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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА ПРАЦІ

Актуальність теми. Започаткування робіт по диференційному 

забарвленню хромосом рослин поширило можливості вивчення мінли­

вості .хромосом, яка, відбувається в .росгинНих клітинах. Однак роз­

роблені методики по диференційному забарвленню хромосом дозволяли 

проводити цитогенетичний аналіз лише з суспензійних культурах’ і 
.були непридатні для вивчення процесс1В МІНЛИВОСТІ хромосом з ка- 

люских культурах. В той же час, дослідження методами рутинного 

забарвлення не взмозі дати відповідь на багато, питань, пов'язаних 

з мінливістю в культурі in vitro (Bayliss, 1980). Розроблена нами 

модифікація методу диференційного забарвлення хромосом _дозволила 

провести ци'їогенетичний аналіз хромосом в калюсних культурах, Бу­

ла вивчена мінливість культивованих in vitro клітин на прикладі 

скереди (Crepis саріllaris) та кукурудзи (Zea mays).

Проведеними дослідженнями.встановленої пр при культивуванні 

зміни зачіпляють не тільки число та морфологію хромосом, але й 

малюнок дифзренційного забарвлення. Встановлено, щр навіть.клгїи- 

ни, схожі Э інтактними рослинами за числом та морфологією хромо­

сом, зазнають змін, які виявляються ь перерозподілі гетарохрома- 

тину. При цьому, в клітинах ризогекішх штамів зберігається число 

та морфологія хромосом при зміненні малюнку'С-бендів, тоді як в 

неорганізовано ростучому калюсі змінюється число, морфологія та 

малюнок дифзренційного забарвлення хромосом. Показано взаємозв'я­

зок між ступенем генетичної гетерогенності культивованих КЛІТИН 

кукурудзи та характеристиками генотипу рослин, вихідних для одер­

жання культ)ри.

Шдальмий розвиток ДОСЛІДЖЕНЬ МІНЛИВОСТІ КуЛЬТИВОВаНКХ КЛІ­

ТИН га допомогою розробленоїметодики С-бендінгу та деяких морфо- 

метричних показників дозволить провести вивчення спрямованості 

мінливості й культурі in vitro, а також, можливо, вирішити питан­

ня про причши походження та еволюцію окремих хромосом, не харак­

терних для йихідних інтактних рослин.

Метою цього дослідження було вивчення КаріОТИПіЧНОЇ МІНЛИ­

В О С Т І  К У Л Ь '? Е В О Е а Н И Х  клітин скереди та кукурудзи в порівнянні з 

геномами інтактних рослин за допомогою сучасних методів хромосом­

ного аналізу, а саме С-бендінгу.

Основними задачами буди:

1. Розробити модифікацію методу диференційного забарвлення хро­

мосом в культивованих клітинах рослин, яка б дозволяла виявля-
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ти максимально можливу кількість блоків гетерохроматину та 

ідентифікувати хромосоми.. .

2. -Прослідкувати .мінливість каріотипу скереди Crepis capi-llaris 

in vitro, в динаміці еід первинного ь̂-люсу до сформованого ка- 

люекого штаму.

3. Значити можливий зв'язок між вихідними характеристиками геному 

та ступенем генетичної, гетерогенності культивованих клітин ку-

• курудзи.

Наукова новизна та практична цінність праці.

В результаті проведеної роботи досліджена мінливість каріо­

типу культивованих клітин Crepis.capillaris у ризогенних та неор­

ганізовано ростучих штаї.іів’. Виявлено взаємозв’язок між ступенем 

мінливості .геному та типом росту культивованих ііпітин. Шказано, 

ідр вихідні характеристики геному інтактних рослин, такі як кіль­

кість гетерохроматину та малюнок його розподілу, мають вплив на 

особливості поведінки клітин in vitro. Розроблені методи та отри­

мані результати дозволяють глибше розібратись в особливостях со- 

маклокальної мінливості. Приведені в роботі ідіограми диференцій- 
но забарвлених хромором кукурудзи можуть бути використані для 

аналізу каріотипів різних форм кукурудзи.

