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Путем селекции in vitro с использованием γ�облучения

получены мутанты N. sylvestris с устойчивостью к изопро�

пил�N�фенилкарбамату (ИФК) – гербициду фенилкарба�

матного ряда. Максимальной концентрацией, при кото�

рой удалось отобрать способные к регенерации и уко�

ренению в условиях селективного давления мутантные

линии N. sylvestris, была концентрация 30 мкМ ИФК.

Устойчивость к ИФК у полученных мутантов была под�

тверджена рядом тестов, в частности тестами на спо�

собность листовых эксплантов мутантных линий реге�

нерировать растения и их каллусных клеток выживать

на средах с селективной концентрацией ИФК, а также

с помощью генетического, морфометрического, цитоло�

гического и иммунофлюоресцентного анализов. Резуль�

таты проведенных исследований свидетельствуют о по�

вышенной резистентности мутантных растений к

указанному антимитотическому веществу по сравне�

нию с контролем. Показано, что в основе устойчивости

к ИФК лежит повышенная резистентность ЦОМТов

клеток данных линий. Установлено, что приобретенный

признак устойчивости наследуется в F1 и F2 поколениях

мутантов как доминантный ядерный признак.

Введение. N�фенилкарбаматы, к которым от�

носятся наиболее распространенные гербици�

ды изопропил�N�фенилкарбамат (ИФК) и

хлоризопропил�N�фенилкарбамат (ХИФК),

представляют собой антимитотические соеди�

нения, мишенью действия которых являются

как центры организации микротрубочек

(ЦОМТы), так и/либо микротрубочки. Хотя

на сегодняшний день известно, что обработка

растений этими веществами приводит к появ�

лению корневого свеллинга и ряда нарушений

в митозе [1, 2], их точные механизмы воздей�

ствия на цитоскелет растительной клетки до

конца не установлены. Ряд данных, например,

свидетельствует, что ХИФК нарушает функцио�

нирование только ЦОМТов, а не микротрубо�

чек, приводя к фрагментации полюсов веретена

деления и формированию трех� либо много�

полюсных митотических веретен с последую�

щим образованием разветвленных фрагмоплас�

тов [3–5]. Другие данные указывают на то, что

ХИФК в зависимости от концентрации может

повреждать как ЦОМТы, так и микротрубочки

[6]. Некоторые данные также демонстрируют,

что ХИФК влияет только на микротрубочки,

разрушая их [7] или ингибируя их полимери�

зацию in vitro [8].

Что касается механизма действия ИФК, то

известно, что указанное соединение не влияет

ни на процессы полимеризации животного

тубулина в микротрубочки in vitro [9, 10],

ни на сборку растительных микротрубочек in
vivo [9]. Результаты некоторых исследований

показывают, что ИФК, как и большинство N�

фенилкарбаматов, вызывает образование трех�

или мультиполярных полюсов у филогенети�

чески отдаленных организмов [11–13]. Одна�

ко четких представлений о влиянии ИФК

на клетки высших растений на сегодняшний

день не существует. Возможно, использование

мутантных линий растений с устойчивостью к

ИФК позволило бы установить не только ме�

ханизмы его действия на растительную клетку,

но и дополнительно проанализировать функ�

ционирование растительных ЦОМТов, кото�

рые до сих пор являются недостаточно изучен�

ными. Поэтому целью настоящей работы

было получение путем селекции in vitro мутан�

тных линий Nicotiana sylvestris, устойчивых к

гербициду ИФК, и их детальный анализ для

выяснения возможных причин приобретения

устойчивости к данному соединению.
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Материалы и методы. В качестве исходного

материала для получения мутантов были ис�

пользованы мезофильные протопласты гапло�

идных растений N. sylvestris L. (2n = 24), которые

изолировали согласно методике, предложенной

ранее [14]. Очистку протопластов производили

центрифугированием (100 g, 5 мин) и отмыва�

нием в среде W�5 [15]. Мутагенез индуцировали

путем γ�облучения взвеси свежеизолирован�

ных протопластов (с плотностью 1–2·106 кле�

ток/мл) в дозе 15 Гр (60Со, мощность дозы

0,24 Гр/с). Облученные протопласты отмывали,

а затем переносили на питательную среду КМ8р

[16] для их дальнейшего культивирования (ос�

вещение 100–400 лк, температура +25–26 °С).

