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Аннотация 

В методическом пособии рассмотрены теория и практические методы переноса генов 

в составе агробактериальной ДНК в растительные клетки в условиях in planta. В частности, 

основное место уделено технологиям переноса генов в составе Т-ДНК агробактерий в 

генеративные клетки растений. Проанализировано влияние генотипа растения, 

бактериального штамма, типа векторной конструкции, состава инокуляционной среды и 

условий обработки агробактериями растений на эффективность агробактериальной 

трансформации в условиях in planta. На основе литературных и собственных 

экспериментальных данных представлен механизм агробактериальной трансформации 

генеративных клеток растений в условиях in planta. Даны примеры переноса 

функциональных генов в сельхозлаки на примере кукурузы и сорго. Приведены составы 

сред, векторные конструкции, нуклеотидные последовательности некоторых 

функциональных генов для переноса в составе Т-ДНК. 

 

Сокращения 

Т-ДНК (transfer DNA) - ДНК, переносимая агробактериями в геном растений 

Gus – ген кодирующий белок β-глюкоронидазу, используется как репортерный ген для 

выявления экспрессии перенесенной Т-ДНК по цветной реакции с хромогенным субстратом 
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ВВЕДЕНИЕ 

1. Теория агробактериальной трансформации 

Экспрессия генов вирулентности (vir) у агробактерий происходит под воздействием раневых 

эксудатов растений, которые рецептируются мембранным белком VirA. Сигнал проводится 

внутрь бактериальной клетки чрез двухкомпонентную систему белок VirA-белок VirG.  При 

участии активированных ацетосирингоном vir-генов продуцируется однонитевая, 

неполярная, линейная молекула Т-ДНК (Т-нить).  Сам vir-регион Ti плазмиды, 

детерминирующий  перенос, не переносится в хозяйскую клетку. Перенос  Т-нити в 

растительную цитоплазму происходит с помощью VirD2 белка, где происходит 

формирование Т-комплекса: Т-нить покрывается несколькими сотнями агробактериальных 

белковых молекул VirE2. Перенос элементов Т-комплекса через мембраны бактериальной и 

растительной клеток осуществляется через virВ-зависимый канал, при участии VirB1-VirB11, 

VirD4 белков, но точный механизм переноса неизвестен. Комплекс T-ДНК-VirD2 и VirE2 

белок попадают в растительную клетку независимо и, возможно разными каналами. В 

контакте перед переносом Т-ДНК участвует растительные рецепторы. Завершающие стадии 

процесса трансформации (встраивание Т-ДНК в растительную хромосому) происходят с 

участием растительных ферментов. В растительной клетке с Т-ДНК считываются гены, 

ответственные за синтез фитогормонов, под воздействием которых происходит сдвиг 

гормонального баланса растительной клетки и формирование опухоли.  

 
 

2. Практика агробактериальной трансформации. Методы переноса Т-ДНК 

Горизонтальный перенос генов в составе Т-ДНК (transfer DNA- ДНК, переносимая 

агробактериями в геном растений) из агробактериального в растительный геном нашел 

широкое практическое применение в качестве метода получения трансгенных растений, 

которые занимают в настоящее время уже более 150 млн. га во всем мире и призваны решить 

проблему дефицита питания и современных методов лечения человечества.  Большим 

преимуществом данной технологии является возможность вставки в область Т-ДНК 

практически любых генов. Методы  агробактериальной трансформации можно условно 

разделить на методы in vitro, предусматривающие культивирование растительных клеток и 
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тканей и последующую регенерацию растений, и методы in planta, где эти стадии 

отсутствуют.  

При проведении агробактериальной трансформации in vitro в качестве растительного 

объекта для инокуляции агробактериями используют суспензию растительных клеток или 

разнообразные ткани растения. В среду для культивирования после трансформации 

добавляют селективный агент, индуцируют морфогенез трансформированных клеток и 

регенерируют целое растение. Одной из проблем трансформации in vitro, связанных с 

регенерацией, является химерность получаемых трансформантов и сомаклональная 

изменчивость. Для однодольных растений регенерация осложняется низким 

морфогенетическим потенциалом, что не позволяет получить в некоторых случаях 

фертильные растения у экономически важных сельскохозяйственных злаков. Все эти 

ограничения делают проблему регенерации стабильных фертильных трансформантов (в 

особенности однодольных) наиболее острой, а  стадию регенерации  – дорогостоящей, 

трудозатратной и требующей специального оборудования и высококвалифицированного 

персонала. Этой стадии удается избежать при получении трансгенных растений путем 

трансформации клеток интактного растения в условиях in planta.  

Методы трансформации in vitro различаются объектом обработки (типом экспланта), 

условиями и временем культивирования, составом инокуляционных и культуральных сред, 

способом обработки. Впервые агробактериальная трансформация в условиях in planta была 

осуществлена на семенах арабидопсиса в 1987 г. [1]. Трансформация в условиях in planta 

предполагает трансформацию клеток без стадии регенерации растения на среде 

культивирования. Инокуляции агробактериями подвергаются различные части (в 

зависимости от метода) растения (поколение Т0). При этом растения обычно не подвергаются 

селекционному отбору, их выращивают в грунте до цветения и созревания семян. Затем 

семена собирают и производят отбор трансформантов (поколение Т1) при проращивании на 

среде с селективным агентом.  
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2.1  Приемы, объекты агробактериальной трансформации in planta  

Типология методов in planta не разработана, порою нет достаточного понимания в 

некоторых случаях, какие именно клетки и ткани является мишенью для агробактериальной 

Т-ДНК. Чаще всего в названиях методов фигурируют части или органы растения, которые 

подвергаются инокуляции агробактериями: метод погружения цветочных почек («floral dip» 

или «floral spray»), нанесения агробактерий на пестичные нити («pistil drip», «pollen tube 

pathway»), трансформация семян и т.д. Данные по эффективности использования различных 

модификаций методов трансформации в условиях in planta приведены в таблице.  

