
Рапс — одна из на и бо лее пер с пек тив ных
сель с ко хо зяй с т вен ных куль тур в ус ло ви ях рос сий -
с ко го кли ма та, ис поль зу е мая как в пи ще вых, так и
в тех ни чес ких це лях. 25 из 32 одоб рен ных к ком -
мер чес ко му воз де лы ва нию би о тех но ло ги чес ких
сор тов рап са ус той чи вы к гер би ци дам [1], что в
свя зи с быс т рым фор ми ро ва ни ем ре зис тен т нос ти
у сор ных рас те ний поз во ля ет по вы сить уро жай -
ность лишь в крат кос роч ной пер с пек ти ве. По э то -
му по иск но вых аль тер на тив ных под хо дов к по вы -
ше нию про дук тив нос ти рап са за счет его соб с т вен -
ных внут рен них ре сур сов или прив не се ния раз -
лич ных тран с ге нов, ко то рые мо гут ока зы вать вли -
я ние на па ра мет ры рос та, ста но вит ся все бо лее ак -

ту аль ным [2]. Для эф фек тив но го по ис ка на и луч -
ших спо со бов по вы ше ния про дук тив нос ти рап са
не об хо ди мо раз ра ба ты вать и при ме нять лег ко вос -
п ро из во ди мые, уни вер саль ные и низ ко зат рат ные
ме то ды тран с фор ма ции его ге но ма, поз во ля ю щие
в ко рот кие сро ки по лу чать боль шое ко ли чес т во ва -
ри ан тов и ли ний тран с ген ных рас те ний рап са, ко -
то рые мо гут быть ис поль зо ва ны для всес то рон не -
го изу че ния вли я ния эк с прес сии раз лич ных тран с -
ге нов на про дук тив ность этой куль ту ры.

На се год няш ний день на и бо лее рас п рос т ра -
нен ным ме то дом по лу че ния тран с ген но го рап са
яв ля ет ся аг ро бак те ри аль ная тран с фор ма ция се мя -
доль ных че реш ков [3, 4] и ги по ко ти лей [5, 6].
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Со з да  ние тран  с  ген н о го рап са (B rassic a nap us  L.)  
c к онститутив ной э кспрессией  ге на  A RGOS -LIKE  
Arabidop sis th al iana  ме то дом по г ру же ния ц вет ко в

В дан ной ра бо те ме то дом пог ру же ния цвет ков нами были по лу че ны тран с ген ные
рас те ния рап са, спо соб ные к свер хэк с п рес сии гена ARGOS-LIKE Arabidopsis
thaliana. Час то та тран с фор ма ции рап са сор тов Hanna и Рат ник сос та ви ла в сред нем
10%. У тран с ген ных рас те ний рап са наб лю да лось уве ли че ние дли ны стеб ля в сред -
нем на 27%, дли ны лис ть ев на 58%, ши ри ны лис ть ев на 40%, цвет ков на 22%, объ е -
ма се мян на 23% и мас сы се мян на 29% по срав не нию с ана ло гич ны ми по ка за те ля -
ми кон т роль ных рас те ний ди ко го типа. Пло щадь кле ток ниж не го эпи дер ми са лис ть -
ев тран с ген ных рас те ний уве ли чи ва лась в сред нем на 18% по срав не нию с кон т ро -
лем. По ка за но, что ген ARGOS-LIKE A. thaliana в со че та нии с про мо то ром ви ру са
мо за и ки ге ор ги на мо жет быть ис поль зо ван для уве ли че ния раз ме ров ор га нов рап са.

Клю че вые сло ва: ген ARGOS-LIKE, пог ру же ние цвет ков, про мо тор ви ру са мо за и ки ге ор ги на, рапс, тран с ген ные рас те -
ния, Brassica napus L.
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Спи сок со кра ще ний: 6-БАП — 6-бен зи ла ми но пу рин; ОТ-ПЦР — ПЦР с ис по ль зо ва ни ем об рат ной транс крип та зы; п.н. — пар нук -
ле о ти дов; ПАВ — по вер х но ст но-ак тив ное ве ще ст во; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция.
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Хотя за бо лее чем де сять лет ис поль зо ва ния дан -
но го ме то да час то ту тран с фор ма ции уда лось по -
вы сить до 25%, он ос та ет ся до воль но слож ным и
ре сур со ем ким из - за не об хо ди мос ти ра бо ты в
куль ту ре in vitro. Следует так же от ме тить, что
дан ная ме то ди ка вклю ча ет про цесс ре ге не ра ции
по бе гов из не диф фе рен ци ро ван ной тка ни, по э то -
му для раз лич ных сор тов рап са каж дый раз при -
хо дит ся под би рать оп ти маль ное со че та ние фи то -
гор мо нов.

Аль тер на ти вой яв ля ет ся так на зы ва е мый ме -
тод пог ру же ния цвет ков рап са в аг ро бак те ри аль -
ную сус пен зию, осу щес т в ля е мый in vivo [7]. Этот
ме тод был пред ло жен как бо лее эко но мич ный и
обес пе чи ва ю щий боль шую про из во ди тель ность и 
впер вые был при ме нен ра нее для по лу че ния тран -
с ген но го A. thaliana [8]. Поз д нее ме тод стал при ме -
нять ся так же для дру гих рас те ний, в том чис ле и
рап са. Нес мот ря на час то ту тран с фор ма ции рап са
на уров не все го лишь 2—3% [9] от сут с т вие не об -
хо ди мос ти ма ни пу ля ций в куль ту ре in vitro поз во -
ля ет по лу чить боль ше тран с ген ных рас те ний и в
бо лее ко рот кие сро ки [10]. Из ме не ние сос та ва аг ро -
бак те ри аль ной сус пен зии для пог ру же ния цвет -
ков мо жет по вы сить эф фек тив ность ме то да вплоть
до уров ня, дос ти га е мо го при тран с фор ма ции се мя -
доль ных че реш ков и ги по ко ти лей. 