На стадии 3–5 циклов клеточного деления

(через 1 неделю после облучения) применяли

селективное давление путем добавления в

жидкую питательную среду ИФК в концентра�

циях 1–100 мкМ. Исходные растворы ИФК

(Sigma Chemical Corp., США) готовили на осно�

ве 96%�ного этанола и хранили при –20 °С.

Гербицид добавляли непосредственно перед

проведением эксперимента в охлажденные

питательные среды. При этом диапазон кон�

центраций селективного агента определяли ис�

ходя из результатов наших предыдущих иссле�

дований по селекции мутантных линий рас�

тений N. plumbaginifolia, устойчивых к ИФК [17].

Спустя 2–3 недели колонии клеток переноси�

ли на твердую питательную среду для регене�

рации растений [17]. Среда содержала 1 мг/л

кинетина, 0,1 мг/л индолил�уксусной кисло�

ты (ИУК) и соответствующие концентрации

ИФК для первичного отбора мутантных линий.

Выжившие в условиях селективного давления

регенеранты в дальнейшем культивировали на

безгормональной среде без гербицида (осве�

щение 4000–5000 лк, температура +25–27 °С),

как описано ранее [17]. После укоренения му�

тантные и контрольные растения N. sylvestris
высаживали в закрытый грунт для их последу�

ющего анализа.

Для первичной проверки мутантов на

устойчивость к ИФК был проведен анализ

способности листовых дисков мутантных и

контрольных линий N. sylvestris к регенерации

растений на средах с селективной концентра�

цией (30 мкМ) указанного гербицида. Устой�

чивость к ИФК у полученных мутантов была

также оценена по относительному приросту

массы их каллуса в присутствии разных кон�

центраций гербицида через 30 дней культиви�

рования, как описано раньше [17]. Для этого

каллус индуцировали из стерильных листовых

эксплантов растений на среде RMNO [18], со�

держащей 0,1 мг/л 2,4�дихлорфеноксиуксусной

кислоты (2,4�Д), 0,04 мг/л кинетина и 3 мг/л

ИУК в темноте при температуре +25 °С.

Для проведения генетического анализа и

установления типа мутации нами было осу�

ществлено самоопыление мутантных линий с

последующим получением семян. Для анализа

наследования устойчивости к ИФК в первом

(F1) и втором (F2) поколениях мутантных рас�

тений N. sylvestris полученные семена стерили�

зовали (70%�ный этанол и 10%�ный раствор

гипохлорида натрия) и высаживали на пита�

тельные среды, содержащие 1/2 набора макро�

элементов МС [19], 1/10 набора микроэлемен�

тов МС, 10 г/л сахарозы, 1 мг/л витамина

В1 и разные концентрации гербицида. Для

стимуляции прорастания семена дополни�

тельно обрабатывали 2%�ным раствором

KNO3, содержащим 0,5 мг/л гибберелловой

кислоты. Опыты проводили с трехкратным

повторением, в каждом их которых брали по

300 семян.

Для изучения чувствительности делящихся

и растущих клеток к действию ИФК был про�

веден морфометрический и цитологический

анализ корней контрольных и мутантных рас�

тений N. sylvestris, как описано ранее [20]. Зна�

чения коэффициентов корневого свеллинга,

наблюдаемого после обработки корней N.
sylvestris эффективной концентрацией ИФК,

рассчитывали по формуле

Ксв = (Дср.обр – Дср.контр) / Дср.контр ·100 %,

где Дср.контр – средний диаметр корней в конт�

роле; Дср.обр – средний диаметр корней, обра�

ботанных ИФК.

Относительное количество клеток в мета�

фазе + анафазе рассчитывали как соотноше�

ние суммарного количества метафаз и анафаз

к суммарному количеству делящихся клеток,

умноженное на 100 %. Статистическую обра�

ботку полученных результатов проводили со�

гласно общепринятому методу [21].