Метод трансформации семян in planta основан на выдерживании семян в суспензии 

агробактерий и выращивании растений в естественных условиях до получения семян 

следующего поколения, которые затем отбирают на среде с селективным агентом [1]. 

Эффективность трансформации арабидобсиса в этих опытах была невелика (0,32 %), однако 

метод нашел применение для получения коллекции мутантов арабидобсиса [2–4], которые 

можно использовать для определения функций генов. Впоследствии были разработаны 

приемы, увеличивающие эффективность трансформации семян и расширен круг видов 

трансформируемых растений. Например, повышения эффективности трансформации можно 

добиться, если при инкубации с агробактериямии обрабатывать семена ультразвуком в 

присутствии окиси алюминия [5] или проводить инокуляцию при вакуумировании) [6]. 

Помимо этих приемов, исследователи используют механические повреждения при 

трансформации растений. Например, семена кукурузы повреждали скальпелем перед 

инкубацией с суспензией агробактерий [7] или на поверхности семени пшеницы и риса в 

месте, где позже должен появиться побег, делали два прокола иглой [8, 9], затем семена 

погружали в иноляционную среду с агробактериями.  

В других исследованиях инокуляции суспензией агробактерий in planta подвергались 

меристематические ткани [10 – 12] (Таблица). В этих исследованиях ткани, содержащие 
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меристематические клетки, прокалывали тонкой иглой и оборачивали хлопковым 

аппликатором, пропитанным суспензией агробактерий. Впервые этот прием применили на 

гречихе, прокалывая гипокотиль проростков [10]. Для трансформации шелковицы [11] и 

гибискуса [12] использовали меристематические ткани пазушных почек.  

Одной из интересных модификаций методов агробактериальной трансформации 

меристематических тканей in planta можно считать метод, предложенный С. Ченгом (N. 

Chang) с соавторами, предусматривающий регенерацию побегов на растении. Побег 

арабидопсиса удаляли, на место среза наносили суспензию агробактерий и регенерировали 

на нем новый побег в месте среза (Таблица) [13]. Этот метод был также использован В. 

Катавиком (V. Katavic) с соавторами [14]. 

Новым подходом в исследовании агробактериальной трансформации in planta была 

разработка методов, предусматривающих трансформацию клеток генеративных тканей. 

Одну из первых работ в этом направлении опубликовали) Н. Бичтолда (N. Bechtold) с 

соавторами [15], предложившими использовать вакуумную инфильтрацию 

агробактериальной суспензии в ткани развивающегося цветка. Растения арабидопсиса 

(A.taliana) выращивали до появления цветочных почек, выкапывали и помещали в суспензию 

агробактерий под колокол, где создавали вакуум на несколько минут, затем пересаживали 

обратно в грунт до созревания семян [16]. Аналогичную методику успешно применяли с 

использованием других видов растений): арабидопсисе (A. lasiocarpa) [17], китайской 

капусте (B. rapa L. ssp. Chinensis) [18 – 20), люцерне (M. truncatula) [21], рапсе (B. napus) [22] 

(Таблица). Однако имеются и неудачные попытки трансформации данным методом: 

например в случае с пастушьей сумки (C. bursa-pastoris), двух видов арабидопсиса (A. 

petraea, A. griffithiana) [17]. 

Для трансформации генеративных тканей арабидопсиса была разработана и более 

простая в исполнении методика, названная «floral-dip» [2]. Метод «floral-dip» предполагает 

простое погружение цветков (до раскрывания) в суспензию агробактериальных клеток без 

вакуумирования. Процедура трансформации методом «floral-dip» может иметь модификации 
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– при инокуляции суспензия агробактерий наносится на цветочные почки арабидопсиса 

пипеткой [23] или распыляется на соцветия в виде аэрозоля («floral spray») [24]. Инокуляция 

цветочных почек применялась в основном для двудольных – A.thaliana [2], Raphanus sativus 

[25], но есть сообщения об успешной трансформации и однодольных (пшеница) [26].  

Исследователи, сравнивающие в своих работах методы вакуумной инфильтрации и 

«floral-dip», отмечают их сходную эффективность для A.thaliana [2, 27]. Однако, для 

A.lasiocarpa вакуумная инфильтрация оказалась более эффективной [17], а вот для Brassica 

napus при использовании метода «floral dip» вообще не было получено трансформантов [22].  

Еще одним методом трансформации генеративных клеток является обработка 

агробактериями генеративных органов растений непосредственно во время процесса 

опыления - оплодотворения. Д. Гесс (D. Hess) c соавторами [28] наносили суспензию 

агробактерий в инокуляционной среде с ПАВ (Tween) и ацетосирингоном при помощи 

пипетки на колоски пшеницы во время появления пыльников. Похожий подход был 

использован В.А. Пухальским [29]. На пестик кастрированных цветков пшеницы кисточкой 

наносили суспензию агробактерий после искусственного опыления. Аналогичную методику 

применяли в отношении других растений. Инокуляцию цветущих метелок сорго проводили 

суспензией агробактерий после опыления [30]. М.И. Чумаковым с соавторами [31] был 

предложен метод трансформации, интеграция Т-ДНК в геном кукурузы происходила в 

результате обработки пестичных нитей клетками A. tumefaciens и последующего опыления. 

