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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуалмшсп. 11роблем1.1. Перспективными современными методами 

являются генетическая и клеточная инженерия. по1воr.яющие вводить в 

геном растения гетерологичные гены, выделенные И'\ представителей 

друrих таксонов животного и растительных царств или сиите1ированные 

химическим путем. Эти методы, в частности, делают во1можиым 

со1дание растений льна-долrунца, устойчивых к гербицидам, насекомым­

вредителям и боле1НJ1м, вьnывающим существенную потерю урожая и 

снижающим качество семян и волокна. 

И1вестны единичные работы по ра1работке регенерации льна­

долrунца четырех отечественных сортов с подбором питательных сред 

для эффективной регенерации побегов ю эксплантов ра1личного типа 

(Поляков с соавт., 1991). Получены трансгенные каллусы и побеги льна­

долrунца, содержащие маркерный ген nptll (Чикрюова. 1997) и растения­

траисформаиты, устойчивые к гербицидам rруппы хлорсульфурона 

(Чикрюова и Поляков, 1996). Однако существующие методы дают 

низкую частоту трансформации (не более 5%). Для увеличения частоты 

трансформации льна-долrунца необходимо определить оптимальные 

условия регенерации и аrробактериальной трансформации побегов. 

Коллекция дикорастущих видов льна, которая потенциально 

может служить источником генов устойчивости к боле1ням, в т. ч. 

ржавчине льна Melampsora lini (Ehrenb.) Lev., вредителям, засухе, 

засолению и защелачиванюо почв, а также неюученным резервуаром 

rенов ценных масел. в настоящее время в селекции практически не 

задействована ю-за сложности межвидовой rибридизации (Wicks а. 

Harnrnond, 1978). Методы клеточной и генетической инженерии мoryr 

позволить преодолеть эти сложности, разнообразить и обоrатиrь 

ассортимент дикорастущих видов рода Liпшn, выращиваемых в качестве 

декоративных растений в цветоводстве мноrих стран. Сведения о 

культивировании дикорастущих видов льна в кульrуре in vitro еДИНИЧИЬI 
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(Zhan et al., 1989). Работы по аrробактериальной трансформации 

дикорастущих видов льна отсутствуют. 

Цель и задачи исrледова11нй. Цель настоящей работы состояла в 

разработке эффективной системы аrробактериальной трансформации 

льна-долrунца (Linum usitatissimum L.). дикорастущих видов рода Linuш -

льна крупноцветкового (Linum grandijlorum Desf.) и льна многолетнего 

(Linum perenne L.). а также получение растений льна-долгунца 

отечественных сортов. устойчивых к гербициду фосфинотрицину. В 

задачи исследования входило: 1) Подбор оmимальных условий. 

обеспечивающих повышение частоты регенерации льна-долгунца с 

анализом регенерационного потенциала некоторых ценных сортов 

отечественной селекции; 2) Разработка системы регенерации растений 

льна крупноцветкового и льна многолетнего из ра'3Личных соматических 

тканей: 3) Анализ возможности использования ассоциативных 

метилотрофных бактерий Methy/ovorus mays в оптимизации условий 

регенерации льна; 4) Аналю ра'3ЛИЧны" видов рода Linum на присутствие 

у них сиrнальных соединений. индуцирующих процессинг 

аrробахтериальной Т-ДНК. Определение сортов и эксплаmов льна­

долrунца с высокой индуцирующей активностью; 5) Получение 

трансгею1ых растеlПIЙ льна-долгунца, льна крупноцветкового и льна 

многолетнего, содержащих маркерные гены nptll и gus: 6) Получение 

трансгенных растений льна-долгунца, содержащих целевой ген bar и 

устойчивых к гербициду фосфииотрицину (ВАSТА). Анализ 

возможности использования метилотрофных бактерий для увеличения 

частоты аrробактериальной трансформации льна-долгунца. 

Научнаи новизна работы. В результате проведенных исследований 

разработана эффективная система регенерации льна-долгунца 

отечественной селекции и двух дикорастущих видов рода Linwn - льна 

крупноцветкового и льна многолетнего. Показано влияние величины и 

возрасrа эксплакrа, а таюке сосrава mпательной среды на часrоту 

регенерации. Разра A~6'88ЛffМUP метилобактериями 

мм.Н.И.ЛО6АЧЕВСКОГО 
llA't&Ul'll/\r/\ r/\I' VUUDl:lll'l.ITCTA 
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Methylovorus mays растений, культивируемых в условиях in vitro. 

Установлено. что колонизация метнлобактериями повышает 

эффективность и частоту регенерации льна. Определены виды, 

эксплангы и сорта с высокой индуцирующей активностью. Сделан 

вывод о существовании определенной зависимости между 

филогенетическим положением двудольных растений и их способностью 

индуцировать процессинг аrробактериальной Т-ДНК. Получены 

трансгенные побеги льна-долгунца и дикорастущих видов, содержащие 

маркерные гены nptll и gus. Впервые получены трансгенные растения 

льна-долгунца, содержащие целевой ген bar устойчивости к гербициду 

фосфинотрицину. Показано, что применение новой системы регенерации 

и методики колонизации растений метилобактериями сокращает сроки 

культивирования и увеличивает частоту трансформации до 20%. 

