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Резюме
Введение гена cyp11A1 цитохрома Р450SCC из митохондрий коры надпочечников

быка в ядерный геном рапса влияет на количественный состав жирных кислот в
листьях и семенах полученных биотехнологических растений. В результате
проведенной газовой хроматографии эфиров жирных кислот, выделенных из семян
Т1 поколения трансформантов, выявлена перспективная линия Bn12/93/14в, которая
характеризуется увеличением доли олеиновой (С18:1) и уменьшением доли
линоленовой (С18:3) кислот.

Введення гена cyp11A1 цитохрома Р450SCC з мітохондрій кори надниркових
залоз бика до ядерного генома ріпака впливає на кількісний склад жирних кислот в
листі і насінні отриманих біотехнологічних рослин. В результаті проведеної газової
хроматографії ефірів жирних кислот, выделених з насіння Т1 покоління трансфор-
мантів, виявлена перспективна лінія Bn12/93/14в, яка характеризується збільшенням
частки олеінової (С18:1) і зменьшенням частки ліноленової (С18:3) кислот.

The cyp11A1 gene of cytochrome P450SCC from bovine adrenal cortex mitochondria
introduction in the nuclear genome of oilseed rape affects the quantitative composition
of fatty acids in the leaves and seeds of biotechnological plant obtained. Perspective line
Bn12/93/14в, which is characterized by an increase in the proportion of oleic (C18:1)
and a decrease in the proportion of linolenic (C18:3) acids revealed as a result of gas
chromatography of fatty acids esters isolated from the seeds of T1 transformant generation.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ НАЧАЛЬНЫХ ЭТАПОВ
ЭМБРИОИДОГЕНЕЗА В КАЛЛУСАХ АНДРОКЛИННОГО

И ЗАРОДЫШЕВОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ ЯРОВОЙ МЯГКОЙ
ПШЕНИЦЫ

Биотехнологические методы культуры in vitro в настоящее время ши-
роко используются для решения прикладных задач селекции ценных сельско-
хозяйственных растений [8, 11, 12] и в частности яровой мягкой пшеницы —
основного хлебного злака [6].
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Практическую значимость большинства методов культуры in vitro
определяет образование на конечном этапе полноценных фертильных
растений-регенерантов. Один из путей регенерации растений in vitro —
эмбриоидогенез в каллусных культурах различного происхождения. Форми-
рование эмбриоидов — биполярных зародышеподобных структур — биотех-
нологически оптимальный путь регенерации растений in vitro [6], поскольку
предполагает работу с генетически однородным материалом. В связи с этим
основной вопрос при регенерации растений посредством эмбриоидогенеза
in vitro — происхождение эмбриоида: считается, что одноклеточное проис-
хождение эмбриоида снижает риск возникновения химерных растений-реге-
нерантов. Генотип эмбриоида в случае образования в результате случайного
объединения нескольких различных клеток каллусной ткани можно считать
практически неидентифицируемым. Это обстоятельство исключает возмож-
ность использования эмбриоидов и растений, полученных из них, в генно-
инженерных и клеточно-инженерных манипуляциях [8, 11–13].

До сих пор вопрос о клеточных механизмах формирования эмбриоидов
в каллусных культурах остается дискуссионным. В связи с этим цель нашей
работы заключалась в ультраструктурном анализе начальных этапов эмбрио-
идогенеза в каллусах андроклинного и зародышевого происхождения у яро-
вой мягкой пшеницы.

Материал и методы
Материалом для исследования послужили сорта яровой мягкой пше-

ницы Скала, Башкирская 26 и Башкирская 28.
В работе использованы: метод культуры in vitro пыльников яровой

мягкой пшеницы с учетом эмбриологических данных [4], метод культуры
in vitro незрелых зародышей пшеницы в модификации [7], методы световой
микроскопии (СМ) [1] и трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ)
[2]. Постоянные препараты просматривали и документировали с примене-
нием цифрового микроскопа проходящего света серии Микровизор μVizo-103
(ЛОМО ФОТОНИКА, г. Санкт-Петербург). Объекты, подготовленные к ис-
следованию методом ТЭМ, анализировали с помощью просвечивающего
электронного микроскопа JEM-1200 EX (JEOL, Japan).

Результаты и обсуждение
Экспериментально установлено, что начальный этап морфогенеза

in vitro, и в частности эмбриоидогенеза, в каллусах как андроклинного [6],
так и зародышевого [3] происхождения,— формирование в каллусе парал-
лельно его поверхности меристематической зоны (МЗ).

