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Экспрессия трансгена desC цианобактерии в растениях рапса не изменяет их холодо-...
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Цель. Тестирование созданных ранее растений рапса, экспрессирующих ген ∆9 
(desС) ацил-липидной десатуразы цианобактерии Synechococcus vulcanus, слитый 
в одной рамке считывания с репортерным геном термостабильной лихеназы (licBM3) 
Clostridium thermocellum, в асептических условиях при низких положительных темпе-
ратурах. Методы. Измерение сырой биомассы (СБ), содержания суммарного раство-
римого белка (СРБ) и активности супероксиддисмутазы (СОД) в тканях листьев. Ре-
зультаты. Растения рапса (предварительно размноженные черенкованием в культуре 
in vitro контрольные (нетрансформированные) и несущие трансген desС) достоверно 
не отличались между собой по СБ, содержанию СРБ и активности СОД при выращива-
нии при температуре +22 °С, при переносе их для роста на +4 °С, а также при возврате к 
исходным температурным условиям (+22 °С). Выводы. Растения рапса, в которых про-
исходит экспрессия DesС цианобактерии без компартментализации в хлоропластах, 
не изменяют свою толерантность к низким положительным температурам по сравне-
нию с нетрансформированными растениями.

Ключевые слова: Brassica napus рапс, десатуразы, desC, низкие положительные 
температуры, СОД, цианобактерия.

Введеíèе. Îдниì из ìеханизìов адаптации растений к стрессаì (холоду, 
фитопатогенныì ìикроорганизìаì) является увеличение степени нена-

сыщенности остатков жирных кислот в клеточных ìеìбранах, обеспечиваю-
щее иì необходиìую текучесть [1]. Òак, наприìер, показано, что по ìере сни-
жения среднесуточной теìпературы происходило законоìерное уìеньшение 
содержания насыщенных и увеличение содержания ненасыщенных жирных 
кислот в листьях четырех исследованных видов лекарственных растений, 
произрастающих в условиях Предбайкалья – вероники дубравной Veronica 
сhamaedrys L., ìанжетки обыкновенной Alchemilla vulgaris L., тысячелистника 
Achillea sp. и одуванчика Taraxacum sp. [2]. Â тканях корней пшеницы Triticum 
aestivum L. и пырейника сибирского Elymus sibiricus L. биосинтез α-линолено-
вой кислоты контролировался ìикросоìальной ω3 десатуразой. При пониже-
нии теìпературы содержание α-линоленовой кислоты увеличивалось с 6,1 до 
17,1 % в пшенице и с 7,1 до 12,0 % в пырейнике сибирскоì [3]. Êатализируют 
превращение одинарной связи ìежду атоìаìи углерода в ацильных цепях  
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(Ñ–Ñ) в двойную связь (Ñ=Ñ) десатуразы 
жирных кислот [1].

Ê настоящеìу вреìени получен ряд как 
ìодельных (табак Nicotiana tabacum L., 
резушка Òаля  Arabidopsis thaliana L.), так 
и сельскохозяйственно ценных (карто-
фель Solanum tuberosum L., рапс Brassica 
napus L.) растений с изìененныì количе-
ствоì ìоно- и полиненасыщенных жирных 
кислот в составе ìеìбранных липидов 
благодаря гетерологической экспрессии 
ацил-липидных десатураз. Ñущественное 
повышение холодоустойчивости наблю-
дали у растений табака, экспрес-
сировавших ∆9-ацил-липидную десатура-
зу (desC) цианобактерии Anacystis 
nidulans, которая катализирует образова-
ние цис-двойной связи в позиции ∆9 как в 
16-, так и в 18-углеродных насыщенных 
жирных кислотах [4]. Èзìенения воспри-
иìчивости к низкиì теìператураì наблю-
дали также у растений табака, экс-
прессировавших либо кÄÍÊ десатуразы 
∆9-устой чивого к холоду картофеля 
Solanum commersonii [5], либо DesC циа-
нобактерии Synechococcus vulcanus [6], 
либо FAD7 арабидопсиса [7]. Âведение 
десатураз различного происхождения по-
зволяло трансфорìантаì выдерживать 
значительные холодовые нагрузки и при-
водило к сравниìыì результатаì в повы-
шении холодоустойчивости. Ðастения 
картофеля становились более устойчивы-
ìи к пониженныì теìператураì после 
введения как гена ∆9-десатуразы дикого 
картофеля Solanum commersonii [8], так и 
гена десатуразы ∆12 (DesÀ) Synechocystis 
sp. PCC 6803 [9]. Экспрессия desÀ 
Synechocystis давала растенияì возìож-
ность сильнее противостоять поражению 
патогенныì грибоì Phytophthora infes-
tans [10].