Практическое значение работы. Разработанная система трансформации 

позволяет создавать и размножать новые формы льна-долгунца -

ценнейшей текстильной и масличной культуры. Полученные 

трансгенные растения дикорастущих видов льна могут служил. 

материалом для различных селекционных программ. Комбинированое 

использование бактериальной колонизации и агробактериальной 

трансформации создает основу для новых технологий культивирования 

растений in vitro. 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 15 печатных 

работ. 

Апробация работы. Материалы данной работы были представлены на 11 

и Ш конференциях молодых ученых (Пущино, 1997, 1998), на IV съезде 

Общества фюиологов растений России (Москва. 1999), на Ш. lV, У 

•rгениях. посвященных памяти академика Ю.А. Овчинникова (Пущино. 

1997. 1998. 2000). на Школе-конференции 'Тори·юtпы физико­

химической биологии" (Пущино. 2000). на 11 Международной 

конференции "Биотехнология в растениеводстве. животноводстве и 

ветеринарии" (Москва. 200ft),-li<I.. Vll \1\J. Co11f. "fn ''ilro Pl:шl Cell Biology, 
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Biotechnology and Gennplasш Preservation" (Мoscow. 1997) и на Int. Sym. 

"MoJecuJar Mechanisms of Stress Responses in Plants" (Мoscow. 1998). 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, 

обзора литературы, материалов и методов, результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов и списка цитируемой литературы. Работа изложена 

на 145 страницах машинописного текста, содержит 30 рисунков и 14 

таблиц. Библиография содержит 180 источника, из них 143 зарубежной 

литературы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объекты исследова11ия. В исследованиях использовали 5 сортов льна­

долгунца отечественной селекции, лен масличный сорт Норлин, лен 

многолетний и лен крупноцветковый. Исходные стерильные растения 

получали из семян. 

Питательные среды. В работе использовали среды Мурасиге Скуга 

(МС) (Murashige а. Skoog, 1962), Линсмайера Скуга (ЛС) (Linsmaier а. 

Skoog, 1965) и среду В5 (GamЬorg а. Sl1yluk, 1976 ). 

Регенерация расте11ий льна. Культивирование эксnлаитов проводили 

при интенсивности освещения 2000 токе, температуре 25°С и 

фотопериоде 16 ч. В таблицах представлены средние арифметические и 

их стандартные отклонения из 5-7 опьrrов по 4 биологических 

повторностей в каждом (п=28). В работе исполЬ1овали стандартные 

методы статистической обработки (Лакни, 1990). 

Коло11изация метилобактериями. В работе исполЬ1ован шrамм 

непигментированных мстилобактерий Methylovorus mays ВКМ В - 2221 

(Доронина с соавт" 2000). Выращивание бакrерий проводили в течение 

суток при 37uC в среде К (Доронина, 1999) с метанолом до оптической 

плотности 1,5 (600 нм). Семена и растительные экспланты обрабатывали 

сут бактериальной культурой и переносили на •~ашки Пстри, 

содержащие питательные среды. Всхожесть семян оценивали •1ере·1 1 нед 
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культивирования как процент проросших семян от общего числа семян, 

принятых 1а 100%. 

Бактериалы1ые штаммы. Для осуществления генетической 

трансформации экспланты льна инокулировали различными 

аrробактериальными шrаммами: 

- Agrobacterium tumefaciens шrамм A28 l(pTi8o542, pGA482), векторная 

плазмида которого pGA482 (An. G" 1986) содержиr ген 

неомицинфосфотрансферазы (прt/1), экспрессируемый в раст~пельных 

клетках и придающий растениям устойчивость к антибиотику 

канамицину (Km). 

- А. tumefaciens шrамм GV2260(p25SGUSINТ), векторная плазмида 

которого p35SGUSINТ (Vancanneyt et al" 1990) содержиr маркерный ген 

gus, кодирующий Р-глюкуронида.зу (GUS). 

- А. tumefaciens шrамм LBA4404{p81121 ), векторная плазмида которого 

р81121 (Jefferson et al., 1987) содержиr маркерные гены - nptll и gus. 

-А. tumefaciens шrамм GVЗ101(рМР90RК, рRК290), векторная плазмида 

которого рRК290 содержиr целевой ген bar, экспрессируемый в 

растениях и придающий растениям устойчивость к гербиlОIД)' 

фосфинотрицину (BASTA). 

Бакгерии выращивали в течение ночи при 28°С на жидкой среде LB. 

Эксперименты по трансформации проводили методом 

кокультивирования эксплантов с суспензионной культурой аrробактерии. 

Частоту трансформации определяли в процентах как отношение числа 

побегов, регенерировавших из эксплантов на селекционной среде, к 

общему числу культивируемых эксплантов. 

Индуцирование процессинга агробактерий Т-ДНК экссудатамн 

двудолLных растений. В работе применяли метод "спасения плазмид" 

(Кoukolikova-Nicola et al" 1985), основанный на использовании 

модифицированной Тi-плазмиды pGV3850 (Zambryski · et al" 1983), 

содержащую между правой и левой границами бакгериальный 

плазмндный вектор рВRЗ22 (Маннатис с соавт., 1984). Индуцирование 
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процсссинга Т-ДНК в модифицированной Тi-пл.:тlмидс pGV3850 

прослеживается по вырезанюо ю нее ни·lкомолеку лярного фрагмента 

ДНК, в состав которого входит плазмида pBR322. Этот процесс 

тестировали с помощью трансформации клеток Е. coli тотальной 

аrробактериальной ДНК и отбора трансформантов Е. coli по 

селективному признаку плазмиды pBR322 - устойчивости к антибиотику 

ампицилину (50 мкr/мл). Сравнение эффективности индукции 

процессинrа Т-ДНК экссудатами двудольных растений проводили по 

отиошенюо к активности 100 мкМ ацетосирингона (As). 

