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В результате трансформации in planta растений A. thaliana с помощью смеси агробактерий, 
содержащих три различные конструкции, получены 68 трансгенных линий. Сообщается о высокой 
частоте ко-интеграции генов в результате трансформации. Двадцать три растения (34 %) 
содержали минимум две Т-ДНК, а шесть растений (9 %) имели в своих геномах все три Т-ДНК 
из различных конструкций. Сделано заключение о том, что частота встраивания различных генов 
не зависит от их размера, но в большей мере — от компетентности реципиентных раститель
ных клеток. 

Введение. Трансформация растений на сегодня яв
ляется основным методом изучения экспрессии рас
тительных генов. Этот метод находит все большее 
применение при исследовании проблем физиологии 
и генетики растений, а также в селекционной 
практике. Основные успехи были достигнуты в тех 
случаях, когда изучаемые характеристики были 
опосредованы одним геном, который и использо
вался для переноса. Однако большинство продуктов 
в растительной клетке продуцируется в длинных 
путях биосинтеза и поэтому кодируется и регули
руется многими генами. Наличие системы переноса 
большого числа генов в единичный геном является 
необходимым условием для возможности манипу
лирования путями биосинтеза и переноса комплек
сных агрономических характеристик. 

Несколько чужеродных генов в единичном ге
номе можно получить, применяя повторную транс
формацию (ре-трансформация) или при перекрест
ном опылении трансгенных по нужным генам рас
тений. Альтернативным и более эффективным 
подходом может быть ко-трансформация, то есть 
использование при трансформации более чем одно-
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го типа конструкции и/или агробактерий. Несколь
кими группами исследователей показана возмож
ность ко-трансформации при прямом переносе ге
нов в протопласты [1—4], подвергавшиеся элект-
ропорации смесью двух различных плазмид. 
Частота ко-трансформации была довольно высокой. 
Однако во всех случаях получены только калусс-
ные культуры. Возможен также множественный 
перенос генов при использовании двух А 
tumefacienSy несущих различные векторы [5, 6] , с 
последующей регенерацией трансгенных растений. 

На сегодня есть только одно сообщение о 
применении более чем двух конструкций для ко-
трансформации. Чен и соавт. использовали 14 кон
струкций с различными генами для трансформации 
эмбриогенной линии риса с помощью бомбардиро
вок микрочастицами. Частота встраивания более 
чем одного чужеродного гена была очень высокой. 
Авторы показали возможность переноса до 13 генов 
одновременно. Эффективность множественного 
встраивания генов была обратно пропорциональной 
их числу. Так, частота встраивания трех генов 
была более чем 12 %, а 13 — менее 2 %. Однако 
данный метод имеет существенные ограничения, 
связанные со значительной сложностью и длитель
ностью самого метода трансформации, и не может 
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быть использован для лабораторного исследования 
взаимодействия генов в геноме. 

Между тем, за последнее время разработан 
очень простой, не требующий культуры in vitro и 
регенерации, но вместе с тем надежный и эффек
тивный метод трансформации растений A thaliana 
[8]. Метод заключается в инфильтрации агробак
терий с помощью вакуума в цветки арабидопсиса. 
Трансгенные растения затем отбирают в последую
щем поколении среди сеянцев. 

В данной работе изучена возможность ко-
трансформации растений арабидопсиса методом in 
planta при инфильтрации смеси агробактерий, не
сущих три разные генетические конструкции. 

Материалы и методы. Семена A thaliana, 
экотип Columbia, любезно предоставленные В. Ки-
риком (IPK Gatersleben, ФРГ), высевали в грунт в 
4-см горшочках. Растения выращивали при 16-ч 
длине дня и температуре 20 °С до цветения. 
Первичные цветоносы срезали, растения со вторич
ными цветоносами использовали для трансформа
ции. 

