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Настоящее изобретение относится к 
трансформации эукариотических клеток, в част­
ности растительных клеток, экзогенной ДНК, а 
также к получению трансгенных организмов, 
тканей и культур из таких клеток.

Было разработано несколько методов ин­
тродукции молекул экзогенной ДНК в расти­
тельные клетки, что позволяет использовать 
общеизвестные преимущества применения ме­
тода рекомбинантной ДНК для получения 
трансгенных растений. Эти методы включают 
использование модифицированных биологиче­
ских систем, таких как опосредуемый 
А§гоЪас1егшт перенос Т-ДНК в растительные 
клетки, и физических небиологических систем, 
таких как электропорация, микроинъекция, опо­
средуемое фосфатом кальция или полиэтиленг­
ликолем (ПЭГ) поглощение ДНК или слияние 
клеток и бомбардировка микроснарядами (об­
щий обзор методов и некоторые конкретные 
данные см., например, в разделах 2 и 3 "Р1ап! 
СепеНс ТгапкГогтайоп апб Сеие Ехргеккюп, А 
ЬаЪога1огу Мапиа1”, ред. Эгарег 1. и др., изд. 
В1аск\\е11 §шепййс РиЪйсайопк (1988); см. также 
у РоДукик и др., "Эпес! Сепе ТгапкГег: §1а1е о! 
1йе Аг! апб Ги1иге Ро1епДа1”, Р1ап!. Мо1. Вю1. 
Кер. 3: 117-128 (1985)).

Разработанные методы позволяют ста­
бильно трансформировать экзогенной ДНК ши­
рокий спектр видов растений. В частности, раз­
витие физических методик позволило преодо­
леть известные ограничения, связанные с диапа­
зоном хозяев и характерные для биологических 
систем. Однако общим недостатком этих физи­
ческих методов является то, что они не дают 
возможность осуществлять направленную инте­
грацию введенной ДНК в геном растительной 
клетки. Поэтому эти методы должны зависеть 
от неконтролируемой интеграции введенной 
ДНК посредством недостаточно понятных ме­
ханизмов, вследствие чего экзогенную ДНК 
необходимо интегрировать в виде многочислен­
ных копий случайных фрагментов в один сайт в 
геноме растительной клетки.

Увеличение предсказуемости случаев ста­
бильной трансформации при использовании 
физических методов интродукции экзогенной 
ДНК в растительную клетку должно значитель­
но улучшить пригодность и общую эффектив­
ность этих способов для получения генетически 
стабильных трансформированных растений, 
обладающих способностью стабильно экспрес­
сировать трансгены. Одним из подходов, пред­
принятых для достижения этой цели, было соче­
тание протеинов, обеспечивающих трансформа­
цию и/или интеграцию в биологических систе­
мах, с небиологическими методами введения. 
Для достижения требуемого эффекта представ­
лялось необходимым связать эти протеины с 
молекулами экзогенной ДНК перед введением в 
трансформируемую клетку-мишень, имитируя 
при этом по возможности наиболее точно био­

логическую систему, из которой получены про­
теины (АО 95/05471 и АО 95/34647).

Известен целый ряд протеинов, которые 
обеспечивают стабильную интегративную 
трансформацию эукариотических клеток экзо­
генной ДНК, которые производятся вне эука­
риотической клетки и вводятся в комбинации с 
экзогенной ДНК. В основе настоящего изобре­
тения лежит открытие того факта, что для таких 
протеинов не требуется их получение и связы­
вание с экзогенной ДНК вне эукариотической 
клетки, как это осуществляют обычно для уси­
ления стабильной интегративной трансформа­
ции. В отличие от этого введение в эукариоти­
ческую трансформируемую клетку-мишень 
транслируемой РНК или химерного гена, коди­
рующего такой протеин, также может обеспе­
чить эффективную стабильную интегративную 
трансформацию совместно введенной экзоген­
ной ДНК.

Согласно настоящему изобретению пред­
лагается прежде всего улучшенный способ ста­
бильной трансформации растительных клеток с 
помощью экзогенной ДНК, который объединяет 
положительные характеристики опосредуемого 
АдгоЪас1егшт 1итеГас1епк переноса Т-ДНК и 
интеграции с небиологическими методами вве­
дения.

Этот способ включает введение в расти­
тельную клетку фрагмента экзогенной ДНК, 
предназначенного для интеграции в геном рас­
тительной клетки, связанного с пограничными 
последовательностями Т-ДНК, вместе с, по 
крайней мере, одной вспомогательной последо­
вательностью ДНК или РНК, обеспечивающей 
экспрессию в растительной клетке одного или 
нескольких белков, опосредующих интеграцию 
экзогенной ДНК, кодируемых участком νπ Τι 
или Κι - плазмид агробактерий, таким образом, 
чтобы указанные белки присутствовали в клетке 
в достаточном количестве после проникновения 
экзогенной ДНК в клетку и до того, как про­
изойдет интеграция экзогенной ДНК в геном 
растительной клетки.

В предпочтительном варианте осуществ­
ления изобретения экзогенную ДНК и вспомо­
гательные последовательности ДНК и РНК вво­
дят в растительную клетку одновременно. В 
альтернативном варианте подлежащая транс­
формации растительная клетка может быть по­
лучена из растения или культуры клеток, кото­
рые предварительно были стабильно трансфор­
мированы с помощью химерного(ых) гена(ов), 
предназначенного(ых) для экспрессии белков, 
опосредующих интеграцию.

Один или несколько белков, опосредую­
щих интеграцию, в соответствии с настоящим 
изобретением, могут кодироваться участком 
УйП1, УиЭ2. УиС1, УиС2 или УДЕ2. Предпоч­
тительно используют один участок УйП2, или 
комбинацию УйП1 и УЙП2, или комбинацию 
УйП1, УпП2 и УиЕ2.
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В еще одном предпочтительном варианте 
экзогенная ДНК, связанная с пограничными 
областями Т-ДНК агробактерий, представляет 
собой фрагмент растительного вирусного век­
тора.

Фрагментом растительного вирусного век­
тора может быть только вспомогательная по­
следовательность ДНК или РНК.

Возможен также вариант, когда и экзоген­
ная последовательность, связанная с погранич­
ными последовательностями Т-ДНК агробакте­
рий, и вспомогательная последовательность 
ДНК или РНК представляют собой фрагмент 
растительного вирусного вектора.

Предпочтительно используют раститель­
ную клетку, которая представляет собой клетку 
двудольного растения, предпочтительно вы­
бранного из группы, включающей табак, хлоп­
чатник, масличный рапс и сою.

Однако возможен вариант, когда расти­
тельная клетка представляет собой клетку одно­
дольного растения, которое предпочтительно 
выбирают из группы, включающей кукурузу, 
пшеницу и рис.

Экзогенная ДНК может представлять со­
бой любой фрагмент ДНК, который требуется 
интегрировать в геном растительной клетки в 
интактной форме, например, химерный ген, 
сконструированный для экспрессии в расти­
тельной клетке или трансгенном растении, или в 
культуре растительных клеток определенной 
биологически активной РНК (например, анти­
смысловой РНК или рибозима) или представ­
ляющего интерес белка.

Предпочтительно, чтобы экзогенная ДНК, 
связанная с пограничными последовательно­
стями Т-ДНК агробактерий, и вспомогательная 
последовательность ДНК были фрагментами 
одной молекулы ДНК.

Другим объектом изобретения является 
способ получения фертильного трансгенного 
растения с интегрированной в геном экзогенной 
ДНК, связанной с пограничными последова­
тельностями Т-ДНК агробактерий, включающий 
интеграцию экзогенной ДНК в геном расти­
тельной клетки в соответствии с описанным 
выше способом и регенерацию фертильного 
трансгенного растения из трансформированной 
растительной клетки.

С помощью данного способа возможно по­
лучение фертильных трансгенных растений, 
предпочтительно выбранных из группы, вклю­
чающей табак, хлопчатник, масличный рапс, 
сою, кукурузу, пшеницу и рис.

Наиболее предпочтительно из группы, 
включающей кукурузу, пшеницу, овес, рожь, 
сорго, рис, ячмень, просо, дернообразующие и 
кормовые травы, а также хлопчатник, сахарный 
тростник, сахарную свеклу, масличный рапс, 
бананы, тополь, орех, табак и сою.

Ниже приведены пояснения некоторых оп­
ределений для лучшего понимания настоящего 
изобретения.

Интеграция. В контексте настоящего опи­
сания понятие “интеграция” в целом применяют 
по отношению к процессу, посредством которо­
го молекула экзогенной ДНК, введенная в эука­
риотическую клетку, стабильно включается в 
геномную ДНК эукариотической клетки.

Бомбардировка микроснарядами. В кон­
тексте настоящего описания понятие 
“бомбардировка микроснарядами” применяют 
для обозначения общего метода введения нук­
леиновых кислот, включая ДНК и РНК, в живую 
клетку путем нанесения нуклеиновых кислот на 
микроснаряд и внедрения микроснаряда с нане­
сенным покрытием в живую клетку (см., напри­
мер, примеры 1-4 патента США 5036006; XVО 
91/02071 (в которых описано применение этого 
метода для трансформации растений и их кле­
ток); см. также патент США 5302523; Κοζίβΐ и 
др., Вю1есйпо1о§у 11: 194-200 (1993) (в которых 
описана трансформация элитных инбредных 
линий кукурузы с помощью бомбардировки 
частицами); УазП и др., Вю1есйпо1о§у 11:1553­
1558 (1993); Vеек8 и др., Р1ап1 РЬу8ю1. 102: 
1077-1084 (1993); Тапака Т. и др., “8иссе88Ги1 
ехртеззюп ίη ро11еп оГ уатюиз р1ап1 зрешез οί ίη 
νίίτο 8уηΐЬе8^ζеά ιηΡΝΛ иНгобисеб Бу рагОс1е 
ЬотЬатбтеп1”, Р1ап1 Мо1. Βίο1. 28: 337-341 
(1995); УазП и др., Вю1есйпо1о§у 10: 667-674 
(1992); К. и др.,; Vа1ке^ Ь. и др., “ОИ8 
Меззепдег ΚΝΑ ЭеЮету апб Ехртеззюп ш Р1ап1 
Се11 νίη Ратйс1е ВотЬагбтеШ”. 1п Уйго Се11 Эе\\ 
Бю1. 26: 70Α-№ 218 (1990); Пба Α. и др., Арр1. 
М1сгоЬю1. Вю1есйпо1. 33: 560-563 (1990); 
Согбоп-Катт и др., Р1ап1 Се11 2: 603-618 (1990); 
Рготт и др., Вю1есйпо1о§у, 8:833-839 (1990); 
Мопка\\а Н. и др., Арр1. МюгоЬю1. Вю1ес1то1. 
31:320-322 (1989)).

Инъекция с помощью струи аэрозоля. В 
контексте настоящего описания понятие 
“инъекция с помощью струи аэрозоля” приме­
няют для обозначения физического метода вве­
дения в живые клетки нуклеиновых кислот в 
форме струи аэрозоля (см., например, патент 
США 5240842).

Электропорация. В контексте настоящего 
описания понятие “электропорация” применяют 
для обозначения метода введения биологиче­
ских молекул, в частности, нуклеиновых кислот, 
таких как ДНК и РНК, в живые клетки, заклю­
чающегося в том, что на клетки воздействуют 
электрическим импульсом или разрядом в при­
сутствии биологических молекул (см., напри­
мер, патент США 5231019; главу 3.3 “Р1ап1 
Оепейс ТтапзГоттайоп апб Оепе Ехртеззюп, А 
БаЬогаЮгу Мапиа1”, ред. Этарет Т и др., изд. 
В1аск\уе11 8шепййс РиЬНсайопз (1988); 8аи1 
М.\\;. и др., “Э|гес1 ΌΝΑ ТгапзГег ίο РгоЮр1а818 
ΧνίΟι апб Χνίΐΐιοιιΐ Е1ес1горога11оп”, Р1ап1 
Мо1еси1аг Вю1о§у Мапиа1 Α1: 1-16, (1988);
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Окайа К. и др., ‘Тпйойисйоп оГ Рипсйопа1 ΚΝΆ 
ίηΐο Р1ап1 Ргойор1акйк Ьу Е1есйторогайюп”, Р1ап1 
Се11 РЬуяоЦ 27(4): 619-626 (1986); 8Ы11йо К.И. 
и др., "Шдй ЕГйаепсу Ииесй Сепе ТгапкГег 1о 
Р1апйк”, Вюйесйпо1оду 3: 1099-1103 (1985); ЕР- 
292435 (на имя С1Ьа-Се1§у), ЕР-392225 (на имя 
ОЬа-Сещу) и XVО 93/07278 (на имя С1Ьа- 
Се1§у)).

Микроинъекция. В контексте настоящего 
описания понятие "микроинъекция” применяют 
для обозначения метода механической инъек­
ции биологического вещества, в частности, ДНК 
или РНК, непосредственно в живую клетку (см., 
например, главу 3.4 "Р1ап! Сепейс 
ТтапкГоттайоп апй Сепе Ехртеккюп, А ЬаЬогайоту 
Мапиа1, выше; Сгаекктапп М. и др., 
"Мюгспфесйоп оГ Пккие Си1йите Се11”, Меййойк 
ш Еп/уто1оду 101:482-492 (1993)).

Индуцируемое поглощение. В контексте 
настоящего описания понятие "индуцируемое 
поглощение” в целом применяют для обозначе­
ния методов, которые индуцируют поглощение 
биологических веществ, в частности, нуклеино­
вых кислот, живыми клетками (см., например, 
раздел "Предпосылки создания изобретения” в 
патенте США 5036066). Такие методы включа­
ют, в частности, поглощение, опосредуемое по­
лиэтиленгликолем (ПЭГ) (см., например, раздел 
3.2 "Р1ап! Сепейс ТтапкГотшайоп апй Сепе 
Ехртеккюп, А ЬаЬогайоту Мапиа1, ред. Итарет 1. и 
др., изд. В1аск\\е11 Заепййс РиЬйсайопк (1988); 
Заи1 Μ.ν. и др., "Ииесй ΌΝΑ ТгапкГег йо 
Ргойор1акйк Χνίΐΐι апй V^ййοий Е1есйоротайоп”, см. 
выше; №дгийи и др., Р1апй Мо1. Вю1. 8:363-373 
(1987)) и обработку тепловым шоком (см. па­
тент США 5231019).

νίτΌ. В контексте настоящего описания 
понятие "νίτΌ” относится к генам или протеи­
нам, происходящим из вирулентного (νίτ) Ό- 
оперона П- или Кт-плазмиды, которые обеспе­
чивают функции, необходимые для переноса Т- 
ДНК (см. обзор 2атЬтукк1 Р.С., "Сйтошс1ек Ггот 
ййе АдгоЬасйейит-р1апй се11 ΌΝΑ 1гапкГег кйогу”, 
Апп. Кеу. Р1апй Рйукю1. Р1апй Мо1. Вю1. 43: 465­
490 (1992)). Конкретные гены и соответствую­
щие протеины из этого участка обозначают но­
мерами в зависимости от их расположения в 
опероне νίτΌ. Например, первый ген в виру­
лентном Ό-опероне обозначают "νίτΌ1”, второй 
ген обозначают "νίτΌ2” и т.д.

Вирулентный участок ДНК в норме не пе­
реносится в растительную клетку и не интегри­
руется в геном растения во время опосредуемо­
го АдтоЬасйейит переноса Т-ДНК. В отличие от 
этого продукты гена νίτ в естественных услови­
ях обеспечивают непосредственный перенос 
элемента Т-ДНК от бактериальной Т1- или Κί- 
плазмиды в геном растения. Т-участок и νίτ- 
участок могут находиться на различных плаз­
мидах без потери функций (Ие Ртатопй А.Т и 
др., Вю/Тесйпо1оду 1:262-269 (1983); Ноекета и

др., №Циге 303:179-180 (1983); Веνап М. ШсШс 
Ашйк Кек. 12:8711-8721 (1984)).

Два полипептида νίτΌ1 и νίτΌ2, кодируе­
мых 5'-половиной локуса νίτΌ, играют основ­
ную роль в инициации процессинга ДНК при 
переносе Т-ДНК из АдтоЬасйейит в раститель­
ные клетки. Протеины νίτΌ1 и νίτΌ2 кодиру­
ются соответственно первым геном и вторым 
геном оперона νίτΌ (Зйасйе1 З.Е. и №кйет Е.ЭД) 
"Тйе депейс апй йап§сйрйопа1 огдаш/айоп оГ ййе 
νίτ тедюп оГ ййе А6 П р1акпий оГ АдтоЬасйейит 
йитеГашепк. ЕМВО Т 5:1445-1454 (1986)). Гене­
тические исследования показали, что образова­
ние Т-цепи опосредовано продуктами оперона 
νίτΌ (УапоГкку и др., Се11 47:471-477 (1986); 
Зйасйе1 и др., ЕМВО Т 6:857-863 (1987)). В ча­
стности, было показано, что первый и второй 
гены оперона νίτΌ кодируют полипептиды, не­
обходимые для расщепления пограничной по­
следовательности Т-ДНК (Ие Уок и 2атЬгу5кк 
Мо1. Р1апй МютоЬе 1пйег. 2: 43-52 (1989); 
РШсйкт и Сейап. Мо1. М1сгоЪю1. 8: 915-926 
(1993); 1ауак^а1 и др., Т Васйепо1. 169: 5035­
5045 (1987); Ройет и др., ШсШс Ашйк Кек. 15: 
7503-7515 (1987); Зйасйе1 и др., ЕМВО Т 6: 857­
863 (1987)). Эта активность приводит к образо­
ванию одноцепочечных разрывов (ников) внут­
ри пограничных последовательностей Т-ДНК 
(Зйасйе1 З.Е. и др., "Сепегайоп оГ кшд1е-кйтапйей 
Т-^NΑ то1еси1ек йштпд ййе 1шйа1 кйаде оГ Т- 
^NΑ йгапкГег Ггот АдтоЬасйейит йитеГашепк йо 
р1апй се11к”, №йиге (Ьопйоп) 322: 706-712 (1986); 
УапоГкку и др., Се11 47: 471-477 (1986); Vапд и 
др., Заепсе 235: 587-591 (1987); АЬйдйй и др., Т 
Васйепо1. 169: 1046-1055 (1987)). νίτΌ1/νίτΌ2 
расщепляют пограничную последовательность 
Т-ДНК между третьим и четвертым основания­
ми. Как только образуются эти разорванные 
молекулы, наблюдается образование свободных 
линейных копий одноцепочечной ДНК (ккДНК) 
нижней цепи Т-ДНК (Т-цепь) (Зйасйе1 З.Е. и др., 
№Циге (Ьопйоп) 322: 706-712 (1986); Зйасйе1 и 
др., ЕМВО Т 6: 857-863 (1987)). νίτΌ2 остается 
ковалентно присоединенным к 5'-концу Т-ДНК 
(см. обзор 2ирап Т К. и 2атЬтукк1 Р. "ТгапкГег оГ 
Т-^NΑ Ггот АдтоЬасйейит йо ййе р1апй се11”, 
Р1апй Рйукю1. 107: 1041-1047 (1995)).

Изучение мутанта νίτΌ2, у которого отсут­
ствует С-концевая половина (50%) νίτΌ2, пока­
зало, что для разрыва пограничных последова­
тельностей Т-ДНК необходима только Ν- 
концевая половина (50%) νίτΌ2. Однако этот 
мутант не обладает способностью вызывать 
опухоли в инфицированных растениях. Таким 
образом, можно предположить, что С-конец 
играет определенную роль в переносе Т-ДНК в 
растительные клетки (данные обобщены в обзо­
ре 2атЬтукк1 Р.С., "Сйтошс1ек Ггот ййе 
АдгоЬасйейит-р1апй се11 ^NΑ йгапкГег кйогу”, 
Апп. Кеу. Р1апй Рйукю1. Р1апй Мо1. Вю1. 43: 465­
490 (1992)). Этот домен содержит состоящий из 
двух частей сигнал ядерной локализации (ΝΕ3)
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(Ηο\γ;·πύ и др., Се11 68: 109-118 (1992)). Биоло­
гическая роль последовательностей ΝΣδ была 
подтверждена данными о том, что у 
ЛдгоЬасЛепит в значительной степени снижает­
ся онкогенность, когда удаляют 2 основные 
структуры состоящего из двух частей ΝΣδ 
(8Ьигуш1оп, Ргос. №11. АсаД. δα. (И8Л) 89: 
11837-11841 (1992)).

Один УпЭ2 вызывает ίη νίΐτο сайтспеци­
фическую реакцию расщепления-соединения 
одноцепочечной ДНК, что свидетельствует о 
том, что этот протеин обладает каталитической 
активностью, обеспечивающей разрезание ДНК 
(Рапкедгаи и др., Ргос. №11. АсаД. δα. 90: 11538­
11542 (1993)). У 8сйе1Ше и др. в 1. Βίο1. 
Сйет1к1гу 270: 1269-1276 (1995) говорится, что 
объединение в рТ1С58 νίτΌ1 и νίτΌ2 оказалось 
достаточным для катализа ίη νίΐτο расщепления, 
специфического по отношению к Т- 
пограничной последовательности (см. также у 
1акрег и др., Ргос. №11. АсаД. δα. 91: 694-698 
(1994)).

У экстрактов, содержащих УиЭЕ обнару­
жена топоизомеразная активность типа I (ОЬа1 и 
Эак. Ргос. №11. АсаД. δα. 86: 319-3113 (1989)). 
Эта активность связана с νίτΌ1 и, вероятно, не­
обходима для релаксации ДНК с целью ее под­
готовки к расщеплению с помощью УйП2. Од­
нако более высоко очищенный протеин УпЭ1 
не проявил топоизомеразной активности 
^сйеДПе и др. в 1. Βίο1. СйетщДу 270:1269-1276 
(1995)).

Анализ последовательности νίτΌ2 у 
штаммов АдгоЪас1егшт, несущих октопиновый, 
нопалиновый или ризогеновый тип плазмид 
показал, что Ν-конец этой последовательности 
консервативен на 85% (Шгауата и др., Μο1. 
Оеп. Оепе1. 213: 229-237 (1988); \\апд и др., 1. 
Вас1егю1. 172: 4432-4440 (1990); УагюГкку и др., 
Се11 47: 471-477 (1986)). С-конец консервативен 
только на 25%, причем наибольшее сходство с 
сигнальными последовательностями ΝΕδ обна­
ружено для последних 30 аминокислот (см. об­
зор 2ашЪгукк1, 1992).

νίτΕ. В контексте настоящего описания 
понятие “νίτΕ” относится к генам или соответ­
ствующим протеинам, происходящим из виру­
лентного (У и) Е-оперона Τί- или Κί-плазмиды, 
которые обеспечивают функции, необходимые 
для переноса Т-ДНК. Понятие "УпЕ2” в контек­
сте настоящего описания относится к связы­
вающему одноцепочечную ДНК (ккДНК) про­
теину, который был идентифицирован как про­
дукт гена νίτΕ2 на опероне νίτΕ (С1е11 С. и др., 
Ргос. N311. АсаД. δοΐ. 84: 9006-9010 (1987); 
Οίονκίν и др., δ№ιτ^ 240: 501-504 (1988)). Ве­
роятно, νίτΕ2 может покрывать Т-цепь вдоль ее 
длины. Взаимодействие этого протеина с одно­
цепочечной ДНК является неспецифическим. 
Нопалиновый протеин νίτΕ2 (Шгсюка и др., 1. 
Вас1егю1. 169: 1529-1536 (1987)) и октопиновый 
протеин νίτΕ2 (ХУшапк и др., №с1ею АаДк Кек.

15: 825-837 (1987)) содержат сигналы ядерной 
локализации. Вероятно, протеин νίτΕ2 является 
основной частью Т-комплекса, и он может при­
нимать участие в транспорте в ядро (см. обзор 
2црап и 2атЪгукк1, Р1ап1 Рйукю1. 107:1041-1047 
(1995)). Трансгенные растения, экспрессирую­
щие продукт гена νίτΕ2, способны дополнять 
мутантов νίτΕ у АдгоЪас1егшт, подтверждая 
тем самым, что протеин νίτΕ2 играет важную 
роль в растительной клетке (см. обзор 2црап и 
2ашЪгуккц Р1ап1 Рйукю1. 107: 1041-1047 (1995)).

νίτΟ В контексте настоящего описания 
понятие “УйС” относится к локусу УиС Τί- и 
Κί-плазмиды, который кодирует два полипепти­
да УиС1 и УиС2 (УагюГкку Μ.Ρ. и №к1ег Ε.^. 
“Μο1οου18Γ с11агас1еп/а1юп οΓ а ΗοκΙ-гапде- 
ДеЮгпишпд 1οαικ Ггот АдгоЪас1егшт 
ЩтеГааепк”. 1. Вас1егю1. 168: 237-243 (1986)). 
Было показано, что этот локус усиливает разрыв 
пограничной последовательности Т-ДНК в 
АдгоЪас1егшт (Τοτο Ν. и др., "ΡοΚ οΓ 1йе 
ο\ΌΓάπ\Ό кесщепсе ш Τ-ΌΝΛ Ηογ^γ с1еауаде ш 
АдгоЪас1егшт”, Ргос. Νηΐ1. АсаД. δα. (^А), 
85(22): 8558-8562 (1988)). Также было показано, 
что У1гС1 усиливает производство Т-цепи в ге­
терологичной системе Ε^ο1ί, если ограничено 
количество продуктов генов УиЭ1 и УиЭ2 (Эе 
νοκ О. и 2атЪгукк1 Р., ^хрюкк^ οΓ
АдгоЪас1егшт гюраПп кресйгс УиЭЕ УиЭ2 апД 
У1гС1 апД 1йеи гесщиетеШ Гэг Т-к1гапД 
ргоДис1юп ш Εχο1ί”. Μο^α Р1ап1 М1сгоЪе 1п1ег. 
2: 42-52 (1989)). Хотя с помощью аффинной 
хроматографии ДНК было показано, что У1гС1 
взаимодействует с октопиновыми, усиливаю­
щими перенос (ο\ό^π\ό) последовательностя­
ми, точная функция У1гС1 остается неизвестной. 
Он может связываться с УиЭ1 и УиЭ2 или с 
повтором пограничной последовательности 
и/или с усиливающей перенос последовательно­
стью, способствуя разрыву и производству Т- 
цепи (Τοτο Ν. и др., "Тйе АдгоЪас1егшш 
ЩтеГааепк уиС 1 депе ргоДис1 ЫпДк ΐο ονе^Д^^νе, 
а Τ-^NΛ 1гапкГег епйапсег”, 1. Вас1егю1. 171: 
6845-6849 (1989)).

Пограничные последовательности Т-ДНК. 
В контексте настоящего описания понятие 
“пограничные последовательности Т-ДНК” от­
носится к неполным прямым повторам последо­
вательностей ДНК длиной приблизительно 25 
пар оснований, которые благодаря своему при­
сутствию на обоих концах фрагмента ДНК при­
водят к тому, что фрагмент распознается как Т- 
ДНК, и действуют аналогично протеинам 
АдгоЪас1егшш. Пограничные последовательно­
сти Т-ДНК, расположенные на каждом из кон­
цов Т-ДНК, условно обозначают как "левая” и 
“правая”. Консенсусная последовательность для 
правой пограничной последовательности пред­
ставляет собой 5'-ОNNΤОNСАООАΤАΤАΤNNN 
NNNОΤNΛN-3' (δНО ГО N0:1), а консенсусная 
последовательность для левой пограничной по­
следовательности представляет собой 5'-
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ΟΟΤΟΟΟΑΟΟΑΤΑΤΑΤΝΝΝΝΝΝΤΟΤΑΑΑ-3' 
(8ЕЦ ΙΌ ΝΟ:2) (1оиап1п и др., Р1ап! Μοί. ΒίοΙ. 12: 
75-85 (1989)). Любой фрагмент ДНК между 
этими пограничными последовательностями 
переносится из ЛдгоЬасЗспит в растительную 
клетку (см. обзор ΖαιπόπΈΐο Р.С., "СНгошс1с5 
Ггот 1йе Αд^οЬасΐе^^ит-р1аηΐ се11 ΌΝΑ (гапЛсг 
81огу”, Αηη. Кеу. Р1ап1 Рйу8ю1. Р1ап1 Μοί. Βίοί. 
43: 465-490 (1992)).

Изучение Т-ДНК различных трансформи­
рованных линий растений позволило устано­
вить, что интеграция Т-ДНК в геном растения 
часто происходит на этих повторах погранич­
ных последовательностей (для правой погра­
ничной последовательности) или около них (для 
левой пограничной последовательности) 
(8й§й1от и др., ΕΜΒΟ 1. 4: 3069-3077 (1985); 
Ойеукеп и др., Оепек & Иеу. 5: 287-297 (1991); 
МауегйоГег и др., ΕΜΒΟ 1. 10: 697-704 (1991); 
Ой1а и др.,Р1ап! 1. 7: 157-164 (1995); Копс/ и др., 
Ргос ЦаЙ. Αсаб. 8οΐ. 86: 8467-8471 (1989)).

Несмотря на структурные сходства между 
левой и правой пограничными последователь­
ностями исследования функций пограничных 
последовательностей показало, что погранич­
ные последовательности Т-ДНК функциониру­
ют по-разному. Делеция или инверсия правой 
пограничной последовательности приводит к 
практически полному прекращению переноса Т- 
ДНК, тогда как делеция повтора левой погра­
ничной последовательности практически не 
оказывает на него влияния (8йате С.Н. и др., 
"Пю пдй! йапб сору оГ !йе порайпе Τι рк^ипб 25 
Ьр гереа! ίδ гесцйгеб Гог 1итог ГогтаОоп”, ШЛею 
Αοΐάδ Ке8. 12: 6031-6041 (1984); 1еп О.С. и 
СЫПоп Μ-Ό, 'ЛНе пдй! Ьогбег гедюп оГ рИГ^Т 
Τ-ΌΝΑ ίδ 1Шг1П81са11у тоге асОуе 1йап 1йе 1еГ! 
Ьогбег 1п рготойпд Τ-ΌΝΑ 1гап8Гогтайоп”, Ргос. 
ЦаЙ. Αсаб. 8с1. (υ8Α), 83: 3895-3899 (1986)). 
Генетический анализ показал, что перенос Т- 
ДНК является полярным, причем полярность 
определяется ориентацией повторов погранич­
ной последовательности (^апд и др., Се11 38: 
455-462 (1984); РегаЙа и Кеат, Ргос. ЛаО. Αсаб. 
8сг 82: 5112-5116 (1985)). Вероятно, это обу­
словлено тем фактом, что Т-цепь формируется в 
направлении справа налево (МЬйдй! и др., 
"Р^οсеδδ^ηд оГ 1йе Τ-ΌΝΑ оГ Αд^οЬасΐе^^ит 
ЩтеГаЛет деηе^аΐеδ Ьогбег тскз апб йпеаг, 
δίΓίβΕ-δΙπιπώΜ Τ-ΌΝΑ”, 1. Βасΐе^^ο1. 16: 1046­
1055 (1987)).

Последовательности-” контексты”, окру­
жающие пограничные последовательности Т- 
ДНК, оказывают сильное влияние на их актив­
ность. Последовательности, окружающие пра­
вую пограничную последовательность, усили­
вают, а последовательности, окружающие ле­
вую пограничную последовательность, ослаб­
ляют полярный перенос ДНК (\Уапд К. и др., 
"8ециепсе сойех! оГ !йе Τ-ΌΝΑ Ьогбег гереа! 
е1етеп1 беΐе^т^ηеδ ίΐδ ге1айуе асйуйу бшгпд Τ- 
ΌΝΑ (гатГег !о р1ап! сеШ”, Μο1. Сеп. Сепе! 210:

338-346 (1987)). Цис-активная последователь­
ность длиной 24 пары оснований, называемая 
усилителем переноса, расположена рядом с пра­
вой пограничной последовательностью октопи- 
новой плазмиды (РегаЙа и др., ΕΜΒΟ 1., 5: 1137­
1142 (1986); 8йшуйоп и Кеат, 1. Βасίе^^ο1. 173: 
5558-5563 (1991)). Усилитель переноса стиму­
лирует перенос Т-ДНК даже в том случае, когда 
он расположен на расстоянии нескольких тысяч 
пар оснований от пограничной последователь­
ности (Уап Наагеп Μ.1.Ε и др., "Ονе^б^^νе ίδ а Τ- 
гедюп (гатГег епйапсег \\1исй δйти1аΐеδ Τ-δΙπηκΙ 
ргобисйоп 1п Α. 1итеГаДеп8”, ШЛею ЛЛбδ ^δ. 
15: 8983-8997 (1987)). Однако он сам по себе не 
может опосредовать перенос Т-ДНК (РегаЙа 
Е.С. и др., "оуегбпуе”, а Τ-ΌΝΑ ί^аηδт^δδ^οη 
епйапсег оп !йе Αд^οЬасίе^^ит ШтеГаЛет (итог- 
шбисшд рк^ппб”, ΕΜΒΟ 1., 5: 1137-1142 (1986); 
Уап Наагеп Μ.1.Ε и др., "Рипсйопа1 аηа1уδ^δ оГ 
(йе Αд^οЬасίе^^ит ШтеГаЛет оЛорше Τί- 
рк^ииб 1ей апб пдй! Ьогбег Ггадтеп!”, Р1ап! Μο1. 
ΒώΓ 8: 95-104 (1987)). Усиливающая перенос 
последовательность первоначально локализова­
на на участке справа от повтора левой погра­
ничной последовательности ΤΕ-ДНК октопино- 
вой Τί-плазмиды. Аналогичные последователь­
ности присутствуют рядом с повтором правой 
пограничной последовательности ΤΚ-области 
октопиновой Τί-плазмиды (рП) и ΤΌ- и ΤΚ- 
областей агропиновой Κί-плазмиды (рКд) 
(8бдй1от и др., "КиЛеоОбе δе^иеηсе аηа1уδ^δ оГ 
ΤΌ-ΌΝΑ Αд^οЬасίе^^ит Нп/одег^ !уре рк^пиб. 
Иепййсайоп оГ ореп геабшд кгаи^”, 1. йюк 
Сйет. 261: 108-121 (1986); 1оиатп и др., 
"Α^^δίδ оГ ΤΕ-ΌΝΑ/ΓΌπΙ щпсОош ш !йе 
депоте оГ а Сопуо1уи1ш а^νеηδ^δ с1опе 
(гатГогтеб \\йй Αд^οЬасίе^^ит ^й^ζοдеηеδ δίπιπι 
Α4”, Р1ап! Μο1. ΒώΓ 12: 75-85 (1989)). Сравне­
ние последовательностей вблизи правой погра­
ничной последовательности позволило выявить 
участок длиной 8 пар оснований, названный 
коровой (сердцевинной) последовательностью 
(5'-ΤΟΓΤΤΟΓΤ-3') и располагающийся на раз­
личных расстояниях справа от каждого повтора 
правой пограничной последовательности. Пра­
вая пограничная последовательность Т-ДНК 
плазмиды рК18196 маннопинового типа не со­
держит никакой последовательности, сходной с 
усиливающей перенос последовательностью, но 
содержит другую последовательность длиной 8 
пар оснований (5'-ΑΤΤΑΟΓΤ^3'), повторяю­
щуюся 6 раз (Натеп С. и др., "Αд^οЬасίе^^ит 
би/одег^ рК18196 Τ-ΌΝΑ: Μарр^ηд апб ΌΝΑ 
δе^иеηсе оГ Гипсйот шуо1уеб ш тапорш 
δуηΐйеδ^δ апб йшгу гоо! бйГегепйайоп”, Ргос. №и1. 
Αсаб. 8Л. (υ8Α), 88: 7763-7767 (1991)). Вероят­
но, эта последовательность функционально эк­
вивалентна усилителю переноса (Натеп С. и 
др., "Α Τ-ΌΝΑ (гашГег епйапсег δе^иеηсе ш !йе 
ую1пйу оГ !йе пдй! Ьогбег оГ Αд^οЬасίе^^ит 
би/одег^ рК18196”, Р1ап! Μο1. ΒώΓ 20: 113-122 
(1992)). Из литературы неизвестно о существо­
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вании последовательности, очень похожей на 
усиливающую перенос последовательность 
вблизи нопалиновых пограничных последова­
тельностей Т-ДНК (^апд К. и др., "Зесцкпсе 
соп(е\( οί (Не Τ-ΌΝΆ Ьотбет гереа! е1етеп1 
бе(егтте5 ίίκ ге1аНуе асНуйу битшд Τ-ΌΝΆ 
1гап51сг ίο р1ап! се11к", Мо1. Сей. Сенек 210: 338­
346 (1987)), но это не исключает того, что неко­
торая последовательность, присутствующая на 
этом участке, играет аналогичную роль.

