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На основании анализа литературных данных, в том числе и собственных исследований 
в области генетической инженерии растений, рассматриваются способы переноса чуже-
родного генетического материала в интактные растения посредством процесса опыле-
ния — оплодотворения. Исходя из этого предлагается возможный механизм проникно-
вения экзогенной ДНК в завязь растений. 

Перенос генOB1 при помощи1 экзогенной Д Н К и изучение условий их 
экспрессии — одна из основных задач современной молекулярной' ге-
нетики. Процесс этот сложный и пока далеко не во всех системах ре-
ально осуществимый. На сегодняшний день в результате проведенных 
исследований установлено, что перенос генетического материала в ра-
стения можно осуществлять несколькими способами: Iі) введением эк-
зогенной Д Н К 1B интактные растения, изолированные растительные 
клетки и протопласты; 2) слиянием протопластов или субпротопластов 
в единьш симпласт; 3) трансплантацией органелл соматических кле-
ток в протопласты. При определенных условиях культивирования по-
лученные гибридные клетки (протопласты, симпласта·) способны диф-
ференцироваться в целое растение. 

Цель данной работы — кратко осветить имеющиеся в литературе 
данные по переносу чужеродного генетического материала в интакт-
ные растения посредством процесса опыления — оплодотворения и на 
основе этого предложить возможный механизм проникновения экзоген-
ной Д Н К в завязь растений. 

Современные подходы генетической трансформации растений 
посредством пыльцы. Половые клетки высших растений являются наи-
более интересным объектом и инструментом для генетической транс-
формации. Их естественная способность передавать генетическую ин-
формацию следующему поколению может быть использована для внед-
рения фрагментов экзогенной Д Н К в растительный геном до ИЛИ после 
опыления и оплодотворения. Яйцеклетки растений укрыты в завязи и 
поэтому менее доступны для проведения подобных исследований. 
Пыльцу же довольно легко получить в больших количествах в виде 
свободных пыльцевых зерен и использовать в этих целях. 

Собранную пыльцу, как правило, подвергают определенной обра-
ботке в присутствии экзогенной Д Н К и наносят на рыльца пестиков. 
Так была продемонстрирована возможность трансформации растений 
смесью пыльцы и высокомолекулярной Д Н К в гомологичной [1, 2] и 
гетерологичной [3, 4] системах. В ряде работ в качестве экзогенной 
использовали плазмидную Д Н К [5—9]. Для ввода в пыльцу экзоген-
ной Д Н К ее обрабатывали Agrobacterium tumefaciens [10—12]. В дру-
гих работах экзогенную плазмидную Д Н К вводили в прорастающую 
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пыльцу электропорацией [13—15] и микроинъекцией [16]. Рассматри-
валась возможность частичного проращивания пыльцы в растворе эк-
зогенной Д Н К перед нанесением на рыльца [10], а также использо-
вание липосом для доставки Д Н К в пыльцевые трубки [17, 18]. Инте-
ресны и дв>а других подхода, появившихся сравнительно недавно. 
Это — микробомбардирование пыльцы частицами золота или вольфра-
ма с нанесенными на них молекулами чужеродной Д Н К (AGRACETUS 
European Patent Application № 87310612.4) и использование каналов 
проросших пыльцевых трубок в качестве проводников в зародышевый 
мешок экзогенной Д Н К [19—21]. 

На первый взгляд может показаться, что при таком количестве 
способов доставки чужеродной Д Н К в пыльцевые зерна мы обладаем 
надежным, удобным и сравнительно простым методом трансформации 
растений. Но если в целом проанализировать и обобщить названные 
выше работы, то станет понятным, что на сегодняшний день пока еще 
рано говорить о методе трансформации растений посредством прораста-
ющей пыльцы. Скорее всего, идет поиск путей ввода чужеродной Д Н К 
в пыльцу (прорастающую или еще не проросшую), чтобы использовать 
в дальнейшем ее в качестве переносчика экзогенной Д Н К в зиготу, т .е . 
в становлении метода пока преобладает чисто поиско-технологический 
аспект. Каким образом внедрить в пыльцевые зерна экзогенную ДНК, 
как выявить и оценить полученный результат — комплекс этих вопро-
сов составляет суть проблем, которым посвящены перечисленные вы-
ше исследования. Рассмотрим подробнее некоторые из этих работ и 
кратко проанализируем полученные в них результаты. 

