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В процессе изучения морфофизиологических и генетических особенностей трансгенных
растений нередко исследователи сталкиваются с трудностями, связанными с нестабильностью
трансформации, инактивацией инсерции и появлением сомаклональных вариантов. В данной
работе описаны линии растений табака, полученные после агробактериальной трансформа-
ции и последующего вегетативного размножения в стерильных условиях. Растения характери-
зуются карликовым ростом, повышением доли стерильных пыльцевых зерен и отсутствием
ранее детектируемой вставки.
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Метод непрямого переноса чужеродной ДНК
в клетки растений — наиболее часто используемый
в настоящее время подход к получению трансген-
ных растений. Агробактериальная трансформация
успешно применяется в генетической инженерии
для трансформации как двудольных растений, так
и некоторых однодольных [1] и грибов [2]. Одна-
ко даже в случае отработанной методики оказыва-
ются возможными сбои. Показано, что в некоторых
случаях не происходит встраивания генетической
конструкции в геном либо трансформация оказыва-
ется нестабильной и инсерция Т-ДНК инактивиру-
ется в результате множественных пассажей культи-
вируемых тканей [3].

Другим нежелательным следствием комплекса
манипуляций, необходимых для получения транс-
генных растений, является появление сомаклональ-
ных вариантов. К этому приводит стресс, которому
подвергаются трансгенные растения при культиви-
ровании [4]. Под сомаклональными вариантами по-
нимают нарушения цитологии, высокую частоту му-
таций количественных и качественных признаков,
изменение последовательности ДНК, активацию либо
подавление экспрессии различных генов.

Выделяют несколько типов стрессовых воздей-
ствий, действующих на растение при проведении
трансформации: 1) ранение; 2) контакт с патоген-
ным микроорганизмом; 3) культивирование in vitro;
4) инсерция Т-ДНК в геном хозяина. Данные со-
бытия сопровождаются характерным для растений
первичным ответом, т.е. активизацией окислитель-
ных ферментов [5]. Это явление не только несет за-
щитную функцию, но и оказывает негативное дей-
ствие на клетку, приводя к появлению различных
мутаций — как точечных, так и перестроек хро-

мосом. Например, мутация trn1 Arabidopsis thaliana
была индуцирована поддержанием клеточной куль-
туры трансгенных растений [6].

Повышенная мутабильность в сочетании с пер-
манентными стрессовыми воздействиями вызывает
широкий спектр сомаклональных вариантов, явля-
ющихся причиной генетически наследуемых изме-
нений трансгенных растений, не связанных с инсер-
цией Т-ДНК [7]. Нарушение регуляторных систем
организма отражается в том числе и на его морфо-
логии. Видимые изменения подвергнутых трансге-
незу растений различны. Это карликовость [8]; сни-
жение апикального доминирования и дополнитель-
ное побегообразование [8]; изменения морфологии
листовых пластинок и строения цветков [9]. Наблю-
дается также повышенная эмбриолетальность [8].

Рассмотренные явления, безусловно, снижают
эффективность трансформации и затрудняют анализ
трансгенных растений. Однако неясно, что именно
играет решающую роль в появлении сомаклональ-
ных вариантов: внедрение Ti-плазмиды в клетки
растения или длительное поддержание клеточной
культуры. Задачей данной работы являлось изучение
фенотипа растений табака, полученных после агро-
бактериальной трансформации листовых эксплан-
тов и последующего длительного вегетативного раз-
множения в стерильных условиях, и установление
относительного вклада процессов трансформации аг-
робактерией и культивирования in vitro в явление
сомаклональной изменчивости.

