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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ Т-РАЙОНА 
В ГИБРИДАХ СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК, 
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НОРМАЛЬНОЙ И ОПУХОЛЕВОЙ КЛЕТОК 

И. Ф. Каневский, Η. Н. Череп, М. В. Скаржинская, Ю. Ю. Глеба 

Введение. Клетки корончатых галлов растений, трансформированные 
Agrobacterium tumafaciens и несущие в своем геноме Т-ДНК, способ-
ны к росту in vitro на питательных средах, лишенных фитогормонов 
[1]. Они синтезируют необычные аминокислоты, так называемые опи-
кы [2—4], а некоторые опухолевые линии не способны зеленеть на све-
ту и/или регенерировать стебли. Эти свойства клеток корончатых 
галлов впервые были использованы Вуллемсом с соавт. [5] для отбора 
внутривидовых соматических гибридов между нормальной и трансфор-
мированной клетками Nicotiana tabacum. Нами ранее были получены 
аналогичным образом межвидовые гибриды Nicotiana tabacum (транс-
формированный) + Nicotiana plumbaginifolia [6]. В обоих случаях 
отбор гибридов оказался возможным, потому что у них сохранялся 
признак гормопопезависимости и при этом восстанавливалась способ-
ность к позеленению/регенерации стеблей. 

В данной работе изучали возможность селективного отбора гиб-
ридных линий в межтрибной комбинации видов Nicotiana tabacum 
(трансформированный) и Atropa belladonna L а также экспрессию 
признаков, прямо или опосредованно контролируемых генами Т-ДНК, 
в гибридных клетках: активность лизопиндегидрогеназы; неспособность 
к образованию побегов; неспособность к ризогенезу; устойчивость к 2-
аминоэтилцистеину, 5-бромдезоксиуридину и 5-метилтриптофану. 

Материалы и методы. В качестве одного из родителей использовали клеточную 
линию Nicotiana tabacum, сорт White Burley, полученную в результате трансформации 
клеток табака октопиновым штаммом Agrobacterium tumefaciens B6S3, несущим плаз-
миду LBA2 (любезно предоставлена д-ром О. Шидером, Ин-т селекции растений Макса 
Планка , Кёльн, Ф Р Г ) . Опухолевые клетки выращивали на среде Линсмейера и Скуга 
[7], лишенной гормонов, в темноте, при 28 °С. Источником мезофильных протопластов 
служили асептически выращиваемые диплоидные растения красавки Atropa belladonna 
L. (2п = 72). 

Д л я получения каллусных и мезофильных протопластов использовали ферментные 
смеси и технику, описанные Глебой и Гоффманом [8]. 

Активность лизопиндегидрогеназы определяли по методике, разработанной Оттеном 
и Шилпероортом [9]. Анализ множественных молекулярных форм амилазы проводили 
согласно методике электрофореза в полиакриламидных гелях по Дэвису [10]. 

Слияние протопластов индуцировали по методу Менделя с соавт. [ И ] , при помощи 
полиэтиленгликоля и буфера с высоким рН, высоким содержанием Са2+ и 10%-ного 
диметилсульфоксида ( Д М С О ) . После слияния протопласты культивировали три недели 
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Б среде МО-1 [12], а затем микроколонии переносили в лишенную гормонов среду Л С 
[7] и культивировали при интенсивном освещении — 4 клк. 

Устойчивость родительских и гибридных клеток к 5-бромдезоксиуридину, 2-амино-
этилцистеину и 5-метилтриптофану определяли в трех независимых опытах. При постро-
ении кривых устойчивости клеток к аналогам вычисляли прирост сырого веса тканей в 
опыте по отношению к контролю (рост на средах, лишенных аналогов) и в ы р а ж а л и в 
процентах для к а ж д о й дозы соответствующего аналога. 

