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НЕКОТОРЫЕ ЦИТО- И МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ 
ПАРА-ФТОРФЕНИЛАЛАНИНА В КУЛЬТУРЕ ТКАНЕЙ 
NICOTIANA TABACUM И PAPAVER ВRACTEATUM 

Проведен цит о генетический анализ культивируемых клеток N. tabacum и P. bractea-
tum, выращиваемых на среде, содержащей 100 Мс/л пара-фторфенилаланина (п-ФФА). 
Показано, что п-ФФА снижает темпы полиплоидизации и способствует пролиферации 
клеток с низким уровнем плоидности, оказывае'1 стимулирующее влияние на мор-
фо генетические процессы. В устойчивой к п-ФФА ткани табака отмечен пониженный 
уровень митотических нарушений. Описана миксоплоидил регенерантов табака, по-
лученных из устойчивого к п-ФФА каллуса. 

Введение. Одним из аспектов биологического действия п-ФФА являет-
ся индукция изменений хромосомных чисел клеток или цитогенетиче-
ской структуры культивируемых растительных тканей. Вслед за сооб-
щением Гупта и Карлсона [1J об особой устойчивости гаплоидных кле-
ток к воздействию /г-ФФА в условиях in vitro появилось много работ 
по изучению возможности поддержания с помощью этого соединения 
линий таких клеток в культивируемых тканях растений, а также полу-
чения гаплоидных растений-регенерантов. Однако имеющиеся на се-
годняшний день результаты неоднозначны. Преимущественная проли-
ферация гаплоидных клеток в культуре тканей при воздействии п-ФФА 
покааана в одних работах [2—4], но не подтверждается в других [5— 
7]. Клетки устойчивых к /г-ФФА тканей могут быть диплоидными [8, 
9], тетраплоидными [10]. Показана значительная миксоплоидность та-
ких тканей [7, 10, 11]. Попытки повышения выхода гаплоидных расте-
ний-регенерантов из устойчивых к /г-ФФА тканей не принесли ожида-
емых результатов. Тем не менее получение регенерантов таким путем 
представляет интерес в связи с тем, что они часто оказываются ане-
уплоидными [12, 13]. Изменения плоидности и анеуплоидия наблюда-
лись также при обработке /г-ФФА интактных растений [14, 15] и гри-
бов [ і 6 ] . По некоторым данным, /г-ФФА вызывает не только измене-
ния числа хромосом, но и изменения кариотипа [15]. Все это указы-
вает на целесообразность дальнейшего изучения цитогенетических эф-
фектов /z-ФФА, так как он может представлять определенную ценность 
для хромосомной инженерии у растений. 

Ранее нами была установлена повышенная частота эмбриогенеза 
в культуре устойчивых к /г-ФФА тканей табака и мака [17]. В насто-
ящей работе представлен цитогенетический анализ этих тканей, а так-
же полученных регенерантов табака . 

Материалы и методы. Культуру тканей из листьев гаплоидного 
растения N. tabacum сорта Самсун (2/2 = 24) получали и культивиро-
вали в течение 1,5 лет на модифицированной среде Мурасиге — Скуга 
(МС-2) с уменьшенным вдвое содержанием макросолей (контрольный 
вариант) . Одновременно с контрольной из участков листьев того же 
растения на среде МС-2, содержащей 100 мг /л я-ФФА, получали и 
культивировали опытный вариант (штамм Nt-P). В качестве контроль-
ного варианта культуры тканей мака прицветникового использовали 
штамм P u , полученный в И Ф Р СССР (Москва) С. А. Рабиновичем и 
И, Н. Кузовкиной из незрелой коробочки мака прицветникового Р. 
bracteatum Lindl. (2 /2=14) и выращиваемый в течение 6 лет на мо-
дифицированной питательной среде Мурасиге — Скуга (среда P W ) . 
Устойчивую к /г-ФФА ткань мака (штамм Рц-Р) получали путем сту-
пенчатой селекции штамма Р ц на среде P W с постепенным увеличе-
нием в ней содержания /г-ФФА с 10 до 100 мг /л в течение 17 месяцев. 

Все культуры пассировали в темноте при 26 °С. Интервалы пере-
садок для табака — 30, для мака — 15—17 сут. 
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В работе использовали я-ФФА, синтезированный в Институте мо-
лекулярной биологии и генетики АН УССР, активность которого бы-
ла ранее испытана на проростках ячменя [7]. Условия получения ре-
генерантов табака описаны в работе [17]. 

Цитогенетический анализ каллусных тканей и корешков регене-
рантов проводили с использованием ацетоорсеиновой методики приго-
товления давленых препаратов. 

