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Öåëü. Ñîçäàíèå ðàñòåíèé ðàïñà, óñòîé÷èâûõ ê ãëèôîñàòó è ýêñïðåññèðóþùèõ áèôóíêöèîíàëüíûé ãèá-

ðèäíûé ãåí desC::licBM3, â êîòîðîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äåñàòóðàçû DesC öèàíîáàêòåðèè S. vulcanus

áåç ñèãíàëà òðàíñïîðòà â ïëàñòèäû ñëèòà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ãåíà ðåïîðòåðíîãî áåëêà òåðìî-

ñòàáèëüíîé ëèõåíàçû LicB Clostridium thermocellum. Ìåòîäû. Agrobacterium tumefaciens-îïîñðåäîâàí-

íàÿ òðàíñôîðìàöèÿ, ÏÖÐ, êà÷åñòâåííîå è êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè òåðìîñòàáèëüíîé

ëèõåíàçû, ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç. Ðåçóëüòàòû. Ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ðàïñà, íåñóùèå äâà öå-

ëåâûõ ãåíà: åíîëïèðóâàòøèêèìàòôîñôàòñèíòàçû (epsps), îáåñïå÷èâàþùåãî óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê

ãåðáèöèäàì íà îñíîâå ôîñôîíîìåòèëãëèöèíà, è ãåíà desC::licBM3. Ïðèñóòñòâèå òðàíñãåíîâ â ãåíîìå

ðàñòåíèé äîêàçàíî ìåòîäîì ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ. Ýêñïðåññèÿ ãåíà epsps ïîêàçàíà íà óðîâíå òðàíñ-

êðèïöèè, â óñëîâèÿõ in vitro è in vivo (òåïëèöa). Íàëè÷èå ïðîäóêòà ãåíà licBM3 â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî áåë-

êà ïîçâîëèëî îöåíèòü ýêñïðåññèþ ñëèòîãî ñ íèì ãåíà äåñàòóðàçû. Ïðîñëåæåíî íàñëåäîâàíèå ââåäåííûõ

ãåíîâ è èõ ýêñïðåññèÿ â ïåðâîì ïîêîëåíèè. Âûâîäû. Ïîëó÷åíû ëèíèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðàïñà, ïîä-

òâåðæäåíî ïðèñóòñòâèå òðàíñãåíîâ â ãåíîìå ðàñòåíèé è äîêàçàíà ýêñïðåññèÿ öåëåâûõ ãåíîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Brassica napus, epsps, desC, licBM3, ëèõåíàçà.

Ââåäåíèå. Â ñâÿçè ñ ìåíÿþùèìèñÿ êëèìàòè÷åñêèìè
óñëîâèÿìè íåìàëîâàæíîé ñòàíîâèòñÿ òàêàÿ õàðàêòå-
ðèñòèêà ðàñòåíèé, êàê óñòîé÷èâîñòü ê ñòðåññîâûì
ôàêòîðàì ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, â òîì ÷èñëå
ê ïîíèæåííûì òåìïåðàòóðàì è ôèòîïàòîãåíàì.

Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ àäàïòàöèè ðàñòåíèé ê õî-
ëîäó ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå ñòåïåíè íåíàñûùåííî-
ñòè îñòàòêîâ æèðíûõ êèñëîò â êëåòî÷íûõ ìåìáðà-
íàõ, îáåñïå÷èâàþùåå íåîáõîäèìóþ òåêó÷åñòü ìåì-
áðàí ïðè ïîíèæåííûõ òåìïåðàòóðàõ [1]. Âàæíóþ
ðîëü â ýòîì èãðàþò äåñàòóðàçû æèðíûõ êèñëîò, êà-
òàëèçèðóþùèå ïðåâðàùåíèå îäèíàðíîé ñâÿçè ìåæ-
äó àòîìàìè óãëåðîäà â àöèëüíûõ öåïÿõ (Ñ–Ñ) â äâîé-

íóþ ñâÿçü (Ñ=Ñ) . Ñîãëàñíî èìåþùèìñÿ äàííûì, ó
âûñøèõ ðàñòåíèé ñèíòåç �9-ìîíîíåíàñûùåííûõ
æèðíûõ êèñëîò ïðîèñõîäèò â ïëàñòèäàõ, à îáðàçî-
âàíèå äîïîëíèòåëüíûõ äâîéíûõ ñâÿçåé ìîæåò îñó-
ùåñòâëÿòüñÿ êàê â ïëàñòèäàõ, òàê è â ýíäîïëàçìàòè-
÷åñêîì ðåòèêóëóìå. Îäíàêî åñòü ñîîáùåíèÿ î êëî-
íèðîâàíèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ �9-àöèë-ëèïèäíûå
äåñàòóðàçû, ïðåäïîëîæèòåëüíî ôóíêöèîíèðóþùèå
âíå ïëàñòèä [2].

