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Îäíîé èç ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé
ãåííîé èíæåíåðèè ðàñòåíèé ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷å-
íèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñ óâåëè÷åííûìè
ðàçìåðàìè îðãàíîâ. Äëÿ ýòîãî â ïåðâóþ î÷åðåäü
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ãåíû, ó÷àñòâóþùèå â
ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è êëåòî÷íîãî ðà-
ñòÿæåíèÿ, òàê êàê óâåëè÷åíèå ðàçìåðà êëåòîê è
èõ êîëè÷åñòâà â èòîãå ÷àñòî ïðèâîäèò ê èçìå-
íåíèþ ðàçìåðà îðãàíîâ ó ðàñòåíèÿ [1].

Îäíèì èç òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ,
ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè â àïèêàëüíîé ìåðèñòåìå ïîáåãà
(ÀÌÏ), ÿâëÿåòñÿ WUSCHEL (WUS), âïåðâûå
îáíàðóæåííûé ó Arabidopsis thaliana. Ãåí WUS
îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå ãåíîâ WOX (WUSCHEL-
related homebox), êîäèðóþùèõ òðàíñêðèïöèîí-
íûå ôàêòîðû ñ àòèïè÷íûì ãîìåîäîìåíîì, ñî-
ñòîÿùèì èç 66 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ [2–3].
Ãåí WUS – ýòî ìàðêåðíûé ãåí ìåðèñòåìû ïî-
áåãà, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî îáíàðóæèâàåòñÿ óæå
íà ñòàäèè 16-êëåòî÷íîãî çàðîäûøà. Â äàëüíåé-
øåì êëåòêè ñ ýêñïðåññèåé ãåíà WUS ó÷àñòâóþò
â ðåãóëÿöèè ÷èñëåííîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê è
ðàñïîëàãàþòñÿ â íåáîëüøîì ðàéîíå ÀÌÏ, íà-
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Ïîëó÷åíû òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà, ýêñïðåññèðóþùèå ãåí WUSCHEL A. thaliana ïîä êîíòðîëåì
35S ïðîìîòîðà. Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ õàðàêòåðèçîâàëèñü óâåëè÷åíèåì äëèíû è ïëîùàäè ëèñòüåâ, à òàêæå
âûñîòû ñòåáëÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ðàñòåíèÿìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëåå âåðîÿòíîé ïðè÷èíîé
âîçðàñòàíèÿ âåëè÷èíû ëèñòüåâ ÿâëÿëîñü óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ îòäåëüíûõ êëåòîê, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ýòîãî
îðãàíà. Òðàíñãåííûå ïî ãåíó WUSCHEL ðàñòåíèÿ òàáàêà õàðàêòåðèçîâàëèñü íåáîëüøèì óìåíüøåíèåì ðàç-
ìåðîâ öâåòêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòî óìåíüøåíèå ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà
êëåòîê, ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäèí öâåòîê.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: WUSCHEL, òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, 35S ïðîìîòîð, òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ, Nicotiana
tabacum, âåëè÷èíà îðãàíîâ.

çûâàåìîé îðãàíèçàöèîííûì öåíòðîì [4].
Â ÀÌÏ òàêæå ýêñïðåññèðóåòñÿ ãåí CLAVATA3
(CLV3), õîòÿ åãî ôóíêöèÿ íåñóùåñòâåííà äëÿ àê-
òèâíîñòè ñàìèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê [5]. Ïðîäóêò
ãåíà CLV3 ó÷àñòâóåò â ïîäàâëåíèè òðàíñêðèï-
öèè ãåíà WUS â ïðèëåãàþùèõ êëåòêàõ ÀÌÏ è
ñïîñîáñòâóåò äèôôåðåíöèðîâêå ìåðèñòåìàòè-
÷åñêèõ êëåòîê [6].

Â ïîáåãàõ ñòâîëîâûå êëåòêè ðàñïîëàãà-
þòñÿ â âåðõíåé ÷àñòè öåíòðàëüíîé çîíû âåð-
õóøå÷íîé ìåðèñòåìû [7]. Öâåòî÷íûå ìåðè-
ñòåìû ôîðìèðóþòñÿ íåïîñðåäñòâåííî èç ïåð-
âè÷íîé ìåðèñòåìû ïîáåãà, íî ïðè ýòîì îñî-
áåííîñòè ýêñïðåññèè ðåãóëÿòîðîâ ÷èñëà ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (WUS è CLV3) â ýòèõ ìåðèñòå-
ìàõ íåîäèíàêîâû. Â ìåðèñòåìå ïîáåãîâ ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíà WUS ïîääåðæèâàåòñÿ íåîãðàíè-
÷åííî äîëãîå âðåìÿ, â öâåòî÷íîé ìåðèñòåìå
ýêñïðåññèÿ ýòîãî æå ãåíà ïðîèñõîäèò òîëüêî
â îãðàíè÷åííîì ïåðèîäå âðåìåíè [8].

