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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ ГОРОХА, 
ОПОСРЕДОВАННАЯ AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 

В работе показана возможность генетической трансформации гороха посредством А. 
tumefaciens. Трансформацию проводили кокультивированием растительных тканей с 
«$1юоіу»-мутантом A. tumefaciens pGV2206; селекцию — на безгормональной среде 
Гамборга. Отобрано 12 регенерирующих линий, сохраняющих способность куститься 
на питательной среде, не содержащей фитогормонов, уже более 1,5 года. Из этих ли-
ний получены нормализованные побеги. С помощью метода блотинг-гибрік)изации по 
Сацзерну показано присутствие в ДИК трансгенных растений гена NPTll плазмиды 
ρ G V2206 A. tumefaciens.' 

Введение. Разработка векторных систем на основе TI-плазмид A. tu-
mefaciens открыла широкие возможности для переноса различных генов 
и последовательностей Д Н К в геном высших растений [1, 2] . Транс-
генные растения используются для выяснения механизмов экспрессии 
генов, а т а к ж е являются объектом гепетико-селекционных исследований 
[3, 4]. Хотя круг растений, для которых разработана техника генети-
ческой трансформации, постоянно расширяется, многие хозяйственно 
важные культуры до сих пор остаются за его пределами. К их числу, 
в частности, относятся некоторые представители семейства бобовых. 
Основные трудности в решении проблемы генетической трансформации 
>л'π χ видов связаны с недостаточной разработкой способов органогене-
за из неорганизованных тканей in vitro. 

Цель нашей работы предполагала осуществление экспериментов по 
генетической трансформации гороха, о трансгенных растениях кото-
рого до настоящего времени не сообщалось. Нами использован «sho-
о1у»-мутант A. tumefaciens pGV2206, полученный на основе плазмиды 
pTIB6S3 путем интеграционного мутагенеза с замещением генов син-
теза ауксинов Г -ДІ ІК последовательностью плазмиды pGV1106, содер-
жащей бактериальный ген устойчивости к канамицпнеульфату 
( N P T l l ) [5]. С использованием этого штамма было индуцировано мно-
жественное побегообразование у табака , а затем получены нормализо-
ванные трансгенные растения [6, 7]. 

Материалы и методы. К о к у л ь τ и в и ρ о в а н и е р а с т и т е л ь π о г о м а τ е -
р и а л а о A. Iumefaciens. В опытах использовали семена гороха посевного (Pisum su-
ti'jum L.. линия 1288, полученная из В Н И И P им. II. И. В а в и л о в а ) , которые после по-
верхностной стерилизации п р о р а щ и в а л и в асептических условиях на среде Гамборга 
В5 [8] при т е м п е р а т у р е 26 °С и освещенности 2000 лк. Кусочки листьев и стеблей 2 — 
З-недельных растении помещали в колбу (100 мл) с 30 мл ж и д к о й питательной среды 
ί· В5 и д о б а в л я л и 1 мл с в е ж е й ночной к у л ь т у р ы «shooty»-MVTaiiTa A. /uniefaciens 
р(}\г220(). Среда Е В 5 представляет собой м о д и ф и к а ц и ю среды B5N [9], в которой от-
сутствует глутатион и уменьшены концентрации адепина и мезо-ииозитола . И н к у б а -
цию проводили па шейкере в течение 2 сут при 150 о б / м и н на рассеянном свету. Ана-
логично манипулировали с контрольным в а р и а н т о м (без A. tumefaciens). Спустя 48 ч 
отмытые стерильной водой и слегка подсушенные на ф и л ь т р о в а л ь н о й бумаге ткани пе-
реносили на а г а р и з о в а н н у ю питательную среду ЕВ5 с к л а ф о р а н о м и карбепициллииом 
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в концентрации 400 м к г / м л . Через 2—3 недели (после образования первичного каллу-
са) ткани целиком переносили на лишенную фитогормонов среду В5. 

