
S u m m a r y 

Genetic constitution of cytoplasmon in segregants for plastome chlorophyll deficiency 
gene obtained by mitotic segregation from heteroplasmic fusion products (cytoplasmic 
heterozygotes) of Nicotiana was studied. Plants from cells heterozygous for plasmage-
nes were obtained by fusion of callus protoplasts from plastome chlorophylldeficient 
mutant of tobacco with mesophyll protoplasts from either one of four cms-analogs of 
tobacco bearing repanda, undulata, suaveolens, and plumbaginifolia cytoplasms. In the 
study characters coded for by plasmagenes were analysed. The results of our investiga-
tion demonstrated that higher plant cell contains at least two cosegregation groups of 
plasmagenes: segregation group of plastome with corresponding type of chloroplast DNA 
segregate plastome chlorophyll deficiency, polypeptide composition of large subunit of 
ribulosebisphosphatecarboxylase / oxygenase (RUBISCO), tentoxine resistance and seg-
regation group of chondriome-sets of species-specific restriction fragments of mitochon-
drial DNA segregate with the traits of cytoplasmic male sterility / fertility and correspon-
ding changes of flower morphology. 
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АНАЛИЗ ТИЛАКОИДНЫХ ПОЛИПЕПТИДОВ 
У МЕЖТРИБНЫХ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ ГИБРИДОВ 
СЕМЕЙСТВА SOLANACEAE 

С помощью электрофореза в полиакриламидном геле исследован состав тилакоидных 
.полипептидов хлоропластов межтрибных цибридов Nicotiana tabacum-\-Scopolia carnio-
Iicaf N. tabacum+Physochlaine officinalis, N. tabacum-]-Lycium barbarum. Во всех ком-
бинациях обнаружено изменение состава белков светособирающего комплекса фото· 
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системы II, которое проявляется в возникновении четырех дополнительных полипепти-
дов. Сделан вывод о том, что это происходит вследствие ии с координации ядерного и 
пластидного геномов в ходе биогенеза хлоропластов. 

Введение. Метод соматической гибридизации позволяет преодолевать 
барьеры скрещиваемости, присущие половому процессу [1, 2], и п о л у -
чать фертильные гибриды, сочетающие генетический материал филоге-
нетически отдаленных растений [3]. В качестве маркеров соматической 
гибридизации было предложено использовать мембранные белки тилл-
коидов хлоропластов [4]. Тилакоидные полипептиды кодируются ча-
стично ядром, частично хлоропластами, что позволяет установить как-
геномную, так и пластомную конституцию гибридов. Однако такой 
анализ информативен только для филогенетически отдаленных видов, 
поскольку наборы тилакоидных полипептидов близкородственных видов 
весьма консервативны [4]. 

Анализируемые в настоящей работе фертильные цибридные расте-
ния N. iabacum + S. carniolica, N. tabacum + P. officinalis, N. taba-
cum-\-L. barbarum морфологически совершенны. Тем не менее можно 
ожидать появления нарушений на генетическом уровне вследствие вза-
имодействия чужеродных ядра и цитоплазмы [4]. У цибрида N. tab а-
cum -f- A. belladonna обнаружено изменение состава светособирающего 
комплекса фотосистемы II (ФС II) [4, 5]. Чтобы решить, является это 
нарушение уникальным явлением или закономерным следствием ядер-
но-цитоплазматической несовместимости, были исследованы растения с 
аналогичной генетической конституцией. 

Материалы и методы. Цитоплазматпческие гибриды, полученные 
слиянием протопластов, любезно предоставлены С. Г. Кушниром. Для 
анализа были взяты следующие линии: ScoII (Aa tabacum (гено.ч), 
5. carniolica (пластом)); Pofl и Pof4F2 (Ν. tabacum (геном), P. offi-
cinalis (пластом)), Lie 14 и Lic5Fl (Ν. tabacum (геном), L. barbarum 
(пластом)); W2 и WiF (реконструированные растения Aa iabacum (ге-
ном и пластом)), а также линии родителей N. tabacum SRI, S. carnio-
lica (дикий тип), P. officinalis (дикий тип), L. barbarum (дикий тип), 
A. belladonna (дикий тип) [3, 6]. Асимметричный ядерный гибрид 
N. tabacum сорт Lechia -)- A. belladonna и линии родителей любезно 
предоставлены М. К. Зубко. 

