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FLUORESCENCE INTENSITY PROFILES

OF IN SITU HYBRIDIZATION SIGNALS

DEPICT GENOME ARCHITECTURE

WITHIN HUMAN INTERPHASE NUCLEI

An approach towards construction of two�dimensional

(2D) and three�dimensional (3D) profiles of interphase chro�

matin architecture by quantification of fluorescence in situ

hybridization (FISH) signal intensity is proposed. The tech�

nique was applied for analysis of signal intensity and distribu�

tion within interphase nuclei of somatic cells in different

human tissues. Whole genomic DNA, fraction of repeated

DNA sequences (Cot1) and cloned satellite DNA were used as

probes for FISH. The 2D and 3D fluorescence intensity pro�

files were able to depict FISH signal associations and somatic

chromosome pairing. Furthermore, it allowed the detection of

replicating signal patterns, the assessment of hybridization

efficiency, and comparative analysis of DNA content variation

of specific heterochromatic chromosomal regions. The 3D flu�

orescence intensity profiles allowed the analysis of intensity

gradient within the signal volume. An approach was found

applicable for determination of assembly of different types of

DNA sequences, including classical satellite and alphoid

DNA, gene�rich (G�negative bands) and gene�poor (G�posi�

tive bands) chromosomal regions as well as for assessment of

chromatin architecture and targeted DNA sequence distribu�

tion within interphase nuclei. We conclude the approach to be

a powerful additional tool for analysis of interphase genome

architecture and chromosome behavior in the nucleus of

human somatic cells.

Introduction. The investigation of high�order

chromatin arrangement is a promising direction in

cell biology and genetics due to the immense impact

of nuclear organization on functional genome

activity in somatic cells. Substantial progress made

throughout last decades has given us the look at how

positioning of chromosomes in the nucleus is linked

to genome functions. We know now that chromo�

somes are compartmentalized into specific vol�

umes, arrangement of chromatin is likely to be con�

served throughout mitotic division, transcriptional

activity is determined by positioning of a gene with�

in the chromosomal volume, chromatin arrange�

ment differs between cell types [1–3]. Despite of

these achievements, a number of gaps in our incom�

plete knowledge concerning nuclear organization in

interphase nuclei of different human somatic cells

evidence for the need of technology improvement

in chromatin arrangement studies. An approach to

quantify fluorescence in situ hybridization (FISH)

signals proposed earlier was shown to be useful for

applied molecular cytogenetics [4, 5]. This commu�

nication extends the potential of quantitative FISH

(QFISH) technique for chromatin arrangement

studies. Additionally, we propose for the first time

the construction of three�dimensional (3D) intensi�

ty profiles allowing the analysis of intensity distribu�

tion within signal area supposed to be useful for

determination of DNA sequence positioning and

variation in interphase.

Materials and methods. Peripheral blood lym�

phocytes were obtained from individuals with nor�

mal male and female karyotype. Chromosomal

preparations of blood lymphocytes were made

according to standard protocols with fewer modi�

fications [6, 7]. Interphase nuclei of chorionic villi

were obtained from specimens of spontaneous

abortions, which were identified to possess diploid

chromosome complement [8]. The fresh�frozen

brain tissue samples were acquired from the Brain

Bank of the National Research Center of Mental

Health of Russian Academy of Medical Sciences

(NRCMH RAMS). The processing of the adult

brain tissue for FISH was performed according to

a step�by�step protocol described earlier [9]. To

prepare the suspension of volumetric interphase

nuclei an acetic acid free processing procedure was

applied. In total, 20 samples of blood lympho�

cytes, 20 samples of chorionic villi, and 3 samples

of the adult brain were studied. FISH was per�

formed according to the previously described pro�

tocols [6, 10–12]. DNA probes used were those
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painting classical satellite DNA of chromosomes 1,

9, and 16; alphoid satellite DNA of chromosomes

17, and X; Cot1�DNA probe, cloned classical satel�

lite DNA sequences, all the centromeric DNA,

short interspersed repetitive elements, produces flu�

orescent R�banding or paints gene�rich euchromat�

ic regions of the genome depending on temporal

hybridization conditions; total�human�DNA�probe

suppressed by Cot1 DNA during hybridization

(paint euchromatic regions of the genome). All the

probes, taking part of the original collection of labo�

ratory of cytogenetics of NRCMH RAMS, were

described previously [6, 7, 13, 14]. QFISH was per�

formed as described previously [4, 5, 15]. The con�

struction of intensity profiles was made by digital

capturing of microscopic image by the monochrome

CCD camera, LG�3 grayscale scientific PCI frame

grabber, and Scion Image Beta 4.0.2 software

acquired from www. scioncorp.com. Both 2D (two

dimensional) and 3D profiles of FISH signal inten�

sities were obtained via the use of corresponding

software options and the macros supplied by the

manufacturer. Volumetric brain derived interphase

nuclei were analyzed through the corresponding

stacking options of the software. For 2D profile

analyses, 50 nuclei were evaluated per sample per

probe (DNA probes for chromosomes 1, 9, 16, 17, X

and Y) and 30 nuclei were evaluated per sample per

probe in case of 3D profile analyses.

Results and discussion. To test the versatility of

the approach dividing and postmitotic cells were

analyzed. The technique was elaborated through

studying interphase nuclei of chorionic villi, cul�

tured peripheral blood lymphocytes, and cells of

the adult brain. First, 2D profiles have demon�

strated interphase paired signals for autosomes,

which have been present in all the tissues analyzed.

This appeared as single signal with doubled relative

intensity in a nucleus. The occurrence of paired

signals significantly differed between tissues being,

however, slightly different from sample to sample

of the same tissue (Fig. 1). The higher incidence

was in human brain cell suspensions (average

48 %), while chorionic villi and blood lympho�

cytes demonstrated significantly lower incidences

of paired signals, average– 6.4 and 7.3 %, respec�

tively. As to the X chromosome, paired signals were

occasionally detected (1–5 nucleus per sample).

Nuclei exhibiting single signal with relative inten�

sity similar to each single signal of disomic nuclei

Fig. 1. QFISH with construction of 2D intensity profiles on

human interphase nuclei: I – QFISH on interphase nuclei

of chorionic villi showing that left nucleus have a single sig�

nal (relative intensity 3364 pixels) in contast to right one

with two signals (relative intensities 1540 and 1842 pixels).

Comparing the intensities of these signals, we come to the

conclusion that left nucleus have a paired signal; II – the fre�

quency of paired signals revealed by chromosome enumer�

ation probes for chromosomes 1, 9, 16, and 17 in the adult

brain (a), chorionic villi (b) and blood lymphocytes (c)



were considered as monosomic and were excluded.

Both chorionic villus and blood lymphocyte were

characterized by occurrence of replicated signals.

The rate of their incidence exceedingly varied from

sample to sample being observed in all samples

analyzed. Thus, the range of occurrence of repli�

cated signals was between 4 and 46 % in blood

lymphocytes and was 10–51 % in chorionic villi.

The human brain occasionally demonstrated

replicated signals. Replicated signals appeared as a

doubled signal with two peaks of identical relative

intensity having a connecting fluorescent track

(data not shown). Replicated signals were usually

coupled with a single signal in the case of chromo�

some X or occurred simultaneously in the case of

autosomes. However, deviated patterns of signal

appearance were observed in a small proportion of

cells (less than 2 %).

Additional interesting observation made during

the testing of the approach was referred to the pos�

sibility of assessment of both hybridization efficien�

cy and DNA sequence size variation in a chromo�

somal region. To monitor hybridization efficiency,

dependence between signal relative intensity and

time was obtained. The 100 % of hybridization effi�

ciency was considered the time point when relative

intensity of hybridization signals stopped to

change. Using different DNA probes, we succeed�

ed to define this point as nearly 960 minutes or

16 hours (Fig. 2). This feature of the approach was

not only useful for selecting optimal hybridization

conditions, but also provided for selecting condi�

tions for the analysis of DNA seuquences distribu�

tions (using Cot1�DNA� and total�human�DNA�

probe) in 3D intensity profiles assay. Through

comparing the ratio of relative signal intensities of

homologous chromosomes in metaphase spreads

and interphase nuclei, we found almost complete

equality between these values in all the samples

analyzed (data not shown). Therefore, the assay

proposed can define relative size of DNA sequence

in a specified chromosomal region in interphase.

Comparing the intensity of profiles obtained by

sequential quantification of FISH signals through

the stacks of volumetric nuclei, we found that the

area of intensity profiles (the value of relative inten�

sity) changed insignificantly, whereas the shape of

the curve tended to change. This means that analy�

sis of intensity profiles of FISH signals allows to

analyze DNA size and behavior independently

from processes happening with nucleus during pre�

paration of cell suspensions.

During analyses with DNA probes painting dif�

ferent repetetive DNAs of cellular genome, we

have noticed that the distribution of intensity with�

in area is non�random and tends to vary within

nuclear area. To address this type of DNA behav�

ior, QFISH constructing 3D intensity profiles was

applied. The latter has shown that satellite DNAs

tend to gather forming large assemblies, which

corresponded to single, double and multiple 3D

fluorescent intensity peakes (Fig. 3, a). Using this

tentative classification, we were able to show tis�
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Fig. 2. QFISH identification of optimal hybridization condi�

tions. Relative intensities were measured at different time

points. The 100 %�efficiency was considered the point when

relative intensities ceased to change: 960 minutes or 16 hours

Fig. 3. QFISH with construction of 3D intensity profiles on

interphase nuclei of the adult human brain with Cot1�DNA

probe at temporal conditions when all large satellite DNAs

are painted: a– assembly of satellite DNA appearing as single

peak; b– assemblies of satellite DNA appearing as multiple 

peaks (mainly 3 peaks)



sue�specific patterns of repetetive DNA assem�

blies. Thus, large assemblies with single 3D fluo�

rescent intensity peak per nucleus were more fre�

quent in adult brain cells (mean 34 %), whereas in

chorionic villi and blood cells satellite DNA assem�

blies were relatively uncommon (mean 5 and 3 %,

respectively). Large assemblies appearing as dou�

ble 3D fluorescent intensity peak per nucleus were

less common as to single�peak�assemblies in the

adult brain being, however, more frequent as to

other tissues; mean frequencies of such assemblies

were 17 % (the adult brain), 7 % (chorionic villi),

and 4 % (blood lymphocytes). Satellite DNA assem�

blies characterized by multiple 3D fluorescent

intensity peaks per nucleus (more than 2 relatively

large 3D intensity profiles) were rare in the adult

brain (mean frequency 3 %), but were more com�

mon in chorionic villi (mean frequency 9 %), and

even more common in blood lymphocytes (mean

frequency 33 %). The assemblies were almost exclu�

sively referred to satellite DNA (both classical and

alpha satellite), whereas gene�rich euchromatic

regions and gene�poor euchromatic regions tended

to be distributed regularly within nuclear area.

Although gene�rich euchromatic regions more

commonly were distrubted along nuclear periph�

ery in contrast to gene�poor euchromatic regions

that more commonly tended to position closely to

nuclear center, no definitive conclusion could be

drawn, inasmuch as consistent pattern of this

DNA behavior was not observed due to exreme

arrangement variation of these DNA types.

The behavior of DNA within nuclear volume is

highly variable and appears to be crucial for func�

tional genome activity [1–3]. However, an inte�

grated view of direct relationship between chro�

mosome or specific DNA type positioning in the

nucleus and critical intracellular processes (i.e.

transcription or translation) is far from being cre�

ated. In major part this is due to technical limita�

tions, which are inteneded to be overcomed by

enhancing and modifying molecular cytogenetic

techniques [4]. The approach proposed seems to

be an interesting additional tool for studying chro�

matin behavior in interphase. Moreover, it granted

to make important observations of DNA position�

ing in interphase nuclei.

We found that genome organization varies

between tissues, as the incidence of paired chro�

mosome regions and large type�specific DNA

assemblies was different in each tissue analyzed.

This agrees with a previous study of murine ge�

nome orgnization in different tissues that conclud�

ed the existence of tissue�specific patterns of chro�

matin arrangement in interphase [16]. Futher�

more, we have observed that non�transribed DNA

sequences (satellite DNAs) possess rather complex

behavior allowing to suggest a functional role of

their positioning in interphase. The organization

of different DNA types on chromosomes (chro�

mosome banding relationship to base composition

in a chromosomal region) is featured by specific

gene content: G�negative/R�positive bands are

gene�rich regions, G�positive/R�negative bands –

gene�poor regions, chromosomal region consist�

ing of constitutive heterochromatin (C�bands) –

non�transcribed sequences apparently lacking

genes (satellite DNA) [17]. This classification was

previously used for analyses of genome organiza�

tion in lymphocytes and cancer cell lines. As a

result, there was found that chromatin arrange�

ment closely correlates with banding patterns of

human chromosomes: gene�poor regions and C�

band�regions are preferentially localized at

nuclear periphery and around the nucleolus,

whereas gene�rich regions are more frequently

positions inside the nuclear volume rarely tether�

ing nuclear membrane and the nucleolus [18]. The

present findings confirm these observation in some

extent as well as adding a new type of chromatin

behavior referred to as association of chromosome

regions or large�scale type�specific DNA assemblies

in interphase. Together, this suggests the present

approach to expand current possibilities of intr�

erphase genome organization studies and allows to

identify new types of chromatin behavior.

Another technical key point for all the studies of

chromosomes refers to their behavior during prepa�

rations of metaphase spreads or interphase nuclei

including tissue processing, fixation and delivery

on slides. Current concepts suggest these proce�

dures to influence rather chromosome length and

spreading of G�positive bands than chromatin

behaviour as the positioning of chromosomes

appears to be relatively conserved during the deliv�

ery of nuclei/metaphase suspension on slides [19].

Therefore, one can modulate chromatin behavior

in living cells skipping sophisticated volumetric

preparations. Considering this suggestion, it ap�

pears to be useful to monitor different conjunctions,
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associations and assemblies of different DNA types

and define the differences between volumetric and

routine nucleus preparations. The approach pro�

posed could be also applied for these aims.

In summary, a QFISH protocol may be not

only applied for analysis of chromosome abnor�

malities and chromosomal mosaicism or identifi�

cation of chromosome parental origin [4, 5, 15],

but also for studying nuclear organization. Futher�

more, the construction of 3D intensity profiles pro�

vides for additional information concerning DNA

behavior in interphase being, therefore, a new

technical milestone in chromatin behavior studies

achieved. It is noteworthy, that recent molecular

cytogenetic studies of the brain have proposed a

new biomedical direction termed molecular neu�

rocytogenetics (encompassing studies of chromo�

some numbers and behavior in the central nervous

system), which requires additional technical tools

to take the well�deserved place in current bio�

medecine [20]. Positive results, that were obtained

here studying the adult human brain, present the

approach described as an additional powerful

technique for genetic and cell biology investiga�

tions of the human brain.
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АНАЛИЗ ПРОФИЛЯ ИНТЕНСИВНОСТИ

СИГНАЛОВ ФЛЮОРЕСЦЕНТНОЙ

ГИБРИДИЗАЦИИ IN SITU

ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ОРГАНИЗАЦИИ ГЕНОМА

В ИНТЕРФАЗНЫХ ЯДРАХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

Представлен метод построения двухмерных (2D)

и трехмерных (3D) профилей интенсивности сигна�

лов флюоресцентной гибридизации in situ (FISH),

основанный на количественной FISH. Настоящая ме�

тодика была использована для анализа расположения

и распределения сигналов в интерфазных ядрах кле�

ток различных соматических тканей человека.

Использование 2D профилей интенсивности проде�

монстрировало возможность определения колокали�

зации FISH�сигналов. Более того, предложенный

подход позволил идентифицировать реплицирован�

ные сигналы, дать оценку эффективности гибридиза�

ции и сравнительный анализ вариации содержания

ДНК специфических участков хромосом. Построение

3D профилей показало распределение интенсивности

в пределах площади сигнала. Применение этой мето�

дики позволило определить сосредоточение различ�

ных типов последовательностей ДНК: классическая

сателлитная и альфоидная ДНК; геннонасыщенные

(G�положительные полосы) и генноненасыщенные

(G�отрицательные полосы) участки хромосом. Кроме

того, методика дала возможность оценить расположе�

ние хроматина в интерфазных ядрах как культивиро�

ванных, так и некультивированных клеток. В резуль�

тате исследования был сделан вывод о том, что

предлагаемый подход является эффективной допол�

нительной методикой для изучения ядерной организа�

ции, специфики вариации и расположения последова�

тельностей ДНК в интерфазных ядрах, а также поведе�

ния ядер при приготовлении хромосомных препаратов

соматических клеток человека.

І.Ю. Юров, С.Г. Ворсанова, Ю.Б. Юров

АНАЛІЗ ПРОФІЛЮ ІНТЕНСИВНОСТІ 

СИГНАЛІВ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЇ 

ГІБРИДИЗАЦІЇ IN SITU 

ДЛЯ ВИВЧЕННЯ ОРГАНІЗАЦІЇ ГЕНОМУ

В ІНТЕРФАЗНИХ ЯДРАХ КЛІТИН ЛЮДИНИ

Представлено метод побудови двомірних (2D) та

тримірних (3D) профілів інтенсивності сигналів флу�

оресцентної гібридизації in situ (FISH), що заснова�

ний на кількісній FISH. Наведена методика була ви�

користана для аналізу розташування та розподілу

сигналів в інтерфазних ядрах клітин різних соматич�

них тканин людини. Використання 2D профілів ін�

тенсивності продемонструвало можливість визначен�

ня локалізації FISH�сигналів. Більш того, даний

підхід дозволив ідентифікувати репліковані сигнали,

дати оцінку ефективності гібридизації та провести по�

рівняльний аналіз варіації вмісту ДНК специфічних

ділянок хромосом. Побудова 3D профілів показала

розподіл інтенсивності у межах площі сигналу. Вико�

ристання цієї методики дозволило визначити зосеред�

ження різних типів послідовностей ДНК: класична

сателітна та альфоїдна ДНК; генонасичені (G�пози�

тивні полоси) і геноненасичені (G�негативні полоси)

ділянки хромосом. Крім цього, методика надала

можливість оцінити розташування хроматина в інтер�

фазних ядрах як культивованих, так і некультивова�

них клітин. Зроблено висновок, що наведений підхід є

ефективною додатковою методикою для вивчення

ядерної організації, специфіки варіації та розташуван�

ня послідовностей ДНК в інтерфазних ядрах, а також

поведінки ядер при приготуванні хромосомних препа�

ратів соматичних клітин людини.
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ВЛИЯНИЕ УФ�Б ОБЛУЧЕНИЯ 

НА РЕПРОДУКТИВНУЮ ФУНКЦИЮ 

РАСТЕНИЙ HORDEUM VULGARE L.

Облучение проростков растений ячменя ультрафиоле�

том�Б влияет на рост и развитие половых элементов ко�

лоса: ускоряет дифференциацию спорогенной ткани пыль�

ника и мужского гаметофита, которая сопровождается

возрастанием асинхронности микрогаметогенеза, гете�

рогенности пыльцевых зерен и увеличением стерильности

пыльцевых зерен. Высокие дозы ультрафиолета способст�

вуют снижению уровня стерильности пыльцы благодаря

интенсификации гаплонтного клеточного отбора.

Влияние ультрафиолета на репродуктивную систему

растения выражается в генотоксическом (через повреж�

дение ДНК клеток меристемы) и фотоиндуцирующем

воздействии (через ускорение зацветания и дифференциа�

ции гаметофитов).

Введение. С возрастанием интенсивности

ультрафиолетового излучения и его влияния на

процессы, происходящие в биосфере, возникает

необходимость оценки цитофизиологических

изменений в растениях, которые индуцируются

этим фактором. Воздействие ультрафиолето�

вой радиации на растения в диапазоне 280–

320 нм охватывает все уровни биоорганизации

[1–4], а также сигнальную, регуляторную и

энергетическую функции [5–9]. УФ�Б модифи�

цирует воздействие других экологических фак�

торов, действуя часто аддитивно [10–12]. Чув�

ствительность высших растений к солнечному

ультрафиолетовому излучению существенно за�

висит от гено� и экотипа, этапа онтогенеза. Так,

из 300 исследуемых генотипов растений около

66 % оказались чувствительными, 25 % – сред�

нечувствительными и только 9 % – нечувстви�

тельными к УФ�Б радиации [1, 13]. Устойчи�

вость к воздействию УФ�Б излучения в засуш�

ливых условиях произрастания может подвер�

гаться действию отбора и усиливаться в после�

дующих поколениях растений [14]. У видов,

произрастающих в условиях повышенного

фона УФ�Б радиации – тропических широтах

и альпийском поясе – с возрастанием уровня

ультрафиолета возрастает и толерантность к

его воздействию [15, 16].

Одно из наиболее весомых последствий

повышения уровня УФ�Б облучения – это

повреждение репродуктивной функции расте�

ний. Генеративные ткани репродуктивных ор�

ганов – археспориальная и спорогенная ткани

пыльников и семяпочек, мужской и женский

гаметофит – надежно защищены покровами

с УФ�Б�поглощающими свойствами, в частнос�

ти, околоцветником, тканями пыльника и пес�

тика [17, 18]. По некоторым данным, стенка

пыльника поглощает до 98 % ультрафиолето�

вого излучения. Вместе с тем известно, что до�

полнительное облучение УФ�Б может угне�

тать рост и развитие растений, оказывать гено�

токсические эффекты на меристему, влиять на

опыление, снижать количество производимой

пыльцы и семенную продуктивность растений

[12,19–21].

Основной мишенью воздействия ультра�

фиолета являются, как известно, пыльцевые

зерна ветроопыляемых растений. В ходе при�

способительной эволюции аллогамных видов

сформировались разнообразные механизмы

защиты генома мужского гаметофита покрыто�
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семенных от УФ�Б радиации. Среди них осо�

бая роль принадлежит спородерме, в особен�

ности ее наружному слою – экзине, основной

компонент которой спорополленин поглощает

большую часть ультрафиолета. Характер скульп�

турированности секзины (наружного слоя эк�

зины) и наличие полленкитов, пропитывающих

полости между бакуллами, также играют защит�

ную роль, поглощая или экранируя излучение

[22, 23]. Однако у чувствительных генотипов

растений повышенные дозы ультрафиолета вы�

зывают деформацию пыльцевых зерен, измене�

ния в структуре аппертуры и форме бакулл

[20]. Критическим этапом опыления считается

фаза прорастания пыльцевого зерна, когда ге�

неративная клетка или спермии выходят в

пыльцевую трубку и оказываются незащищен�

ными (экзиной и тканями пестика) перед ульт�

рафиолетовым излучением. Это особенно опас�

но для видов с двухклеточным типом пыль�

цевого зерна, у которого деление генеративной

клетки происходит в пыльцевой трубке. У

многих видов покрытосеменных дополнитель�

ное УФ�Б облучение вызывает редукцию длины

пыльцевых трубок, а у чувствительных геноти�

пов даже слабые потоки УФ�Б (50– 70 мВт/м2)

могут ингибировать прорастание пыльцы [24].

В стратегии устойчивости пыльцевого зерна

задействованы и универсальные механизмы за�

щиты растительной клетки – синтез УФ�погло�

щающих пигментов цитоплазмы, в частности

флавоноидов, количество которых коррелирует с

уровнем естественного ультрафиолета [1, 22, 26,

27], а также система репарации, которая восста�

навливает от повреждения ДНК генеративной

клетки и спермиев при проникновении радиа�

ции внутрь пыльцевого зерна [28–30].

Помимо прямого воздействия на генератив�

ные органы, УФ�Б излучение оказывает и опос�

редованные эффекты, которые реализуются

механизмами, связанными с фоторецепцией,

трансдукцией сигнала и гормональной регуля�

цией. Эффективность воздействия во многом

зависит от стадии развития (компетентности)

растения. Один из наиболее чувствительных

этапов онтогенеза приурочен к переключению

программы вегетативного развития на репро�

дуктивный путь, что у большинства видов

инициируется определенным фотопериодом и

спектральным составом света [31]. Дополни�

тельное УФ�Б облучение модифицирует све�

товой сигнал цветения, влияя на фоторецепто�

ры и гормональный статус растения, а также

может повреждать молекулы, переносящие

сигнал к стеблевым апексам. Известны факты

ускорения или замедления зацветания [19, 20,

27]. Итак, несмотря на относительную защи�

щенность, генеративные органы растений под�

вержены как прямому воздействию УФ�Б ра�

диации, так и ее непрямым эффектам. Сведе�

ния о конкретных механизмах такого влияния

отсутствуют. В связи с этим целью настоящей

работы было выяснение механизмов воздейст�

вия дополнительного УФ�Б облучения на раз�

витие мужского гаметофита и фертильность

пыльцы, а также оценка механизмов устойчи�

вости растений к этому участку спектра элект�

ромагнитного излучения.

Материал и методы. Объектом исследования

был яровой ячмень (Hordeum vulgare L., 2n = 14),

чувствительный в отношении УФ�Б излуче�

ния вид семейства Poaceae. Использовали две

схемы опыта. По первой схеме трехсуточные

проростки ячменя на влажной фильтроваль�

ной бумаге облучали с помощью лампы Philips

TL 20 W, используя светофильтр, отсекающий

коротковолновой участок спектра ультрафио�

лета. Дозы облучения составляли 2,6 кДж/м2

(опыт 1.1) и 4,5 кДж/м2 (опыт 1.2) при интен�

сивности 3 Вт/м2. После облучения проростки

высаживали в вегетационные сосуды, а через

неделю пересаживали в открытый грунт. Во

второй схеме облучению подвергали надзем�

ную часть шестисуточных растений в дозах

8,6 кДж/м2 (опыт 2.1), 18,6 кДж/м2 (опыт 2.2)

и 40 кДж/м2 (опыт 2.3). Спустя три дня расте�

ния пересаживали в открытый грунт.

Для цитологических исследований проводи�

ли темпоральную фиксацию колосьев от начала

фазы стрелкования (что соответствует стадии

дифференциация спорогенной ткани и микро�

спороцитов) до начала колошения (период

клеткообразования в эндосперме). Для фикса�

ции использовали смесь Навашина, для окрас�

ки материала – ацетокармин. Из содержимого

пыльников изготовляли временные цитологи�

ческие препараты согласно методике [32]. Па�

раллельно с анализом препаратов осуществля�

ли подсчет нарушений в ходе гаметогенеза.

Статистическую обработку данных проводили с
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использованием функций программы Microsoft

Excel.

Результаты исследований и их обсуждение.
По росту и темпам развития ювенильные рас�

тения в опыте и контроле существенно не раз�

личались. Разница между ними проявилась в

фазе стрелкования и формирования колоса.

При этом размеры формирующегося колоса,

колосков и остей у облученных растений не�

сколько уступали контрольным, но по степени

дифференциации генеративных органов –

пыльников и семяпочек – опытные растения

опережали контрольные. Микроспорогенез и

развитие пыльцевого зерна у облученных рас�

тений проходили на 2 сут раньше, чем в конт�

роле. Так, на 43�и сутки в колосе контрольных

растений мейоз еще не начался, а в опытных

вариантах уже формировались микроспоры.

Через 48–72 ч в пыльниках облученных расте�

ний формировалась двух�трехклеточная пыль�

ца, в то время как в контроле все еще продол�

жалось развитие микроспор.

Влияние ультрафиолета на формирование
мужского гаметофита. Развитие пыльцевого

зерна (ПЗ) в опытных вариантах в большинстве

случаев происходит без патологий, сходно с

контролем (рис. 1, а и 3, а). Для ячменя, как и

большинства культурных злаков [33, 34], в раз�

витии мужского гаметофита важная роль при�

надлежит процессам, обеспечивающим поля�

ризацию пыльцевого зерна. Так, поляризация

одноядерного пыльцевого зерна определяет

асимметричность первого митоза и структурно�

функциональное различие вегетативной и гене�

ративной клеток, что необходимо для последу�

ющего развития пыльцевого зерна. В норме

микрогаметогенез завершается образованием

трехклеточного пыльцевого зерна с парой стре�

ловидных спермиев и вегетативной клеткой, за�

полненной амилопластами (рис. 1, а и 3, а).

Облучение ультрафиолетом приводило к воз�

растанию частоты отклонений в развитии пыль�

цевого зерна и повышению стерильности пыль�

цы. Отклонения обычно связаны с недостаточ�

ностью синтеза цитоплазмы в микроспоре и

вегетативной клетке, снижением интенсивнос�

ти роста пыльцевого зерна и нарушением его

специфической полярности. Возрастала асин�

хронность микроспорогенеза и развития пыль�

цевого зерна в пределах пыльцевой камеры,

степень гетерогенности (по размерам, харак�

теру вакуолизации цитоплазмы и содержанию

крахмала) пыльцы (рис. 1, б и 3, б). Наблюда�

лись случаи преждевременного вступления

в митоз генеративной клетки (рис. 1, б). В це�

лом отклонения, наблюдаемые в опытных ва�

риантах, сопряжены с ускорением сроков

формирования генеративных органов в срав�

нении с контролем.

Снижение интенсивности синтеза цито�

плазмы в пыльцевом зерне, сопровождающее
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Рис. 1. Двухклеточная стадия пыльцевого зерна: а –

контроль; б – опыт, деление генеративной клетки в 

ПЗ с дефицитом цитоплазмы

Рис. 2. Трехклеточные пыльцевые зерна: а – диффе�

ренциация спермиев, контроль; б – вариабельность 

зрелой пыльцы в опытном варианте

Рис. 3. Зрелая трехклеточная пыльца, в которой накап�

ливается крахмал: а – контроль; б – гетерогенность

пыльцы по накоплению крахмала, дегенерация спер�

миев в ПЗ с дефицитом крахмала (опыт)



развитие пыльцевого зерна в опытном вариан�

те, приводит к возрастанию процента малоплаз�

менных двух� и трехклеточных пыльцевых зе�

рен. В последнем случае спермии хотя и образу�

ются, но не завершают своей дифференциации,

сохраняя овальную форму и рыхлый «хромати�

новый скелет».

С увеличением дозы ультрафиолета повы�

шалось и число нарушений в развитии мужско�

го гаметофита. Встречались скопления микро�

спор, остановившихся в своем развитии после

освобождения из тетрад. Часть микроспор не

приобретала необходимую полярность (воз�

можно, в связи с ускорением развития пыль�

ников) и подвергалась патологическому раз�

витию, в результате которого формировались

пыльцевые зерна с равными и симметричными

ядрами или клетками. В последнем случае ге�

неративная клетка увеличивалась в размерах и

формировала отчетливую оболочку; ее мигра�

ция внутрь вегетативной клетки была при этом

невозможной.

Возрастание процента цитопатологии в

развитии пыльцевого зерна сопровождалось

интенсификацией цитолитических процессов.

При созревании пыльцевых зерен процент

стерильности также увеличивался, что, воз�

можно, связано с проявлением сублетальных

повреждений ДНК в ходе дифференциации

спермиев. При максимальной экспозиции

ультрафиолетом стерильность зрелой пыльцы

снизилась, что свидетельствовало о повышении

эффективности гаплонтного отбора. Однако

продуктивность пыльцы в пыльниках облучен�

ных растений в сравнении с контролем обыч�

но понижена.

Итак, цитопатология пыльцевого зерна

при воздействии УФ�Б облучения обусловле�

на следующими нарушениями в микрогамето�

генезе:

1) снижение интенсивности синтеза цито�

плазмы и роста микроспор;

2) изменение полярности микроспор и ха�

рактера первого (асимметричного) митоза, в

результате чего образуются два одинаковых

ядра или две симметричные клетки;

3) снижение интенсивности синтеза цито�

плазмы в вегетативной клетке и изменение

полярности двухклеточного пыльцевого зерна;

4) увеличение размеров генеративной клет�

ки, разрастание ее оболочки и невозможность

ее миграции внутрь вегетативной клетки;

5) незавершенность дифференциации спер�

миев как мужских гамет при дефиците цито�

плазмы в вегетативной клетке.

Зрелая пыльца ячменя быстро теряет жиз�

неспособность (рис. 4, а). Дегенерация спер�

миев и ядра вегетативной клетки происходит

по типу апоптоза (рис. 4, б). Индуцируемые
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Рис. 4. Дегенерация элементов пыльцевого зерна в про�

цессе утилизации пыльцы в пыльниках после опыле�

ния (а) и апоптозная гибель спермиев и ядра вегетатив�

ной клетки при дегенерации пыльцевого зерна (б)

Длина зрело�

го колоса, см

Длина

ювенильного

колоса, см

Кк Кк 1

Стерильность

двухклеточной

пыльцы, %

Кк 2

Стерильность

зрелой пыль�

цы, %

Кк 3
Вес 100

зерновок, г
Кк 4

Доза УФ�В,

кДж/м2 (варианты

опыта)

Контроль

2,6 (1.1)

4,5 (1.2)

8,6 (2.1)

18,6 (2.2)  

40 (2.3)

5,2

5,1

5,2

4,6

4,9

4,0

–0,91 5,6

5,8

6,4

5,3

5,9

5,5

–0,28 0,9

3,2

2,9

4,4

3,4

4,3

0,61 2,8

5,9

6,5

6,9

6,5

3,9

–0,17 3,67

3,78

4,05

4,08

4,12

4,12

0,67

Примечание. Кк, Кк 1, Кк 2, Кк 3, Кк 4 – коэффициенты корреляции между дозой облучения и длиной незре�

лого колоса (Кк), дозой и длиной зрелого колоса (Кк 1), дозой и стерильностью двухклеточной пыльцы (Кк 2),

дозой и стерильностью трехклеточной пыльцы (Кк 3), дозой и весом зерновок (Кк 4).
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ультрафиолетом морфологические проявле�

ния стерильности пыльцы не являются специ�

фическими, поскольку свойственны и другим

видам злаков, к примеру, разным генотипам

ржи, подвергавшимся воздействию гамма�ра�

диации. Следовательно, возрастание стериль�

ности пыльцы можно рассматривать в качестве

неспецифической реакции со стороны муж�

ского гаметофита в ответ на повышение уровня

радиации, в частности его генотоксического

воздействия. 

Стерильность незрелой (двухклеточной)

пыльцы положительно коррелировала с дозой

(коэффициент корреляции составлял 0,61),

в то время как стерильность зрелой пыльцы

обнаруживала обратную зависимость (таблица

и рис. 5). Высокие дозы ультрафиолета спо�

собствовали снижению стерильности зрелой

пыльцы, по�видимому, за счет интенсифика�

ции процессов клеточной селекции на пред�

шествующих стадиях развития. Итак, при воз�

действии ультрафиолета, помимо сигнальной

и регуляторной функций, проявляется и гено�

токсичный эффект – через прямое и/или кос�

венное повреждение ДНК клеток стеблевого

апекса. Последнее может быть связано с раз�

витием окислительного стресса.

У облученных растений согласованность в

развитии мужского и женского гаметофитов не

нарушалась. Следовательно, ускорение диффе�

ренциации охватывало не только мужскую, но

и женскую репродуктивную сферу. Опыление

происходит клейстогамно в плотно закрытом,

благодаря двум цветочным чешуям, «цветке».

Пыльца высыпается на разветвления рыльца

пестика и прорастает на их поверхности, обра�

зуя длинные трубки. Клейстогамия способст�

вует созданию влажной камеры, в которой не�

использованная пыльца и пыльцевые трубки

быстро утилизируются тканями завязи на раз�

витие зерновки. На 4–5�е сутки после опыле�

ния, при выходе из трубки, в колосе облучен�

ных растений обнаруживались наполненные

зерновки с клеточным эндоспермом и диффе�

ренцированными зародышами.