Систематические группы растений рассматривали по классификации 

Тюпзджяна (Тахтаджян, 1980). 

Анализ растений-трансформантов и контрол1.ных растений 

проводили несколькими методами: 1) по росту в селективных условиях 

на средах, содержащих Km или BASTA; 2) методами молекулярной 

биологии : присутствие встроенньLх генов nptll и bar определяли с 

помощью полимеразной цепной реакции (Ш.{Р) ; экспрессию встроенного 

гена nptll определяли по активности фермента 

неомицинфосфотрансферазы 11 (NPT 11) радиометрическим методом 

(Draper et al., 1988). Фтоориметрическое и гистохимическое определение 

активности GUS выполнялось по методике Jefferson (Jefferson et al" 

1987). Для ПЦР-анализа ДНК из листьев, каллусов и побегов льна 

выделяли упрощенным методом (Edwards et al., 1991). 

РЕЗУЛЬТАТЫ: И ОБСУЖДЕНИЕ 

1. Разработка системы регенерации л1.на-долгунца и дикорастущих 

видов рода Linum - льна многолетнего и льна крупноцветкового 

1.1. Регенерация льна-долгунца (Linum usitatissimum L.) 

Для разработки эффективной системы регенерации льна-долrунца 

отечественных сортов бьum рассмотрены следующие параметры : возраст 

и величина экспланта; соотношение ауксин/цитокинин в питательной 

среде, а также видовые и сортовые особенности этого растения. В 
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качестве эксплаtпа были использованы, как наиболее оптимальные, 

сегмеtпы гипокотиля. культивирование которых проводили на среде МС. 

дополненной фитогормонами 6-БАП и НУК (Поляков с соавт., 1991; 

Чикрюова, 1997). 

Для определения зависимости эффективности регенерации от 

во·3раста экспланта исследовали сегменты гипокотиля в во1расте 7. 14 и 

21 сут. Каллусообрюование с последующим образованием побегов 

наблюдали на всех эксплаtпах, вне 1ависимости от во·lраста (табл. 1). 

Наиболее высокую эффективность регенерации наблюдали у всех сортов 

в варианте с 14 сут эксплантами. С увеличением во1раста экплаtпа с 14 

до 21 сут эффективность регенерации уменьшалась у всех сортов льна­

долгунца и исче·3ала к 1 месячному во·3расту проростков. 

Таблица 1. Зависимость регенерации растений льна-долгунца и·3 

сегмеtпов гипокотилсй от во1раста экспланта• 

Эффскпmносn. регенерации, % Количесnю побегов на зксrшшrг, 

urr 

Сорт Uо·1раст ·жcrurшrra, сут Во'lрш"1 ,кcrшalml, сут 

7 14 21 7 14 21 

Бел инка 62 .. Н 0.7 67.7± 0.2 57.9 ± 0.3 4.4 ± O.J 8.1± 0.3 4.3 ± 0.5 

Дашко11- l'J.4±0.4 29.1± 0.6 21.5± 0.3 2.7±0.1 3.4± 0.2 2.2 ± О. 1 

ский-2 

Алсксим 1!!.5± 0.2 36.6± 0.5 30.5 ± 0.6 4.4 ± 0.1 4.9± 0.2 4.7 ± 0.1 

Л-29 57. 1± 0.4 75. ')± 0.2 67.8 ± 0.5 4.7 ± 0.2 8.8±0.1 5.9 ± 0.3 

l lopJ11111• !! 1).(1± 0.(1 96.7± O.J 95.5 ± 0.3 !!.7±0.1 9.5± 0.2 !!.9 ± 0.2 

• 1'.:1 .:11.:р;щ1t10 111юnщ1н11н на ~r.:11.: МС. ~uд~ржа111.:й 1.0 мr/л 6-1.)AI 1 н О.О~ м1·1л llYК. 

