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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Мікротрубочки - цс цитоплазматичні 
структури, які складаються з димерів а- та р-тубуліиу, і разом з 
мікрофіламентами та проміжними філамснтами формують 
високоорганізований цитоскелет еукаріотичних клітин (Alberts ct a l., 1989). 
Вони приймають участь в підтриманні форми клітин, регуляції їх росту та 
морфогенезу, в організації цитоплазми та забезпечують поділ клітин, 
утворюючи мітотичне веретено (Блюм, 1988; Dustin, 1989; Mandelkow & 
Mandelkow, 1995). Як і у випадку клітин тварин, множинність функцій 
мікротрубочок в клітинах рослин зв’язують з гетерогенністю а- та р- 
тубулінів (Hussey et al., 1991). Ця гетерогенність являється результатом 
того, що різні ізатини тубулінів кодуються мультигенною родиною генів а- 
та р* тубулінів (Hussey et al., 1991; Kopczak et al., 1992; Snustad ct al.,
1992). В подальшому ізотиии рослинного тубуліну можуть інтенсивно 
піддаватись посттрансляційпим модифікаціям, внаслідок чого гетерогенність 
цього білку гце збільшується (Смертенко, 199(>). Тому поглиблення уяв нро 
функціональні взаємозв’язки між різними членами родини генів тубуліну у 
рослин являється основою не тільки для розуміння фундаментальних 
механізмів росту і розвитку клітин, загальних для всіх еукаріотичннх 
організмів, але й для розуміння таких специфічних функцій мікротрубочок 
рослин, як їх участь в побудові клітинної стінки та формуванні 
нреирофазної стрічки і фрагмолласту під час мітозу (Суг & Palcvitz, 1995; 
Seagull, 1989; Shibaoka & Nagai, 1994).

Прогрес в даному питанні може бути досягнутий шляхом: а) вивчення 
організації генів тубуліну в клітинах рослин та їх тканипоспецифічпої 
експресії; 6) отримання мутантних ліній но генах білків мікротрубочок і, в 
першу чергу, по генах тубуліну; в) переносу мутантних генів тубуліну в 
інші клітини з метою вивчення можливих функціональних змін або 
порушень структури мікротрубочок. На сьогоднішній день вже знайдено 
декілька природних мутантних ліній рослин, стійких до дії гербіцидів з 
антимікротрубочковим механізмом дії, серед яких добре вивчені Eleusine 
indica та Setaria viridis (Smcda & Vaughn, 1994). Було показано, що 
резистентність принаймі в Е. indica пов’язана зі змінами и структурі Р* 
тубуліну (Vaughn & Vaughan, 1990; Smeda & Vaughn, 1994).

Раніше експериментальним шляхом Я.Б. Блюмом та співр. вперше були 
отримані р-тубулінові мутанта Nicotiana plumbaginifolia зі стійкістю до дії 
аміпрофосметилу (АПМ, гербіцид фосфоротіоамідного ряду) (Страшшок и 
др., 1993) і трифлюраліну (ТФЛ, гербіцид динітроапілінового ряду) 
(Blume et al., 1991; Блюм и др., 1996), котрі характеризуються вираженою 
антимікротрубочковою активністю. Метою отримання таких мутантів було 
їх використання нри створенні гібридних клітинних систем з маркерним 
білком (мутантним Р-тубуліном) у складі мікротрубочок як для подальшою
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вивчення особливостей функціонування цього мутантного білку, так і для 
вивчення особливостей поведінки різних мікротрубочкових структур 
(іптерфазна сітка, препрофазна стрічка, веретено поділу, фрагмонласт) в 
соматичних гібридах. Поряд з цим, оскільки ще не вдалося ізолювати 
жодного мутантного гену тубуліну, відповідального за стійкість до 
вищезгаданих типів гербіцидів, з метою подальшого переносу в інші види 
рослин, то розробка підходів соматичної гібридизації для здійснення такого 
переносу є також актуальною в теоретичному і практичному плані.

Мета та завдання дослідження. В зв’язку з викладеним вище метою 
даної роботи було отримання та аналіз високофункціоиальних симетричних 
та асиметричних соматичних гібридів на основі мутантів N. plumbaginifolia 
но р-тубуліну, стійких до дії АПМ та ТФЛ, та рослин N. sylvestris і 
A. belladonna (реципієнти), які б успадкували ознаку даної резистентності, 
для вивчення особливостей функціонування мутантної р-субодипиці 
тубуліну в складі мікротрубочкових структур гібридних клітин.

До конкретних задач роботи входило:
1. Отримати симетричні гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris і 

N. plumbaginifolia + A. belladonna, стійкі до дії АПМ, та 
N. plumbaginifolia + N. sylvestris і N. plumbaginifolia + A. belladonna, 
стійкі до дії ТФЛ.

2. Отримати асиметричні гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris і 
N . plumbaginifolia + A. belladonna, стійкі до дії АПМ, та 
N. plumbaginifolia + N. sylvestris і N. plumbaginifolia + A. belladonna, 
стійкі до дії ТФЛ.

3. Провести цитогенетичний аналіз гібридних ліній.
4. Вивчити фертильність отриманих гібридів та успадкування ознак 

стійкості до гербіцидів в їх першому поколінні.
5. Порівняти стійкість мікротрубочок в протопластах гібридів та в 

протопластах батьківських ліній до дії АПМ та ТФЛ за допомогою 
імупофлюоресцентної мікроскопії.

6. Провести ідентифікацію наявності мутантних ізоформ (З-тубуліну 
N. plumbaginifolia в отриманих гібридах шляхом біохімічного аналізу.

Наукова новизна. Вперше серед вищих рослин отримані 
високофункціопальні соматичні гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris і 
N. plumbaginifolia + A. belladonna, стійкі до сполук з 
антимікротрубочковим механізмом дії - аміпрофосметилу та трифлюраліну. 
Зокрема, вперше отримані у-гібриди на основі N. plumbaginifolia (донор) 
та A. belladonna (реципієнт). Встановлено, що стійкість до даних речовин 
пов’язана з успадкуванням мутантного гену тубуліну від
N. plumbaginifolia, продукт якого - мутантна ізоформа [З-тубуліну - с 
складовою частиною мікротрубочок гібридних клітин. Отримані гібридні 
лінії можуть бути використані для вивчення механізмів подальшої 
переважної сегрегації хромосом одного з батьків в соматичних гібридах та
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встановлення структурно-функціональних особливостей їх веретена поділу, 
яке може забезпечувати правильність розходження в мітозі хромосом, 
усиадкуваних від різних батьків.