.Апробація праці. Матеріали ц і є ї  праці доповідались на IV 

Всесоюзній конференції "Культура клітин'рослин та біотехнологія" 

(Кигияев. 1983 р.); на V з'їзді генетиків та селекціонерів Ук-' 

раї ни (Умань, 1986 p.); на 6-ій та 7-ій Всесоюзних нарадах 

"Структура та функці ї хромосом" (Гущино, 1988 р. та 1990 р.)'; на 

Міжнародному симпозіумі "Клітинні та генні біотехнології для зер­

нових зла,-сів" (Алма-Ата, 1989 р.); на Міжнародній конференції. 

"Біологія культивованих клітин та біотехнологія" (Новосибірськ, 

1S88 р.); • на VII Всесоюзному симпозіумі "Молекулярні механізми 

генетичних процесів" (Москва, 1990 р. ).’

Публікації. ;По матеріалах дисертації опубліковано 11 робіт.

• Обсяг праці. Праця обсягом 118 сторінок машинописного тексту 

складається з Еступу, чотирьох розділів, заключения, висновків та 

списку використаної літератури (242 джерела). Експериментальні 

результати викладені в 4 таблицях та 25 малюнках.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

В роботі використовували інтактні рослини скередк. (Crepis 
Cf.pillar>3 L. Wallr, 2n=6) та кукурудип (Zea mays L ., 2r,=20), a
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також культури тканин, отримані від цих рослин.
Дослі дяували два ризогенник тривало культивованих штами ске­

реди (штам-N7 - одержаний-у 1978 році в нашому відділі з частин 

.листочків двомісячної рослини на середовищі Еріксона (Eriksson, 

1963); штам N403 - одержано наш в 1984 році з листочків двомі­

сячних рослин на тому ж середовищі.) та неорганізовано ростучий 

•калюсний штам, одержаний наші з експлантатів листа на кодифікова­

ному середовищі Еріксона.

Дня цитоаналізу використовували 4 форми кукурудзи, які нале­

жать до двох підвидів: цукрового (Акорд-72 та мітчик Мажєдьсдор- 

фу ) та зубозидного (ВІР~27 та ЧК-218). Для одержання калюсу ку; 

курудзи використоьували різні експлантати двотижневих проростків 

ліній ВІР-27 та ЧК-218. .Одержували культуру тканин на модифікова­

них середовищах за Мурасіге та Скугом (Murashige, Skoog, 1962).

•. Мінливість геномів рослик та культивованих клітин вивчали на 

їх каріотипах, застосовуючи рутинне забарвлення, С-бендінг та 

вимірювання кількості ДНК.

Рутинне забарвлення та С-бендінг. Матеріал обробляли перед 

фіксацією 0.1% колхіцином (кукурудза - 1.5 години, скереда та 

культура тканин кукурудзи та скереди - 2 години) ііри. 26е С. 

Корінці рослин фіксували в суміші етанол-крйжана оцтова кислота 

(3:1) протягом 4 годин; культивовані клітини - протягом доби. Дня 

рутинного забарвлення матеріал фарбували оцтоорсеіном. Дня дифе- 

ренційного забарвлення нами була розроблена модифікація методу, 

який застосовується для злаків (Большева та ін. ,1985). Для кінчи­

ків корінців та культур тканин скереди проводили гідроліз 0. 2 н 

Н01 при 60°С протягом 3 хв., , для кінчиків корінців кукурудзи - 

протягом 2 XB. Після ГІДРОЛІЗУ КІНЧИКИ корінців скереди та куку­

рудзи мацерували в суміші 0. 2% целюлмзину та 0.2% пектинази (1:1) 

протягом 2 год. при 26°С. Підібрати добрі умови мацерації для 

культур тканин скереди не вдалось. Тому при виготовленні препа­

ратів проводили- тільки механічне подрібнення тканини та прогрі­

вання в 45% оцтовій кислоті. Постійні давлені препарати з кінчи­

ків корінців готували з суспензії клітин в 45% оцтовій кислоті. 