Используемая в примерах правая погра­
ничная последовательность длиной 25 пар осно­
ваний получена из рТ1АсН5 (Уап Наагеп М.ТТ, 
Р1ап( Мо1. Βίο1. 13: 523-531 (1989)). Левая по­
граничная последовательность, присутствующая 
в плазмиде р№оКВ1ис, получена из рТГТ37 
(Веуап, №с1ею АсМк Кек. 12: 8711-8721 (1984)).

Хотя было показано, что последовательно­
сти, соседние с правой пограничной последова­
тельностью, могут усиливать перенос ДНК в 
растительную клетку, в экспериментах, описан­
ных в примерах, выбирали минимальную длину 
правой пограничной последовательности с той 
целью, чтобы минимизировать возможное на­
рушение экспрессии гена люциферазы. Однако 
могут быть использованы и более длинные пра­
вые пограничные последовательности, содер­
жащие последовательность, которая подобна 
энхансерной последовательности, такую как 
усилитель переноса.

Химерные гены, обладающие способно­
стью продуцировать в эукариотической клетке 
протеин, который обеспечивает интеграцию 
представляющей интерес ДНК, могут быть 
сконструированы с использованием стандарт­
ных методов генетической инженерии, как это 
описано в примерах. Такой химерный ген дол­
жен состоять из последовательности ДНК, ко­
дирующей протеин и функционально связанной 
с соответствующими регуляторными сигналь­
ными последовательностями (например, с про­
мотором, лидерной последовательностью, тер­
минатором транскрипции, сайтом полиаденили- 
рования), которые управляют экспрессией 
функционально связанной кодирующей после­
довательности в эукариотической клетке. Такие 
кодирующие последовательности и регулятор­
ные сигнальные последовательности хорошо 
известны в данной области. Для улучшения экс­
прессии обеспечивающего интеграцию протеи­
на можно использовать синтетический вариант 
кодирующей последовательности, оптимизиро­
ванной для экспрессии в эукариотической клет­
ке-мишени.

мРНК, обладающие способностью проду­
цировать в эукариотической клетке обеспечи­
вающий интеграцию протеин, могут быть скон­
струированы с использованием стандартных 
систем, предназначенных для получения транс­
лируемых кэппированных транскриптов поли- 
(А)-мРНК, кодирующих требуемый протеин, 
как это проиллюстрировано в примерах.

Для специалиста в данной области очевид­
но, что экзогенная ДНК и химерный(ые) ген(ы) 
или РНК, кодирующие протеин(ы), которые 
обеспечивают стабильную интеграцию экзоген­
ной ДНК, могут быть введены в растительную 
клетку различными путями с использованием 
стандартных методов, применяемых в данной 
области. Конкретный способ, с помощью кото­
рого эти компоненты вводятся в эукариотиче­
скую клетку, не имеет решающего значения, 
поскольку протеин(ы), которые обеспечивают 
стабильную интеграцию экзогенной ДНК, про­
дуцируются в той же самой клетке фрагментом 
экзогенной ДНК в течение соответствующего 
периода времени, как описано ниже.

Для достижения положительного эффекта, 
а именно, для обеспечения стабильной интегра­
ции фрагмента экзогенной ДНК в интактной 
форме, не является необходимым, чтобы про­
теины, обеспечивающие этот эффект, продуци­
ровались в эукариотической клетке либо до то­
го, как фрагмент экзогенной ДНК введен в эу­
кариотическую клетку, либо после того, как 
экзогенная ДНК была интегрирована в эукарио­
тическую клетку. Единственным необходимым 
требованием, которым должны удовлетворять 
эти протеины, является их продуцирование в 
растительной клетке таким образом, чтобы они 
присутствовали в достаточных количествах во 
время переходного периода после того, как 
фрагмент экзогенной ДНК введен в эукариоти­
ческую клетку, и до того, как экзогенная ДНК 
была интегрирована. Может быть применен лю­
бой метод переноса химерного гена или транс­
лируемой РНК в эукариотическую клетку, кото­
рый обеспечивает продуцирование кодируемого 
протеина в течение соответствующего периода 
времени.

Как видно из представленных в настоящем 
описании примеров, один из способов, позво­
ляющих достичь производства достаточных ко­
личеств этих протеинов в течение соответст­
вующего периода времени, состоит в интродук­
ции кодирующего протеин химерного гена или 
транслируемой РНК в эукариотическую клетку 
вместе с экзогенным фрагментом ДНК (т.е. од­
новременный перенос компонентов). Этот спо­
соб является предпочтительным потому, что он 
включает однократный перенос молекул нук­
леиновых кислот (ДНК или ДНК и РНК) в эука­
риотическую клетку, предназначенную для 
трансформации. Другое потенциальное пре­
имущество этого способа состоит в том, что он 
может использоваться для кратковременного 
производства обеспечивающего интеграцию 
протеина в течение соответствующего периода 
времени, а не для стабильного производства, 
что может оказывать вредное воздействие на 
нормальный рост и развитие эукариотической 
клетки.

Одним из объектов настоящего изобрете­
ния является способ достижения стабильной
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трансформации растительной клетки с помо­
щью интактного фрагмента экзогенной ДНК, 
связанного с пограничными последовательно­
стями Т-ДНК, в результате чего имитируется 
опосредуемая Т-ДНК АдгоЪас!егшт трансфор­
мация. В соответствии с этим объектом изобре­
тения в растительную клетку, подлежащую 
трансформации, вводятся следующие компо­
ненты:

а) фрагмент представляющей интерес экзо­
генной ДНК, подлежащий интегрированию в 
геном растительной клетки, причем этот фраг­
мент связан с одной или более пограничными 
последовательностями Т-ДНК (для эффективно­
го переноса Т-ДНК, в частности, кольцевой Т- 
ДНК, у которой одна пограничная последова­
тельность может выполнять функции как пра­
вой, так и левой пограничной последовательно­
сти, может оказаться достаточно одной погра­
ничной последовательности Т-ДНК), и

б) по крайней мере, один химерный ген 
или РНК, причем каждый такой химерный ген 
или РНК способен(а) продуцировать в расти­
тельной клетке протеин, который происходит из 
АдгоЪасЮгшт и который либо индивидуально, 
либо в комбинации с другими такими протеи­
нами обеспечивает стабильную интеграцию 
фрагмента экзогенной ДНК в интактной форме.

Происходящий из Л§гоЪас1егшт протеин, 
который продуцируется в растительной клетке в 
соответствии с этим объектом изобретения, 
включает протеины, происходящие из виру­
лентного участка Τι- или Κι-плазмиды 
Л§гоЪас!егшт, но не ограничен ими. В частно­
сти, он включает У1гС1, У1гС2, УйП1, УйП2 и 
УнЕ2. Предпочтительно продуцируемый(ые) 
протеин(ы) представляет(ют) собой протеин 
УйП2 или комбинацию УйП2 либо с одним из 
УЙП1, УнЕ2, либо с обоими УиЭ1 и УЙЕ2. 
Экспрессия протеина(ов), происходящего(их) из 
Л§гоЪас!ег1ит, в растительной клетке приводит 
к предсказуемой целевой интеграции экзоген­
ной ДНК в виде ее интактного фрагмента. Обра­
зовавшаяся трансформированная растительная 
клетка содержит фрагмент экзогенной ДНК, 
сходный с Т-ДНК Л§гоЪас!егшт и интегриро­
ванный в ее геном.

Химерные гены, способные продуцировать 
происходящий из АдгоЪасЮгшт протеин, могут 
быть сконструированы с использованием стан­
дартных методов генетической инженерии, как 
это проиллюстрировано в примерах. Такой хи­
мерный ген должен состоять из последователь­
ности ДНК, кодирующей происходящий из 
АдгоЪасЮгшт протеин и функционально свя­
занной с соответствующими регуляторными 
сигнальными последовательностями (например, 
с промотором, лидерной последовательностью, 
терминатором транскрипции, сайтом полиаде- 
нилирования), которые управляют экспрессией 
функционально связанной кодирующей после­
довательности в растительной клетке. Такие

кодирующие последовательности и регулятор­
ные сигнальные последовательности хорошо 
известны в данной области. Кодирующие по­
следовательности УпЭ1 и УйП2, которые были 
использованы в примерах, помещены в ОепВаик 
и имеют регистрационный номер М14762.

РНК, обладающие способностью продуци­
ровать в растительной клетке происходящий из 
А§гоЪас!егшт протеин по изобретению, могут 
быть сконструированы с использованием стан­
дартных систем, предназначенных для получе­
ния транскриптов транслируемой кэппирован­
ной поли-(А)-мРНК, кодирующих требуемый 
протеин, как это проиллюстрировано в приме­
рах.

Фрагмент экзогенной ДНК, предназначен­
ный для интеграции в соответствии с этим объ­
ектом изобретения, может представлять собой 
любой фрагмент ДНК, который требуется ин­
тегрировать в интактной форме в геном расти­
тельной клетки, такой как химерный ген, скон­
струированный для экспрессии определенной 
биологически активной РНК (например, анти­
смысловой РНК или рибозима) или представ­
ляющего интерес протеина в растительной 
клетке или в образовавшемся растении либо в 
культуре клеток растения. Единственным тре­
бованием является то, чтобы фрагмент был свя­
зан с одной или более пограничными последо­
вательностями Т-ДНК таким образом, чтобы его 
можно было распознать и чтобы на него могли 
действовать протеины УиЭ1 и УйП2. Присое­
динение таких пограничных последовательно­
стей Т-ДНК к фрагменту экзогенной ДНК опи­
сано в примере 1 .

Любой эукариотический организм, вос­
приимчивый к переносу нуклеиновых кислот с 
помощью одного или более различных меха­
низмов, известных в данной области, может 
быть использован в качестве мишени для 
трансформации в соответствии с настоящим 
изобретением. Он включает грибы, дрожжи, 
клетки животных и, прежде всего, растительные 
клетки. Для дрожжей был описан перенос Т- 
ДНК (см. Р1ег8 и др., Ргос. ЫаД. Асаб. δοί., 93: 
1613-1618 (1996)). Для клеток животных была 
описана локализация УпЭ1 и УйП2 (после мо­
дификации их сигналов локализации) в клеточ­
ных ядрах (см. Оига1шск и др., Р1ап1 Се11 8: 363­
373 (1996)). Методы переноса нуклеиновых ки­
слот в различные клетки животных хорошо из­
вестны в данной области (см., например, 
“Сштеи! РгоЮсоН ίη Мо1еси1аг Вю1о§у”, т. 1-3, 
ред. Аи8иЪе1 Р.М. и др., изд. 1ойи \УПеу & §оп8, 
1ис. (1995); см., в частности, главу 9 
“ШтоДисНои оГ ΌΝΑ 1и1о МаттаНаи СеШ”).

Описанный способ трансформации приво­
дит к получению полного набора или коллекции 
трансформированных клеток, обычно выявляе­
мых по экспрессии маркерного гена. После­
дующая регенерация клеток в растения приво­
дит к получению полного набора или коллекции
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трансформированных растений. Полный набор 
как трансформированных растительных клеток, 
так и регенерированных из них трансформиро­
ванных растений может быть охарактеризован 
на основе данных о природе случаев их инте­
грации. Набор клеток или растений в соответст­
вии с настоящим изобретением характеризуется 
тем, что более 5% отдельных растительных кле­
ток или растений включают представляющую 
интерес ДНК, соединенную с геномной ДНК с 
помощью правых пограничных последователь­
ностей Т-ДНК ЛдгоЬасЮпит. как если бы их 
трансформировали с использованием опосре­
дуемого АдгоЬасЮгшт заражения (агроинфек­
ции). Предпочтительно указанное количество 
составляет более 10%. Обычно это количество 
составляет 5-70%, более предпочтительно 10­
50%. Набор трансформированных растительных 
клеток или растений обычно базируется на 1 0 
или более независимых случаях трансформации. 
Один из предпочтительных экспериментов по 
физической трансформации приводит к получе­
нию более чем 20, 30, 40 или 50 независимых 
случаев трансформации. Наборы трансформи­
рованных клеток и растений, а также потомство 
индивидуальных растительных клеток или рас­
тений составляют еще один объект настоящего 
изобретения.

Растения, представляющие собой потенци­
альные мишени, включают как однодольные, 
так и двудольные растения или их растительные 
клетки соответственно, в частности важные в 
сельскохозяйственном отношении культурные 
растения, такие, как кукуруза и другие зерновые 
культуры, например, пшеница, овес, рожь, сор­
го, рис, ячмень, просо, дернообразующие и кор­
мовые травы и т.п., а также хлопчатник, сахар­
ный тростник, сахарная свекла, масличный рапс, 
бананы, тополь, орех, табак и соя.

Любой тип или источник растительных 
клеток, которые могут служить в качестве ми­
шени для трансформации с помощью одного 
или нескольких различных биологических и 
небиологических механизмов переноса, извест­
ных в данной области, может служить в качест­
ве мишени для трансформации в соответствии с 
настоящим изобретением. Они включают, но не 
ограничены ими, незрелые и зрелые зародыши, 
пыльцу, протопласты, суспензионную культуру 
клеток, клетки каллюса, семядоли или другой 
семянной материал, части проростков и листья 
или кусочки листьев.

Трансформированные растительные клет­
ки, полученные с использованием способа по 
изобретению, должны содержать интегрирован­
ную интактную экзогенную представляющую 
интерес ДНК. Эта интегрированная экзогенная 
ДНК может включать части пограничных по­
следовательностей Т-ДНК, обычно сохраняю­
щиеся на интегрированной ДНК после осущест­
вления встраивания Т-ДНК. Трансформирован­
ные растительные клетки, полученные с исполь­

зованием способа по изобретению, могут ис­
пользоваться для получения культур трансген­
ных растительных клеток и фертильных транс­
генных растений в соответствии со стандартны­
ми методами, хорошо известными в данной об­
ласти.

Таким образом, еще одним объектом изо­
бретения является способ получения фертиль­
ного трансгенного растения, несущего фрагмент 
экзогенной ДНК, связанный с пограничными 
последовательностями Т-ДНК и стабильно ин­
тегрированный в интактной форме в геном рас­
тения, включающий:

а) трансформацию или интеграцию экзо­
генной ДНК в геном растительной клетки в со­
ответствии со способом по изобретению и

б) регенерацию растительной клетки, по­
лученной на стадии а), с получением фертиль­
ного трансгенного растения.

Предпочтительно фертильное трансгенное 
растение выбирают из группы, включающей 
табак, хлопчатник, масличный рапс, сою, куку­
рузу, пшеницу и рис.

Генетические особенности, созданные в 
трансгенных растениях и полученных от них 
семенах с помощью методов генетической ин­
женерии, передаются при половом размножении 
или вегетативном росте и, таким образом, могут 
сохраняться и передаваться по наследству по­
томству этих растений. Обычно это сохранение 
и передачу по наследству осуществляют с ис­
пользованием известных сельскохозяйственных 
методов, таких как обработка почвы, посев или 
сбор урожая, разработанных специально с уче­
том этих целей. Также могут применяться спе­
циальные способы, такие как гидропоника или 
методы культивирования в закрытом грунте. 
Поскольку выращиваемая сельскохозяйственная 
культура подвержена нападению и повреждени­
ям, вызванным насекомыми или инфекциями, а 
также конкуренции со стороны сорных расте­
ний, с целью повысить урожайность должны 
быть предприняты соответствующие меры для 
борьбы с сорными растениями, болезнями рас­
тений, насекомыми, нематодами и другими 
вредными воздействиями. Они включают меха­
нические способы, такие как обработка почвы 
или удаление сорняков и зараженных растений, 
а также внесение средств защиты растений, та­
ких как гербициды, фунгициды, гаметоциды, 
нематоциды, регуляторы роста, агенты, способ­
ствующие созреванию, и инсектициды.

Полезные генетические свойства транс­
генных растений и семян по изобретению далее 
могут быть использованы при селекции расте­
ний с целью создания растений с улучшенными 
свойствами, такими как устойчивость к вреди­
телям, гербицидам или стрессу, улучшенная 
питательная ценность, повышенная урожай­
ность или улучшенное строение, вызывающее 
снижение потерь от полегания или осыпания. 
Различные стадии селекции, такие как отбор
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подлежащих скрещиванию линий, направленное 
опыление родительских линий или отбор соот­
ветствующих растений-потомков, характеризу­
ются продуманным вмешательством человека. В 
зависимости от требуемых свойств выбирают 
различные методы селекции. Пригодные мето­
дики хорошо известны в данной области и 
включают гибридизацию, инбридинг, обратное 
возвратное скрещивание, скрещивание многих 
линий, смешивание сортов, межвидовую гибри­
дизацию, методы анеуплоидии и т.д., но не ог­
раничены ими. Методы гибридизации также 
включают стерилизацию растений с получением 
стерильных мужских или женских растений с 
использованием механических, химических или 
биохимических способов. Перекрестное опыле­
ние стерильного мужского растения пыльцой 
другой линии обеспечивает то, что геном сте­
рильного мужского, но фертильного женского 
растения неизменно приобретет свойства обеих 
родительских линий. Так, трансгенные семена и 
растения в соответствии с изобретением вслед­
ствие измененения их генетических свойств 
могут применяться для селекции улучшенных 
линий растений, которые позволяют, например, 
увеличить эффективность обычных методов, 
таких как обработка гербицидом или пестици­
дом, или исключить применение этих методов. 
В альтернативном варианте могут быть получе­
ны новые культурные растения с улучшенной 
устойчивостью к стрессу, которые вследствие 
их оптимизированного генетического 
“оснащения” дают урожай продуктов лучшего 
качества по сравнению с растениями, которые 
не обладают сопоставимой способностью со­
противляться вредным условиям при их разви­
тии.

При производстве семян качество прорас­
тания и однородность семян являются важными 
характеристиками продукта, в то время как для 
семян, собираемых и продаваемых фермером, 
качество прорастания и однородность не явля­
ются важными. Поскольку трудно выращивать 
культурное растение вне контакта с семенами 
другого культурного и сорного растения, для 
борьбы болезнями, которые передаются с семе­
нами, и для получения семян с хорошим про­
растанием производителями, занимающимися 
выращиванием, кондиционированием и прода­
жей чистых семян, разработаны многочислен­
ные и продуманные способы производства се­
мян. Так, обычно фермер практикует покупку 
сертифицированного семенного материала, 
удовлетворяющего определенным стандартам 
качества, а не использует семенной материал, 
полученный от его собственной культуры. Ма­
териал для размножения, который используют в 
качестве семенного материала, обычно обраба­
тывают защитным покрытием, включающим 
гербициды, инсектициды, фунгициды, бактери­
циды, нематоциды, моллюскициды или их сме­
си. Обычно применяемые защитные покрытия

включают такие соединения, как каптан, кар- 
боксин, тирам (ΤΜΤΌ®), металаксил (Аргоп®) и 
пиримифосметил (Ас1еШс®). При необходимо­
сти эти соединения изготавливают в виде пре­
паративной формы вместе с дополнительными 
носителями, поверхностно-активными вещест­
вами или способствующими нанесению адъю­
вантами, обычно применяемыми в технике при­
готовления препаративных форм, предназна­
ченных для защиты от повреждения, вызванно­
го бактериями, грибами или вредителями. За­
щитные покрытия могут быть нанесены путем 
пропитывания материала для размножения жид­
кой композицией или путем покрытия комбини­
рованной влажной или сухой композицией. 
Также возможны другие способы нанесения, 
такие как обработка почек или плодов.

Еще одним объектом настоящего изобре­
тения являются новые сельскохозяйственные 
методы, такие как методы, примеры которых 
приведены выше, характеризующиеся исполь­
зованием трансгенных растений, материала 
трансгенного растения или трансгенных семян в 
соответствии с настоящим изобретением.

Для специалиста в данной области техники 
очевидно, что компоненты, применяемые при 
реализации этого способа (т.е. экзогенная ДНК 
и химерные гены или РНК, кодирующие про­
теины, которые обеспечивают интеграцию экзо­
генной ДНК) могут быть введены в раститель­
ную клетку различными путями с использова­
нием стандартных методов, применяемых в 
данной области. Конкретный метод, с помощью 
которого эти компоненты вводятся в раститель­
ную клетку, не имеет решающего значения, по­
скольку протеин(ы), который(е) обеспечива- 
ет(ют) стабильную интеграцию экзогенной 
ДНК, продуцируется(ются) в течение соответст­
вующего периода времени, как описано выше.

Точное количество каждого компонента, 
вводимого в растительную клетку, также не 
имеет решающего значения и может варьиро­
ваться в зависимости от способа и формы, в ко­
торой введен компонент. При необходимости 
специалист в данной области может на основе 
общеизвестных способов изменять количество 
каждого вводимого компонента, определяя оп­
тимальный уровень для каждой применяемой 
определенной системы переноса. В примере 1 
описана эффективная комбинация, которая мо­
жет служить в качестве исходной точки для 
дальнейшей оптимизации.

Введение компонентов в соответствии с 
этим способом в растительную клетку может 
быть осуществлено с помощью различных ме­
тодик, применяемых в данной области для вве­
дения нуклеиновых кислот в растительную 
клетку, включающих биологические механиз­
мы, такие как опосредуемая АдгоЪас1егшш 
трансформация Т-ДНК (см., например, XVО 
95/35388, озаглавленную "Р1ап1 ОепеДс 
ТгапНогтабоп Ме1йоб8 апб Ттапкдешс Р1ай8”), и
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небиологические механизмы, такие как бомбар­
дировка микроснарядами, электропорация, мик­
роинъекция, индуцированное поглощение и 
инъекция с помощью струи аэрозоля, но необя­
зательно ограниченных ими.

В предпочтительном варианте для введе­
ния в растительную клетку-реципиент всех 
компонентов в соответствии с этим способом 
(т.е. экзогенной ДНК и химерных генов или 
РНК, кодирующих протеины, которые обеспе­
чивают интеграцию экзогенной ДНК) использу­
ется метод одновременного переноса.

Предполагается, что мРНК, кодирующая 
обеспечивающий интеграцию протеин, вводи­
мый в соответствии с изобретением, будет про­
дуцировать кодируемый протеин в раститель­
ной клетке в течение конечного периода време­
ни до его расщепления. Предполагается, что 
протеин, продуцируемый этой мРНК, сохраня­
ется в этой растительной клетке в течение ко­
нечного периода времени до того, как он также 
будет расщеплен в результате обычных клеточ­
ных процессов. Таким образом, в соответствии с 
предлагаемым способом эти протеины могут 
вводиться в растительную клетку на ограничен­
ный период времени в форме РНК. Кратковре­
менное введение этих протеинов может осуще­
ствляться в тех случаях, когда постоянное при­
сутствие таких протеинов может оказывать не­
желательные воздействия. Такого же эффекта 
можно достичь путем введения химерного гена, 
кодирующего протеин, обеспечивающий инте­
грацию, в форме, которую нельзя легко интег­
рировать в геном растительной клетке в функ­
циональном активном состоянии.

В тех случаях, когда обеспечивающие ин­
теграцию протеины вводятся в клетку посредст­
вом химерного гена, соответствующие химер­
ные гены предпочтительно вводятся совместно 
с фрагментом экзогенной ДНК в виде отдель­
ных молекул ДНК, хотя различные компоненты 
могут быть объединены и введены в виде одной 
молекулы ДНК. Перенос в виде отдельных мо­
лекул ДНК позволяет изменять и оптимизиро­
вать соотношение химерного гена и фрагмента 
экзогенной ДНК. По-видимому, также может 
оказаться более целесообразным создание этих 
конструкций на отдельных молекулах.

Можно предположить, что стабильное 
включение таких химерных генов в геном по­
средством случайной интеграции будет проис­
ходить с частотой, соизмеримой с таковой для 
направленной интеграцией экзогенной ДНК, 
связанной с пограничными последовательно­
стями Т-ДНК. С целью облегчить отделение 
таких вариантов случайной интеграции от на­
правленной интеграции экзогенной ДНК химер­
ные гены, кодирующие обеспечивающие инте­
грацию протеины, предпочтительно могут быть 
введены в виде индивидуальной молекулы ДНК 
отдельно от экзогенной ДНК. При использова­
нии этого подхода копии химерных генов, веро­

ятно, будут интегрироваться в локусы, отлич­
ные от таковых при направленной интеграции 
экзогенной ДНК, связанной с пограничными 
последовательностями Т-ДНК. В результате с 
помощью последующей селекции растений, по­
лученных из трансформированных раститель­
ных клеток, более легко осуществить отделение 
случаев направленной интеграции с использо­
ванием экзогенной ДНК от случайным образом 
интегрированных генов νίΓΌ1 и νίΓΌ2.

В предпочтительном варианте осуществ­
ления в качестве переносчика для введения хи­
мерного гена или РНК, кодирующей обеспечи­
вающий интеграцию протеин, в растительную 
клетку ДНК используют вектор, представляю­
щий собой растительный вирус.

Такие векторы могут быть сконструирова­
ны из репликонов ДНК растительного вируса, 
таких как репликоны геминивирусов (Цдакг М., 
ШЛею Άαάδ Кекеагсй, 19: 371-377 (1984)), и 
векторов на основе РНК-содержащих вирусов 
(ЗаЫотекг Ρ.\ν.. Ргос. №И. Лсаб. 8сй, 92: 6901­
6907 (1995)) для включения и экспрессии тре­
буемой ДНК или РНК в растительной клетке. В 
результате того, что эти векторы обычно репли­
цируются в растительной клетке-мишени, про­
исходит амплификация химерного гена или 
РНК, встроенных в такие векторы, и увеличение 
количества продуцируемого ими протеина. 
Также можно предположить, что вирусные век­
торы этого типа не будут интегрироваться в ге­
ном растительной клетки, поскольку вирусные 
репликоны, от которых они происходят, обычно 
не способны к этому. Таким образом, преиму­
ществом этого метода является ограниченное по 
времени продуцирование больших количеств 
обеспечивающих интеграцию протеинов, что 
снижает риск интеграции химерных генов, ко­
дирующих такие протеины. Также преимущест­
вом может являться системное применение та­
ких вирусных векторов для предварительного 
заражения подлежащих трансформации расти­
тельных клеток. Этот подход позволяет вводить 
экзогенную ДНК, предназначенную для инте­
грации, в больших количествах, избегая тем 
самым необходимости совместного переноса 
ДНК или РНК, кодирующей обеспечивающий 
интеграцию протеин или протеины.

Вектор, представляющий собой раститель­
ный вирус, также может использоваться в каче­
стве переносчика для введения подлежащего 
интеграции фрагмента экзогенной ДНК в расти­
тельную клетку. Поскольку эти векторы обычно 
реплицируются в растительной клетке-мишени, 
при таком их применении происходит амплифи­
кация матриц фрагмента экзогенной ДНК в ко­
личестве, пригодном для интеграции.

Когда вектор, представляющий собой рас­
тительный вирус, применяют для введения в 
растительную клетку как фрагмента экзогенной 
ДНК, подлежащего интеграции, так и химерно­
го гена, кодирующего обеспечивающий инте­
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грацию протеин, то для введения обоих компо­
нентов может использоваться один и тот же ви­
русный вектор или могут применяться два от­
дельных вирусных вектора. Когда для введения 
вирусного(ых) вектора(ов) в растительную 
клетку применяют метод опосредуемой 
ЛдтоЪас1егшт трансформации, этот подход на­
зывают “агроинфекцией” (см. СптЧеу и др., 
Ыа1иге, 325: 177-179 (1987)).

В качестве варианта, альтернативного со­
вместному введению химерных генов, коди­
рующих обеспечивающие интеграцию протеи­
ны, и экзогенной ДНК, последняя может быть 
введена в трансгенную растительную клетку, 
уже содержащую эти химерные гены, стабильно 
включенные в ее геном. В качестве источника 
таких трансгенных растительных клеток могут 
использоваться трансгенные растения или куль­
туры клеток трансгенных растений, полученные 
путем трансформации с использованием стан­
дартных методов с помощью молекул ДНК, 
включающих химерные гены, кодирующие 
обеспечивающие интеграцию протеины. При 
использовании этого подхода случаи направ­
ленной интеграции введенной экзогенной ДНК 
могут быть отделены от стабильно интегриро­
ванных химерных генов путем последующей 
селекции растений, полученных из трансформи­
рованных растительных клеток (см., например, 
РеетЪоИе К. и др., “ТгаикГоттайои оГ р1аи1 
ргоЮр1а818 χνίΐΐι ΌΝΆ: со1гаи8Гогтайои οί поп- 
8е1ес1еб са1Г 1йути8 сатег ΌΝΆ апб теюОс 
8едгедайоп οί ЩпъГогтищ ΌΝΆ 8ецнепсе8”. 
Р1ай. Μο1.Βΐο1. 5(4): 235-246 (1985)).

Несмотря на то, что настоящее изобрете­
ние изложено в данном описании с использова­
нием понятий трансформации одной раститель­
ной клетки, для специалиста в данной области 
очевидно, что способы введения, на которых 
основано изобретение (за исключением метода 
микроинъекции), обычно применяют для попу­
ляции растительных клеток в виде культуры 
клеток, каллюса или ткани, полученной из цело­
го растения. Вследствие этого были разработа­
ны различные методики, пригодные для исполь­
зования вместе с этими методами введения, для 
идентификации и/или отбора стабильно транс­
формированных растительных клеток из сме­
шанной популяции трансформированных и не­
трансформированных растительных клеток (см. 
Пекеу8ет К. и др., “Еуа1иайоп оГ 8е1ес1аЪ1е 
тагкег8 Гог псе 1тап8ГогтаДоп”, Р1ап1 Рйу8ю1., 
90(1): 217-223 (1989)). Таким образом, эти мето­
дики также могут использоваться в данном изо­
бретении. Предполагается, что по отношению к 
такому компоненту, как экзогенная ДНК, 
трансформация растительных клеток в соответ­
ствии со способом по настоящему изобретению 
с использованием небиологических методов 
переноса должна приводить к двум основным 
типам случаев интеграции: (1 ) простая инсерция 
интактного фрагмента экзогенной ДНК, связан­

ного с пограничными последовательностями Т- 
ДНК, направляемая присутствием протеина(ов), 
обеспечивающих такие случаи интеграции, и (2) 
случайная инсерция различных частей и пере­
становка экзогенной ДНК, характерных для 
применяемого небиологического метода пере­
носа. Эти два типа случаев интеграции могут 
быть легко различены при применении к геном­
ной ДНК трансформированных растительных 
клеток стандартных аналитических методов 
молекулярной биологии, таких как гибридиза­
ция методом Саузерн-блоттинга расщепленной 
геномной ДНК с использованием фрагмента 
экзогенной ДНК или его субфрагмента в каче­
стве зонда, и методы, основанные на полиме­
разной цепной реакции (ПЦР), предназначенные 
для обнаружения присутствия фрагмента экзо­
генной ДНК в интактной форме. При использо­
вании растительных клеток, которые содержат 
оба типа случаев инсерции, эти типы могут 
быть разделены в полученных из них трансген­
ных растениях с помощью традиционных мето­
дов селекции. С использованием этих методов 
трансгенные растительные клетки или растения, 
имеющие простую инсерцию интактного фраг­
мента экзогенной ДНК, связанного с погранич­
ными последовательностями Т-ДНК, получен­
ные в соответствии с описанием настоящего 
изобретения, могут быть идентифицированы и 
применяться для получения культур клеток 
трансгенных растений и/или трансгенных рас­
тений и их потомства.