Ðанее с использованиеì разработан-
ной наìи ìетодики [11] были получены 
растения рапса с трансгеноì desC 
Synechococcus vulcanus [12]. Ãен десату-

разы цианобактерии был слит в одной 
раìке считывания с репортерныì геноì 
терìостабильной лихеназы (licBM3) 
Clostridium thermocellum. Íаличие после-
довательности гена licBM3 в составе гиб-
ридного продукта позволило качественно 
(с поìощью чашечного теста) и количе-
ственно (фотоìетрически) оценить экс-
прессию слитого с ниì гена десатуразы. 
Êроìе того, экспрессия трансгена desC 
подтверждена с использованиеì газовой 
хроìатографии, которая показала изìе-
нения количественного состава жирных 
кислот в липидах листьев: уìеньшение со-
держания насыщенных (Ñ16:0, на 16%) и 
увеличение количества триеновых (Ñ16:3, 
на 33 %) жирных кислот [13]. Êроìе того, 
отìечено увеличение  общего содержания 
липидов (до 48%) в листьях некоторых 
трансгенных растений (18b и 18а/6). Öе-
лью данных экспери ìентов было тестиро-
вание созданных desC растений рапса, 
экспрессирующих гетерологическую ∆9 
ацил-липидную десатуразу, в условиях 
низких положительных теìператур.

Ìàòеðèàëы è меòоды
Растительный материал. Äля экспе-

риìентов использовали разìноженные 
черенкованиеì в асептических условиях 
контрольные нетрансфорìированные 
растения рапса Brassica napus L. (Bn18, 
сорт Îбрий) и экспрессирующие ген desC 
цианобактерии S. vulcanus линии расте-
ний (18а, 18b – первичные трансфорìан-
ты, созданные на основе сорта Îбрий; 
18а/6, 18b/25 – растения первого поколе-
ния, полученные в результате саìоопыле-
ния в теплице соответствующих первич-
ных трансфорìантов), созданные наìи 
ранее [12]. Äля достижения одинакового 
физиологического состояния их выращи-
вали в пробирках Sigma 25×150 ìì (Sig-
mawave™) c 15 ìл агаризованной пита-
тельной среды MS [14] в условиях тер-
ìальной коìнаты (16/8 фотопериод, 
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+22 °Ñ) в течение трёх недель. Затеì чере-
нок с одниì полностью развернувшиìся 
листоì пассировали на среду того же со-
става и продолжали выращивать в тех же 
условиях (21 сутки). Потоì растения пере-
носили в тех же пробирках в каìеру (+4°Ñ). 
Ñпустя 7 суток их возвращали для роста в 
терìальную коìнату на три недели. Ðост 
оценивали на  21-е, 28-е, 35-е и 48-е сутки 
по накоплению сырой биоìассы (ÑБ), со-
держанию суììарного раствориìого бел-
ка (ÑÐБ) и активности ферìента суперок-
сиддисìутазы (ÑÎÄ) в листьях. 

Îпределение СРБ выполняли по ìе-
тоду Bradford [15]. Пробы анализировали 
на фотоìетре BioPhotometer (Eppendorf, 
Ãерìания). Â качестве внутреннего стан-
дарта использовали бычий сывороточный 
альбуìин.

Îпределение активности СÎД в ли-
стьях проводили с использованиеì ìето-
да фотохиìического окисления нитрого-
лубого тетразолия белковыìи экстракта-
ìи согласно [16]. Ðеакцию с нитроголубыì 
тетразолиеì проводили в пробирках 
Eppendorf (1,5 ìл). Îдну пробирку для 
каждого образца оставляли в теìноте, 
другую освещали в течение 5 ìин в терìо-
стате при 23 °Ñ лаìпой белого света (лю-
ìинесцентная лаìпа Ò5/G5, ìодель ELI-
230A-T5-8W). Êоличество конечного про-
дукта реакции – форìазана изìеряли 
фотоìетрически (BioPhotometer Eppen-
dorf, Ãерìания) при длине волны 550 нì, 
оценивая оптическую плотность в реакци-
онной сìеси, выдержанной на свету, про-
тив оптической плотности пробы, выдер-
жанной в теìноте. Íулевая проба не со-
держала растительного экстракта. 
Àктивность выражали в ед. акт./ ìг белка.

