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Метод иммупоэлектрофореза был применен для анализа и сравнения белковых 
комплексов семян представителей родов Centaurea L., Aethecpappus Cass., Chartole- 
pis Cass., Stizolophus CasS., Amberboa (Pers.) Less. Для идентификации антигенных 
спектров семян использовалась антисыворотка, полученная против белков семян ви 
да Centaurea polypodiifolia Boiss.

Современная систематика высших растений, являясь наукой син­
тетической, использует методы различных дисциплин для решения сво­
их задач. В последнее время для изучения структурно-функциональных 
свойств белков большое значение приобретает метод иммуноэлектро­
фореза, впервые разработанный Грабарем и Вильямсом [1].

Работами ряда авторов было показано, что методы серологического 
анализа вполне применимы в систематике высших растений [3, 6, 9, 10, 
121.

Целью настоящего исследования явилось использование данных 
иммуноэлектрофореза водорастворимых белков для выяснения филе- 
тических взаимоотношений как между видами рода СегИаигеа Ь., так и 
между близкими к нему родами.

Материал и методика. Объектом наших исследований явились водораствори­
мые белки семян представителей родов Centaurea L., Aetheopappus Cass., Chartolepls 
Cass., Stizolophus Cass., Amberboa (Pers) Less. Семена были собраны во время
экспедиций по АрмССР в течение 1973—1974 гг„ а также получены из семенных отде­
лов различных ботанических садов. Гербарные экземпляры собранных нами видов 
под՛ соответствующими номерами хранятся в гербарии Б11Н АН АрмССР.

Для сравнения и идентификации антигенных спектров 'исследуемых видов бы । 
.получена кроличья антисыворотка к суммарным белкам водорастворимой фракции 
семя)Н С. ро1уросШ1оНа. Иммунизацию кроликов проводили по представленной схеме 
•(таблица) ГЗ]. С целью получения антигенов для иммунизации семянки, освобож­
денные от оболочки, обезжиривали ацетоном и петролейным эфиром при температуре 
4®С. Затем 100 мг обезжиренных, растертых семян экстрагировали в I мл 0,01 М нат­
рий фосфатном буфере, pH 7,3 в течение 12 час. ’в холодных услс-иях^ Эк».։, ак . 
содержащий водорастворимые белки, отделяли центрифугированием при 1 ֊1> 1
и температуре 4°С. Таким же способом готовили растворы антигенов дл ։ постановки
реакции преципитации при иммуноэлектрскрорезе.

IГммуноэлектрофорез проводили в агарозо-крахмальном геле следующий соиа.. 
агароза (фирмы Вегап^е, Франция)—90 мг, крахмал г ид рол и 1՝ шнный 11 У 1 ' 
•фосфатный буфер, pH 7,5—12 мл. Полученную смесь кипятили в водяной оансмин. 
•после чего горячий гель разливали по 2,4 мл на стеклянные п.։асги.։кд размер. । о 
В застывшем геле по шаблону вырезали продольные траншеи дл՝._ н.ндоения 
твсротки и стартовые лунки для антигенов. Электрофорез длило։ 65 мин при гл
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ком токе силой 15 мА на каждую (пластинку. В качестве электродного буфера приме­
няли борат-фосфатный буфер (pH 7.5, К'аОН—2.4 г, Н3ВО3 26 I, К2НРО4—2.04 г, 
Л О—до 1 л). По окончании электрофореза траншеи заполняли антисывороткой. Диф­
фузия протекала во влажной камере в течение 20—24 час. После получения зон спе­
цифических преципитатов пластинки с гелем окрашивали в смеси из красителей кумас- 
ои и тиазинового красного (кумасси—250 мг, тиазиновый красный -400 мг, ледяная 
уксусная кислота-10 мл, Н2О длст.-до 300 мл). Обесцвечивание геля проводили пу­
тем тщательной отмывки его в 7% СН3СООН.

Результаты и обсуждение. Данные иммуноэлектрофореза представ­
лены на рис. 1. С целью облегчения анализа антигенных спектров изу-
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Рис. 1. Иммуноэлектрофореграммы белков семя ।
подтрибы Сеп1ацгс։пае. 1 — Сегнаигеа <1еа1Ьа։э
•<НИо1։а. 4 — С. ко1зс1ваиа. 5 — С. гшИетса. 6

некоторых представителей
С. зсаЬюза. 3 — ро!уро-

сЬеНса. 8—АеПтеорзрриз ри1сЬеггнпи$. 9
кагаЬа£Неп$1з. 7 — С. зот-

1орЪич ЬаЬатИа. II
— АтЬегЬоа !позс11а1а.