Тила&коиды выделяли по методу [7]. Для удаления крахмала их 
наслаивали на двухступенчатый (28—55 %) градиент концентрации 
сахарозы и центрифугировали при 25 000 об/мин и 4 °С 30 мин (центри-
фуга «Beckman-L8M», ротор SW 40ТІ) [8]. Очищенные и отмытые в 
бидистиллированной воде тилакоиды служили источником получения 
хлорофилл-белковых комплексов. Во все растворы добавляли 1 мМ 
ФМСФ в качестве ингибитора протеаз. 

Светособираюіцие хлорофилл-белковые комплексы ФС II выделяли 
из тилакоидов, растворенных в 0,06 M Na ?C03 , 0,06 M β-меркаптоэта-
ноле, 2,5 % DS-Li (додецилсульфат лития), 12 % сахарозы, с помощью 
двукратного электрофореза (ЭФ) в 15- и 8 %-ном полиакриламидном 
геле (ПААГ) при низкой температуре по методу [9]. После ЭФ кусочки 
геля вырезали, измельчали и оставляли в буфере (0,1 % DS-Li, 0,06 M 
Na2CO3, 0,06 M β-меркаптоэтанол, 1 мМ ФМСФ) на ночь при 4 °С для 
экстракции комплексов из геля. Затем комплексы концентрировали с 
помощью погружаемых мембран СХ-10 (фирма «МіПіроге», США) и не-
медленно использовали для ЭФ. 

ЭФ тилакоидов и выделенных комплексов осуществляли в гради-
енте концентрации ПААГ (7—20 %), как описано в работе [10]. 

Тилакоидные полипептиды идентифицировали по молекулярным 
массам (м. м.) в сравнении с результатами работы [11], а светособи-
рающие комплексы ФС II — электрофоретической очисткой по [9]. 

Результаты и обсуждение. В наших условиях тилакоидные полипеп-
тиды разделяются примерно на 30 полос. Точная идентификация поли-
пептидов каждого белкового комплекса представляет собой отдельную 
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задачу. Такая работа для табака была осуществлена в [11]. Среди 
объектов, исследованных нами, наиболее интересными оказались поли-
пептиды светособирающего комплекса ФС II. Поэтому более детально 
охарактеризованы именно эти полипептиды. Остальные белки оценены 
по молекулярной массе. Наследование генов тилакоидных полипептидов 
у цибридов определяли по белкам, различающимся у родителей (мар-
керные полипептиды) в сравнении с данными работы [11]. 

На рис. 1 представлены результаты денатурирующего ЭФ в гради-
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енте концентрации ПААГ (7—20%) тилакоидных полипептидов: а — 
N. Tabacum+S. carniolica (1 — стандарты м. м. 60 000; 36 000; 18 500; 
2 — 5. carniolica, стрелкой указан белок с м. м. 47 300; 3 — линия Sco2, 
стрелками указаны белки с м. м. (- IO3) 27,5; 26,7; 26,1; 25,1; 24,8; 24,4; 
4 — N. tabacum) линия SRl, стрелками указаны белки (-103) 32,4; 24,3; 
23,1; 22,8; 22,5; 21,3; 20,2 и 19,1; б — N. tabacum +P. officinalis ( 1 — 
P. officinalis, стрелкой указан белок с м. м. 31 100; 2 — линия Pofl; 
3 — линия Pof4F2; 4 — N. tabacum, линия SRl, стрелкой указан белок 
с м. м. 31 600); в — N. tabacum+L. barbarum (1 — стандарты м. м. 
60 000; 36 000; 18 500; 2 — L. barbarum, стрелками указаны белки с 
м. м. 19 700 и 19 100; 3 — линия Licl4; 4 — линия Lic5Fl; 5 — N. taba-
cum, линия S R l ) ; г — реконструированные растения N. tabacum (1 — 
N. tabacum, линия SRI; 2 — линия W2i; 3 — линия WiF; 4-А. bella-
donna). Полипептид 47 300, наследуемый цибридом от скополии, ве-
роятно, входит в состав реакционного центра ФС II (рис. \>а). Белки 
с м. м. 32 400, 23 100, 22 800, 22 500 наследуются цибридом от табака и, 
вероятно, входят в состав кислород-освобождающего комплекса. Белок 
с м. м. 24 300, скорее всего, является белком светособирающего ком-
плекса ФС I. Группа белков 21 300, 20 200, 19 100, также наследуемых 
от табака, очевидно, принадлежит ФС I. В области м. м. 27 500—24 400 
у цибридов появлялись дополнительные полосы, отсутствующие 
у обоих родителей. 

При электрофорезе тилакоидов N. tabacum, P. officinalis и цибри-
дов Pof l и Pof4F2 (см. рис. 1, б) наблюдалась картина, сходная с пре-
дыдущей. Из полипептидов, кодируемых пластомом, у родителей отчет-
ливо разделяются белки реакционного центра ФС II (47 100 у табака 
и 46 200 у физохлайна). 