Ч. Тианзи (С. Tianzi) c соавторами [32] применили методический прием, названный ими 

«pistil drip». Авторы наносили агробактериальную суспензию на пестик хлопчатника 

(Grossipium hirsutum) в первый или второй день цветения.  

Наиболее вероятной мишенью для Т-ДНК во время процесса опыления считается 

пыльцевое зерно и прорастающая на рыльце пестика пыльцевая трубка, поэтому некоторые 

работы были направлены непосредственно на трансформацию пыльцы. Пыльцу собирали с 

цветущих растений, суспендировали в среде для проращивания пыльцы, добавляли 

агробактерии и вакуумировали. Затем наносили обработанную таким образом пыльцу на 
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пестики кастрированных цветков. Успешная трансформация была осуществлена с помощью 

такого приема на хлопчатнике (G.hirsutum) [33] и петунье (P.hybrida) [34]. 

 

2. 2 Факторы, влияющие на эффективность агробактериальной трансформации 

Эффективность агробактериальной трансформации зависит от многих факторов. При 

использовании любых методов) агробактериальной трансформации большое значение имеют 

температура, при которой производилась трансформация, состав среды для инокуляции, 

концентрация бактериальных клеток, использование индукторов генов вирулентности, 

штамм агробактерий, тип векторной конструкции и генотип растения [36]. Для методов in 

planta особое значение приобретают стадия развития растения во время инокуляции, 

особенности развития и строения цветка, продолжительность контакта растительных тканей 

с агробактериями. Ниже рассмотрены факторы, оказывающие влияние на эффективность 

трансформации in planta. 

 

2.2.1 Влияние температуры 

Температурный диапазон, подходящий для агробактериальной трансформации 

ограничивается чувствительностью к температуре белков, участвующих в переносе Т-ДНК. 

Влияние температуры на эффективность агробактериальной трансформации изучалось в 

условиях агробактериальной трансформации культуры растительных клеток. При этом 

Температуры ниже 15 °С и выше 29 °С при трансформации in vitro наиболее критичны для 

трансформации in vitro [37]. Наиболее оптимальной температурой для функционирования 

аппарата vir-зависимого переноса считается 19 °С, несмотря на то, что оптимальной для 

экспрессии vir-генов является температура 25 °С [38]. При температуре 28 °С трансформация 

уменьшается, вероятно, в результате негативного воздействия повышенной температуры на 

связанные с мембраной белки VirB-VirD4 [38], участвующие в переносе Т-ДНК и белков 

через мембрану клетки. При повышении температуры до 32 °С экспрессия vir-генов 

полностью подавляется, возможно, поскольку рецепторный белок VirA не активен при 

Са
ра
то
вс
ки
й г
ос
уд
ар
ст
ве
нн
ый

 ун
ив
ер
си
те
т и
ме
ни

 Н
. Г

. Ч
ер
ны
ше
вс
ко
го



 10 

данной температуре [39; 40]. В исследованиях Лай и Кадо (Lai,  Kado) [41] при 

температуре 28 °С белок VirB2, без которого не происходит перенос Т-ДНК также не может 

осуществлять свои функции. При температуре 28 °С, кроме того, снижается индукция белка 

VirD2, ответственного за вырезание Т-ДНК и пилотирование Т-нити, а при температуре 30 

°С и выше она полностью подавляется [42].  

Интересным представляется вопрос о влиянии температуры на эффективность 

трансформации in planta, поскольку часто отсутствует возможность создания благоприятных 

температурных условий при работе этим методом. Для большинства однодольных растений 

температура совместного культивирования с агробактериями составляет 24–28 °С [36]. 

Температура, при которой проводят инокуляцию агробактериями обычно колеблется от 22 

до 26 °С [1, 2, 9, 25, 27]. Трансформация проростков табака суспензией агробактерий 

полностью блокировалась при температуре 31 °С [43]. Эффективность трансформации in 

planta при температуре 16 и 22 °С изучал В. Катавик [14]. В двух независимых 

экспериментах были получены разные результаты – в одном (при 22 °С) эффективность 

трансформации возрастала, в другом – оставалась на прежнем уровне при указанных 

температурах. В исследованиях по трансформации кукурузы в условиях in planta обработка 

пестичных нитей агробактериями при температура воздуха 22–25 °С оказалась эффективнее, 

чем при 18–20 °С [31]. Следует также отметить, что животные клетки HeLa 

трансформировались агробактериями даже при 37 °С [44]. 

 

2.2.2 Влияние штамма агробактерий и генотипа (линии) растений 

Для трансформации растений часто используют супервирулентные штаммы  

A. tumefaciens, несущие стандартные бинарные или супербинарные векторы. Такие 

комбинации не являются необходимыми для успешной трансформации, однако они широко 

распространены и адаптированы для трансформации многих видов растений. 

В наших исследованиях по трансформации кукурузы отмечено, что штамм LBA4404, 

несущий векторную конструкцию с генами gus и nptII, демонстрировал в среднем 
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относительно более высокую частоту трансформации по сравнению с другими 

использованными штаммами (AGL0). В работе А. Викторэк–Смагура с соавторами [27] 

эффективность трансформации арабидопсиса агробактериальным штаммом GV3101 с 

разными плазмидами отличалась в нескольких опытах в 2-14 раз. Пример  функционального 

гена, переносимого в составе Т-ДНК приведен на рис. 1 (см. Приложение). 