Влияние на продуктивность растений. Ульт�

рафиолетовое облучение проростков, как упо�

миналось, влияет на развитие колоса, одно�

временно задерживая его рост и стимулируя

дифференциацию половых органов. Длина

ювенильного колоса отрицательно коррелиро�

вала с дозой облучения (таблица и рис. 5). Ко�

нечная длина колоса варьировала без сущест�

венных корреляций с дозой (рис. 6). С ростом

дозы облучения вес зерновок увеличивался.

Визуальных изменений в окраске колосковых

и цветковых чешуй, покровах зерновок и эн�

досперме не обнаружено. Таким образом, одно�

кратное облучение проростков ячменя влияет

на последующее развитие растений – ускоряет

переход к репродуктивному развитию, но за�

держивает рост ювенильного колоса. Размеры

и фертильность сформированного колоса с по�

вышением дозы УФ�Б облучения существенно

не изменялись. В воздействии ультрафиолета

проявлялись сигнальная и регуляторная функ�

ции, запускающие каскад реакций, которые

ускоряют дифференциацию половых органов.

Выводы. Однократное облучение пророст�

ков ячменя ультрафиолетом�Б индуцировало

в онтогенезе ускорение дифференциации эле�
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Рис. 5. Зависимость стерильности пыльцы (по верти�

кали, %) от дозы УФ�Б облучения: а – двухклеточная

пыльца; б – трехклеточная пыльца; по горизонтали – 

доза, кДж/м2

Рис. 6. Зависимость продуктивности растений от дозы

УФ�Б облучения: а – ювенильный колос; б – зрелый

колос; в – масса зерновки; по вертикали – длина

колоса, см, и масса, г; по горизонтали – доза, кДж/м2



ментов колоса, спорогенеза и развития мужско�

го и, соответственно, женского гаметофитов.

При этом рост формирующегося колоса и его

элементов несколько тормозился. Реакция на

облучение со стороны мужского гаметофита

проявлялась в увеличении гетерогенности раз�

вития, спектра и числа цитопатологии пыльце�

вых зерен. 

По своему спектру цитологические нару�

шения, индуцируемые ультрафиолетом, явля�

ются неспецифическими. Стерильность незре�

лой (двухклеточной) пыльцы положительно

коррелировала с дозой, в то время как стериль�

ность зрелой пыльцы обнаруживала слабую

отрицательную связь с дозой. Высокие дозы

ультрафиолета способствовали повышению

фертильности зрелой пыльцы, что сопряжено

с интенсификацией гаплонтного отбора. Вес

зерновок положительно коррелировал с дозой.

Итак, воздействие ультрафиолета на репро�

дуктивную систему растения носит геноток�

сическое, сигнальное и регуляторное воздей�

ствие. В первом случае в результате прямого

или опосредованного эффектов (например,

через окислительный стресс) повреждается

ДНК клеток меристемы. Потомки этих кле�

ток, несущие нерепарируемые повреждения в

рецессивных аллелях, в последующем мик�

роспорогенезе и гаметогенезе элиминируются

через гаплонтный клеточный отбор. Во втором

случае воздействие ультрафиолета осуществ�

ляется через фоторецепцию и гормональную

регуляцию, результатом чего является ускоре�

ние цветения и формирования генеративных

органов.

E.A. Kravets, D.M. Grodzinsky, N.I. Gushcha

THE INFLUENCE OF UV�B RADIATION ON

REPRODUCTIVE FUNCTION OF HORDEUM 

VULGARE L. PLANTS

It has been shown that ultraviolet�B radiation induced

acceleration of flowering and differentiation of sexual spike

elements in barley. Increasing of pollen asynchronous

development and variability of pollen grains with growing

of pollen grain sterility were observed as well. The produc�

tivity of plants irradiated with UV�B radiation did not

change. Considerable doses of irradiation resulted in

decreasing of pollen sterility by intensification of haplontic

cell selection. The influence of UV�B radiation on the

plants can be considered as a genotoxical effects via forma�

tion of initial cell DNA damages and photoinduction.

О.А. Кравець, Д.М. Гродзинський, Н.І. Гуща

ВПЛИВ УФ�Б ОПРОМІНЕННЯ НА

РЕПРОДУКТИВНУ ФУНКЦІЮ РОСЛИН 

HORDEUM VULGARE L.

Опромінення проростків рослин ячменю ультра�

фіолетом�Б впливає на ріст і розвиток статевих еле�

ментів колоса: прискорює диференціацію спорогенної

тканини пиляка та чоловічого гаметофіту, яка су�

проводжується зростанням асинхронності мікрогаме�

тогенезу, гетерогенності пилкових зерен і збільшенням

стерильності пилкових зерен. Високі дози ультрафіолету

сприяють зниженню рівня стерильності пилку завдяки

інтенсифікації гаплонтного клітинного відбору. Вплив

ультрафіолету на репродуктивну систему рослини

виражається в генотоксичній (через пошкодження ДНК

клітин меристеми) та фотоіндукуючій дії (через при�

скорення зацвітання та диференціації гаметофітів).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Jordan B.R.The effect of ultraviolet�B radiation on

plants: a molecular perspective // Adv. Bot. Res. –

1996. – 122. – P. 97–162.

2. Caldwell M.M., Bjorn L.O., Bornman J.F., Flint S.D.,

Kulandaivelu G., Teramura A.H., Tevini M. Effects of

increased solar ultraviolet radiation on terrestrial

ecosystems// J. Photochem. and Photobiol. – 2003. –

46. – P. 40–52.

3. Самойлова К.А. Клеточные и молекулярные меха�

низмы биологических эффектов УФ�излучения. –

Киев : Наук. думка, 1982. – 246 с.

4. Стржижовский А.Д. Влияние ультрафиолетовой ра�

диации повышенной интенсивности на растения:

вероятные последствия разрушения стратосферного

озона // Радиац. биология. Радиоэкология. –1999. –

6, № 39. – С. 683–692.

5. Brandle J.R., Campbell W.F., Sisson W.B., Caldwell

M.M. Net photosynthesis, electron transport capacity,

and ultrastructure of pisum sativum l. exposed to

Ultraviolet�B Radiation // Plant Physiol. – 1977. – 60,

№ 1. – P. 165–169.

6. Ziska L.H., Teramura A.H., Sullivan J.H. Physiological

sensitivity of plants along an elevational gradient to UV�

B radiation// Amer. J. Bot. – 1992. – 79. – P. 863–871.

7. Ziska L.H., Teramura A.H. CО2 enhancement of

growth and photosynthesis in rice (Oryza sativa):

Modification by increased ultraviolet�B radiation //

Plant Physiol. – 1992. – 99, № 2. – P. 473–481.

8. Тарчевский И.А. Сигнальные системы клеток рас�

тений. – М.: Наука, 2002. – 294 с.

9. Гродзинський Д.М., Дмитрієв О.П., Гуща М.І., Коло�

мієць О.Д., Кравець О.А., Рашидов Н.М. УФ�В радіа�

ція і рослини: механізми ушкодження та захисту. –

Київ, 2007. – 149 с.

10. Caldwell M.M., Ballare C.L., Bornman J.F., Flint S.D.,

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 514

Е.А. Кравец, Д.М. Гродзинский, Н.И. Гуща



Bjorn L.O., Teramura A.H., Kulandaivelu G., Tevini M.

Terrestrial ecosystems, increased solar ultraviolet radi�

ation and interactions with other climatic change fac�

tors // Photochem. Photobiol. Sci. – 2003. – 2, № 1. –

P. 29–38.

11. Sullivan J.H., Teramura A.H. Field study of the interac�

tion between solar ultraviolet�B radiation and drought

on photosynthesis and growth in soybean // Plant

Physiol. – 1990. – 92, № 1. – P. 141–146.

12. Koti S., Reddy K.R., Reddy V.R., Kakani V.G., Zhao D.

Interective effects of carbon dioxide, temperature, and

ultraviolet�B radiation on soybean (Glycine max)

flower and pollen morphology, production, germina�

tion and tube lengths // J. Exp. Bot. – 2004. – 56,

№ 412. – P. 725– 736.

13. Канаш Е.В. Влияние УФ�Б радиации на агроэко�

системы // Докл. РАСХН. – 2002. – 3. – С. 17–20.

14. Musil C.F. Accumulated effect of elevated ultraviolet�B

radiation over multiple generations of the arid�environ�

ment annual Dimorphotheca sinuata DC. (Asteraceae) //

Plant, Cell Environment. – 1996. – 19. – Р. 1017–

1027.

15. Акназаров О. Действие ультрафиолетовой радиа�

ции на рост, морфогенез и уровень гормонов вы�

сокогорных растений : Автореф. … дис. д�ра биол.

наук. – Душанбе,1991. – 47 с.

16. Caldwell M.M. Solar ultraviolet radiation as an ecolog�

ical factor for alpine plants // Ecol. Monographs. –

1968. – 38. – P. 243–268.

17. Flint S.D., Caldwell M.M. Influence of floral optical

properties on the ultraviolet radiation environment of

pollen // Amer. J. Bot. – 1983. – 70. – P. 1416–1419.

18. Barnes P.W., Jordan P.W., Gold W.G., Flint S.D.,

Caldwell M.M. Competition, morphology and canopy

structure in wheat (Triticum aestivum L.) and wild oat

(Avena fatua L.) exposed to enhanced ultraviolet�B

radiation // Funct. Ecol. – 1988. – 2. – P. 319–330.

19. Conner J.K., Neumeier R. The effects of ultraviolet�B

radiation and intraspecific competition on growth, pol�

lination success, and lifetime female fitness in Phacelia

campanularia and P. purshii (Hydrophyllaceae) //

Amer. J. Bot. – 2002. – 89. – P. 103–110.

20. Koti S., Reddy K.R., Kakani V.G., Zhao D., Reddy V.R.

Soybean (Glycine max) pollen germination characteris�

tics, flower and pollen morphology in response to

enhanced ultraviolet�B radiation // Ann. Bot. – 2004. –

94, № 6. – P. 855–864.

21. Flint S.D., Caldwell M.M. Partial inhibition of in vitro

pollen germination by simulated solar ultraviolet�B

radiation // Ecology. – 1984. – 65. – P. 792–795.

22. Rozema J., Broekman R.A., Blokker P., Meijkamp B.B., de

Bakker N., van de Staaij J., van Beem A., Ariese F., Kars

S.M. UV�B absorbance and UV�B absorbing compounds

(para�coumaric acid) in pollen and sporopollenin: the

perspective to track historic UV�B levels // Photochem.

Photobiol. – 2001. – 62. – P. 108–117.

23. Bohne G., Richter E., Woehlecke H., Ehwald R.

Diffusion barriers of tripartite sporopollenin microcap�

sules prepared from pine pollen // Ann. Bot. – 2003. –

92. – P. 289–297.

24. Torabinejad J., Caldwell M.M., Flint S.D., Durham S.

Susceptibility of pollen to UV�B radiation: an assay of

34 taxa // Amer. J. Bot. – 1998. – 85, № 360. – P. 855–

868.

25. Tevini M., Iwanzik W., Thoma U. Some effects of

enhanced UV�B irradiation on the growth and compo�

sition of plants // Planta. – 1981. – 153. – P. 388–394.

26. Klaper R., Frankel S., Berenbaum M.R. Anthocyanin

content and UV�B sensitivity in Brassica rapa //

Photochem. Photobiol. – 1996. – 63. – P. 811–813.

27. Santos A., Almeida J.M., Santos I., Salema R.

Biochemical and ultrastructural changes in pollen of

zea mays L. grown under enchanced uv�b radiation //

Ann. Bot. – 1998. – 2. – P. 641–645.

28. Jackson J.F., Linskens H.F. Evidence for DNA repair

after ultraviolet irradiation of Petunia hybrida pollen //

Mol. Gen. Genet. – 1978. – 161, № 2. – P. 117–120.

29. Бубряк И.И., Гродзинский Д.М. Функционирование

системы репарации ДНК в пыльце растений из раз�

ных экологических условий произрастания // Фи�

зиология и биохимия культур. растений. – 1985. –

17, № 4. – C. 335–343.

30. Гродзинський Д.М. Радіобіологія. – Київ : Либідь,

2000. – 448 с.

31. Полевой В.В., Саламатова Т.С. Физиология роста и

развития растений. – Л.: ЛГУ, 1991. – 238 с.

32. Паушева З.П. Практикум по цитологии растений. –

М.: Колос, 1974. – 234 с.

33. Поддубная�Арнольди В.А. Цитоэмбриология пок�

рытосеменных растений. – М.: Наука, 1976. –

496 с.

34. Батыгина Т.Б. Эмбриология пшеницы. – Л.: Ко�

лос, 1974. – 206 с.

Поступила 23.05.07

ІSSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 5 15

Влияние УФ(Б облучения на репродуктивную функцию растений Hordeum vulgare L.



B.K. SARANGI, T. CHAKRABARTI
National Environmental Engineering Research Institute,

Maharashtra, India,
E.mail: bk_sarangi@neeri.res.in
E.mail: twmneeri@sancharnet.in

CHARACTERIZATION OF AN ECOTYPE

OF BRAKE�FERN, PTERIS VITTATA,

FOR ARSENIC TOLERANCE AND

ACCUMULATION IN PLANT BIOMASS

An ecotype of brake fern (Pteris vittata) was assessed for

arsenic tolerance and accumulation in its biomass under in vivo

and in vitro condition; using soil, and agar�gelled Murashige

and Skoog (MS) medium supplemented with different concen�

trations of arsenic. The plants were raised in soil amended with

100–1000 mg arsenic kg–1 soil, and MS medium was supple�

mented with 10–300 mg arsenic L–1 medium using Na2HAsO4 �

�7H2O. The spores and haploid gametophytic�prothalli were

raised in vitro on MS medium supplemented with arsenic. The

field plants showed normal growth and biomass formation in

arsenic amended soil, and accumulated 1908– 4700 mg arsenic

kg–1 dry aerial biomass after 10 weeks of growth. Arsenic toxici�

ty was observed above >200 mg arsenic kg–1 soil. The concen�

trations of arsenic accumulated in the plant biomass were statis�

tically significant (p < 0.05). Normal plants were developed from

spores and gametophyte prothalli on the MS media supplement�

ed with 50–200 mg arsenic L–1 medium. The in vitro raised

plants were tolerant to 300 mg arsenic kg–1 of soil and accumu�

lated up to 3232 mg arsenic kg–1 dry aerial biomass that showed

better growth performance, biomass generation and arsenic

accumulation in comparison to the field plants.

Introduction. Arsenic is bioactive and potential�

ly toxic. Long�term exposure to low concentrations

of arsenic in drinking water can lead to skin, blad�

der, lung and prostrate cancer, cardiovascular dis�

eases, diabetes, anemia and reproductive, develop�

mental, immunological and neurological effects

[1–4]. Mining and processing of ores of other ele�

ments such as Au, Ag, Cu and Sn in particular had

led to extensive arsenic pollution of mining regions

throughout the world [5–7]. The use of arsenic�

based pesticides as lawn herbicide and insecticides

for rice, orchards and cotton had led to considerable

contamination of domestic and agricultural land [6,

8]. Arsenic contamination in soil is one of the major

sources of arsenic in drinking water [3, 7, 9]. It has

been reported that increased arsenic level in soil

leads to build up of arsenic in plants and crops such

as cereals, vegetables and fruits [10]. Arsenic con�

tamination in soil and water has spread to an alarm�

ing dimension in some eastern states and coastal

parts of India, and other parts in the world [11]. The

remediation of arsenic�contaminated soil and

removal of arsenic from contaminated water is an

important current issue [2]. A number of plants,

known as hyperaccumulators [12], have been iden�

tified accumulating large quantity of contaminants

and a variety of metals in its aboveground biomass

potential for phytoremediation of pollutants [13].

Phytoremediation is an emerging technology that

utilizes the ability of plants to accumulate metals

from soil and groundwater [3, 14–20, 37].

Tolerance to arsenic toxicity is reported in a

large number of plant species, such as Agrostis
tenuis [21], Holcus lanatus [22, 23], Deschampsia
cespitosa and Agrostis capillaris [24], Silene vulgaris
[25, 26], Bidens cynapiifolia [4], Calluna vulgaris
[27], Cytisus striatus [28], Indian mustard [29] and

other plant species [30–32]. Majority of this

arsenic tolerant plants were identified from aban�

doned mine site where the concentration of

arsenic in the soil was extremely high. On the other

hand, plant species like Deschampsia cespitosa [24]

and Silene vulgaris [26] identified from uncontam�

inated soils also exhibited resistance to arsenic.

Under normal conditions, arsenic concentration

in terrestrial plants is less than 10 mg arsenic Kg1

dry biomass [33]. At higher concentrations,

arsenic interferes with plant metabolic processes,

inhibits growth and leads to death. Biomass pro�

duction and crop yield of a variety of species are

significantly reduced at elevated arsenic concen�

trations [34]. The yields of barley (Hordeum vul�
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gare) and rye grass (Lolium perenne) were signifi�

cantly decreased with application of 50 mg arsenic

Kg�1 of soil [10]. The studies on uptake, accumula�

tion and translocation of arsenic in both arsenic�

tolerant and non�tolerant plants have indicated

wide difference in arsenic tolerance among plant

species [21, 23, 36–41].

The brake fern, Pteris vittata (also known as

Chinese brake / ladder brake) is reported as an

arsenic hyperaccumulator plant that could accumu�

late high amount of arsenic in its biomass [36] and

tolerate up to 1500 mg arsenic kg–1 soil in arsenic

amended and contaminated soil. This plant was

identified around California from the South�East of

the USA, and reported to be available in similar

mild climatic areas of the world. Investigations of Tu

and Ma [39] showed that 50 mg arsenic Kg–1 soil

was best for growth and arsenic accumulation in this

fern species, and as high as 2.2 % arsenic was accu�

mulated in the above ground plant biomass and

about 26 % arsenic was removed from the soil. After

8–20 weeks of transplantation, the arsenic biocon�

centration factor (BF) reached 1000 to 1450. The

arsenic translocation factor (TF) in the leaves was

1.2 and 42 at the 2nd week and the 8th week respec�

tively, after of transplantation. Though, Zhang et al.

[40] reported that after 20 weeks of growth in mod�

erately contaminated soil, arsenic translocation and

accumulation in the young parts and old parts of

brake fern was 4893 mg Kg–1 and 7575 mg Kg1

respectively. There are other fern species, which are

also reported to be efficient in accumulating arsenic

in their above ground biomass. Visoottiviseth et al.

[41] assessed the potential of 36 native plant species

of Thailand from mine tailings, where arsenic con�

centration in the soil was up to 16 g Kg–1, and

reported that plant species with the highest leaf

arsenic concentrations did not occur with the high�

est frequency in the contaminated sites. They

reported two species of ferns (Pityrogramma calome�
lanos and Pteris vittata), a herb (Mimosa pudica) and

a shrub (Melastoma malabrathricum) potential for

phytoremediation of arsenic. Francesconi et al. [42]

reported that the silver fern (Pityrogramma calome�
lanos) could accumulate 2760 to 8350 mg arsenic

Kg–1 plant biomass in old fronds, and 5130 to

5610 mg arsenic Kg–1 in young fronds.

The identification of brake fern to be an effi�

cient hyperaccumulator of arsenic has opened

tremendous potentiality for phytoremediation of

arsenic contaminated soil [38, 39]. However,

Meharg [32] and Gumaelius et al. [43] reported that

some members of the genus Pteris; like Pteris
straminea and P. tremula also do not hyperaccumu�

late arsenic, while another species of Pteris cretica
was found to be hyperaccumulator of arsenic.

Gumaelius et al. [43] also investigated arsenic accu�

mulation in the gametophyte and sporophytes of P.
vittata and compared with non�accumulating fern

Ceratopteris richardii. The present work was carried

out to characterize arsenic tolerance and accumula�

tion in an ecotype of Pteris vittata collected from the

Indian subcontinent. Arsenic tolerance of spores,

prothallic�gametophyte and sporophytes were

assessed in arsenic supplemented Murashige and

Skoog [44] growth medium under in vitro condi�

tions, and the sporophytes were assessed in arsenic

supplemented soil under glass house conditions.

Materials and methods. Plant propagation under
glass(house conditions. The ecotype of Pteris vittata
plant was collected from the Kerala state of India,

and used in this study (Fig. 1). The parent plants

were maintained in the glass house in soil pots. The

potting material was a mixture of garden soil, sand

and farmyard manure (FYM) in a ratio of soil : sand :

FYM – 2 : 1 : 1. Young sporophytes were developed

on soil from spores of stock plants, and used in the

experiments. Young plants with 2–3 fronds were

transplanted to single pot with 0.5 kg of soil mix�

ture and allowed to grow for at least one month

prior to experimental use. One to four months old

plants of equal height and with equal number of

fronds were used in the experiments.
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Fig. 1. Sporophyte of Pteris vittata ecotype. Bar represents

11.5 cm



Preparation of arsenic amended soil for plant
growth. The soil mixture was amended with differ�

ent concentrations of arsenic for arsenic treatment

experiments by adding Na2HAsO4 · 7H2O to the

soil. The soil mixture was mixed with a basal dose

of fertilizer [N : P : K – 180 : 60 : 120 mg kg–1 soil],

and 500 mL Hoagland nutrient solution [45]

Kg–1 soil mixture to supplement optimum level of

macro and micro nutrients and trace minerals. Two

kg of air�dried soil mixture was amended with ar�

senic to get the desired concentrations of arsenic in

the soil. Calculated amounts of Na2HAsO4 · 7H2O

in aqueous solution were added to the soil mixture

to obtain 50, 100, 200, 500 and 1000 mg total

arsenic Kg–1 soil. The arsenic amended soil was

thoroughly mixed and kept moist for one week

before planting saplings and used for treated

experiments. In a similar manner, soil pots were

prepared without arsenic for raising plants without

arsenic, and used for control experiments.

One to 4 months aged Pteris vittata saplings

were used for the experiments. One healthy fern

plant was transplanted in one packet, amended

with 50/100/200/500/1000 mg arsenic kg–1 soil and

the control was maintained on arsenic free soil.

Five replicates were maintained in each concentra�

tion of arsenic amended soil. The plants were

watered when the topsoil looked dry, and leaching

of water from the soil packets was prevented.

Experimental plants in control and treated soil

were grown inside glass house under similar condi�

tions at an average temperature of 30 °С (day) and

24 °С (night), under a day and night photoperiod

of 14 hours light :10 hours dark period.

The morphological changes of the plants,

appearance of new fronds, coloration of fronds,

and overall growth behavior, were recorded at an

interval of one week, and when noticeable changes

were observed. Live and dead aerial parts of the

plants were collected at different time intervals for

arsenic analysis.

Preparation of arsenic supplemented culture media
for in vitro experimentations under aseptic condition.

Agar gelled Murashige and Skoog (MS) plant tissue

culture medium amended with different concentra�

tions of arsenic was utilized to asses arsenic toler�

ance of the ecotype under in vitro conditions.

Filter�sterilized aqueous Na2HAsO4 · 7H2O solu�

tion was added to molten MS media at <50 °С; to

final concentration of 10, 20, 50, 100 and 200 mg

arsenic L–1 culture medium, inside laminar air�

flow cabinet following standard aseptic procedure.

These media were used in the in vitro experiments

after gelling.

Culture of spore, prothallus, gametophytes and
prothallic�sporophytes. Spores were collected from

the sori of mature fronds from the field grown

sporophytes, decontaminated and cultured on

arsenic supplemented culture media under in vitro

conditions. A piece of leaflet having mature spo�

rangia was wrapped in a packet prepared from fil�

ter paper, and incubated under warm and dry con�

ditions for 3 days. The filter packet with the spores

was dipped in 70 % ethanol for 1 minute followed

by treatment with 0.1 % aqueous mercuric chlo�

ride solution for 3, 5, 7 or 9 minutes and washed

4 times with sterile distilled water. Subsequently,

the filter packet was soaked in sterile water for

7 minutes, and the spores were spread on the sur�

face of the culture medium. In other case, 1cm leaf

cuttings were directly treated with ethanol and

mercuric chloride as described above; the sporan�

gia were ruptured in 0.5ml sterile water and the

entire spore suspension was plated on the agar�

gelled medium. All aseptic works were carried out

under the laminar airflow cabinet. Spores were

plated on agar�gelled MS [44] and Knudson cul�

ture medium [46] without growth hormones. The

in vitro cultures were maintained at 25 ± 2 °С,

1500�lux illumination, 60 % relative humidity and

16 hours light: 8 hours dark photoperiod.

The prothallus, gametophyte and prothallic�

sporophyte that developed from spores, were sub�

cultured on control (without arsenic) and treated MS

medium (supplemented with different concentra�

tions of arsenic). The cultures were incubated under

specified illumination, photoperiod, temperature

and humidity mentioned previously. The spores were

cultured in vitro on full, half and quarter strength

MS, and Knudson hormone free medium supple�

mented with 20–100 mg of arsenic L–1 of culture

medium. The gametophyte prothalli were cultured in

arsenic amended culture medium supplemented

with 100 to 300 mg of arsenic L–1 of medium, and

subcultured to fresh arsenic supplemented medium

at an interval of one month. The gametophytes or

sporophytes were subcultured to fresh medium with

similar or higher concentrations of arsenic, and the

responses of the tissue or organ on the culture medi�

um were monitored from time to time.
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Growth of in vitro raised sporophytes in arsenic
amended medium and arsenic amended soil. The

gametophyte prothalli formed 2–4 cm height

sporophyte plants under in vitro, henceforth called

as tissue culture derived plants. These tissue culture

plants were subcultured to fresh arsenic amended

growth medium (100, 200 and 300 mg arsenic L–1)

at an interval of one month and maintained for

6–8 months on the same medium. These sporo�

phytes were subsequently transplanted to soil amend�

ed with the same or higher concentrations of arsenic

and allowed to grow inside glass house conditions.

Arsenic analysis in plant tissue. The live biomass

(green) and dead biomass (dry and brown) were

collected from field plants after 2, 4, 6, and 10

weeks of growth in control and arsenic amended

soil. Likewise live and dead fronds were collected

from the tissue cultured plants, generated in vitro

from spores using arsenic amended culture medi�

um and subsequently transplanted to arsenic

amended soil, when the sporophytes produced suf�

ficient biomass in the arsenic amended soil. These

biomass were thoroughly washed in tap water,

rinsed three times with deionized water, oven dried

at 60 °С for 72 hours and the dry weight was deter�

mined, and used for estimation of arsenic in the

biomass. Known amount of biomass was digested

with analytical grade 6.5ml concentrated HNO3

and 2.5 ml concentrated HCl using the Microwave

Sample Preparation System (Ethos 900, Milestone

Micro�wave Lab. System U.S.) at 300 watt–15

minutes program. The sample solution was filtered

through Whatman filter paper No. 42 and volume

of the filtrate was adjusted to 100 ml with double

distilled water. The concentration of arsenic in the

filtrates was determined by the Inductively Coupled

Plasma spectrometer (ICP�AES, JOBIN YVON,

France) using arsenic standard (MERCK, ICP

standard, product no 1.70303.0100) at concentra�

tions of 0, 1, 5 and 10 mg arsenic L–1 and blank.

Statistical method. The results of effect of soil

arsenic (50 to 1000 mg arsenic kg–1 of soil) on

plant growth at different durations (2–10 weeks),

and arsenic accumulation in the plant biomass

under control and treated conditions were statisti�

cally analyzed. The significance of the differences

in values of arsenic, estimated in plant biomass,

was determined by Pearson Bivariate Correlation

Coefficient and Students t�test, using statistical

software Statistica version 5.1 (Texas, USA).

Results and discussion. Affect of arsenic on
growth and morphology of the sporophytes. Field

grown fern sporophytes (4 months old, with 4–

6 numbers of fronds and about 10 cm height) were

transplanted on control and arsenic amended soil,

with 50, 100, 200, 500 and 1000 mg arsenic kg–1 of

soil. After two weeks, new frond primordia appeared

in control and treated plants (with 50–100 mg

arsenic) whereas, the fronds turned brown in soil

amended with 200 mg arsenic. The fronds of

sporophytes planted in soil >200 mg arsenic kg–1 of

soil dried by two weeks. The symptoms of arsenic

toxicity were first visible in older and larger fronds,

the leaflets in the apical part of fronds started

browning from its tip, and it further extended to

other leaflets and rachis of the affected frond. The

toxic effect began with browning of the leaflets fol�

lowed by drying, and fronds turned black. The

sporophytes transplanted in soil amended with

�500 mg of arsenic kg–1soil dried and turned black

by 5th week. The results of growth performance

indicated a dose dependent cumulative effect of

arsenic toxicity in the plants in comparison to the

control plants (Table 1). Growth and increase in

size of the sporophytes was not affected up to

100 mg arsenic kg–1 soil, and growth response was

similar to the sporophytes raised in control soil

(Fig. 2). New frond primordia appeared after the

second week of transplantation in control as well as

treated soil and the fronds remained partly brown

up to two weeks, but afterwards they enlarged and

turned green like the normal fronds. The height of

the control and treated plants was increased

6–8 cm by the 10th week and the rate of increase in

height was maximum at the 4th week. Whereas, in

case of the plants treated with >200 mg arsenic

kg–1 of soil the increase in plant height was margin�

al, maximum up to 1cm within the same duration

(Fig. 2). It is presumed that the partial browning of

the sporophytes, in control and treated with

100 mg arsenic kg–1 soil, up to the 2nd week could

be due to the transplantation shock to plants in the

soil during acclimatization.

Our findings are comparable with the findings

of Tu and Ma [39], who studied the effect of soil

arsenic on biomass production, arsenic uptake and

accumulation in Pteris vittata identified in

California. In their study, young plants were grown

on arsenic amended soil (950–1500 mg arsenic

Kg–1 soil) in green house, and the highest plant
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growth and biomass accumulation (3.9 g plant –1)

were reported with 50 mg arsenic kg–1soil. They

reported arsenic toxicity three days after trans�

planting, the fronds turned dark brown followed by

necrosis in the leaf tips and margins, and plants

died after one week. They reported 64 to 107 %

increase in the fern biomass than control up to

100 mg arsenic kg–1 of soil, and it did not increase

at 200 mg arsenic, whereas at 500 mg arsenic the

above ground biomass was reduced by 64 %. The

reduction in biomass is a common phenomenon of

arsenic phytotoxicity [35]. Tu et al. [38] also

reported slow growth of plants for 6–8 weeks after

transplantation in arsenic soil, though subsequently,

the biomass increased rapidly and nearly quadru�

pled every 4–week.

Arsenic accumulation in aerial biomass of field
plants. The alive and dead fronds of plants, raised

under different concentrations of soil arsenic were

colleted after the 2nd, 4th, 6th and 10th weeks from the

date of plantation from four different sets of plants,

and analyzed to estimate the quantity of arsenic

accumulated in the biomass. The results are pre�

sented in Tables 2 through 5.

The trends of arsenic accumulation in the plant

biomass under different concentrations of soil
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Table  1

Morphological changes of Pteris vittata plants grown in control (soil without arsenic) and treated (soil amended 
with different concentrations of arsenic) soil

Culture

duration 

(in weks)

Control
50 100 200 500 1000

Treated (Arsenic in soil mg kg–1)

No visible change1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Tips and parts of

large, and lower

fronds turned brown

As above

Browning of fronds

increased

One new primordia

initiated

Majority of fronds

(75 %) started brow�

ning

Browning increased

Browning of old

fronds increased 

Old fronds dried.

New fronds were

green

Plants were alive as

above

A few leaflets of

larger fronds

turned brown

New frond pri�

mordia appe�

ared

New primordia

developed to

fronds

More new pri�

mordia appe�

ared

Initiation of mo�

re  primordia 

Primordia deve�

loped to fronds 

No visible chan�

ges, plants were

green

More new pri�

mordia develo�

ped

Plant height in�

creased by 6–

8 cm 

A few leaflets of

larger fronds tur�

ned brown

New frond pri�

mordia appeared

New primordia

developed to

fronds 

More new pri�

mordia appeared

No visible chan�

ges

More primordia

appeared and de�

veloped to fronds

No visible chan

ges, plants were

green

More new pri�

mordia develo�

ped 

Plant height in�

creased by 6–

8 cm 

A few leaflets of

large fronds

turned brown

New frond pri�

mordia appe�

ared

New primordia

developed to

fronds

As above, brown

fronds dried

More new frond

primordia initi�

ated and devel�

oped

No visible chan�

ges

Upper part of

fronds (10 %)

browned

No change.

Plants were gre�

en

Plant height in�

creased by 6–

8 cm

Peripheral parts of

large fronds turned

brown

Venation of the

fronds were visibly

brown

As above, new

frond primordia

initiated

Brown fronds died

More fronds tur�

ned brown 

All fronds turned

brown

Plant turned brown

and dried 

–

–

Many fronds

turned brown

Brown fronds

dried

More fronds

turned brown

Browning of

fronds increa�

sed

More fronds

turned com�

pletely brown

Brown fronds

died. All fronds

started brow�

ning

Plant turned

brown and dri�

ed 

–

–



arsenic after 2,4,6 and 10 weeks of growth were

analyzed (Fig. 3). The arsenic accumulation in the

plant biomass indicates that accumulation was more

at higher levels of soil arsenic, and when duration of

plant growth was more. Thus, arsenic accumulation

in this ecotype of brake fern varied in accordance to

the level of arsenic in the soil and duration of plant

growth. The amount of arsenic accumulated in

plant biomass (mg of arsenic kg–1 dry weight) grown

in the soil amended with 100 and 200 mg arsenic

kg–1 soil was comparable to that with 500 and

1000 mg arsenic kg–1 soil (Fig. 3). Whereas, in case

of the plants grown with similar concentration of

soil arsenic, arsenic accumulation in plant biomass

was quantitatively more after ten weeks than the

plants grown for less duration (Fig. 4).

The analyses indicate that, the rate of arsenic

transportation to the shoot in arsenic amended soil

was less in all concentrations of arsenic up to 4 weeks

of plant growth, which, however, increased sharply

between 6 and 10 weeks (Fig. 5). This ecotype of
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Fig. 2. Growth performance of field grown sporophytes of P. vittata in control and As spiked soil after 8 weeks (A – control,

B – 50 mg As, C – 100 mg As, D – 200 mg As Kg–1 soil) and 10 weeks (E – control, F – 50 mg As, G – 100 mg As, H – 200 mg

As Kg–1soil). Bar represents 10 cm

Fig. 3. Correlation of quantity of arsenic accumulated in bio�

mass (dry weight) of the Pteris vittata ecotype with respect to

different levels of soil arsenic; 50, 100, 200, 500 and 1000 mg

arsenic kg–1 of soil after 2, 4, 6 and 10 weeks of growth



brake fern accumulated 1908 mg arsenic kg–1 of dry

biomass when grown in arsenic amended soil for a

period of 10 weeks with lower concentrations of

arsenic (50–100 mg arsenic kg–1 soil). Whereas, at

higher concentrations of arsenic (500–1000 mg

arsenic kg–1 soil), in the same growth period, more

quantity of arsenic (4700 mg arsenic kg–1 of dry plant

biomass) was accumulated in the plant biomass.