Препарати з культури тканин готували сильним роздавлюванням ме­

ханічно подрібнених шматочків тканини в 45% оцтовій кислоті. Пок­

ривні скельця знімали за допомогою рідкого азоту. Після зняття

покривних скелець препарати обезводнювали.12 год. в абсолютному
спирті, потім не менш тижню висушували >:а повітрі. Сухі препарати

• * . ' .3



Ъбробляля насиченим розчином гідроокису барію при кімнатній тем­

пературі: корінці кукурудзи - 2 хв., корінці та. культуру тканин

скереди - 5 хв. Після цього препарати ополіскували 1 н НС1 і ре­

тельно промивали водою. Чіткий С-бендінг як для препаратів куку­

рудза, т&к і" скереди отримували при інкубуванні препаратів в роз­
чині 2XSSC протягом- години. При 60*0. вербували препарати в 10% 

розчині барвника Гімза (Merck, ЗРН) в тріс-НСІ буфері, pH 6.8. 

Скельця з забарвленими препаратами промивали водою, висушували та 

поміщали в ентелан (Merck. ФРН).

Аналіз препаратів проводили на мікроскопі "Amplival" (НДР). 

Шкрофотсграфузання виконували на плівці "Мікрат-300". Для аналі­

зу метафЛних пластинок використовували мікрофотографії з кінце­

вим збільшенням на позитивах 4000. Кар іотиьування проводили на 

основі малюнку диференційного забарвлення хромосом та відносних 

довжин плечей хромосом (Захаров, 1979; Навашин, 1935).

КіЛйкіеа-ь ДНК вимірювали в забарвлених за Сьольгеном профаз- 

них ядра;: клітин кінчиків корінців у ліній кукурудзи ВІР-27 та 

ЧК-218. Інтегральну оптичну густину профзвних ядер вимірювали на 

мікродеяситсяетрі "Opton МЗР01" на 525 нм. Для перерахування 
умовних одиниць показань приладу в пікограми ДЧК як еталон вико- 

риетовували ядра ярового жита Petkus spring (Bennett, Smith, 

1976).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

Каріотипічна мінливість - культивованих клітин . Сгеріз 

capillaris, які виявляється методом С-бендінгу.
Каріотип скереди складається з 3 пар хромосом - А, С,Д (Нава- 

шн, 1985). За допомогою .0-методу диференційного забарвлення хро­

мосом в метафазних пластинках кінчиків корінців виявлено ЗО смуг 

конститутивного гетерохроматину (мал. іа) , тоді як в літературі е 

дані по каріотипу скереди з 20-22 смугами гетерохроматину (Ash- 

юге, Soula, 1981; Noguchi, Ohnc, 1939). Всі три пари хромосом 

мають С-бенди, 'супутнична Д-хромосома має самій великий гетерох- 

роматкноьий блок набору в проксимальній • частині довгого плеча. 

Всі три пари хромосом мають центромерний гетерохроматин.

При аналізі первинного калюсу у всіх вивчених метафазах по­

мітних відмін по числу та морфології хромосом та по,розподілу 

С-омуг а порівнянні з інтактнимии рослинами не виявлено (мал. 16). 
Напевно, це тойснкктьсй тим, що на першому етапі культивування шэ

4



ебврігачіьск генетичний потенціал 

інтактної рослини.

У тривало ростучої ригогеяної 

культури пізи однаковій кількості та 

морфології хромосом малюнок дифе- 

рекдійног/ забарвлення відрізнявся 

від інтактної рослини .(мал. їв. г),

'Найбільш значні зміни в розподілі
*

гетерохроматину спостер і гали в 

С-хромосомах обох штамів. У штама 

N403 (мал. їв) збільшився С-блок в 

дистальній частині довгого плеча та 

в термінальній частині короткого 

плеча хромосоми. '" У  штама N7'

(мал. 1г) в виявлено поліморфізм по 

розміру обох смуг в довгому ПЛЄЧІ 

С-хромосоми. Напевно., з' обох С-хро­

мосомах штаму N403 та одній хро­

мосомі штаму М7 відбулась інверсія 

середньої дільниці довгого плеча, 

яка зачепила обидва С-блоки.

