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Список сокращений и условных обозначений 

 

рTi и рRi плазмиды Agrobacterium spp. 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ЭДТА/ EDTA – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ТАЕ – трис-ацетатный буфер 

LB-среда – среда Лурия-Бертрани 

ИУК – индол-3-уксусная кислота 

НУК – нафтилуксусная кислота 

пн – пара нуклеотидов 

rpm – Rate Per Minute 

БАП – бензиламинопурин 

ТЕ – трис-ЭДТА буфер 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

МС – среда Мурасиге и Скуга 

Rol – root locus 

п.о. – пара оснований 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность. Рaзные виды Agrobacterium поражают более 140 видов 

двудольных растений, принaдлежащих 93 семействам [41]. Agrobacterium 

rhizogenes (син. Rhizobium radiobacter) – вид грамотрицательных, облигатно 

аэробных почвeнных бaктерий семейства Rhizobiaceae. A. rhizogenes – 

обитают в почве и вызывают образовaние волoсoвидных корнeй на месте 

рaнения и заражения у двудoльных и некоторых других групп рaстений. Ri-

плазмида агробактерий кодирует генный локус rol (aнгл. root locus),  который 

содержит гeны rolA, rolB и rolC, иногда еще rolD. Данные гены встраиваются 

в геном клeтки-хозяина. Такая генетическaя трансфoрмация может вызывать 

oбразование сильно разветвленных волосовидных корней на месте заражения 

[47]. 

В биотехнологических лабораториях мира наиболее популярными 

являются штаммы АТСС15834 и А4. Корни, полученные A. rhizogenes 

штамма А4 более разветвленные («косматые») и новые волосовидные корни 

на семядольных эксплантах продолжают формироваться в течение 2 месяцев, 

тогда как после трансформации штаммом 15834 новые корни 

образовываются только в течение первого месяца. Для корневых культур, 

полученных обоими типами штаммов, помимо плагиотропного роста корней, 

было характерно их быстрое ветвление на фоне не столь хорошо 

выраженного апикального роста кончиков корней, что приводило к очень 

плотному переплетению образующихся боковых корней [46]. 

Штамм А4 характеризуется более толстыми и темными корнями с 

большим количеством коротких, растущих вертикально вверх «пушистых» 

корешков, имеющих потемневший кончик и иногда останавливающихся в 

росте через месяц культивирования на жидкой среде МS. 

Трансформация штаммом 15834 отличается от трансформации 

штаммом А4 меньшей толщиной корней, отсутствием потемнения кончиков 
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корней и замедление их роста не фиксировалось ни у одной линии, по 

крайней мере, через 1 месяц после отделения от материнского экспланта. 

Использование диких штаммов, полученных методами генной 

инженерии, штаммов бактерий с модифицированными Ri-плазмидой и Ti-

плазмидой, или комбинированных с плазмидами (содержащие гены rol 

вместе или по отдельности), так же повышало вирулентность агробактерии 

(Valdes et al., 2016). Фенотипические эффекты, наблюдаемые в линиях 

растений Ri, являются прямым следствием процессов переноса, интеграции и 

экспрессии Т-ДНК Ri-плазмиды в клетку растения-хозяина. После успешного 

завершения этапов генетической трансформации многие из генов T-ДНК 

вызывают сильные морфогенные эффекты, которые возникают в результате 

изменений метаболизма растительных гормонов и чувствительности клеток к 

ним [51]. 

Культуры волосовидных корней в биотехнологическом производстве 

могут подвергаться отрицательному влиянию изменений состава среды, 

температуры, и т.д., поэтому создание не только высокопродуктивных, но и 

стрессоустойчивых волосовидных корней весьма актуально. 

 Личный вклад автора. Автoр принимал личное участие во всех 

этапах исследований, а именно в постановке целей, задач, разработке плана, 

экспериментальных исследованиях, обработке, анализе и интерпретации 

полученных данных. 

Предмет исследования: особенности инфекционного процесса при 

трансформации штаммом К599, в отличие от классических штаммов A. 

rhizogenes А4 и 15834. 

Объектом исследования является Agrobacterium rhizogenes штамма 

К599. 

Цель исследования: Определение особенностей штамма К599 

Agrobacterium rhizogenes при генетической трансформации растений. 
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Задачи исследования: 

1. Провести агробактериальную трансформацию листовых эксплантов табака 

при помощи штамма К599 Agrobacterium rhizogenes; 

 2. Получить волосовидные корни и регенеранты побегов на эксплантах 

табака; 

 3. Получить культуры волосовидных корней и укоренить побеги, 

полученные при помощи штамма К599 Agrobacterium rhizogenes; 

4. Доказать трансгенный статус волосовидных корней и растений, 

полученных после генетической трансформации при помощи штамма К599 

Agrobacterium rhizogenes. 

5. Определить особенности штамма К599 при агробактериальной 

трансформации растений. 

Дипломная работа выполнена на базе Института биохимии и генетики 

– обособленное структурное подразделение Федерального государственного 

бюджетного научного учреждения Уфимского федерального 

исследовательского центра Российской академии наук в лаборатории 

геномики растений под руководством заведующего лабораторией, д.б.н. 

Кулуева Булата Разяповича. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Род Agrobacterium/Rhizobium, физиологические и генетические 

свойства, разнообразие, таксономическое положение, основные 

представители – патогены растений 

 

Agrobacterium rhizogenes (лат.) – это облигатно аэробный вид 

грамотрицательных протеобактерий и  главное свойство бактерий этого рода 

является способность к генетической трансформации клеток растений при 

помощи Т–ДНК фрагмента плазмиды (Ti, Ri) размером не менее 4000 тыс. 

п.о. и бактериальной транспортной (секреторной) системы 4–го типа (Type 4 

Secretion System, T4SS) [76]. Фитопатоген обуславливает образование 

волосовидных корней у значительно числа видов растений, а также является 

факультативным патогеном для животных и людей (http://medbiol.ru). Род 

Agrobacterium применяется в генной инженерии и биотехнологии для 

генетической трансформации растений и изучения транзитной экспрессии 

генов в растениях [6]. 

 

1.1.1. Систематическое положение рода Agrobacterium 

 

Царство Прокариоты Prokaryota 

Группа Грамотрицательные аэробные палочки и кокки  

Семейство Rhizobiaceae  

Род Agrobacterium  

Биологическая группа – факультативный паразит (гемибиотроф). 

Бактерии этого рода стержнеобразные (от 0,6–1,0 мм до 1,5–3,0 мкм), 

располагаются  по одной или несколько пар, имеют один или шесть 

подвижных перитрихиальных жгутика, и без эндоспор.  Этот род включен в 

α–2 подкласс Proteobacteria на основaнии срaвнения последовательностей 

рибосомaльных РHК генов [44, 75]. 
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Ближайшие родственные бaктерии в рамках семействa Rhizobiaceae 

принадлежат родам Carbophilus, Neorhizobium, Ciceribacter, Candidatus, 

Liberibacter, Rhizobium, Amorphomonas, Pararhizobium, Pseudorhizobium, 

Ensifer,  Sinorhizobium  и Shinella в основном ассоциированы с растениями 

как симбионты или фитопатогены. В порядок Rhizobiales входят патогенные 

для животных и человека виды родов Bartonella, Brucella и симбионты 

некоторых растений рода Bradyrhizobium [81]. 

 

1.1.2. Физиологические признаки рода Agrobacterium 

 

В соответствии с описанием рода Agrobacterium, бактерия–

хемоорганогетеротроф и облигатный аэроб. Она не нуждается в  

специфических факторах для роста на искуcственных питательных средах и 

способна использовать сравнительно большой спектр органических веществ 

как единственный источник углерода, включая N– ацетилглюкозамин, α–

аланин, β–аланин, арабинозу, аспартат, дульцит и т. д., так же  способна 

расти на жидкой среде LB–бульоне. На агаризованных питательных средах 

Agrobacterium образуют выпуклые, округлые гладкие непигментированные 

или слабо–бежевые колонии. На кaртофельном агаре колонии приподнятые, 

влажно–блестящие, светло–бежевые с рoвным прoсвечивающим крaем. 