Практична цінність На прикладі Р-тубулінових мутантів 
N. plumbaginifolia, стійких до АПМ (фосфоротіоамідний гербіцид) та ТФЛ 
(динітроаніліновий гербіцид), продемонстровано можливість ефективного 
використання асиметричної соматичної гібридизації для переносу ознаки 
стійкості до цих типів гербіцидів (мутантні гени р-тубуліну) до 
близькосіюріднсних (N. sylvestris) та філогенетично віддалених 
(A. belladonna) видів рослин. Гібриди, які успадкували одну хромосому від 
відповідного мутанту N. plumbaginifolia, можуть бути використані як
вихідний матеріал для ідентифікації та клонування мутантного геїгу р- 
тубуліну і перенесення його у важливі види сільскогоснодарських культур 
для отримання стійких до даних гербіцидів сортів рослин.

Результати досліджень використовуються в учбовому процесі на кафедрі 
клітинної біології та генетичної інженерії Київського університету ім.
Тараса Шевченка при читанні спецкурсів “Скелетні структури клітини та їх 
функції” та “Клітинна селекція рослин”, а також можуть бути використані
іірй читанні спецкурсу “Клітинна інженерія рослин”.

Основні положення, які виносяться на захист На основі проведених 
досліджень на захист виносяться наступні положення:

1. Отримання соматичних гібридів N. plumbaginifolia + N. sylvestris та 
N. plumbaginifolia + A. belladonna, стійких до дії АПМ та ТФЛ, шляхом 
симетричної гібридизації.

2. Отримання соматичних гібридів N. plumbaginifolia + N. sylvestris та 
N. plumbaginifolia + A. belladonna, стійких до дії АПМ та ТФЛ, шляхом 
асиметричної гібридизації.

3. Встановлення закономірностей розподілу хромосомного матеріалу в 
отриманих гібридах.

4. Вивчення фертильності отриманих гібридів та успадкування ознак 
стійкості до гербіцидів в їх першому поколінні.

5. Наявність підвищеної стійкості мікротрубочок до дії АПМ та ТФЛ в 
протопластах гібридів N. plumbaginifolia + N. sylvestris та 
N. plumbaginifolia + A. belladonna порівняно зі стійкістю мікротрубочок 
протопластів батьківських ліній.

6 . Успадкування мутантної форми р-тубуліну в отриманих гібридах.
7. Можливість використання стійкості до АПМ та ТФЛ на прикладі 

N. plumbaginifolia + N. sylvestris та N. plumbaginifolia + A. belladonna 
комбінацій, як селективних маркерів в соматичній гібридизації рослин.

Апробація роботи Результати дисертаційної роботи доповідались на II- 
му (1993) та ІІІ-му (1995) Російських симпозіумах “Нові методи 
біотехнології рослин” (Пуїцино, Росія); XV-му Міжнародному ботанічному 
конгресі (Йокагама, Японія, 1993); ІІ-му з ’їзді товариства фізіологів
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рослин України (Київ, Україна, 1993); VIII-му Міжнародному конгресі по 
культурі рослинних тканин і клітин (Флоренція, Італія, 1994); IV-mv 
Європейському конгресі по клітинній біології (Прага, Чехія, 1994); 
Міжнародному симпозіумі “Біотехнологія та генетична інженерія рослин” 
(Київ, Україна, 1994); Міжнародному симпозіумі “Молекулярна біологія 
та біотехнологія рослин” (Нью-Делі, Індія, 1994); Міжнародному 
симпозіумі но стійкості бур’янів та еільськьгосподарських рослин до 
гербіцидів (Кордова, Іспанія, 1995); Х-му Європейському нитоскелстному 
форумі (Стокгольм, Швеція, 1995); семінарі Європейського товариства 
молекулярних біологів “Контроль циклу клітинного поділу вищих рослин” 
(Сегед, Угорщина, 1995).

Публікації. Основні результати дисертації викладені у 11 друкованих 
роботах, список яких наведено в кінці автореферату.

Структура та об'єм роботи. Дисертація складається із вступу, огляду 
літератури, опису матеріалів і методів дослідження, результатів 
дослідження та їх обговорення, заключения, висновків та списку цитованої 
літератури, який містить найменувань. Робота викладена на сторінках, 
містить рисунків та 6 таблиць.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

В роботі використовували наступний рослинний матеріал: мутант 
Nicotiana plumbaginifolia (2п=20), стійкий до дії АПМ (Страшнюк и др.,
1993), та мутант N. plumbaginifolia (2п=20), стійкий до ТФЛ (Блюм и др., 
1996). Рослини N. sylvestris (2п=24) та A. belladonna (2п=72) дикого типу, 
а також канаміцин-стійкі лінії рослин N. sylvestris та A. belladonna (з 
колекції Ін-ту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України). В 
якості антимікротрубочкових сполук використовували АПМ, фосфоротіо- 
амідннй гербіцид, отриманий від Chemagro Division, Baychera Corp. (США) 
та ТФЛ, динітроаніліновий гербіцид, отриманий від DowElanco (США).

Рослини вирощували в асентнчних умовах на безгормональному 
середовищі Мурасі re-Скуга (МС) (Murashige & Skoog, 1962) при 
освітленні 4-5 клк та температурі 25°С. При симетричному злитті в якості 
реципієнтів використовували канаміцин-стійкі лінії рослин N. sylvestris та 
A. belladonna, при асиметричному - рослини N. sylvestris та A. belladonna 
дикого типу. Мсзофільні протопласти виділяли за відпрацьованою раніше 
методикою (Сидоров и др., 1985). Для отримання у-гібридів (асиметрично 
злиття) протопласти рослин-донорів опромінювали у-нромепями в дозі 200 
Гр (потужність дози - 9,6х10"2 Г р /с , 60Со). Злиття мезофіл ьпих 
протопластів проводили за методикою Мешіеля та сиівавт. (Menczel ct a l., 
1981). Культивування продуктів злиття N. plumbaginifolia + N. sylvestris 
здійснювали в рідкому поживному середовищі КМ8р (Kao & Michayluk, 
1975), а N. plumbaginifolia + A. belladonna - в рідкому поживному



середовищі MO-1 (Gleba et a l . ,  1982). Селективний тиск здійснювали на 
стадії 3-5 клітинних поділів, додаючи в культуральні середовища селективні 
концентрації АПМ (5 мкМ) чи ТФЛ (12 мкМ), відповідно, та 100 м г/л  
канаміцину (в разі отримання гібридів при симетричному злитті). 
Регенерацію гібридних клонів N. plumbaginifolia + N. sylvestris проводили 
на твердому селективному середовищі МС, що містило 1 м г /л  кінститіу, 0,1 
м г /л  3-індолилоцтової кислоти (Ю К) та селективні концентрації АПМ чи 
ТФЛ, а також 100 м г /л  канаміцину - в разі отримання гібридів шляхом 
симетричного злиття. При селекції гібридних клопів N. plumbaginifolia +
A. belladonna використовували селективне тверде середовище МС, що 
містило 1 м г /л  Зеатину, 0,1 МГ/Л ЮК, селективні концентрації АПМ або 
ТФЛ, а також у випадку симетричного злиття - 100 м г/л  канаміцину. 
Регенеранти вкорінювали на безгормопальпому середовищі МС, а потім 
висаджували в грунт.