Перенос чужеродной ДНК в интактные растения. Первые попыт-
ки использовать 77-плазмиду [10] и плазмиду, содержащую ген устой-
чивости к канамицину [13], для получения трансформации интактных 
растений посредством пыльцы оказались безрезультатными. Причина 
неудачи, по-видимому, заключается в том, что, как и во всех предыду-
щих аналогичных экспериментах, не было разработано подходящей 
для этих опытов системы определения эффекта трансформации. Во вто-
ром же случае причиной неудачи, возможно, были недостаточно эф-
фективные условия электропорирования пыльцы и высокая концентра-
ция канамицина при селекции устойчивых проростков (300 мкг/мл) . 
Обычно в экспериментах по отбору трансформантов in vitro дозы ка-
намицина не столь велики и составляют 50 — 100 мкг/мл как для 
селекции трансформированных клеточных линий, так и для скрининга 
проростков [22, 23]. Кроме того, в обеих работах могла быть очень 
высокой нуклеазная активность в инкубационной среде, что тоже ска-
зывается на результатах экспериментов. 

В некоторых исследО'Ваниях по трансформации кукурузы экзоген-
ной Д Н К оценку трансформантов проводили на основе морфологичес-
ких признаков. В одной из работ [2] реципиентная линия с рецессив-
ными генами самоопылялась в присутствии донорской ДНК, выде-
ленной из генотипа с доминантными маркерными генами. В результате 
были получены початки, на которых выявлялись отдельные зерна с 
измененной окраской эндосперма. Частота трансформации на початок 
была необычайно 'велика — 9,29%, но гибридологический анализ вы-
явил, что передача вновь приобретенных признаков потомству была 
очень низкой и не подчинялась законам Менделя. Кроме того, пред-
ставляется совершенно необходимым в подобных экспериментах осу-
ществлять контроль по опылению с экзогенной ДНК, выделенной из 
реципиентной линии, особенно при изучении свойств эндосперма, по-
скольку хорошо известно, что проявление этих свойств может контро-
лироваться мобильными элементами. Этот фактор в работе не 
был учтен. 

В другой работе [4] инбредная линия кукурузы В73, имеющая не 
вполне развитые побеги и двурядные обоеполые концевые соцветия, 
использовалась как реципиент. При обработке В73 экзогенной донор-
ской Д Н К Tripsacum были получены трансформанты с измененными 
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морфологическими признаками, которые подтверждали трансформацию 
В73 Д Н К Tripsacum. Однако вызывает сомнение тот факт, что при 
самоопылении сотен растений в условиях поля можно полностью избе-
жать «загрязнения» чужеродной пыльцой. К тому же известно, что в 
природе образуются гибриды между Zea и Tripsaeum. Возможность 
«загрязнения» чужеродной пыльцой не исключена не только в экспе-
рименте по трансформации с применением в качестве донорской Д Н К 
Tripsaeum, но и в работах, где используется высокомолекулярная экзо-
генная Д Н К кукурузы. 

Определенный интерес представляет работа, в которой пред-
принята попытка трансформации кукурузы плазмиднои Д Н К с геном 
неомицинфосфотрансферазы II (npt II) посредством опыления почат-
ков in vitro [9]. При таком способе опыления полностью исключается 
«загрязнение» чужеродной пыльцой, но использование опыления in vit-
ro (по крайней мере на сегодняшний день), по-видимому, является не 
вполне оправданным, тем более в приложении к таким объектам, как 
злаки, для которых, как известно, культура in vitro остается пока про-
блемой. Возможно, это и послужило одной из причин того, что не было 
получено трансгенньгх растений. Исследовав нуклеазную активность 
прорастающей пыльцы, авторы [9] пришли к выводу, что именно из-за 
нее не был получен эффект трансформации. Однако в экспериментах 
по определению нуклеазной активности прорастающих пыльцевых зе-
рен концентрация донорской Д Н К была в 22 раза меньше, чем в экс-
периментах по трансформации, что, по-видимому, является некоррект-
ным. Кроме того, на результатах исследования могли сказаться и тех-
ника выполнения эксперимента, в частности, время нанесения смеси 
экзогенная ДНК/пыльца на початок, что, как было показано ранее 
[2], играет немаловажную роль, а также низкая удельная доля гена 
npt II в донорской Д Н К и ряд других факторов, на которых мы оста-
новимся ниже и которые в работе не учитывались. 