Результаты и обсуждение. В настоящее время у нас имеются кол-
лекции 57 клеточных гибридных линий, отобранных на селективной 
среде Л С по способности к позеленению, 50 из которых регенерирова-
ли морфологически несовершенные побеги без корней на лишенных 

Рис. 1. Биохимический анализ множественных молекуляр-
ных форм амилазы клеточных гибридов табака и красавки: 
N — опухолевые клетки табака , А — красавки и трех гиб-
ридных линий 7, 14 и 1. 
Fig . 1. Biochemical ana lys i s of amylase molecular f o rms in 
cell hybr ids of Nicoliana and Atropa. N — tobacco tumour 
cells, A — cells of Atropa and three hybrid lines 7, 14 and 1. 

гормонов питательных средах. Эксперименты по индукции ризогенеза 
были безуспешны. Д л я нормализации морфологии побегов их приви-
вали на декапитированные тепличные растения N. glauca, N. tabacum 
π Licopersicon esculentum. Наиболее удачными оказались прививки 
па томаты. По фенотипу они имели признаки как типичные для кра-
савки (синтез в листьях и стеблях антоцианов), так и характерные для 
табака (опушенность и форма листа) . Комбинация родителей в дан-
пом эксперименте была выбрана по нескольким причинам. Использо-
вание в качестве одного из родителей опухолевых клеток табака дает 
возможность легко изолировать гибриды на простых селективных сре-
дах по позеленению и регенерации побегов на свету. Табак и красав-
ка принадлежат к различным трибам, что позволяет простыми биохи-
мическими и цитогенетическими методами идентифицировать истинные 
ядерные гибриды. 

Анализ спектров множественных молекулярных форм амилазы од-
нозначно подтвердил гибридность по ядерным генам по крайней мере 
16 исследованных по этому признаку линий (рис. 1). 

Цитогенетический анализ гибридных клеток 12 линий позволил 
выявить в них наличие хромосом обоих родительских видов (хромосо-
мы красавки в 2—2,5 раза меньше по размерам хромосом табака) 
(рис. 2) . Однако следует указать, что среди выделенных линий имеют-
ся каллусные ткани и стебли с различными хромосомными числами и 
различными соотношениями хромосом красавки и табака . Отсутствие 
стеблевого органогенеза у линий, содержащих лишь несколько хромо-
сом красавки, можно объяснить недостаточным количеством генов 
красавки, отвечающих за морфогенетические потенции; аналогичную 
картину наблюдали и у гибридов опухолевых клеток табака с гапло-
идными клетками листа N. plumbaginifolia [6]. 

Одним из белков, кодируемых Т-ДНК, является фермент лизопин-
дегидрогеназа, определяющий синтез в опухолевых клетках октопина. 
Исследования Вуллемса с соавт. [5] и наши собственные анализы [6] 
показали, что при гибридизации опухолевой и нормальной клеток в 
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роде Nicotiana признак активности лизопиндегидрогеназы наследуется 
как доминантный (семидоминантный). К такому же выводу позволяют 
прийти исследования межтрибных гибридов табак + красавка · во всех 
23 исследованных гибридных линиях обнаружена активность лизопин-
дегидрогеназы (рис. 3). 

У с т о й ч и в о с т ь к 2-а м и н о э т и л ц и с т е и н у ( А Э Ц ) . Как 
показали Дагл и Темпе [13], опухолевые клетки с Т - Д Н К от октопино-
вых штаммов агробактерий обнаруживают устойчивость к аналогу ли-
зина 2-аминоэтилцистеину, что связано со способностью фермента ли-

Рис. 2. Цитологический анализ межтрибных гибридов табака и красавки. Метафазные 
хромосомы в гибридной клетке линии 33 ( Х 1 7 0 0 ) . Стрелками указаны хромосомы та-
бака (N) и красавки (А). 
Fig. 2. Cytologica l ana lys i s of Nicotiana and Atropa in ter t r ibal hybrids. Me taphase chro-
mosomes in a cell of hybrid line 33. ( X 1 7 0 0 ) . The a r rows show tobacco f.V) and Atro-
pa (A) chromosomes . 