Для первинної перевірки гібридних ліній на стійкість до АПМ або ТФЛ 
проводили аналіз регенераційної здатності їх листових експлатттів на 
відповідних регенераційних середовищах, які містили селективні 
концентрації гербіцидів. Порівнювали також різницю приросту калусу 
батьківських та гібридних рослин на середовищах для калусогснезу з 
різними концентраціями АПМ або ТФЛ через 4 тижні після їх висадки. 
Калує індукували, відповідно, на середовищах для калусогенезу тютюну 
(Сидоров и др., 1985) та беладонни (Еарев e ta l. ,  1978).

Для оцінки фертильності гібридів проводили самозапилення та в ряді 
випадків зворотнє запилення. Для аналізу успадкування стійкості до АПМ 
та ТФЛ в їх першому поколінні насіння, одержане від самозапилення та 
зворотнього запилення, стерилізували та висаджували на середовища без 
гербіцидів та середовища з селективними концентраціями АПМ чи ТФЛ.

Для проведення цитогенетичпого аналізу кінчики коренів рослин 
обробляли 0,5%-ним розчином колхіцину, фіксували в суміші 
етанол/оцтова кислота (3:1) та фарбували ацетоорсеїпом (розчин 1%-ного 
орсеїну в 45%-ній оцтовій кислоті). Давлені препарати готували в 45%-иій 
оцтовій кислоті.

Імунофлюоресцентний аналіз стійкості кортикальних та мітотичних 
мікротрубочок мезофільпих протопластів .гібридних та батьківських рослин 
до АПМ га ТФЛ здійснювали за методом (Meijer & Siinmonds, 1988) з 
деякими модифікаціями. Мікротрубочки фарбували мишиними монокло- 
нальними антитілами Ти-01 проти а-тубуліну. ДНК в клітинах фарбували 
за допомогою Hoechst 33258.

Виділення та очищення тубуліну із мезофілу рослин N. plumbaginifolia, 
N. sylvestris. A. belladonna та гібридів, отриманих на їх основі , проводили 
за методом (Morejohn & Fosket, 1986) з деякими змінами. Двомірний 
електрофорез тубуліну здійснювали за методом (O ’Farrell, 1975). 
Імуноблотинг субодиниць тубуліну проводили за методом (Towbin et al.,
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1979). Для ідентифікації а-субодиниці використовували моиоклональні 
антитіла Ти-01, а для р-субодиниці - Tu-Об, які були люб’язно надані д-ром
В. Вікліцкі (Іи-т молекулярної гсиетики, Прага, Чеська Республіка).

Для статистичної обробки експериментальних даних використовували 
стандартні методи обробки результатів (Деркач, 1963; Урбах, 1964).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

І. Отримання гібридів N . plum baginifolia  + N . sy lve s tr is  та
N . plum baginifolia  + A . belladonna, стійких до дії АПМ та ТФЛ

Вивчення в п л и в у  селективних концентрацій АПМ. ТФЛ та канаміїїииу 
па протопласти чутливих до їх дії батьківських ліній. Відомо, що АЦМ 
(Morejohil & Fosket, 1984) і ТФЛ (Morejohn & Fosket, 1991) являються 
одними з найбільш ефективних антимікротрубочкових сполук, які 
руйнують мікротрубочки клітин рослин, що призводить до втрати здатності 
клітинами ділитися під час мітозу. Однак чутливість до цих речовин може 
варіювати в залежності від об’єктів, на які вони виливають (Falconer & 
Seagull, 1987). Капаміцин - аміноглікозидний антибіотик бактеріального 
походження - специфічно зв’язується з 708-су6одиницями рибосом, при- 
водячи до помилок ігри зчитуванні мРНК і, таким чином, інгібує біосинтез 
білку в еукаріот з наступною загибеллю чутливих клітин (Гейл и др., 1975; 
Маниатис и др., 1984). Тому на першому етапі дослідженнь вивчали вплив 
селективних концентрацій АПМ (5 мкМ) та ТФЛ (12 мкМ) па мезофільні 
протопласти N. sylvestris та A. belladonna та канаміцину (100 м г /л ) - па 
протопласти мутантів N. plumbaginifolia, щоб визначити, чи приводять 
селективні концентрації даних речовин до повного інгібування росту клітин 
чутливих рослин.

Після внесення в середовища для культивування протопластів 
N. sylvestris та A. belladonna 5 мкМ АПМ або 12 мкМ ТФЛ, клітини 
повністю припиняли свій ріст і гинули. В подальшому при дослідженні 
впливу різних концентрацій АПМ та ТФЛ на ріст калусів цих рослин нами 
було показано, що для клітин калусу N. sylvestris критичними є ті 
концентрації АПМ, які лежать в межах 1-3 мкМ (Рис. 1а), ТФЛ - до 2 
мкМ (Рис. 2а). Для калусу A. belladonna - критичними являються 
концентрації АПМ та ТФЛ в діапазоні до 1 мкМ (Рис. 2а, 26). 
Концентрація 100 мг/'л канаміцину теж була критичною для культивованих 
клітин N. plumbaginifolia. Оскільки таке повне пригнічення росту чутливих 
клітин до тих чи інших сполук в умовах їх селективного тиску важливе для 
селекції соматичних гібридів (Сидоров, 1990), то ці результати власне і 
дали підстави використовувати концентрації 5 мкМ АПМ, 12 мкМ ТФЛ та 
100 м г /л  канаміцину як селективні при отриманні гібридів.
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Селекція in vitro соматичних гібридів зі стійкістю ло дії АПМ та ТФЛ. 
Шляхом симетричної гібридизації протопластів АПМ-стійкого мутанту 
N. plumbaginifolia з протопластами канамінин-стійкої (Кшг) лінії 
N. sylvestris було відібрано 312 гібридних калусів, резистентних до селек­
тивних концентрацій АІІМ та каиаміципу (Табл. 1). З них здатністю до

Табл. 1. Селекція соматичних гібридів, стійких до Дії' сполук з анти- 
мікротрубіочкоііим механізмом дії

