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1 Уральский государственный университет, г. Екатеринбург

Ïî÷âåííûå ïàòîãåííûå áàêòåðèè Agrobacterium tumefaciens
èíäóöèðóþò îïóõîëè ó ìíîãèõ ðàñòåíèé. Ïðîöåññ îïóõîëåîáðàçî-
âàíèÿ ó ðàñòåíèé íà÷èíàåòñÿ â ìåñòå ïîðàíåíèÿ è îáóñëîâëåí ïå-
ðåíîñîì è âñòðàèâàíèåì â ãåíîì ðàñòåíèé áàêòåðèàëüíûõ ãåíîâ
ñèíòåçà ôèòîãîðìîíîâ. Ýòî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ãîðìîíàëüíîãî
ñòàòóñà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ðàñòåíèé, èõ íåêîíòðîëèðó-
åìîìó ðîñòó, äåäèôôåðåíöèðîâêå êëåòîê è ôîðìèðîâàíèþ îïóõî-
ëåé, òàê íàçûâàåìûõ êîðîí÷àòûõ ãàëëîâ. Îêîëî òûñÿ÷è âèäîâ äâó-
äîëüíûõ ðàñòåíèé ïîäâåðæåíû àãðîáàêòåðèàëüíîìó ðàêó, íî îñî-
áåííî ñèëüíî îò ýòîãî çàáîëåâàíèÿ ñòðàäàþò âèíîãðàä, ïëîäîâûå
êóëüòóðû è íåêîòîðûå äåêîðàòèâíûå ðàñòåíèÿ. Áîëåçíè, âûçûâà-
åìûå ôèòîïàòîãåííûìè àãðîáàêòåðèÿìè, ìîãóò ïðèâîäèòü ê áîëü-
øèì ýêîíîìè÷åñêèì ïîòåðÿì, ïîñêîëüêó ñíèæàåòñÿ ïðîäóêòèâ-
íîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé, âîçðàñòàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ê äðóãèì ôèòîïàòîãåíàì è ñòðåññîâûì ôàêòîðàì. Ðåøåíèå ýòîé
ïðîáëåìû ñ ïîìîùüþ ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ áèîòåõíîëîãèè î÷åíü
àêòóàëüíî.

Îíêîãåíû àãðîáàêòåðèé íàõîäÿòñÿ â ñîñòàâå Ò-ÄÍÊ Ti-ïëàç-
ìèäû áàêòåðèé. Îñíîâíûìè ñðåäè íèõ ñ÷èòàþòñÿ ãåíû iaaM è ipt,
êîäèðóþùèå êëþ÷åâûå ôåðìåíòû ñèíòåçà èíäîëèëóêñóñíîé êèñ-
ëîòû è öèòîêèíèíîâ – òðèïòîôàíìîíîîêñèãåíàçó è èçîïåíòåíèë-
òðàíñôåðàçó, ñîîòâåòñòâåííî. Êàê è áîëüøèíñòâî ãåíîâ Ò-ÄÍÊ, ãåíû
iaaM è ipt ðàçëè÷íûõ øòàììîâ àãðîáàêòåðèé èìåþò âûñîêóþ ñòå-
ïåíü ãîìîëîãèè. Èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ â ðàñòåíè-
ÿõ ìîãëî áû ïðåäîòâðàòèòü ïðîöåññ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ. Â íàñòî-
ÿùåå âðåìÿ äëÿ ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ øèðîêî èñïîëüçó-
þòñÿ ñòðàòåãèè àíòèñìûñëîâûõ ÐÍÊ è ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè. Ìå-
õàíèçì äåéñòâèÿ àíòèñìûñëîâûõ ÐÍÊ ðàñøèôðîâàí è ýòà ñòðàòå-
ãèÿ âõîäèò â ñîñòàâ îáùåé ñòðàòåãèè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, âûçû-
âàþùåé ïîñòòðàíñêðèïöèîííîå èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ â
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ðàñòåíèÿõ. Ïóòåì ââåäåíèÿ â êëåòêó àíòèñìûñëîâûõ ÐÍÊ ìîæíî
ïîëó÷èòü âûñîêîýôôåêòèâíîå è ñïåöèôè÷åñêîå ïîäàâëåíèå ýêñ-
ïðåññèè öåëåâûõ ãåíîâ, íàïðèìåð ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà îïóõî-
ëåîáðàçîâàíèå (iaaM è ipt).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ñîçäàíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ
àíòèñìûñëîâûìè êîïèÿìè ãåíîâ iaaM è ipt è èõ àíàëèç ïðè òðàíñ-
ôîðìàöèè âèðóëåíòíûìè øòàììàìè àãðîáàêòåðèé. Ïîëó÷åíèå
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, èíãèáèðóþùèõ ýêñïðåññèþ ýòèõ ãåíîâ, ñî-
çäàåò ïðåäïîñûëêè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðàñòåíèé, óñòîé÷èâûõ ê àãðî-
áàêòåðèàëüíîìó ðàêó. Ïîñëå ïåðåíîñà êëîíèðîâàííûõ íàìè ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé â ðàñòåíèÿ òàáàêà îòî-
áðàíû îäèíàðíûå òðàíñôîðìàíòû òàáàêà ñ àíòèñìûñëîâûìè êî-
ïèÿìè ãåíîâ iaaM è ipt ïîä êîíòðîëåì îäèíàðíîãî è äâîéíîãî
ïðîìîòîðîâ 35S ÐÍÊ âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû (ÑaMV 35S
è ÑaMV 35SS). Äâîéíûå òðàíñôîðìàíòû, ñîäåðæàùèå îäíîâðåìåí-
íî àíòèñìûñëîâûå êîïèè ãåíîâ ipt è iaaM, ïîëó÷åíû ïðè ïîìîùè
ñêðåùèâàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé – îäèíàðíûõ òðàíñôîðìàí-
òîâ. Ïðè çàðàæåíèè âèðóëåíòíûìè øòàììàìè Agrobacterium
tumefaciens C58 (pTiC58) è À6 (pTiA6) âñåõ âàðèàíòîâ òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé ñ àíòèñìûñëîâûìè êîïèÿìè îíêîãåíîâ ïîêàçàíî
ñóùåñòâåííîå, íî íåïîëíîå èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ.
Â ïðîöåññå àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé îáðàçóþòñÿ òîëüêî «îñëàáëåííûå» îïóõîëè ðàçëè÷íîé ìîð-
ôîëîãèè, èç êîòîðûõ âîçìîæíà ðåãåíåðàöèÿ öåëûõ ðàñòåíèé. Àíà-
ëèç àíòèñìûñëîâîãî èíãèáèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè îíêîãåíîâ â íåêî-
òîðûõ ðàñòåíèÿõ, ïîëó÷åííûõ èç îïóõîëåâûõ òêàíåé ïðè çàðàæå-
íèè øòàììîì Ñ58, ïðîâîäèëè ìåòîäîì ÐÍÊ-ÄÍÊ ãèáðèäèçàöèè.
Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà ipt ñíèæàåòñÿ ìåíüøå,
÷åì óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà iaaM. Áîëåå âûñîêàÿ ñòåïåíü èíãèáèðîâà-
íèÿ ãåíà iaaM ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ñèëîé äâîéíîãî ïðîìîòîðà CaMV
35SS, à òàêæå áîëåå âûñîêîé ãîìîëîãèåé ãåíîâ. Ïðåäñòàâëåííûå
ðåçóëüòàòû îá èíãèáèðîâàíèè ýêñïðåññèè ãåíîâ iaaM è ipt â êëåò-
êàõ îáðàçîâàííûõ îïóõîëåé, óêàçûâàþò íà ïåðñïåêòèâíîñòü ïîëó-
÷åíèÿ ðàñòåíèé ñ óñòîé÷èâîñòüþ ê àãðîáàêòåðèàëüíîìó ðàêó ñ ïî-
ìîùüþ ïðèìåíåíèÿ ñòðàòåãèè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фун-
даментальных исследований (грант № 06-08-00237).
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Heterologous expression of peanut gene metallothionein promoter
in tobacco-plant

Д.В. Беляев, Г.Н. Ралдугина
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Öåëüþ íàøåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ðåãóëÿöèè ãåííîé
ýêñïðåññèè íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè, êîòîðàÿ, êàê èçâåñòíî, ñèëü-
íî çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ïðîìîòîðíîé îáëàñòè. Ðàíåå íàìè áûë
êëîíèðîâàí òêàíåñïåöèôè÷íûé ïðîìîòîð ãåíà ìåòàëëîòèîíåèíà
àðàõèñà ÌÒ-1 (POD), ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ â êîæóðå, íî íå â çåëå-
íûõ ÷àñòÿõ àðàõèñà. Ýòîò òêàíåñïåöèôè÷íûé ïðîìîòîð ïðåäïîëà-
ãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü äëÿ ýêñïðåññèè àíòèãðèáíûõ áåëêîâ èëè ïåï-
òèäîâ, ïîäàâëÿþùèõ ðîñò ãðèáà Aspergillus flavus íà ïëîäå àðàõè-
ñà. Ïðîäóêò öåëåâîãî ãåíà ýêñïðåññèðîâàëñÿ áû òîëüêî â êîæóðå
àðàõèñà è ïîäàâëÿë áû ðîñò ãðèáà, â òî âðåìÿ êàê ñåìåíà, ò.å.
ïèùåâîé ïðîäóêò, íå ñîäåðæàë áû ÷óæåðîäíûõ áåëêîâ. Ñ öåëüþ
âûÿâëåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè ïðîìîòîðà íàìè áûëà ñîçäàíà êîíñò-
ðóêöèÿ äëÿ ýêñïðåññèè ðåïîðòåðíîãî ãåíà β-ãëþêóðîíèäàçû ïîä
êîíòðîëåì äàííîãî ïðîìîòîðà. Îäíàêî òðàíñôîðìàöèÿ àðàõèñà
òðóäîåìêà è çàíèìàåò îêîëî äâóõ ëåò. Ïîýòîìó êîíñòðóêöèÿ ñíà-
÷àëà èñïîëüçîâàëàñü â ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ – ïðîòîïëàñòàõ, âûäå-
ëåííûõ èç ëèñòüåâ òàáàêà, êîòîðûå áûëè òðàíçèåíòíî òðàíñôîð-
ìèðîâàíû ïóòåì èíêóáàöèè ñ PEG, à òàêæå íà òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèÿõ òàáàêà, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñ-
ôîðìàöèè. Ðåçóëüòàòû îêàçàëèñü íåîæèäàííûìè – ïî äàííûì èç-
ìåðåíèé àêòèâíîñòè β-ãëþêóðîíèäàçû, åñëè â ìåçîôèëüíûõ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ïðîòîïëàñòàõ ïðîìîòîð ýêñïðåññèðîâàë ðåïîðòåð-
íûé ãåí âñåãäà, òî ó òðàñãåííûõ ðàñòåíèé àêòèâíîñòü β-ãëþêóðî-
íèäàçû íàáëþäàëè òîëüêî â ïûëüöå öâåòêîâ ýòèõ ðàñòåíèé, ïðè-
÷åì êàê â çðåëîé, òàê è â ðàçâèâàþùåéñÿ. Â äðóãèõ òêàíÿõ ðàñòå-
íèé òàáàêà ñòàáèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíà β-ãëþêóðîíèäàçû, ñòîÿùåãî
ïîä ïðîìîòîðîì POD, íå îáíàðóæåíà, ò.å. ýêñïðåññèÿ áûëà òêà-
íåñïåöèôè÷íîé. Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ïðîìîòîðà POD äëÿ ñîçäàíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ êîí-
ñòðóêöèé ñ ãåíàìè, êîòîðûå äîëæíû ýêñïðåññèðîâàòüñÿ òêàíåñïå-
öèôè÷íî. Â ÷àñòíîñòè, òàêîé ïðîìîòîð, ñïåöèôè÷íûé äëÿ ïûëü-
öû, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ áûñòðîé ïðîâåðêè íàñëåäîâàíèÿ
òðàíñãåíà â ïåðâè÷íî òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèÿõ è äëÿ àíà-
ëèçà ÷èñëà êîïèé òðàíñãåíà.
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Ïàòàòèíîâûé ïðîìîòîð êëàññà I êàðòîôåëÿ (Â33-ïðîìîòîð)
ÿâëÿåòñÿ êëóáíåñïåöèôè÷íûì ïðîìîòîðîì, ïåðñïåêòèâíûì äëÿ
èñïîëüçîâàíèÿ â ñîâðåìåííîé áèîòåõíîëîãèè è ãåííîé èíæåíåðèè.
Ïîýòîìó èçó÷åíèå îñîáåííîñòåé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòîãî ïðîìî-
òîðà íà îðãàííîì è òêàíåâîì óðîâíÿõ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà-
÷åé ôóíäàìåíòàëüíîé è ïðàêòè÷åñêîé ôèçèîëîãèè ðàñòåíèé. Íàìè
ïðîâåäåíî öèòîëîãè÷åñêîå èçó÷åíèå óðîâíÿ àêòèâíîñòè Â33-ïðî-
ìîòîðà ó çðåëûõ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâåòîâîé
ìèêðîñêîïèè. Ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ áûëè ïðåäâàðèòåëüíî òðàíñ-
ôîðìèðîâàíû ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèåé, âêëþ÷àþùåé ïàòàòè-
íîâûé ïðîìîòîð êëàññà I äëèíîé ïðèìåðíî 1.5 kb, ñîåäèíåííûé ñ
ðåïîðòåðíûì ãåíîì GUS. Ýòî äàâàëî âîçìîæíîñòü îöåíèâàòü óðî-
âåíü àêòèâíîñòè ïðîìîòîðà â ðàçíûõ îðãàíàõ è òêàíÿõ ïî èíòåí-
ñèâíîñòè ãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà ãåí GUS. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè äâå ëèíèè íåçàâèñèìûõ òðàíñôîðìàíòîâ, îáîçíà÷à-
åìûõ êàê L1 è L2, â âîçðàñòå îêîëî 2.5 ìåñ., âûðàùåííûõ in vitro
â óñëîâèÿõ ôèòîòðîíà íà ñðåäå ñ 3 èëè 8 % ñàõàðîçû íà ñâåòó
(16 ÷àñ). Ïîëîæèòåëüíûì êîíòðîëåì â îïûòàõ ñëóæèëè ðàñòåíèÿ
òðàíñãåííîãî 35S::GUS êàðòîôåëÿ, ó êîòîðûõ òîò æå ðåïîðòåðíûé
ãåí GUS áûë ñîåäèíåí ñ êîíñòèòóòèâíûì âèðóñíûì ïðîìîòîðîì
35S CaMV. Îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì ñëóæèëè ðàñòåíèÿ íåòðàíñ-
ãåííîãî êàðòîôåëÿ, êîòîðûå âî âñåõ ñëó÷àÿõ îñòàâàëèñü ïðàêòè-
÷åñêè íåîêðàøåííûìè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïîïåðå÷íûå ñðåçû
èç ñðåäíåé ÷àñòè êëóáíÿ, ïðîäîëüíûå ñðåçû ñòåáëåé è êîðíåé,
ëèñòüÿ è èõ ôðàãìåíòû. Äëÿ ëó÷øåãî ïðîíèêíîâåíèÿ ñóáñòðàòà
Õ-Gluc ëèñòüÿ ïðåäâàðèòåëüíî íàäðåçàëè ñêàëüïåëåì. Äëÿ ãèñòî-
õèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ìàòåðèàë â ñâåæåì íå-
ôèêñèðîâàííîì ñîñòîÿíèè.

Ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â öåëîì èíòåíñèâíîñòü
îêðàøèâàíèÿ êëóáíåé Â33- è 35S-òðàíñôîðìàíòîâ áûëà ñõîäíîé,
õîòÿ îòìå÷àëèñü íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ ïî ñîîòíîøåíèþ ñòåïåíè
îêðàøèâàíèÿ ðàçíûõ òêàíåé. Â ëèñòüÿõ, ñòåáëÿõ è êîðíÿõ èíòåí-
ñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ó Â33-ðàñòåíèé îêàçàëàñü ñóùåñòâåííî
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íèæå, ÷åì ó 35S-ðàñòåíèé. Òàê, ÷åðåøêè ëèñòüåâ áûëè îêðàøåíû ó
35S-, íî íå ó Â33-òðàíñôîðìàíòîâ. Äëÿ ñòåáëåé õàðàêòåðíî íåðàâ-
íîìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå îêðàñêè ïî èõ äëèíå ó òðàíñôîðìàíòîâ
Â33::GUS, â íèõ çàìåòíî êðàñèëèñü íèæíèå ÷àñòè â çîíàõ âåòâëå-
íèÿ âáëèçè ðàñïîëîæåíèÿ ìåðèñòåìàòè÷åñêèõ çîí. Â òî âðåìÿ êàê
ó òðàíñôîðìàíòà 35S::GUS ñòåáëè êðàñèëèñü ðàâíîìåðíî èíòåí-
ñèâíî ïî âñåé äëèíå. Â êîðíåâîé ñèñòåìå ðàñòåíèé Â33::GUS çà-
ìåòíî îêðàøèâàëèñü ëèøü êîí÷èêè êîðíåé, òîãäà êàê ó òðàíñôîð-
ìàíòîâ 35S::GUS êîðíè áûëè îêðàøåíû ãîðàçäî èíòåíñèâíåå è
ðàâíîìåðíî ïî âñåé èõ äëèíå.

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ïîäòâåðæ-
äåíà è äåòàëèçèðîâàíà íà òêàíåâîì/êëåòî÷íîì óðîâíå îðãàíîñïå-
öèôè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ ïðîìîòîðà ïàòàòèíîâîãî ãåíà êëàññà I â ðàñ-
òåíèÿõ êàðòîôåëÿ.

ТРАНСГЕННЫЕ РАСТЕНИЯ НОВОГО ПОКОЛЕНИЯ
И АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ЭКОЛОГИЧЕСКИ БЕЗОПАСНЫЕ БИОТЕХНОЛОГИИ

ЗАЩИТЫ РАСТЕНИЙ

 Transgenic plants of new generation
and alternative ecologically safe plant resistance strategics

Я.И. Бурьянов, Н.С. Захарченко, Е.Б. Рукавцова, А.А. Юхманова
Филиал Института биоорганической химии им. акад. М.М. Шемякина

и Ю.А. Овчинникова РАН, г. Пущино
Е-mail: buryanov@fibkh.serpukhov.su

Â íàñòîÿùåì ñîîáùåíèè ïðåäñòàâëåíû äàííûå èññëåäîâàíèé
ïî ïîëó÷åíèþ áèîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé,
îòëè÷àþùèõñÿ îòñóòñòâèåì â èõ ãåíîìå íåæåëàòåëüíûõ ñåëåêòèâ-
íûõ ìàðêåðíûõ ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì è ãåðáèöèäàì
è îòñóòñòâèåì ðèñêà ïåðåäà÷è öåëåâûõ ãåíîâ äðóãèì îðãàíèçìàì,
à òàêæå äàííûå ïðèìåíåíèÿ àëüòåðíàòèâíûõ ñòðàòåãèé äëÿ ïîâû-
øåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ôèòîïàòîãåíàì.

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî òðàíñôîðìàöèè
ðàñòåíèé ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ àãðîáàêòåðèàëüíûõ âåê-
òîðîâ, ñîäåðæàùèõ ñèíòåòè÷åñêèé ãåí àíòèìèêðîáíîãî ïåïòèäà
öåêðîïèíà Ð1 è ãåí ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â
áåç ñåëåêòèâíûõ ãåíîâ óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêàì è ãåðáèöè-
äàì. Ïðÿìîé îòáîð òðàíñôîðìàíòîâ, ñîäåðæàùèõ ãåí çðåëîé ôîð-
ìû àíòèìèêðîáíîãî ïåïòèäà öåêðîïèíà Ð1 ïðîâåäåí ïî óñòîé÷è-
âîñòè ðåãåíåðàíòîâ ê ìàðêåðíîìó òåñò-ïàòîãåíó, à ðåãåíåðàíòîâ,
ñîäåðæàùèõ ãåí ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â – îò-
áîðîì òðàíñôîðìàíòîâ ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Àíòèìèêðîáíàÿ àêòèâíîñòü, ñâÿçàííàÿ ñ ñèíòåçîì öåêðîïèíà



228Симпозиум  7. Биология трансгенного растения

Ð1 â êëåòêàõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, áûëà ïîêàçàíà â ðàçëè÷íûõ
áèîòåñòàõ êàê íà ýêñòðàêòàõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, òàê è íà öå-
ëûõ ðàñòåíèÿõ, ðàñòóùèõ in vitro, è íà èõ ýêñïëàíòàõ. Òðàíñãåí-
íûå ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ äåìîíñòðèðîâàëè ñóùåñòâåííîå ïîâûøå-
íèå óñòîé÷èâîñòè ê ôèòîïàòîãåííîé áàêòåðèè Erwinia carotovora è
ôèòîïàòîãåííûì ãðèáàì Phytophthora infestans è Sclerotinia sclero-
tiorum. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ïåðñïåêòèâû ïðè-
ìåíåíèÿ ýòîãî ãåíà â ñòðàòåãèè ñîçäàíèÿ áèîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûõ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íîâîãî ïîêîëåíèÿ ñ ïîëåçíûìè ñâîéñòâàìè.

Ïðîâåäåíî ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîå èññëåäîâàíèå òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé òàáàêà è êàðòîôåëÿ, ýêñïðåññèðóþùèõ àíòèñìûñëî-
âóþ ôîðìó ãåíà hmg1, êîäèðóùåãî 3-îêñè-3-ìåòèëãëóòàðèë-ÊoÀ-
ðåäóêòàçó. Ïîëó÷åíûå ðàñòåíèÿ Nicotiana tabacum õàðàêòåðèçó-
þòñÿ èçìåíåíèåì ìîðôîëîãèè è îêðàñêè âåí÷èêîâ öâåòêîâ è ìóæ-
ñêîé ñòåðèëüíîñòüþ, à òàêæå ìîäèôèêàöèåé ìåòàáîëèçìà èçîïðå-
íîèäíûõ ñîåäèíåíèé. Èçìåíåíèå ñîñòàâà ýòèõ ñîåäèíåíèé, â ÷àñò-
íîñòè – ôèòîñòåðèíîâ, æèçíåííî íåîáõîäèìûõ äëÿ ãðèáîâ-ôèòî-
ïàòîãåíîâ, ìîæåò ïðèâåñòè ê óñòîé÷èâîñòè ê íèì ïîëó÷åííûõ ðà-
ñòåíèé. Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ðàñòåíèé ñ àíòèñìûñëî-
âîé ôîðìîé ãåíà hmg1 ìîæåò ïîñëóæèòü ïåðñïåêòèâíîé îñíîâîé
ñòðàòåãèè ñîçäàíèÿ ðàñòåíèé ñ ìóæñêîé ñòåðèëüíîñòüþ è óñòîé-
÷èâîñòüþ ê ôèòîïàòîãåíàì.

Ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ïîëîæèòåëüíûõ ýôôåêòàõ êîëîíèçà-
öèè ðàñòåíèé in vitro íîâûìè äëÿ èññëåäîâàíèé âèäàìè àññîöèà-
òèâíûõ áàêòåðèé è äðîææåé. Êîëîíèçèðîâàííûå ìåòèëîòðîôíû-
ìè øòàììàìè Methylobacterium è ìåòàíîòðîôîì Methylomonas me-
thanica ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ, òàáàêà è ïøåíèöû îòëè÷àëèñü ñïîñîá-
íîñòüþ óñêîðåííîãî ðîñòà in vitro è ìîùíûì êîðíåîáðàçîâàíèåì
íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå áåç äîáàâîê ôèòîãîðìîíîâ è âèòàìèíîâ. Àíà-
ëîãè÷íûå ñâîéñòâà èìåëè ðàñòåíèÿ, âêëþ÷àÿ âèíîãðàä, êîëîíèçè-
ðîâàííûõ äðîææàìè Pseudozyma fusiformata. Êðîìå òîãî, ýòè ðà-
ñòåíèÿ õàðàêòåðèçîâàëèñü ïîâûøåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê ãðèáíîìó
ïàòîãåíó Sclerotinia scleotiorum. Îáíàðóæåíà óñòîé÷èâîñòü ðàñòå-
íèé, êîëîíèçèðîâàííûõ ìîäèôèöèðîâàííûìè àññîöèàòèâíûìè áàê-
òåðèÿìè ñ ãåíàìè nptII è bar, ê êàíàìèöèíó è ôîñôèíîòðèöèíó.

Ïðèìåíåíèå êîìáèíèðîâàííûõ ìåòîäîâ êëîíàëüíîãî ìèêðî-
ðàçìíîæåíèÿ ðàñòåíèé in vitro è ìèêðîáíîé êîëîíèçàöèè, à òàê-
æå ìåòîäîâ êîëîíèçàöèè ðàñòåíèé in vivo íîâûìè âèäàìè àññîöè-
àòèâíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ñîçäàåò îñíîâó äëÿ ïåðñïåêòèâíûõ áèî-
òåõíîëîãèé ðàñòåíèé.

Работа выполнена при финансовой поддержке Программы фундамен-
тальных исследований Президиума РАН «Динамика генофондов растений
животных и человека», а также грантов РФФИ № 06-08-81008 и 07-04-00235.
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ПОЛУЧЕНИЕ ТРАНСГЕННЫХ ПО ГЕНУ ЛЕКТИНА БОРОДАТЫХ КОРНЕЙ НА
ЛЮЦЕРНЕ, ОБЛЕПИХЕ И РАПСЕ

Induction of transgenic hairy roots carrying lectin gene on Medicago
sativa, Hippophae rhamnoides  and Brassica napus var. napus

З.Р. Вершинина, М.Ю. Дмитрюкова, А.Х. Баймиев
Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН, г. Уфа

E-mail: zilyaver@mail.ru

Íåäîñòàòî÷íàÿ îáåñïå÷åííîñòü ðàñòåíèé ñîåäèíåíèÿìè àçîòà
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ïðåïÿòñòâèé íà ïóòè ïîâûøåíèÿ ïðî-
äóêòèâíîñòè ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð. Ñîçäàíèå íåáîáîâûõ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, âñòóïàþùèõ â ñèìáèîç ñ ðèçîáèÿìè, ïî-
çâîëèò â êàêîé-òî ìåðå ðåøèòü ýòó ïðîáëåìó.

Îäíèì èç êðèòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ íà ïóòè ôîðìèðîâàíèÿ áîáî-
âî-ðèçîáèàëüíîãî ñèìáèîçà ÿâëÿþòñÿ ëåêòèíû – ãðóïïà áåëêîâ ðà-
ñòåíèé. Ýêñïåðèìåíòû ñ òðàíñãåííûìè ðàñòåíèÿìè, íåñóùèìè
ðàçëè÷íûå ãåíû ëåêòèíîâ áîáîâûõ, â òîì ÷èñëå è ãèáðèäíûõ, ïî-
çâîëÿþò îöåíèâàòü ðîëü ýòèõ áåëêîâ â áîáîâî-ðèçîáèàëüíîì ñèì-
áèîçå è ðàñøèðÿòü êðóã ìèêðîñèìáèîíòîâ ðàñòåíèÿ.

Òàê êàê ïîëó÷åíèå èñòèííûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñîïðÿæå-
íî ñ íåêîòîðûìè òðóäíîñòÿìè, ñèìáèîòè÷åñêèå ðåàêöèè íà îáðà-
áîòêó ðèçîáèÿìè áóäóò ðàññìàòðèâàòüñÿ íà òðàíñãåííûõ êîðíÿõ,
ïîëó÷åííûõ ïóòåì îáðàáîòêè ïðîðîñòêîâ ðàñòåíèé áàêòåðèÿìè
Agrobacterium rhizogenes, ñïîñîáíûìè âûçûâàòü îáðàçîâàíèå «áî-
ðîäàòûõ êîðíåé». Êàê ïîêàçàíî àâòîðàìè, òàêèå òðàíñãåííûå êîðíè
ñïîñîáíû ê íîðìàëüíîìó êëóáåíüêîîáðàçîâàíèþ ñ ðèçîáèÿìè.

Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ âûáðàíû ëþöåðíà, îáëåïè-
õà è ðàïñ. Âûáîð ëþöåðíû ïîñåâíîé îáóñëîâëåí âûñîêîé êëóáåíü-
êîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòüþ ýòîãî ðàñòåíèÿ.

Îáëåïèõà âñòóïàåò â ñèìáèîç ñ ôèêñèðóþùèìè àçîò àêòèíî-
ìèöåòàìè èç ðîäà Frankia. Àçîòôèêñàöèÿ ó òàêèõ àêòèíîðèçíûõ
ðàñòåíèé èìååò ìíîãî îáùåãî ñ ýòèì ïðîöåññîì ó áîáîâûõ. Ñëåäî-
âàòåëüíî, â äàííîì ñëó÷àå çàäà÷à ñâîäèòñÿ ëèøü ê çàìåíå äëÿ
àêòèíîðèçíîãî ðàñòåíèÿ ìèêðîñèìáèîíòà.

Ðàïñ áûë âûáðàí â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ, òàê êàê â
íåêîòîðûõ ñòàòüÿõ îïèñûâàëîñü îáðàçîâàíèå êëóáåíüêîâ, ìîðôî-
ëîãè÷åñêè è ñòðóêòóðíî ïîäîáíûõ êëóáåíüêàì áîáîâûõ ðàñòåíèé
ïðè îáðàáîòêå öåëëþëàçîé è ïåêòîëèàçîé êîðíåâûõ âîëîñêîâ ïðî-
ðîñòêîâ ðàïñà. Ýòè êëóáåíüêè îáëàäàëè íåçíà÷èòåëüíîé íèòðîãå-
íàçíîé àêòèâíîñòüþ.

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàíû ïîëíîðàçìåðíûå ãåíû ëåêòè-
íîâ ãîðîõà ïîñåâíîãî è êîçëÿòíèêà âîñòî÷íîãî, êëîíèðîâàííûå â
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Ò-ÄÍÊ âåêòîðà pCAMBIA1305-1 ïîä óïðàâëåíèåì S35-ïðîìîòîðà
âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû, à òàêæå ãèáðèäíûå êîíñòðóê-
öèè íà îñíîâå ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà ëåêòèíà ãîðîõà ïîñåâíîãî ñ
óãëåâîäñâÿçûâàþùèìè ó÷àñòêàìè ëåêòèíîâ ñëåäóþùèõ ðàñòåíèé:
êëåâåð ëóãîâîé, äîííèê áåëûé, ýñïàðöåò ïåñ÷àíûé, àñòðàãàë ñî-
ëîäêîëèñòíûé.