•• <.. 'нр 1 JIЫla ма~..:лн•11ю1 о 

Исполь·юнали 2-.l . .J-(1, 7-10 Ш\ 1.i C~I ')КСП.'lанты .J.ЛЯ 

011рсл.слс1111н ·1ан1к11мосrи Jффскп1н1101.:п1 рсп:нсрац~111 or вс.111•шны 

11\с11:1а111 а 



8 

Таблица 2. Зависимость регенерации растений лъна-долrунца из 

сегмеtпов гипокотилей от величины эксплаtпа• 

ЭффективноСТh регенерации, % Количество побегов на эксптurr, 

u.rr 

Сорт Величина экспланга, мм Величина экспланта, мм 

2-3 4-6 7-10 2-3 4-6 7-10 

Белинка 67.7± 0.2 69.1± 0.3 73.2± 0.1 8.1 ±0.3 7.5 ± 0.5 8.0 ± 0.2 

Дашхов- 29.1±0.6 62.2± 0.5 69.2± 0.3 3.4 ± 0.2 5.5 ± 0.1 5.8 ± 0.6 

ский-2 

Алексим 36.6± 0.5 76.9± 0.4 40.5± 0.2 4.9 ± 0.2 5.2 ±0.8 4.6 ± 0.4 

А-29 75.0± 0.2 91.1± 0.4 65.5± 0.2 8.8 ±0.1 8.5 ± 0.3 7.4 ± 0.2 

Норлин•• 96.7±0.3 96.6± 0.7 91.5± 0.3 9.5 ± 0.3 9.8 ± 0.2 8.3 ± 0.2 

•Регенерацию проводили на среде МС, содержащей 1.0 мг/л БАП и 0.05 мг/л НУК. 

•• Сорт льна масличного. 

С увеличением величины экспланта с 2-3 до 7-10 мм эффективность 

регенерации увеличивалась практически у всех сортов, кроме Алексим и 

А-29 (табл. 2), для которых оптимальными были 4-6 мм эксплаtпы. 

По литературным данным для регенерации льна масличного 

(Basiran et al., 1987) н некоторых сортов льна-долгунЦ<1 (Чикри·юва, 1997) 

оптимальным соотношением БАП:НУК является 1 :O. l, причем для 

некоторых сортов льна масличного эффективность регенерации 

возрастала при полном отсутствии НУК в питательной среде (Bretag11e et 

al., 1994 ). Для определения оптимального соотношения этих 

фитогормонов нами были рассмотрены •1стыре варианта среды МС. 

содержащие 1.0 мг/л БАП и О, О.О 1, 0.05 и 0.1 мг/л НУК. Эффективность 

регенерации во·lрастала со снижением НУК в питательной среде с 0.1 до 

0.05 мг/л у сортов Дашковский-2 и A-2'J. Для сортов Алсксим и Белинкi1 

более эффективной для обра·ювания побегов была среда МС. содержащая 

0.1 мг/л НУК. Полное отсутствие НУК приводило к снижс1111ю 

регенерации у всех рассматриваемых 11ам11 сортов льна-до:Н')'tща 



Анали·1 эффективности рсгенер;щии в ·1;1виси11юсти от генотипа 

пока·шл, что сорт А-29 обтщал наибольшей морфогенетической 

активностью по сравнению с другими сортами (т;~б.1. 1-2). Д1U1 выявления 

видовых особенностей льна-долгунц;~ нами исс,1едован леи масличный 

сорт Норлин. Эффективность рсгенер;~ции льна м;~сличного была выше 

по ср;~внению с эффективностью рсгснср;~ции всех других 

исследованных нами сортов льн;~-долгунц;~ (табл. 1-2). Процесс 

регенерации у экспл;~нтов льна масличного происходил быстрее на 1 нед, 

т.е. уже чере·1 1.5-2 нед культивирования эксплантов начинали 

обра1овываться побеги, тогда как у экспл;~нтов льна-долrунца 1З это 

время появлялись только почки, что во"Jможно и объясняет ни1кую 

частоту трансформации данного вида. 

1.2. Реге11ераш1я льна м1101·олел1его 11 крупноцветкового 

Д1U1 регенерации дикорастущи.х видов льна, исполь10вали 

сегменты гипокотилей. семядолей и корней 7 сут проростков. а также 

побеги и листья месячных растений. культивируемых in vitro. 

Проведенные исследования пока1али наличие морфогенетических 

ра1личий у сегментов. в1ятых от ра1ных органов. Установлено, что 

наиболее оптимальными эксплантом является сегмент гипокотиля. 

Эффективность регенерации побегов 1ависела от таких параметров, как 

во1раст экспланта и состав питательной среды и, практически, не 

1ависела от величины и места инициации экспланта. Аналю питательных 

сред МС, ЛС и В5 пока·1ал. что наиболее благоприятной средой для 

регенерации побегов ю сегментов гипокотилей дикорастущих видов льна 

является среда МС. 

2. Колонизация растений облигатным11 метилотрофным11 

бактериям11 Methylovorus mays 

Недавно выдвинута гипоте1а о ~ависимости растений от 

ассоциативных с ними бактерий - продуцентов щпокининов (Нolland., 

1997). Согласно этой гипотезе, особая роль отводится использующ~щ 
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метанол ро·ювоокрашенным факульт<1тивным мстилобтариям рода 

Me1\1ylobactcri11ш. Эrи бактерии способствуют ускоренному прор.1станию 

семян и дальнейшему эффективному росту проростков i11 l'ivo (Fall. 1996: 

Holland. 1997). Данные о влиянии метилобактерий на функциональные 

свойства культивируемых in 11itro растений отсутствуют. 

В свюи с этим. нами определено влияние нового штамма 

бесцветных аэробных метилобактерий на морфогене·3 колони·1иров.:1нных 

растений ро,м Liпшн. культивируемых in 11itro. Methy/ovorus mays 

облигатный метилотроф. способный исполь·ювать в качестве источник.1 

углерода и энергии только метанол (Доронина с соавт" 21ХЮ). 