С уче том эко ло ги чес ких рис ков воз де лы ва -
ния ус той чи вых к гер би ци дам тран с ген ных рас те -
ний [11] бо лее бе зо пас ны ми пред с тав ля ют ся ген -
но- мо ди фи ци ро ван ные сор та с но вы ми приз на ка -
ми, не да ю щи ми эво лю ци он ных пре и му ществ,
нап ри мер, сор та рас те ний, про дук тив ность ко то -
рых по вы ша ет ся за счет уве ли че ния раз ме ров ор -
га нов или дру гих па ра мет ров рос та.

Раз ме ры ор га нов рас те ний кон т ро ли ру ют ся 
дву мя ос нов ны ми ме ха низ ма ми: ре гу ля ции кле -
точ но го де ле ния и рос та кле ток в апи каль ных ме -
рис те мах, за чат ках и рас ту щих ор га нах [12, 13].
Не дав но было по ка за но, что важ ную роль в ко ор -
ди на ции про цес сов кле точ но го де ле ния и рас тя же -
ния вы пол ня ют бел ки, со дер жа щие OSR-домен
[14]. У A. thaliana об на ру же но и изу че но че ты ре
гена, ко ди ру ю щих бел ки дан ной груп пы, а имен -
но, ARGOS, ARGOS-LIKE, OSR1 и OSR2 [14,
15—17]. Ген ARGOS-LIKE (ARL) A. thaliana ко ди -
ру ет тран с мем б ран ный бе лок, ло ка ли зо ван ный в
эн доп лаз ма ти чес ком ре ти ку лу ме и учас т ву ю щий
в пе ре да че сиг на лов от фи то гор мо нов к ге но му
[14]. К нас то я ще му вре ме ни из вес т но лишь то,
что сиг на лы к бел ку ARL пос ту па ют пре и му щес т -
вен но от брас си нос те ро и дов и пе ре да ют ся гену
TCH4 (AtXTH22), ко ди ру ю ще му одну из кси лог лю -
ка нэн дот ран с г ли ко зи лаз A. thaliana [16]. В свою

оче редь, эти фер мен ты при ни ма ют учас тие в рас -
тя же нии кле точ ной стен ки при рос те кле ток [18].
Свер хэк с п рес сия гена ARL спо соб с т ву ет уве ли че -
нию раз ме ров над зем ных ор га нов тран с ген но го
рас те ния A. thaliana за счет по ло жи тель но го вли я -
ния на рост кле ток за счет рас тя же ния [16]. Ра нее
нами были по лу че ны тран с ген ные рас те ния та ба -
ка, осу щес т в ля ю щие свер хэк с п рес сию гена ARL
под кон т ро лем 35S-промотора [19], ко то рые ха рак -
те ри зо ва лись уве ли че ни ем раз ме ров лис ть ев и
стеб ля в сред нем на 15—25% по срав не нию с кон т -
ро лем пре и му щес т вен но за счет укрупнения от -
дель ных кле ток. Нами было по ка за но, что ген
ARL, а так же го мо ло гич ный ему ген ARGOS эф фек -
тив ны в ге те ро ло гич ных ус ло ви ях и, ви ди мо, мо -
гут быть ис поль зо ва ны для по лу че ния раз лич ных
тран с ген ных рас те ний с уве ли чен ны ми раз ме ра -
ми ор га нов [19, 20]. Од на ко фе но ти пи чес кие про -
яв ле ния по вы шен ной эк с прес сии ге нов дан ной
груп пы на при ме ре рап са до сих пор не изу ча лись, 
тог да как имен но для этой куль ту ры уве ли че ние
раз ме ров лис ть ев, стеб ля, цвет ков, пло дов и се мян 
осо бен но ак ту аль но, пос коль ку вся его над зем ная
часть на хо дит то или иное при ме не ние в раз лич -
ных от рас лях про мыш лен нос ти, в час т нос ти, зе ле -
ная мас са и от хо ды мас лоп ро из вод с т ва ис поль зу -
ют ся в ка чес т ве кор мов для сель с ко хо зяй с т вен -
ных жи вот ных.

Целью нас то я щей ра бо ты было про ве де ние
аг ро бак те ри аль ной тран с фор ма ции яро во го рап -
са сор тов Hanna и Рат ник кон с т рук ци ей гена ARL
A. thaliana, на хо дя ще го ся в би нар ном век то ре
pCam bia 1301 под кон т ро лем кон с ти ту тив но го
про мо то ра ви ру са мо за и ки ге ор ги на [21], ме то -
дом пог ру же ния цвет ков без ис поль зо ва ния ста -
дий куль ти ви ро ва ния in vitro.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бак те ри аль ные клет ки, штам мы, плаз -
ми ды, ген но -ин же нер ные ма ни пу ля ции. В ра бо -
те ис поль зо ва ли бак те рии Echerichia сoli, штамм
XL1-Blue, и Agrobacterium tumefaciens, штамм
AGL (Кол лек ция мик ро ор га низ мов ИБГ УНЦ).
При соз да нии ген но -ин же нер ных кон с т рук ций ис -
поль зо ва ли Т-век тор pKRX и би нар ный век тор
pCambia 1301 с ге ном ус той чи вос ти к гиг ро ми ци -
ну (CAMBIA, Ав с тра лия). Плаз мид ную ДНК вы -
де ля ли ме то дом ще лоч но го ли зи са бак те ри аль -
ных ко ло ний, ис поль зуя на бо ры фир мы «Ци то -
кин» (Рос сия). Ге ном ную ДНК Arabidopsis tha -
liana и рап са вы де ля ли ме то дом со ле вой эк с трак -
ции [22]. Ген ARL был ам п ли фи ци ро ван при по мо -
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щи Pfu-полимеразы («Би ос к рин», Рос сия) из ге -
ном ной ДНК A. thaliana при по мо щи прай ме ров
ARLF — 5-CTTCTTTAAATGATTCGTGAG-3 и
ARLR — 5-TTATTACATAAAAGTGGAAG-3.
Для под бо ра прай ме ров и ам п ли фи ка ции гена
ARL A. thaliana была ис поль зо ва на пос ле до ва тель -
ность гена, за ре гис т ри ро ван ная в GenBank под но -
ме ром NM_180078.3. Раз мер ам п ли ко на сос та вил
420 п.н.; он вклю чал кро ме от к ры той рам ки счи ты -
ва ния учас ток ДНК, ко ди ру ю щий ли дер ный пеп -
тид, не об хо ди мый для пе ре ме ще ния бел ка ARL че -
рез мем б ра ну эн доп лаз ма ти чес ко го ре ти ку лу ма
[14]. Ам п ли кон был кло ни ро ван в фаг мид ном
Т-век то ре pKRX, а за тем сек ве ни ро ван. Сек ве ни -
ро ва ние про во ди ли на ав то ма ти чес ком ана ли за то -
ре нук ле и но вых кис лот ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, США). По иск го мо -
ло гич ных ге нов осу щес т в ля ли при по мо щи прог -
рамм MegAlign па ке та Lasergene (DNASTAR,
США) и прог рам мы MegaBlast, дос туп ной че рез
сайт http://www.ncbi.nlm.nih.gov. 