Ñ èñïîëüçîâàíèåì áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïîäõî-
äîâ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïîëó÷åí ðÿä ðàñòåíèé ñ
ïîâûøåííûì êîëè÷åñòâîì ìîíî- è ïîëèíåíàñû-
ùåííûõ æèðíûõ êèñëîò â ñîñòàâå ìåìáðàííûõ ëè-
ïèäîâ. Â ðåçóëüòàòå àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîð-
ìàöèè (Agrobacterium tumefaciens) â ãåíîì òàáàêà
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Nicotiana tabacum L. ââåäåí ãåí �9-àöèë-ëèïèäíîé
äåñàòóðàçû öèàíîáàêòåðèè Anacystis nidulans. Ýòîò
ôåðìåíò êàòàëèçèðóåò îáðàçîâàíèå öèñ-äâîéíîé
ñâÿçè â ïîçèöèè �9 êàê â 16-, òàê è â 18-óãëåðîäíûõ
íàñûùåííûõ æèðíûõ êèñëîòàõ. Âñëåäñòâèå ýòîãî ó
ñîçäàííûõ ðàñòåíèé çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ êî-
ëè÷åñòâî íåíàñûùåííûõ æèðíûõ êèñëîò â áîëüøèí-
ñòâå ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ, ÷òî ïðèâîäèò ê ñóùåñò-
âåííîìó ïîâûøåíèþ õîëîäîóñòîé÷èâîñòè [2]. Ïî-
äîáíûå èçìåíåíèÿ õîëîäîóñòîé÷èâîñòè íàáëþäàëè
è ó ðàñòåíèé òàáàêà, ïîëó÷åííûõ ïðè ïðÿìîé (ñ ïî-
ìîùüþ ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ) òðàíñôîðìàöèè ïðîòî-
ïëàñòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì âåêòîðîâ, ñîäåðæàùèõ
ëèáî êÄÍÊ �9-äåñàòóðàçû öèàíîáàêòåðèè A. nidu-

lans, ëèáî êÄÍÊ äåñàòóðàçû �9 óñòîé÷èâîãî ê õî-
ëîäó êàðòîôåëÿ Solanum commersonii [3]. Âñòðàèâà-
íèå ãåòåðîëîãè÷íûõ äåñàòóðàç ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ ïðèâîäèò ê ñðàâíèìûì ðåçóëüòàòàì â ïî-
âûøåíèè õîëîäîóñòîé÷èâîñòè. Ýêñïðåññèÿ �9-äå-
ñàòóðàçû öèàíîáàêòåðèè S. vulcanus [4] è FAD7 äå-
ñàòóðàçû Arabidopsis thaliana L. [5] â ðàñòåíèÿõ òà-
áàêà òàêæå ïîçâîëÿåò òðàíñôîðìàíòàì âûäåðæèâàòü
çíà÷èòåëüíûå õîëîäîâûå íàãðóçêè. Ðàñòåíèÿ êàðòî-
ôåëÿ Solanum tuberosum L. ñòàíîâÿòñÿ áîëåå óñòîé-
÷èâûìè ê ïîíèæåííûì òåìïåðàòóðàì ïîñëå ââåäå-
íèÿ ãåíà äåñàòóðàçû �12 Synechocystis sp. PCC 6803
[6], à òàêæå ãåíà �9-äåñàòóðàçû äèêîãî êàðòîôåëÿ
S. commersonii [7].

Äàííûå ïî èçó÷åíèþ âîçäåéñòâèÿ ñòðåññîâûõ
ôàêòîðîâ íà ïëîäû àâîêàäî ïîêàçûâàþò, ÷òî ñ ïîâû-
øåíèåì àêòèâíîñòè �9-äåñàòóðàçû (AvFAD9) îíè
ñòàíîâèëèñü áîëåå óñòîé÷èâûìè ê ïîðàæåíèþ ïàòî-
ãåííûì ãðèáîì Colletotrichum gloeosporioides [8].

Ðàïñ ÿâëÿåòñÿ òðåòüåé â ìèðå (ïîñëå ïàëüìû è
ñîè, faostat.fao.org/site/567/default.aspx#ancor) ìàñ-
ëè÷íîé êóëüòóðîé ïî êîëè÷åñòâó ïðîèçâîäèìîãî
ìàñëà. Ñåëåêöèÿ ðàïñà íàïðàâëåíà â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü íà ïîâûøåíèå óðîæàéíîñòè, ìàñëè÷íîñòè,
óëó÷øåíèå êà÷åñòâà ìàñëà. Ýòîãî ìîæíî äîáèòüñÿ
è çà ñ÷åò ïîëó÷åíèÿ ðàñòåíèé, óñòîé÷èâûõ ê ôèòî-
ïàòîãåííûì ãðèáàì è ïðîÿâëÿþùèõ ïîâûøåííóþ
íåâîñïðèèì÷èâîñòü ê õîëîäó.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî ñîçäàíèå óñòîé÷è-
âûõ ê ãåðáèöèäó Roundup ðàñòåíèé ðàïñà, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ äåñàòóðàçó DesC öèàíîáàêòåðèè S. vul-

canus (áåç ñèãíàëà òðàíñïîðòà â ïëàñòèäû) â ñîñòà-

âå áèôóíêöèîíàëüíîãî ðåïîðòåðíîãî ãåíà, äëÿ äàëü-
íåéøåãî òåñòèðîâàíèÿ òðàíñãåííûõ ëèíèé íà óñòîé-
÷èâîñòü ê ñòðåññîâûì ôàêòîðàì ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Ðàñòèòåëüíûé ìàòåðè-

àë. Ìàòåðèàëîì äëÿ òðàíñôîðìàöèè ñëóæèëè àñåï-
òè÷åñêè âûðàùèâàåìûå ðàñòåíèÿ ÿðîâîãî ðàïñà ñîð-
òà Îáðèé. Ñåìåíà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Í. Â. Ñëè-
ñàð÷óêîì (Íàöèîíàëüíûé íàó÷íûé öåíòð «Èíñòè-
òóò çåìëåäåëèÿ ÓÀÀÍ»).