Moreover, under high concentrations of soil arsenic

(1000 mg arsenic kg–1 soil), very high quantity of

arsenic was accumulated in the plant biomass as

early as after 2 weeks (Fig. 4). However, under 1000

mg As the increase in plant biomass was negligible

and aerial parts of the plants gradually turned black

and subsequently the plants died. The variances in

arsenic concentrations in the plant biomass at differ�

ent soil arsenic concentrations (control vs1000 mg,

50 vs1000 mg, 100 vs1000 mg, 200 vs100 mg,

200 vs500 mg and 500 vs1000 mg arsenic kg–1 soil),

and at different duration of growth (2nd vs10th, 4th vs

10th and 6th vs10th week) were statistically analyzed.

The differences were significant at 95 % confidence

level (*p < 0.05).

Arsenic accumulated in dead and live fronds of

this fern ecotype was estimated to determine the

rate of arsenic accumulation in old and young aer�

ial parts. The concentrations of arsenic in the aer�

ial biomass after 2 weeks and 4 weeks of growth in

arsenic amended soil are presented in Table 6. The

results show that the rate of arsenic accumulation

was almost similar between live and dead fronds

after 2 and 4 weeks of growth at all concentrations

of soil arsenic, indicating that the rate of arsenic

translocation to the aerial parts was almost similar

in all fronds. The comparative rate of arsenic accu�

mulation after the 2nd and the 4th weeks of growth

with relation to all concentrations of soil arsenic

was analyzed (Fig. 6). It was found that larger

amount of arsenic was deposited in dead biomass

of plants than that of live biomass in case of plants

grown up to 4 weeks. This could be because the

plants grown for 4 weeks in arsenic amended soil

were exposed to arsenic for more duration, which

led to accumulation of more amount of arsenic in

plant biomass in comparison to the plants grown in

the arsenic amended soil for 2 weeks.

The study indicates that this ecotype of brake

fern is efficient in extracting arsenic form the soil

up to 100 mg arsenic kg–1 soil, and can tolerate up

to 200 mg arsenic kg–1 soil. This genotype of the

brake fern accumulated 1908 mg arsenic kg–1 dry

biomass in lower concentrations of soil arsenic

(100 mg arsenic kg–1 soil) after 10 weeks of growth.
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Table  2

Plant height, biomass and quantity of arsenic accumulated
in plant biomass of the Pteris vittata ecotype after 2 weeks

of arsenic treatment

Concentration

of arsenic in

soil (mg kg–1)

Height of plant

(cm, ±SD)

Fresh weight 

of plant 

(g, ±SD)

Quantity of

arsenic in plant

biomass after 2

weeks (mg kg–1)

Control

50

100

200

500

1000

19.5 ± 2.5

14.5 ± 2.0

22 ± 2.1

15 ± 1.5

26.5 ± 3.5

17.5 ± 1.1

4.47 ± 1.2

4.86 ± 1.0

3.64 ± 0.5

4.54 ± 0.8

2.25 ± 0.9

4.46 ± 1.5

14

54

164

216.46

874

2274

Concentration

of arsenic in

soil (mg kg–1)

Height of plant

(cm, ±SD)

Fresh weight 

of plant 

(g, ±SD)

Quantity of

arsenic in plant

biomass after 4

weeks (mg kg–1)

Control

50

100

200

500

1000

17 ± 0.5

21 ± 1.5

19,5 ± 2.5

15 ± 1.9

12 ± 0.5

14.5 ± 1.3

5.728 ± 0.5

14.94 ± 4.5

8.94 ± 2.1

6.26 ± 0.5

7.84 ± 2.5

3.9 ± 0.5

27

46.54

165.08

206.25

720

3308

Concentration

of arsenic in

soil (mg kg–1)

Height of plant

(cm, ±SD)

Fresh weight

of plant 

(g, ±SD)

Quantity of

arsenic in plant

biomass after 6

weeks (mg kg–1)

Control

50

100

200

500

1000

21 ± 1.5

9 ± 0.5

24 ± 1.5

12.5 ± 0.5

11.5 ± 2.5

12 ± 3.5

12.05 ± 0.5

1.09 ± 0.5

15.79 ± 3.5

2.39 ± 0.9

1.46 ± 0.7

1.23 ± 0.9

30.00

198.29

191.35

637.89

2573.67

4106.41

Table 3

Plant height, biomass and quantity of arsenic accumulated
in plant biomass of the Pteris vittata ecotype after 4 weeks

of arsenic treatment

Table  4

Plant height, biomass and quantity of arsenic accumulated
in plant biomass of the Pteris vittata ecotype after 6 weeks

of arsenic treatment



Under high soil arsenic (1000 mg kg–1 soil), the

plant biomass accumulated as high as 4700 mg

arsenic kg–1 dry weight, in the same 10 weeks growth

period. Further, under high concentration of soil

arsenic (1000 mg kg–1 soil) after 2 weeks of growth,

this genotype also accumulated high amount of

arsenic (2300 to 2428 mg kg–1 dry weight) in the

plant biomass.

Our findings on arsenic accumulation by this

ecotype of Pteris vittata are comparable to the Pteris
vittata ecotype reported by Tu and Ma [39]. The

brake fern was reported to be a hyperaccumulator of

arsenic by Ma et al. [36]. This species was identified

at California, which accumulated up to 15,861 mg

arsenic kg–1 plant biomass in the aerial shoots after

2 to 6 weeks and arsenic toxicity was severe

�500 mg arsenic Kg–1 in soil. However, in the same

species of brake fern (ladder brake) Tu and Ma [39]

reported that arsenic accumulation was maximum

in the young plants under 50 mg arsenic Kg–1 soil,

based on the results after 12 to 18 weeks of growth

of the plants with 50–1500 mg arsenic Kg–1 soil in

green house conditions. Under low concentrations

of soil arsenic, the younger fronds accumulated high

concentration of arsenic, whereas, at high arsenic

concentration in soil accumulation was more in the

older fronds, presumably, due to older fronds

receiving arsenic for a longer time in comparison to

the younger fronds. Further study on Pteris vittata
indicated that arsenic accumulation in the fronds

increased with duration of growth [38]. The mature

and young fronds had 6610 and 5570 mg arsenic

Kg–1 biomass respectively and arsenic concentra�

tions were highest in old fronds (13 800 mg Kg–1 in

dry biomass). In the same ecotype of Pteris vittata
Zhang et al. [40] reported that arsenic accumula�

tion was 4893 mg Kg–1 and 7575 mg Kg–1 plant bio�

mass in young and old parts of the plants respective�

ly, after 20 weeks of growth. Concentration of

arsenic was lowest in the roots of plants, substantial�

ly high in fronds, and old fronds had highest con�

centrations of arsenic. Arsenic accumulation by this

ecotype of Pteris vittata from the Indian subconti�

nent is less in comparison to the Pteris vittata eco�

type identified at California [36], but our results

with this ecotype are similar to the findings report�

ed for Pteris vittata by other workers [38–40].

Ma et al. [36] estimated that the bioaccumula�

tion factor (BF) for arsenic by brake fern was as

high as 193 as an indicator of efficient arsenic accu�
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Fig. 4. Comparison of quantity of arsenic accumulated in

plant biomass (dry weight) of the Pteris vittata ecotype after

2 weeks, 4 weeks, 6 weeks and 10 weeks of growth at different

levels of soil arsenic (50, 100, 200, 500 and 1000 mg arsenic 

kg–1 soil)

Fig. 5. Rate of arsenic accumulation in the ecotype of Pteris

vittata after 2, 4, 6 and 10 weeks at different concentrations

of soil arsenic (50–1000 mg arsenic kg–1 soil)

Fig. 6. Quantity of arsenic accumulated in live and dead bio�

mass of Pteris vittata ecotype treated with different concen�

trations of arsenic amended in soil, after two and four weeks



mulation in plant biomass from soil. While, Tu et al.

[38] reported that the BF for arsenic accumulation

in the fronds of Pteris vittata based on water�solu�

ble arsenic was increased to >1000 in the fronds

after 8 week of transplanting. In this ecotype of

brake fern studied by us, the difference in arsenic

accumulation between live and dead fronds was

marginal after two weeks of growth in arsenic

amended soil (100 and 200 mg arsenic kg–1 soil).

However, after 4 weeks of growth in arsenic

amended soil, the difference in arsenic accumula�

tion was significant between dead and live fronds

(Table 6). Tu and Ma [39] have also reported that

Pteris vittata had highest BF value for arsenic with

50 mg arsenic Kg–1 soil. In this ecotype of brake

fern, the bio�concentration factor of arsenic in the

plant biomass was up to 19 at 100 mg arsenic Kg–1

soil after 10th week (Table 5). The BF for arsenic

varied with respect to different concentrations of

soil arsenic and duration of growth.

Growth performance of the sporophytes developed
from spores on arsenic supplemented MS medium in
vitro and arsenic amended soil. Spores of the Pteris
vittata plant were aseptically cultured on full, half

and quarter strength Murashige and Skoog and

Knudson hormone free medium supplemented

with various concentrations of arsenic to assess tol�

erance to arsenic toxicity. The spores germinated

gametophyte prothalli in all media, but development

of sporophytes from the gametophytes was better

supported in full strength MS medium (Fig. 7,

B–D). The gametophyte prothalli were cultured in

arsenic amended MS medium with different con�

centrations of arsenic to assess arsenic tolerance at

organ level. After 2–3 months, the gametophytic�

prothalli generated fern sporophytes on control MS

medium, as well as arsenic treated medium supple�

mented with 20–100 mg arsenic L–1 of medium

(Fig. 8, C–F). The tender sporophytes were mor�

phologically normal, and did not show visible

symptoms of arsenic toxicity. These prothallic

gametophytes and sporophytes were further cul�

tured on higher concentrations of arsenic (Fig. 9

and 10), up to 300 mg arsenic L–1 of medium.

These tissue culture derived sporophytes were

separated from the gametophytic�prothalli after 2–

4 cm height and transplanted on fresh growth medi�

um amended with 100, 200 and 300 mg arsenic L–1

of medium (Fig. 10). They were subcultured to the

same medium at an interval of one month and

maintained under in vitro conditions for 6–8

months. These plants developed intricate root sys�

tems, height and the above ground biomass of the

plants increased to more than double after ten we�

eks. Under in vitro conditions with 200 mg arsenic

L–1 of growth medium, sporophytes were similar to

control plants. The sporophytes treated with

300 mg arsenic L–1 MS medium had less biomass in

comparison to the plants treated with 200 mg ar�

senic L–1 of medium (Fig. 10); however, the plants

were green and alive after repeated subculture to ar

senic supplemented medium with 300 mg arsenic

L–1 of medium. Observations of growth response of

these sporophytes in arsenic amended growth

medium up to 8 months are presented in Table 7.

Subsequently, these in vitro raised sporophytes

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 524

B.K. Sarangi, T. Chakrabarti

Concentration

of arsenic in

soil (mg kg–1)

Height of plant

(cm)

Fresh weight 

of plant (g)

Quantity of

arsenic in plant

biomass after 6

weeks (mg kg–1)

Control

50

100

200

500

1000

17 ± 3.5

21 ± 1.5

19,5 ± 0.5

15 ± 1.5

12 ± 3.5

14,5 ± 3.0

5.72 ± 0.5

14.94 ± 1

8.945 ± 1.5

6.26 ± 0.3

7.84 ± 2.5

3.9 ± 0.7

48.89

347.54

1908.53

1827

3593

4700

Table  5

Plant height, biomass and quantity of arsenic accumulated
in plant biomass of Pteris vittata ecotype after 10 weeks 

of arsenic treatment

Table  6

Quantity of arsenic accumulated in the live and dead 
biomass of control and arsenic treated Pteris vittata

ecotype after 2 weeks and 4 weeks, mg kg–1

Concentration

of arsenic 

in soil 

Arsenic 

in live 

biomass 

Arsenic 

in dead

biomass 

Arsenic 

in live 

biomass 

Arsenic 

in dead

biomass 

After the 2nd week After the 4th week

Control

50

100

200

500

1000

14

54

190

242

900

2300

Dead

fronds

absent

620

122

309

516

2428

27

39

158

199

713

3301

Dead

fronds

absent

386

296

404

477

4736



were transplanted on arsenic amended soil and

raised under glass house.

Performances of in vitro raised Pteris vittata
sporophytes after transplantation to arsenic amended
soil. The Pteris vittata sporophytes; 8–10 cm in

height, with 10–20 fronds and six to eight months

old, which were developed in vitro on arsenic (150,

200 and 300 mg L–1) amended MS media, were

transplanted on arsenic amended soil (150, 200,

300 and 500 mg kg–1 soil) and grown in glass

house. The sporophytes selected with150 and 200

mg arsenic L–1 MS media were transplanted to soil

amended with the same and higher (300 and 500

mg arsenic kg–1 soil) concentrations of arsenic. It

was observed that after transplantation to arsenic

amended soil these sporophytes established in less

time, in comparison to the sporophytes developed

ex vitro in soil. A few fronds started browning in

control (soil not amended with arsenic) as well as

in treated plants (soil amended with different con�

centrations of arsenic), probably due to the trans�

plantation shock. However, both in control and

treated plants new frond primordia emerged

quickly by the 4th week, and enlarged to normal

sized fronds. The length of new fronds increased to

�10 cm after 6 weeks, the leaflets were long, and

all plants were green and healthy. In case of the

plants treated with 300 mg arsenic kg–1 of soil, the

new fronds looked brown up to the 4th week, but,

subsequently the fronds in control and treated

plants looked alike. The growth rate of sporophyte

plants in 100 and 200 mg arsenic kg–1 soil was nor�

mal (Fig. 11), whereas the growth rate was slow in

300 mg arsenic kg–1 soil. All fronds of control

plants and treated with 100, 200 and 300 mg

arsenic kg–1 of soil were enlarged in length to

�20 cm by the 9th week and the numbers of fronds

were �20. In case of the plants treated with 300 mg

arsenic kg–1 soil, the lower 2–3 fronds of the plant

developed black patches on the peripheral parts of

leaflets and adjoining the venation of the frond,

but growth performances of the treated plants were

similar to control plants. Whereas, the height of

the sporophytes and size of the fronds did not

increase in soil treated with 500 mg arsenic kg–1 of

soil, the fronds turned black and the sporophytes

degenerated.

The in vitro generated Pteris vittata sporophytes

grew better with 200 and 300 mg arsenic kg–1 soil

after transplantation to arsenic amended soil
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Fig. 7. Spore culture: development of gametophytes (A –

Knudson medium, B – MS medium), and sporophytes (C,

D – microscopic view of nascent sporophytes) on arsenic fee

agar�gelled media after 4–6 weeks. Bar represents 13 mm

(A, B, C),1.0 mm (D)

Fig. 8. Growth responses of gametophyte prothalli of Pteris

vittata in MS agar�gelled media: without arsenic (A – single

gametophyte prothalli microscopic view; B – clump of

gametophyte), and supplemented with different concentra�

tions of arsenic (C – 20 mg, D – 60 mg, E – 100 mg and F –

200 mg As L–1) after 6–9 weeks. Shows development of spo� 

rophytes. Bar represents 0.25 mm (A), 13 mm (B–F)



(Table 8), as compared to the sporophytes raised in

soil and treated with similar concentrations of

arsenic amended soil (Table 1). It was also observed

that the size of plants, number of fronds and gener�

ation of biomass were more in case of the in vitro

raised plants (Fig. 11) in comparison to plants gen�

erated in ex vitro condition and transplanted in

arsenic amended soil (Fig. 2). This could be

because the in vitro raised plants were treated with

arsenic from the very early stage of growth, and the

plants were adapted to tolerate higher concentra�

tions of arsenic when transplanted to arsenic

amended soil under field conditions. Presumably,

as a result of arsenic induced enhanced expression

of genetic traits and physiological adaptations of

the in vitro raised plants due to prolonged arsenic

treatment from early stage of growth and develop�

ment in vitro. Further biochemical characteriza�

tion of in vitro raised and field raised arsenic treat�

ed plants and investigations with genetic markers

specific for arsenic tolerance would justify for this

difference in their nature.

Arsenic accumulation in the biomass of in vitro
raised sporophytes after 12 months growth on arsenic
amended soil. The in vitro developed plants grew

luxuriantly in 100, 200 and 300 mg arsenic kg–1 of

soil, and generated normal biomass by twelve

months (Table 8 and Fig. 11). The average num�

bers of live and dead fronds in twelve months old

plants didnґt show significant difference between

control and arsenic treated plants. The concentra�

tions of arsenic accumulated in the live and dead

fronds of these plants were estimated using

Inductively Coupled Plasma (ICP) Spectrophoto�

meter as described earlier under the Materials and

Methods. The amounts of arsenic, in live and dead

fronds of plants (mg of arsenic kg–1 of dry weight,

Table 8) indicated greater accumulation of arsenic

in the live fronds in comparison to the dead fronds

in all concentrations of arsenic (100, 200, 300 and

500 mg arsenic kg–1 of soil). It would seem that

arsenic was actively transported to the live fronds

that were in a physiologically active state of growth

in comparison to the dead fronds. The maximum

concentration of arsenic in live frond of plants was

3232 mg kg–1 dry weight, which were grown under

300 mg arsenic kg–1 of soil for duration of

12 months. The plants grown under 500 mg

arsenic kg–1 of soil had a very few fronds, but some

of them were still green. The live and dead fronds
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Fig. 9. Profuse growth of

gametophytes (A) and

emergence of sporophytes

from the gametophytes (B,

C) in MS medium supple�

mented with 50 mg (A),

100 mg (B) and 150 mg

(C) As L–1 medium. Bar

represents 11.6 mm

Fig. 10. Growth perform�

ances of in vitro developed

sporophytes in MS medium

supplemented with 100 mg

(A), 200 mg (B) and 300 mg

(C) arsenic L–1 of medium. 

Bar represents 11.6 mm



of these plants treated with 500 mg arsenic had

3732 mg and 3237 mg arsenic kg–1 dry biomass

respectively. The observations indicated that the

estimated concentration of arsenic in the live

fronds of this ecotype of Pteris vittata induced toxic

effect and could be the threshold concentrations

within the accumulated plant biomass.

The Pteris vittata plants collected by Ma et al.

[36] accumulated 11.8–64 mg arsenic kg–1 above

ground biomass in uncontaminated soil (arsenic le�

vel: 0.47–7.56 mg arsenic kg–1 soil), and up to 1400–

7500 mg arsenic kg–1 biomass in arsenic contaminat�

ed soil (arsenic level: 18.8–1603 mg arsenic kg–1

soil). Our investigations with this Indian ecotype of

brake�fern also indicate similar observations within

the study period of 10 weeks. The growth character�

istics and biomass accretion of that plant in arsenic

contaminated soil indicated that biomass increase

took place after a slow growth for 6–8 weeks [38],

arsenic accumulation in the fronds increased with

growth of the plant that was a function of time, and

highest concentrations of arsenic was in old fronds.

Gumaelius et al. [43] reported that gametophytes of

P. vittata grow normally in the medium containing

20 mM arsenate, and accumulate >2.5 % of their

dry weight as arsenic in a manner similar to that the
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Table  7

In vitro growth response of the Pteris vittata sporophytes in arsenic amended MS media supplemented 
with 50, 100 and 200 mg arsenic L–1 medium

Type of Culture

2 5

Ht – 4, Fnd – 10,

4–5, Lft – 1–2,

green, Rt – 2–3

Ht – 1.5, Fnd – 5,

2, Lft – Small,

brownish, Rt –

Slender

Ht – 4.5, Fnd – 

7–8, 4, Lft –

Enlarged, green, 

Rt – Several, elon�

gated, brown

Ht – 3 cm, Fnd –

4, 3 cm, Lft –

Small, green, Rt –

Diminutive

Ht – 5, Fnd – 10,

4–5, Lft – 2, green,

Rt – Several,

brownish

Ht – 2, Fnd – 6, 2,

Lft – Small, Rt –

Few

Ht – 4.5, Fnd – 7–

8, 6.5, Lft – Large

and green, Rt –

Numerous, intricate

Ht – 3 cm, Fnd –

4, 3 cm, Lft –

Small, green, Rt –

Meager

Ht – 8, Fnd –

12–14, 6–7, Lft –

3–5, green, Rt –

Numerous

Ht – 2, Fnd – 8, 3,

Lft – Small, Rt –

Scarce

Ht – 7.3, Fnd – 10,

7, Lft – Large and

green, Rt –

Elongated, blackish

Ht – 3 cm, Fnd –

5, 4 cm, Lft –

Small, green, Rt –

Scarce

Ht – �15, Fnd –

30, 12, Lft – 2–4,

green, Rt – Profuse,

intricate, brown to

black, + –50 times

Ht – �15, Fnd –

28, 10, Lft – 2–

4 cm, green, Rt –

Profuse, intricate,

brown to black, 

+ –50 times

Ht – �15, Fnd –

30, 10, Lft – 2–4

green, Rt – Profuse,

intricate, brown to

black, + –50 times

Ht – 8 cm, Fnd – 8,

5 cm, Lft – 1–2,

green, Rt – Scarce,

+ –15 times

7 10 32

Growth response, weeks

MS medium

Control

MSAs150

MSAs200

MSAs300

Ht – 2, Fnd – 7,

2–3, Lft – 1, green�

ish brown, Rt –

Short

Ht – 1.5, Fnd – 4,

1–2, Lft – Small,

brownish, Rt – Not

seen

Ht – 3, Fnd – 5,

2–3, Lft – Small,

green, Rt – Short

Ht – 3 cm, Fnd –

4, 3 cm, Lft –

Small, green, Rt –

Not seen

Note. As – mg arsenic L–1 MS medium; Ht – height of plants in cm; � – to the size of culture container; Fnd – no of

fronds and length in cm; Lft – size of leaflets in cm, and color; Rt – number of roots, size and color; + – increase in plant

size from initial size.

Fig. 11. Growth performance of in vitro developed sporo�

phytes of P. vittata in As spiked treated soil (A–100 mg K–1, 

B–200 mg Kg–1) after 12 months. Bar represents 10.2 cm



sporophytes. Whereas, the gametophytes of the

related non�accumulating fern Ceratopteris richardii
die at even low (0.1 mM) arsenic concentrations,

and the gametophytes of the relatedarsenic accumu�

lator Pityrogramma calomelanos tolerate and accu�

mulate arsenic to intermediate levels compared to P.
vittataand C. richardii. Their study also revealed nat�

ural variability in arsenic tolerance in the gameto�

phyte populations from 40 different P. vittata sporo�

phyte plants collected at different sites in Florida.

The spores and prothallic�gametophyte of this eco�

type of Pteris vittata grow in MS culture medium in

vitro with 20–100 mg/L and up to 300 mg/L arsenic

respectively. Germination of spores, growth per�

formance of prothallic�gametophytes as well as

development of saprophytes from the gametophytes

was normal under arsenic supplemented growth

medium in vitro.

Conclusion. Arsenic tolerance in plants may

result from arsenic exclusion through avoidance or

restriction of arsenic uptake and transport to the

shoots [31, 47] or accumulation of higher concen�

tration of arsenic within plant tissue in comparison

to the surroundings [15,18, 31]. The molecular

analysis of arsenic metabolism in terrestrial plant

species have shown that arsenate�induced

hytochelatins (PC) accumulation and PC�based

arsenic sequestration are responsible for both nor�

mal and enhanced arsenate tolerance [30, 48–50].

The results of arsenic tolerance and accumula�

tion by this ecotype of Pteris vittata used in this

study show that arsenic accumulation in the plant

biomass was statistically significant (*p < 0.05) at

all concentrations of soil arsenic (50, 100, 200,

500 and 1000 mg kg–1 soil), and at different dura�

tions (2nd –10th week, 4th–10th week and 6th–10th

week). The in vitro raised Pteris vittata plants were

tolerant to higher concentrations of arsenic

(300 mg arsenic kg–1 of soil) in comparison to the

plants raised in ex vitro conditions (field grown

plants) using NaH2AsO4 · 7H2O as the source of

arsenic, which is more toxic to plants in compari�

son to its potassium salt. The growth performanc�

es of field grown plants were similar to control

plants at 100 mg arsenic Kg–1 soil. But, the field

grown plants generated poor biomass under

�200 mg arsenic kg–1 soil and the fronds turned

brown between 3–6 weeks (Table 1). However, at

this concentration of soil arsenic, the field plants

accumulated 216 and 1827 mg arsenic kg–1 dry

biomass of fronds after 2 and 10 weeks of treat�

ment respectively (Table 2 and 5). On the contrary,

the in vitro raised plants showed normal growth

performance and biomass accumulation in 100,

200 and 300 mg arsenic kg–1 soil, which was better

than the field plants (Table 7 and 8). Under high

concentrations of soil arsenic (300 mg arsenic kg–1

soil), the in vitro selected plants accumulated

3232 mg arsenic and 2132 mg arsenic kg–1 live and

dead frond biomass respectively (Table 8). Arsenic

accumulation was more in live as well as dead

fronds in case of in vitro raised plants (Table 8) in
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Table  8

Morphological features and quantity of arsenic accumulated in the aerial biomass of in vitro developed Pteris vittata
sporophytes after growth in arsenic amended soil for 12 months

Concentration of arsenic 

mg kg–1 soil

Height 

of plant (cm)

Average length 

of fronds (cm)
Live Dead Live Dead 

Concentration of arsenic in plant

biomass (mg kg–1 of dry weight)
Average number of fronds 

Control (without arsenic)

As150

As200

As300

As500

34 ± 5

34 ± 5

32 ± 3

32 ± 5

8 ± 5

32 ± 7

30 ± 2

32 ± 5

30 ± 5

9 ± 5

26 ± 3

25 ± 2

28 ± 5

28 ± 5

2

7�dry 

3�partly dry

7�dry 

3�partly dry

8�dry 

4�partly dry

8�dry 

4�partly dry

8�dry 

24.5

1751

2046.5

3232

3731.5

17

951.5

1326.5

2132

3236.5

Note. As – mg arsenic kg–1 of soil.



comparison to the field raised plants (Table 6). The

in vitro raised Pteris vittata plants were more toler�

ant to arsenic stress and accumulated more arsenic

in the biomass. The mechanism of arsenic hyper

accumulation in the plant biomass of Pteris vittata
could be through compartmentalization or by

molecular chaperons such as phytochelatins,

which is being investigated.

This ecotype of brake�fern identified is hardy,

perennial and survives under high temperature at

40–45 °С (data not presented), and adapt to new

environment easily. It could be useful for phytoex�

traction of arsenic from contaminated soil. Further

studies are carried out to assess genetic variations

between the ecotypes of Pteris vittata plants for

arsenic uptake and metabolism, and find out the

reason for better survival and tolerance of in vitro

plants in comparison to the field plants under high�

er concentrations of arsenic. This could help in

selection of brake fern species and clones showing

better arsenic hyper accumulation and suited for

remediation of arsenic contaminated soils.
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the work.
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ИЗУЧЕНИЕ ЭКОТИПА ПАПОРОТНИКА 

PTERIS VITTATA НА УСТОЙЧИВОСТЬ К

МЫШЬЯКУ И НАКОПЛЕНИЕ 

РАСТИТЕЛЬНОЙ БИОМАССЫ

Экотип птериса ленточного (Pteris vittаta) был ис�

следован на устойчивость к мышьяку и его накопление

в биомассе в условиях in vivo и in vitro с использова�

нием почвы и агаризованной среды Мурасиге�Скуга

(MS), содержащих мышьяк в разных концентрациях.

Растения выращивали в почве, содержащей 100–

1000 мг мышьяка на 1 кг почвы, или в среде Мурасиге�

Скуга, в которую добавляли 10–300 мг/л Na2HAsO4 �

� 7H2O. Споры и гаплоидные гаметофитные про�

ростки росли in vitro на среде MS с мышьяком. Рас�

тения, которые росли в почве, содержащей мышьяк,

характеризовались нормальным ростом и накопле�

нием биомассы и через 10 недель выращивания на�

капливали 1908–4700 мг мышьяка на 1 кг сухой

надземной биомассы. Токсичность мышьяка прояв�

лялась при его концентрации в почве свыше 200 мг/кг.

Концентрации мышьяка, которые накапливались в

растительной биомассе, были статистически значи�

мыми (р � 0.5). Из спор и гаметофитных проростков,

которые выращивали на среде MS с 50–200 мг/л мы�

шьяка, развивались нормальные растения. Полученные

in vitro растения были устойчивы к мышьяку в кон�

центрации 300 мг/кг почвы и накапливали мышьяк до

3232 мг/кг сухой надземной биомассы, что означает

улучшенные ростовые характеристики, формирова�

ние биомассы и накопление мышьяка по сравнению с

растениями, выращенными в поле.

Б.К. Сарангі, Т. Чакрабарті

ВИВЧЕННЯ ЕКОТИПУ ПАПОРОТІ

PTERIS VITTATA НА СТІЙКІСТЬ 

ДО МИШ’ЯКУ ТА НАКОПИЧЕННЯ 

РОСЛИННОЇ БІОМАСИ

Екотип птериса стрічкового (Pteris vittаta) був до�

сліджений на стійкість до миш’яку та його накопи�

чення в біомасі в умовах in vivo і in vitro з викорис�

танням грунту та агаризованого середовища Мурасіге�

Скуга (MS), що містять миш’як в різних концентраціях.

Рослини вирощували на грунті, що містить 100–1000 мг

миш’яку на 1 кг грунту, чи в грунті Мурасіге�Скуга, в

котрий додавали 10–300 мг/л Na2HAsO4 · 7H2O. Спори

та гаплоїдні гематофітні паростки росли in vitro на се�

редовищі MS з миш’яком. Рослини, які ростуть на

грунті, що містить миш’як, характеризувались нор�

мальним ростом і накопиченням біомаси та через 10

тижнів вирощування накопичували 1908–4700 миш’я�

ку на 1 кг сухої надземної біомаси. Токсичність ми�

ш’яку проявлялась при його концентрації в грунті

більше 200 мг/кг. Концентрації миш’яку, котрі на�

копичувалися в рослинній біомасі, були статистично

значимими (р � 0.5). Зі спор та гаметофітних парост�

ків, котрі вирощували на грунті MS з 50–200 мг/л

миш’яку, розвивались нормальні рослини. Отримані in

vitro рослини були стійкими до миш’яку в концентрації

300 мг/кг грунту та накопичували миш’як до 3232 мг/кг

сухої надземної біомаси, що означає покращання рос�

тових характеристик, формування біомаси та накопи�

чення миш’яку в порівнянні з рослинами, вирощени�

ми на полі.
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ЭФФЕКТЫ МЕЖГЕННОГО 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ГЕНА

ПОВЫШЕННОЙ ПИГМЕНТАЦИИ 

hp�2dg (HIGH PIGMENT�2

DARK GREEN) С ГЕНОМ 

B (BETA�CAROTENE) У ТОМАТА

Показано, что при межгенном взаимодействии генов

hp�2dg и В в дигомозиготе выявляется эффект сверхэкс�

прессивности, активизирующий биогенез β�каротина в

плодах томата. У генотипа В/В//hp�2dg/hp�2dg сохраня�

ется положительное влияние гена hp�2dg на содержание

аскорбиновой кислоты и отрицательное – на содержа�

ние титруемых кислот. При этом наблюдается стаби�

лизация генетической депрессии гена hp�2dg, что прояв�

ляется в более высокой продуктивности В/В// hp�2dg /

hp�2dg�генотипов.

Введение. У томата (Lycopersicon esculentum)

описано несколько фотоморфогенетических

мутантов, среди которых заслуживает внима�

ния серия моногенно�рецессивных мутаций

high pigment (hp�1, hp�1w, hp�2, hp�2 j, hp�2dg), ха�

рактеризующихся усиленной светоотзывчивос�

тью [1]. Эти мутанты имеют более короткий

гипокотиль, высокий уровень содержания ан�

тоциана и хлорофилла в сеянцах, более темную

пигментацию листьев и плодов в сравнении с

изогенными линиями дикого типа [2–4]. Зре�

лые плоды hp�мутаций характеризуются сверх�

продукцией многих метаболитов, некоторые из

которых (ликопин, β�каротин, аскорбиновая

кислота, токоферолы) обладают антиоксидан�

тным или фотопротекторным действием [4, 5].

Эти метаболиты могут активно использоваться

как дополнительные ресурсы, синтезируемые в

растениях, вследствие более эффективного

светопоглощения через альтернативное регу�

лирование сигнального трансдукционного пу�

ти фитохрома, присутствующего у мутаций hp
[6, 7].

Происхождение hp�мутантов томата недав�

но экстенсивно пересмотрено [7–9]. Изна�

чально считалось, что hp�мутации вызывают

повреждения в структурных генах биосинтеза

каротиноидов [10]. Однако в последних ис�

следованиях установлено: 1) гены hp�2, hp�2j и

hp�2dg представляют собой различные мутации

в гене, кодирующем у томата гомолог ядерного

протеина DEETIOLATED1 (DET1) Arabidopsis
thaliana, негативно регулирующего фотомор�

фогенезис [1, 7]; 2) hp�1 и hp�1w представляют

собой различные мутации томата, гомологич�

ные гену человека и A. thaliana, который коди�

рует UV�поврежденный DNA�связывающий

протеин 1 (DDB1) [8, 9].

Мутация hp�2dg первоначально обнаружена

в производственных посевах индетерминант�

ного сорта Manapal и изначально была обоз�

начена как dark green (dg) [11]. В исследовани�

ях Levin et al. [1] показано, что ген dg – это

мутантный аллель гена Hp�2, который по со�

гласованию с R.T. Chetelat (Tomato Genetics

Cooperative, UC Davis, CA, USA) получил

обозначение hp�2dg.

Исследования, описывающие содержание

метаболитов у hp�мутантов, свидетельствуют о

том, что за счет их интрогрессии в геном сор�

тов культурного томата можно существенно

повысить уровень содержания в зрелых пло�© А.В. КУЗЁМЕНСКИЙ, 2008
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дах каротиноидов (ликопин и каротины) и ас�

корбиновой кислоты (витамин C) [2–4, 12]. В

наших исследованиях выявлено, что за счет

межгенного взаимодействия генов серии hp с

геном В удается еще более активизировать био�

генез β�каротина [13, 14].

Цель настоящего исследования состояла в

изучении биохимических эффектов межгенного

взаимодействия мутаций повышенной пигмен�

тации hp�2dg с геном В для разработки способов

повышения качества плодов томата за счет ис�

пользования мутантных генов и создания на их

основе нового селекционного материала.

Материал и методика. Семена контрольных

растений сорта Manapal и его изогенной ли�

нии Dark Green с гомозиготой гена hp�2dg были

любезно предоставлены R.T. Chetelat. В качес�

тве источников гена В использованы сорта

Дружба (В/B), Очарование (В/B) и Барон (В/B).

Для изучения особенностей межгенного взаи�

модействия гена hp�2dg с геном В проведены

парные скрещивания: Dark Green � Дружба,

Очарование � Dark Green, Барон � Dark Green.

В расщепляющихся популяциях второго и

третьего поколения (F2–3) отбирали генотипы,

сочетающие признак оранжевоплодности (ген

В) с повышенной пигментацией незрелого пло�

да и листьев (ген hp�2dg). В последующих поко�

лениях отбирали наиболее продуктивные расте�

ния, плоды с которых использовали для био�

химической оценки, а выделенные семена – для

дальнейшей селекционной работы.

При проведении исследований руководст�

вовались методическими рекомендациями

ВАСХНИЛ [15]. Биохимические анализы на

содержание в плодах томата сухого вещества,

сахаров, аскорбиновой кислоты, титруемых

кислот и β�каротина проводили согласно об�

щепринятым методикам в аккредитованной

лаборатории аналитических измерений ИОБ

УААН под руководством канд. с.�х. наук

В.Е. Барсуковой. Результаты исследований

обрабатывали по методике Доспехова [16].