Линия растений также может оказаться фактором, оказывающим серьезное влияние 

на успех трансформации, что, вероятно, связано с физиологическими и генетическими 

особенностями растений. В исследовании С. Клау и Э. Бента (S.J. Clough, A.F. Bent) [2] 

трансформации in planta подвергались несколько экотипов арабидопсиса. Трансформация 

трех экотипов происходила со сходной эффективностью, однако, для трех других 

наблюдалось 10-100-кратное уменьшение эффективности и даже отсутствие 

трансформантов. В работе В. Катавика (V. Katavic) с соавторами [14] при инокуляции 

одинакового количества растений трех экотипов арабидопсиса агробактериями одного 

штамма установлено, что два экотипа имеют сходную эффективность трансформации, а для 

третьего экотипа вообще не было получено трансформантов. В наших экспериментах 

отмечено, что трансформация разных линий кукурузы происходит с неодинаковой 

эффективностью. Например, при использовании гибридной комбинации ЗМС/КМС 

эффективность трансформации была в среднем в три раза выше, чем при использовании 

гибридной комбинации АТ-3/ЗМСП. Разница в эффективности трансформации различных 

линий может быть связана с генетическими или физиологическими особенностями 

(количество готовых к опылению цветков, стадия развития цветка, состояние пыльцы) как 

материнских, так и отцовских растений. 

 

2.2.3 Условия выращивания агробактериальных клеток и среда для инокуляции 

Обычно для трансформации используют молодые бактериальные культуры, 

полученные после выращивания в жидкой среде до стационарной фазы (в течение 8-12 часов 

с аэрацией) при температуре 28 °С [16, 27, 45, 46]. В работе С. Клау (S.J. Clough) и  Э.Бента 
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(A.F. Bent) [2] использовали агробактериальные клетки, выращенные до поздней 

стационарной фазы (после 84 часов роста), не отметив при этом изменения в эффективности 

трансформации арабидопсиса методом «floral dip». Показано, что использование 

агробактериальных клеток, культивируемых на твердых питательных средах, не оказывает 

существенного влияния на эффективность трансформации, даже если культуры до 

использования хранились при температуре 4 °С в течение недели [45]. 

Для приготовление суспензии клеток агробактерий для обработки растений можно  

использовать среды  – YEBS или LB [14, 45, 46]. При этом агробактерии, выращенные на  

богатой питательной среде, затем можно ресуспендировать просто в воде [8–12]. После 

выращивания на богатой среде бактерии собирают центрифугированием, а затем 

ресуспендируют в инокуляционной среде до плотности суспензии OD600=0,8 [2]. При 

использовании суспензий большей или меньшей плотности (OD600 5 0,15–1,75) 

эффективность трансформации практически не меняется [2].  

В то же время для инокуляции растений агробактериями в методах in planta часто 

используют среду, подходящую для роста растений, например, МС, которая иногда 

дополняется различными компонентами, такими как сахароза и поверхностно-активные 

вещества (ПАВ) [1, 6, 13, 16, 27].  

Для трансформации методом вакуумной инфильтрации первоначально использовали 

среду для роста растений, дополненную витаминами, цитокинином и сахарозой [15]. Однако 

позже было установлено, что наличие солей в среде МС не является критичным фактором и 

практически не оказывает воздействия на эффективность трансформации [2]. Но отсутствие 

в среде для инокуляции сахарозы приводило к отсутствию трансформантов или 

значительному уменьшению эффективности [2].  

При трансформации методом «floral dip» критичными компонентами инокуляционной 

среды оказались сахароза и ПАВ (Силвет L77, плуроновая килота F68, твин-20) [2, 21, 25]. 

Увеличение частоты трансформации наблюдалось при добавлении в инокуляционную среду 

сахарозы (0,5-10 %) [2, 21]. Наиболее широкое распространение получило использование 
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ПАВ Силвет L77, применяемого как добавка к растворам пестицидов  и удобрений для 

повышения эффективности препаратов. Препарат уменьшает поверхностное натяжение 

водных растворов, что способствует ускоренному поглощению  препаратов  внутрь растения 

 через устьица. Отсутствие его в среде для инокуляции нередко приводит к отсутствию 

трансформантов или низкой эффективности трансформации [2, 21, 25, 27]. Установлено, что 

оптимальными являются концентрации ПАВ силвета L77 от 0,02 до 0,05 % [2, 25, 27]. 

Дальнейшее увеличение концентрации силвета L77 приводит к снижению эффективности 

трансформации [25, 27], а концентрация 0,1 % приводит к некрозу растительной ткани [2]. 

Использование других ПАВ (плуроновая килота F68, твин-20) оказывает менее заметное 

влияние на успешность и эффективность трансформации [25]. При использовании метода 

вакуумной инфильтрации обычно используют меньшую концентрацию силвета L77 – 0,005% 

[47], хотя увеличение концентрации в 4 раза приводит к двукратному увеличению 

эффективности трансформации [2]. Возможно, сурфактант играет роль, сходную с ролью 

вакуума и способствует проникновению бактериальных клеток в растительные ткани.  

 

2.2.4 Стадия развития растения  

При использовании методов трансформации in planta, таких как погружение 

цветочных почек или вакуумная инфильтрация, большое внимание уделяется стадии 

развития генеративной сферы растения во время инокуляции. При трансформации 

арабидопсиса наиболее благоприятна стадия, когда растение содержит большое количество 

еще не открывшихся цветочных почек [2]. Вероятно, это связано с особенностями 

формирования геницея арабидопсиса. Завязь арабидопсиса в процессе развития формирует 

вазообразную, открытую сверху структуру. Только на поздней стадии развития цветка, 

примерно за 3 дня до опыления, вершина вазы запечатывается. Именно в это время 

возможно проникновение агробактериальных клеток внутрь развивающегося пестика.  