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов, образовавшихся в реакционной смеси под дейст-
вием лизопиндегидрогеназы в экстрактах родительских и гибридных клеток табака и 
красавки: К — инкубационная смесь с октопином; О — сктопин как маркер; В6 — опу-
холевый табак; А — красавка; 10, И, 13, 14 — соответствующие гибридные линии. В 
экстрактах всех четырех гибридных линий под действием лизопиндегидрогеназы син-
тезируется октопин. 
Fig. 3. F l u o r o g r a p h y of an electrophoret ic ana lys i s of ex t rac t s f rom the paren ta l and hyb-
rid cells of Nicotiana.+Atropa. К — incubat ion mixture with an octopiiu·, 0 - - o c t o p i n e 
as a marker , B6 — tobacco tumour cells, / 1 — A t r o p a cells; 10, 11, 13 and /-/ —corres-
pond ing hybrid cell lines. Lysopine dehydrogenase synthes izes an octopiue in ex t rac t s 
f rom cells of four hybrid lines. 

зопиндегидрогеназы катализировать превращение аналога в нетокси-
ческие для клетки продукты. Мы исследовали устойчивость к АЭЦ у 
опухолевых клеток табака и культивируемых клеток красавки и наш-
ли, что при выращивании на гормоносодержащих средах клетки обоих 
родителей ведут себя одинаково, а именно: они обладают ограничен-
ной устойчивостью к аналогу в интервале концентраций 3 —10 мг/л . 
Наоборот, при выращивании на лишенных гормонов средах рост кле-
ток красавки полностью ингибируется уже при 3 мг /л аналога, в то 
время как опухолевые клетки табака растут хорошо (50 % от контро-
ля) при концентрации АЭЦ 30 мг/л , а медленный рост (10—15 % от 
контроля) наблюдали даже при концентрации аналога 100 мг/л. Клет-
ки трех гибридных линий также способны к росту в присутствии 3— 
100 мг/л АЭЦ на лишенных экзогенных гормонов средах, кривые ус-
тойчивости носят в этих случаях сложный характер, однако во всех 
случаях устойчивость гибридных клеток не ниже, а в ряде случаев 
явно выше таковой опухолевых клеток родительской линии табака . 
Таким образом, наблюдаемая у опухолевых клеток в отсутствие экзо-
генных гормонов повышенная устойчивость к аминоэтилцистеину на-
следуется при гибридизации как доминантный признак (рис. 4, А). 
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зеленению/регенерации стеблей при выращивании на свету независимо 
от наличия или отсутствия фитогормонов в питательной среде. Гибрид-
ные клетки обнаруживают способность к морфогенезу стеблей или к 
позеленению (в нескольких случаях у клонов с высоким количеством 
хромосом или в случаях с элиминацией большинства хромосом кра-
савки). Однако, поскольку способность к позеленению была в данной 
работе селективным признаком, нельзя исключить возможность, что 
у ряда рекомбинантных форм признак супрессии стеблевого морфоге-
неза не является доминантным, как это было в случае гибридов Nico-
tiana tabacum (трансформированный) + Nicotiana plumbaginifolia [6]. 

С у п р е с с и я р и з о г е н е з а . Для клеток опухолевой линии та-
бака характерным является также отсутствие корневого морфогенеза. 
Стебли всех гибридных линий табак + красавка также не способны 
к ризогенезу. Однако, поскольку гибриды между каллусной/нетран-
сформированной клеткой табака и мезофильной клеткой красавки так-
же не обнаруживают способность к корнеобразованию, однозначная ин-
терпретация полученных данных невозможна. 

С п о с о б н о с т ь к г о р м о н о н е з а в и с и м о м у р о с т у . Как и 
клетки корончатых галлов табака, гибриды табака и красавки, полу-
ченные путем слияния протопластов, являются также гормононезависи-
мыми. Поскольку этот признак использовали в данных экспериментах 
как селективный для отбора продуктов слияния, нельзя исключить 
возможность возникновения гибридов с ростом, зависящим от экзоген-
ных гормонов. 