Â êîðíÿõ ôóíêöèîíèðóåò ãîìîëîã ãåíà
WUS – WOX5, íàõîäÿùèéñÿ â îáëàñòè ïîêîÿ-
ùåãîñÿ öåíòðà â ìåðèñòåìå êîðíÿ. Îäíàêî
ðîëü ïàðàëîãîâ ãåíà WUS, ýêñïðåññèðóþùèõ-
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ñÿ â äðóãèõ òèïàõ ìåðèñòåì è ìåõàíèçì èõ
äåéñòâèÿ ïðàêòè÷åñêè íå èçó÷åíû. Êàê ïîêà-
çàëè èññëåäîâàíèÿ íà ìîäåëüíîì îáúåêòå
A. thaliana, ïðîäóêòû ãåíîâ WUS è WOX5 ôóí-
êöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíû [9]: îáà ýòè ãåíà
ýêñïðåññèðóþòñÿ â îðãàíèçóþùèõ öåíòðàõ
ìåðèñòåì è îáåñïå÷èâàþò ïîääåðæàíèå ïóëà
ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñòèìóëèðóÿ èõ ïðîëèôåðà-
öèþ è áëîêèðóÿ äèôôåðåíöèðîâêó.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ñâåäåíèÿ îá èñ-
ñëåäîâàíèè îðòîëîãîâ ãåíà WUS ó õîçÿéñòâåí-
íî-öåííûõ ðàñòåíèé. Íàïðèìåð, íàéäåí îð-
òîëîã ãåíà WUS ó ñîè – GmWUS, êîòîðûé òàê-
æå ýêñïðåññèðóåòñÿ â öåíòðàëüíîé çîíå ÀÌÏ
è âî ôëîðàëüíîé ìåðèñòåìå [10]. Èçó÷åí îð-
òîëîã ãåíà WUS ðèñà – QHB (quiescent-center-
specific homebox). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îí âû-
ïîëíÿåò ôóíêöèþ ïîääåðæàíèÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê â ìåðèñòåìå êîðíÿ [11]. Âåäóòñÿ òàêæå
èññëåäîâàíèÿ ãîìîëîãà ãåíà WUS ó òîìàòîâ,
ïîëó÷èâøåãî íàçâàíèå SlWUS. Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ãåí SlWUS ýêñïðåññèðóåòñÿ íà âûñî-
êîì óðîâíå â çîíå îïàäåíèÿ öâåòêà, ïîýòîìó
îí, âîçìîæíî, ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðàçâèòèè
öâåòêà è åãî îïàäåíèè [12].

Èñõîäÿ èç äàííûõ ëèòåðàòóðû, íàìè áûëî
âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ðàçìåðû îð-
ãàíîâ ðàñòåíèé ìîãóò çàâèñåòü íå òîëüêî îò
óðîâíÿ êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è êëåòî÷íîãî ðà-
ñòÿæåíèÿ â ñàìèõ îðãàíàõ, íî è îò îáùåãî êî-
ëè÷åñòâà ñòâîëîâûõ êëåòîê â ÀÌÏ, òàê êàê
èìåííî èç ýòèõ êëåòîê â ïîñëåäóþùåì îáðà-
çóþòñÿ çà÷àòêè îðãàíîâ. Òåîðåòè÷åñêè, ÷åì
áîëüøå ÀÌÏ ñîäåðæèò êëåòîê, òåì áîëåå
êðóïíûìè ìîãóò îêàçàòüñÿ ðàçìåðû îðãàíîâ.
Îäíàêî â ðàñòåíèÿõ ðàáîòàþò êîìïåíñàòîð-
íûå ìåõàíèçìû, ñïîñîáíûå ïîääåðæèâàòü
ðàçìåðû ðàñòåíèé â ïðåäåëàõ íîðìû. Íàïðè-
ìåð, åñëè â çà÷àòêè îðãàíîâ áóäåò ïîïàäàòü
áîëüøåå, ÷åì â íîðìå êîëè÷åñòâî êëåòîê, êîì-
ïåíñàòîðíûå ìåõàíèçìû áóäóò ñïîñîáñòâî-
âàòü óìåíüøåíèþ ðàçìåðîâ îòäåëüíûõ êëåòîê.
Îäíàêî äàííûå î âëèÿíèè ñâåðõýêñïðåññèè
ðåãóëÿòîðîâ ÷èñëà ñòâîëîâûõ êëåòîê íà ðàç-
ìåðû îðãàíîâ â ëèòåðàòóðå âñòðå÷àþòñÿ ðåä-
êî. Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì, öåëüþ ýòîé ðà-
áîòû ñòàëî ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé
òàáàêà ñ êîíñòèòóòèâíîé ýêñïðåññèåé ãåíà