Утилизирyют мaннитол и дрyгие углеводы с oбрaзoвaнием кислoты. 

Бактерии оксидазо–положительны, образуют уреазу, не образуют индол [14]. 

Развитие пaтогена на средах с yглеводами сопровождается oбильным 

oбрaзованием внеклеточной пoлисaхaридной слизи. Крaхмал нe 

гидрoлизyют. Молоко створаживают, но не пептонизируют. Лакмусовое 

молоко подкисляют. Нитраты редуцируют. Желатин не разжижают или 

разжижают очень медленно. Реакция на каталазу, оксидазу и уреазу, как 

правило, положительная. Абсорбируют индол, сероводород и аммиак. 

Образуют кислоту на сахарозе, арабинозе, декстрозе, лактозе, галактозе, 

манните, фруктозе. Патоген вырастает при 0–37 °С, наилучшая температура 
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роста  25–30 °С, максимальная 37 °С, термальная точка их гибели в 

растениях 51 °С. Необходимый диапазон рН 6,0–9,0 [14]. Биохимические 

признаки применяются для дифференциации видов, биотипов и штаммовых 

групп внутри данного рода (Таблица 1), а также для разработки селективных 

питательных сред для выделения и идентификации патогенов. 

Таблица 1 

Таксономические подразделения рода Agrobacterium и ключевые 

диагностические признаки для их дифференциации  

Диагностический тест Agrobacterium rhizogenes  Agrobacterium tumefaciens 

Вид колоний  края ровные  края ровные  

Гранулы В–

гидроксибутурата  

+/– +/– 

Гидролиз крахмала - - 

Диффузный пигмент - - 

Использование цитрата  +
 +/– 

Кислота из: 

 эритритола  

мелицитозы 

 

+
 

- 

 

- 

+ 

Кислотное растворение мела 

на среде PDA+CaCO3 

+
 - 

Лакмусовое молоко К  Щ 

Нитраты в нитриты +/– +/– 

Пектолитические св–ва при  

pH 4,5 

- - 

Подвижность + + 

Подвижность при pH 7.0 - - 

Окраска Белые, кремовые Белые, кремовые 

Окраска по Граму - - 

Оксидаза + + 

Рост на 2% NaCl - + 

Рост при 35°С +/– + 

Симптомы болезни Волосовидный корень 

 

Наросты на стебле и на 

корнях 

Цитрат аммония - + 

Щелочь из кислоты: 

малоновой 

(метандикарбоновая кислота) 

винной слизевой 

(галактаровая) 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

3–кетолактоза +/– + 

O/F O O 

 

– 80% или более штаммов отрицательно;  
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+/– вариабельно;  

Щ/К – щелочная/кислая реакция; 

О–окислительный катаболизм глюкозы. 

 

1.1.3. Вирулентность  и распространение бактерий рода Agrobacterium 

 

Agrobacterium – род всюду распространенные почвенные бактерии, 

которые содержат фитопатогенные изоляты, зaражающие рaстения около 90 

сeмейств двyдольных кyльтур [15, 20]. Поражает в основном экономически 

важные фруктовые (яблоня, айва, слива груша) культуры, ореховые 

(миндаль, грецкий орех, фундук) культуры, виноград, декоративные растения 

(розы, хризантемы, георгины). В отдельных случаях, заражаются  и 

однолетние растения (капуста, рапс, томат, огурец и т.д.). Этот фитопатоген 

имеет обширное распространение в разных странах мира. Он встречается на 

всей территории России, где выращивают плодовые и ягодные культуры 

(Рисунок 1). На Украине и в Армении данный род агробактерий наносит 

большой вред сельскохозяйственным культурам. 

 

 

Рис. 1. Зоны распространения и вредоносности Agrobacterium spp [84] 

Когда  растения заражаются бактериями рода Agrobacterium 

происходит аномальная клеточная гиперплазия, она приводит к 

формированию кoрончатых гaллов или к обрaзованию «волосяного», 

Украина 

Армения 
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«бородaтого» или «бoродчатого» кoрня или волосовидного или «hairy roots» 

[9]. 

Впоследствии чего, корневая система отстаѐт в росте и происходит 

нaрушение движeния вoды и сока по сосудам в стeбле/ствoле. Поражѐнные 

корончатым галлом деревья миндаля (Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb), 

мехaнически пoвреждаются при сильном ветре, в рeзyльтате чего 

пoражаются грибнoй инфекцией и быстрo гибнyт [43, 54].  

Пaтoгенные штaммы Agrobacterium spp. содержат в себе, по меньшей 

мере одну Ti или Ri–плазмиду [74]. Вирулентность определяется различными 

участками плазмиды включaя трaнспoртируeмую ДНК (T–ДНК) и гeнами 

вирулeнтности (vir–гены). Гены вирулентности являются пoсредниками в 

пeредаче T–ДНК в инфицируемые рaстительные клeтки [18].   

Клaссификация корнеобразующих и галлообразующих изолятов 

агробактерий до недавнего времени основывaлась на проявлении признаков 

зaболевaния, характеристике плaзмиды и биохимических признаках.  

Вид A. tumefaciens вызывaет заболевания обширного круга растений, A. 

vitis – поражaет винoград, A. rhizogenes – вызывaeт пролиферацию корней, а 

A. rubi вызывaет «тростниковый галл» на рaстениях малины (Rubus L.). 

Непaтогенные изоляты агробактерий относят к A. radiobacter. Тем не менее, 

на основе пaтогенности и таксономической стрyктурой, не былo показанo 

корреляции между номенклатурой, основанной на фенотипической и 

генотипической характеристике штаммов этого рода [44].  В частности, 

штаммы которые вызывaют «бородатость корней», «hairy roots» тепличных 

растений, также относят к A. radiobacter [62]. 

 T–ДНК из ризoгeнных штaммов Agrobacterium bv1 несѐт гeн rol (root 

locus), котoрый делает клeтки растений бoлее чувствитeльными к 

эндогенным aуксинам [65]. 

 Хоть и плазмиды Ti и Ri очень рaзличаются у штaммов разного 

происхoждения, oни все несут сходный набор основных vir–генов [40]. 
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1.1.4. Другие инфекционные и неинфекционные заболевания, сходные с 

бородатостью корней по симптомам 

 

В дополнение к инфекционному процессу, который был вызван 

переносом плазмид в корни растений вирулентными агробактериями, 

симптомы волосовидности корней могут быть связаны с другими 

патогенами, секретирующими микробные ауксины, а также с чрезмерным 

использованием синтетических ауксинов, стимулирующих рост корневой 

системы растений [26]. 

В 2009 году Будынков Н. И. (Научно-исследовательский институт 

фитопатологии, Б. Вяземы) провел исследование влияния регуляторов роста 

(синтетических ауксинов) на тепличные растения огурцов. Эксперимент 

включал использование Экогеля (1% раствор), Превикура (0,15%), Этамона 

(0,0015%) и Циркона (0,04%) отдельно и в различных комбинациях. По 

полученным результатам можно было сказать, что эти препараты не влияют 

на максимальную длину корня, но все же вдвое или более увеличивают массу 

корня и общую длину боковых корней (т. е. вызывают «волосовидность» 

корня) по сравнению с контролем [1]. 

В результате, согласно полученным результатам, можно сделать вывод, 

что визуально распознанные передозировки стимуляторов роста могут быть 

схожи с признаками повреждения Argobacterium bv. 1, поэтому сходные 

признаки заболевания автоматически не указывают на сходные патогены и 

диагнозы должны устанавливаться только на основе молекулярно-

биологического анализа. 

 

1.2. Молекулярный механизм трансформации растений и использование 

бактерий рода Agrobacterium в генной инженерии 

 

Благодаря способности патогенных штаммов Agrobacterium 

генетически трансформировать растительные клетки, бактерия используется 
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для введения генетического материала для трансформации генетических 

признаков растений в научных и коммерческих целях [82, 83].  