Б л о τ и π г-г и б ρ и д и з а ц и ю проводили по методу Саузерна [10], используя 
в качестве зонда BamHI-EcoRI-фрагмент (3,3 т. п. о) плазмиды рСТ2ТЗ, с о д е р ж а щ и й 
ген устойчивости к канамицину [10, 11]. ГІлазмида рСТ2ТЗ любезно предоставлена 
X. Ушимия. З о н д метили 3 2 P в реакции ник-трансляции [10] до удельной активности 
3 - Ю 6 и м п - м и н - 1 - м к г - 1 . Д Н К из двух трансформированных линий и контрольного рас-
тения гороха линии 1288 выделяли из лиофилизированного листового материала по ме-
тоду Лихтенштейна и Дрейпера [12]. 4 мкг Д Н К гидролизовали рестриктазоп BamlII 
и фрагменты р а з д е л я л и электрофорезом в 1 %-иом агарозном геле в буфере (0,04 M 
трис-ацетат , 2 м М Э Д Т А , р Н 8,0) . Д л я блотинг-гибридизации использовали нитро-
целлюлозпый фильтр ВА85 («Schleicher and Schuell», Ф Р Г ) . Гибридизацию проводи-
ли при 68 °С в растворе 1 0 X S S C ( I X S S C = O, 15 M NaCl , 0,015 M Ыа-ацетат ) , 0,1 % 
Ds-Na , 0,1 % БСА, 0,1 % фиколл, 0,1 % поливинилпирролидон, 3 м к г / м л денатури-
рованной Д Н К тимуса теленка. После отмывки фильтра [10] его экспонировали с рент-
геновской пленкой P T - I при —70 °С. 

Результаты и обсуждение. Образовавшиеся на среде ЕВ5 каллус-
ные ткани культивировали в отсутствие фитогормонов в течение 2—3 
месяцев. З а это время на каллусах (чаще стеблевого происхождения) 
начали появляться интенсивно зеленые очаги, которые были перенесе-
ны на свежую среду В5 с клафораном и карбенициллином в концент-
рации 200 мкг/мл. Через некоторое время наблюдали образование кус-
тящихся побегов, а впоследствии — нормальных регенерантов. Всего 
выделено 12 очагов регенерации. Полученные из них линии сохраняют 
способность к кущению на безгормональной среде у ж е более 1,5 года 
(рис. 1). Протопласты, изолированные из трансформированных побегов, 
образуют колонии, которые т а к ж е кустятся на безгормональной среде. 
В контрольных опытах на средах без фитогормонов морфогенеза не 

Рис. 1. О б р а з о в а н и е побегов из трансформированных линий гороха на бе.чгормональной 
среде 
Fig . 1. The fo rma t ion of shoo t s f rom the t r a n s f o r m e d pea l ines on the h o r m o n e - f r e e 
med ium 

Рис. 2. Н о р м а л и з о в а н н ы й трансформированный побег гороха 
Fig . 2. The no rma l i zed t r a n s f o r m e d pea shoot 

наблюдали. А индуцированные в присутствии цитокининов очаги реге-
нерации при перенесении па безгормональную среду не обладали спо-
собностью к длительному кущению, со временем они час ; и ни о превра-
щались в каллус и в дальнейшем некротизировали. 

Полученные регенеранты фенотипически неоднородны. V некоторых 
нарушено апикальное доминирование: вырастая до 2—3 с . :: побеги на-
чинают интенсивно куститься: некоторые имеют короткие •:-:/і:доузлня; 
есть линии с плохо развитыми листьями (рис. 2) . Большинство побегов 
независимо от стадии их роста цветет в культуре. Иногда . .··: ни завя-
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зывают плоды, хотя полноценные семена встречаются редко. Семена 
хорошо прорастают, образуя корни в культуре, однако попытки пере-
носа их в почву были неудачными. Побеги из «sh00ty»-pereHepaHT0B 
укореняются с низкой частотой. Их корни очень длинные, тонкие и 
лишены боковых корешков. Цитологический анализ кончиков корней 
показал наличие нормального набора хромосом, 2 / 2 = 1 4 (рис. 3 ) . Толь-
ко в одном случае нам удалось продлить развитие пробирочного рас-
тения в почве до цветения и образования плодов. Остальные погибали 