Äëÿ òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé èñïîëüçîâàíà áèíàðíàÿ âåêòîð-
íàÿ ñèñòåìà. Ïëàçìèäà pCAMBIA1305-1 áûëà ïåðåíåñåíà èç E.coli
ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè â êëåòêè Agrobacterium rhizogenes, ñî-
äåðæàùèå Ri-ïëàçìèäû äèêîãî òèïà. ×åðåç òðè-ïÿòü íåäåëü ïîñëå
ââåäåíèÿ ñóñïåíçèè Agrobacterium rhizogenes â ãèïîêîòèëü ðàñòå-
íèÿ íà ìåñòå ðàíåíèÿ ïîÿâëÿëñÿ êàëëóñ, èç êîòîðîãî íà÷èíàëè
ðàñòè êîðíè. Òðàíñãåííàÿ ïðèðîäà êîðíåé ïîäòâåðæäåíà àêòèâíî-
ñòüþ ñîäåðæàùåãî èíòðîí ãåíà β-D-ãëþêîóðîíèäàçû, à òàêæå öåï-
íîé ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ôëàí-
êèðóþùèõ ëåêòèíîâûé ó÷àñòîê.

IPT-ТРАНСГЕННЫЕ РАСТЕНИЯ ТАБАКА
КАК ОБЪЕКТ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЙ РОЛИ ЦИТОКИНИНОВ

В ПЕРЕДАЧЕ СИГНАЛА ИЗ КОРНЯ

IPT-transgenic tobacco plants as object for the study
of cytokinins role in signal transfer from roots

Л.Б. Высоцкая, М.А. Дедова, Г.Р. Кудоярова
Институт биологии Уфимского научного центра РАН, г. Уфа

E-mail: vysotskaya@anrb.ru

Äëÿ óñïåøíîãî ðîñòà è ðàçâèòèÿ ðàñòåíèÿ íåîáõîäèìà èíòå-
ãðàöèÿ ïðîöåññîâ, ïðîòåêàþùèõ â ïîáåãå è êîðíå. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
ìåæäó ïîëÿðíûìè îðãàíàìè ïîñòîÿííî îñóùåñòâëÿåòñÿ îáìåí ñèã-
íàëàìè ðàçëè÷íîé ïðèðîäû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî èçó÷àþò-
ñÿ ìåõàíèçìû ãåíåðèðîâàíèÿ ãèäðàâëè÷åñêèõ è õèìè÷åñêèõ ñèã-
íàëîâ. Ñðåäè õèìè÷åñêèõ ñèãíàëîâ îñîáîå ìåñòî ïðèíàäëåæèò ãîð-
ìîíàì ðàñòåíèé. Íåñìîòðÿ íà áîëüøèå óñïåõè â èçó÷åíèè ìåõà-
íèçìîâ ãîðìîíàëüíîãî ñèãíàëëèíãà íà óðîâíå êëåòêè è ãåíîâ, íà
óðîâíå öåëîãî ðàñòåíèÿ óáåäèòåëüíî ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ëèøü ðîëü
êîðíåâîãî ñèãíàëëèíãà ÀÁÊ, êîòîðàÿ ïðè íåäîñòàòêå âîäû â ïî÷âå
ïåðåõîäèò èç êîðíÿ â ïîáåã è çàêðûâàåò óñòüèöà. Ðîëü öèòîêèíè-
íîâ â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ èç êîðíÿ è èõ ðîëü â ðåãóëÿöèè ðàáîòû
óñòüèö äî ñèõ ïîð äèñêóòèðóåòñÿ. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî íå âñåãäà
óäàâàëîñü îáíàðóæèòü èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè ÖÊ-íîâ â êñèëåì-
íîì ýêññóäàòå èëè èõ ñîäåðæàíèå ðåçêî ïàäàëî ïðè ñòðåññîâûõ
âîçäåéñòâèÿõ, ïðè êîòîðûõ íàèáîëåå ÿðêî ïðîÿâëÿëñÿ ýôôåêò ÀÁÊ,
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ìàñêèðóÿ ðîëü ÖÊ-íîâ. Òåì íå ìåíåå, åñòü äàííûå, êîòîðûå ãîâî-
ðÿò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ÖÊ ìîãóò ïîääåðæèâàòü óñòüèöà â îòêðû-
òîì ñîñòîÿíèè, à èõ íàêîïëåíèå â ïîáåãå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ñêîðîñòè òðàíñïèðàöèè. Êðîìå òîãî, ñåé÷àñ óæå äîêàçàíî, ÷òî â
ïîáåãå òàêæå ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ñèíòåç öèòîêèíèíîâ, è âîï-
ðîñ î ìåõàíèçìàõ ãåíåðèðîâàíèÿ è ïåðåäà÷è öèòîêèíèíîâîãî ñèã-
íàëà èç êîðíÿ (êîòîðûé ïî-ïðåæíåìó ñ÷èòàåòñÿ îñíîâíûì èñòî÷-
íèêîì ýòîãî ãîðìîíà) îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Óäîáíûì èíñòðóìåíòîì
äëÿ èçó÷åíèÿ ýòîé ïðîáëåìû ÿâëÿþòñÿ ipt-òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ
òàáàêà, ó êîòîðûõ ñèíòåç öèòîêèíèíîâ êîíòðîëèðóåòñÿ heat-shock –
ïðîìîòîðîì. Ïðèáåãàÿ ê ëîêàëüíîìó íàãðåâàíèþ êîðíåé òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé, ìîæíî âûçâàòü àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè
ãåíà èçîïåíòåíèëòðàíñôåðàçû è, âåðîÿòíî, ïåðâîíà÷àëüíîå íàêîï-
ëåíèå öèòîêèíèíîâ èìåííî â êîðíÿõ ðàñòåíèé.

Â íàøåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè òðàíñôîðìèðîâàííûå (Nicotia-
na tabacum L., cv. Petit Havana, HSIPT) ðàñòåíèÿ òàáàêà íà ñòàäèè
øåñòè ëèñòüåâ. Êîðíè ðàñòåíèé ïðÿìî â ãîðøêàõ ñ ïåñ÷àíîé ïî÷-
âîé ïîäâåðãàëè ëîêàëüíîìó íàãðåâàíèþ çîíû êîðíåé äî 38-40 °Ñ
äëÿ ñòèìóëÿöèè ñèíòåçà öèòîêèíèíîâ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ñëó-
æèëè ðàñòåíèÿ, êîòîðûå íàõîäèëèñü â òåõ æå óñëîâèÿõ ïðîèçðàñ-
òàíèÿ, íî íå ïîäâåðãàëèñü íàãðåâàíèþ. Åæåäíåâíî èçìåðÿëè ïëî-
ùàäü ëèñòîâîé ïîâåðõíîñòè, à â êîíöå ýêñïåðèìåíòà – ìàññó ïîáå-
ãîâ è êîðíåé. Òåðìîîáðàáîòêó ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 30-50 ìèí. ïðî-
âîäèëè îäèí ðàç â äåíü. Ñòàáèëüíîå, íî òðàíçèòîðíîå ïîâûøåíèå
óðîâíÿ òðàíñïèðàöèè ïîñëå íàãðåâàíèÿ êîðíåé íàáëþäàëè íà òðå-
òèé äåíü âîçäåéñòâèÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ãîðìîíîâ îò-
áèðàëè ëèñòüÿ è êîðíè êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ ðàñòåíèé ïîñëå
ïðèìåíåíèÿ õèò-øîêà â òå÷åíèå øåñòè äíåé â ïåðèîä íàèáîëåå
ÿðêîé òðàíñïèðàöèîííîé ðåàêöèè íà íàãðåâàíèå êîðíåé. Ñîäåð-
æàíèå ãîðìîíîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÈÔÀ.

Íàãðåâàíèå êîðíåé òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé òàáàêà ïðè-
âîäèëî ê íàêîïëåíèþ öèòîêèíèíîâ â êîðíÿõ è ïîáåãàõ ýòèõ ðàñòå-
íèé. Ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ çåàòèíà â ïîáåãàõ ðàñòåíèé ñîïðî-
âîæäàëîñü ïîâûøåíèåì óðîâíÿ òðàíñïèðàöèè. Ýòî åùå ðàç ïîä-
òâåðæäàåò ó÷àñòèå öèòîêèíèíîâ â ðåãóëÿöèè ñîñòîÿíèÿ óñòüèö. Â
êîðíÿõ íàáëþäàëè òðåõêðàòíîå óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ çåàòèíà è
äâóêðàòíîå – çåàòèíðèáîçèäà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ðàñòå-
íèÿìè. Î÷åâèäíî, èìåííî êîðíè è ñòàëè èñòî÷íèêîì íàêîïëåíèÿ
öèòîêèíèíîâ â ïîáåãàõ. Îäíàêî ñëåäóåò ó÷åñòü, ÷òî ïðè ðàçíûõ
âîçäåéñòâèÿõ â ðàñòåíèè òàêæå èçìåíÿåòñÿ ñîäåðæàíèå ÀÁÊ, êî-
òîðàÿ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÿâëÿåòñÿ àíòàãîíèñòîì öèòîêèíèíîâ,
â òîì ÷èñëå è â ðåãóëÿöèè ïîâåäåíèÿ óñòüèö. Â êîíå÷íîì ðåçóëüòà-
òå èìåííî ñîîòíîøåíèå ýòèõ ãîðìîíîâ îïðåäåëÿåò óñòüè÷íóþ ïðî-
âîäèìîñòü. Â íàøèõ îïûòàõ íàêîïëåíèå ÀÁÊ â ïîáåãàõ èìåëî ìå-
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ñòî, íî áûëî ñëàáî âûðàæåííûì. Èíòåðåñíî òî, ÷òî â êîðíÿõ ýòîò
ãîðìîí íå òîëüêî íå íàêàïëèâàëñÿ, íî åãî ñîäåðæàíèå äàæå ñíèæà-
ëîñü. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ àêòèâíûì ñèíòåçîì öèòîêèíèíîâ â
òåðìîáðàáîòàííûõ êîðíÿõ è, ñëåäîâàòåëüíî, âîçðàñòàíèåì êîíêó-
ðåíöèè çà îáùèé ïðåäøåñòâåííèê – ìåâàëîíîâóþ êèñëîòó.

Èíòåðåñíîé òàêæå áûëà è ðîñòîâàÿ ðåàêöèÿ òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé íà äîâîëüíî ïðîäîëæèòåëüíîå âîçäåéñòâèå êîðíåâîãî õèò-
øîêà. Ðàñòåíèÿ, ïðåòåðïåâøèå â òå÷åíèå øåñòè äíåé åæåäíåâíûå
ïðîöåäóðû íàãðåâàíèÿ êîðíåé, ê êîíöó ýêñïåðèìåíòà èìåëè áî-
ëåå íèçêîå ñîîòíîøåíèå ïîáåã/êîðåíü. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñðåä-
íÿÿ ìàññà êîðíåé îñòàâàëàñü íà óðîâíå êîíòðîëÿ, â òî âðåìÿ êàê
ïëîùàäü ëèñòîâîé ïîâåðõíîñòè è ìàññà ïîáåãà ñíèæàëèñü. Ýòà ðî-
ñòîâàÿ ðåàêöèÿ, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì àäàïòàöèè ðàñòå-
íèé ê âîçðîñøèì òðàíñïèðàöèîííûì ïîòåðÿì, êîòîðûå áûëè èí-
äóöèðîâàíû íàãðåâàíèåì êîðíåé.

ФОТОМОРФОГЕНЕЗ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ ТАБАКА
НА СЕЛЕКТИВНОМ СВЕТУ

Photomorphogenesis of the transgenic tobacco plant
at the selective light

Е.С. Гвоздева, Р.А. Карначук, Е.В. Дейнеко
Томский государственный университет, г. Томск

E-mail: karnach@mail.tsu.ru

Ñâåò, êàê âàæíåéøèé äëÿ ðàñòåíèé ôàêòîð, êîíòðîëèðóåò
ìíîæåñòâî ïðîöåññîâ, îñóùåñòâëÿþùèõñÿ çà ñ÷åò êîîðäèíèðîâàí-
íîé ýêñïðåññèè ãåíîâ. Èçìåíåíèå ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ãåíî-
ìà ââåäåíèåì íîâîé èíôîðìàöèè ìîæåò ìåíÿòü êëþ÷åâûå ñîáû-
òèÿ â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê êîîðäèíèðî-
âàííûì èçìåíåíèÿì ýêñïðåññèè ìíîæåñòâà äðóãèõ ãåíîâ, êîíòðî-
ëèðóþùèõ ðîñò è ðàçâèòèå ðàñòåíèé. Ýòî ìàëî èçó÷åííàÿ îáëàñòü
ôèçèîëîãèè, ïîýòîìó èññëåäîâàíèå ôîòîìîðôîãåíåçà ïîçâîëÿåò
ïîíÿòü, êàê èçìåíÿþòñÿ îñíîâíûå ðîñòîâûå ðåàêöèè òðàíñãåííûõ
ðàñòåíèé â îòâåò íà äåéñòâèå ñâåòà ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ ñïåêòðà.

Áûë ïîëó÷åí ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé (Nicotiana taba-
cum L ëèíèÿ Il 18 ¹7-1, èñõîäíàÿ ëèíèÿ SR1) ìåòîäîì àãðîáàêòå-
ðèàëüíîãî ïåðåíîñà ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íîãî òèïà ãåíåòè÷åñêèõ
êîíñòðóêöèé, âêëþ÷àþùèõ ãåí èíòåðëåéêèíà-18 ÷åëîâåêà è ãåíû
nptII è GUS â êà÷åñòâå ðåïîðòåðà (Òóð÷èíîâè÷ è äð., 2004).

Öåëü ðàáîòû – îïðåäåëåíèå ðîñòà ãèïîêîòèëÿ è ñåìÿäîëüíûõ
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ëèñòüåâ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà Nicotiana tabacum L. ëèíèè
SR1 (äèêèé òèï) è ëèíèé òðàíñãåííîãî òèïà Il 18 ¹ 7-1 è Il 18
¹ 7-11. Ðàñòåíèÿ âûðàùèâàëè ñåìü ñóòîê íà ñðåäå MS â òåìíîòå
(êîíòðîëü) è ñ äîñâåòêîé ìîíîõðîìàòè÷åñêèì ñèíèì (436 íì), çå-
ëåíûì (543 íì) è êðàñíûì (640 íì) ñâåòîì (I = 5400 ëê).

Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî â òåìíîòå ðîñò ãåíåòè÷åñêè ìîäè-
ôèöèðîâàííûõ ïðîðîñòêîâ òàáàêà (ëèíèè Il 18 ¹ 7-1 è Il 18 ¹ 7-
11) íå èçìåíèëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêîé ëèíèåé SR1.

Ðåàêöèÿ ãèïîêîòèëåé íà êðàñíûé ñâåò îñòàâàëàñü îäèíàêîâîé
ó îáåèõ ëèíèé, íî ïëîùàäü ñåìÿäîëåé òðàíñãåííîãî òàáàêà ñóùå-
ñòâåííî ïðåâûøàëà ðàçìåðû ðîäèòåëüñêîé ëèíèè. Íåîäíîçíà÷íîé
áûëà ðåàêöèÿ è íà äåéñòâèå çåëåíîãî ñâåòà, íà êîòîðîì çíà÷èòåëü-
íî óäëèíÿëñÿ ãèïîêîòèëü è óâåëè÷èâàëàñü ïëîùàäü ñåìÿäîëåé
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé áîëåå, ÷åì íà ñèíåì ñâåòó. Òàêóþ ðåàêöèþ
ìîæíî íàçâàòü «íå ñòàíäàðòíîé», òàê êàê äðóãèå âèäû ðàñòåíèé,
â òîì ÷èñëå è ïðîðîñòêè àðàáèäîïñèñà íà çåëåíîì ñâåòó íå óâåëè-
÷èâàþò ïëîùàäü ëèñòüåâ áîëüøå, ÷åì ïðè äåéñòâèè ñèíåãî ñâåòà.
Âîçìîæíî, ÷òî âñòðàèâàíèå Ò-ÄÍÊ èíñåðöèé â îïðåäåëåííûå ðàé-
îíû ãåíîìà ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèÿì ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ñëîæíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñåòåé, êîíòðîëèðóþùèõ ïðèçíàê ôîòîìîð-
ôîãåíåçà. Ýôôåêò ñèíåãî ñâåòà íà ðîñò ãèïîêîòèëåé è ñåìÿäîëåé
îáåèõ ëèíèé òàáàêà áûë îäèíàêîâ.

Òàêèì îáðàçîì, óæå íà ñòàäèè ïðîðîñòêîâ ïðîÿâëÿþòñÿ îòëè-
÷èÿ ðîñòîâûõ ðåàêöèé ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ðàñòåíèé
òàáàêà îò ðîäèòåëüñêîé ëèíèè íà îñíîâíîé ôàêòîð æèçíè – ñâåò.

МЕТОДОЛОГИЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ТРАНСГЕННЫХ КОМПОНЕНТОВ
В ПРОДУКТАХ ПИТАНИЯ РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

С ПОМОЩЬЮ МИКРОЧИПОВ

A methodology for transgenic component identification
in food products of plant origin by using microchips

И.А. Гетман, Е.М. Наумкина, С.И. Чижова, Я.Б. Колотовкина,
В.Д. Цыдендамбаев, В.В. Кузнецов, Г.А. Романов

Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва
Е-mail: gar@ippras.ru

Áûñòðîå ðàñïðîñòðàíåíèå ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ
îðãàíèçìîâ (ÃÌÎ) è ïîëó÷åííûõ èç íèõ ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ è êîð-
ìîâ îñòðî ñòàâèò âîïðîñ êîíòðîëÿ çà èõ ïîòîêàìè è îöåíêè âîç-
ìîæíûõ ýêîëîãè÷åñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ ðèñêîâ. Â áîëüøèíñòâå
åâðîïåéñêèõ ñòðàí íà çàêîíîäàòåëüíîì óðîâíå ââåäåíû ñòðîãèå îã-
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ðàíè÷åíèÿ âûðàùèâàíèÿ ÃÌÎ, èõ èñïîëüçîâàíèÿ â ïðîäóêòàõ ïè-
òàíèÿ, à òàêæå ïðàâèëà îáÿçàòåëüíîé ìàðêèðîâêè ïèùåâûõ ïðî-
äóêòîâ, åñëè ñîäåðæàíèå òðàíñãåííûõ äîáàâîê â íèõ ïðåâûøàåò
0.9 %.

Ñîâðåìåííàÿ ìåòîäîëîãèÿ âûÿâëåíèÿ òðàíñãåííûõ êîìïîíåí-
òîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì àíàëèçà ÄÍÊ ðàñòåíèé èëè ïîëó÷åí-
íûõ èç íèõ ïðîäóêòîâ. Ïîýòîìó êðàéíå âàæåí ïåðâûé ýòàï ýòîé
ìåòîäîëîãèè, à èìåííî âûäåëåíèå ìàêñèìàëüíî èíòàêòíîé ÄÍÊ â
êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷íîì äëÿ îáíàðóæåíèÿ òðàíñãåíîâ. È åñëè âû-
äåëåíèå êà÷åñòâåííîé ÄÍÊ èç ðàñòåíèé ñåé÷àñ íå ïðåäñòàâëÿåò
áîëüøèõ òðóäíîñòåé, òî âûäåëåíèå ÄÍÊ èç ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ,
îñîáåííî ïîñëå èõ ñìåøèâàíèÿ èëè òåðìè÷åñêîé îáðàáîòêè, îñòà-
åòñÿ ñåðüåçíîé ïðîáëåìîé.

Â íàøåé ðàáîòå áàçîâûì ìåòîäîì âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ÿâëÿëñÿ
ìîäèôèöèðîâàííûé ìåòîä ñ ïðèìåíåíèåì êàòèîííîãî äåòåðãåíòà
öåòèëòðèìåòèëàììîíèóì-áðîìèäà (ÖÒÀÁ-ìåòîä). Ñ ïîìîùüþ ýòî-
ãî ìåòîäà áûëè âûäåëåíû ïðåïàðàòû ÄÍÊ íå òîëüêî èç ðàñòåíèé,
íî è èç ðàçëè÷íûõ ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ. Ïðèãîäíîñòü âûäåëåííûõ
ïðåïàðàòîâ ÄÍÊ äëÿ ïîñëåäóþùåé èäåíòèôèêàöèè ÃÌÎ ïðîâåðÿ-
ëàñü ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà, à òàêæå ïîëèìå-
ðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñ ïðàéìåðàìè íà ôðàãìåíòû óíè-
âåðñàëüíûõ ðàñòèòåëüíûõ ãåíîâ (òèïà ãåíà rbcL) èëè âèäîñïåöè-
ôè÷íûõ ãåíîâ, òàêèõ êàê ãåíû çåèíà êóêóðóçû, ïàòàòèíà êàðòî-
ôåëÿ èëè ëåêòèíà ñîè.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ òðàíñãåííûõ êîìïîíåíòîâ ìû èñïîëüçîâàëè
íîâûé ìåòîä èäåíòèôèêàöèè ÷óæåðîäíûõ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ îëèãî-
íóêëåîòèäíîãî ìèêðî÷èïà (ÃÎÑÒ Ð 52174-2003, ââåäåí â äåéñòâèå
â 2004 ã.). Ïðèíöèï ðàáîòû òàêîãî ìèêðî÷èïà çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,
÷òî ìå÷åííûå ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì ôðàãìåíòû ÄÍÊ ãèá-
ðèäèçóþòñÿ íà ìèêðî÷èïå ñ òåìè ÿ÷åéêàìè, â êîòîðûõ èììîáèëè-
çîâàíû îäíîöåïî÷å÷íûå îëèãîíóêëåîòèäû – ôðàãìåíòû ñòàíäàðò-
íûõ ýëåìåíòîâ òðàíñãåííûõ êîíñòðóêöèé, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ òðàíñ-
ôîðìàöèè ðàñòåíèé. Ïîýòîìó ôëóîðåñöåíöèÿ íàáëþäàåòñÿ òîëüêî
â òåõ ÿ÷åéêàõ, ãäå ïðîèçîøëà ãèáðèäèçàöèÿ. Ôëóîðåñöåíòíî-ìå-
÷åííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ïîëó÷àëè ïóòåì àñèììåòðè÷íîé ìóëüòè-
ïëåêñíîé ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè íà òå æå ñòàíäàðòíûå ýëåìåíòû òðàíñ-
ãåííûõ êîíñòðóêöèé, ïðè÷åì ïðåâàëèðóþùèé ïðàéìåð áûë ôëóî-
ðåñöåíòíî-ìå÷åí. Ìåòîä ñ èñïîëüçîâàíèåì áèî÷èïà áûë ðàçðàáî-
òàí ñîâìåñòíî ÈÔÐ è ÈÌÁ ÐÀÍ (ïàòåíò ¹ 2270254 ÁÈ ¹ 5
20.02.2006 ã.; ïðèîðèòåò îò 30.04.2004 ã.). Â êà÷åñòâå ìèøåíåé
âûáðàíû êîíñåðâàòèâíûå ó÷àñòêè ÄÍÊ 35S CaMV è nos ïðîìîòî-
ðîâ, nos òåðìèíàòîðà, ìàðêåðíûõ ãåíîâ nptII, gus, è bar, òàê êàê
îíè èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íàèáîëåå
÷àñòî. Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ ïðîõîæäåíèÿ ðåàêöèè
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ñëóæèë êîíñåðâàòèâíûé ó÷àñòîê ãåíà áîëüøîé ñóáúåäèíèöû ðèáó-
ëîçîáèñôîñôàòêàðáîêñèëàçû (RbsL). Ïîäãîòîâëåííóþ ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ ôëóîðåñöåíòíóþ ïðîáó íàíîñèëè íà ìèêðî÷èï, ãäå ïðîèñõî-
äèëà ãèáðèäèçàöèÿ. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ðåçóëüòàòîâ ãèáðèäèçàöèè
èñïîëüçîâàëè àïïàðàòíî-ïðîãðàììíûé êîìïëåêñ «×èïäåòåêòîð»
(ÈÌÁ ÐÀÍ). Cïåöèàëüíàÿ ïðîãðàììà Imageware ðàññ÷èòûâàëà
èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà â ÿ÷åéêàõ ìèêðî÷èïà è àâòîìàòè÷åñêè îï-
ðåäåëÿëà íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ
èñòî÷íèêîâ â ïðîáå.

Èñïîëüçóÿ äàííûé ïîäõîä, íàìè áûëè ïîëó÷åíû è ïðîàíàëè-
çèðîâàíû ïðåïàðàòû ÄÍÊ èç áîëüøîãî íàáîðà ðàçëè÷íûõ ïðîäóê-
òîâ, â òîì ÷èñëå äåòñêîãî ïèòàíèÿ, ìÿñíûõ è õëåáîáóëî÷íûõ èçäå-
ëèé, êàðòîôåëÿ, êóêóðóçû, ìîðîæåíîãî è äðóãèõ. Ïîëîæèòåëü-
íûì è îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëÿìè ñëóæèëè çàâåäîìî òðàíñãåí-
íàÿ è çàâåäîìî íåòðàíñãåííàÿ ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâåííî. Â ðåçóëüòàòå
â îòäåëüíûõ ïðîäóêòàõ, ïðèñóòñòâóþùèõ íà ïðîäóêòîâîì ðûíêå
ã. Ìîñêâà, óäàëîñü äîñòîâåðíî îáíàðóæèòü íàëè÷èå ãåíåòè÷åñêè
ìîäèôèöèðîâàííûõ èñòî÷íèêîâ (òðàíñãåíîâ). Ïîäòâåðæäåíèå íà-
ëè÷èÿ òðàíñãåíîâ â èñïûòóåìûõ îáðàçöàõ è êîëè÷åñòâåííûé àíà-
ëèç èõ ñîäåðæàíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ÏÖÐ ðåàëüíîãî âðå-
ìåíè (RT PCR).

Работа поддержана программой фундаментальных исследований Пре-
зидиума РАН «Биоразнообразие и динамика генофондов».
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В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ КАРТОФЕЛЯ

Some particularities of phenolic compound synthesis
in transgenic potato plants

Т.О. Гладышко, Е.В. Рыдлева1, М.Ю. Чередниченко, Н.О. Юрьева,
Е.А. Живухина1, Н.В. Загоскина

Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва
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1 Московский государственный педагогический университет

Îäíîé èç õàðàêòåðíûõ îñîáåííîñòåé âûñøèõ ðàñòåíèé ÿâëÿ-
åòñÿ ñïîñîáíîñòü ê ñèíòåçó ðàçíîîáðàçíûõ âòîðè÷íûõ ñîåäèíåíèé.
Ê ÷èñëó íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ èõ ïðåäñòàâèòåëåé îòíîñÿòñÿ
ôåíîëüíûå ñîåäèíåíèÿ (ÔÑ), îáðàçóþùèåñÿ ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ
ðàñòèòåëüíûõ êëåòêàõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîñòèãíóòû çíà÷èòåëü-
íûå óñïåõè â âûÿñíåíèè ðîëè ýòèõ âåùåñòâ â çàùèòå êëåòîê îò
ìíîãèõ ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé. Ïîêàçàíî, ÷òî ÔÑ ïðåïÿòñòâóþò
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ïðîíèêíîâåíèþ ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, à òàêæå èíãèáèðó-
þò èõ ðîñò è ðàçâèòèå è, êàê ñëåäñòâèå, îáðàçîâàíèå òîêñè÷íûõ
äëÿ êëåòîê ìåòàáîëèòîâ.

Ñïîñîáíîñòü ê ñèíòåçó ÔÑ âèäî- è ñîðòîñïåöèôè÷íà. Òàê, íà-
ïðèìåð, ðàñòåíèÿ ÷àÿ îòíîñÿòñÿ ê âèäàì ñ âûñîêîé ñïîñîáíîñòüþ
ê íàêîïëåíèþ ÔÑ (Çàïðîìåòîâ, 1964). Ïðè ýòîì ïîëèïëîèäíûå èõ
ôîðìû îáëàäàëè áîëåå âûñîêîé áèîñèíòåòè÷åñêîé ñïîñîáíîñòüþ,
÷åì äèïëîèäíûå (Çàãîñêèíà è äð., 1994). Ðàçëè÷íûå ãåíîòèïû êàð-
òîôåëÿ òàêæå îòëè÷àëèñü ïî ñîäåðæàíèþ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé
(Âëàñþê, 1979). Âñå ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î çàâèñèìîñòè áèîñèíòåçà
ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé îò ãåíåòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê êëåòîê. È
â ýòîì ïëàíå âàæíî èçó÷àòü òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ, íåñóùèå îïðå-
äåëåííûå ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè, ÷òî è ÿâèëîñü öåëüþ íàøåé
ðàáîòû.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ñîðòîâ êàðòîôåëÿ. Ñîðòà
Äåçèðå è Äåñíèöà áûëè òðàíñôîðìèðîâàíû ãåíàìè rs, êîäèðóþ-
ùèìè âåùåñòâà, ïðèäàþùèå èì íåñïåöèôè÷åñêóþ óñòîé÷èâîñòü ê
ïàòîãåíàì. Ñîðò Þáèëåé Æóêîâà òðàíñôîðìèðîâàí ãåíîì 3cryA,
îòâå÷àþùèì çà óñòîé÷èâîñòü ê êîëîðàäñêîìó æóêó. Ðàñòåíèÿ âû-
ðàùèâàëè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ íà îïòèìèçèðîâàííîé ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå Ìóðàñèãå-Ñêóãà. Ïîñëå ÷åòûðåõ íåäåëü êóëüòèâèðîâà-
íèÿ èõ èñïîëüçîâàëè äëÿ àíàëèçà ÔÑ, êîòîðûå èçâëåêàëè ýêñò-
ðàêöèåé 96 %-íûì ýòàíîëîì. Â ýòàíîëüíûõ ýêñòðàêòàõ ñïåêòðî-
ôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ñóììû ðàñòâî-
ðèìûõ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé ñ ðåàêòèâîì Ôîëèíà-Äåíèñà è ñî-
äåðæàíèå ôëàâîíîëîâ ñ 1 %-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì õëîðèñòîãî
àëþìèíèÿ (Çàïðîìåòîâ, 1974).

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ÔÑ ïîêàçàëî, ÷òî â ñëó÷àå êîíò-
ðîëüíûõ ðàñòåíèé ñîðòà Äåñíèöà è Äåçèðå îáëàäàëè áîëåå âûñî-
êîé è ïî÷òè îäèíàêîâîé áèîñèíòåòè÷åñêîé ñïîñîáíîñòüþ, à ó ñîð-
òà Þáèëåé Æóêîâà îíà áûëà â äâà ðàçà íèæå. Ýòî ïðîÿâëÿëîñü
êàê â ñóììàðíîì êîëè÷åñòâå ðàñòâîðèìûõ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé,
òàê è â êîëè÷åñòâå ôëàâîíîëîâ.