Agrobacterium может модифицировать двудольные растения [59], 

oднoдoльныe растения [22] и некоторые грибы [39]. Поэтому были 

разработаны специальные векторы с удаленными генами фитогормонов и 

опинов («обезоруженная плазмида») на основе Ti–плазмиды для введения 

чужеродной генетической информации в геном растения [32] с целью 

приобретения растений с желаемыми полезными признаками. 

 Несмотря на противоречивые данные, использовать названия A. 

tumefaciens для штаммов, вызывающих корончатый галл у широкого круга 

растений, A. vitis – для патогенов винограда и A. rhizogenes – для патогенов 

«волосовидности корней», а название Rhizobium radiobacter будет 

использовано для невирулентных штаммов этого рода.  

Началом патогенного процесса является синтез белка T-pili с 

использованием системы секреции IV типа,  которая осуществляется под 

действием VirB– оперона. Внутриклеточные метаболиты растений 

фенольного происхождения-кумарины, флавоноиды, дубильные вещества и 

лигнин [69] - играют определенную роль в индуцировании экспрессии генов 

вирулентности Agrobacterium у растения-хозяина [68]. 

Agrobacterium прикрепляется к растительной клетке с помощью T-pili, 

образуя мост конъюгации, и переносит комплекс белка VirE2 и 

одноцепочечной Т–ДНК [23], образованный из плазмиды–Ti [30] в 

растительную клетку. В ядре Т-ДНК интегрируется в геном клетки-хозяина 

[33] путем сайт-специфической рекомбинации [45, 82]. Успех 

трансформации растительных клеток определяется специфическим белком 

VirE3, который транспортируется в ядро вместе с Т-ДНК и связывается с 

фактором транскрипции растений-белком pBrp, используемым для 

индуцирования экспрессии генов, необходимых для развития галла [31].  

Введение Т-ДНК вызывает образование характерных наростов на 

растениях из-за гиперсинтеза фитогормонов, и опины начинают 
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накапливаться в галлах, которые секретируются наружу и поддерживают 

популяцию агробактерий в ризосфере и филлоплане [33]. 

Трансформированные клетки, из–за дисбаланса в синтезе фитогормонов, де-

дифференцируются и начинают неупорядоченный (в случае корончатого 

галла) или дифференцированный (в случае волосовидности корней) рост. В 

первой фазе развития бактериоза быстро растут мягкие мелкие наросты 

(белые), позже они темнеют и затвердевают. 

К концу вегетации молодые побеги достигают диаметра 3,5-7,0 см на 

виноградных, ягодных и овощных растениях от 8-12 см и более на 3-4-летних 

саженцах плодовых культур. Часто галлы покрывают весь побег растения, 

полностью деформируя его (Рисунок 2).. 

 

Рис.  2. Галлы, вызванные Argobacterium на побегах розы сорта За-За 

(лат. Rosa). 

Волосовидные корни имеют определенные морфологические 

особенности, корни разветвленные и быстро растут на среде без 

растительных гормонов. Кроме того, волосовидные корни анатомически 

сохраняют характеристики обычной корневой системы и имеют очень 

стабильную наследственность, так как происходят от одноклеточных, не 

содержащих химер [13, 60]. 
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 Многие исследования показали, что A. rhizogenes K599 может 

эффективно индуцировать волосовидный корень в широком диапазоне 

двудольных и однодольных растений.  В частности, штамм К599 очень 

заразен на бобовых растениях, и большинство связанных с ним сообщений 

было получено на сое и родственных родах. Например, Cho et al. (2000) 

сообщили о 54 - 95% - ная частота индукции волосовидных корней по К599 у 

сои с различными генотипами. Сян и др. (2005) использовали дикий тип K599 

для заражения семядолей сои, огурца и бальзама для индуцирования 

волосовидных корней с частотой 100, 65 и 91% соответственно. Штамм К599 

также индуцировал образование волосовидных корней в почках огурца без 

обрезки с частотой 10%. Частота образования корней, индуцированных 

инфекцией штаммом K599 на гравированных асептических листьях 

хризантемы in vivo, составила 88% [77]. Штамм К599 оказался подходящим 

предшественником для новых штаммов Agrobacterium для трансформации 

растений. 

 

 

Рис. 3. Волосовидные корни, вызванные A. rhizogenes 

 

1.3. Геном штамма К599 Agrobacterium  rhizogenes 

 

Гены и функции Т-ДНК из Ri-плазмиды А. K599, продуцируемых в 

трансгенных корнях: K599 как предстaвитель штaмм тип cucumopine собой 
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прoдуцируемых в трансгенных корнях, он был выделен из почвы в 

Австралии ученым Аллен Керр. Он содeржит эндoгенную Ri-плазмиду 

pRi2659 с длиной 185 462 bp с Т-ДНК 14 982 bp (номер доступа Генбанк: 

EU186381). Облaсть Т-ДНК содержит в общей сложности 11 генов/ORF, 

котoрые являются orf2, orf3, orf4, orf8, rolA, rolB, rolC, rolD (orf13), rolE 

(orf13), orf14 и cuts, причeм orf4 вложен в orf3 [5, 48, 50, 56]. 

 

1.3.1. Rol-гены штамма К599 Agrobacterium rhizogenes 

 

Гены rolA (rolα), rolB (rolß) и rolC (rolγ) регулирyют развитие и 

образование вoлосовидных кoрней, которые были индуцированны штаммом 

K599, а ген cus кодирyет фермент синтеза кyкyмoпина [28, 67]. Так же было 

исследовaно, что гомoлогичные гены rolA, rolB, rolC и rolD в дрyгих A. 

rhizogenes тaкже участвуют в индукции волосовидных корней  (Казанова и 

др., 2005). Hansen et al. (1994) прeдположили, что этa роль (orf13a) в 

мaннoпине типа А. rhizogenes 8196-это класс регуляторных белков, в то время 

как Aoki et al. (1994) считали, что orf14 индукция волосовидного корня rolA. 

Otten (2001) сообщил, что ген orf8 в A. rhizogenes вoздeйствует на метабoлизм 

глюкозы в растениях, в то время как Umber et al. (2005) обнaружили, что 

трaнсгeнные рaстения тaбака orf8 выглядят более корoткими и пeстрыми. 

Белкoвая последoвательнoсть, вывeдeннaя из K599 orf3, в знaчительной 

стeпени гoмoлoгична белковой послeдовательнoсти orf3, кодирyемой геном 

orf3 на плазмиде A. rhizogenes Ri, pRi1724, сообщенной Moriguchi et al. 

(2001).  

 

1.3.2. Морфологические эффекты и функции rol-генов A, B, C и D 

 

Активация транскрипции генов rol происходит только после их 

интеграции в геном растения. После интеграции в геном растения гены rolA, 

B, C и D экспрессируются в различных тканях и органах [66]. Модульная 
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организация промоторов генов rol позволяет создавать уникальные 

комбинации элементов и факторов транскрипции для стимуляции экспрессии 

различных тканеспецифичных / органоспецифичных генов по отношению к 

каждой растительной ткани (Dynan, 1989). 

Ген rolA (orf 10) присутствует во всех плазмидах Ri, и его промоторная 

область состоит из трех функциональных доменов A, B и C [36].  

Последовательное удаление каждого из них приводит к уменьшению 

количества транскрипта гена rolA в листьях и в конечном итоге приводит к 

его полному отсутствию. У трансгенных растений, содержащих только домен 

А в промоторной области, ген rolA экспрессировался в листьях, но не был 

обнаружен в тканях стебля и корня [21]. Кооперативный механизм действия 

доменов В и С приводил к появлению морщинистых листьев и укороченных 

междоузлий у трансформированных растений, а наличие только домена С 

определяло карликовый фенотип с нормальной формой листьев [7].  

Все Ri-плазмиды, индуцирующие образование корней, содержат ген 

rolB (orf 11), гомология последовательности которого у различных штаммов 

A. rhizogenes составляет около 60%. Длина кодирующей области гена rolB 

варьируется от 765 п. н. (штамм 8196) до 840 п. н. (штаммы 2659 и 1724). 