Таким чином, нами встановлено, 

щр при культивуванні відбуваються 

перебудування хромосом навіть в

диплоїдних клітинах,' які беруть 

участь в процесах регенерації, де' 

при рутинному забарвленні змін не. 

спостерігається. Виходячи з морфо­

логії корінців, штам N7 більш 

подібний до корінців інтактної

рослини,; шр відповідає- меншій

мінливості каріотипу̂в порівнянні з 

штамом N403, ядай морфологічно'

більше відрізняється ВІД корінців ■ <

інтактної рослини. Де дозволяє передбачити-ще біль ну мінливість у 

неорганізоване ростучих каліосних штамів.

Одержати чіткий С-бендінг можна тільки зруйнувавши клітинну 

стінку. Бри цьому можлива втрата , хромосом та поява метзфаг з 
псевдоанеуплоїдким числом хромосом. Культивування само по собі

Мал. Ідіограда каріоти­

пів корінців та трьох шта­

мів культури тканин скере- 

ди. •

а'- корінці, б - первин­

ний калюс, в - штам N403, 

г - штам N7.

А, С, Д - пари хромосом
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Ичя.

приводить до виникнення 

анеуплоїдів. Тому для виз­

начення хромосомних чисел в 

неорганізовано ростучому 

. калюс і застосовували рутин­

на забарвлення. Аналіз про­

водили двома методами пара- . 

,.лельно в 2-ому, 4-ому, 

g-ому га 13-ому пасажах.

Методами рутинного за­

барвлення- встановлено, що 
вже у 2-сну пасалі штам 

скереди являє собою попу­

ляцію МІКСОПЛОЇДНЙХ КЛІТИН 

з. переважаючою кількістю 

(50.^%) диплоїдів (мзл.2).

У, 4-ому _ пас ажі основний пул 

клітин, щр діляться, та­

кож представляли диплоїди 

(46.15%), лоліплоїди скла­

дали ZCX, кількість азеуп- 

/оїдів зрссла до 21%. Після 

9 місяців культивування (9

_______ Розподіл клітин за числом

хромосом в культурі тканин Сгеріз.

;.oapillaris. п - кількість проана­

лізованих ‘метафаз.
пасаж) анеуплоїдні клітини 

складали більша 45% пролі- 

феротизпого пулу (серед них 35.58% секихромосомних метафаз), 

вміст диплоїдів знизився до 32.61%. У 13 пасажі розподіл клітин 

за числом хромосом був подібний до розподілу в 9-ому пасажі.

Таким чином, • через рік культивування до часу сформованого 

итзму культура тканин скереди являє собою популяцію мікеоплоїднкх 

клітин » переважною більшістю анеуплоїдних каріотипів. Найбільшу 

гетерогенність анеуплоїдких каріотипів спостерігали в перші 4-6 

пасажів .культивування, а наприкінці першого року розмах мінли­

вості зменшувався.

При застосуванні С-бендінгу смуги гетерохроматину спостері­

гали у всіх хромосомах,- як з незміненою морфологією, так і в тих, 

які зазнали морфологічних змін. , .

У 2-ому пасажі ще зустрічали пластинки (10%), подібні за мор­
фологією хромосом та малюнком їх забарвлення до метафаз інтактної

ь



які зустрічаються при культи-

Мал. <3. Ідіограми каріотипів,

куванні неорганізовано росту­

чого калвсу схереди..

• а - шестихромосомна лластия- 

ка, морфологічно подібна до 

метафаз і нтактних рослин,

б - шестихромосомна пластинка 

із зміненою морфологією

• хромосом,

в - трьохромосомна пластинка,

г чотирьоххромосомна плас­
тинка.

рослини, в 4-ому пасажі таких метафаз не спостерігали. , В цих двох 

пасажах серед проаналізованих шестихромосомних метафаз зустріча­

ли як пластинки зі зміненою морфолог іа»'хромосом, так і'морфоло­

гічно подібні до метафаз інтактних рсслин, але які відрізнялись 

за малюнком С-бендів (мал. За,б). Зустрічали анеуплоїдкі пластин-- 

ки в яких, виходячи з морфології хромосом та малюнку 0-СзндіВ, 

було важко визначити до якого типу відноситься та чи іна;а хромо­

сома (мал. 36,в,г). Спостерігала як крупні акроцентричні хромосо­

ми, близькі за розмірами до А-хромосом, так і дрібні хромо с сю, 

які по довжині дорівнювали половині С-хромосоми.

