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С применением гель-электрофореза с додецилсульфатом натрия исследована изменчивость водорастворимых 
белков de novo у яровой мягкой пшеницы. Обсуждаются проблемы  возникновения мутаций в кодирующей 
части генома при выращивании растений в культуре пыльников in vitro. 
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Более 40 лет назад на примере растений рода 
Datura L. было открыто явление андрогенеза in 
vitro [1], названное позднее андроклинией [2]. Этот 
биологический феномен состоит в образовании 
растения-регенеранта в условиях культуры in vitro 
изолированных пыльников из гаплоидной микро-
споры – морфогенетически компетентной клетки 
пыльника [3]. Явление андроклинии легло в основу 
метода культуры in vitro пыльников – одного из 
наиболее перспективных нетрадиционных экспе-
риментальных подходов в современных биотехно-
логических исследованиях [4]. 

Андроклиния, как нетрадиционная система бес-
полого (вегетативного) размножения в культуре in 
vitro [3, 5], позволяет получать растения из гапло-
идных клеток–микроспор без опыления и гибриди-
зации. Именно этот факт дает возможность закре-
пить гетерозисный эффект донорной особи в реге-
нерантах, которые по сути являются гомозиготны-
ми гаплоидными клонами (генетическими копия-
ми) исходного гетерозисного растения. Дальней-
шая искусственная дигаплоидизация растений-
регенерантов ведет к образованию полноценных 
семян, что позволяет массово тиражировать полу-
ченные андроклинные гетерозисные растения. 

Один из способов получения растений-
регенерантов в культуре in vitro пыльников –  гем-
моризогенез, состоящий в формировании растения-
регенеранта из андроклинного каллуса [3]. Каллус 
при этом рассматривается как гетерогенная интег-
рированная структура (система), образующаяся в 
результате пролиферации клеток (в данном случае 
– микроспор. – Авт.) и состоящая из групп неодно-
родных клеток, имеющих различные морфогенети-
ческие потенции (по [6]). Актуальным является 
вопрос – насколько растения-регенеранты генети-
чески тождественны материнским растениям? Не 
слишком ли велика плата за закрепление гетеро-
зисного эффекта у андроклинного потомства из-за 
изменений в геноме в процессе биотехнологиче-
ских манипуляций [7]? 
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Цель работы состояла в электрофоретическом 
сравнении фракционного состава водорастворимых 
белков донорных растений яровой мягкой пшени-
цы – гибридов 1-го поколения, проявивших гетеро-
зисный эффект, и растений-регенерантов, образо-
вавшихся из андроклинных каллусов, полученных 
в культуре in vitro изолированных пыльников. 

Гипотеза исследования заключалась в следую-
щем. Добавка в среду фитогормонов, минеральных 
веществ и других веществ, являясь для клетки 
мощным стрессовым фактором, вызывает в этих 
условиях события мутационной природы [7]. Если 
эти изменения затрагивают кодирующую часть ге-
нома, они в условиях in vitro должны приводить к 
образованию новых фракций белков в результате 
изменения процессов биосинтеза данных макромо-
лекул и выявляться в лабораторном эксперименте. 
Это явление ранее было показано нами при изуче-
нии обусловленности увеличения частоты мутаций 
и мутациеподобных событий у растений химиче-
ским загрязнением [8]. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Объектом исследования в данной работе послу-
жили 10 впервые полученных гибридных линий 
яровой мягкой пшеницы, проявившие гетерозис-
ный эффект по признаку «семенная продуктив-
ность»: Л42809 х Л42866, Л42809 х Тулайковская 
золотистая, Л42875 х 76/98, Л42875 х Экада 78, 
Л42864 х Тулайковская золотистая, Л42864 х Экада 
53, Л42864 х Экада 70, Воронежская 16 х Л42833, 
Симбирка х Боевчанка, Боевчанка х Башкирская 26. 
Линии получены в лаборатории селекции яровой 
пшеницы Селекционного центра по растениеводст-
ву БашНИИ СХ РАСХН (заведующий лаборатори-
ей – к.с.-х.н. В.И. Никонов) и переданы в лаборато-
рию экспериментальной эмбриологии растений 
согласно Договору о творческом сотрудничестве 
между Институтом биологии УНЦ РАН и БашНИИ 
СХ РАСХН (2006-2010 гг.). 