Промотор гена rolB представляет собой комплекс из пяти доменов: A, B, C, D 

и E. Каждый из этих доменов взаимодействует с различными регуляторами 

растений, которые модулируют работу онкогена в зависимости от типа 

ткани, гормональных сигналов и стадии развития растений. В корнях табака 

наличие всех доменов в промоторе приводит к экспрессии гена в корневом 

покрове, в протодерме, в меристемах коры и в проводящей системе, т. е. в тех 

клетках, из которых развиваются различные ткани этого органа. Появление 

делеции в домене А приводит к подавлению экспрессии в корневом случае и 

протодерме, та же мутация в доменах В и Е блокирует работу гена по всей 

меристеме табака. Таким образом, белок rolB участвует в каскаде реакций, 

определяющих трансдукцию сигнала ауксина, и уровень экспрессии этого 

белка зависит от ауксина. Добавление ауксина в культуру нетрансгенных 
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эксплантов приводит к индукции адвентивных корней с фенотипом, 

типичным для корней rolB [2, 17].  

Наиболее консервативный из онкогенов, ген rolC (orf 12), также есть в 

геноме всех изученных штаммов A. rhizogenes. Длина гена rolC, выделенного 

из различных плазмид Ri, варьируется от 537 (штамм 8196) до 543 п. н. 

(штаммы 2659, 1724, A4). Они кодируют белки размером от 178 до 180 

аминокислот (приблизительно 20 кДа) со степенью гомологии около 65% 

[52]. Предполагается, что белок rolC представляет собой β-глюкозидазу,  

способную высвобождать свободные активные цитокинины из их 

неактивных глюкозидных конъюгатов [27]. Отмечается, что экспрессия гена 

rolC является органоспецифичной, поэтому она максимальна в корнях и 

уменьшается в ряду: корни-стебель-цветы-листья. На тканевом уровне 

продукты транскрипции rolC были обнаружены во флоэме и в железистых 

клетках табака [36, 71].  

Ген rolD (orf 15) включен в TL-ДНК только протоплазмид агропина 

[19]. Анализ нуклеотидной последовательности показал, что rolD имеет 

гомологию с последовательностью орнитинциклодеаминазы. 

Экспериментальные данные подтвердили, что этот белок обладает 

биохимической активностью, которая обеспечивает НАД-зависимое 

превращение L-орнитина в L-пролин [52]. Предполагается, что 

фенотипические эффекты гена rolD, основным из которых является раннее 

цветение, связаны с изменением концентрации пролина [10]. В культуре 

тонких клеточных слоев табака экспрессия гена rolD приводила к обильному 

образованию цветочных меристем даже в том случае, когда в норме должны 

появляться корни, т. е. можно предположить, что этот онкоген подавляет 

образование корней [49]. 
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1.4. Применение волосовидных корней в биотехнологии и 

промышленности 

 

Волосовидные корни способны производить основные метаболиты 

нативного растения или даже новые метаболиты незамеченные ни в 

исходном растении, ни в других видах лабораторных культур. Эти 

волосовидные корни, которые в русскоязычной литературе более известны 

как «бородатые» или «косматые» корни [46], стали рассматриваться в 

качестве перспективной платформы для производства ценных, прежде всего, 

корневых вторичных метаболитов [37], таких как алкалоиды тропана [29] и 

многих других метаболитов [35]. Производство вторичных метаболитов 

может быть увеличено, в результате подбора оптимальных условий 

культивирования, использования элиситоров различного происхождения, а 

также с помощью методов генетической инженерии [12, 34].  

При помощи волосовидных корней можно изучать функции 

встроенных генов благодаря нокауту или сверхэкспрессии этих генов, без 

получения целых трансгенных растений. Также можно выявлять пути 

биосинтеза, например, как в случае с ферментами, участвующими в 

биосинтезе алкалоидов в Nicotiana glauca [42].  

Культура «hairy roots» представляет значительный интерес для 

производства фармацевтически ориентированных белков благодаря 

успешному сочетанию преимуществ системы экспрессии эукариот и низкой 

стоимости и простоте бактериального производства, а также 

гипоаллергенности, быстрому развитию корневой массы и целевого продукта 

[77]. 

Получение таких культур особенно важно для редких 34 видов 

растений, являющихся продуцентами ценных биологически активных 

веществ, для последующего использования полученных культур с целью 

биотехнологического синтеза целевых продуктов [70, 78].  

Крупномасштабное производство коммерчески ценных соединений в 
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программируемых биореакторах является экономически эффективным 

благодаря высокой скорости роста, стабильности признаков и 

жизнеспособности трансформированных растительных клеток и тканей [3]. 

 

1.5. Вывод по главе 1 

 

Культуры волосовидных корней обладают многими преимуществами, 

включая высокий и непрерывный выход широкого спектра метаболитов и 

высокий потенциал роста на относительно дешевых питательных средах без 

гормонов. Большое количество индуцированных линий волосовидных 

корней  предполагает возможность скрининга и селективного отбора лучших 

форм [79]. 

Возможность крупномасштабного культивирования и долгосрочная 

стабильность делают этот биотехнологический подход надежным 

источником вторичных метаболитов [60], а также довольно эффективным 

инструментом для изучения путей биосинтеза сложных растительных 

продуктов [63]. 
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ГЛАВА 2: МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объекты исследования 

  

Для агробактериальной трансформации использовали листья Nicotiana 

tabacum L. сорта Petit Havana SR-1 в возрасте от двух до трех месяцев. 

Штамм Agrobacterium rhizogenes К599 использовали для получения 

трансгенных форм табака. 

 

2.2. Использованные реактивы 

 

Агароза легкоплавкая (Bio-Rad, США) 

Ауксины: 

ИУК – индолил-3-уксусная кислота (HM, Китай) 

НУК – нафтилуксусная кислота (RussSam, Россия) 

Ацетат аммония (Sigma, США) 

Бакто-агар (Difco, США) 

Бакто-триптон (Difco, США) 

Борная кислота (Eti Maden, Турция) 

Бромфеноловый синий (Serva, ФРГ) 

Глицерин (Serva, ФРГ) 

Глицин (Amresco Inc., США) 

Дезоксинуклеотидтрифосфаты: 

дАТФ (MBI Fermentas, Литва) 

дЦТФ (MBI Fermentas, Литва) 

дГTФ (MBI Fermentas, Литва) 

дТТФ (MBI Fermentas, Литва) 

Дигидроортофосфат калия (Solins, Россия) 

Динатриевая соль этилендиаминтетрауксусной кислоты (Solins, Россия) 

Дрожжевой экстракт (Difco, США) 

https://www.chipdip.ru/manufacturer/solins
https://www.chipdip.ru/manufacturer/solins
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Изопропанол (Solins, Россия) 

Иодид калия 

Кальций хлористый (Serva, ФРГ) 

Магний хлористый (Serva, ФРГ) 

Молибдат натрия (Honeywell, Китай) 

Натрий хлористый (Serva, ФРГ) 

Никотиновая кислота (Sigma, США) 

Нитрат аммония (СР UG, Германия) 

Нитрат калия (Сlearsynth, Германия) 

Стрептомицин (Serva, ФРГ) 

Сульфат железа (Сlearsynth, Германия) 

Сульфат магния (СР UG, Германия) 

Сульфат марганца 

Сульфат меди (СР UG, Германия) 

Сульфат цинка (Сlearsynth, Германия) 

Тиамин (Serva, ФРГ) 

Трис (гидроксиэтиламинометан) "тризма" или "Sigma 7-9" (Sigma, США) 

Фосген (Corund, Россия) 

Хлороформ (Sigma, США) 

Цефотаксим (Molekula, Германия) 

Цитокинины: 

 БАП – бензиламинопурин (Honeywell, Китай) 

ЭДТА (этилендиаминтетрауксусной кислоты динатриевая соль) (Serva, ФРГ) 

Этидиум бромид (Fluka, Швейцария) 

Этиловый спирт (Metanol, Россия) 

 

2.3. Приборы 

 

Для различных измерений и анализов: 

 – портативный pH-метр STARTER 300 OHAUS (США). 

https://www.chipdip.ru/manufacturer/solins
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Центрифугирование: 

– BioSan FV-2400 мини центрифуга-вортекс Микроспин; 