Иммунофлюоресцентный анализ чувстви�

тельности/устойчивости микротрубочек и

ЦОМТов к действию ИФК у полученных му�

тантов выполняли по методу, описанному ранее

[14]. Микротрубочки и ЦОМТы визуализиро�

вали с помощью мышиных моноклональных

антител ТU�01 против α�тубулина и мышиных

моноклональных антител ТU�31 против γ�ту�

булина соответственно, любезно предоставлен�

ных д�ром П. Драбером (Институт молекуляр�

ной генетики, Прага, Чешская Республика).

В качестве вторичных антител использовали

кроличьи антимышиные ФИТС�конъюгиро�

ванные антитела («Sigma», США). Для детек�

ции положения ДНК клетки дополнительно

окрашивали пропидиум йодидом (1 мкг/мл).

Исследования проводили на лазерном скани�

рующем конфокальном микроскопе LSM

META 510 («Carl Zeiss», Германия).

Результаты исследований и их обсуждение.
В результате проведенной селекции in vitro бы�

ло установлено, что максимальной концентра�

цией, при которой удалось отобрать регенери�

ровавшие и укоренившиеся мутантные линии

N. sylvestris, была концентрация 30 мкМ ИФК

(таблица). Максимальный уровень устойчивости

указанных мутантов совпадает с уровнем ранее

полученных мутантов N. plumbaginifolia [17].

Анализ способности листовых эксплантов

полученных мутантов регенерировать на сре�

дах с ИФК показал, что в присутствии 30 мкМ

ИФК на листовых эксплантах мутантов N. syl�
vestris наблюдалось формирование большого

количества регенерирующих растений, тогда как

у контрольных растений в этих условиях экс�

планты уже через несколько дней темнели и

впоследствии погибали.

По результатам тестирования каллусов на

устойчивость к ИФК было установлено, что

каллусные клетки мутантной линии являются

примерно в 5–6 раз более устойчивыми к гер�

бициду, чем клетки контрольных растений,

что свидетельствует о наличии у них повышен�

ного уровня резистентности по сравнению с

контролем (рис. 1). Так, концентрацией, вы�

зывающей гибель 50 % клеток (ЛД50), для кле�

ток каллуса контроля была концентрация

5–6 мкМ ИФК, тогда как для мутанта она сос�

тавляла 30 мкМ. Сходные результаты по устой�

чивости к упомянутому гербициду были полу�

чены на линиях N. plumbaginifolia, устойчивых

к 30 мкМ ИФК, после проведения аналогич�

ных тестирований [17].

С помощью генетического анализа нами до�

полнительно были изучены особенности ре�

продуктивного развития мутантов N. sylvestris,
устойчивых к ИФК. Проведенные исследова�

ния позволили обнаружить ряд нарушений со

стороны развития мужской и женской генера�

тивных систем у мутантов [22]. Так, в тапе�

тальном слое стенок пыльников мутантных

растений N. sylvestris иногда наблюдались тро�

фические изменения ткани – вакуолизация

цитоплазмы, образование микроядер и пик�

ноз ядер. Кроме того, во время микроспороге�

неза были обнаружены деструктивный цито�

миксис, аномальное расхождение хромосом в

ходе 1�го и 2�го мейотических делений, выпа�

дение второго деления в одной или обеих диа�
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Рис. 1. Относительный прирост массы каллуса, % (по

вертикали) контрольной (�) и мутантной (�) линий

N. sylvestris на средах, содержащих различные концент�

рации ИФК, мкМ (по горизонтали)



дах, формирование многополюсного веретена

деления и образование полиад. Дальнейшее

исследование женской генеративной системы

обнаружило присутствие в завязи мутанта боль�

шого количества неоплодотворенных семяпо�

чек, что вместе с коррелирующей стерильностью

пыльцы могло обусловить низкую продуктив�

ность семян мутантных растений. Однако сле�

дует отметить, что при опылении мутантных рас�

тений пыльцой исходных форм количество

оплодотворенных семяпочек возрастало, а за�

вязавшиеся семена обладали повышенной по

сравнению с контролем жизнеспособностью,

что косвенно свидетельствует о преимущест�

венной стерильности со стороны мужской ге�

неративной системы [22].