Стадия развития генеративных тканей важна и для успеха трансформации другими 

методами, что может быть связано не только с анатомическими, но и физиологическими 
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особенностями растения. Однако, часто исследователи лишь отмечают наиболее 

благоприятное время для получения трансформантов, не объясняя природы наблюдаемого 

явления. Например, при трансформации пшеницы трансформанты получались только, если в 

суспензию агробактерий погружались колоски более чем за 4-7 дней до появления 

пыльников, во время формирования микроспор [26]. Оптимальной оказалась стадия, когда 

колос достигал 6-7 см длиной и еще не появился из обертки. Но трансформанты не были 

получены, когда в суспензию агробактерий погружались колоски менее 4 см длиной [26].  

При трансформации семян арабидопсиса трансформанты были получены только при 

проращивании семян в течение 12 часов до инокуляции, но не на пророщенных до 

инокуляции агробактериями в течение 6 и 24 часов семенах. Авторы предположили, что, 

процесс прорастания сопряжен с поранением в момент разрыва оболочки семени и клетки 

зародыша становятся чувствительными к трансформации в этот период [1]. 

 

2.2.5 Условия инокуляции растений агробактериями 

Время контакта агробактериальной суспензии и тканей растений в методе погружения 

цветочных почек и время действия вакуума также является немаловажным фактором при 

трансформации. Во время инокуляции клетки агробактерий проникают под покровы 

цветочной почки, а затем, возможно, проникают в межклеточное пространство. Поэтому 

увеличение времени инокуляции приводит к увеличению эффективности трансформации. 

Установлено, что увеличение времени погружения цветочных почек арабидопсиса в 

суспензию от 1 до 2-х минут приводит к увеличению эффективности почти в 2 раза [27]. Тот 

же эффект был достигнут при увеличении времени погружения от 5 секунд до 5 минут [24]. 

Время выдерживания под вакуумом цветочных почек обычно подбирают эмпирически и оно 

составляет от 2 [24, 27] до 20-25 минут [16, 19]. В работе А. Викторэк-Смагура с соавторами 

4-х минутное выдерживание под вакуумом оказалось более эффективным по сравнению с 2, 

6 и 8 минутным [27]. У В. Вэнга (Wang) с соавторами [22] трансформанты получались 

только, когда время вакуума достигало 5 мин. Однако длительное выдерживание в условиях 
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вакуума может повреждать растения или приводить к уменьшению эффективности 

трансформации [24]. Когда инокуляцию цветочных почек проводят 2–3 раза, с интервалом в 

несколько дней, эффективность трансформации увеличивается [2, 23, 24]. 

Очевидно, что и после инокуляции агробактериальные клетки остаются на 

поверхности растения в течение некоторого времени и способны к трансформации 

растительных клеток. Для китайской капусты установлено, что агробактерии могут 

сохраняться некоторое время на поверхности растений и в межклеточном пространстве 

после проведения процедуры вакуумной инфильтрации [20]. Через две недели агробактерии 

не обнаруживаются на листьях и побегах, а в соцветиях сохраняются до 19 дней [20]. 

Поэтому необходимо в течение 1–3 дней создавать влажность вокруг инокулированных 

растений. Для этого горшки с растениями обычно накрывают стеклянным или пластиковым 

колоколом. Создание влажности на более длительный период (2 дня вместо одного) 

приводило к увеличению трансформации в два раза [2]. 

 

2.3. Возможный механизм агробактериальной трансформации методом in planta 

В методах трансформации in planta инокуляции агробактериями подвергаются 

различные ткани растения на разных стадиях развития - от прорастания семени до стадии 

цветения. Логично предположить, что мишенью для Т-ДНК могут служить различные ткани 

и клетки. Наследование Т-ДНК в поколении растений Т1 говорит о наличии вставки Т-ДНК в 

генеративных клетках обрабатываемых агробактериями растений поколения Т0, но при этом 

не исключается встройка Т-ДНК в клетки других тканей. Наследование Т-ДНК в поколении 

Т2 изучалось многими исследователями, использующими методы трансформации in planta и 

в большинстве случаев показано менделевское наследование вставки [1, 14, 19, 21, 25, 26, 

48]. При этом количество вставок Т-ДНК может варьировать от одной до нескольких.  

Изучение метода трансформации семян и анализ наследования трансгенов привел 

авторов к гипотезе, что клетки агробактерий проникают к меристеме побега через семявход – 

микропиле, входят в межклеточное пространство зародыша и сохраняются там в течении 
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развития растения. Иногда во время спорогенеза, гаметогенеза или оплодотворения 

агробактерии трансформируют генеративные клетки, которые дадут зиготу, или саму зиготу 

[3]. В. Катавик (Katavic) с соавторами [14] в своем исследовании приходят к подобным 

выводам, несмотря на то, что метод, разрабатываемый ими, отличен по исполнению от 

метода трансформации семян. 

При трансформации развивающихся генеративных тканей in planta («floral dip», 

вакуумная инфильтация) Т-ДНК присутствует только в одной из гомологичных хромосом 

трансгенного растения [3, 15]. Это говорит о том, что интеграция Т-ДНК происходит на 

стадии развития цветков, когда клетки мужских и женских тканей уже образовались. 

Арабидопсис – самоопыляющееся растение и если бы интеграция Т-ДНК происходила на 

стадиях развития, когда андроцей и гинецей еще не образовались, то после самоопыления 

часть растений-трансформантов Т1 являлась бы гомозиготной по перенесенному гену. Но 

большинство исследований подтверждают, что полученные трансформанты гетерозиготны 

[15]. С другой стороны, все части трансгенного растения несут вставку Т-ДНК, а это 

означает, что зигота содержала перенесенный ген еще до первого деления. Установлено, что 

трансформанты, выросшие из семян одного стручка арабидопсиса являются независимыми. 