WUS è ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ
ðàñòåíèé.

Ìåòîäèêà. Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè,
øòàììû, ïëàçìèäû, ãåííî-èíæåíåðíûå ìà-
íèïóëÿöèè, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëå-
îòèäíûõ ïðàéìåðîâ. Â äàííîé ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè áàêòåðèè E. coli øòàììà XL1 – Blue è
Agrobacterium tumefaciens øòàììà AGL0. Â êà-
÷åñòâå áèíàðíîãî âåêòîðà èñïîëüçîâàëè ïëàç-
ìèäó pCambia 1305.1 ñ ãåíîì óñòîé÷èâîñòè ê
ãèãðîìèöèíó. Òîòàëüíóþ ÄÍÊ A. thaliana âû-
äåëÿëè ìåòîäîì ñîëåâîé ýêñòðàêöèè. Âûäå-
ëåííóþ ÄÍÊ î÷èùàëè ïðè ïîìîùè íàáîðà äëÿ
î÷èñòêè ÄÍÊ (Öèòîêèí, Ðîññèÿ) è èñïîëüçî-
âàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ.
Äëÿ àìïëèôèêàöèè ãåíà WUS ðàçìåðîì
1925 ïí èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû WUSF
AAAATCTCTTTACTACCAGCAAG è WUSR
TAAAATTTTAACTTATTCATC. Äëÿ àìïëèôè-
êàöèè 35S ïðîìîòîðà èñïîëüçîâàëè ïðàéìå-
ðû: 35SF AGAGGACCTAACAGAACTCG è
35SR CGTGTTCTCTCCAAATGAAA Ýëåêòðî-
ïîðàöèþ êîìïåòåíòíûõ êëåòîê A. tumefaciens
ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîðîïîðàòîðà
ôèðìû Bio-Rad (ÑØÀ) ìîäåëè Micropulser.

Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òà-
áàêà. Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ òàáàêà ïîëó÷à-
ëè ìåòîäîì àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìà-
öèè ëèñòîâûõ äèñêîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèñòî-
âûõ äèñêîâ èñïîëüçîâàëè ëèñòüÿ ðàñòåíèé
Nicotiana tabacum L. ñîðòà Petit Havana SR-1.
Ïåðâè÷íûå òðàíñãåííûå ïîáåãè Ò0-ïîáåãè
îòáèðàëè íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ÌÑ (ñîëè ñðå-
äû ÌÑ, ñ äîáàâëåíèåì 0,1 ìã/ë ÍÓÊ, 1 ìã/ë
6-ÁÀÏ, 30 000 ìã/ìë ñàõàðîçû, ðÍ 5,8), ñîäåð-
æàùåé 25 ìã/ë ãèãðîìèöèíà.

Âñå ïîëó÷åííûå ïîáåãè íîðìàëüíîãî ôå-
íîòèïà Ò0 â êàæäîì âàðèàíòå óêîðåíÿëè â ïðè-
ñóòñòâèè 20 ìã/ë ãèãðîìèöèíà. Çàòåì ïåðå-
íîñèëè â ïî÷âåííóþ ñìåñü, àêêëèìàòèçèðî-
âàëè ê óñëîâèÿì ïî÷âû, äîâîäèëè äî öâåòå-
íèÿ, ñàìîîïûëÿëè è ïîëó÷àëè ñåìåíà (Ò1 ïî-
òîìñòâî).