Да лее в век тор pCambia 1301 пос ле до ва тель -
но были кло ни ро ва ны про мо тор ви ру са мо за и ки
ге ор ги на (по сай там EcoRI и KpnI) и сиг нал по ли а -
де ни ли ро ва ния 35S polyA (по сай там SmaI и PstI).
BsePI-фрагмент век то ра pKRX, не су щий пос ле до -
ва тель ность гена ARL, был об ра бо тан Т4- ДНК-
 полимеразой для дос т рой ки лип ких кон цов и да -
лее кло ни ро ван в век то ре pCambia 1301, пред ва ри -
тель но гид ро ли зо ван ном фер мен том рес т рик ции
SmaI. По иск кло нов со смыс ло вой ори ен та ци ей це -
ле вых ге нов осу щес т в ля ли при по мо щи ком би на -
ции прай ме ров DMVF 5-ATCAAC GGAGA AA CA -
AAGAT-3, спе ци фичных к про мо то ру ви ру са мо -
за и ки ге ор ги на, 1301R 5-TGCTC TAGCA TT CG -
CCATTC-3, спе ци фич но го к 35S polyA, а так же
прай ме ров ARLF и ARLR (см. выше).

По лу че ние тран с ген ных рас те ний рап са
и ус ло вия вы ра щи ва ния рас те ний. Тран с ген -
ные рас те ния рап са (Brassica napus L. сор тов Рат -
ник и Hanna) по лу ча ли ме то дом пог ру же ния цвет -
ков (floral dip). Рапс се я ли на грунт в теп ли це в на -
ча ле мая. Аг ро бак те ри аль ную тран с фор ма цию
осу щес т в ля ли на чи ная с мо мен та пе ре хо да к ста -
дии бу то ни за ции (се ре ди на июля) и до нас туп ле -
ния пе ри о да ин тен сив но го цве те ния (на ча ло ав гус -
та). Аг ро бак те рии, со дер жа щие це ле вую ген но -ин -
же нер ную кон с т рук цию, за ра нее вы ра щи ва ли в те -
че ние 1 сут на сре де Лу рия—Бер та ни при тем пе ра -
ту ре 27°. Да лее их цен т ри фу ги ро ва ли в те че ние
10 мин при 1000 g, ос вет лен ную пи та тель ную сре -
ду уда ля ли, а оса док ре сус пен ди ро ва ли в рас т во -
ре, со дер жа щем 0,075 мкМ аце то си рин гон

(Sigma-Aldrich, США), 0,1% силь ве та Gold (Chem -
tura, США), 100 нг/л 6-бензиламинопурина (6-БАП) 
и 30 г/л са ха ро зы. Ос нов ные из ме не ния в сос та ве
сус пен зии, пред ло жен ной Li и др. [9], в на шей ра -
бо те кос ну лись кон цен т ра ции аце то си рин го на и
6-БАП.

Соц ве тия рап са с бу то на ми и мо ло ды ми
цвет ка ми пог ру жа ли в аг ро бак те ри аль ную сус пен -
зию (50 мл) на 1—2 мин и за тем за во ра чи ва ли в по -
ли э ти ле но вую плен ку на 1 сут для пре дот в ра ще -
ния вы сы ха ния. Та ким об ра зом было об ра бо та но
41 соц ве тие рап са сор та Рат ник и 23 соц ве тия сор -
та Hanna. Пос ле соз ре ва ния се мян их со би ра ли
руч ным спо со бом. 

Пер вич ный от бор по фе но ти пу тран с ген -
ных про рос т ков из по лу чен ных се мян осу щес т в ля -
ли пос ле их об ра бот ки се лек тив ным ан ти би о ти -
ком гиг ро ми ци ном (Gold Biotechnology, США).
Для это го се ме на за ма чи ва ли в те че ние су ток в
рас т во ре гиг ро ми ци на в кон цен т ра ции 100 мг/л.
Пос ле это го се ме на без пред ва ри тель ной об ра бот -
ки и про мыв ки вы са жи ва ли в че ты рех лит ро вые
ем кос ти (по 100 се мян в каж дой) с грун том Terra
Vita (Рос сия). Ем кос ти по ме ща ли в кли ма то ка ме -
ру Binder (Гер ма ния) при тем пе ра ту ре 23° с ос ве -
щен нос тью 7000 люкс и фо то пе ри о дом 16/8 ч
(свет/тем но та). Ана ло гич но об ра бо тан ные гиг ро -
ми ци ном се ме на вы са жи ва ли так же и при ес тес т -
вен ном ос ве ще нии в теп ли цу в мае. Всхо жесть се -
мян сос тав ля ла в сред нем 80% как для опыт ных
рас те ний, так и для рап са, не по двер гав ше го ся
тран с фор ма ции, что яв ля ет ся нор мой для этой
куль ту ры [23].