Результаты исследований и их обсуждение.
Оценка биохимических показателей дигомози�

готных В/В//hp�2dg/hp�2dg�генотипов, отобран�

Таблица 1

Эффекты взаимодействия генов hp(2dg и В

Генотип Вегетационный

период, дни

Продуктивность,

г/растение

Масса 

плода, г

Кислотность, 

%

Аскорбиновая

кислота, мг/%

β�каротин,

мг/%

2003 г.

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,46 ± 0,02

0,42 ± 0,01

0,33 ± 0,02

3780 ± 240

1620 ± 120

2370 ± 180

122 ± 1,2

139 ± 1,6

133 ± 1,4

84 ± 2,7

81 ± 2,6

79 ± 3,1

19,85 ± 0,34

28,24 ± 0,27

25,50 ± 0,41

0,97 ± 0,03

0,57 ± 0,02

3,74 ± 0,06

2004 г.

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,50 ± 0,02

0,42 ± 0,02

0,38 ± 0,01

3612 ± 320

1320 ± 170

2484 ± 210

118 ± 0,9

134 ± 1,5

128 ± 1,2

84 ± 2,8

110 ± 4,1

92 ± 3,1

16,63 ± 0,25

34,18 ± 0,47

34,24 ± 0,36

0,90 ± 0,03

0,53 ± 0,02

1,87 ± 0,04

2005 г.

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,46 ± 0,01

0,45 ± 0,02

0,36 ± 0,02

4000 ± 365

1624 ± 135

2880 ± 215

122 ± 0,8

140 ± 1,7

134 ± 1,3

80 ± 2,5

114 ± 4,5

96 ± 3,2

21,40 ± 0,26

33,35 ± 0,42

41,15 ± 0,50

1,06 ± 0,05

0,55 ± 0,03

1,67 ± 0,08

2006 г.

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,47 ± 0,01

0,43 ± 0,01

0,40 ± 0,02

3198 ± 295

1500 ± 145

2736 ± 187

121 ± 0,9

137 ± 2,1

130 ± 1,8

82 ± 2,0

75 ± 1,7

76 ± 2,3

18,50 ± 0,25

33,39 ± 0,42

35,02 ± 0,43

1,38 ± 0,03

0,73 ± 0,02

2,38 ± 0,04

2003–2006 гг.

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,47 ± 0,02

0,43 ± 0,02

0,37 ± 0,02

3648 ± 305

1516 ± 145

2618 ± 198

121 ± 1,0

138 ± 1,7

131 ± 1,4

83 ± 2,5

95 ± 3,2

86 ± 2,9

19,10 ± 0,28

32,29 ± 0,40

33,98 ± 0,43

1,08 ± 0,04

0,59 ± 0,02

2,42 ± 0,05
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ных в гибридных комбинациях Dark Green �
� Дружба, Барон � Dark Green, Очарование �
� Dark Green, позволила установить, что они

характеризуются повышенным содержанием

β�каротина как в сравнении с генотипами hp�

2dg/hp�2dg, так и B/B. Средний уровень β�каро�

тина у таких генотипов за четыре года исследо�

ваний составил 2,42 мг % (табл. 1). Выявлено,

что в двойной гомозиготе В/В//hp�2dg/hp�2dg

сохраняется положительное влияние гена hp�2dg

Таблица 2

Биохимические эффекты взаимодействия генов hp(2dg и В (2005 г.)

Сорт, гибрид, линия Генотип

Аскорбиновая 

кислота
β�каротин

мг/%

Гибридная комбинация (Dark Green � Дружба)

Гибридная комбинация (Барон � Dark Green)

Дружба

Dark Green

F1

F5 № 1162/2

F5 № 1172/п

F5 № 1171/2

F5 № 1181/1

F5 № 1191/2

F5 № 1202/1

F5 № 1201/п

F5 № 1211/1

Среднее

B/В

hp�2dg/hp�2dg

В+/В//hp�2dg+/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

22,70 ± 0,35

33,35 ± 0,42

25,67 ± 0,31

32,21 ± 0,41

31,96 ± 0,19

41,87 ± 0,56

31,45 ± 0,36

30,76 ± 0,28

35,88 ± 0,37

37,02 ± 0,42

31,91 ± 0,67

34,13 ± 0,41

1,21 ± 0,08

0,55 ± 0,03

0,76 ± 0,04

–

2,81 ± 0,10

0,85 ± 0,06

1,80 ± 0,09

1,56 ± 0,07

1,52 ± 0,06

0,93 ± 0,04

1,50 ± 0,05

1,57 ± 0,07

Барон

Dark Green

F1

F4 № 2762/1

F4 № 2772/1

F4 № 2782/4

F4 № 2782/1

F4 № 2782/4

F4 № 2791/2

F4 № 2801/1

F4 № 2811/2

Среднее

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В+/В//hp�2dg+/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

23,21 ± 0,25

33,35 ± 0,42

26,42 ± 0,32

36,74 ± 0,51

44,43 ± 0,67

31,04 ± 0,23

44,86 ± 0,61

37,02 ± 0,43

40,72 ± 0,51

42,01 ± 0,39

38,45 ± 0,32

39,41 ± 0,46

1,36 ± 0,05

0,55 ± 0,03

0,82 ± 0,04

1,81 ± 0,07

2,62 ± 0,12

1,92 ± 0,11

2,60 ± 0,13

1,19 ± 0,08

2,23 ± 0,09

2,62 ± 0,11

1,41 ± 0,06

2,05 ± 0,10

Гибридная комбинация (Очарование � Dark Green)

Очарование

Dark Green

F1

F3 № 4061/1

F3 № 4062/1

F3 № 4242/1

Среднее

Общее среднее

Лимиты

B/В

hp�2dg/hp�2dg

В+/В//hp�2dg+/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

B/В

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В+/В//hp�2dg+/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

18,28 ± 0,19

33,35 ± 0,42

19,27 ± 0,21

56,39 ± 0,81

43,43 ± 0,46

16,38 ± 0,24

49,91 ± 0,39

21,40 ± 0,26

33,35 ± 0,42

23,77 ± 0,28

41,15 ± 0,50

16,38–23,21

–

30,76–56,39

0,61 ± 0,04

0,55 ± 0,03

0,48 ± 0,03

0,84 ± 0,06

1,95 ± 0,09

0,44 ± 0,02

1,40 ± 0,08

1,06 ± 0,05

0,55 ± 0,03

0,69 ± 0,04

1,67 ± 0,08

0,4–1,36

–

0,84–2,81
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на содержание аскорбиновой кислоты и отри�

цательное по уровню титруемых кислот. Средний

уровень аскорбиновой кислоты в плодах линий

с генотипом составил 33,97 мг/%, что значи�

тельно превышает уровень (19,95 мг/ %) обыч�

ных красноплодных сортов, т.е не содержащих

генов повышенной пигментации. Кислот�

ность дигомозиготных генотипов была более

выражена, чем у гомозигот hp�2dg/hp�2dg. По

содержанию сухого вещества и сахаров не вы�

явлено различий между анализируемыми гено�

типами, поэтому упомянутые показатели в

этой и последующих таблицах не приводятся.

Анализируемые биохимические показатели

имели значительную вариабельность как по го�

дам, так и в пределах линий одного генотипа.

Это свидетельствует о том, что биосинтез каж�

дого из этих признаков представляет собой ре�

зультат действия сложной генетической систе�

мы, слагающийся из взаимодействующих в он�

тогенезе аллельных и неаллельных генов, кото�

рые тесно связаны в реализации с окружающей

средой, т.е. экологическими факторами. В дан�

ном случае экспериментально созданная аль�

тернативная (качественная) модель генов, пред�

ставленная дигомозиготой В/В//hp�2dg/hp�2dg,

призвана лишь модифицировать проявление

тех или иных биохимических показателей в оп�

ределенном направлении.

Анализируя колебания значений признаков

по годам, выявили, что в условиях 2006 г. се�

лекционные линии с генотипом В/В//hp�2dg/
hp�2dg обеспечили более высокое содержание

β�каротина в среднем на уровне 2,38 мл/% по

сравнению 1,67 мг/% в 2005 г., имея, таким об�

разом, среднее превышение в 42 % (табл. 2 и

3). Аналогичная тенденция наблюдалась и у

генотипов В/В и hp�2dg/hp�2dg – с превышением

на 36 и 34 % соответственно. Анализируя ме�

теорологические данные 2006 г., выявили, что

этот год характеризовался более прохладным

вегетационным периодом с суммой активных

температур 1830 °С и обильным выпадением

осадков в период массового созревания пло�

дов. В 2005 г. сумма активных температур бы�

ла существенно выше – 2050 °С. В период на�

лива и созревания плодов наблюдались более

высокие дневные температуры. В этом отно�

шении наши данные согласуются с данными

Выродовой [17], которая показала, что в крас�

ноплодных формах томата, созревших в прох�

ладное лето 1973 г. (сумма активных темпера�

тур – 2266 °С), содержание ликопина было

выше, чем в жаркое лето 1974 г. (сумма актив�

ных температур – 2490 °С).

Учитывая тот факт, что ликопин является

предшественником в цепи биогенеза β�каро�

тина с участием гена В, вполне очевидна их

тесная зависимость. Это полностью подтвер�

ждают исследования Tomes [18], который выя�

вил ингибирование биосинтеза β�каротина в

плодах растений с генотипом В/В при созре�

вании плодов в условиях повышения темпера�

туры от 23,5 до 32,0 °С.

Положительные особенности межгенного

взаимодействия генов В и hp�2dg в отношении

повышенного содержания β�каротина и ас�

корбиновой кислоты позволяют рекомендо�

вать дигомозиготу В/В//hp�2dg/hp�2dg в качест�

ве альтернативной генетической системы для

селекционных проектов по созданию новых

сортов и гибридов томата с повышенным ка�

чеством плодов.

Наиболее высокая эффективность для соз�

дания ценных селекционных форм выявлена

у гибридных комбинаций Барон � Dark Green

и Очарование � Dark Green. На их основе соз�

даны селекционные линии № 206 1/3 F5 (Ба�

рон � Dark Green) с содержанием β�каротина

4,33 мг/%, аскорбиновой кислоты 44,29 мг/%,

и № 211 1/1 F4 (Очарование � Dark Green) –

4,79 и 36,44 мг/% соответственно (табл. 3). При

этом выявлено, что между содержанием β�ка�

ротина в плодах исходных форм и эффектив�

ностью отбора, т.е. проявлением признака у

созданных селекционных линий, тесной зави�

симости не существует. Так, в наших исследо�

ваниях наиболее высококаротиновые линии со

средним содержанием β�каротина 3,16 мг/%

созданы на основе сорта Очарование, который

характеризовался самым низким его содержа�

нием (0,93 мг/%) по сравнению с сортами

Дружба (1,81 мг/%) и Барон (1,41 мг/%) [19].

Это вполне закономерный факт, поскольку

биосинтез β�каротина регулируется генами�

модификаторами типа МоВ.
Анализ характера формообразования фе�

нотипа дигомозиготы В/В//hp�2dg/hp�2dg пока�

зал важность того факта, что содержание β�ка�

ротина в ее плодах существенно превышает
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суммарный эффект простых гомозигот В/В и

hp�2dg/hp�2dg. Это указывает на аддитивный

тип неаллельного их взаимодействия (эффект

усиления) с проявлением эффекта сверхэксп�

рессивности. Такие гены не являются полимер�

ными (множественными), однако, воздействуя

на фенотипическое проявление одного и того

же признака (содержание β�каротина), они вза�

имодействуют полимерно, т.е. аддитивно с

проявлением более выраженного суммарного

Таблица 3 

Биохимические эффекты взаимодействия генов hp(2dg и В (2006 г.)

Сорт, гибрид, линия Генотип Кислотность, %

Аскорбиновая

кислота
β�каротин 

мг/%

Гибридная комбинация (Dark Green � Дружба)

Дружба

Dark Green

F6 № 1951/2

F6 № 1961/n

Среднее

Барон

Dark Green

F5 № 2031/2

F5 № 2031/3

F5 № 2041/1

F5 № 2042/п

F5 № 2051/3

F5 № 2052/3

F5 № 2052/п

F5 № 2051/4

F5 № 2051/1

F5 № 2052/2

F5 № 2062/п

F5 № 2061/33

F5 № 2062/3

Среднее

B/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

hp�2dg/hp�2dg

0,48 ± 0,02

0,45 ± 0,01

0,37 ± 0,01

0,35 ± 0,01

0,49 ± 0,02

0,40 ± 0,02

0,40 ± 0,01

0,56 ± 0,03

0,40 ± 0,01

0,46 ± 0,02

0,40 ± 0,01

0,39 ± 0,01

0,40 ± 0,01

0,36 ± 0,01

0,37 ± 0,01

0,42 ± 0,02

0,39 ± 0,01

16,41 ± 0,24

30,87 ± 0,34

46,63 ± 0,55

44,88 ± 0,61

33,79 ± 0,28

25,04 ± 0,23

50,79 ± 0,51

29,74 ± 0,32

36,17 ± 0,38

38,73 ± 0,46

40,53 ± 0,51

39,57 ± 0,41

38,11 ± 0,43

44,29 ± 0,57

38,43 ± 0,50

38,38 ± 0,37

38,44 ± 0,46

1,41 ± 0,03

0,72 ± 0,02

1,31 ± 0,03

0,95 ± 0,03

1,54 ± 0,04

3,85 ± 0,06

3,16 ± 0,04

2,45 ± 0,05

2,36 ± 0,03

2,32 ± 0,02

3,05 ± 0,04

0,83 ± 0,02

3,20 ± 0,06

4,33 ± 0,06

0,45 ± 0,01

2,76 ± 0,04

0,74 ± 0,02

B/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,48 ± 0,01

0,45 ± 0,01

0,47 ± 0,02

0,40 ± 0,01

0,44 ± 0,01

21,98 ± 0,31

30,87 ± 0,45

31,15 ± 0,51

30,86 ± 0,37

31,01 ± 0,44

1,81 ± 0,03

0,72 ± 0,02

1,03 ± 0,02

1,42 ± 0,02

1,23 ± 0,02

Гибридная комбинация (Барон � Dark Green)

Гибридная комбинация (Очарование � Dark Green)

Очарование

Dark Green

F4 № 2081/1

F4 № 2091/2

F4 № 2111/1

F4 № 2131/1

Среднее

Общее среднее 

Лимиты

B/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В

hp�2dg/hp�2dg

В/В//hp�2dg/hp�2dg

0,45 ± 0,01

0,45 ± 0,01

0,36 ± 0,01

0,33 ± 0,01

0,29 ± 0,01

0,39 ± 0,01

0,34 ± 0,01

0,47 ± 0,01

0,43 ± 0,01

0,40 ± 0,02

0,45–0,48

0,35–0,39

0,29–0,56

17,10 ± 0,21

30,87 ± 0,36

40,16 ± 0,53

37,00 ± 0,61

36,44 ± 0,44

29,02 ± 0,38

35,66 ± 0,49

18,50 ± 0,25

33,39 ± 0,42

35,02 ± 0,43

16,41–21,98

30,87–44,88

25,04–50,79

0,93 ± 0,03

0,72 ± 0,02

3,32 ± 0,05

2,33 ± 0,04

4,79 ± 0,06

2,19 ± 0,03

3,16 ± 0,05

1,38 ± 0,03

0,73 ± 0,02

2,38 ± 0,04

0,93–1,81

0,45–0,95

1,03–4,79
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эффекта. Ген В способствует повышению уров�

ня β�каротина в среднем до уровня 0,97 мг/%,

ген hp�2dg – до 0,59 мг/%, а их дигомозигота

В/В//hp�2dg/hp�2dg – до 2,42 мг/%, что выше сум�

марного эффекта на 0,86 мг/%, или 55 % (табл.

1). На фоне незначительного содержания β�ка�

ротина (0,12 мг/% [19]) в плодах обычных крас�

ноплодных сортов томата, которые не содержат

гены, активизирующие биогенез β�каротина,

разница в 0,86 мг/% является достаточно сущес�

твенной и предполагает определенные пути об�

разования, которые будут рассмотрены далее.

Экспериментальные данные показывают,

что индивидуальные превышения между пока�

зателями гомозигот и дигомозигот достаточно

вариабельны (табл. 2 и 3), и усредненный по�

казатель в этом отношении весьма условен даже

в пределах одной комбинации скрещивания.

Однако однозначным является тот факт, что

гены В и hp�2dg при взаимодействии активизи�

руют биосинтез β�каротина и в этом отношении

представляют важный практический интерес

для селекции.

В процессе изучения морфобиологических

показателей и продуктивности созданных ли�

ний выявлено, что дигомозиготные генотипы

В/В//hp�2dg/hp�2dg характеризуются менее вы�

раженной генетической депрессией, обуслов�

Таблиця 4

Биохимические показатели изогенных линий гибридной комбинации F5 (Барон � Dark Green)

Линия Ген

Сухое вещество Сахар Кислотность
Аскорбиновая

кислота
β�каротин 

% мг/%

2031/2

2031/3

2051/1

2052/2

2061/3

2062/3

B, hp�2dg

hp�2dg

B, hp�2dg

hp�2dg

B, hp�2dg

hp�2dg

4,23 ± 0,05

4,23 ± 0,04

4,23 ± 0,06

4,28 ± 0,06

3,93 ± 0,05

4,08 ± 0,06

3,18 ± 0,03

3,21 ± 0,02

3,25 ± 0,03

3,28 ± 0,04

3,33 ± 0,02

3,44 ± 0,04

0,37 ± 0,01

0,35 ± 0,01

0,40 ± 0,02

0,39 ± 0,01

0,36 ± 0,01

0,38 ± 0,01

46,63 ± 0,51

44,88 ± 0,46

40,53 ± 0,32

39,57 ± 0,56

44,29 ± 0,36

38,43 ± 0,28

1,31±0,04

0,95±0,02

3,05±0,06

0,83±0,03

4,33±0,06

0,45±0,01

Среднее для B, hp�2dg

Среднее для hp�2dg

4,13±0,05

4,20±0,05

3,25 ± 0,03

3,31 ± 0,03

0,38 ± 0,01

0,37 ± 0,01

43,82 ± 0,39

40,96 ± 0,43

2,90 ± 0,05

0,74 ± 0,02

Таблица 5

Биохимические показатели различных генотипов гибридной комбинации F3

{[F3 (Dark Green � Дружба) ( F4 [(Княжич � Liberator) � Mл 638]}

Линия Ген

Сухое

вещество
Сахар Кислотность

Аскорбиновая

кислота
β�каротин 

% мг/%

3201/2

3201/3

3252/1

3771/4

3771/1

3782/3

3771/3

3761/п

3761/3

Среднее

В/В//gs/gs

В/В//gs/gs

В+/В//gs/gs

В/В//hp�2dg/hp�2dg//gs/gs  

В/В//hp�2dg/hp�2dg//gs/gs  

В/В//hp�2dg/hp�2dg//gs/gs  

В/В//hp�2dg/hp�2dg

hp�2dg/hp�2dg//gs/gs

hp�2dg/hp�2dg//gs/gs

В/В//hp�2dg/hp�2dg//gs/gs

В/В//hp�2dg/hp�2dg

В/В//gs/gs

hp�2dg/hp�2dg//gs/gs

4,11 ± 0,06

4,81 ± 0,07

4,81 ± 0,05

4,46 ± 0,06

3,83 ± 0,04

4,87 ± 0,09

4,03 ± 0,06

4,87 ± 0,05

4,87 ± 0,07

4,39 ± 0,06

4,03 ± 0,06

4,46 ± 0,07

4,87 ± 0,06

2,38 ± 0,04

3,52 ± 0,04

2,75 ± 0,03

2,95 ± 0,03

3,23 ± 0,02

2,77 ± 0,06

3,28 ± 0,03

2,75 ± 0,04

2,75 ± 0,02

2,98 ± 0,04

3,28 ± 0,03

2,95 ± 0,04

2,75 ± 0,03

0,41 ± 0,01

0,34 ± 0,01

0,46 ± 0,02

0,38 ± 0,1

0,38 ± 0,2

0,36 ± 0,01

0,28 ± 0,01

0,50 ± 0,02

0,32 ± 0,01

0,37 ± 0,01

0,28 ± 0,01

0,38 ± 0,01

0,41 ± 0,01

20,57 ± 0,30

28,11 ± 0,41

23,18 ± 0,19

43,47 ± 0,44

39,39 ± 0,51

37,66 ± 0,33

37,03 ± 0,45

27,85 ± 0,36

24,72 ± 0,31

40,17 ± 0,43

37,03 ± 0,45

24,34 ± 0,36

26,28 ± 0,34

1,33 ± 0,03

1,18 ± 0,03

0,60 ± 0,02

6,00 ± 0,07

4,09 ± 0,05

5,85 ± 0,04

3,48 ± 0,04

–

2,58 ± 0,03

5,31 ± 0,0

3,48 ± 0,05

1,26 ± 0,03

2,58 ± 0,03



ленной присутствием гена hp�2dg, по сравнению

с его простыми гомозиготами (hp�2dg/hp�2dg).

Это способствовало повышению уровня про�

дуктивности таких растений и их скороспелос�

ти (продолжительность вегетационного перио�

да от массовых всходов до начала созревания)

(табл. 1). Эффект ослабления депрессивного

влияния гена hp�2dg присутствием гена В явля�

ется достаточно веским фактом, подтверждаю�

щим возможность эффективного использова�

ния генов повышенной пигментации плода в

создании высококаротиновых форм томата.

Возможно выявленная особенность имеет связь

и с эффектом более быстрого сбраживания се�

мян в пульпе оранжевоплодных (с геном В) сор�

тов. Так, в исследованиях Смаглий и др. [20]

выявлено, что при сбраживании семена оран�

жевоплодных сортов томата начинают прорас�

тать уже через 8 ч, тогда как у красноплодных

форм прорастание начинается лишь через 25 ч.

В обоих случаях имеет место сходный эффект

ферментативной стимуляции ростовых процес�
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Рис. 1. Уровень продуктивности изогенных линий (по  

вертикали, г/растение)

Рис. 4. Оранжево�красная мякоть плода селекционной 

линии № 279�05 F4 (Барон � Dark Green) (B, hp�2dg
)

Рис. 5. Красно�оранжевая мякоть плода линии № 377�

1/1 06 F3 {[F3 (Dark Green � Дружба) � F4 [(Княжич � Li�

berator) � Mл�638]} (B, hp�2dg
, gs, u) Рис. 2. Селекционная линия № 533�05 F4 (Барон � Dark 

Green) (B, hp�2dg
)

Рис. 3. Селекционная линия № 277�05 F4 (Барон � Dark 

Green) (B, hp�2dg)



сов, природа которого не раскрыта, однако од�

нозначно связана с экспрессией гена В.

В процессе селекционной работы среди ге�

нетически выравненных (гомозиготных) селек�

ционных линий F5–F6 различных генотипов на�

ми неоднократно были выделены единичные

изогенные растения, характеризующиеся раз�

личием по какому�либо моногенному эффекту,

с полностью идентичным проявлением комп�

лекса других морфобиологических показателей.

Так, среди гибридов F5 (Барон � Dark Green) у

трех различных линий с генотипом В/В//hp�

2dg/hp�2dg выделены единичные растения с крас�

ными плодами, т.е. без гена В. Биохимическая

оценка выделенных изогенных линий подтвер�

дила их высокую выравненность по содержа�

нию сухого вещества, сахаров, титруемых кис�

лот, аскорбиновой кислоты, на которые ген В
не оказывает влияния (табл. 4). По содержанию

β�каротина линии с генотипом В/В//hp�2dg/hp�

2dg имели превышение в среднем на 392 %, при

этом вклад гена hp�2dg составлял 75 %.

У изогенных линий более высокую продук�

тивность имели растения с генотипом В/В//
hp�2dg/hp�2dg (рис. 1), что свидетельствует о более

стабильном уровне их мощности и жизнеспо�

собности. Это подтверждает ранее выявленный

факт менее выраженного депрессивного воз�

действия гена hp�2dg в присутствии гена В.

Непредсказуемо высокий уровень β�кароти�

на выявлен у селекционных форм F3 {[F3 (Dark

Green � Дружба) (F4 [(Княжич � Liberator) �
Mл�638]}, содержащих тригомозиготу В/В//hp�

2dg/hp�2dg//gs/gs. Несмотря на установленную в

наших исследованиях [13] биохимическую

«пассивность» гена gs относительно изучаемых

биохимических компонентов, в комбинации

с генами В и dg он проявляет экспрессивность

на активизацию биосинтеза β�каротина. Трой�

ная гомозигота выявила наиболее высокий

уровень β�каротина 5,31 мг/% как по сравне�

нию с дигомозиготой dg/dg//gs/gs – 2,58 мг/%,

так и с В/В//hp�2dg/hp�2dg – 3,48 мг/% (табл. 5).

Биохимические эффекты дигомозиготы

B/B//gs/gs гибридной популяции F3 {F4 [(Кня�

жич � Liberator) � Mл�638] � CLN 2070B} оказа�

лись менее эффективными, чем дигомозиготы

hp�2dg/hp�2dg//gs/gs (табл. 5). Это свидетельст�

вует о том, что основной эффект существен�

ного увеличения содержания β�каротина впло�

дах тригомозиготы В/В//hp�2dg/hp�2dg//gs/gs обеспе�

чивает не взаимодействие генов В и gs, а hp�2dg и gs.
Данное предположение подтверждено и высоким

(2,58 мг/%) содержанием β�каротина в плодах ди�

гомозиготы hp�2dg/hp�2dg//gs/gs.
Визуально рекомбинантные генотипы

В/В//hp�2dg/hp�2dg отличались от обычных вы�

сококаротиновых форм с генотипом В/В бо�

лее насыщенной оранжевой окраской плода

(рис. 2–4). Генотипы В/В//hp�2dg/hp�2dg без на�

личия гена u характеризовались проявлением

темно�коричневатого пятна возле плодонож�

ки (рис. 2), что обусловлено проявлением по�

вышенного содержания хлорофилла и анто�

циана. Присутствие гена gs у тригомозигот В/
В//hp�2dg/hp�2dg//gs/gs обнаруживалось по сла�

бым золотистым полосам на эпидермисе плода

(рис. 5). Генотипы В/В//hp�2dg/hp�2dg// gs/gs бо�

лее четко идентифицируются в фазе молочной

спелости плодов, при этом они характеризова�

лись более выраженным красным оттенком.

Выводы. При взаимодействии генов В и hp�
2dg в дигомозиготе содержание β�каротина су�

щественно превышает суммарный эффект этих

генов, что указывает на аддитивный тип неал�

лельного взаимодействия с проявлением сверх�

экспрессивности. При этом в дигомозиготе

удается сочетать повышенное содержания β�ка�

ротина (на уровне 2,42 мг %) и аскорбиновой

кислоты (33,97 мг/%), что позволяет рекомен�

довать ее в качестве альтернативной генетичес�

кой системы для практического использова�

ния в селекционных проектах, направленных

на создание сортов/гибридов с высокими дие�

тическими и лечебно�профилактическими

свойствами.

А.V. Kuzemenskyi

EFFECTS OF INTERGENIC INTERACTION 

OF THE HIGH PIGMENTATION hp�2dg (HIGH 

PIGMENT�2 DARK GREEN) WITH THE GENE

В (BETA�CAROTENE) IN TOMATO

It was shown that during intergenic interaction of genes

hp�2dg and В in dihomozygote an additive factor is formed

activating biogenesis of β�carotene in tomato fruits. In the

genotype В/В//hp�2dg/hp�2dg there is preserved the positive

effects of the gene hp�2dg on the content of ascorbic acid

and the negative one on the content of titrated acids. With

this stabilization of the gene hp�2dg genetic depression is

observed, which is manifested in the increased productivi�

ty of В/В//hp�2dg/hp�2dg�genotypes.
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О.В. Кузьоменський

ЕФЕКТИ МІЖГЕННОЇ ВЗАЄМОДІЇ ГЕНА

ПІДВИЩЕНОЇ ПІГМЕНТАЦІЇ hp�2dg (HIGH 

PIGMENT�2 DARK GREEN) З ГЕНОМ 

В (BETA�CAROTENE) У ТОМАТА

Показано, що при міжгенній взаємодії генів hp�2dg

і В у дигомозиготі формується адитивний фактор,

який активізує біогенез β�каротину в плодах томата. У

генотипу В/В//hp�2dg/hp�2dg зберігається позитивний

вплив гена hp�2dg на вміст аскорбінової кислоти і

негативний вплив на вміст кислот, що титруються.

При цьому спостерігається  стабілізація генетичної

депресії гена hp�2dg, що проявляється у підвищенні

продуктивності В/В//hp�2dg/hp�2dg�генотипів.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

УСТОЙЧИВОЙ К КОРНЕВОЙ ГУБКЕ

СОСНЫ ОБЫКНОВЕННОЙ

В ИСКУССТВЕННЫХ НАСАЖДЕНИЯХ

СТЕПНОЙ ЗОНЫ УКРАИНЫ

Проведен сравнительный анализ аллозимного варьи�

рования по 18 локусам трех степных природных популя�

ций Pinus sylvestris L. и выборки 36 устойчивых деревьев

из искусcтвенных насаждений в очагах поражения кор�

невой губкой (Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.). Устой�

чивые деревья характеризуются наименьшей долей поли�

морфных аллозимных локусов, меньшим количеством

аллелей и генотипов, а также близким к среднепопуля�

ционному уровнем наблюдаемой и ожидаемой гетерози�

готности. По составу и частотам мультилокусных ге�

нотипов (Dia�1, Lap�1, Acp), вносящих наибольший

вклад в подразделенность исследуемых древостоев, вы�

борка устойчивых деревьев заметно отличалась от при�

родных популяций.

Введение. Искусственные насаждения сосны

обыкновенной (Pinus sylvestris L.) часто поража�

ются корневой губкой (Heterobasidion annosum
(Fr.) Bref.), особенно в степной и лесостепной

зонах Украины. В локальных очагах развития

этого патогена наблюдается массовая гибель

растений, хотя отдельные особи выживают. Это

можно объяснить тем, что растения в популя�

циях и насаждениях обладают различной сте�

пенью иммунитета. Эти толерантные индиви�

дуумы ценны как для выяснения генетики

иммунитета, так и для селекции на устойчи�

вость к патогенным факторам. Следует отме�

тить, что генетические аспекты иммунитета и

механизмы поддержания устойчивости лесных

экосистем остаются недостаточно разработан�

ными, несмотря на длительную историю изуче�

ния механизмов патогенеза древесных расте�

ний. В ряде публикаций показана определенная

взаимосвязь между аллозимным полиморфиз�

мом и устойчивостью растений к болезням и

вредителям [1–3].

Корневая губка, поражая растения P. sylves�
tris, действует как очень жесткий фактор естест�

венного отбора наиболее устойчивых геноти�

пов. Любой отбор обычно приводит к сниже�

нию уровня генетического разнообразия в

природных или искусственных группировках

растений [4]. С популяционно�генетических

позиций интересным представляется выясне�

ние особенностей генетической структуры

растений P. sylvestris, выживших в очагах пора�

жения этим патогеном. Важно установить,

сохраняется ли у этой совокупности устойчи�

вых деревьев уровень полиморфизма, свойст�

венный природным популяциям, или он сме�

щается в какую�то определенную сторону.

Цель нашей работы – сравнение генетичес�

кой структуры выборки устойчивых к корневой

губке деревьев P. sylvestris из очага поражения

с выборками растений из природных популя�

ций этого вида по варьированию аллозимов.

Материалы и методы. Здоровые шишки с 36

устойчивых к корневой губке деревьев P. sylves�
tris были собраны нами в очагах поражения в

кварталах искусственных сосновых лесов Крас�

нолиманского гослесхоза на севере Донецкой

области. Сборы шишек проводили в 26�м и

60�м кварталах Ямпольского и Торского лесни�

честв соответственно. В сравнительных иссле�

дованиях были задействованы еще три степ�

ные природные популяции P. sylvestris, не
© И.И. КОРШИКОВ, А.Е. ДЕМКОВИЧ, 2008
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пораженные корневой губкой: одна на терри�

тории Изюмского лесничества в Харьковской

области (ИХ 46 деревьев) и две в Луганской

области в районе Северодонецка (В – 54 и Г –

25 деревьев).

Для определения генотипа материнского де�

рева в электрофоретическом анализе использо�

вали 7–8 семян. Электрофорез ферментов, экс�

трагируемых из эндосперма каждого семени,

проводили в вертикальных пластинках 7,5%�

ного полиакриламидного геля [5]. Условия эк�

стракции, электрофоретического разделения и

гистохимического окрашивания ферментов,

идентификация аллелей и их номенклатура

подробно описаны нами ранее [6]. В исследо�

вании были задействованы восемь фермент�

ных систем: глутаматдегидрогеназа (GDH,

К.Ф. 1.4.1.2), глутаматоксалоацетаттрансами�

наза (GOT, К.Ф. 2.6.1.1), алкогольдегидрогена�

за (ADH, К.Ф. 1.1.1.1), диафораза (DIA, К.Ф.

1.6.4.3), супероксиддисмутаза (SOD, К.Ф.

1.15.1.1), кислая фосфатаза (ACP, К.Ф. 3.1.3.2),

лейцинаминопептидаза (LAP, К.Ф. 3.4.11.1)

и малатдегидрогеназа (MDH, К.Ф. 1.1.1.37).

Для определения внутрипопуляционной диф�

ференциации применяли традиционные попу�

ляционно�генетические показатели [7, 8]. Ал�

лельную и генотипическую гетерогенность

оценивали с помощью χ2�теста [9]. При ста�

тистической обработке электрофоретических

данных использовали пакет компьютерных

программ BIOSYS�1 [10], GenAlEX 6 [11].

Результаты исследований и их обсуждение.
В объединенной выборке из 161 исследуемого

растения выявлено 54 аллельных варианта 18

анализируемых локусов. У 36 устойчивых де�

ревьев установлено 37 аллелей, что составило

68,5 % их числа, и только один аллель – Lap1.05

встречался исключительно в этой выборке. Для

всех исследуемых растений описано 70 геноти�

пов, а для выборки устойчивых – 40, или 57,1 %,

из них 3 генотипа встречались только в этой

выборке растений. Наблюдаемое соотношение

генотипов в выборке устойчивых деревьев по

одному из локусов (Mdh�3) существенно отли�

чалось от ожидаемого равновесия Харди�Вайн�

берга. У анализируемых растений природных

популяций локусов с достоверными отклонени�

ями в распределении генотипов было по три,

причем не всегда они были одними и теми же

в разных популяциях.

Частоты преобладающего аллеля (1.00) по

всем полиморфным локусам во всех исследуе�

мых выборках растений были выше 0,500. В

трех популяциях P. sylvestris статистически до�

стоверные различия в частотах аллелей по χ2�

критерию установлены в целом для трех локу�

сов – Dia�1, Dia�4 и Acp (табл. 1). Значимая

гетерогенность была свойственна пяти алле�

лям упомянутых локусов, а также еще одному

аллелю локуса Dia�2. Из этих шести аллелей

два были предоминантными (1.00). Между вы�

Таблица 1

Аллельная гетерогенность природных популяций (В, Г,
ИХ) и выборки устойчивых (У) к Heterobasidion annosum

деревьев искусственных насаждений Pinus sylvestris

Локус, аллель В�Г�ИХ У�В�Г�ИХ

Lap�1

0.95

0.97

1.00

1.05

Для локуса

Dia�1

1.00

0.85

0.90

1.00

1.15

Для локуса

Dia�2

0.90

1.00

1.10

Для локуса

Dia�4

0.89

1.00

1.10

Для локуса

Acp

0.94

0.97

1.00

1.02

Для локуса

n.s.

n.s.

n.s.