Таким образом, данные нашего исследования позволили показать, 
что целый ряд признаков опухолевых клеток табака, прямо или опо-
средованно определяемых Т-районом, наследуются при гибридизации 
соматических клеток и межтрибной комбинации видов табак + кра-
савка как доминантные или доминантные с промежуточным типом 
доминирования. К таковым относятся синтез фермента лизопиндегид-
рогеназы, устойчивость к 2-аминоэтилцистеину, 5-бромдезоксиуридину, 
5-метилтриптофану, а также способность к гормононезависимому росту 
и супрессия ризогенеза. Признак подавления стеблевого морфогенеза 
в этих же экспериментах проявляется как рецессивный. Данные, каса-
ющиеся наследования большинства признаков (за исключением синте-
за лизопиндегидрогеназы и морфогенетических реакций), при гибриди-
зации клеток получены впервые. В результате анализа мы в состоянии 
предложить несколько новых приемов селекции гибридов опухолевых 
и нормальных клеток. Наиболее эффективными и простыми представ-
ляются методики, основанные на способности гибридных клеток к ро-
сту и позеленению на гормоносодержащих питательных средах в при-
сутствии 5-бромдезоксиуридина или росту и позеленению на лишенных 
гормонов средах, снабженных 2-аминоэтилцистеином. Последняя схема 
селекции нами была успешно применена для выделения гибридов ме-
жду диплоидными клетками N. plumbaginifolia и клетками коронча-
тых галлов табака, облученных γ-лучами (суммарная доза 6 крад) . 
Наши данные свидетельствуют о том, что контролируемые Т - Д Н К при-
знаки наследуются во всех случаях все вместе. Статистически строгих 
анализов мы не проводили, поэтому кажется вполне вероятным, что 
отбор, основанный на применении предлагаемых схем селекции, поз-
волит уловить генетически различные спектры рекомбинантов гибрид-
ных клеток, несущих Т - Д Н К в различных состояниях. 

В заключение можно сказать, что система, включающая слияние 
нормальной и опухолевой клеток в межтрибной комбинации табак + 
красавка, позволяет легко и эффективно выделять большие количества 
истинных ядерных гибридов; допускает простые методы их анализа 
и является подходящей моделью для изучения экспрессии генов Т-
Д Н К В гибридах между опухолевой и нормальной соматической 
клетками. 
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У с т о й ч и в о с т ь к 5-6 ρ о м д е з о к с и у ρ и д и н у ( Б р Д У ) . 
Мейнс [14], а также Вискот в соавт. [15] обнаружили, что привыкшие 
к цитокинину клетки, в том числе и принадлежащие к ним опухоле-
вые клетки растений, обладают повышенной устойчивостью к аналогу 
тимидина 5-бромдезоксиуридину, причем добавление экзогенных цито-
кининов приводит к увеличению устойчивости. Эти данные не удивитель-
ны, поскольку в опухолевых клетках наблюдается повышенный синтез 
цитокининов и, естественно, их предшественников, что приводит к пони-
женному поглощению и включению в Д Н К аналога тимидина. Наши 

Рис. 4. Рост родительских и трех гибридных каллусных тканей табака и красавки па 
лишенной гормонов среде, содержащей 2-амипоэтилцистепн ( А ) и гормональных сре-
дах, содержащих 5-бромдезоксиуридин (Б) и 5-метилтриптофан (В). Кривые устойчи-
вости для клеток опухолевого табака ( 1 ) и красавки (2) нарисованы пунктирными ли-
ниями, а для клеток 13-й (<У), 14-й (4) и 21-й (5) гибридных линий — сплошными. 
Fig. 4. Growth of the pa ren ta l and three hybrid ca l lus t issues of Nicotiana and Atropa 
on hormone- f ree medium con ta in ing 2-aminoelhylcys te in (A), and on hormona l media 
con ta in ing 5 -bromodeoxyur id ine ( B ) and 5 -me thy l t ryp tophan (B) . Res i s tan t curves for 
tobacco tumour (1 ) and Atropa (2) cells are shown by dotted line, and for cells of the 
13th (3), 14th (4) and 21st (5) hybrid cell lines — by con t inuous ones. 