У 9-ому пасажі збільшилась кількість семихромосемних анеуи- 

лоїдних метафаз. Вони складали біля 60% від загальної кількості 

проаналізованих клітин, які поділялись. При цьому 5 хромосом з 

такого сешхромосомного набору були подібні за-морфологією де ' 

хромосом иггактних рослин, а додаткова сьома хромосом? зустріча­

лась двох типів (мал.4): 1 - великий акроцентрик, близький за

розміром до А-хромосоми набору; ?. - метацентрик, близький за роз­

міром до С-хромосомі. Ці два типе семихромосомних штафаз 

зустрічались з однаковою частотою.
Шестихромосомні метафази мали' такі ж відміни в малюнку еа-
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Мал. Ідіограми каріотипів домінуючої популяції клітин в куль­

турі тканин Сгеріз сарі liar із у 9-ому пасажі, 

а - з додаткоЕою акроцентичною хромосомою,

6 - 8  додатковою-метацентричною хромосомою. -

барвлення,.я# описано више для 2-го та 4-го пасажів. •

Картина»каріотипічної мінливості, яку спостерігали в ІЗ па­

сажі, подібна до такої, в 9-ому пасажі.

Відомо, що. через деякий час культивування спостерігається 

домінування одного-трьох каріотипів (Baylisj, 1973; Кунах, 1979), 

ідо дозволяє зробити припущення про існування адаптивних змін ге- 

ному культивованих in vitro клітин. Як і з випадках, описаних для 

скереди в іііих роботах• (Ashmore, Gould, 1931; Ikeda-Komatsu, Ta­

naka,. 1083;' Kbjusk та ін., 1987), наш показано, що і~ в калссній 

культурі домінуючими виявились еемихроаоеомні каріотипи.

Відомо, ip‘порушення геному більш легко, переносяться полі- 

плоїдкими клітинами, оскільки втрата хроматину у них приводить до 

меншого Г'енногс дисбалансу ніж така ж -втрата в дишшдних кліти­

нах. УЬхий- припустити, то анеуллоїДія в культурі тканин скереди 

виникла через поліплоїдію, а потім порушення поділу, такі як еід- 

стааання хромосом в анафазі, хромосомні мости, мультиполярні по­

діли. Поліплоїдія' притаманна і для інтактних'рослин скереди (На-
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. і, С, І - іш ірслссох '

Мал, Основні типи С-бендінгу у морфологічно нєзм;нених хромо­

сомах культивованих клітин.Crepis capillaris.

vashin, 1926). Значний відсоток появи тетраплоїдних клітин на по­

чатку культивування' (16.2") підтверд.чуа походження знеуплоідів

через ПОЛІПЛОЇДІЮ.

Б процес; культивування при збереженні морфології хромосом 

спостерігалась велика різноманітність малюнків їх диференційного 

забарвлення (мал. 5). В першу чергу, зміни зачіпляли довгі плечі у 

,’всіх трьох типах хромосом і ,тільки в 4-ому пасажі зміни в̂ малюнку 

■забарвлення зачіпляли і малі плечі хромосом. Требг. також підкрес­

лити, цо найбільш нестабільної) хромосомою табору в наших доелід-

■ шннях була С-хромосома, найбільш стабільною - супутнична Д-хро- 

мосома.

Гакям чизоіл. • нами вперше досліджена мінливість каріотипу 

Crepis capillaris in vitro в динаміці від первинного калюсу до 

сформованого калюснсго штаму, застосовуючи метод С-бендінгу. По­

казано, що в процесі уведення в культуру відбувається шзидка ре­

організація геному,-яка приводить до виникнення змінених карюти-- 

пів. Щри культивуванні відбуваються зміни і в хромосомах диплоїд- 

них клітин,- в яких при рутинному забарвленні .змін ке спостеріга­

ли. Показано також, що штами з різним ступенем диференціації 

відрізняються за розмахом мінливості. В клітинах ризогенних шта-' 

мів зберігається без змін число та морфологія хрсмосом при зміні 

малюнка С-бендів, тоді як у неорганіззвано ростучому штамі єміню-
• таься число, морфологія та малюнок С-бендів.
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С-б9ндінг та культура ткзяик Zea mays.