Следует отметить, что настоящее изобре­
тение не ограничено улучшенными системами 
интеграции, основанными на системе переноса 
Т-ДНК Л§тоЪас1егшт. Для увеличения частоты 
случаев простой интеграции в эукариотической 
клетке, подлежащей трансформации, в соответ­
ствии с настоящим изобретением могут быть 
модифицированы дополнительные системы, в 
которых используются обеспечивающие инте­
грацию протеины и узнаваемые последователь­
ности, аналогичные протеинам νίτ и погранич­
ным последовательностям Т-ДНК. Например, 
накопленные данные позволяют предположить, 
что существует тесная зависимость между пере­
носом Т-ДНК из Л§тоЪас1егшт в растения и 
опосредуемый плазмидой бактериальной конъ­
югацией. Было обнаружено сходство последова­
тельностей между: (I) участками одноцепочеч­
ных разрывов (ников) Т-пограничных последо­
вательностей и началом переноса шсР, (II) кла­
стерами генов оперона νίτΌ и оперона релакса- 
зы (Тта1/Тта1). Тга1 и νίτΌ2, а также их мишени - 
участок одноцепочечного разрыва КР4 опТ и 
повторы Т-пограничной последовательности 
соответственно - обладают значительным сход­
ством (см. \νϋ 88/03564, озаглавленную “Р1ап1 
ТгащГогтаОоп”). В опытах ш νίΐτο было уста­
новлено, что каждого из Тга1 и νίτΌ2 достаточ­
но для образования одноцепочечных разрывов в 
одноцепочечных олигонуклеотидах, несущих
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соответствующие родственные сайты одноце­
почечных разрывов (см. Рапкедгаи и др., Ргос. 
ЫаИ. Асаб. 8с1. (И8А), 90: 11538-11542 (1993)). 
В присутствии избытка продуктов расщепления 
Тга1 и νίΓΌ2 также могут катализировать обрат­
ную реакцию, соединяя два участка одноцепо­
чечной ДНК. νίΓΌ2 также способен катализиро­
вать расщепление опТ. Функциональное сход­
ство также обнаружено между протеинами ге- 
минивируса Кер или протеинами, участвующи­
ми в репликации бактериальных фагов и плаз­
мид по типу разматывающегося рулона, а также 
между протеинами, участвующими в переносе 
ДНК при бактериальной конъюгации или в пе­
реносе и интеграции Т-ДНК из АдгоЪас1егшт в 
геном растения (Неугаиб-ЫНксЬке Р. и др., Ыис1. 
Аабк Кек. 910-916 (1995)).

Описание чертежей
На фиг. 1 (А-Б) приведены структуры 

плазмид, применяемых в экспериментах, опи­
санных в примере 1. Компоненты этих плазмид 
описаны в разделе “Материалы и методы” при­
мера 1. КВ обозначает правую пограничную 
последовательность длиной 25 пар оснований. 
Сайты рестрикции обозначены следующим об­
разом: Е = ЕсоК1; Р = РкН.

На фиг. 2 представлена схематическая диа­
грамма плазмиды рЫеоКВЬис ЬВ обозначает 
левую пограничную последовательность, а КВ 
обозначает правую пограничную последова­
тельность. Прямоугольниками над диаграммой 
обозначены зонды, применяемые для анализа 
трансформантов методом Саузерн-блоттинга. 
Сайты рестрикции обозначены следующим об­
разом: Е = ЕсоК1; Р = РкН; X = ХЪа1; Н = НшбШ. 
“N08” обозначает промотор нопалинсинтазы. 
“ЫРТП” обозначает открытую рамку считыва­
ния неомицинфосфотрансферазы II. “N08 Т” 
обозначает терминатор нопалинсинтазы. “СаΜV 
358” обозначает промотор вируса 358 мозаики 
цветной капусты (СаМ^. “ЬиС” обозначает 
открытую рамку считывания люциферазы. “358 
Т” обозначает терминатор транскрипта СаМV 
358.

На фиг. 3 представлен анализ последова­
тельности сайтов растительной ДНК-мишени 
после трансформации с помощью плазмид 
рЫеоКВЬис, ρ358Ό1 и ρ358Ό2. Номера соответ­
ствуют номерам, обозначающим клоны- 
мишени. Правая пограничная последователь­
ность, входящая в рЫеоКВЬис, написана про­
писными буквами (ряд соединительного участка 
КЪ). Растительные последовательности-мишени 
фрагментов 1, 2а, 3 и 5 соответственно облада­
ют 100%-ной гомологией с Р81110 табака 
(Х62426; 908 нуклеотидов), 100%-ной гомоло­
гией с №рП табака (Х70088; 573 нуклеотида), 
100%-ной гомологией с рибулозо-1,5- 
бифосфаткарбоксилазой табака (Х02353; 2174 
нуклеотида) и 80%-ной гомологией с хлорофил- 
лсвязывающим протеином петуньи (М21317; 
1 01 3 нуклеотидов).

На фиг. 4 (А-Е) представлены карты плаз­
мид, применяемых в примерах 3 и 4. Исполь­
зуемые сокращения описаны в разделе 
“Материалы и методы” примера 3.

На фиг. 5 (А-Б) представлены схематиче­
ские изображения плазмид р\уЛбЬО 1, р\\'ЛбЮ2. 
рмВагКВЬис и рВАККВЬис, применяемых в 
примере 5.

На фиг. 6 - схематическое изображение 
плазмиды рС1В1711 (см. пример 1).

На фиг. 7 - схематическое изображение 
плазмиды рС1В1711бе11аВ (см. пример 7).

На фиг. 8 - схематическое изображение 
плазмиды рС1В1711бе11аВ-Н,Ы (см. пример 7).

На фиг. 9 - схематическое изображение 
плазмиды рС1В1711-Н,Ы-В (см. пример 7).

На фиг. 1 0 - схематическое изображение 
плазмиды рС1В1711-Н,Ы (см. пример 7).

На фиг. 11 - схематическое изображение 
плазмиды рВ8-ЫС (см. пример 7).

На фиг. 1 2 - схематическое изображение 
плазмиды рВ8-ЫС-КВ (см. пример 7).

На фиг. 1 3 - схематическое изображение 
плазмиды иЫРАТб1 (см. пример 7).

На фиг. 1 4 - схематическое изображение 
плазмиды ЬВ.иЪтРАТб1 (см. пример 7).

На фиг. 1 5 - схематическое изображение 
плазмиды ρАVМ1 (см. пример 7).

На фиг. 1 6 - схематическое изображение 
плазмиды р358Э2 (см. пример 8).

На фиг. 1 7 (А-Б) - схематическое изобра­
жение получения фрагментов А-С из ЕсоК1- 
фрагмента р358О2, содержащего открытую 
рамку считывания νΐΓΌ2 (см. пример 8).

На фиг. 1 8 - схематическое изображение 
плазмиды рТС182 (см. пример 8).

На фиг. 1 9 - схематическое изображение 
плазмиды рТС182-А (см. пример 8).

На фиг. 20 - схематическое изображение 
плазмиды рТС182-А-В (см. пример 8).

На фиг. 21 - схематическое изображение 
плазмиды рИС21 (см. пример 8).

На фиг. 22 - схематическое изображение 
плазмиды рС21-Х (см. пример 8).

На фиг. 23 - схематическое изображение 
плазмиды рИС21-С (см. пример 8).

На фиг. 24 - схематическое изображение 
плазмиды риС21-νίιΌ2 (см. пример 8).

На фиг. 25 - схематическое изображение 
плазмиды Т7ро1уА (см. пример 8).

На фиг. 26 - схематическое изображение 
плазмиды Т7\тгО2ро1уА (см. пример 8).

Примеры
В настоящем описании использованы 

стандартные методики рекомбинантной ДНК и 
молекулярного клонирования, хорошо извест­
ные в данной области и описанные у 1. 
8атЪгоок, Е.Р. Ргйксй и Т. Матабк, “Мо1еси1аг 
С1оп1пд: А ЬаЪога1огу Мапиа1”, Со1б 8ргшд 
НагЪог ЬаЪога1огу, Со1б 8ргшд НагЪог, ΝΥ 
(1989), и у Т.1. 8бйауу, М.Ь. Вегтап и Ε\ν. 
Епдшк!, “ЕхреНтеп1к χνίΐΐτ Сепе Рикюпк”, Со1б
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Брттд НагЬог ЬаЬота1оту, Со1б Бртшд НагЬог, ΝΥ 
(1984).

Пример 1. “Агролистическая” трансфор­
мация растительных клеток: интеграция Т- 
цепей, образованных в растении после биобал­
листического введения генов У1гЭ1 и УпЭ2 и 
пограничного с Т-ДНК селектируемого маркер­
ного гена.

А. Краткое содержание.
Вирулентные гены УйЭ1 и У1гЭ2 необхо­

димы для вырезания Т-цепей из Τί-плазмиды 
АдтоЬас1етшт 1итсГас1СП5 перед введением в 
растительные клетки-хозяева, где Т-ДНК 
встраивается в ядерную ДНК растения. Для вы­
явления связывания и/или сайтспецифического 
одноцепочечного расщепления пограничной 
последовательности Т-ДНК в растениях с по­
мощью УйЭ1 и У|гЭ2 применяли биобаллисти­
ческое введение плазмидных ДНК. Золотые 
микроснаряды покрывали смесью трех плазмид, 
содержащих соответственно кодирующие об­
ласти УпЭ1 и У|гЭ2. находящиеся под контро­
лем промотора СаМУ35У и тестируемый ген, 
содержащий правую пограничную последова­
тельность, встроенную между промотором 
СаМУ35§ и кодирующей областью люцифера- 
зы. Для оценки целостности и способности к 
транскрипции тестируемого гена измеряли 
кратковременную экспрессию гена люцифера- 
зы. В клетках табака и кукурузы кратковремен­
ная экспрессия гена люциферазы в значитель­
ной степени ингибировалась при совместном 
введении плазмид, содержащих УпЭ1 и У1гЭ2. 
Ингибирование возрастало при увеличении со­
отношения плазмид, содержащих гены УйЭ. и 
плазмиды, содержащей тестируемый ген. Вы­
раженное ингибирование происходило только 
при одной ориентации пограничной последова­
тельности, т. е. при ориентации, которая могла 
привести к одноцепочечному разрыву с помо­
щью УйЭ2 цепи ДНК, которая является матри­
цей для мРНК люциферазы. Действие одного 
УйЭ1 или одного УЙЭ2 оказалось менее выра­
женным. Биобаллистическое введение транс­
формирующего вектора с селектируемым мар­
кером и тестируемым геном люциферазы вместе 
со смесью плазмид, содержащих УиО, привела 
к получению среднего количества 
“агролистических” вставок (инсерций), у кото­
рых правые участки на стыке с ДНК растения 
имели точно такую же последовательность, ко­
торая ожидалась для случаев Т-ДНК-вставки. В 
некоторых трансформированных линиях были 
обнаружены как биобаллистические вставки, 
так и “агролистические” вставки.

Б. Введение.
Введение гена с помощью бомбардировки 

частицами стала общепринятым методом, кото­
рый нашел широкое применение при трансфор­
мации растений (см. обзор Ай1 Ооу и □иехи-щ 

1 995). Например, с помощью этого метода была 
получена кукуруза, устойчивая к мотыльку ку­

курузному (Ко/1е1 и др., 1993). При создании 
продукта должно учитываться строение и коли­
чество копий трансгенов, а также их стабиль­
ность. Наиболее предпочтительный продукт 
должен иметь одну простую вставку и не иметь 
чужеродных ДНК плазмидных векторов. Одна­
ко при трансформации растения путем бомбар­
дировки частицами наблюдается тенденция к 
интеграции множественных копий интродуци­
рованных генов, включая плазмидные векторы 
(К1ет и др., 1988; К1ет и др., 1989; Согбоп- 
Катт \У.Р и др., 1990; УахП и др., 1992; \Уап Υ. 
и Ьетаих Р. 1994). Этот способ, вероятно, обес­
печивает конкатемеризацию плазмиды, либо до, 
либо во время интеграции. Множественные ко­
пии, встроенные при биобаллистической транс­
формации, обычно являются генетически свя­
занными и не могут быть расщеплены при по­
следующей селекции.

Множественные копии трансгенов могут 
привести к нестабильности их экспрессии в ре­
зультате действия нескольких механизмов (см. 
обзор Ма1/ке М. и Ма1/ке А., 1995): множест­
венные копии трансгенов могут взаимодейство­
вать, инактивируя друг друга и родственные 
гены-хозяева с помощью эпигенетических ме­
ханизмов, называемых, либо “косупрессией”, 
либо “генетическим молчанием”. Кроме того, 
гомологичная рекомбинация может привести к 
генетической нестабильности множественных 
копий. По этим причинам снижение количества 
копий встроенных трансгенов должно быть при­
годным для поддержания точности воспроизве­
дения интродуцированных генов.

Схема интеграции чужеродных генов, ин­
тродуцированных посредством опосредуемой 
АдтоЬас1егшт трансформации, обычно значи­
тельно отличается от таковой, получаемой при 
бомбардировке растительных клеток частицами 
(обзор СЬШои, 1993). Количество копий интакт­
ных и преобразованных трансгенов, получае­
мых при биобаллистическом введении, превы­
шает, часто очень значительно, количество ко­
пий трансгенов, интродуцированных в растения 
с помощью системы А§тоЬас1етшт. 
АдтоЬас1егшт обладает развитым механизмом, с 
помощью которого переносимые гены локали­
зуются на плазмидах, называемых опухолерод­
ными (Τι) или индуцирующими избыточное 
разрастание корней (Κι) плазмидами (см. обзор 
Кабо, 1993). Определенный сегмент ДНК Τί- 
или Κί-плазмиды, называемый Т-ДНК (перено­
симая ДНК), который фланкирован на Τί/Κί- 
плазмиде пограничными последовательностями, 
состоящими из прямых повторов длиной 25 пар 
оснований, переносится от бактерии в ядро рас­
тительной клетки и интегрируется в хромосом­
ную ДНК растения. Сложный механизм перено­
са ДНК кодируется сериями вирулентных (νίτ-) 
генов (см. обзор 2атЬгу5кт 1992). Активация 
νίτ-генов приводит к образованию сайтспеци­
фических одноцепочечных разрывов внутри
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повторов пограничной последовательности Т- 
ДНК и продуцирует линейную одноцепочечную 
молекулу ДНК (Т-цепь), соответствующую 
нижней цепи Т-ДНК. Для образования одноце­
почечных разрывов требуются два полипептида, 
кодируемые опероном УиЭ: УпЭ1 и УпЭ2 
(§1асПе1 и Ые81ег, 1986; §1асйе1 и др., 1987; 
Неггега-Е81ге11а и др., 1988; Эе νοδ и 2атЪгу8кц 
1989; ПштепЪегдег и др., 1989; Но\\агб и др., 
1989; КоикоНкоуа-№со1а и др., 1993). УпЭ1 
проявляет ДНК-релаксирующую активность 
(Ойа1 и Эа8, 1990; ИПсЬкш и ОеМи, 1993), тогда 
как УпЭ2 обладает эндонуклеазной активно­
стью, с помощью которой расщепляется нижняя 
цепь пограничной последовательности (§1асПе1 
и др., 1986; Уапойку и др., 1986; ^апд и др., 
1987; А1Ъпд1ц и др., 1987). В опытах ίη уйго 
также показано, что очищенный νίτΌ2 специ­
фично расщепляет одноцепочечную ДНК 
(Рап8едгаи и др., 1993; 1а8рег и др., 1994). Ни 
суперспиральная, ни релаксированная двухце­
почечная ДНК не являются субстратом для 
расщепления одним νίτΌ2 в опытах ίη уйго 
(1а8рег и др., 1994).

νίτΌ2 оказывается ковалентно присоеди­
ненным к 5'-концу ДНК, имеющей одноцепо­
чечный разрыв (^агб и Вагпе8, 1988; Уоипд и 
Ые81ег, 1988; Но\\агй и др., 1989), через тирози- 
новый остаток в положении 29 (ЭиггепЪегдег и 
др., 1989; Уоде1 и Эа8, 1992; Рап8едгаи и др., 
1993). Второе расщепление левой пограничной 
последовательности приводит к высвобожде­
нию Т-цепи. Кроме того, Т-цепь покрыта по 
всей ее длине одноцепочечным связывающим 
протеином УйЕ2. УйП2 и УпЕ2 содержат сиг­
налы ядерной локализации (КЬ8), которые, по- 
видимому, управляют Т-цепью в ядре расти­
тельной клетки (Неггега-Е81ге11а, 1990; Но\\агй и 
др., 1992; §йшуш1оп и др., 1992; Тийапй и др., 
1992; Ко881 и др., 1993). ΝΕ§ генов УпЭ2 и 
У1гЕ2 выявлены в табаке и в кукурузе (Сйоу8ку 
и др., 1992), но их эффективность зависит от 
стадии развития ткани. Современные данные 
подтверждают мнение, что УйЭ2 может участ­
вовать в лигировании 5'-конца Т-цепи с ДНК 
растения (Тийапй и др., 1995).

В настоящем исследовании предложен но­
вый способ трансформации растения, который 
объединяет определенные преимущества систе­
мы АдгоЪасЮгйнп и биобаллистической и дру­
гих систем введения, для которых доказана вы­
сокая эффективность для широкого спектра 
культурных растений. Он предназначен для ин­
теграции представляющего интерес гена без 
векторной последовательности, такой как Т- 
ДНК-вставка, и для контроля за количеством 
копий. Этот подход состоит в применении рас­
тительных кассет экспрессии для совместного 
введения генов УпЭ1 и УиЭ2 и трансформи­
рующей плазмиды, содержащей пограничные 
последовательности Т-ДНК, фланкирующие 
селектируемый маркер. Было установлено, что

после биобаллистического введения экспресси­
руемые в течение определенного периода вре­
мени продукты генов УйП1 и УйП2 действи­
тельно могут расщеплять пограничные последо­
вательности Т-ДНК в растении и вызывать ин- 
серции Т-ДНК-типа (“агролистические” инсер- 
ции).

В. Материалы и методы.
1. Плазмиды.
Строение всех плазмидных вставок, ис­

пользованных в данном исследовании, пред­
ставлены на фиг. 1.

Плазмида рС1В1711 происходит из плаз­
миды риВ и содержит ген люциферазы светля­
ка, контролируемый промотором вируса мозаи­
ки 35§ цветной капусты (СаМУ35§).

Конструирование рС1В 1711
Плазмида рС1В1711 содержит ген люци- 

феразы, связанный с сигналами экспрессии 35§. 
Родительский вектор рС1В710 (Ро1Й81е1п и др., 
1987) модифицировали до инсерции гена люци- 
феразы, удаляя уникальные сайты рестрикции 
Р8Й и №н1. Сайт Р8Й, локализованный против 
хода транскрипции относительно промотора 
СаМУ, удаляли путем расщепления в соседних 
сайтах рестрикции §а11 и §рЫ и лигирования с 
синтезированным линкером [5'-ТСОАСАТО-3'] 
для восстановления сайта §а11 и удаления сайтов 
§рЫ и Р811. Сайт №н1. локализованный на 3'- 
конце полиаденилированных последовательно­
стей СаМУ, удаляли путем расщепления с по­
мощью №и1 и №е1, вырезая фрагмент длиной 
52 пары оснований, с последующим разложени­
ем фрагментом Кленова и лигированием тупых 
концов. Плазмиды рГО204 (Ον и др., §аепсе, 
234: 856-859 (1986)) и рОО0432 (Ое Уе1 и др., 
Мо1. Се11 Вю1., 7(2): 725-737 (1987)) были полу­
чены от Эг. ЭопаИ Не1ш8к1 и Эг. §1еуе Но\\е11 
соответственно. Фрагмент Нтб111-ВатН1 дли­
ной 1826 пар оснований из рГО204, содержащий 
ген люциферазы, фрагмент длиной 22 пары ос­
нований 5'-иТЬ ДНК гена люциферазы, фраг­
мент длиной 130 пар оснований 3'-конца этого 
гена, лигировали с синтетическим линкером, 
созданным из олигонуклеотидов 5'- 
ОАТСССТОСАОА-3' (§1У) ГО ΝΟ: 3) и 5'- 
АОСТТСТОСАОО-3' (§ЕО ГО ΝΟ: 4) в сайте 
ВатН1 плазмиды рС1В710 таким образом, что­
бы он находился между промотором 35§ и сиг­
налами полиаденилирования.

В результате инсерции фрагмента гена 
люциферазы в модифицированный вектор 
рС1В710 получали рС1В1701. Плазмиду 
рС1В1711 конструировали путем разложения 
рС1В1701 с помощью Р8Й и №н! и лигирования 
образовавшейся плазмиду с линкером К.5В1, 
содержащим лидерную последовательность и 5'- 
конец гена.

Линкер К.5В1 состоит из фрагмента, полу­
ченного из следующих комплементарных оли­
гомеров:
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5 --АТСТССАСТСАССТААСССАТСАСССАСААТСССАСТАТССТТСССААОАСССТТССТСТ  

АТАТААССААСТТСАТТТСАТТТОСАСАСССАТСССТССАССАСАСССТСАААТСАССАО 

ТСТСТСТСТАСАААТСТАТСТСТСТСТАТС-3'

(8Ер ГО N0: 5) и
5' -САТССАТАСАСАСАСАТАСАТТТСТАСАСАСАСАСТССТСАТТТСАОССТСТССТССАеС  

САТСССТСТССАААТСАААТСААСТТССТТАТАТАСАССААСССТСТТСССААССАТАСТ 

СССАТТСТСССТСАТСССТТАССТСАСТССАСАТ-3'

(8Ер ГО N0: 6).
Для интродукции пограничных последова­

тельностей Т-ДНК два синтетических олиго­
нуклеотида, соответствующих правой погра­
ничной последовательности ТВЛ5269 (Уап 
Наагеп и др., 1989), ренатурировали, получая 
дуплекс: 5’-АТССООСАООАТАТАТАССОТТО 
ТААТТСТОСА-3’ (8Ер ГО N0: 7). Этот дуп­
лекс, фланкированный сайтами ВатН1-РзИ, 
встраивали в соответствующие сайты рС1В1711 
между промотором и последовательностью, ко­
дирующей люциферазу, получая рКВ(+)Тис. В 
плазмиду рКВ(-)Тис интродуцировали правую 
пограничную последовательность в обратной 
ориентации относительно промотора. Плазмида 
р^оКВЬис была сконструирована для стабиль­
ной трансформации суспензионных клеток та­
бака, и она содержит левую пограничную по­
следовательность, ген неомицинфосфотрансфе- 
разы (прШ) и ген люциферазы вместе с правой 
пограничной последовательностью, встроенной 
между промотором и кодирующей областью 
люциферазы из рКВ(+)Ьис (фиг. 2). Ген прШ, 
находящийся под контролем промотора поз (но- 
палинсинтаза), вырезали из плазмиды рВт19 в 
виде фрагмента 8ас11-Нтб111 длиной 2,2 т.п.н. 
(Веуап, 1984). Левую пограничную последова­
тельность вырезали из плазмиды рВт19 в виде 
фрагмента ВдШ-ЕсогТ Оба эти фрагмента 
встраивали в сайты ХЪа1-Нтб111 плазмиды 
рКВ(+)Тис. Плазмида р№оЬис эквивалентна 
плазмиде р^оКВЬис, но у нее отсутствует пра­
вая пограничная последовательность, встроен­
ная между промотором СаМУ358 и кодирую­
щей областью люциферазы.

Гены У1ГО1 и У1ГО2 из плазмиды рТ1А6 
субклонировали в векторе экспрессии рМТ6 
(СаШз и др., 1987), состоящем из промотора 
СаМУ358 (0,5 т.п.н.) и первого интрона АаН 1 
(0,5 т.п.н.) и области полиаденилирования нопа- 
линсинтазы (поз) (0,25 т.п.н.) (фиг. 1). Фрагмент 
ЕсоКЛ-РзИ длиной 0,6 т.п.н. из рАЭ1187 (Ойа1 и 
Эаз, 1989), соответствующий кодирующей по­
следовательности У1ГО1, клонировали в векторе 
рМТ6, получая р358АбйН1. Кодирующую по­
следовательность У1ГО2 вырезали в виде ЕсоКЛ- 
фрагмента длиной 1,8 т.п.н. из рАЭ1190 (Ойа1 и 
Эаз, 1989) и клонировали в рМТ6. Полученные 
плазмиды р358АбйН2 и р358АбйН2(геу) несли 
кодирующую область У1ГО2 либо в смысловой, 
либо в антисмысловой ориентации. Для опытов 
с тканями табака последовательность первого 
интрона АаН 1 изымали путем делеции из 
р358АаЬО1, р358Аа№2 и р358Аа№2(геу), соз­
давая плазмиды р358Э1, р358Э2 и р358Э2(геу) 
соответственно.

Плазмида рОИ8 происходит из рИС и со­
держит кодирующую последовательность гена 
β-глюкуронидазы (θϋδ) под контролем промо­
тора СаМУ358 и интрона гена каталазы клеще­
вины обыкновенной (0й1а и др., 1990).

2. Растительный материал.
Суспензионные клетки кукурузы

Суспензионные культуры кукурузы (2еа 
тауз Ь.) первоначально получали из хранивше­
гося в криогенных условиях эмбриогенного 
каллюса типа ΙΙ, взятого из незрелых зародышей 
элитной линии, родственной В73. Приблизи­
тельно 1 г хранившегося в криогенных условиях 
каллюса (ЭхМаю и 8Ы11йо, 1992) добавляли к 50 
мл жидкой среды N6 (СНи и др., 1975), допол­
ненной 30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4- 
дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) 
(2№38). Культуры инкубировали при 25°С в 
темноте на орбитальном шейкере при 1 50 
об/мин. Суспензионные культуры пересевали 
каждые 7 дней путем переноса 1 мл клеточной 
массы в 50 мл свежей жидкой среды 2Ж)35.

Суспензии клеток кукурузы для опытов с 
использованием бомбардировок отбирали из 3­
дневных культур, выращенных ускоренным ме­
тодом. Перед бомбардировкой приблизительно 
0,5 мл клеточной массы фильтровали под ва­
куумом через 7-сантиметровые фильтры 
(ШНаПпап №4). Затем фильтры переносили на 
отвержденную герлитом среду N6, содержащую 
1 20 г/л сахарозы. Посеянные клетки выдержи­
вали перед бомбардировкой в течение 4 ч при 
25°С. После бомбардировки пластины инкуби­
ровали при 25°С в течение 24 ч.

Суспензионные клетки табака
Линию клеток №соИапа 1аЪасит ЭТ-1 (Ап, 

1985) выращивали в среде Мурасига и Скуга 
(МигазЫде и 8коод) (М8-среда), дополненной 2 
мл/л 2,4-Д и сахарозой (30 г/л) (М838). Клетки 
пересевали один раз в неделю, добавляя 5 мл 
инокулята к 100 мл свежей среды в колбы объе­
мом 500 мл. Колбы инкубировали при 27°С на 
роторном шейкере при 125 об/мин. Аликвоты по 
0,5 мл четырехдневных культур наносили на 
стерильные фильтры (ШНаПпап №4), которые 
затем переносили на М8-среду, дополненную 
12% сахарозы, и выдерживали перед бомбарди­
ровкой при комнатной температуре в течение 
4 ч.

3. Бомбардировка растительных клеток.
Ткани подвергали бомбардировке золоты­

ми микроснарядами, на которые была осаждена 
смесь плазмид. ДНК плазмиды рОИ8 применя­
ли в качестве внутреннего контроля во всех экс­
периментах с использованием клеток кукурузы 
и табака. Для экспериментов по совместной 
трансформации использовали золотые частицы, 
которые несли либо равную массу ДНК всех 
плазмид (по 0,5 мкг ДНК каждой плазмиды на 
пластину-мишень), либо смесь плазмид, несу­
щих гены У1ГО1 и У1ГО2, и плазмиды-субстрата
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в молярном соотношении 2:1. Для эксперимен­
тов по стабильной трансформации использовали 
смеси для совместной трансформации, содер­
жащие смесь плазмид, несущих гены У1гЭ1 и 
νίΓΌ2, и плазмиды с отбираемым геном ηρΐ1Ι в 
молярном соотношении 5:1. Каждая аликвота 
смеси плазмид, которой бомбардировали пла­
стину-мишень, состояла из 0,1 мкг селектирую­
щего маркера и по 0,5 мкг каждой из ДНК плаз­
мид ρ358Ό1 и ρ358Ό2. Соответствующие коли­
чества каждой ДНК смешивали в полном объе­
ме 10 мкл и осаждали с помощью 50 мкл 2,5М 
СаС12 и 20 мкл 0,1М свободного от спермидина 
основания для осаждения на 50 мкл золотых 
микроносителей размером 1,0 мкм (60 мг/мл). 
Бомбардировку микроснарядами проводили с 
помощью биобаллистического приспособления 
типа ΡΌ8-1000 Не (фирма ЭиРот) с использо­
ванием дисков, разрушаемых при давлении 1500 
фунтов/кв. дюйм, помещая образец на 8 см ниже 
задерживающей экранирующей полки.

4. Стабильная трансформация суспензион­
ных клеток табака.

Через 24 ч после бомбардировки клетки 
табака переносили на пластины со средой М838 
с 300 мкг/мл канамицина. Отдельные микрокал- 
люсы, появившиеся приблизительно через 3 
недели после бомбардировки, переносили на 
пластины со свежей средой, дополненной 300 
мкг/мл канамицина. После двух пересевов на 
эту же среду инициировали рост суспензионных 
культур, инокулируя приблизительно 1 00 мкг 
клеток табака в 25 мл жидкой среды, дополнен­
ной 300 мкг/мл канамицина.

5. Оценки кратковременной экспрессии.
Люциферазу анализировали в экстрактах

ткани в соответствии с рекомендацией постав­
щика (Ьисйегаке аккау 8ук1ет, фирма Рготеда). 
β-Глюкуронидазную активность определяли 
хемолюминисцентным методом с помощью на­
бора θυδ-ПдЫ (фирма ΤΐΌρί.χ). Люциферазную 
и β-глюкуронидазную активности выражали в 
виде единиц света, обнаруживаемого прибором 
Апа1уОса1 Ьитшексепсе тобе1 2001
Ьиттоте1ег, проинтегрированного в течение 10 
с при 25°С.

6. Экстракция ДНК и гибридизация мето­
дом Саузерн-блоттинга.

Культуры клеток собирали фильтрацией 
через 1 0 дней после инокуляции и заморажива­
ли в жидком азоте. ДНК выделяли, как описано 
у На11 и др., 1991.

Для разложения с помощью ЕсоК! исполь­
зовали приблизительно 5 мкг геномной ДНК. 
После разделения на 0,7%-ном агарозном геле 
ДНК переносили на генное сито плюс мембрану 
и гибридизацию проводили в соответствии с 
условиями, описанными у производителя (ΝΕΝ 
Кекеагсй РгобисК ЭиРоЩ). ДНК-зонды метили с 
помощью [а32Р]дЦТФ, используя набор для ме- 
чения олигонуклеотидов фирмы Рйагтааа. Зонд

пео соответствовал РкП-фрагменту длиной 2 
т.п.н. гена ηρίΐΐ (фиг. 2). Зонд 1ис соответствовал 
ХЬа1-ЕсоК1-фрагменту длиной 0,7 т.п.н. гена 
люциферазы (фиг. 2). Для удаления зондов мем­
браны промывали 0,1%-ным раствором ДСН 
(додецилсульфат натрия) при 100°С в течение 
5 мин.

7. Клонирование соединительных участков 
Т-ДНК/растительная ДНК.

ДНК (30 мкг) из каллюса трансгенной ли­
нии табака разлагали с помощью ЕсоК1 и под­
вергали препаративному электрофорезу на 1 %- 
ном агарозном геле Беа-цк-ище (агароза с малой 
степенью эндоосмоса и пониженными темпера­
турами плавления и затвердевания) (РМС). Из 
геля вырезали кусочки агарозы, соответствую­
щие по размеру фрагментам, предназначенным 
для клонирования, и ДНК экстрагировали из 
агарозы с использованием набора 01 Асциск Ое1 
Е.хЦасОоп Κίΐ (фирма Ц1адеп). Затем фрагменты 
клонировали в дефосфорилированном сайте 
ЕсоК1 плазмиды ρυί'Ί9. Для трансформации 
клеток Е.сой НВ 101 с помощью электропорации 
применяли лигированные смеси. Колонии, со­
держащие плазмиды с правильной инсерцией, 
выявляли с помощью гибридизации колонии на 
фильтре, используя в качестве зонда фрагмент 
длиной 0,5 т.п.н. промотора СаМV35§. После­
довательность участка на стыке ДНК донорной 
плазмиды и растительной ДНК анализировали, 
используя праймер 5’-ССАСТАТССТТСОС 
ААОАСС-3’ (8ЕО ГО ΝΟ: 8), локализованный в 
промоторе СаМV35§ на расстоянии 106 пар ос­
нований от правой пограничной последователь­
ности.

Г. Результаты.
1 . Экспериментальное конструирование.
Для изучения вопроса о том, могут ли про­

дукты генов νίΓΌ1 и νίΓΌ2 вызывать одноцепо­
чечный разрыв в пограничной последовательно­
сти Т-ДНК при экспрессии в растительной клет­
ке, конструировали плазмиду ρΚΒ(+)Ρ^, со­
держащую между промотором и кодирующей 
последовательностью гена люциферазы погра­
ничную последовательность Т-ДНК, являю­
щуюся субстратом. Инсерция правой погранич­
ной последовательности между промотором 
СаМV35§ и кодирующей последовательностью 
гена люциферазы не влияет на экспрессию гена 
люциферазы в растительных тканях (данные не 
приведены). Пограничную последовательность 
располагали таким образом, чтобы сайтспеци­
фический одноцепочечный разрыв, вызванный 
продуктами генов νίΓΌ1 и νίΓΌ2, мог привести 
к разрыву цепи ДНК, являющейся матрицей для 
мРНК люциферазы, и тем самым снизить произ­
водство транскрипта люциферазы и фермента. 
После совместной бомбардировки растительных 
клеток плазмидой ρΡΒ(+)Εικ: и плазмидами, 
несущими гены νίτΌ, любые одноцепочечные 
разрывы в пограничной последовательности 
могли быть количественно оценены путем из­
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мерения люциферазной активности. Однако 
любое уменьшение люциферазной активности 
также может быть объяснено присоединением 
продуктов генов νίτΌ1 и νίτΌ2 к пограничной 
последовательности, локализованной между 
промотором и кодирующей последовательно­
стью, что может ингибировать транскрипцию 
гена люциферазы. С целью определить, какое из 
двух предположений имеет место, изучали 
плазмиду рКВ(-)Ьис, которая содержит погра­
ничную последовательность в обратной ориен­
тации по отношению к промотору. Если умень­
шение люциферазной активности является ре­
зультатом связывания продукта(ов) гена(ов) 
νίτΌ с пограничной последовательностью, то 
это снижение, вероятно, должно наблюдаться 
даже тогда, когда пограничная последователь­
ность находится в обратной ориентации.