Перед выяснением характера наследования

признака устойчивости к ИФК у мутантных

растений N. sylvestris был проведен сравнитель�

ный анализ всхожести семян F1 и F2, получен�

ных от самоопыления мутантных и контроль�

ных растений N. sylvestris, на средах с ИФК.

Семена мутантов, как выяснилось, в условиях

селективного давления способны были про�

растать только спустя два месяца, хотя в норме

без гербицида их прорастание наблюдается уже

через неделю после высадки. Результаты про�

веденных исследований показали, что на

30 мкМ ИФК процент прорастания семян F1,

полученных от самоопыления мутантных рас�

тений, составлял примерно 78,03 %, тогда как

семенное потомство F1 контрольной линии

в этих условиях не было способно к развитию.

Фенотипическое расщепление по признаку

ИФК�устойчивости у анализируемых само�

опыленных мутантов оказалось близким к 3 : 1,

что может свидетельствовать о менделевском

характере наследования данного признака.

Семена F2 мутантов, полученные от самоопы�

ления потомства F1, при прорастании на сре�

дах с селективной концентрацией ИФК также

сохраняли способность прорастать в присут�

ствии данного вещества. Причем скорость

прорастания семян F2 на 30 мкМ ИФК пре�

восходила таковую семян F1. Исходя из полу�

ченных данных, мы предполагаем, что устой�

чивость к ИФК у мутантов наследуется как

доминантный ядерный признак. Необходимо

отметить, что это первые данные по получе�

нию ИФК�устойчивых мутантых растений, у

которых удалось провести генетический ана�

лиз и изучить характер наследования призна�

ка резистентности к упомянутому веществу в

поколениях F1 и F2, поскольку ранее подоб�

ные попытки не увенчались успехом [17, 23].

Для дальнейшего выяснения механизмов

действия ИФК был проведен морфометричес�

кий и цитологический анализы корней конт�

рольных и мутантных растений N. sylvestris.
Результаты проведенных морфометрических

исследований показали, что обработка интакт�

ных корней N. sylvestris эффективной концен�

трацией (30 мкМ) ИФК приводит к увеличе�

нию диаметра кончиков корней у контрольных

растений. При этом формирование корневого

свеллинга наблюдалось как в меристемати�

ческой зоне, так и в зоне элонгации корней

(100–1550 мкм от кончика корня), а средний

коэффициент свеллинга для этих зон составлял

37,39 � 8,05 %. В то же время у мутантных рас�

тений незначительный корневой свеллинг был

обнаружен только в зоне элонгации (550–

1550 мкм от кончика корня), и его коэффици�

ент не превышал 6,56 � 0,21 % (рис. 2). Таким

образом, незначительный свеллинг только в зо�

не элонгации корней ИФК�устойчивых расте�

ний, наблюдаемый после обработки 30 мкм

ИФК, подтверждает их низкую чувствитель�

ность к действию упомянутого вещества.

Исследование влияния ИФК на деление

клеток продемонстрировало значительные на�

рушения морфологии митотических фигур у

контрольных растений N. sylvestris. Так, раньше
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Рис. 2. Профили корневого свеллинга у контрольных

(�) и мутантных (�) растений N. sylvestris, обработан�

ных ИФК в концентрации 30 мкМ: по вертикали –

коэффициент корневого свеллинга, %; по горизонтали – 

расстояние от кончика корня, мкм



нами было показано, что обработка корней

чувствительных растений эффективной кон�

центрацией гербицида приводит к появлению

трехполюсных ана� и телофаз [20]. Такие нару�

шения являются типичными для фенилкарба�

матных гербицидов [2]. Кроме того, после об�

работки ИФК было обнаружено постепенное

увеличение относительного количества клеток

в метафазе + анафазе (от 32,48 � 3,13 без обра�

ботки до 80,07 � 4,51 после обработки ИФК),

что свидетельствует о формировании у чувст�

вительных растений метафазного блока. В то же

время в клетках корней мутантных растений

N. sylvestris после обработки 30 мкМ ИФК не

было найдено аналогичных нарушений в мито�

зе. Полученные результаты также свидетельст�

вуют о повышенной резистентности делящих�

ся клеток мутантных растений N. sylvestris к

действию ИФК.