Ââåäåíèå ãåíà rs ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ÔÑ â ðàñòåíè-
ÿõ êàðòîôåëÿ (îñîáåííî ó ñîðòà Äåçèðå). Ïðè ýòîì ñóììàðíîå èõ
ñîäåðæàíèå â òðàíñôîðìàíòàõ áûëî â òðè ðàçà íèæå, ÷åì â êîíò-
ðîëå, à ñîäåðæàíèå ôëàâîíîëîâ – ïî÷òè â 10 ðàç. Ââåäåíèå ãåíà
3cryA, õîòÿ è ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì áèîñèíòåòè÷åñêîé ñïî-
ñîáíîñòè ðàñòåíèé, íî â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè (íà 40 %
êàê â ñëó÷àå ñóììû ÔÑ, òàê è ôëàâîíîëîâ).

Ñëåäîâàòåëüíî, ââåäåíèå â ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ ãåíîâ rs, êîäè-
ðóþùèõ âåùåñòâà, ïðèäàþùèå èì íåñïåöèôè÷åñêóþ óñòîé÷èâîñòü
ê ïàòîãåíàì, ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ èõ ñïîñîáíî-
ñòè ê ñèíòåçó ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé, ÷òî íå îòìå÷àëîñü ïðè ââå-
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äåíèè ãåíà 3cryA. Ýòî åùå ðàç ïîä÷åðêèâàåò íåîáõîäèìîñòü «èíäè-
âèäóàëüíîãî» ïîäõîäà ê èçó÷åíèþ ðàñòåíèé-òðàíñôîðìàòîâ, â òîì
÷èñëå è êàðòîôåëÿ, ñ öåëüþ ïîñëåäóþùåé ðàçðàáîòêè ñòðàòåãèè
èñïîëüçîâàíèÿ ïîëó÷àåìûõ èç íèõ ãåí-ìîäèôèöèðîâàííûõ ïðîäóê-
òîâ.

ВЛИЯНИЕ ГЕНОВ rolB, rolC И ГЕНА ДРОЖЖЕВОЙ ИНВЕРТАЗЫ
НА УГЛЕВОДНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ

В ПРОЦЕССЕ КЛУБНЕОБРАЗОВАНИЯ У КАРТОФЕЛЯ

Effect of rolB, rolC, and yeast invertase genes
on carbohydrate metabolism during tuberization of potato

Е.В. Гришунина, Л.И. Сергеева, Н.П. Аксенова, Т.Н. Константинова,
С.А. Голяновская, Г.А. Романов

Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва
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Èçó÷àëè âëèÿíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ rolB è rolC èç àãðîáàêòå-
ðèè A. rhizogenes è ãåíà äðîææåâîé èíâåðòàçû ïîä êîíòðîëåì êëóá-
íåñïåöèôè÷íîãî ïðîìîòîðà ïàòàòèíà êëàññà I (Â33-ïðîìîòîð) íà
ñîäåðæàíèå öèòîêèíèíîâ è íà îòäåëüíûå ýòàïû óãëåâîäíîãî ìåòà-
áîëèçìà ðàçâèâàþùèõñÿ êëóáíåé êàðòîôåëÿ. Êîíòðîëÿìè ñëóæè-
ëè íåòðàíñôîðìèðîâàííûå ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ è ðàñòåíèÿ ñ ðå-
ïîðòåðíûì ãåíîì GUS, ñîåäèíåííûì ñ êîíñòèòóòèâíûì ïðîìîòî-
ðîì 35S CaMV. Ðàñòåíèÿ âûðàùèâàëè in vitro íà àãàðèçîâàííîé
ñðåäå MS, ñîäåðæàùåé 2 % ñàõàðîçû, ïðè 20 °Ñ è 16-÷àñîâîé äëè-
íå äíÿ. Çàòåì îäíîóçëîâûå ÷åðåíêè âñåõ âàðèàíòîâ êóëüòèâèðîâà-
ëè â ïîëíîé òåìíîòå ïðè 20 °Ñ íà ñðåäå MS áåç ãîðìîíîâ ñ 8 %-íîé
êîíöåíòðàöèåé ñàõàðîçû. Íà ïÿòûé-ñåäüìîé äåíü â ïàçóõàõ ÷å-
ðåíêîâ ôîðìèðîâàëèñü ìèêðîêëóáíè. Ãåíû rolB è îñîáåííî rolC
îêàçàëè ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ïðîöåññ êëóáíåîáðàçîâàíèÿ, à
òàêæå íà ìîðôîëîãè÷åñêèå, àíàòîìè÷åñêèå è öèòîëîãè÷åñêèå õà-
ðàêòåðèñòèêè ìèêðîêëóáíåé òðàíñôîðìèðîâàííîãî êàðòîôåëÿ,
êóëüòèâèðóåìîãî in vitro.

Â ïîëó÷åííûõ êëóáíÿõ îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ðàçëè÷íûõ
ôîðì öèòîêèíèíîâ è èõ ïðîèçâîäíûõ. Ýêñòðàêöèþ è î÷èñòêó öè-
òîêèíèíîâ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå Reding et al., 1996. Äëÿ ðàçäå-
ëåíèÿ è îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ öèòîêèíèíîâ èñïîëüçîâàëè ìå-
òîä æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè â êîìáèíàöèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðè÷åñêèì îïðåäåëåíèåì (Zubko et al., 2002). Â rolC-êëóáíÿõ ñîäåð-
æàíèå ðèáîçèäîâ (ZR è IPR) áûëî ïîâûøåíî ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ
ñîäåðæàíèåì â êëóáíÿõ äðóãèõ ãåíîòèïîâ. Ïðè ýòîì äîñòîâåðíûõ
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èçìåíåíèé ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíûõ îñíîâàíèé öèòîêèíèíîâ (Z, IP)
íå âûÿâëåíî. Ñîäåðæàíèå IP7G, IP9G óâåëè÷åíî â ìèêðîêëóáíÿõ
rolB- è rolC-òðàíñôîðìàíòîâ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè èíâåðòàçû, ñàõàðîçîñèíòàçû è
ÀÄÔ-ãëþêîçîïèðîôîñôîðèëàçû èñïîëüçîâàëè äâà ïîäõîäà: ãèñòî-
õèìè÷åñêîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ in situ è îïðåäåëå-
íèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ â ýêñòðàêòàõ. Â ìèêðîêëóáíÿõ ðàñòå-
íèé, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ãåíàìè äðîææåâîé èíâåðòàçû è/èëè
rolC, îáíàðóæåíà âûñîêàÿ àêòèâíîñòü èíâåðòàçû, òîãäà êàê â êëóá-
íÿõ êîíòðîëüíûõ âàðèàíòîâ è rolB-ðàñòåíèé èíâåðòàçà ïðàêòè÷åñ-
êè íå îïðåäåëÿëàñü. Îáíàðóæåíà âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ñàõàðîçîñèí-
òàçû è ÀÄÔ-ãëþêîçîïèðîôîñôîðèëàçû âî âñåõ èçó÷åííûõ âàðèàí-
òàõ.

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ñàõàðîâ â ìèêðîêëóáíÿõ ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî äàâëåíèÿ â ñî÷å-
òàíèè ñ èìïóëüñíîé àìïåðîìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé. Ñîäåðæàíèå
ãëþêîçû ó âñåõ âàðèàíòîâ áûëî çíà÷èòåëüíî íèæå ñîäåðæàíèÿ
ôðóêòîçû è ñàõàðîçû, ïðè÷åì ðàçëè÷èÿ ïî êîëè÷åñòâó ãëþêîçû
è/èëè ôðóêòîçû â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ áûëè íåäîñòîâåðíûìè.
Îñíîâíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó âàðèàíòàìè îòìå÷åíû ïî ñîäåðæàíèþ
ñàõàðîçû: â êëóáíÿõ ðàñòåíèé ñ ãåíàìè rolC è rolB ñîäåðæàíèå
ñàõàðîçû áîëüøå, ÷åì â êëóáíÿõ îáîèõ êîíòðîëåé. Íàïðîòèâ, â
ìèêðîêëóáíÿõ ðàñòåíèé ñ ãåíîì äðîææåâîé èíâåðòàçû îáíàðóæå-
íî ñàõàðîçû ìåíüøå, ÷åì â êëóáíÿõ êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé.

Äëÿ àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ êðàõìàëà èñïîëüçîâàëè ìåòîä æèä-
êîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî äàâëåíèÿ, èçìåðÿÿ êîëè÷åñòâî
ãëþêîçû, îáðàçóþùåéñÿ â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà êðàõìàëà. Ó rolB-
ðàñòåíèé íàáëþäàëîñü ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ êðàõìàëà, à ó rolC-
ðàñòåíèé – ñíèæåíèå, õîòÿ îòëè÷èÿ îò êîíòðîëåé áûëè íà ãðàíè
äîñòîâåðíîñòè. Ïðè ñðàâíåíèè òðàíñãåííûõ ëèíèé îêàçàëîñü, ÷òî
ñîäåðæàíèå êðàõìàëà â êëóáíÿõ rolB-òðàíñôîðìàíòîâ âûøå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ìèêðîêëóáíÿìè rolC- è èíâåðòàçíûõ òðàíñôîðìàíòîâ.

Â öåëîì ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êëóáíåñïåöèôè-
÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ òðàíñãåíîâ rolC è rolB è äðîææåâîé èíâåðòàçû
ñóùåñòâåííî âëèÿåò íà óãëåâîäíûé ìåòàáîëèçì êëóáíåé êàðòîôå-
ëÿ è íà èõ öèòîêèíèíîâûé ñòàòóñ (â ñëó÷àå rol-òðàíñãåíîâ). Â êëóá-
íÿõ rolC-ðàñòåíèé íàáëþäàëîñü ïàðàäîêñàëüíîå ñî÷åòàíèå àêòèâ-
íîñòè ñàõàðîçîñèíòàçû è (âåðîÿòíî, âàêóîëÿðíîé) èíâåðòàçû, òîã-
äà êàê â íîðìå àêòèâíîñòü èíâåðòàçû â êëóáíå çàìåùàåòñÿ íà àê-
òèâíîñòü ñàõàðîçîñèíòàçû. Òàêèå èçìåíåíèÿ â ñî÷åòàíèè ñ ïîâû-
øåííûì ñîäåðæàíèåì ðÿäà öèòîêèíèíîâ ìîãóò áûòü îäíîé èç ïðè-
÷èí àòèïè÷íîé ìîðôîëîãèè rolC-êëóáíåé.

Работа поддержана грантом РФФИ.
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РАЗЛИЧНЫМ КЛЕТОЧНЫМ КОМПАРТМЕНТАМ ПРИ ПРОРАСТАНИИ

Conferring of protection from salt stress factors
to various cell compartments at germination by genetic engineering

А.А. Гулевич1, 2, Е.Н. Баранова2

1 Всероссийский институт кормов им. В.Р. Вильямса, г. Лобня
2 Всероссийский научно-исследовательский институт
сельскохозяйственной биотехнологии, г. Москва

Ïðè ïðîðàñòàíèè ñåìåíà ÷àñòî ñòàëêèâàþòñÿ ñ äåéñòâèåì ðàç-
ëè÷íîãî ðîäà íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ êàê áèîòè÷åñêîé, òàê è
àáèîòè÷åñêîé ïðèðîäû. Çàñîëåíèå ïî÷â îêàçûâàåò ìíîæåñòâî íå-
ãàòèâíûõ âîçäåéñòâèé íà ðàñòåíèÿ ñ ìîìåíòà ïðîðàñòàíèÿ ñåìåíè
äî âðåìåíè çàâÿçûâàíèÿ íîâûõ ñåìÿí. Íà óðîâíå îòäåëüíîé êëåò-
êè àäàïòàöèÿ ê çàñîëåíèþ ñâÿçàíà ñ ôîðìèðîâàíèåì îòâåòà íà
îñìîòè÷åñêèé, òîêñè÷åñêèé è îêñèäàòèâíûé ñòðåññû. Òêàíè ñåìå-
íè ñôîðìèðîâàíû èç ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ
îòëè÷èÿìè â ñâîåé ñòðóêòóðå; íàèáîëåå çàìåòíà ðàçíèöà â ñòðîå-
íèè çàïàñàþùèõ êîìïàðòìåíòîâ è èõ ôîðìå. Óòèëèçàöèÿ çàïàñ-
íûõ âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ ëèìèòèðóþùèì ôàêòîðîì ðàçâèòèÿ ïðîðî-
ñòêà. Â ýòèõ ïðîöåññàõ çàäåéñòâîâàíû ïðàêòè÷åñêè âñå âíóòðè-
êëåòî÷íûå êîìïàðòìåíòû.

Âîçäåéñòâèå ñîëåé âûçûâàåò ñïåöèôè÷åñêèå íàðóøåíèÿ â ðàç-
ëè÷íûõ îðãàíåëëàõ è êîìïàðòìåíòàõ êëåòîê, ñâÿçàííûå ñ íàðó-
øåíèåì íîðìàëüíîãî ïðîòåêàíèÿ ïðîöåññîâ ìåòàáîëèçìà, õàðàê-
òåðíûõ äëÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê íà ðàííèõ ýòàïàõ ïðîðàñòà-
íèÿ è ðàçâèòèÿ ïðîðîñòêà. Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ñîëåé íå îäèíàêî-
âî, îäíàêî î÷åâèäíî, ÷òî ñòðàòåãèÿ çàùèòû ìîæåò áûòü ïîñòðîåíà
íà êîìïëåêñíîé ïðîãðàììå çàùèòû îòäåëüíûõ êîìïàðòìåíòîâ, ÷òî
â èòîãå ïðèâåäåò ê óñèëåíèþ àäàïòàöèîííûõ âîçìîæíîñòåé êëåò-
êè â öåëîì.

Ãåííàÿ èíæåíåðèÿ ðàñòåíèé ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü òðàíñãåííûå
ðàñòåíèÿ, â êîòîðûå âíåäðåíû ÷óæåðîäíûå ãåíû èç ñàìûõ ðàçíî-
îáðàçíûõ èñòî÷íèêîâ èëè ó êîòîðûõ èçìåíåí óðîâåíü ýêñïðåññèè
ñóùåñòâóþùèõ ãåíîâ äëÿ óñèëåíèÿ ïðîòèâîäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûì
àáèîòè÷åñêèì ñòðåññàì, â òîì ÷èñëå è çàñîëåíèþ. Âïîëíå âîçìîæ-
íî öåëåíàïðàâëåííî ñîçäàòü êîìïëåêñíóþ çàùèòó ðàçëè÷íûõ êîì-
ïàðòìåíòîâ êëåòîê ñ ó÷åòîì ëîêàëèçàöèè äàííûõ êëåòîê â ñïåöè-
ôè÷åñêèõ îðãàíàõ è òêàíÿõ, à òàêæå ñî ñòàäèåé ðàçâèòèÿ ðàñòå-
íèÿ. Ýòî äîñòèãàåòñÿ ñîçäàíèåì ãåííî-èíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé,
ãäå ïðîìîòîðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áóäåò îòâå÷àòü çà ýêñïðåññèþ
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öåëåâîãî ãåíà â «íóæíîå âðåìÿ è â íóæíîì ìåñòå», à áåëîê-êîäèðó-
þùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áóäåò ñíàáæåíà ñïåöèôè÷åñêîé ñèãíàëü-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, íàïðàâëÿþùåé ñèíòåçèðóåìûé áåëîê â
çàðàíåå çàäàííûé êîìïàðòìåíò âíóòðè êëåòêè.

Èñõîäÿ èç îòìå÷åííûõ íàìè èçìåíåíèé óëüòðàñòðóêòóðû, îï-
òèìàëüíàÿ ñòðàòåãèÿ çàùèòû ïëàñòèä îò íåãàòèâíûõ ôàêòîðîâ çà-
ñîëåíèÿ äîëæíà ó÷èòûâàòü íåîáõîäèìîñòü ôîðìèðîâàíèÿ óñòîé-
÷èâîñòè êàê ê òîêñè÷åñêîìó, òàê è ê îñìîòè÷åñêîìó ôàêòîðó çàñî-
ëåíèÿ, ò.å. ýôôåêòèâíûì ìîæåò áûòü òðàíñôîðìàöèÿ ðàñòåíèé ãå-
íàìè, êîäèðóþùèìè áåëêè, ñïîñîáñòâóþùèå ñòàáèëèçàöèè ìåìá-
ðàí (íàïðèìåð, äåñàòóðàçà æèðíûõ êèñëîò èç ñèíåçåëåíîé âîäî-
ðîñëè Synecococcus), à òàêæå áåëêè, íåéòðàëèçóþùèå àêòèâíûå
ôîðìû êèñëîðîäà, ïîÿâëÿþùèåñÿ ïðè îêñèäàòèâíîì ñòðåññå (íà-
ïðèìåð, ñóïåðîêñèääèñìóòàçà èç Arabidopsis thaliana), èëè ôåð-
ìåíòû ñèíòåçà îñìîëèòîâ (íàïðèìåð, õîëèíîêñèäàçà èç áàêòåðèè
Arthrobacter globiformis). Âñåì äàííûì ãåíàì äîëæíà ïðåäøåñòâî-
âàòü ñèãíàëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íàïðàâëÿþùàÿ êîäèðóåìûé
áåëîê â ïëàñòèäó (íàïðèìåð, ëèäåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà
ðèáóëîçîáèñôîñôàòêàðáîêñèëàçû (Rubisco) ãîðîõà).

Äëÿ öåëåíàïðàâëåííîé çàùèòû ìèòîõîíäðèé ìîæíî èñïîëü-
çîâàòü òàêóþ æå êîíñòðóêöèþ ñ ãåíîì ñóïåðîêñèääèñìóòàçû, êî-
òîðàÿ áóäåò îòëè÷àòüñÿ ëèøü òåì, ÷òî âìåñòî ëèäåðíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ãåíà, ñâÿçàííîãî ñ ôîòîñèíòåçîì, áóäåò ñòîÿòü ëèäåðíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà, ôóíêöèîíèðóþùåãî âíóòðè ìèòîõîíä-
ðèé (íàïðèìåð, òîé æå ñóïåðîêñèääèñìóòàçû èç Arabidopsis tha-
liana).

Âàêóîëÿðíûé êîìïàðòìåíò ñàì ïî ñåáå èãðàåò âàæíóþ ðîëü â
ñîõðàíåíèè ñòàáèëüíîãî ãîìåîñòàçà êëåòêè. Ýòî äîñòèãàåòñÿ ïó-
òåì íàïðàâëåíèÿ âðåäíûõ äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ñèñòåì ñëîæíûõ ñîåäèíåíèé è ðàçëè÷íûõ èîíîâ, îñîáåííî
èçáûòî÷íî ïîñòóïàþùèõ â öèòîïëàçìó èç âíåøíåé ñðåäû, âíóòðü
âàêóîëè ÷åðåç ïîñðåäñòâî îñîáûõ òîíîïëàñòíûõ òðàíñïîðòåðîâ. Õî-
ðîøèå ðåçóëüòàòû ïðîäåìîíñòðèðîâàíû ïðè èñïîëüçîâàíèè êîí-
ñòðóêöèé ñ ãåíàìè Na+/H+-àíòèïîðòåðîâ, êîòîðûå ñïåöèôè÷åñêè
óäàëÿþò èçáûòîê èîíîâ Na+ èç öèòîïëàçìû âíóòðü âàêóîëè.

Âåðîÿòíîñòü îïîñðåäîâàííîãî ïîëîæèòåëüíîãî ýôôåêòà íà âñå
êîìïàðòìåíòû êëåòêè ïðè åå òðàíñôîðìàöèè ãåíàìè áåëêîâ, ïî-
çâîëÿþùèõ óìåíüøèòü íåãàòèâíîå âëèÿíèå òðåõ ñòðåññîâ, âûçû-
âàåìûõ çàñîëåíèåì, äîñòàòî÷íî âûñîêà. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî
òðàíñôîðìàöèÿ ðàñòåíèé ãåíàìè ñèíòåçà îñìîëèòîâ (ãëèöèíáåòàè-
íà, ïðîëèíà è ò.ï.), ãåíàìè èîííûõ òðàíñïîðòåðîâ (íàòðèåâûå èëè
êàëèåâûå àíòèïîðòåðû) è ãåíàìè, ñïîñîáñòâóþùèìè ñòàáèëèçà-
öèè ìåìáðàí ïðè îêñèäàòèâíîì ñòðåññå (ñóïåðîêñèääèñìóòàçà è
äð.), ïîçâîëÿò ïðåîäîëåòü íåãàòèâíîå âîçäåéñòâèå íà âñþ ñîâîêóï-
íîñòü âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòîâ.
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Ðîëü óãëåâîäíîãî ìåòàáîëèçìà â ôîðìèðîâàíèè óñòîé÷èâîñòè
ê ãèïîòåðìèè õîëîäîñòîéêèõ ðàñòåíèé, â îòëè÷èå îò ìîðîçîñòîé-
êèõ, äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ ìàëî èçó÷åííîé. Ýòî îòíîñèòñÿ ïðåæäå
âñåãî ê îäíîìó èç êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ óãëåâîäíîãî îáìåíà – èí-
âåðòàçå, ïðåäñòàâëåííîé ôîðìàìè, ëîêàëèçîâàííûìè â ðàçëè÷íûõ
êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ (àïîïëàñòå, öèòîçîëè, âàêóîëè). Èçìå-
íåíèå àêòèâíîñòè èíâåðòàçû â óñëîâèÿõ ãèïîòåðìèè ïðèâîäèò ê
ìîäèôèêàöèè êà÷åñòâåííîãî è êîëè÷åñòâåííîãî ñîñòàâà ñàõàðîâ.
Òðóäíîñòü èçó÷åíèÿ ýòîãî âîïðîñà ó õîëîäîñòîéêèõ ðàñòåíèé, â
îòëè÷èå îò ìîðîçîñòîéêèõ, ñîñòîèò â òîì, ÷òî â óñëîâèÿõ çàêàëè-
âàþùèõ (íèçêèõ ïîëîæèòåëüíûõ) òåìïåðàòóð ñîäåðæàíèå ñàõà-
ðîâ ó íèõ ïîâûøàåòñÿ â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ìåðå, à âîçäåéñòâèå
îòðèöàòåëüíîé òåìïåðàòóðû ïðèâîäèò ê ïðîÿâëåíèþ ìíîãèõ íå-
ñïåöèôè÷åñêèõ çàùèòíûõ ðåàêöèé, ÷òî ìåøàåò îäíîçíà÷íîé èí-
òåðïðåòàöèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ. Ïîýòîìó ðàñòåíèÿ êàðòî-
ôåëÿ (Solanum tuberosum L., cv. Dåsiråe), ýêñïðåññèðóþùèå ãåí
äðîææåâîé èíâåðòàçû, íàõîäÿùèéñÿ ïîä êîíòðîëåì ïàòàòèíîâîãî
ïðîìîòîðà Â33 êëàññà I è ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ëèäåð-
íîãî ïåïòèäà ïðîòåèíàçû II äëÿ àïîïëàñòíîé ëîêàëèçàöèè ôåð-
ìåíòà, ÿâèëèñü óäîáíîé ìîäåëüþ â èññëåäîâàíèè ó÷àñòèÿ ðàçíûõ
ôîðì èíâåðòàçû è îáðàçóþùèõñÿ ñàõàðîâ â ôîðìèðîâàíèè õîëî-
äîóñòîé÷èâîñòè. Ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ áûëè îòîáðàíû èç êîëëåê-
öèè êëîíîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñîâìåñòíîé ðàáîòû ñîòðóä-
íèêîâ Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé ôèçèîëîãèè ðàñòåíèé èì. Ìàêñà
Ïëàíêà (Golm, Germany) è Ëàáîðàòîðèè ðîñòà è ðàçâèòèÿ èì. Ì.Õ. -
×àéëàõÿíà ÈÔÐ ÐÀÍ. Ðàñòåíèÿ ðàçìíîæàëè ìèêðî÷åðåíêîâàíè-
åì in vitro è âûðàùèâàëè ïðè 22 °Ñ è 16-÷àñîâîì îñâåùåíèè ëàì-
ïàìè ËÁ-80 â òå÷åíèå ïÿòè íåäåëü â ïðîáèðî÷íîé êóëüòóðå íà
àãàðèçîâàííîé ÌÑ-ñðåäå, ñîäåðæàùåé 2 % ñàõàðîçû.

Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïîâûøåííàÿ àêòèâíîñòü àïîïëàñò-
íîé èíâåðòàçû â ëèñòüÿõ òðàíñôîðìàíòîâ ñïîñîáñòâóåò ãèäðîëè-
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ИЗОФЕРМЕНТНЫЙ АНАЛИЗ КАК ИНСТРУМЕНТ ИЗУЧЕНИЯ
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СТАТУСА ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ

The isozyme analysis as instrument
of the metabolic status research of transgenic plants

И.А. Егорова, Л.А. Лутова, И.Д. Курдюков
Санкт-Петербургский государственный университет, г. Санкт-Петербург

Е-mail: egorovai69@mail.ru

Äî ñèõ ïîð èçîôåðìåíòíûå ìàðêåðû øèðîêî èñïîëüçîâàëè äëÿ
ðåøåíèÿ çàäà÷ ïîïóëÿöèîííîé ãåíåòèêè, à òàêæå â öåëÿõ ãåíåòè-
÷åñêîãî êàðòèðîâàíèÿ ó ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìîâ. Â äàííîé ðàáîòå
èçîôåðìåíòû âûñòóïàþò óæå íå â ðîëè ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ, íî
ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ïîêàçàòåëÿìè â ãåíåòè÷åñêîì ìîíèòîðèíãå.
Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ñïåêòðà ðÿäà èçîôåð-
ìåíòîâ (ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàííûõ ìíîæåñòâåííûõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ ôîðì ôåðìåíòîâ), îòâå÷àþùèõ çà íåêîòîðûå êëþ÷åâûå ìî-
ìåíòû ìåòàáîëèçìà, íà îñíîâå êîëëåêöèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
âèäîâ ñ ðàçíîé áèîëîãèåé ðàçìíîæåíèÿ.

Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè âûáðàíû ðàñòåíèÿ òðåõ âèäîâ
èç äâóõ ñåìåéñòâ – Solanaceae (òàáàê è êàðòîôåëü) è Brassicaceae
(ðåäèñ). Ýòè äâà ñåìåéñòâà îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà íå òîëüêî

çó ïîñòóïàþùåé â àïîïëàñò ñàõàðîçû, òåì ñàìûì îãðàíè÷èâàÿ ýêñ-
ïîðò ñàõàðîçû âî ôëîýìó. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ïðîíèêíîâåíèå
îáðàçóþùèõñÿ ìîíîç â êëåòêè ìåçîôèëëà, èõ ôîñôîðèëèðîâàíèå
ñ äàëüíåéøèì îáðàçîâàíèåì ñàõàðîçû, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷è-
òåëüíûì ïîâûøåíèåì ñîäåðæàíèÿ ñàõàðîâ â ëèñòüÿõ.

Âàæíàÿ ðîëü èíâåðòàç è îñîáåííî åå êèñëîé íåðàñòâîðèìîé
ôîðìû â ïîâûøåíèè ñîäåðæàíèÿ ñàõàðîâ â ëèñòüÿõ è ôîðìèðîâà-
íèè óñòîé÷èâîñòè ê ãèïîòåðìèè áûëà ïîäòâåðæäåíà òàêæå â îïû-
òàõ íà ÌÑ-ñðåäàõ ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè ñàõàðîçû (2, 4 è
6 %). Îáíàðóæåííàÿ ñïîñîáíîñòü èññëåäóåìûõ ãåíîòèïîâ êàðòî-
ôåëÿ àäàïòèðîâàòüñÿ ê íèçêîé ïîëîæèòåëüíîé òåìïåðàòóðå (5 °Ñ)
ê òðåòüèì ñóòêàì ñîïðîâîæäàåòñÿ ìàêñèìàëüíîé àêòèâíîñòüþ êèñ-
ëûõ èíâåðòàç è íàèáîëüøèì ñîäåðæàíèåì ñàõàðîâ â ëèñòüÿõ, ÷òî
êîððåëèðóåò ñ óñòîé÷èâîñòüþ ðàñòåíèé ê ãèïîòåðìèè. Òàêèì îá-
ðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ ñ ââåäåííûì ãåíîì äðîæ-
æåâîé èíâåðòàçû ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü ïðÿìóþ ñâÿçü ìåæäó àê-
òèâíîñòüþ èíâåðòàç, îñîáåííî íåðàñòâîðèìîé åå êèñëîé ôîðìû, è
óñòîé÷èâîñòüþ ê ãèïîòåðìèè.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фун-
даментальных исследований (проект № 04-04-48476).
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áîòàíèêî-ñòðóêòóðíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè, íî è íàëè÷èåì ðàçíûõ
ñèñòåì ñàìîíåñîâìåñòèìîñòè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçíûõ ýâîëþ-
öèîííûõ ñòðàòåãèÿõ ýòèõ ðàñòåíèé â ïëàíå ðàçìíîæåíèÿ è ïîääåð-
æàíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ â ïðèðîäíûõ ïîïóëÿöèÿõ. Ðàñ-
òåíèÿ òàáàêà, ðåäèñà è êàðòîôåëÿ áûëè âçÿòû èç óæå ñóùåñòâóþ-
ùåãî ôîíäà ãåíåòè÷åñêîé êîëëåêöèè, ïîääåðæèâàåìîé â íàøåé ëà-
áîðàòîðèè äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèìè ìåòîäà-
ìè èõ òðàíñãåííîãî ñòàòóñà. Óêàçàííûå ðàñòåíèÿ ïîëó÷åíû ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ ïëàçìèä, ñîäåðæàùèõ ãåíû ipt è/èëè nptII
èç Agrobacterium tumefaciens: GV3850 Tr4 (ipt è nptII) äëÿ êàðòî-
ôåëÿ, pGV3850 KmR (nptII) è pART27::INTER (nptII) äëÿ òàáàêà,
ðÑÂ1346 (ipt è nptII) äëÿ ðåäèñà. Òàêèì îáðàçîì, àíàëèçèðóåìûå â
ýêñïåðèìåíòå ðàñòåíèÿ ñîäåðæàëè íàèáîëåå ÷àñòî (òðàäèöèîííî)
èñïîëüçóåìûå â ãåííîé èíæåíåðèè ðàñòåíèé áàêòåðèàëüíûå ãåíû.
Ýòî äîëæíî áûëî ñïîñîáñòâîâàòü ñîçäàíèþ áîëåå îïòèìàëüíûõ óñ-
ëîâèé àäåêâàòíîãî ñðàâíåíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðàçíûõ âèäîâ.

Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèë òàêæå âîïðîñ, ìåíÿåòñÿ ëè êà-
êèì-òî îáðàçîì ñïåêòð èçîôåðìåíòîâ òðàíñãåííîãî ðàñòåíèÿ â ðÿäó
ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïîëîâûõ ïîêîëåíèé ïîñëå ïðîöåäóðû òðàíñôîð-
ìàöèè. Äëÿ ýòîãî â ýêñïåðèìåíò áûëè âîâëå÷åíû ðàñòåíèÿ òàáàêà
Ò

1
-ïîêîëåíèÿ è ðåäèñà Ò

3
-ïîêîëåíèÿ.