Метою наших досліджень на кукурудзі було вивчення за допомо- 

. гою методу С-бендінгу каріотипів та складання ідіограм хромосом 

чотирьох форм кукурудзи, а також вивчення впливу вихідних харак­

теристик геному на процеси культивування in vitro.

Різницю між генотипами, щр вивчались, було виявлено вже при 

дослідженні диференційно забарвлених інтерфазких ядер. У л ін ії 

ВIP-27 переважали ядра, які містили шість великих чітко виражених 

хромоцентрів, у л ін ії ЧК-2і§ ядра 'містили 7 хромоцентрів. У 

мітчика Мангельсдорфу, як і у л ін ії ВІР-27, переважно зустріча­

лись клітини,, які містили'6 хромоцентрів. У гібриду Акорд-72 пе­

реважали клітини, щр містили по 4 блоки гетерохроматичу (мал. 6).

Всі хромосоми л ін ії ЗІР-27 по малюнку їх диференційного за­

барвлення можна розподілити на 2 групи (мал.76); Першу групу 

складають хромосоми 1, 6, 7, та 8-ої пар, які маять великі гете-

рохроматинові блоки. До другої групи (2, 3, 4, 5, 9 та 10 пари)

належать хромосоми, щр не мають великих гетерохроматинових сег­

ментів.

У мутантної л ін ії ЧК-218, одержаної від лінії ВІР-27 при 

застосуванні мутагену, спостерігали зміни у вмісті гетерохромати- 

ну, пр вже виявлялось при аналізі інтерфазних ядер (мал. 6). Якщр 

порівнювати метафазиі пластинки, видно зростання кількості гете- 

рохроматину за рахунок появи у всіх хромосомах центромерного ге­

терохроматину, збільшення великих теломерних блоків та появи -но-

Мал, бі. Розподіл ін- 

те̂фазних ядер за 

числом хромоцентрів 

у різних генотипів 

кукурудзи.
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Мал. 7̂ _ Ідіограми каріотипів 

чотирьох форм кукурудзи, 

а - ЧК-218,.

б - ВІР-27,

в - мітчик І/лнгельедорфу,

г - Акорд-72 , •

зих інтеркалярних блоків (мал. 7a): у лін ії ЧК-218 виявлено 22

інтеркалярних блоки, тоді як у лінії ВІР-27 - 14 в перерахунку ка 

гаплоїдний геном. У л ін ії ЧК-218 в короткому плечі 1-ої пари хро­

мосом та в довгих, плечах 6-ої та 8-ої пар виявлене гетероморфізм 

за розшром та наявністю великого теломерного сегменту.'

В.інтерфазних ядрах лінії ВІР-27 та мітчику Мангельсдорфу 

зустрічали переважно по 6 блоків гетерохроматину (мал.6),'але при 

еивчєнні хромосомних наборів виявлено РІЗКИЦЮ І МІЖ ЦИМИ ЛІНІЯМИ 

по малюнку диференційного забарвлення (мал. 7з). Великі блоки ге­

терохроматину снайдені в 5-й, 6-й та 8-й парах хромосом. Супут-

ничного гетерохроматину у ц іє ї лінії було значно менше, ніж у лі- 

нл ВІР-27. Відрізнялись ці дві лін ії по кількості та розподілу 

інтерчалярного гетерохроматину.

Акорд-72 мав малу кількість гетерохроматину, Б№ було 

видно а невеликої кількості гетерохроматинових блоків в інтерфаз- 

НИХ ЯДр̂іХ (M3JI. б). Великий блок теломерного гетерохроматину з 

довгому плечі мала тільки 8-а пара хромосом (мал. 7г). Акорд-72 

єдина з досліджених форм, яка мала негетерохромгтинизованкй су­
путник в 6-й парі хромосом та райменш виракеьий ядер̂еутзорюючий 
район.