Последующий иммунофлюоресцентный

анализ с использованием специфических ан�

тител против тубулина позволил установить,

что без обработки ИФК в клетках корней кон�

трольных и мутантных растений присутству�

ют нормальные структуры микротрубочек,

свойственные растительным клеткам: корти�

кальная сетка, препрофазная лента, веретено

деления и фрагмопласт (данные не представле�

ны). Обработка корней обеих линий растений

30 мкМ ИФК на протяжении 3, 6, 12 и 24 ч не

приводила ни к каким существенным измене�

ниям в организации кортикальных микротру�

бочек (рис. 3, а и 4, а). Известно, что более

чувствительными к действию антимикротру�

бочковых соединений являются митотические

структуры (препрофазная лента, веретено деле�

ния и фрагмопласт) [6]. Однако при обработке

корней мутантных растений 30 мкМ ИФК на

протяжении 3, 6, 12 и 24 ч митотические струк�

туры микротрубочек не повреждались (рис. 3,

а, б), тогда как после длительной обработки

(30 мкМ ИФК на протяжении 24 ч) корней

контрольных растений было обнаружено появ�

ление большого количества аномальных ми�

тотических фигур. В частности, наблюдали

формирование многополюсных веретен деле�

ния (рис. 4, б) и разветвленных фрагмопласт�

ных структур (Y� и С�подобные фигуры), что

является характерным для N�фенилкарбамат�

ных гербицидов и ИФК в частности [11].
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Рис. 3. Результаты визуализации микротрубочек и ЦОМТов с использованием моноклональных антител ТU�01 про�

тив α�тубулина (а, б), ТU�31 против γ�тубулина (в, г) и окрашивание ДНК пропидиум йодидом (д–з) в клетках кор�

ней мутантных растений N. sylvestris, обработанных 30 мкМ ИФК на протяжении 24 ч: а – кортикальные микротру�

бочки и препрофазная лента; б – микротрубочки веретена деления; в – локализация γ�тубулина в примембранной

области и на периферии ядра в интерфазных клетках; г – локализация γ�тубулина в области полюсных и кинетохор� 

ных микротрубочек в делящейся клетке. Масштаб = 10 мкм



Интересно, что препрофазная лента при ана�

логичных условиях обработки оставалась не�

чувствительной к действию упомянутого соеди�

нения (рис. 4, а). Полученные нами резуль�

таты, наряду с ранее представленными данны�

ми [11, 12], позволяют утверждать, что ИФК

не разрушает микротрубочки растений, а влияет

непосредственно на ЦОМТы растений, вызы�

вая их фрагментацию и последующую дезориен�

тацию уже сформированных микротрубочек.

Кроме того, при тестировании чувствитель�

ности непосредственно ЦОМТов к действию

ИФК с использованием специфических анти�

тел к γ�тубулину нами было установлено, что в

контрольных условиях (без обработки ИФК) в

клетках корней мутантных и контрольных

растений γ�тубулин ко�локализировался со

всеми структурами микротрубочек. Так, в ин�

терфазных клетках антитела иммуноокраши�

вали антигены в виде множественных точек,

локализированных как на периферии ядра,

так и в примембранной области клетки. При

вхождении клеток в профазу свечение антиге�

нов наблюдалось вокруг ядра, образуя поляр�

ную шапку, от которой формировались буду�

щие микротрубочки веретена. В митотических

клетках, в отличие от интерфазных, наблюда�

лось точечное свечение на полюсах клеток.

Кроме того, сигнал аккумулировался вдоль прок�

симальных концов тяжей веретена, радиально

отходящих от полюсов клетки. Очень четкое

и интенсивное окрашивание наблюдалось

на кинетохорных микротрубочках и на мик�

ротрубочках фрагмопластов (данные не пред�

ставлены). Аналогичные результаты по образ�

цам окрашивания γ�тубулина в растительных

клетках с использованием специфических мо�

ноклональных и поликлональных антител к

этому белку были получены ранее [24, 25].

