
S u m m a r y . The methods for the purification of the main tissue-specific antigens 
(actin, myosin and tropomyosin) from the normal and affected by dilatative cardiomyo-
pathia human heart are described. Some their physico-chemical properties were investiga-
ted. The dicrease of the contractive proteins content in the DCMP myocard in comparison 
with the normal was shown. 
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УСТОЙЧИВОСТЬ К КАНАМИЦИНУ 
ПРОРАСТАЮЩЕЙ IN VITRO ПЫЛЬЦЫ ТОМАТА 

В работе исследовано влияние различных концентраций канамицина на общий процент 
прорастания пыльцевых зерен и длину пыльцевых трубок у пыльцы томата. Установле-
на корреляция между спорофитом и гаметофитом растений томата по признаку -ус-
тойчивость к канамицину», в том числе выявлены различия между гомо- и гетерози-
готным состояниями у устойчивых к канамицину растений с помощью селекции на уров-
не гаметофита на стадии зрелой пыльцы. Обсуждаются возможные эффекты воздей-
ствия канамицина на физиологическую и генетическую Активность прорастающей пыль-
цы различных (устойчивый и неустойчивый к канамицину) генотипов томата. 

Введение. Мужской гаметофит, обладая сравнительно простой морфо-
логией, тем не менее, в процессе своего развития и функционирования 
проявляет значительную физиологическую и биохимическую активность, 
транскрибируя и транслируя большое число генов своего гаплоидного 
генома [1—4]. 
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Значительное число генов, транскрибируемых и транслируемых в 
мужском гаметофите, экспрессируется также и в вегетативных клетках 
растения. Впервые о слабой дивергенции экспрессии генов спорофита 
и гаметофита сообщалось в работе [5], где с помощью изоферментно-
го анализа авторам удалось показать значительную степень генети-
ческого перекрывания между спорофитной и гаметофитной фазами 
у Lycopersicon esculentum. Позднее сходные результаты были получе-
ны для Zea mays [6], Tradeseantia padulosa [1] и для различных видов 
Populus [7]. Предположение об экспрессии части генов генома на обе-
их фазах жизненного цикла было подтверждено также эксперимен-
тальными исследованиями по влиянию селекции микрогаметофитов, 
устойчивых к абиотическим стрессам, на качество спорофитного по-
коления [8]. 

Помимо этого, ранее были проведены работы, в которых исследо-
вались и применялись подходы по гаметофитной селекции на устойчи-
вость к канамицину у томата [9] и кукурузы [10]. Данные работ 
[9, 10] продемонстрировали достаточно явную корреляцию между про-

явлением признака устойчивости к канамицину в гематофитной и спо-
рофитной фазах развития растения, а также возможность использо-
вания подобного подхода для селекции трансформантов на стадии га-
метофита. 

В настоящем исследовании нами предпринята попытка установле-
ния коррелятивной связи между спорофитом и гаметофитом растении 
томата по признаку устойчивости к канамицину, в том числе выявле-
ния различий между гомо- и гетерозиготным состояниями у устойчи-
вых к канамицину растений с помощью селекции на уровне гаметофи-
та на стадии зрелой пыльцы. 

Материалы и методы. Р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л . Tpaне-
формированные гибридные растения томата (L. esculentumy^Solanum 
pennellii), использованные в данном исследовании, получены описан-
ным ранее способом посредством процесса опыления-оплодотворения 
[10, 11]. В качестве экзогенной при опылении использовали Д Н К 
плазмид рСТ2ТЗ [12] и pGV1501 (Deblaerey персональное сообщение), 
содержащих попалинсинтетазный промотор, структурный ген неомиции-
фосфотрансферазы II (nptll) из транспозона Тп5 и терминаторнып 
район вируса мозаики цветной капусты — в случае плазмиды рСТ2ТЗ 
и З'-октопинсинтетазный терминаторный район — в случае pGVi501. 
Интеграция химерного гена nptll в геном растений и их экспрессия 
были подтверждены проведенным молекулярным анализом, устойчи-
востью отселектированных растений к канамицину [10, 11] и расщеп-
лением в F2 по признаку устойчивости к канамицину в полученном от 
самоопыленных растений потомстве в соотношении 3 : 1 (устойчивые : 
неустойчивые). Контролем служили гибридные растения томата, не 
подвергавшиеся трансформации. 