исследования также показывают, что опухолевые клетки табака обла-
дают повышенной устойчивостью к Б р Д У в пределах концентраций 
3—100 мг /л (обычно ингибирующим рост растительных клеток) ана-
лога, причем эта устойчивость значительно более выражена при вы-
ращивании клеток в присутствии экзогенного цитокинина (1 мг /л 6-
бензиламинопурина) и особенно ауксина 2,4-дихлорфеноксиуксусной 
кислоты (0,2 м г / л ) . Анализ роста клеток соматических гибридов та-
бак + красавка обнаруживает во всех случаях промежуточный уро-
вень устойчивости к БрДУ, хотя разные линии ведут себя по-разному. 
Таким образом, наблюдаемая у опухолевых клеток зависимая от экзо-
генных гормонов дифференциальная устойчивость к аналогу тимидина 
наследуется при гибридизации клеток в данной комбинации видов как 
семидоминантный признак (рис. 4, Б). 

У с т о й ч и в о с т ь к 5-м е т и л т р и п т о ф а н у (MТ). Литератур-
ные данные свидетельствуют о том, что некоторые мутации устойчиво-
сти к 5-метилтриптофану — аналогу триптофана, ингибирующему ак-
тивность фермента антранилатсинтетазы, ведут к повышенному накоп-
лению в клетках свободного триптофана и образующегося из него 
ауксина нндолин-3-уксусной кислоты. Исходя из этого мы исследовали 
возможность обратного явления в опухолевых клетках табака, синте-
зирующих большие количества ауксинов, т. е. не приведет ли сверхсин-
тез ауксинов к приобретению клетками устойчивости к аналогу трип-
тофана. Данные (рис. 4, В) , однако, позволяют сделать вывод лишь о 
слегка более высокой устойчивости опухолевых клеток к МТ при кон-
центрациях аналога 3—10 мг/л ; как и следовало ожидать, добавле-
ние экзогенных гормонов несколько повышает толерантность клеток к 
антиметаболиту. Клетки гибридной линии 14 табак + красавка во всех-
случаях проявляют более высокую устойчивость к МТ, чем родитель-
ские клетки. 

С у п р е с с и я с т е б л е в о г о о р г а н о г е н е з а . Клетки роди-
тельского штамма опухолевой линии табака (B6S3) не способны к по-
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S u m m a r y 

P r o t o p l a s t fus ion of Nicotiana tabacum (B6S3) t u m o u r cells and Atropa belladonna L. 
mesophyl l leaf cells w a s carr ied out. 57 hybrid cell l ines in hormone- f ree medium are 
selected. Ana lys i s of hybrid l ines involved the de te rmina t ion of the mul t ip le molecula r 
f o r m s of amy la se and the L p D H activity, suppress ion of shoot and root o rganogenes i s , 
res i s tance to 5-bromodeoxyur id ine , 2-aminoethylcys te in , 5 -me thy l t ryp tophan as well as 
cy togenet ic s tudy . The ava i lab le da t a permi t d e m o n s t r a t i n g tha t under somat ic cell hyb-
r id iza t ion mos t of t u m o u r charac ters , control led by T-DNA, are inheri ted as dominan t . 
In some cases the express ion of these charac te r s depends on exogenous phy tohormone 
presence or absence in nu t r i en t media . 

1. White P. R., Braun A. C. A cancerous neop lasm of p lan t s . A u t o n o m o u s bac te r ia - f ree 
c rown-ga l l t i s s u e . — C a n c e r Res., 1942, N 2, p. 597—617. 