Ñтатистическая обработка результатов 
проводилась оценкой разности средних 
(t-критерий Ñтьюдента) согласно [17]. 
Экспериìенты выполняли в двух биологи-

ческих и четырёх аналитических повторно-
стях.

Резуëüòàòы è обñуждеíèе
Ðазìноженные в асептических услови-

ях контрольные и трансфорìированные 
растения (рис. 1) использовали для оцен-
ки их устойчивости к низкиì положитель-
ныì теìператураì. 

Рèñ. 1. Ðазìноженные черенкованиеì в условиях 
асептической культуры контрольные (нетрансфор-
ìированные) и экспрессирующие ∆9 десатуразу ци-
анобактерии S.vulcanus растения рапса: 1 – Bn18, 
контроль, сорт Îбрий; 2 – 18а – первичный транс-
форìант; 3, 4 – трансфорìанты первого поколения 
линий 18а/2 и18а/6

Àнализируеìые трансгенные растения 
рапса достоверно не отличались от кон-
трольных по накоплению ÑБ при теìпера-
туре +22 °Ñ (рис. 2).

После роста при +4 °Ñ ÑБ снижалась у 
всех тестируеìых растений. При возвра-
щении к первоначальноìу теìпературно-
ìу режиìу и трансгенные, и нетрансфор-
ìированные растения в равной ìере были 
способны форìировать ÑБ. Îценка ÑБ по-
зволяет выделить растения, устойчивые к 
стрессаì. Òак, растения рапса, экспрес-
сировавшие транскрипционный фактор 
риса Osmyb 4, форìировали ÑБ, на 15 % 
превышающую таковую у контрольных 
растений, при росте в условиях низкотеì-

1 2 3 4
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Рèñ. 2. Ñырая ìасса растений рапса при разных теìпературных режиìах выращивания в асептических условиях: 
1 – контроль, нетрансфорìированные растения сорта Îбрий; 2, 3 –первичные трансфорìанты линий 18а и 18b; 4, 
5 – трансфорìанты первого поколения линий 18а/6 и 18b/25

пературного стресса (+4 °Ñ) [18]. Óìень-
шение сырой ìассы у некоторых сортов 
риса (Oryza sativa L.) отìечено в условиях 
осìотического стресса, индуцированного 
ìаннитолоì и NaCl [19]. Ðастения различ-
ных сортов рапса при поливе ìорской во-
дой отличались ìежду собой по уìеньше-
нию накопления ÑБ [20]. Óìеньшение су-
хой биоìассы, приводящее к уìеньшению 
ÑБ, начиная с саìого низкого уровня ос-
ìотического стресса, отìечено у расте-
ний пеларгонии (Pelargonium) различного 
происхождения [21]. Ðастения арахиса 
(Arachis hypogaea L.), экспрессировав-
шие изопентенилтрансферазу – ключевой 
ферìент биосинтеза цитокининов – под 
контролеì проìотора SARK, который ин-
дуцируется созреваниеì и стрессоì, да-
вали почти в два раза больший урожай по 
сравнению с контрольныìи (нетрансфор-
ìированныìи и регенерированныìи из 
культуры тканей) при уìеренноì водноì 
дефиците в полевых условиях. Îни не от-

личались от контрольных растений при до-
статочной влагообеспеченности [22].

Â условиях без теìпературного стрес-
са трансгенные растения рапса, экспрес-
сирующие ∆9 ацил-липидную десатуразу 
цианобактерии S. vulcanus, достоверно не 
отличались от контрольных по ÑÐБ (рис. 3). 
Íе отìечено также отличий по этоìу пара-
ìетру как в условиях роста при низкой по-
ложительной теìпературе, так и при воз-
вращении растений в исходные условия 
выращивания. Ñодержание ÑÐБ остава-
лось без изìенений на протяжении всего 
экспериìента.

Íакопление ÑÐБ ìожет характеризо-
вать растения, устойчивые к неблагопри-
ятныì условияì. Òак, показано, что у неко-
торых сортов рапса в условиях солевого 
стресса не наблюдалось изìенений ÑÐБ, 
тогда как у других он уìеньшался [23]. Îб-
работка аскорбиновой кислотой листьев 
рапса при солевоì стрессе достоверно 
увеличивала содержание ÑÐБ в листьях и 
корнях [24]. Ðастения рапса при поливе 
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Рèñ. 3. Ñодержание суììарного раствориìого белка в листьях растений рапса при разных теìпературных режи-
ìах выращивания в асептических условиях: 1 – контроль, нетрансфорìированные растения сорта Îбрий; 2,3 –
первичные трансфорìанты линий 18а и 18b; 4,5 – трансфорìанты первого поколения линий 18а/6 и 18b/25

ìорской водой накапливали больше ÑÐБ 
[20].