–

n.s.

n.s.

7,82 (2) *

n.s.

n.s.

12,99 (2) **

24,64 (8) **

n.s.

7,28 (2) *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

6,54 (2) *

10,44 (4) *

n.s.

n.s.

8,89 (2) *

32,50 (2) ***

40,04 (6) ***

11,69 (3) **

n.s.

n.s.

n.s.

18,82 (9) *

n.s.

10,59 (3) *

n.s.

n.s.

20,03 (3) ***

35,71 (12) ***

n.s.

9,04 (3) *

10,39 (3) *

12,84 (6) *

n.s.

8,09 (3) *

11,73 (3) **

15,92 (6) *

8,62 (3) *

n.s.

9,98 (3) *

52,13 (3) ***

60,45 (9) ***

Примечание. Здесь и в табл. 2 в скобках указаны числа

степеней свободы. Различия достоверны при: * P < 0,05,

** P < 0,01, *** P < 0,001, n.s. – различия несу�

щественны.
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боркой устойчивых деревьев и природными

популяциями P. sylvestris отмечена более су�

щественная неоднородность в аллельных час�

тотах. Она была выявлена в целом для пяти

локусов – Lap�1, Dia�2 и Dia�1, Dia�4 и Acp.

Всего аллелей, по частотам которых в этом ва�

рианте сравнения установлена значимая гете�

рогенность, было десять, из которых три были

предоминантными.

Существенные различия в частотах геноти�

пов при сравнении только природных популя�

ций и их с выборкой устойчивых деревьев в

целом установлена для пяти локусов – Got�2,

Dia�1, Dia�4, Adh�1 и Acp (табл. 2). Природные

популяции значимо различались в частотах 14

генотипов, а при сравнении с выборкой устой�

чивых деревьев – по этим же 14 генотипам и

еще четырем, три из которых относятся к ло�

кусу Dia�4 и один к локусу Acp.

Выборка устойчивых деревьев характеризует�

ся наименьшим количеством аллелей и геноти�

пов в расчете на один локус и наименьшей до�

лей полиморфных локусов по сравнению с

природными популяциями (табл. 3). По уровню

наблюдаемой гетерозиготности значимых от�

личий между изучаемыми древостоями не вы�

явлено, хотя наименьшая ожидаемая гетерози�

готность была отмечена в выборке устойчивых

деревьев (НЕ = 0,201). Индекс фиксации Райта

и коэффициент инбридинга особи относитель�

но популяции (выборки) указывает на то, что

для группы устойчивых деревьев свойствен

больший избыток гетерозигот (FIS = –0,066),

чем в целом для популяций (FIS = –0,004).

По генетической дифференциации, соглас�

но значениям генетической дистанции Неи

(DN) [8], выборка устойчивых деревьев соот�

ветствовала уровню популяционной. Так, для

трех исследованных популяций значения DN

составляли 0,006–0,015, а для выборки устой�

чивых деревьев и популяций – 0,008–0,012.

С помощью расчетных значений коэффици�

ента инбридинга популяции относительно все�

го вида (FST), а также доли межпопуляционного

разнообразия (GST) был проведен анализ под�

разделенности популяций и выборки устойчи�

вых деревьев (табл. 4). Согласно средним значе�

ниям FST и GST на межпопуляционное генети�

ческое разнообразие, а также подразделенность

естественных популяций и выборки устойчивых

Таблица 2

Генотипическая гетерогенность природных 
популяций (В, Г, ИХ) и выборки устойчивых (У) 
к Heterobasidion annosum деревьев искусственных

насаждений Pinus sylvestris

Локус, аллель В�Г�ИХ У�В�Г�ИХ

Got�20.00/1.00

Got�20.00/1.12

Got�21.00/1.00

Got�21.00/1.12

Got�21.12/1.12

Got�21.20/1.00

Got�21.12/1.20

Для локуса

Dia�10.00/0.90

Dia�10.85/0.85

Dia�10.85/0.90

Dia�10.90/0.90

Dia�10.90/1.00

Dia�11.00/1.00

Dia�11.00/1.15

Dia�11.15/1.15

Dia�10.00/1.15

Для локуса

Dia�40.89/1.00

Dia�41.00/1.00

Dia�40.89/0.89

Dia�40.89/1,00

Dia�41.00/1.10

Для локуса

Lap�10.95/0.95

Lap�10.95/1.00

Lap�10.97/1.00

Lap�11.00/1.00

Lap�11.05/1.05

Для локуса

Adh�10.89/1.00

Adh�11.00/1.00

Adh�11.00/1.02

Adh�11.00/1.08

Adh�11.05/1.00

Для локуса

Acp0.94/1.00

Acp1.00/1.00

Acp1.00/1.02

Acp0.94/0.94

Acp0.97/0.97

Acp0.97/1.00

Для локуса

n.s.

12,3 (2) **

7,38 (2) *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

22,96 (12) *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

7,44 (2) *

n.s.

9,04 (2) *

8,84 (2) *

8,84 (2) *

34,52 (16) **

n.s.

n.s.

n.s.

–

7,30 (2) *

16,16 (6) *

n.s.

9,28 (2) **

n.s.

9,49 (2) **

–

12,696 (6) *

n.s.

n.s.

7,11 (2) *

n.s.

13,92 (2) ***

25,71 (8) **

7,66 (2) *

13,36 (2) **

11,70 (2) **

n.s.

n.s.

–

28,57 (8) ***

n.s.

16,63 (3) ***

8,87 (3) *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

31,11 (18) *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

12,26 (3) **

n.s.

14,40 (3) **

13,23 (3) **

13,23 (3) **

51,47 (24) ***

8,90 (3) *

8,38 (3) *

n.s.

10,20 (3) *

13,21 (3) **

37,18 (12) ***

n.s.

21,33 (3) ***

n.s.

13,43 (3) **

n.s.

32,002 (12) **

n.s.

n.s.

8,2 (3) *

n.s.

20,44 (3) ***

35,78 (12) ***

13,60 (3) **

13,43 (3) **

18,17 (3) ***

n.s.

7,94 (3) *

n.s.

45,84 (12) ***
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деревьев P. sylvestris приходится только 1,4–

1,8 % его генетического варьирования. 

Наибольший вклад в подразделенность как

популяций, так и по отношению к ним выборки

устойчивых деревьев вносят три локуса – Acp,

Lap�1 и Dia�1. Значения FST и GST по этим

трем локусам, как правило, в 2 раза и более

выше, чем средние значения этих коэффи�

циентов по совокупности всех 18 локусов. По

мнению Алтухова [4], такие локусы находятся

под влиянием локального дизруптивного от�

бора FST и GST. Локусы, имеющие средние зна�

чения этих коэфициентов, – нейтральны, а с

низкими значениями – подвержены баланси�

рующему отбору. По всей видимости, генети�

ческие отличия между устойчивыми растениями

и природными популяциями могут в первую

очередь определяться как отдельными локуса�

ми, подверженными дизруптивному отбору, так

и их мультилокусными сочетаниями.

Для выяснения справедливости этого пред�

положения был проведен анализ состава и час�

тот мультилокусных генотипов Diа�1, Lap�1,

Acp. Сведений о сцеплении этих локусов в ли�

тературе мы не нашли [12]. В объединенной

совокупности из 161 растения установлены

33 мультилокусных генотипа этих трех локу�

сов (рисунок). В выборке устойчивых деревьев

их было заметно меньше – всего 13, или 39,4 %

общего количества. От 11 до 20 таких генотипов

Таблица 3

Значения основных показателей генетического полиморфизма природных популяций (В, Г, ИХ) и выборки 
устойчивых (У) к Heterobasidion annosum деревьев искусственных насаждений Pinus sylvestris

Выборка устой�

чивых деревьев

и популяции

Доля полиморф�

ных локусов 

(Р99)
аллелей (А) генотипов (Pg) средняя ожида�

емая (НE)

средняя наблюда� 

емая (НO)

Индекс фикса�

ции Райта (F)

ГетерозиготностьСреднее количество на локус

У

В

Г

ИХ

0,201 ± 0,014

0,231 ± 0,013

0,221 ± 0,017

0,221 ± 0,013

2,056

2,389

2,222

2,667

0,778

0,833

0,833

0,833

2,222

2,778

2,667

2,944

0,225 ± 0,014

0,216 ± 0,012

0,225 ± 0,016

0,228 ± 0,013

–0,119

0,065

–0,018

–0,032

Таблица 4

Показатели F�статистики Райта и G�статистики Неи для природных популяций (В, Г, ИХ) и выборки устойчивых
(У) к Heterobasidion annosum деревьев искусственных насаждений Pinus sylvestris

Локус
У В Г ИХ В�Г�ИХ У�В�Г�ИХ В�Г�ИХ У�В�Г�ИХ

FIS FST GST

Gdh

Got�1

Got�2

Got�3

Sod�4

Mdh�2

Mdh�3

Dia�1

Dia�2

Dia�4

Lap�1

Lap�2

Adh�1

Adh�2

Acp

Среднее

–0,287

–0,006

–0,046

0,071

0,000

–0,051

–0,333

–0,165

–0,034

–0,122

–0,039

0,156

–0,111

–0,051

–0,168

–0,066

–0,067

–0,014

–0,013

0,170

–0,039

–0,020

–0,126

0,340

0,057

–0,053

–0,125

–0,059

–0,132

0,332

0,271

0,029

0,107

–0,020

–0,206

–0,250

–0,064

–0,073

–0,422

0,057

0,106

–0,776

–0,042

0,273

–0,042

0,069

0,454

–0,046

0,003

0,001

–0,037

–0,159

–0,022

–0,069

–0,160

0,009

–0,944

1,000

–0,083

–0,083

–0,039

0,160

0,058

–0,020

0,013

0,005

0,016

0,009

0,003

0,009

0,016

0,040

0,017

0,015

0,023

0,009

0,011

0,013

0,057

0,014

0,013

0,004

0,008

0,009

0,003

0,009

0,025

0,030

0,020

0,012

0,042

0,006

0,014

0,015

0,062

0,015

0,010

0,005

0,018

0,010

0,012

0,009

0,017

0,045

0,021

0,027

0,038

0,019

0,011

0,015

0,063

0,018

0,010

0,004

0,010

0,010

0,012

0,009

0,025

0,031

0,023

0,029

0,056

0,016

0,012

0,018

0,062

0,018
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отмечено в природных популяциях. Представи�

тельство мультилокусных генотипов в изучае�

мых древостоях было заметно гетерогенным,

как и их частоты. Доля четырех генотипов в вы�

борке устойчивых деревьев составляла 69,4 %,

трех генотипов в популяции ИХ – 46,2 %, трех

в популяции Г – 56,0 % и двух в популяции В –

32 %. Из этих представительных генотипов нет

ни одного, который бы с повышенной частотой

встречался во всех четырех древостоях. Три из

33 установленных генотипов присутствовали

только в выборке устойчивых деревьев. По 3–

6 редких генотипов, встречающихся с частотой

0,026–0,080, обнаружено в каждой из популя�

ций. Высокое представительство четырех муль�

тилокусных генотипов в выборке устойчивых

растений может указывать, что именно в пользу

этих генотипов направлен отбор, связанный с

поражаемостью растений корневой губкой.

Судя по полученным нами данным, повы�

шенная гетерозиготность растений P. sylvestris

по всей совокупности локусов не является ре�

шающим фактором в их устойчивости к корне�

вой губке. К примеру, деревья бука (Fagus sylvat�
ica L.), устойчивые к паразиту�насекомому

(Cryptococcus jagisuga), имели меньшую гетеро�

зиготность по 11 аллозимным локусам, чем

сильно пораженные [2]. 

По всей видимости, в нормальных условиях

роста и развития и при поражении растений в

древостое корневой губкой адаптивное преиму�

щество генотипов с разным сочетанием аллелей

одних и тех же полиморфных локусов изменя�

ется. В этом случае гетерозиготность устойчи�

вых растений может мало отличаться от средне�

популяционной, однако генетическая структу�

ра по мультилокусным генотипам смещается

из�за гибели неустойчивых особей и, соответст�

венно, приводит к потере части генетического

разнообразия.

В генетико�селекционных работах на толе�

рантность P. sylvestris к корневой губке в качес�

Частоты мультилокусных генотипов (по вертикали) по сочетанию локусов Diа�1, Lap�1, Acp природных популя�

ций (В, Г, ИХ) и выборки устойчивых (У) к Heterobasidion annosum деревьев искусственных насаждений Pinus

sylvestris. По горизонтали – мультилокусный генотип; первая и вторая цифры в названии генотипа соответствуют

локусу Dia�1, третья и четвертая – локусу Lap�1, пятая и шестая – Acp. Для аллелей использованы числовые

обозначения: Dia1.15 = 1, Dia1.00 = 2, Dia0.90 = 3, Dia0.85 = 4; Lap1.05 = 1, Lap1.00 = 2, Lap0.95 = 3, Lap0.97 = 4; Acp1.02 = 1, Acp1.00 =

= 2, Acp0.94 = 3, Acp0.97 = 4
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тве маркеров, очевидно, можно использовать

выявленные нами четыре мультилокусные

комбинации Acp, Lap�1, Dia�1, наиболее часто

встречавшиеся в выборке устойчивых дере�

вьев. Однако эта предпосылка нуждается в до�

полнительной экспериментальной проверке

для подтверждения повышенной устойчивости

именно этих генотипов P. sylvestris. Ее вполне

можно осуществить в условиях лабораторного

опыта на проростках, предварительно проведя

их генотипическую паспортизацию, с после�

дующим заражением патогеном.

Таким образом, устойчивые к корневой губ�

ке деревья P. sylvestris из очага поражения этим

патогеном характеризовались меньшим генети�

ческим разнообразием, чем природные популя�

ции, но имели близкие к ним значения средней

гетерозиготности. Идентифицированы локусы

Acp, Lap�1, Dia�1, которые вносят наибольший

вклад в подразделенность устойчивых деревьев

в сравнении с природными популяциями, а

также наиболее часто встречающиеся у устой�

чивых деревьев их мультилокусные генотипы.

I.I. Korshikov, A.E. Demkovich

GENOTYPIC PECULIARITIES OF RESISTANT TO

ROOT FUNGUS SCOTCH PINE PLANTS IN

ARTIFICIAL STANDS OF THE UKRAINIAN 

STEPPE�ZONE

Comparative analysis of allozyme variability was car�

ried out by 18 loci from such tree�groups as 3 Pinus

sylvestris L. natural steppe populations and a sample of

36 resistant trees from artificial stands in root fungus

(Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.) damage centres.

Resistant trees are characterized by the least portion of

polymorphic allozyme loci, by allele and genotype number,

and by similar to midpopulational level observed and

expected heterozigosity. Resistant tree sample differed

from natural populations on composition and frequencies

of multi�locus genotypes Dia�1, Lap�1, Acp, which are

making the most contribution to researched tree�stands

subdivision.

І.І. Коршиков, А.Є. Демкович

ГЕНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ СТІЙКОЇ

ДО КОРЕНЕВОЇ ГУБКИ СОСНИ ЗВИЧАЙНОЇ

В ШТУЧНИХ НАСАДЖЕННЯХ СТЕПОВОЇ 

ЗОНИ УКРАЇНИ

Проведено порівняльний аналіз алозимного варі�

ювання за 18 локусами трьох степових природних по�

пуляцій Pinus sylvestris L. і вибірки 36 стійких дерев в

місцях ураження кореневою губкою (Heterobasidion

annosum (Fr.) Bref.). Стійкі дерева характеризуються

найменшою часткою поліморфних локусів, меншою

кількістю алелів і генотипів, а також близьким до се�

редньопопуляційного рівнем наявної та очікуваної ге�

терозиготності. За складом і частотами мультилокус�

них генотипів (Dia�1, Lap�1, Acp), які здійснюють

найвагоміший внесок у підрозділеність досліджува�

них деревостанів, вибірка стійких дерев помітно від�

різнялася від природних популяцій.
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ИЗУЧЕНИЕ НАСЛЕДОВАНИЯ

МОРФОЛОГИЧЕСКИХ ПРИЗНАКОВ

ПОДСОЛНЕЧНИКА.

1. ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ

ОКРАСКИ ЛОЖНОЯЗЫЧКОВЫХ

ЦВЕТКОВ, ВЕТВИСТОСТИ

И ВОССТАНОВЛЕНИЯ

ФЕРТИЛЬНОСТИ ПЫЛЬЦЫ

Изучали наследование окраски ложноязычковых

цветков подсолнечника на коллекционном материале

Института растениеводства им. В.Я. Юрьева. В пер�

вом поколении выявили только желтую окраску, наибо�

лее распространенную среди всех типов окрасок цветков.

Во втором поколении в различных комбинациях скрещи�

вания наблюдали расщепления на фенотипические клас�

сы в соотношениях 3 : 1 и 9 : 3 : 4, свидетельствующие о

различии изучаемых форм по одному и двум генам соот�

ветственно. Изучение наследования ветвистости и вос�

становления фертильности пыльцы у исследованных ин�

бредных линий подсолнечника выявило моногенный

контроль различий по этим признакам. Установили, что

все гены, контролирующие изучаемые признаки, наследу�

ются независимо.

Введение. Внутривидовое разнообразие ка�

чественных признаков у подсолнечника до�

вольно велико [1, 2]. В последнее время иссле�

дователей привлекает признак окраски ложно�

язычковых цветков (ОЛЦ), который имеет

важное значение в селекции подсолнечника.

Вовлечение в селекционный процесс генов,

контролирующих разное проявление этого

признака, позволяет создавать декоративные

формы этой культуры [3–5]. Сегодня на миро�

вом рынке представлено более 60 декоратив�

ных сортов и гибридов подсолнечника [3].

Кроме того, различные типы ОЛЦ могут быть

использованы как морфологические маркеры

для определения подлинности, чистоты и од�

нородности селекционного материала этой

культуры. В соответствии с этим во многих

учреждениях ведется работа по созданию мор�

фологических признаковых коллекций подсол�

нечника. Такие признаковые коллекции, даю�

щие представление о разнообразии изучаемого

вида, сформированы на Североамериканской

опытной станции (США) [6], во Всероссийском

институте растениеводства им. Н.И. Вавилова

(Россия) [2], Институте масличных культур

(Украина) [7] и др. При вовлечении в скрещива�

ния коллекционных форм различного проис�

хождения можно определить общее количество

генов, контролирующих определенный признак,

в том числе и ОЛЦ подсолнечника. В Институ�

те растениеводства им. В.Я. Юрьева создана

коллекция инбредных линий подсолнечника,

у которых ОЛЦ варьирует от желтой до абри�

косовой. При этом остается неизвестным ко�

личество генов ОЛЦ, по которым различают�

ся упомянутые образцы подсолнечника.

В связи с этим целью настоящей работы

было изучение изменчивости и наследования

ОЛЦ, а также установление локализации от�

носительно друг друга генов ОЛЦ, ветвистос�

ти и восстановления фертильности пыльцы

коллекции инбредных линий подсолнечника

Института растениеводства им. В.Я. Юрьева.

Материалы и методы. В качестве исходного

материала были использованы 8 инбредных ли�

ний подсолнечника (Helianthus annuus L.) му�

тантного происхождения, созданные в отделе

селекции масличных культур Института рас�

тениеводства им. В.Я. Юрьева. Использова�

ние химических мутагенов позволило отоб�

рать мутантные формы и на их основе путем

многократного инцухта получить инбредные
© Я.Ю. ШАРЫПИНА, В.Н. ПОПОВ, Т.А. ДОЛГОВА, 

В.В. КИРИЧЕНКО, 2008
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линии со следующими вариантами ОЛЦ: жел�

тая (ж.), лимонная (л.), оранжевая (ор.), светло�

желтая (св.�ж.) и абрикосовая (абр.). Эти ли�

нии различались и по признаку «ветвистость».

В скрещивания были вовлечены инбредные ли�

нии со следующими характеристиками морфо�

логических признаков: Мх1829В (абр., ветвис�

тая); Мх1823В (л., ветвистая); Мх4В (л.,

ветвистая); Мх217/8 (св.�ж., без ветвления),

Мх168 (св.�ж., без ветвления); Мх215 (ор., без

ветвления); Мх42 (ж., без ветвления); Мх262В

(ж., без ветвления).

Для изучения генетического контроля пере�

численных признаков и проведения теста

на наличие сцепления между генами, отвечаю�

щими за их контроль, были проведены рецип�

рокные скрещивания по схеме, представленной

в табл. 1. Всего получено 36 реципрокных гиб�

ридных комбинаций, а 2 комбинации (Мх168 �
� Мх42 и Мх217 � Мх215) удалось осуществить

только в одном направлении.

Гибридизацию осуществляли на фертильной

основе по следующей схеме. До начала цвете�

ния обеспечивали изоляцию корзинок подсол�

нечника, помещая их под пергаментные изо�

ляторы. С началом зацветания первого яруса

трубчатых цветков проводили их кастрацию в

утренние часы (с 6.00 до 8.00). Удаление тычи�

нок выполняли на 3–4 ярусах корзинки под�

солнечника. Во избежание попадания пыльцы

на рыльца с цветков, расположенных в цент�

ральной части корзинки, их удаляли скальпе�

лем. Кастрированные цветки опыляли пыль�

цой отцовской формы 3–4 раза. Расщепляющи�

еся популяции F2 получали путем самоопыле�

ния индивидуальных корзинок F1 под перга�

ментными изоляторами.

Проверку нулевой гипотезы о соответствии

фактического расщепления теоретически ожи�

даемому, а также тест на сцепление между гена�

ми выполняли с применением критерия χ2 [8].

Результаты исследований и их обсуждение.
Из источников литературы известно, что среди

образцов подсолнечника выявлено существен�

ное разнообразие по ОЛЦ, которую можно раз�

граничить на две группы – антоциановой и не�

антоциановой природы. ОЛЦ неантоциановой

природы встречается в разных вариантах, на�

чиная от бледно�желтой и заканчивая абрико�

совой, с различными промежуточными типами

окрасок цветков. Среди образцов подсолнечни�

ка наиболее распространенной является жел�

тая ОЛЦ, которая контролируется комплемен�

тарно взаимодействующими доминантными

аллелями разных генов [4]. Эти гены в гомози�

готном рецессивном состоянии контролируют

другие типы окрасок, например, ген o обус�

ловливает оранжевую окраску, l – лимонную,

гены ly и ap – светло�желтую и абрикосовую

соответственно [9–12].

Изучение коллекции инбредных линий под�

солнечника показало, что исследуемые образ�

цы характеризовались высокой автофертиль�

ностью, которая позволила получить доста�

точное количество семян, внутрилинейной

стабильностью (константность) и четким про�

Таблица 1

Схема скрещиваний между инбредными линиями подсолнечника

�
Mx262B, ж. Мх42, ж.

Мх1829,

абр.
Мх4В, л. Мх1823, л. Мх215, ор.

Мх217, 

св.�ж.

Мх168, 

св.�ж.

�

Mx262B, ж.

Mx42, ж.

Mx1829, абр.

Mx4В, л.

Mx1823, л.

Mx215, ор.

Mx217, св.�ж.

Mx168, св.�ж.

–

–

+

+

–

+

+

–
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–
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+
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–

+
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–

–

+

+
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–

+

–

+

+

+

+

+

+

–

+*

–

+

–

+

+

–

–

–

+

–

–

–

–

+

–

+

–

Примечание. «+» – прямое и обратное скрещивание; «+*» – скрещивание реализовано только в одном на�

правлении; «–» – скрещивание не проводилось или не удалось осуществить.
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явлением по изучаемым признакам. Все пе�

речисленные факторы являются необходи�

мым условием для проведения генетического

анализа.

В F1 выявили единообразие по ОЛЦ, т.е. у

всех гибридных растений подсолнечника наб�

людалась только желтая окраска цветков. Эти

результаты свидетельствуют о доминировании

желтой окраски над остальными типами ОЛЦ

в том случае, если в скрещивания вовлекались

родительские линии, которые обладают упо�

мянутой окраской (линии Mx262B и Mx42).

Появление желтой окраски у гибридов F1, по�

лученных в скрещиваниях с участием линий,

которые имеют альтернативные типы ОЛЦ

(абрикосовая, лимонная, оранжевая и светло�

желтая), свидетельствует о неаллельности об�

суждаемых генов, что было подтверждено при

анализе растений F2.

В реципрокных скрещиваниях Мх4В �
� Мх1823 (лимонные � лимонные) у гибридов

F1 все растения были идентичны родительс�

ким линиям, т. е. имели лимонную ОЛЦ, что

указывает на аллельность этих генов. В то же

время все гибриды первого поколения от

скрещивания между собой некоторых линий,

имеющих светло�желтую ОЛЦ (Мх217 и

Мх168), в прямом и обратном направлении

имели желтую окраску. Это подтверждает не�

аллельность генов, контролирующих разли�

�
Mx262B, ж. Мх42, ж.

Мх1829,

абр.
Мх4В, л. Мх1823, л. Мх215, ор.

Мх217, 

св.�ж.

Мх168, 

св.�ж.

�

Mx262B, ж.

Mx42, ж.

Mx1829, абр.

Mx4В, л.

Mx1823, л.

Mx215, ор.

Mx217, св.�ж.

Mx168, св.�ж.

–

–

75:25 1

ж.:абр.

(0,0)

109:26 1

ж.:л.

(2,37)

–

118:27 1

ж.:ор.

(3,15)

126:29 1

ж.:св.�ж.

(3,27)

–

–

–

93:36 1

ж.:абр.

(0,59)

114:40 1

ж.:л.

(0,08)

101:29 1

ж.:л.

(0,51)

25:13 1

ж.:ор.

(1,72)

–

69:28 1

ж.:св.�ж.

(0,77)

100:35 1

ж.:абр.

(0,07)

66:17 1

ж.:абр.

(0,91)

–

91:32:34 2

ж.:абр.:л.

(1,01)

108:39:40 2

ж.:абр.:л.

(1,5)

59:24:33 2

ж.:ор:абр.

(1,28)

84:29:32 2

ж.:св.�

ж.:абр.

(0,7)

–

125:36 1

ж.:л.

(0,6)

118:36 1

ж.:л.

(0,22) 

54:12:14 2

ж.:абр.:л.

(4,2)

–

–

81:24:36 2

ж.:ор.:л.

(0,28)

67:20:34 2

ж.:св.�ж.:л

(0,81)

–

–

74:27 1

ж.:л.

(0,16)

61:21:23 2

ж.:абр.:л.

(0,56)

–

–

50:9:15 2

ж.:ор.:л.

(4,06)

–

55:14:28 2

ж.:св.�ж.:л.

(1,55)

110:37 1

ж.:ор.

(0,0)

91:20 1

ж.:ор.

(2,83)

91:25:28 2

ж.:ор:абр.

(3,17)

76:27:34 2

ж.:ор.:л.

(0,09)

39:6:12 2

ж.:ор.:л.

(3,91)

–

82:33:35 2

ж.:св.�

ж.:ор.

(1,08)

–

79:28 1

ж.:св.�ж.

(0,08)

–

63:19:25 2

ж.:св.�

ж.:абр.

(0,31)

80:20:31 2

ж.:св.�ж.:л

(0,31)

–

–

–

–

–

–

–

–

98:26:332

ж.:св.�ж.:л.

(2,46)

–

–

–

Таблица 2

Расщепление по разным типам окраски ложноязычковых цветков подсолнечника в F2

Примечание. 1 – расщепление соответствует 3 : 1, 2 – расщепление соответствует 9 : 3 : 4. В скобках приведены

фактические значения χ2 .
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чия по данной окраске цветков подсолнечника.

При проведении самоопыления по этим гиб�

ридным комбинациям нам, к сожалению, не

удалось получить достаточного количества се�

мян F2, чтобы установить характер расщепле�

ния по ОЛЦ.

Результаты расщеплений гибридов F2 от

скрещиваний линий, которые имеют желтую

ОЛЦ, типичную для подсолнечника, с линиями

других вариантов окраски показали, что факти�

ческое расщепление по всем гибридным ком�

бинациям соответствует теоретически ожидае�

мому 3 : 1, характерному для моногенного типа

наследования (табл. 2). Реципрокных эффектов

в указанных комбинациях скрещивания обна�

ружено не было. 

Полученные нами данные согласуются с ре�

зультатами других авторов [3, 12–14]. Следует

отметить, что абрикосовая ОЛЦ является мало

распространенной по сравнению с другими ти�

пами окрасок цветков, но востребованной в се�

лекции декоративных форм подсолнечника [4,

12]. В литературе имеется только одна работа

по изучению наследования окраски, в которой

показано, что абрикосовая ОЛЦ контролирует�

ся одним геном ap [12]. Такой же характер нас�

ледования был подтвержден и нами, но до сих

пор остается открытым вопрос об аллельности

генов абрикосовой окраски, выявленной у об�

разцов подсолнечника, которые имеют разное

происхождение.

В F2, полученном от скрещиваний инбред�

ных линий подсолнечника с различными ва�

риантами окраски (абрикосовая, лимонная,

светло�желтая, оранжевая), фактическое рас�

щепление соответствовало 9 : 3 : 4, характер�

ному для взаимодействия генов по типу ре�

цессивного эпистаза (табл. 2). Однако следует

отметить, что только в некоторых гибридных

комбинациях, полученных при скрещивании

растений с разными типами окрасок цветков,

можно четко определить какой ген эпистати�

чен по отношению к другим генам. Так, на�

пример, в реципрокных скрещиваниях расте�

ний с лимонными цветками и растений с

оранжевыми и светло�желтыми ложноязычко�

выми цветками был выявлен рецессивный

эпистаз гена лимонной окраски по отноше�

нию к генам, контролирующим оранжевую и

светло�желтую ОЛЦ. Эти данные совпадают с

результатами Фика [13], который показал ана�

логичное взаимодействие этих генов. В рабо�

тах Толмачева [4] выявлен эпистаз только гена

лимонной окраски над геном светло�желтой, а

в других скрещиваниях типа лимонные � оран�

жевые было установлено комплементарное

взаимодействие генов.

В остальных гибридных комбинациях неза�

висимо от направления реципрокных скрещи�

ваний (абрикосовые � светло�желтые, абрико�

совые � лимонные, абрикосовые � оранжевые,

светло�желтые � оранжевые) доля растений в

F2 c альтернативными окрасками цветков была

практически одинакова, что не позволяет сде�

лать окончательный вывод о том, какой из ге�

нов эпистатичен по отношению к другому. По�

лученные нами данные не совпадают с резуль�

татами Толмачева [4] и Першиной [3], в иссле�

дованиях которых было показано отношение

фенотипических классов 9 : 3 : 3 : 1 с появле�

нием в определенных скрещиваниях нового

оттенка ОЛЦ: светло�абрикосового, лимонно�

абрикосового или светло�желто�оранжевого,

которые не были выявлены в полученных на�

ми гибридных комбинациях.

Следовательно, за проявление разных типов

ОЛЦ, кроме желтой, отвечают рецессивные ал�

лели различных генов. Для того чтобы с уве�

ренностью сказать об идентичности или разли�

чии генов ОЛЦ, а также установить количество

генов, контролирующих упомянутый признак,

необходимо привлечь в исследование линии

подсолнечника из разных коллекций с обяза�

тельным проведением биохимических анали�

зов пигментов.

Учитывая характер расщеплений в скрещи�

ваниях инбредных линий желтой ОЛЦ с линия�

ми других окрасок (моногенное расщепление)

и в серии скрещиваний линий между собой с

альтернативными типами окрасок (дигенное

расщепление), генотипы исходных родительс�

ких форм можно записать следующим обра�

зом: линии с желтой окраской цветков –

LLOOLyLyApAp; лимонной – llOOLyLyApAp;

оранжевой – LLooLyLyApAp, абрикосовой –

LLOOLyLyapap и одна из линий со светло�

желтой – LLOOlylyApAp, генотип же другой

линии с неаллельным геном этой окраской

ОЛЦ до проведения дополнительного теста

на аллелизм обозначить пока невозможно.
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Представляло интерес выявление связи

между признаками ОЛЦ, а также ветвистостью

и восстановлением фертильности полученных

гибридов, в связи с чем дополнительно прово�

дили изучение наследования этих признаков

у инбредных линий подсолнечника. Из дан�

ных литературы известно, что ветвистость

у подсолнечника может иметь различную

природу: доминантную или рецессивную;

первая контролируется системой генов Br,

вторая – b [1]. При скрещивании однокорзи�

ночных образцов с ветвистыми формами

у гибридов F1 наблюдали доминирование при�

знака однокорзиночности во всех гибридных

комбинациях, а наличие ветвления проявля�

лось только в случае, если обе родительские

формы были ветвистыми. Во всех исследован�

ных гибридных комбинациях расщепление

по ветвистости было моногенным, т.е. соот�

ношение фенотипических классов однокорзи�

ночных и ветвистых растений соответствовало

3 : 1. Полученные данные свидетельствуют о

контроле этого признака по рецессивному ти�

пу. По литературным данным существуют

три таких рецессивных гена (b1–b3), которые

имеют различное действие на проявление вет�

вистости подсолнечника, заключающееся в

различном типе ветвления – нижнее, верхнее

или по всему стеблю [1]. Инбредные линии

подсолнечника, вовлеченные нами в скрещи�

вания, имели ветвление по всему стеблю. Та�

кое проявление ветвления, по данным Пута

[14], контролируется геном b1, поэтому мы

предполагаем наличие этого гена в исследуе�

мом материале. Такой тип ветвления (по всему

стеблю) может быть также вызван совместным

действием двух генов – b2 и b3 [15], при этом

по отдельности эти гены контролируют ниж�

нее и верхнее ветвление соответственно. В по�

лученных гибридных комбинациях F2 мы не

наблюдали растений с нижним и верхним ти�

пом ветвления стебля, что подтверждает наше

предположение о моногенном контроле при�

знака «ветвистость стебля».