Комбінація лл иття

Кількість от­
риманих ка- 
.’їусі в ііа се­
лективному 
середовищі

Кількість ре­
генерованих 3 
калусів росЛИн 
на селективно­
му середовищі

Кількість ві­
дібраних гіб­
ридів на се­
лективному 
середовищі

N. plumbaginifolia apmr -  
N. sylvestris Kmr

Симетричні

312

гібриди

93 68

N. plumbaginifolia tflr + 
N. sylvestris Kmr 190 32 8

N. plumbaginifolia apmr * 
Л. belladonna Kmr 102 22 13

N. plumbaginifolia tflr + 
Л. belladonna Kmr 61 7 3

yN. plumbaginifolia apmr +• 
N. sylvestris

Асиметричні

157

(у) гібриди 

41 17

yN. plumbaginifolia tflr i 
N. sylvestris 189 28 6

yN. plumbaginifolia apmr + 
A. belladonna 64 17 5

yN. plumbaginifolia tflr + 
Л. belladonna .58 11 4

регенерації в умовах селективного тиску характеризувались тільки 68 ліній, 
з яких для аналізу було взято 12. При симетричному злитті протопластів 
ТФЛ-стійкого мутанту N. plumbaginifolia з протопластами канаміцин-



стійкої лінії N. sylvestris було отримано 190 резистентних до ТФЛ та 
капамішшу калусів, з яких могло регенерувати тільки 32 лінії, що відріз­
нялись між собою по швидкості росту. З  них 8, нормально розвинутих, 
було взято для подальшого аналізу (Табл.1). Майже всі отримані 
міжвидові гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris були морфологічно 
подібні до N. sylvestris, хоча частина мала проміжний фенотип, який 
поєднував ознаки як донора, так і реципієнта, що підтверджує результати 
по отриманню гібридів при злитті в даній комбінації (Hung et al., 1993).

При симетричній гібридизації протопластів N. plumbaginifolia та 
A. belladonna було відібрано 13 АПМ- та каїїаміцин-стійких гібридних ліній 
(Табл. 1), серед яких 4 гібриди (NpAb-201, NpAb-202, NpAb-203, NpAb 
20-і) мали виражені морфологічні ознаки N. plumbaginifolia, а 9 були 
морфологічно подібними до A. belladonna. В аналогічній комбінації було 
також відселектовано 3 гібридні лінії, стійкі до ТФЛ та канаміцину (Табл. 
1), які мали реципієнтну або химерну морфологію.

В результаті у-гібридизації було отримано 17 АПМ-стійких гібридних 
ліній N. plumbaginifolia + N. sylvestris, та 6 ТФЛ-стійких гібридних ліній 
при злитті в аналогічній комбінації (Табл. 1). Внаслідок злиття в 
міжтрибпій комбінації було отримано 5 високоасиметричних АПМ-стійких 
та 4 ТФЛ-стійких гібридних клонів N. plumbaginifolia + A. belladonna 
(Табл. 1). Отримані гібриди успадкували фенотип реципієнтів N. sylvestris 
або A. belladonna, відповідно, що і слід було очікувати при асиметричній 
соматичній гібридизації рослин з використанням у-опромінення, оскільки 
воно призводить до інактивації клітин-донорів та індукції елімінації 
частини їх генетичного матеріалу (Глеба и Сытник, 1984).

Первинна перевірка отриманих гібридних ліній на стійкість до АПМ та 
ТФЛ. На першому етані для доказу наявності стійкості до АПМ чи ТФЛ у 
отриманих гібридів N. plumbaginifolia + N. sylvestris та N. plumbaginifolia 
+ A. belladonna проводилась перевірка здатності листових експлантів 
гібридних та батьківських ліній до регенерації на середовищах з 
селективними концентраціями даних гербіцидів. За цих умов на листових 
експлантах мутантів N. plumbaginifolia та гібридів утворювалась велика 
кількість регенерантів, які на відміну від рослин-рсцииієнтів нормально 
розвивались в умовах селективного тиску. Аналогічні результати були 
отримані раніше при тестуванні вихідних мутантів (Страшнкж, 1993).

Стійкість до АПМ та ТФЛ у отриманих гібридів була підтверджена при 
визначенні відносного приросту маси їх калусів в присутності різних 
концентрацій даних гербіцидів (Рис. 1, 2). Так, калус висаджували па 
середовища, які містили концентрації АПМ від 1 мкМ до 15 мкМ та ТФЛ 
від 1 мкМ до 20 мкМ. Калусні тканини, індуковані з гібридних рослин та 
мутантів, утворювали на середовищах з селективними концентраціями 
гербіцидів білий пухкий калус, тоді як при тестуванні калусів N. sylvestris 
та A. belladonna спостерігали їх потемніння та гальмування росту. При но-
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Рис. 1. Криві приросту маси калу сі в (%) батьківських та АПМ-стійких гібридних 
рослин в присутності різних концентрацій АПМ: а) 1 - N. plumbaginifolia apmr, 2 - 
гібрид NpNs-l, 3 - гібрид yNpNs-3, 4 - N. sylvestris; б) 1- N. plumbaginifolia apmr, 2 - 
гібрид NpAb-106, 3 - гібрид yNpAb-1, 4 - /1. belladonna

Рис. 2. Крнві приросту маси ка л у сі в (%) батьківських та ТФЛ-стіііких гібридних 
рослин в присутності різних концентрацій ТФЛ: а) 1 - N. plumbaginifolia lf!r, 2 - гібрид 
NN-1, 3 - гібрид yNN-3, 4 - N. sylvestris; б) 1- .V. plumbaginifolia tflr, 2 - гібрид NA-4. З - 
гібрид уМЛ-З, 4 - Л. belladonna



рівнянні відносного приросту сирої маси калусів гібридів та рецинієптних 
ліній було встановлено, ідо всі гібриди мали підвищену стійкість до АПМ 
чи ТФЛ. Так, гібриди NpNs-І та yNpNs-З були в 8 разів стійкіші до АПМ, 
ніж N. sylvestris (Рис. ta), а гібриди NpAb-106 та yNpAb-І - майже в 10 
разів стійкіші, ніж A. belladonna (Рис. 16). Гібриди NN-1 та yNN-3 
характеризувались стійкістю до ТФЛ в 9-10 разів вищою порівняно з 
N. sylvestris (Рис. 2а), а гібриди NA-4 та yNA-З мали стійкість в 7-8 разів 
вищу, ніж A. belladonna (Рис. 16). Підвищена резистентність гібридів до 
дії АПМ чи ТФЛ порівняно з реципієнтними лініями дає можливість 
припустити, що гібридні рослини успадкували ознаки стійкості від 
відповідних мутантів N. plumbaginifolia.