Результаты и обсуждение. Цитогенетический анализ двух штаммов 
табака проводили в течение девяти пассажей (рис. 1: распределение 

Рис. 1 

клеток различных уровней плоидности в культуре тканей табака : а — 
контроль; б — штамм Nt-P; /—IX — номера пассажей) . Гистограммы 
распределения частот клеток с различным числом хромосом отражают 
такие общие для обоих штаммов особенности, как миксоплоидность 
тканей, обнаруживаемая с первого пассажа; прогрессирующая поли-
плоидизация тканей и преимущественное деление в них анеуплоидных 
клеток. В то же время хорошо заметно, что темпы увеличения частот 
полиплоидных клеток в ткани, культивируемой в селективных услови-
ях, значительно меньше, чем в контроле. Различен и спектр анеуплоид-
ных клеток. В частности, доля гипогаплоидных клеток у штамма Nt-P 
больше, чем у контрольного в течение всего исследуемого периода. 
Преимущественное деление гаплоидных клеток при воздействии Я-ФФА 
отмечено лишь в 6-м и 7-м пассажах. 

Изменения, обнаруженные у штамма мака прицветникового после 
культивирования его на среде с я-ФФА, неоднозначны. В отличие от 
контрольного штамма Р ц , у которого наблюдали преимущественное 
деление клеток с триплоидными и околотриплоидными наборами хро-
мосом, у штамма P u - P наблюдали деления, в основном, диплоидных 
клеток, а также анеуплоидных с близкими к диплоидному наборами 
хромосом. Однако при этом у него отмечено некоторое расширение пре-
делов изменчивости клеток по числу хромосом за счет появления 
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ходно 

высокополиплоидных клеток. Частота гаплоидных и близких к этому 
уровню клеток не повысилась. Эти различия отмечены спустя четыре 
пассажа после возврата штамма P n - P на контрольную питательную 
среду (рис. 2: распределение клеток культуры тканей мака по числу 
наборов хромосом: а — контроль; ,6 — штамм Pn-P (через четыре пас-
сажа после возвращения на контрольную среду)) . 

Увеличение частоты клеток более низких уровней плоидности без 
существенных изменений со стороны гаплоидных клеток показано ра-
нее при изучении влияния /г-ФФА в низких дозах (1—3 мг /л ) на ис-

миксоплоидные каллусные ткани томата и гаплопаппуса [7]. 
Сходные результаты получены и дру-
гими авторами [ И ] . Таким образом, 
устойчивость к /г-ФФА могут прояв-
лять клетки с различным числом хро-
мосом. Механизм возникновения ус-
тойчивости и ее возможной связи с 
плоидностью клетки остается невыяс-
ненным. Высказанное ранее предполо-
жение о том, что· особая устойчивость 
к /г-ФФА гаплоидных клеток связана 
с появлением у них рецессивной мута-
ции [9] , не объясняет всех наблюдае-
мых случаев. 

В ,ряде работ приводятся данные, 
свидетельствующие о том, что измене-
ния числа хромосом возникают в 
сравнительно короткие сроки после 
воздействия /г-ФФА и могут быть ре-
зультатом структурных либо функцио-
нальных нарушений веретена деления 
клеток. Проведенный в настоящей ра-
боте анализ анафазных нарушений 
обнаружил следующее. Культура тка-
ней табака характеризовалась доволь-
но высоким уровнем аберрантных 

анафаз . Частота хромосомных аберраций в виде мостов без фрагмен-
тов во всех изученных пассажах оказалась выше в контроле, чем в тка-
ни, выращиваемой на среде с /г-ФФА (таблица) . Пределы изменения 
частоты анафаз с отставаниями хромосом (нарушением веретена деле-
ния) были также шире в контроле (от 0,1 до 14,3 %) , чем у штамма 
Nt-P (от 0 до 6 , 4 % ) . Последний результат противоречит установлен-
ным ранее фактам значительных нарушений аппарата деления, вызы-
ваемых /г-ФФА [7]. Однако в упомянутой работе подобные нарушения 
обнаружены в течение первых суток обработки и увеличение времени 
обработки свыше ЗО ч не приводило к повышению их частоты. Возмож-
но, в основе реакции клеток на первичное воздействие и длительную 
обработку п-ФФА лежат различные механизмы. В частности, известно, 

Рис. 2 

Частота анафазных нарушений в культуре тканей табака при выращивании 
на среде с п-ФФА в течение дезяпи пассажей (суммарные данные) 