Следовательно, трансформация происходит, когда в завязи уже образовались отдельные 

семяпочки [48, 49]. В методах «floral-dip» и вакуумной инфильтрации мишенью для 

агробактериальной трансформации предположительно являются клетки развивающейся 

женской репродуктивной ткани [48, 49]. Успех трансформации зависит от стадии развития 

цветка. При агробактериальной трансформации арабидопсиса наиболее благоприятна стадия, 

когда растение содержит большое количество еще не открывшихся цветочных почек [2]. 

Можно предположить, что в это время репродуктивные ткани являются доступными для 

агробактерий. Вероятно, трансформация женских тканей происходит, когда гинецей 

арабидопсиса открыт, но не сформированы закрытые локулы [49]. Трансформанты 

получаются только при инокуляции цветочных почек агробактериями в период между 6- и 

11-м днями до цветения, когда открыты пестики [49]. При этом, вероятно, бактерии 
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проникают в завязь и передают Т-ДНК женским репродуктивным тканям. При 

использовании мутантов арабидопсиса, у которых срастание плодолистиков происходит не 

до конца и геницей является частично открытым [49], эффективность трансформации 

увеличивалась в 6 раз.  

Для определения клеток-мишеней для Т-ДНК использовали гистохимическое 

окрашивание тканей после инокуляции агробактериями, несущими векторные конструкции с 

геном бета-глюкуронидазы [Ye, 1999, Desfeux 2000]. Экспрессию uidA (gus) наблюдали в 

женских тканях, а также в пыльцевых зернах после вакуумной инфильтрации [48] или 

погружения цветочных почек [49] арабидопсиса в суспензию агробактерий. Но при 

использовании вектора с геном gus под промотором, обуславливающим экспрессию только в 

пыльце, окрашивания в пыльцевых зернах не было [49]. К тому же, растения, опыленные 

пыльцой с цветков, лишенных пестиков и подвергнутых инокуляции агробактериями в этих 

исследованиях не дали трансгенных потомков. И наоборот, трансформанты были получены 

при опылении кастрированных, лишенных пыльников цветков, подвергнутых обработке 

агробактериями и опыленных пыльцой необработанных растений [48, 49]. Тем не менее, 

формально нельзя исключить, что мужской гаметофит подвергался трансформации при 

прорастании на рыльце или во время оплодотворения. Дискуссионным остается вопрос: 

является ли экспрессия гена gus в этих исследованиях показателем стабильной 

трансформации растительных тканей, которые затем передают ген потомству. Нельзя также 

полностью исключить, что она является следствием контаминации растительных тканей 

бактериями. Н. Бичтолд (Bechtold) с соавторами [50] не наблюдали экспрессию гена gus в 

пыльцевых зернах или зародышевых мешках после вакуумной инфильтрации арабидопсиса, 

когда использовался ген под контролем гаметофитного (мужского и женского) промотора. 

Используя мутантные линии арабидопсиса, в этой работе также установлено, что мишенью 

для Т-ДНК является женский гаметофит. В последующем его исследовании показана 

возможность трансформации эндосперма арабидопсиса [51]. При этом трансформация 

яйцеклетки и эндосперма являются независимыми событиями. Из этого можно сделать 
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вывод, что трансформации подвергаются клетки уже сформировавшегося зародышевого 

мешка, который содержит яйцеклетку и центральную клетку. 

Применение метода трансформации «floral dip», по мнению некоторых 

исследователей подходит только для некоторых видов семейства Brassicaceae [51, 52]. 

Вполне возможно, что механизм, лежащий в основе трансформации во время опыления-

оплодотворения отличается от описанного выше, поскольку гинецей других видов может не 

иметь сообщения с поверхностными тканями растения, подверженными инокуляции 

агробактериями, ни во время развития, ни во время опыления. И в процессе опыления 

мишенью для агробактерий является мужской гаметофит – пыльцевое зерно или 

прорастающая на рыльце пестика пыльцевая трубка [28, 29, 32, 33, 53].  

Пыльцевые зерна защищены прочной экзиной, проникновение через которую 

агробактерий маловероятно. Однако пыльцевые зерна имеют пору, через которую в 

дальнейшем происходит прорастание пыльцевой трубки. Растущий конец пыльцевой трубки 

не имеет прочной, ригидной клеточной стенки, что может способствовать лучшему контакту 

бактериальных клеток и пыльцевой трубки. Пыльцевая трубка, к тому же, способна к 

эндоцитозу, поэтому теоретически возможен захват экзогенной ДНК растущей пыльцевой 

трубкой [54, 55]. Вакуумирование при инкубировании пыльцы с агробактериями, возможно, 

способствует более плотному контакту агробактерий с пыльцевыми зернами [33, 34]. 

Однако возможность агробактериальной трансформации пыльцы все еще является 

дискуссионным вопросом. Например, трансформация пыльцы лилии агробактериями in vitro 

на питательной среде была успешной и наблюдалась экспрессия перенесенного в составе Т-

ДНК гена бета-глюкуронидазы [56, 57].  

Однако, в работе Е. Стогер (Stoger) с соавторами [58] возможность агробактериальной 

трансформации пыльцы была подвергнута сомнению. Пыльцу табака инкубировали с  

суспензией различных штаммов агробактерий, несущих бинарные векторы, выключающие 

конструкции с геном gus. Голубое окрашивание пыльцевых зерен наблюдали при 

использовании конструкций, эффективно экспрессирующихся в бактериях. Но 
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культивирование пыльцы с агробактериальными штаммами, несущими в составе Т-ДНК 

гены, экспрессирующиеся только в растениях (ген gus с интроном) не приводило к 

появлению окраски. Авторы предположили, что окрашенный продукт может 

диффундировать из клеток агробактерий в пыльцевые зерна, или окрашенные клетки 

агробактерий могут адсорбироваться на поверхности пыльцевых зерен, что и обуславливает 

ложно-положительную окраску пыльцы [58]. 