II. Характеристика отриманих гібридів

Цитогенетичний аналіз гібрилів. В подальшому для отримання прямих 
доказів щодо гібридної природи відсслсктованих ліній був проведений 
цитогенетичний аналіз. При аналізі соматичних гібридів доводиться 
враховувати тс, що в процесі культивування та регенерації рослин, зокрема 
гібридів, хромосоми можуть зазнавати сильної перебудови та сильно 
змінюватись порівняно з хромосомами вихідних видів рослин (Кунах, 1979; 
Larkin & Scowcroft, 1981). В нашому випадку цитогенетичний аналіз 
полегшувався завдяки тій обставині, що хромосоми рослин 
N. plumbaginifolia, N. sylvestris та A. belladonna морфологічно дуже 
відрізняються між собою. Так, диплоїд N. plumbaginifolia має 20 
телоцентричних або акроцентричних різних за розміром хромосом, тоді як 
диплоїд N. sylvestris має 24 однакових за розміром метацентричних 
хромосом (Hung ct al., 1993). У диплоїдної рослини A. belladonna присутні 
72 метацентричні хромосоми, в два рази коротші та тонші, ніж хромосоми 
N. plumbaginifolia (Gleba ct al., 1988).

З  результатів цитогенетичного аналізу видно, що АПМ- (Табл. 2) та 
ТФЛ-стійкі (Табл. 4) соматичні гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris, 
отримані при симетричному злитті, містять невелику кількість хромосом 
донорів (за виключенням гібриду NpNs-22) та ди- або тетраплоїдний набір 
хромосом реципієнту, що свідчить про переважну сегрегацію хромосом 
N. plumbaginifolia в даііній Комбінації. Ці результати можна розглядати як 
підтвердження відомих даних про спонтанну елімінацію геному донора 
N. plumbaginifolia (від 33% до 67%) при отриманні високоасиметричних 
гібридів між N. plumbaginifolia та N. tabacum без якої-нибудь попередньої 
їх обробки (Agoudgil ct al., 1990).

При симетричній гібридизації протопластів N. plumbaginifolia та 
A. belladonna були відселектовані морфологічно різні гібриди, які 
відповідно мали різні набори хромосом (Табл. 2, 4). Так, АПМ- (Табл. 2) 
та ТФЛ- стійкі (Табл. 4) гібриди, які успадкували морфологію
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A. belladonna, містили ди- або тетраплоїдний набір хромосом реципієнту та 
1-3 хромосоми донору. Навпаки, гібриди з панелі NpAb-201 - NpAb-204 
(морфологічно подібні до тютюну) містили ди- або тетраплоїдний набір 
хромосом N. plumbaginifolia та декілька хромосом бсладоини. Наявність 
різних хромосомних наборів у цих гібридних рослин свідчить про те, що у 
соматичних гібридів N. plumbaginifolia + A. belladonna не відбувалось 
переважної елімінації хромосом того чи іншого батька.

Таблиця 2. Характеристика хромосомних наборів АПМ-стійких соматичних 
гібридів, отриманих при симетричному злитті

Соматичний
гібрид/батько

Хромосомний
набір

Кількість хромосом

N. plumbaginifolia N. sylvestris .-1. belladonna

NpNs-1 2n=24-25 1 23-24
NpNs-2 2n=49-50 1-2 48
NpNs-4 2n~S0 2 48
NpNs-5 2n=49-50 1-2 48
N'pNs-7 2n=48-50 1-2 47-48
NpNs-8 2n=25-26 1-2 24
NpNs-10 2n=25-26 1-2 24
NpNs-12 2n=32-34 8-10 24
NpNs-22 2n=44 20 24
NpAb-106 2n=145-147 1-3 144
NpAb-107 2n=71-75 1-3 70-72
NpAb-202 2n=26 20 5-6
NpAb-204 2n=42 40 2
N. plumbaginifolia 2n=20 20
N. sylvestris 2n=24 24
A. belladonna 2tr=72 72

Скорочення: NpNs - соматичні гібриди між N. phimbaginifolia і N. sylvestris, 
NpAb - соматичні гібриди між N. plumbaginifolia і Л. belladonna, стійкі до дії 
АІІМ

АПМ- (Табл. 3) та ТФЛ-стійкі (Табл. 5) міжвидові та міжтрибні 
гібриди, які були отримані внаслідок у-гібридизації (у-опроміиеппя 
використовували для індукції елімінації генетичного матеріалу 
N. plumbaginifolia), містили незначну кількість генетичного матеріалу 
донорів та ди- або тстраплоїдні набори хромосом реципієнтів.
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Таблица 3. Характеристика хромосомних наборів АПМ-стійких соматичних у- 
гібридів

Соматичний
гібрид/батько

yNpNs-3

Хромосомний
набір

/

2n=25

Кіл

Я. plumbaginifoli 

1

ькість хромосом 

а N . sylvestris 

24

Л. belladonna

yNpNs-4 2n=49-50 1-2 48
yNpNs-11 2n=25 2 48
yNpNs-16 2n=49-51 1-3 48
yNpAb-2 2n=146-149 2-5 144
yNpAb-4 2n=73-78 1-6 72
yNpAb-5 2n=t47-148 3-4 144
N. plumbaginifolia 2n=20 20
N. sylvestris 2n=24 24
A. belladonna 2n=72 72

Скорочення: yNpNs - соматичні у-гібриди між N. plumbaginifolia та N. sylvestris, 
yNpAb - соматичні у-гібриди між N. plumbaginifolia та A. belladonna, стійкі до дії 
АПМ

Таблица 4. Характеристика хромосомних наборів ТФЛ-стійких соматичних 
гібридів, отриманих при симетричному злитті

Соматичний' 
гібрид/батько

NN-1

Хромосомний
набір

2 п=24-25

Кільки

N. plumbaqinifoUa А 

1-2

:ть хромосо; 

1. sylvestris 

23-24

■і

A. belladonna

NN-3 2п=24-25 1-2 23-24
NN-4 2п=27 3 24
NA-1 2п-144-146 2 142-144
КА-2 2а= 144-146 2-3 140-142
NA-4 2п=73-74 1-2 72
N. plumbaginifolia 2п=20 20
N. sylvestris 2.1=24 24
A. belladonna 2п=72 72

Скорочення: NN - соматичний гібрид між N. plumbaginifolia та N. sylvestris, NA 
- соматичний гібрид між N. plumbaginifolia та A. belladonna, стійкі до дії ТФЛ