Вспомогательное оборудование:  

–  система очистки воды 18 мОм Milli Q Academic (Millipore, США);  

– низкотемпературный холодильник -85°С фирмы Sanyo (Япония); 

– автоклав горизонтальный электронной модели Dental League (Tuttnauer, 

Израиль); 

– электронные весы Electronic scale;  

– камера для роста растений Binder KBWF240 (Германия);  

– шкаф сушильный ШC-80-01 СПУ; 

– ламинарный бокс; 

– смеситель ротационный RM-1L Intelli Mixers 

 – шейкеры New Brunswick Scientific (Excella E24 Incubator Shaker Series) 

(США);  

– термостат твердотельный с таймером ТТ-2-«Термит»; 

– термостат программируемый для проведения ПЦР-анализа 4-х канальный 

ТП4-ПЦР-01-«ТЕРЦИК» ООО «НПО ДНК-Технология» (Московская 

область, г. Протвино);  

– камера для электрофореза  

– камера для горизонтального электрофореза Sub Cell GT (США) 

– источник питания Эльф-4 PS–400 Эльф-4 ДНК-Технология (Россия) 

– прибор для детекции результатов Gel Doc EZ Gel Documentation System 

(CША) 

 

2.4. Составы сред 

 

Название среды Состав среды 

среда LB бакто-триптон (1%), дрожжевой 

экстракт (0,5%), NaCl (1%) 

среда LB агаризованная бакто-триптон (1%), дрожжевой 
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экстракт (0,5%), NaCl (1%), агар-агар 

(1,5%) 

среда MS  макросоли 20х (5%), CaCl2 (5%), Fe-

EDTA (0,25%), микросоли (0,25%), 

сахароза (1,5%), рН 5,7 

среда MS агаризованная макросоли 20х (5%), CaCl2 (5%), Fe-

EDTA (0,25%), микросоли (0,25%), 

сахароза (1,5%), агар-агар (0,65%), рН 

5,7 

 

Состав среды МS 

Компоненты среды МS Состав 

Макросоли 20х 8,25 М NH4NO3, 9,5 М KNO3, 0,85 

мМ KH2PO4, 1,85 мМ MgSO4*7H2O 

СаСl2 60 мМ CaCl2*2H2O 

Микросоли 40 мМ H3BO3, 40 мМ MnSO4*H2O, 

12 мМ ZnSO4*7H2O, 2 мМ KI, 0,04 

мМ CuSO4*5H2O, 0,04мМ 

CoCl2*6H2O, 0,26 мМ 

Na2(MoO4)2*H2 

Антихлорозин FeSO4×7H2O – 558 мг (0,558 г) 

Na2ЭДТА – 746 мг (0,746 г) 

 

Витамины Гамборга  20 мл мQ, 10 мг тиамин, 10 мг 

никотиновая к-та, 20 мг глицин  

Инозитол инозит –1030,928мг, 

птероилглутаминовая (фолиевая) 

кислота – 0,120 мг 
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2.5. Метод агробактериальной трансформации 

 

2.5.1. Подготовка к трансформации Agrobacterium rhizogenes 

 

Подготовка: большие стерильные пинцеты и скальпели, выдержанные 

в спирту не менее суток; агробактерии выращенные на среде LB со 

Streptomycin  (можно вырастить агробактерии и на твердой среде); чашки 

Петри с твердой агаризованной средой МS (содержащей все компоненты 

кроме фитогормонов БАП и НУК), чашки Петри со средой МS твердой с 

антибиотиком цефотаксим (3 чашки), жидкая среда МS 100 мл, стерильная 

дистиллированная вода – 1 л, стерильная фильтровальная бумага 9 шт. 

(нарезанная кружками под стеклянную чашку Петри). Количество ч.П. 

необходимых для проведения данного метода: для нарезки листа – 1 шт; для 

инокуляции – 3 ш; для высушивания эксплантов – 1 шт; для промывания  и 

фильтровальной бумаги –  3 шт. Стерильные стаканы: 70% спирт (100 мл) (73 

мл спирта, 27 мл дистиллированной воды); 10% белизна (100 мл) (85 мл 

воды, 15 мл белизны); для табака 500 мл; большая колба для слива воды 1000 

мл. Большой стерильный  фалькон для центрифугирования и 5 фальконов для 

измерений. Tween 20, инсулиновый шприц, наконечники.  

Заранее вырастили в стeрильных колбах на 100 мл 50 мл суспензии 

aгрoбактерий в селективной среде. Вырaщивали на орбитaльном шейкере в 

течeние суток при 200 об/мин.  

Начало работы 

1. Взяли лист от крепкого здорового растения, желательно не самый 

молодой и не старый, лучше не волнистый, а плоский. Лист порезали на 

крупные куски, не убирая центральную жилку, и потом поместили в 

подходящий стерильный сосуд. 

2. Далее добавили в сосуд 70% этанол так, чтобы он полностью покрыл 

кусочки листьев. Осторожно перемешивали в течение 15 сек, стараясь 

избавится от пузырьков воздуха. Далее требуется слить этанол. 
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3. Добавляли в сосуд 10% раствор «Белизны» с одной каплей Tween 20, 

так чтобы он полностью покрыл кусочки листьев, и стерилизовали около 10 

минут при осторожном периодическом перемешивании или покачивании 

(надо быть очень нежным и острожным). Аккуратно слили стерилизующий 

раствор. 

4. Потом эти кусочки листьев промывали 5 раз стерильной 

дистиллированной водой. Промывали аккуратно и без особой спешки.  

5. Переносили куски листа, в пустую стерильную чашку для резки. 

Обрезали побелевшие края. Резали скальпелем на части приблизительно 0,5 х 

0,5 см, жилки оставляли. Скальпель и пинцет периодически погружали в 

спирт, и обжигали в пламени спиртовки и обязательно охлаждали  (2-3 мин). 

6. Готовые экспланты сразу переносили на чашки Петри с 

агаризованной МS, чтобы не подсыхали, ориентируя их нижней стороной 

листа вверх. Нарезанные экспланты распределяли по чашкам в случайном 

порядке. Чашки запечатали парафильмом и поставили на предварительную 

инкубацию при слабом освещении (температура – 24-25°С) на 2 часа. 

 

2.5.2. Инокуляция и совместное культивирование 

 

1. Стерилизовали пинцеты, чашки Петри, приготовили 50 мл 

стерильной среды MS без агара и фитогормонов. 

2. Центрифугировали суспензию агробактерий при 4000 об/мин в 

течение 10 минут. Сливали жидкость, агробактерии ресуспендировали в 20 

мл стерильной среды MS без агара. 

3. Переносили экспланты листьев с регенерационных чашек, в пустую 

чашку Петри, и проводили поранение их инсулиновым шприцем, который 

постоянно обмакивали в суспензии агробактерий. Наливали в эту чашку 10 

мл жидкой среды МS. Нужно, чтобы экспланты плавали в среде так же, как и 

лежали на чашке, то есть нижней стороной листа вверх, но не тонули и не 

намокали. 
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4. Добавляли в чашку около 3 мл суспензии агробактерий. Осторожно 

перемешивали и далее инокулировали в течение 30 минут с осторожным 

периодическим покачиванием. Стараться, чтобы на верхнюю поверхность 

эксплантов инокулюм не попадал. Чем меньше капель инокулюма попадет на 

верхнюю поверхность эксплантов, тем легче будет избавиться от 

агробактерий на дальнейших этапах. 

5. Взяли новую пустую стерильную чашку и поместили в нее 1-2 

кружка стерильной фильтровальной бумаги. Экспланты по очереди отбирали 

из инокуляционной среды обожженным и охлажденным стерильным 

пинцетом, промокали на фильтровальной бумаге и выкладывали снова на 

старые чашки с твердой МS верхней стороной листа в контакте со средой. 

6. Чашки вновь заклеивали парафильмом и ставили на слабый свет при 

температуре 23 - 25°С на совместное культивирование на 2-3 сутки 

 

2.5.3. Промывка эксплантов и начало культивирования 

 

1. Экспланты переносили из чашек с МS, обожженных стерильным 

холодным пинцетом, в чашку с 10 мл жидкой среды МS, содержащей 

стрептомицин. 