Генетические конструкции были созданы д-ром 
Фаруком при участии автора в IPK Gatersleben, 
(ФРГ). В работе использовали три генетические 
конструкции. Все они разработаны на основе би
нарного вектора pBIN19 [9], Т-ДНК во всех слу
чаях содержит ген nptll, кодирующий устойчивость 
к канамицину. Дополнительно в Т-ДНК конструк
ции pBINnisAl был клонирован структурный ген 
биосинтеза антибиотика низина nisA [10] под уп
равлением 358-промотора и osc-терминатора. Кро
ме того, между геном и сайтом полиаденилирова-
ния встроен фрагмент KDEL [11], направляющий 
накопление трансгенного белка в мембранных 
структурах клетки и/или возможной его секреции 
в апопласт. Конструкции pBINnisl^ и pBINnisC^ 
содержат соответственно гены низинового оперона 
nisB и nisC [12]. Они управляются теми же промо
тором, терминатором и сайтом KDEL, что и ген 
nisA в векторе pBINnisA^. Генетические конструк
ции переносили в A. tumefaciens (штамм GV3101) 
с помощью триродительского скрещивания [13]. 
Для трансформации агробактерию выращивали при 
температуре 28 °С на качалке шейкерного типа 
(200 об/мин) в 300 мл среды YEB (5 г/л мясного 
экстракта, 2 г/л дрожжевого экстракта, 5 г/л 
пептона, 5 г/л сахарозы, 2 мМ MgS0 4, 100 мг/л 
канамицина («Serva», ФРГ) и 100 мг/л рифампи-
цина («Fluka», Швейцария)) на протяжении 20— 
28 ч до относительной плотности OD 6 0 0 > 1,0. За
тем агробактерию осаждали при 5000 об/мин в 
течение 20 мин и ресуспендировали в среде для 
инфильтрации (соли и витамины по Мурасиге-Ску-

гу (МО [14], 0,01 мг/л бензиламинопурина, 
50 г/л сахарозы, 100 мл/л Silwett («Lehle Seeds», 
США), рН 5,8). 

При трансформации пользовались методикой, 
предложенной авторами [15] с некоторыми моди
фикациями. Растения, у которых вторичные цвето
носы достигли длины 5—15 см, помещали в эксика
тор таким образом, чтобы в агробактериальную 
суспензию были погружены только цветоносы. За
тем растения подвергали вакуумной инфильтрации 
при 0,1 атм. в течение 5—7 мин. После инфильт
рации растения, не отмывая от остатков среды, 
выдерживали в течение 24 ч в темноте при относи
тельной влажности, близкой к 100 %. Далее их 
промывали и оставляли в культуральной комнате 
до созревания семян. 

Созревшие семена стерилизовали, используя 
разведенный водой (1:3) коммерческий раствор ги-
похлорита натрия с несколькими каплями твина, в 
течение 8 мин, далее тщательно промывали сте
рильной дистиллированной водой и равномерно 
распределяли в чашках Петри по поверхности сре
ды для селекции (соли и витамины по МС, 30 г/л 
сахарозы, 5 г/л агарозы, рН 5,8, 250 мг/л карбе-
нициллина, 75 мг/л канамицина). Через 10—12 
дней отбирали зеленые сеянцы и высаживали их в 
грунт для цветения и созревания семян. Все полу
ченные трансгенные растения анализировали на 
предмет интеграции чужеродных генов в их гено
мах с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). ДНК из растений выделяли из листовой 
ткани согласно методике, предложенной Дорохо
вым и Клоке [16]. Для реакции использовали 
100 нг ДНК из каждого образца, 1 мкмоль/л каж
дого из праймеров, 0,1 мкмоль/л смеси нуклеоти-
дов, 0,5 единицы Taq ДНК-полимеразы, 1 * ПЦР 
реакционного буфера (все реагенты «Appligene», 
ФРГ). Общий объем смеси составил 12,5 мкл. Для 
определения наличия гена nisA использованы сле
дующие праймеры: 5 '- ATGGATCCAAAATGAG-
TACAAAAGAT-TTTAAC3' и 5'-ATTCTAGATTA-
GGGTTCGTCTTTTTTACTTACGTGAATACTA-
СААТ-3', амплифицирующие фрагмент величиной 
190 п. о. Для амплификации гена nisB применяли 
праймеры 5-GGAACAATATCTTGGCAGTCTGA-
3' и 5'-CGGCTTCTACATACATGCTGAGG-3\ да
ющие фрагмент длиной 578 п. о., и для гена 
nisC —праймеры 5-AGCTGGCATTGCATTAAG-
ТАТССТ-3' и 5'-CCAGAATAGCCATGGCAAATC-
АТА-3', амплифицирующие фрагмент длиной 732 
п. о. Изолированная ДНК из ^трансформирован
ных растений (негативный контроль) и 3 нг каждо
го из векторов (позитивные контроли) были ампли-
фицированы с теми же праймерами и при тех же 
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Рис. 1. Анализ некото
рых отобранных транс
генных растений A. tha-
liana с помощью ПЦР: 
I—51 — независимые 
линии; Я — смесь конст
рукций, несущих nisAy 
nisB и nisC гены (пози
тивный контроль); К — 
нетрансформированное 
растение (негативный 
контроль); М — молеку
лярный маркер (п. о.) 