Экстракты для изучения изменения фракцион-
ного состава водорастворимых белков в условиях 
культуры in vitro были приготовлены из навесок 
одинакового веса с использованием Трис-HCL экс-
трагирующего буфера с рН 6,8, включающего 10% 
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додецилсульфата натрия, 10 mM 2-меркаптоэтанол, 
20% глицерина и 0.05% лидирующего красителя 
бромфенолого синего. Разделение белков на фрак-
ции проводили с применением вертикального диск-
электрофореза в щелочном 7% разделяющем геле 
[9]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Нами установлено полное сходство спектра во-
дорастворимых белков исходных генотипов и кал-
лусных тканей in vitro (рис.). 

 

Рис. Электрофореграмма водорастворимых белков яровой мягкой пшеницы. Примечание. Направление движе-
ния фракций белков происходит от катодной (верхней) до анодной (нижней) частей геля  
 

Это явление оказалось справедливым как для 
фракций, доминирующих в составе альбуминов 
мягкой яровой пшеницы, так и белков, представ-
ленных в экстракте в меньшем количестве (локали-
зованных, как показано на рисунке, в верхней части 
геля). 

Каллусообразование сопряжено с воздействием 
in vitro на клетку комплекса экологических факто-
ров (механических повреждений в тканях, физиче-
ского и химического воздействия привнесенных 
извне фитогормонов, минеральных веществ и дру-
гих добавок). Они, видимо, являются сильнейшим 
стрессовым фактором и по этой причине мутагена-
ми. Частота событий de novo (изменения в ДНК,  
структурные перестройки в хромосомах, миксоп-
лоидия и другие аномалии) существенно превыша-
ет фоновые значения на несколько порядков и до-
ходит до 10-2 [7]. Но до сих пор оставалось невыяс-
ненным – изменяется ли существенно экспрессия 
генов, участвующих в физиологическом и биохи-
мическом ответах на каллусообразование? Пере-
страивается ли геном растений при каллусообразо-
вании и пролиферации таким образом, что серьезно 
задеваются структурные гены и кодирующая часть 
наследственного материала? Полученные нами 
данные свидетельствуют, что мутации и мутацие-

подобные события вероятнее для некодирующей 
(превалирующей по величине) части генома – раз-
личия в биосинтезе альбуминов у исходных расте-
ний и регенерантов, полученных при андроклинии, 
не обнаружены. 

Ранее нами [9] для сравнения проростков семян 
и каллусной ткани одних и тех же сортов в качест-
ве молекулярных маркеров были использованы 
изоферменты 14 ферментных систем (аланинами-
нопептидазы, аспартатаминотрансферазы, глута-
матдегидрогеназы, глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназы, диафоразы, кислой фосфатазы, лейцина-
минопептидазы, малатдегидрогеназы, малик-
энзима, НАДН-дегидрогеназы, неспецифических 
эстераз, супероксиддисмутазы, формиатдегидроге-
назы и шикиматдегидрогеназы). Установлено, что 
ни для мономофных ферментов, ни для полиморф-
ных по составу изоферментов систем, как и в слу-
чае с водорастворимыми белками, не наблюдается. 
Возможно, возникающие в геноме в каллусных 
тканях изменения касаются в основном некоди-
рующей части генома. Следовательно, при этом не 
нарушается существенно биосинтез ферментов, 
биохимическая и физиологическая роль которых в 
жизни клетки и растения громадна и незаменима. 
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Полученные нами сведения является новым ар-
гументом для более широкого применения обсуж-
даемого способа закрепления гетерозисного эффек-
та донорной особи в потомстве, полученном в 
культуре in vitro [10]. Перспективным представля-
ется изучение мутаций и мутациеподобных собы-
тий в некодирующей части генома, роль которых 
известна в меньшей степени, но она может быть 
связана с адаптивностью в стрессовых условиях 
[11]. 
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Variation de novo of water-soluble proteins of varieties of spring wheat, zoned in Bashkortostan, have been studied 
by using gel electrophoresis with sodium dodecyl sulfate. The problems of mutations in the coding region of the ge-
nome of plants under conditions of culture in vitro of anthers are discussed. 
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