Материалы и методы

В Институте общей генетики им. Н.И. Вавило-
ва были получены более 200 линий Nicotiana taba-
cum L., трансформированных Agrobacterium tumefa-
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ciens, который несет плазмидный бинарный вектор
pLE12860OE со вставкой гена ICE2 Arabidopsis tha-

liana (локус At1g12860) и маркерным бактериаль-
ным геном bar, отвечающим за устойчивость к гер-
бициду фосфинотрицину (Basta). Трансгенные рас-
тения были получены по стандартному методу [10].
В данной работе изучали растения табака 7 независи-
мых линий, подвергнутых агробактериальной транс-
формации, по сравнению с контрольными линиями.
Линии 1-3, 1-24, 1-47 несли вставку полноразмерной
копии гена ICE2, а линии 1/2-2, 1/2-5, 1/2-25 несли
вставку гена ICE2 без первого экзона. Дополнитель-
ная линия, трансформированная вектором без встав-
ки гена ICE2, была получена как контрольная. Рас-
тения прошли около двадцати поддерживающих
культуру пассажей на агаризованной минеральной
питательной среде Гамборга. Приблизительно через
два года они были высажены в почву и затем про-
анализированы на стадии цветения.

Для детекции вставки генов использовался ПЦР-
анализ. ДНК выделялась методом Dellaporta [11].
Наличие экспрессии гена ICE2 определяли мето-
дом амплификации продуктов обратной транскрип-
ции (ОТ-ПЦР). РНК выделяли с помощью набора
RNEasy Plant Mini Kit фирмы “Quiagene”. Результаты
ПЦР и ОТ-ПЦР анализировали с помощью элект-
рофореза в агарозном геле. Использованные прай-
меры приведены в табл. 1.

Для определения устойчивости растений табака
к гербициду Basta проростки обрабатывали раство-
ром 250 кг/л 1 раз в сутки в течение трех суток.

Жизнеспособность пыльцы определяли ацето-
карминовым методом [12]. Показатель относитель-
ной мужской стерильности оценивался как процент
стерильных пыльцевых зерен от общего числа пыль-
цевых зерен.

Измерение количественных признаков проводи-
ли у растений на стадии полного цветения, когда
рост главного побега прекращался.

Результаты

Mорфологическая характеристика
растений табака

Большинство трансгенных растений табака об-
ладали меньшим ростом по сравнению с контроль-

ным растением. Причем снижение роста
наблюдали как у растения, трансформиро-
ванного вектором без вставки гена ICE2,
так и с этим геном. Особенно ярко при-
знак карликовости проявлялся в линии 1-3,
трансформированной вектором с полно-
размерной копией гена ICE2 (рис. 1). Рас-
тения этой линии на стадии цветения были
в 2 раза ниже, чем контрольные (табл. 2).
В отличие от других растений кроме глав-
ного побега растения имели хорошо разви-

тые боковые побеги, что говорит о нарушении апи-
кального доминирования. Почти в 1,5 раза снижен
рост растений линии 1-47, а также линии 1/2-25
(делетированный вариант гена ICE2).

Несмотря на карликовость, число узлов побе-
га было либо почти таким же, как у контрольного
растения, либо даже увеличивалось. В результате сред-
няя длина междоузлий у карликовых растений была
существенно ниже, чем у контрольного. Наиболее
укороченными оказались междоузлия у растений ли-
ний 1-3 и 1/2-25 — почти в 2 раза короче, чем
у контрольного (рис. 1).

Различия между трансгенными и нетрансген-
ными растениями обнаружились и в ходе проверки
пыльцы на стерильность (табл. 3). На фотографиях
представлена пыльца после окрашивания ацетокар-
мином (рис. 2). В то время как у контрольного рас-
тения пыльца фертильна, у подвергшихся транс-
формации наблюдается в различной степени повы-
шение доли стерильных пыльцевых зерен. Наиболь-
ший уровень стерильности выявлен в линии 1-3
(52,1% стерильной пыльцы). Отметим, что именно
эта линия характеризуется и наибольшими морфо-
логическими изменениями (карликовостью и кус-
тистостью).

В отличие от линий, прошедших трансформа-
цию, в контрольной линии, которая длительно куль-
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Таблица 1

Праймеры к гену ICE2 Arabidopsis thaliana и бактериальному гену BAR

Ген Прямой праймер Обратный праймер

ICE2* GTGGCTTTCCTTTAAACCCCT TCATCGAGTTCGGAGATTGA

BAR-1 TCGAGACAAGCACGGTCAAC ACTTCAGCAGGTGGGTGTAG

BAR-2 GCACCATCGTCAACCACTAC GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC

*Праймеры к кДНК.