Ãåíåòè÷åñêóþ òðàíñôîðìàöèþ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ëèñòîâûõ ýêñïëàíòîâ ñîãëàñíî ìåòî-
äèêå, ïðåäëîæåííîé íàìè ðàíåå [9]. Èíôèöèðîâà-
íèå îñóùåñòâëÿëè îäíîâðåìåííî äâóìÿ âåêòîðàìè,
êàæäûé èç êîòîðûõ êëîíèðîâàëè â A. tumefaciens,
øòàìì GV3101. Âåêòîð pBISN-desC::licBM3 ñîäåð-
æèò ãåíû desÑ (�9) öèàíîáàêòåðèè S. vulcanus è
licBM3 òåðìîñòàáèëüíîé ëèõåíàçû Clostridium ther-

mocellum [10], ñëèòûå â îäíîé ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ
ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà 35S ÂÌÖÊ, è ñåëåêòèâ-
íûé ãåí íåîìèöèíôîñôîòðàíñôåðàçû II (nptII) ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà nos. Âåêòîð ðÑÂ133 íåñåò ãå-
íû epsps (öåëåâîé) ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà 35S
ÂÌÖÊ è bar (ñåëåêòèâíûé) ïîä êîíòðîëåì ïðîìî-
òîðà nos. Ðåãåíåðàíòû îòáèðàëè íà ñðåäàõ ñ ôîñôè-
íîòðèöèíîì (ÐÐÒ, 5 ìã/ë).

ÏÖÐ-àíàëèç. Òîòàëüíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç ëèñ-
òîâîé òêàíè òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé ñîãëàñ-
íî ìåòîäèêå [11]. Äëÿ ðåàêöèè èñïîëüçîâàëè 40 íã
ÄÍÊ ðàñòèòåëüíîãî îáðàçöà, à òàêæå ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ïðàéìåðû â êîíöåíòðàöèè 0,5 ìêÌ è òðèôîñ-
ôàòû – 500 ìêÌ, 1 åä. Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, ðåàê-
öèîííûé áóôåð ñîäåðæàë 50 ìÌ ÊÑl, 10 ìÌ òðèñ-
HCl (pH 9, 25 îÑ), 0,1 %-é òðèòîí X-100 è 2 ìM
MgCl2. Îáùèé îáúåì ñìåñè ñîñòàâëÿë 20 ìêë. Ãåí
epsps èäåíòèôèöèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàé-
ìåðîâ, àìïëèôèöèðóþùèõ ôðàãìåíò äëèíîé 498 ï. í.
[12]. Ãåíû desC è licBM3 â õîäå ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ, êîòîðûå àìïëè-
ôèöèðîâàëè ôðàãìåíòû äëèíîé 949 è 642 ï. í. ñîîò-
âåòñòâåííî [13]. Èçîëèðîâàííàÿ ÄÍÊ èç íåòðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ðàñòåíèé (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü) è
1 íã ïëàçìèäíîãî âåêòîðà (ïîëîæèòåëüíûé êîíò-
ðîëü) àìïëèôèöèðîâàëè ñ òåìè æå ïðàéìåðàìè è ïðè
òåõ æå óñëîâèÿõ ñ ïðèìåíåíèåì àìïëèôèêàòîðà «Mas-
tercycler personal» («Eppendorf», ÔÐÃ). Ïàðàìåòðû
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ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ñîîòâåòñòâîâàëè [12, 13].
Ïðîäóêòû ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè ýëåêòðîôîðåçîì â
1 %-ì àãàðîçíîì ãåëå â òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå.

Âûäåëåíèå ñóììàðíîé ÐÍÊ è ÎÒ-ÏÖÐ ïðîâîäè-
ëè ñîãëàñíî [14].

Òåñòèðîâàíèå íà óñòîé÷èâîñòü ê ãëèôîñàòó. Ñòå-
ðèëüíûé ðàñòâîð N-ôîñôîíîìåòèëãëèöèíà (2,5 ìã/ë)
äîáàâëÿëè ê áåçãîðìîíàëüíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå
MS [15] ïîñëå àâòîêëàâèðîâàíèÿ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ
óñòîé÷èâîñòè â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ. ×åðåç òðè
íåäåëè îöåíèâàëè êîðíåîáðàçîâàíèå è îáùåå ñîñòî-
ÿíèå ðàñòåíèé. Â óñëîâèÿõ çàêðûòîãî ãðóíòà òðåõ-
íåäåëüíûå àäàïòèðîâàííûå ðàñòåíèÿ îïðûñêèâàëè
ãåðáèöèäîì Óðàãàí Ôîðòå 500 SL ñîãëàñíî ðåêî-
ìåíäàöèÿì ïðîèçâîäèòåëÿ («Syngenta», Øâåéöà-
ðèÿ). Ðàáî÷èé ðàñòâîð ñîäåðæàë 2,5 ìã/ë ãëèôîñàòà.
Äåéñòâèå ïðåïàðàòà îöåíèâàëè ÷åðåç 7 äíåé.