П р о р а щ и в а н и е п ы л ь ц ы i n v i t r o . Растения томата вы-
ращивали до фазы цветения в полевых условиях по общепринятым 
правилам. Пыльники собирали с цветков в период полного цветения и 
высушивали в термостате в течение ночи при 28°С. Свежевысушенную 
пыльцу отделяли от пыльников и помещали на питательную среду 
( Р Д П ) , содержащую 15% сахарозы, 0 ,018% H 3BO 3 и 0,04 % 
C a ( N 0 3 ) 2 - 4 H 2 0 . В качестве селектирующего агента к Р Д П добавляли 
канамицип в различных концентрациях. Пыльцу проращивали в те-
чение 60—90 мин во влажной камере в термостате при 27 0C. 

Подсчет процента прорастания и измерение длины пыльцевой 
трубки осуществляли в 4—5-кратной повторности. Д л я каждой кон-
центрации канамицина подсчитывали не менее 500 пыльцевых зерен в 
3—4 полях зрения под микроскопом. Пыльцу считали проросшей, если 
длина пыльцевой трубки превышала 1,5 диаметра пыльцевого зерна. 
Длину пыльцевой трубки измеряли с помощью окуляр-микрометра при 
70-кратном увеличении. 

Биометрические расчеты проводили на основе анализа зафикси-
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рованных эмпирических вариант, а результаты выражали в виде сред-
ней арифметической ± стандартное отклонение. Прочие параметры вы-
явленных статистических рядов вычисляли на основании полученных 
числовых значений для 5 %-го уровня значимости [13]. 

Результаты и обсуждение. Эффект влияния увеличения концент-
рации канамицина (Km) на прорастание пыльцевых зерен, собранных 
с трансформированных (устойчивых) и контрольных (неустойчивых) 

100 200 JOO 400 500 600 С,мкг/мп п р и концентрации Kin 0 мкг/мл 

Рис. 2. Прорастание пыльцевых зерен устойчивого и неустойчивого геноти-
пов при различных концентрациях Km (а — контроль; б — трансформант): 
/ —0; 2 — 500; 3 — 800 мкг/мл 

растений, показан на рис. 1. Отличия между гомо- и гетерозиготным 
состояниями, впрочем как и между устойчивым и неустойчивым гено-
типами, сравнительно просто выявляются благодаря гаплоидности ге-
нома пыльцы. 

Добавление Km в Р Д П ингибирует у пыльцы томата рост пыльце-
вых трубок. Изначальный эффект Km на пыльцу контрольных (пеус-

Рис. 1. Эффект влияния концен-
трации Krn на прорастание пыль-
цевых зерен томата: 1, 2-—устой-
чивые гомозиготный и гетерози-
готный по гену nptll генотипы со-
ответственно; 3 — неустойчивый 
контрольный генотип. Прорастание 
пыльцы дано в % от прорастания 
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тойчивых) растений отмечался уже при концентрации 50—100 мкг/мл. 
В то же время с увеличением концентрации Km в проведенных экспе-
риментах происходило постепенное ингибирование общего прорастания 
пыльцы для всех генотипов. Однако для устойчивых генотипов, в от-
личие от контрольного неустойчивого, наблюдалось более постепенное 
уменьшение прорастания пыльцевых зерен. Такое же отличие обна-
ружено и для гомозигот по отношению к гетерозиготам по признаку 
устойчивости к Km. Поскольку для гетерозиготы характерно наличие 
в пыльцевой популяции как устойчивых, так и неустойчивых пыльце-
вых зерен (примерное соотношение которых равно 1 : 1 ) , то она зани-
мает на графике (см. рис. 1) промежуточное положение между двумя 
гомозиготными (устойчивая и конт-
рольная неустойчивая) формами по 
признаку устойчивости к Km. Вместе 
с тем, как было показано ранее [9], 
отличия по проценту прорастания зна-

Рис. 3. Эффект влияния концентраций Km на 
прорастание пыльцевых трубок пыльцы томата: 

2 — устойчивый и неустойчивый генотипы 
соответственно. Длина пыльцевых трубок вы-
ражена в % от длины при концентрациях Km 
0 мкг/мл 