Остальные маркерные полипептиды кодируются ядром и наследу-
ются цибридом от табака. В области белков светособирающего ком-
плекса ФС II (27 500—24 400) возникают дополнительные полосы (ана-
логично предыдущему случаю). 

В отличие от скополии и физохлайна, у дерезы (см. рис. 1, в) в 
области белков ФС I наблюдаются две полосы (19 700 и 19 100), в то 
время как скополия и физохлайн имеют в этой области по одной полосе. 
Набор тилакоидных полипептидов и состав белков светособирающего 
комплекса ФС II у цибрида N. tabacum + L. barbarum аналогичны 
описанным выше. 

При слиянии клеток пластомного мутанта табака (линии DSR) и 
белого цибрида A. belladonna + N. tabacum, имеющего ядро красавки 
и пластиды табака линии SRl, предшественника мутанта DSR, полу-
чены две линии W2i и WiF N. tabacum (см. рис. 1, г) [3]. У зеленых, 
фертильных растений N. tabacum, имеющих хлоропластную Д Н К типа 
табака [3], как оказалось, состав тилакоидных мембран полностью 
соответствует таковому табака линии SRl . 

На рис. 2 приведены результаты денатурирующего электрофореза 
в градиенте концентрации ПААГ (7—20 %) светособирающих комплек-
сов ФС И: а — N. tabacum+S. carniolica (1 — 5. carniolica; 2, 3 — 
линия Sco2, стрелками указаны белки с м. м. (-103) 26,7; 26,1; 24,8 и 
24,4; 4 — N. tabacum, линия S R l ) ; б — N. tabacum + P. officinalis (1 — 
P. officinalis; 2 — линия Pof l ; 3 — N. tabacum, линия SRI ) ; β — N. ta-
bacum-\-L. barbarum (1 — N. tabacum, линия SRI; 2 — линия Lic5Fl\ 
З — L. barbarum). 

У скополии и табака ярко выражены две белковые полосы 27 500 
и 25 100. У цибридов появляются дополнительные четыре полосы. Рас-
пределение белковых полос очищенных комплексов комбинаций табак — 
физохлайн (см. рис. 2, б) и табак — дереза (см. рис. 2, в) аналогично 
предыдущему случаю. 

Таким образом, во всех исследованных цибридах, имеющих три 
различные комбинации ядра и хлоропластов, распределение белковых 
полос при ЭФ тилакоидных полипептидов имеет сходный характер. 
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В составе белков светособирающего комплекса ФС II у всех цибридов 
возникают дополнительные полипептиды, отсутствующие у родителей. 

Данные ЭФ анализа тилакоидных полипептидов свидетельствуют 
о том, что мембранные белки тилакоидов хлоропластов служат хоро-
шими маркерами при получении отдаленных соматических гибридов. 
Кроме того, такой анализ позволяет обнаружить ядерно-цитоплазмати-
ческую несовместимость, не проявляющуюся на фенотипическом уровне. 

Наиболее интересным результатом описанных экспериментов явля-
ется нарушение у цибридов экспрессии генов полипептидов светособи-

рающего комплекса ФС II. Белки комплекса кодируются ядром [12, 13]. 
Поэтому можно было ожидать, что у цибридов, имеющих ядро табака, 
белковый состав комплекса будет аналогичным таковому табака 
[11, 14]. В наших условиях у табака обнаружены две ярко выражен-
ные полосы с м. м. 27 500 и 25 100; у цибридов — шесть полос — 27 500, 
26 700, 26 100, 25 100, 24 800 и 24 400. 

В связи с сильными нарушениями биогенеза тилакоидов у хлоро-
филл-дефектного мутанта табака линии DSR, служившего в экспери-
ментах по слиянию донором ядерных генов [3, 5], при анализе тилако-
идов использовали его предшественник, табак линии SRl . Мы решили 
проверить, не является ли нарушение экспрессии генов полипептидов 
светособирающего комплекса ФС II следствием ядерной мутации, кото-
рая могла случайно возникнуть при индукции хлорофиллдефектности. 
Был проведен анализ двух линий растений табака W2i и WiF, описан-
ных выше, который показал, что нарушения экспрессии генов белков 
светособирающего комплекса ФС II не наблюдается. 

Кроме того, исследовали такие комплексы у асимметричных гиб-
ридов, имеющих геном другой линии табака N. tabacum (сорт Lechia) 
в сочетании с небольшим количеством ядерного генетического матери-
ала A. belladonna и пластом A. belladonna. Было обнаружено аналогич-
ное изменение в составе этого комплекса. 