Поскольку протеины νίτΌ1 и νίτΌ2 долж­
ны продуцироваться в течение небольшого про­
межутка времени в подвергнутых бомбардиров­
ке растительных клетках до того, как они могут 
вызвать одноцепочечный разрыв пограничной 
последовательности, любой такой одноцепочеч­
ный разрыв, по-видимому, должен иметь место 
после того, как транскрипция гена люциферазы 
уже началась. Следовательно, измерения люци- 
феразной активности, вероятно, могут занижать 
оценку активности νίτΌ1 и νίτΌ2 в раститель­
ных клетках.

Для экспрессии генов νίτΌ1 и νίτΌ2 в рас­
тительных клетках соответствующие им откры­
тые рамки считывания (ОРС) помещали под 
контроль промотора СаМУ358. В качестве кон­
троля ОРС гена νίτΌ2 также встраивали в анти­
смысловой ориентации по отношению к промо­
тору. Поскольку известно, что присутствие ин­
трона 1 спиртовой дегидрогеназы 1 кукурузы 
увеличивает экспрессию генов кукурузы (Са1Й8 
и др., 1987), для использования в экспериментах 
по кратковременной экспрессии в клетках куку­
рузы также были сконструированы плазмиды 
р358АбШ1 и р358АбШ2 (содержащие интрон, 
встроенный между промотором и кодирующей 
областью ОРС генов νίτΌ1 и νίτΌ2 соответст­
венно). Плазмиду, экспрессирующую ген β- 
глюкуронидазы (ОИ8), рОИ8, включали в каж­
дую бомбардировку в качестве внутреннего 
стандарта для контроля эффективности перено­
са ДНК. Во всех случаях активность репортер­
ного гена выражали в виде отношения активно­
стей люциферазы и ОИ8 с целью скорректиро­
вать с учетом вариабельности оценку эффек­
тивности введения ДНК.

2. Анализ кратковременной экспрессии для 
изучения расщепления пограничной последова­
тельности продуктами генов νίτΌ1 и νίτΌ2 в 
растении.

Клетки кукурузы и табака сначала подвер­
гали кратковременной трансформации с помо­
щью тестируемой плазмиды, вводимой совме­
стно с одним из генов νίτΌ1 и νίτΌ2, для изуче­

ния их способности по отдельности влиять на 
транскрипцию через пограничную последова­
тельность Т-ДНК. После совместного введения 
либо ДНК ρ358Ό1, либо ДНК р358АбЮ1 и 
ДНК рКВ(+)Ьис в тканях табака и кукурузы на­
блюдали 80%-ную активность по сравнению с 
контрольным уровнем активности люциферазы 
относительно ОИ8 (табл. 1 и 2; см. ниже). Со­
вместное введение ДНК р358Э2 (табак) или 
ДНК р358АбйЭ2 (кукуруза) и ДНК рКВ(+)Ьис 
привела к 50%-ной и 80%-ной активности по 
сравнению с контрольным уровнем активности 
люциферазы относительно ОИ8 (табл. 1 и 2; см. 
ниже).

Таблица 1
Активность У1гБ1 и У1гБ2 в суспензионных клетках 

табака
Плазмиды+рОи8 Среднее

значение ±СО % от 
контроля

рКВ(+)ЬиС 1,36 ±0,06 -
рКВ(+)ЬиС+р358Е>1 0,98 ±0,03 72
рКВ(-)1ГСр3581)2 0,69 ±0,07 50
рКВ(+)ЬиС+р358Е>1+ 
р358О2 (1:1:1) 0,27 ±0,05 20
рКВ(+)ЬиС+р358Е>1+ 
р358О2 (1:2:2) 0,14 ±0,05 10
рКВ(+)ЬиС+р358Е>1+ 
р3581)2(геу) (1:1:1) 1,08 ±0,13 80
рКВ(+)ЬиС+р358Е>1+ 
р3581)2(геу) (1:2:2) 1,13 ±0,08 83
рКВ(-)ЬиС 1,40 ±0,14 -
рКВ(-)ЬиС+р358Е>1 1,33 ±0,13 95
рКВ(-)ЬиС+р358П2 1,19 ±0,12 85
ркв(-)ьис+
р358Э1+р358Э2 1,56 ±0,38 112

Таблица 1. Активность νίτΌ1 и νίτΌ2 в 
клетках табака. Конструкции плазмид представ­
лены на фиг. 1 , их вводили в клетки табака с 
помощью устройства для биобаллистического 
введения. Числа в скобках показывают моляр­
ное соотношение плазмид. После инкубации в 
течение 24 ч ткани гомогенизировали и опреде­
ляли ферментативные активности. Активности 
выражали в виде отношения активностей люци- 
феразы (Ьис) и β-глюкуронидазы (О1и). Прово­
дили анализ независимых бомбардировок и 
данные выражали в виде средних значений по 6 
повторностям ± стандартное отклонение (СО). 
Значения в % к контролю определяли из отно­
шения активностей люциферазы и β- 
глюкуронидазы к этим же активностям, полу­
ченным для контрольной плазмиды.

Таблица 2
Активность У1гБ1 и У1гБ2 в суспензионных клетках 

кукурузы 
Плазмиды+рОи8 Среднее

значение ±СО % от 
контроля

рКВ(+)ЬиС 1,26 ±0,27 -
рКВ(+)ЬиС+р35АаЬЕ>1 1,32 ±0,28 105
рКВ(+)ЬиС+р35АаЬП2 1,02 ±0,15 81
рКВ(+)ЬиС+р35АаЬЕ>1+ 
р35АаЬЕ>2 (1:1:1) 0,11 ±0,03 8,7
рКВ(+)ЬиС+р35АаЬЕ>1+ 
р35АаЬЕ>2 (1:2:2) 0,006 ±0,007 0,5
рКВ(+)ЬиС+р35АаЬЕ>1+ 
р35ЛаИП2(геу) (1:1:1) 0,99 ±0,20 78,6
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рКВ(+)ьис+р35Ааьш+
р35Ас11т1 Э2(ге\') (1:2:2) 0,96 ±0,26 76

Таблица 2. Активность νίτΌ1 и νίτΌ2 в 
клетках кукурузы. Активности выражены в со­
ответствии со сноской к табл. 1.

Два гена νίτ вместе, по-видимому, облада­
ют синергетическим действием. Совместное 
введение с помощью биобаллистического уст­
ройства равных количеств ДНК рКВ(+)Ьис и 
обеих плазмид, несущих гены νίτΌ1 и νίτΌ2 
(соотношение 1:1:1), привело к уменьшению 
люциферазной активности по сравнению с кон­
тролем приблизительно на 20% в клетках табака 
(табл. 1) и на 10% в клетках кукурузы (табл. 2). 
При более высоком соотношении плазмид, не­
сущих νίτΌ1 и νίτΌ2, и тестируемой плазмиды 
(2:2:1) люциферазная активность в клетках та­
бака снижалась еще больше, приблизительно до 
1 0% (табл. 1 ), и до 1 % в клетках кукурузы (табл. 
2). Аналогичные эксперименты, проведенные с 
использованием контрольной плазмиды 
р358Э2(геу) (табак) или р358АбНЭ2(геу) (куку­
руза) или плазмиды, несущей кодирующую по­
следовательность νίτΌ2 в антисмысловой ори­
ентации, как и ожидалось, дали результаты, 
аналогичные таковым, полученным при исполь­
зовании одного νίτΌ1 (табл. 1 и 2). Это свиде­
тельствует о том, что применяемый в качестве 
внутреннего стандарта ген ОИ8 обеспечивал 
эффективный контроль за любыми результата­
ми изменения концентрации введенной общей 
ДНК.

Изменение ориентации пограничной по­
следовательности Т-ДНК в тестируемой плаз­
миде полностью устраняет или в значительной 
степени снижает любое воздействие генов 
νίτΌ1 и/или νίτΌ2 на кратковременную экс­
прессию гена люциферазы. Когда ДНК плазми­
ды рРВ(-)Ьис вводили в ткани табака путем со­
вместной бомбардировки с ДНК плазмид 
р358И1 и р358И2, то не наблюдали заметного 
снижения люциферазной активности. Совмест­
ное введение рРВ(-)Ьис с каждой из р358И1 или 
р358И2 по отдельности также не привела к за­
метному снижению люциферазной активности 
(табл. 1 ). Эти данные явно свидетельствуют о 
том, что снижение люциферазной активности, 
наблюдаемое при использовании тестируемой 
плазмиды рКБ(+)Ьис и генов νίτΌ1 и νίτΌ2, 
являлось результатом специфического для цепи 
одноцепочечного разрыва на правой погранич­
ной последовательности продуктами гена νίτ 
аналогично тому, что наблюдалось при исполь­
зовании АдгоЬасЮпиш (см. обзор ΖαιηόΓΥδΚί.
1992).

3. Анализ стабильных трансформантов.
Далее осуществляли стабильную транс­

формацию суспензионных клеток табака для 
определения влияния активности продуктов 
генов νίτΌ1 и νίτΌ2 на схему интеграции ДНК 
после совместного введения этих генов с их

ДНК-субстратом с помощью устройства для 
биобаллистического введения. Для этих экспе­
риментов применяли плазмиду рИеоКВЬис, ко­
торая содержит левую пограничную последова­
тельность Т-ДНК, ирШ в качестве селектируе­
мого маркера и ген 358КВ(+)Ьис, у которого 
правая пограничная последовательность Т-ДНК 
встроена между промотором и кодирующей об­
ластью люциферазы. В разделе “Результаты” и в 
приведенном ниже их обсуждении понятием 
“агролистические случаи” обозначены такие 
инсерции ДНК в геном табака, которые могут 
произойти в результате воздействия νίτΌ1 и 
νίτΌ2 на пограничные последовательности с 
получением Т-цепи. В противоположность это­
му понятием “биобаллистические случаи” обо­
значены такие инсерции ДНК, которые пред­
ставляют собой процесс, обычно происходящий 
после введения гена в растительные клетки с 
помощью устройства для биобаллистического 
введения. Первым критерием, позволяющим 
отличить биобаллистические случаи от предпо­
лагаемых агролистических случаев, было отсут­
ствие люциферазной активности в трансформи­
рованном клоне вследствие исключения коди­
рующей области Ьис при вырезании Т-ДНК из 
рЫеоКВЬис. На молекулярном уровне трансге­
ны, представляющие собой результат агроли- 
стического случая, должны гибридизоваться с 
зондом пео, но не гибридизоваться с зондом 1ис. 
Кроме того, в агролистическом случае последо­
вательность соединительного участка между 
интродуцированной ДНК и растительной ДНК 
должна точно соответствовать правому погра­
ничному концу Т-цепи. Оба типа случаев могут 
иметь место в одной и той же растительной 
клетке, но такие клоны должны рассматриваться 
генетически как биобаллистические случаи, по­
скольку в них присутствует люциферазная ак­
тивность. Частоту инсерции каждого типа как 
биобаллистических, так и предполагаемых аг- 
ролистических случаев исследовали с помощью 
Саузерн-гибридизации. Суспензионные клетки 
табака подвергали бомбардировке микроснаря­
дами, покрытыми ДНК плазмиды рИеоКВЬис 
вместе с ДНК р358И1 и р358И2 в соотношении 
1 :5:5. В качестве контроля для бомбардировки 
также использовали одну плазмиду рИеоКВЬис, 
а не содержащую пограничных последователь­
ностей контрольную плазмиду р№оЬис исполь­
зовали для совместной бомбардировки с р358И1 
и р358И2. Стабильных трансформантов отбира­
ли на основе их способности расти на среде, 
содержащей канамицин. В среднем выявлено 40 
устойчивых к канамицину клонов на один под­
вергнутый бомбардировке фильтр, но только 
один или два каллюса на пластину подвергали 
дальнейшему анализу. Близкое количество ус­
тойчивых к канамицину каллюсов получали 
после бомбардировки с использованием ДНК 
только контрольных плазмид рИеоКВЬис или 
р№оЬис вместе с ДНК р358И1 и ДНК р358И2.
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Грубая оценка частоты агролистических 
случаев может быть сделана по величине отно­
шения общего количества устойчивых к кана- 
мицину каллюсов, которые не экспрессируют 
люциферазу, к общему количеству проанализи­
рованных каллюсов. В соответствии с этим кри­
терием частота агролистических случаев соста­
вила приблизительно 10%; из 32 проанализиро­
ванных линий каллюса 3 не проявляли люцифе- 
разной активности. Как обсуждалось ранее, по- 
видимому, это количество занижает количество 
агролистических случаев, поскольку агролисти- 
ческие случаи и биобаллистические случаи мо­
гут иметь место в одной и той же клетке.

4. Анализ методом Саузерн-блоттинга кон­
трольных “биобаллистических” случаев.

Проводили гибридизацию методом Сау- 
зерн-блоттинга с использованием ДНК из кон­
трольных устойчивых к канамицину линий кал- 
люса, полученных после бомбардировки (I) од­
ной плазмидой р№оКВЬис и (II) после совме­
стной бомбардировки ДНК плазмиды р№оЬис 
вместе с ДНК плазмид р358И1 и р358И2. Ге­
номную ДНК разлагали с помощью ЕсоЫ, в 
результате чего из плазмиды р№оКВЬис полу­
чали фрагмент длиной 3,9 т.п.н., который гомо­
логичен обоим зондам пео и 1ис (фиг. 2). Когда 
продукты разложения геномной ДНК гибриди- 
зовали с зондом пео, во всех зонах была обна­
ружена полоса гибридизации предсказанного 
размера (3,9 т.п.н.), а количество копий интакт­
ного фрагмента, полученное на основе сравне­
ния интенсивности гибридизации с таковой для 
копий в контрольных зонах, варьировало от 1 до 
более 1 0 на ядро. Анализ методом Саузерн- 
блоттинга трансформированных линий, полу­
ченных после совместной бомбардировки с ис­
пользованием ДНК р358И1 и ДНК р358И2 и 
лишенной пограничных последовательностей 
контрольной плазмиды р№оЬис, примененных 
в качестве зондов, показал наличие в этих лини­
ях как интактных, так и преобразованных копий 
гена прШ. Такие преобразования часто наблю­
даются в трансформантах, полученных с помо­
щью устройства для биобаллистического введе­
ния.

5. Анализ методом Саузерн-блоттинга 
возможных агролистических случаев.

Методом Саузерн-блоттинга также прово­
дили анализ мДНК из 16 устойчивых к канами- 
цину линий каллюса, полученных после совме­
стной бомбардировки плазмидой р№оКВЬис с 
использованием ДНК плазмид р358И 1 и р358И2 
в качестве зондов гибридизации. Для анализа 
методом Саузерн-блоттинга случайным образом 
отбирали 13 линий каллюса из 32, давших по­
ложительные результаты в отношении люцифе- 
разной активности, а также три клона, для кото­
рых было обнаружено, что они не экспрессиру­
ют люциферазу. ДНК из положительных в от­
ношении люциферазной активности линий кал- 
люса содержала полосу предсказанного размера

(3,9 т.п.н.), гибридизующуюся с зондом пео. 
Количество копий интактного гена прШ, полу­
ченное на основе сравнения интенсивности гиб­
ридизации с таковой для копий в контрольных 
зонах, варьировало от 1 до 1 0 на ядро. Количе­
ство обнаруженных копий было существенно 
меньшим в каллюсах, трансформированных 
ДНК р№оЬис совместно с ДНК плазмид 
р358И1 и р358И2.

В ДНК из всех трансгенных каллюсов, ко­
торые подвергали бомбардировке ДНК р358И1 
и р358И2 вместе с рНеоКВБис, обнаружили 
полосу, соответствующую 3,4 т.п.н. Было обна­
ружено, что в этих линиях фрагмент такого раз­
мера гибридизуется с зондом УпИ2. Фрагмент, 
использованный для зонда пео, содержал уча­
сток терминирующей последовательности, ко­
торый также присутствовал в конструкциях 
р358И1 и р358И2, и, хотя он представляет со­
бой только 1,2% меченого зонда, в нем может 
быть большое количество копий вставок гена 
УйИ, и это может дать сигнал заметной величи­
ны.

Когда блотты гибридизовали с зондом 1ис, 
можно было различить три группы трансгенных 
линий каллюса: (I) линии каллюса, имеющие 
вставки, гибридизующиеся с зондом пео и зон­
дом 1ис, (II) линии каллюса, в которых некото­
рые вставки, гибридизующиеся только с зондом 
пео, и некоторые вставки, гибридизующиеся с 
обоими зондами пео и 1ис, и (III) линии каллюса, 
имеющие вставки гибридизующиеся только с 
зондом пео. Первая группа каллюсов, по- 
видимому, не содержит агролистических случа­
ев. Вторая группа каллюсов, по-видимому, со­
держит два типа случаев: наличие агролистиче- 
ских случаев доказывается по присутствию 
фрагментов длиной 4,8 т.п.н., 4,6 т.п.н. и 5 
т.п. н., гибридизующихся с зондом пео, а нали­
чие биобаллистических случаев доказывается по 
присутствию фрагмента длиной 3,9 т.п.н., гиб- 
ридизующегося с зондом 1ис. Третья группа 
каллюсов содержит только предполагаемые аг- 
ролистические случаи, что подтверждается их 
способностью гибридизоваться только с зондом 
пео. К этой группе относятся три линии каллю- 
са; одна, содержащая полосу гибридизации, со­
ответствующую 3,2 т.п.н., вторая, содержащая 
две полосы гибридизации, соответствующие 3,8 
т.п. н. и 5 т. п.н., и третья, содержащая одну по­
лосу, соответствующую 5,5 т.п.н. Эти три схемы 
гибридизации были уникальными, ясно харак­
теризующими независимые случаи трансформа­
ции отдельной клетки.

Из 16 трансгенных линий табака, проана­
лизированных с использованием Саузерн- 
гибридизации, в 1 0 обнаружены биобаллистиче­
ские случаи, в 3 обнаружены предполагаемые 
агролистические случаи и в 3 обнаружены оба 
этих варианта.

6. Молекулярный анализ предполагаемых 
агролистических случаев.
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Природу предполагаемых случаев агроли- 
стической инсерции окончательно подтвержда­
ли путем определения последовательности со­
единительного участка между интегрированной 
ДНК и растительной ДНК в линиях каллюсов, у 
которых обнаружены схемы гибридизации, со­
гласующиеся с такими предполагаемыми слу­
чаями. Клонировали и секвенировали фрагмен­
ты ДНК из этих линий каллюсов, содержащие 
эти соединительные участки, расположенные 
снаружи от внутренних пограничных последо­
вательностей Т-ДНК (см. описание методов). 
Анализ нуклеотидных последовательностей 
подтвердил, что каждый из этих фрагментов 
содержал последовательность, характерную для 
соединительного участка: правая пограничная 
последовательность/растительная ДНК. Правый 
конец Т-ДНК был идентичен сайту одноцепо­
чечного разрыва правой пограничной последо­
вательности Т-ДНК.

Растительная нуклеотидная последова­
тельность в четырех случаях из пяти точно сов­
падала с последовательностями соединительных 
участков табака, которые ранее были описаны в 
кДНК другими авторами. Интересно отметить, 
что во всех четырех случаях правую погранич­
ную последовательность Т-ДНК встраивают с 
промотором СаМV35§, ориентированным в ан­
тисмысловом направлении относительно расти­
тельных генов в областях с высоким содержани­
ем АТ, расположенных около сайта полиадени- 
лирования в 5'-нетранслируемой области гена. В 
сайтах правых соединительных участков не об­
наружено ни дополнительных нуклеотидов, ни 
повторяющихся последовательностей. Не пред­
ставляется возможным определить, имели ли 
место какие-либо делеции сайтов-мишеней, по­
скольку не проводили секвенирования левой 
пограничной последовательности вставки.

В качестве контроля также клонировали 
фрагменты ДНК, включающие правую погра­
ничную последовательность и участки, приле­
гающие к ней с каждой стороны, из линий кал- 
люсов, у которых обнаружены схемы гибриди­
зации, согласующиеся с биобаллистическими 
случаями для фрагментов ДНК. В нуклеотидной 
последовательности в этих случаях не выявлено 
никакого соединительного участка на стыке 
правой пограничной последовательности и рас­
тительной ДНК, а правая пограничная последо­
вательность имела практически полную длину и 
предполагаемую расположенную за ней коди­
рующую последовательность люциферазы.

Д. Заключение.
Вирулентные протеины νίΓΌ1 и νίΓΌ2, ко­

дируемые Τί-плазмидой, необходимы для обра­
зования Т-цепей в АдгоЪайегшт. Получено до­
казательство того, что после интродукции с по­
мощью устройства для биобаллистического 
введения двух вирулентных генов νίΓΌ1 и 
νίΓΌ2 под контролем промотора СаМV35§ вме­
сте с плазмидой, несущей пограничные после­

довательности, происходит образование Т-ДНК 
в растениях и интеграция в растительные клет­
ки. Приблизительно у 10% трансформирован­
ных каллюсов табака обнаружены агролистиче- 
ские инсерции, т.е. ДНК интегрировалась толь­
ко после воздействия продуктов генов νίΓΌ1 и 
νίΓΌ2. Приблизительно у такой же части транс­
формированных каллюсов обнаружены как слу­
чаи агролистических инсерций, так и биобалли­
стических инсерций. В соединительных участ­
ках на стыке трансгена и растительной ДНК в 
агролистических случаях обнаружено сайтспе­
цифическое расщепление внутри правой погра­
ничной последовательности, что согласуется с 
известными данными, свидетельствующими о 
том, что правая пограничная последователь­
ность Т-ДНК заканчивается сразу за первыми 
тремя нуклеотидами повтора длиной 25 пар ос­
нований (Ойеукеп и др., 1991; МауегйоГег и др., 
1991; ОйЪа, 1995). Точность интеграции была 
интерпретирована как результат непосредствен­
ного участия νίΓΌ2 в процессе рекомбинации в 
ядре растительной клетки (Тш1апб и др., 1995).

В настоящем исследовании установлено, 
что сайты интеграции в агролистических случа­
ях находятся в транскрибируемых областях, и 
это подтверждает данные о том, что Т-ДНК 
предпочтительно интегрируется в потенциально 
транскрибируемые локусы генома у различных 
видов растений (Копс/ и др., 1989; Негтап и др., 
1990; КейЪипбй и др., 1991), причем Т-ДНК- 
вставки распределены случайным образом в 
хромосомах растений (Сйу1 и др., 1986; Vа11^оίЬ 
и др., 1986). Хотя интеграция Т-ДНК обычно не 
коррелирует с большими преобразованиями 
растительной ДНК, в процессе Т-ДНК транс­
формации ДНК могут иметь место делеции, ин­
версии и дубликации последовательностей ДНК 
растения-мишени. Для изученных в настоящем 
описании агролистических случаев не было от­
мечено существенного преобразования сайтов 
растения-мишени.

Представляет интерес постоянная схема 
агролистических интеграций, которые происхо­
дят рядом с сигнальной последовательностью 
полиаденилирования известных индуцируемых 
светом и/или фотосинтезирующих генов табака 
с промотором СаМV35§ на правой пограничной 
последовательности, расположенным в обрат­
ной ориентации по отношению к открытой рам­
ке считывания. При такой ориентации инсерция 
структуры Т-ДНК может привести к образова­
нию антисмыслового транскрипта, который мо­
жет инактивировать экспрессию соответствую­
щего гена табака. Однако указанные фотосинте­
зирующие гены не требуются для нефотосинте­
зирующей культуры клеток, такой как ΝΤ1.

Данные экспериментов по кратковремен­
ной экспрессии, при которой расщепление на 
правой пограничной последовательности, веро­
ятно, происходит с высокой частотой, показы­
вают, что, по-видимому, был расщеплен боль­



41 001039 42

шой процент молекул-субстратов. Неожиданно 
было обнаружено, что это процентное соотно­
шение не сохраняется при стабильной транс­
формации. Это может быть объяснено реакцией 
лигирования правой пограничной последова­
тельности после расщепления νίΓΌ2, причем в 
опытах ίη νίίΓο было установлено, что νίΓΌ2 
катализирует сайтспецифическую реакцию 
расщепления-соединения в одноцепочечных 
олигонуклеотидах, содержащих пограничные 
последовательности Т-ДНК (Рапкедгаи и др.,
1993). Другим объяснением может быть отсут­
ствие одноцепочечного связывания У1гЕ2, необ­
ходимого для эффективной опосредуемой 
АдгоЬасЮпит трансформации. Хотя можно 
предположить, что имеется эквивалент неспе­
цифическому протеину У1гЕ2, связывающему 
одну цепь в растительных клетках, который мо­
жет связывать и защищать Т-цепь, введение 
гена νίιΈ2 вместе с νίΓΌ1 и νίΓΌ2 может улуч­
шить эффективность выявления агролистиче- 
ских случаев. Следует отметить также недоста­
ток, состоящий в том, что при совместном вве­
дении обоих генов νίΓΌ1 и νίΓΌ2 и трансфор­
мирующей плазмиды с использованием биобал­
листического способа введения, они, вероятно, с 
высокой частотой интегрируются в одних и тех 
же трансформированных линиях: совместная 
трансформация происходит очень эффективно 
при использовании устройства для биобалли­
стического введения. Эти нежелательные гены 
представляют собой другой тип чужеродной 
ДНК. Однако можно предположить, что вслед­
ствие своего уникального механизма инсерции 
они не связываются с “агролистической" встав­
кой и могут быть удалены при последующей 
селекции трансгенного растения. Это предпо­
ложение не может быть изучено при использо­
вании указанных трансгенных клеток ΝΤ1, ко­
торые не обладают способностью к регенера­
ции.

Система агролистической трансформации 
обладает несколькими выраженными преиму­
ществами: (I) Она может быть непосредственно 
применена к любой растительной ткани- 
мишени, чувствительной к способам биобалли­
стической трансформации. (II) Встроенная ДНК 
не несет чужеродную векторную ДНК. (III) В 
этом случае встраивают меньшее количество 
копий представляющего интерес гена, чем в 
случае, когда ДНК вводят без генов νίΓΌ1 и 
νίΓΌ2. Это должно свести к минимуму наличие 
гомологичных областей, которые могут вызвать 
нестабильность.

Таким образом, агролистический подход 
объединяет лучшие особенности биобаллисти­
ческого введения с “изяществом" и точностью 
механизма встраивания Т-ДНК АдгоЬас1егшт, 
что позволяет получить новую широко приме­
нимую технологию получения трансгенных 
культурных растений, имеющих сельскохозяй­
ственное значение.

Пример 2. Конструирование растительных 
кассет экспрессии.

Для создания химерного гена сначала по­
следовательности генов, предназначенные для 
экспрессии в трансгенных растениях или расти­
тельных клетках, объединяют в кассетах экс­
прессии за соответствующим промотором и в 
обратном направлении от соответствующего 
терминатора транскрипции. Затем эти кассеты 
экспрессии могут быть легко перенесены в рас­
тительные трансформирующие векторы, анало­
гично тому, как описано ниже в примере 3.

Выбор промотора
Выбор промотора, применяемого в кассе­

тах экспрессии или в химерных генах, должен 
определить пространственную и временную 
схему экспрессии трансгена в трансгенном рас­
тении. Выбранные промоторы должны обеспе­
чивать экспрессию трансгенов в определенных 
типах клеток (таких как эпидермальные клетки 
листа, мезофильные клетки, клетки коры корня) 
или в определенных тканях или органах (на­
пример, в корнях, листьях или цветках), и этот 
выбор должен отражать требуемую локализа­
цию экспрессии трансгена. В другом варианте 
выбранный промотор может обеспечивать экс­
прессию гена под контролем индуцируемого 
светом или другого промотора, который регули­
руется в зависимости от времени. Еще в одном 
варианте выбранный промотор может регулиро­
ваться химическими факторами. Это должно 
обеспечить возможность индуцировать экспрес­
сию трансгена только тогда, когда это требует­
ся, и вызывать ее путем обработки химическим 
индуктором.

Терминаторы транскрипции
Для применения в кассетах экспрессии 

пригодны различные терминаторы транскрип­
ции. Они ответственны за окончание транс­
крипции за трансгеном и за его правильное по- 
лиаденилирование. Пригодными терминаторами 
транскрипции являются таковые, для которых 
известно, что они функционируют в растениях, 
и они включают терминатор 358 СаМV, терми­
натор !т1, терминатор нопалинсинтазы, терми­
натор Е9 гЬс8 гороха. Они могут применяться 
как в однодольных, так и в двудольных расте­
ниях.

Последовательности для усиления или 
регуляции экспрессии

Известны многочисленные последователь­
ности, обладающие способностью усиливать 
экспрессию единицы транскрипции гена, и эти 
последовательности могут применяться в соче­
тании с генами по изобретению для усиления их 
экспрессии в трансгенных растениях.

Было показано, что различные интронные 
последовательности усиливают экспрессию, в 
частности в клетках однодольных растений. 
Например, было обнаружено, что интроны гена 
АбН 1 кукурузы при интродукции в клетки куку­
рузы значительно усиливают экспрессию гена



43 001039 44

дикого типа под контролем родственного ему 
промотора. Было обнаружено, что интрон 1 яв­
ляется особенно эффективным и усиливает экс­
прессию в гибридных конструкциях при слия­
нии с геном хлорамфеникол-ацетилтрансферазы 
(Са1йк и др., Сепек Эеуе1ор., 1: 1183-1200 
(1987)). В этой же экспериментальной системе 
интрон гена Ъгоп/е1 кукурузы проявляет анало­
гичное действие по усилению экспрессии (СаШк 
и др., см. выше). Последовательности интрона 
включали общепринятыми способами в расти­
тельные трансформирующие векторы, обычно в 
составе нетранслируемой лидерной последова­
тельности.

Также известно большое количество не­
транслируемых лидерных последовательностей, 
происходящих из вирусов, которые усиливают 
экспрессию. В частности было показано, что 
лидерные последовательности из вируса табач­
ной мозаики (ТМУ, "омега-последователь­
ность”), вируса хлорозной пятнистости кукуру­
зы (МСМУ) и вируса мозаики люцерны (А1МУ) 
эффективно усиливают экспрессию (см. СаШе и 
др., Ыис1. АсМк Кек., 15: 8693-8711 (1987); 
8ки/ек1<1 и др., Р1ап1 Мо1ес. Бю1., 15: 65-79 
(1990)).

Пример 3. Способ "попал и убежал” ("Ηίΐ 
апЛ Кип”) для эффективной сайтспецифической 
рекомбинации введенной биобаллистическим 
методом ДНК: совместное введение мРНК ре- 
комбиназы.

А. Краткое содержание.
Описан метод совместного введения ДНК 

и мРНК в растительные клетки с использовани­
ем устройства для биобаллистического введе­
ния. Методом гель-электрофореза была показа­
на стабильность и способность восстанавли­
ваться ДНК и РНК, осажденных на микроснаря­
ды, в различных условиях. Для введения актив­
ной мРНК оказалось эффективным осаждение с 
помощью одного СаС12 или СаС12 плюс сперми- 
дин плюс трис-буфер, тогда как незабуферен- 
ный спермидин приводил к фрагментации РНК.

С использованием эффективных методов 
осаждения и биобаллистического введения в 
клетки кукурузы и табака была доказана экс­
прессия синтезированной ш уйго кэппирован­
ной полиаденилированной мРНК, кодирующей 
люциферазу светляка. Кинетические исследова­
ния показали, что экспрессия мРНК люцифера- 
зы достигает максимума раньше, чем происхо­
дит кратковременная экспрессия одновременно 
введенной 358/ДНК люциферазы.

С целью продемонстрировать активность 
введенной биобаллистическим методом мРНК, 
кодирующей сайтспецифическую рекомбиназу 
2у§окассйатотусек тоихи (К), ее вводили в клет­
ки кукурузы совместно со субстратной плазми­
дой, содержащей обратный промотор 358, 
фланкированный инвертированными копиями 
мишень-специфического сайта рекомбиназы 
(К8) длиной 31 пара оснований, с расположе-

ными далее областями лидера 358, гена люци­
феразы и терминатора 358. Тогда как при вве­
дении только одной субстратной плазмиды не 
происходило значительной экспрессии люцифе- 
разы, при ее совместном введении с мРНК К ее 
промотор 358 удалялся рекомбиназой, что при­
водило к продуцированию фермента люцифера- 
зы.

В этом примере описана также возмож­
ность применения систем на основе сайтспеци­
фической рекомбиназы в виде мРНК для кон­
троля инсерции трансгена и экспрессии с уче­
том их преимуществ, связанных с кратковре­
менной интродукцией рекомбиназной активно­
сти.

Б. Введение.
Когда для введения генов в растительные 

клетки применяют бомбардировку частицами, 
трансгенная ДНК встраивается в геном случай­
ным образом, обычно в отдельный сайт, содер­
жащий множественные копии (К1еш и др., 1988; 
К1еш и др., 1989; СотЛоп-Катт V.! и др., 1990; 
УакЛ и др., 1992; Vап Υ. и Ьетаих Р., 1994). 
Особенности конструкции, положение вставки и 
часто возникающее большое количество копий 
трансгенов могут привести к нестабильности 
экспрессии в результате нескольких механиз­
мов: например, в результате того, что взаимо­
действие множественных копий трансгенов 
инактивирует друг друга посредством антисмы­
словых механизмов или вследствие метилиро­
вания или в результате действия других 
"приводящих к молчанию” механизмов, кото­
рые пока недостаточно изучены (см. обзор 
Ма1/ке М. и Ма1/ке А., 1995). Поскольку мно­
жественные копии трансгенов связаны с одним 
сайтом инсерции, не представляется возможным 
снизить количество копий посредством их рас­
щепления в следующих поколениях растений. 
Как для фундаментальных исследований экс­
прессии трансгенов, так и для коммерческого 
производства трансгенных культурных расте­
ний для сельскохозяйственного применения 
улучшение конструкции и экспрессии интроду­
цированных генов имеет очень большое значе­
ние. Сайтспецифические системы рекомбина­
ции могут служить пригодными средствами 
упрощения схемы инсерции трансгена и даже 
позволяют направлять их в предварительно вы­
бранный сайт в геноме растения (А1Ъег1 и др., 
1995).