Пред по ла га е мые тран с ген ные про рос т ки
от би ра ли ви зу аль но: не ус той чи вы ми к гиг ро ми -
ци ну счи та лись рас те ния с по бе лев ши ми пер вы -
ми нас то я щи ми лис ть я ми. В фазе се мя доль ных
лис ть ев по бе ле ние у обо их ис поль зо ван ных в ра -
бо те сор тов рап са не наб лю да лось даже при по вы -
ше нии кон цен т ра ции гиг ро ми ци на в 5 раз и уве -
ли че нии вре ме ни за ма чи ва ния в рас т во ре ан ти би -
о ти ка до 2 сут. От сут с т вие по бе ле ния лис ть ев
при дей с т вии гиг ро ми ци на слу жи ло ос нов ным
до ка за тель с т вом тран с ген нос ти по лу чен ных в
ходе ра бо ты рас те ний рап са, а ПЦР-а на лиз ис -
поль зо ва ли лишь в ка чес т ве ее до пол ни тель но го
под т вер ж де ния. 

ПЦР-а на лиз тран с ген ных рас те ний рап -
са. На ста дии по яв ле ния пер вых нас то я щих лис ть -
ев из ос тав ших ся пол нос тью зе ле ны ми про рос т -
ков рап са вы де ля ли ДНК ме то дом со ле вой эк с -
трак ции и под вер га ли по лу чен ные об раз цы ПЦР-
 а на ли зу на при сут с т вие це ле во го гена ARL, а так -
же про мо то ра ви ру са мо за и ки цвет ной ка пус ты
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(35S-промотор). Этот про мо тор рас по ла га ет ся в
Т-ДНК век то ра pCambia 1301, где кон т ро ли ру ет
эк с прес сию гена ус той чи вос ти к гиг ро ми ци ну.
Для ПЦР-и ден ти фи ка ции гена ARL ис поль зо ва ли
прай ме ры ARLPCRF — 5-TCTACAAAAC GAC -
AT CATAAACAT-3 и ARLPCRR — 5-ACAT AA -
AAGTGGAAGAAGAAGAAA-3. Для по ис ка 35S-
 промотора, со дер жа ще го ся в Т-ДНК век то ра
pCambia 1301, при ме ня ли прай ме ры 35SF —
5-CCTAACAGAACTCGCCGTAAAGAC-3 и 35SR
— 5-TTGCGA AGGATAGTGGG ATTGT G-3.

По лу ко ли чес т вен ная ОТ-ПЦР. Со дер жа -
ние тран с к рип тов це ле во го гена в тран с ген ных
рас те ни ях рап са оце ни ва ли с по мощью по лу ко ли -
чес т вен ной ОТ-ПЦР. Для это го то таль ную РНК из 
лис ть ев ис с ле ду е мых рас те ний вы де ля ли с три зо -
лом («Би ос к рин», Уфа), пер вую цепь кДНК стро и -
ли при по мо щи оли го(dT) прай ме ра и
MMuLV-ревертазы (NEB, США). Для ОТ-ПЦР
гена ARL ис поль зо ва ли прай ме ры 5-GGAG AT C -
ATAACCGGAAAAACACGAGT-3 и 5-AGA A GA -
A GGCATGAAAGCAAGAACCA-3. В ка чес т ве ре -
фе рен с но го ис поль зо ва ли ген, ко ди ру ю щий ак тин 
рап са (AF111812). Для ОТ-ПЦР мРНК гена, ко ди -
ру ю ще го ак тин рап са, ис поль зо ва ли прай ме ры
ActF — 5-GTGCCGATCTACGAAGGT-3 и ActR
— 5-TCAGGGCAACGGAATCT-3.

Мор фо ло ги чес кая ха рак те рис ти ка тран с -
ген ных рас те ний рап са. Мор фо ло ги чес кий ана -
лиз опыт ных и кон т роль ных рас те ний рап са про -
во ди ли на ста дии цве те ния в кон це июня. Для это -
го оп ре де ля ли дли ну стеб ля, дли ну (от кон чи ка
лис та до мес та его со е ди не ния со стеб лем) и ши -
ри ну трех са мых круп ных ниж них лис ть ев. Из ме -
ря ли так же дли ну струч ков и вен чи ков и пло -
щадь ниж них кле ток эпи дер ми са вер х них лис ть -
ев. Пос ле соз ре ва ния се мян из ме ря ли их мас су и
объ ем.

Пло щадь кле ток эпи дер ми са лис ть ев оп ре -
де ля ли при по мо щи уни вер саль но го флу о рес цен т -
но го мик рос ко па мо де ли Axio Imager M1 (Carl
Zeiss, Гер ма ния) с ис поль зо ва ни ем ори ги наль но го 
прог рам м но го обес пе че ния. Ис с ле до ва ли вер х ние 
лис тья цве ту щих рас те ний со сред ней пло щадью
20 см2, пос коль ку раз ме ры ниж них лис ть ев варь и -
ро ва ли; тем не ме нее, пло щадь кле ток в ниж них и
вер х них лис ть ях од них и тех же рас те ний су щес т -
вен но не раз ли ча лась. 

Ста тис ти чес кий ана лиз про во ди ли при по -
мо щи прог рамм Statistica 6.0 и MS Ex cel 2003. Для 
оцен ки мор фо мет ри чес ких раз ли чий меж ду вы -
бор ка ми кон т роль ной и опыт ной групп рас те ний
ис поль зо ва ли U-критерий Ман на—Уит ни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По лу че ние транс ген ных рас те ний рап са 
ме то дом по гру же ния цвет ков и от бор 
пред по ла га е мых транс ген ных форм 
по фе но ти пу

По лу чен ные се ме на рап са пос ле об ра бот ки
аг ро бак те ри аль ной сус пен зи ей под вер га ли дей с т -
вию се лек тив но го ан ти би о ти ка гиг ро ми ци на и
про ра щи ва ли в кли ма то ка ме ре или в ус ло ви ях ес -
тес т вен но го ос ве ще ния в теп ли це. У кон т роль ных 
нет ран с ген ных рас те ний рап са в ус ло ви ях кли ма -
то ка ме ры наб лю да лось 100%-ное по бе ле ние пер -
вых нас то я щих лис ть ев. Из про рос т ков се мян
тран с фор ми ро ван ных рас те ний в тех же ус ло ви -
ях пол нос тью зе ле ны ми ос та ва лись 10—15%
(рис. 1). Из них для даль ней ших эк с пе ри мен тов
было отоб ра но 66 рас те ний сор та Рат ник и 25 рас -
те ний сор та Hanna. У про рос т ков в теп ли це из ме -
не ний в цве те лис ть ев прак ти чес ки не наб лю да -
лось, что су щес т вен но ус лож ня ло от бор. Отоб ран -
ные по зе ле но му цве ту пер вых лис ть ев рас те ния в
даль ней шем под вер га ли ПЦР-а на ли зу.