Анафазы с нарушениями, % 

Вариант Изучено 
С аберрациями хромосом 

опыта анафаз С отстава-
Всего 

анафаз 
Мосты без 

Фрагменты 
нием хромо- Всего 

фрагментов Фрагменты сом 

К о н т р о л ь 5 9 5 1 5 , 3 + 1 , 5 0 , 8 - 1 - 0 , 4 5 , 4 ± 0 , 9 2 1 , 5 + 1 , 7 
л - Ф Ф А , 100 мг /л 6 1 3 1 1 , 3 ± 1 , 3 * 0 , 0 3 , 3 ± 0 , 7 1 4 , 8 ± 1 , 4 * * 

* Р < 0 , 0 5 ; * * Р < 0 , 0 1 . 
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что поступление аналога в устойчивые к нему клетки ограничивается 
[9], чем, отчасти, можно объяснить пониженный уровень митотических 
нарушений при длительном контакте клеток с данным селективным 
фактором. 

Штаммы табака и мака, выращиваемые на контрольных средах, 
не обнаруживали явных признаков морфогенеза. я-ФФА в ряде случа-
ев индуцировал проявление таких признаков сразу после воздействия. 
Гак, первичный каллус табака на среде с я-ФФА (20—60 мг /л ) в от-
личие от контроля характеризовался интенсивным ризогенезом, ко-
торого не наблюдали при дальнейшем культивировании каллуса на 
этой среде. При первичном переводе тканей мака на среду с я-ФФА 
(10—60 мг /л ) появлялись очаги эмбриогенеза, но в дальнейшем также 
исчезали. При сравнении эффективности эмбриогенеза, который обыч-
но имеет место при переводе тканей мака на безгормональную среду, 
с тем же показателем на безгормональной среде, дополненной я-ФФА, 
оказалось, что я-ФФА при некоторых концентрациях (10 мг /л ) более 
чем в 4 раза стимулировал этот процесс [17]. Более чем в 3 раза по-
вышалась частота эмбриогенеза и регенерации растений при переводе 
штамма табака Nt-P, выращиваемого в течение 6—7 пассажей на сре-
де с я-ФФА, на среды для регенерации [17]. Анализ корневой мери-
стемы растений-регенерантов табака показал, что все они миксоплоид-
ные с пределами варьирования клеток по числу хромосом от 14 до 50 
при я = 24. У большинства из проанализированных растений (9 из 12) 
все же преобладали гаплоидные клетки, но «чистых» гаплоидов не об-
наружено, несмотря на имевшиеся к этому предпосылки, такие как 
гаплоидное происхождение каллусной ткани и поддержание в ней до-
вольно высокого уровня гаплоидных клеток во время перевода этой 
ткани на регенерационные среды (см. рис. 1, 7-й пассаж) . Из литера-
туры также известно, что я-ФФА оказался неэффективным при полу-
чении гаплоидов из ^каллуса N. sylvestris, хотя способствовал под-
держанию в нем определенного количества гаплоидных клеток [18], 
а из устойчивых к я-ФФА линий N. tabacum получены преиму-
щественно диплоидные, триплоидны и тетраплоидные регене-
ранты [19]. 

Несмотря на пониженный уровень анафазных аберраций хромосом 
у штамма Nt-P1 в частности, анафаз с мостами, которые образуются 
дицентрическими хромосомами, в меристеме корней полученных из 
этого штамма регенерантов также наблюдали анафазы с мостами (в 
среднем около 7 %) . Причина их появления остается неясной, если ис-
ходить из сделанного в работе [20] заключения о том, что возмож-
ность переживания каллусных клеток с дицентрическими хромосома-
ми, зачастую вовлекаемых в процесс эмбриогенеза на первых его эта-
пах, до стадии взрослого растения исключается. Однако есть немало 
сообщений о наличии транслокаций и других хромосомных перестроек 
у регенерантов [21]. Появление митотических нарушений может про-
исходить de novo в процессе укоренения регенерантов. 

Таким образом, паши данные свидетельствуют в пользу того, что 
действие я-ФФА не является селективным только по отношению к га-
плоидным клеткам и не приводит к регенерации гаплоидных растений. 
Тем не менее я-ФФА снижает темпы полиплоидизации культивируе-
мых тканей и способствует пролиферации клеток более низких уров-
ней плоидности в исходно миксоплоидной ткани, а также оказывает 
положительное влияние на процессы морфогенеза. Это наводит на 
мысль о том, что пролиферативное преимущество в условиях воздей-
ствия аналога оказывается у клеток, потенциально готовых к органи-
зованному росту. В свою очередь известно, что эмбриоидным структу-
рам и органам в культивируемых тканях чаще всего дают начало ди-
плоидные и другие относительно низкоплоидные клетки (см., напри-
мер, [22]) . Другими словами, связь возникновения устойчивости к 
я-ФФА у клеток с их плоидностью может быть опосредована генети-
ческим и/или эпигенетическим статусом клеток, предрасполагающим 
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к морфогенезу. Предположение, высказанное по результатам настоя-
щей работы, разумеется, нуждается в дальнейших экспериментальных 
проверках. 