При анализе реципрокных скрещиваний

между инбредными линиями в некоторых по�

томствах среди растений F2 были выявлены не

только фертильные, но и стерильные растения

подсолнечника, т.е. имела место цитоплазма�

тическая мужская стерильность (ЦМС). ЦМС

у подсолнечника, как и у большинства видов

растений, проявляется только в случае стериль�

ной цитоплазмы и гомозиготности растения

по рецессивному аллелю гена Rf, следователь�

но генотип таких растений будет ЦИТSrfrrf.
Другие сочетания плазмагенов и ядерных генов

приводят к нормальному развитию андроцея

подсолнечника. Принимая во внимание выше�

перечисленное и характер наследования в F1–

F2, установили генотипы исходных форм. В

первом поколении все растения подсолнечника

были фертильными, и эти результаты свиде�

тельствуют о гомозиготности исходных форм

по изучаемому признаку. Расщепление в F2 на

два фенотипических класса (фертильные и сте�

Таблица 3

Расщепление по признакам «ветвление» и «восстанов�
ление фертильности пыльцы» подсолнечника в F2

Комбинация

скрещивания

фактическое χ2 фактическое χ2 

Ветвление (однокор�

зиночность : ветвис�

тость)

Восстановление фер�

тильности (фертиль�

ность : стерильность)

Мх1829В �
� Мх42

Мх1829В �
� Мх215

Мх1823В �
� Мх168

Мх1823В �
� Мх42

Мх4В �
� Мх42

Мх42 �
� Мх4В

Мх4В �
� Мх215

Мх1829В �
� Мх262В

Мх262В �
� Мх1829В

Мх1829В �
� Мх217/8

Мх262В �
� Мх4В

Мх262В �
� Мх217/8

Мх262В �
� Мх215

Мх4В �
� Мх217/8

99 : 30

112 : 32

122 : 35

97 : 28

101 : 26

123 : 31

102 : 39

71 : 29

92 : 43

80 : 27

95 : 40

–

–

88 : 34

0,21

0,59

0,61

0,45

1,39

1,95

0,53

0,85

3,76

0,003

1,55

–

–

0,54

102 : 27

113 : 31

121 : 36

87 : 38

95 : 32

–

104 : 37

–

–

79 : 28

–

79 : 28

120 : 27

98 : 24

1,15

0,92

0,36

1,95

0,003

–

0,12

–

–

0,08

–

0,08

3,48

1,85
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рильные) в соотношении 3 : 1 указывает на то,

что родительские линии различаются по одно�

му гену, и зависит оно от направления скрещи�

вания (табл. 3). Так, расщепление наблюдали

только в прямых скрещиваниях, что указывает

на присутствие цитоплазматического эффекта.

В некоторых прямых и обратных скрещиваниях

не происходило расщепления по изучаемому

признаку, что свидетельствует о скрещивании

линий, имеющих нормальную цитоплазму. В

связи с этим по результатам расщепления лини�

ями, имеющими стерильную цитоплазму, яв�

ляются Mx1829В, Мх1823В, Мх4В и Мх262В,

а линии Мх217/8, Мх215, Мх168 и Мх42 созда�

ны на основе нормальной цитоплазмы. Таким

образом, учитывая тот факт, что наследование

плазмагенов происходит только по материнс�

кому типу, а также состояние гена Rf и его вза�

имодействие с плазмагенами, можно сделать

вывод, что генотипы инбредных линий, вовле�

каемых в скрещивания с учетом цитоплазмы,

будут ЦИТSRfRf � ЦИТNrfrf (показано направ�

ление скрещивания, при котором происходит

расщепление).

Результаты анализа совместного наследова�

ния изучаемых признаков во всех исследован�

ных гибридных комбинациях (всего 15) пока�

зали подтверждение гипотезы об их незави�

симом наследовании для моделей 9 : 3: 3 : 1 и

27 : 9 : 12 : 9 : 3 : 4 (из�за большого объема таб�

личный материал по результатам соотношения

фенотипических классов при совместном нас�

ледовании изучаемых признаков не приводит�

ся). Для всех комбинаций скрещивания рас�

считанный критерий χ2 не превышал теорети�

ческого.

Таким образом, установлено, что ОЛЦ в изу�

ченной коллекции инбредных линий контро�

лируется разными генами, и при скрещивании

контрастных форм происходит расщепление

либо по одному, либо по двум генам. Получен�

ные данные позволяют сделать вывод о том, что

за проявление абрикосовой, светло�желтой,

оранжевой и лимонной ОЛЦ отвечают рецес�

сивные аллели генов ap, ly, o и l соответственно.

Выявлено, что лимонная ОЛЦ наследуется

по принципу рецессивного эпистаза по отно�

шению к оранжевой и светло�желтой окраске.

При изучении сцепления генов ОЛЦ, ветвис�

тости и фертильности пыльцы инбредных ли�

ний подсолнечника установили независимое

их наследование, т.е. эти гены, по�видимому,

расположены в различных группах сцепления.

Изученные в работе гены при установлении их

хромосомной локализации могут служить мар�

керами соответствующей хромосомы и быть

включены в анализ по маркированию генов,

ответственных за проявление хозяйственно

ценных признаков.

Ya.Yu. Sharypina, V.N. Popov, V.V. Kirichenko

STUDY OF INHERITANCE OF MORPHOLOGICAL

TRAITS IN SUNFLOWER. 1. GENETIC CONTROL

OF SUNFLOWER FLOWERS, BRANCHINESS AND

RESTORATION OF POLLEN FERTILITY

The inheritance of sunflower flowers color has been

investigated in inbred lines collection of Yurjev Plant

Production Institute. It has been shown, that in F1 occurs

yellow color only being most found among all the types of

flowers' coloration. The 3:1 and 9 : 3 : 4 types of segregation

ratios have been revealed in F2 that is indicative of differ�

ence parents by one and two genes, respectively. Studies of

the inheritance of branching and male fertility restoration

have  indicated a monogenic control of these traits in inves�

tigated inbred lines. It is established that all genes control�

ling the studied traits were independently inherited.

Я.Ю. Шарипіна, В.М. Попов, 

Т.А. Долгова, В.В. Кириченко

ВИВЧЕННЯ УСПАДКОВУВАННЯ

МОРФОЛОГІЧНИХ ОЗНАК СОНЯШНИКА. 

1. ГЕНЕТИЧНИЙ КОНТРОЛЬ КОЛЬОРУ

НЕСПРАВЖНЬОЯЗИЧКОВИХ КВІТОК,

ГІЛЛЯСТОСТІ ТА ВІДНОВЛЕННЯ

ФЕРТИЛЬНОСТІ ПИЛКУ 

Вивчали успадкування кольору несправжньоязич�

кових квіток соняшника в колекційному матеріалі

Інституту рослинництва ім. В.Я. Юр’єва. Було показа�

но, що в першому поколінні виявляється тільки жов�

тий колір, який є найбільш розповсюдженим серед

усіх типів кольорів квіток. У другому поколінні в різ�

них комбінаціях схрещування спостерігаються роз�

щеплювання на фенотипові класи у співвідношеннях

3 : 1 та 9 : 3 : 4, що свідчать про відмінності між форма�

ми за одним та двома генами відповідно. Вивчення

успадкування гіллястості та відновлення фертильнос�

ті пилку у дослідних інбредних ліній соняшника ви�

явило моногенний контроль відмінностей за цими

ознаками. Встановлено, що всі гени, які контролюють

досліджувані ознаки, успадковуються незалежно.
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ДИНАМИКА ХРОМОСОМНОЙ

НЕСТАБИЛЬНОСТИ БАТУНА

(ALLIUM FISTULOSUM L.): ВЛИЯНИЕ

ТЕМПЕРАТУРЫ ХРАНЕНИЯ СЕМЯН

Исследована возрастная динамика хромосомной не�

стабильности в клетках корневой меристемы проростков

и всхожесть семян батуна (Allium fistulosum L.) при двух

температурных режимах хранения в течение шести лет

после сбора семян. Семена, хранившиеся при комнатной

температуре (14–28 °С), через шесть лет хранения поте�

ряли всхожесть. Частота аберрантных анафаз в этих се�

менах возросла от 2 % на первом месяце хранения семян

до 80 % на 75�м месяце. Всхожесть семян, хранившихся

при пониженной температуре (4–9 °С), на шестом году

хранения составила 73–77 %, а частота аберрантных

анафаз в этих семенах оставалась в пределах 2–4 %

на протяжении шести лет. Таким образом, хранение се�

мян батуна в течение шести лет при пониженной темпе�

ратуре способствует сохранению всхожести семян и пре�

пятствует развитию хромосомной нестабильности

в клетках корневой меристемы проростков в течение

этого периода.

Введение. Семена растений – удобный

объект для изучения возрастных изменений ге�

нома. Хранение семян не сопровождается деле�

нием клеток. В то же время семена метаболизи�

руют, жизнеспособность их уменьшается, а

частота хромосомных аберраций и других про�

явлений нестабильности генома возрастает [1,

2]. Эти изменения удовлетворяют четырем кри�

териям, определенным для старения, таким как

разрушительность, универсальность, постепен�

ность и эндогенность [3]. Поэтому стареющие

семена можно рассматривать как модель для ис�

следования механизмов старения, в которой

влияние нестабильности генома на процесс

старения сведено к минимуму, а наблюдаемый

рост частоты хромосомных аберраций обуслов�

лен возрастными изменениями метаболизма в

чистом виде. При этом время (возраст семян)

можно рассматривать как мутаген, материаль�

ной основой которого являются особенности

метаболизма, зависящие от состава веществ, за�

пасенных в эндосперме материнским растени�

ем (влияние условий вегетации), и условий хра�

нения семян.

Оптимальными условиями хранения семян

для большинства видов являются низкая темпе�

ратура и относительная влажность, содержание

воды в семенах около 2–5 %, а также отсутствие

света, низкий уровень кислорода и высокий

уровень углекислоты [2, 4, 5]. Так, семена расте�

ний, теряющие всхожесть при обычной темпе�

ратуре и открытом хранении в течение 2–4 лет,

при –4 °С сохраняют всхожесть в течение 8 лет

(лук – Allium cepa), 12 лет (томаты) и даже 20 лет

(салат�латук, перец) [4]. Семена лука (A. cepa),

высушенные до влажности 1/2 от исходной, в

запечатанном виде при обычной темературе

хранения сохраняли всхожесть (32 %) в течение

12 лет, а при –4 °С – в течение 20 лет (93 %) [4].

Исследования жизнеспособности семян друго�

го вида лука – батуна (A. fistulosum) показали,

что в течение двух лет при комнатных условиях

и даже при 6 °С происходит резкое снижение

таких показателей жизнеспособности, как де�

гидрогеназная активность, энергия прораста�

ния и всхожесть, тогда как при –6 °С жизнеспо�

собность семян была выше 90 % даже после трех

лет хранения [6].

Преобладающая часть работ по изучению

условий хранения семян посвящена анализу

всхожести, энергии прорастания и другим хо�

зяйственным показателям качества семян.© Л.М. ЛАЗАРЕНКО, В.Ф. БЕЗРУКОВ, 2008
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Имеются также отдельные работы по анализу

нарушений генома семян при их хранении

в условиях низкой температуры. Так, в семенах

озимой ржи, хранившихся при –3 °С в течение

6 мес, рост частоты хромосомных аберраций

не наблюдался [7]. Хранение семян Crepis capil�
laris при –5 °С в течение 98 сут также не сказа�

лось на изменении частоты хромосомных абер�

раций [8]. Структурные перестройки хромосом

и всхожесть семян ржи с разной степенью

влажности изучали после 14�летнего хранения

в лабораторных услових [9]. Частота аберрант�

ных анафаз в клетках корневой меристемы про�

ростков из герметически закрытых с исходной

влажностью семян составила 8,87 % при всхо�

жести 14 %, в то время как при открытом хра�

нении (обычным лабораторным способом) се�

мена не взошли. Всхожесть герметически за�

крытых семян ржи с влажностью 0,5 от исход�

ной через 14 лет составляла 83 %, а частота абер�

рантных анафаз оставалась на уровне молодых

семян открытого хранения – 0,35 и 0,17 % соот�

ветственно [9].

Семена лука батуна (Allium fistulosum L.) ха�

рактеризуются высокой хромосомной неста�

бильностью. На втором году хранения семян

частота аберрантных анафаз в меристеме про�

ростков может составить 3,5 % [10] и даже 14 %

[11], что, очевидно, зависит не только от сор�

та, но и от партии (места и года урожая) семян

[11]. На третьем году хранения частота абер�

рантных анафаз в клетках корневой меристе�

мы проростков в зависимости от степени ант�

ропогенного загрязнения мест произрастания

материнских растений может достигать 10, 20

и 35 % [12]. Реакция генома семян батуна раз�

ного срока хранения на гамма�облучение по�

казала, что наиболее уязвимым по всхожести

и частоте аберрантных анафаз оказался третий

год хранения семян [13]. Период жизни семян

батуна по данным разных авторов составляет

3–6 лет, меньше 5 лет, 7 лет крайний предел

(цит. по [11]), 5 лет (60–65 мес) [14], и не всег�

да падение всхожести семян батуна соответст�

вует повышению частоты аберрантных анафаз

[14], что также показано и для других видов

растений [15, 16].

Возрастная динамика всхожести семян ба�

туна в пределах продолжительности жизни се�

мян, которые хранятся в лабораторных услови�

ях, имеет достаточно характерную, повторяю�

щуюся из года в год картину. В течение пер�

вых месяцев после сбора семян всхожесть не�

высока, при дальнейшем хранении наблюдается

нарастание всхожести семян – очевидно, про�

исходит дозревание семян при сухом хранении.

На втором�третьем году хранения всхожесть

семян удерживается на каком�то определен�

ном уровне, на третьем�четвертом году она

начинает падать, на пятом году падение всхо�

жести ускоряется. Это усредненная общая

картина для нескольких партий семян батуна

разных лет урожая, начиная с 1994 по 2001 гг.

[14]. Период, в течение которого всхожесть

семян еще сохраняется (но уже не на 3�и, а на

4�е или 5�е сутки после начала проращивания)

и еще можно провести цитогенетический ана�

лиз, составляет в среднем 5 лет (60–65 мес).

Зависимость возрастной динамики хромо�

сомной нестабильности от температуры хране�

ния семян в течение всего периода жизнеспо�

собности изучена весьма неполно. В настоящей

работе изложены полученные нами экспери�

ментальные данные по возрастной динамике

всхожести и цитогенетических показателей

хромосомной нестабильности семян Allium fistu�
losum L. с одной и той же исходной влажнос�

тью, которые хранились в течение шести лет

при двух температурных режимах. Шесть лет –

это период, в течение которого семена этой

партии, хранившиеся при комнатной темпера�

туре, полностью потеряли всхожесть.

Материалы и методы. Использовали семена

лука батуна (Allium fistulosum L.) сорта Майский,

урожай 1997 г. Через 1 мес после сбора часть се�

мян поместили в холодильник, где температура

согласно периодическим измерениям изменя�

лась от 4 до 9 °С. Контрольные семена, поме�

щенные в стеклянную негерметически закры�

тую посуду, хранили в темном шкафу при ком�

натной температуре, которая изменялась от

14 до 29 °С в зависимости от времени года. Хра�

нившиеся при комнатной температуре семена

проращивали, начиная с первого месяца хране�

ния. Семена, хранившиеся в холодильнике, на�

чали проращивать с 30�го месяца хранения.

Семена проращивали в дистиллированной

воде в термостате при 24 � 1,5 °С и фиксиро�

вали в смеси этанола и ледяной уксусной кис�

лоты (3 : 1). Фиксацию производили одномо�
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ментно, когда не меньше половины пророст�

ков достигали 4–9 мл. Окрашивание ацетор�

сеином, приготовление давленых препаратов

и анафазный анализ клеток корневой мерис�

темы проростков производили стандартными

методами [17].

Жизнеспособность семян оценивали по

всхожести на 3�и сутки после замачивания. Об

изменении стабильности генома судили по

частоте аберрантных анафаз – доле анафаз с

аберрациями от общего количества проанали�

зированных анафаз, поврежденности аберрант�

ной клетки – количеству аберраций, приходя�

щихся на одну аберрантную клетку, и частоте

мультиаберрантных анафаз – доле мультиабер�

рантных анафаз от общего количества изучен�

ных анафаз в процентах. Анафазы с пятью и бо�

лее аберрациями, а также с множественными

аберрациями неопределенного вида относили к

мультиаберрантным. Частоту мостов определя�

ли как долю мостов (в процентах) от общего ко�

личества всех видов аберраций. Частоту двой�

ных мостов вычисляли как долю (в процентах)

от общего количества мостов.

Статистическую обработку осуществляли

общепринятыми методами [18].

Результаты исследований и их обсуждение.
Полученные данные (средние значения и их

погрешности) об изменении всех изученных

параметров сведены в таблицу, которая позво�

ляет проследить параллельность возрастной

динамики этих параметров.

Всхожесть – главный параметр жизнеспо�

собности семян – определяли в течение всей

продолжительности жизни семян, хранивших�

ся при комнатных температурных условиях,

т.е. в течение более шести лет (75 мес). Возрас�

тная динамика всхожести семян данной партии

в целом не отличается от общей картины дина�

мики всхожести семян батуна, за исключением

пятого и шестого года хранения: падение всхо�

жести в этот период происходит медленнее,

хотя общее снижение всхожести семян начи�

нается после третьего года хранения (таблица

и рис. 1). На шестом году хранения семена на�

чинали прорастать только на 4–5�е сутки.

Всхожесть семян, хранившихся в течение того

же периода при пониженной температуре, сос�

тавляет на шестом году хранения 74 %.

Уравнение регрессии (y = bx + a) отражает

линейную компоненту динамики всхожести,

где коэффициент регрессии b соответствует

средней скорости изменения всхожести. Обра�

щает на себя внимание различие в средней ско�

рости возрастных изменений всхожести разных

по условиям хранения семян. Для семян, хра�

нившихся при комнатной и пониженной темпе�

ратуре, уравнения регрессии следующие: y =
= –0,86x + 80,31 и y = 0,24x + 52,13 соответст�

венно. Если сравнить всхожесть семян на тре�

тьем году хранения (27–38 мес, таблица), мож�

но заметить, что всхожесть хранившихся при

пониженной температуре семян даже несколь�

ко ниже, чем семян, хранившихся при комнат�

ной температуре. Однако к пятому и шестому

году хранения всхожесть этих же семян повы�

шается, как бы повторяя картину нарастания

всхожести молодых семян (1–1,5 года), хра�

нившихся при комнатной температуре (рис. 1).

Если после сбора семян батуна в течение неко�

торого времени происходит их дозревание (су�

дя по всхожести молодых семян, так оно и

есть), можно предположить, что пониженная

температура не только отдаляет сроки сниже�

ния жизнеспособности семян, но и замедляет

их дозревание после сбора.

Ограниченное количество помещенных в

холодильник семян не позволило проследить

дальнейшую динамику всхожести, поэтому

крайний срок сохранения всхожести семян,

хранившихся после уборки при пониженной

температуре, остался невыясненным. Однако,

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 5

Рис. 1. Динамика всхожести семян батуна при двух тем�

пературных режимах хранения. Ноликами отмечены

значения для комнатной температуры, крестиками –

значения для пониженной температуры хранения (в хо�

лодильнике): по вертикали – всхожесть, %; по гори�

зонтали – возраст, мес
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исходя из полученных данных, можно пред�

положить, что хранящиеся при пониженной

температуре семена батуна способны прорас�

тать и после шести лет хранения.

Частота аберрантных анафаз (ЧАА) при

старении семян при комнатной температуре

увеличивается от 1,9 % у одномесячных семян

до 75–80 % у старых (более пяти лет хранения)

(таблица). Увеличение частоты аберрантных

анафаз имеет характер нарастающих колеба�

ний; с возрастом, по мере повышения ЧАА,

амплитуда колебаний увеличивается (рис. 2, а).

В семенах батуна, хранившихся при понижен�

ной температуре, на третьем году (30 мес) часто�

та аберрантных анафаз составила 2,20 ± 0,45 %,

в то время как при комнатной температуре у

семян этого возраста она была равна 20,54 ±

± 0,97 % (таблица). В течение последующего

хранения в холодильнике частота аберрантных

анафаз оставалась в пределах 2–4 % (рис. 2, а,

таблица). 

Для семян, хранившихся при комнатной и

пониженной температуре, уравнения регрес�

сии следующие: y = 1,05x – 7,78 и y = 0,002x +
+ 2,87 соответственно, хотя различия в ско�

рости нарастания ЧАА (%/мес) и без того оче�

видны.

Поврежденность аберрантной клетки (ПАК)

в семенах, хранившихся при комнатной тем�

пературе, также выше, чем в семенах, которые

хранились при 4–9 °С, даже с учетом того, что

при вычислении поврежденности мультиабер�

рантные анафазы не учитывали. Поэтому ре�

альная поврежденность аберрантной клетки

гораздо выше. Скорость нарастания ПАК в се�

менах, хранившихся при комнатной темпера�

туре, в 4 раза выше (без учета мультиаберрант�

ных анафаз), чем в семенах, хранившихся при

пониженной температуре, о чем свидетельст�

вуют коэффициенты регрессии из уравнений

y = 0,009x+ 1,11 и y = 0,002x + 1,14 соответст�

венно.

Мультиаберрантные анафазы при комнатной

температуре хранения семян стали появляться

на втором году хранения (рис. 2, таблица). В

семенах, хранившихся при пониженной тем�

пературе, мультиаберрантные анафазы не наб�

людались в течение всего срока хранения. Это,

впрочем, и неудивительно с учетом тех низких

значений частоты аберрантных анафаз (2–4 %)

Рис. 3. Изменения частоты мостов (а) и частоты двой�

ных мостов (б) во время хранении семян батуна при

разной температуре. Ноликами отмечены значения для

комнатной температуры, крестиками – значения для

пониженной температуры хранения (в холодильнике); 

по вертикали – мосты (а) и двойные мосты (б), %

Рис. 2. Возрастные изменения частоты аберрантных

анафаз (а) и поврежденности аберрантной клетки (б)
при комнатной (нолики) и пониженной (крестики)

температуре хранения: по вертикали – ЧАА (а) и ПАК 

(б), %; по горизонтали – возраст, мес
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и поврежденности аберрантной клетки (не бо�

лее 1,4 аберрации на клетку), которые при по�

ниженной температуре хранения наблюдались

в течение шести лет (таблица).

Повышение частоты аберрантных анафаз

часто сопровождается снижением поврежден�

ности аберрантной клетки и наоборот. Вполне

вероятно, что это естественное явление для

семян батуна и не только для батуна. При хра�

нении семян повреждение новых (неповреж�

денных) клеток и дополнительное поврежде�

ние клеток уже поврежденных реализуется

согласно разным механизмам. Динамики час�

тоты аберрантных анафаз и поврежденности

аберрантной клетки развиваются несколько

независимо.

Спектр аберраций хромосом. Возрастные из�

менения хромосомной нестабильности каса�

ются не только количественных показателей,

но и качественных различий, отражающихся на

спектре аберраций хромосом. Известно, что по

мере старения семян A. fistulosum в клетках

корневой меристемы проростков все больше

появляется фрагментов, что снижает долю

мостов в общем спектре аберраций. Кроме то�

го, количество аберраций хромосомного типа

(мостов и фрагментов) также увеличивается –

повышается частота двойных мостов от общего

количества [11, 19]. 

Как можно видеть из представленных в таб�

лице данных, в клетках проростков из молодых

семян (до 10 мес хранения) мосты не всегда

являются единственным типом аберраций хро�

мосом, но в преобладающем большинстве это

мосты хроматидного типа. 

По мере дальнейшего хранения семян час�

тота мостов снижается, появляется все больше

фрагментов. 

На рис. 3 представлены графики возраст�

ной динамики частоты мостов и двойных мос�

тов при хранении семян при разной темпера�

туре. В семенах, хранившихся при комнатной

температуре, наблюдается некоторое сниже�

ние частоты мостов. При пониженной темпе�

ратуре хранения возрастные изменения часто�

ты мостов имели выраженно неравномерный

характер, однако в целом этот показатель не

только не снижался, но и имел тенденцию к

нарастанию, о чем свидетельствуют коэффи�

циенты регрессии уравнений частоты мостов

для семян, хранившихся при комнатной и по�

ниженной температуре: y = –0,22x + 67,03 и

y = 0,31x + 51,42 соответственно. 

Частота двойных мостов в семенах, хранив�

шихся при пониженной температуре, значи�

тельно ниже, чем в семенах при пониженной

температуре в течение всего срока хранения.

Об этом свидетельствуют не только коэффи�

циенты регрессии из уравнений (для комнат�

ной и пониженной температуры y = 0,55x +
+ 21,49 и y = 0,11x + 19,97 соответственно), но

и абсолютные значения этого показателя (таб�

лица, рис. 3, б).

Температура – один из самых важных фак�

торов воздействия на скорость биохимичес�

ких реакций. В большинстве случаев темпера�

турный коэффициент (число, показывающее,

во сколько раз меняется константа скорости

реакции при изменении температуры на 10 °С)

лежит в пределах от 2 до 4, однако встречают�

ся и реакции с очень небольшим температур�

ным коэффициентом (фотохимические пре�

вращения, ферментативные процессы и т.д.)

[20]. К таким реакциям можно отнести и су�

щественную часть метаболических превраще�

ний при хранении семян. 

При пониженной температуре скорость ме�

таболических реакций снижается, образование

токсических и мутагенных метаболитов замед�

ляется, что препятствует образованию потен�

циальных изменений хромосом и реализации

их в аберрации.

Выводы. Хранение после уборки семян ба�

туна в течение шести лет при пониженной тем�

пературе способствует не только сохранению

всхожести семян, но и поддержанию стабиль�

ности хромосом в клетках корневой меристемы

проростков на уровне молодых семян, что от�

ражается не только на количестве аберраций

хромосом, но и на спектре хромосомных абер�

раций. Это представляется особенно важным,

поскольку семена батуна, как было сказано, ха�

рактеризуются высокой хромосомной неста�

бильностью, а цитогенетические показатели

хромосомной нестабильности привычно рас�

сматриваются как показатели старения семян.

Анализ закономерностей такого влияния по�

ниженной температуры представляется доста�

точно интересным и будет представлен в пос�

ледующих сообщениях.
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L.M. Lazarenko, V.F. Bezrukov

THE DYNAMICS OF CHROMOSOMAL 

INSTABILITY OF WELSH ONION 

(ALLIUM FISTULOSUM L.): THE INFLUENCE 

OF SEED STORAGE TEMPERATURE

The age�related dynamics of chromosomal instability

and germination capacity of welsh onion (Allium fistulosum

L.) seeds have been studied under two different storage

temperatures during six years after harvesting. Seeds that

were kept at the room temperature (14–28 °С) during

6 years of storage have lost their germination capacity. The

frequencies of aberrant anaphases grew from 2 % on the

first month of storage up to 80 % on the 75th month of

storage. The germination capacity of seeds kept at the

lower temperature (4–9 °С) was 73–77 % on the 6th year of

storage and the frequency of aberrant anaphases remained

within the limits of 2–4 %. Thus, storage of welsh onion

seeds during 6 years at the lower temperature allows to

retain germination capacity and restrains the augmentation

of chromosomal instability in root meristem cells of

seedlings during this period.
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ДИСКРИМИНАЦИЯ МЕЖВИДОВЫХ

ГИБРИДОВ В ПРИРОДНЫХ

ПОПУЛЯЦИЯХ ОСЕТРОВЫХ РЫБ

АМУРА С ПОМОЩЬЮ

МУЛЬТИЛОКУСНЫХ RAPD�PCR

МАРКЕРОВ

Проведен RAPD�PCR анализ выборки амурских видов

осетровых рыб (46 особей). Дана оценка генетического

состояния аборигенных популяций амурского осетра

Acipenser schrenckii Brandt, 1869 и калуги Huso dauricus

(Georgi, 1775). Получены генетические свидетельства

гибридного происхождения двух фенотипических гибри�

дов. Оценки генетических дистанций между видами

и гибридами оказались на уровне межвидовых. Показа�

но, что для дискриминации видов наиболее эффективен

точный тест на дифференциацию популяций (Exact

test), а гибридов – многомерное шкалирование (MDS).

Делается вывод, что популяции осетровых рыб р. Амур

сохранили существенный уровень генетического разно�

образия; наличие гибридов в них расценивается как один

из факторов риска. Мультилокусные RAPD�PCR марке�

ры признаются удобным и надежным инструментом для

проведения генетического мониторинга популяций амур�

ских осетровых рыб с целью сохранения их генофонда.

Введение. Информация о структуре и фун�

кциях различных компонентов биоценоза на

всех уровнях его организации, включая гене�

тический, имеет огромное значение для мони�

торинга изучаемой системы, прогнозирова�

ния путей ее развития, разработки программ

разумного использования биоресурсов. Вы�

живание аборигенных видов/популяций зави�

сит от сохранения исторически сложившегося

характера их генетического разнообразия, в

значительной мере чувствительного к интро�

дукции в местах обитания гибридов родствен�

ных форм, а также конспецифичных видов из

искусственно разводимых популяций.

Важным компонентом биоресурсов бассей�

на р. Амур являются осетровые рыбы – тради�

ционный объект промысла и аквакультуры.

Cемейство осетровых рыб включает виды вы�

сокого экологического и экономического ин�

тереса, большинство из которых подвергаются

риску сокращения численности или исчезно�

вения. Поэтому в апреле 1998 г. все представи�

тели осетровых рыб были включены в конвен�

цию Международной торговли редкими

видами (CITES, приложение II) [1–3]. Причи�

ны угрожаемого статуса разнообразны, они

могут заключаться в чрезмерной рыбной лов�

ле, загрязнении окружающей среды, межвидо�

вой гибридизации и т. п., причем естественная

межвидовая гибридизация у пресноводных

рыб является более обычным событием, чем

для других позвоночных [4], а рыбы из рыбо�

водных хозяйств часто попадают в природные

водоемы [5].

Как и у большинства других представителей

семейства, у амурских осетровых рыб, амур�

ского осетра Acipencer schrenckii и калуги Huso
dauricus, наблюдается снижение численности, и

они подвергаются риску исчезновения. Основ�

ной причиной, определяющей современное

состояние популяций этих видов, является

чрезмерный вылов; негативное влияние также

оказывает антропогенное загрязнение р. Амур.

К числу возможных причин следует отнести

естественную межвидовую гибридизацию. В

последнее время возрастает угроза «разбавле�

ния» амурских популяций осетровых рыб их

межвидовыми гибридами (отличающимися

высоким коэффициентом выживаемости), ис�

кусственно получаемыми в рыбоводных хозяй�

ствах КНР, которые выпускают их в р. Амур.

При отсутствии должного контроля над этими© Г.Н. ЧЕЛОМИНА, К.В. РОЖКОВАН, С.А. ИВАНОВ, 2008
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мероприятиями угроза для природных попу�

ляций может оказаться фатальной.

Молекулярно�генетические исследования

амурских осетровых рыб, содержащихся в ры�

боводном хозяйстве Лучегорской научно�ис�

следовательской рыбоводной станции ТИНРО�

Центра (п. Лучегорск Приморского края),

показали, что RAPD�профили имеют достаточ�

но выраженную видоспецифичность, причем

при статистическом анализе хорошо идентифи�

цируются межвидовые гибриды [6]. Метод

RAPD�PCR анализа положительно зарекомен�

довал себя в популяционных исследованиях

редких и массовых видов [7–11], а также при

изучении естественных зон гибридизации во

многих группах животных, включая рыб [12–

17]. Одно из основных преимуществ метода за�

ключается в том, что он позволяет одновремен�

но анализировать множество независимых ло�

кусов и не требует предварительной информа�

ции о нуклеотидных последовательностях ДНК

[18–20]. Поэтому в настоящей работе для гене�

тической характеристики природных популя�

ций осетровых рыб бассейна р. Амур и дискри�

минации их межвидовых гибридов мы сочли

целесообразным использование мультилокус�

ных RAPD�PCR маркеров.

Основная цель исследования – дать оценку

генетического потенциала аборигенных попу�

ляций осетровых рыб бассейна р. Амур, необхо�

димую для разработки программ по их сохране�

нию и рациональному природопользованию.

Конкретными задачами были оценка генети�

ческого разнообразия популяций амурского

осетра и калуги, а также дискриминация меж�

видовых фенотипических гибридов с помо�

щью мультилокусных RAPD�PCR маркеров.

Материал и методы. Материалом для иссле�

дования служили 46 осетров из природной по�

пуляции, включая 37 особей амурского осетра

Acipenser schrenckii, 7 особей калуги Huso dauricus
и 2 фенотипических гибрида. Фенотипически

«чистые» особи были отловлены в ходе прове�

дения научно�исследовательского лова в авгус�

те–сентябре 2005 г. в низовьях р. Амур (вблизи

г. Николаевск�на�Амуре). Гибриды (по морфо�

метрическим данным между калугой и амур�

ским осетром) пойманы в конце октября 2005 г.

в  р. Амур в районе Хабаровска. Для сравнения

в анализ были также включены по одному эк�

земпляру амурского осетра и калуги из Луче�

горской рыбоводной станции ТИНРО�Центра

(п. Лучегорск Приморского края).

Геномную ДНК получали из фиксирован�

ной этанолом печени стандартным фенольно�

детергентным методом с последующей обра�

боткой протеиназой К [21]. Концентрацию

ДНК для PCR определяли электрофоретически

в 1%�ном агарозном геле в ТАЕ�буфере (0,04 М

Tрис�ацетат, 0,002 М ЭДТА), pH 7,8.

Полимеразную цепную реакцию проводили

с десятичленными олигонуклеотидными прай�

мерами производства «Сибэнзим», Россия

(табл. 1), дающими четкие, хорошо идентифи�

цируемые и воспроизводимые фрагменты ДНК.

Реакцию амплификации осуществляли в 20 мкл

реакционной смеси, содержащей 100 мM Tрис�

HCl, pH 8,3, 500 мM KCl, 2–3,5 мM MgCl2,

0,2 мM dNTPs, 0,5 мM праймера, 1 ед. Taq по�

лимеразы (ГосНИИгенетика, Москва) и 30 нг

матрицы ДНК. Для минимизации ошибки реак�

цию оптимизировали путем подборки необхо�

димых концентраций каждого компонента и

приготовлением общей смеси для всей выборки.

Реакцию PCR выполняли на термоциклере

UNOII (Германия) в следующем температур�

ном режиме: первоначальная денатурация при

94 °С 2 мин, 40 циклов, состоящих из четырех

ступеней, включая 45 с при 92 °С, 30 с при

37 °С, 15 с при 45 °С и 2 мин при 72 °С. Реак�

цию завершала 10�минутная стадия элонгации

при 72 °С. Негативный контроль реакции

(тест на контаминацию) содержал реакцион�

ную смесь без добавления ДНК.

Электрофорез амплифицированных фраг�

ментов ДНК проводили в 1,5%�ном агароз�

ном геле в ТБЕ�буфере (0,89 M Tрис, 0,089 М

борной кислоты, 0,05 М ЭДТА), pH 7,8 с бро�

мистым этидием (5 мкг/мл) и фотографирова�

ли в проходящем УФ. Размер каждого фрагмен�

та определяли путем сравнения с маркерными

фрагментами ДНК фага λ, гидролизованной

эндонуклеазой PstI. В дальнейшем анализе

использовали только те фрагменты, которые

легко визуализировались и воспроизводились

в повторных реакциях.

Статистический анализ RAPD�паттернов

основывался на следующих допущениях:

RAPD�фрагменты являются диплоидными до�

минантными маркерами (присутствующие ал�
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лели амплифицированы, отсутствующие – не

амплифицированы); комигрирующие фрагмен�

ты представляют собой гомологичные локусы

с идентичной нуклеотидной последовательнос�

тью; локусы наследуются по законам Менделя;

популяция находится в равновесии по Харди�

Вайнбергу [20]. Для каждой особи присутствие

фрагмента обозначалось как 1, отсутствие – 0.

Внутрипопуляционную генетическую из�

менчивость вычисляли по ряду параметров.

Рассчитывали индексы внутривыборочной ге�

нетической изменчивости – доля полиморф�

ных локусов без критерия (P) и с 95%�ным

критерием полиморфизма (Р95), среднее ожи�

даемое (na) и эффективное (ne) число аллелей

на локус, коэффициент гетерогенности вы�

борки Шеннона�Вивера (I) и теоретически

ожидаемая гетерозиготность с поправкой

на величину выборки (Heun) [22].