Сйаг(о1ер1з ЬIеЬегз։еIп 11.
10 — 5Нго-

чаемых видов идентичные преципитационные полосы в гомологичной и 
гетерологичных реакциях обозначены одной буквой (рис Ъ В гомоло 
гичной реакции преципитации при иммуноэлоктрофор’езе выявлено 
восемь преципитационных полос: а, Ь, с, б, е. Г. ч, 1 (рнс'3) *
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Таблица
Схема иммунизации кроликов водорастворимыми белками семян 

С. polypodiifolia с применением адъюванта Фрейнда

Способ иммунизации

внутримышечно с равным объемом полною а 1ъюван- 
та, интервал — 10 дней

внутривенно без адъюванта, интервал —7 д 1ен
подкожно без адъюванта, интервал - 3 дня 
подкожно без адъюванта, интервал— с дня 
подкожно без адъюванта, интервал — 30 диен

Второй цикл иммунизации

внутривенно без адт юванта, интервал—3 дня 
внутривенно бе։ адъюванта, интервал — 3 дня 
внутривенно без адъюванта, интервал —7 дней

Количество белка 
на 1 кролика, мг

• 10
5
5
3
3

Кровопускание

Рис. 2 Схема оретических реакцийдуг иммуноэлектр
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воротка к С. ро1 уро<1111 о! 1 а с белковым комплексом семян Сешашеи 
с1еа1Ьата \\Ч11с1. дала реакцию, в результате которой были обнару­
жены антигены a, b, с, d, е, g (рис 1, /). В реакции антиген-анные 
ло при иммуноэлектрофорезе белков семян Centaiirea kotschiana Heufi. 
обнаружены шесть полос преципитации: a, b, с, d, е, g (рис. 1, 
Подобную реакцию с антисывороткой дают белки семян Centaurcc 
nithenica Lam., где также выявлены компоненты a, b. с, d, е, g. 
Однако следует отметить, что преципитационные полосы а, Ь, е выраже­
ны менее интенсивно, что, ио-видимому, связано с меньше й конценн а 
иней белковых компонентов в семенах выше}казанного вида (рис , 
Иммуноэлектрофоретическое исследование белков семян видов 

■opappus pulcherrimus (Willd.) (.ass. и Chartolepb biebersteinii Jueb. e 
Spach. выявило в них шесть антигенов: a, b, с, d, е, g(pnt.
У этих видов компонент с остается hi ciapTe, в ю время 
мологичной реакции он сдвинут к катоду. (• предетави 1елем
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рода Lopholoma (Cass,) Dobrocz, рода Centaurea C. scabiosa L. антисы­
воротка при иммуноэлектрофорезе дала шесть полос преципитации. В 
данном случае антиген b менее выражен (рис. 1, 2). Интересны в 
антигенном отношении белки семян Stizolophus balsamita (Lain.) Cass, 
et Tak lit в которых, в отличие от представителей рода Centaurea,
отсутствовал антиген а 
Ь, с. d, g (рис. 1, 10).

и обнаруживались слабовыражеппые полосы 
У бел коз семян Amber boa moschata (L.) DC.

антисыворотка к С. polypodiifolia выявила следы преципитатов Ь,
(рис. 1, <3).

Результаты и м му ноэл ектрофорети ческого анализа оелков семян 
позволили сделать предположение, что указанные виды рода Centau- 
геа в серотаксономическом смысле стоят примерно на одном \ ровне 
относительно Centaurea polypodiifolia из подрода Microlophus ((.ass.) 
Hayek. Несколько отдален вид С. ruthenica из подрода Centaurea. 
Тот факт, что антисыворотка к С. polypodiifolia выявила у белков 
семян видов A. pulchcrrimus у Ch. biebersteinii такой же антигенный 
спектр, какой и у остальных представителей васильков, лает нам ос­
нование предположить, что названные вилы стоят близко к роду Centa-
пгеа. Это подтверждает включение A. pulcherrimiis и Ch. bieber?teini1 
в род Centaurea L. |6, 7, 11|.

Слабая интенсивность реакции антиген-антитело при пммуноэлек- 
1 рофоретическом исследовании белков семян Stizolophus balsamita 
указывает на отдаленность данного вида от представителей рода ва­
сильков. По-вндимому, S. balsamita можно рассматривать в объеме 
самостоятельного рода Stizolophus, как это предложено Тахтаджя- 
IIOM [2].

Данные иммуноэлектрпфореза белков семян АтЬегЬоа то$сйа1а 
с антисывороткой к С. ро1уробШоПа показали, что по своим антиген­
ным свойствам эти белки резко отличаются от антигенных спектров ви­
дов рола васильков. Этот факт отрицает мнение систематиков, вклю­
чающих А. то8СЙа1а в род Сеп1аигеа [5—7, И].
Институт ботаники АН АрмССР I [ост v п ито 2 5.Х II 1975 г.
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Ա մ փ n ւ|ւ n ւ if

հմունոէլեկտրաֆորեզի մեթոցր կիրառվեք է 
Aetheopappus, Amberboa, Stizolophus 3եՂերի 
միկների սպիտակուցային կոմպլեքսների անաքիղի

Centaurea, Chartolepis, 
Ներկայացուցիչների սեր֊ 

և համեմատման համարր
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նշված րյեղնրքյ սերմիկների անտիգենային սպեկտրների իղենտի֊ 
Հի կաըման համար օղտագրծվեւ է ՕոէՅԱքԸՅ թՕ11 թՕ ճ 11է 011Ջ թերմիկների սպի 
տա կա ցներիր ստացված հակասիճուկր։
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