Ока зав ши е ся тран с ген ны ми про рос т ки сор -
та Hanna пе ре са жи ва ли в пя ти лит ро вые ем кос ти и 
вы ра щи ва ли в ус ло ви ях ис кус с т вен но го ос ве ще -
ния (27°, ос ве щен ность 5000 люкс, фо то пе ри од
16/8 ч (свет/тем но та)) до ста дии соз ре ва ния се -
мян. Тран с ген ные про рос т ки сор та Рат ник пе ре са -
жи ва ли в теп ли цу во вто рой не де ле мая, пос коль -
ку пред ва ри тель ные опы ты по ка за ли, что дан ный
сорт не зац ве та ет в тех же ус ло ви ях ис кус с т вен но -
го ос ве ще ния, что и при ме ня е мые нами для сор та
Hanna. Ито го вая гус то та по сад ки рап са сор та Рат -
ник в теп ли це сос тав ля ла приб ли зи тель но 35 рас -
те ний на 1 м2.

От бор транс ген ных рас те ний рап са 
с по мо щью ПЦР-ана ли за

Даль ней ший от бор тран с ген ных рас те ний
про во ди ли пу тем ПЦР-и ден ти фи ка ции це ле во го
гена ARL и 35S-промотора. В кон т роль ных нет ран -
с ген ных рас те ни ях рап са спе ци фич ные ам п ли ко -
ны при ПЦР не об ра зо вы ва лись. Ме то дом ПЦР в
це лом была про а на ли зи ро ва на ДНК 115 рас те ний, 
отоб ран ных по фе но ти пу на пер вом эта пе ра бо ты: 
90 рас те ний сор та Рат ник (из них 66 про ра щи ва ли 
при ис кус с т вен ном ос ве ще нии, а 24 — в теп ли це
при ес тес т вен ном ос ве ще нии) и 25 рас те ний сор -
та Hanna (рис. 2). Из - за не точ нос ти ви зу аль но го
от бо ра толь ко 3 из 24 рас те ний, вы ра щен ных при
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ес тес т вен ном ос ве ще нии, ока за лись тран с ген ны -
ми. Из всех про рос т ков, по лу чен ных при ис кус с т -
вен ном ос ве ще нии, тран с ген ны ми ока за лись 59
рас те ний сор та Рат ник и 20 сор та Hanna. Та ким об -
ра зом, в ус ло ви ях ис кус с т вен но го ос ве ще ния точ -
ность ви зу аль но го вы яв ле ния тран с ген ных про -
рос т ков сре ди всхо дов рап са по цве ту пер вых лис -
ть ев сос та ви ла бо лее 80%, а при вы са жи ва нии се -
мян в от к ры тый грунт эта точ ность сни зи лась до
13%. Все го с при ме не ни ем ген но -ин же нер ной кон -
с т рук ции гена ARL с про мо то ром ви ру са мо за и ки
ге ор ги на было по лу че но 82 тран с ген ных рас те -
ния, отоб ран ных на пер вом эта пе по фе но ти пу и
на вто ром эта пе пу тем ПЦР-и ден ти фи ка ции це ле -
во го гена и 35S-промотора.

Пос ле на ча ла цве те ния тран с ген ные и кон -
т роль ные рас те ния под вер га ли мор фо ло ги чес ко -
му ана ли зу.

Срав ни те ль ная мор фо ло ги че ская 
ха рак те ри сти ка транс ген ных рас те ний рап са, 
эк с п рес си ру ю щих ген ARL A. tha li a na

Для мор фо ло ги чес ко го ана ли за были выб ра -
ны рас те ния сор та Рат ник с от но си тель но вы со ким
уров нем эк с прес сии це ле во го гена ARL (рис. 3),
вы са жен ные рас са дой в теп ли це и до ве ден ные до
цве те ния и об ра зо ва ния се мян. Вы со кий уро вень
со дер жа ния тран с к рип тов це ле во го гена в тка нях

Биотехнология, 2015, № 5 53

СОЗ ДА НИЕ ТРАН С ГЕН НО ГО РАП СА (Brassica napus L.) C КОНСТИТУТИВНОЙ ЭКСПРЕССИЕЙ ГЕ НА ARGOS-LIKE

Рис. 1. Тран с фор ма ция рап са ме то дом пог ру же ния цвет ков: а — соц ве тие пос ле ино ку ля ции аг ро бак те ри аль ной сус пен -
зи ей; б, в — по бе ле ние пер вых нас то я щих лис ть ев у нет ран с ген ных рас те ний; г — цве те ние тран с ген но го рап са сор та Hanna в
ус ло ви ях ис кус с т вен но го ос ве ще ния



лис ть ев рап са слу жил еще од ним до ка за тель с т вом 
тран с ген нос ти по лу чен ных в ходе ра бо ты рас те -
ний рап са. В ка чес т ве кон т роль ных были ис поль -
зо ва ны нет ран с ген ные рас те ния рап са того же сор -
та. Все го мор фо ло ги чес ко му ана ли зу было под вер г -
ну то 30 тран с ген ных рас те ний сор та Рат ник. Сорт 
Hanna для мор фо ло ги чес ко го ана ли за не ис поль зо -
ва ли.

В це лом тран с ген ные рас те ния рап са ха рак -
те ри зо ва лись уве ли чен ны ми раз ме ра ми ве ге та тив -
ных ор га нов, в пер вую оче редь, лис ть ев и стеб ля.
В на и боль шей сте пе ни уве ли чи ва лась дли на ниж -
них лис ть ев (рис. 4, а).