2.1. IС0;1они1ащ1я семян л1.11а метилобакгериями приводила к 

увеличению всхожести у всех рассмотренных нами видов льна. Семена 

льна многолетнего окюались наиболее чувствительными к колонизации 

метилобактеркями - всхожесть которых во1росла практически в два раза 

(с 40 до 76%). Колони1ацкя семян льна крупноцветковоrо и льна­

долrунца (сорт Дашковский-2 . БТЛ-13) по1волила увеличить эту 

величину на 10%. Прорастание колонюированных семян происходило на 

2 сут раньше дJlJI льна масличного. льна-долгунца (все сорта) и на 3-4 сут 

- дJlJI льна крупноцветкового и льна многолетнего. 

2.2. Влияние метилобактерий на регенеращ1ю эксплантов 

Тестирование сегментов листьев регенеракrов на присутствие 

метилобактерий продемонстрировало их наличие как во всех исходно 

kолонизированных эксnлакrах, так и в регенеракrах льна. полученных 

через 2 нед культивирования эксплакrов. Содержание метилобахтернй на 

едm11щу листовой поверхности составило х 103 
- 3 х 103 

колониеобра.1ующнх еднниц на lсм2• Эrи ре1ультаты ука1ывают на 

стабильную ассоциацию метилотрофных бактерий с растениями in vitro. 

Экспернмекrы по юученюо влияния метнлобактерий на 

регенерацюо эксnлаитов льна пока.'ЗаЛИ. чrо побегообра1ование у 

ко1ю1D1Зированных и неколонизированных Эkсплакrов происходило на 

всех использованных нами средах дJlJI регенерации, каk на среде без 
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витаминов, так и на среде без сахара. У колонизированных эксплаитов 

количество образующихся побеrов было больше по сравнению с 

неколонизированными эксплаитами. независимо от типа питательной 

среды. Эффект колонизации эксплаитов метилобактериями бьш наиболее 

заметен в варианте со средой без витаминов. На зтой среде способность к 

реrенерацин побеrов у колонизированных эксплаитов как льна-долrунца. 

так и дикорастущих видов была выше на 1 О-20о/о.. чем у 

неколонизированных эксплаIПов, а регенерация побеrов на данной среде 

происходила на 2-3 сут раньше. Колонизированные регенера1Пы 

отличались ярко-зеленой окраской листьев и побеrов. Они леrче 

укоренялись и адаптировались к условиям in vivo. 

Повышенная регенерационная способность обработанных 

метилобактериями эксплаитов на средах бе·1 витаминов. во·1можно. 

об'Ьясияется не только си1Пе10м бактериями стимутпоров роста 

(Шепеляковская с соавт.. 1999; Иванова с соавт., 2000), но также и 

СИJПезом витаминов. Способность колонизированных эксплаитов расти 

на средах без сахара. а также ярко-·1елеиая окраска листьев и нормальный 

рост этих растений на безвитаминных средах. об'Ьясюrrется тем. что 

метнлобактерии. продуцируя цитокинины, стимулируют формирование и 

функционирование хлоропластов (Муромцев с соавт., 1987). 

3. Индукция процессинга Т-ДНК экссудатами двудолы1ых растений 

Использованный нами под.ход позволяет реrистрировать 

присутствие сигнальных молекул в экссудата.х ра·тичиых тканей 

двудольных и однодольных растений по одному из важнейших 

результатов индукции rснов области ''ir, а именно по вырезанию Т-ДНК 

из аrробактсриальной Тi-пла1миды и отбирать виды, эксплаиты и сорта с 

высокой индуцирующей активностью. Проведенные нами ранее 

экспериме1ПЫ по·1волили :1начительно р.1сшнркrь список однодольных 

растений (20 и·1 35 видов). синте"\ирующих сигнальные молекулы. 

индуцирующие процсссинг аrробактсриальной Т-ДНК (За.харченко с 
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соавт., 1999). Данные о разлиЧной индуцирующей активности 

двудольных растений отсутствуют. В работе рассмотрены представители 

рода Linum и некоторые другие растения класса Двудольные. 

Экссудаты листьев всех исследованных нами растений 

индуцировали вырезание Т-ДНК, что является доказательством 

присутствия в их составе сигнальных соединений, специфических для 

индукции транскрипции vir-reнoв и агробактериальной Тi-плазмиды 

(табл. З). Результаты трансформации клеток E.co/i, подтверждают 

присутствие в трансформантах плазмиды рВRЗ22 (рис. 1). 

Экссудаты сортов БТЛ-13 и А-29 проявляли большую 

индуцирующую активность по сравнению с другими сортами, 

рассмотренными нами. Эксперимеtrrы с экссудатами из различных 

органов растений льна показали, что их сигнальная активность зависела 

от типа органа и варьировала в значительном диапазоне. У 

рассмотренных нами представителей рода Linшn наибольшей 

индуцирующей активностью характери·ювались стебли растений и 

cerмetrrы гипокотилей, а наименьшей - семядоли проростков и сегменты 

листьев. 

В ходе эксперимента установлена определенная взаимосвязь 

между таксономическим положением растений и их индуцирующей 

активностью. Проанализированные нами двудольные растения табака. 