Одним из предполагаемых механизмов попадания Т-ДНК в генеративные кукурузы 

после обработки пестичных нитей является продвижение агробактерий к яйцеклетке 

зародышевого мешка вместе с прорастающей пыльцевой трубкой и последующее 

поглощение Т-ДНК в составе агробактерий или Т-комплекса во время слияния пыльцевой 

трубки с яйцеклеткой [53, 59]. Установлено, что даже частицы латекса размером 6 мкм 

(размер агробактерии - 0,6-1,0 × 1,5-3,0 мкм) могут достигать зародышевого мешка вместе с 

пыльцевой трубкой [60].  

Для определения механизма попадания Т-ДНК в зародышевый мешок кукурузы при 

трансформации in planta использовали растительные линии-гаплоиндукторы [53]. При 

использовании линии-гаплоиндуктора в следующем поколении возможно появление 

матроклинных гаплоидов (растений, несущих только один материнский набор хромосом). 

Пыльцевая трубка при этом достигает зародышевого мешка, но спермии пыльцевых зерен 

линии-гаплоиндуктора не способны к нормальному слиянию с яйцеклетками [61]. Наличие 

трансформированных гаплоидных растений кукурузы говорит о возможности доставки Т-

комплекса (или агробактерий) в составе цитоплазмы пыльцевой трубки к зародышевому 

мешку [53].  
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Заключение  

В методическом пособии рассмотрены методы переноса генов в составе Т-ДНК 

агробактерий в клетки растений в условиях in planta, когда отсутствует стадия регенерации 

трансформированных фертильных растений из культуры клеток. Данная технология 

позволяет преодолеть трудности трансформации однодольных сельскохозяйственных 

растений с низким морфогенетическим потенциалом и упростить дорогостоящую, 

трудозатратную и требующую специального оборудования и высококвалифицированного 

персонала стадию регенерации трансгенных растений. Разработка методов in planta 

представляется перспективной задачей, однако необходимо преодолеть некоторые 

трудности. Например, трансформация методом инокуляции соцветий – наиболее 

разработанный и воспроизводимый метод трансформации in planta, подходит только для 

некоторых видов, в основном семействе крестоцветные, что связано, вероятно, с 

особенностями строения генеративной сферы.  

Поэтому при работе с новыми видами растений необходимо адаптировать метод и 

определять подходящие условия (стадия развития растения, инокуляционная среда, 

технические приемы). Например, положительный эффект на эффективность трансформации 

семян могут оказать приемы, способствующие проникновению агробактерий – 

вакуумирование, механическое повреждение оболочки (ультразвук, частицы оксида 

алюминия, прокалывание, надрез скальпелем и т.д.). Для методов инокуляции цветочных 

почек важными факторами являются добавление сахарозы и ПАВ в среду для инокуляции, 

подбор подходящей стадии развития почки, для трансформации с использованием процесса 

опыления-оплодотворения – подбор времени инокуляции (до опыления, во время, после 

опыления), обработка пыльцы (вакуумирование). Необходимо учитывать также влияние 

генотипа растения, штамма, типа векторной конструкции, состава инокуляционной среды и 

условий обработки агробактериями растений на эффективность агробактериальной 

трансформации в условиях in planta.  
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Анализ работ по исследованию возможного механизма переноса Т-ДНК в 

генеративные клетки растений методом in planta показывает, что в ряде доказанных случаев 

мишенью для Т-ДНК служит яйцеклетка, при этом возможность трансформации мужского 

гаметофита является более дискуссионной. 
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Приложение 

Таблица  

Эффективность агробактериальной трансформации растений методом in planta 

Метод Модификация  Вид растения 

 

Штамм  

A. tumefaciens 

(конструкция) 

Эффектив

ность  

(%) 
1 

 

Источ

ник 

 

Инокуляция 

семян  

Инокуляция при 

проращивании семян 

Резуховидка Таля 

(A. thaliana) 

 

C58Clrif (3850:1003) 0,3 1 

Обработка ультразвуком, в 

присутствии оксида 

аллюминия перед 

инокуляцией семян 

А-281 (pLD3),  

А-281 (pPCVRN4) 

0,6 –  1,8 4, 5 

Инокуляция семян в 

условиях вакуума 

Пшеница мягкая 

(T. aestivum L.) 

(pPGV3850) 3,3 –   9,6 
2 

 

6 

Овсяница красная 

 (F. rubra) 

(pPGV3850) 2,0 
2 

Разрез скальпелем на 

семени места, где 

находится апикальная 

меристема 

Кукуруза сахарная 

(Z. mays) 

EHA101 (pWM101S6) 0,6 
2 

7 

Прокалывание области 

семени, где должен 

появиться побег  

Рис посевной  

(O. sativa) 

LBA4404  

(pIG121-Hm, pBi-res), 

M-21 

 

40 – 43 
3 

8 

Пшеница мягкая 

(T. aestivum L.) 

LBA4404 (pIG121-Hm, 

pBi-res), M-21 

 

29 – 70 
3 

9 

Инокуляция 

меристемы 

Прокалывание 

меристематических тканей 

пазушных почек 

Шелковица белая  

(M. alba L.)  