Раз ме ры стеб ля кон т роль ных рас те ний (в
сред нем 85,6 см) на хо ди лись в пре де лах сред них

зна че ний для сор та Рат ник (84—119 см) [24], а у
опыт ных рас те ний стеб ли были длин нее, чем у
кон т роль ных в сред нем на 27% (см. рис. 4, в); мак -
си маль ное же уве ли че ние было ха рак тер но для рас -
те ния №2 и сос та ви ло 87% (дан ные не при ве де -
ны). В це лом дли на стеб лей каж до го из 8 тран с ген -
ных рас те ний пре вы ша ла 119 см. Раз ме ры лис ть ев 
кор ре ли ро ва ли с дли ной стеб ля: нап ри мер, в сред -
нем дли на лис ть ев уве ли чи ва лась на 58%, а ши ри -
на — на 40%; у рас те ний с на и бо лее длин ны ми
стеб ля ми наб лю да лось уве ли че ние дли ны лис ть ев 
на 125% и двук рат ное уве ли че ние ши ри ны лис ть ев.

Для вы яс не ния воз мож ных при чин уве ли че -
ния раз ме ров ор га нов нами были про ве де ны мик -
рос ко пи чес кие ис с ле до ва ния кле ток эпи дер ми са
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Рис. 2. Элек т ро фо рег рам ма ре зуль та тов ПЦР-а на ли за (сле ва — мар кер мо ле ку ляр ной мас сы («Си бэн зим», Рос сия)): а —
35S-промотор (450 п.н.) в отоб ран ные ви зу аль но рас те ния рап са, вы ра щен ные в ус ло ви ях ис кус с т вен но го ос ве ще ния; б — ген
ARL (386 п.н.) в отоб ран ных ви зу аль но как тран с ген ные рас те ни ях рап са, вы ра щен ных в ус ло ви ях ес тес т вен но го ос ве ще ния;
в — ПЦР-и ден ти фи ка ция гена ARL (386 п.н.) в отоб ран ных ви зу аль но рас те ни ях рап са, вы ра щен ных в ус ло ви ях ис кус с т вен но -
го ос ве ще ния. До рож ки 1—19 — но ме ра рас те ний

Рис. 3. Оп ре де ле ние со дер жа ния тран с к рип тов це ле во го гена ARL в тран с ген ных рас те ни ях сор та Рат ник: до рож ка 1 —
кон т роль ное нет ран с ген ное рас те ние рап са сор та Рат ник; до рож ки 2—30 — тран с ген ные рас те ния рап са, со дер жа щие в ге но ме 
ген ARL A. thaliana; 2—8, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 22, 26, 27 и 30 — об раз цы, ха рак те ри зу ю щи е ся вы со ким уров нем со дер жа ния
тран с к рип тов ге те ро ло гич но го гена ARL и отоб ран ные для мор фо ло ги чес ко го ана ли за. В ниж ней час ти ри сун ка пред с тав ле ны
дан ные по ре фе рен с но му гену ак ти на, уро вень эк с прес сии ко то ро го ос та ет ся пос то ян ным во всех тка нях при из ме не нии ус ло -
вий



лис ть ев. Раз ме ры ор га нов тран с ген ных рас те ний
мог ли уве ли чи вать ся как за счет воз рас та ния раз -
ме ров от дель ных кле ток [16], так и за счет сти му -
ли ро ва ния кле точ но го де ле ния [15]. Было по ка за -
но, что уве ли че ние раз ме ров ве ге та тив ных ор га -
нов не соп ро вож да лось столь же су щес т вен ным
уве ли че ни ем пло ща ди кле ток ниж не го эпи дер ми -
са лис ть ев. В сред нем раз ме ры кле ток уве ли чи ва -
лись толь ко на 18% (см. рис. 4, ж), тог да как раз ме -

ры лис ть ев уве ли чи ва лись бо лее су щес т вен но
(см. рис. 4, а, б). При этом у рас те ний с на и бо лее
круп ны ми раз ме ра ми кле ток (уве ли че ние до 68%) 
(рис. 5) не наб лю да лось су щес т вен ное из ме не ние
раз ме ров стеб ля и лис ть ев по срав не нию с кон т ро -
лем. Та ким об ра зом, уве ли че ние раз ме ров ор га -
нов у тран с ген ных рас те ний рап са, ве ро ят но, в
боль шей сте пе ни было выз ва но уве ли че ни ем ко ли -
чес т ва кле ток, а не их раз ме ров. 
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Рис. 4. Мор фо ло ги чес кие па ра мет ры тран с ген ных и кон т роль ных рас те ний рап са сор та Рат ник: а — дли на лис ть ев в пе -
ри од цве те ния, см; б — ши ри на лис ть ев в пе ри од цве те ния, см; в — вы со та стеб ля, см; г — ди а метр вен чи ков цвет ков, см; д —
мас са 100 се мян, г; е — объ ем 100 се мян, мл; ж — пло щадь кле ток ниж не го эпи дер ми са лис ть ев, мкм2; з — дли на струч ков,
см. * — раз ли чия ста тис ти чес ки дос то вер ны

Рис. 5. Клет ки ниж не го эпи дер ми са лис ть ев нет ран с ген но го (а) и тран с ген но го (б, в) рап са сор та Рат ник: б — мел кие
клет ки; в — круп ные клет ки



У тран с ген ных рас те ний было так же за фик -
си ро ва но уве ли че ние ди а мет ра вен чи ка цвет ков в
сред нем на 22% (см. рис. 4, г); при этом у рас те ний 
с са мы ми круп ны ми раз ме ра ми стеб ля и лис ть ев
наб лю да лось уве ли че ние ди а мет ра цвет ков на
38% (рис. 6).