Ðастения рапса с трансгеноì desC 
были протестированы на активность одно-
го из ферìентов антиоксидантной систе-
ìы растений – супероксиддисìутазы 
(ÑÎÄ, ÊФ 1.15.1.1). ÑÎÄ – первый фер-
ìент процесса детоксикации активных 
форì кислорода, образующихся как в ходе 
присущих растенияì физиологических 
реакций, определяющих их рост и разви-
тие (фотосинтез, дыхание), так и в резуль-
тате стрессов различного происхождения. 
Îн участвует в преобразовании суперок-
сид аниона Î2- в перекись водорода Í2Î2:

JOO- + JОО- = 2Н+ О2 + НООН. 
Ñверхэкспрессия гетерологической 

копии гена sod в растениях табака [25, 26], 
рапса [27], клевера [28] приводила к по-
вышению их устойчивости к воздействию 
ряда неблагоприятных факторов окружа-
ющей среды, в тоì числе к пониженныì 
теìператураì. Полученные наìи расте-
ния рапса, экспрессирующие ген cyp11A1, 

кодирующий цитохроì Ð450 животного 
происхождения, характеризовались повы-
шенной активностью ÑÎÄ в оптиìальных 
условиях выращивания [29]. Îни превос-
ходили контрольные нетрансфорìиро-
ванные растения по биоìассе в условиях 
осìотического стресса, индуцированного 
ìаннитолоì [30], а также проявляли повы-
шенную устойчивость к кратковреìенноìу 
тепловоìу шоку [31].

Â результате проведенных изìерений 
выявлено, что активность ÑÎÄ у анализи-
руеìых в данной работе трансгенных ли-
ний не отличалась от активности ÑÎÄ кон-
трольных растений как при норìальных 
условиях культивирования, так и в услови-
ях низкотеìпературного стресса (рис. 4). 
После 7 суток роста при +4 °Ñ активность 
ÑÎÄ повышалась у всех тестируеìых рас-
тений, при возвращении к росту при +22 °Ñ 
она снижалась до первоначального 
 уровня.

Ðанее было установлено, что ген деса-
туразы цианобактерии интегрирован в 
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2, 3 –первичные трансфорìанты линий 18а и 18b; 4, 5 – трансфорìанты первого поколения линий 18а/6 и 18b/25

ядерный геноì рапса и функционирует 
[12], что приводит к увеличению количе-
ства ненасыщенных жирных кислот [13]. 
Îднако оказалось, что этого увеличения, 
которое происходит преиìущественно за 
счет пальìитлиноленовой кислоты (Ñ16:3, 
до 33%), недостаточно для повышения 
устойчивости к пониженныì теìперату-
раì. Âозìожно, работа данного ферìента 
в эндоплазìатическоì ретикулюìе неэф-
фективна. Îбразование первой двойной 
связи в насыщенных жирных кислотах про-
исходит преиìущественно в хлоропла-
стах. Äля более существенного влияния 
вводиìого гена ∆9 десатуразы на жирно-
кислотный состав липидов ìеìбран, 
по-видиìоìу, необходиìа доставка ко-
нечного продукта в хлоропласты, что ìож-
но осуществить путеì введения в Ò-ÄÍÊ 
вектора последовательности сигнального 
пептида. Ñледует отìетить, что сообща-
лось о растениях табака, стабильно экс-
прессировавших трансген desC из 
S.vulcanus в результате агробактериаль-
ной трансфорìации, которые характери-

зовались повышениеì устойчивости к хо-
лоду [6], хотя не было свидетельств хлоро-
пластного таргетинга введенного гена. 
Âозìожно, изìенения в составе жирных 
кислот этих растений более существенны 
для них как растений теплолюбивых. Äля 
рапса, вероятно, они должны быть более 
радикальныìи. 