Äëÿ êîíòðîëÿ íàñëåäîâàíèÿ èíòðîäóöè-
ðîâàííûõ ãåíîâ è îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà
âñòàâîê òðàíñãåíà, ÷àñòü Ò1 ñåìÿí êàæäîé ïî-
ëó÷åííîé ëèíèè ïðîðàùèâàëè íà ñðåäå ÌÑ
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ñ äîáàâëåíèåì ãèãðîìèöèíà â êëèìàòè÷åñêîé
êàìåðå Binder (Ãåðìàíèÿ). Ïðåäâàðèòåëüíî
äàííûå ñåìåíà ñòåðèëèçîâàëè ïîñëåäîâàòåëü-
íûì ïîãðóæåíèåì â 70% ñïèðò íà 1 ìèí, 15%
ðàñòâîð ãèïîõëîðèòà íàòðèÿ íà 10 ìèí è ïðî-
ìûâàëè èõ 5 ðàç â ñòåðèëüíîé äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäå. ×åðåç 3 íåäåëè ïîäñ÷èòûâàëè
êîëè÷åñòâî óñòîé÷èâûõ è íåóñòîé÷èâûõ ê ñå-
ëåêòèâíîìó ñðåäñòâó ñåÿíöåâ è îïðåäåëÿëè
ðàñùåïëåíèå ïðè íàñëåäîâàíèè ãåíà ñåëåê-
òèâíîãî ìàðêåðà. Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè
ìåòîäîì χ-êâàäðàò ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå
è âûäåëÿëè äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû ëèíèè ñ
îäíîé èíòåãðèðîâàííîé êîïèåé òðàíñãåíîâ
(ïðè ðàñùåïëåíèè 3:1).

Ìîðôîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé è óñëîâèÿ èõ âûðà-
ùèâàíèÿ. Èçìåðåíèÿ âåëè÷èíû îðãàíîâ ïðî-
èçâîäèëè âî âðåìÿ öâåòåíèÿ. Áûëî îòîáðàíî
ïî 5 ðàñòåíèé, ó êàæäîãî èç êîòîðûõ èçìåðÿ-
ëè äëèíó òðåõ íèæíèõ ëèñòüåâ, êîòîðûå äîñ-
òèãëè ñâîåãî êîíå÷íîãî ðàçìåðà è ïðåêðàòè-
ëè ðîñò. Çàòåì âû÷èñëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå
äëèíû ëèñòà äëÿ êàæäîãî ðàñòåíèÿ. Òàêæå
èçìåðÿëè äëèíó öâåòêà, íà÷èíàÿ îò öâåòîíîæ-
êè äî êðàÿ æåëîáêà âåí÷èêà. Ó êàæäîãî ðàñ-
òåíèÿ èçìåðÿëè ïÿòü öâåòêîâ è âû÷èñëÿëè
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ. Èç îòîáðàííûõ ðàñòåíèé
âûäåëÿëè ÄÍÊ è ïðîâîäèëè ÏÖÐ-àíàëèç íà
íàëè÷èå öåëåâîãî ãåíà è 35S ïðîìîòîðà.

Ðàñòåíèÿ òðàíñãåííûõ ëèíèé è êîíò-
ðîëüíûå ðàñòåíèÿ âûðàùèâàëè íà îòêðûòîé
ñâåòîïëîùàäêå ïðè òåìïåðàòóðå 25–27°Ñ ñ
ôîòîïåðèîäîì 16/8 ÷ (ñâåò/òåìíîòà) è îñâå-
ùåííîñòüþ îêîëî 4000 ëþêñ â âåãåòàöèîí-
íûõ ñîñóäàõ îáúåìîì 450 ìë, çàïîëíåííûõ
óíèâåðñàëüíûì ãðóíòîì. Âíà÷àëå âûñàæèâà-
ëè ïî 4–5 òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿ â ñîñóä,
ïîòîì îñòàâëÿëè ïî îäíîìó ðàñòåíèþ. Ïî-
ëèâ ïðîâîäèëè âîäîïðîâîäíîé âîäîé áåç
ìèíåðàëüíûõ óäîáðåíèé. Íà 45–60 äåíü âû-
ðàùèâàíèÿ îäèí ðàç ïîëèâàëè 10% ðàñòâî-
ðîì Õîãëàíäà-Àðíîíà. Ïëîùàäè êëåòîê ýïè-
äåðìèñà ëèñòüåâ è öâåòêîâ îïðåäåëÿëè ïðè
ïîìîùè óíèâåðñàëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà ìîäåëè Axio Imager M1 (Carl
Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì îðèãè-
íàëüíîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ.