Генетическую дифференциацию видовых

выборок между собой и с фенотипическими

гибридами оценивали по несмещенным гене�

тическим дистанциям (Dun), межпопуляцион�

ному генному разнообразию (Dst), коэффици�

енту генных фиксаций (Gst), числу мигрантов

на поколение (Nm), и по точному тесту на

дифференциацию популяций (Exact test) –

аппроксимация точного теста (RxC) Монте�

Карло на дифференциацию. Тест базируется

на данных частот каждого локуса, включая χ2,

df и р [23]. Принимая, что каждый локус явля�

ется независимым, тест Фишера применяли

как глобальный тест на дифференциацию по�

пуляций по всем локусам [24].

Первичную обработку электрофоретичес�

ких паттернов (получение бинарных матриц)

проводили с использованием программы

RFLРScan 3.12. Расчет генетических парамет�

ров осуществлен с помощью программ

PopGen 32 [25], NTSYS [26] и TFPGA [27].

Реконструкции филогенетических связей

выполнены посредством кластерного анализа

невзвешенным попарно�групповым методом

с арифметическим усреднением (UPGMA),

методом ближайшего связывания (NJ) и по�

строением минимального спеннинг�древа

(MST) на основе попарных генетических ди�

станций Неи с использованием программ

TreeConw [28], TFPGA [27] и NTSYS [26].

Многомерное шкалирование (MDS) выпол�

няли в программе NTSYS [26] для установле�

ния основных дивергентных групп.

Результаты исследований. Изменчивость
RAPD�спектров. В общей выборке из 46 особей

выявлено 173 фрагмента, которые рассматри�

вались нами как аллели 173 локусов. Количес�

тво фрагментов ДНК для каждого праймера

варьировало от 4 (OPA�11) до 22 (OPA�12), а

их размер – в диапазоне 380– 1600 пар нуклео�

тидов (п.н.). При визуальном анализе паттер�

ны, полученные для видовых выборок, имели

высокую степень сходства. Наилучшие карти�

ны межвидовой дифференциации были полу�

чены с помощью праймеров OPA�09, OPA�10,

OPA�11 и OPA�17. Например, локус ОРА�10320

является специфичным для A. schrenckii, у H.
dauricus он отсутствует, а локус ОРА�10460 име�

ет частотные отличия между сравниваемыми

видами (рис. 1). Надежных маркеров (гибрид�

специфичных фрагментов ДНК) для иденти�

фикации фенотипических гибридов осетро�

вых рыб р. Амур выявлено не было.

Генетическая изменчивость видов. Выборки

амурского осетра A. schrenckii и калуги H. dau�
ricus оказались высокополиморфными (Р =

= 71,1 и Р = 58,4 % соответственно), а введе�

ние 95%�ного критерия существенно не по�

влияло на показатель полиморфизма амур�

ского осетра (табл. 2), что свидетельствует о

малочисленности редких аллелей у RAPD�ло�

кусов. Частотное распределение полиморф�

Таблица 1

Праймеры, использованные для RAPD�PCR 
анализа осетров

OPA�02

OPA�09

OPA�10

OPA�11

OPA�12

OPA�13

OPA�17

OPC�09

OPC�10

OPD�05

OPF�06

OPF�08

OPF�15

TGCCGAGCTG

GGGTAACGCC

GTGATCGCAG

CAATCGCCGT

TCGGCGATAG

CAGCACCCAC

GACCGCTTGT

CTCACCGTCC

TGTCTGGGTG

TGAGCGGACA

GGGAATTCGG

GGGATATCGG

CCAGTACTCC

Праймер 5'�3'
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ных локусов у сравниваемых видов имеет свои

особенности. У амурского осетра большая

часть (около 60 %) полиморфных локусов

имеют среднюю частоту (0,2–0,7), около 30 %

пред� ставлено низкочастотными локусами

(частота ниже 0,2), а наименьшую долю (при�

мерно 10 %) составляют высокочастотные ло�

кусы (ча� стота более 0,7). У калуги локусов

с высокой частотой не обнаружено (возмож�

но, из�за малочисленности выборки), средне�

частотные локусы составляют около 70 %,

а низкочастотные – около 30 %. Значения

других параметров генетической изменчивос�

ти для каждой из видовых выборок также ока�

зались достаточно высокими, например, Hun
= 0,23 и 0,26, I = 0,32 и 0,38 (табл. 2).

Дифференциация видовых выборок. Все диф�

ференцирующие показатели, за исключением

точного теста, имели более высокие значения

при сравнении видов с гибридами (табл. 3). Зна�

чения показателя межпопуляционного генного

разнообразия (Dst) в проведенных сравнениях

находились в пределах 0,04–0,06, следователь�

но, основная часть генетического разнообразия

приходится на внутрипопуляционную компо�

ненту. Поэтому показатели генных фиксаций

оказались невысокими (Gst = 0,15–0,28), а ко�

личество мигрантов на поколение между срав�

ниваемыми популяционными выборками было

слабо ограниченным (Nm = 1,3–2,9). Интер�

претация значений Nm, вычисленных по

RAPD�данным (т.е. непрямым путем), базиру�

ется на трех категориях: Nm < 1 (поток генов

слишком мал, чтобы предотвратить генетичес�

кую дифференциацию, вызванную генетичес�

ким дрейфом), Nm = 1–5 (генный поток в за�

висимости от конкретных условий может быть

Таблица 2

Параметры генетической изменчивости амурского 
осетра и калуги

Выборка P95, % HumnaN ne I P, %

A. schrenckii

H. dauricus

165

167

1,71

1,44

1,58

1,38

0,38

0,32

71,1

58,4

65,9 0,26

0,23

Рис. 1. RAPD�полиморфизм осетров, выявленный с помощью праймеров ОРА�10 (a) и ОРА�17 (б): S, 1–24, 28,

29, 36–46 – Acipenser schrenckii; 25–27, 30–33, D – Huso dauricus; 34, 35 – гибриды. Стрелками указаны мар�

керные фрагменты ДНК

Примечание. N – число идентифицированных ло�

кусов; na – наблюдаемое число аллелей на локус; ne –

эффективное число аллелей на локус; I – информа�

ционный индекс гетерогенности выборки Шенно�

на–Вивера; P – доля полиморфных локусов; Р95 – доля

полиморфных локусов с 95%�ным критерием поли�

морфизма; Hun – несмещенная гетерозиготность.
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достаточным или нет, чтобы предотвратить эф�

фект дрейфа), Nm > 5 (генный поток достато�

чен, чтобы предотвратить генетическую диф�

ференциацию, обусловленную дрейфом генов)

[29]. Генетические дистанции между разными

выборками варьировали в узких пределах (Dun =
= 0,10–0,13). Точный тест на дифференциа�

цию популяций (Exact test) признал генети�

чески едиными объединенные выборки гиб�

ридов с каждым из родительских видов (p = 1)

и указал на отсутствие генетического единст�

ва объединенной выборки родительских ви�

дов (p = 0) (табл. 3).

При анализе амурских осетровых рыб мето�

дом многомерного шкалирования (рис. 2) все

особи, за исключением фенотипических гибри�

дов, четко распределились в две группы. В одну

группу вошли все экземпляры калуги, в другую –

амурского осетра. Фенотипические гибриды

расположились между калугой и амурским

осетром.

Филогенетические реконструкции. Данные

кластерного анализа, полученные методами NJ

и UPGMA, в целом согласуются с данными мно�

гомерного шкалирования. На NJ�древе (рис.

3, а) выделяются два кластера. В первый вош�

ли все особи амурского осетра, во второй – все

экземпляры калуги. Фенотипические гибриды

расположились в основании первого кластера.

Исключив из анализа калугу, мы получили

древо, где фенотипические гибриды занимают

базальное положение (данные не приведены).

Дендрограмма UPGMA (рис. 3, б) отличает�

ся от NJ�древа тем, что на ней фенотипические

гибриды кластеризуются в виде самостоятель�

ной ветви кластера, сформированного калугой.

MSТ демонстрирует четкую дифференциа�

цию видов, которые соединяют фенотипичес�

кие гибриды (рис. 3, в). Примечательно, что эта

реконструкция указывает на гетерогенность

популяции A. schrenckii, предполагая у него на�

личие по крайней мере двух генетически дис�

кретных групп.

Во всех филогенетических реконструкциях

особи амурского осетра и калуги из рыбовод�

ного хозяйства Лучегорский НИРС локализу�

ются в соответствии с их видовой принадлеж�

ностью (данные не приведены).

Обсуждение полученных данных. Исследова�

ние изменчивости RAPD�маркеров позволяет

сделать вывод, что осетровые виды рыб бассей�

на р. Амур имеют достаточно высокий уровень

Примечание. Ht – общее генетическое разнообразие популяции; Hs – генетическое разнообразие субпопуля�

ции; Gst – коэффициент генных фиксаций; Nm – число мигрантов на поколение; Dun – несмещенные генетичес�

кие дистанции Неи; Exact test – точный тест на дифференциацию популяций, где χ2 – среднеквадратичное отк�

лонение, df – число степеней свобод, p – вероятность генетической однородности.

Выборка
df p

GstHsHt Nm Dun χ2

A. schrenckii / H. dauricus

A. schrenckii / гибриды

H. dauricus / гибриды

Exact test

0,28

0,23

0,21

0,24

0,17

0,15

0,15

0,26

0,28

2,9

1,4

1,3

0,10

0,13

0,12

630,9

168,1

99,9

346

346

346

0,00

1,00

1,00

Таблица 3

Генетическая дифференциация между видами и гибридами осетров 

Рис. 2. Многомерный анализ генетического разнооб�

разия осетров
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Рис. 3. Филогенетические реконструк�

ции осетров Амура: а – дендрограмма

генетических взаимоотношений, по�

строенная методом UPGMA; б – схема

филогенетического родства, построен�

ная методом NJ; в – минимальное

спеннинг�древо MST филогенетических

связей. D – генетические дистанции. В

узлах ветвления указаны бутстреп�

индексы выше 50 % (в рамках 1000 

репликаций)
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генетического разнообразия. Расхождения в

значениях основных популяционных парамет�

ров у амурского осетра и калуги (в пользу пер�

вого) прежде всего обусловлены разным разме�

ром выборок. Показатели генетического разно�

образия осетровых рыб Амура сопоставимы с

аналогичными показателями у массовых видов

позвоночных [30, 31]. Маточное стадо амурских

осетровых рыб Лучегорской НИРС генетически

значительно уступает в разнообразии природ�

ным популяциям этих же видов [6]. Снижение

генетического разнообразия в аквакультуре от�

мечено и для других видов рыб, например сем�

ги Salmo salar [32]. В некоторых случаях, таких

как с кумжой Salmo trutta, напротив, наблюда�

лось увеличение показателей генетического раз�

нообразия в искусственных популяциях [33].

Очевидно, что разный эффект при искусствен�

ном воспроизводстве зависит от условий скре�

щивания, которые могут вызывать либо инбри�

динг (как в первом примере), либо аутбри�

динг (как во втором) [34].

Высокие показатели генетического разно�

образия популяционных выборок осетровых

рыб р. Амур могут быть обусловлены некото�

рыми биологическими особенностями Acipen�

seriformes: большой срок жизни (до 60–80 лет),

размножение не ежегодное, а с промежутками

до пяти лет, позднее созревание (после 10–

15 лет) иногда с существенной временной раз�

ницей между полами (в некоторых речных

системах самцы созревают быстрее самок) [35–

39]. Такие особенности ведут к генетическому

«эффекту сохранения», который заключается

в сохранении стабильного сосуществования

видов в постоянно меняющейся среде [40].

Действительно, данные математического моде�

лирования показали, что значительное перек�

рывание поколений среди долгоживущих ви�

дов может уменьшить эффект дрейфа генов в

популяциях при прочих равных условиях [41].

Это может оказаться полезным для последую�

щих попыток восстановления численности ред�

ких видов, в особенности, если искусственное

разведение станет доминирующим [42].

Интересно, что нами не выявлено ни одного

локуса, который отличал бы гибридов осетро�

вых рыб из р. Амур от родительских видов. Ги�

брид�специфичные локусы (называемые «ред�

кими аллелями», или «гибризимами») – об�

щий феномен для различных зон гибридиза�

ции растений и животных [43], хотя некоторые

исследователи считают их появление артефак�

том [44]. У осетровых рыб, содержащихся на

Лучегорской НИРС, нами выявлено >10 % та�

ких локусов в генерации F1 гибридов амурского

осетра как c сибирским осетром, так и со стер�

лядью [6]. Гибрид�специфичные локусы обна�

ружены также у гибридов карповых рыб [45],

озерной форели [46], европейского и амери�

канского видов осетров (Acipenser naccarii � A.
transmontanus) [47]. Возможно, отсутствие гиб�

рид�специфичных локусов у гибридов осетро�

вых рыб р. Амур объясняется недостаточным

количеством исследованных гибридных особей.

Куаттро с соавт. [42] отметили тот факт, что

для видов с ограниченным распространением

и/или физическими барьерами (что часто

встречается у пресноводных видов) существен�

ная доля генетического разнообразия может

быть распределена между отдельными локаци�

ями в зависимости от времени, прошедшего

с момента колонизации и изоляции. К такой

категории видов принадлежат и осетровые ры�

бы. Среди ихтиологов существует мнение, что в

р. Амур имеются четыре популяции амурского

осетра, обитающие на определенных участках

реки [36, 48]. И хотя исследованные нами об�

разцы (за исключением гибридов) выловлены

на одном и том же участке р. Амур, генетичес�

ки они, как показали MSТ реконструкции (рис.

3, в), структурированы. Нельзя исключить, что

в выборку попали представители разных про�

странственных группировок, совершающих в

этот период на данном участке реки нересто�

вую миграцию. В любом случае генетическая

подразделенность вида вообще и амурского

осетра в частности повышает его шансы на вы�

живание. Локальные адаптации уникальны и

консервативны, их формирование происходит

в ряду многих поколений под действием естес�

твенного отбора и среды, с которой связана ес�

тественная история популяций, поэтому их

сохранение необходимо для выживания вида

и сохранения его генофонда во всем многооб�

разии [49].

Появление фенотипических гибридов (пред�

положительно между A. schrenckii и H. dauricus)
в природной популяции амурских осетров, ве�

роятнее всего, является следствием искусствен�
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ного воспроизводства, осуществляемого рыбо�

водными заводами КНР. В аквакультуре этой

страны отдается предпочтение гибридам вви�

ду их высокой по сравнению с родительски�

ми видами продуктивности. Специалистами

ТИНРО�Центра в 2005 и 2006 гг. зафиксирова�

ны факты выпуска в р. Амур с рыбоводного за�

вода в г. Фуюань (КНР) особей гибридного про�

исхождения вместо «чистых» видов. В условиях

очень низкой численности молоди естествен�

ного происхождения на данном участке Амура

выпуск гибридной молоди крупного размера и

отличающейся высокой выживаемостью, на

наш взгляд, следует рассматривать как фактор

риска для природных популяций осетровых

рыб. Так, в 2005 г. среди 1802 разновозрастных

экземпляров амурских осетровых рыб, отлов�

ленных в ходе научно�исследовательского лова,

по морфологическим признакам были иден�

тифицированы как гибриды 12 особей (в том

числе 10 половозрелых), что в целом для бас�

сейна Амура составляет 0,66 % особей. В то же

время по результатам учета численности моло�

ди на 60�километровом участке Амура возле

Хабаровска доля гибридов в октябре 2005 г.

составила 66,6 % (2 экземпляра из 3 пойман�

ных). Известно, что ежегодно рыбы из рыбо�

водных хозяйств проникают в нативные попу�

ляции конспецифичных или близкородст�

венных видов. Например, в некоторых реках

Норвегии число рыб фермерского происхож�

дения превышает численность рыб из природ�

ных популяций [5]. Генетические последствия

подобных инвазий могут быть самыми разно�

образными. Искусственное разведение приво�

дит к накоплению редких аллелей, которые

неизбежно будут внесены в генофонд природ�

ных популяций, снизив тем самым общее ге�

нетическое разнообразие (так называемый эф�

фект Раймана�Лайкре) [50]. К негативным ге�

нетическим эффектам можно отнести также

гибридизацию со случайно интродуцирован�

ными особями, приводящую к разрушению

локально адаптированных генных комплексов

из�за аутбредной депрессии. В результате на�

рушается воспроизводство видовых генофон�

дов, усиливаются деструктивные процессы в

популяциях с нарушением исторически сло�

жившегося оптимального для вида соотноше�

ния внутри� и межпопуляционной компонент

генного разнообразия, необходимых для под�

держания структурированности вида [34, 51].

Хотя нами идентифицировано всего 2 гибрида

из 46 исследованных природных особей осет�

ров, что составляет около 4 % выборки, мы

пока не можем дать корректную оценку уров�

ня разбавления генофонда природных попу�

ляций осетровых рыб Амура их межвидовыми

гибридами. Для этого (что ясно следует из их�

тиологических наблюдений, см. выше) необ�

ходимо исследование популяционных выбо�

рок из разных участков реки. Однако сам факт

обнаружения гибридных особей в условиях

роста на территории КНР количества рыбо�

водных хозяйств нельзя недооценивать, такая

ситуация представляет реальную угрозу для

реализации стратегии выживания аборигенных

популяций осетровых видов рыб. В мировой

практике этой проблеме уделяется большое

внимание. Так, уже неоднократно обсуждался

вопрос о реинтродукции искусственно полу�

ченных особей в природную среду в связи с

необходимостью восстановления численности

редких видов [52, 53], но, к сожалению, еди�

ного мнения так и не найдено [54–56]. Вместе

с тем получены достоверные данные о том,

что виды�интродуценты (в том числе случай�

ные) в некоторых случаях могут полностью

вытеснить аборигенные популяции [5, 57, 58].

Наши данные о генных потоках (Nm = 1–5)

свидетельствуют о том, что в зависимости от

обстоятельств между сравниваемыми таксона�

ми и гибридами могут преобладать дифферен�

цирующие (дрейф генов) или интегрирующие

(поток генов) процессы, и это обстоятельство

можно рассматривать как повышающее фак�

тор риска природных популяций осетровых

рыб Амура.

Существует некоторая (по нашему мнению

весьма небольшая) вероятность того, что обна�

руженные нами гибриды имеют естественное

происхождение; межвидовая и даже межродо�

вая гибридизация между осетровыми рыбами

происходит легко [2, 4]. Многолетние ихтио�

логические наблюдения на р. Амур свидетель�

ствуют о постоянном присутствии гибридных

особей в аборигенной популяции амурских

осетровых рыб. Например, в работе Солдатова

[59] приводится описание шести экземпляров

гибридных особей амурского осетра и калуги,
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отловленных в 1911–1913 гг. Поскольку в на�

чале XX века искусственного разведения этих

рыб еще не существовало, данный факт являет�

ся доказательством постоянного наличия неко�

торого количества гибридов естественного про�

исхождения в популяциях амурских осетровых

рыб. Если это является биологической нормой

данной популяции, то необходим ее генетичес�

кий мониторинг, так как известно, что наруше�

ние среды обитания (а бассейн р. Амур находит�

ся под постоянным антропогенным прессом)

может привести к резкому увеличению межви�

довой гибридизации (см., например, [60]).

Эффективность статистических методов в

дискриминации межвидовых гибридов проде�

монстрирована в ряде исследований [14, 45,

47, 61 и др.]. Анализ полученных нами RAPD�

данных с помощью разных статистических

программ показал, что для различения видов

амурских осетровых рыб, A. schrenckii и H. dau�
ricus, наиболее эффективным является точный

тест на дифференциацию популяций (Exact

test), а их фенотипических гибридов – метод

многомерного шкалирования MDS. Для вы�

явления межвидовых гибридов амурского

осетра с сибирским осетром и стерлядью, по�

лученных искусственным путем, были эффек�

тивны эти же подходы, а также UPGMA и NJ

реконструкции [6]. В настоящей работе высокая

статистическая поддержка видовых кластеров

получена только для NJ древа; в UPGMA ре�

конструкциях она значительно ниже, особенно

для A. schrenckii. Возможной причиной этому

может быть наличие в исследуемой популяци�

онной выборке отдаленных гибридов между

осетровыми видами рыб. Поэтому для прояс�

нения ситуации в дальнейшем мы планируем

использование также других молекулярных

маркеров.

Таким образом, наши данные указывают на

достаточно высокий уровень генетического

разнообразия природных популяций амурско�

го осетра A. schrenckii и калуги H. dauricus, что

может быть свидетельством стабильного сос�

тояния видов. Популяция амурского осетра,

вероятно, генетически структурирована, что

повышает ее шансы на выживание. Однако по�

пуляция имеет биологический фактор риска –

межвидовые гибриды. Интенсивный вылов

рыбы, межвидовая гибридизация, экологи�

ческие загрязнения, а также инвазия искус�

ственно разводимых рыб требует постоянного

генетического мониторинга для сохранения

генофонда аборигенных популяций осетро�

вых рыб бассейна р. Амур (тем более что виды,

являющиеся объектами промысла, имеют осо�

бую уязвимость и высокие шансы резко перей�

ти в категорию исчезающих). Мультилокусные

RAPD�PCR маркеры в сочетании со статисти�

ческими методами могут быть для этого удоб�

ным и надежным инструментом.

Работа выполнена при частичной поддержке
гранта ДВО РАН «Амурская экспедиция».

G.N. Chelomina, K.V. Rozhkovan, 

S.A. Ivanov

DISCRIMINATION OF INTERSPECIFIC HYBRIDS

IN NATURAL POPULATIONS OF AMUR 

STURGEON FISHES USING MULTILOCUS 

RAPD�PCR MARKERS

RAPD�PCR analysis of 46 individuals of sturgeons from

Amur River has been carried out. Genetic status of Amur

sturgeon Acipenser schrenckii Brandt, 1869 and kaluga Huso

dauricus Georgi, 1775 native populations has been estimat�

ed. Genetic evidences of hybrid origin for two phenotypical

hybrids were obtained; estimations of genetic distances

between species and hybrids appeared to be at interspecific

level. The exact test for differentiation of populations (Exact

test) and multidimensional scaling (MDS) analysis were

estimated to be the most effective for species and hybrid dis�

crimination, respectively. According to data obtained popu�

lations of sturgeon fishes which inhabit Amur River main�

tained an essential level of genetic variability; the presence of

hybrids is regarded as one of risk factors. Multilocus RAPD�

PCR markers admit as the convenient and reliable tool for

genetic monitoring of Amur River sturgeons to preserve their

gene pool.
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ПЕРЕСТРОЙКИ ХРОМОСОМЫ 9

ПРИ РАЗЛИЧНЫХ

ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ 

НЕОПЛАЗИЯХ

Частота аномалий хромосомы 9 у детей с гематоло�

гическими неоплазиями составила 25/112 при острой лим�

фобластной лейкемии (ОЛЛ), 10/83 – при острой миело�

идной лейкемии (ОМЛ), 3/20 – при миелодиспластическом

синдроме (МДС). При ОЛЛ делеции встречались чаще, чем

транслокации. Делеции выявлялись как одиночные анома�

лии, так и в составе сложных кариотипов. Чаще в пере�

стройках принимали участие диски 9q34 и 9q22. Трансло�

кация t (9;22)(q34; q11) встречалась в 7,1 % случаев ОЛЛ.

При ОМЛ транслокаций было больше, чем делеций.

В структурные перестройки чаще вовлекалось длинное

плечо – диски 9q22 и 9q34. При МДС регистрировались де�

леция, дупликация и транслокация. Не выявили взаимо�

связи с инициальными гематологическими показателями,

включая бластоз. Проведенные исследования свидетель�

ствуют о разной направленности клинического прогноза

в течении острых лейкемий при делециях. При t (9;22)(q34;

q11) отмечали мультимедикаментозную резистентность

и прогрессию заболевания на фоне химиотерапии.

Введение. Неоплазии кроветворения отно�

сятся к заболеваниям, для которых характерна

клональная пролиферация злокачественных

клеток со значительной потерей способности к

дифференцировке. Проявление каждого забо�

левания обусловлено способностью лейкеми�

ческих клеток замещать нормальные гемопо�

этические клетки костного мозга. Перестройки

девятой пары хромосом (Хр9) описаны при

разных типах острой лейкемии (ОЛ) и при

хронических миелопролиферативных заболе�

ваниях. Современные цитогенетические ис�

следования опухолевых клеток при различных

неоплазиях кроветворения регистрируют раз�

нообразные типы структурных аномалий, ко�

торые затрагивают как короткое, так и длинное

плечо Хр9 человека. К таким аберрациям от�

носятся делеции, инверсии, транслокации, изо�

хромосома длинного плеча. Точки поломок ди�

стальных делеций короткого плеча располага�

ются в диапазоне от 9р11 до 9р24 и зарегист�

рированы в основном при острой лимфоблас�

тной лейкемии (ОЛЛ) [1, 2], а в длинном плече – в

диапазоне от 9q21 до 9q34 и выявляются, чаще все�

го, при острой миелоидной лейкемии (ОМЛ) в

4,5 % как самостоятельная аномалия или как

дополнительная к транслокации t(8;21)(q22;

q22), а также при миелодиспластическом синд�

роме (МДС) [3, 4]. Интерстициальные делеции

между дисками 9q12q22 зарегистрированы при

ОМЛ и бифенотипических острых лейкемиях

[5]. В литературе также опубликованы единич�

ные наблюдения потери генетического матери�

ала в длинном плече Хр9 при ОЛЛ [6] и корот�

ком плече при ОМЛ [7]. Перицентрические

инверсии и изохромосома по длинному плечу

i(9)(q10) описаны только при ОЛЛ [1], а нали�

чие дополнительного материала неизвестного

происхождения (add) зафиксировано при ап�

ластической анемии [8] и ОМЛ [9].

Согласно обзору литературы частота выявле�

ния аномалий с участием Хр9 при ОЛЛ состав�

ляет 7–12 % [10]. Наиболее часто встречаются

три транслокации с вовлечением Хр9. Первая –

t(9;22)(q34; q11) – впервые была описана при

хронической миелоидной лейкемии (ХМЛ)

[11]. Аномалия возникает на уровне плюрипо�

тентной стволовой клетки и выявляется в бо�

лее 90 % случаев этой неоплазии при обычном

анализе дифференциально окрашенных хромо�
© С.В. АНДРЕЕВА, В.Д. ДРОЗДОВА, Е.В. ПОНОЧЕВНАЯ,
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сом [1]. В детском возрасте при ОЛЛ и МДС

эта перестройка встречается приблизительно

в 2–5 % случаев [12], а при ОМЛ – не превы�

шает 1 % [13]. Следующей известной трансло�

кацией является t(6;9)(р23; q34), которая вы�

является при М2�, М4�ОМЛ, и проявляется

характерными особенностями патологического

гемопоэза, связанными с дизэритропоэзом и

базофилией. Аберрация возникает на уровне

мультипотентной стволовой клетки, регист�

рируется приблизительно в 1 % педиатричес�

ких ОМЛ, а также описана при МДС [1]. В

третьей транслокации t(9;11)(p22; q23) прини�

мает участие диск короткого плеча 9p22. Ано�

малия возникает также на уровне мультипо�

тентной стволовой клетки и выявляется при

различных типах ОМЛ в 6–8 %, реже – при

ОЛЛ и вторичных ОМЛ [13, 14]. Все эти транс�

локации имеют однозначно неблагоприятное

прогностическое значение, обусловленное вы�

соким риском рефрактерности к химиотерапии

(ХТ) и прогрессией процесса. Кроме охарак�

теризованных транслокаций, описано немало

других, но они встречаются очень редко. К чис�

ловым аномалиям можно отнести трисомию

Хр9, которая описана при ОМЛ [9], полиците�

мии rubra vera [1], хронических миелопролифе�

ративных заболеваниях [15].

При ОМЛ все хромосомные аномалии по

времени возникновения подразделяют на пер�

вичные и вторичные. Первичные хромосомные

аберрации часто выявляются как одиночные

кариотипические аномалии, которые специ�

фично ассоциированы с одним из типов ОМЛ

и, предположительно, играют существенную

роль на ранних стадиях лейкозогенеза. Первич�

ные аберрации часто выявляются как сбаланси�

рованные перестройки в виде реципрокных

транслокаций, инверсий и инсерций. Вторич�

ные хромосомные аномалии очень редко или

никогда не встречаются самостоятельно и, ве�

роятно, играют важную роль в прогрессии забо�

левания. Они менее специфичны, чем первич�

ные перестройки [16]. Вторичные хромосомные

аномалии выявляются в виде трисомий, мо�

носомий, делеций, изохромосом [17]. К таким

вторичным аномалиям относятся делеции

длинного плеча Хр9 [18].

Современные молекулярно�генетические

исследования лейкозогенеза показали, что при�

чиной возникновения неоплазии при потере

генетического материала в виде делеций и моно�

сомий возможна потеря генов, которые подав�

ляют рост опухоли, а в результате транслокаций

образуются химерные гены [13, 19]. Так, в диске

9p11 картировано RAX5 [20], в диске 9p21 – ген

p16 (опухолесупрессирующий) [21], в диске

9р22 – ген AF9 [22], в длинном плече 9q34 –

CAN, BCR и TAL2 [12,13].

Относительно прогностического значения

делеций длинного плеча Хр9 существуют раз�

ные интерпретации, но большинство онколо�

гических исследовательских групп относят их к

цитогенетической группе ОЛЛ высокого риска

[23–26]. Делеции как самостоятельные анома�

лии при ОМЛ также считают неблагоприятным

признаком [3, 27].

Материалы и методы. Исследования прово�

дили в отделении проблем гематологии детско�

го возраста Института гематологии и трансфу�

зиологии АМН Украины на протяжении 1993–

1996 и 2003–2007 гг. Кариотип анализировали

в лейкемических клетках гепаринизированно�

го костного мозга до начала программной хи�

миотерапии или во время рецидива. Пациенты

проходили лечение на клинической базе Цент�

ра детской онкогематологии и трансплантации

костного мозга УДСБ «ОХМАТ ДИТ», а также

в детском онкогематологическом отделении

Киевского областного онкодиспансера. Обсле�

довано 195 пациентов с ОЛ и 20 – с МДС.

Анализ кариотипа лейкемических клеток

показал структурные аномалии Хр9 у 25 паци�

ентов с разными по иммунным маркерам под�

типами ОЛЛ (I группа), у 10 пациентов с ОМЛ

(II группа), у 3 пациентов с МДС (III группа).

Среди обследованных в I группе было 16 дево�

чек и 9 мальчиков, во II – 5 девочек и 5 маль�

чиков, в III – 1 девочка и 2 мальчика. Возраст

пациентов во всех группах имел большой диа�

пазон и составил для I группы от 2,2 до 18 лет,

для II группы – от 1,3 до 16,4 лет, для III груп�

пы – от 11,9 до 15,7 лет.

Для цитогенетических исследований прово�

дили культивирование суспензии лейкемичес�

ких клеток костного мозга на протяжении

24 или 48 ч в питательной среде RPMI�1640 с

добавлением 20%�ной эмбриональной теля�

чьей сыворотки, пенициллина и стрептомици�

на. Препараты метафазных хромосом готовили
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по общепринятой методике [1] и окрашивали

на G�диски (GTG�метод). Выявленные хро�

мосомные аномалии описывали в соответст�

вии с номенклатурой ISCN 1995 [28]. Наличие

хромосомных аномалий в лейкемическом

клоне подтверждали при условии, когда две

или более метафазных клеток имели идентич�

ные аномалии или дополнительные хромосо�

мы, а также когда три или более метафазных

клеток имели идентичные моносомии. Нор�

мальным клон считали в том случае, когда

не менее чем в 20 проанализированных и в

10 кариотипированных клетках не было выяв�

лено хромосомных аномалий.

Результаты исследований и их обсуждение.
В I группу были отнесены 25 (22,3 %) из 112

пациентов, у которых был установлен диагноз

ОЛЛ. Следует подчеркнуть, что в наших иссле�

дованиях частота выявления аномалий Хр9 была

почти в два раза выше по сравнению с данны�

ми, которые приводятся в литературе. В этой

группе инициальные гематологические показа�

тели составили: количество лейкоцитов в пери�

ферической крови – от 0,4·109 до 290,0·109/л,

содержание гемоглобина – от 36 до 100 г/л и

эритроцитов – от 1,5·1012 до 3,8·1012/л, содер�

жание тромбоцитов – от 3,0·109 до 189,0·109/л.

Относительное количество бластных клеток в

периферической крови колебалось от 0 до

100,0 %, в костном мозге – от 49,0 до 100,0 %.

Экстрамедулярные лейкемические поражения

печени и селезенки выявлены у двух пациентов.

В I группе у 13 пациентов был установлен

Сomm�иммунофенотип лимфобластов (1 слу�

чай – с коэкспрессией CD33, 1 случай – с ко�

экспрессией CD33 и CD13), у двоих – proВ�

(1 случай – с коэкспрессией CD7), у четырех –

preB�, у одного – В�ОЛЛ, у двоих – preT�, у

троих – Т�ОЛЛ (таблица).

Результаты цитогенетических исследований

показали, что наиболее частой аномалией была

потеря генетического материала (14 случаев).

Диски, по которым регистрировалась потеря,

расположены в коротком и длинном плечах

Хр9, в частности по диску 9q22 отмечали 6 слу�

чаев. Интересен факт, что в литературных ис�

точниках интерстициальная делеция была опи�

сана только при ОМЛ. По диску 9q34 делеции

зафиксированы в 3 случаях. В коротком плече

делеции затрагивали диски 9р21 и 9р22 (2 и 3

случая соответственно). Представляет научный

интерес зарегистрированное нами появление

делеции в длинном плече 9q22 в результате

эволюции опухолевого клона еще на момент

постановки диагноза (№ 10).

Следующей по частоте аномалией отмечены

реципрокные транслокации – 10 случаев, из

них t(9;22)(q34; q11) – 8 наблюдений, в числе

которых преобладали бластные клетки из В�

линейных предшественников, что составило

7,1 % всех проанализированных исследований

ОЛЛ. Наличие в кариотипе t(9;22) определяется

как критично неблагоприятный прогностичес�

кий признак c высокой частотой рефрактер�

ности к химиотерапии и, как результат, таким

пациентам показана трансплантация костного

мозга [3]. В наших исследованиях зафиксиро�

вано также по одному случаю транслокаций

t(1;9)(q23; p13) при Comm�ОЛЛ и t(9;11)(p22;

q23) при proB�ОЛЛ. Таким образом, наиболее

активно в перестройки в виде делеций и тран�

слокаций вовлекался диск 9q34. Аномалии

Хр9 выявлялись в 9 случаях сложных карио�

типов (№ 4, 7, 8, 10, 14, 20, 23–25).

Анализ представленных результатов пока�

зал, что девочек было почти вдвое больше, чем

мальчиков (1 : 1,8), среди подтипов ОЛЛ пре�

обладали В�линейные из ранних предшествен�

ников (20 из 25 случаев), а t(9;22) чаще встре�

чалась в пубертатном возрасте. В результате

стандартизованной терапии ОЛЛ из 25 больных

достигли комплексной ремиссии 11 пациен�

тов, причем у 6 отметили наличие долгосроч�

ных ремиссий более пяти лет. В 12 случаях заре�

гистрированы летальные исходы, в частности,

вследствие прогрессии заболевания – 7 случаев,

а также от токсических и инфекционных ос�

ложнений (сепсис, бактериально�микотичес�

кие поражения, нарушения мозгового крово�

обращения, острая сердечная недостаточность,

гепатиты) на фоне химиотерапии.