Выводы
Ðастения рапса, в которых происходит 

экспрессия десатуразы DesÑ цианобакте-
рии без коìпартìентализации в хлоро-
пластах, не отличаются от исходных не-
трансфорìированных растений по нако-
плению ÑБ, содержанию ÑÐБ и активности 
ÑÎÄ при выращивании в условиях асепти-
ческой культуры при теìпературе +22 °Ñ, 
при переносе их для роста на +4 °Ñ, а также 
при возврате к исходныì теìпературныì 
условияì (+22 °Ñ). Îни не изìеняют свою 
устойчивость к низкиì положительныì 
теìператураì.

Работа финансировалась  
в рамках проектa  №0110U006062
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ÅÊÑПÐÅÑІЯ ÒÐÀÍÑÃÅÍÀ desC ÖІÀÍÎБÀÊÒÅÐІЇ 
Â ÐÎÑËÈÍÀÕ ÐІПÀÊÓ  
ÍÅ ЗÌІÍЮЄ ЇÕÍÜÎЇ ÕÎËÎÄÎÑÒІЙÊÎÑÒІ

М.С. Cливець1,2, Л.О. Сахно1, Ю.В. Шелудько1

1 Інститут кл³тинної б³олог³³ та генетичної ³нженер³ї 
ÍÀÍ Óкраїни 
Óкраїна, 03680, Êиїв, вул. Àкадеì³ка Заболотного, 
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Ìеòà. Òестування створених ран³ше рослин р³-
паку, що експресують ген ∆9 (desÑ) ацил-л³п³д-
ної десатурази ц³анобактер³ї Synechococcus 
vulcanus, злитий в одн³й раìц³ зчитування з 
репортерним геном терìостаб³льної л³хенази 
(licBM3) Clostridium thermocellum, в асептич-
них уìовах за д³ї низьких позитивних теìпера-
тур. Ìеòодè. Âиì³рювання сирої б³оìаси (ÑБ), 
вì³сту суìарного розчинного б³лка (ÑÐБ) ³ ак-
тивност³ супероксиддисìутази (ÑÎÄ) у ткани-
нах листк³в. Резуëüòàòè. Ðослини р³паку (по-
передньо розìножен³ черенкуванняì в культур³ 
in vitro контрольн³ (нетрансфорìован³) та тран-
сгенн³ з геноì DesÑ) достов³рно не в³др³зня-
лись ì³ж собою за ÑБ, вì³стоì ÑÐБ ³ активн³с-
тю ÑÎÄ протягоì вирощування за теìператури 
+22 °Ñ, п³сля переносу їх для росту на +4 °Ñ, а 
також при поверненн³ до вих³дних теìператур-
них уìов (+22 °Ñ). Вèñíовкè. Ðослини р³паку, 
в яких в³дбувається експрес³я DesÑ ц³анобакте-
р³ї без коìпартìентал³зац³ї в хлоропластах, не 
зì³нюють своєї толерантност³ до низьких пози-
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тивних теìператур пор³вняно з нетрансфорìо-
ваниìи рослинаìи.

Ключові слова: Brassica napus р³пак, десату-
рази, desC, ÑÎÄ, ц³анобактер³я, низьк³ пози-
тивн³ теìператури.

EXPRESSION OF CYANOBACTERIUM desC 
TRANSGENE DOES NOT CHANGE CANOLA 
PLANT COLD RESISTANCE

M.S. Slyvets1,2, L.O. Sakhno1, Y.V. Sheludko1
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NAS of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kyiv, Zabolotnoho str., 148 
е-mail: sakhno@icbge.org.ua 
2 National Technical University of Ukraine “Kyiv 
Polytechnic Institute”, 
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Aim. Canola plants which were obtained earlier 
expressing Synechococcus vulcanus desÑ 
transgene growth tеsting under low positive 

temperatures in aseptic culture. Target gene 
was fused with reporter licBM3 (thermostable 
lichenase) of Clostridium thermocellum gene 
in one reading frame. Ìеthods. Measurement 
of fresh weight (FW), total soluble protein 
content (TSP) and superoxide dismutase 
(SOD) activity in leaf tissues. Results. Control 
(nontransformed) and desÑ canola plants which 
were previously propagated by grafting in vitro 
did not differ significantly on FW, TSP content 
and SOD activity during growth under +22 °Ñ, 
when temperature was changed to +4 °Ñ, аnd 
after returning to initial temperature conditions 
(+22 °Ñ). Conclusions. Canola plants 
expressing DesÑ of cyanobacterium without 
chloroplast compartmentalization do not change 
their tolerance to low positive temperature in 
comparison with nontransformed ones.

Key words: Brassica napus canola, 
cyanobacterium, desaturases, desC, SOD, low 
positive temperature.