Было показано, что несколько сайтспеци­
фических рекомбиназ обладают активностью в 
растительных клетках (см. обзор ОЛе11 и Кикке11,
1994): система Сге/1ох бактериофага Р1, реком­
бинантная система РЬР/РКТ из 2μ плазмиды 
8ассйатотусек сетеу1к1ае и система К/К8 из 
плазмиды р8К1 2у§окассйатотусек тоихи 
(Ма1ки/а1Л и др., 1988). Эти системы обладают 
потенциальной возможностью для применения 
вследствие их простоты; являясь полностью 
работоспособными, они нуждаются только в
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одном протеине рекомбиназе (Сге, РЬР, К) и в 
соответствующей им мишени, в определенном 
коротком сайте рекомбинации (1ох, РЬР, Κδ со­
ответственно). Кроме того, частота их рекомби­
наций является исключительно высокой. Реком- 
биназа посредством реакции рекомбинации мо­
жет опосредовать три типа преобразований 
ДНК в зависимости от локализации и ориента­
ции сайтов узнавания. Если фрагмент ДНК свя­
зан с двумя сайтами узнавания, которые явля­
ются инвертированными по отношению друг к 
другу, то происходит инверсия внедряющейся 
ДНК. Если два сайта узнавания находятся в 
одинаковой ориентации, то происходит выреза­
ние и циркуляризация внедряющейся ДНК. Ес­
ли сайты узнавания находятся на различных 
молекулах ДНК, то происходит генетический 
обмен, а если один из них является круговым, то 
молекула линейным образом интегрируется в 
другую.

Сайтспецифическая рекомбиназная актив­
ность может применяться для упрощения и на­
правленного встраивания трансгенов, интроду­
цированных в растения. Однако если эта актив­
ность является постоянной, то она может при­
вести к нестабильности рекомбинантной струк­
туры. Поэтому целесообразно, чтобы экспрес­
сия рекомбинантной активности была лишь 
кратковременной. Это было достигнуто в со­
временных исследованиях, в которых показана 
направленная интеграция 1ох-содержащего 
трансгена в сайт 1ох в трансгенном растении, 
экспрессирующем Сге (А1Ьег1 и др., 1995). По­
скольку сайт 1ох был расположен между промо­
тором и кодирующей последовательностью гена 
сге, сайтспецифическая рекомбинация инакти­
вировала экспрессию Сге, приводя к стабилиза­
ции продукта. По результатам, полученным с 
помощью Саузерн-гибридизации, все исследо­
ванные случаи интеграции были однокопийны- 
ми. В настоящем исследовании сайтспецифиче­
ская рекомбиназная система Κ/Κδ была адапти­
рована для применения вместе с устройством 
для биобаллистического введения гена. Было 
показано, что система Κ/Κδ эффективно функ­
ционирует в клетках табака: когда ген К кратко­
временно трансформировали в протопласты, 
продукт этого гена с помощью сайтспецифиче­
ской инверсии или вырезания ДНК активировал 
криптический ген глюкуронидазы (СИ8) 
(ОпоисЫ и др., 1992). Согласно настоящему 
описанию К-рекомбиназа, введенная в клетки 
кукурузы и табака биобаллистическим методом, 
функционирует аналогичным образом, хотя и с 
более низкой эффективностью (эффективность 
может быть повышена с помощью оптимизации 
параметров), активируя криптический ген лю- 
циферазы путем удаления его промотора. Кроме 
того, применение мРНК, а не ДНК для продуци­
рования рекомбиназы гарантирует то, что она 
будет быстро продуцироваться после интродук­
ции ДНК-субстрата в клетку. Сайт-мишень Κδ

содержит палиндромную нуклеотидную после­
довательность длиной 31 пара оснований, со­
стоящую из двух инвертированных повторов 
длиной 1 4 пар оснований, разделенных асим­
метричным центральным участком длиной 3 
пары оснований (Μ;·ιΐ5ΐιζ;·ι1<ί и др., 1988). Для 
получения трансгенных растений целесообразно 
использовать рекомбиназную мРНК, а не ДНК с 
той целью, чтобы избежать встраивания К-гена 
в геном растения и таким образом гарантиро­
вать только кратковременную экспрессию ре- 
комбиназы в течение ранних стадий трансфор­
мации. Ниже представлен способ совместной 
интродукции мРНК, кодирующей К- 
рекомбиназу, и мишени: Κδ-содержащей конст­
рукции ДНК криптической люциферазы, что 
вызывает кратковременную рекомбиназную 
активность, активирующую экспрессию гена 
люциферазы.

В. Материалы и методы.
1 . Растительный материал 

Клетки кукурузы
Суспензионные культуры кукурузы (2еа 

таук Ь.) первоначально получали из хранивше­
гося в криогенных условиях эмбриогенного 
каллюса типа II, взятого из незрелых зародышей 
элитной линии, родственной В73. Хранившиеся 
в криогенных условиях каллюсы (П1Маю и 
8ЫШ4о, 1992) подвергали быстрому оттаиванию 
и приблизительно 1 г этого продукта добавляли 
к 50 мл жидкой среды N6 (Сйи и др., 1975), до­
полненной 30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4- 
дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) 
(2Ν63δ). Культуры инкубировали при 25°С в 
темноте на орбитальном шейкере при 150 
об/мин. Суспензионные культуры пересевали 
каждые 7 дней путем переноса 2 мл клеточной 
массы в 50 мл свежей жидкой среды 2Ν63δ.

Аликвоты, содержащие по 200 мг клеток, 
равномерно наносили на стерильные фильтры 
типа Ьигароге и помещали на среду 2Ν6, допол­
ненную 12% сахарозы в качестве осморегулято­
ра. Посеянные клетки выдерживали в течение 4 
ч при комнатной температуре до бомбардировки 
и в течение 24 ч после бомбардировки.

Клетки табака
Линию клеток №сойапа 1аЪасит ΝΤ-1 (Ап, 

1985) выращивали в среде Мурасига и Скуга 
(МитакЫде и δкоод), дополненной 2 мл/л 2,4-Д и 
сахарозой (30 г/л) (Μδ3δ). Клетки пересевали 
один раз в неделю, добавляя 5 мл инокулята к 
100 мл свежей среды в колбы объемом 500 мл. 
Колбы инкубировали при 27°С на роторном 
шейкере при 125 об/мин. Аликвоты по 0,5 мл 
четырехдневных культур после пересева нано­
сили на стерильные фильтры (Айа!тап № 4). 
Затем фильтры переносили на Μδ-среду, до­
полненную 1 2% сахарозы, и выдерживали при 
комнатной температуре в течение 4 ч до бом­
бардировки и в течение 24 ч после бомбарди­
ровки.
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2. Плазмиды.
Т7ЬИСΑ50-матрицу (фиг. 4А) для транс­

крипции ш νίίτο мРНК люциферазы светляка 
конструировали путем присоединения сначала 
гена 1ис к промотору Т7 с последующим встраи­
ванием фрагмента Т7/1ис в плазмиду, получен­
ную из риС18, с поли-(Α)-вставкой. Для при­
соединения промотора Т7 к кодирующей облас­
ти 1ис вырезали промотор Т7 из рЕТ3 (КозепЬегд 
и др., 1987) в виде В§111-фрагмента и клониро­
вали в сайте ВатН1 плазмиды рИС19, получая 
рΑТ26. Последовательность от +9 до +26 нук­
леотида замещали сайтом ВатН1 путем деле- 
ции, осуществляемой с помощью ПЦР, получая 
рΑТ27. Фрагмент 358-лидер-люцифераза, выре­
занный из плазмиды рС1В1711 (фиг. 4В, см. ни­
же), интродуцировали в виде фрагмента 
ВатН1М.8р718 в рΑТ27, получая Т7/1ис. Вставку 
Т7/1ис из этой плазмиды встраивали в плазмиду 
рυС18Α50X в виде ХЬа1М.8р718-фрагмента. 
Плазмида рυС18Α50X, полученная из плазмиды 
рИС18, содержит олигонуклеотидную пару с 50 
А-остатками, фланкированными выступающими 
концами Α8р718(5') и НшбШ(3'), в которых сайт 
ЕсоК1 превращен в сайт ХЬа1 с помощью синте­
тического олигонуклеотида.

рТ7КесΑ50 (фиг. 4Б) получена из плазми­
ды рυС18Α50X и помимо своей поли-(А)- 
кодирующей области содержит промотор Т7, 
лидерную последовательность 358 и кодирую­
щую область рекомбиназы. Лидер 358/фрагмент 
рекомбиназы из рКес (см. ниже) вырезали в ви­
де фрагмента ВатН1М.8р718 и лигировали с 
рΑТ27, получая рТ7Кес. Фрагмент ХЬа1/Крп1 из 
рТ7Кес затем встраивали в рυС18Α50X, полу­
чая рТ7КесΑ50.

рС1В1711 (фиг. 4В) получена из плазмиды 
рС1В710 (Ко1Й81е1п и др., 1987), в которую ин­
тродуцировали кодирующую область люцифе- 
разы из плазмиды рГО204 (Це Vеί и др., 1987) в 
виде НшбШ-ВатШ-фрагмента в сайт ВатН1 
вектора с олигонуклеотидным адаптором 
ВатН1/Р8Й/Ншб111 на 5'-конце, получая 
рС1В701. У фрагмента промотор 358/лидер об­
разовавшейся плазмиды обрезали “хвост” до 
положения сайта ВатН1 точно в точке инициа­
ции транскрипции, замещая его ЕсоКУ-ВатН1- 
фрагментом из плазмиды рЭО435 (Ον и др., 
1986) и получая рС1В1700. Гибрид лидер 358 
(50 пар оснований)/лидер люциферазы (22 пары 
оснований) из рС1В1700 был удален в виде Р8Й- 
ΝηιΊ гена 1ис и замещен синтетическим олиго­
нуклеотидом, соответствующим лидеру 358 
длиной 58 пар оснований и началу ОРС гена 1ис 
(для уточнения деталей этой конструкции см. 
ίτίΓοζζί и др., в печати).

рКес (фиг. 4Г) получена из плазмиды 
рС1В1711, и в ней сохранены промотор 358, 
лидер и терминирующая последовательность, но 
в ней кодирующая область люциферазы замене­
на кодирующей областью рекомбиназы. Для 
осуществления этого 5'-конец гена рекомбиназы

из рΟΑНК (ОпоисЫ и др., 1991) клонировали в 
виде фрагмента ВатН1/Вд111 в соответствующих 
сайтах р8Р72 (фирма Рготеда) и ДНК между 
сайтами вектора Х1о1 и вставки РνиII замещали 
на олигонуклеотид 5'-ТСΟΑΟТТΟСΑТΟСΑΟ-3' 
(8ЕЦ ГО ΝΟ: 9) таким образом, что стартовый 
кодон рекомбиназы (подчеркнут) превращался в 
сайт 8рЫ. Вектор рС1В1711 был аналогичным 
образом модифицирован для встраивания сайта 
8рЫ на конце лидера 358 следующим образом: 
фрагмент Р8Й/ЕсоК1, содержащий промотор 
358/лидерную последовательность, субклониро- 
вали в векторе р80ро1у11 для создания уни­
кального сайта ВатН1. После разложения с по­
мощью ВатН1/ХЬа1 интродуцировали линкер, 
содержащий сайт 8рЫ 5'-ΟΑТСΟСΑΟСΑТС 
0(ΟΓΑΟ)-3' (8ЕЦ ΙΌ ΝΟ: 10; указанная в скоб­
ках часть соответствует последовательности, 
комплементарной цепи олигонуклеотида). Об­
разовавшийся модифицированный фрагмент 
Р8Й/ЕсоК1 возвращали в каркас рС1В1711 с по­
мощью тройного лигирования. Далее ген ре- 
комбиназы интродуцировали вместо гена 1ис с 
помощью двух последовательных лигирований 
вследствие наличия внутреннего сайта 8рЫ.

р1К8Ьис (фиг. 4Д) получена из плазмиды 
рС1В1711, и в нее был интродуцирован сайт К8 
длиной 31 пара оснований между промотором 
358 и лидером 358 гена люциферазы. Фрагмент 
промотора между сайтами НшбШ и Р811 сначала 
субклонировали в р80ро1у7, получая р8О358, и 
в уникальном сайте ВатН1 лигировали олиго­
нуклеотидную пару, соответствующую сле­
дующей последовательности, в которую входит 
К8 (выделена жирным шрифтом) и сайт НшбШ 
(подчеркнут):
з'-ОЛТСЛЛОСТТТТСЛТСЛЛЛСААТАССТТЛТ 
ТСТТТСАТСАА(ΟΑТС)-3' (8ЕЦ ГО ΝΟ: 11).

Выбирали клон, в котором встроенный 
олигонуклеотид по данным секвенирования 
имел по ходу часовой стрелки указанное выше 
строение, а его К8-содержащий субфрагмент 
ХЬа1/Р8Й возвращали в каркас рС1В1711 с по­
мощью тройного лигирования, получая 
р1К8Ьис.

р2К8Ьис (фиг. 4Е) получена из плазмиды 
рС1В1711, и в нее были интродуцированы син­
тетические сайты К8 по обеим сторонам промо­
тора 358 в противоположной ориентации, а 
встроенный промотор 358 имел противополож­
ную ориентацию по отношению к остальной 
части гена 1ис. Описанный выше субклон 
р8О358 промотора 358 разлагали с помощью 
НшбШ/ХЬа1 и интродуцировали олигонуклео­
тидную пару, соответствующую следующей 
последовательности, в которую входит К8 (вы­
делена жирным шрифтом) и сайт Р8Й (подчерк­
нут):
5'-Л(^СТЛСТ(^СЛ(^ТТСЛТСЛЛЛСЛЛТЛССТТЛТ 
ТСТТТСЛТСАЛ(СТΑΟ)-3' (8ЕЦ ГО ΝΟ: 12).

Образовавшийся клон разлагали с помо­
щью ВатН1 и вторую копию К8 интродуциро­
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вали лигированием в олигонуклеотидную пару, 
описанную в предыдущем параграфе. Выбирали 
клон, в котором ориентация второго сайта Ρδ 
была противоположной таковой первого сайта 
(т.е. 5'-САТСААОСТТТТСАТСААЛС-ААТА 
ССТТАТТСТТТСАТСАА(САТС)-3' (δ ЕС) ГО 
N0: 13, в ориентации против часовой стрелки). 
Ориентацию палиндромной последовательности 
Ρδ определяют по подчеркнутому центрально­
му асимметричному тринуклеотиду ССТ (или 
АСС на другой цепи). Из образовавшегося кло­
на промотора 2Κδ вырезали фрагмент 
НтДШ/РШ и возвращали в каркас рС1В1711 с 
помощью двойного лигирования, изменяя ори­
ентацию фрагмента промотора 35δ, с получени­
ем р2К5Ьис.

3. Синтез мРНК.
Плазмиды Т71исА50 и рТ7РесА50 (фиг. 4А 

и 4Б) линеаризировали с помощью ΗίηάΙΙΙ, де­
лая разрезы сразу после участка поли-(А) по 
ходу транскрипции. Линеаризованную ДНК 
экстрагировали фенолом/хлороформом и затем 
осаждали этанолом. Транскрипцию ίη νίΙΐΌ ли­
неаризованной ДНК проводили с использовани­
ем полимеразы Т7 из набора Т7 Сар^спЪе, со­
держащего [т7С(5')ррр(5')] (фирма ВоеЬтшдет). 
В некоторых экспериментах продукт транс­
крипции сразу же обрабатывали РНКазой, сво­
бодной от ДНКазы (0,03 ед./мл, фирма 
\Уог11йпд1оп ВюсЬет1са1), в присутствии 
ΓΚΝ;·ΐ5ίη (1 ед./мл, фирма Р го те да) в течение 5 
мин при 37°С и окончательно экстрагировали 
фенолом/хлороформом и осаждали этанолом. 
Целостность и концентрацию мРНК определяли 
с помощью гель-электрофореза на агарозе.

4. Стерилизация биобаллистических носи­
телей.

Частицы золота (размером 1,0 мкм - фирма 
ВютаД, 0,3 мкм - фирма Нетаеик) стерилизовали, 
помещая 60 мг частиц в 100%-ный этанол и 
0,1%-ный ИЕРСЕ Частицы трижды промывали 
водой, свободной от РНКазы, и затем ресуспен- 
дировали в 1 мл воды, свободной от РНКазы, 
или в 1 мл лишенного РНКазы 50%-ного рас­
твора глицерина. Для 6 выстрелов использовали 
аликвоты приготовленных частиц объемом 50 
мкл. Макроносители погружали в 1 00%-ный 
этанол и 0,1%-ный ИЕРС, затем трижды промы­
вали в 100%-ном этаноле и сушили на воздухе. 
Задерживающие экраны автоклавировали.

5. Осаждение нуклеиновой кислоты.
ДНК осаждали на 50 мкл суспензии золо­

тых частиц (60 мг/мл) в соответствии с инст­
рукциями фирмы ВюРаД. мРНК осаждали на 50 
мкл суспензии золотых частиц в различных, 
указанных в описании условиях. Все реагенты 
для осаждения не содержали РНКазы и их до­
бавляли к суспензии золотых частиц при непре­
рывном перемешивании при 4°С. По заверше­
нии добавления всех реагентов перемешивание 
продолжали в течение 3 мин, после чего части­

цы подвергали седиментации путем кратковре­
менного микроцентрифугирования (1 мин). Су­
пернатант удаляли и частицы однократно про­
мывали холодным 100%-ным этанолом и ресус- 
пендировали в 60 мкл 100%-ного этанола. Эту 
смесь перемешивали и аликвоты объемом 1 0 
мкл наносили с помощью пипетки на диск мак­
роносителя и давали высохнуть на воздухе в 
вытяжном шкафу с ламинарным потоком возду­
ха.

6. Введение микроснарядов в раститель­
ные клетки.

Микроснаряды вводили в растительные 
клетки с помощью ускорителя частиц (прибор 
типа ΕΟδ-1000/Не) с использованием дисков, 
разрушаемых при давлении 1100-1500 фун- 
тов/кв. дюйм, помещая образец на расстоянии 
5,5 см от пусковой установки. Экран из нержа­
веющей стали с размерами пор 1 00 мкм поме­
щали на середине расстояния между задержи­
вающей пластиной и тканью. Пластины-мишени 
подвергали бомбардировке 1 раз (клетки табака) 
или 2 раза (клетки кукурузы).

7. Анализ люциферазы.
Люциферазу определяли в экстрактах тка­

ни с использованием системы для анализа лю- 
циферазы фирмы Рготеда в соответствии с ре­
комендациями поставщика. Люциферазную ак­
тивность выражали в виде единиц света, обна­
руживаемого прибором Аиа1уНса1 Ьитшексеисе 
модели 2001 Ьит1иоте!ег, при интегрировании 
в течение 10 с при 25°С. Для вычисления удель­
ной активности определяли концентрацию про­
теина, используя набор для анализа протеина 
фирмы Вю-РаД.

Г. Результаты.
1 . Осаждение интактной мРНК на золотые 

частицы.
С целью оптимизировать введение мРНК и 

последующую экспрессию были опробованы 
несколько методов осаждения мРНК на золотые 
частицы и проанализированы условия и восста­
новление мРНК в осадке и супернатанте с по­
мощью электрофореза в агарозных гелях. Фрак­
ции были обозначены как “супернатант” (снят 
пипеткой непосредственно после начальной 
реакции осаждения), “золотая” (золотые части­
цы, суспендированные в воде после осаждения 
мРНК) и “водный элюат” (супернатант, полу­
ченный после центрифугирования покрытых 
мРНК золотых частиц, суспендированных в во­
де). Водный элюат оценивали с целью опреде­
лить насколько легко осажденная мРНК может 
повторно растворяться после введения в расти­
тельную клетку.

При использовании метода осаждения 
ДНК фирмы ИиРоШ с использованием 1,0М 
СаС12 и 1 6мМ спермидина мРНК сильно разла­
галась (данные не приведены). Свободное от 
спермидина основание, вероятно, вызывает ще­
лочной гидролиз РНК. Поэтому для осаждения 
мРНК на золотые частицы были изучены раз­
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личные концентрации СаС12 (1,0М, 0,3М и 
0,07М) без спермидина. При использовании 
1,0М СаС12 были получены лучшие результаты 
и было установлено, что инкубация в течение 
ночи золотых частиц, покрытых РНК, в 1,0М 
СаС12 при -20°С повысила эффективность до 90­
100%. мРНК более легко смывалась с частиц в 
водный элюат после двух промывок этанолом, 
чем после одной, вероятно, вследствие удаления 
СаС12.

2. Кратковременная экспрессия мРНК лю- 
циферазы после биобаллистического введения.

С целью определить, может ли мРНК, оса­
жденная на золотые частицы при использовании 
этого способа, “выжить” после процесса био­
баллистического введения и сможет ли она 
функционировать в растительных клетках в те­
чение короткого промежутка времени, в расти­
тельные клетки вводили синтезированную ίη 
νίίτο мРНК люциферазы. Лидерную последова­
тельность СаМУ358 и поли-(А)-хвост с 50 ос­
татками аденина включали в конструкцию мат­
рицы Т7ЬисА50 для усиления экспрессии лю- 
циферазы в растительных клетках. Кэппирован­
ную мРНК люциферазы осаждали на золотые 
частицы с помощью 1,0М СаС12 и инкубировали 
в течение ночи при -20°С, а затем частицами 
бомбардировали суспензии клеток кукурузы и 
табака. Анализ люциферазной активности про­
водили через 2, 6 и 24 ч после введения. Резуль­
таты приведены ниже в табл. 3. Через 2 ч была 
выявлена выраженная люциферазная актив­
ность. Активность увеличилась через 6 ч, но 
снизилась через 24 ч. В отличие от этого крат­
ковременная экспрессия ДНК плазмиды, содер­
жащей 358-ген люцифразы (рС1В1711), осаж­
денной на золотые частицы с использованием 
режима для ДНК фирмы ВюКаб, оказалась наи­
более высокой через 24 ч.

Таблица 3
Данные о люциферазной активности в клетках табака 
и в клетках кукурузы после бомбардировки РНК лю­
циферазы. Приведены результаты измерений люци­
феразной активности (единицы света/мкг протеина)

через 2, 6 и 24 ч после бомбардировки
Название Время Табак Кукуруза

РНК лю- 2 ч 980 2100
РНК 6 ч 5300 2400циферазы 24 ч 700 400

ДНК
рС1В1711

ДНК лю- 
циферазы

2 ч 78500 1 000
6 ч

24 ч
198000

1 034600
6900

1 4800
ДНК Т7- только
ЬисА50 матрица 6 ч 30 300
без РНК- 
ДНК 24 ч 0 100

3. Подтверждение функционирования ре- 
комбиназной системы Р/Р8 в кукурузе: инвер­
тированный промотор удаляют, активируя крат­
ковременную экспрессию люциферазы.

С целью изучить, будет ли сайтспецифиче­
ская рекомбиназная система Р/Р 8 из Ζ. гоихл

функционировать в кукурузе так же, как и по 
литературным данным она функционирует в 
табаке (ОпоисЫ и др., 1991), был проведен ана­
лиз кратковременной парной экспрессии, при 
котором рекомбиназа Р, экспрессируемая в те­
чение короткого периода времени в клетках ку­
курузы, требовалась для удаления промотора 
для того, чтобы активировать кратковременную 
экспрессию совместно введенного криптическо- 
го гена люциферазы. В качестве положительно­
го контроля был проведен анализ кратковре­
менной парной экспрессии в клетках табака. 
Плазмиду рРес (фиг. 4Г), содержащую фраг­
мент 358-ген рекомбиназы, совместно вводили 
путем бомбардировки микроснарядами в клетки 
кукурузы вместе с плазмидой р2РЬис (фиг. 4Е), 
содержащей криптический ген люциферазы. 
Удаление промотора из р2Р8 должно сохранить 
копию Р8 (длиной 31 пара оснований) между 
промотором и геном 1ис, действие которой на 
экспрессию 1ис было неизвестно. Поэтому также 
конструировали плазмиду р1К8Ьис, являющую­
ся положительным контролем (фиг. 4Д), с це­
лью имитировать ожидаемый продукт р2К8Ьис, 
инвертированный с помощью рекомбиназы. 
р1К8Ьис содержит промотор СаМУ358, ориен­
тированный в нужном направлении, но отде­
ленный одним сайтом Р8 от лидера и последо­
вательности, кодирующей люциферазу. Было 
установлено, что уровень экспрессии р1К.8Ьис 
близок к таковому для рС1В1711 как в табаке, 
так и в кукурузе (данные не приведены); таким 
образом, Р8-“след” в гене оказывает только не­
большое воздействие на экспрессию 1ис.

Смесь плазмид р2К8Ьис и рРес, а также 
контрольные плазмиды: одну р2К8Ьис, 
р1К8Ьис и р1К8Ьис плюс рРес осаждали на 
золотые частицы в соответствии с протоколом 
фирмы В ίο Раб и вносили с использованием 
бомбардировки в клетки табака и кукурузы 
(табл. 4). В то время как рекомбиназа Р в клет­
ках табака активировала ген 1ис с эффективно­
стью, составляющей через 24 ч, по крайней ме­
ре, 4% (ср. 26000 и 597000 ед. света/мкг протеи­
на), в кукурузе, вероятно, процесс был сущест­
венно менее эффективным, и его эффективность 
составляла только 0,27% (ср. 53 и 20000 ед. све- 
та/мкг протеина). Обнаружено, что очень низкая 
активность, выявленная в клетках кукурузы, 
является достоверной и воспроизводимой. При­
чины, ограничивающие рекомбиназную актив­
ность в кукурузе в этом эксперименте, могут 
быть ядерного происхождения (медленная 
транскрипция, сайты неправильного сплайсин­
га, неспособность мРНК проникнуть в ядро) или 
цитоплазматического происхождения (прекра­
щение трансляции, использование редкого ко­
дона, нестабильность мРНК и т.д.). Если про­
блема связана с ядром, можно предположить, 
что она может быть преодолена с помощью 
биобаллистического введения мРНК рекомби- 
назы, которое, вероятно, должно обеспечить
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введение транскрипта непосредственно в цито­
плазму.

Таблица 4
Рекомбиназная активность в клетках табака и кукуру­

зы после бомбардировки 
Результаты представлены в виде среднего зна­

чения со стандартным отклонением люциферазной 
активности (ед. света/мкг протеина), полученных по 6 
повторностям для клеток табака и по 3 повторностям 
для клеток кукурузы.

Табак Кукуруза
без ДНК 16 <1
р2К81ис 1300±2300 4±1
р2К8+рКес 26100±2600 53±4
р1К81ис 852000±91000 15700±4100
р1К81ис+рКес 597000±122000 20700±2600

Сайт-мишень для рекомбиназы Ζ. гоихи 
был предварительно укорочен до области дли­
ной 58 пар оснований (Μ;ιΐ8ΐιζ;ι1<ί и др., 
Мо1еси1аг апб Се11и1аг Вю1о§у, 8: 955-962 
(1988)), включающей примененную в настоя­
щем описании палиндромную последователь­
ность длиной 31 пара оснований. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что палин­
дром длиной 31 пара оснований является доста­
точным для опосредуемого К-геном удаления 
промотора криптической люциферазной конст­
рукции по изобретению. Таким образом, эта 
укороченная последовательность К8 является 
достаточной для сайтспецифической рекомби­
нации как в клетках табака, так и в клетках ку­
курузы.

4. Кратковременная экспрессия ДНК лю- 
циферазы с помощью рекомбиназной активно­
сти мРНК.

мРНК рекомбиназы совместно осаждали с 
ДНК р2К8Ьис на золотые частицы в условиях, 
оптимальных для восстановления РНК: 1,0М 
СаС12 и инкубация в течение ночи при -20°С. 
Частицы вводили в клетки кукурузы с помощью 
бомбардировки и люциферазную активность 
измеряли через 2 и 24 ч после этого. Результаты 
приведены ниже в табл. 5. Экспрессия люцифе- 
разы через 2 ч после бомбардировки была не­
значительной. Через 24 ч экспрессия люцифера- 
зы стала заметной как в случае обработки с ис­
пользованием мРНК рекомбиназы, так и в слу­
чае обработки с использованием ДНК фрагмен­
та с 358-геном рекомбиназы, полученным из 
плазмиды 2К8 с криптическим геном люцифе- 
разы. Когда реакция инверсии достигала равно­
весия, то в этом стационарном состоянии 50% 
промоторов имели ориентацию “оп” и 50% име­
ли ориентацию “оГГ”. Таким образом, макси­
мальный ожидаемый уровень экспрессии люци- 
феразы должен составлять 50% от активности в 
плазмиде р1К8Ьис. Удаление промотора, кон­
тролируемое мРНК, позволило достичь неожи­
данно высокой эффективности, составляющей 
67% от этого теоретического максимума. Эф­
фективность контролируемой ДНК инверсии

также существенно улучшилась, однако чрезвы­
чайно низкий уровень экспрессии р1К8Ьис по­
казал, что разработанный для мРНК метод оса­
ждения оказался очень неэффективным для 
ДНК. Поэтому были изучены дополнительные 
условия осаждения с целью подбора оптималь­
ных компромиссных условий, эффективных как 
для ДНК, так и для РНК.

Таблица 5
Активность рекомбиназной мРНК в клетках кукурузы

Люциферазная активность выражена в виде ед. 
света/мкг протеина и была измерена через 2 и 24 ч 
после бомбардировки.

Название 2 часа 24 часа
р2К81ис только матрица 5,3 6,4
р2К81ис+
Т7-КесА50

мишень+только
матрица 4,5 7,8

р2К81ис+
рекДНК мишень+рекРНК 6,7 34,8

р2К81ис+
рекДНК мишень+рекДНК 5,0 15,6

р1К81ис положительный
контроль 37,4 89,6

5. Эффективное совместное осаждение 
мРНК и ДНК на золотые частицы.

С целью улучшить эффективность совме­
стного введения ДНК и мРНК было пересмот­
рено применение спермидина в смеси для осаж­
дения, при этом дополнительно был включен 
трис-буфер с более низким значением рН, по- 
видимому, позволяющий избежать разложения 
РНК. В присутствии 50мМ трис-буфера с рН 7,5 
ДНК и мРНК совместно осаждали на частицы, 
используя 1,0М СаС12 и 2, 4, 10 или 16мМ спер- 
мидин. Эффективность осаждения нуклеиновых 
кислот оценивали с помощью гель- 
электрофореза на агрозе, как описано выше. 
Интактные ДНК и мРНК эффективно осажда­
лись на частицы при всех концентрациях спер- 
мидина (данные не приведены). Самая низкая 
концентрация позволяла достичь большей эф­
фективности при повторном смыве ДНК и 
мРНК с частиц в воду, что может оказаться 
предпочтительным для кратковременной экс­
прессии и трансформации.

Для окончательного уточнения изменяли 
концентрацию трис-буфера и при этом опреде­
ляли эффективность по критерию биологиче­
ской активности: мРНК Ьис осаждали, исполь­
зуя 2мМ спермидин и 5мМ (обработка А) или 
50мМ (обработка Б) трис-буфера с рН 7,5, и с 
помощью бомбардировки вводили в клетки ку­
курузы. Через 5 ч после бомбардировки уровни 
кратковременной экспрессии составляли 1,091 и 
8000 ед. света/мкг протеина для обработок А и Б 
соответственно. Более высокая активность 
мРНК, достигнутая с использованием 50мМ 
трис-буфера, свидетельствует о 3-4-кратном 
улучшении осаждения по сравнению с осажде­
нием, проведенным в предыдущих условиях с 
использованием 1,0М СаС12 и инкубации при 
-20°С в течение ночи (табл. 1 ).
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Обработки А и Б применяли для осажде­
ния мРНК рекомбиназы с ДНК р2К8Ьис и их 
вводили с помощью бомбардировки в клетки 
кукурузы и табака. Люциферазную активность 
измеряли через 24 ч, и полученные результаты 
приведены ниже в табл. 6. Экспрессия ДНК 
улучшилась при использовании как 5мМ, так и 
50мМ трис-буфера, но эти уровни были ниже 
таковых, достигнутых при использовании про­
цедуры осаждения, рекомендованной фирмой 
ВюКаб (табл. 4). При оптимальных для экспрес­
сии мРНК условиях, а именно, при использова­
нии 50мМ трис-буфера, была достигнута наибо­
лее высокая эффективность рекомбиназной ак­
тивности, которая составила 18,9 и 9,4% для 
кукурузы и табака соответственно. Хотя реком- 
биназная активность оказалась ниже, чем тако­
вая, приведенная в табл. 5, более высокий уро­
вень экспрессии ДНК важен для достижения 
стабильной трансформации. Сделано заключе­
ние о том, что для более высокой экспрессии 
РНК и ДНК может применяться низкая концен­
трация спермидина, забуференного трис.

Таблица 6
Экспрессия мРНК рекомбиназы в клетках 

табака и кукурузы
мРНК (4 мкг/6 выстрелов), ДНК р2К8Ьис (2 

мкг/6 выстрелов) и ДНК р1К8Ьис (2 мкг/6 выстрелов) 
вводили с помощью бомбардировки в клетки табака и 
кукурузы. В контрольных экспериментах использова­
ли мРНК, синтезирующуюся на генах β- 
глюкуронидазы. Люциферазная активность выражена 
в виде ед. света/мкг протеина и была измерена через 
24 ч после бомбардировки.

Табак Кукуруза
5мМ 50мМ 5мМ 50мМ

р2К8Ьис+ 
рес мРНК 139±2,8 311±18 19±1,7 20±0,07

р2К8Ьис+
мРНК 57±10 34±2 3,5±0,2 3,8±0,9

р1К8Ьис+ 16683± 6644± 426±5 211±40мРНК 1460 1565

Д. Обсуждение.
В настоящем описании представлен способ 

совместного введения мРНК и ДНК с помощью 
бомбардировки частицами, что позволяет осу­
ществить кратковременное действие кодируе­
мого мРНК протеина на молекулу ДНК. Совме­
стное введение мРНК и ДНК позволяет интро­
дуцировать в клетку компоненты, обладающие 
кратковременным действующими функциями, 
без осуществления постоянной экспрессии, 
происходящей при стабильной трансформации. 
Кодируемая мРНК рекомбиназа активна только 
в течение короткого периода во время введения. 
Это подход может использоваться для сайтспе­
цифической интродукции донорной ДНК в сайт 
К8 в геноме растения без осложнения, связанно­
го с экспрессией рекомбиназы в образовавшем­
ся растении.

Как исследования на агарозном геле, так и 
изучение экспрессии люциферазы показывают,

что условия, предпочтительные для введения 
ДНК, не являются оптимальными для мРНК и 
наоборот. Выбирая различные условия осажде­
ния, можно отдавать предпочтение любой из 
двух нуклеиновых кислот, достигая оптималь­
ных уровней преобразования ДНК в раститель­
ной клетке-мишени. Электрофоретический ана­
лиз нуклеиновой кислоты на золотых частицах 
после ее осаждения оказался “изящным” спосо­
бом количественной и качественной оценки эф­
фективности различных условий осаждения. 
Этот подход может применяться для дальней­
шего окончательного уточнения условий введе­
ния нуклеиновой кислоты с помощью бомбар­
дировки частицами. Однако окончательным 
критерием должна быть биологическая актив­
ность, поскольку гель-электрофорез позволяет 
выявить только крупные повреждения.