Небезынтересна работа, где упакованная в липосомы донорская 
Д Н К посредством прорастающей пыльцы доставлялась в. зародыше-
вый мешок [18]. Преимуществом такой системы· переноса генетичес-
кого материала является не только защита от нуклеаз и низкая ток-
сичность, но и возможность широкой применимости для различных ви-
дов растений. Автору удалось продемонстрировать стабильную инте-
грацию экзогенной Д Н К в геном реципиента и проследить наследова-
ние донорских признаков в потомстве. Как следовало из полученных 
в работе результатов, наследование некоторых привнесенных призна-
ков могло происходить и происходило согласно законам Менделя1. 

Однако первое сообщение о расщеплении согласно законам Мен-
деля вновь приобретенных при трансформации посредством пыльцы 
признаков было сделано в работе, где изучались генетические измене-
ния у ржи и ячменя под воздействием препаратов тотальной ДНК, ко-
торые вводились в цветки на стадии зрелой пыльцы1 путем замачивания 
в Д Н К целых колосьев [3]. У всех полученных раетений-ревертантов 
по waxy-признаку вместо зазубренной ости, характерной для мутанта 
waxy появилась гладкая ость. Как известно, ген зазубренности у ячме-
ня локализован в (седьмой хромосоме, в то время как ген waxy нахо-
дится в первой. При изучении1 наследования вновь приобретенных при-
знаков было выявлено, что наследование waxy-признака. и зазубренно-
сти ости идет независимо и полностью соответствует классической схе-
ме расщепления при дигибридном скрещивании — 9 : 3 : 3 : 1. Изложен-
ные в работе результаты достаточно убедительно свидетельствуют о 
возможности получения наследственных изменений у растений с помо-
щью тотальных препаратов экзогенной ДНК. Однако они не дают 
четкого представления о механизме генетического действия донор-
ской ДНК. 

В наших экспериментах нам удалось продемонстрировать возмож-
ность генетической трансформации кукурузы, томата и дыни. Мы ис-
пользовали в качестве экзогенной донорской Д Н К различные плазми-
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ды с разными маркерными признаками (устойчивость к канамицину,, 
фенотипическии признак Sh). Гибридологическим анализом и методом 
гибридизации по Саузерну нами выявлены интеграция маркерных ге-
нов в геном отеелектированных растений и их наследование как моно-
генных доминантных признаков [8]. Тем самым подтверждена возмож-

ность генетической трансформации расте-
ний посредством процесса опыления— оп-
лодотворения. 

Однако во всех приведенных выше ис-
следованиях акцент ставился на обработке 
пыльцы, которая рассматривалась в каче-
стве су пер вектор а для доставки необходи-
мого генетического материала в зиготу. 
Видимо, все же необходимо сместить его 
для решения этой проблемы на экзогенную 
Д Н К и использовать ее как средство и 
объект переноса, поскольку большое число 
предпринимаемых попыток трансформации 
растений с помощью процесса опыления —-
оплодотворения окачивалось неудачей. Эти 
неудачи можно отнести на счет как чисто 

Гипотетическая схема проникновения экзогенной 
Д Н К в завязь растений: 1 — пестик; 2 — прорас-
тающая пыльца; 3 — спермии; 4 — пыльцевая 
трубка; 5 — экзогенная ДНК; 6 — раствор для про-
растания пыльцы; 7 — завязь 

механических повреждений пыльцевых зерен, проросших пыльцевых 
трубок и экзогенной ДНК, так и ДНКазной активности в инкубацион-
ной смеси, количественного и, возможно, качественного состава экзо-
генной ДНК. Пыльца, особенно прорастающая, видимо, по своим свой-
ствам приближается к таким системам, как бактерии и растительные 
протопласты, и не исключено, что для трансформации посредством 
пыльцы, так же как и для животных клеток [24], бактерий [25] 
или протопластов растений1 [26], важны не только количество экзо-
генной ДНК, но и ее молекулярная масса и конформация, особен-
но в случае использования в качестве донорской Д Н К плазмидных 
векторов [27, 28]. 

Возможно, что смещение акцента в этой проблеме на экзогенную 
ДНК, ее количество, конформацию, структурный состав позволит нам 
изучить механизм генетической трансформации растений посредством 
опыления—оплодотворения и глубже понять суть этого процесса. 