петунии. хризантемы и др., относящихся к подклассу Asteridae обладали 

большей индуцирующей активностью по сравнению с растениями, 

относящимся к другим подклассам. По мере таксономического удаления 

от подкласса Asterid<1e индуцирующая активность двудольных растений 

уменьшалась (табл. З). Специфический процесс в·~аимодействия между 

агробактериями и покрьrrосеменными растениями существовал. по­

видимому, еще до их ра·щелення иа двудольные и однодольные. В поль·1у 

ттого предположения свидетельствуют данные об успешной 

агробактериальной транс1Jюрм:щии ряда голосеменных растений (De 
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Таблица 3. Индукция 11ir-области Тi-пла·Jмиды pGVЗXSO Лxrohacterium 

tumefaciens экссудатами листьев растений 

Фактор ИНдукцJfИ Количсt-11Jо Тра11сформа1П1J E.coli. 

тра11сформа1По11 % нарищrгd с 

E.coli Ш!t.'ТОСИрИНГОllОМ 

Без индукции () () 

Ацетосирюп-он 560 ± 30 ню 

Класс Двудоль11ые (Dicotyledone~) 

Подкласс Dillenidae 

Arabldopsis t/1alia11a (L.) 550 ± 20 1)8 

Heynh. 

Подкласс Caryophyllidae 

Beta vulgaris L. 350 ± 17 60 

Подкласс Rosidae 

Linum usitatissimum L. (лен 390 ± 10 70 

масличный) сорт Норлнн 

Linum usitatis.fimum I,. (лен-

долгунец) 
330 ± 15 58 

сорт А-29 
50 

сорт Белюпса 
280 ± 25 

сорт БТЛ-13 350 ± 15 60 

Linum grandiflorum Desf. 400 ± 30 71 

Linum perenne L. 530 ± 60 94 

Linum jlavum L. 1260 ± 30 225 

Kalanchoe daigremontimш 220±5 39 

Наm. Et Реrт. 

Подкласс Asteridae 

Nicotiana tabacum L. 1170 ± 60 208 
Nacotiana alata Link. Et Otto 980 ± 45 175 

var. grandiflora Comes. 

Petu11ia hybrida 920 ± 30 164 
Solanum tuberi$um L. 

470 ± 15 84 
Chrysanthemum segetum L. 

1080 ± 50 190 

1 
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1JFcoRI А 1 2 3 4 5 

Рис. 1. :)лс1о.трофор~·1 шш·1мн;111ой ДI IK 1р:111сформа111ок Jo.co/1. 

Л- ДllK фа1·а А. 1 н11ро;ш·юка1111ан ·111:1т1уклс:ной EcoRI: 1 - 11а1нк11.1н Д111' 11:1.1·1\1и;11.1 

pBRJ22: 2-5 - llЛ:l'IМHJlllJ.I~ JlllK. к1.1:1~JJCllllJ.IC И'\ KJIOIIOK KJICH>K 1-:.,·о/1. 1ра1юjюрм~1р"ка11111." 

f\)ПUIЫIOЙ JtJIK и·<J Hll!\Yl\HpOKi\11111.1\: ·н..:..:i:yJ\;:\l'i\MИ l(BVДOJIЫIЫ\: paL'l\.'llHЙ lt.нt 

ац.:rосир11111щюм а1p<>tiai.:1.:рнй l'5!!l' 1(1'0 \'J!!~O ). 

Clee11e а. LJe Lc,·. l IJ7(1: Колссн11•1енко. \IJXIJ). Пр11 tндс.1сн1111 юасса 

Од1юдольные от класса Двудольные процесс в·1а1шодсiiствш1 щ.·ЖJ.~ 

агробактерш~м11 11 двудольными растенюш11 эволюц11онно nродо.1жа.кя il 

ра·ш11вался в сторону ~·всл11•1сн1111 расnо·1нава111111 агрщ\1кн:рням11 

снп1альны:-.: cocд1111c1111ii. Но·шож1ю ·Jпш 11 можно щiъяс1111ть tit1.1cc 

высокую 1111дуц11рующую акт11н1юсть у эволюшюн1ю 1ю·1в11ты:-.: 

nодю1асl:он l{ositla1..· 11 Astcпdac класса Дну.10:1ы1ы1..· 1ю сраннс1111ю с 

1юдктн.х:аш1 I>illc11itlac 11 J{a111111c11litlac 

4. Тращ·фе1рм:щш1 pat· 1 t•1111ii .'11.щ1-.t11.11)·1ща 11 .'1111.:1111:1~· 1 ~ щ11х 1ш;нш 

1111т1 l.i1111ш 

4.1. 'l'11:1щ·ф11jl\Ш\IШI pat· 1·t·1111ii •1 11.1ш-:111.·11·~·11н;1 \IЩlt.:t•ptlbl\111 П'Щl\111 

Л1ро1iак1·ср11а.·1ьн~ю трансформ;щ11ю 111ювtц11.111 на ос1юнс 

р:праоо1а111юi1 наш1 1фф1..·к111н1юi1 1..·11осмы рс1·снсращ111 д:111 .1ь11а­

:1оч1\1111а. 11...:110:11•1~ н 1к1..·11·1а111 ы 11 1..·01на с кысt1м1i1 1111:1\ ц11р\ kllHCit 

а ... 111111Н1С 1 !.ltl ( 1 а\1.'1 ~ ). 11\ 11..'М 1\01\' .'ll· l llllllJltlK;lllll!\ с IIO'l 11\lil К\ .'lhl' p11i1 . 1 