условиях. Реакцию проводили в амплификаторе 
Autogene II («Grant Instruments Ltd.», Великобри
тания) с использованием следующего профиля: де
натурация: 94 °С, 4 мин; затем 33 цикла 62 °С, 1 
мин; 72 °С, 2 мин; 94 °С, 1 мин; в заключение 
72 °С, 10 мин. После этого продукты ПЦР были 
проанализированы с помощью электрофореза в 
1 %-м агарозном геле. 

Результаты и обсуждение. После вакуум-ин
фильтрации in planta цветков 20 растений араби-
допсиса смесью A tumefaciens, несущих три раз
личные конструкции, получено около 2,1 г семян, 
что соответствует около 105 тыс. штук. После 
селекции на среде с 75 мг/л канамицина пророс
шие трансгенные сеянцы оставались зелеными и 
продуцировали вторичные листья и корни, тогда 
как нетрансгенные вскоре становились белыми и 
погибали. Всего было отобрано 80 предположитель
но трансгенных линий, которые высадили в грунт 
и использовали в дальнейшей работе. С помощью 
ПЦР были тестированы 74 растения, 68 из них 
оказались трансгенными минимум по одному из 
используемых в трансформации генов (рис. 1). 
Абсолютная эффективность трансформации была 
очень низкой и составила 0,065 %, или 3,4 транс
генного растения из одного исходного, что, однако, 
соответствует данным других авторов [8 ]. 

Исходя из низкой эффективности выхода 
трансгенных растений теоретическая частота полу
чения трансформированных растений при одновре
менном переносе двух или более Т-ДНК из различ
ных конструкций должна быть близкой к нулю. 
Наши опыты противоречат теоретическим предпо
сылкам. По данным ПЦР, в результате одновре
менной трансформации тремя конструкциями из 68 

трансгенных линий 23 имели более чем одну Т-
ДНК, что составило около 34 %. А шесть растений 
(около 9 %) содержали в своих геномах все три 
гена из Т-ДНК трех различных конструкций. Ра
нее не сообщалось о столь высокой частоте встраи
вания двух и более генов в единичный раститель
ный геном при ко-трансформации. В случаях ко-
трансформации протопластов частота встраивания 
двух генов из различных конструкций составила 
18—27 % [1—4], при использовании Agrobacte-
rium — около 30 % [5 ]. 

На сегодня до конца не известно о точных 
молекулярных механизмах взаимодействия агро-
бактерии с реципиентной растительной клеткой и 
переноса Т-ДНК в геном растения. Как видно из 
наших опытов, одна, две или более копий Т-ДНК 
могут встроиться в ядерный геном одной и той же 
растительной клетки. Более того, различные Т-
ДНК могут быть перенесены в одну и ту же клетку 
различными бактериями. Поскольку количество 
растительных клеток, используемых при ко-куль-
тивации с агробактерией, значительно превышает 
число трансформированных, это служит основани
ем для предположения о том, что только некоторые 
клетки являются компетентными и могут быть 
трансформированы. В некоторых более ранних ра
ботах также показано, что встраивание генов при 
трансформации происходит не в случайние клетки, 
то есть не все клетки на момент взаимодействия 
являются компетентными [17]. 