II



Для того, прб з'ясувати -з чим зв'язана мінливість в кіль­

кості та розподілі гетерохроматину, було проведене мікрофотомет- 

ричне визначення кількості ДНК-в забарвлених за Фьольгеном про- 

фазнкх йдрах кінчиків корінців ліній ВІР-27 та ЧК-218. Ці лінії 

найбільш цікаві серед вивчених через те, щр одержані одна з іншої 

за допомогою мутагенної' обробки при відсутності гібридизації. Да­

ні морфометричного аналізу показали, щз збільшення вмісту гете- 

рохроматину у мутантної лінії ЧК-218 не приводило до зміни за­

гального вмісту ДНК.

Дня вивчення впливу характеристик геному зихідних рослин на 

процеси культивування in vitro були відібрані споріднені лінії 

кукурудзи ВІР-2? та ЧК-218.,1 які суттєво відрізнялись по вмісту та" 

розподілу гетерохроматину. У лінії ЧК-218 калюс був одержаний на 

всіх типах експлантатів, частота каїюсоутворення-була високою на 

всіх вивчених живильних середовищах і в середньому перевішувала 

60*. Дья лінії ВІР-2? необхідною умовою - формування калюсу була’ 

присутність в живильному еереДОЕИЩІ як ауксину, .так і кінетику. 

Середня частота калюсоутворення у лінії ВІР-27 , була менше 23%. 

інтенсивність росту культивованих клітин лінії ВІР-27 була в два 

рази нижча, ніж у клітин лінії ЧК-218. Цитогенетичний аналіз на 

перших етапах культивування показав більші' стабільність культури 

тканин, одержаної від лінії ВІР*27 (мал. 8). В процесі культиву- 

Еання плоїднісігь калюсних тканин лінії ВІР-27 с,гттево не змінюва­

лась, залишаючись диплоїдною. В калюсних тканинах лінії ЧК-218, в 

той же час, частка поліплоїдних кЛітин значно зменшувалась і в 

5-ому пасажі лінії істотно не відрізнялись по розподілу клітин за 

числом хромосом (мал. 8).

Таким чином, в нашій роботі кожна з проаналізованих форм ку­

курудзи мала свій малюнок розподілу гетерохроматину (мал. 7), який 

дозволив відрізнити каріотипи ліній один від одного. Цю різницю в 

кількості гетерохроматину можна помітити вже при аналізі гетерох- 

ромат»шових блоків в інтерфазних ядрах - кожна з ліній мала 

властиву їй кількість блоків гетерохроматину (мал. б).

■ Порівняння хромосом 4-х вивчених генотипів по наявності у 

них різних смуг гетерохроматину показало, щр вивчені форми мають 

широкий поліморфізм по розміру та наявності блоків гетерохромати­

ну майже у всіх хромосомах кукурудзи. Найбільш стабільними серед 
еивчєноґо матеріалу були теломерні блоки короткого плёча 6-ї хро-
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Мал. а. Розподіл клітин за чис­

лом геномів в культурі тканин 

кукурудзи.

а - ЧК-218, б - ВІР-27.

П - первинний калюс,

1,4 -  номер пасажу, 

п - кількість вивчених метафаз.

масами (ядерцеутворюючий район) 

та теломерний блок довгого пле­

ча 8- ї хромосоми.

Збільшення кількості гете­

рохроматину ■ у мутантної лінії 

ЧК-218 не привело до збільшення 

загального вмісту ДНК у 

порівнянні з ВИХІДНОЮ ЛІНІЄЮ 

ЗІР-27. Моина припустити, шр му- 

.тагенна дія викликала зменшення 

вмісту одних послідовностей з 

одночасним збільшенням інших,

Підтвердженням цьому може бути 

виявлений гетероморфізм за ма­

люнком- диференційного забарвлен­

ня у 1-й, . 6-й та 8-й парах хро- 

'мосом, в яких пройшла редукція 

теломерного гетерохроматину при 

одночасному збільшенні інших

блоків, зокрема ядерцеутворшчого району. Явно збільшузться цен- 

тромерний гетерохро̂атин, який по складу ДНК відрізняється від 

іншого, як це було раніше показано для кукурудзи (Horn, Walden, 

1971; Ward, l'9SO).