Таким образом, ядерная мутация как причина изменения состава 
полипептидов светособирающего комплекса ФС II исключается. Можно 
сделать вывод о том, что наблюдаемое явление — следствие дискоорди-
нации ядерного и пластидного геномов в ходе биогенеза хлоропластов 
у филогенетически отдаленных гибридов. 

Очевидно, ядерно-цитоплазматические взаимодействия в таких рас-
тениях несовершенны. Возможно, начинают экспрессироваться молча-
щие гены табака. Это можно предположить, поскольку ядерные гены, 
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кодирующие эти полипептиды, образуют мультигенные семейства у 
многих видов растений, в том числе и рода Nicoiiatia [12, 16—18]. Воз-
можно и другое объяснение. Известно, что полипептиды светособира-
ющего комплекса ФС Il синтезируются в цитоплазме в виде предшест-
венников. Затем они доставляются в хлоропласта с помощью пептида-
переносчика (36—37 аминокислот) посредством энергозависимого пост-
трансляционного механизма и собираются в тилакоидных мембранах с 
молекулами хлорофиллов в виде комплексов [12, 13, 19, 20]. Авторы 
работ [19, 20] провели специальные исследования по изучению после-
довательности и механизмов этого процесса и обнаружили, что для 
встройки полипептидов в тилакоиды необходим белковый стромальный 
фактор, действующий специфически. Можно предположить, что появ-
ление дополнительных белков у цибридов происходит вследствие нару-
шения этапа протеолиза при встройке чужеродных ядерных белков 
в хлоропласт. 

Выяснение действительной причины наблюдаемого явления состав-
ляет предмет дальнейших исследований. 

Р е з ю м е 

За допомогою електрофорезу в поліакриламілному гелі вивчено склад тілакоїдних по-
ліпептидів хлоропластів міжтрибних цибрідів Mcoiiatia tabacum+Scopolia carniolica, 
N. tabacum+Physochlaitie officinalis, N. tabacum+Lycium barbarum. В усіх комбінаціях 
виявлено зміну в складі білків світлозбираючого комплексу фотосистеми II, яка прояв-
ляється у виникненні чотирьох додаткових поліпептидів. Зроблено висновок, що це 
відбувається внаслідок дискоординації ядерного та пластид ного геномів в процесі біо-
синтезу хлоропластів. 

S u пі т а г у 

The chloroplast thylakoid polypeptides of the intertribal eybrides Nicotiana tabacum+ 
Scopolia carniolica, N. tabacum+Physochlaine officinalis. N. t a b a c u m + L y c i u m barba-
rum were studied by PAGE. The alteration of the protein composition of the l ight-har-
vest ing complex of P S II was found in all combinations which results in the appearance 
of four extra polypeptides. It was concluded that this phenomena is due to discoordina-
tion between nuclear and plastide genomes during chloroplast biogenesis. 
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IL Н. Черен, И. К. Комаршщкии 

МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ ГЕНОМ РОДА NICOTIANA 

Проведен рестриктный анализ миі о хонд риальной (мт) ДНК 38 видов рода Nicotiana 
для установления филогенетических связей между видами рода. Сравнение наборов 
фрагментов, образующихся при действии четырех рестриктаз, показало, что большинст-
во из 38 мт ДНК претерпели внутренние перестройки и существенно различаются между 
собой. По степени дивергенции мтДНК изученные виды секции Suaueolens образуют 
две отдельные группы. 

Введение. Род Nicotiana, состоящий из 70 видов, с генетической стороны 
своеобразный. Гаплоидные (базовые) числа хромосом настоящих видов 
составляют 9, 10, 12, 16, 18, 19, 20, 22, 24. Анеуплоидия, как показывают 
данные числа, — характерное явление для рода. Девяти- и десяти хро-
мосомные виды возникли от 12-парных, а 16—22 — от 24-парных [1]. 
Важную роль в дифференциации рода играет естественная гибридиза-
дия, повышающая плоидность. Последняя коррелирует, как правило, с 
количеством полипептидов малой субъединицы Рубиско [2]. Было пред-
положено, что настоящий вид N. glutinosa (п= 12) возник в результате 
аллоплоидизации между двумя 6-хромосомными видами [3]. Другой 
вид N. Iangsdorfii (п = 9) мог возникнуть в результате аллополиплоиди-
зации между двумя диплоидными предшественниками (п = 6) [4]. 

Митохондриальная (мт) Д Н К рода изучена мало. В литературе 
имеются отрывочные сведения об организации мтДНК Nicotiana. 

-С) Н. Н. Череп, И. К. Комарницкий, 1991. 
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