Существуют две возможности для одновремен
ного переноса двух и более Т-ДНК. Ко-интегриро-
ванная Т-ДНК может проникать в клетку, предва
рительно образовав некие комплексы для проник
новения. Или, что более вероятно, существуют 
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временные «горячие точки» интеграции («hot 
spots»), в которые преимущественно и встраивается 
Т-ДНК [17]. Наши результаты также подтвержда
ют большую вероятность второй гипотезы. 

Т-ДНК из конструкций, используемых в на
ших опытах, содержат одни и те же компоненты, 
за исключением генов биосинтеза низина. Эти 
гены, в свою очередь, значительно различаются 
между собой по количеству нуклеотидов. Ген nisA 
состоит из 173 п. о., ген nisB — из 2981 п. о. [10, 
12 ], то есть он примерно в 17 раз больше гена nisA. 
Ген nisC занимает промежуточное положение по 
величине между nisA и nisB и состоит из 1244 п. о. 
[12]. Между тем, из 68 полученных трансгенных 
линий 30 имеют в своем геноме nisA ген, 30 — nisB 
и 36 — nisC гены (рис. 2), если считать каждый из 
этих генов по отдельности. То есть вероятность 
встраивания более длинных генов в растительный 
геном практически такая же, как и для более 
коротких. Из этого можно сделать заключение, что 
эффективность переноса Т-ДНК не зависит от 
содержащихся в ней генов. Процесс интеграции 
чужеродных генов в растительный геном практиче
ски не зависит от длины встраиваемых генов, но в 
большей мере — от компетентности реципиентных 
клеток. 

В результате трансформации арабидопсиса in 
planta с помощью вакуум-инфильтрации смеси аг
робактерий в цветущие растения было показано, 
что множественный перенос Т-ДНК из различных 
конструкций в растительный геном происходит с 
очень высокой эффективностью. Это позволяет ис
пользовать данный метод при исследовании раз

личных биосинтетических путей, которые регули
руются многими генами, а также при изучении 
полигенных агрономических признаков. На сегодня 
данный метод ограничен применением только А. 
thaliana. Однако недавно было сообщено об успеш
ной трансформации in planta растений одной из 
форм капусты Brassica campestris L. var. chinensis 
[18]. Это дает основания предположить, что дан
ный метод может быть разработан и для других 
хозяйственно ценных видов растений. Перенос и 
встраивание генов в определенных размерах не 
зависит от длины встраиваемой Т-ДНК, но глав
ным образом — от компетентности реципиентных 
клеток. 

V. V. Radchuk 

Gene co-integration at simultaneous transformation of Arabidopsis 
thaliana plants by different vectors using the in planta method 

Summary 

As a result of in planta transformation of Arabidopsis thaliana 
plants by using Agrobacterium mixture, containing three different 
constructions, 68 transgenic lines have been obtained High fre
quency of gene co-integration due to the transformation is reported. 
Twenty three (34 %) plants possessed two T-DNAs from different 
constructions, while six plants (ca. 9 %) were with all three 
T-DNAs. It has been concluded that the efficiency of gene transfer 
does not depend on the gene length but mainly on competence of 
the recipient plant cells. 

В. В. Радчук 

Ко-інтеграція генів при одночасній трансформації рослин 
Arabidopsis thaliana методом in planta різними векторами 

Резюме 

У результаті трансформації in planta рослин A. thaliana за 
допомогою суміші агробактерій, які містили три різні конст
рукції, отримано 68 трансгенних ліній. Повідомляється про 
високу частоту ко-інтеграції генів після трансформації Двад
цять три рослини (34 %) містили мінімум дві Т-ДНК, а 
шість рослин (9 %) мали в своїх геномах усі три Т-ДНК з 
різних конструкцій. Зроблено висновок щодо того, що частота 
вбудовування генів не залежить від їхнього розміру, але в 
більшій мірі — від компетентності реципіентних рослинних 
клітин. 
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