Цікаво проаналізувати, яким чином впливає різниця в малюнку 

розподілу С-бендів та в кілікості гетерохроматину на калюсоутво- 

рення та пасований ріст культури тканин. Експериментально одержа­

на з гомозиготної лінії ВІР-27 мутантна лікія ЧК-218 значно пере­
вищувала по інтенсивності калюсоутворення вихідний матеріал (най-
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кэнщ різниця достовірна при Р<0. 01). Для цієї лінії калюе було 

.одержано на всіх типах експлантатів, тоді як для лінії ВІР-27 

листовий та стебловий калюси не вдалося одержати на жодному э ви­

користаних середовищ, Цитогенетичний аналіз показав більшу 

стабільність вихідної лінії ВІР-27 у порівнянні з мутантною фор­

мою ЧК-218, для якої був виявлений спалах хромоссмної мінливості 

на перших етапах культивування.

Визначені між двома вивченими лініями відмінності в по­

ведінці калюсних тканин зумовлені, напевно, різними кількістю та 

розподілом гетерохроматину.

Таким чином, метод диференційного забарвлення хромосом доз­

волив ідентифікувати всі пари хромосом в наборі за малюнком їх 

забарвлення і таким чином відрізнити каріотипи різних ліній куку­

рудзи. Викладені тут підходи мржуть буть використані для виявлен­

ня нестабільних форм, у яких йдуть процеси формоутворення.

ВИСНОВКИ

1: Вперше розроблена модифікація С-методу диференційного за­

барвлення хромосом стосовно до культивованих клітин рослин.

2. (3а допомогою методу С-бендінгу досліджена мінливість 

к&рютипу Crepis сарі 1 laris in vitro в динаміці від первинного 

кашосу до сформованого лалюсного штаму. Встановлено, пр протягом 

четвертого-шостого пасажів відбувається спала” мінливості, який 

приводить до появи численних варіантів каріотипів із зміненими 

числом та морфологією' хромосом, а також із зміненим малюнком 

С-6єндів. Після року культивування, до періоду сформованого шта­

му, модальний клас клітин,' щр діляться, складають два семихро- 

мосомних каріотипи. Показано, щр в геномі Crepis capillaris 

найбільш мінливою була С-хромосома набору,• найменш - супутничка 

Д-хромосома.

3. Виявлено взаємозв'язок ступеню мінливості та типу росту 

культивованих клітин Crepis capillaris. Показано, щр клітини ри- 

зогенних штамів зберігають число та морфологію хромосом при 

зміненні малюнку С-бендів, в той час як у неорганізовано ростучо­

му калюсі змінюється, число, морфологія і малюнок диференційного 

забарвлення хромосом.
4. За допомогою розробленого варіанту С-методу диференційно­

го забарвлення хромосом проведено хромосомний аналіз : вперше

складені у відповідності до генетичної номенклатури хромосом іді—
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ограми каріотипів чвтирьох форм кукурудзи. Встановлено, ще кожна 

форма має індивідуальний малюнок С-бендів.

Б. Порівняння двох споріднених ліній кукурудзи, одержаних 

одна від іншої методом експериментального .мутагенезу, показало, 

пр у каріотипі похідної лінії збільшилась кількість гетерохрома­

тину у порівнянні з вихідною лінією при збереженні загального 

вмісту ДНК

6., Показано взаємозв’язок ступеню генетичної гетерогенності 

культивованих клітин кукурудзи та характеристиками генотипу рос­

лин, вихідних для одержання культури тканин. Встановлена між дво­

ма лініями (ЗТР-27 та ЧК-218) різниця за інтенсивністю катосоут- 

ворення, приростом біомасй та розмахом хромосомної мінливості 

культивованих клітин обумовлена, ймовірно, різною кількістю та 

різним розподілом гетерохроматину в хромосомах вихідних рослин.
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