Ðåçóëüòàòû. Ïîëó÷åíèå ãåííî-èíæå-
íåðíûõ êîíñòðóêöèé ãåíà WUS c 35S ïðî-
ìîòîðîì â áèíàðíîì âåêòîðå pCambia
1305.1. Èç âåêòîðà pCambia 1305.1 ïî ñàéòàì
ðåñòðèêöèè NcoI è PmlI áûë âûäåëåí ðåïîð-
òåðíûé ãåí GUS, à ëèïêèå êîíöû äîñòðîåíû
Ò4 ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Â ýòîì âèäîèçìåíåí-
íîì âåêòîðå ìîæíî êëîíèðîâàòü ðàçëè÷íûå
öåëåâûå ãåíû. Ó÷àñòîê ìîëåêóëû ÄÍÊ
A. thaliana ðàçìåðîì 1925 ïí, âêëþ÷àþùèé
ãåí WUS, áûë àìïëèôèöèðîâàí è êëîíèðî-
âàí â Ò-âåêòîðå pKRX (ðèñ. 1).

Ýòîò ó÷àñòîê ÄÍÊ áûë ñåêâåíèðîâàí,
ïîëó÷åííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà ïðîâå-
ðåíà ïðè ïîìîùè ïðîãðàìì MegAlign è
MegaBlast. Ïî ðåçóëüòàòàì âûðàâíèâàíèÿ áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî âûäåëåííàÿ íàìè êîïèÿ ãåíà
WUS ñîâïàäàåò ïî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ñ èññëåäóåìûì ó÷àñòêîì ÄÍÊ
A. thaliana (AJ012310). Çàòåì ãåí WUS áûë
âûäåëåí èç âåêòîðà pKRX ïî ñàéòó BsePI, à
ëèïêèå êîíöû äîñòðîåíû Ò4 ÄÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé. Ïîòîì ãåí WUS áûë íåíàïðàâëåííî êëî-
íèðîâàí â âåêòîðå pCambia 1305.1 ñ 35S ïðî-
ìîòîðîì. Ïîèñê êëîíîâ ñî ñìûñëîâîé îðè-
åíòàöèåé öåëåâîãî ãåíà îñóùåñòâëÿëè ïðè
ïîìîùè êîìáèíàöèè ïðàéìåðîâ 35SF, WUSF
è WUSR. Öåëåâûå ãåííî-èíæåíåðíûå êîíñò-
ðóêöèè äàâàëè ñïåöèôè÷íûå àìïëèêîíû ïðè
ÏÖÐ òîëüêî â ñëó÷àå ñî÷åòàíèÿ ñëåäóþùåé
ïàðû ïðàéìåðîâ: 35SF/WUSR, à ïðè ñî÷åòà-
íèè ïàðû 35SF/WUSF àìïëèôèêàöèÿ ïðîõî-
äèëà òîëüêî â ñëó÷àå àíòèñìûñëîâîé îðèåí-
òàöèè ãåíà WUS. Êðîìå ýòîãî, äëÿ ïðîâåðêè
ïîëó÷åííîé ãåííî-èíæåíåðíîé êîíñòðóêöèè
èñïîëüçîâàëè ðåñòðèêöèîííûé àíàëèç è ñåê-
âåíèðîâàíèå. Ïîñëå ïîëíîé ïðîâåðêè ïîëó-
÷åííûé áèíàðíûé âåêòîð áûë âíåäðåí

Ðèñ.  1.  Àìïëèôèêàöèÿ ïîëíîãåíîì-
íîé êîïèè ãåíà WUS A. thaliana. 1 –
ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîãî âåñà 250–
10 000 ïí (Ñèáýíçèì, Ðîññèÿ); 2 –
àìïëèêîí ãåíà WUS A. thaliana ðàç-
ìåðîì 1925 ïí
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â êëåòêè A. tumefaciens. Ñêðèíèíã öåëåâûõ
êëîíîâ â àãðîáàêòåðèÿõ îñóùåñòâëÿëè ïðè ïî-
ìîùè ÏÖÐ-àíàëèçà ñ ïðàéìåðàìè 35SF/35SR
è WUSF/WUSR. Àãðîáàêòåðèàëüíûé êëîí,
ñîäåðæàùèé âåêòîð pCambia 1305.1, ñ ãåíîì
WUS áûë èñïîëüçîâàí äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
òðàíñôîðìàöèè ëèñòîâûõ äèñêîâ òàáàêà è
ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé.

Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáà-
êà, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí WUS. Â õîäå äàííîé
ðàáîòû ïî àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè
ëèñòîâûõ äèñêîâ òàáàêà ãåííî-èíæåíåðíîé êîí-
ñòðóêöèåé âåêòîðà pCambia 1305.1 ñ ãåíîì WUS
óäàëîñü îòîáðàòü òîëüêî 11 òðàíñãåííûõ ïîáå-
ãîâ. Èç íèõ óêîðåíèëèñü íà àãàðèçîâàííîé ñðå-
äå ÌÑ 6 ðàñòåíèé, èç êîòîðûõ òîëüêî 3 ðàñòå-
íèÿ õàðàêòåðèçîâàëèñü âûñîêèì óðîâíåì ýêñï-
ðåññèè ðåïîðòåðíîãî ãåíà. Äëÿ äàëüíåéøåé ðà-
áîòû áûëè îòîáðàíû òîëüêî ýòè òðè ðàñòåíèÿ,
òàê êàê ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî òîëüêî â íèõ óðî-
âåíü ýêñïðåññèè öåëåâîãî ãåíà WUS äîñòàòî÷-
íî âûñîê. Èç äàííûõ ðàñòåíèé òàáàêà áûëà âû-
äåëåíà òîòàëüíàÿ ÄÍÊ è ïðîâåäåí ÏÖÐ-àíàëèç
íà íàëè÷èå ãåíà WUS. Â ðåçóëüòàòå âûÿñíèëè,

÷òî âñå òðè îòîáðàííûõ ðàñòåíèÿ ñîäåðæàò â
ñâîåì ãåíîìå ãåí WUS A. thaliana. Ýêñïðåññèÿ
â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ òàáàêà áûëà äîêàçà-
íà ïðè ïîìîùè ÎÒ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè WUSF
è WUSR. Îòîáðàííûå ðàñòåíèÿ áûëè àêêëè-
ìàòèçèðîâàíû ê óñëîâèÿì ïî÷âû è íàõîäèëèñü
ïîä íàáëþäåíèåì äî ïåðèîäà ñîçðåâàíèÿ ñå-
ìÿí. Ñåìåíà òðàíñãåííûõ ïî ãåíó WUS ðàñòå-
íèé, à òàêæå ñåìåíà ðàñòåíèé òàáàêà, ñîäåð-
æàùèõ ïóñòîé âåêòîð pCambia 1305.1 áåç âñòàâ-
êè öåëåâîãî ãåíà, áûëè ïîñàæåíû íà ñðåäó ñ
ãèãðîìèöèíîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ âòîðîãî ïîêîëå-
íèÿ. Êîëè÷åñòâåííîå ñîîòíîøåíèå òðàíñãåí-
íûõ è íåòðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íà ÷àøêàõ Ïåò-
ðè ñîñòàâèëî 3:1 äëÿ âñåõ òðåõ âàðèàíòîâ îïûò-
íûõ ðàñòåíèé, ÷òî ÷àùå âñåãî îçíà÷àåò âñòðà-
èâàíèå òðàíñãåíà â åäèíè÷íîé êîïèè. Êîíò-
ðîëüíûå ðàñòåíèÿ ñ ïóñòûì âåêòîðîì pCambia
1305.1 íà ñðåäå ñ àíòèáèîòèêîì ïîêàçàëè ñòàí-
äàðòíîå ðàñùåïëåíèå 3:1. Ýòîò àíàëèç áûë
ïðîâåäåí äëÿ óìåíüøåíèÿ ðèñêà êîñóïðåññèè,
òàê êàê ïðè âñòðàèâàíèè òðàíñãåíà â ãåíîì â
íåñêîëüêèõ êîïèÿõ ÷àñòî ïðîèñõîäèò áëîêèðî-
âàíèå ýêñïðåññèè òðàíñãåíà.