Âñå ðàñòåíèÿ, íåñóùèå â ñîñòàâå ãåíîìà ÷óæåðîäíóþ âñòàâêó,
è êîíòðîëüíûå (èíòàêòíûå) ðàñòåíèÿ áûëè âîâëå÷åíû â çàêëþ÷è-
òåëüíûé ýòàï ðàáîòû – ñðàâíåíèå òðàíñãåííûõ è êîíòðîëüíûõ ðà-
ñòåíèé ïî ñïåêòðàì äâàäöàòè èçîôåðìåíòíûõ ìàðêåðîâ: àñïàðòà-
òàìèíîòðàíñôåðàçà (ÀÀÒ), ìàëàòäåãèäðîãåíàçà (ÍÀÄÔ- èëè ÍÀÄ-
çàâèñèìàÿ) (ÌDH-NADP, ÌDH-NAD), øèêèìàòäåãèäðîãåíàçà
(ShDH), àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçà (ADH), ýñòåðàçà (EST), ñóïåðîêñèä-
äèñìóòàçà (SOD), β-ãëþêîçèäàçà (β-GLU), êèñëàÿ ôîñôàòàçà (AcPh),
äèàôîðàçà (DIA), èçîöèòðàòäåãèäðîãåíàçà (IcDH), ãëþêîçî-6-ôîñ-
ôàòäåãèäðîãåíàçà (G-6-PhDH), ôîñôîãëþêîìóòàçà (PGM), ïåðîê-
ñèäàçà (PRX), ýíäîïåïòèäàçà (EP), ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçà (LAP),
ôîñôîãëþêîèçîìåðàçà (PGI), àêîíèòàçà (ACO), àðîìàòè÷åñêàÿ àë-
êîãîëüäåãèäðîãåíàçà (ÍÀÄÔ- èëè ÍÀÄ- çàâèñèìàÿ) (AroADH-
NADP, AroADH-NAD). Âî âñåõ ðàññìàòðèâàåìûõ ñëó÷àÿõ ïðîàíà-
ëèçèðîâàííûå ñïåêòðû ôåðìåíòíûõ ñèñòåì ó ðàñòåíèé îäíîãî è
òîãî æå âèäà ñîâïàäàëè.

Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé ìåæäó òðàíñãåííûìè è
êîíòðîëüíûìè ðàñòåíèÿìè ïî çèìîãðàììàì óêàçàííûõ âûøå ôåð-
ìåíòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè èçìåíåíèé â ìåòàáîëè÷åñ-
êîì ñòàòóñå ðàñòåíèé, ïîëó÷èâøèõ ÷óæåðîäíóþ âñòàâêó. Áîëåå
òîãî, ðàñòåíèÿ, ÿâëÿþùèåñÿ ïðåäñòàâèòåëÿìè âèäîâ äâóõ ñåìåéñòâ
ñ ðàçíîé áèîëîãèåé ðàçìíîæåíèÿ (Solanaceae è Brassicaceae), ñî-
âåðøåííî îäèíàêîâî – áåç èçìåíåíèé â èñõîäíîì ñïåêòðå èçîçèìîâ
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МНОГОУРОВНЕВАЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОДЕЛЬ
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ПОСЛЕДСТВИЙ

ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ РАСТЕНИЙ

Multilevel experimental model for gene transformation effects studying

А.Г. Еникеев, Т.В. Копытина, Е.В. Кузнецова, Л.А. Семенова, Л.В. Гаманец
Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН,

г. Иркутск
Е-mail: enikeev@sifibr.irk.ru

Òåõíîëîãèÿ ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé âêëþ÷àåò ïðîöå-
äóðó ðóòèííîãî îòáîðà ðåãåíåðàíòîâ ñ òðåáóåìûìè õàðàêòåðèñòè-
êàìè è îáÿçàòåëüíîå ïîäòâåðæäåíèå èõ ñâîéñòâ â íåñêîëüêèõ ñå-
ìåííûõ ïîêîëåíèÿõ. Ýòî î÷åíü òðóäîåìêàÿ è äëèòåëüíàÿ ïðîöå-
äóðà, íå ãàðàíòèðóþùàÿ ñòàáèëüíîñòè ñâîéñòâ ïîëó÷åííîãî òðàíñ-
ãåííîãî ðàñòåíèÿ. Äàëüíåéøåå ðàçâèòèå ãåííî-èíæåíåðíûõ òåõ-
íîëîãèé îñòðî íóæäàåòñÿ â ïîèñêå íîâûõ ïîäõîäîâ äëÿ îáåñïå÷å-
íèÿ ñòàáèëüíîé ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííûõ ãåíîâ è èñêëþ÷åíèÿ âîç-
ìîæíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ. Îòñóòñòâèå íàäåæíûõ êðèòåðèåâ
îöåíêè ñòàáèëüíîñòè ñâîéñòâ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé èñêëþ÷àåò âîç-
ìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ïðîäóêòîâ â ïåðâóþ

– ïåðåíåñëè ïðîöåäóðó òðàíñôîðìàöèè. Èç ýòîãî ñ áîëüøîé ñòåïå-
íüþ âåðîÿòíîñòè ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ìåõàíèçìû ãîðèçîíòàëü-
íîãî ïåðåíîñà ãåíîâ îäèíàêîâî ñòðîãî íå çàòðîíóëè êëþ÷åâûå ìî-
ìåíòû â ìåòàáîëèçìå ó ýòèõ ðàñòåíèé.

Îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé â èçîôåðìåíòûõ ñïåêòðàõ ìåæäó èñõîä-
íûìè (êîíòðîëüíûìè) è ñàìîîïûëåííûìè òðàíñôîðìèðîâàííûìè
ðàñòåíèÿìè òàáàêà è ðåäèñà ñâèäåòåëüñòâóåò íå òîëüêî îá îòñóò-
ñòâèè èçìåíåíèé â ìåòàáîëè÷åñêîì ñòàòóñå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
â íåñêîëüêèõ ïîêîëåíèÿõ. Ýòî ãîâîðèò è îá îòñóòñòâèè âëèÿíèÿ
äîçû òðàíñãåíà íà èçîôåðìåíòíûå ñïåêòðû òðàíñôîðìàíòà, ïîñêîëü-
êó èñõîäíî âñå òðàíñôîðìèðîâàííûå ðàñòåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ãåòåðîçè-
ãîòàìè ïî íàëè÷èþ Ò-ÄÍÊ âñòàâêè, à âûõîä â ãîìîçèãîòíîå ñîñòî-
ÿíèå (óäâîåíèå äîçû òðàíñãåíà) ó÷àñòêîâ ãåíîìà, íåñóùèõ ýòó âñòàâ-
êó, ïðîèñõîäèò ïðè ñàìîîïûëåíèè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá ýêîëîãè÷åñêîé áåç-
îïàñíîñòè èçó÷åííûõ ìîäåëüíûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé è âîçìîæ-
íîñòè íåêîòîðîé ýêñòðàïîëÿöèè äàííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè â ñåëü-
ñêîì õîçÿéñòâå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ çàäàííûìè ñâîéñòâàìè.
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î÷åðåäü èìåííî â òåõ îáëàñòÿõ, ãäå èõ âîçìîæíîå ïðèìåíåíèå îï-
ðàâäàíî è öåëåñîîáðàçíî, íàïðèìåð, ïðè ñîçäàíèè íîâûõ ëåêàð-
ñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è íàìè
ïðåäëîæåíà ìíîãîóðîâíåâàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü äëÿ èçó-
÷åíèÿ ïîñëåäñòâèé ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé. Îñíî-
âîé ïðåäëàãàåìîé ìîäåëè ÿâëÿåòñÿ àíàëèç ïîñëåäñòâèé òðàíñãåíå-
çà íà îáúåêòàõ ðàçíîãî óðîâíÿ îðãàíèçàöèè. Ýòî ïîëó÷åííàÿ èç
îäíîãî èñõîäíîãî ðàñòåíèÿ êóëüòóðà òêàíè, ðàñòåíèå in vitro, ðàñ-
òåíèå â ïî÷âå. Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ íà îòäåëü-
íûõ çâåíüÿõ ìîäåëè, ïîçâîëÿåò íàèáîëåå ïîëíî âûÿâèòü ïîñëåä-
ñòâèÿ òðàíñãåíåçà. Âòîðîé ñîñòàâíîé ÷àñòüþ ïðåäëàãàåìîé ìîäåëè
ÿâëÿåòñÿ êîìïëåêñíûé àíàëèç ïîñëåäñòâèé òðàíñôîðìàöèè íà ðàç-
ëè÷íûõ óðîâíÿõ: ôåíîòèïè÷åñêîì, ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêîì,
öèòîãåíåòè÷åñêîì è ìîëåêóëÿðíîì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåäåòñÿ
ïîèñê íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûõ ê òðàíñãåíåçó çâåíüåâ â ñåòè ãåí-
íûõ è ìåòàáîëè÷åñêèõ âçàèìîîòíîøåíèé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ñâèäåòåëüñòâóþò î âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè ïðåäëîæåííîãî ïîä-
õîäà.

МЕЗОСТРУКТУРА ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА
ARABIDOPSYS THALIANA ЛИНИЙ Соl, Col-4 И К-310

Photosynthetic apparatus mesostructure
in Arabidopsys thaliana of Соl, Col-4 and К-310 lines

Л.А. Иванов, Д.А. Ронжина, Л.А. Иванова
Ботанический сад УрО РАН, г. Екатеринбург

Е-mail: Leonid.Ivanov@botgard.uran.ru

Arabidopsis thaliana ÿâëÿåòñÿ ìîäåëüíûì îáúåêòîì â ãåíåòè-
êå, ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè ðàñòåíèé. Êîðîòêèé æèçíåííûé öèêë,
íåáîëüøîé ãàáèòóñ, ìàëûé ðàçìåð ÄÍÊ è ïðîñòîòà âûðàùèâàíèÿ
äåëàþò A. thaliana óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ àñ-
ïåêòîâ ðîñòà è ðàçâèòèÿ âûñøèõ ðàñòåíèé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â
èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçóþòñÿ íå òîëüêî èñõîäíûå ëèíèè äèêèõ ðà-
ñòåíèé A. thaliana, íî è ìíîãî÷èñëåííûå ìîäèôèöèðîâàííûå è
ìóòàíòíûå ôîðìû. Çà÷àñòóþ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì, êàê ãåííàÿ
òðàíñôîðìàöèÿ âëèÿåò íà îáùóþ ôèçèîëîãèþ ðàñòåíèÿ.

Öåëü ðàáîòû – âûÿñíèòü, âëèÿåò ëè ãåíåòè÷åñêè îáóñëîâëåí-
íîå èçìåíåíèå âíåøíèõ ïàðàìåòðîâ ëèñòüåâ íà èõ âíóòðåííþþ
ñòðóêòóðó è ôîòîñèíòåòè÷åñêóþ ñïîñîáíîñòü. Äëÿ ýòîãî îäíîâðå-
ìåííî è â îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ áûëè âûðàùåíû ðàñòåíèÿ A. tha-
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liana ìóòàíòíîé ëèíèè Ê-310 è äèêèõ ëèíèé Col è Col-4 (ñåìåíà
äëÿ âûðàùèâàíèÿ ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Â.Ñ. Êîâàëåì, ÈÖèÃ
ÑÎ ÐÀÍ). Ëèíèÿ Ê-310 ìàðêèðîâàíà ìóòàöèÿìè ïî ãåíàì apl(99),
er(48), gll(46) è cer(52), çàòðàãèâàþùèì èçìåíåíèÿ ÷àøåëèñòèêîâ,
ëåïåñòêîâ è âíåøíèõ ïàðàìåòðîâ ëèñòüåâ è ñòåáëÿ (ôîðìû, îòñóò-
ñòâèå âîñêà è òðèõîì). Óðàñòåíèé, íàõîäÿùèõñÿ â ãåíåðàòèâíîì
ñîñòîÿíèè, áûëè èçó÷åíû ïàðàìåòðû ôîòîñèíòåòè÷åñêèõ òêàíåé
ëèñòà.

Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ðàñòåíèÿ ìóòàíòíîé ëèíèè íå
îòëè÷àëèñü îò äèêèõ ëèíèé ïî òîëùèíå è ïëîùàäè ëèñòà, íî èìå-
ëè ñóùåñòâåííûå îòëè÷èÿ â ñòðóêòóðå ìåçîôèëëà. Ðàñòåíèÿ ëè-
íèè Ê-310 èìåëè áîëüøèé îáúåì êëåòîê ìåçîôèëëà – 80 òûñ. ìêì3,
÷òî ïðåâûøàëî ðàçìåðû êëåòîê äèêèõ ëèíèé íà 15-25 %. Êîíöåí-
òðàöèÿ êëåòîê â åäèíèöå ïëîùàäè ëèñòà ó âñåõ òðåõ ëèíèé áûëà
îäèíàêîâîé è ñîñòàâëÿëà 90-100 òûñ./ñì2 ëèñòà. Â êëåòêàõ ëèíèè
Ê-310 òàêæå îòìå÷åíî íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî õëîðîïëàñòîâ – 43
ïðîòèâ 29 è 35 ó ëèíèé Col è Col-4 ñîîòâåòñòâåííî. Ó ðàñòåíèé
ëèíèè Ê-310 îáíàðóæåíà áîëåå âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ õëîðîïëàñ-
òîâ â åäèíèöå ïëîùàäè ëèñòà – 4 ìëí./ñì2, â òî âðåìÿ êàê ó äèêèõ
ëèíèé â 1 ñì2 ëèñòà áûëî íå áîëåå 3 ìëí. õëîðîïëàñòîâ. Îáúåì
ìåçîôèëëà â ëèñòå ó ìóòàíòíîé ëèíèè áûë òàêæå âûøå íà 10 %.
Ó ðàñòåíèé ëèíèè Ê-310 âíóòðèëèñòîâàÿ àññèìèëÿöèîííàÿ ïîâåð-
õíîñòü (ïîâåðõíîñòü êëåòîê è õëîðîïëàñòîâ) â øåñòü-äåâÿòü ðàç
ïðåâîñõîäèëà âíåøíþþ ïîâåðõíîñòü ëèñòà, è ýòî îòíîøåíèå áûëî
áîëüøå íà 15-35 %, ÷åì ó äèêèõ ëèíèé. Áîëåå âûñîêèå çíà÷åíèÿ
âíóòðèëèñòîâîé ïîâåðõíîñòè îïðåäåëèëè áîëüøóþ ïðîâîäèìîñòü
êëåòîê ìåçîôèëëà äëÿ ÑÎ

2
, êîòîðàÿ ñîñòàâèëà 0.51 ñì/ñ äëÿ ëè-

íèè Ê-310, à äëÿ ëèíèé Ñîl-4 è Col – 0.44 ñì/ñ.
Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î

òîì, ÷òî ìóòàíòíàÿ ëèíèÿ Ê-310 ñóùåñòâåííî îòëè÷àëàñü îò äè-
êèõ ëèíèé íå òîëüêî ïî âíåøíèì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì,
íî è âíóòðåííåé ñòðóêòóðå ëèñòà è ïîòåíöèàëüíîé ïðîâîäèìîñòè
ìåçîôèëëà äëÿ ÑÎ

2
. Ýòî ÿâëÿåòñÿ õîðîøåé îñíîâîé äëÿ äàëüíåé-

øåãî èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ãåííûõ òðàíñôîðìàöèé ðàñòå-
íèé íà ìåçîñòðóêòóðó ôîòîñèíòåòè÷åñêîãî àïïàðàòà ëèñòà.
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НОВАЯ СИСТЕМА ЭКСПРЕССИИ CRY ГЕНОВ С ЦЕЛЬЮ СОЗДАНИЯ
БИОБЕЗОПАСНЫХ РАСТЕНИЙ, УСТОЙЧИВЫХ К НАСЕКОМЫМ

New system for Cry gene expression
to create biosafety insect-resistant plants

Е. Исаенко1, Н. Мирахоли, И.А. Абдеева, Н.А. Картель1, Н.О. Юрьева2,
И.В. Голденкова-Павлова

Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, г. Москва
Е-mail: irengold@vigg.ru

1 Институт генетики и цитологии НАН Беларуси, г. Минск
2 Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва

Ïðîáëåìû áèîáåçîïàñíîñòè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, â òîì ÷èñ-
ëå ýêñïðåññèðóþùèõ cry ãåíû, ÿâëÿþòñÿ àêòóàëüíûìè. Ïîêàçàíî,
÷òî Ñry áåëêè íå ÿâëÿþòñÿ òîêñè÷íûìè äëÿ ìëåêîïèòàþùèõ, ïòèö,
àìôèáèé, ðåïòèëèé è ñïåöèôè÷íî âëèÿþò íà îïðåäåëåííûå ãðóï-
ïû íàñåêîìûõ è áåñïîçâîíî÷íûõ âðåäèòåëåé. Â òî æå âðåìÿ íàè-
áîëåå îñòðûì îñòàåòñÿ âîïðîñ íåêîíòðîëèðóåìîãî ïåðåíîñà ãåíå-
òè÷åñêîé èíôîðìàöèè îò òðàíñãåíîâ â îêðóæàþùóþ ñðåäó, â äè-
êîðàñòóùèå ðàñòåíèÿ, â òîì ÷èñëå ñîðíûå. Íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñ-
ëåííûå èññëåäîâàíèÿ, ýòîò âîïðîñ ïîêà íå äî êîíöà ðàçðàáîòàí. Â
ñâÿçè ñ ýòèì ðàçðàáîòêà íîâûõ ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïðîèçâî-
äèòü òàêèå èññëåäîâàíèÿ áûñòðî, òî÷íî è ñ ìèíèìàëüíûìè çàòðà-
òàìè, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ èäåíòèôèêà-
öèè òðàíñãåíîâ èñïîëüçóåòñÿ öåëûé àðñåíàë ìåòîäîâ. Îäíàêî â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ýòè ìåòîäû òðåáóþò áîëüøèõ çàòðàò âðåìå-
íè, ðåàãåíòîâ, à òàêæå ñïåöèàëüíîãî îáîðóäîâàíèÿ, è èññëåäîâàòå-
ëè ÷àñòî èñïîëüçóþò ñòðàòåãèþ ðåïîðòåðíûõ ñèñòåì. Ñëåäóåò ïîä-
÷åðêíóòü, ÷òî cry3a-ãåí êîäèðóåò áåëîê, íå îáëàäàþùèé ôåðìåí-
òàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, çà ñ÷åò êîòîðîé ìîæíî îïðåäåëèòü êàê óðî-
âåíü åãî ýêñïðåññèè (êîëè÷åñòâåííî), òàê è ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó
áåëêîâîãî ïðîäóêòà. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî äëÿ èçó÷åíèÿ ýêñï-
ðåññèè öåëåâûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ïðî- è ýóêàðèîò â êà÷åñòâå òðàíñ-
ëÿöèîííîãî ðåïîðòåðà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà òåðìîñòàáèëüíàÿ
ëèõåíàçà. Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ãèáðèäíûé ãåí cry3aM-licBM2,
â êîòîðîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öåëåâîãî ãåíà òðàíñëÿöèîííî ñëèòà
ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ðåïîðòåðíîãî ãåíà òåðìîñòàáèëüíîé ëèõå-
íàçû, ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðóåòñÿ â êëåòêàõ äðîææåé è Cry3aÌ
áåëîê â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî Cry3a-LicBM2 áåëêà ñîõðàíÿåò ñâîþ
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü – èíñåêòèöèäíîå äåéñòâèå íà ëè÷èíêè
êîëîðàäñêîãî æóêà. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ãèáðèäíûé ãåí áóäåò ýôôåêòèâíî ýêñïðåññèðîâàòüñÿ è â ðàñòåíè-
ÿõ êàðòîôåëÿ ñ ñîõðàíåíèåì áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè áåëêîâûõ
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ïðîäóêòîâ. Ñ öåëüþ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûë ñêîíñòðóè-
ðîâàí ýêñïðåññèîííûé âåêòîð äëÿ òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé. Â ýòîì
âåêòîðå ãèáðèäíûé cry3aM-licBM2 ãåí íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì
ñâåòîèíäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà ãåíà ìàëîé ñóáúåäèíèöû ÐÁÔÊ/Î
(rbcS) Arabidobsis thaliana. Áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå ìîäåëè ïåðâè÷íûõ òðàíñôîðìàíòîâ êàðòîôåëÿ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèå ãèáðèäíûé ãåí cry3aM-licBM2. Ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèìè
ìåòîäàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ðàñòåíèÿõ êàðòîôåëÿ ýôôåêòèâíî ñèíòå-
çèðóþòñÿ ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé, ñîîòâåò-
ñòâóþùåé òåîðåòè÷åñêè ðàññ÷èòàííîé. Àíàëèç ïåðâè÷íûõ òðàíñ-
ôîðìàíòîâ êàðòîôåëÿ ëèíèè Cry3aM-LicBM2 íà óñòîé÷èâîñòü ïî
îòíîøåíèþ ê ëè÷èíêàì ïåðâîãî âîçðàñòà êîëîðàäñêîãî æóêà ïîêà-
çàë, ÷òî ïåðâè÷íûå òðàíñôîðìàíòû ðàñòåíèé ïðîÿâëÿþò îò 35 äî
81 % ýôôåêòèâíîñòè (òîêñè÷íîñòè), òîãäà êàê êîíòðîëüíûå ðàñòå-
íèÿ, îáðàáîòàííûå ðàñòâîðîì êðèñòàëëè÷åñêîãî áåëêà, – 100 %
òîêñè÷íîñòè. Ïðè ýòîì âûÿâëåíà ïîëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæ-
äó ïðîöåíòîì ñìåðòíîñòè ëè÷èíîê è óðîâíåì íàêîïëåíèÿ ãèáðèä-
íûõ áåëêîâ â ïåðâè÷íûõ òðàíñôîðìàíòàõ. Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçà-
íî, ÷òî ãèáðèäíûé áåëîê Cry3aM-LicBM2, êîòîðûé íàðàáàòûâàåò-
ñÿ â ïåðâè÷íûõ òðàíñôîðìàíòàõ êàðòîôåëÿ, îáåñïå÷èâàåò äîñòà-
òî÷íî âûñîêèé óðîâåíü çàùèòû ðàñòåíèé ïðîòèâ ëè÷èíîê êîëîðàä-
ñêîãî æóêà.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðåäëîæåíà íîâàÿ ñèñ-
òåìà ýêñïðåññèè cry ãåíîâ â ðàñòåíèÿõ. Îíà îñíîâàíà íà ýêñïðåñ-
ñèè ãèáðèäíûõ ãåíîâ, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ðåïîðòåðíîãî ãåíà ëèõåíàçû, è èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ðåãóëÿ-
òîðíîãî ýëåìåíòà ñâåòîèíäóöèáåëüíîãî ïðîìîòîðà, êîòîðûé îáåñ-
ïå÷èâàåò ïðåèìóùåñòâåííóþ ýêñïðåññèè êîíòðîëèðóåìûõ ãåíîâ
òîëüêî â çåëåíûõ òêàíÿõ ðàñòåíèÿ (ëèñòüÿõ) – îðãàíàõ-ìèøåíÿõ
äëÿ íàñåêîìûõ-âðåäèòåëåé. Îñíîâûâàÿñü íà ñâîéñòâàõ ðåïîðòåð-
íîãî áåëêà ëèõåíàçû, âõîäÿùåãî â ñîñòàâ ãèáðèäíûõ áåëêîâ, ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì èñïîëüçîâàòü ýòó ðåïîðòåðíóþ ñèñòåìó äëÿ
ìîíèòîðèíãà òðàíñãåíîâ â àãðîöåíîçàõ, ïîñêîëüêó ýòà ñèñòåìà
ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî ïðîñòîé è òî÷íîé è íå òðåáóåò áîëüøèõ ìàòå-
ðèàëüíûõ è âðåìåííûõ çàòðàò.

Работа выполнена при финансовой поддержке грантов РФФИ (06-04-
81009-Бел_а, 05-04-49186-а).
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Transgenic wheat with highed photosynthesis and grain yield

О.И. Кершанская
Институт биологии и биотехнологии растений,
Национальный центр биотехнологии, г. Алматы

E-mail: gen_o.kersh@mail.ru

Ãåíåòè÷åñêèå ìîäèôèêàöèè ôîòîñèíòåçà, îñíîâàííûå íà ìåòî-
äàõ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè ïîñðåäñòâîì ââåäåíèÿ ãåíîâ, êîäè-
ðóþùèõ ôåðìåíòû Ñ

4
 ìåòàáîëèçìà èç êóêóðóçû â ïøåíèöó, ÿâëÿ-

þòñÿ ïåðâûì øàãîì ê òðàíñôîðìàöèè ïøåíèöû íà ïîâûøåíèå åå
óðîæàéíîñòè äî 30 % è ñîçäàíèþ íîâûõ ôîðì, óñòîé÷èâûõ ê àáè-
îòè÷åñêèì è áèîòè÷åñêèì ñòðåññîâûì ôàêòîðàì. Èññëåäîâàíèÿ â
äàííîì íàïðàâëåíèè ÿâëÿþòñÿ íà÷àëîì ðàçâèòèÿ ìåòàáîëè÷åñêîé
èíæåíåðèè è ìåòàáîëîìèêñà, à òàêæå îòêðûâàþò øèðîêèå ïåðñ-
ïåêòèâû äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé â êà÷åñòâå ìî-
äåëüíûõ ñèñòåì.

Öåëü: èññëåäîâàòü ïðåèìóùåñòâà áèîòåõíîëîãèé è óñòàíîâèòü
ïîäõîäû ê ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ôîòîñèíòåçà ó ïøåíèöû
äëÿ ïîâûøåíèÿ åå óðîæàéíîñòè äî 30% ïóòåì ââåäåíèÿ ãåíîâ êó-
êóðóçû, êîäèðóþùèõ ôåðìåíòû Ñ

4
 ìåòàáîëèçìà ôîòîñèíòåçà. Ìå-

òîäû òðàíñôîðìàöèè ïøåíèöû ïîñðåäñòâîì áîìáàðäìåíòà è Agroba-
cterium áûëè îïòèìèçèðîâàíû äëÿ ïÿòè ÿðîâûõ Àìåðèêàíñêèõ è
15 ÿðîâûõ è îçèìûõ Êàçàõñòàíñêèõ ñîðòîâ. Ðàçðàáîòàíû ñõåìû
ââåäåíèÿ ãåíà, êîäèðóþùåãî êëþ÷åâîé ôåðìåíò Ñ

4
 ìåòàáîëèçìà –

ôîñôîýíîëïèðóâàò êàðáîêñèëàçó (ÔÝÏÊ), èç êóêóðóçû â ïøåíèöó
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.
Îáñóæäàþòñÿ ïðåèìóùåñòâà è íåäîñòàòêè äàííûõ ìåòîäîâ. Ðàçðà-
áàòûâàåòñÿ ïðîñòîé è ýôôåêòèâíûé, åñòåñòâåííûé äëÿ ïøåíèöû
ìåòîä òàê íàçûâàåìîé germ-line òðàíñôîðìàöèè ïóòåì ïèïåòèðî-
âàíèÿ ãåíà èíòåðåñà íà ðûëüöå ïåñòèêà öâåòêîâ ïøåíèöû ïåðåä
îïëîäîòâîðåíèåì. Â ìåòîäå èñïîëüçîâàí óíèêàëüíûé äëÿ ïøåíè-
öû ìåõàíèçì äèñòàíöèîííîãî òðàíñôåðà ïûëüöû, ñîäåðæàùåé áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ôëàâîíîèäíûõ ãëþêîçèäîâ, êîòîðûå äåéñòâóþò êàê
èíäóñåðû vir çîíû Ti ïëàçìèä. Èñïîëüçîâàíèå äàííîãî ìåòîäà ïî-
çâîëèëî ïîëó÷èòü îêîëî 5000 ïðåäïîëîæèòåëüíî òðàíñãåííûõ ñå-
ìÿí è ðÿä òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ïøåíèöû ñ ãåíîì ÔÝÏÊ. Âûñî-
êèé óðîâåíü ýêñïðåññèè C

4
-ñïåöèôè÷åñêîãî ãåíà êóêóðóçû â òðàíñ-

ãåííîé ïøåíèöå ïîäòâåðæäåí ïðîáàìè àêòèâíîñòè ÔÝÏÊ â ýêñò-
ðàêòàõ èç ëèñòüåâ ñ ïîñëåäóþùèì ãåëü-ýëåêòðîôîðåçîì, western,
Southern blot è ÏÖÐ-àíàëèçîì.
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ФЕРМЕНТЫ МЕТАБОЛИЗМА ТРИПТОФАНА
В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ ТАБАКА

Tryptophan methabolism enzymes in transgenic tobacco plants

Т.В. Копытина, Е.В. Кузнецова, А.Г. Еникеев
Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск

Е-mail: kopytina@sifibr.irk.ru

Ïîêàçàíî ìíîãèìè àâòîðàìè, ÷òî ïåðåíîñ ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â
ðàñòèòåëüíûé ãåíîì âëèÿåò íà ýêñïðåññèþ ðàñòèòåëüíûõ ãåíîâ,
÷òî ïðèâîäèò ê ìîäèôèêàöèè áåëîêñèíòåçèðóþùåé ñèñòåìû, àê-
òèâíîñòè ôîòîñèíòåòè÷åñêîé ñèñòåìû, ãîðìîíàëüíîãî ñòàòóñà è
àêòèâíîñòè êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ ìåòàáîëèçìà ðàñòåíèé.

Î÷åíü ìàëî èçâåñòíî î âëèÿíèè Ò-ÄÍÊ èíñåðöèè áåç öåëåâûõ
ãåíîâ íà ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé. Ýòîò âîïðîñ ÿâëÿåòñÿ âàæíûì äëÿ ïîíèìàíèÿ îñíîâíûõ ìå-
õàíèçìîâ òðàíñãåíåçà, ïîñêîëüêó ïî èìåþùèìñÿ äàííûì âñòðàèâà-

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ïøåíèöû ñ èíòðîäóöèðîâàííûì ãåíîì
ÔÝÏÊ äåìîíñòðèðîâàëè ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè ÔÝÏÊ àêòèâíîñ-
òè, óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôîòîñèíòåòè÷åñêîãî ãàçîîáìåíà ëè-
ñòüÿìè, ñíèæåíèå äîëè ôîòîäûõàíèÿ ïðè ôîòîñèíòåòè÷åñêîì ïî-
ãëîùåíèè CO

2
. Àêòèâèçàöèÿ ôîòîñèíòåòè÷åñêîé ôóíêöèè ó òðàíñ-

ãåííûõ ðàñòåíèé ïøåíèöû ñâÿçàíà ñ ïîâûøåíèåì óñòüè÷íîé ïðî-
âîäèìîñòè è óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè ìåæêëåòî÷íîé CO

2
, îáóñ-

ëîâëåííîé îòêðûòèåì óñòüèö. Ðåçóëüòàòîì ïîâûøåíèÿ êîíöåíò-
ðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîé ÑÎ

2
 ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå ôèêñàöèè ÑÎ

2
èç àòìîñôåðû è ïîäàâëåíèå îêñèãåíàçíîé àêòèâíîñòè ÐÁÔÊ è ôî-
òîäûõàíèÿ. Âîçìîæíî, ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ÔÝÏÊ â guard
êëåòêàõ ïîçâîëÿåò ôèêñàöèþ áîëüøåé êîíöåíòðàöèè àòìîñôåð-
íîé ÑÎ

2
 â ìàëàò â âàêóîëå, êàëèé äâèæåòñÿ ê guard êëåòêàì, ñòè-

ìóëèðóÿ îñìîòè÷åñêèé ïðèòîê âîäû è ïîâûøåíèå òóðãîðà äëÿ îò-
êðûòèÿ óñòüèö. Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå äîêàçàíà óíèêàëüíàÿ âîç-
ìîæíîñòü àêòèâèçàöèè ôîòîñèíòåòè÷åñêîé ôóíêöèè ó òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé ïøåíèöû âñëåäñòâèå ââåäåíèÿ â ïøåíèöó ãåíà ÔÝÏÊ
èç Ñ

4
 êóêóðóçû.