2. Осторожно покачивая, помешивали в течение нескольких минут, 

пытаясь смыть капли агробактерий, если они уже появились. Если на верхней 

части эксплантов были отчетливо видны колонии агробактерий или на 

некоторых эксплантах по краю был виден рост бактерий, то лучше промыть 

каждый такой эксплант с обеих сторон. 

3. Брали новую пустую стерильную чашку и положили в нее кружок 

стерильной фильтровальной бумаги. Промытые экспланты по очереди брали 

пинцетом из промывочной среды, быстро промокали на фильтровальной 

бумаге и раскладывали (как и раньше, верхней стороной листа, 

контактирующей со средой) на чашки отбора (с цефатоксимом), плотно 

прижимая их к среде. 
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4. Чашки запечатывали парафильмом и помещали в климатическую 

камеру (температура инкубации-23-25°C, фотопериод 16 часов). 

 

В дальнейшем за чашками тщательно следили, чтобы они не заросли 

агробактериями, при необходимости экспланты промывали раствором 

антибиотиков и переносили на свежую среду с антибиотиком. Через 7-10 

дней наблюдалось появление волосовидных корней. Через две недели после 

инокуляции корни отделяли от эксплантов и пересаживали в свежую, 

свободную от гормонов среду MS с пониженным содержанием 

антибиотиков. 

 

2.6. Каллусообразование корней 

 

Развитие каллуса не всегда связaнo с трaвматическим и механическим 

вoздeйствиeм. Каллус может появиться и в рeзyльтaтe прoлифeрaции 

внутрeнних ткaнeй эксплaнтa бeз связи с пoвeрхнoстью срeзa из-за 

нaрyшeния гoрмoнaльнoгo бaлaнca. Когда каллус растет, он начинает  

разрывать слои ткани и развивается на поверхности корня. Для приобретения 

культивируемых каллусных клеток кусочки волосовидных корней помещали 

на среду МS с антибиотиком цефотаксимом в чашки Петри (in vitro) [2]. 

 

2.7. Укоренение побегов 

 

Укоренение побегов проводили на среде MS 50 мл + 40 мкл гормона 

ИУК (конц. 1мг/мл – в стаканчиках 100 мл) (перед каждой манипуляцией 

инструменты обрабатывали спиртом и обжигали на пламени спиртовки). 

Колбы переносили в культуральную комнату с температурой 18-22°С, 

влажностью воздуха 70 % и интенсивностью освещения 5кLх. 

 

2.8. Электропорация агробактерий 
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Электропорацию компетентных клеток проводили с помощью 

микропульсарного электропоратора Bio-Rad, используя кюветы для 

электропорации с расстоянием между электродами 0,1 см. При 

использовании для трансформации лигазной смеси ее сначала очищали от 

содержащихся в ней солей с помощью нитроцеллюлозной мембраны с 

размером пор 22-40 мкм. Для этого небольшой кусочек мембраны помещали 

в кювету на поверхность очищенной дистиллированной воды MilliQ гладкой 

стороной вверх. На поверхность наносили смесь лигаз объемом 10-20 мкл и 

проводили диализ в течение 20-30 минут. После проведенного таким образом 

диализа лигазную смесь концентрировали, а ее объем уменьшали до 3-5 мкл. 

При использовании для трансформации плазмид, выделенных мягким 

лизисом, их дополнительно очищали смесью фенол-хлороформ, а ДНК 

повторно осаждали несколько раз и каждый раз промывали 70%-ным 

спиртом для снижения концентрации солей, которые могут вызвать 

электрическую дугу в кювете электропорации. 

При электропорации, а также при подготовке электрокомпетентных 

ячеек все манипуляции проводили на льду при 0°C и в камере с ламинарным 

потоком. Необходимое количество эппендорфов с компетентными клетками 

и гальваническими ячейками было помещено в лед. После размораживания 

клеток в пробирки вводили 1-2 мкл раствора ДНК, перемешивали и 

переносили в охлажденные кюветы, затем, выбрав соответствующий режим 

элетропорации (для Agrobacterium rhizogenes-Agr), пропускали через кювету 

электрический ток, кратковременно нажимая кнопку «Импульс». 

При электропорации A. rhizogenes в большинстве случаев для роста 

клеток использовали среду LB с повышенным содержанием питательных 

веществ (1,5% бактотриптона, 1% дрожжевого экстракта, 1% NaCl). Клетки 

A. rhizogenes после электропорации помещали в стерильный эппендорф и 

выдерживали при 27°C в течение 3-4 часов при постоянном перемешивании. 

Затем клетки также осаждали и суспендировали в 100 мкл среды и протирали 
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на чашках Петри агаризованной средой TY (1,5% бактоагара, 0,2% 

дрожжевого экстракта, 1% бактотриптона и 0,1% CaCl2) и добавляли 

соответствующий селективный антибиотик. Чашки Петри с 

трансформированными клетками A. rhizogenes выдерживали в термостате 

(37°C) от 2 до 2,5 дней, пока не вырастали отдельные клоны, которые затем 

пересаживали и проводили ПЦР-анализ для поиска трансформированных 

клеток. 

 

2.9. Выделение ДНК 

 

ДНК из листьев выделяли СТАВ-методом. Растирали в 800 мкл 

2хСТАВ буфера около 200 мг свежего  растительного материала, 

гомогенизировали в эппендорфе. Инкубировали 40-80 минут при 60 °С, 

каждые 15 мин трясли на вортексе. Охлаждали в холодильнике 5 мин до 3°С. 

Добавляли по 600 мкл смеси хлороформ:изоамиловый спирт (24:1), далее 

встряхивали на вортексе. После этого встряхивали на Ротамикс RM-1  – 15-30 

мин. Центрифугировали 2 мин 12 krpm. Верхний водно-солевой слой, 

который содержит нуклеиноавые кислоты, отбирали дозатором по 400 мкл, и 

добавляли равный объем холодного (-20°С) изопропанола, после осторожно 

перемешали содержимое, при этом переворачивали микропробирку. Затем 

инкубировали при -20°С  15-20 мин. Образцы центрифугировали при 

максимальных оборотах 10-15 мин.  

При необходимости проводили очистку ацетатом аммония. 

Микропробирки споласкиваем 80%  этиловым спиртом, высушиваем осадок, 

растворяем  в воде.  

Состав буферов: 

2хСТАВ (40ml) 0,8g – CTAB, 3,27g – NaCl, 1,6 ml – 0,5M EDTA, 4 ml – 1M 

Tris-HCl (pH8.0) 

 

 



 32 

2.10.  Изучение и подбор соответствующих праймеров на rol-гены. 

 

Для идентификации присутствия генов были подобраны оптимальные 

универсальные праймеры для ПЦР-анализа волосовидных корней и 

трансгенных растений на наличие rol-генов, представленными в табл 2. 

Таблица 2  

Используемые праймеры 

Праймер 
Последовательность 

3ʹ – 5ʹ 

Температура 

отжига, °C 

Размер 

п.н. 

RolAB1 
F:AATTGCTACGAGGGGACGCTTTGT 

59,6 1112 
R:ACGCTCCGCCGGTGGTCATACTTA 

RolAB2 
F:TCGGCGGGCTAAGGTCAAGAA 

58,5 1127 
R:CTCGCGAGAAGATGCAGAAAGTA 

RolCPlant2 
F:GGCGCACTCCTCACCAACCTTC 

59 267 
R:CTCGCCATGCCTCACCAACTCA 

 

2.11. Полимеразная цепная реакция 

 

Для идентификации присутствия генов в растительных и 

бактериальных клетках проводили классический ПЦР-анализ по конечной 

точке с праймерами.   

 Реакцию проводили в 30 мкл смеси, состоящий из однократного 

стандартного буфера для Taq-полимеразы («Evrogen» Россия), 0,1 мкг 

геномной ДНК, 10 мкм прямого и обратного праймеров, хлорид магния 3 

мкл, 200 мкм каждого нуклеозидтрифосфата и 1 единица Taq-полимеразы. 