Ðèñ.  2.  Ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû òðàíñãåííûõ è êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé: à – äëèíà ëèñòüåâ â ïåðèîä öâåòåíèÿ;
á – ïëîùàäü ëèñòüåâ â ïåðèîä öâåòåíèÿ; â – äëèíà ñòåáëÿ; ã – äëèíà öâåòêà. Êîíòðîëü – êîíòðîëüíûå ðàñòåíèÿ,
íåñóùèå Ò-ÄÍÊ áèíàðíîãî âåêòîðà pCambia 1305.1 áåç öåëåâîãî ãåíà. 35S::WUS-òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ, ýêñïðåññè-
ðóþùèå ãåí WUS ïîä êîíòðîëåì 35S ïðîìîòîðà
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Ñðàâíèòåëüíûé ìîðôîëîãè÷åñêèé
àíàëèç ðàñòåíèé òàáàêà, ñâåðõýêñïðåññèðó-
þùèõ ãåí WUS. Ñåìåíà òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé áûëè ïîñåÿíû íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ÌÑ
è ÷åðåç 15 äíåé ïðîðîñòêè áûëè àêêëèìàòè-
çèðîâàíû ê óñëîâèÿì ïî÷âû. Ïî êàæäîé ëè-
íèè áûëî îòîáðàíî ïî 5 õîðîøî ðàñòóùèõ è
çäîðîâûõ ðàñòåíèé. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ
ðàñòåíèé áûëè èñïîëüçîâàíû òðàíñãåííûå
ðàñòåíèÿ òàáàêà, íåñóùèå Ò-ÄÍÊ áèíàðíîãî
âåêòîðà pCambia 1305.1 áåç öåëåâîãî ãåíà. Ïî
äëèíå ëèñòüåâ òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ëèíèé
¹1 è ¹2 îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ ðàñòå-
íèé èõ óâåëè÷åíèåì íà 31 è 32% ñîîòâåò-
ñòâåííî (ðèñ. 2, à). Â òî æå âðåìÿ ðàñòåíèÿ ëè-
íèè ¹11 õàðàêòåðèçîâàëèñü óâåëè÷åíèåì äëè-
íû ëèñòüåâ âñåãî ëèøü íà 11% (ñì. ðèñ. 2, à).
Ïî âûñîòå ñòåáëÿ îïûòíûå ðàñòåíèÿ îòëè÷à-
ëèñü íåçíà÷èòåëüíûì èõ óâåëè÷åíèåì ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì (â ïðåäåëàõ 14%) (ðèñ. 2, â),
à ïî äëèíå öâåòêîâ íàáëþäàëîñü, íàîáîðîò, èõ
óìåíüøåíèå â ñðåäíåì íà 2–6% ó ðàçíûõ ëè-
íèé (ðèñ. 2, ã). Ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
ìè, îïûòíûå ðàñòåíèÿ ïðåâûøàëè èõ ïî ïëî-
ùàäè ëèñòüåâ ó ëèíèè ¹1 íà 42%, ó ëèíèè ¹2
íà 34%, à ó ëèíèè ¹11 ðàçíèöà íå îáíàðóæè-
âàëàñü (ðèñ. 2, á).

Ó òðàíñãåííûõ ïî ãåíó WUS ðàñòåíèé òà-
áàêà ïî ïëîùàäè êëåòîê ýïèäåðìèñà ëèñòà íà-
áëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå èõ óâåëè÷åíèå ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ðàñòåíèÿìè: ó ëè-
íèè ¹1 íà 90%, ó ëèíèè ¹2 è ¹11 – íà 129 è
126% ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3, à). Ïëîùàäü êëå-
òîê ýïèäåðìèñà öâåòêîâ ó ëèíèé ¹1 è ¹2 áûëà
áîëüøå, ÷åì ó êîíòðîëüíîé ãðóïïû íà 42%, à ó
ëèíèè ¹11 – íà 35% (ðèñ. 3, á).

Îáñóæäåíèå. Êàê è ïðåäïîëàãàëîñü,
òðàíñãåííûå ïî ãåíó WUS ðàñòåíèÿ òàáàêà õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ âåãå-
òàòèâíûõ îðãàíîâ. Îäíàêî ïðè÷èíîé óâåëè-
÷åíèÿ ðàçìåðîâ îðãàíîâ, âîïðåêè îæèäàíèÿì,
ñêîðåå âñåãî, ÿâëÿëîñü íå óâåëè÷åíèå êîëè÷å-
ñòâà êëåòîê â çà÷àòêàõ îðãàíîâ, à óâåëè÷åíèå
ðàçìåðîâ îòäåëüíûõ êëåòîê. Óâåëè÷åíèå ðàç-
ìåðîâ îòäåëüíûõ êëåòîê ó îïûòíûõ ðàñòåíèé
ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íåáîëüøèìè ðàçëè÷èÿ-
ìè â óñëîâèÿõ âûðàùèâàíèÿ êîíòðîëüíûõ è
îïûòíûõ ðàñòåíèé, ÷òî âñå æå ìîãëî èìåòü
ìåñòî áûòü ïðè ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòà. Âîç-
ìîæíî, íà âåëè÷èíó îðãàíîâ è êëåòîê êîíò-
ðîëüíûõ ðàñòåíèé íåãàòèâíîå âëèÿíèå îêàçû-
âàåò Ò-ÄÍÊ ïóñòîãî âåêòîðà. Íå èñêëþ÷àåòñÿ
òàêæå âåðîÿòíîñòü êîñóïðåññèè ãåíà WUS, ïðè
êîòîðîì âìåñòî ñâåðõýêñïðåññèè íàáëþäàåòñÿ
óìåíüøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãîìîëîãà ýòî-
ãî ãåíà â ñàìîì òàáàêå. Â ïîñëåäóþùåì, èç-çà
óìåíüøåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê â îðãàíèçóþ-
ùåì öåíòðå, â çà÷àòêè îðãàíîâ áóäåò ïîïàäàòü
ìåíüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê. Îäíàêî áëàãîäàðÿ
êîìïåíñàòîðíîìó ìåõàíèçìó, ó ðàñòåíèé ïðî-
èñõîäèò ñòèìóëÿöèÿ êëåòî÷íîãî ðîñòà ðàñòÿ-
æåíèåì, ÷òî âïîëíå ìîæåò ïðèâåñòè ê óâåëè-
÷åíèþ ðàçìåðîâ îðãàíîâ äî íîðìàëüíîãî óðîâ-
íÿ èëè äàæå âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ ðàñòå-
íèé. Ïðè÷èíîé óìåíüøåíèÿ êîëè÷åñòâà êëå-
òîê è óâåëè÷åíèÿ èõ ðàçìåðîâ â îðãàíàõ ìî-
æåò òàêæå áûòü ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà CLAVATA3. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå îïè-
ðàåòñÿ íà äàííûå ëèòåðàòóðû î òîì, ÷òî ïîä
âëèÿíèåì êîíñòèòóòèâíîé ýêñïðåññèè
ãåíà WUS ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà ìîæåò âîçðà-
ñòàòü [2]. Äåëî â òîì, ÷òî ïðè ïîâûøåíèè óðîâ-