Êà÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè òåðìî-
ñòàáèëüíîé ëèõåíàçû ïðîâîäèëè ïî [13].

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè òåð-
ìîñòàáèëüíîé ëèõåíàçû îñóùåñòâëÿëè ïî ìîäèôè-
öèðîâàííîìó ìåòîäó [16], èçìåðÿÿ êîëè÷åñòâî ñâî-
áîäíûõ âîññòàíàâëèâàþùèõ ñàõàðîâ ïîñëå ðåàêöèè
ñóììàðíûõ áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ ëèñòîâîé òêàíè ñ
ëèõåíàíîì. Ëèñòüÿ ðàñòèðàëè â îäíîêðàòíîì îáúå-
ìå 100 ìÌ òðèñ-HCl áóôåðà (pH 8,0), ñîäåðæàùåãî
0,1 Ì NaCl, 5 ìÌ Na2-EDTA è 10 ìÌ ìåðêàïòîýòà-
íîë, è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13000 g (4 °Ñ) â òå÷å-
íèå 5 ìèí. Ê 20 ìêë íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè äîáàâ-
ëÿëè 50 ìêë 0,5 %-ãî âîäíîãî ðàñòâîðà ëèõåíàíà, äî-
âîäèëè âîäîé äî 500 ìêë è èíêóáèðîâàëè ïðè òåì-
ïåðàòóðå 65–70 îÑ â òå÷åíèå 95 ìèí. Çàòåì âíîñèëè
500 ìêë ÄÍÑ-ðåàãåíòà (1 %-ÿ äèíèòðîñàëèöèëîâàÿ
êèñëîòà è 0,05 %-é ñóëüôèò íàòðèÿ â 1 %-ì ðàñòâîðå
ãèäðîêñèäà íàòðèÿ), 165 ìêë 40 %-ãî K-Na-âèííî-
êèñëîãî è âûäåðæèâàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè òåìïå-
ðàòóðå 95–100 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Îõëàæäàëè äî
òåìïåðàòóðû 4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî âûäåðæèâàëè íà ïðî-
òÿæåíèè 15–20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ èçìåðÿëè ïðè
510 íì íà ôîòîìåòðå BioPhotometer («Eppendorf»,
v.1.35).

Êîíöåíòðàöèþ âîññòàíàâëèâàþùèõ ñàõàðîâ îï-
ðåäåëÿëè ïî êàëèáðîâî÷íîìó ãðàôèêó, ïîñòðîåííî-
ìó äëÿ ãëþêîçû. Çà åäèíèöó àêòèâíîñòè ïðèíèìàëè
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, îáðàçóþùåãî 1 ìêìîëü âîññòà-

íàâëèâàþùèõ ñàõàðîâ çà 1 ñ. Óäåëüíóþ àêòèâíîñòü
ðàññ÷èòûâàëè íà êîëè÷åñòâî áåëêà.

Îïðåäåëåíèå ñóììàðíîãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà

âûïîëíÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðä [17].
Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå. Â õîäå ðàáîòû ïî-

ëó÷åíû òðè ëèíèè ðàñòåíèé ðàïñà íà îñíîâå ñîðòà
Îáðèé, íåñóùèå ñåëåêòèâíûå ãåíû nptII è bar è öå-
ëåâûå epsps è desÑ::licBM3, áëàãîäàðÿ îäíîâðåìåí-
íîìó êîêóëüòèâèðîâàíèþ ýêñïëàíòîâ ðàïñà ñ äâóìÿ
àãðîáàêòåðèàëüíûìè âåêòîðàìè (ðÑÂ133 è pBISN-

desÑ::licBM3).
Â êîíñòðóêöèè pBISN-desÑ::licBM3 ñåëåêòèâ-

íûì áûë ãåí nptII, îáåñïå÷èâàþùèé óñòîé÷èâîñòü
ê êàíàìèöèíó. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè åãî èñïîëüçîâà-
íèè â ðàáîòå ñ ðàñòåíèÿìè ñåìåéñòâà êðåñòîöâåò-
íûõ âîçíèêàåò ðÿä òðóäíîñòåé íà ýòàïå ðåãåíåðà-
öèè. Íèçêèå äîçû ýòîãî àíòèáèîòèêà ïðîâîöèðóþò
ïîÿâëåíèå ëîæíûõ òðàíñôîðìàíòîâ, êîòîðûå ïðè
ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè ïîãèáàþò ïîä ñå-
ëåêòèâíûì äàâëåíèåì. Âûñîêèå êîëè÷åñòâà êàíà-
ìèöèíà ïðåïÿòñòâóþò ñàìîìó ïðîöåññó ðåãåíåðà-
öèè [18]. Êàê âûõîä ðåêîìåíäóþò âðåìåííîå ñíÿ-
òèå ñåëåêòèâíîãî äàâëåíèÿ, ÷òî óäëèíÿåò ïðîöåññ
ïîëó÷åíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ. Öåëü ýêñïåðèìåíòîâ ñ
òðàíñãåííûìè ëèíèÿìè, íåñóùèìè äâà öåëåâûõ ãå-
íà, ñîñòîÿëà â ïîëó÷åíèè ðàñòåíèé ñ ãåíîì desÑ â
ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ãåíà è îäíîâðåìåííîì èçáåæà-
íèè íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ êàíàìèöèíà.

Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå ÐÐÒ óâåëè÷èâà-
åò êîëè÷åñòâî ðåãåíåðàíòîâ ðàïñà ïðè ïðÿìîé òðàíñ-
ôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëè-
ýòèëåíãëèêîëÿ [19]. Ñåëåêöèÿ íà ñðåäàõ ñ ÐÐÒ óñ-
ïåøíî ïðèìåíåíà íàìè ïðè ïîëó÷åíèè òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé ðàïñà ñ áåñïðîìîòîðíûì ãåíîì bar

[9], ñ ãåíîì öèòîõðîìà æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
[20], ñ ãåíîì èíòåðôåðîíà àëüôà 2b ÷åëîâåêà [21].
Ïîýòîìó è â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû èñïîëüçîâà-
ëè âåêòîð, Ò-ÄÍÊ êîòîðîãî ñîäåðæèò ãåí bar, äëÿ
îòáîðà òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé íà ñðåäàõ ñ
ÐÐÒ.

Ïîñëå ðåãåíåðàöèè â ñåëåêòèâíûõ óñëîâèÿõ îòî-
áðàíû 17 ëèíèé ðàïñà. Äàííûå ÏÖÐ-àíàëèçà ïîêà-
çûâàþò íàëè÷èå ââåäåííûõ öåëåâûõ ãåíîâ (epsps,
desÑ::licBM3) â ÿäåðíîì ãåíîìå òðåõ èç íèõ –
Bn18a, Bn18b, Bn18ñ (ðèñ. 1, à, â). Îñòàëüíûå ëè-
íèè õàðàêòåðèçóþòñÿ ïðèñóòñòâèåì äâóõ ãåòåðîëî-
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ãè÷íûõ ãåíîâ èç âåêòîðà ðÑÂ133 – epsps è bar. Cîâ-
ìåñòíàÿ èíòåãðàöèÿ äâóõ Ò-ÄÍÊ íàáëþäàëàñü ñ ÷à-
ñòîòîé 17,6 %. Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ A. thaliana òàêæå
îòìå÷åíî îäíîâðåìåííîå âñòðàèâàíèå äâóõ è òðåõ
Ò-ÄÍÊ (ñ ÷àñòîòîé 30 è 9,5 % ñîîòâåòñòâåííî) ïðè
ñèíõðîííîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé òðåìÿ âåêòî-
ðàìè ñ ðàçíûìè ãåíåòè÷åñêèìè êîíñòðóêöèÿìè [22].
Â ðàáîòàõ ñ ðàïñîì ïîëó÷åíû ðàñòåíèÿ, íåñóùèå
äâà öåëåâûõ ãåíà, äîñòàâëåííûõ ðàçíûìè âåêòîðà-
ìè [23]. Ýêñïåðèìåíòû ïî ââåäåíèþ ðàçëè÷íûõ ãå-
íîâ â îäíîé èëè íåñêîëüêèõ êîíñòðóêöèÿõ ïðîâî-
äÿò äëÿ èçó÷åíèÿ è èçìåíåíèÿ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïó-
òåé, ïîëó÷åíèÿ ñëîæíûõ áåëêîâ èëè áåëêîâûõ êîìï-
ëåêñîâ, äëÿ èññëåäîâàíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî êîíòðîëÿ
è ðåãóëÿöèè [24]. Â íàøåé ðàáîòå ïðè ñîçäàíèè
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ çàäàííûìè öåëåâûìè ãå-
íàìè òàêîé ïîäõîä ïðèìåíåí äëÿ îòáîðà ñ èñïîëü-
çîâàíèåì íàèáîëåå ïîäõîäÿùåãî äëÿ ðàïñà ñåëåê-
òèâíîãî àãåíòà (ôîñôèíîòðèöèíà).

Äàëüíåéøèå ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèå, áèî-
õèìè÷åñêèå è ãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäè-
ëè, àíàëèçèðóÿ ëèíèè ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèå ÷åòû-
ðå ââåäåííûõ ãåíà.

Ýêñïðåññèÿ ãåíà epsps â ðàñòåíèÿõ ðàïñà ïîêà-
çàíà íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè (ðèñ. 1, â). Êðîìå òî-
ãî, åå òåñòèðîâàëè â óñëîâèÿõ in vitro ïðè ðîñòå íà

ñðåäå ñ N-ôîñôîíîìåòèëãëèöèíîì (2,5 ìã/ë) è ïðè
îáðàáîòêå ðàñòåíèé ãåðáèöèäîì â òåïëèöå.