Для ПЦР был использован следующий режим.  

Цикл 1: 95°С 3 минуты – для предварительной денатурации ДНК-

материала.  

Цикл 2: 95°С – 40 сек; температура отжига праймера (табл. 2) – 40 сек; 

72°С – 80 сек. Цикл 2 повторялся 35 раз.  
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Цикл 3: 72°С 7 минут – для завершающей элонгации недостроенных 

цепей ДНК. После завершения ПЦР проводили агарозный гель-электрофорез. 

 

2.12. Аналитический гель-электрофорез ДНК 

 

Процесс электрофоретического фракционирования препаратов ДНК 

проводили в зависимости от размера отделенных фрагментов ДНК и 

требуемого разрешения с использованием 1,0% агарозного геля. 

Электрофорез проводили в приборах модели SubCell GT WIDI MINI 

(приборы модели Bio-Rad 250/2,5 (США) или модели EC-103 (E-C Apparature 

Corporation,США). 

При разделении фрагментов ДНК электрофорез проводили в 1,0% 

агарозных гелях соответственно при напряжении 8-10 В на см длины геля 

(Sealey et al., 1982). В качестве буферной системы использовали ТАЕ-буфер, 

содержащий 40 мм трис-ацетата (рН 7,6) и 2 мм ЭДТА. 

После электрофореза гели окрашивали бромистым этидием (5 мкг / мл) 

в течение 10 минут. Флуоресценцию нуклеиновых кислот наблюдали в 

ультрафиолетовом свете с длиной волны 302 нм в трансиллюминаторе Gel 

Doc EZ Imager. Гели были сфотографированы с помощью системы гелевых 

камер (UVP, Inc. США). 

 

2.13. Статистическая обработка результатов 

 

Статистический анализ проводили с применением программы Image 

Lab  5.1. В настройке сбора данных программное обеспечение автоматически 

оптимизирует время экспозиции изображения для интенсивных полос. 

Параметры отображения: выделение насыщенных пикселей, цвет 

изображения выбран – серый. 

ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
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3.1 Агробактериальная трансформация табака 

 

Агробактериальная трансформация – один из наиболее эффективных 

методов генетической трансформации растений, основанный на 

естественном переносе фрагмента pTi/Ri-плазмиды (Т-ДНК) в геном 

растения, что приводит к образованию либо корончатых галлов в первом 

случае, либо волосовидных  корней во втором. Изучение этого естественного 

процесса позволило разработать методы получения трансгенных растений в 

результате заражения агробактериями, несущими генно-инженерные 

структуры с генами-мишенями.  

 

3.1.1 Появление точек регенерации на эксплантах табака 

 

Волосовидные  корни табака были получены с использованием штамма 

A. rhizogenes К599 на листовых эксплантах (выделенных из взрослого 

растения in vivo) и на первых настоящих листьях с использованием 

стандартного протокола агробактериальной трансформации (рис. 4). Около 

50 эксплантов были трансформированы путем инокуляции в суспензию A. 

rhizogenes штамма К599. 

 

 

Рис. 4. Начало процесса агробактериальной трансформации 

 

Культура волосовидных корней некоторых видов растений известна 

довольно высокой регенеративной способностью. Действительно, через 
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некоторое время на эксплантах наблюдались точки спонтанной регенерации 

(рис. 5А, Б, В) и дальнейший успешный морфогенез. 

А.             Б.   

В.  

Рис. 5. Экпланты после воздействия A.rhizogenes штамма К599: спонтанные 

точки регенерации – А – на 10-й день, Б – на 13-й день, В – на 23-й день; 

Спустя 15-20 дней наблюдали формирование каллусов приблизительно 

у 70% эксплантов (рис. 6).  

А.       Б.  

Рис. 6. Образование побегов на эксплантах табака 

А – на 33-й день, Б – на 56-й день 



 36 

Помимо появления регенерантов на эксплантах появляются также и 

волосовидные корни (рис. 7), которые в дальнейшем пересаживаются и из 

них также получаются трансгенные растения, но более длинным путем. 

 

  

Рис. 7. Появление волосовидных корней из эксплантов 

 

3.1.2. Пересадка регенерантов 

 

Эти регенеранты имели фенотип, характерный для растений, 

трансгенных по генам rol: темно-зеленые морщинистые листья, укороченные 

междоузлия и высокую способность к укоренению [2]. 

Кроме того, волосовидные корни часто способны регенерировать 

целые жизнеспособные растения и поддерживать их генетическую 

стабильность во время непрерывного культивирования и регенерации 

растений (рис. 8). 
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Рис.  8. Побеги после пересадки с эксплантов, на среду МS с 

антибиотиком цефотаксимом 

 

Регенерация трансгенных побегов является неотъемлемой стадией в 

процессе получения растений с интересующими характеристиками, 

поскольку эта стадия может стать лимитирующей из-за большой зависимости 

эффективности регенерации от вида и даже сорта исследуемого растения. 

Регенерация возможна через каллусную стадию, эмбриоиды и т.д., а также 

прямая регенерация из корней или листьев путем индукции различными 

фитогормонами, такими как ИУК, НУК, 6-БАП (рис. 9). Когда у побегов 

выросли достаточно большие листья, мы эти листья отобрали для 

дальнейшего анализа. Регенеранты хорошо укоренялись на среде МS, после 

чего их пересаживали на почвенную смесь (рис. 20). 

 

  

Рис. 9. Культивирование регенерантов в сосудах со средой МS 
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3.1.3. Пересадка волосовидных корней 

 

Помимо регенерантов на эксплантах также образовались волосовидные 

корни. Каждый волосовидный корень имеет свою уникальную ДНК, поэтому 

корни в итоге рассаживали индивидуально в чашки со средой для 

дальнейшего получения трансгенных растений с каждого имеющегося корня. 

Волосовидные корни табака, полученные методом инокуляции в 

суспензии агробактерий, пересаживали на  безгормональную твердую среду 

МS с цефотаксимом (рис. 10). Образцы культивировали при 23°С в темноте.  

 

   

   

Рис. 10. Волосовидные корни табака 

 

3.1.4. Побеги, которые дали корни без добавления гормонов 

 

Некоторые побеги способны давать корни сразу без добавления 

индолил-уксусной кислоты в среду (рис. 11). Такие побеги можно сразу 

пересаживать в почву для дальнейшего роста. 
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В итоге побег с корнем пересаживают в почву для получения семян. 

   

Рис. 11. Побеги выросшие на MS с цефотаксимом, дали корни. 

 

3.1.5. Волосовидные корни, которые дали побеги без гормонов 

 

Оказывается, трансгенные корни могут дать побеги без каких-либо 

фитогормонов (рис. 12). Они могут прижиться на среде MS с цефотаксимом. 

Так же можно отметить, что их корни могут расти как вверх направленными, 

так и направленными в среду.  

 

    

Рис. 12. Корни, которые дали побеги без гормонов. 

 

Корни растут в темноте при 22°С, поэтому побеги изначально тоже 

белые. Позже они подрастают и начинают фотосинтезировать. Далее эти 

побеги пересадили уже самостоятельно и перенесли в климатостат со светом, 

где они уже полностью переходят на фотосинтез (рис. 13). 
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Рис. 13. Побеги от волосовидных корней 

 

3.1.6. Каллусообразование и появление побегов из волосовидных корней 

 

Здоровые каллусы пересаживали на среду для индукции побегов, 

которая содержала следующие гормоны: 1 мМ ИУК и 1 мМ БАП (рис. 14). 