Рис. 3. Метафазная пластинка трансгснного растения гороха (2 η = 14) 
Fig·. 3. The metaphase plate of the t ransgenic plant ( 2 / г = 14) 
Рис. 4. Блотииг-гибридизация BamHI-фрагментов Д Н К трансформированных растений 
гороха с BatnII I-EcoRI-фрагментом плазмиды рСТ2ТЗ: 1 — контрольное растение; 2— 
линии /1; 3 — линия В (размеры даны в т. п. о.) 
Fig. 4. Southern blot-hybridization of the BamHIAragmenis DNA of the t rans formed pea 
with BamII I-EcoRI Avzgment of plasmid pCT2T3: / — control plant , 2— line A, 3 — 
line B 

^ - Д П К плазмиды pGV2206, в первую очередь гена 4 (tmr), кодирующе-
го ключевой фермент биосинтеза цитокининов [14], хотя, возможно, 
определенную роль могут играть и гены с неизвестными функция-
ми — 5, 6а, 7. 

Д л я доказательства интеграции Д Н К плазмиды pGV2206 в геном 
гороха проводили блотинг-гибридизацию по Саузерну (см. «Материа-
лы и методы»). Ген NPTll не содержит сайтов рестрикции для BamHI-
рестриктазы, именно поэтому ее выбрали для гидролиза Д Н К гороха. 
При гибридизации зондом служил BamHI-EcoRI-фрагмент плазмиды 
рСТ213 ( 3 , 3 т . п. о . ) . 

Данные, представленные на рис. 4, служат доказательством ин-
теграции гена NPTlly входящего в состав 7 - Д Н К плазмиды pGV2206, 
в геном гороха, причем, в случае линии А (2) ген входит в состав 
BamHI -фрагмента (9 т. п. о.), а в случае линии В (3) — в состав 

BamHI-фрагмента (7 т. п. о.). У исходного генотипа гороха никакого 
положительного сигнала блот-гибридизацией не было обнаружено [1]. 
Таким образом, можно утверждать , что полученные нами растения го-
роха действительно являются трансгенными. 

Результаты проведенной работы свидетельствуют о возможности 
значительно улучшить морфогенетичеекпй потенциал в культуре in 
eilro у различных видов растений, в том числе и хозяйственно ценных, 
с использованием генов T-ДНК Л. Itimefacicns. Кроме того, открыва-
ется ііовьп'і п о д х о д для изучения возможных путей регенерации расте-
ний из дедифференциированных тканей. 
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при пересадке. Более эфективными (около 
2 0 % ) оказались прививки регенерантов на 
подвой согласно описанной методике [13]. 
Привитые растения нормально развиваются 
и завязывают плоды. 

Повышенная морфогенетическая спо-
собность полученных линий гороха обус-
ловлена, по-видимому, интеграцией генов 
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S u m m a r у 
The ac t ive ly r e g e n e r a t i n g l ines of pea ( P i s u m s a t i v u m L.) on the h o r m o n e - f r e e BS medi-
um are selected a f t e r cocu l t i va t ion of shoot and leave s e g m e n t s wi th the «shooty» m u -
tan t of A g r o b a c t e r i u m t u m e f a c i e n s p G V 2206. These l ines re ta in the r e g e n e r a t i o n abi l i ty 
at leas t for 18 m o n t h s . N o r m a l i z e d but p h e n o t y p i c a l l y d i f f e r e n t shoo t s a re ob ta ined . 
D N A - D N A h y b r i d i z a t i o n a n a l y s i s h a s revea led the p r e s e n c e of the s t r u c t u r a l NPT II ge-
ne in the BamHI-d iges ted to ta l D N A iso la ted f r o m pea r e g e n e r a n i s . T r a n s g e n i c shoo t s 
g r a f t e d on the n o r m a l pea p l a n t s g a v e bo th f l o w e r s a n d seeds . 
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