Уве ли чи ва лись так же мас са и объ ем се мян
тран с ген ных рас те ний. Сред няя мас са 100 се мян
нет ран с ген но го рап са в за ви си мос ти от по год ных
ус ло вий сос тав ля ла 0,28 ± 0,024 г [23], что наш ло
под т вер ж де ние и в на шем ис с ле до ва нии. Сред няя
мас са се мян тран с ген ных рас те ний сор та Рат ник
сос та ви ла 0,359 г, а у рас те ния № 18 с на и боль -
шим раз ме ром кле ток ниж не го эпи дер ми са лис ть -
ев (34080 мкм2), но без уве ли че ния раз ме ров ве ге -
та тив ных ор га нов, — 0,47 г. Та ким об ра зом, уро -
вень эк с прес сии гена ARL, ве ро ят но, мо жет ока зы -
вать вли я ние не толь ко на пло щадь кле ток лис ть -
ев, но и на раз мер се мян. В це лом, у тран с ген ных
рас те ний рап са наб лю да лось уве ли че ние мас сы се -
мян на 29%, а их объ е ма на 23% по срав не нию с та -
ко вы ми у рас те ний ди ко го типа. По дли не струч -
ков кон т роль ные и тран с ген ные рас те ния дос то -
вер но не раз ли ча лись (см. рис. 4, з).

Та ким об ра зом, пог ру же ние цвет ков яв ля ет -
ся пер с пек тив ным ме то дом по лу че ния но вых би о -
тех но ло ги чес ких сор тов рас те ний и име ет серь ез -
ный по тен ци ал для уве ли че ния эф фек тив нос ти
тран с фор ма ции, что было по ка за но нами на при -
ме ре рап са. Раз лич ные мо ди фи ка ции сос та ва аг ро -
бак те ри аль ной сус пен зии, ве ро ят но, мо гут по вы -
сить ус пеш ность тран с фор ма ции до уров ня, ха рак -
те ри зу ю ще го тра ди ци он ные ме то ды (аг ро бак те ри -
аль ная тран с фор ма ция се мя доль ных че реш ков и
ги по ко ти лей) и даже прев зой ти ее. Ме тод пог ру же -
ния цвет ков, ви ди мо, мо жет быть по ле зен и для
дру гих ви дов рас те ний: в час т нос ти, он при ме нял -
ся для ре зу хо вид ки Таля [8], хлоп чат ни ка [25],
ама ран та [26] и др. Дан ный ме тод не со дер жит ста -
дий ра бот в куль ту ре in vitro и по то му не тре бу ет
вы со ко го уров ня ква ли фи ка ции и при ме не ния до -

ро гос то я щих ре ак ти вов. Эти пре и му щес т ва ме то -
да пог ру же ния цвет ков не толь ко де ла ют бо лее де -
ше вым и дос туп ным для нес пе ци а ли зи ро ван ных
ла бо ра то рий соз да ние тран с ген ных рас те ний, от -
но ся щих ся к раз ным ви дам, но и об лег чают фун да -
мен таль ные ис с ле до ва ния в об лас ти фун к ци о наль -
ной ге но ми ки рас те ний.

Оцен ка эф фек тив нос ти тран с фор ма ции пу -
тем за ма чи ва ния се мян в рас т во ре гиг ро ми ци на
име ет ряд пре и му ществ пе ред ме то да ми пред ва ри -
тель но го про ра щи ва ния се мян на се лек тив ной сре -
де. Так, при этом, нап ри мер, сни жа ет ся рас ход ан -
ти би о ти ка, вов се не тре бу ет ся сте риль ных ус ло -
вий, пи та тель ных сред, пе ре са док.

Од на ко этот ме тод для раз ных рас те ний мо -
жет иметь и не ко то рые не дос тат ки. В на шей ра бо -
те при вы са жи ва нии за мо чен ных в гиг ро ми ци не
се мян в теп ли це при ес тес т вен ном ос ве ще нии точ -
ность от бо ра тран с ген ных про рос т ков по цве ту
пер вых лис ть ев сос та ви ла все го 13%, что прак ти -
чес ки со от вет с т ву ет дос тиг ну той нами эф фек тив -
нос ти тран с фор ма ции (10%). Сле до ва тель но, при
та ком под хо де от бор тран с ген ных про рос т ков при 
по мо щи об ра бот ки гиг ро ми ци ном не име ет смыс -
ла. При чи ной ни ве ли ро ва ния раз ни цы в цве те пер -
вых лис ть ев меж ду тран с ген ны ми и нет ран с ген -
ны ми про рос т ка ми, ве ро ят но, мог ли слу жить ес -
тес т вен ное ос ве ще ние и не оп ти маль ная тем пе ра -
ту ра. Нами так же было от ме че но, что по бе ле ние
пер вых нас то я щих лис ть ев при про ра щи ва нии се -
мян в кли ма то ка ме ре при тем пе ра ту ре 23° было
бо лее вы ра жен ным, чем в све то вой ком на те при
тем пе ра ту ре 27° и нам но го бо лее яв ным, чем в теп -
ли це (при ес тес т вен ном ос ве ще нии не толь ко ле -
том, но и с но яб ря по фев раль). В кли ма то ка ме ре
наб лю да лось 100%-ное по бе ле ние пер вых нас то я -
щих лис ть ев кон т роль ных нет ран с ген ных рас те -
ний, се ме на ко то рых были об ра бо та ны гиг ро ми ци -
ном. Сле до ва тель но, от бор тран с ген ных про рос т -
ков луч ше все го про во дить в кли ма то ка ме ре при
не вы со ких тем пе ра ту рах (23є).
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Рис. 6. Раз ме ры вен чи ков цвет ков рап са сор та Рат ник: а — кон т роль ное рас те ние; б — тран с ген ное рас те ние № 36



Пос коль ку уве ли че ние кон цен т ра ции гиг ро -
ми ци на в 5 раз при об ра бот ке се мян не ока за ло
вли я ния на сте пень по бе ле ния лис ть ев нет ран с ген -
но го рап са при ес тес т вен ном ос ве ще нии, но и не
сни зи ло их жиз нес по соб ность, име ет смысл уве -
ли чи вать кон цен т ра цию ан ти би о ти ка в 6 и бо лее
раз в даль ней ших ра бо тах по тран с фор ма ции рап -
са. До пол ни тель ный фе но ти пи чес кий от бор тран с -
ген ных про рос т ков, ве ро ят но, мож но так же про во -
дить пос ле до ба воч но го оп рыс ки ва ния лис ть ев
рас те ний вод ным рас т во ром гиг ро ми ци на в раз -
лич ных кон цен т ра ци ях с до бав ле ни ем силь ве та
или дру го го ПАВ.