Интродуцируемые экзогенные молекулы 
ДНК по настоящему изобретению конструиро­
вали с учетом трех особенностей, которые, как 
известно, играют определенную роль в эффек­
тивной экспрессии транскрипта. К 5'-концу до­
бавляли кэп с той целью, чтобы он действовал в 
качестве сайта узнавания при связывании эука­
риотического фактора инициации, наиболее 
ранней и существенной стадии трансляции. Во 
время транскрипции ш νίΙΐΌ на 3'-конце синте­
зировали поли-(А)-хвост, состоящий из 50 ос­
татков остатков аденина, поскольку неаденили- 
рованные мРНК транслируются приблизительно 
в 1 00-200 раз менее эффективно по сравнению с 
их аденилированными копиями в подвергнутых 
электропорации протопластах табака, моркови, 
кукурузы и риса (СаШе и др., Р1ап1 се11, 1989). 
Также было показано, что эффективность поли- 
аденилированной мРНК усиливается на порядок 
в присутствии 5'-кэпа (СаШе, 1991). Было пока­
зано, что включение нетранслируемой лидерной 
последовательности СаМУ358 усиливает экс­
прессию в клетках как табака, так и кукурузы 
(СаШе и др., Р1ап1 се11, 1989; Эа\укоп Эау и др., 
1993).

Непосредственное введение мРНК в расти­
тельные клетки создает преимущества при изу­
чении клеточных функций. Стабильность мРНК 
и трансляционная эффективность может быть 
оценена ш νί\Ό независимо от факторов транс­
крипции, процессинга и транспорта в цитоплаз­
му. Доказано, что пригодными и эффективными 
методами интродукции мРНК в протопласты 
растений являются электропорация (Шддк и 
Со1Ъег1, 1993) и применение полиэтиленгликоля 
(СаШе, Р1ап1 се11 геройк, 1993). Однако эти ме­
тоды введения ограничены протопластами, в то 
время как биобаллистическое введение широко 
применимо для многих типов растительных 
клеток и органов. Протеины, которые могут 
оказаться ненужными или даже вредными при 
их стабильной экспрессии в трансгенном расте­
нии, могут кратковременно экспрессироваться 
мРНК, введенной биобаллистическим методом.
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Экспрессия рекомбиназы, например, в растени­
ях типа Κ/Κδ, может привести к мозаичным 
схемам эксцизии, тогда как генетические скре­
щивания, проводимые между растениями, со­
держащими ген рекомбиназы, и растениями, 
содержащими сайт-мишень, часто приводят к 
химерной реакомбинантной активности и моза­
ичной экспрессии в растениях первого поколе­
ния (Р1) (Ки88е11 и др., 1992; ОпоисЫ и др., 
1995).

Для получения улучшаемых в последую­
щем трансгенных конструкций для культурных 
растениях может быть использована система 
Κ/Κδ для замены новым(и) геном(ами) старых 
генов точно в месте расположения последних. 
Таким образом, первая трансгенная кассета и ее 
селектируемый маркер (фланкированный сай­
тами Κδ) могут быть замещены второй кассетой 
с другим селектируемым маркером. В свою оче­
редь вторая кассета может быть замещена 
третьей с использованием вновь первого селек­
тируемого маркера. Этот подход должен 
уменьшить количество требуемых селектируе­
мых маркеров и должен позволить избежать 
влияния изменения положения трансгенной кас­
сеты.

Применение сайтспецифических систем 
рекомбинации в растениях открывает возмож­
ность лучшего контроля за инсерцией и экс­
прессией трансгена. Рекомбиназные системы 
позволяют осуществлять инсерцию в заранее 
определенное место в геноме и могут позволить 
избежать так называемых “влияний местораспо­
ложения” (РикизЫде и δаие^, 1992; Ьакзо и др., 
1992; О’Оогтаи и др., 1991). Опосредуемые ре- 
комбиназой случаи делеций и инверсий транс­
генов дают возможность контролировать экс­
прессию гена и удалять селектируемые маркер­
ные гены (см. обзор Обе 11 и Κи88е11, 1994). Ин­
тродукция рекомбиназной активности в форме 
мРНК может расширить это применение, увели­
чивая встречаемость случаев рекомбинации на 
ранней стадии процесса трансформации и сни­
жая риск возникновения мозаичности. Кроме 
того, введение мРНК может обеспечить боль­
шую степень свободы при конструировании 
сайтспецифических схем интеграции, что по­
зволяет избежать интродукции рекомбиназной 
генетической информации в геном.

Пример 4. Совместная бомбардировка с 
использованием мРНК, кодирующей обеспечи­
вающие интеграцию протеины У1гЭ1 и У|гЭ2, и 
ДНК в клетки табака и кукурузы.

Как указывалось в разделе “Подробное 
описание изобретения”, можно ожидать, что 
обеспечивающие интеграцию протеины, вве­
денные в эукариотическую клетку, предназна­
ченную для трансформации с помощью транс­
лируемой РНК, будут продуцироваться в тече­
ние ограниченного периода времени до тех пор, 
пока не будет разложена транслируемая РНК. 
Можно ожидать, что полученные с помощью

этой РНК протеины сохранятся в растительной 
клетке в течение ограниченного периода време­
ни до тех пор, пока они также не будут разло­
жены в результате нормальных клеточных про­
цессов. Такое введение обеспечивающих инте­
грацию протеинов в форме транслируемой РНК 
представляет собой способ кратковременного 
введения таких протеинов. Кратковременное 
введение таких протеинов может оказаться 
предпочтительным в тех случаях, когда про­
должительное присутствие этих протеинов мо­
жет оказывать нежелательные воздействия. В 
следующем примере описано такое введение 
протеинов УиЭ 1 и У1гЭ2 в растительные клетки 
вместе с фрагментом ДНК, связанным с погра­
ничными последовательностями Т-ДНК. Полу­
ченные результаты показывают, что эти протеи­
ны Уи обладают способностью продуцировать­
ся и им присуща активность, обеспечивающая 
интеграцию фрагмента ДНК.

Использованный растительный материал 
Клетки кукурузы

Суспензионные культуры кукурузы (2еа 
тауз Ь.) вначале получали из хранившегося в 
криогенных условиях эмбриогенного каллюса 
типа II, взятого из незрелых зародышей элитной 
линии (2717), родственной В73, и выращивали в 
жидкой среде N6 (Сйи и др., 1975), дополненной 
30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4-дихлор- 
феноксиуксусной кислоты (2,4-Д) (2Ν63δ).
Культуры инкубировали при 25°С в темноте на 
орбитальном шейкере при 150 об./мин. Суспен­
зионные культуры пересевали каждые 7 дней 
путем переноса 1 мл клеточной массы в 50 мл 
свежей жидкой среды 2Ν63δ. Суспензии клеток 
кукурузы, применяемые для экспериментов по 
бомбардировке, были взяты из 3-дневных вы­
ращенных ускоренным методом культур. Перед 
бомбардировкой приблизительно 0,5 мл клеточ­
ной массы фильтровали под вакуумом на 7­
сантиметровых фильтрах (^йа!таи № 4).

Клетки табака
Линию клеток Мсобаиа 1аЬасит ΝΤ-1 вы­

ращивали в среде Мурасига и Скуга (Μδ-среда), 
дополненной 2 мг/л 2,4-Д и сахарозой (30 г/л). 
Клетки пересевали один раз в неделю, добавляя 
5 мл инокулята к 1 00 мл свежей среды в колбы 
объемом 500 мл. Колбы инкубировали при 27°С 
на роторном шейкере при 125 об./мин. Аликво­
ты по 0,5 мл четырехдневных культур после 
пересева наносили на стерильные фильтры 
(^йа!таи № 4). Фильтры затем переносили на 
Μδ-среду.

Конструирование плазмид
1. Конструирование вектора, содержащего 

промотор Τ7 и поли-(А)-хвост.
Полилинкер (ЪрНГЕсоШ-ШеГСкб-ВдШ- 

Азр718-Нтб111-ХЬо1-Нтб*111, инактивирующий 
сайт НшбШ) встраивали в сайты δρΗ-Κ^ΠΙ 
плазмиды ρΤ7ΚесА50 (см. пример 3). Затем в 
соответствующие сайты встраивали олигонук­
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леотид А5р718-А(50)-^^аI-Η^ηάIII, получая рТ7- 
А50.

2. Конструирование рТ7И 1А50.
Фрагмент ЕсоКЬВдШ, содержащий коди­

рующую область νίιΌ 1 и предварительно кло­
нированный во фрагменте ЕсоКЬВатШ плаз­
миды р8С5 (из фрагмента ЕсоЫ-ВатШ 
р358АйЫИ1), встраивали в рТ7-А50, разложен­
ную с помощью ЕсоЫ и В§1П.

3. Конструирование рТ7И2А50.
Два фрагмента ЕсоЫ-ВатШ (5'-конец) и 

ВатЬСЫ (3'-конец) кодирующей области νίιΌ2 
клонировали в ЕсоЫ-СЫ плазмиды рТ7-А50. 
3'-конец сначала клонировали в виде фрагмента 
ВатНЬНаеШ во фрагменте ВатНЬЕсоКУ 
плазмиды р8К, полученной из рВЫекспрк для 
его превращения во фрагмент ВатЬСЫ.

Синтез мРНК
Плазмиды Т7И1А50 и Т7И2А50 линеари­

зировали с помощью ХМ, делая разрезы сразу 
после участка поли-(А) по ходу транскрипции. 
Линеаризованную ДНК экстрагировали фено- 
лом/хлороформом и затем осаждали этанолом. 
Транскрипцию ш уйго линеаризованной ДНК 
проводили, используя полимеразу Т7 из набора 
Т7 Сар-8спЪе, содержащего [т7О(5')ррр(5')] 
(фирма ВоеЬгшдег). Целостность и концентра­
цию мРНК, кодирующей УпИ1 и У|гИ2, опре­
деляли с помощью гель-электрофореза на агаро­
зе.

Стерилизация биобаллистических носителей
Частицы золота (размером 0,3 мкм - фирма 

Негаеик) стерилизовали, помещая 60 мг частиц в 
100%-ный этанол и 0,1%-ный ИЕРС. Частицы 
промывали трижды водой, свободной от РНКа­
зы, и затем ресуспендировали в 1 мл свободного 
от РНКазы 50%-ного раствора глицерина. Для 6 
выстрелов использовали аликвоты объемом 50 
мкл приготовленных частиц. Макроносители 
погружали в 100%-ный этанол и 0,1%-ный 
ИЕРС, а затем трижды промывали в 100%-ном 
этаноле и сушили на воздухе. Задерживающие 
экраны автоклавировали.

Осаждение нуклеиновой кислоты
ДНК (1 мкг) и мРНК (приблизительно 8 

мкг: 4 мкг νίιΌ 1 и 4 мкг νίιΌ2 или 8 мкг неспе­
цифической мРНК в качестве контроля) осаж­
дали на 50 мкл суспензии золотых частиц (60 
мг/мл; 0,3 мкм), добавляя последовательно 0,5 
мкл трис-буфера (1М), 50 мкл СаС12 (2,5М) и 2,5 
мкл 0,1М спермидина. По завершении добавле­
ния всех реагентов перемешивание продолжали 
в течение 3 мин, после чего частицы подвергали 
седиментации путем кратковременного микро­
центрифугирования (1 мин). Супернатант уда­
ляли и частицы однократно промывали холод­
ным 100%-ным этанолом и ресуспендировали в 
60 мкл 1 00%-ного этанола. Эту смесь переме­
шивали и аликвоты объемом 1 0 мкл наносили с 
помощью пипетки на диск макроносителя и да­
вали высохнуть на воздухе в вытяжном шкафу с 
ламинарным потоком воздуха.

Введение микроснарядов в растительные клетки
Микроснаряды вводили в растительные 

клетки с помощью ускорителя частиц (прибор 
типа РИ8-1000/Не; ИиРоп!) с использованием 
дисков, разрушаемых при давлении 1100 фун- 
тов/кв. дюйм, помещая образец на расстоянии 
5,5 см от пусковой установки. Экран из нержа­
веющей стали с размерами пор 1 00 мкм поме­
щали на середине расстояния между задержи­
вающей пластиной и тканью. Пластины-мишени 
подвергали бомбардировке 2 раза.

Анализ люциферазы
Люциферазу определяли в экстрактах тка­

ни с использованием системы для анализа лю- 
циферазы фирмы Рготеда в соответствии с ре­
комендациями поставщика. Люциферазную ак­
тивность выражали в виде единиц света, обна­
руживаемого прибором Апа1уДса1 Ьитшексепсе 
модели 2001 Ьиттоте1ег, проинтегрированного 
в течение 10 с при 25°С. Для вычисления удель­
ной активности определяли концентрацию про­
теина, используя набор для анализа протеина 
фирмы Вю-Кай.

Результаты
Анализ люциферазной активности прово­

дили через 24 ч после бомбардировки. мРНК 
νΐΓΌ1 и у1гИ2 вводили с помощью совместной 
бомбардировки с использованием плазмиды 
р358КВЬис, которая содержит правую погра­
ничную последовательность, встроенную между 
промотором 358 и кодирующей последователь­
ностью люциферазы. В контрольном экспери­
менте р358КВЬис вводили в результате совме­
стной бомбардировки с неспецифической 
мРНК. Результаты первого эксперимента приве­
дены ниже в табл. 7. Результаты следующего 
эксперимента описаны в примере 8 и приведены 
в табл. 1 4.

Таблица 7
Бомбардировка растительных клеток мРНК 

νπΗ1 и νπΗ2
Числа в скобках обозначают молярное со­

отношение плазмид и мРНК. В каждом экспе­
рименте с помощью совместной бомбардировки 
также вводили рСИ8. После инкубации в тече­
ние 24 ч ткани гомогенизировали и определяли 
активность ферментов. Активность выражали в 
виде отношения активности люциферазы (Ьис) к 
активности β-глюкуронидазы (С1и). Анализиро­
вали независимые бомбардировки и данные 
представлены в виде средних значений по 3 по­
вторностям ± стандартное отклонение (СО).

Табак Кукуруза
Среднее
значение ±СО Среднее

значение ±СО

рКВ(+)Ьис 9,3 ±0,4 8,6 ±1,0
рКВ(+)Ьис+
1)1 мРНК 7,6 ±0,5 8,6 ±0,2

рКВ(+)Ьис+
1)2 мРНК 8,4 ±0,1 8,3 ±0,1
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рКВ(-)РпсО1 
мРНК■02 мРНК 
(1:1:1)

5,6 ±0,1 6,5 ±0,9

рКВ(-)РпсО1 
мРНК■02 мРНК 
(1:2:2)

4,3 ±0,2 4,7 ±0,4

рС1В1711 8,8 ±0,8 10,5 ±1,4
рав1711+э1
мРНК+О2 мрРНК 
(1:1:1)

9,2 ±0,5 8,9 ±0,3

рС1В1711+Ш 
мРНК+О2 мРНК 
(1:2:2)

8,6 ±0,4 11,8 ±1,9

Заключение
В этом эксперименте наблюдали 50%-ное 

снижение люциферазной активности после со­
вместного введения мРНК νΐΓΌ1 и мРНК νΐΓΌ2 с 
ДНК рКВ(+)Ьис (табл. 7). Введенные в растения 
в виде мРНК два гена νίτ, по-видимому, обла­
дают синергетическим действием. Эти данные 
убедительно доказывают, что обнаруженное 
снижение люциферазной активности являлось 
результатом цепьспецифического одноцепочеч­
ного разрыва на правой пограничной последова­
тельности, вызванного протеинами νίΓΌ1 и 
νίΓΌ2.

Пример 5. Вызванная в растении интегра­
ция Т-цепи в геном кукурузы.

Краткое содержание
Разработан новый способ трансформации 

растений, названный в контексте настоящего 
описания “агролистическим” и позволяющий 
интегрировать только представляющий интерес 
ген без всякой векторной последовательности, в 
виде Т-ДНК-вставок, и регулировать количество 
копий. Способ состоит в применении расти­
тельных кассет экспрессии для вирулентных 
генов, вводимых совместно с помощью устрой­
ства для биобаллистического введения с векто­
ром, содержащим пограничные последователь­
ности Т-ДНК, фланкирующие селектируемый 
маркер. В настоящем исследовании вирус кар­
ликовости пшеницы (νϋν) выбран в качестве 
реплицирующего вектора для интродукции экс­
прессируемых в растении вирулентных генов 
(νΐΓΌ1, νΐΓΌ2 и νπΕ2) и селектируемого маркера, 
фланкированного левой и правой пограничными 
последовательностями, в клетки кукурузы. Было 
обнаружено, что продукты генов νπΌ1 и νΐΓΌ2 
действительно могут расщеплять пограничные 
последовательности Т-ДНК в растении и после 
биобаллистического введения вызывать случаи 
инсерции Т-ДНК-типа (“агролистические” слу­
чаи).

Введение
АдгоЪайегшт широко применяют в каче­

стве инструмента для генетической манипуля­
ции или конструирования растительных клеток 
путем трансформации. Определенную область 
ее патогенной плазмиды, Т-ДНК, переносят и 
осуществляют интеграцию в геном растения. Т- 
ДНК ограничена последовательностями прямых 
повторов длиной 25 пар оснований, называемы­

ми пограничными последовательностями (см. 
обзор 2ираи и 2атЪгу8к1, 1995). Любая последо­
вательность ДНК, расположенная между Т- 
пограничными последовательностями, может 
быть эффективно перенесена из АдгоЪайегшт в 
растительные клетки. Однако перенос и инте­
грация Т-ДНК ограничены спектром хозяев бак­
терии, что позволяет эффективно трансформи­
ровать большинство двудольных растений и 
только лишь небольшое число видов однодоль­
ных растений (см. обзор СЬШоп, 1994).

Для устранения недостатка, связанного с 
ограниченным спектром хозяев АдгоЪайегшт, 
требуется разработать эффективные методы 
генетической трансформации однодольных рас­
тений. Один из возможных методов состоит в 
получении в растении Т-комплекса путем снаб­
жения растительных клеток всеми 
“инструментами”, необходимыми для реконст­
рукции комплекса. Этими “инструментами” яв­
ляются: 1 ) представляющий интерес ген, флан­
кированный пограничной последовательностью, 
и 2) вирулентные гены, находящиеся под кон­
тролем растительной кассеты экспрессии. Про­
дукты генов νπΌ1 и νΐΓΌ2 необходимы для 
ключевой стадии процессинга Т-ДНК (см. обзор 
2ираи и 2атЪгу8к1, 1995). Протеин νίΓΌ2 пред­
ставляет собой цепьспецифическую эндонук­
леазу и при помощи νίΓΌ1 специфично узнает 
пограничные последовательности. После осу­
ществления разреза νίΓΌ2 остается ковалентно 
присоединенным к 5'-концу одноцепочечной 
ДНК или к Т-цепи. Т-цепь защищена одноцепо­
чечным связывающим протеином νίτΕ2. Обра­
зовавшийся нуклеопротеиновый комплекс экс­
портируют в растительную клетку. νπΌ2 со­
держит локализованные в ядре сигналы, кото­
рые направляют Т-цепь в ядро растительной 
клетки. νίΓΌ2 может участвовать в лигировании 
5'-конца Т-цепи с геномом растения (Тт1апб и 
др., 1995).

В настоящем исследовании вирус карлико­
вости пшеницы (ΧνΟΥ; ИдаИ и др., 1987) вы­
бран в качестве реплицирующегося в растениях 
вектора с целью изучить образование Т-цепей в 
растении и их интеграцию в геном растения. 
Причиной использования такого вектора явля­
ется то, что геминивирусы размножаются в яд­
рах растительных клеток, давая большое коли­
чество копий и обеспечивая высокий уровень 
экспрессии.

Материалы и методы
Плазмиды (см. схематическое изображение на 

фиг. 5)
Плазмиду рС1В1711 получали из плазмиды 

рИС, и она содержит ген люциферазы светляка, 
находящийся под контролем промотора вируса 
358 мозаики цветной капусты (СаМV35δ). Это 
описано в примере 3.

Для стабильной трансформации суспензи­
онных клеток кукурузы конструировали плаз­
миду рМВатКВЬис, содержащую левую погра­
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ничную последовательность, ген Ваг (ТНотркоп 
и др., 1987), находящийся под контролем про­
мотора СаΜV358, и ген люциферазы, причем 
правая пограничная последовательность встрое­
на между промотором и кодирующей областью 
гена люциферазы. Ген Ьаг вырезали из рС1В3064 
(Кохле1 и др., 1993) в виде НшйШ-ЕсоМ- 
фрагмента. Левую пограничную последователь­
ность вырезали из рВш19 в виде Вд1П-ЕсоМ- 
фрагмента (Вегам, 1984).

Гены νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 из плазмиды рТ1А6 
сначала субклонировали в векторах экспрессии 
рМР6 (СаШк и др., 1987), состоящих из промо­
тора СаМУ358 (0,5 т.п.н.), первого интрона 
Αύ1ι1 (0,5 т.п.н.) и области полиаденилирования 
нопалинсинтазы (пок) (0,25 т.п.н.). Фрагмент 
ЕсоРНРкН длиной 0,6 т.п.н. из рАЭ1187 (Уоде1 
и Пак, 1992) и фрагмент длиной 1,8 т.п.н. из 
рАЛ1190 клонировали в векторе рМР6, получая 
р358А0Ю1 и р358АйНП2 соответственно. 
Фрагмент ХЬа1-№Н из р358АйНП1, включаю­
щий ген νίιΠ1 под контролем промотора 358, 
субклонировали в сайтах №1е1-№1 модифици­
рованной ру1-11. Полилинкер (Ше1-№11-8ре1- 
Кпр1-Вд111) интродуцировали в уникальные сай­
ты ВатН1-8а11 ру-νί-11 (ИдаИ и др., 1987). Фраг­
мент ЫоЛ из р358АйНП2, содержащий коди­
рующую область νίιΠ2 под контролем промото­
ра 358, субклонировали в уникальном сайте 
№И рул-11.

Кодирующую область νίτΒ2 вырезали из 
р\у108, содержащей фрагмент Хйо1 длиной 3 
т.п.н. из Τί-плазмиды рТ1А6 АдгоЬасЮпшп (ре­
гистрационный номер Х04784) (Ушапк и др., 
1987). Фрагмент 8ас1-8та1 длиной 687 пар ос­
нований из ру108 сначала клонировали в соот­
ветствующих сайтах рВ1иекспр1 К8- (фирма 
81га1адепе, 1пс.), получая рК83’Е2. Фрагмент 
Нае111-8ас1 длиной 924 пары оснований из 
ру108 объединяли с фрагментом 8ас1-РкИ из 
рК83’Е2 и ренатурированной парой олигонук­
леотидов ДНК, фланкированных “липкими” 
концами, образованными при помощи ЕсоМ, и 
тупыми концами (5'-ААТТСАТООАТСТТТ 
СТООСААТОАОАААТССАОО-3'; (8 НО ГО 
N0: 14) и клонировали в сайтах ЕсоМ-РкЙ 
рВ1иекспр1 К8-, получая рК8Е2. Фрагмент ХНо1- 
РкИ, который включал полную кодирующую 
область νίτΒ2, затем субклонировали в Хйо1-РкИ 
вектора рМР6, получая р358АйНВ2. Фрагмент 
ШН-ХЬаН содержащий промотор 358, интрон 
Αύ1ι1, кодирующую область νίτΒ2 и терминатор 
№5, клонировали в сайтах №11-Ше1 рул-11.

Плазмида р0И8 получена из плазмиды 
рИС и содержит кодирующую последователь­
ность гена 0И8 β-глюкуронидазы (0И8) под 
контролем промотора СаМV358 и интрон гена 
каталазы клещевины обыкновенной (0Н1а и др., 
1990).

Суспензионные клетки кукурузы
Суспензионные культуры кукурузы Ζеа 

таук Ь. сорта В1аск Мехюап 8\уее1 (ВМ8) вы­

держивали в среде N6 (СНи и др., 1975), допол­
ненной 30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4- 
дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) 
(2Ν638). Суспензии клеток кукурузы, приме­
няемые для экспериментов по бомбардировке, 
были взяты из 3-дневных выращенных ускорен­
ным методом культур. Перед бомбардировкой 
приблизительно 0,5 мл клеточной массы фильт­
ровали под вакуумом на 7-сантиметровых 
фильтрах (УНаЕпап № 4). Посеянные клетки 
выдерживали в течение 4 ч при 25°С до бомбар­
дировки на отвердевшей с помощью фитоагара 
среде 2Ν6, содержащей 120 г/л сахарозы. По­
следовательные переносы фильтров на свежую 
среду с повышающимися концентрациями Баста 
(гербицид) осуществляли с 8-дневными интер­
валами до тех пор, пока большинство клеток в 
культуре не прекращало расти. Это обычно 
происходило после 4-6 недель селекции на пла­
стинах, содержащих 8-10 мг/л Баста. Отдельные 
развившиеся на фильтре каллюсы затем перено­
сили на отвердевшую с помощью фитоагара 
среду, дополненную Баста (10 мг/л). Для выде­
ления ДНК после двух пересевов на такую же 
среду суспензионные культуры инициировали, 
инокулируя приблизительно 1 00 мг клеток ку­
курузы в 25 мл жидкой среды, дополненной 
Баста (1 0 мг/л).

Бомбардировка растительных клеток 
Ткани бомбардировали золотыми микро­

снарядами, на которые была осаждена смесь 
плазмид. ДНК плазмиды р0И8 использовали в 
качестве внутреннего контроля в экспериментах 
по кратковременной экспрессии. Для экспери­
ментов по совместной трансформации исполь­
зовали золотые частицы, на которые осаждали 
равную массу ДНК всех плазмид (по 0,5 мкг 
ДНК каждой плазмиды на пластину-мишень). 
Для экспериментов по стабильной трансформа­
ции использовали смеси для совместной транс­
формации, содержащие плазмиды, несущие ви­
рулентные гены, и плазмиду, несущую селекти­
руемый ген Ьаг, в молярном соотношении 1:1 
или 2:1 . Каждая аликвота смеси плазмид, кото­
рую использовали для бомбардировки пласти­
ны-мишени, состояла из 0,4 мкг селектируемого 
маркера и 0,4 или 0,8 мкг каждой из ДНК плаз­
мид рул358АйШ1 и руаАйН358П2 и/или 
руаАйН358Е2. Соответствующие количества 
каждой ДНК смешивали в полном объеме 1 0 
мкл и осаждали с помощью 50 мкл 2,5М СаС12 и 
20 мкл 0,1М свободного от спермидина основа­
ния для осаждения на 50 мкл золотых микроно­
сителей размером 0,3 мкм (60 мг/мл). Бомбар­
дировку микроснарядами проводили с помощью 
биобаллистического приспособления типа РЭ8- 
1000 Не (фирма ОпРоШ) с использованием дис­
ков, разрушаемых при давлении 1100 фунтов/кв. 
дюйм, помещая образец на 8 см ниже задержи­
вающей экранирующей полки.
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Оценки кратковременной экспрессии
Люциферазу анализировали в экстрактах 

ткани в соответствии с рекомендацией постав­
щика (Ьисйегаке аккау кук!ет, фирма Рготеда). 
β-Глюкуронидазную активность определяли 
хемолюминисцентным методом с помощью на­
бора Си8-Ыд1и (фирма Тгорк). Люциферазную 
и β-глюкуронидазную активности выражали в 
виде единиц света, обнаруживаемого прибором 
Апа1уНса1 Ьиттексепсе тοάе1 2001 
Бит^те!^ проинтегрированного в течение 10 
с при 25°С.

Экстракция ДНК и гибридизация методом 
Саузерн-блоттинга

Культуры клеток собирали фильтрацией 
через 1 0 дней после инокуляции и заморажива­
ли в жидком азоте. ДНК выделяли, как описано 
у На11 и др., 1991.

Для разложения с помощью ЕтоМ исполь­
зовали приблизительно 1 0 мкг геномной ДНК. 
После разделения на 0,7%-ном агарозном геле 
ДНК переносили на генное сито типа АтегкНат 
НуЬοηά плюс мембрана и гибридизацию прово­
дили в соответствии с условиями, описанными у 
производителя (фирма АтегкНат). ДНК-зонды 
метили с помощью [а32Р]дЦТФ, используя набор 
для мечения олигонуклеотидов фирмы 
РНагтааа. Зонд Ваг соответствовал Вд1П- 
фрагменту длиной 0,5 т.п.н. гена Ваг. Зонд 1ис 
соответствовал XЬаI-ЕсοКI-фрагменту длиной 
0,7 т.п.н. гена люциферазы. Для удаления зон­
дов мембраны промывали 0,1%-ным раствором 
ДСН при 100°С в течение 5 мин.

Клонирование соединительных участков 
Т-ДНК/растительная ДНК

ДНК (30 мкг) из каллюсов трансгенной 
линии кукурузы разлагали с помощью ЕтоЫ и 
подвергали препаративному электрофорезу на 
0,8%-ном агарозном геле. Кусочки агарозы, со­
ответствующие по размеру фрагментам, предна­
значенным для клонирования, вырезали из геля 
и ДНК экстрагировали из агарозы с использова­
нием набора для очистки геля. Затем фрагменты 
клонировали в дефосфорилированном сайте 
ЕтоЫ плазмиды рИС18. Для трансформации 
клеток Е.тоН НВ 101 с помощью электропорации 
применяли смеси для лигирования. Колонии, 
содержащие плазмиды с правильной инсерцией, 
выявляли с помощью гибридизации колонии на 
фильтре, используя в качестве зонда фрагмент 
Ваг длиной 0,5 т.п.н. ДНК из положительных 
клонов затем разлагали с помощью ВатШ- 
ЕсοКI. ВатШ сайт локализован на расстоянии 3 
пары оснований от правой пограничной после­
довательности. Фрагмент повторно клонировали 
в соответствующих сайтах рИС18. Последова­
тельность в соединительном участке на стыке 
ДНК плазмиды-донора и растительной ДНК 
анализировали с использованием универсально­
го праймера.

Результаты
Анализ кратковременной экспрессии для изуче­
ния расщепления пограничной последователь­

ности продуктами генов νίτΌ 1 и νΐΓΌ2 
в растении

С целью установить, могут ли продукты 
генов νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 вызывать одноцепочечные 
разрывы пограничной последовательности Т- 
ДНК при экспрессии в растительных клетках, 
изучали опытные плазмиды ртеЖВЬис и 
рКВЬис. Они содержали пограничную последо­
вательность Т-ДНК, являющуюся субстратом, и 
расположенную между промотором и коди­
рующей последовательностью гена люцифера- 
зы. рКВЬис получали из плазмиды рИС, где р\\з 
представляет собой вектор, происходящий из 
вируса карликовости кукурузы (\УОУ), который 
может реплицироваться в клетках кукурузы и 
состоит из двух комплементарных смысловых 
ОРС: С1 и С2, необходимых для репликации 
вируса, а р15А является областью начала репли­
кации, происходящей из Е.^Н. Этот вектор не 
содержит ОРС У1 и ОРС У2, участвующих в 
распростанении вируса и проявлении симпто­
мов развития заболевания (ИдаИ и др., 1991). 
Сайтспецифический одноцепочечный разрыв, 
интродуцированный продуктами генов νΐΓΌ1 и 
νΐΓΌ2, должен привести к разрыву цепи ДНК, 
являющейся матрицей для мРНК люциферазы, и 
тем самым снизить количество получаемого 
транскрипта люциферазы и фермента. После 
совместной бомбардировки растительных кле­
ток плазмидой рКВЬис или рШКВЬис и плаз­
мидами, несущими гены νίτΌ под контролем 
промотора СаМV358, любые одноцепочечные 
разрывы на пограничной последовательности 
могут быть количественно оценены путем изме­
рения люциферазной активности.

При бомбардировке ДНК рКВЬис или 
ДНК рмаКВЬис достигали высокого уровня экс­
прессии гена люциферазы в клетках кукурузы. 
При совместном введении в клетки кукурузы 
ДНК р\\Ю1 и ДНК р\\Ю2 и ДНК рКВЬис или 
ДНК рмаКВЬис получили 10-кратное снижение 
активности люциферазы по отношению к ак­
тивности СИ8 (табл. 8). Совместное введение 
ДНК р\\Ю2 вместе с ДНК рмаКВЬис также при­
вела к 1 0-кратному снижению активности лю- 
циферазы по отношению к активности СИ8. 
Этот результат может быть объяснен тем фак­
том, что геном \УЭУ состоит из одной кольце­
вой одноцепочечной ДНК. Вирус размножается 
в ядре зараженных клеток посредством двухце­
почечного промежуточного продукта, который 
последовательно используется в качестве мат­
рицы при репликации вирусной цепи ДНК по 
типу разматывающегося рулона (8аипбегк и др., 
1991; 8(епдег и др., 1991). Было показано, что 
νίΓΌ2 расщепляет ш νίΐτο одноцепочечный оли­
гонуклеотид (Рапкедгаи и др., 1993; 1акрег и др., 
1994). Таким образом, νίΓΌ1 не требуется для



67 001039 68

расщепления форм одноцепочечной ДНК 
(ккДНК) геминивируса.

Анализ стабильных трансформантов
Осуществляли стабильную трансформа­

цию суспензионных клеток кукурузы для опре­
деления влияния активности продуктов генов 
νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 на схему интеграции ДНК после 
совместного введения этих генов с их ДНК- 
субстратом с помощью устройства для биобал­
листического введения. Для этих экспериментов 
применяли плазмиды ργ^Βа^ΚΒ^ис и 
ρΒа^ΚΒ^ис, которые содержат левую погранич­
ную последовательность Т-ДНК, Ваг в качестве 
селектируемого маркера и ген 35§КВЬис, у ко­
торого правая пограничная последовательность 
Т-ДНК встроена между промотором и коди­
рующей областью люциферазы. Критерием слу­
чаев интеграции, опосредуемых генами νίΓΌ, 
служило отсутствие люциферазной активности 
в трансформированном клоне, причиной кото­
рого было исключение кодирующей области 
Ьис посредством вырезания Т-ДНК из 
цВ^'ИВЕнс или из ργ^Βа^^ис. Такие случаи, 
которые могут произойти в результате воздей­
ствия продуктов генов νίΓ на пограничные по­
следовательности с получением Т-цепи, назва­
ны “агролистическими случаями”. В противо­
положность этому понятием “биобаллистичес­
кие случаи” обозначены такие инсерции в геном 
кукурузы, которые представляют собой процесс, 
обычно происходящий после введения гена в 
растительные клетки с помощью устройства для 
биобаллистического введения.