 Ïåðñïåêòèâàìè ââåäåíèÿ ãåíîâ ÔÝÏÊ, ÏÔÄÊ, ÍÀÄ-ÌÅ â
ïøåíèöó ïðåäñòàâëÿþòñÿ: èçìåíåíèå àíàòîìè÷åñêîé ñòðóêòóðû
ëèñòà – ïîÿâëåíèå ïðèçíàêîâ Êðàíö àíàòîìèè; àêòèâèçàöèÿ óãëå-
ðîäíîãî è àçîòíîãî ìåòàáîëèçìà; îïòèìèçàöèÿ ðåïðîäóêòèâíûõ
òêàíåé; ïîâûøåíèå òîëåðàíòíîñòè ê áèîòè÷åñêîìó è àáèîòè÷åñêî-
ìó ñòðåññàì (ôîòîîêèñëåíèþ, íèçêîé òåìïåðàòóðå, ÓÔ, ìèíåðàëü-
íîìó äåôèöèòó, ñòàðåíèþ); èçìåíåíèå êâàíòîâîãî âûõîäà ôîòîñè-
ñòåìû II, ôîòîõèìè÷åñêîé è íåôîòîõèìè÷åñêîé äèññèïàöèè ýíåð-
ãèè õëîðîôèëëà; ïîâûøåíèå óðîæàÿ çåðíà íà 25-30 %.
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íèå Ò-ÄÍÊ íå ïîä÷èíÿåòñÿ êàêèì-ëèáî çàêîíîìåðíîñòÿì è íîñèò
ñïîíòàííûé õàðàêòåð. Â ðåçóëüòàòå òàêèõ èíñåðöèîííûõ ìóòàöèé
ìîãóò èçìåíÿòüñÿ ãåíû, êîäèðóþùèå áåëêè, âîâëå÷åííûå â êëþ÷å-
âûå ïðîöåññû áèîñèíòåçà, â ðåãóëÿöèþ è ñèíòåç òîêñè÷íûõ äëÿ
÷åëîâåêà è æèâîòíûõ ñîåäèíåíèé. Íàðóøåíèå ñòðóêòóðû ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ ðåãóëÿòîðíûå áåëêè, òàêèå êàê òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð, ìîãóò ïðèâîäèòü ê íàðóøåíèþ ýêñïðåññèè ìíîæåñòâà äðó-
ãèõ ãåíîâ.

Áûëî èíòåðåñíûì èçó÷èòü âëèÿíèå òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé
õîëîñòûì âåêòîðîì íà àêòèâíîñòü êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ ìåòàáî-
ëèçìà òðèïòîôàíà – òðèïòîôàíñèíòàçû è òðèïòîôàíðàöåìàçû. Â
êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà èñïîëüçîâàëèñü òðàíñãåííûå ðàñòå-
íèÿ Nicotiana tabacum L., òðàíñôîðìèðîâàííûå Agrobacterium tume-
facience 699, íåñóùåé âåêòîð pCNL65 nptII.

Ïîëó÷åííûå íà äàííîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ ðåçóëüòàòû ïîêà-
çûâàþò, ÷òî óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü òðèïòîôàíñèíòàçû â òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèÿõ ñóùåñòâåííî íå îòëè÷àëàñü îò òàêîâîé â êîíòðîëüíûõ
ðàñòåíèÿõ. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü òðèïòîôàíðàöåìàçû (íìîëü/ìã
áåëêà/÷àñ) ïðîÿâèëàñü íåñêîëüêî èíà÷å, â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ
áûëà â 1.5 ðàçà íèæå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèÿõ, ÷òî îáúÿñíÿ-
åòñÿ óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ áåëêà â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ ïî-
÷òè â äâà ðàçà. Àêòèâíîñòü òðèïòîôàíðàöåìàçû (íìîëü/ã ñûðîãî
âåñà), íàîáîðîò, áûëà âûøå â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ â 0.5 ðàçà.

Ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ ðàñòåíèé õîëîñòîé
Ò-ÄÍÊ íå âëèÿåò íà ñêîðîñòü ñèíòåçà òðèïòîôàíà, íî â òî æå ñàìîå
âðåìÿ âûçûâàåò èçìåíåíèÿ â ñêîðîñòè ðàöåìèçàöèè òðèïòîôàíà.

ИЗУЧЕНИЕ ТРАНСГЕННЫХ СОЛЕУСТОЙЧИВЫХ РАСТЕНИЙ РАПСА,
СОДЕРЖАЩИХ ГЕН ПРОЛИНДЕГИДРОГЕНАЗЫ

В АНТИСМЫСЛОВОЙ ОРИЕНТАЦИИ

Investigation of transgenic rapeseed plants with antisense proline
dehydrogenase gene

М.С. Кунда, Г.Н. Ралдугина, М.И. Хамахми, В.П. Холодова, Вл.В. Кузнецов
Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва

Е-mail: galina@ippras.ru

Îäíîé èç àêòóàëüíûõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé áèîòåõíîëîãèè ÿâëÿ-
åòñÿ ñîçäàíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðàïñà, óñòîé÷èâûõ ê çàñîëå-
íèþ. Ýòó çàäà÷ó ìîæíî ðåøèòü ïóòåì ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé ðàïñà – ñóïåðàêêóìóëÿòîðîâ ïðîëèíà. Ïðîëèí – ñîâìåñòè-
ìûé îñìîëèò, óíèâåðñàëüíîå ïðîòåêòîðíîå ñîåäèíåíèå, êîòîðîå
ìîæåò äåéñòâîâàòü â êà÷åñòâå àíòèîêñèäàíòà, ýíåðãåòè÷åñêîãî ñóá-
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ñòðàòà, à òàêæå ðåãóëÿòîðà ýêñïðåññèè ãåíîâ îñìîòè÷åñêîãî îòâåòà
íà ñîëåâîé ñòðåññ.

Ïóòåì àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè íàìè ñîçäàíû ðàñ-
òåíèÿ ðàïñà, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíò ãåíà ïðîëèíäåãèäðîãåíàçû
(ÏÄÃ) â àíòèñìûñëîâîé îðèåíòàöèè, ÷òî ïîçâîëÿåò íà óðîâíå òðàíñ-
êðèïöèè áëîêèðîâàòü ñèíòåç ýòîãî ôåðìåíòà, ðàçðóøàþùåãî ïðî-
ëèí, è ïîâûñèòü òåì ñàìûì óðîâåíü ïðîëèíà â êëåòêàõ. Òðàíñãåí-
íîñòü ðàñòåíèé ïîäòâåðæäåíà ìåòîäàìè ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðå-
àêöèè (ÏÖÐ) è îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè; òàêæå áûëà ïðîâåäåíà
îöåíêà ñîëåóñòîé÷èâîñòè íåêîòîðûõ ëèíèé ðàïñà. Ñîëåóñòîé÷è-
âîñòü ó ðÿäà òðàíñãåííûõ ëèíèé îêàçàëàñü áîëåå âûñîêîé ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íåòðàíñôîðìèðîâàííûìè ðàñòåíèÿìè.

Ðàñòåíèÿ ïîääåðæèâàëè â êîëëåêöèè â òå÷åíèå äâóõ ëåò, ðàç-
ìíîæàÿ ìåòîäîì ÷åðåíêîâàíèÿ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåííûé â
ãåíîì ðàïñà ôðàãìåíò ãåíà ÏÄÃ ñîõðàíÿëñÿ â êîëëåêöèîííûõ ëè-
íèÿõ ðàïñà â òå÷åíèå, ïî êðàéíåé ìåðå, øåñòè ñóáêóëüòèâèðîâà-
íèé, ÷òî ïîäòâåðæäåíî ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ è ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá
îòñóòñòâèè ñðåäè íèõ õèìåðíûõ ôîðì; â ïîñëåäíèõ ïðè ðàçìíîæå-
íèè ìåòîäîì ÷åðåíêîâàíèÿ ÷óæåðîäíûé ãåí ýëèìèíèðóåòñÿ. Íå-
ñêîëüêî òðàíñãåííûõ ëèíèé ðàïñà áûëè âûñàæåíû â ïî÷âó è ïîñëå
ïðèíóäèòåëüíîãî ñàìîîïûëåíèÿ äàëè ñåìåíà. Ïðè ýòîì ó ðàñòåíèé
íåêîòîðûõ ëèíèé íàáëþäàëè ïðîðàñòàíèå ñåìÿí â ñòðó÷êàõ íà ðà-
ñòåíèÿõ. Ñåìåíà ñîáðàíû è ïîñåÿíû íà ñðåäó Ìóðàñèãà-Ñêóãà â
ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ è áûëè ïîëó÷åíû ðàñòåíèÿ. Â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ-
àíàëèçà ÄÍÊ èç ýòèõ ðàñòåíèé, ïðèíàäëåæàâøèõ ê òðåì ñàìîîïû-
ëåííûì ëèíèÿì ðàïñà, ôðàãìåíò ãåíà ÏÄÃ îáíàðóæåí â ãåíîìå
òîëüêî íåêîòîðûõ èç íèõ. Ïðè ýòîì ÷àñòü ðàñòåíèé, â êîòîðûõ
îáíàðóæèâàëñÿ ôðàãìåíò ãåíà ÏÄÃ, íå ñîäåðæàëè äðóãèõ ýëåìåí-
òîâ êîíñòðóêöèè, èñïîëüçîâàâøåéñÿ äëÿ òðàíñôîðìàöèè.

ФОТОСИНТЕЗ И ФОТОИНГИБИРОВАНИЕ В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ
ТАБАКА С АГРОБАКТЕРИАЛЬНЫМИ ГЕНАМИ IPT И IAAM

Photosynthesis and photoinhibition in ipt and iaam
transgenic tobacco plants

В.А. Мудрик1, В.В. Алексеева2, Ю.С. Голубчикова3, Б.Н. Иванов1

1 Институт фундаментальных проблем биологии РАН, г. Пущино
2 Филиал Института биоорганической химии РАН, г. Пущино

3 Уральский государственный университет, г. Екатеринбург
Е-mail: vilen_mudrik@rambler.ru

Àóêñèíû è öèòîêèíèíû – îäíè èç êëþ÷åâûõ ãîðìîíîâ ðàñòå-
íèé. Ýòè ôèòîãîðìîíû îáëàäàþò øèðîêèì ðåãóëÿòîðíûì ñïåêò-
ðîì äåéñòâèÿ, çàòðàãèâàþùèì ìíîãèå ôèçèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè
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ðàñòåíèé. Ïîêàçàíî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå öèòîêèíèíîâ ïðè íå-
áëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâåííîé ðîëè
öèòîêèíèíîâ ïðè ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ íà ðàñòåíèÿ. Äåéñòâèå
àóêñèíîâ íà ðåãóëÿöèþ ïðîöåññà ôîòîñèíòåçà íîñèò áîëåå îïîñðå-
äîâàííûé õàðàêòåð. Èñïîëüçîâàíèå ðàñòåíèé ñ ââåäåíûìè àãðîáàê-
òåðèàëüíûìè ãåíàìè iaaM è ipt îòêðûëî øèðîêèå âîçìîæíîñòè
äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè àóêñèíîâ è öèòîêèíèíîâ â
ðîñòîâûõ, ôèçèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññàõ.

Öåëü íàøåé ðàáîòû – èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ïîâûøåííîãî ñîäåð-
æàíèÿ ýíäîãåííûõ öèòîêèíèíîâ è àóêñèíîâ íà áèîõèìè÷åñêèå è
ðîñòîâûå ïàðàìåòðû, à òàêæå íà ïàðàìåòðû ôëóîðåñöåíöèè õëî-
ðîôèëëà à ÔÑ2 ëèñòüåâ, ÑÎ

2
-ãàçîîáìåí è óñòîé÷èâîñòü ê èíãèáè-

ðîâàíèþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà ñ àãðîáàêòåðèàëüíûìè ãå-
íàìè ipt è iaaM, âûðàùåííûõ in vivo. Îáúåêò èññëåäîâàíèÿ – òðàíñ-
ãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà (Nicotiana tabacum L.) ñîðòà Ñàìñóí ñ ãå-
íàìè ipt è iaaM, âûðàùåííûå in vivo. Â ipt-plants ñîäåðæàíèå
öèòîêèíèíîâ áûëî áîëüøå â òðè ðàçà, à â iaaM-plants – â äâà ðàçà
áîëüøå àóêñèíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòåíèÿìè äèêîãî òèïà. Ðàñòå-
íèÿ âûðàùèâàëè â ñîñóäàõ ñ ïî÷âîé íà ñòàíöèè èñêóññòâåííîãî
êëèìàòà «Áèîòðîí».

Ó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé in vivo óìåíüøèëèñü äëèíà, âåñ è ïëî-
ùàäü ëèñòüåâ. Ñîäåðæàíèå ðàñòâîðèìîãî áåëêà è óãëåâîäîâ â ðàñ-
÷åòå íà ñûðîé âåñ ëèñòüåâ â iaaM-ðàñòåíèé ñíèæàëîñü íà 20 %, ó
ipt-ðàñòåíèé ñîäåðæàíèå ðàñòâîðèìîãî áåëêà óâåëè÷èëîñü íà 44 %
ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì, à ñîäåðæàíèå õëîðîôèëëà ñíèçèëîñü
íà 15-20. Êâàíòîâûé âûõîä ñíèçèëñÿ íà 10 è 29 % äëÿ iaaM è ipt-
ðàñòåíèé ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì, â òî âðåìÿ
êàê ñíèæåíèå ñêîðîñòè íåòòî-ôîòîñèíòåçà (P

N
) â ðàñ÷åòå íà õëîðî-

ôèëë áûëî áîëåå çíà÷èòåëüíûì – íà 42 è 66 %. Çíà÷åíèÿ êîýôôè-
öèåíòà ôîòîõèìè÷åñêîãî òóøåíèÿ qP è îòíîñèòåëüíîé ñêîðîñòè
ýëåêòðîííîãî òðàíñïîðòà (ETR) ó iaaM-ðàñòåíèé ñóùåñòâåííî íå
îòëè÷àëèñü îò çíà÷åíèé äëÿ äèêîãî òèïà. Ó ipt-ðàñòåíèé íàáëþäà-
ëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå qP è ETR ïî ñðàâíåíèþ ñ äèêèì òèïîì.
Äëÿ ðàñòåíèé äèêîãî òèïà, iaaM è ipt-ðàñòåíèé ìàêñèìàëüíûé
êâàíòîâûé âûõîä áûë 0.815, 0.785 è 0.0.770 ñîîòâåòñòâåííî. Ó òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé íåôîòîõèìè÷åñêîå òóøåíèå (NPQ) áûëî âûøå ó
ipt-ðàñòåíèé. Ïîñëå 15 èíäóêöèè ôëóîðåñöåíöèè õëîðîôèëëà NPQ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íå âûõîäèëî íà ñòàöèîíàðíûé óðîâåíü.

Ïîñëå 30-ìèíóòíîé îáðàáîòêè ðàñòåíèé ñâåòîì PFD 6000 µmol
m–2 s–1 íåîáðàòèìîå ôîòîèíãèáèðîâàíèå ipt-plants áûëî íà óðîâíå
êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé (45 %), à ó iaaM-plants îêàçàëîñü áîëåå
çíà÷èòåëüíûì – 78 %, ò.å. iaaM-plants ïëîõî âîññòàíàâëèâàëèñü
ïîñëå ñòðåññà. Ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ îáðàçîâàíèåì àê-
òèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà, îêàçûâàþùèõ ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå
íà ëèïèäû.
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ПРОМОТОР ГЕНА ПАТАТИНА КЛАССА I КАРТОФЕЛЯ
СОХРАНЯЕТ СВОЙСТВА ИНДУЦИБЕЛЬНОСТИ
И ОРГАНОСПЕЦИФИЧНОСТИ ПРИ ЭКСПРЕССИИ

В ТРАНСГЕННОМ АРАБИДОПСИСЕ

The class I patatin gene promoter expressing in transgenic Arabidopsis
pertains features of inducibility and organ specificity

Е.М. Наумкина, Ю.П. Болякина, Г.А. Романов
Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва

Е-mail: gar@ippras.ru

Äèôôåðåíöèàëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñîñòàâëÿåò ìîëåêóëÿð-
íóþ îñíîâó îíòîãåíåçà è îðãàíîãåíåçà âñåõ ìíîãîêëåòî÷íûõ îðãà-
íèçìîâ, âêëþ÷àÿ ðàñòåíèÿ. Ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðîèñõî-
äèò â çíà÷èòåëüíîé ìåðå íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè, ãäå âåäóùàÿ
ðîëü ïðèíàäëåæèò èõ ðåãóëÿòîðíîé çîíå – ïðîìîòîðó. Â ýòîé ñâÿ-
çè èññëåäîâàíèå ôóíêöèîíàëüíûõ è ñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòåé
ãåííûõ ïðîìîòîðîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âàæíåéøèõ çàäà÷ ñîâðå-
ìåííîé áèîëîãèè. Êðîìå òîãî, çíàíèå îñîáåííîñòåé ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ ïðîìîòîðîâ âàæíî è äëÿ ïðàêòè÷åñêèõ öåëåé, íàïðèìåð,
òàêèõ, êàê ñîçäàíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé.

Ó êàðòîôåëÿ (Solanum tuberosum L.) ïàòàòèíîâûé ïðîìîòîð
êëàññà I (Â33-ïðîìîòîð) îðãàíîñïåöèôè÷åí è ýêñïðåññèðóåò ãåí
ïàòàòèíà, ãëàâíûì îáðàçîì, â êëóáíÿõ. Îäíàêî ýòîò ïðîìîòîð ìî-
æåò áûòü èíäóöèðîâàí è â äðóãèõ îðãàíàõ êàðòîôåëÿ ñàõàðîçîé
èëè ñâåòîì. Îäíèì èç ñîâðåìåííûõ ïîäõîäîâ èññëåäîâàíèÿ ôóíê-
öèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé ïðîìîòîðîâ ÿâëÿåòñÿ àíàëèç èõ àêòèâ-
íîñòè â óñëîâèÿõ ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè, ò.å. â òðàíñãåííûõ
ðàñòåíèÿõ. Îáû÷íî äëÿ ýòèõ öåëåé ïðîìîòîð îáúåäèíÿþò ñ êîäè-
ðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ êàêîãî-ëèáî ðåïîðòåðíîãî áåëêà,
çàìåòíî íå âëèÿþùåãî íà ìåòàáîëèçì êëåòêè è ðàçâèòèå ðàñòå-
íèÿ. Ïðè ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè, îñîáåííî ó ôèëîãåíåòè÷åñ-
êè îòäàëåííûõ âèäîâ, ïðîÿâëÿþòñÿ êàê âûñîêîêîíñåðâàòèâíûå óíè-
âåðñàëüíûå ñèñòåìû ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè, òàê è ìåõà-
íèçìû ðåãóëÿöèè, ñâîéñòâåííûå îòäåëüíîé ãðóïïå ðàñòåíèé èëè
äàííîìó âèäó.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè àêòèâíîñòü Â33-ïðîìîòî-
ðà, ñîåäèíåííîãî ñ ðåïîðòåðíûì ãåíîì, ïðè ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñï-
ðåññèè â Â33::GUS òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ àðàáèäîïñèñà (Arabi-
dopsis thaliana L.) è ñðàâíèâàëè ñ ãîìîëîãè÷íîé ýêñïðåññèåé òîé
æå êîíñòðóêöèè ÄÍÊ â êàðòîôåëå. Óðîâåíü àêòèâíîñòè Â33-ïðî-
ìîòîðà êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëÿëè íà îñíîâå àêòèâíîñòè β-ãëþêó-
ðîíèäàçû (GUS). Òêàíåñïåöèôè÷íîñòü è èíäóöèáåëüíîñòü Â33-ïðî-
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ìîòîðà ñîõðàíÿëèñü ïðè ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè â ïðîðîñòêàõ
àðàáèäîïñèñà, õîòÿ áûëè âûðàæåíû èíà÷å ïî ñðàâíåíèþ ñ ãîìîëî-
ãè÷íîé ýêñïðåññèåé â êàðòîôåëå. Îñíîâíûì îðãàíîì ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ Â33-ïðîìîòîðà â íåèíäóöèðîâàííîì àðàáèäîïñèñå ÿâëÿë-
ñÿ êîðåíü, à ïðè âîçäåéñòâèè ýêçîãåííî äîáàâëåííîé ñàõàðîçû èì
ñòàíîâèëèñü ñåìÿäîëè. 10 ìÌ ñàõàðîçû áûëî äîñòàòî÷íî äëÿ ïî-
âûøåíèÿ âî ìíîãî ðàç àêòèâíîñòè Â33-ïðîìîòîðà â öåëûõ ïðîðî-
ñòêàõ. Ñòåïåíü èíäóöèáåëüíîñòè ïàòàòèíîâîãî ïðîìîòîðà â ïðîðî-
ñòêàõ àðàáèäîïñèñà áûëà ñòðîãî îðãàíîñïåöèôè÷íîé è ðåçêî âîç-
ðàñòàëà â ðÿäó êîðåíü < ãèïîêîòèëü < ñåìÿäîëè. Àêòèâíîñòü Â33-
ïðîìîòîðà â ñåìÿäîëÿõ ïðè âîçäåéñòâèè 150-250 ìÌ ñàõàðîçû óâå-
ëè÷èâàëàñü â 200-300 ðàç, ÷òî âî ìíîãî ðàç ïðåâûøàëî ñòåïåíü
èíäóêöèè äàííîãî ïðîìîòîðà â îðãàíàõ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ. Ãëþ-
êîçà è ôðóêòîçà äåéñòâîâàëè ãîðàçäî ñëàáåå, ÷åì ñàõàðîçà. Ôèòî-
ãîðìîíû, âëèÿþùèå íà êëóáíåîáðàçîâàíèå ó êàðòîôåëÿ (ãèááåðåë-
ëèíû, àóêñèíû, öèòîêèíèíû), íå îêàçàëè çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà
ôóíêöèîíèðîâàíèå Â33-ïðîìîòîðà â àðàáèäîïñèñå. Aêòèâàöèè ñà-
õàðàìè Â33-ïðîìîòîðà ïðåäøåñòâîâàë ëàã-ïåðèîä äëèòåëüíîñòüþ
ïðèìåðíî 6 ÷àñ. Íàëè÷èå òàêîãî ëàã-ïåðèîäà ñëóæèò óêàçàíèåì
íà òî, ÷òî ïàòàòèíîâûé ïðîìîòîð íå ÿâëÿåòñÿ ïåðâè÷íîé ìèøå-
íüþ äëÿ ñàõàðîçíîãî ñèãíàëà. Âûÿâëåííûå íîâûå êîëè÷åñòâåííûå
çàêîíîìåðíîñòè ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè ïàòàòèíîâîãî ïðîìî-
òîðà êëàññà I êàðòîôåëÿ ñïîñîáñòâóþò ëó÷øåìó ïîíèìàíèþ åãî
áàçîâûõ ôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê è ïîçâîëÿþò òî÷íåå ïðî-
ãíîçèðîâàòü åãî ïîâåäåíèå ïðè ïåðåíîñå â äðóãèå âèäû ðàñòåíèé.

ВЛИЯНИЕ ТРАНСФОРМАЦИИ РАСТЕНИЙ ТАБАКА
ГЕНОМ ∆9-АЦИЛ-ЛИПИДНОЙ ДЕСАТУРАЗЫ

НА ФОРМИРОВАНИЕ У НИХ УСТОЙЧИВОСТИ К ГИПОТЕРМИИ

Effect of the ∆9-acyl-lipid desaturase gene transformation
on the formation of the hypothermia tolerance in tobacco plants

В.Н. Попов, Н.В. Кипайкина, Д.А. Лось, Т.И. Трунова, В.Д. Цыдендамбаев
Институт физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН, г. Москва

Е-mail: vdt@ippras.ru

Èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ, ÷òî ââåäåíèå â ãåíîì ðàñòåíèÿ òà-
áàêà (Nicotiana tabacum L.) äîïîëíèòåëüíîãî ãåíà äåñàòóðàçû ïðè-
âåäåò ê ïîâûøåíèþ íåíàñûùåííîñòè åãî ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ,
áûëè ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå ãåíîì desC èç ñèíåçåëåíîé âîäîðîñëè Synechococcus vulcanus,
êîäèðóþùèì ∆9-àöèë-ëèïèäíóþ äåñàòóðàçó. Â ðåçóëüòàòå òðàíñ-
ôîðìàöèè áûëè ïîëó÷åíû øåñòü ëèíèé òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé –
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des1, des2, des3, des7, des8, des10. Ýêñïðåññèÿ ãåíà desC â ïîëó-
÷åííûõ òðàíñôîðìàíòàõ áûëà ïîäòâåðæäåíà ìîëåêóëÿðíûìè ìå-
òîäàìè. Êîíòðîëåì ñëóæèëè ðàñòåíèÿ òàáàêà, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå ïóñòûì áèíàðíûì âåêòîðîì pGA482. Ðàñòåíèÿ êóëüòèâèðîâà-
ëèñü ïðè 22 °C è 16-÷àñîâîì ôîòîïåðèîäå íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå
ïî ïðîïèñè Ìóðàñèãå è Ñêóãà, äîïîëíåííîé ôåðóëîâîé êèñëîòîé
(1 ìã/ë), êàíàìèöèíîì (25 ìã/ë) è êëàôîðàíîì (250 ìã/ë). Õîëî-
äîâóþ îáðàáîòêó èçó÷åííûõ ðàñòåíèé ïðîâîäèëè â õîëîäèëüíîé
êàìåðå, ïîñëå ÷åãî îöåíèâàëè èõ õîëîäîñòîéêîñòü è îïðåäåëÿëè
àáñîëþòíîå ñîäåðæàíèå è æèðíîêèñëîòíûé ñîñòàâ ëèïèäîâ ëèñòü-
åâ. Ïî àáñîëþòíîìó ñîäåðæàíèþ ëèïèäîâ â ëèñòüÿõ, èññëåäóåìûå
ðàñòåíèÿ ìîæíî ðàçäåëèòü íà äâå ãðóïïû – ñ áîëåå âûñîêèì ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ñîäåðæàíèåì ëèïèäîâ – ãðóïïà 1 (ëèíèè
des1, des2, des7, des10) è ñ îòíîñèòåëüíî íèçêèì ñîäåðæàíèåì
ëèïèäîâ – ãðóïïà 2 (ëèíèè des3 è des8). Êðîìå òîãî, ðàñòåíèÿ
ëèíèé ãðóïïû 1 îòëè÷àëèñü áîëåå âûñîêèì, à ðàñòåíèÿ ëèíèé ãðóï-
ïû 2 – áîëåå íèçêèì óðîâíåì íåíàñûùåííîñòè (èíäåêñ íåíàñû-
ùåííîñòè – 1.833-2.053 è 1.181-1.371 ñîîòâåòñòâåííî), ÷åì ó êîí-
òðîëüíûõ ðàñòåíèé (1.555). Ïðè ýòîì ïåðâûå îòëè÷àëèñü ïîâû-
øåííîé, à âòîðûå – ïîíèæåííîé êîíöåíòðàöèåé îëåèíîâîé êèñëî-
òû; äëÿ ñòåàðèíîâîé êèñëîòû (ñóáñòðàò ∆9-àöèë-ëèïèäíîé äåñàòó-
ðàçû) íàáëþäàëàñü îáðàòíàÿ êàðòèíà.

Ýòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè ëèíèé ñîïðîâîæäàëèñü è ðàç-
ëè÷èÿìè â èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê îõëàæäåíèþ. Ðåçóëüòàòû àíà-
ëèçà âåëè÷èí èíäåêñà ïîâðåæäåíèÿ ëèñòüåâ è èíòåíñèâíîñòè ïðî-
òåêàíèÿ ïðîöåññîâ ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ ïîêàçàëè, ÷òî
ðàñòåíèÿ ëèíèé ãðóïïû 2 áûëè ñòîëü æå (des8) èëè äàæå áîëåå
(des3) ÷óâñòâèòåëüíû ê îõëàæäåíèþ, ÷åì è êîíòðîëüíûå, â òî âðå-
ìÿ êàê ðàñòåíèÿ ëèíèé ãðóïïû 1 áûëè ãîðàçäî áîëåå óñòîé÷èâû ê
ýòîìó íåáëàãîïðèÿòíîìó ôàêòîðó. Ñàìîé óñòîé÷èâîé ê îõëàæäå-
íèþ áûëà ëèíèÿ des1, îòëè÷àâøàÿñÿ îò îñòàëüíûõ íàèáîëåå âûñî-
êèì ñîîòíîøåíèåì êîíöåíòðàöèé îëåàò/ñòåàðàò. Â òðàíñôîðìàí-
òàõ èìåííî ýòîé ëèíèè ∆9-àöèë-ëèïèäíàÿ äåñàòóðàçà ýôôåêòèâ-
íåå ïðåâðàùàëà ñòåàðèíîâóþ êèñëîòó â îëåèíîâóþ, òåì ñàìûì îá-
ðàçóÿ ñóáñòðàò äëÿ ïîñëåäóþùåãî áèîñèíòåçà äè- è òðèíåíàñûùåí-
íûõ æèðíûõ êèñëîò, óâåëè÷åíèå äîëè êîòîðûõ è ïðèâîäèëî ê
ïîâûøåíèþ õîëîäîóñòîé÷èâîñòè. ×òî æå êàñàåòñÿ òðàíñôîðìàí-
òîâ ëèíèé ãðóïïû 2, òî, íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå â èõ êëåòêàõ ýêñï-
ðåññèè ãåíà desC, ïî êàêèì-òî íåèçâåñòíûì ïîêà ïðè÷èíàì â íèõ
íàðóøàëñÿ áèîñèíòåç ëèïèäîâ, ÷òî è ïðèâîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó
ñíèæåíèþ èõ õîëîäîóñòîé÷èâîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî òðàíñôîðìàöèÿ âûñ-
øèõ ðàñòåíèé êàêèì-ëèáî ãåíîì ìîæåò ïðèâîäèòü êàê ê óëó÷øå-
íèþ, òàê è óõóäøåíèþ æåëàåìîãî ïðèçíàêà ó ïîëó÷åííîãî òðàíñ-
ãåííîãî ðàñòåíèÿ.
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ВЕКТОРЫ ДЛЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ ПЛАСТИД. ПЕРСПЕКТИВЫ
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Vectors for genetic transformation of plastids. Perspectives for using

Н.И. Рекославская, Р.К. Саляев
Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск
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Ïëàñòèäíàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ðàñòåíèé îòêðûâàåò áîëüøèå âîç-
ìîæíîñòè ýêñïðåññèè è ïðîäóöèðîâàíèÿ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ.
Èçâåñòíû íåñêîëüêî îáñòîÿòåëüñòâ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò âûñî-
êóþ áèîòåõíîëîãè÷åñêóþ ïðèâëåêàòåëüíîñòü òðàíñôîðìàöèè ïëà-
ñòèä.