2. Lioret C. Les acides amines libres des t i ssus de c rown-ga l l cul t ives in vitro. Mise 
en evidence d 'un acide amine par t icul ier a ces t issus.— C. R. Acad. Sci. Par i s , 1957, 
244, p. 2171—2174. 

3. Menage Α., Morel G. Sur la presence d 'octopine d a n s les t i ssus de c rown-ga l l .— C. R. 
Acad. Sci. Pa r i s , 1964, 259, p. 4795—4796. 

4. Kemp / . D. A new amino acid der ivat ive present in c rown-ga l l t umor t issue.— Bichem. 
and Biophys. Res. C o m m u n s , 1977, 74, p. 862—863. 

5. Wullems G. J., Molendijk L., Schilperoort R. A. The express ion of t umor marke r s in 
in t raspeci f ic somat ic hybr ids of no rma l and c rown-ga l l cells f rom Nicot iana t abacum.— 
Theor. Appl. Genet. , 1980, 5, p. 203—208. 

6. Каневский И. Φ., Глеба Ю. Ю., Череп Η. Н. Получение и анализ клеточных гибридов 
м е ж д у Nicotiana plumbaginifolia и Nicotiana tabacum трансформированного Agro-
bacterium tumafaciens.— Генетика, 1983, 19, № 12, с. 2060—2066. 

7. Linsmaier Ε. Μ., Skoog F. O rgan i c g r o w t h fac tor requi rements of tobacco t issue cul-
t u r e s . — P h y s i o l . P l a n t a r u m , 1965, 18, p. 100—127. 

8. Gleba Υ. Y., Hoffmann F. Hybr id cell lines Arabidops is tha l i ana + Brass ica campes t r i s : 
no evidence for specific ch romosome el iminat ion.— Мої . Gen. Genet. , 1978, 165, 
p. 257—264. 

9. Otten L., Schilperoort R. A. A rapid micro scale method for the detect ion of lysopine 
and nopa l ine d e h y d r o g e n a s e activit ies.— Biochim. et biophys. acta , 1978, 527, p. 497— 
502. 

10. Davies Β. Y. Disk e lectrophoresis . 2. Method and appl ica t ion to h u m a n serum pro-
t e i n s . — A n n . N. Y. Acad Sci., 1967, 121, p. 404—427. 

II. Streptomycin r e s i s t an t and sensi t ive somat ic hybr ids of Nicot iana t a b a c u m X N i c o t i a -
na kn igh t i ana : cor re la t ion of res i s tance to N. Tabacum p las t ids / L. Menczel , F. N a g y , 
Z. R. Kiss, P. M a l i g a . — T h e o r . Appl. Genet. , 1981, 59, p. 191 — 195. 

12. Intertribal hybrid cell l ines of At ropa b e l l a d o n n a X N i c o t i a n a chinensis obtained by 
c lon ing individual p ro top las t fus ion produc ts / Υ. Y. Gleba, V. P . Momot , N. N. Cherep, 
Μ. V. Ska rzynskaya .— Theor. Appl. Genet. , 1982, 62, p. 75—80. 

13. Dahl G. Α., Тетрё J. S tudies on the use of toxic precursor n a l o g s of opines to select 
t r a n s f o r m e d p lan t ce l l s .—Theor . Appl. Genet. , 1983, 66, N 3/4, p. 233—239. 

14. Meitis F. 5 -Bromodeoxyur id ine : A specific inhibitor of cy tok in in-habi tua t ion in tobac-
co cell c u l t u r e . — P l a n t a , 1976, 129, p. 239—244. 

15. Vyskot ВKarpfel Z., Bezd0k M. H o r m o n a l control of 5 -Bromodeoxyur id ine ( B U D R ) 
to le rance in c rown-ga l l t umor s and hab i tua ted t i ssues — P l a n t a , 1977, 137, p. 247— 
252. 

Ин-т ботаники им. Η. Г. Холодного АН УССР, Киев Получено 5.09.84 

Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА, 1985, т. I , Кя 2 91 