Суспензионные клетки кукурузы бомбар­
дировали микроснарядами, покрытыми ДНК 
плазмиды ρΒа^Β^ис или ργ^Βа^Β^ис вместе с 
ДНК ργ'ίΩ1 и ργίΌ2 в соотношении 1:1:1 или 
1 :2:2. В качестве контроля также осуществляли 
бомбардировку по отдельности плазмидой 
ργ^Βа^Β^ис и ρΒа^Β^ис. Стабильных транс­
формантов селектировали на основе их способ­
ности расти на среде, содержащей Баста. В 
среднем через 3-4 недели после бомбардировки 
выявлено 8-10 устойчивых к Баста клонов на 
один фильтр, но только один подклон на каждой 
пластине подвергали дальнейшему анализу. Ко­
гда ДНК плазмиды ρ35Αά№2 вводили совмест­
но с другими вирулентными генами, было обна­
ружено несколько большее количество каллю- 
сов на каждом фильтре (12-15).

Грубая оценка частоты агролистических 
случаев может быть сделана по величине отно­
шения общего количества устойчивых к Баста 
каллюсов, которые не экспрессируют люцифе- 
разу, к общему количеству проанализированных 
каллюсов, выращенных на среде с добавлением 
Баста. В соответствии с этим критерием частота 
агролистических случаев составила приблизи­
тельно 20%, когда ρΒа^Κ^ис вводили совместно 
с ДНК плазмид ρ\γί358Αύ1ιΟ1 и ργί35δΑάΗΌ2. 
Частота возросла до приблизительно 40%, когда 
использованная плазмида-мишень представляла

собой ργ^Βа^ΚΒ^ис. Эта частота возросла до 
приблизительно 50%, когда ργί35δΑά№2 вво­
дили совместно с указанными выше плазмида­
ми.

Анализ методом Саузерн-блоттинга
На молекулярном уровне вставки, пред­

ставляющие собой результат агролистического 
случая, должны гибридизоваться с зондом Ваг, 
но не гибридизоваться с зондом 1ис. Кроме того, 
в агролистическом случае последовательность 
соединительного участка на стыке между ин­
тродуцированной ДНК и растительной ДНК 
должна точно соответствовать правому погра­
ничному концу Т-цепи. Оба типа случаев могут 
иметь место в одной и той же растительной 
клетке, но такие клоны должны рассматриваться 
генетически как биобаллистические случаи, по­
скольку в них присутствует люциферазная ак­
тивность. Как биобаллистические, так и предпо­
лагаемые агролистические случаи исследовали с 
помощью Саузерн-гибридизации для оценки 
частоты вставки каждого типа.

Проводили гибридизацию методом Сау- 
зерн-блоттинга с использованием ДНК из кон­
трольных устойчивых к Баста линий каллюса, 
полученных после бомбардировки (ΐ) ДНК 
ργ^Βа^ΚΒ^ис, (II) ДНК ργ^Βа^ΚΒ^ис, ργίΌ1 и 
ργίΌ2, (III) ДНК ργ^Βа^ΚΒ^ис, ργίΌ1, ργίΌ2 и 
ρ\γίΗ2, (Ш) ДНК ρΙΕιι-Ηΐη.ιΐγ· и (ν) ДНК 
ρΒа^ΚΒ^ис, ργίΌ1 и ργίΌ2.

Анализ блоттов выявил три группы транс­
генных линий каллюсов, что обобщено в табл. 
9: (I) линии каллюсов, гибридизующиеся как с 
зондом Ьаг, так и с зондом пео, (II) линии кал- 
люсов, в которых некоторые вставки гибриди- 
зовались только с зондом Ьаг, а некоторые 
вставки гибридизовались с обоими зондами, и 
(III) линии каллюсов, вставки которых гибриди- 
зовались только с зондом Ьаг. Первая группа 
каллюсов, вероятно, не содержала случаев агро- 
листических вставок. Вторая группа каллюсов, 
вероятно, содержала оба типа случаев: агроли- 
стические случаи и биобаллистические случаи. 
Третья группа каллюсов содержала только 
предполагаемые агролистические случаи. На­
пример, среди 10 проанализированных транс­
генных линий кукурузы, полученных в экспе­
риментах по трансформации с использованием 
плазмид ργ^Βа^ΚΒ^ис, ργίΌ1 и ργίΌ2, 3 со­
держали биобаллистические случаи, 6 содержа­
ли предполагаемые агролистические случаи и 1 
содержала оба варианта. Схемы гибридизации 
отдельных линий были уникальными, свиде­
тельствуя о том, что линии каллюсов представ­
ляли собой независимые случаи трансформации.

Молекулярный анализ предполагаемых 
агролистических случаев

Природу предполагаемых агролистических 
случаев выявляли путем определения последо­
вательности соединительного участка на стыке 
между интегрированной ДНК и растительной 
ДНК. Анализ нуклеотидной последовательности
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показал, что каждый из этих фрагментов содер­
жал соединительный участок на стыке правой 
пограничной последовательности и раститель­
ной ДНК. Правый конец встроенного фрагмента 
был идентичен сайту одноцепочечного разрыва 
правой пограничной последовательности Т- 
ДНК, как и ожидалось для агролистического 
случая.

Таблица 8
Активность νίτΙ) 1 и νίτΙ)2 в клетках кукурузы

Плазмиды Среднее
значение ±СО

р№1358КВЬис 15,0 ±1,2
р№1358КВЬис + р№1358А0НП1 
(1:1) 8,1 ±1,1
рν^358ΚВ^ис + рν^358АάΗ^2 
(1:1)

0,7 ±0,3

рν^358ΚВ^ис + рν^358АάΗ^1 + 
р\\ ι35§. \ав] )2 (1:1:1) 0,2 ±0,1

р35§КВВис 17,6 ±1,2
р35§ВВВис + рν^358АаΗ^1 + 
р\\ ιΐ.ν.νΐΐι] )2 (1:1:1) 0,8 ±0,1

р35§КВВис + р35§АаНП1 +
р35§АаНП2 (1:1:1) 1,0 ±0,2

без ДНК 0,2

ДНК вводили в клетки кукурузы с помо­
щью устройства для биобаллистического введе­
ния. Числа в скобках обозначают соотношение 
плазмид. После инкубации в течение 24 ч ткани 
гомогенизировали и определяли ферментатив­
ные активности. Плазмиды, экспрессирующие 
β-глюкуронидазу (ОИ§), т.е. рОИ§, включали в 
каждую бомбардировку в качестве контроля 
эффективности переноса ДНК и активность ре­
портерного гена выражали в виде отношения 
люциферазной активности к активности ОИ§. 
Независимые бомбардировки анализировали и 
данные выражали в виде средних значений по 3 
повторностям ± стандартное отклонение (СО).

Таблица 9
Анализ устойчивых к Баста каллюсов, полученных 

после бомбардировки ВМЗ-клеток одной плазмидой- 
мишенью и/или с генами νίτ

Плазмиды Кал-
люс

Актив­
ность лю­
циферазы

Сау­
зерн

Тип
случая

рхмВагКВВис
(0,2 мкг) 16 15 Ьис(+)

1 Ьис(-) 5 5Б

р№1ВагКВЬис+ 
р\м!) 1 ■ р\\П )2
(0,4 мкг+0,4
мкг+0,4 мкг)

19 10 Ьис(-)
9 Ьис(+)

10
9

3Б, 6А,
1 А+Б

8Б, 1Б+А

рхмВагКВВис 
р\м!) 1 ■ р\\П )2
(0,4 мкг+0,8
мкг+0,8 мкг)

11 8 Ьис(-)
3 Ьис(+)

4
1

1Б, 2А, 
1Б+А

1Б

рхмВагКВВис 
р\м!)1 ■ 
р\м! )2-р\\1Е2
(0,4 мкг+0,4
мкг+0,4 
мкг+0,4 мкг)

21 10 Ьис(-)
11 Ьис(+)

4
5

1Б, 2А
5Б

рВагКВЬис 
(0,4 мкг) 10 9 Ьис(+) 2 2Б

рВагКВЬис+р 
\\П)1 ■ р\\П)2
(0,4 мкг+0,4
мкг+0,4 мкг)

38 7 Ьис(-)
31 Ьис(+)

4
5

4Б
4Б, 1Б+А

Числа в скобках обозначают концентра­
цию ДНК, использованную для экспериментов 
по трансформации, “Б” обозначает биобалли­
стический случай, “А” обозначает предполагае­
мый агролистический случай, “Саузерн” обо­
значает количество каллюсов, проанализиро­
ванных методом Саузерн-блоттинга, “Каллюс” 
обозначает количество каллюсов, проанализи­
рованных в отношении люциферазной активно­
сти.

Пример 6. Экспрессия νίτΌΙ и νίτΌ2 с по­
мощью одного промотора в клетках кукурузы и 
табака.

Для достижения экспрессии бактериаль­
ных генов в растительных клетках индивиду­
альные кодирующие области бактериальных 
генов должны быть слиты с отдельными расти­
тельными промоторами, поскольку прокариоти­
ческие промоторы не обеспечивают транскрип­
цию в растительных клетках. Хотя и имеется 
возможность слияния каждого гена с отдельным 
промотором, это может привести к определен­
ным трудностям: например, к появлению 
“молчащих” генов, если один и тот же промотор 
применяют для различных генов. Представлен­
ная в настоящем примере стратегия состоит в 
слиянии в тандем двух генов всего лишь с од­
ним растительным промотором. Этот полиген­
ный переносчик содержит две кодирующие по­
следовательности νίτΌΙ и νίτΌ2, принадлежа­
щие оперону νίτΌ ЛдгоЪасЮгинп.

Эти два полипептида, кодируемые 5'- 
половиной оперона νίτΌ, играют ключевую роль 
в инициации процессинга ДНК при переносе Т- 
ДНК из АдгоЪасЮгинп в растительные клетки. 
νίτΌ2 представляет собой цепьспецифическую 
эндонуклеазу, которой для расщепления погра­
ничных последовательностей Т-ДНК между 
третьим и четвертым основаниями помогает 
νίτΌΙ. νίτΌ2 остается ковалентно присоединен­
ным к 5'-концу Т-ДНК и, вероятно, служит для 
направления Т-ДНК в растительные клетки и 
участвует в лигировании 5'-конца Т-ДНК с рас­
тительным геномом. Было показано, что эти два 
протеина должны быть сцеплены с раститель­
ным геномом, чтобы они могли обладать спо­
собностью функционировать в растительных 
клетках.

В данном примере конструировали экс­
прессирующий комплекс, который состоит из 
генов νίτΌΙ и νίτΌ2, регулируемых одним рас­
тительным промотором, и для которого была 
показана функциональная экспрессия в расте­
нии. Индивидуальные гены объединяли либо в 
виде транскрипционного гибрида (слияния), 
либо в виде трансляционных гибридов, и в по­
следнем случае было установлено, что они со­
храняют ферментативную активность в расти­
тельных клетках.
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Материалы и методы 
Конструкция гибридов Ό1-Ό2 или Ό2-Ό1

Конструировали два типа гибридов:
1) Транскрипционный гибрид
Использовали последовательность коди­

рующих областей νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 с небольшим 
промежуточным участком (33 нуклеотида) меж­
ду кодирующей областью νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2. Фраг­
мент ШН-РкН плазмиды р358О1 длиной 1,1 
т.п.н. и фрагмент Рз11-ХЪа1 плазмиды р35Б2 
длиной 1,5 т.п.н. клонировали в сайтах ^П-8ре1 
плазмиды рδΚ+, получая р3581рВ1В2.

2) Трансляционные гибриды
Вирулентные гены νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 также

сливали с помощью интрона, сконструирован­
ного для обеспечения свободного движения 
обоих протеинов и чувствительного к по­
сттрансляционному расщеплению. В р358П1О2 
кодирующая область νΐΓΌ1 находится на 5'- 
конце гибрида, тогда как р358П2О1 содержит 
область νΐΓΌ2 непосредственно за промотором. 
Все модификации подтверждены с помощью 
секвенирования ДНК.

Конструирование р358П1О2
Для создания гибрида νΪΓΌ1-νΐΓΌ2, коди­

руемого νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2, удаляли стоп-кодон 
νΐΓΌ1 и инициирующий кодон νΐΓΌ2. Это осу­
ществляли путем клонирования во фрагменте 
ЕсоК1-НтбШ плазмиды рИС21 ренатурирован- 
ной пары олигонкулеотидов ДНК, фланкиро­
ванных "липкими” Вап1- и "липкими” РνиI- 
концами со стороны ЕсоК1-Вап1-фрагмента 
плазмиды р358О1 длиной 0,48 т.п.н. и РνиI- 
НтбШ-фрагмента плазмиды р358О2 длиной 
0,25 т.п.н. Ренатурированная пара состояла из 
следующих олигонуклеотидов:
5'-СТСССТТСССТТСТАСТСССССААСТСССТСТССТАССАССССТСССАСАССТАСССССС 

АТ-3' (δΕΟΙϋΝΟ: 15) И

5'-ССССССТАОСТСТСССАССССТеСТАССАСАСССАСТТСОООСАСТАСААОССААС-З' 

(ЗЕОЮИО: 16).

Фрагмент ЕсоК1-Рз11 этой конструкции, 
включающий кодирующую область νΐΓΌ1, лин­
кер и 5'-конец кодирующей области νΐΓΌ2, затем 
встраивали в сайты ЕсоК1-Рз11 плазмиды 
р358О2, получая р358П1О2.

Конструирование р358П2О1
Аналогичным образом плазмиду рВ2В1, 

содержащую кодирующую область νΐΓΌ2 на 5'- 
конце рВ2В1, сшивали в рамке считывания с 
кодирующей областью νΐΓΌ1 через тот же ин­
трон. Ν-концевую кодирующую последователь­
ность νΐΓΌ1 сначала реконструировали из пере­
крывающихся олигонуклеотидов для создания 
сайта ЕсоК1 на 5'-конце и для делеции первого 
кодона νΐΓΌ1. (5'-ААТТСТСААААСАСАССАС 
АСТСАССТССАСТСАСАСТСССАТСААССА 
ССАТ-3'; δΕρ ΙΌ Ν0: 17). Эти ренатурирован- 
ные олигонуклеотиды клонировали в рВ1иезспр! 
Κδ+ (фирма δί^аίа§еη, 1пс.), получая рК85’Б1. 
Фрагмент δасII-ВГаI длиной 1,3 т.п.н. из р358О2 
и фрагмент 8асII-ΕсоΚI, вырезанный из ДНК 
плазмиды рК85’Б1, затем соединяли с линке­
ром, содержащим на 5'-конце сайт ВГа1, изме­

ненный таким образом, что он был лишен на­
тивного стоп-кодона νΐΓΌ2

(5‘-ТАТССТТСТАСТСССССААСТСССТСТССТАССАССССТСССАСАС-СТАСС-  

3 ' ( 8 Е О I О N О : 18) И 5' -ААТТСССТАССТСТСОСАССССТССТАССАСАС-

ССАСТТСССССАСТАСААССА- 3' ( 8 Е О I ϋ N 0: 19)).

Фрагмент ЕсоК1-С1а1, включающий коди­
рующую область νΐΓΌ2, линкер и 5'-конец коди­
рующей области νΐΓΌ1, затем клонировали в 
сайтах ЕсоК1-С1а1 плазмиды р358О1, получая 
р358В2В1.

Конструирование тестируемых плазмид
Конструирование р^ВагКВЬис, рКВЬис 

описано в примере 5.
Растительный материал

Получение суспензионных клеток кукуру­
зы (происходящих из линии В73) и табака (ЭТ- 
1 ), предназначенных для бомбардировки с по­
мощью устройства для биобаллистического 
введения, описано в предыдущих примерах.

Бомбардировка растительных клеток
Ткани бомбардировали золотыми микро­

снарядами, на которые была осаждена смесь 
плазмид. Для экспериментов по совместной 
трансформации использовали золотые частицы, 
которые несли 0,5 мкг или 1 мкг тестовой плаз­
миды вместе с общим количеством 2 мкг или 4 
мкг плазмид-хелперов для клеток табака и куку­
рузы соответственно. Соответствующее количе­
ство ДНК плазмиды риС18 смешивали таким 
образом, чтобы сохранить постоянную массу 
плазмидных ДНК в смеси (см. табл. 10 и табл. 
11). ДНК осаждали с помощью 2,5М СаС12 и 
0,1М свободного от спермидина основания на 
50 мкл золотых микроносителей размером 0,3 
мкм (60 мг/мл). Бомбардировку микроснаряда­
ми проводили с помощью биобаллистического 
приспособления типа РО8-1000 Не (фирма 
ОиРоШ) с использованием дисков, разрушаемых 
при давлении 1 550 фунтов/кв. дюйм, помещая 
образец на 8 см ниже задерживающей экрани­
рующей полки.

Оценки кратковременной экспрессии
Люциферазу анализировали в экстрактах 

ткани в соответствии с рекомендацией постав­
щика (ЬисГегазе аззау зуз1ет, фирма Рготеда). 
Люциферазную активность выражали в виде 
единиц света, обнаруживаемого прибором 
Апа1уИса1 Ьиттезсепсе тобе1 2001 
Ьиттоте1ег, проинтегрированного в течение 
10 с при 25°С. Для оценки удельной активности 
концентрацию протеина определяли с использо­
ванием набора дла анализа протеина фирмы 
Вю-Каб.

Результаты и их обсуждение
Стратегия конструирования гибридов
Гены νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 происходили из окто- 

пиновой рТ1А6-плазмиды А§гоЪас1епит 
ШтеГаЫепз. Транскрипционный гибрид, входя­
щий в р3581рВШ2, содержит кодирующую об­
ласть νΐΓΌ1 и νΐΓΌ2 вместе с нативным интро­
ном, присутствующим в опероне νΐιϊλ
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Трансляционные гибриды, входящие в 
р35ЗИШ2 и в р35ЗО2П1, содержат кодирую­
щие области νίτΌ1 и νίτΌ2, слитые с интроном, 
сконструированным для обеспечения свободно­
го движения обоих протеинов и чувствитель­
ным к посттрансляционному расщеплению.

Функциональная экспрессия полигена в 
растении

С целью оценить функциональную экс­
прессию транскрипционного и трансляционного 
гибридов плазмиды р35ЗйрОШ2, р35ЗЭ1Э2 и 
р35ЗЭ2Э1 вводили в растительные клетки со­
вместно с тестируемой плазмидой с помощью 
устройства для биобаллистического введения. 
Тестируемая плазмида содержала правую по­
граничную последовательность, встроенную 
между промотором и кодирующей областью 
гена люциферазы таким образом, что сайтспе­
цифическое расщепление внутри этой последо­
вательности должно было приводить к сниже­
нию экспрессии люциферазы. В клетках кукуру­
зы анализировали два типа тестируемых плаз­
мид: плазмиду рКВЬис, происходящую из плаз­
миды рИС, и плазмиду р^ВатКВЬис, происхо­
дящую из плазмиды геминивируса карликово­
сти пшеницы.

Клетки кукурузы и табака сначала кратко­
временно трансформировали с помощью тести­
руемой плазмиды, совместно введенной с гена­
ми νίτΌ1 и νίτΌ2, каждый из которых находился 
под контролем отдельного промотора, для опре­
деления их способности влиять на транскрип­
цию через пограничную последовательность Т- 
ДНК. После совместного введения ДНК р35ЗЭ 1 
и ДНК р35ЗЭ2 и ДНК рКВЬис или р^ВатКВЬис 
активность люциферазы в тканях табака и куку­
рузы составляла 0,3 и 1% от контрольного уров­
ня (табл. 1 0, 11 и 1 2).

Два гена νίτ, объединенные в транскрип­
ционный гибрид, по-видимому, были малоак­
тивны. Совместное введение с помощью уст­
ройства для биобаллистического введения оди­
наковых количеств ДНК рКВЬис и р353йрОЮ2 
(соотношение 1 : 1 ) приводило к снижению лю- 
циферазной активности до приблизительно 57% 
от контроля в клетках табака (табл. 1 2) и до 60­
80% в клетках кукурузы (табл. 10 и 11). При 
более высоком соотношении плазмиды 
р35ЗйрНШ2 и тестируемой плазмиды (2:1) не 
происходило дальнейшего снижения люцифе- 
разной активности.

Аналогичные эксперименты, проведенные 
с использованием плазмиды р35ЗОЮ2, несу­
щей трансляционный гибрид, выявили сниже­
ние люциферазной активности до приблизи­
тельно 12% от контроля в клетках табака (табл. 
12) и до 22-47% в клетках кукурузы (табл. 10 и 
11). При более высоком соотношении плазмиды 
р35ЗО1Э2 и тестируемой плазмиды (2:1) люци- 
феразная активность во всех случаях снизилась 
до приблизительно 2-5%.

Изменение ориентации вирулентных генов 
в трансляционном гибриде р353Э2Э 1 привело к 
результатам, сходным с таковыми, полученны­
ми при использовании р35ЗНШ2 (табл. 10, 11 и 
12).

Эти данные убедительно доказывают, что 
трансляционные гибриды проявили способность 
функционировать в растении.

Таблица 10
Активность транскрипционного и трансляционного 
гибридов в клетках кукурузы при использовании в 

качестве тестовой плазмиды вектора, происходящего 
из рИС

Плазмиды, введенные в 
клетки кукурузы

Люциферазная
активность

%
контроля

рКВЬис+риС18 
(1 мкг+4 мкг) 12333±543 100

рКВВ.иср3531)1 +р353Е>2 
(1 мкг+2 мкг+2 мкг) 182±43 1,5

рКВЬис+р35ЗП1 Е)2+риС 18 
(1 мкг+2 мкг+2 мкг) 5744±290 47

рКВВ.иср3531)11)2 
(1 мкг+4 мкг) 300±12 2,4

рКВЬис+р358П2Э1+риС18
(1 мкг+2 мкг+2 мкг) 5920±813 48

рКВЬис+р353П2Э1
(1 мкг+4 мкг) 329±59 2,6

рКВТиср35З1рО1 Ό2+ 
риС18 (1 мкг+2 мкг+2 мкг) 7312±1091 60

рКВЬис+р353йрП11)2 
(1 мкг+4 мкг) 6436±615 52

Таблица 1 0. ДНК вводили в клетки куку­
рузы с помощью устройства для биобаллисти­
ческого введения. Числа в скобках обозначают 
соотношение плазмид. После инкубации в тече­
ние 24 ч ткани гомогенизировали и определяли 
люциферазную активность, которую выражали 
в виде единиц света/мкг протеина. Независимые 
бомбардировки анализировали и данные выра­
жали в виде средних значений по 3 повторно­
стям ± стандартное отклонение.

Таблица 11
Активность транскрипционного и трансляционного 
гибридов в клетках кукурузы при использовании в 

качестве тестовой плазмиды вектора, происходящего 
из геминивируса

Плазмиды, введенные в 
клетки кукурузы

Люциферазная
активность % контроля

р\\ВагКВВ.исрВС 18 
(1 мкг+4 мкг) 531±38 100

р\\ВагКВВ.иср35З1)1 ■ р35 
31)2 (1 мкг+2 мкг+4 мкг) 5±31 1

р\\ВагКВВ.иср3 5 31)11)2 + 
риС18 (1 мкг+2 мкг+2 
мкг)

115±23 22

р^ВатКВЬис+рЭ 531)11)2 32±4 6
р^ВатКВЬис+рЭ 5 31)21)1 + 
риС18 (1мкг+2 мкг+2 мкг) 60±10 1

р\\-ВагКВВ.иср3531)21)1 (1 
мкг+4 мкг) 19±3 3,6

р^ВатКВЬис+рЭ 5 ЗйрО 11)2 
+риС18 (1 мкг+2 мкг+2 
мкг)

431±115 81

р^ВатКВЬис+рЭ 5 ЗйрО 11)2 
(1 мкг+4 мкг) 380±53 72

Таблица 11. См. пояснение к табл. 1 0.
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Таблица 12
Активность транскрипционного и трансляционного 

гибридов в клетках табака 
Плазмиды, введенные в 

клетки табака
Люциферазная

активность % контроля

рКВЬис+риС18 (0,5 мкг+2 
мкг) 21611±760 100

рКВЬис+р358П1 +р358П2 
(0,5 мкг+1 мкг+1 мкг) 60±1 10,3

рКВВиср3581)11)2· 
риС18 (0,5 мкг+1 мкг+1 
мкг)

2494±44 12

рКВВиср3581)11)2 (0,5
мкг+2 мкг) 1179±183 5,4

рКВЬис+р358П2П1+риС1
8 (0,5 мкг+1 мкг+1 мкг) 1603±422 7,4

рКВВиср3581)21)1 (0,5
мкг+2 мкг) 1071±113 5

рКВЬис+р3581рПШ2+ 
риС18 (0,5 мкг+1 мкг+1 
мкг)

12240±1417 57

рКВВиср3581р1)11)2 (0,5 
мкг+2 мкг) 11627±2491 54

Таблица 1 2. См. пояснение к табл. 1 0.

Пример 7. Роль νίτΕ2 в эффективности 
трансформации.

В клетках кукурузы оценивали способ­
ность "лечащего” вектора повышать частоту 
агролистических случаев. Использованный век­
тор содержал сигнал полиаденилирования внут­
ри структуры Т-ДНК слева от правой погранич­
ной последовательности.

Во второй части эксперимента νίτΕ2 вво­
дили совместно с генами νίτΌ1 и νίτΌ2. Как бы­
ло показано, этот протеин необходим для эф­
фективного переноса Т-ДНК, но не для произ­
водства Т-ДНК (81асйе1 и др., 1986). νίτΕ2 коо­
перативно и неспецифично связывается ш уйго с 
одноцепочечной ДНК. νίτΕ2 может участвовать 
в защите Т-цепи. Протеин νίτΕ2 является про­
теином, который продуцируется А§гоЪас1егшт 
1ите£ас1епк в наибольшем количестве после ин­
дукции вирулентных генов (81асйе1 и др., 1986). 
Поскольку νίτΕ2 несет сигналы ядерной локали­
зации, которые распознаются в растениях (см. 
обзор 2ирап и 2атЪтуккц 1995), высокие скоро­
сти трансформации являются ожидаемыми, ко­
гда этот ген интродуцируют в растение.

Материал и методы
Конструкция рАУМ1: Вектор, содержащий сиг­
нал полиаденилирования в правой пограничной 

последовательности (см. фиг. 6-15)
Часть А: Конструирование рС1В 1711-ΗΝ 
рС1В1711 разлагали с помощью ВатН1 и

повторно лигировали, получая 1711Ле1!аВ, в 
которой сайт БсоШ (не уникальный) вырезали и 
разрушали встраиванием олигонуклеотида, од­
новременно создавая сайты НшЛШ и В
результате анализа последовательности был 
выявлен клон, в котором эти сайты находились 
в следующей ориентации (после сайта 8ас1): 
Крп1, а затем НшЛШ. Для восстановления от­
сутствующих частей исходной плазмиды снача­

ла встраивали большой фрагмент ВатН1, несу­
щий кодирующую область Ьис в правильной 
ориентации, получая 1711-Н^В, а затем заме­
щали его ХЪа1-вставку соответствующей частью 
исходной плазмиды рС1В1711, повторно интро­
дуцируя отсутствующую лидерную последова­
тельность.

Часть Б: Для интродукции синтетической 
олигонуклеотидной пограничной последова­
тельности между сайтами БсоШ и ВатН1 на 
конце кодирующей области Ьис субклонирова- 
ли фрагмент №И/С1а1 в рВ1иекспр1, превращая 
сайты БсоШ и ВатН1 вставки в уникальные 
сайты. После встраивания пограничного олиго­
нуклеотида с получением рВ8^С-КВ возвра­
щали ее модифицированный встроенный фраг­
мент №П/С1а1 в каркас рС1В1711-НК получая 
рС1В1711-Н№-КВ.

Часть В: Встраивание левой пограничной 
последовательности в риЪ1РАТЛе11а1

Для удаления нежелательного сайта БсоМ 
в интроне рИС1АС разлагали плазмиду (выра­
щенную в Лат-тшик штамме 8С8110) с помо­
щью С1а1, удаляя два небольших фрагмента, 
включающих сайт НсоШ. Затем интродуцирова­
ли олигонуклеотид, удаляющий сайт С1а1, и соз­
давали сайт 8рЫ, образуя плазмиду 
риЪ1РАТЛе11а1. В новом уникальном сайте БсоМ 
на конце химерного гена РАТ клонировали 
ΕсоКI-фрагмент плазмиды рТГГ37 (Тьплазмиды 
нопалинового типа) размером 29 пар оснований, 
несущий левую пограничную последователь­
ность Т-ДНК на расстоянии 68 пар оснований от 
одного конца ^аЛау Ν.8., УапЛег1еуЛеп 1., 
Веппе! Ό., Вагпек! \νΜ. и СЫНоп М.-Э, 1982, 
8йоп Лшес! гереа!к йапк 1йе Т-ΩΝΛ оп пораПпе 
Т1 Р1акт1Л. Ргос. №И. АсаЛ. 8ск И8А, 79: 6322­
6326), получая ЬВ-иЫРАТЛе11а1.

Часть Г: Сборка рАУМ1
Встроенный фрагмент НшЛШ плазмиды 

рС1В1711-Н^КВ вырезали и лигировали в сай­
те НшЛШ плазмиды ЬВ-иЪ1РАТЛе11а1. С помо­
щью картирования выявлена конструкция, в 
которой левая и правая пограничные последова­
тельности фланкируют ген РАТ и находятся в 
правильной ориентации для переноса. Образо­
вавшаяся плазмида имеет промотор гена Ьис и 
кодирующую область снаружи от Т-ДНК, но ее 
терминатор расположен как раз внутри правой 
пограничной последовательности.

Суспензионные клетки кукурузы
Суспензионные культуры кукурузы 2еа 

таук сорта В1аск Мехюап 8\гее1 (ВМ8) выдер­
живали в среде N6 (Сйи и др., 1975), дополнен­
ной 30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4- 
дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) 
(2Ν638). Суспензии клеток кукурузы, приме­
няемые для экспериментов по бомбардировке, 
были взяты из 3-дневных выращенных ускорен­
ным методом культур. Перед бомбардировкой 
приблизительно 0,5 мл клеточной массы фильт­
ровали под вакуумом на 7-сантиметровых
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фильтрах (\νΐι;·ιΙιη;·ιη № 4). Посеянные клетки 
выдерживали в течение 4 ч при 25°С до бомбар­
дировки на отвердевшей с помощью фитоагара 
среде 2Ν6, содержащей 120 г/л сахарозы. Для 
стабильной трансформации фильтры переноси­
ли на отвердевшую среду 2Ν638 через 24 ч по­
сле бомбардировки. Последовательные перено­
сы фильтров на свежую среду с повышающими­
ся концентрациями Баста осуществляли с 8­
дневными интервалами до тех пор, пока боль­
шинство клеток в культуре не прекращало рас­
ти. Это обычно происходило после 4-6 недель 
селекции на пластинах, содержащих 8-10 мг/л 
Баста. Отдельные развившиеся на фильтре кал- 
люсы затем переносили на отвердевшую с по­
мощью фитоагара среду, дополненную Баста (1 0 
мг/л). Для выделения ДНК после двух пересевов 
на такую же среду суспензионные культуры 
инициировали, инокулируя приблизительно 1 00 
мг клеток кукурузы в 25 мл жидкой среды, до­
полненной Баста (1 0 мг/л).

Бомбардировка растительных клеток
Ткани бомбардировали золотыми микро­

снарядами, на которые была осаждена смесь 
плазмид. Смеси для совместной трансформации 
содержали плазмиды, несущие вирулентные 
гены, и плазмиду, несущую селективный маркер 
Баг, в соотношении 1:1,3. Каждая аликвота сме­
си плазмид, которую использовали для бомбар­
дировки пластины-мишени, состояла из 0,6 мкг 
селектиривного маркера и 0,8 мкг ДНК каждой 
из плазмид р358АаШ1 и рЛаН358Э2 и/или 
р358АбБЕ2. Соответствующие количества каж­
дой ДНК смешивали в полном объеме 1 0 мкл и 
осаждали с помощью 50 мкл 2,5М СаС12 и 20 
мкл 0,1М свободного от спермидина основания 
для осаждения на 50 мкл золотых микроносите­
лей размером 0,3 мкм (60 мг/мл). Бомбардиров­
ку микроснарядами проводили с помощью био­
баллистического приспособления типа ΡΌ8- 
1000 Не (фирма ЭиРои!) с использованием дис­
ков, разрушаемых при давлении 1100 фунтов/кв. 
дюйм, помещая образец на 8 см ниже задержи­
вающей экранирующей полки.

Экстракция ДНК и гибридизация методом 
Саузерн-блоттинга

Культуры клеток собирали фильтрацией 
через 1 0 дней после инокуляции и заморажива­
ли в жидком азоте. ДНК выделяли, как описано 
у На11 и др., 1991.

Для разложения с помощью ЕсоЫ исполь­
зовали приблизительно 1 0 мкг геномной ДНК. 
После разделения на 0,7%-ном агарозном геле 
ДНК переносили на генное сито типа АтегкБат 
НуБопб плюс мембрана и гибридизацию прово­
дили в соответствии с условиями, описанными у 
производителя (фирма АтегкБат). ДНК-зонды 
метили с помощью [а32Р]дЦТФ с использовани­
ем набора для мечения олигонуклеотидов фир­
мы РБагташа. Зонд РАТ соответствовал Ρδΐ- 
фрагменту длиной 0,7 т.п.н. гена рай Зонд 1ис 
соответствовал ХБа1-ЕсоК1-фрагменту длиной

0,7 т.п.н. гена люциферазы. Для удаления зон­
дов мембраны промывали 0,1%-ным раствором 
ДСН при 1 00°С в течение 5 мин.

Результаты
Анализ стабильных трансформантов

Для оценки воздействия вектора рАУМ1 
на эффективность трансформации после совме­
стного введения этого вектора с вирулентными 
генами с помощью устройства для биобалли­
стического введения осуществляли стабильную 
трансформацию суспензионных клеток кукуру­
зы. Указанный вектор имел промотор 358 внут­
ри правой пограничной последовательности в 
такой ориентации, которая позволяет легко 
осуществлять антисмысловую экспрессию гена, 
в который встроена Т-цепь. В этом новом типе 
вектора промотор 358 внутри правой погранич­
ной последовательности замещен терминатором 
358, ориентированным таким образом, чтобы 
“лечащий” ген-мишень мог быть встроен на 3'- 
конце.