1. Âûñîêàÿ êîïèéíîñòü ïëàñòèäíîãî ãåíîìà: êëåòêà ñîäåðæèò
îêîëî 100 ïëàñòèä, êàæäàÿ èç êîòîðûõ ìîæåò ñîäåðæàòü äî 100
êîïèé ãåíîìîâ, ïîýòîìó âîçìîæíà àìïëèôèêàöèÿ òðàíñãåíà äî
10 òûñ. êîïèé â îäíîé êëåòêå.

2. Ïëàñòèäíûé ãåíîì íå îáðàçóåò ñòðóêòóð, ïîäîáíûõ íóêëåî-
ñîìàì, ïîýòîìó ïîçèöèîííûé ýôôåêò íå õàðàêòåðåí äëÿ ÄÍÊ ïëà-
ñòèä, è çàìîëêàíèå ãåíîâ âîîáùå íå ñóùåñòâóåò â ïëàñòèäíîì ãå-
íîìå è íå îáíàðóæèâàåòñÿ ýôôåêò ÐÍÊ – èíòåðôåðåíöèè.

3. Äîñòóïíîñòü èíôîðìàöèè î ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ãåíîâ â
ïëàñòèäàõ äàåò âîçìîæíîñòü ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ñ òî÷-
íûì àäðåñîâàíèåì òðàíñãåíà ñ öåëüþ åãî ñòàáèëüíîé èíòåãðàöèè.

4. Ïëàñòèäíàÿ ýêñïðåññèÿ âî ìíîãèõ àñïåêòàõ ñðîäíè ïðîêà-
ðèîòè÷åñêèì ñèñòåìàì è ïðåèìóùåñòâåííî êîíòðîëèðóåòñÿ íà ïîñò-
òðàíñêðèïöèîííîì óðîâíå. Ïîýòîìó ðàçëè÷íûå ðåãóëÿòîðíûå ïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòè ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ãåíîâ ââîäÿò â ãåíåòè÷åñêèå
êîíñòðóêöèè äëÿ óñèëåíèÿ ýêñïðåññèè òðàíñãåíà. Íàïðèìåð, 5’-
íåòðàíñëèðóåìàÿ îáëàñòü (5’-UTR) ãåíà 10 ñèëüíîãî áàêòåðèîôàãà
Ò7 (T7G10) îáåñïå÷èâàåò âûñîêóþ ýêñïðåññèþ â ïëàñòèäàõ. Äðó-
ãèì âàæíûì ýëåìåíòîì ÿâëÿåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñëåäóåìàÿ
ñðàçó æå ïîñëå ñòàðòîâîãî êîäîíà (downstream box), êîòîðàÿ îáåñ-
ïå÷èâàåò ïðàâèëüíóþ ïîñàäêó íà ðèáîñîìû, òàê êàê âõîäèò â ñî-
ñòàâ RBS (ribosome binding site), âñëåäñòâèå ÷åãî îáåñïå÷èâàåòñÿ
óñêîðåíèå èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè.

5. Ìíîãèå ïëàñòèäíûå ãåíû îðãàíèçîâàíû â äè- è ïîëèöèñò-
ðîííûå îïåðîíû, òàê êàê â íèõ ñóùåñòâóþò íå òîëüêî àíòèòåðìè-
íàòîðíûå ìåõàíèçìû, íî è äîïîëíèòåëüíûå ýëåìåíòû, êîòîðûå
îáåñïå÷èâàþò ñêâîçíîå ïðîõîæäåíèå – «ñêàíèðîâàíèå» ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû (leaky scanning), ðåèíèöèàöèþ òðàíñêðèïöèè, îñëàáëå-
íèå êîíòåêñòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Êîçàê è äðóãèå ìåõàíèçìû, îáåñ-
ïå÷èâàþùèå ñèíòåç äëèííûõ ïåðâè÷íûõ òðàíñêðèïòîâ, âêëþ÷àþ-
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ùèõ èíôîðìàöèþ íåñêîëüêèõ ãåíîâ. Ïîýòîìó âîçìîæíî ñîçäàíèå
êîíñòðóêöèé, ñîäåðæàùèõ íåñêîëüêî ãåíîâ ïîä îäíèì ïðîìîòî-
ðîì. Íàïðèìåð, ñèëüíûé ïðîìîòîð 16S rÐÍÊ ñòàâÿò ïåðåä öåëå-
âûì ãåíîì, çà êîòîðûì ñëåäóåò áåñïðîìîòîðíûé ìàðêåðíûé ðå-
ïîðòåðíûé gus èëè ñåëåêòèâíûé nptII ãåíû. Òàêàÿ êîíñòðóêöèÿ
îáåñïå÷èâàåò çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêóþ ýêñïðåññèþ ãåíà gus (èëè
nptII) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíñòðóêöèåé, â êîòîðîé ýòîò æå ðåïîðòåð-
íûé ãåí gus ïîìåùåí ïîä îòäåëüíûé ñèëüíûé ïðîìîòîð.

6. Ìíîãîîáðàçèå è âàðèàáåëüíîñòü ñòðàòåãèé ïðèðîäíîé ïðî-
êàðèîòè÷åñêîé ýêñïðåññèè íàòèâíûõ ãåíåòè÷åñêèõ îïåðîíîâ äàþò
áîëüøóþ ñâîáîäó äëÿ ñîçäàíèÿ ýêñïðåññèâíûõ ãåíåòè÷åñêèõ êàñ-
ñåò, à ïðè èõ âûáîðå ïîñòàíîâêó ñïåöèôè÷åñêèõ áèîòåõíîëîãè÷åñ-
êèõ çàäà÷. Ïðèìåðû: à) ãîìîëîãè÷åñêàÿ èíòåãðàöèÿ áåñïðîìîòîð-
íîãî ãåíà, ïîäñòðàèâàþùåãîñÿ â êîíåö îïåðîíà (operon extension),
á) ñîçäàíèå «ðàñùåïëåííûõ» ãåíåòè÷åñêèõ êàññåò, êîòîðûå ïîñëå
èíòåãðàöèè âîññîåäèíÿþòñÿ è òðàíñëèðóþòñÿ êàê îäèí îïåðîí
(«split» plastid transformation vector). Ýòîò òèï êîíñòðóêöèè äîñ-
òèãàåòñÿ ôèçè÷åñêèì ðàçäåëåíèåì öåëåâûõ ãåíîâ è îáåñïå÷åíèåì
èõ ñîîòâåòñòâóþùèìè ôëàíêèðóþùèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè íà
ðàçäåëüíûõ ïëàçìèäàõ, êîòîðûå ïîñëå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè ïðè èíòåãðàöèè ñîçäàþò ïîëíîöåííûé ýêñïðåññèâíûé îïåðîí;
â) ìíîãîîáåùàþùèìè áóäóò êîíñòðóêöèè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè, ñîäåðæàùèìè òàê íàçûâàåìûå «ëîâóøêè äëÿ ðèáîñîì» – IRES –
âòîðè÷íûå ñòðóêòóðû äëÿ «îòëàâëèâàíèÿ è âíóòðåííåé ïîñàäêè»
ðèáîñîì íà àêöåïòîðíûå öèñ-ðåãóëÿòîðíûå ýëåìåíòû â 5’UTR;
ã) êîíñòðóêöèè, â êîòîðûõ ïðèñóòñòâóþò â 3’UTR (3’íåòðàíñëèðó-
åìîé îáëàñòè) âîçëå ñèãíàëüíîãî ïîëè(À) ñàéòà öèñ-ýëåìåíòû äëÿ
àêöåïöèè ïîëè(À)ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (ÏÀÑÏ – PABP), âçàèìî-
äåéñòâóþùåãî ñ êýïîì è îáåñïå÷èâàþùåãî öèêëè÷åñêóþ çàìêíó-
òóþ òðàíñêðèïöèþ âñëåäñòâèå çàêðåïëåíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû íà
îïåðîíå è ðÿä äðóãèõ ñòðàòåãèé.

7. Ïðè ïëàñòèäíîé òðàíñôîðìàöèè òàêæå íàáëþäàþò è ÿäåð-
íóþ òðàíñôîðìàöèþ.

8. Âñëåä çà òðàíñôîðìàöèåé õëîðîïëàñòîâ áóäóò òðàíñôîðìè-
ðîâàííûìè è äðóãèå ïëàñòèäû, íàïðèìåð, õðîìîïëàñòû, êîòîðûå
î÷åíü âàæíû äëÿ ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ó êîòîðûõ æå-
ëàòåëüíà ýêñïðåññèÿ â ïëîäàõ.

9. Ïðè ïëàñòèäíîé òðàíñôîðìàöèè ñóùåñòâóþò ñâîè îñîáåííî-
ñòè, íàïðèìåð: à) íåîáõîäèìà äëèòåëüíàÿ ñåëåêöèÿ äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ãîìîïëàñòîìíûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé; á) âûñîêàÿ ýêñïðåñ-
ñèÿ ãåíåòè÷åñêîé êàññåòû áóäåò îáåñïå÷èâàòü è ýêñïðåññèâíîñòü
ìàðêåðíîãî ãåíà, ÷òî íåæåëàòåëüíî ïðè ïîëó÷åíèè êîíå÷íîãî áèî-
òåõíîëîãè÷åñêîãî ïðîäóêòà. Ïîýòîìó â êàññåòû ââîäÿò ðàçíîîá-
ðàçíûå ñèñòåìû äëÿ îñâîáîæäåíèÿ îò ìàðêåðíûõ ãåíîâ, íàïðè-
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ìåð, «ïóñòóþ» ïëàçìèäó áåç ãåíîâ, èëè ñîçäàþò êîíñòðóêöèè, ñî-
äåðæàùèå ñèñòåìó ýëèìèíàöèè ìàðêåðíîãî ãåíà Cre-lox è äðóãèå
ìåõàíèçìû. Òàêèì îáðàçîì, ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ïëàñ-
òèä îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â ðàáîòàõ ïî ãåíåòè÷åñêîé èí-
æåíåðèè ðàñòåíèé.

ОПЫТ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ГЕНА UGT В КАЧЕСТВЕ СЕЛЕКТИВНОГО ПРИ
ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ РАСТЕНИЙ
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as a selective gene during plants genetic transformation
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Óðèäèíäèôîñôàòãëèêîçèäòðàíñôåðàçû (ÓÄÔÃ-òðàíñôåðàçû)
øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â ïðèðîäå è íàéäåíû â ðàñòåíèÿõ, ó æè-
âîòíûõ, íàñåêîìûõ, âèðóñîâ, äðîææåé, ãðèáîâ, ìõîâ, ëèøàéíè-
êîâ, ò.å. ïðàêòè÷åñêè ó âñåõ ïðåäñòàâèòåëåé æèâîé ïðèðîäû. Â
çàâèñèìîñòè îò îáúåêòà ÓÄÔÃ-òðàíñôåðàçû ïðîÿâëÿþò ñóáñòðàò-
íóþ ñïåöèôè÷íîñòü è ìîãóò ñâÿçûâàòü ðàçíîîáðàçíûå àãëèêîíû ñ
ñàõàðàìè. Ìíîãèå áåëêè, ãîðìîíû, àíòèòåëà, íóêëåèíîâûå êèñëî-
òû ïðîÿâëÿþò ñâîè ýôôåêòîðíûå ôóíêöèè òîëüêî ïîñëå ñâÿçûâà-
íèÿ ñ îïðåäåëåííûìè ñàõàðàìè èëè îëèãîñàõàðèäàìè. Ó ðàñòåíèé
ñèñòåìà ñâÿçûâàíèÿ ôèòîãîðìîíîâ è ñèíòåòè÷åñêèõ ðåãóëÿòîðîâ
ðîñòà ñ ñàõàðàìè âûïîëíÿåò ôóíêöèþ âðåìåííîé èíàêòèâàöèè (èëè
òðàíñïîðòíîé) ñ îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñíûõ ñîåäèíåíèé – êîíúþ-
ãàòîâ, â êîòîðûõ ñîõðàíÿåòñÿ íåèçìåíåííîé ñòðóêòóðà ðîñòîâîãî
âåùåñòâà è ïðè íåîáõîäèìîñòè îíî ìîæåò áûòü âûñâîáîæäåíî èç
êîíúþãàòà â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà è èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ ðåãóëÿ-
öèè ðîñòà è ðàçâèòèÿ. 2,4-Äèõëîðôåíîêñèóêñóñíàÿ êèñëîòà (2,4-
Ä) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ðåãóëÿòîð ðîñòà ãåðáèöèäíîãî äåéñòâèÿ äëÿ
äâóäîëüíûõ. Ó îäíîäîëüíûõ (êóêóðóçû, îâñà, ÿ÷ìåíÿ) 2,4-Ä ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ ïîìîùüþ ÓÄÔÃ-òðàíñôåðàçû â íåàêòèâíûé êîíúþãàò
è ïîýòîìó íå ïðîÿâëÿåò òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà. Ãåí ugt, êîäèðóþ-
ùèé ÓÄÔÃ-òðàíñôåðàçó, áûë èçîëèðîâàí èç áèáëèîòåêè ãåíîâ â
ôàãå ëÿìáäà, ñîçäàííîé íà îñíîâå ìÐÍÊ èç ïðîðîñòêîâ êóêóðóçû,
è âûäåëåí ìåòîäîì âåñòåðí áëîòòèíãà ñ ïîìîùüþ àíòèòåë, ïîëó-
÷åííûõ â ñûâîðîòêå êðîâè êðîëèêà ïîñëå ââåäåíèÿ î÷èùåííîãî
ïðåïàðàòà ÓÄÔÃ-òðàíñôåðàçû èç ñîçðåâàþùåãî ýíäîñïåðìà Zea
mays L. êÄÍÊ ãåíà ugt èç êóêóðóçû áûëà ïîìåùåíà â pBluescript



260Симпозиум  7. Биология трансгенного растения

ïîä ïðîìîòîð ñèëüíîãî ôàãà Ò3, è êëîíèðîâàíèå ïðîèçâîäèëè â
E. coli DH5α. Ñ ïîìîùüþ ïîäîáðàííûõ ïðàéìåðîâ è ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ÏÖÐ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ugt èç êóêóðóçû áûëà ñåêâå-
íèðîâàíà è åå äëèíà ñîñòàâèëà 1755 ïí. Ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç,
ñàóçåðí è âåñòåðí áëîòòèíãè ïîäòâåðäèëè ðàçìåð âñòàâêè ãåíà ugt
1755 ïí â pBluescript.

Â ðàñòåíèÿ ñåìåéñòâà Ïàñëåíîâûõ (òîìàòû) ââîäèëè ãåí ugt èç
êóêóðóçû c ïîìîùüþ äâóõ- èëè òðåõðîäèòåëüñêîãî ñêðåùèâàíèÿ c
âåêòîðíûìè ïëàçìèäàìè àãðîáàêòåðèé. Ïîëó÷åííûå òðàíñãåííûå
ðàñòåíèÿ îáíàðóæèâàëè óñêîðåíèå ðîñòà è ðàçâèòèÿ, à ðàñòåíèÿ
êàðòîôåëÿ ðàçíûõ ñîðòîâ è äèêîãî êàðòîôåëÿ Solanum demissum L.
ïðîÿâèëè ê òîìó æå è óñòîé÷èâîñòü ê 2,4-Ä.

Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî ðåøåíî èçó÷èòü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâà-
íèÿ ãåíà ugt â êà÷åñòâå ñåëåêòèâíîãî ïðè îòáîðå òðàíñãåííûõ ðà-
ñòåíèé ïîñëå ââåäåíèÿ èì êàññåò ãåíîâ ñ êîíñòðóêöèÿìè, ñîäåð-
æàùèìè ãåí ugt. Äàííàÿ ðàáîòà ñòàâèëà çàäà÷åé èññëåäîâàíèå âîç-
ìîæíîñòè çàìåíû ìàðêåðíîãî ñåëåêòèâíîãî ãåíà nptII, êîäèðóþ-
ùåãî íåîìèöèíôîñôîòðàíñôåðàçó, íà ãåí ugt, òàê êàê àíòèáèîòèê
êàíàìèöèí, îáû÷íî èñïîëüçóåìûé ïðè îòáîðå òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé, îêàçûâàåò íåáëàãîïðèÿòíîå âîçäåéñòâèå íà êîðíåîáðàçîâàíèå,
ðîñò è ïî êðàéíåé ìåðå íà ïåðâûõ ôàçàõ ðàçâèòèÿ.

Ñ ïîìîùüþ äâóõðîäèòåëüñêîãî ñêðåùèâàíèÿ E. coli DH5α c
ïëàçìèäîé pBluescript, íåñóùåé ãåí ugt èç êóêóðóçû, è àãðîáàêòå-
ðèè A. tumefaciens LBA4404 òðàíñôîðìèðîâàëè 14-äíåâíûå ïðî-
ðîñòêè òîìàòà Lycopersicon esculentum Mill. ñîðòà Money Maker â
ðàñòâîðå 5 %-íîé  ãëþêîçû, ñîäåðæàùåé 20 ìã/ë àöåòîñèðèíãîíà.
Ïðèñóòñòâèå ãåíà ugt â ñîñòàâå òðàíñêîíúþãàíòà ïîêàçàëè ñ ïîìî-
ùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðàéìåðîâ è ÏÖÐ. Ñåëåêöèþ òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ ïðîðîñòêîâ òîìàòà Ò

0
 ñ ãåíîì ugt ïðîâîäèëè íà ñðåäå

Ìóðàñèãå è Ñêóãà (ÌÑ) â ïðèñóòñòâèè 0.1-1.0 ìã/ë 2,4-Ä â òå÷åíèå
òðåõ-÷åòûðåõ íåäåëü. Êîíòðîëüíûå ïðîðîñòêè ïîâðåæäàëèñü ïðè
êîíöåíòðàöèÿõ 0.25-0.5 ìã/ë 2,4-Ä. Òðàíñãåííûå ïðîðîñòêè òîìà-
òà ïîêîëåíèÿ Ò

0
 áûëè óñòîé÷èâû ê êîíöåíòðàöèÿì 0.75-1.0 ìã/ë

2,4-Ä.
Ïÿòü âûæèâøèõ íà ñðåäå ÌÑ ñ 2,4-Ä òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé

àêêëèìàòèçèðîâàëè, çàòåì ïåðåíåñëè â ïîëèêàðáîíàòíóþ òåïëèöó
è âûðàùèâàëè äî ïîëó÷åíèÿ óðîæàÿ. Ðîñò òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
áûë áûñòðûì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óðîæàé ïëîäîâ ñîñòàâèë îò 1.5 äî
2.5 êã íà ðàñòåíèå. Èç ïëîäîâ òîìàòà ïîêîëåíèÿ Ò

1
 âûäåëÿëè ñå-

ìåíà, êîòîðûå çàòåì ïðîðàùèâàëè íà ñðåäå ÌÑ â òå÷åíèå 14 ñóò. Ó
ïðîðîñòêîâ îòäåëÿëè êîðíåâóþ ñèñòåìó è ýêñïëàíòû ïîìåùàëè íà
ñðåäó ÌÑ, ñîäåðæàùóþ 0.75 ìã/ë 2,4-Ä. Òî æå ñàìîå ïðîäåëûâàëè
è ñ êîíòðîëüíûìè ïðîðîñòêàìè òîìàòà ñîðòà Money Maker. ×åðåç
ñåìü-äåñÿòü äíåé ó ïðîðîñòêîâ ïîêîëåíèÿ Ò

1
 îáðàçîâûâàëèñü êî-
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ðîòêèå óòîëùåííûå êîðíè â áîëüøîì êîëè÷åñòâå, êîòîðûå ôîðìè-
ðîâàëè ù¸òêó â îñíîâàíèè ãèïîêîòèëÿ. Ðîñò òðàíñãåííûõ ïðîðîñò-
êîâ áûë áûñòðåå è èõ âûñîòà ÷åðåç îäèí ìåñÿö ýêñïîçèöèè îêàçà-
ëàñü ïðèìåðíî â 1.7-2 ðàçà áîëüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè.
Ó ýêñïëàíòîâ èç êîíòðîëüíûõ ïðîðîñòêîâ â îñíîâàíèè ãèïîêîòèëÿ
îáðàçîâûâàëîñü êàëëóñîïîäîáíîå ðàçðàñòàíèå è âïîñëåäñòâèè îíè
æåëòåëè è ïîãèáàëè. Êîðíåé êîíòðîëüíûå ýêñïëàíòû íå îáðàçîâû-
âàëè. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ðàññìàò-
ðèâàòü ãåí ugt êàê âîçìîæíûé ñåëåêòèâíûé ãåí äëÿ îòáîðà òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé.

ТКАНЕСПЕЦИФИЧЕСКАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА HBsAG
В КЛЕТКАХ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ И КУЛЬТУРЫ ТКАНЕЙ

Tissue-specific expression of HBsAG gene
in transgenic plant cells and tissue culture

Е.Б. Рукавцова, Т.В. Абрамихина, Н.Я. Шульга1, В.А. Быков1, Я.И. Бурьянов
Филиал Института биоорганической химии им. акад. М.М. Шемякина

и Ю.А. Овчинникова РАН, г. Пущино
Е-mail: ruk@fibkh.serpukhov.su

1 Всероссийский научно-исследовательский институт
лекарственных и ароматических растений, г. Москва

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ìîãóò ñòàòü àëüòåðíàòèâîé äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ äåøåâûõ è áåçîïàñíûõ âàêöèí ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ òðàäèöèîí-
íûìè ïðîäóöåíòàìè. Ðàñòèòåëüíûå êëåòêè èìåþò ýíçèìàòè÷åñ-
êèå ñèñòåìû ïîñòòðàíñëÿöèîííîé ìîäèôèêàöèè, íåîáõîäèìûå äëÿ
ñáîðêè ñèíòåçèðóåìûõ ìîíîìåðíûõ áåëêîâ âàêöèíû â èììóíî-
ãåííûå ìóëüòèìåðíûå ôîðìû. Â ðàñòåíèÿõ ìîæíî îñóùåñòâèòü
ïîëíîöåííûé ñèíòåç öåëåâûõ àíòèãåíîâ, ñïîñîáíûõ âûçûâàòü àê-
òèâíûé èììóííûé îòâåò. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ìèðå ñîçäàþòñÿ è
èññëåäóþòñÿ òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ â êà÷åñòâå ïðîäóöåíòîâ âàê-
öèí ïðîòèâ ðàçëè÷íûõ âîçáóäèòåëåé áîëåçíåé ÷åëîâåêà, â òîì ÷èñëå
è âàêöèíû ïðîòèâ âèðóñà ãåïàòèòà Â. Îäíàêî êîììåð÷åñêèå âàê-
öèííûå ïðåïàðàòû íà îñíîâå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé äî ñèõ ïîð íå
ñîçäàíû. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðàñòåíèé-ïðîäóöåíòîâ âàêöèíû ïðîòèâ
ãåïàòèòà Â ñ òêàíåñïåöèôè÷åñêîé ýêñïðåññèåé ãåíà ïîâåðõíîñòíî-
ãî àíòèãåíà âèðóñà ãåïàòèòà Â (HBsAg) â öåëûõ ðàñòåíèÿõ è êóëü-
òóðå òêàíåé ìîæåò áûòü ïåðñïåêòèâíûì èñïîëüçîâàíèå òêàíåñïå-
öèôè÷åñêèõ ïðîìîòîðîâ, â ÷àñòíîñòè àãðîáàêòåðèàëüíûõ ãèáðèä-
íûõ ïðîìîòîðîâ.

Íàìè ïîëó÷åíû ðàñòåíèÿ òàáàêà ñ ãåíîì HBsAg ïîä êîíòðîëåì
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ãèáðèäíîãî ïðîìîòîðà (Aocs)3AmasPmas ñ ðåãóëÿòîðíûìè ýëåìåí-
òàìè àãðîáàêòåðèàëüíûõ ãåíîâ îêòîïèíñèíòàçû è ìàííîïèíñèíòà-
çû è ýòîãî æå ïðîìîòîðà ñ èíòðîíîì ãåíà àëêîãîëüäåãèäðîãåíàçû
êóêóðóçû adh1. Ïðèñóòñòâèå èíòðîíà ãåíà adh1 íå ïðèâîäèëî ê
ñóùåñòâåííîìó èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ãåíà ÍÂsÀg â ðàñòåíèÿõ.
Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå óðîâíÿ ñèíòåçà ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà âè-
ðóñà ãåïàòèòà Â (HBs-àíòèãåíà) â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ ãåí ÍÂsÀg ïîä êîíòðîëåì ðàçëè÷íûõ ïðîìîòîðîâ. Êî-
ëè÷åñòâî HBs-àíòèãåíà â ðàñòåíèÿõ ñ ãåíîì ÍÂsÀg ïîä êîíòðîëåì
àãðîáàêòåðèàëüíûõ ãèáðèäíûõ ïðîìîòîðîâ (Aocs)3Amas -Pmas áûëî
ìàêñèìàëüíûì â êîðíÿõ ðàñòåíèé è äîñòèãàëî 0.01 % îò îáùåãî
ðàñòâîðèìîãî áåëêà. Êîëè÷åñòâî HBs-àíòèãåíà â ðàñòåíèÿõ ñ ãåíîì
ÍÂsÀg ïîä êîíòðîëåì äâîéíîãî ïðîìîòîðà 35S ÐÍÊ âèðóñà ìîçàè-
êè öâåòíîé êàïóñòû îñòàâàëîñü îäèíàêîâûì âî âñåõ îðãàíàõ ðàñòå-
íèé è äîñòèãàëî 0.06 % îò îáùåãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà. Íà îñíîâå
ðàñòåíèé ñ ãåíîì ÍÂsÀg ïîëó÷åíû êóëüòóðû êàëëóñîâ è «êîñìà-
òûõ êîðíåé», ñèíòåçèðóþùèå HBs-àíòèãåí.

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ãèáðèäíîãî ïðîìîòîðà (Aocs)-
3AmasPmas ìîæåò áûòü ïåðñïåêòèâíûì äëÿ òêàíåñïåöèôè÷åñêîé
ýêñïðåññèè ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, âàæíûõ äëÿ ôàðìàêîëîãèè è ìåäè-
öèíû, à òàêæå äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðîäóöåíòîâ íà îñíîâå êóëüòóðû
êëåòîê òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé.

Работа выполнена при финансовой поддержке Программы фундамен-
тальных исследований Президиума РАН «Динамика генофондов растений
животных и человека», а также грантов РФФИ № 05-08-01473 и 06-04-81022.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕТЕРОЛОГИЧНОГО ГЕНА ГАММА-ИНТЕРФЕРОНА БЫКА В
ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ ТАБАКА (N. TABACUM L.)

The expression of foreign bovin gamma-interferon gene
in tobacco plants (N. tabacum L.).

Н.В. Савельева, Л.А. Лутова, Е.Э. Дудник
Санкт-Петербургский государственный университет, г. Санкт-Петербург

Е-mail: nata.saveljeva@gmail.com

Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ñîçäàíèþ áåçîïàñíîé áèîòåõíîëîãè-
÷åñêîé ñèñòåìû, ïðèìåíèìîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ
ñîåäèíåíèé â ïðîìûøëåííîñòè è ñåëüñêîì õîçÿéñòâå. Íàøè èñ-
ñëåäîâàíèÿ íà÷àëèñü ñ ñîçäàíèÿ ìîäåëüíîé ñèñòåìû, íà êîòîðîé
ìîæíî áûñòðî è ëåãêî ïðîñëåäèòü íàñëåäîâàíèå òðàíñãåíà â ðÿäó
ïîêîëåíèé è èçó÷èòü ýêñïðåññèþ ãåòåðîëîãè÷íîãî áåëêà. Â êà÷å-
ñòâå òàêîé ñèñòåìû ìû èñïîëüçîâàëè òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà
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(N. tabacum L.), ñîäåðæàùèå ãåí áû÷üåãî ãàììà-èíòåðôåðîíà.
Èíòåðôåðîíû – ýòî ñåìåéñòâî ýâîëþöèîííî ðîäñòâåííûõ áåë-

êîâ, ïðîäóöèðóåìûõ áîëüøèíñòâîì ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê â îò-
âåò íà ðàçëè÷íûå àíòèãåíû âèðóñíîé è íåâèðóñíîé ïðèðîäû. Â
íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî òðè âèäà èíòåðôåðîíîâ: α, β è γ. Èíòåð-
ôåðîíû α è β îòíîñÿòñÿ ê àêòèâíûì ïðîòèâîâèðóñíûì àãåíòàì,
õàðàêòåðíûì äëÿ áîëüøèíñòâà òèïîâ êëåòîê è äåéñòâóþùèì â
áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè ïðîòèâ âñåõ âèðóñîâ. Èíòåðôåðîí
γ, â îòëè÷èå èíòåðôåðîíîâ α è β, ÿâëÿåòñÿ, â îñíîâíîì, ðåãóëÿòî-
ðîì êëåòî÷íîãî è ãóìîðàëüíîãî èììóíèòåòà (åñòåñòâåííîãî èëè
ñïåöèôè÷åñêîãî) è îáëàäàåò ñîáñòâåííûìè ýôôåêòîðíûìè ôóíê-
öèÿìè (ïðîòèâîâèðóñíûìè, öèòîòîêñè÷åñêèìè è ïðîòèâîîïóõîëå-
âûìè). Òàêèì îáðàçîì, ïðåïàðàòû, ñîäåðæàùèå áû÷èé èíòåðôå-
ðîí-γ, ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äëÿ ëå÷åíèÿ è ïðîôèëàêòèêè ëåéêå-
ìèè è òóáåðêóëåçà ó êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà (N. tabacum L.) ïîëó÷åíû ìåòî-
äîì àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè. Â ðàáîòå áûë èñïîëüçî-
âàí øòàìì Agrobacterium tumefaciens EHA105 (ïëàçìèäà pART
27). Ãåí ãàììà-èíòåðôåðîíà áûêà, ïðåäîñòàâëåííûé ñîòðóäíèêà-
ìè ëàáîðàòîðèè áèîõèìè÷åñêîé ãåíåòèêè ÑÏáÃÓ, áûë âñòðîåí â
îáëàñòü Ò-ÄÍÊ ïîä ïðîìîòîð 35S. Â êà÷åñòâå ðàñòèòåëüíîãî ñåëåê-
òèâíîãî ìàðêåðà èñïîëüçîâàí ãåí nptII, íàõîäÿùèéñÿ ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà íîïàëèíñèíòàçû.

Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòà ïîëó÷åíî ñåìü òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé òàáàêà (ïîêîëåíèå Ò

0
), ñîäåðæàùèõ öåëåâîé ãåí γ-èíòåðôåðî-

íà áûêà. Äàííûå ðàñòåíèÿ ñòàëè ðîäîíà÷àëüíèêàìè ñåìè íåçàâè-
ñèìûõ òðàíñãåííûõ ëèíèé òàáàêà. ÏÖÐ-àíàëèç òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé (ïîêîëåíèÿ Ò

1
 è Ò

2
) ïîêàçàë ñòàáèëüíîå íàñëåäîâàíèå ãåíà γ-

èíòåðôåðîíà áûêà ó ïÿòè ëèíèé. Ðàñùåïëåíèå, áëèçêîå ê 3:1, íà-
áëþäàâøååñÿ ñðåäè ðàñòåíèé ïîêîëåíèÿ Ò

1
 ýòèõ ëèíèé (ïîëó÷åí-

íûõ ïðè ñàìîîïûëåíèè îòäåëüíûõ ðàñòåíèé Ò
0
) ïî ïðèçíàêó Km-

óñòîé÷èâîñòè è ïî ïðèçíàêó íàëè÷èÿ/îòñóòñòâèÿ ÏÖÐ-ïðîäóêòà,
ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíó IFN-γ, ïîçâîëèëî ñäåëàòü âûâîä î ìîíîãåí-
íîì õàðàêòåðå íàñëåäîâàíèÿ äàííûõ ïðèçíàêîâ.

Êðîìå òîãî, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà RT-ÏÖÐ ïðîâåäåí êà÷åñòâåí-
íûé àíàëèç óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà γ-èíòåðôåðîíà â òðàíñãåííûõ
ðàñòåíèÿõ äàííûõ ïÿòè ëèíèé. Áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî îòñóò-
ñòâèå ýêñïðåññèè äëÿ îäíîé ëèíèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íà ïðî-
òÿæåíèè äâóõ ïîêîëåíèé (ïîêîëåíèÿ Ò

1
 è Ò

2
). Âîçìîæíî, ÷òî â

äàííîì ñëó÷àå âñòðàèâàíèå ãåíà γ-èíòåðôåðîíà ïðîèçîøëî â îá-
ëàñòü ãåòåðîõðîìàòèíà, ÷òî ÿâèëîñü ïðè÷èíîé çàìîëêàíèÿ ãåíà
IFN-γ ó èñõîäíîãî òðàíñôîðìàíòà. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíà IFN-γ
â ðàñòåíèÿõ ïîêîëåíèÿ Ò

1
 ñëåäóþùèõ ÷åòûðåõ ëèíèé ïîêàçàë íà-

ëè÷èå ðàçíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè ñðåäè ïîòîìêîâ êàæäîé ëèíèè,
êîòîðûé íàñëåäóåòñÿ â ïîêîëåíèè Ò

2
.

Òàêèì îáðàçîì, ñðåäè ïîëó÷åííûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé èìå-
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ПОЛУЧЕНИЕ РАСТЕНИЙ ТОМАТА, ТРАНСГЕННЫХ ПО ГЕНУ PreS2-S,
ПРОДУЦИРУЮЩЕМУ ПОВЕРХНОСТНЫЙ АНТИГЕН

ВИРУСА ГЕПАТИТА В С ЦЕЛЬЮ СОЗДАНИЯ СЪЕДОБНОЙ ВАКЦИНЫ

Obtaining of tomato transgenic plants with the gene PreS2-S producing
the surface antigen of hepatitis B virus with the goal

of edible vaccine creation

Р.К. Саляев1, Н.И. Рекославская1, А.С. Столбиков1, С.Н. Щелкунов2,
Р.В. Хаммонд3

1 Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск
Е-mail: salyaev@sifibr.irk.ru

2 Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии
«Вектор», пос. Кольцово Новосибирской обл.

3 Лаборатория молекулярной фитопатологии, Белтсвилл, Мэриленд, США

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñúåäîáíûå âàêöèíû, ñîçäàâàåìûå íà îñíîâå
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ñïîñîáíû ñûãðàòü áîëüøóþ ðîëü â ïðîôè-
ëàêòèêå îïàñíûõ è îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé, â òîì ÷èñ-
ëå è ãåïàòèòà Â (ÂÃÂ). HBsAg èçâåñòåí êàê ïðîòåêòèâíûé àíòè-
ãåí, òàê êàê ñîäåðæèò äåòåðìèíàíòû (â ÷àñòíîñòè, äåòåðìèíàíòó
«à» ñ 124 ïî 147 àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê), ïðèñóòñòâóþùèå ïðàê-
òè÷åñêè ó âñåõ èçâåñòíûõ èçîëÿòîâ ÂÃÂ. Ïîýòîìó íà îñíîâå àíòè-
ãåííîãî ïåïòèäà HBsAg âîçìîæíî ñîçäàíèå âàêöèíû ïðîòèâ ÂÃÂ,
ôîðìèðóþùåé ñîîòâåòñòâåííûé àíòèòåëüíûé îòâåò â îðãàíèçìå.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
òîìàòà ñ ââåäåííûì ãåíîì preS2-S, ñîäåðæàùèì ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü HBsAg, êîäèðóþùóþ ïðîòåêòèâíûé àíòèãåí, è èçó÷åíèå
èíòåãðàöèè è ýêñïðåññèè ãåíà preS2-S â ïîêîëåíèè Ò

1 
â ïëîäàõ

òîìàòà ñ öåëüþ ñîçäàíèÿ ñúåäîáíîé âàêöèíû ïðîòèâ ÂÃÂ. Â ðàáî-
òå èñïîëüçîâàí øòàìì Agrobacterium tumefaciens AGLO ñ ïëàçìè-
äîé ðBINPLUS/ARS, ñîäåðæàùåé preS2-S ïîä ïðîìîòîðîì ð35S
âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû è ñèãíàëîì òåðìèíàöèè [ð(À)sign].
Ïîñêîëüêó ïîëó÷åíèå «ñúåäîáíîé» âàêöèíû ïðåäïîëàãàëîñü ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïëîäîâ òîìàòà, òàêæå áûëà ñîçäàíà êîíñòðóêöèÿ, â
êîòîðîé ãåí preS2-S íàðÿäó ñ ð35S ïîìåùåí ïîä ïëîäîñïåöèôè÷-
íûé ïðîìîòîð ðÅ8. Â ïðîñòðàíñòâî ìåæäó RB è LB T-ÄÍÊ ïîìå-
ùàëè êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà íåîìèöèíôîñôîòðàí-

þòñÿ ðàñòåíèÿ ñ ðàçíûì óðîâíåì ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà, ÷òî
ïîçâîëÿåò íàì âûáðàòü ðàñòåíèÿ ñ íàèáîëåå âûñîêèì óðîâíåì ýê-
ñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà â êà÷åñòâå ðàñòåíèé – ïðîäóöåíòîâ áåëêà
γ-èíòåðôåðîíà.
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ñôåðàçû (NPTII) ïîä ïðîìîòîðîì ubi3 èç êóêóðóçû äëÿ îñóùåñòâ-
ëåíèÿ ñåëåêòèâíîãî îòáîðà ýêñïëàíòîâ íà ñðåäàõ ñ êàíàìèöèíîì.
Ïðàâèëüíîñòü ñòðóêòóðû ñîçäàííîé ïëàçìèäû ïðîâåðÿëè ðåñòðèê-
öèîííûì àíàëèçîì è ñåêâåíèðîâàíèåì öåëåâîãî ãåíà.

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ïîêîëåíèé Ò
0
 è Ò

1 
ñî âñòàâêàìè ãåíà

PreS2-S õàðàêòåðèçîâàëèñü íîðìàëüíûì ðîñòîì è ðàçâèòèåì, îáèëü-
íî öâåëè è äàëè çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ïëîäîâ (ñâûøå 60 êã).
Ñðåäíèé âåñ ïëîäîâ íàõîäèëñÿ â ïðåäåëàõ 50-80 ã. Â ÏÖÐ ïðîäóê-
òàõ c ÄÍÊ èç ëèñòüåâ ðàñòåíèé òîìàòà ñ ãåíîì PreS2-S, ïðîøåä-
øèõ ñåëåêöèþ íà ñðåäå ÌÑ ñ êàíàìèöèíîì â êîíöåíòðàöèÿõ 75-
100 ìã/ë, áûëè îáíàðóæåíû àìïëèôèêàòû ôðàãìåíòà ãåíà ðàçìå-
ðîì â 200 ïí. Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç àíòèãåííîãî áåëêà HBSAg
â ïëîäàõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà, âûïóñêàåìîãî ôèðìîé Âåê-
òîð-Áåñò (Êîëüöîâî, Ðîññèÿ) äëÿ êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêè ãåïà-
òèòà Â «Âåêòîãåï Â – HBs-àíòèãåí – ñòðèï (êîìïëåêò 3) òåñò-
ñèñòåìà D-0556».

 Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îïòèìàëüíîé çîíû îòáîðà îáðàçöà èç ïëîäà
ñ íàèâûñøåé àêòèâíîñòüþ ýêñïðåññèè àíòèãåííîãî áåëêà HBsAg
ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâîäèëè ÏÖÐ â îáðàçöàõ èç âåðõíåé, ñðåäíåé è
íèæíåé ÷àñòåé ïëîäà ìàññîé 63 ã âàðèàíòà ðàñòåíèÿ, ïðîøåäøåãî
ñåëåêöèþ ïðè 100 ìã/ë êàíàìèöèíà â ÌÑ ñðåäå, à òàêæå èç ñòóäå-
íèñòîé çîíû ïåðèñïåðìà âîêðóã ñåìÿí. Â ðåçóëüòàòå ýòîé ðàáîòû
îñòàíîâèëèñü íà çîíå âçÿòèÿ îáðàçöîâ â áîêîâîé ÷àñòè ïåðèêàðïà
ñ çàõâàòîì ïåðèñïåðìà. Â îáðàçöå òêàíè, âçÿòîé èç ïëîäà ðàñòå-
íèÿ, òðàíñôîðìèðîâàííîãî ïëàçìèäîé pBINPLUS/ARS, íå ñîäåð-
æàùåé ãåíà PreS2-S, àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòà öåëåâîãî ãåíà íå
âûÿâëåíî.

Äëÿ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ àíòèãåííîãî áåë-
êà HBsAg â ïëîäàõ ðàñòåíèé, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ãåíîì PreS2-
S, áðàëè îáðàçöû èç òåõ æå ó÷àñòêîâ ïëîäîâ. Â îáðàçöàõ ïîêîëå-
íèé Ò

0
 è Ò

1
 ñ ãåíîì PreS2-S îáíàðóæåíî âûñîêîå ñîäåðæàíèå àíòè-

ãåííîãî áåëêà HBsAg â êîëè÷åñòâàõ 8.3-15.3 íã/ìã îáùåãî ðàñòâî-
ðèìîãî áåëêà. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ HBsAg â ïëîäàõ
òðàíñãåííîãî òîìàòà ñ ãåíîì PreS2-S èñïîëüçîâàëè òàêæå òåñò-
ñèñòåìó «Âåêòîãåï Â – HBs-àíòèãåí – ïîäòâåðæäàþùèé òåñò –
ñòðèï (êîìïëåêò 5) D-0558» è ìåòîä êîíêóðåíòíîãî èììóíîôåð-
ìåíòíîãî àíàëèçà, îñíîâàííûé íà ïðèíöèïå íåéòðàëèçàöèè HBsAg
cïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè.

Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîé ðàáîòû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñãåííûå ïî
ãåíó PreS2-S ðàñòåíèÿ òîìàòà ïîêîëåíèÿ Ò

1
 ïðîäóöèðîâàëè àíòè-

ãåííûé ïîëèïåïòèä HBsAg, âõîäÿùèé â ñîñòàâ áåëêà PreS2-S îáî-
ëî÷êè âèðóñà ãåïàòèòà Â.

Работа выполнена при финансовой поддержке Международного науч-
но-технического центра (грант № 2176р).
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ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ ЭКСТРАКЛЕТОЧНЫХ РИБОНУКЛЕАЗ,
ИНДУЦИРУЕМЫХ ПОРАНЕНИЕМ, НА МОДЕЛИ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ

Model transgenic plants to study functions
of wound-induced extracellular ribonucleases

С.С. Сангаев1, Е.А. Трифонова1, С.Е. Титов1, А.В. Романова1,
Я.С. Колодяжная1, М.Л. Комарова1, М.В. Сапоцкий2, В.И. Малиновский2,

А.В. Кочетов1, В.К. Шумный1

1 Институт цитологии и генетики, г. Новосибирск
Е-mail: sangaev@gorodok.net

2 Биолого-почвенный институт ДВО РАН, г. Владивосток

Ýêñòðàêëåòî÷íûå ðèáîíóêëåàçû ðàñòåíèé ìîãóò âûïîëíÿòü
ðàçëè÷íûå ñïåöèàëèçèðîâàííûå ôóíêöèè. Íàïðèìåð, S-ÐÍÊàçû
îäíîâðåìåííî îñóùåñòâëÿþò ôóíêöèè ðàñïîçíàâàíèÿ è öèòîòîê-
ñè÷íîãî àãåíòà â ìåæêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå ïåñòèêîâ, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò àëëåëü-ñïåöèôè÷íî èíãèáèðîâàòü ðîñò ïûëüöåâûõ òðóáî÷åê
è, òàêèì îáðàçîì, ïðåäîòâðàùàòü èíáðèäèíã. S-ïîäîáíûå ýêñòðàê-
ëåòî÷íûå ÐÍÊàçû èíäóöèðóþòñÿ â îòâåò íà ðàçëè÷íûå ñòèìóëû,
íî íå çàäåéñòâîâàíû â ãåíåðàöèè ñàìîíåñîâìåñòèìîñòè. Èõ èí-
äóêöèÿ íàáëþäàåòñÿ ïðè íåõâàòêå íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôàòà, âî
âðåìÿ ñòàðåíèÿ, â îòâåò íà ãðèáêîâóþ èíôåêöèþ è â îòâåò íà ïî-
ðàíåíèå. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ÐÍÊàçû, èíäóöèðóåìûå ïðè íåäîñòàòêå
ôîñôàòà è âî âðåìÿ ñòàðåíèÿ, çàäåéñòâîâàíû â ìåõàíèçìàõ ðåöèð-
êóëÿöèè ôîñôàòà è ðèáîíóêëåèíîâûõ êèñëîò. Ïîêàçàíî, ÷òî ÐÍÊà-
çû, èíäóöèðóåìûå â îòâåò íà ãðèáêîâóþ èíôåêöèþ, ìîãóò àêòèâ-
íî ïîäàâëÿòü ðàçâèòèå ïàòîãåíà.

Êàê ïðàâèëî, âèðóñû ïðîíèêàþò â ðàñòåíèÿ ÷åðåç ïîðàíåíèÿ,
âûçâàííûå ìåõàíè÷åñêèì ïîâðåæäåíèåì èëè ïîåäàíèåì ôèòîôà-
ãàìè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýêñòðàêëåòî÷íûå ðèáîíóêëåàçû, èí-
äóöèðóåìûå â îòâåò íà ïîðàíåíèå, ÿâëÿþòñÿ àêòèâíûì êîìïîíåí-
òîì ïðîòèâîâèðóñíîé çàùèòû ðàñòåíèé íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ èí-
ôåêöèè.

Öåëü äàííîé ðàáîòû – èçó÷åíèå ðîëè èíäóöèðóåìûõ ïîðàíå-
íèåì ýêñòðàêëåòî÷íûõ ðèáîíóêëåàç â çàùèòå îò âèðóñîâ íà ìîäå-
ëè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà. Áûëè ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå
êîíêðåòíûå çàäà÷è: 1) ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà,
íåñóùèõ ãåí ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñòðàêëåòî÷íîé ðèáîíóêëåàçû, èí-
äóöèðóåìîé ïîðàíåíèåì; 2) àíàëèç è îòáîð òðàíñôîðìàíòîâ òàáà-
êà, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ïîâûøåííûì óðîâíåì ðèáîíóêëåàçíîé
àêòèâíîñòè; 3) ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óñòîé÷èâîñòè òðàíñôîðìàí-
òîâ è êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé òàáàêà ê âèðóñó òàáà÷íîé ìîçàèêè.
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Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåòå-
ðîëîãè÷íóþ ýêñòðàêëåòî÷íóþ ðèáîíóêëåàçó, áûë âûáðàí ãåí ZRNaseII
Zinnia elegans, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî èíäóöèðóåòñÿ â îòâåò íà ïîðà-
íåíèå. Ñ ïîìîùüþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè áûëà ïîëó÷åíà êÄÍÊ
ýòîãî ãåíà è ÷åðåç ïðîìåæóòî÷íîå êëîíèðîâàíèå ââåäåíà â áèíàð-
íûé âåêòîð pBi101 äëÿ àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòå-
íèé. Îêîí÷àòåëüíàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ âêëþ÷àëà ãåí íåî-
ìèöèíôîñôîòðàíñôåðàçû II (NPT II – ñåëåêòèâíûé ìàðêåð) è êÄÍÊ
öåëåâîãî ãåíà ïîä óïðàâëåíèåì ñèëüíîãî êîíñòèòóòèâíîãî ïðîìî-
òîðà 35S ÐÍÊ âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû. Áûëè ïîëó÷åíû
ðàñòåíèÿ-òðàíñôîðìàíòû, ó êîòîðûõ ñ ïîìîùüþ NPT-òåñòà ïîêàçà-
íà ýêñïðåññèÿ ìàðêåðíîãî ãåíà. Èçìåðåíèå ðèáîíóêëåàçíîé àêòèâ-
íîñòè â ãðóáûõ ýêñòðàêòàõ èç ëèñòüåâ ïîêàçàëî, ÷òî ó âñåõ òðàíñ-
ôîðìàíòîâ îíà âûøå, ÷åì ó íåòðàíñãåííîãî êîíòðîëÿ. Ýòè ðåçóëü-
òàòû òàêæå áûëè ïîäòâåðæäåíû ñ ïîìîùüþ ôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà
ñïåêòðà áåëêîâ ñ ðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ â òêàíåâûõ ýêñòðàê-
òàõ òðàíñãåííûõ è êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé òàáàêà. Áûëè îòîáðàíû
ðàñòåíèÿ ñ ðàçíûì óðîâíåì ðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì (â 3-14 ðàç âûøå êîíòðîëÿ).

Ïðîâåäåí ïðåäâàðèòåëüíûé àíàëèç ðàñòåíèé, íåñóùèõ ãåí
ZRNaseII Zinnia elegans è õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ïîâûøåííûì óðîâ-
íåì ðèáîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòè, íà óñòîé÷èâîñòü ê âèðóñó òàáà÷-
íîé ìîçàèêè. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïîëó÷åííûå òðàíñôîðìàíòû îáëà-
äàþò ïîâûøåííîé âèðóñîóñòîé÷èâîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè ðàñòåíèÿìè. Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ôîðìèðîâàëè ñèìï-
òîìû ïîðàæåíèÿ ñ áîëüøîé çàäåðæêîé è õàðàêòåðèçîâàëèñü íèç-
êèì ñîäåðæàíèåì âèðóñíîãî àíòèãåíà ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÂÒÌ â
èíîêóëþìå äî 10 ìêã/ìë.

ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ

Cytogenetic investigation of transgenic plant

Л.А. Семенова, А.Г. Еникеев, А.В. Натяганова
Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск

Е-mail: lasema@sifibr.irk.ru

Òðàíñôîðìàöèþ, ñ öèòîãåíåòè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ, ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü êàê Ò-ÄÍÊ èíñåðöèþ è ïîñòòðàíñôîðìàöèîííûå èç-
ìåíåíèÿ – êàê âîçìîæíûå ïîñëåäñòâèÿ èíñåðöèîííîãî ìóòàãåíå-
çà. Òðàíñãåííîå ðàñòåíèå ïðåòåðïåâàåò, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâîéíîé
ñòðåññ: ñîáñòâåííî ïðîöåññ òðàíñôîðìàöèè è êóëüòèâèðîâàíèå in
vitro. Ïðè òðàíñôîðìàöèè âåêòîðîì ñ ñåëåêòèâíûì ãåíîì óñòîé-
÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó äîïîëíèòåëüíûì ñòðåññîì ÿâëÿåòñÿ âûðà-
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ùèâàíèå ðåãåíåðàíòîâ íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå. Ðåçîííî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ñëó÷àéíîå è íåíàïðàâëåííîå âñòðàèâàíèå â ãåíîì ÷óæå-
ðîäíîé ÄÍÊ ñîïðîâîæäàåòñÿ êàñêàäîì èçìåíåíèé, íåïðåäñêàçóå-
ìî çàòðàãèâàþùèõ êàêèå-ëèáî ñîáûòèÿ â æèçíè òðàíñãåííîãî îðãà-
íèçìà. Ëîãè÷íî îæèäàòü ïðîÿâëåíèå òàêèõ èçìåíåíèé íà ñàìûõ
ðàçíûõ óðîâíÿõ îðãàíèçàöèè: îò ôåíîòèïè÷åñêîãî äî ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷åñêîãî. È åñëè ïîñëåäñòâèÿ íà óðîâíå ôåíîòèïà è ýêñï-
ðåññèè ãåíà äåéñòâèòåëüíî íà ñîâðåìåííîì ýòàïå àêòèâíî èçó÷à-
þòñÿ, òî ãîðàçäî ìåíüøå ñâåäåíèé î âîçäåéñòâèè òðàíñãåíåçà íà
áèîõèìè÷åñêîì, ôèçèîëîãè÷åñêîì è, îñîáåííî, íà öèòîãåíåòè÷åñ-
êîì óðîâíå. Ìåæäó òåì, äàæå ðóòèííûé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç
(îïðåäåëåíèå ìèòîòè÷åñêîãî èíäåêñà, õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé,
÷èñëà è ìîðôîëîãèè õðîìîñîì è äð.) ñïîñîáåí äàòü ìíîãî äîïîë-
íèòåëüíîé èíôîðìàöèè.

Òàê, óíèêàëüíàÿ êóëüòóðà òêàíè ñêîðçîíåðû (Schorzonera
hispanica L.), ÿâëÿþùàÿñÿ ïðèðîäíûì òðàíñãåíîì, õàðàêòåðèçó-
åòñÿ èçìåíåííûì âòîðè÷íûì ìåòàáîëèçìîì è îñòàåòñÿ öèòîãåíå-
òè÷åñêè ñòàáèëüíîé íà ïðîòÿæåíèè ïî÷òè 50 ëåò.

Òðàíñãåííàÿ ëèíèÿ ãîðîõà (Pisum sativum L.), ïîëó÷åííàÿ ïðè
àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè øòàììîì À281 ñîðòà «Êàçà-
íåö» (ñ óñàòûì òèïîì ëèñòà è äåòåðìèíàíòíûì òèïîì ñòåáëÿ),
äåìîíñòðèðóåò çíà÷èòåëüíûå ôåíîòèïè÷åñêèå îòëè÷èÿ, â òîì ÷èñ-
ëå èçìåíåíèå ôîðìû ëèñòà è èíäåòåðìèíàíòíûé ðîñò ñòåáëÿ, êî-
òîðûå ñîõðàíÿëèñü ó Ò

2 
ïîêîëåíèÿ. Óðîâåíü õðîìîñîìíûõ àáåððà-

öèé â êîí÷èêàõ êîðåøêîâ ñåìÿí Ò
2
 áûë ñðàâíèì ñ òàêîâûì ó èñ-

õîäíîé ëèíèè. Ïîêàçàòåëü MI òðàíñãåíîâ â ÷åòûðå-ïÿòü ðàç ïðå-
âûøàë MI èñõîäíûõ ðàñòåíèé, ÷åì ìîæíî îáúÿñíèòü âûñîêèå òåì-
ïû ðîñòà è ðàçâèòèÿ òðàíñãåííîé ëèíèè. Êðîìå òîãî, ïî ïðåäâàðè-
òåëüíûì äàííûì, ó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íàáëþäàåòñÿ áîëüøàÿ
ïîïóëÿöèÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ïîñëåäñòâèÿ äàííîé òðàíñôîðìàöèè òðóäíî
îïðåäåëèòü êàê äåñòðóêòèâíûå, õîòÿ ïîñëåäñòâèÿ ñòîëü ìîùíîãî
ñòðåññà îæèäàëèñü èìåííî òàêîâûìè.

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ýôôåêò òðàíñãåíåçà âî ìíî-
ãîì çàâèñèò îò ìåñòîïîëîæåíèÿ âñòàâêè, ïîýòîìó ïðåäñòàâëÿåò
èíòåðåñ îïðåäåëåíèå õðîìîñîìíîé ëîêàëèçàöèè Ò-ÄÍÊ, ÷òî ïî-
çâîëÿþò ñîâðåìåííûå öèòîãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû (íàïðèìåð, FISH)
è ñîîòíåñåíèå åå ñ èçìåíåííûìè ôåíîòèïè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè.
Âåñüìà ìíîãîîáåùàþùèì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èçó÷åíèå òðàíñãåííîãî
êàðèîòèïà ñ ïîìîùüþ äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ, ÷òî ìî-
æåò äàòü öåííóþ èíôîðìàöèþ î âàðèàöèÿõ òîíêîé ñòðóêòóðû õðî-
ìîñîì.
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ВЛИЯНИЕ ВСТРОЙКИ TMS ГЕНА
НА РАЗВИТИЕ И КЛУБНЕОБРАЗОВАНИЕ

ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ КАРТОФЕЛЯ IN VITRO

Tms gene influence on transgenic potato plant development
and tuberization in vitro

Г.И. Соболькова, Н.О. Юрьева, Т.В. Баврина, Е. Крылова, Ю.Ю. Кустова
Институт физиологии растений им. К.А.Тимирязева РАН, г. Москва

E-mail: yno@newmail.ru

Â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè êëóáíåâûõ ýêñïëàíòîâ êàðòîôå-
ëÿ ñîðòà Äåçèðå àãðîáàêòåðèàëüíîé êîíñòðóêöèåé, íåñóùåé Tms-
ãåí, êîòîðûé êîíòðîëèðóåò îäèí èç ýòàïîâ ñèíòåçà àóêñèíà, áûëî
ïîëó÷åíî 11 òðàíñãåííûõ ëèíèé. Ïðè÷åì â îäíîé èç íèõ öåëåâîé
ãåí îòñóòñòâîâàë (ñîäåðæàëñÿ òîëüêî NPT). Ðîñò è ðàçâèòèå òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé îöåíèâàëè in vitro íà áåçãîðìîíàëüíûõ ñðåäàõ â
ñðàâíåíèè ñ èõ èñõîäíûì ñîðòîì. Òîëüêî îäíà ëèíèÿ ñ Tms-ãåíîì
è îäíà ñ NPT ïðîäåìîíñòðèðîâàëè áîëåå ðàííåå ïî ñðàâíåíèþ ñ
èñõîäíîé ôîðìîé íà÷àëî ðèçîãåíåçà. Â äàëüíåéøåì, èíòåíñèâíîñòü
ðîñòà êîðíÿ óìåíüøàëàñü, â îñîáåííîñòè ó ëèíèé, ïîëó÷åííûõ
ïîñëå äëèòåëüíîãî (180 ñóòîê) èíêóáèðîâàíèÿ íà ñåëåêòèâíûõ ñðå-
äàõ. Ó ëèíèé, ïîëó÷åííûõ íà 90-å ñóòêè, óãíåòåíèå ðîñòà êîðíÿ
áûëî ìåíåå âûðàæåíî. Ïî âûñîòå ïîáåãà, ñêîðîñòè åãî ðîñòà, ÷èñ-
ëó ìåæäîóçëèé çíà÷èòåëüíûõ îòêëîíåíèé îò èñõîäíîé in vitro
ôîðìû íå áûëî âûÿâëåíî. Ïðîöåññ êëóáíåîáðàçîâàíèÿ èçó÷àëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì êóëüòóðû ñòîëîíîâ in vitro. Â ñðåäíåì, ïî÷òè âñå
òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè áîëåå íèçêóþ ñïîñîá-
íîñòü îáðàçîâàíèÿ ñòîëîíîâ è ìèêðîêëóáíåé (â ïåðåñ÷åòå íà 1 èñ-
õîäíûé ýêñïëàíò), ÷åì èñõîäíûé ñîðò. Ñðåäíÿÿ ìàññà ìèêðîêëóá-
íÿ òîëüêî â äâóõ ñëó÷àÿõ ïðåâûñèëà èñõîäíûé ñîðò, â îñòàëü-
íûõ – îíà áûëà â äâà-òðè ðàçà íèæå. Ïîêàçàòåëü ñðåäíåé ìàññû
ìèêðîêëóáíÿ òàêæå áûë âûøå òîëüêî ó äâóõ ëèíèé, â îñòàëüíûõ
ñëó÷àÿõ – íà óðîâíå èñõîäíîãî ñîðòà. Îñíîâíûì îòëè÷èåì ïîëó-
÷åííûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé îêàçàëàñü èõ ñïîñîáíîñòü îáðàçî-
âûâàòü áîëüøåå êîëè÷åñòâî êðóïíûõ ìèêðîêëóáíåé (40-60 ìì) è
ñíèæàòü äîëþ ìåëêèõ (2-3 ìì). Ïîëó÷åííûå ïðåäâàðèòåëüíûå ðå-
çóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âñòðîéêà Tms-ãåíà ïîâëè-
ÿëà òîëüêî íà ðàñïðåäåëåíèå ìèêðîêëóáíåé ïî ðàçìåðó. Îñòàëü-
íûå ïàðàìåòðû òðåáóþò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.
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ПОВЫШЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ ТАБАКА,
ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ГЕН ПАНКРЕАТИЧЕСКОЙ РИБОНУКЛЕАЗЫ БЫКА

К ВИРУСУ ТАБАЧНОЙ МОЗАИКИ

Enhanced resistance of transgenic tobacco plants expressing bovine
pancreatic ribonuclease against tobacco mosaic virus

E.A. Trifonova1, M.V. Sapotsky2, M.L. Komarova1, A.V. Kochetov1, V.I. Malinovsky2

1 Institute of Cytology and Genetics, Novosibirsk
Е-mail: et@bionet.nsc.ru

2 Institute of Biology and Soil Science, Vladivostok

Viruses are responsible for considerable losses of crops. Recently,
a variety of gene engineering approaches have been employed to
generate virus-resistant plants. It has been shown that plants possess
many various ribonuclease (RNase) activities. It was reported that
RNase activity was higher in diseased plants. It was suggested that
introduction of RNase-encoding genes could be used to protect plants
against various pathogens. We have transformed tobacco (Nicotiana
tabacum SR1) with the Bos taurus pancreatic ribonuclease gene and
selected transformants with elevated levels of RNase activity in leaf
extracts. Bovine RNase A is a non-toxic enzyme efficiently degrading
single-stranded RNA. The enzyme is activated only after maturation
(the deletion of N-end leader peptide during secretion), while the
unmaturated form of the protein is inactive.