Рис. 1. Внешний вид растений табака контрольной линии и
трансгенной линии 1-3 (А, справа) и линии 1/2-25 (Б, справа)

5 ВМУ, биология, № 3



тивировалась в стерильной среде параллельно с опыт-
ными линиями, не выявлено нарушений фертиль-
ности пыльцы. Следовательно, именно процесс транс-
формации оказал влияние на жизнеспособность
пыльцы. Причиной повышения доли стерильной
пыльцы у трансформированных растений по срав-

нению с нетрансгенным контролем могут быть на-
рушения как в процессе мейотического деления
клеток, спровоцированного вставкой конструкции
в геном, так и сбои в микроспорогенезе [8].

Определение наличия инсерции Т-ДНК

Для проверки устойчивости растений к герби-
циду проростки на стадии семядолей, полученные
из семян, подвергнувшихся трансформации, и конт-
рольных растений были обработаны гербицидом фос-
финотрицином. Все они оказались неустойчивы к гер-
бициду, что указывает на отсутствие активности гена
устойчивости bar.

Для проверки наличия экспрессии гена ICE2 ис-
пользовался метод ПЦР продуктов обратной транс-
крипции с праймерами к данному гену. Однако экс-
прессия гена не была обнаружена. С помощью ПЦР-
анализа с праймерами к гену bar данные линии
были также тестированы на наличие инсерции мар-
керного гена. В двух опытах в качестве матрицы ис-
пользовалась геномная ДНК либо кДНК, получен-
ная путем обратной транскрипции РНК, что также
дало отрицательный результат.

Поскольку ранее при отборе трансформирован-
ных растений ПЦР-анализ показывал наличие гена
устойчивости к гербициду, можно заключить, что ин-
серция была утрачена.

Обсуждение

Нами были выявлены отличия растений таба-
ка, подвергшихся агробактериальной трансформации,
от контрольного растения по целому ряду показате-
лей как морфологических, так и затрагивающих ре-
продуктивную сферу растения и, возможно, про-
цессы роста и развития. Добавляемые в искусствен-
ную среду гормоны могли оказывать влияние на
процессы роста и дифференцировки тканей, однако
в данном эксперименте гормоны не использова-
лись, что исключает данное предположение.

Другой возможной причиной наблюдаемых фе-
нотипических изменений могло служить влияние
маркерного гена устойчивости к фосфинотрицину
bar. Место встраивания трансгена случайно, поэто-
му может происходить замолкание или нарушене
экспрессии генов, транскрипционное или трансля-
ционное слияние с маркерным геном, ремоделиро-
вание хроматина (эффект положения). Возможно
также проявление плейотропных эффектов маркер-
ного гена, не зависящих от места инсерции. Эти
эффекты затрудняют анализ трансгенных растений
и могут привести к ложным выводам. Некоторые
гены селективных маркеров, такие как ген нео-
мицин фосфотрансферазы II (nptII ), не оказывают
влияния на транскриптом трансгенного растения,
другие, такие как ген bar, имеют плейотропное дей-
ствие [13]. В проведенном недавно исследовании вли-
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Таблица 2

Морфометрия растений N. tabacum

Линия
Высота
побега,

см

Число междоузлий
(для каждого

побега отдельно)

Средняя
длина

междоузлия

Контроль 134 18 7,4

Трансгенный
контроль

108 17 6,3

1/2-25 93,5; 93,5 24, 24 3,9

1/2-2 113; 113 17, 23 6,6; 4,9

1-24 125 18 6,9

1-47 95; 66 22, 19 4,3

1-3 58,5; 58,5; 58,5 20, 18, 21 2,9; 3,25; 2,8

1/2-5 107 21 5,1

Таблица 3

Относительная мужская стерильность
у трансгенных растений табака

Линия
Доля стерильных

пыльцевых зерен, %

Контроль 0

Трансгенный контроль 18,5

1/2-25 8,9

1/2-2 31,8

1-24 9,9

1-47 24,6

1-3 52,1

1/2-5 6,1

Рис. 2. Пыльца растений N. tabacum, окрашенная ацетокарми-
ном. В люминесцентном микроскопе использовалось увеличе-