Â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ðàñòåíèÿ âñåõ òðåõ ëè-
íèé íîðìàëüíî ðàçâèâàëèñü, îñòàâàÿñü çåëåíûìè è
ñîõðàíÿÿ ñïîñîáíîñòü ê êîðíåîáðàçîâàíèþ áåç äî-
ïîëíèòåëüíîé ñòèìóëÿöèè íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ñ
ãëèôîñàòîì (ðèñ. 2, à). Êîíòðîëüíûå íåòðàíñôîð-
ìèðîâàííûå ðàñòåíèÿ æåëòåëè, íå îáðàçîâûâàëè íî-
âûõ ëèñòüåâ è íå ôîðìèðîâàëè êîðíåé.

Â óñëîâèÿõ çàêðûòîãî ãðóíòà òðàíñôîðìàíòû
âûäåðæèâàëè îïðûñêèâàíèå ðàáî÷èì ðàñòâîðîì
ãëèôîñàòà, â òî âðåìÿ êàê êîíòðîëüíûå ðàñòåíèÿ
óâÿäàëè è íå áûëè ñïîñîáíû ê äàëüíåéøåìó ðîñòó
(ðèñ. 2, á).

Ëèõåíàçíûé ÷àøå÷íûé òåñò (ðèñ. 3) áûë ïîçè-
òèâíûì äëÿ âñåõ òðåõ ëèíèé, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
ýêñïðåññèè ãèáðèäíîãî ãåíà desÑ::licBM3.

Ïåðâè÷íûå òðàíñôîðìàíòû (Bn18a, Bn18b) âû-
ñàæèâàëè â òåïëèöó, ãäå îíè ëåãêî àäàïòèðîâàëèñü,
çàöâåòàëè è äàâàëè æèçíåñïîñîáíûå ñåìåíà â ðå-
çóëüòàòå ñàìîîïûëåíèÿ. Ïîëó÷åííûå ñåìåíà ïðî-
ðàùèâàëè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ íà ñðåäàõ ñ ÐÐÒ
(10 ìã/ë). Ðàñùåïëåíèÿ ïî ïðèçíàêó óñòîé÷èâîñòè ê
ôîñôèíîòðèöèíó íå íàáëþäàëè, ÷òî ñâèäåòåëüñò-
âóåò î âñòðàèâàíèè áîëåå ÷åì îäíîé êîïèè òðàíñãå-
íà bar. Îòîáðàííûå óñòîé÷èâûå ê ÐÐÒ ïðîðîñòêè
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Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ, ïîäòâåðæäàþùèå ïðèñóòñòâèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ epsps (à: 1 – ìàðêåð ì. ì.; 2 – ÄÍÊ âåêòîðà ðÑÂ133; 3 –
îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, ÄÍÊ èñõîäíîãî ðàñòåíèÿ; 4–7 – ÄÍÊ ëèíèé Bn18a, Bn18b, Bn18ñ è 18/133/7), desC è licBM3 (â: 1 – îòðèöàòåëüíûé
êîíòðîëü, áåç ÄÍÊ; 2 – ìàðêåð ì. ì. O’Gene-Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, «Fermentas», Ëèòâà; 3 – îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, ÄÍÊ èñõîäíî-
ãî ðàïñà ñîðòà Îáðèé; 4 – îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, ÄÍÊ òðàíñãåííîãî ðàïñà ñ ãåíîì cyp11A1, ëèíèÿ Bn12/93/ 2; 5 – ÄÍÊ ëèíèè Bn18à ñ ãå-
íîì desC::licBM3) â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèÿõ ðàïñà, à òàêæå ÎÒ-ÏÖÐ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ðàïñà (á: 1 – ìàðêåð ì. ì.; 8 – ÄÍÊ âåê-
òîðà ðÑÂ133, ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü; 3, 5, 7 – ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ïîñëå ñèíòåçà ïåðâîé öåïè ÄÍÊ íà ìàòðèöå ìÐÍÊ ëèíèé Bn18a,
Bn18b è Bn18ñ áåç âíåñåíèÿ ðåâåðòàçû (îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü); 2, 4, 6 – ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ïîñëå ñèíòåçà ïåðâîé öåïè ÄÍÊ ñ äî-
áàâëåíèåì ðåâåðòàçû ëèíèé Bn18a, Bn18b è Bn18ñ)



ïàññèðîâàëè íà ñðåäó ñ êàíàìèöèíîì. Ðåçèñòåíò-
íûå ê êàíàìèöèíó è ÐÐÒ ïðîðîñòêè òåñòèðîâàëè íà
àêòèâíîñòü ëèõåíàçû (ðèñ. 3).

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà ïîêàçàëî, ÷òî îíà îòñóòñòâóåò â êîíòðîëüíûõ

ðàñòåíèÿõ, à ñðåäè òðàíñãåííûõ ëèíèé åå óðîâåíü
âàðüèðóåò (òàáëèöà). Íàèáîëåå âûñîêîé àêòèâíî-
ñòüþ ëèõåíàçû õàðàêòåðèçîâàëàñü ëèíèÿ 18b. Ëè-
íèè 18à è 18b/25 èìåëè ñðàâíèìûå ìåæäó ñîáîé, îä-
íàêî çíà÷èòåëüíî áîëåå íèçêèå, ÷åì ó ëèíèè 18b
(ìåíüøå ~ íà 40 %), ïîêàçàòåëè àêòèâíîñòè. Àêòèâ-
íîñòü ëèõåíàçû äëÿ ëèíèè 18a/2 îêàçàëàñü íèæå
óðîâíÿ äåòåêöèè. Ïåðâè÷íûå òðàíñôîðìàíòû (18b
è 18à) èìåëè áîëåå âûñîêóþ àêòèâíîñòü ëèõåíàçû
ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòåíèÿìè ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ, ïî-
ëó÷åííûìè â ðåçóëüòàòå ñàìîîïûëåíèÿ èñõîäíûõ
ëèíèé (18b/25, 18à/2, 18à/6).