Таблица 5. Характеристика хромосомних наборів ТФЛ-стійких соматичних у- 
гібридів

Соматичний 
гібрид/батько

Хромосомний
набір

Кількіст 

N. plumbaqinifolia N.

ь хромосом

sglvestris Л. belladonna

yNN-2 2n=48-50 2 46-48
yNN-3 2n=24-25 1-2 23-24
yNN-4 2n=48-50 2 46-48
vNN-9 2n=27 3 24
yNA-1 2n=144-t46 2 142-144
vNA-2 2n=144-146 2 142-144
уЫА-3 2n=73-74 1-2 72
yNA-4 - 2q=74-76 2-4 72
,V. plumbaginifolia 2n~20 20
N. sylnestris 2n=24 24
A. belladonna 2n=72 72

Скорочення: yNN - соматичний у-гібрид між N. plumbaginifolia та N. sylvestris, 
yNA - соматичний у-гібрид між N. plumbaginifolia та A. belladonna, стійкі до дії 
ТФЛ

Вивчення фертильності гібоилів та успадкування ознак стійкості до 
АПМ чи ТФЛ в їх першому поколінні. При аналізі фертильності 22 АПМ- 
і ТФЛ-стійких гібридів N. plumbaginifolia + N. sylvestris та 
N. plumbaginifolia + A. belladonna спочатку були проведені досліди но 
самозапиленню цих рослин, що дозволило відібрати нефертильні лінії. Як 
правило, такі гібриди характеризувались великими хромосомними 
наборами, що, напевно, і було головною причиною їх нездатності до 
нормального функціонування та утворення репродуктивних органів. Так, 
серед проаналізованих ліній рослин N. plumbaginifolia + N. sylvestris 
нефертильними виявились гібриди NpNs-4, NpNs-5, NpNs-7, yNpNs-16, NN-3, 
NN-9, yNN-З, yNN-4. В сі вони мали тстраилоїдний набір хромосом 
реципієнта та 1-3 хромосоми N. plumbaginifolia, за виключенням гібриду 
yNN-З (2п=24-25). Останній мав редуковану квітку (з аномально 
розвинутою маточкою), наслідком чого була його повна нездатність до 
занилення. Серед проаналізованих ліній в комбінації N. plumbaginifolia + 
A. belladonna нефертильними виявились гібриди NpAb-204, yNpAb-2, 
yNpAb-5, NA-1, NA-2, yNA-І , yNA-2, геноми яких містили 144-149 хромосом 
(за виключенням гібриду NpAb-204, який мав 42 хромосоми: 2 хромосоми 
від беладонни та 40 хромосом від тютюну). Гібридні рослини, які
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виявились фертильними при самозапиленні, в подальшому зворотньо 
запилювались відповідною реципієнтною лінією (.V. sylvestris чи 
A. belladonna). У гібридів NpAb-107 та NA-1 після схрещування з 
беладонною не вдалось отримати насіння.

Для вивчення успадкування стійкості до АПМ та ТФЛ в першому 
поколінні гібридних рослин було проведено аналіз схожості насіння, 
отриманого від самозапилення та зворотнього запилення фертильних 
гібридів, на середовищах з селективпими концентраціями гербіцидів (5 
мкМ або 12 мкМ ТФЛ) (Табл. 6). Процент схожості насіння від 
самозапилення у проаналізованих гібридів на середовищах без гербіцидів 
складав від 56,8% до 93,4%, з АПМ чи ТФЛ - від 43,2% до 78,2% (для 
встановлення цих значень висаджували не менше 300 насінин кожного 
гібриду). Процент схожості насіння гібридів від зворотнього запилення з 
N. sylvestris або, відповідно, з A. belladonna на середовищах без гербіцидів 
складав 32,7-87,8%, з гербіцидами - 26,7-63,2% (Табл. 6 ). Очевидно, що 
ознаки стійкості до гербіцидів передавались в першому поколінні гібридів 
по складній схемі. Можливо, цс пов’язано з аномальним хромосомним 
статусом гібридів чи відсутністю в деяких випадках гомологічної пари 
перенесених хромосом від N. plumbaginifolia, або ж зі складними 
порушеннями, які можуть відбуватися під час мейотичного поділу клітин в 
репродуктивних органах. Таким чином, ознака стійкості у фертильних 
АПМ- та ТФЛ-резистентних гібридів може успадковуватись в першому 
поколінні цих рослин.