Возможный механизм проникновения экзогенной ДНК в завязь 
растений. К сожалению, на сегодняшний день нет работ в которых бы 
подробно изучался механизм доставки и интеграции экзогенной Д Н К 
в геном растений посредством прорастающей пыльцы. Однако ряд уче-
ных как у нас, так и за рубежом довольно подробно исследовали 
некоторые этапы этого механизма. На основании полученных ими дан-
ных можно предложить следующую гипотетическую схему доставки 
экзогенной Д Н К в растительную зиготу (рисунок). 

Известно, что набухающая и прорастающая пыльца петунии спо-
собна поглощать белкоБые молекулы и даже целые фаговые частицы 
[29, 30]. Но так же, как и в аналогичных работах с протопластами, 
нет убедительных доказательств, позволяющих определить, есть ли ка-
кие-нибудь существенные различия между поглощением и поверхност-
ной адгезией. В случае пыльцы адсорбированный на поверхности гене-
тический материал может быть перенесен в прорастающие пыльцевые 
зерна. Поэтому в данном случае поглощение и адгезия — функцио-
нальные эквиваленты [30]. Работа с использованием в качестве донор-
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ской бактериальной ДНК продемонстрировала ее поглощение или 
очень прочное связывание с пыльцой петунии и табака [31]. Затем ме-
тодом радиоавтографии было показано, что 3Н-ДНК включается в 
пыльцевые зерна [32]. 

Экзогенная ДНК, возможно, проникает в мужской гаметофит в 
течение ранних стадий прорастания пыльцы. По данным [33, 34], пыль-
цевые трубки, лишенные при прорастании клеточных стенок, имеют 
у своего основания поры. Как предполагают [4, 18], экзогенная Д Н К 
может проникать через эти поры в прорастающие пыльцевые зерна. 
Проникнув в пыльцевое зерно, чужеродная ДНК способна интегриро-
вать в его гаплоидный геном и, что интересно, экепреееироваться при 
прорастании пыльцы [14, 15]. По прорастающим пыльцевым трубкам 
инкорпорированная в спермии чужеродная ДНК способна достигать за-
родышевого мешка [9, 18], где и происходит оплодотворение яйце-
клетки с образованием трансформированного зародыша. Кроме того, 
методом радиоавтографии было продемонстрировано, что включившая-
ся в пыльцевые зерна меченая- экзогенная ДНК может проникать в 
завязь [32]. Предположение о том, что экзогенная ДНК через прора-
стающие пыльцевые трубки может попасть в зиготу, подтверждается 
рядом других работ [1, 3, 8, 18, 30], в которых не изучалось проник-
новение донорской ДНК в прорастающие пыльцевые зерна, но была 
получена генетическая трансформация и рассмотрены возможные ме-
ханизмы действия экзогенной ДНК на растительный организм. 

Однако наряду с работами, где достигнут положительный резуль-
тат [1—3, 8, 11, 18, 27, 30, 32], имеются работы, в которых он не был 
получен [9, 10, 13]. Кроме того, в многочисленных экспериментах са-
мых разнообразных лабораторий, пытавшихся воспроизвести опубли-
кованные работы, тоже были зафиксированы отрицательные результа-
ты, из которых были сделаны выводы о невозможности получения 
трансгенных растений таким путем [35]. Действительно, существова-
ние трудностей воспроизводства экспериментов (о возможных причи-
нах неудач и предполагаемых путях их устранения говорилось выше) 
ставит под сомнение потенциальные возможности данного способа 
трансформации растений, но наличие трансгенных растений [8, 18, 30, 
32] может служить веским аргументом в пользу использования этого 
подхода. Тем более, что некоторые из полученных в этих работах ли-
ний переданы в качестве исходного материала селекционерам [18, 32]. 

Таким образом, хотя и имеются положительные результаты и сдви-
ги в изучении возможности генетической трансформации растений по-
средством процесса опыления —оплодотворения, все еще существует 
ряд непростых проблем, решив которые мы, по-видимому, сможем по-
лучить практически идеальный способ переносов геьшв в растения. 

Автор благодарен А. В. Королю и В. К. Бурилкову за критические 
замечания при прочтении рукописи статьи. 

S u m m a r y . Methods of alient genetical material t ransfer in intact plants via polli-
nation-fecundation process are reviewed based on data from scientific publications, own 
author's works in the field of genetic plant ingineering are included. It gives an oppor-
tunity to assume a possible mechanism for exogenous DNA penetration into plant ovary. 
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