Согласно данным светооптического анализа, МЗ в каллусах обоих типов
имеет сходное строение. Она представлена несколькими слоями клеток,
структурная организация которых значительно отличает эти клетки от других
клеток каллуса и позволяет рассматривать их как меристематические. Клетки
МЗ имеют, как правило, изодиаметрическую форму и плотно прилегают
друг к другу. Клетки содержат крупные центрально расположенные ядра,
окруженные многочисленными мелкими вакуолями. Цитоплазма клеток МЗ
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окрашивается значительно интенсивнее по сравнению с остальными клетка-
ми каллуса. Клетки нижележащих слоев имеют более крупные размеры по
сравнению с клетками МЗ, вытянутую форму, сильнее вакуолизированы и,
в целом, имеют признаки, характерные для клеток паренхимы. Между клет-
ками появляются крупные межклетники. Клетки, лежащие выше МЗ сильно
вытягиваются, вакуолизируются, и, в конечном итоге, подвергаются деструк-
ции. Остатки таких клеток сохраняются на поверхности каллуса в виде гомо-
генного, интенсивно окрашивающегося слоя полисахаридной природы.

Методом ТЭМ в таких клетках выявлены высокое ядерно-плазменное
отношение и плотная, за счет присутствия большого количества свободных
рибосом, цитоплазма. Присутствуют единичные каналы гранулярного эндо-
плазматического ретикулума (гЭПР). Пластиды и митохондрии ювенильны
по внутренней структуре и почти одинаковы по размеру. Немногочисленные
пластиды имеют очень слаборазвитую систему внутренних мембран, пред-
ставленную отдельными тилакоидами. В пластидах имеется небольшое коли-
чество крахмала в виде мелких крахмальных зерен. Многочисленные округ-
лые митохондрии не имеют крист. Клеточные стенки тонкие, с многочис-
ленными плазмодесмами. Такие ультраструктурные признаки характеризуют
эти клетки как меристематические [5].

Не смотря на определенное сходство, в ультраструктуре клеток МЗ
каллусов разного происхождения выявляются значительные различия. Так,
в клетках МЗ андроклинных каллусов обнаруживается большое количество
каналов агранулярного эндоплазматического ретикулума (аЭПР), с деятель-
ностью которого, по-видимому, связан интенсивный синтез липидов, распола-
гающихся преимущественно вдоль клеточной стенки. Пластиды содержат
большее количество более крупных крахмальных зерен по сравнению с
клетками МЗ каллусов зародышевого происхождения. Цистерны аппарата
Гольджи (АГ) единичны и неактивны. В клетках МЗ каллусов зародышевого
происхождения отсутствуют липидные включения и каналы аЭПР. АГ акти-
вен и представлен большим количеством диктиосом, цистерны которых за-
канчиваются секреторными пузырьками.

При переносе каллусов на среду для индукции эмбриоидогенеза в клет-
ках МЗ каллусов обоих типов происходят изменения. На светооптическом
уровне они заключаются в том, что клетки МЗ становятся более рыхло
расположенными за счет увеличения межклетников и утолщения клеточных
стенок. Изменения отмечены и на ультраструктурном уровне. В клеточных
стенках исчезают плазмодесмы, обнаруживаются только единичные разру-
шающиеся плазмодесмы. В пластидах продолжается аккумуляция крахмала.
Количество митохондрий значительно возрастает, в них формируются
кристы. В клетках МЗ андроклинных каллусов начинают появляться каналы
гЭПР. Кроме того, в них значительно возрастает длина и количество каналов
аЭПР, которые располагаются параллельными рядами вдоль клеточной
стенки. В клетках МЗ каллусов зародышевого происхождения усиливается
активность АГ: возрастает количество диктиосом, цистерны которых закан-
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чиваются многочисленными секреторными пузырьками. Можно предпо-
ложить, что в клетках МЗ каллусов обоих типов идет активная секреция,
направленная на формирование утолщенной клеточной стенки: плазмалемма
клеток МЗ андроклинных каллусов имеет многочисленные выросты, направ-
ленные в клеточную стенку, в клетках МЗ каллусов зародышевого происхож-
дения отмечены многочисленные экзоцитозные пузырьки. В итоге кле-
точные стенки клеток МЗ каллусах обоих типов утолщаются и приобретают
волокнистую структуру.

В ходе дальнейшего развития в МЗ каллусов обоих типов начинают
отчетливо выделяться отдельные клетки с интенсивно окрашивающейся ци-
топлазмой, в то время как остальные клетки начинают сильно вакуолизи-
роваться. В этих клетках присутствуют автофаговые вакуоли, по-видимому,
обуславливающие их деструкцию. По данным ТЭМ клетки с плотной цито-
плазмой в каллусах обоих типов характеризуются наличием хорошо развито-
го гЭПР. Митохондрии многочисленны, имеют хорошо развитую систему
крист. В пластидах содержится большое количество крахмала, кроме того,
в клетках андроклинного каллуса также содержится большое количество
липидов. Такие данные позволяют говорить о том, что в этих клетках идет
синтез конституционных веществ, необходимых для процессов, связанных
с энергетическими затратами. В целом, эти клетки обладают всеми призна-
ками, характерными для эмбриогенных клеток [9, 10, 14].