Ðàçëè÷íûé óðîâåíü àêòèâíîñòè ëèõåíàçû â
òðàíñãåííûõ ëèíèÿõ ðàïñà ñâèäåòåëüñòâóåò îá àíà-
ëîãè÷íûõ îòëè÷èÿõ â ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà �9-
äåñàòóðàçû â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ãåíà. Óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè ãåíà ìîæåò çàâèñåòü îò ìåñòà âñòðàèâàíèÿ
÷óæåðîäíîé ÄÍÊ è êîëè÷åñòâà âñòðîèâøèõñÿ êî-
ïèé òðàíñãåíà. Ïîäîáíûå ðåçóëüòàòû, îòðàæàþùèå
îöåíêó ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà íà îñíîâàíèè îï-
ðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ëèõåíàçû â ñîñòàâå ãèáðèä-
íîãî áåëêà, ïîëó÷åíû ìåòîäîì çèìîãðàìì áåëêî-
âûõ ýêñòðàêòîâ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ, òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ ãåíîì cry3aM::licBM2 äëÿ îáåñïå÷åíèÿ çà-
ùèòû îò êîëîðàäñêîãî æóêà [25]. Ðàçëè÷íûå óðîâ-
íè àêòèâíîñòè ëèõåíàçû â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî áåë-
êà DesA-LicBM3 çàôèêñèðîâàíû òàêæå â ðàñòåíèÿõ
êàðòîôåëÿ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ïîâûøåííûì ñî-
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à á

Bn15
18

Bn15 18

Ðèñ. 2. Òåñòèðîâàíèå óñòîé÷èâîñòè ê ãëèôîñàòó: à – äâóõíåäåëüíûå ðàñòåíèÿ èñõîäíîãî ñîðòà Îáðèé (Bn18) è ëèíèè 18à â óñëîâèÿõ in

vitro íà áåçãîðìîíàëüíîé àãàðèçîâàííîé ñðåäå MS ñ N-ôîñôîíîìåòèëãëèöèíîì (2,5 ìã/ë); á – òðåõíåäåëüíûå ðàñòåíèÿ ñîðòà Îáðèé
(Bn18) è òðàíñãåííàÿ ëèíèÿ 18à ïîñëå îáðàáîòêè â òåïëèöå ãåðáèöèäîì Óðàãàí Ôîðòå 500 SL

2

1

4

5

3

7

6

Ðèñ. 3. Êà÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè òåðìîñòàáèëüíîé
ëèõåíàçû â ðàñòåíèÿõ ðàïñà, ñîäåðæàùèõ ãåí desÑ::licBM3. Â ëóí-
êè ñ àãàðèçîâàííîé ñðåäîé, ñîäåðæàùåé ëèõåíàí, âíîñèëè ðàñòè-
òåëüíûå ýêñòðàêòû ëèíèé: 1 – 18b; 2 – èñõîäíîãî ñîðòà Îáðèé
(Bn18); 3 – 18à; 4 – 18à/6; 5 – 18à/2; 6 – 18 b/25; 7 – ëèíèè òàáàêà,
ýêñïðåññèðóþùåãî ãåí desÑ::licBM3 (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü)



äåðæàíèåì ëèïèäîâ â ëèñòüÿõ è óâåëè÷åííûì êîëè-
÷åñòâîì íåíàñûùåííûõ æèðíûõ êèñëîò â ñîñòàâå
ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ [6].

Âûâîäû. Òàêèì îáðàçîì, ïðè îäíîâðåìåííîì
ââåäåíèè ÷åòûðåõ ãåíîâ â äâóõ íåçàâèñèìûõ âåêòî-
ðàõ óäàëîñü ïîëó÷èòü ðàñòåíèÿ, â êîòîðûõ ãåòåðîëî-
ãè÷íûå ãåíû áûëè ôóíêöèîíàëüíûìè. Ýêñïðåññèÿ
ãåíà epsps ïîêàçàíà íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè, â óñ-
ëîâèÿõ in vitro è in vivo (òåïëèöa). Îïðåäåëåíèå àê-
òèâíîñòè ïðîäóêòà ãåíà licBM3 â ñîñòàâå ãèáðèäíî-
ãî áåëêà ïîçâîëèëî îöåíèòü ýêñïðåññèþ ñëèòîãî ñ
íèì ãåíà äåñàòóðàçû. Ïðîñëåæåíî íàñëåäîâàíèå ââå-
äåííûõ ãåíîâ è èõ ýêñïðåññèÿ â ïåðâîì ïîêîëåíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ãðàíòà ÍÀÍ
Óêðàèíû ÓêðÈÍÒÝÈ ¹ 0110U006062, ãðàíòà ÃÔÔÄ-
ÐÔÔÄ F40.4/021 è ãðàíòà ÐÔÔÈ ¹ 11-04-90466-
Óêð_ô_à.
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Summary

