was shown.
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