Li и др. [9] пред ла га ли диф фе рен ци ро вать
тран с ген ные и нет ран с ген ные про рос т ки по дли -
не ги по ко ти лей при со дер жа нии гиг ро ми ци на не -
пос ред с т вен но в поч ве в кон цен т ра ции 100 мг/л,
од на ко этот спо соб мы не при ме ня ли вви ду боль -
шо го рас хо да гиг ро ми ци на и не воз мож нос ти его
осу щес т в ле ния в теп ли це при по сад ке в грунт без
ис поль зо ва ния спе ци аль ных ем кос тей. К тому же, 
ос ве щен ность ока зы ва ет зна чи тель ное вли я ние
на дли ну ги по ко ти ля, что мо жет ска зать ся на эф -
фек тив нос ти от бо ра.

Свер хэк с п рес сия гена ARL в го мо ло гич ных
ус ло ви ях (т.е. при внед ре нии гена в то рас те ние,
из ко то ро го он был вы де лен) спо соб с т во ва ла уве -
ли че нию раз ме ров ор га нов за счет сти му ля ции
рос та кле ток рас тя же ни ем [15]. Кон с ти ту тив ная
эк с прес сия того же гена в тран с ген ных рас те ни ях
та ба ка так же спо соб с т во ва ла уве ли че нию раз ме -
ров лис ть ев и стеб ля за счет по ло жи тель но го вли я -
ния на раз мер кле ток [19]. В то же вре мя, ген
OsARGOS риса, так же ко ди ру ю щий один из бел -
ков с OSR-доменом, вли я ет од нов ре мен но как на
кле точ ное де ле ние, так и на рост кле ток рас тя же -
ни ем [27]. При чем в го мо ло гич ных ус ло ви ях ген
OsARGOS во об ще не ока зы вал су щес т вен но го вли -
я ния на раз ме ры ор га нов тран с ген но го риса. На
при ме ре тран с ген ных рас те ний A. thaliana по ка за -
но, что свер хэк с п рес сия гена ARGOS риса и пе кин -
с кой ка пус ты уве ли чи ва ет уро вень эк с прес сии ге -
нов, учас т ву ю щих как в де ле нии кле ток, так и в
обес пе че нии кле точ но го рас тя же ния [27, 28]. В на -
шем ис с ле до ва нии было по ка за но, что свер хэк с п -
рес сия гена ARL спо соб с т ву ет уве ли че нию раз ме -
ров ор га нов рап са за счет вли я ния как на кле точ -
ное де ле ние (в боль шей сте пе ни), так и на кле точ -
ное рас тя же ние. Та ким об ра зом ис хо дя из по лу -
чен ных и ли те ра тур ных дан ных мож но пред по ло -
жить, что фе но ти пи чес кое про яв ле ние свер хэк с п -
рес сии ге нов, ко ди ру ю щих бел ки с OSR-доменом, 
за ви сит не толь ко от гена, ис поль зо ван но го в эк с -
пе ри мен те, но и от вида тран с фор ми ро ван но го

рас те ния. В це лом изу че ние фе но ти пи чес ких про -
яв ле ний свер хэк с п рес сии ге нов, ко ди ру ю щих бел -
ки с OSR-доменом, при во дит к мыс ли о тес ной вза -
и мос вя зи сис тем ре гу ля ции кле точ но го де ле ния и
рос та кле ток рас тя же ни ем. При этом сами дан ные 
бел ки, судя по все му, при ни ма ют учас тие в ко ор ди -
на ции и кле точ ной про ли фе ра ции, и кле точ но го
рас тя же ния при рос те ор га нов [14].

Ме тод пог ру же ния цвет ков мо жет быть ус -
пеш но ис поль зо ван для тран с фор ма ции рап са сор -
тов Hanna и Рат ник, од на ко для эф фек тив но го ви -
зу аль но го от бо ра тран с ген ных про рос т ков не об хо -
ди мо соб лю де ние оп ре де лен ных ус ло вий вы ра щи -
ва ния. Ген но -ин же нер ная кон с т рук ция, сос то я щая
из гена ARL под уп рав ле ни ем про мо то ра ви ру са
мо за и ки ге ор ги на, мо жет быть ис поль зо ва на для
соз да ния тран с ген ных рас те ний рап са с уве ли чен -
ны ми раз ме ра ми лис ть ев, стеб ля, цвет ков и се мян.

Ра бо та вы пол не на при под дер ж ке гран та
УМ НИК, 1433ГУ1/2014.
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Con s t  ruc  ti on of Tran s ge nic Rape (Bras -
si ca na pus L.) Ove rex p res sing ARGOS- LIKE
Gene f rom Ara b i dop sis  tha l i  a na  us ing the
Flo ra l  Dip Met hod

In this pa per, we pre sent tran s ge nic rape plants ove rex p -
res sing the ARGOS-LIKE gene from Ara bi dop sis tha li a na that
have been ob ta i ned by the flo ral dip met hod. The tran s for ma ti on
suc cess rate for rape cul ti vars of Han na and Rat nik ave ra ged at
10%. In com pa ri son with con t rol wild-ty pe plants, tran s ge nic
plants sho wed the gre a ter or gan size: 27% in the stem length, 58% 
in the leaf length, 40% in the leaf width, 22% in co rol la di a me ter,
23% in seed vo lu me and 29% in seed we ight. The lo wer epi der -
mis cell area in tran s ge nic plants in c re a sed on ave ra ge by 18%. It
was shown that the ARGOS-LIKE gene from A. tha li a na along
with the pro mo ter of dah lia mo sa ic vi rus can be used for the en lar -
ge ment of or gan size in rape.

Key words: ARGOS-LIKE ge ne, Bras si ca na pus L., dah -
lia mo sa ic vi rus pro mo ter, flo ral dip, rape, tran s ge nic plants.

58 Биотехнология, 2015, № 5

 МИ ХАЙ ЛО ВА и др.

                                         

Author for correspondence.