Светооптический анализ показывает, что именно в этих изолированных
клетках с плотной цитоплазмой происходят деления, ведущие к формирова-
нию эмбриоидов. Одноклеточное происхождение эмбриоидов доказывается
и данными ультраструктурного анализа: выявлено, что эмбриоиды в каллусах
обоих типов окружены утолщенной оболочкой без плазмодесм, тогда как
стенки между клетками эмбриоидов тонкие и содержат многочисленные
плазмодесмы. Утолщенная оболочка, окружающая эмбриоиды, сохраняется
и в ходе их дальнейшего развития и на светооптическом уровне выявляется
в виде интенсивно окрашивающегося слоя полисахаридной природы, отде-
ляющего формирующиеся эмбриоиды от массы каллуса.

Выводы
Полученные нами данные свидетельствуют, что эмбриоиды в каллусах

как андроклинного, так и зародышевого происхождения имеют одноклеточ-
ное происхождение из отдельных изолированных клеток. Однако изолирован-
ность клеток в каллусах различного происхождения достигается по-разному.

В клетках андроклинных каллусов в формировании клеточных стенок,
по-видимому, активное участие принимает аЭПР, участие которого в форми-
ровании клеточных стенок считается вполне вероятным [5]. В зародышевом
каллусе действует другой механизм изоляции клеток — за счет секреторной
активности АГ.

В целом выявленное одноклеточное происхождение эмбриоидов в кал-
лусах пшеницы разного происхождения позволяет рассматривать эмбрио-
идогенез как оптимальный путь регенерации растений и является основой
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для создания биотехнологий клонирования хозяйственно ценных генотипов
яровой мягкой пшеницы — основного хлебного злака.

Авторы выражают искреннюю благодарность сотрудникам лаборатории
физиологии и генетики культивируемых клеток Казанского института биохи-
мии и биофизики Казанского НЦ РАН за помощь в проведении электроно-
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Резюме
Методами световой и трансмиссионной электронной микроскопии выявлено

одноклеточное происхождение эмбриоидов в каллусах андроклинного и зароды-
шевого происхождения у яровой мягкой пшеницы.

The single-cell origin of emryoids in androclynic and embryo-derived calli of spring
wheat have been revealed by light and transmission electron microscopy.
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ИССЛЕДОВАНИЕ РЕПРОДУКЦИИ ВИРУСА ОЖОГА ГРЕЧИХИ
В ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЯХ ТАБАКА,

ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ГЕН ИНТЕРФЕРОНА
АЛЬФА 2b ЧЕЛОВЕКА

Вирусные болезни растений являются важной проблемой сельского
хозяйства. Вирусы способны резко снижать урожайность и ухудшать ка-
чество продукции ценных сельскохозяйственных культур. К настоящему
времени разработаны новые подходы к стратегии защиты растений от
вирусной инфекции, одним из которых является изучение развития вирусной
инфекции в растительном организме, экспрессирующем ген интерферона
человека. Интерфероны являются неспецифическими факторами защиты
клеток от широкого спектра ДНК- и РНК-содержащих вирусов животных
[1]. Существуют также данные, что интерферон после экзогенной обработки
может повышать устойчивость растительных клеток к вирусным заболева-
ниям [2-4]. Антивирусный эффект был продемонстрирован и в результате
экспрессии генов α- и β-интерферона в трансгенных растениях [5, 6]. С дру-
гой стороны, в ряде работ отмечено отсутствие достоверного защитного
эффекта интерферона в растительных клетках [7, 8].

Целью настоящей работы являлось изучение восприимчивости расте-
ний табака, экспрессирующих ген интерферона человека, к фиторабдови-
русу — вирусу ожога гречихи (ВОГ). Интерес использования минус-ге-
номного ВОГ мотивирован тем, что механизм его репродукции отличается
от ранее изученных плюс-геномных фитовирусов. Кроме того, ВОГ поражает
ценные сельскохозяйственные культуры, в том числе гречиху, картофель,
томаты, табак [9]. Полученные данные могут указать возможный механизм
приобретения вирусоустойчивости растений к фиторабдовирусам. В работе
также было исследовано влияние вирусной инфекции на продукцию реком-
бинантного интерферона в трансгенных растениях табака. Исследование
накопления целевого белка при развитии вирусной инфекции в трансгенных
растениях имеет значение для промышленной биотехнологии.

Материалы и методы
В работе использованы растения табака Nicotiana tabacum сорта

Wisconsin, несущие рекомбинантный (с растительным сигналом выведения
белка в апопласт) или нативный ген интерферона альфа 2b человека (inf
б2b) [10] и растения табака, несущие, помимо гена inf б2b (с растительным
транспортным сигналом), ген cry3A (устойчивость к насекомым). Исполь-