Из морфогенного каллуса формировали полноценные растения, которые 

пересаживали в банку со средой MS с добавлением 0,1 мг/л ИУК для 

укоренения. По результатам исследования на табаке получены здоровые 

побеги из 80% каллуса (рис. 15).  
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Рис. 14. Регенерация через стадию каллуса 

 

  

Рис. 15. Прямая регенерация после перенесения морфогенных каллусов, 

образование побегов на среде МS  

 

3.1.7. Морфология трансгенного и нетрансгенного побега после 

трансформации 

   

В результате трансформации помимо трансгенных побегов (рис. 17) 

табака могут также получится и нетрансгенные (рис. 16).  
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Рис. 16. Нетрансгенный побег 

 

 Таблица 3 

Отличия трансгенного табака от нетрансгенного (рис. 18) 

Фенотип Трансгенный  Нетрансгенный 

Корни Корни тянутся вверх Корни в среде 

Локализация 

образования корня 

Возможно образование 

корней на листьях 

Зона корневой шейки 

Листовая пластинка Закругленные Продолговатые 

 

  

Рис.  17. Трансгенный побег. 
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Рис. 18. Сравнение трансгенного табака (слева), от нетрасгенного (справа) 

Около 3% побегов получились нетрансгенными. 

 

3.1.8. Акклиматизация трансгенных растений на почве 

 

Регенеранты  пересаживали в почвенную смесь, покрывали пленками и 

выращивали при температуре 26±1°C на свету  (рис. 19). Регенеранты, 

акклиматизированные к почвенным условиям, имели характеристики, 

характерные для растений, трансгенных по генам rol. Например, они имели 

ярко выраженную кустистость, карликовость, темно-зеленые вытянутые 

морщинистые листья, короткие междоузлия и образование корней на 

листьях. 

В ходе агробактериальной трансформации листовых дисков табака 

было отобрано около 30  первичных побегов. Из этих побегов укоренились 

на селективной среде около 20 растений, 7 из которых по морфологическим 

признакам были трансгенные. Из этих растений шесть были успешно 

акклиматизированы к условиям почвы и отобраны для дальнейшей работы 

для получения семян (рис. 20). 
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Рис. 19. Регенеранты, пересаженные на почвенную смесь для 

акклиматизации 

 

  

Рис. 20. Акклиматизированное in vivo  трансгенное растение по rol-генам 

 

3.2. Результаты ПЦР-анализа 

 

Из отобранных растений табака была выделена тотальная ДНК и 

проведен анализ на наличие генов rolA, rolB и rolC. Для ПЦР-анализа 

волосовидных корней на наличие генов rolA, rolB и rolC  использовали 
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праймеры с нуклеиновой последовательностью указанные в таблице 2. 

Праймер RolАВ1 и RolАВ2  использовался для доказательства наличия гена 

rolА и rolВ, праймер RolCPlant2 использовался для доказательства наличия 

гена rolC. +К – ДНК A. rhizogenes штамма К599; -К – отрицательный 

контроль (вода); 1-39 – анализируемые линии побегов; 1-5 – анализируемые 

линии волосовидных корней; М-маркер. 

Для подтверждения наличия в ДНК полученных побегов rol-генов 

проводили  ПЦР-анализ (рис. 21, 22) с праймерами к фрагменту rolА и rolВ 

гена, так как эти гены считаются ключевыми в образовании волосовидных 

корней [57]. По результатам ПЦР-анализа с праймерами RolАВ1  и  RolАВ2 

выяснилось, что в праймере RolАВ1 только 2 линии побегов не содержат 

гены rolА и rolВ, образцы под номерами 21 и  24 не трансгенные (рис. 21). А 

в праймере RolАВ2 (рис. 22) всего лишь один образец побегов является не 

трансгенным. Результат волосовидных корней с праймерами RolАВ1  и  

RolАВ2 на наличие А и В rol-генов (рис. 24), оказались трансгенными и 

имеют морфологические признаки волосовидных корней. Результат ПЦР-

анализа с праймером RolCPlant2 (рис. 23), образцы побегов 21 и 24 оказались 

нетрансгенными. Образцы ДНК волосовидных корней  (рис. 24) с праймером 

RolCPlant2, доказали наличие гена rolC, что является признаком 

трансгенности корней. 



 

Рис. 21. Проведение ПЦР с  использованием праймера RolАВ1. 1-39 – анализируемые линии побегов; +К – ДНК A. 

rhizogenes штамма К599; -К – отрицательный контроль (вода); М-маркер 

 

 

Рис. 22. Проведение ПЦР с  использованием праймера RolАВ2. 1-39 – анализируемые линии побегов; +К – ДНК A. 

rhizogenes штамма К599; -К – отрицательный контроль (вода); М-маркер 
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Рис. 23. Проведение ПЦР с  использованием праймера RolCPlant2. 1-39 – анализируемые линии побегов; +К – ДНК 

A. rhizogenes штамма К599; -К – отрицательный контроль (вода); М-маркер 

 

       

Рис.  24. Наличие rol-генов в волосовидных корнях. 1-5 – анализируемые линии волосовидных корней; +К – ДНК 

A. rhizogenes штамма К599; -К – отрицательный контроль (вода); М-маркер 

 

RolCPlant2 
RolAB1 

RolAB2 



ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Культура hairy roots хозяйственно-ценных видов растений, 

специфически сверхпродуцирующих ценные метаболиты является 

перспективной технологией культивирования органов для синтеза, 

накопления и регуляции производства целевых соединений, благодаря их 

способности к быстрому росту в недорогой культуральной среде без 

фитогормонов и возможности длительного культивирования с сохранением 

генетической и биохимической стабильности. Индукция таких бородатых 

корней происходит в результате естественной трансформации растительного 

организма почвенной агробактерией Agrobacterium rhizogenes. 

В ходе проведенных экспериментов нами получены взрослые 

трансгенные по rol-генам растения табака. На эксплантах листьев этих 

трансгенных растений на безгормональных питательных средах 

индуцировалось образование волосовидных корней. Это позволяет сделать 

заключение о том, что регенерирующая способность N. tabacum достаточно 

высока, что дает возможность использование такого способа для устойчивого 

сохранения культур hairy roots с полезными признаками в течение 

длительного времени. Также нами получены семена у трансгенных растений 

и планируются работы по получению растений с rol-генами второго 

поколения и проведению их морфофизиологического анализа при 

нормальных и стрессовых условиях. 

Почвенная агробактерия A. rhizogenes трансформирует растения так 

называемыми rol-генами, что и приводит к неопластическому 

плагиотропному разрастанию корней, фактически соответствующих 

ювенильному растению. В настоящее время экспериментаторы по всему 

миру применяют в фундаментальных и прикладных исследованиях для 

получения волосовидных корней не менее 90 штаммов A. rhizogenes. 

Некоторые из них используются довольно редко, тогда как другие можно 

считать гораздо более «популярными». При этом в подавляющем 
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большинстве работ использованы два агропиновых штамма: ATCC15834 и 

A4, отличающиеся довольно высокой степенью вирулентности. 

A. rhizogenes штамма K599 обладает высокой инфекционностью на 

различных растениях. Особенностью данного штамма агробактерий является 

то, что под их действием образуются не только волосовидные корни, но 

происходит и побегообразование. При этом методом ПЦР-анализа нам 

удалось доказать, что формирующиеся побеги являются трансгенными. 

Трансгенные волосовидные корни могут быть непосредственно 

использованы для изучения генов, функций плазмид и взаимодействий 

между растениями и их корневыми вредителями; они могут быть 

использованы в качестве биореакторов для производства активных 

ингредиентов лекарственных растений, а также могут быть использованы для 

регенерации полных трансгенных растений. Культуры волосовидных корней 

обладают многими преимуществами, включая высокий и непрерывный 

выход широкого спектра метаболитов и высокий потенциал роста на 

относительно дешевых питательных средах без фитогормонов. 
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ВЫВОДЫ  

 

1. При агробактериальной трансформации листовых эксплантов табака при 

помощи штамма К599 Agrobacterium rhizogenes в отличие от штаммов А4 и 

15834 активируется не только ризогенез, но и геммогенез;  

 

2. Из прямых регенерантов побегов, полученных при генетической 

трансформации штаммом К599, могут быть получены полноценные 

растения, акклиматизированные к условиям почвы;  

 

3. Путем использования фитогормонов 6-БАП и НУК из волосовидных 

корней К599 могут быть получены побеги и полноценные растения с 

фенотипом «hairy root»; 

 

4. Методом ПЦР-анализа доказано наличие rol-генов A, B, C в волосовидных 

корнях, прямых регенерантах и растениях полученных при регенерации из 

волосовидных корней. 
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