После обработки ИФК в клетках корней

мутантных линий N. sylvestris наблюдалась такая

же иммунолокализация γ�тубулина, как и без

обработки данным гербицидом, что свидетель�

ствует об устойчивости их ЦОМТов к действию

этого соединения (рис. 3). Однако в клетках

контрольных линий N. sylvestris, обработанных

30 мкМ ИФК, характер окрашивания антиге�

нов был иным: свечение было менее интен�

сивным в силу более дисперсного распределе�

ния γ�тубулина, что, как мы полагаем, является
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Рис. 4. Результаты визуализации микротрубочек и ЦОМТов с использованием моноклональных антител ТU�01

против α�тубулина (а, б), ТU�31 против γ�тубулина (в, г) и окрашивание ДНК пропидиум йодидом (д–з) в клетках

корней контрольных растений N. sylvestris, обработанных 30 мкМ ИФК на протяжении 24 ч: а – кортикальные

микротрубочки и препрофазная лента; б – трехполюсные веретена деления; в – дисперсная локализация γ�тубули�

на в интерфазной клетке; г – локализация γ�тубулина в кинетохорной области трехполюсного веретена деления.

Масштаб = 10 мкм



следствием возникших нарушений в органи�

зации ЦОМТов. В клетках, где наблюдался

многополюсный митоз, иммуноокрашивание

γ�тубулина было сконцентрировано в местах

расщепления ЦОМТов (рис. 4, г). Полученные

данные еще раз подтверждают предположение

о том, что мишенью действия ИФК в расти�

тельной клетке являются ЦОМТы, а не непос�

редственно микротрубочки.

Таким образом, нами впервые в условиях in
vitro получены мутантные растения N. sylvestris,
устойчивые к фенилкарбаматному соедине�

нию – ИФК, и с помощью ряда анализов про�

демонстрировано, что в основе устойчивости

лежит повышенная резистентность ЦОМТов

клеток данных линий к его действию. Установ�

лено, что приобретенный признак устойчи�

вости к ИФК наследуется в F1 и F2 поколениях

мутантов как доминантный ядерный признак.

SUMMARY. By in vitro selection using γ�irradiation the

N. sylvestris mutants resistant to isopropyl�N�phenylcarba�

mate (IPC) – herbicide from phenylcarbamate class have

been obtained. Maximal concentration, at which N. sylvestris

mutant lines were able to regenerate and induce root forma�

tion under selective pressure, was concentration of 30 μkМ

IPC. IPC�resistance of mutants was confirmed by different

tests, in particular by tests on an ability of their leaf explants

to regenerate plantlets, and of their callus cells to survive on

media with selective concentration of IPC; and also by

genetic, morphometric, cytological and immunofluores�

cence analyses. The obtained results shown an increased

resistance of mutant lines to this antimitotic drug action as

compared to the control. It was shown that an increased

resistance of MTOCs in the cells of these lines is a basics of

IPC�resistance formation. It was established that aсquired

trait of the resistance is inherited in F1 and F2 generations of

mutants as dominant nuclear trait.

РЕЗЮМЕ. Шляхом селекції in vitro з використан�

ням γ�опромінення отримано мутанти N. sylvestris зі

стійкістю до ізопропіл�N�фенілкарбамату (ІФК) –

гербіциду фенілкарбаматного ряду. Максимальною

концентрацією, при якій вдалось відібрати мутантні

лінії N. sylvestris, здатні до регенерації та укорінення в

умовах селективного тиску, була концентрація 30 мкМ

ІФК. Стійкість до ІФК у отриманих мутантів була під�

тверджена рядом тестів, зокрема тестами на здатність

листових експлантів мутантних ліній регенерувати

рослини і їх калусних клітин виживати на середови�

щах із селективною концентрацією ІФК, а також за

допомогою генетичного, морфометричного, цитологіч�

ного та імунофлуоресцентного аналізів. Результати

проведених досліджень свідчать про підвищену резис�

тентність мутантних рослин до даної антимітотичної

сполуки порівняно з контролем. Показано, що в осно�

ві стійкості до ІФК лежить підвищена резистентність

ЦОМТів клітин даних ліній. Встановлено, що набута

ознака стійкості успадковується в F1 и F2 поколіннях

мутантів як домінантна ядерна ознака.
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