111111,·1,,, '''"' 1 1;11..·101а 11ц11lф11рма111111 1;111111..·1..·:1а 111 1к11111ь1\с~ю1t1 1111,1\1\Ы 
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Та!\. чсрс· 1 7- 1 ()сут ПОС.lС llHOl\yЛЯЦllll ССПIСIПОВ ПIПOl\OТJl ,1Cii штаммаш1 

A2Xl(pTiBoЧ2. pGA4X2) 11 GV22<10(p.15SGUS JNТ) 11а6.1ю.:~а .111 1юявлс1111с 

трансформ11рованны\ ·1слсны\ ка .~лусов. устоii •швы .\ к ка11ашщ11ну ( 100 

мг/л) . При послсдующ11\ пересадка\ каллус приобретал более плотную 

1\Онс11стснц11ю. бс· 1 обра·юван11я по•1ск и побегов . На п111окотильны\ 

сегмента\ льна-долгунца. 11нокул11рованны\ штаммо~t 11. 111111r:.fпcien.,· 

LВА44Щ(р81121) также обра·ювывал11сь ·1слсныс каллусы . Однако уже 

черс·3 2-J нед культивирован11я эти\ каллусов на селективной среде 

наблюдали образоваю1с nо•1ск и побегов с 10% •~астотой . Полученные 

линии анали·щровали на активность NPT 11 . Как видно и ·~ рис. J. и ·~ трс\ 

проанали·~ированньt\ обра·щов. инфицированны\ штаммом 

LBA4404(p81121 ). положительный сигнал давали вес три каллуса. 

1 2 3 4 

Рис. 2. Об11аружение активнос'!11 NPT 11 в трансформированных камусах лша-долгу11ца . 1-

экстрак-r устой •1ивых к канамицину клеток E.coli (положителы1ый контроль): 3.4 -

не:1ависимыс линии трансгенных каллусов льна. трансформированных Agrobacteri11m 

111mefaciens LBA4404(pBI 121 ): 2- нетрю1сформирова~шый каллус лыш. Номера 

соответствуют следующим линиям: 3- сорт А-29 . 4 - сорт БТЛ-13. 

Все взятые для анализа активности NPT II первw1ные 

трансформанты. отобранные нами на селективной среде с канамицином, 

также дали полож~пслъную реакцию . Встройка гена RUS бьlла доказана 

фmоориметирическям и гистохимическим аналюами. Исполыование 

плазмиды p35SGUSINT с геном RUS и встроенным в него раст~пелъным 
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иtrrроном (Vш1ca1111eyt et al.. 1990) по·1воляст одно·1начно выделять 

трансформированные растения. т.к. проявление первичного транскрипта 

мРНК и биосинтс·1 нормальной глюкуронида·1ы во·1можны только в 

трансгенных клетках растений. но не в аrробактериях. 

4.2. Получс1111с чш11сгс1шых pacтe1111ii лы~а-дощ·у1ща, устоii•швых к 

гсрб1щ11ду фосф111101'р1щ1шу 

Получение растсний-трансформантов льна-долгунца. 

устойчивых к гербицидам весьма аК'J)'ально. так как современные сорта 

не могут конкурировать с сорняками (Поляков с соавт" 1991 ). 

Семена льна-долгунца сорта А-29. предварительно 

колонизированные штаммом Methyl01юrus mays, исполыовали для 

аrробактериальной трансформации. Через 14 сут на колонИ1ированных 

метилобактериями 

селективной среде. 

сегментах льна-долгунца. 

содержащей 20 мr/л 

культивируемых на 

rербицида BAST А. 

образовывался каллус. тогда как на необработанных метилобатериями 

эксплантах образование каллуса происходило только чере~1 18 сут. Через 

1 мес после обработки аrробактериями rербицидоустойчивые растения 

льна-долгунца отбирали по реrенерации зеленьLх побегов. 

Анализ ДНК реrенерантов методом ПЦР показал присутствие 

фрагмента bar (310 п.н.) в rеноме 6 ю 70 растений льна-долгунца, 

полученных из изначально колонизированных семян льна-долгунца и 

обладающих устойчивостью к фосфинотрицину (рис. 3). В контрольном 

варианте - 2-3 клона из 70 для этих растений, соответственно. В варианте 

с колонизированными метилобактериями эксплантами частота 

трансформации составила 20% .. тогда в неколонизированных вариантах 

получены побеги с 10% частотой трансформации. 

Колонизированные метилобактериями трансrенные растения 

быстрее образовывали корни. отличались более здоровым видом и легче 

адапrировались к условиям in vivo. 

После переноса в почву, отобранных в условиях in vitro, 

устойчивых к rербицнду растений льна-долгунца. их листья и побеги 
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обрабатыва.111 1. l. 10 и 20 ~1;1/;1 BASTA. Jlщ;1ы1 1pa11ut:11111.1\ р;1иt:111111 

выдерживали обработк~ 1 О м;1/;1 1 ерб11ш1:.1а 1 k1 ранt:фор,111 ро11;11111ыt: 

растения погибали уже пр11 обработке герб11111t.JО\1 11 кo:111•1ct:r вt: 1 \1.1/:1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

-11011.11. 