Aim. Creation of glyphosate-resistant canola plants expressing bifunc-

tional hybrid desC::licBM3 gene. In the hybrid gene the sequence of

DesC desaturase of cyanobacterium S. vulcanus without plastid targe-

ting was fused with the sequence of thermostable lichenase reporter

LicBM3 gene. Methods. Agrobacterium tumefaciens-mediated trans-

formation, PCR, quantitative and qualitative determination of lichena-

se activity, genetic analysis. Results. Transgenic canola plants, carring

the enolpyruvat shikimat phosphate syntase gene (epsps), conferring

on plants resistance to phosphonomethyl glycine herbicides (Roun-

dup), as well as the desC::licBM3 gene, were selected. The presence of

transgenes was confimed by multiplex PCR. The epsps gene expression

in canola was shown at the transcription level, during in vitro growth

and after greenhouse herbicide treatment. Activity of the licBM3 gene

product as a part of hybrid protein allowed quantitative and quali-

tative estimation of the desaturase gene expression. Inheritance of he-

terologous genes and their expression in the first generation were

investigated. Conclusions. Transgenic canola plants were obtained,

the presence of trangenes in plant genome was proved and expression

of the target genes was detected.

Keywords: Brassica napus, desC, epsps, licBM3, lichenase.

Ë. Î. Ñàõíî, ². Ì. Ãåðàñèìåíêî, ². Ê. Êîìàðíèöüêèé,

Þ. Â. Øåëóäüêî, ². Â. Ãîëäåíêîâà-Ïàâëîâà

Ñòâîðåííÿ ñò³éêèõ äî ãë³ôîñàòó ðîñëèí Brassica napus

L., ÿê³ åêñïðåñóþòü äåñàòóðàçó DesC ö³àíîáàêòåð³¿

Synechococcus vulcanus

Ðåçþìå

Ìåòà. Ñòâîðåííÿ ñò³éêèõ äî ãåðá³öèäó Roundup ðîñëèí ð³ïàêó,

ùî åêñïðåñóþòü á³ôóíêö³îíàëüíèé ã³áðèäíèé ãåí desC::licBM3, â

ÿêîìó ïîñë³äîâí³ñòü äåñàòóðàçè DesC ö³àíîáàêòåð³¿ S. vulcanus

áåç ñèãíàëó òðàíñïîðòó â ïëàñòèäè çëèòà ç ïîñë³äîâí³ñòþ ãåíà

ðåïîðòåðíîãî á³ëêà ë³õåíàçè LicBM3 Clostridium thermocellum. Ìå-

òîäè. Agrobacterium tumefaciens-îïîñåðåäêîâàíà òðàíñôîðìàö³ÿ,

ÏËÐ, ÿê³ñíå ³ ê³ëüê³ñíå âèçíà÷åííÿ àêòèâíîñò³ òåðìîñòàá³ëüíî¿

ë³õåíàçè, ãåíåòè÷íèé àíàë³ç. Ðåçóëüòàòè. Îòðèìàíî òðàíñãåíí³

ðîñëèíè ð³ïàêó, ÿê³ íåñóòü äâà ö³ëüîâèõ ãåíè: ºíîëï³ðóâàòøèê³-

ìàòôîñôàòñèíòàçè (epsps), ùî çàáåçïå÷óº ñò³éê³ñòü ðîñëèí äî

ãåðá³öèä³â íà îñíîâ³ ôîñôîíîìåòèëãë³öèíó, ³ ãåíà desC::licBM3.

Ïðèñóòí³ñòü òðàíñãåí³â ó ãåíîì³ ðîñëèí ï³äòâåðäæåíî ìåòîäîì

ìóëüòèïëåêñíî¿ ÏËÐ. Åêñïðåñ³þ ãåíà epsps ïîêàçàíî íà ð³âí³ òðàíñ-

êðèïö³³, çà óìîâ in vitro òà in vivo (òåïëèöÿ). Íàÿâí³ñòü ïðîäóêòó

ãåíà licBM3 ó ñêëàä³ ã³áðèäíîãî á³ëêà äîçâîëèëà îö³íèòè åêñïðå-

ñ³þ çëèòîãî ç íèì ãåíà äåñàòóðàçè. Ïðîñòåæåíî óñïàäêóâàííÿ

ââåäåíèõ ãåí³â ³ ¿õíÿ åêñïðåñ³ÿ â ïåðøîìó ïîêîë³íí³. Âèñíîâêè.

Îòðèìàíî ë³í³¿ òðàíñãåííèõ ðîñëèí ð³ïàêó, ï³äòâåðäæåíî ïðè-

ñóòí³ñòü òðàíñãåí³â ó ãåíîì³ ðîñëèí ³ äîâåäåíî åêñïðåñ³þ ö³ëüî-

âèõ ãåí³â.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Brassica napus, epsps, desC, licBM3, ë³õåíàçà.
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