Ðèñ.  3.  Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïëîùàäåé êëåòîê ýïèäåðìèñà ëèñòüåâ è öâåòêîâ ó êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ ðàñòåíèé:
à – ïëîùàäü êëåòîê ýïèäåðìèñà ëèñòüåâ; á – ïëîùàäü êëåòîê ýïèäåðìèñà öâåòêîâ
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íÿ ýêñïðåññèè ãåíà CLAVATA3 êëåòêè íà÷èíà-
þò äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ðàíüøå, êîëè÷åñòâî
êëåòîê â îðãàíèçóþùåì öåíòðå ÀÌÏ óìåíü-
øàåòñÿ è ñîîòâåòñòâåííî óìåíüøàåòñÿ êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê, ïðèõîäÿùèõñÿ íà îäèí îðãàí. Ýòîò
íåäîñòàòîê êîìïåíñèðóåòñÿ ïðåæäå âñåãî ñòè-
ìóëÿöèåé êëåòî÷íîãî ðàñòÿæåíèÿ åùå íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ îðãàíà.

Â öåëîì ìîæíî ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ïóòåì
óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà WUS ìîæ-
íî äîáèòüñÿ óâåëè÷åíèÿ ðàçìåðîâ îðãàíîâ ó
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé òàáàêà. Ïîëó÷åííàÿ íàìè
ãåííî-èíæåíåðíàÿ êîíñòðóêöèÿ ãåíà WUS â
áèíàðíîì âåêòîðå pCambia 1305.1 ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ðàáîòàõ ñ öåëüþ óâåëè÷åíèÿ ðàçìåðîâ ëèñ-
òüåâ è ñòåáëÿ ó õîçÿéñòâåííî-öåííûõ ðàñòåíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ãðàíòà ÐÔÔÈ ìîë-à ¹12-04-31292.
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MORPHOLOGICAL  CHARACTERIZATION  OF  TRANSGENIC  TOBACCO  PLANTS
EXPRESSING  THE  WUSCHEL  GENE  OF  Arabidopsis  thaliana

UNDER  THE CONTROL  OF  THE  35S  PROMOTER

© E.Z. Nurgaleeva1, À.R. Kuluev1, B.R. Kuluev2

1Bashkir State University, 2Institute of biochemistry and genetics of RAS, Ufa, Russian Federation

We have obtained transgenic tobacco plants expressing the WUSCHEL gene of A. thaliana under the control
of the 35S promoter. Transgenic plants were characterized by an increase in leaf length and area and stem height
as compared to the control. It has been shown that the most probable cause for the increase in leaf length is related
to increased sizes of individual cells that form this organ. Transgenic tobacco plants were characterized by a slight
decrease in flower size as compared to the control. This decrease is shown to be associated with the reduction in
the number of cells per one flower.

Key words: WUSCHEL, transcription factor, 35S promoter, transgenic plants, Nicotiana tabacum, organ size.