Авторы выражают благодарность В. А. Кунаху за внимательное 
прочтение рукописи и высказанные замечания. 

Р е з ю м е 

Проведено цитогенетичний аналіз культивованих клітин N. tabacum і P. bracteatum, 
стійких до пара-фторфенілаланіну (я-ФФА). Показано, що п-ФФА знижує темпи 
поліплоїдизації та сприяє проліферації клітин з низьким рівнем плоїдності, спричиняє 
стимулюючий вплив на процеси морфогенезу в обох культурах. В стійкій до п-ФФА 
тканині тютюну відмічено знижений рівень мітотичних порушень. Описано міксопло-
їдію рослин-регенерантів тютютну, одержаних із стійкого до п-ФФА калусу. 

S u m m a r y 

Cytogenetic analysis of cultured Nicotiana tabacum and Papaver bacterium cells resis-
tant to pora-fluorophenylalanine (pFPA) has been provided. pFPA retarded polyploidy 
process and enhanced proliferative activity of cells with low ploidy, and stimulated 
morphogenesis in both species calluses. Low frequency of chromosome aberrations in 
tobaco tissue culture resistant to pFPA has been demonstrated. Regenerated from re-
sistant tobacco callus plants characterized with mixoploidy status. 
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Н. И. Сьякете, А. В. Будылин 

АССОЦИАЦИЯ ДОМЕНОВ ХРОМАТИНА С ЯДЕРНЫМ СКЕЛЕТОМ 
В КЛЕТКАХ АСЦИТНОЙ КАРЦИНОМЫ ЭРЛИХА. 
АНАЛИЗ МЕТОДОМ НУКЛЕОПРОТЕИД-ЦЕЛИТ-ХРОМАТОГРАФИИ 

Методом НПЦ-хроматографии исследовано распределение нуклеопротеидов различной 
прочности в изолированных ядрах и ядерном матриксе. В препаратах матрикса, по-
лученных обработкой ядер ДНКазой I, обнаружены устойчивая к соли-мочевине 
(ДНК I I ) и неустойчивая (ДНК I ) связи ДНК — матрикс. Все связи устойчивы к дей-
ствию меркаптоэтанола, ЭДТА и низкой ионной силы. ДНК II чувствительна к дейст-
вию нуклеазы St. для ее разрушения необходимо плавление молекулы ДНК. Рестрик-
тазы вызывают деградацию ДНК II с различной эффективностью: AluI, Sau3AI^> 
>EcoRIf PstIf PvuII>HindIIIf SalGI, BamHI. По совокупности свойств ДНК I и 
ДНК Ii не соответствуют связям ДНК — матрикс, обнаруживаемым другими 
методами. 

Введение. Со скелетными структурами клеточного ядра (ядерный мат-
рикс, каркас, нуклеоид) ассоциированы многие ферментативные ак-
тивности, включая транскрипцию и репликацию [1—7]. Разнообразие 
функций ядерного скелета объясняют множественностью и гетероген-
ностью точек ассоциации Д Н К с этой структурой. Различаются типы 
связи Д Н К с ядерным матриксом по признакам устойчивости к хела-
тирующим агентам [1, 8, 9], постоянства и зависимости от транскрип-
ции [4, 6] . Разработана модель функционирования ядерного матрикса, 
основанная на разделении функций разных точек связи Д Н К с ядер-
ным скелетом [3]. При помощи метода НПЦ-хроматографии были об-
наружены различающиеся по прочности два типа связи Д Н К с ядер-
ным матриксом. «Слабая» связь ( Д Н К I) разрушается в концентри-
рованных растворах соли-мочевины, «прочная» ( Д Н К I I ) — п р и высо-
кой температуре. Предполагается, что прочная связь участвует в ре-
пликации и имеет топологическую природу. Предварительно охарак-
теризованы полипептиды и последовательности Д Н К , образующие 
комплексы. Идентифицировать Д Н К I и Д Н К II со связями, обнару-
женными другими методами, не удается [2, 10—14]. 

Значительная часть результатов получена при помощи двухгради-
ентного варианта НПЦ-хроматографии, в котором Д Н К I и несвязан-
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