ние Ѕ10. Стрелкой указано стерильное пыльцевое зерно



яния гена bar на транскриптом трансгенных расте-
ний методом microarray выявлены изменения эксп-
рессии генов у трансгенных растений Arabidopsis
thaliana, причем у растений разных линий была
изменена экспрессия разных генов [14]. Однако
проведенный нами анализ указал на отсутствие ин-
серции гена bar, что заставляет искать другое объ-
яснение наблюдаемым явлениям.

В литературе имеются данные об изменениях
роста [8] и мужской стерильности [15] растений,
которые прошли процедуру трансформации, вклю-
чавшую этап культивирования клеток in vitro. Су-
ществует мнение, что именно поддержание культу-
ры, а не интеграция трансгена, приводит к вариа-
бельности. Однако нельзя исключать и возможные
мутации, спровоцированные сбоем механизмов ре-
парации при введении сложной конструкции век-
тора в геном. Очевидно, геном растения претер-
певает изменения. Например, показано, что харак-
тер метилирования ДНК высоко полиморфен среди
регенерантов и в их потомстве [16]. Эту теорию
подтверждает также эксперименты по получению
трансгенных растений без использования клеточ-
ной дедифференцировки из каллуса, например пу-
тем инфекции цветков. В этом случае изменений
генома не наблюдалось [17]. Однако в данной рабо-
те все трансгенные растения длительно поддержи-
вались in vitro, но контрольные растения, которые
не подвергались трансформации, а поддерживались
в культуре так же длительно, как и трансформи-
рованные, не показывали изменений морфологии и
стерильности пыльцы.

Таким образом, в нашем случае наиболее вероят-
ной причиной появления сомаклональных вариан-
тов следует считать процесс трансформации. По-ви-
димому, геном растения, подвергшийся “атаке” агро-
бактериального вектора и затем длительно поддер-
живаемый в культуре ткани, претерпел изменения,
что привело к появлению растений с различными
морфологическими изменениями и пониженной фер-
тильностью пыльцы. Мы не обнаружили наличия
трансгена в геноме трансформированных линий та-
бака, хотя наличие вставки было подтверждено с по-
мощью ПЦР-анализа в тех же самых линиях, кото-
рые культивировались в культуре в течение 6—8 пас-
сажей. Можно предполагать, что вставка генетиче-
ской конструкции была потеряна во всех линиях
в ходе культивирования на стерильной среде. Это
явилось следствием либо получения первоначально
химерных трансформантов, либо следствием мута-
ционных изменений, вызванных встройкой в геном
генетической конструкции, в результате которых про-
изошла элиминация инсерции [5].

Авторы благодарят профессора кафедры генети-
ки биологического факультета МГУ Татьяну Анатоль-
евну Ежову за всестороннюю помощь и поддержку.
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SOMACLONAL VARIATIONS
OF THE NICOTIANA TABACUM TRANSGENIC PLANTS

A.S. Kurbidaeva, M.G. Novokreshchenova

There are difficulties in studying of transgenic plants which associate with the instability of
transformation, the inactivation of insertion and the derivation of somaclonal variants. This study
describes the lines of tobacco plants, which were obtained by agrobacterial transformation and
subsequent micropropagation in sterile conditions. Plants are characterized by dwarf length, incre-
ased proportion of sterile pollen grains and the lack of insertion which was detected before.

Key words: transformation, Nicotiana tabacum, somaclonal variation.

Сведения об авторах

Курбидаева Амина Султановна — студентка кафедры генетики биологического факультета МГУ.
Тел. (495)939-54-90; e-mail: amina.kur@gmail.com

Новокрещёнова Мария Габриэловна — канд. биол. наук, ст. преподаватель кафедры биотехноло-
гии биологического факультета МГУ. Тел. (495)939-54-90; e-mail: maria.novok@gmail.com

12 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2011. № 3