Intron-less gene coding for pancreatic ribonuclease was isolated
from bovine genomic DNA by PCR and cloned in the PC27 vector
under the control of mannopin synthase 2’ promoter. This promoter
is active in roots and leaves, and its activity is strongly induced
locally by wounding. Ten kanamycin-resistant transformants were
selected. These R0 plants were additionally checked for the presence
of transgene by PCR. Analysis of crude leaf extracts identified 3
transformants with a high level of ribonuclease activity (10-14 times
greater than non-transgenic control), 6 transformants with a low
level (2-4 times greater than control), and 1 transformant with a
medium level (7 times greater than control). Leaf extracts of the
transgenic plants contained additional ribonuclease activities that
electrophoretically indistinguishable from that of commercial bovine
ribonuclease. Notably, the apoplast fraction of transgenic leaf extracts
was characterized by a higher level of RNase activity in comparison
with the apoplast fraction of non-transgenic leaf extracts (24 times
greater than control for line 8): thus, bovine pancreatic ribonuclease
was secreted from plant cells.



271Симпозиум  7. Биология трансгенного растения

According to a segregation analysis of nptII marker, line 7
contained single T-DNA insertion (it was also verified by Southern
blot hybridization with bovine pancreatic RNase gene used as a probe).
This line was selected for further investigations and selfed to obtain
R1 and R2 offsprings. Seeds from R1 plants 7-2, 7-3, 7-8 were found
to be homozygous for kanamycin resistance. These R2 plants were
checked for RNase activity levels (7.6±0.07 for 7-2 plants, 8.0±0.05
for 7-3 plants, 8.2±0.07 for 7-8 plants), and were used to analyze the
transgene influence on plant resistance to TMV. Under greenhouse
conditions without any nutritional limitation, the expression of the
transgene had no visible effect on plant growth and development.

Two R0 transgenic lines (8 and 10), homozygous R2 plants of
line 7, and control plants were inoculated with different TMV
concentrations. The occurrence of disease symptoms and the accumu-
lation of the viral antigen (coat protein) were tested. Transgenic plants
demonstrated either absence of disease symptoms or a significant
delay in their appearance, depending on the virus concentration in
the inocula and level of ribonuclease activity.

We found that the accumulation of viral antigen was significantly
retarded in the inoculated leaves of the transgenic plants in comparison
with the control plants (p<0.05). Moreover, quantitative viral antigen
accumulation negatively correlated with the level of ribonuclease
activity. Similar results were obtained by the comparison of infectious
virus contents in leaves of the transgenic and the control plants. In
general, if the virus concentration in the inoculum was low or medium
(0.01-0.1 µg/ml), transgenic plants were characterized by the absence
or considerable delay of virus accumulation and appearance of disease
symptoms in comparison with the control plants. At higher TMV
concentrations in inoculum (10 µg/ml), the differences between the
control and transgenic plants were negligible in the later stages of
infection (14-28 DAI).

Currently, the mechanisms of extracellular RNase antiviral effects
are poorly known. It may be hypothesized that apoplastic RNases can
degrade viral genomic RNAs during some stage of the infection
process. The alternative hypothesis might be that ribonuclease
molecules enter into plant cells together with viral RNA during
inoculation process. In this case, ribonucleases could kill the cells
before the viral replication occurs. If the initial quantity of transfected
virus particles were large enough, TMV could overcome the nuclease
“barrier” and penetrate into plant cells. To the best of our knowledge,
this is the first example of the antiviral activity of the transgene-
encoded extracellular RNase in plants. This work also supports earlier
reports of the antiviral effect of exogeneous ribonuclease application
in extracellular space of plant leaves.
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ТРАНСФОРМАЦИЯ ИНБРЕДНЫХ ЛИНИЙ РЕДИСА
(RAPHANUS SATIVUS L.) ОНКОГЕНАМИ Т-ДНК AGROBACTERIUM

TUMEFACIENS И AGROBACTERIUM RHIZOGENES:
СВЯЗЬ ОПУХОЛЕОБРАЗОВАНИЯ, ФИТОГОРМОНАЛЬНОГО БАЛАНСА

И ОСОБЕННОСТЕЙ РЕГЕНЕРАЦИИ С УРОВНЕМ ЭКСПРЕССИИ
ПЕРЕНЕСЕННЫХ ГЕНОВ

Transformation of radish (Raphanus sativus L.) inbred lines
by oncogenes from Agrobacterium tumefaciens

and Agrobacterium rhizogenes  T-DNA: tumor formation,
phytohormonal balance and regeneration peculiarities

of transgenic plants depending on the transgenes expression levels

Н.В. Фролова, А.В. Ганзен, М.А. Власенко, В.А. Монахова, Е.Л. Ильина,
И.Е. Додуева, Л.А. Лутова

Санкт-Петербургский государственный университет, г. Санкт-Петербург
E-mail: Wildtype@yandex.ru

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè ãåíîâ Ò-ÄÍÊ Agrobacterium tumefaciens è
Agrobacterium rhizogenes â îïóõîëåîáðàçîâàíèè ó ðàñòåíèé ìû èñ-
ñëåäîâàëè èõ âëèÿíèå íà îïóõîëåîáðàçîâàíèå ó èíáðåäíûõ ëèíèé
ðåäèñà (Raphanus sativus var. Radicula Pers.). Ñðåäè âûñîêîèíá-
ðåäíûõ ëèíèé ãåíåòè÷åñêîé êîëëåêöèè ðåäèñà, êîòîðàÿ ïîääåð-
æèâàåòñÿ íà êàôåäðå ãåíåòèêè ÑÏáÃÓ áîëåå 40 ëåò, ñóùåñòâóþò
ëèíèè ñî ñïîíòàííûì îïóõîëåîáðàçîâàíèåì, êîòîðûå èñïîëüçóþò-
ñÿ â êà÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ñèñòåìíîãî êîíò-
ðîëÿ äåëåíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ó ðàñòåíèé. Ìû òðàíñ-
ôîðìèðîâàëè îïóõîëåîáðàçóþùèå è áåçîïóõîëåâûå ëèíèè ðåäèñà
ãåíàìè ipt Agrobacterium tumefaciens, à òàêæå rolC è rolB Agrobac-
terium rhizogenes. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé äå-
ìîíñòðèðîâàëà ðàçëè÷íûå ôåíîòèïè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, íàèáîëåå
èíòåðåñíûì èç êîòîðûõ áûëè èçìåíåíèÿ îïóõîëåâîãî ôåíîòèïà:
îïóõîëåîáðàçîâàíèå ó áåçîïóõîëåâûõ ëèíèé è îòñóòñòâèå îïóõî-
ëåé ó ëèíèé ñî 100 %-íûì îïóõîëåîáðàçîâàíèåì. Êðîìå òîãî, äëÿ
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðåäèñà, íåñóùèõ îíêîãåíû Ò-ÄÍÊ àãðîáàê-
òåðèé, áûëî õàðàêòåðíî èçìåíåíèå ðåàêöèè ýêñïëàíòîâ íà öèòî-
êèíèíû è àóêñèíû in vitro è îñîáåííîñòåé ðåãåíåðàöèè. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî ó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðåäèñà èçìåíåíî ñîäåðæàíèå
ýíäîãåííûõ öèòîêèíèíîâ è àóêñèíîâ â òêàíÿõ: íàïðèìåð, ó ðàñòå-
íèé, íåñóùèõ ãåí ipt, íàáëþäàëñÿ ïîâûøåííûé óðîâåíü ñâîáîäíî-
ãî çåàòèíà. Íàèáîëåå çíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå ôèòîãîðìîíàëüíîãî
áàëàíñà ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêèìè ëèíèÿìè íàáëþäàëîñü ó
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ èçìåíåííûì îïóõîëåâûì ôåíîòèïîì. Ñ
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ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ ìû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ðåäèñà
ðàçëè÷àþòñÿ ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííûõ ãåíîâ, ÷òî ìîæ-
íî îáúÿñíèòü âñòàâêàìè ãåíîâ â ðàçíûå ðàéîíû ãåíîìà, à òàêæå
òðàíñêðèïöèîííûì ñàéëåíñèíãîì. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îïóõîëåîá-
ðàçóþùèå òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ðåäèñà õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîâû-
øåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíîâ Ò-ÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ áåçîïó-
õîëåâûìè. Òàêæå áûëà îáíàðóæåíà âçàèìîñâÿçü ìåæäó óðîâíåì
ýêñïðåññèè ãåíîâ Ò-ÄÍÊ è îñîáåííîñòÿìè ðåãåíåðàöèè in vitro:
íàïðèìåð, òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ, íåñóùèå ãåíû ipt è rolC, îòëè-
÷àþòñÿ ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ýêçîãåííûì öèòîêèíè-
íàì è èíòåíñèâíûì îïóõîëåîáðàçîâàíèåì ó ìîëîäûõ ðàñòåíèé â
îòâåò íà öèòîêèíèíû.

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ 05-04-48583, CRDF ST-
012-0 и CRDF BP2M12.

НАСЛЕДОВАНИЕ И ЭКСПРЕССИЯ
ТРАНСГЕНА NPTII IN VIVO И IN VITRO У КУКУРУЗЫ

In vivo and in vitro Inheritance and Expression
of the nptII Transgene in Maize

Е.В. Шапар, Е.С. Осипова, С.А. Данилова, Ю.И. Долгих
Институт физиологии растений им К.А. Тимирязева РАН, г. Москва
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Ñ ìîìåíòà óñïåøíîãî ïîëó÷åíèÿ ïåðâûõ òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé ïðîøëî óæå áîëåå 20 ëåò. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíî
áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìåòîäîâ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòå-
íèé, à ñàìà òðàíñôîðìàöèÿ äàâíî óæå ñòàëà ðóòèííîé ïðîöåäóðîé
â íàó÷íûõ è êîììåð÷åñêèõ ëàáîðàòîðèÿõ ïî âñåìó ìèðó. Ãåíåòè-
÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ íàøëà øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ñîçäàíèè
íîâûõ ôîðì ñåëüñêîõîçÿéñòâåííî-öåííûõ ðàñòåíèé, îáëàäàþùèõ
âûèãðûøíûìè ïðèçíàêàìè â ñðàâíåíèè ñ èñõîäíûìè ñîðòàìè, à
òàêæå â ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ ìîëåêóëÿðíîé áèîëî-
ãèè. Òðàíñãåííûå îðãàíèçìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûå ìî-
äåëüíûå ñèñòåìû, íà êîòîðûõ ìîæíî ïðîñëåäèòü êàê ìåõàíèçìû
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, òàê è ôåíîòèïè÷åñêîå ïðîÿâëåíèå
îòäåëüíî âçÿòûõ ñîáñòâåííûõ èëè ÷óæåðîäíûõ ãåíîâ. Íåñìîòðÿ
íà óñïåøíóþ èíòåãðàöèþ è ñòàáèëüíîå íàñëåäîâàíèå, ýêñïðåññèÿ
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ â ðàñòåíèÿõ ÷àñòî îêàçûâàåòñÿ íåñòàáèëüíîé.
Ýòî çàâèñèò îò ïðèðîäû ãåíà (êîäîííûõ òðèïëåòîâ), êîëè÷åñòâà
êîïèé âñòàâêè, ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîáñòâåííûì ãåíàì
è îò ìåñòà âñòàâêè (ýôôåêò ïîëîæåíèÿ). Íåïðåäñêàçóåìîñòü óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè òðàíñãåíà óñóãóáëÿåòñÿ íåæåëàòåëüíûì âëèÿíèåì
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íà ãåíîì êóëüòèâèðîâàíèÿ ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê in vitro, êîòîðîå
çàêëþ÷àåòñÿ â ñîìàêëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè è íàêîïëåíèè íåî-
áðàòèìûõ ãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé. Ýòî âàæíûé ìîìåíò, òàê êàê
íà ñîâðåìåííîì ýòàïå ðàçâèòèÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ðàñ-
òåíèÿ-òðàíñôîðìàíòû ðåãåíåðèðóþòñÿ èç ýêñïëàíòîâ in vitro. Â
ñâÿçè ñ ýòèì áûëè ïîñòàâëåíû ñëåäóþùèå çàäà÷è:

– èçó÷èòü õàðàêòåð íàñëåäîâàíèÿ òðàíñãåíà in vitro è in vivo;
– èçó÷èòü õàðàêòåð ýêñïðåññèè ââåäåííîãî ãåíà ó êóëüòèâèðó-

åìûõ îáúåêòîâ in vitro è ó ðàñòåíèé in vivo;
– ñðàâíèòü õàðàêòåð íàñëåäîâàíèÿ è ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííûõ

ãåíîâ in vivo è in vitro.
Àíàëèç íàñëåäîâàíèÿ è ýêñïðåññèè ïðîâîäèëñÿ íà ïðèìåðå ãåíà

nptII, îáåñïå÷èâàþùåãî óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê àíòèáèîòèêó êà-
íàìèöèíó.

Ñåìåííîå ïîòîìñòâî (Ò2) îò øåñòè ðàñòåíèé ïåðâîãî ïîêîëå-
íèÿ ïîñëå òðàíñôîðìàöèè áûëî ââåäåíî â êóëüòóðó in vitro. Êàë-
ëóñíûå êëîíû, ïðîèçâîäíûå îò êàæäîãî ñåìåíè, êóëüòèâèðîâàëè
îòäåëüíî äðóã îò äðóãà íà ñðåäå Ìóðàñèãå-Ñêóãà ñ íèòðàòîì ñåðåá-
ðà äëÿ ïîääåðæàíèÿ ìîðôîãåííîé ñïîñîáíîñòè êàëëóñà. ×åðåç ÷å-
òûðå ìåñÿöà ïîñëå ââåäåíèÿ çàðîäûøåé â êóëüòóðó in vitro áûë
âçÿò ìàòåðèàë äëÿ ÏÖÐ-àíàëèçà íà íàëè÷èå ââåäåííîãî ãåíà. Âñå-
ãî ïðîàíàëèçèðîâàíî 306 êëîíîâ. ÏÖÐ-àíàëèç êàëëóñíûõ êëîíîâ
ïîêàçàë, ÷òî ãåí íàñëåäóåòñÿ in vitro ñîãëàñíî ìåíäåëåâñêîìó çà-
êîíó ìîíîãèáðèäíîãî ñêðåùèâàíèÿ.

Ýêñïðåññèþ ãåíà nptII îöåíèâàëè ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ðåãåíå-
ðàíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç êàëëóñíûõ êëîíîâ, ê àíòèáèîòèêó. Íà ïðî-
òÿæåíèè äâóõ ëåò ïîëó÷àåìûå ðåãåíåðàíòû òåñòèðîâàëèñü íà óñ-
òîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó. Îò êàæäîãî êëîíà áûëî ïîëó÷åíî îò 1
äî 15 ðåãåíåðàíòîâ (âñåãî 1484 ðåãåíåðàíòà). Óñòîé÷èâûå ðåãåíå-
ðàíòû îñòàâàëèñü çåëåíûìè, íåóñòîé÷èâûå ñòàíîâèëèñü áåëûìè.
Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êàëëóñíûõ êëîíîâ îäíîâðåìåííî äà-
âàëî áåëûå è çåëåíûå ðåãåíåðàíòû è íåáîëüøîå ÷èñëî òîëüêî áå-
ëûå è òîëüêî çåë¸íûå. ÏÖÐ-àíàëèç áåëûõ ðåãåíåðàíòîâ, ïîëó÷åí-
íûõ èç òðàíñãåííûõ êëîíîâ, ïîêàçàë, ÷òî â ïîäàâëÿþùåì ÷èñëå
ñëó÷àåâ îíè ñîäåðæàëè ãåí nptII, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î çàìîëêà-
íèè ãåíà. Ñðåäíÿÿ ÷àñòîòà çàìîëêàíèÿ ãåíà nptII in vitro, ðàññ÷è-
òàííàÿ êàê îòíîøåíèå ÷èñëà òðàíñãåííûõ êëîíîâ, äàþùèõ áåëûå
ðåãåíåðàíòû, ê îáùåìó ÷èñëó òðàíñãåííûõ êëîíîâ, ñîñòàâèëà 78 %.

Äëÿ ñîïîñòàâëåíèÿ õàðàêòåðîâ íàñëåäîâàíèÿ è ýêñïðåññèè
òðàíñãåíà in vivo ñåìåíà íåñêîëüêèõ ëèíèé êóêóðóçû (âñåãî 141
ðàñòåíèå) ïðîðàùèâàëèñü íà êàíàìèöèíå, è íàëè÷èå ãåíà îïðåäå-
ëÿëè ìåòîäîì ÏÖÐ. Ó ðàñòåíèé in vivo ãåí ñòàáèëüíî íàñëåäîâàë-
ñÿ ñîãëàñíî ìåíäåëåâñêîìó çàêîíó ìîíîãèáðèäíîãî ñêðåùèâàíèÿ
íà ïðîòÿæåíèè òðåõ ïîêîëåíèé. Ìíîãèå èç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
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îêàçûâàëèñü ÷óâñòâèòåëüíûìè ê êàíàìèöèíó è áåëåëè, ÷òî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î çàìîëêàíèè ãåíà nptII in vivo, ÷àñòîòà êîòîðîãî ðàñ-
ñ÷èòûâàëàñü êàê îòíîøåíèå ÷èñëà áåëûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ê
îáùåìó ÷èñëó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, âûðàæåííîå â ïðîöåíòàõ.
×àñòîòà çàìîëêàíèÿ òðàíñãåíà ó ðàñòåíèé in vivo óâåëè÷èâàëàñü â
ïîñëåäóþùèõ ïîêîëåíèÿõ, è â Ò2, ñîîòâåòñòâóþùåì ïîêîëåíèþ,
ââåäåííîìó â êóëüòóðó in vitro, îíà ñîñòàâèëà 65 %. Ñðàâíèâàÿ
õàðàêòåð íàñëåäîâàíèÿ è ýêñïðåññèè òðàíñãåíà nptII in vivo è in
vitro, ìîæíî ñäåëàòü âûâîäû:

1. Ãåí nptII íàñëåäóåòñÿ ñîãëàñíî çàêîíó ìîíîãèáðèäíîãî ñêðå-
ùèâàíèÿ in vivo è in vitro.

2. In vivo è in vitro íàáëþäàåòñÿ çàìîëêàíèå òðàíñãåíà nptII.
×àñòîòà çàìîëêàíèÿ òðàíñãåíà in vivo óâåëè÷èâàåòñÿ â ïîñëåäóþ-
ùèõ ïîêîëåíèÿõ.

3. ×àñòîòà çàìîëêàíèÿ ãåíà nptII in vitro âûøå, ÷åì in vivo.

РАЗРАБОТКА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ МОДЕЛЕЙ
С ЦЕЛЬЮ СОЗДАНИЯ УСТОЙЧИВЫХ ФОРМ РАСТЕНИЙ

The development of experimental models to create resistant plants

Х.Р. Шимшилашвили, Д.В. Сотченков, В.С. Фадеев, М.М. Бабыкин1,
Р. Маали1, Н.О. Юрьева2, В.П. Пчелкин2, В.Д. Цыдендамбаев2,

А.Г. Верещагин2, А.Н. Дерябин2, Т.И. Трунова2, Д.А. Лось2, А.М. Носов1, 2,
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Äëÿ ñîçäàíèÿ óñòîé÷èâûõ ôîðì ðàñòåíèé èñïîëüçóþò ñòðàòå-
ãèþ, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò íåñêîëüêî ýòàïîâ. Ïåðâîíà÷àëüíî ïðîâî-
äÿò ïîèñê è îòáîð îðãàíèçìîâ, êîòîðûå ñïîñîáíû ê ðîñòó è ðàçâè-
òèþ â ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ.
Äàëåå èäåíòèôèöèðóþò è êëîíèðóþò ãåíû, ïðîäóêòû êîòîðûõ
îáåñïå÷èâàþò òàêóþ óñòîé÷èâîñòü, ñ ïîñëåäóþùåé ýêñïðåññèåé
êëîíèðîâàííûõ ãåíîâ â ìîäåëüíûå îðãàíèçìû è ïðîâåðêîé èõ íà
óñòîé÷èâîñòü ê ñòðåññàì. Ïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû äàþò îñíî-
âàíèå èñïîëüçîâàòü ýòè ãåíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ óñòîé÷èâûõ ê ñòðåñ-
ñàì õîçÿéñòâåííî-âàæíûõ êóëüòóð. Îñíîâíûå òðóäíîñòè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ýòîé ñòðàòåãèè, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ, ñâÿçàíû ñ
îïðåäåëåíèåì áåëêîâîãî ïðîäóêòà èññëåäóåìîãî ãåíà èëè åãî ôóí-
êöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè, ïîñêîëüêó áîëüøèíñòâî ïðîäóêòîâ êëî-
íèðîâàííûõ ãåíîâ ëèáî íå èìåþò ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ëèáî
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èõ ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ìîæíî îïðåäåëÿòü, èñïîëüçóÿ ñëîæ-
íûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Íàìè ïðåäëîæåí íîâûé ïîäõîä äëÿ
êîíñòðóèðîâàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëåé ñ öåëüþ äàëüíåé-
øåãî ñîçäàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, óñòîé÷èâûõ ê ñòðåññîâûì
ôàêòîðàì. Ýòîò ïîäõîä îñíîâàí íà êîíñòðóèðîâàíèè ãèáðèäíûõ
ãåíîâ, â êîòîðûõ öåëåâîé ãåí èìååò òðàíñëÿöèîííîå ñëèÿíèå ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ðåïîðòåðíîãî ãåíà, êîäèðóþùåãî òåðìîñòà-
áèëüíóþ ëèõåíàçó. Äàííàÿ ðåïîðòåðíàÿ ñèñòåìà èìååò íåñêîëüêî
ïðåèìóùåñòâ. Ïðåæäå âñåãî, îíà îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå áî-
ëåå ïðîñòûõ è ÷óâñòâèòåëüíûõ ìåòîäîâ äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè
ãèáðèäíîãî ãåíà, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü áûñòðûé îòáîð òðàíñ-
ãåííûõ îðãàíèçìîâ, îïðåäåëÿòü óðîâåíü ýêñïðåññèè ãèáðèäíûõ
ãåíîâ è ìîëåêóëÿðíûå ìàññû áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ ãèáðèäíûõ ãå-
íîâ.

Áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû ãèáðèäíûå ãåíû, ñîäåðæàùèå ðåïîð-
òåðíûé ãåí òåðìîñòàáèëüíîé ëèõåíàçû, è ñëåäóþùèå öåëåâûå ãåíû:

1) ãåíû sd2 è sd2mod, êîäèðóþùèå çàùèòíûå ïåïòèäû, êîòî-
ðûå îáëàäàþò àíòèáàêòåðèàëüíîé è àíòèãðèáíîé àêòèâíîñòüþ;

2) ãåí prq A, êîòîðûé êîíòðîëèðóåò óñòîé÷èâîñòü ê èíäóêòî-
ðàì îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è íåêîòîðûì òîêñè÷åñêèì ñîåäèíåíè-
ÿì, âêëþ÷àÿ ãåðáèöèäû;

3) ãåíû desC è desA, êîòîðûå êîäèðóþò äåñàòóðàçû ñ ðàçëè÷-
íîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è ó÷àñòâóþò â çàùèòå îðãàíèç-
ìîâ ïðè íåêîòîðûõ àáèîòè÷åñêèõ ôàêòîðàõ, òàêèõ êàê îñìîòè÷åñ-
êèé ñòðåññ è íèçêèå òåìïåðàòóðû.

Äàëåå, áûëà èçó÷åíà ýêñïðåññèÿ ýòèõ ãåíîâ â êëåòêàõ ìîäåëü-
íûõ îðãàíèçìîâ ïðî- è ýóêàðèîò.

Ïîêàçàíî, ÷òî áåëêè SD2 è SDmod â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ áåëêîâ
SD2-LicBÌ2 è SD2mod-LicBÌ2 îêàçûâàþò òàêîå æå èíãèáèðóþ-
ùåå äåéñòâèå íà ðîñò ãèôîâ Fusarium culmorum, êàê íàòèâíûé è
ìîäèôèöèðîâàííûé áåëêè, à ëèõåíàçà ñîõðàíÿåò ñâîè ñâîéñòâà –
àêòèâíîñòü è òåðìîñòàáèëüíîñòü.

Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãèáðèäíîãî ãåíà prq A-lic BM3 â êëåò-
êè Synechocystis îáóñëàâëèâàëà ó íèõ çíà÷èìîå ïîâûøåíèå óñòîé-
÷èâîñòè ê ìåòèëâèîëîãåíó.

Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â ñîñòàâå ãèáðèäíûõ áåëêîâ DesC-
LicBÌ2 è DesÀ-LicBÌ2 äåñàòóðàçû (DesC è DesÀ) ñîõðàíÿþò ñïî-
ñîáíîñòü êàòàëèçèðîâàòü ââåäåíèå äâîéíîé ñâÿçè â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå æèðíûå êèñëîòû ó áàêòåðèàëüíûõ òðàíñôîðìàíòîâ, ïðè ýòîì
àêòèâíîñòü ãèáðèäíûõ áåëêîâ ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ îò àê-
òèâíîñòè áåëêîâ â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
ñîñòàâå ãèáðèäíûõ áåëêîâ DesC-LicBÌ2 è DesÀ-LicBÌ2 ñâîè îñ-
íîâíûå ñâîéñòâà (òåðìîñòàáèëüíîñòü è àêòèâíîñòü) ñîõðàíèëà ëè-
õåíàçà. Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ ðàñòåíèé êàð-
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òîôåëÿ íàòèâíîãî è ãèáðèäíîãî ãåíà ∆12-äåñàòóðàçû ñòèìóëèðóåò
áèîñèíòåç ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ è ïîâûøàåò óðîâåíü íåíàñûùåí-
íûõ ÆÊ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýê-
ñïðåññèÿ ∆12-äåñàòóðàçû ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïîâûøåíèþ õîëîäî-
ñòîéêîñòè òðàíñôîðìàíòîâ êàðòîôåëÿ.

Работа выполнена при финансовой поддержке грантов РФФИ (06-04-
81009-Бел_а, 05-04-49186-а).
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Ñ èñïîëüçîâàíèåì àãðîáàêòåðèàëüíûõ êîíñòðóêöèé ñ ðàçíû-
ìè âàðèàíòàìè öåëåâîãî ãåíà ñïèäðîèíà (áåëêà ïàóòèíû) ðåïîð-
òåðíûì ãåíîì ëèõåíàçû è ìàðêåðíûì NPT áûëè ïîëó÷åíû ïîïó-
ëÿöèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ ñîðòîâ Æóêîâñêèé Ðàí-
íèé è Þáèëåé Æóêîâà. Àíàëèç ðîñòà è ðàçâèòèÿ òðàíñãåííûõ ðà-
ñòåíèé in vitro â ñðàâíåíèè ñ èõ èñõîäíîé ôîðìîé ïîêàçàë, ÷òî
30 % òðàíñôîðìàíòîâ ñîðòà Æóêîâñêèé Ðàííèé â 1.5 ðàçà óñêîðè-
ëè ðîñò êîðíÿ, â òî âðåìÿ êàê ðàçâèòèå íàäçåìíîãî ïîáåãà ïî÷òè
íå îòëè÷àëîñü îò èñõîäíîé ôîðìû. Â ïîïóëÿöèè òðàíñôîðìàíòîâ
ñîðòà Þáèëåé Æóêîâà áîëåå èíòåíñèâíûé ðîñò êîðíÿ (ïî ñðàâíå-
íèþ ñ èõ èñõîäíîé ôîðìîé) íàáëþäàëè ó 28 % ëèíèé, áîëåå èí-
òåíñèâíîå ðàçâèòèå ïîáåãà – ó 52 %, ïðè÷åì çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ
÷èñëà ìåæäîóçëèé – 16 % ëèíèé. Ñïîñîáíîñòü çàâÿçûâàòü êëóáíè
ýòèìè òðàíñãåííûìè ðàñòåíèÿìè èçó÷àëè â êóëüòóðå ñòîëîíîâ in
vitro. Â ïîïóëÿöèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ. Æóêîâñêèé Ðàííèé
íàáëþäàëè óìåíüøåíèå ÷èñëà èíäóöèðóåìûõ ñòîëîíîâ â ðàñ÷åòå
íà èñõîäíûé ýêñïëàíò, ÷èñëî çàâÿçàâøèõñÿ ìèêðîêëóáíåé íà èñ-
õîäíûé ýêñïëàíò áûëî ñõîæèì ñ òàêîâûì ó èñõîäíîãî ñîðòà. Â
ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ êîíñòðóêöèè ñ 17 êîïèÿìè ãåíà ñïèäðîèíà,
íàáëþäàëè óñêîðåíèå çàâÿçûâàíèÿ è ñîçðåâàíèÿ ìèêðîêëóáíåé.
Ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü ñòîëîíû ó òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñîðòà
Þáèëåé Æóêîâà ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àëàñü îò èñõîäíîé ôîðìû.
×èñëî êëóáíåé íà èñõîäíûé ýêñïëàíò áûëî íèæå, ÷åì ó ñîðòà, çà
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èñêëþ÷åíèåì ñëó÷àåâ, ãäå áûëà èñïîëüçîâàíà êîíñòðóêöèÿ ñ êîð-
íåñïåöèôè÷åñêèì ïðîìîòîðîì. Ñêîðîñòü çàâÿçûâàíèÿ ìèêðîêëóá-
íåé è èõ ñîçðåâàíèå ó 30 % èçó÷åííûõ ôîðì áûëè ïî÷òè â äâà
ðàçà âûøå, ÷åì ó èñõîäíîãî ñîðòà. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ îïû-
òîâ ïîêàçàëè, ÷òî âñòðîéêà ãåíîâ ñïèäðîèíà è ëèõåíàçû íå îêàçà-
ëà îòðèöàòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà îñíîâíûå ïàðàìåòðû ðîñòà è ðàçâè-
òèÿ ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ.