M-21 

 

100  
4 

11 

Прокалывание 

латеральных почек 

Гибискус 

коноплевый  

(H. cannabinus) 

LBA4404 (pBi-res),  

M-21 

НД 12 

Прокалывание гипокотиля 

проростков 

Гречиха 

обыкновенная 

(F. esculentum) 

LBA4404 (pBi121),  

M-21 

36 – 70
3 

10 

Инокуляция места среза 

побега  

Резуховидка Таля 

(A. thaliana)  

LBA4404 (pBI121) 5,5 
5 

13 

GV3101 (pBI121, 

pRD410, pGH8)  

3,6 –  9,6 
 6 

14 

Вакуумная инфильтрация 

проростков 

 

Люцерна трункатула 

(M. truncatula) 

EHA105 (pBI121-bar, 

PKYLX7-Gus, 

pBINmgfp-ER-bar, 

pGA482-bar), 

 GV3101 (pSKL015)  

2,9 –  26,7 21 

Инокуляция 

цветочных 

почек 

Вакуумная инфильтрация 

соцветий 

Резуховидка Таля 

(A. thaliana) 

MP5-1 (pGKB5) 1,0 15, 16 

GV3101 (pCAMBIA 

2301, pCAMBIA 1305) 

1,4 –  1,6 27 

GV3101 (pBI121C) 0,8 –  1,8 24 

GV3101 

(pBINm-gfp5-ER) 

0,5  2 

Резуховидка LBA4404  0,02 – 0,7 17 
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ласиокарпа 

(A. lasiocarpa) 

(pBIN-mgfp5-ER) 

Люцерна трункатула 

(M. truncatula) 

ASE1  

(pSLJ525, pSKL006),  

EHA105  

(pBINmgfp-ER-bar) 

12,6 – 76,4 21 

Капуста китайская 

 (B. rapa L. ssp. 

chinensis) 

C58/pMP90  

(pDHB-NIa1) 

0,01 19 

Рапс яровой  

(B. napus)  

C58CIRif
R  

(pNOV264) 0,2 22 

Погружение соцветий в 

суспензию агробактерий 

Резуховидка Таля  

(A. thaliana) 

 

GV3101  

(pBINm-gfp5-ER) 

0,1 – 3,0 2,  49 

GV3101 (pCAMBIA 

2301, pCAMBIA 1305) 

1,7 - 2,0 27 

ABI (CCR2:LUC), 

 GV3101 (CCR2:LUC) 

0,1 – 0,7 46 

GV3101 (pBI121C) 0,9 – 2,0 24 

Пшеница мягкая 

(T. aestivum L.) 

C58C1 (pDs(Hyg)35S), 

AGL1 (pBECKSred) 

6,8 26 

Редис посевной  

(R. sativus L. var. 

longipinnatus Bailey) 

AGL1 (pCAMBIA3301) 1,4 25 

(A. lasiocarpa) LBA4404  

(pBIN-mgfp5-ER) 

0,03 –  0,5 17 

Нанесение капли 

суспензии агробактерий на 

цветочную почку  

Резуховидка Таля  

(A. thaliana) 

 

 pBI101, pGWB1 0,3 – 1,0 23 

Нанесение суспензии 

агробактерий на соцветия 

в виде аэрозоля 

Резуховидка Таля  

(A. thaliana) 

 

GV3101 (pBI121C) 1,3 –  2,4 24 

Инокуляция 

цветков 

Нанесение суспензии 

агробактерий на пестик во 

время или после 

искусственного опыления 

Сорго двуцветное 

(S. bicolor  

L. Moench) 

GV3101 (pTd33) 1,4 –  2,2 30 

Кукуруза сахарная  

(Z. mays) 

GV3101 (pTd33) 6,8 31 

Пшеница мягкая 

(T. aestivum L.) 

С158 (коинтеграт 

pCV2260, pSIR42) 

2,7  29 

Петунья гибридная  

(P. hybrida) 

AGLO (pCGP1258) 7,5  34 

Хлопчатник 

обыкновенный  

(G. hirsutum L.) 

EHA105 (pKF111) 0,04  –  0,9 32 

Пшеница мягкая 

(T. aestivum L.) 

 НД до 2,6 28 

Вакуумирование пыльцы с 

агробактериальной 

суспензией перед 

нанесением на пестик 

Хлопчатник 

обыкновенный  

(G. hirsutum) 

GV3101 

(pCAMBIA1301) 

0,8 33 

Петунья гибридная 

(P. hybrida) 

AGLO (pCGP1258) 9  34 

 

Примечание: 1  -  трансформанты Т1/семена с T0;  2 – трансформанты Т0/семена T0; 3 - 

трансформанты Т1/проростки Т1; 4 – 4 трансформанта Т0/инокулированные растения Т0; 5 – 

трансформанты Т1/регенерировавшие побеги Т0; 6 – трансформанты Т1/ обработанные 

растения Т0, НД – нет данных. 

 

 

Са
ра
то
вс
ки
й г
ос
уд
ар
ст
ве
нн
ый

 ун
ив
ер
си
те
т и
ме
ни

 Н
. Г

. Ч
ер
ны
ше
вс
ко
го



 31 

 

 

Рис. 1 Пример функционального антисмысловой последовательности 

фрагмента гена пролиндегидрогеназы арабидобсиса, переносимого в 

составе Т-ДНК (конструкции pBi2E)  

        (Кочетов с соавт., // Генетика. – 2004. – Т. 40. – С. 282-285). 

 

NOSpro – промотор гена нопалинсинтазы; 

nptII– ген неомицинфосфотрансферазы II E. coli;  

NOSter – сигнал полиаденилирования; 

35S pro – промотор вируса мозаики цветной капусты;  

PDH-ex1 фрагмент первого экзона гена ПДГ арабидопсиса; 

RB и LB – правая и левая границы области Т-ДНК 
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