II группу представляли 10 пациентов (12,0 %)

из 83 заболевших, у которых была диагности�

рована ОМЛ. В этой группе инициальные ге�

матологические показатели составили: коли�

чество лейкоцитов в широких пределах –

от 8,8·109 до 92,0·109/л, количество эритроци�

тов – от 1,34·1012 до 3,61·1012/л, уровень гемо�

глобина в пределах 44–121 г/л, содержание

тромбоцитов также с большим распределени�
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Кариотипы лейкемических клеток костного мозга при различных гематологических неоплазиях

Вариант заболевания Возраст/пол Кариотип Результат лечения

ОЛЛ

Comm /L2

Соmm /L1

Соmm

Соmm /L2

Comm

Comm

Comm

Comm

Comm

Соmm/ L1

Comm

Comm CD33+

Соmm СD33+, CD13+

PrоВ L1/L2

ProB CD7+

PreB

PreB

5,1/м

14,5/м

18,0/м

4,9/ж

6,1/ж

14,6/ж

3,7/м

11,7/ж

15,0/ж

4,5/ж

2,2/ж

15,2/ж

12,1/м

18,0/ж

0,3/ж

10,4/ж

12,8/ж

46,XY,t(9;22)(q34;q11)[5]/4n±,t(9;22)

(q34;q11)x2[5]/46,XY[8]

46,XY,t(9;22)(q34;q11)[12]

46,XY,t(9;22)(q34;q11)[17]/4n±[4]

46,ХХ,del(6)(q21)[2]/46,XX,t(9;22)

(q34;q11),t(16;17)(p11;q11),+mar[2]

45,XX,der(1)t(1;9)(q23;p13)[12]

46,XX,del(9)(p21),del(12)(p12�13)[5]

50,XY,+5,del(9)(p22),+11,+del(11)

(q23),del(17)(p13),+21[12]/4n±[2]

51�54,XX,+X,del(1)(q31),+4,+5,+8,

del(9)(p22),+der(11),+13,+13,+14,

+16,+17,+21,+22(cp6)/46,XX[12]

46,XX,del(9)(q22),t(10;11)(p13;

q14),inv(16)(p13q22),+mar[16]

59,ХХ,+4,+5,+6,+7,+13,+13,+14,

+14,+15,+15,+17,+22,+mar[23]/59,

idem,del(9)(q22)[3]

46,XX,del(9)(q34)[2]

46,XX,t(9;22)(q34;q11)[4]

46,XY,del(9)(q22)[8]

46�48,ХХ,+5,del(9)(q12q22),del(11)

(q21),�18,+21(cp6)/4n± [3]

46,XX,t(9;11)(p22;q23)[3]/46,XX [26]

46,XX,t(9;22)(q34;q11)[11]/4n± [4]

46,XX,t(9;22)(q34;q11)[20]

1�я комплексная ремиссия 

8 мес, под наблюдением

1�я комплексная ремиссия 

3 года, под наблюдением

Первичный «non�responder»,

летальный исход

Первичный «non�responder»,

летальный исход

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии на

поддерживающей терапии от

инфекционных осложнений

Отказ от терапии

1�я комплексная ремиссия 

9 мес, под наблюдением

1�я комплексная ремиссия 

7 мес, под наблюдением

Летальный исход от прогрес�

сии на ХТ

Летальный исход от прогрес�

сии на ХТ

1�я комплексная ремиссия 

4 мес, под наблюдением

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии от

кардиотоксических ослож�

нений в течение одного года

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии от

гепатита в течение одного

года

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии на

ХТ от инфекционных

осложнений

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии на

ХТ от инфекционных

осложнений

Первичный «non�responder»,

летальный исход

Первичный «non�responder»,

летальный исход
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PreB

PreB

В

PrеТ

PrеТ

Т

Т

T

2,2/м

2,9/ж

5,4/м

14,0/ж

7,5/ж

15,0/м

6,1/м

5,5/ж

46,XY,del(9)(q34),i(14)(q10)[3]/46,XY[14]

46,XX,del(9)(q34)[5]/4n±[4]/46,XX [9]

46,XY,t(6;11)(q27;q23),del(9)(р22)

[15]/4n± [2]

46,XX,del(9)(p21)

46,XY,del(9)(q22)

46,XY,i(9)(q10)[3]/45,XY,idem,del(6)

(q24),�17[3]/45,XY,idem,del(6)(q24),

t(11;19)(q23;p13),�17[2]

46,XY,del(7)(q35),t(9;22)(q34;q11)[9]/4n± [3]

46,XX,del(9)(q22),t(11;14)(p13;q11) [11]

1�я комплексная ремиссия

10 лет

1�я комплексная ремиссия 

9 лет

1�я комплексная ремиссия

10 лет

1�я комплексная ремиссия

11 лет

Поздний костно�мозговой

рецидив через 3 года

1�я комплексная ремиссия

11 лет

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии на

ХТ от инфекционных

осложнений

1�я комплексная ремиссия

11 лет

ОМЛ

М1

М2 

М2

М2 

М2

М4

М6

М7

М7

М7рец

13,2/ж

16,4/ж

15,1/м

11,0/ж

11,9/м

8,8/м

6,8,ж

2,2/м

1,3/ж

46,XX,t(9;22)(q34;q11) [8]   

46,XX,t(9;14)(q34;q11)[4]/4n±[3]/46,XX [21]

44�47,XY,del(9)(q22),+14,+15,+16, +18,�

21(cp9)

46,XX,t(8;21)(q22;q11),del(9)(q22)[9]  

47,XY,+9[2]/47,idem,del(11)(q21q23)[3]/46,X

Y[6]

46,XY,dup(3)(q21q26)[6]/46,idem,

del(9)(q22)[3]/4n±[5]/46,XY[8]

46,XX,del(9)(q22)[9]

46,XY,t(9;13)(p11;q11),del(12)(p12)

[12]/46,idem,del(11)(p14),del(21)

(q22)[2]/4n±[4]

48�56,XX,+2,+4,+5,+6,+8,+10,

t(9;11)(p22;q23),+18,+19,+21,+mar

(cp9)/4n±[5]

46,XX,t(9;11)(p22;q23)[4]/4n±[7]/46,XX[13]

Летальный исход в 1�й

комплексной ремиссии

после алло�ТКМ от

инфекционных осложнений

Летальный исход в костно�

мозговой ремиссии на ХТ от

инфекционно�геморраги�

ческих осложнений

Первичный «non�respon

der», летальный исход

Летальный исход на ХТ от

инфекционных осложнений

1�я комплексная ремиссия

10 лет

1�я комплексная ремиссия 

2 года 2 мес

1�я комплексна ремиссия 

3 года 6 мес

Летальный исход в про�

грессии

Ранний костно�мозговой

рецидив, летальный исход в

прогрессии

Вариант заболевания Возраст/пол Кариотип Результат лечения

Продолжение таблицы 
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ем – от 3,2·109 до 154,0·109/л. Бластоз в пере�

ферической крови колебался от 25 до 78 %, в

костном мозге – от 45,0 до 90,0 %. Все диаг�

нозы ОМЛ были представлены следующими

ФАБ�типами: один – М1, 4 – М2, 1 – М4, 1 –

М6, 2 – М7, 1 – гибридная лейкемия (ОГЛ).

Наиболее частым типом перестроек гене�

тического материала во II группе были рецип�

рокные транслокации – 6 случаев. В трансло�

кациях чаще принимал участие диск 9q34

(3 случая), при этом партнерами обмена были

диски 11q23, 14q11, 22q11. Потеря генетичес�

кого материала встречалась в 4 случаях, иск�

лючительно по диску 9q22. В одном кариоти�

пе упомянутая аномалия появлялась во время

эволюции лейкемического клона (№ 6).

Внимание привлекает факт удвоения транс�

локации t(9;22) в околотетраплоидном клоне в

двух случаях с мозаичным кариотипом (Comm�

ОЛЛ и М1�ОМЛ). В литературе имеются еди�

ничные ссылки о таких находках при ОМЛ [29].

На наш взгляд, возможно, это связано с эндо�

редупликацией или попыткой компенсировать

поврежденные гены.

Во II группе в результате стандартизованной

химиотерапии комплексная ремиссия была до�

стигнута у 3 пациентов, летальные исходы на

фоне химиотерапии – в 7 случаях, при этом

от прогрессии процесса – 6 случаев.

В группу пациентов с МДС были включе�

ны 3 пациента в соответствии с ФАБ�класси�

фикацией – рефрактерная анемия (РА). Гема�

тологические показатели у этих пациентов на

время постановки диагноза составили: количес�

тво лейкоцитов – от 2,2·109 до 5,3·109/л, содер�

жание эритроцитов – от 2,25·1012 до 3,18·1012/л,

уровень гемоглобина был снижен в пределах

45–85 г/л, содержание тромбоцитов колеба�

лось от 16,0·109 до 300,0·109/л. Необходимо

подчеркнуть, что особенностью группы РА бы�

ло разнообразие типов перестроек генетическо�

го материала: сбалансированная транслокация

t(9;22)(q34; q11), дистальная делеция короткого

плеча del (9q22�qter) и прямая дупликация в

длинном плече dup (9)(q33q34).

Выводы. Обобщая приведенные данные,

можно заключить, что аномалии Хр9 в насто�

ящих исследованиях выявлялись чаще, чем

свидетельствуют литературные ссылки. Отме�

чен целый ряд структурных перестроек в виде

делеций, транслокаций, изохромосомы длин�

ного плеча, дупликация и количественная ано�

малия – трисомия. При ОЛЛ наиболее часто

в хромосомные перестройки вовлекалось длин�

ное плечо: диски 9q34 (11 случаев) и 9q22

(6 случаев). Потеря генетического материала в

коротком и длинном плечах выявлялись чаще,

чем транслокации (14 против 10 случаев). На�

личие самостоятельных делеций в пяти наблю�

дениях, по нашему мнению, может свидетель�

ствовать о потере опухолесупрессирующих ге�

нов в процессе лейкозогенеза ОЛЛ. В случаях

появления делеций и транслокаций одновре�

менно целесообразно рассматривать потерю ге�

13,7/м 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[19]/4n±,t(9;22)(q34;

q11)x2 [4]

2�я костно�мозговая

ремиссия после ІІ ТКМ,

летальный исход от токсико�

инфекционных осложнений

МДС

ОГЛ

Вариант заболевания Возраст/пол Кариотип Результат лечения

Окончание таблицы 

РА

РА

РА

11,9/ж

12,5/м

15,7/м

46,XX,t(9;22)(q34;q11)[4]

46,XY,del(9)(p22)[3]/ 46,XY[6]

46,XY,der(9)dup(9)(q33q34)[6]/46,XY,del(12)

(p12)[5]/4n±[2]/46,XY[7]

Летальный исход от инфек�

ционных осложнений на

иммуносупрессивной те�

рапии

Выбыл из�под наблюдения

Выбыл из�под наблюдения
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нетического материала как вторичное измене�

ние в кариотипе. Необходимо подчеркнуть, что

частота выявления t(9;22)(q34; q11) в наших ис�

следованиях была выше по сравнению данными

других исследователей (7,1 % против 2–5 %).

Кроме того, t(9;22) наблюдалась нами в возрас�

тном аспекте в большинстве случаев именно в

пубертатном возрасте. При ОМЛ в структур�

ные перестройки чаще вовлекалось также длин�

ное плечо Хр9, а именно: 4 случая с 9q22 и 3 –

с 9q34, что характерно для миелоидных лейке�

мий. При МДС аномалии носили разнообраз�

ный характер – делеция, дупликация и транс�

локация. Результаты, которые мы получили,

совпадают с литературными источниками в

том, что перестройки в коротком и длинном

плечах Хр9 являются критическими с точки

зрения их участия в патогенезе неоплазий кро�

ветворения, некоторые из них воспроизводятся

на уровне плюрипотентной стволовой клетки.

Как особенность следует отметить два случая с

околотетраплоидными клонами, в которых уда�

лось дифференцировать удвоение транслока�

ции t (9;22)(q34; q11). Такая информация очень

редко присутствует в публикациях.

Относительно прогностического значения

самостоятельных делеций Хр9 долгое время

ведется научная дискуссия. В большинстве

исследовательских клинических групп их счи�

тают признаками неблагоприятного прогноза.

Полученные в нашей работе результаты карио�

типирования свидетельствуют о достаточно

разноплановых значениях делеций короткого

и длинного плеч Хр9 в оценке прогноза ост�

рых лейкемий. В случаях с t(9;22)(q34; q11) от�

мечали мультилекарственную резистентность

и прогрессию на фоне химиотерапии.

S.V. Andreyeva, V.D. Drozdova, 

E.V. Ponochevna, N.V. Каvаrdakova

REARRANGEMENTS OF CHROMOSOMA 9

IN DIFFERENT HEMATOLOGICAL NEOPLASIA

The frequencies of chromosome 9 abnormalities in

сhildren with hematological neoplasia have constituted:

25/112 in acute lymphoblastic leukemia (ALL), 10/83 – in

acute myeloid leukemia (AML), 3/20 – in refractory ane�

mia (RA). The frequency of deletions was higher than of

translocations in ALL. Deletions were found as sole abnor�

malities as in complexity karyotypes. More often the rear�

rangements affected bands 9q34 and 9q22. Translocation t

(9;22)(q34; q11) occured in 7,1 % cases ALL. In AML the

translocations were detected with greater frequency than

deletions. The long arm bands 9q22 аnd 9q34 were more

often involved in structural rearrangements. Deletions,

translocations and duplications were registered in MDS.

Comparison with clinical features showed no correlation

with age and the main hematological indexes including the

amount of blast cells in initial period. Multidrug resistance

and disease progression during chemotherapy were noted

in t (9;22).

С.В. Андреєва, В.Д. Дроздова, 

О.В. Поночевна, Н.В. Кавардакова

ПЕРЕБУДОВИ ХРОМОСОМИ 9 ПРИ РІЗНИХ 

ГЕМАТОЛОГІЧНИХ НЕОПЛАЗІЯХ

Частота аномалій хромосоми 9 у дітей з гематоло�

гічними неоплазіями становила 25/112 при гострій лім�

фобластній лейкемії (ГЛЛ), 10/83 – при гострій мієлоїд�

ній лейкемії (ГМЛ), 3/20 – при мієлодиспластичному

синдромі (МДС). При ГЛЛ делеції зустрічалися частіше,

ніж транслокації. Делеції виявлялися як самостійні ано�

малії, так і у вигляді складних каріотипів. Найчастіше в

перебудовах приймали участь диски 9q34 та 9q22. Тран�

слокація t(9;22)(q34; q11) зустрічалася в 7,1 % випадків

ГЛЛ. При ГМЛ транслокацій було більше, ніж деле�

цій. В структурні перебудови частіше залучалося довге

плече – диски 9q22 та 9q34. При МДС реєструвалися

делеція, дуплікація та транслокація. Не виявили взає�

мозв’яку з віком пацієнтів та основними ініціальними

гематологічними показниками, включаючи бластоз.

Проведені дослідження свідчать про різну спрямова�

ність клінічного прогнозу в перебігу гострих лейкемій

при делеціях. При t(9;22) відзначали мультимедикамен�

тозну резистентність та прогресію захворювання на фо�

ні хіміотерапії.

CПИСОК ЛІТЕРАТУРИ

1. Human Cytogenetics. A practical approach. Malignancy

and acquired abnormalities / Eds D.E. Rooney, B.H.

Czepulkovsky. – New York : Oxford Univ. рress., 1995. –

293 p.

2. Meldipour P., Mirfakhraie R., Jahani M., Meldipour

A.R. Karyotype evolution: cytogenetics follow�up study

in children acute lymphoblastic leukemia // Asian Pac.

J. Cancer Prev. – 2003. – 4, № 4. – P. 358–368.

3. Stark B., Jeison M., Kapeliushnik Y. et al. Childhood acute

myeloid leukemia: classical and molecular cytogenetic

abnormalities and outcome, report from a refferal center

in Israel // Ann. Hematol. – 2004. – 83, Suppl.1. – P. 18.

4. Wan T.S., Ma E.S., Lam C.C. et al. Deletion 9q as the

sole karyotypic abnormality in myelocytic disorders: a

new case of myelodysplastic syndrome and its prognos�

tic implications in acute myelocytic leukemia// Cancer

Genet. Cytogenet. – 2003. – 145, № 2. – P. 184–186.

5. Torrabadella M., Vallespi T. Chromosome analysis an



ІSSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 5 79

Перестройки хромосомы 9 при различных гематологических неоплазиях

aid in differential diagnosis of erytroleukemia (M6) and

myelodysplasia// Cancer Genet. Cytogenet. – 1990. –

49, № 1. – P. 139–140.

6. Yoshida C., Suzukawa K., Katsura Y. et al. T�cell acute

lymphoblastic leukemia with add (1)(p36) and del

(12)(p11) following acute myelocytic leukemia with

partial deletion of 9p // Cancer Genet. Cytogenet. –

2004. – 150, № 1. – P. 62–65.

7. Coyle T.E., Bair A.K., Stein C. et al. Acute leukemia

associated with valporic acid treatment : A novel mech�

anism for leukemogenesis? // Amer. J. Hematol. –

2005. – 78, № 4. – P. 256–260.

8. Ohga S., Ohara A., Hibi S. et al.Treatment responses of

childhood aplastic anaemia with chromosomal aberra�

tions at diagnosis// Brit. J. Haematol. – 2002. – 118,

№ 1. – P. 3–9.

9. Haus O., Czarnecka M., Kotlarek�Haus S. et al.

Chromosome aberrations in primary and secondary

acute myeloblastic leukemia // Acute leukemias. V. 8.

Prognostic factors and treatment strategies. – Berlin :

Springer, 2001. – 40. – P. 49–53.

10. Raimondi S.C. Current status of cytogenetic research in

childhood acute lymphoblastic leukemia // Blood. –

1993. – 81, № 1. – P. 2237–2251.

11. Nowell P.C., Hungerford D.A. A minute chromosome in

human chronic granulocytic leukemia // Science. –

1960. – 132. – P. 1197.

12. Harrison C.J. The management of patients with

leukemia: the role of cytogenetics in this molecular era //

Brit. J. Haematol. – 2000. – 108. – P. 19–30.

13. Pui Ch.�H., Schrappe M., Ribeiro R. et al. Childhood

and Adolescence lymphoid and Myeloid Leukemia //

Hematology Amer. Soc. Hematol. Educ. Program. –

2004. – P. 118–145.

14. Hasle H., Lie S.O., Abrahamsson J. et al. AML in chil�

dren : Experiences from the NOPHO studies. Acute

leukemias XI. Prognostic factors and treatment strate�

gies // Ann. Hematol. –2006. – 85, Suppl.1. – P. 73–74.

15. Adeyinka A., Dewald G.W. Cytogenetics of chronic

myeloproliferative disorders and related myelodysplas�

tic syndromes // Hematol. Oncol. Clin. North. Amer. –

2003. – 17, № 5. – P. 1129–1149.

16. Heim S., Mitelman F. Secondary chromosome aberra�

tions in the acute leukemias // Cancer Genet.

Cytogenet. – 1986. – 22, № 2. – P. 331–338.

17. Mrozek K., Heinonen K., Bloomfield C.D. Clinical impor�

tance of cytogenetics in acute myeloid leukemia// Best.

Pract. Res. Clin. Haematol. – 2001. – 14. – P. 19–47.

18. Schoch C., Haase D., Haferiach T. Fifty�one patients with

acute myeloid leukemia and translocation t (8;21)(q22;

q22): an additional deletion in 9q is an adverse prognos�

tic factor // Leukemia. – 1996. – 10. – P. 1288–1295.

19. Gilliland D.G. Targeted therapies in myeloid leukemia.

Acute leukemias XI. Prognostic factors and treatment

strategies // Ann. Hematol. – 2004. – 83, Suppl.1. –

P. 75–76.

20. Strehl S., Konig M., Dworzak M.N. et al. PAX5/

ETV6 fusion defines cytogenetic entity dic (9;12)(p13;

p13) // Leukemia. – 2003. – 17, № 6. – P. 121–123.

21. Leupolt E., Bullinger L., Benz M. et al. Comprehensive

molecular cytogenetic analysis of mantil cell lymphoma:

Abstr. Annual meeting of European haematology associ�

ation (Birmingham, UK, 25–27 June 2000) //

Hematology. – 2000. – 1, Suppl.1. – P. 173.

22. Schnittger S., Schoch C., Griesinger F. et al. RT�PCR in

diagnostics and monitoring of acute myeloid leukemia //

Acute leukemias VIII. Prognostic factors and treatment

strategies. – Berlin : Springer, 2001. – 40. – P. 44–48.

23. Heerema N.A., Harbott J., Galimberti S. et al. Acute

Lymphoblastic Leukemia Study Groups; ALL�BFM;

CoALL; AIEOP; DCLSG; FRALLE; CCG; DFCI;

POG; St Jude; UKALL // Leukemia. –2004. – 18,

№ 4. – P. 693–702.

24. Hann I., Vora A., Harrison G. et al. Determinants of

outcome after intensified therapy of childhood lym�

phoblastic leukaemia: results from Medical Research

Council United Kindom acute lymphoblastic leukemia

XI protocol // Brit. J. Haematol. – 2001. – 113, № 1. –

P. 103–114.

25. Ribera J.M., Oriol A., Bastida P. et al. Identical progno�

sis of adolescence (15–21yr) and old children (9–14yr)

with intermediate and high�risk acute lymphoblastic

leukemia treated with the same protocols (PETHEMA

ALL�89, 93 and 96): Abstr. 8�th Annual meeting of

European haematology association (Lyon, 12–15 June

2003) // Hematology. – 2006. – 4, Suppl. 2. –P. 147.

26. Ramos M.M., Martinez F.F., Marinda B.E. Cytogenetic

abnormalities in acute lymphoblastic leukemia// Esp.

Pediatr. – 2001. – 55, № 1. – P. 45–52.

27. Grimwade D., Moorman A., Hills R. et al. Impact of kary�

otype on treatment outcome in acute myeloid leukemia.

Acute leukemias X. Prognostic Factors and Treatment

Strategies (Munich, 21–25 February, 2004) // Ann.

Hematology. – 2004. – 83, Suppl. 1. – P. 45–48.

28. Mitelman F. An International System for Human

Cytogenetic Nomenclature. Recommendations of the

International Standing Committee on Нuman

Cytogenetic Nomenclature. – Karger, 1995. – 120 p.

29. Morita Y., Takahashi A., Yamamoto K. et al. Secondary

near�tetraploidy with double der (15) t (15;17) in acute

promyelocytic leukemia in relapse // Cancer Genet.

Cytogenet. – 2004. – 149, № 2. – P. 131–136.

Поступила 20.03.07



ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2008. № 580

УДК 575:616–008.61

С.А. ШТАНДЕЛЬ, Т.М. ТИХОНОВА
Украинский НИИ фармакотерапии эндокринных заболеваний, 

Харьков
E�mail: shtandel@mail.ru

ИЗУЧЕНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ

НАСЛЕДОВАНИЯ ЛАТЕНТНОГО

АУТОИММУННОГО ДИАБЕТА

ВЗРОСЛЫХ (LADA)

На материале, включающем клинико�генеалогические

данные о 51 больном LADA, 400 больных инсулинозависи�

мым сахарным диабетом (СД 1 типа), 504 – с инсулино�

независимым сахарным диабетом (СД 2 типа) и их род�

ственников I степени родства, проведено исследование

генетической детерминации LADA. Тестирование модели

Ch. Smitha выявило генетическую самостоятельность

LADA и СД 1 и 2 типа. Исследование генетической гете�

рогенности в соответствии с моделями Ch. Smith’a пока�

зало, что LADA имеет примерно одинаковое количество

общих генов с СД 1 и 2 типа, что и определяет клиничес�

кое течение этой формы диабета. Наследование LADA

описывается параметрами полигенной пороговой модели,

в рамках которой на долю генетических факторов в фор�

мировании заболевания приходится 60,4 %.

Введение. В настоящее время гетерогенность

сахарного диабета (СД) является общепризнан�

ным неоспоримым фактом. Многочисленные

работы по изучению латентного аутоиммунно�

го диабета взрослых (Latent autoimmune diabetes

of the adults – LADA) явились основанием для

выделения в классификации 1999 г. указанной

формы заболевания как подтипа СД 1 типа [1].

Между тем даже после принятия последней

классификации нет однозначной точки зрения

не только в отношении распространенности,

клинических особенностей течения, иммуно�

логических и генетических маркеров LADA,

но и в отношении самого названия и места упо�

мянутой формы в систематике СД. Исходя

из предположения, что в основе развития СД 1

типа и LADA лежат различные патогенетичес�

кие процессы, общими для которых являются

аутоиммунные нарушения, а клиническая ма�

нифестация LADA протекает аналогично СД 2

типу, предлагалось введение термина СД 1,5 ти�

па [2–4]. Эпидемиологические исследования

свидетельствуют о том, что распространенность

LADA составляет 2–12 % всех случаев СД [5, 6].

Манифестация заболевания наблюдается пре�

имущественно в возрасте от 25 до 50 лет. Мед�

ленно прогрессирующее развитие заболевания,

достижение компенсации на первых порах дие�

той и пероральными сахароснижающими пре�

паратами, торпидная по сравнению с класси�

ческим СД 1 типа деструкция β�клеток и

определяет сходство LADA с манифестацией

СД 2 типа [7, 8]. По мере развития патологичес�

кого процесса (в среднем от 6 мес до 6 лет после

диагностирования заболевания) на фоне про�

водимой сахароснижающей сульфаниламидо�

терапии ухудшаются показатели гликемичес�

кого контроля и возникает необходимость в

переводе больных на инсулин [4, 7, 8]. Доказа�

но, что генетическая предрасположенность к

СД 1 типа связана с определенными генами

системы HLA, тогда как при СД 2 типа этой

связи не обнаружено. Определенные ассоциа�

ции с этими антигенами найдены и для LADA.

Результаты UKPDS выявили ассоциацию меж�

ду LADA и присутствием предрасполагающих к

развитию СД 1 типа HLA�антигенов типа DRBI

*03/ DRBI* 04�DQBI*0302 [9]. Ряд авторов на

основании обследования пациентов с установ�

ленным диагнозом СД 2 типа и наличием ауто�

антител к GAD пришли к заключению, что эта

форма СД имеет аутоиммунную природу, но от�© С.А. ШТАНДЕЛЬ, Т.М. ТИХОНОВА, 2008
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личается от СД 1 типа по инсулинозависимос�

ти и распределению предрасполагающих к

СД аллелей [10]. Таким образом, к настоящему

моменту вопрос о генетической детерминации

этой формы СД открыт.

Целью настоящего исследования было изу�

чить особенности наследования LADA.

Материалы и методы. Сбор генеалогическо�

го материала проводился методом единичной

регистрации согласно требованиям Комитета

экспертов ВОЗ [11]. Были обследованы 51

больной LADA, 400 пробандов с СД 1 типа,

504 индивида с СД 2 типа, находившихся на

лечении в клинике ИПЭП, и их родственники

I степени родства. 

Распространенность изученных заболева�

ний в г. Харькове рассчитана по данным исто�

рий болезни, имеющихся в районных поли�

клиниках, а также сведений об общей числен�

ности населения области [12]. Исследование

генетической гетерогенности заболевания про�

водилось путем тестирования модели Ch.

Smith’a [13]. Параметры наследования LADA

в рамках пороговой модели D. Falconer’a были

изучены согласно [14].

Результаты исследований и их обсуждение.
Исходные данные, послужившие основой для

генетического анализа, представлены в табл. 1.

Полученные данные свидетельствуют о значи�

тельном преобладании частоты родителей, по�

раженных СД 1, 2 типа и LADA, по сравнению

с их популяционными частотами.

Исходя из того, что генетическая детермина�

ция СД 1 и 2 типа описывается параметрами мо�

дели D. Falconer’a [15, 16], для изучения взаи�

мосвязи между подверженностями к LADA,

СД 1 и 2 типа была тестирована модель гене�

тической гетерогенности Ch. Smith’a (табл. 2).

Эта модель применяется для выяснения гене�

тической гетерогенности клинических форм

исследуемого заболевания в случае, если пока�

зано его полигенное наследование, параметры

которого описывает пороговая модель D. Fal�

coner’a. Результатом тестирования этой моде�

ли является получение на основе прямых и

перекрестных коэффициентов корреляции в

парах «пробанд – родитель» коэффициента

«генетического сродства» rG, величина которого

показывает долю общих генов, участвующих в

системах генетического контроля изучаемых

заболеваний [13]. При значениях rG, стремя�

щихся к единице, заболевание считается гене�

тически однородным (практически все гены

общие), при низких значениях rG (менее 0,70)

исследуемые заболевания считаются генети�

чески самостоятельными, хотя и имеющими

определенную долю общих генов. Поэтому

данных о существенной роли генетических

факторов, наличии нелинейных генетических

эффектов в детерминации СД, полученных в

предыдущих исследованиях [15, 16], недоста�

точно для понимания структуры подвержен�

ности к LADA, если не исключена возмож�

ность существования различных с генетической

Таблица 1

Частота СД среди родителей пробандов 
и в популяции, %

Форма

СД у

пробан�

да LADA СД 1 типа СД 2 типа

Распро�

странен�

ность в

популяции

Форма СД у родителей

LADA

СД 1

типа

СД 2

типа

0,98 ± 0,98

0,11 ± 0,11

0,80 ± 0,28

1,96 ± 1,38

2,63 ± 0,57

3,29 ± 0,56

10,78 ± 3,09

7,00 ± 0,90

15,05 ± 1,13

0,06

0,36

1,90

Таблица 2

Анализ взаимосвязи между подверженностями к различным клиническим формам СД

Форма

СД у пробанда

LADA СД 1 типа СД 2 типа Всего

Наследуемость,

%

Коэффициенты корреляции 

между подверженностями (rG)

Форма СД у родителей

LADA

СД 1 типа

СД 2 типа

1

1

8

11

56

151

2

21

33

102

800

1003

59,20

54,24

94,32

LADA – СД 1 r2 = 0,653 

СД 1 – СД 2 r2 = 0,587

LADA – СД 2 r2 = 0,661 



точки зрения форм патологии. На основе

представленных данных семейного анамнеза

были рассчитаны прямые и перекрестные ко�

эффициенты корреляции в парах «пробанд–

родитель». 

В модели Ch. Smith’a, предполагающей су�

ществование различных подверженностей к

двум формам заболевания, коэффициент кор�

реляции между подверженностями (rG) к

LADA и СД 1 типа составил 0,653 ± 0,096, что

свидетельствует о большом количестве общих

генов между LADA и СД 1 типа и генетичес�

кой самостоятельности этих двух патологий.

Коэффициент «генетического сродства» между

LADA и СД 2 типа равнялся 0,661 ± 0,068, что

также указывает на генетическую самостоятель�

ность LADA и СД 2 типа и значительное чис�

ло общих генов данных форм заболевания.

Результаты проведенного анализа позволя�

ют провести тестирование распределения LADA

среди родственников и в популяции на пред�

мет их соответствия параметрам пороговой

модели D. Falconer’a. Исходные данные пред�

ставлены в табл. 3.

Представленные данные позволили тестиро�

вать пороговую модель D. Falconer’a (табл. 4) и

показали соответствие распределения больных

среди родственников пробанда и в популяции

параметрам этой модели. При разложении об�

щей фенотипической дисперсии подвержен�

ности к LADA с использованием данных о ро�

дителях и сибсах подходящим оказалось реше�

ние, включающее оценку GA = 59,2 ± 21,4 % и

GD = 1,2 ± 60,5 %. Оценка GA в данном решении

могла быть теоретически завышена за счет вхо�

дящих в нее 1/2 оценки эпистатической генети�

ческой компоненты и удвоенной оценки систе�

матической систематической средовой компо�

ненты «общего дома». 

В рамках этой модели весомый вклад в раз�

витие LADA вносят генетические факторы (ко�

эффициент наследования в «узком смысле»

составил 59,2 %). Таким образом, помимо того,

что в детерминации LADA генетические факто�

ры играют существенную роль, следует отме�

тить и существование нелинейных межаллель�

ных взаимодействий в системе генетического

контроля заболевания (существование GD).

Выводы. Латентный аутоиммунный диабет

взрослых (LADA) является самостоятельной

генетической формой СД и имеет примерно

одинаковое количество общих генов с СД 1 и

2 типа (65,3 и 66,1 % соответственно). Насле�

дование LADA описывается параметрами по�

лигенной пороговой модели, в ее наследова�

нии существенная роль принадлежит генети�

ческим факторам, имеются нелинейные гене�

тические взаимодействия и возможно влияние

ряда генов с выраженным эффектом в детерми�

нации этой формы СД. Существование боль�

шого количества общих генов в подвержен�

ностях LADA и СД 1 и 2 типа (65,3 и 66,1 %

соответственно) определяет особенности вари�

антов клинического течения этой формы СД –

манифестация аналогична СД 2 типа, после�

дующее быстрое развитие аутоиммунной агрес�

сии к β�клеткам поджелудочной железы, ин�

сулинозависимость и необходимость инсулино�

терапии.
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Таблица 3

Распространенность LADA среди родственников 
пробандов и в популяции

Группа 

родственников
Общее

количество
Абс. %

Больные LADA

Сибсы

Родители

Дети

Родители + дети

Деды (бабки)

Дяди (тетки)

Популяция

101

102

313

180

148

229

0,06 %

1

1

0

1

0

1

0,99 ± 0,99

0,98 ± 0,98

0,00 ± 1,27

0,56 ± 0,56

0,00 ± 0,82

0,44 ± 0,44

Таблица 4

Компонентное разложение 
фенотипической дисперсии

Показатели

Коэффициент наследуемос�

ти (GA)

Доминантная компонента

(GD)

Генетическая составляющая

(Vg)

Средовая составляющая

(VE)

0,592 ± 0,214

0,012 ± 0,605

0,604

0,396

Квазинепрерывная порого�

вая модель D. Falconer’a
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STUDY OF THE PECULIARITIES 

OF INHERITANCE OF LATENT 

AUTOIMMUNE DIABETES IN ADULTS (LADA)

Latent autoimmune diabetes in adults (LADA) genetic

determination was studied. It has been shown that LADA is

genetically independent diabetes mellitus clinical form. Its

heredity predisposition is described by polygene threshold

model. In this model the genetic factors play the essential role

and there are non�linear genetic interactions. High amount

of the common genes with type 1 and 2 diabetes mellitus in

LADA liability (65,3 and 66,1 %) causes peculiarities of its

clinical course (presence of islet cell autoantibodies, insulin�

dependency and necessity in insulin therapy).

С.А. Штандель, Т.М. Тихонова

ВИВЧЕННЯ ОСОБЛИВОСТЕЙ НАСЛІДУВАННЯ

ЛАТЕНТНОГО АВТОІМУННОГО 

ДІАБЕТУ ДОРОСЛИХ (LADA)

Досліджено генетичну детермінацію латентного ав�

тоімунного діабету дорослих (LADA). Показано, що

LADA є генетично окремою формою цукрового діабету,

успадкування LADA описується параметрами поліген�

ної моделі, де істотна роль належить генетичним факто�

рам, мають місце нелінійні генетичні взаємодії. Велика

кількість загальних генів з цукровим діабетом 1�го та 2�

го типу у схильності цієї форми (65,3 та 66,1 %) обумов�

лює особливості її клінічного перебігу (наявність анти�

тіл до островкових клітин, інсулінозалежність та необ�

хідність терапії інсуліном).
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