Таблиця 6. Схожість насіння АПМ- та ТФЛ-стійких соматичних гібридів в 
присутності селективних концентрацій гербіцидів

~~~~— Схожість
~ ~ '-^н ас  і ння

Гібриди
Самозапилення

Зворотне запилення 
(з реципієнтом)

бел гербіциду з гербіцидом без гербіциду з гербіцидом

NpNs-1 90,1% 70,8% 87,8% 63,2%
NpNs-8 93,4% 78,2% 54,2% 33,8%
■yNpNs-З 84,3% 72,8% 75,6% 58,9%
yNpNs-11 56,8% 43,2% 32,7% 26,7%
NpAb-107 78,4% 53,4% - -

NN-1 85,4% 62,8% - -

yNA-3 91,7% 75,4% 64,7% 49,8%
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III. Докази природи стійкості гібридів

Аналіз гібридів за допомогою імуіюфлюорссисмтної мікроскопії. Відомо, 
що хоча АПМ і ТФЛ належать до хімічно різних класів герб іци дів , вони 
характеризуються однаковими симптомами враження рослин та схожими 
механізмами дії: норушешіям розвитку мсристеми коренів та пагонів 
(Appleby & Valverde, 1989), що являється результатом деполімеризації 
сітки мікротрубочок після їх дії (Morejohn & Fosket, 1991). Відомо, що 
гербіциди цих двох класів зв’язуються я ізольованим тубуліном рослин та 
інгібують збирання рослинних мікротрубочок in vitro (Morejohn & Fosket, 
1991). Тому для з ’ясування стійкості мікротрубочок до дії АПМ чи ТФЛ в 
отриманих гібридах N. plumbaginifolia + N. sylvestris та N. plumbaginifolia 
+ A. belladonna проводили імунофлюорссцсптну мікроскопію з мстою 
візуалізації цих структур в інтерфазних та мітотичних клітинах після їх 
обробки даними гербіцидами.

При аналізі міжвидових гібридів та батьківських форм було 
встановлено, що кортикальні мікротрубочки протопластів АПМ-стійкої 
мутантної лінії N. plumbaginifolia та отриманих гібридів N. plumbaginifolia 
+ N. sylvestris, стійких до АПМ, зберігали свою нативну структуру після 
обробки 5 мкМ АПМ на протязі 2 год (Рис. 36, Зд - для гібриду yNpNs-3). 
Аналогічні результати для вихідного мутанту вже були представлені раніше 
(Страшнюк, 1993). Було показано, що стабільність сітки мікротрубочок 
мутанту до даної речовини пов’язана з появою зміненої субодиниці р- 
тубуліну, що, можливо, є результатом мутації о ієні р-тубуліпу 
(Страшнюк, 1993). Кортикальні мікротрубочкіг'протопластів, виділених з 
N. sylvestris, руйнувалися за цих умов (Рис. Зг).

Відомо, що більш чутливими до дії антимікротрубочкових сполук 
являються мітотичні структури (препрофазна стрічка, веретено поділу, 
фрагмонласт) (Hoffman & Vaughn, 1994), тому наступним етапом 
досліджень було вивчення впливу АПМ на -регенеровані протопласти 
гібридних та батьківських рослин. Було показано, що повне руйнування 
мітотичних веретен регенерованих мезофільних протопластів N. sylvestris 
також виникає при обробці АПМ в концентрації 5 мкМ на протязі 2 год. 
Однак веретена мутанту та гібридів, як і кортикальні сітки мікротрубочок, 
за аналогічних умов обробки були резистентними до дії АПМ та зберігали 
свою нативную форму.

При тестуванні чутливості мікротрубочок протопластів гібридних 
рослин N. plumbaginifolia + N. sylvestris, стійких до трифлюраліну, було 
показано, що як і в випадку з ТФЛ-стійкими мутантами N. plumbaginifolia 
(Страшнюк, 1993; Блюм и др., 1996), їх кортикальні та мітотичні 
мікротрубочки не руйнувалися при обробці 12 мкМ ТФЛ па протязі 2 год. 
Мікротрубочки протопластів батьківської лінії N. sylvestris повністю
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дспо.пімеризувалися після дії даної речовини за цих умов. ІІсвнс, стійкість 
мікротрубочок гібридів до дії АПМ чи ТФЛ може бути пов’язана з иаявніс-

Рис 3. Результати імупофлтооресцептиої мікроскопії кортикальних мікротрубочок 
після їх пофарбування моноклональними антитілами TU-01 в протопластах без обробки 
(а, в) та після обробки АПМ (б, г, д): а, б - АПМ-стійкий мутант N. plumbaginifolia', в, 
г - N. sylvestris; д - yNpNs-З. Масштаб: в 1 см - 20 мкм.
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Рис. 4. Результати візуалізації мікротрубочок за допомогою моноклопальшіх антитіл 
TU-01 (а, б, в) та пофарбування ДНК за допомогою Hocchst. 33258 (г, д, є) в 
регенерованих протопластах після їх обробки АПМ: а, г - АПМ-стііікніі мутант 
N. plumbaginifolia; б, д - A. belladonna; в, е - NpAb-107. Масштаб: в І см - 10 мкм.

по мутантного тубуліну, успадкованого від АПМ- або ТФЛ-рсзистентної 
рослини N. plumbaginifolia, який входить до їх складу.

При аналізі АПМ- або ТФЛ-стійких міжтрибних гібридів 
N. plumbaginifolia + A. belladonna та батьківської лінії A. belladonna було 
встановлено, що в регенерованих протопластах Л. belladonna після обробки 
5 мкМ АПМ або 12 мкМ ТФЛ теж спостерігалося повне руйнування 
мітотичних мікротрубочок (Рис. 4, зокрема для гібриду NpAb-107). Як 
видно із Рис. 4 в протопластах АПМ-стійкої лінії N. plumbaginifolia та 
гібриду NpAb-107, що діляться, за даних умов клітини. не зупинялися в
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прометафазі та зберігали нормальну форму веретена поділу (Рис. 4а, 4в). 
Протопласти, які аналізувалися, додатково забарвлювали за допомогою 
Hocchst 33258 для дстекції положення ДНК в клітинах (Рис. 4г, 4д, 4е).

Із результатів імуіюфлюоресцентного аналізу можна зробити висновок, 
що мікротрубочки і кортикальних сіток, і мітотичних структур протопластів 
АПМ- та ТФЛ-стійких гібридних ліній рсзестентні до дії даних 
антимікротрубочкових сполук на відміну від таких рсципієїгпіих ліній 
(N. sylvestris, A. belladonna). Отже, стійкість мікротрубочок гібридів могла 
би бути нояснена наявністю в складі їх мікротрубочок мутантної ізоформи 
р-субодиниці тубуліну (як у випадку мутантів), яка скспрссуеться в 
результаті переносу мутантного гену р-тубулину від АПМ- чи ТФЛ-стійкої 
рослини N. plumbaginifolia.

Біохімічний аналіз гібридних ліній. Відомо, що стійкість різних 
мутантних ліній нижчих еукаріот, клітин ссавців та рослин до 
антимікротрубочкових сполук забезпечується появою генетичних змін в 
одній із субодиннць тубуліну (Блюм и Страшнюк, 19.93). Як уже 
згадувалось вище, у АПМ- та ТФЛ-резистентних ліній порівняно з 
чутливим типом N. plumbaginifolia були виявлені зміщення в більш кислу 
область однієї із ізоформ р-тубуліну (Рис. 56 для АПМ-стійкого мутанту), 
котра і забезпечувала стійкість мутантних рослин до даних речовин 
(Страшнюк, 1993).

Для того, щоб проаналізувати наявність мутантної ізоформи 0- 
субодииипі тубуліну в складі мікротрубочок гібридів N. plumbaginifolia + 
N. sylvestris та N. plumbaginifolia+A. belladonna був проведений двомірний 
електрофорез тубуліну гібридних та батьківських рослин з наступним 
імуноблотипгом. Результати цих аналізів дали можливість встановити 
присутність в гібридах N. plumbaginifolia + N. sylvestris та N. 
plumbaginifolia+A. belladonna поряд з ізоформами а- та р-тубулінів 