Рис. 3. Л11али·1 пrолукrои l IL\I' lllJCJIC 1·c110\lllOЙ а.\t11.1нфикашtи с 1r\ к IYJ111t1Й •1ас 1 н h11г-1 clla 

(310 11.11.) у 1ра11сфоrмиrова1111ых rастс11ий :11.11а-110;11 ~1111а. 

4.3. А1·11оба~.:тс1111ат.ш1я ·111:111сфОJ1!\tа1111я .'ll.11:1 i.:11~·1111111111c 1 i.:011111 о 11 

JIЫШ IШЮГОЛСТllСПI 

Н;~ибольшей реrенерационной способностью об.1ада.111 

экспланты как льна крупноцвсткового (70%). л~к и .1ьна ~1ного.1стнсго 

(50%1). у которых перед иноку.1яцией агроб;~ктерия"и бы.10 уза.1ено 

примерно 50"/ci эпидермиса. Глубокое прока.1ывание приво.111.10 к 

снижению ч;~стоты тр;~нсформ;~ции н;~ lX'v.1 .1.1Я .1ьна ~1ного.1етнего 11 на 

45 1У.1 для льн;~ крупноцветкового. На гипокти,1ьных сег~1ентах .1ьна 

крупноцветкового и .1ьна ~1ного.1етнего. иноку.1ированны.х шта~1ма~ш .-1. 

tumefaciens LВА-Ц!Ц(рВI 121) и GV22бO(pl5SGUS INT). обр;повыва.111сь 

·1е.1еные кал.1усы. активно растущие на се.1ект11вной сре.1е. созержащеii 

100 мг/л К111. Однако в отли•1ие от .1ьна-.10.1гунш1. наб.1ю.1<1.1и 

интенсивное обр;нование по•1ек и побегов. не·1;~вис1шо от испо.1иуемого 

штам~~а. 

Дrrя док;пате.1ьства трансгенной приро.1ы рсгенерантов бы.1 

прове.Jен ПЦР-;~н;1.11п ДНК побегов с испо.1ь·юванием прай~1еров. 

специфичных для маркерного гена nptll. Ре·1у.1ьп~ты ПЦР-ана.1ю;~ 

представлены на рис. ..i. Встройка гена f.?Us была .:юка·1ан:'I 
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фmооримстрическим и гистохимическим методами определения GUS­

активности. 

Рис. 4. llfll'-a11ш1и·1 HllK траисформироиа1111ых расте11ий с nомощью с11е11иr\>и•1еских 

нраiiмсрок l\JtЯ nptll-1 с11а. lla: 1- ДНК фа~ а Л. tюсне обрабоrки рсстрик·1а·юй J.:coH V 

(марксрttая )[llK): 2-4 - J[llK и·1 lр:111сформирока1111ых расте11ий лы~а м1ю1·оле111е1·0: 5-9 -

J[I IK н·1 rра11сформир11ка1111ых рас1е11ий ны~а круr11ю11кс1коиоrо. 

выводы 

1 . Выявлены ра·ши•шя в морфогене·1е льна-долгунца и льна масличного. 

Установлены фи·1иологические условия оптимальной регенерации 

льна-долгунца. Отобраны сорта льна-долгунца оте•1ественной 

<.:елек1щи с высокой •1астотой регенерации. 

2. Ра·1работана 1ффективная методика регенерации двух дикорастущих 

видов рода Li1111111 - льна крупноцветкового и льна многолетнего. 

l Колони·1ащ1я ·Jкс11латов льна т 111/ro ассоциативными облигатным1:1 

Ml.'l илобактсриями Лiethvlol'or11s mavs увеличивает эффективность и 

•1ас101 у реrенсрации. ·1н:l'1ителыю сокращает сроки пролиферации 

11обс1 uв. Колони·1ирова1111ыс ме1 инuбактериями растения отли•1ш1ис1. 

хорошей vкореняемосr ыо и нсr кой адаптацией к уиювиям in l'i1·0 110 

<.:равне11ию <.: 11еконо11и·1ирова1111ыми расrениями. 

4 Ус1а11011:11..:11а ·1аищ;имоt:11. Ml..:iК}l\' 11/JIK)' lt: 111111..:М v pal."ICHllii 

l.ИJ 11ан1.111.р; l.O(;JlИlll..:HИll. и 11)1 \ 1111/)\ н 111(11,, 11/JOllL'(.;(.;ll 111 

;11роf1ак1<.;р11а:1ы1шi T-)t/IK 11 1" 1akL!lltoм11•к'LkllM 1ш:юm1..:1111см 
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Проанализированы 5 видов рода Linum на присуrствие у них этих 

сиrнальиых соединений. 

5. Разработана эффективная система агробактериальной генетической 

трансформации льна-долrунца (Linum usitatissimum L.) и 

днкораС'JУЩих видов льна Linum perenne L. и Linum grandiflorum Desf. 

НоВЗJI система регенерации и колонизация эксмаиrов 

метилобакrернями сокращает сроки получеННJ1 трансгенных растений 

и увеличивает частоту трансформации до 20%. 

6. Получены каллусы и побеrи льна-долrунца и днкорастущих видов 

льна, содержащие маркерные гены nptll и gus. Получены трансгенные 

растеННJ1 льна-долrунца (сорт А-29), содержащие ген bar и 

устойчивые к гербициду фосфииоrрицину. 
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