чительно зависят от изначальной жизнеспособности пыльцы. Поэтому, 
на наш взгляд, более наглядные и существенные различия между ус-
тойчивыми и неустойчивыми генотипами можно выявить по длине про-
растающей пыльцевой трубки (рис. 2 и 3). Так, после полутора часов 
инкубации пыльцы на среде без Km длина пыльцевых трубок для обо-
их (устойчивый и неустойчивый) генотипов составляла в среднем 2604= 
± 3 , 0 мкм. Первичное ингибирование роста пыльцевых трубок конт-
рольной пыльцы отмечалось уже при 50—100 мкг/мл Km, а 50 %-е — 
при 300—350 мкг/мл Km. В то же время в случае устойчивой пыльцы 
первичное ингибирование происходило при 200—300 мкг/мл Km, а 
50 %-е — п р и 700—800 мкг/мл. 

Достоверные отличия между длиной пыльцевых трубок устойчивой 
и контрольной пыльцы получены при концентрации Km в интервале от 
200 до 700 мкг/мл ( р < 0 , 0 5 ) . Так, например, длина пыльцевой трубки 
устойчивой пыльцы при концентрации Km 500 мкг/мл в 2,2 раза боль-
ше таковой контрольной пыльцы (см. рис. 2). По общему проценту 
прорастания пыльцевых зерен для контрольного и двух устойчивых 
генотипов (гомо- и гетерозиготы по гену Km) достоверные отличия 
наблюдались при концентрации Km от 200 до 500 мкг/мл ( р < 0 , 0 5 ) . 
Никаких других или дополнительных отличий между исследованными 
генотипами при воздействии различных концентраций Km на прорас-
тающую пыльцу этих генотипов нами обнаружено не было. И хотя 
па сегодня соотношение в проявлении признака устойчивости к Km для 
спорофита и гаметофита растений окончательно не установлено, нами 
продемонстрированы достоверные отличия по общему проценту про-
растания пыльцевых зерен между контрольным и двумя устойчивыми 
генотипами (гомо- и гетерозиготы по гену Km) . Однако не стоит за-
бывать, что выявленные отличия значительно зависят от изначальною 
процента жизнеспособности пыльцы, и, как было показано ранее [9], 
пе всегда могут быть достаточно четко выявлены. 

Тем не менее, на наш взгляд, использование гаметной селекции 
с привлечением введенных экзогенных рекомбинантных маркерных ге-
нов представляет большой интерес не только как более простой способ 
отбора трансформированных генотипов (с возможным разделением го-
мо- и гетерозигот), но и как способ выявления и селекции генотипов 
с важными, представляющими особый интерес, агрономическими свой-
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ствами, которые могут оказаться связанными с новым сравнительно 
легко выявляемым маркерным геном [8, 10]. 

Авторы благодарны В. А. Ляху за критические замечания , сде-
ланные по прочтении рукописи статьи. 

Р е з ю м е . В роботі досліджено вплив різних концентрацій канаміцину на за-
гальний відсоток проростання пилкових зерен і довжину пилкових трубок томата. 
Встановлено кореляційний зв'язок між спорофітом і гаметофітом рослин томата за 
стійкістю до канаміцину, в тому числі виявлено різницю між гомо- та гетерозіготним 
станами у стійких до канаміцину рослин за допомогою селекції на' рівні гаметофіту на 
стадії зрілого пилку. Обговорюються можливі ефекти впливу канаміцину на фізіо-
логічну і генетичну активність проростаючого пилку різних (стійких і нестійких до ка-
наміцину) генотипів рослин. 

S u m m a r y . An influence of various kanamycin concentration on total tomato pol-
len grain germination percentage and tomato pollen tube length is described in the ar-
ticle. A eorrelation is established between tomato plant sporophyte and gametophyte 
with the trait of resistance to kanamycin. At the same time differences are distinquished 
by means of breeding at gametophyte level at the stage of mature pollen between homo-
and heterozygous state of plants which are resistant to kanamycin. Possible effects of ka-
namycin action on physiological and genetical activity of germinating pollen are discus-
sed in various (resistant and susceptible to kanamycin) tomato genotypes. 
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