реципієнтів додаткової ізоформи р-тубуліну, яка була характерною для 
мутантів N. plumbaginifolia. Положення мутантної ізоформи р-субодиииці 
тубуліну серед інших ізоформ цього білку у гібрида N. plumbaginifolia + 
A. belladonna (NpAb-107), стійкого до АПМ, показано на Рис. 5г. Отже, в 
кожному із проаналізованих випадків появу цієї додаткової ізоформи р- 
тубуліну на слектрофореграмах тубуліну гібридів слід пов’язувати з 
переносом мутантного гену р-тубуліну та ного експресією від рослини- 
донора N. plumbaginifolia.

Ці дані дають можливість припустити, що отримані нами соматичні 
гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris та N. plumbaginifolia +
A.belladonna, стійкі до АИМ чи ТФЛ, успадкували мутантний ген р- 
тубуліну від відповідної резистентної батьківської лінії N. plumbaginifolia, 
який здатен забезпечувати стійкість гібридів до дії цих 
антимікротрубочкових сполук.



Рис.5. Результати двоміриото електрофорезу тубуліну, виділеного з: а - контрольної 
рослини N. plumbaginifolia. чутливої до АПМ, б - АПМ-стііікого мутанту 
N. plumbaginifolia-, в - рослини A. belladonna; г - соматичного гібриду N. plumbaginifolia 
+ Л. belladonna (.NpAb-107).

Таким чипом, нами вперше серед вищих рослин отримані 
високофункціопальиі соматичні гібриди N. plumbaginifolia + N. sylvestris 
та N. plumbaginifolia + A. belladonna, стійкі до речовин з аитимікро- 
трубочковим механізмом дії - аміпрофосмстилу (фосфоротіоамідного гербі­
циду) та трифлюраліну (динітроанілінового гербіциду) Дані рослини 
представляють собою клітинні системи з маркерним білком (мутантна 
ізоформа ^-тубуліну, яка з ’являється внаслідок уснадковапня генетичного 
матеріалу від N. plumbaginifolia) в складі їх гібридних мікротрубочок, 
котрий відповідає за резистентність до вищеназваних сполук. Результати 
експериментів дають можливість стверджувати, що оскільки мутантний ген 
тубуліну, котрий забезпечує стійкість до аміпрофосмстилу чи 
трифлюраліну, поки що не ізольований, то перенос цієї ознаки стійкості до 
інших видів рослин можна здійснювати за допомогою методу соматичної 
гібридизації. В подальшому, гібриди, які успадкували мінімальну кількість
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Хромосом від jV. plumbaginifolia, можуть бути використані для 
ідентифікації та клонування мутантного гену тубуліну з ціллю перенесення 
його v важливі сільськогосподарські культури для отримання стійких до 
даних гербіцидів сортів рослин.

ВИСНОВКИ

1. За допомогою методу симетричної соматичної гібридизації отримані 
гібриди в комбінаціях N. plumbaginifolia + N. sylvestris та 
N. plumbaginifolia + A. belladonna, стійкі в кожному із випадків або до 
аміирофосметилу (АПМ), гербіциду фосфоротіоамідного ряду, або до 
трифлюраліну (ТФЛ), гербіциду динітроанілінового ряду. Ця стійкість 
була перенесена до гібридних клітин від відповідних батьківських ліній 
N. plumbaginifolia, резистентних до аміирофосметилу або трифлюраліну.

2. За допомогою методу асиметричної гібридизації (шляхом у- 
опромінення донорних ліній) отримані високоасимстричні гібриди зі 
стійкістю до АПМ та ТФЛ в тих же комбінаціях, що і в випадку 
симетричної гібридизації.

3. На підставі результатів цитогепетнчного аналізу та результатів 
вивчення успадкування ознаки стійкості у першого покоління фертильних 
соматичних гібридів продемонстровано, що їх стійкість до АПМ та ТФЛ t 
прямим наслідком переносу генетичного матеріалу від відповідних мутантів 
N. plumbaginifolia.

і .  Встановлено, що як і кортикальна сітка мікротрубочок, так і 
мітотичні структури мікротрубочок в протопластах, ізольованих із 
соматичних гібридів, стійких до гербіцидів з анти м і кротрубоч кови м 
механізмом дії, характеризуються підвищеною стійкістю до АПМ та ТФЛ в 
кожному окремому випадку. Це дозволяє стверджувати, що як і в випадку 
батьківських мутантних ліній N. plumbaginifolia, стійкість гібридів може 
бути наслідком генетично обумовлених змін структури мікротрубочок.

5. За допомогою двомірного електрофоретичного аналізу підтверджено, 
що стійкість окремих гібридів до АІІМ і ТФЛ пов’язана з наявністю 
мутантних ізоформ р-тубуліну, успадкованих від батьківських 
N. plumbaginifolia.

6. Виходячи з результатів соматичної гібридизації запропоновано 
використання ознаки стійкості до АПМ та ТФЛ як селективних маркерів у 
соматичній гібридизації рослин, а мутантного р-тубуліну - як маркер для 
вивчення функціонування систем мікротрубочок в гібридних клітинах.

7. Продемонстрована принципова можливість використання 
асиметричної гібридизації для переносу ознаки стійкості до гербіцидів з 
антимікротрубочковим механізмом дії від відповідних мутантних рослин в 
філогенетично віддалені види вищих рослин.
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The results of 11 scientific publications are defended.
As a result of symmetric and asymmetric hybridization high functional .V. 

plumbaginifolia + N. sylvestris and N. plumbaginifolia + A. belladonna 
somatic hybrids with the resistance to amiprophosmethyi (phosphorotioamide 
herbicide) or trifluralin (dinitroaniline herbicide), respectively, were obtained. 
By genetic, cytogcnctic analysis, immonofluorescent microscopy methods and 
biochemical analysis it was shown that resistance deals with the transfer of 
mutant tubulin gene, because its product - the mutant p-tubulin isoform - is 
the component of microtubules of hybrid cells.

Емец А. И. Соматические гибриды Пасленовых на основе мутантов 
Nicotiana plumbaginifolia, устойчивых к действию соединений с 
антимикротрубочковой активностью.

Диссертация на соискание ученой степени кандидада биологических 
наук по специальности 03.00.25 - клеточная биология, Институт клеточной 
биологии и генетической инженерии НАН Украины, Киев, 1996.

Защищается 11 научных работ но теме диссертации.
В результате симметричной и асимметричной гибридизации получены 

высокофункциональные соматические гибриды N. plumbaginifolia +yN. 
sylvestris и N. plumbaginifolia + A. belladonna, устойчивые в каждом из 
случаев к действию антимикротрубочковых веществ - аминрофосметила 
(фосфоротноамидного гербицида) и трифлюралина (д и 11 итроан или і ювого 
гербицида). С помощью генетического, цитогенетического анализа, методов 
иммунофлюоресцентной микроскопии и биохимического анализа 
установлено, что устойчивость связана с переносом мутантного гена 
тубулина, продукт которого - мутантная изоформа р-тубулина - является 
составной частью микротрубочек гибридных клеток.

Ключевые слова: мнкротрубочки, р-тубулин, антимикротрубочковые 
вещества, устойчивость к гербицидам, амипрофосметил, трифлюралин, 
перенос устойчивости, соматические гибриды.
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