Для этих экспериментов использовали век­
тор рАУМ1, содержащий левую пограничную 
последовательность Т-ДНК, РАТ в качестве се­
лективного маркера, терминатор 358, правую 
пограничную последовательность Т-ДНК и ген 
люциферазы снаружи от Т-ДНК-подобной 
структуры. Понятием “агролистические случаи” 
инсерции обозначены такие инсерции ДНК в 
геном кукурузы, которые могут произойти в 
результате воздействия продуктов генов νίτ на 
пограничные последовательности с получением 
Т-цепи. В противоположность этому понятием 
“биобаллистические случаи” инсерции обозна­
чены такие инсерции ДНК, которые представ­
ляют собой процесс, обычно происходящий по­
сле введения гена в растительные клетки с по­
мощью устройства для биобаллистического 
введения. Первым критерием, позволяющим 
отличить биобаллистические случаи от предпо­
лагаемых агролистических случаев, было отсут­
ствие люциферазной активности в трансформи­
рованном клоне вследствие исключения коди­
рующей области Ьис при вырезании Т-ДНК из 
рАМУ1.

Суспензионные клетки кукурузы бомбар­
дировали микроснарядами, покрытыми ДНК 
плазмиды рАУМ1 вместе с ДНК р358АаБЭ1 и 
р358АаБЭ2 и/или р358АбБЕ2. В качестве кон­
троля также осуществляли бомбардировку од­
ной плазмидой рАУМ1. Стабильные трансфор­
манты отбирали на основе их способности расти 
на среде, содержащей Баста. После бомбарди­
ровки одной плазмидой рАУМ1 может быть 
образовано приблизительно 5-8 каллюсов на 
фильтр. После бомбардировки клеток кукурузы 
ДНК плазмид рАУМ1, р358АаБЭ1, р358АаБЭ2 
и р358АбБЕ2 через 4-5 недель после бомбарди­
ровки может быть образовано в среднем 1 0 ус­
тойчивых к Баста клонов на фильтр. Для даль­
нейшего анализа отбирали только по несколько 
клонов с пластины. На фильтре, который под­
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вергали бомбардировке с помощью ДНК плаз­
мид рАVΜ1, р35δАДЬ^1 и р35δАДЬ^2, было 
получено примерно 2-3 каллюса. Это различие 
может быть обусловлено наличием гена νίτΕ2, 
который кодирует связывающий одноцепочеч­
ную ДНК протеин, участвующий в защите Т- 
цепи. Было показано, что этот протеин необхо­
дим для эффективного переноса Т-ДНК, но не 
для производства Т-ДНК (Ъ1асНе1 и др., 1986).

Частота агролистических случаев может 
быть оценена по величине отношения общего 
количества устойчивых к Баста каллюсов, кото­
рые не экспрессируют люциферазу, к общему 
количеству проанализированных устойчивых к 
Баста каллюсов. В соответствии с этим критери­
ем частота агролистических случаев, когда 
рАVΜ1 вводили совместно с ДНК р35δАДЬ^ 1 и 
р35δΛДΗ^2. составляла приблизительно 25%. 
Эта частота слегка возрастала до приблизитель­
но 50%, когда совместно с указанными выше 
плазмидами вводили [ΐλνίΕΣ.

Анализ методом Саузерн-блоттинга
На молекулярном уровне трансгены, пред­

ставляющие собой агролистический случай, 
должны гибридизоваться с зондом Ваг, но не 
гибридизоваться с зондом 1ис. Оба типа случаев 
могут иметь место в одной и той же раститель­
ной клетке, но такие клоны должны рассматри­
ваться генетически как биобаллистические слу­
чаи, поскольку в них присутствует люцифераз- 
ная активность. Как биобаллистические, так и 
предполагаемые агролистические случаи иссле­
довали с помощью Саузерн-гибридизации для 
оценки частоты инсерции каждого типа. Гибри­
дизацию методом Саузерн-блоттинга проводили 
с использованием ДНК из линий каллюсов, ус­
тойчивых к Баста, полученных после бомбарди­
ровки (I) ДНК рАVΜ1 и (II) ДНК рАУΜ1, 
р358АДЬО1, рУ^АДЫМ и р35δАДЬЕ2. Полу­
ченные результаты обобщены ниже в таблице 
13.

Таблица13
Анализ устойчивых к Баста каллюсов, полученных 
после бомбардировки клеток кукурузы рΛУΜ1 с ге­

нами νίτ или без них

Плазмиды Кал-
люс

Люцифе-
разная

активность
Саузерн Тип

случая

рАУΜ1 14 14 Ьис(+) 3 3Б

рАУЛП Ί)1 
■1)2 10 2 Ьис(-)

8 Ьис(+)

не ана-
лизиро­
вали

рАУЛП Ί)1 
+Ώ2+Ε2 44 14 Ьис(-)

30 Ьис(+)
7
3

4А,
1А+Б,
2Б 3Б

Выводы
а) Соотношение агролистических случаев 

и биобаллистических случаев составляет при­
близительно 35% при использовании рАVΜ1, 
при этом обнаруженные минимальные и макси­
мальные значения обычно составляют 20-40%.

б) Присутствие νίτΕ2 может улучшить 
эффективность трансформации.

Поскольку νίτΕ2 несет сигналы ядерной 
локализации, которые распознаются в растениях 
(см. обзор 2ирап и 2атЪтукк1, Р1ап1 РНукюк, 107: 
1041-1047 (1995)), высокие скорости трансфор­
мации являются ожидаемыми, когда этот ген 
интродуцируют в растение. Трансгенные расте­
ния, экспрессирующие ген νίτΕ2, способны до­
полнять мутации νίτΕ в АдгоЪас1егшт, доказы­
вая тем самым, что протеин νίτΕ2 играет важ­
ную роль в растительных клетках.

Пример 8. Введение мРНК νίτΌ1 и νίτΌ2 в 
клетки кукурузы в результате бомбардировки.

В этом примере описано введение в расти­
тельные клетки генов νίτΌ1 и νίτΌ2 в виде 
мРНК и их влияние на пограничные последова­
тельности Т-ДНК.

Материалы и методы 
Клетки кукурузы

Суспензионные культуры кукурузы (Уеа 
таук Ь.) первоначально получали из хранивше­
гося в криогенных условиях эмбриогенного 
каллюса типа II, взятого из незрелых зародышей 
элитной линии, родственной В73, и выращивали 
в жидкой среде N6 (Сйи и др., 1975), дополнен­
ной 30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4-дихлор- 
феноксиуксусной кислоты (2,4-Д) (2Ν63δ).
Культуры инкубировали при 25°С в темноте на 
орбитальном шейкере при 150 об/мин. Суспен­
зионные культуры пересевали каждые 7 дней 
путем переноса 1 мл клеточной массы в 50 мл 
свежей жидкой среды 2Ν63δ. Суспензии клеток 
кукурузы, применяемые для экспериментов по 
бомбардировке, были взяты из 3-дневных куль­
тур, выращенных ускоренным методом. Перед 
бомбардировкой приблизительно 0,5 мл клеточ­
ной массы фильтровали под вакуумом на 7­
сантиметровых фильтрах (\УНа1тап № 4).

Клетки табака
Линию клеток Ш^йат 1аЪасит ΝΤ-1 вы­

ращивали в среде Мурасига и Скуга (Μδ-среда), 
дополненной 2 мг/л 2,4-Д и сахарозой (30 г/л). 
Клетки пересевали один раз в неделю, добавляя 
5 мл инокулята к 1 00 мл свежей среды в колбы 
объемом 500 мл. Колбы инкубировали при 27°С 
на роторном шейкере при 1 25 об/мин. Аликвоты 
по 0,5 мл четырехдневных культур после пере­
сева наносили на стерильные фильтры 
(\УНа1тап № 4). Фильтры затем переносили на 
Μδ-среду.

Конструирование плазмид 
Конструирование вектора, содержащего промо­

тор Τ7 и поли-(А)-хвост
Полилинкер, содержащий следующие сай­

ты рестрикции: δрЫ-ΕсοΚI-NЬеI-С1аI-Βд1II- 
А^^-НшДШ-ХМ-НшДЧП, где последний 
сайт НшДШ представляет собой сайт-киллер, 
встраивали в сайты δрЫ-Н^ηДIII рΤ7ΚесА50. 
Затем в соответствующие сайты встраивали 
олигонуклеотид Акр718-А(50)-^^аI-Н^ηДIII, по­
лучая рΤ7-А50. Комплементарные цепи этого
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олигомера имеют следующую последователь­
ность:

(ЗЕО ГО ΝΟ: 20)
5 ’ - ССААТТСССТАССАТССАТАСАТСТССТАССАААССТТСТССАСТ -3'

!1!11!11111!1111111!11111111111!11!11!1111111111Н!1!1
3'-СТАСССТТААСССАТСОТАССТАТСТАСАССАТССТТТССААСАССТСАТССА -5' 

(3ΕΟΙϋΝΟ: 21)
Конструирование рТ7Э1А50

Фрагмент ЕсоЫ-ВдШ из кодирующей об­
ласти Ό1 предварительно клонировали во фраг­
менте ЕсоК1-ВатН1 плазмиды рδС5 (из фраг­
мента ЕсоК1-ВатН1 р35δΑДЫ^1).
Конструирование рТ7Э2ро1уА: (см. фиг. 16-26)

A. Выделение фрагментов с полиадениль- 
ным хвостом.

Кодирующую область νΐΓΌ2 вырезали из 
р35δ^2 путем обработки ЕсоР1 и выделяли с 
помощью препаративного гель-электрофореза и 
экстракции ДНК из агарозы. Внутренние сайты, 
необходимые для образования полиаденильных 
хвостов на 5'- и 3'-концах νΐΓΌ2, должны быть 
получены на субфрагментах. Фрагмент 
НтДШ/ЕсоШ, выделенный из 5'-конца, обраба­
тывали РνиI, получая фрагмент А. Фрагмент 
ВатН1/ЕсоК1, выделенный из 3'-конца, обраба­
тывали Нае111, получая фрагмент С. Централь­
ный фрагмент В получали с помощью разложе­
ния НтДШ/ВатН1.

Б. Клонирование фрагментов А и В.
Вектор рТС1 82 разлагали с помощью 

НтДШ и δрйI и фрагмент А вместе с олигонук- 
леотидами-адапторами для δрйI-конца (который 
восстанавливает стартовый кодон) лигировали 
вместе, получая рТС182-А. Эту плазмиду разла­
гали с помощью НтДШ и ВатН1 и фрагмент В 
лигировали с 3'-концом фрагмента А. Объеди­
ненный фрагмент АВ вырезали и после разло­
жения полученной плазмиды рТС1 82-А-В с по­
мощью ВатН1^рЫ очищали гель-электро­
форезом.

B. Клонирование фрагментов АВ и С в мо­
дифицированном векторе рИС21.

Часть полилинкера рИС21 между сайтами 
ВатН1 и ХЪа1 удаляли и замещали олигонукле­
отидной парой, которая восстанавливала боль­
шинство сайтов, добавляя в конструкцию необ­
ходимый сайт Вд111. Образовавшуюся плазмиду 
рИС21-Х разлагали с помощью ВатН1 и ЕсоРУ 
и фрагмент С лигировали с вектором, получая 
рИС21-С. Далее этот продукт разлагали с по­
мощью ВатН1 и δрйI и лигировали с выделен­
ным выше фрагментом АВ, реконструируя 
νΐΓΌ2. После разложения образовавшейся плаз­
миды риС21-уп’1)2 с помощью δрЫ и Вд111 пу­
тем гель-хроматографии очищали фрагмент 
АВС, содержащий ОРС νΐΓΌ2 с полиадениль- 
ным хвостом.

Г. Клонирование νΐΓΌ2 в векторе транс­
крипции фага Т7.

Описанный выше вектор транскрипции 
Т7ро1уА разлагали с помощью δрйI и Вд111 и 
фрагмент АВС (=νΐΓΌ2) лигировали за промото­
ром Т7 и перед блоком из 42 А-остатков.

Синтез мРНК
Плазмиды Т7Э1А50 и Т7Э2А50 линеари­

зировали с помощью Хйо1, делая разрезы сразу 
после участка поли-(А) по ходу транскрипции. 
Линеаризованную ДНК экстрагировали фено- 
лом/хлороформом и затем осаждали этанолом. 
Транскрипцию ίη νίΐΐΌ линеаризованной ДНК 
проводили с использованием полимеразы Т7 из 
набора Т7 Сар^спЪе, содержащего
[т7О(5')ррр(5')] (фирма Воейпидег). Целост­
ность и концентрацию мРНК определяли с по­
мощью гель-электрофореза на агарозе.

Стерилизация биобаллистических носителей
Частицы золота (размером 0,3 мкм - фирма 

Негаеиз) стерилизовали, помещая 60 мг частиц в 
100%-ный этанол и 0,1%-ный ЭЕРС. Частицы 
трижды промывали водой, свободной от РНКа­
зы, и затем ресуспендировали в 1 мл свободного 
от РНКазы 50%-ного раствора глицерина. Для 6 
выстрелов использовали аликвоты приготов­
ленных частиц объемом 50 мкл. Макроносители 
погружали в 1 00%-ный этанол и 0,1 %-ный 
^ЕРδ, затем трижды промывали в 100%-ном 
этаноле и сушили на воздухе. Задерживающие 
экраны автоклавировали.

Осаждение нуклеиновой кислоты
ДНК (1 мкг) и мРНК (приблизительно 8 

мкг: 4 мкг Ό1 и 4 мкг Ό2 или 8 мкг неспецифи­
ческой мРНК) осаждали на 50 мкл суспензии 
золотых частиц (60 мг/мл; 0,3 мкм), добавляя 
последовательно 0,5 мкл трис-буфера (1М), 50 
мкл СаС12 и 2,5 мкл 0,1М спермидина. По за­
вершении добавления всех реагентов переме­
шивание продолжали в течение 3 мин, после 
чего частицы подвергали седиментации путем 
кратковременного микроцентрифугирования (1 
мин). Супернатант удаляли и частицы одно­
кратно промывали холодным 1 00%-ным этано­
лом и ресуспендировали в 60 мкл 1 00%-ного 
этанола. Эту смесь перемешивали, аликвоты 
объемом 1 0 мкл наносили с помощью пипетки 
на диск макроносителя и давали высохнуть на 
воздухе в вытяжном шкафу с ламинарным пото­
ком воздуха.
Доставка микроснарядов в растительные клетки

Микроснаряды вводили в растительные 
клетки с помощью ускорителя частиц (прибор 
типа Р^δ-Ηе1000; ЭиРои!) с использованием 
дисков, разрушаемых при давлении 1 550 фун- 
тов/кв. дюйм, помещая образец на расстоянии 
5,5 см от пусковой установки. Экран из нержа­
веющей стали с размерами пор 1 00 мкм поме­
щали на середине расстояния между задержи­
вающей пластиной и тканью. Пластины-мишени 
подвергали бомбардировке 2 раза.

Анализ люциферазы
Люциферазу и Ουδ исследовали в экс­

трактах ткани с использованием системы для 
анализа люциферазы фирмы Рготеда в соответ­
ствии с рекомендациями поставщика. Люцифе- 
разную и β-глюкуронидазную активность вы­
ражают в виде единиц света, обнаруживаемого
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прибором Апа1уНса1 Ьитшексепсе модели 2001 
Ьит1поте1ег, проинтегрированного в течение 
10 с при 25°С.

Результаты
Анализ люциферазной активности прово­

дили через 24 ч после бомбардировки. мРНК Ό1 
и Ό2 вводили в результате совместной бомбар­
дировки с плазмидой р358КВЬис, которая со­
держит правую пограничную последователь­
ность, встроенную между промотором 358 и 
кодирующей последовательностью люцифера- 
зы. В контрольном эксперименте р358КВЬис 
вводили в результате совместной бомбардиров­
ки с неспецифической мРНК или мРНК Ό1 и Ό2 
вместе с ДНК рЬИС, не содержащей никаких 
пограничных последовательностей. Полученные 
результаты приведены ниже в табл. 1 4.

Таблица 1 4
Совместное введение мРНК Б1 и Б2 вместе с плаз-

мидой-мишенью в клетки кукурузы
Плазмиды-мишени ± 

мРНК
Среднее
значение ±СО %

контроля
рКВ(+)Ьис 3,2 ±0,3 100%
рКВ(+)Ьис+мРНК Ώ1 2,7 ±0,2 84%
рКВ(+)Ьис+мРНК Ώ2 1,4 ±0,2 44%
рКВ(+)Ьис+мРНК Ώ1+ 
мРНК 1)2 (1:1:1) 0,6 ±0,2 18%

рКВ(+)Ьис+мРНК Ώ1+ 
мРНК 1)2 (1:2:2) 0,4 ±0,1 12%

рКВ(+)Ьис+р358АаНП1+ 
р358АбНЕ>2 (1:1:1) 0,1 ±0,1 3%

рйис 3,6 ±0,2 100%
рйис+мРНК 1)1 + 
мРНК 1)2 (1:1:1) 3,7 ±0,3 102%

После инкубации в течение 24 ч ткани го­
могенизировали и определяли ферментативные 
активности. Плазмиду, экспрессирующую β- 
глюкуронидазу (СИ8), т.е. рСИ8, включали в 
каждую бомбардировку в качестве контроля 
эффективности переноса ДНК и активность ре­
портерного гена выражали в виде отношения 
люциферазной активности к активности СИ8. 
Независимые бомбардировки анализировали и 
данные выражали в виде средних значений по 3 
повторностям ± стандартное отклонение (СО). 
Значения в % к контролю определяли из отно­
шения активностей люциферазы и β- 
глюкуронидазы к этим же активностям, полу­
ченным для контрольной плазмиды.

Выводы
После совместного введения мРНК Ό1 и 

мРНК Ό2 и ДНК плазмиды рКВ(+)Ьис наблю­
дали 1 0-кратное снижение люциферазной ак­
тивности. Введенные в растения в виде мРНК 
два гена νίτ, по-видимому, обладают синергети­
ческим действием. Эти данные убедительно 
доказывают, что обнаруженное снижение лю- 
циферазной активности являлось результатом 
цепьспецифического одноцепочечного разрыва 
на правой пограничной последовательности, 
вызванного продуктами генов νίτ.

Преимущество введения в виде мРНК со­
стоит в том, что это воздействие, как это и тре­

буется, является кратковременным. В плазми­
дах-хелперах отсутствуют какая-либо чужерод­
ная ДНК.

Пример 9. “Агролистические” случаи в 
протопластах.

Методы трансформации представляют со­
бой важный инструмент для генетического ма­
нипулирования и улучшения видов культурных 
растений (Каккит 1996). Различные системы 
трансформации позволяют непосредственно 
переносить чужеродный генетический материал 
в клетки, способные дать фертильные растения. 
Эти системы включают введение ДНК в прото­
пласты с помощью электропорации или непо­
средственного поглощения ДНК, микроинъек­
цию в клетки и перенос гена с помощью бом­
бардировки покрытыми ДНК микроснарядами 
(см. обзор МоткЬ и Рготт, 1992). Применяе­
мые в настоящее время системы введения име­
ют тенденцию к интеграции множественных 
копий чужеродного гена. Существует необхо­
димость в подходе, который позволяет получить 
простую схему интеграции чужеродного гена 
без использования векторных последовательно­
стей.

Представленный в настоящем описании 
способ трансформации, названный “агролисти- 
ческим”, дает возможность получить трансген­
ный материал с помощью простой схемы инсер- 
ции чужеродного гена и исключает применение 
векторных последовательностей. Этот подход 
состоит в использовании растительных кассет 
экспрессии для вирулентных генов, которые 
играют ключевую роль в образовании и защите 
Т-ДНК (νΐΓΌ1, νΐΓΌ2 и У1гЕ2), вводимых совме­
стно с плазмидой, содержащей пограничные 
последовательности Т-ДНК, фланкирующие 
селективный маркер. Как следует из приведен­
ных выше примеров, эта методика работает, 
когда все указанные элементы вводят в расти­
тельную клетку с помощью устройства для био­
баллистического введения.

В данном примере для введения всех этих 
элементов использованы способы непосредст­
венного введения ДНК в протопласты. Обнару­
жено, что продукты генов νπΌ1 и νπΌ2, вве­
денные этим способом, действительно могут 
продуцировать случаи инсерции Т-ДНК-типа и 
что включение продукта гена νύΈ2 может уве­
личить частоту трансформации.

Материалы и методы 
Плазмиды

Плазмида рС1В1711 получена из плазмиды 
рИС и содержит ген люциферазы светляка, на­
ходящийся под контролем промотора вируса 
мозаики 358 цветной капусты (СаМУ358), и она 
описана в примере 3. Для интродукции погра­
ничной последовательности Т-ДНК два синте­
тических олигонуклеотида, соответствующих 
правой пограничной последовательности 
БВА5269 ^аи Наагеп и др., 1989), ренатуриро- 
вали, получая дуплекс:
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5-АТССООСАООАТАТАТАССОТТОТААТ 
ТСТОСА-3' (8НО ГО N0: 22). Этот дуплекс, 
фланкированный сайтами ВатН1-Р8Й, встраива­
ли в соответствующие сайты рС1В1711 между 
промотором и последовательностью, кодирую­
щей люциферазу, получая рРВЬис (см. фиг. 2). 
Плазмида р№оРВЬис содержит левую погра­
ничную последовательность, ген неомицинфос- 
фотрансферазы (прШ) и ген люциферазы вместе 
с правой пограничной последовательностью, 
встроенной между промотором и кодирующей 
областью люциферазы из рКВ(+)Ьис. Ген прШ, 
находящийся под контролем промотора по8 (но- 
палинсинтаза) вырезали из плазмиды рВш19 в 
виде фрагмента 8ас11-Нтб111 длиной 2,2 т.п.н. 
Левую пограничную последовательность выре­
зали из плазмиды рВш19 в виде фрагмента 
В§1П-ЕсоКЕ Оба эти фрагмента встраивали в 
сайты ХЪа1-НшбШ плазмиды рКВ(+)Ьис. Плаз­
мида р№оЬис эквивалентна плазмиде
р№оКВЬис, но у нее отсутствует правая погра­
ничная последовательность, встроенная между 
промотором СаМУ358 и кодирующей областью 
люциферазы.

Гены νίτΌ1 и νίτΌ2 из плазмиды рТ1А6 
субклонировали в векторе экспрессии рМЕ6 
(Са1Й8 и др., 1987), состоящем из промотора 
СаМУ358 (0,5 т.п.н.) и первого интрона Аб11 
(0,5 т.п.н.) и области полиаденилирования нопа- 
линсинтазы (по8) (0,25 т.п.н.) (фиг. 1). Фрагмент 
ЕсоЫ-РкП длиной 0,6 т.п.н. из рАО1187, соот­
ветствующий кодирующей последовательности 
νίτΌ1, клонировали в векторе рМР6, получая 
р358АбШ1. Кодирующую последовательность 
νίτΌ2 вырезали в виде ЕсоР1 -фрагмента длиной 
1,8 т.п.н. из рАЭ1190 (Ойа1 и Эа8, 1989) и кло­
нировали в рМР6, получая р358АбЮ2. Коди­
рующую последовательность νίτΌ2 клонирова­
ли из плазмиды ру108, которая содержит Х1о1- 
фрагмент длиной 3 т.п.н. ГО-плазмиды
АдгоЪас1егшт рТ1А6 (регистрационный номер 
Х04784) (^1пап8 и др., 1987). Фрагмент 8ас1- 
8та1 длиной 687 пар оснований плазмиды 
ру 108 сначала клонировали в соответствующих 
сайтах рК8(-), получая рК83’Е2. Фрагмент 
Нае111-8ас1 длиной 924 пары оснований из 
р^· 108 объединяли с фрагментом 8ас1-Р8Й из 
рК83 ’Е2 и с ренатурированной парой олигонку- 
леотидов ДНК, фланкированных “липким” 
ЕсоР1- и тупым концами (5'- 
ААТТСАТООАТСТТТСТООСААТОАОАААТ 
ССАОО-3'; 8Е0 ГО N0: 23) и клонировали в 
сайтах ЕсоМ-ΡδΐΙ рВ1ие8спр1 К8- (фирмы
81га1адепе, 1пс.), получая рК8Е2. Затем субкло­
нировали фрагмент ХйоЕРзП, включающий всю 
кодирующую область νίιΈ2, в ХйоЕРзП плазми­
ды рМР6, получая р358Аб1Е2.

Растительный материал 
Суспензионные клетки кукурузы

Суспензионную культуру кукурузы Ζеа 
тау8 сорта В1аск Мехюап 8\уее1 (ВМ8) выращи­
вали в среде N6 (Сйи и др., 1975), дополненной

30 г/л сахарозы и 2 мг/л 2,4-дихлор- 
феноксиуксусной кислоты (2,4-Д) (2Ν638). Сус­
пензии клеток кукурузы, применяемые для экс­
периментов, были взяты из 3-дневных культур, 
выращенных ускоренным методом.

Протопласты выделяли из суспензионной 
культуры клеток инбредной линии кукурузы 
ВМ8 (В1аск техюап 8^ее1), как описано в 
“В1аск Мехюап 8\уее1 сот: Й8 и8е Ног Й88ие 
сийиге8. М;и/е Ног Ъю1одюа1 ге8еагсй”, ред. ^.Р. 
8йепбап, СНаг1о11е8уШе, Уа. Р1ап1 Мо1еси1аг 
Вю1оду А88ос1айоп, 1982, стр. 385-388). Через 2 
дня после трансформации в среду вносили па- 
ромомицин (200 мг/л). Отдельные появившиеся 
приблизительно через 4 недели после транс­
формации микрокаллюсы переносили на пла­
стины со свежей средой, дополненной паромо- 
мицином (200 мкг/л). После двух пересевов на 
такую же среду суспензионные культуры ини­
циировали, инокулируя приблизительно 1 00 мг 
клеток кукурузы в 25 мл жидкой среды, допол­
ненной паромомицином (200 мкг/л). Протопла­
сты трансформировали различными концентра­
циями ДНК р№оРВЬис с или без р358АбЮ1, 
р358Аб1ГО2 и/или р358АбНЕ2, как указано в 
табл. 15.
Экстракция ДНК и гибридизация методом Сау- 

зерн-блоттинга
Культуры клеток собирали фильтрацией 

через 1 0 дней после инокуляции и заморажива­
ли в жидком азоте. ДНК выделяли, как описано 
у На11 и др., 1991.

Для разложения с помощью ЕсоР1 исполь­
зовали приблизительно 1 0 мкг геномной ДНК. 
После разделения на 0,7%-ном агарозном геле 
ДНК переносили на генное сито типа НуЪопб 
плюс мембрана и гибридизацию проводили в 
соответствии с условиями, описанными у про­
изводителя (фирма Атег8Йат). ДНК-зонды ме­
тили с помощью [а32Р]дЦТФ с использованием 
набора для мечения олигонуклеотидов фирмы 
Рйагтааа. Зонд пео соответствовал Р8Й-8рЫ- 
фрагменту длиной 0,3 т.п.н. Зонд 1ис соответст­
вовал ХЪа1-ЕсоК1-фрагменту длиной 0,7 т.п.н. 
гена люциферазы. Для удаления зондов мем­
браны промывали раствором 0,5%-ного ДСН 
при 100°С в течение 5 мин.

Результаты
Экспериментальное конструирование
Конструировали вектор, позволяющий с 

помощью генетического теста отбирать опосре­
дуемые У1гЭ1 и У1ГО2 случаи инсерции. Вектор 
р№оРВЬис содержит естественную левую по­
граничную последовательность из ГО-плазмиды, 
по8-ЖТП-по8 (химерный ген неомицинфос- 
фотрансферазы ΙΙ с промотором нопалинсинта- 
зы и последовательностями-терминаторами), 
промотор 358, синтетическую правую погра­
ничную последовательность и кодирующую 
область люциферазы. Устойчивые к паромоми- 
цину каллюсы кукурузы, трансформированные 
с использованием обычного механизма, должны
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практически всегда содержать ген люциферазы 
и экспрессировать люциферазу. В противопо­
ложность этому клоны, которые не способны 
экспрессировать люциферазу, вероятно, пред­
ставляют собой продукты опосредуемого УйЭ1 
и УпО2 вырезания и интеграции Т-цепи. Для 
экспрессии генов νίτΌ1, νίτΌ2 и νίιΈ2 в расти­
тельных клетках соответствующие им открытые 
рамки считывания (ОРС) помещали под кон­
троль промотора СаМУ358.

Анализ стабильных трансформантов
Протопласты трансформировали с помо­

щью ДНК плазмиды р№оКВЬис вместе с ДНК 
плазмид р358АаНЭ1, р358АаШ2 и/или 
р358ЛаНЕ2 в различных соотношениях. В каче­
стве контроля также вводили одну плазмиду 
р№оКВЬис. Стабильных трансформантов отби­
рали на основе их способности расти на среде, 
содержащей паромомицин. В среднем выявлено 
120 устойчивых к паромомицину клонов на од­
ну пластину, когда плазмиду рНеоРВЬис совме­
стно трансформировали с генами νίτΌ1 и νίτΌ2, 
но только 30 каллюсов отбирали для дальней­
шего анализа. Количество устойчивых к паро- 
момицину каллюсов могло достигать 250, когда 
к группе вирулентных генов добавляли νίτΒ2.

В каждой серии экспериментов анализиро­
вали тридцать устойчивых к паромомицину 
клонов, и было обнаружено, что приблизитель­
но 1 0-40% из них не экспрессирует люциферазу, 
позволяя предположить, что частота опосредуе­
мых νίτΌ1-νίτΌ2 случаев интеграции составляет 
примерно 10-40%. Это значение вероятно зани­
жает частоту “агролистических” случаев, по­
скольку клоны, содержащие обе вставки, долж­
ны быть включены в 90%-ную группу, дающую 
положительные результаты в отношении люци- 
феразной активности. Не было обнаружено дос­
товерного различия в частоте встречаемости 
каллюсов, не экспрессирующих люциферазу, 
полученных в экспериментах с использованием 
гена νίτΒ2 или без него.
Анализ методом Саузерн-блоттинга трансфор­

мированных клонов
Проводили гибридизацию методом Сау- 

зерн-блоттинга с использованием ДНК из кон­
трольных устойчивых к паромомицину линий 
каллюса, полученных после бомбардировки (Ι) 
одной плазмидой р№оКВЬис, (II) при совмест­
ной трансформации ДНК плазмиды р№оКВЬис 
с ДНК р358АаНО1 и р358АаШ2 и (III) при со­
вместной трансформации ДНК плазмиды 
р№оКВЬис с ДНК р358АаЬО1, р358АаЬП2 и 
р358АаЬВ2.

Геномную ДНК разлагали с помощью 
ЕсоК1, в результате чего получали из плазмиды 
р№оКВЬис фрагмент длиной 3,9 т.п.н., который 
гомологичен обоим зондам пео и 1ис. ЕсоК! 
имеет один сайт внутри части р№оКВЬис, 
имеющей структуру Т-ДНК, и второй сайт в 
кодирующей области люциферазы.

Контрольные трансформанты, полученные 
после трансформации протопластов одной 
плазмидой р№оКВЬис, имели ЕсоК1-фрагмент 
ожидаемого размера 3,9 т.п.н., гибридизующий- 
ся с обоими зондами 1ис и пео. Количество ко­
пий этого фрагмента больше 5, и, кроме того, 
обнаружены множественные копии преобразо­
ванной и/или фрагментированной ДНК.

Анализ методом Саузерн-блоттинга устой­
чивых к паромомицину линий каллюса, полу­
ченных после совместного введения ДНК 
р№оКВЬис с ДНК плазмид р358АаШ1, 
р35§АайО2 и/или р358АаЬВ2, представлен в 
табл. 15. Для анализа методом Саузерн-
блоттинга выбирали линии каллюсов, которые 
давали отрицательные результаты в отношении 
люциферазной активности. Например, среди 8 
трансгенных линий кукурузы, полученных в 
эксперименте № 8 и проанализированных мето­
дом Саузерн-блоттинга, 4 содержат биобалли­
стические случаи и 4 содержат предполагаемые 
агролистические случаи. Выявленное количест­
во копий гена №ТП обычно составляло 1 или 2 
на трансформированный геном, что подтвер­
ждено сравнением с количеством копий стан­
дартов, включенных в тот же самый фильтр для 
гибридизации. В линиях каллюса, которые со­
держали геномную ДНК, гибридизующуюся с 
зондом пео и с зондом 1ис, выявлено меньшее 
количество копий, чем в линиях каллюсов, по­
лученных при трансформации только ДНК 
р№оКЬис.

Таблица 15
Эксперименты по трансформации 

№
эксп.

Плазмиды-
мише-

ни±гены νίί

Кал-
люс

Рис(-)
30

Сау­
зерн

Тип
слу­
чая

№ 1 РХеоРВРис 
(5 мкг)

3

№ 2 РХеоРВРис 
(10 мкг)

20

№ 3 РХеоРВРис 
(20 мкг)

85 4[1ис+] 4Б

№ 4 РХеоРВРис ■ 
р35АаНШ+ 
р35АаНП2 
(5 мкг+20
мкг+20 мкг)

101 5Рис(-) 2 ЮТ,
1Б

№ 5 РХеоРВРис ■ 
р35АаНШ+ 
р35АаНП2 
(1 0 мкг+20 
мкг+20 мкг)

1 23 5Рис(-) 1Б+
А,
3Б,
ЮТ

№ 6 РХеоРВРис ■ 
р35АаНШ+ 
р35АаНП2 
(1 0 мкг+20 
мкг+20 мкг)

1 47 6Рис(-) 6 1А,
2Б,

3Ш"

№ 7 РХеоРВРис ■
р35АаНШ+
р35Аа№2+
р35АаНЕ2
(5 мкг+20
мкг+20
мкг+20 мкг)

219 9Ьис(-) 5 2А,
1Б,
ЮТ
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№ 8 РМоКВЕис 
р35ΑаЬ^1 + 
р35ΑаЬ^1+ 
р35.\а11|)2· 
()35.^11+,2 
(10 мкг+20 
мкг+20 
мкг+20 мкг)

245 14
Еис(-)

9 4А,
4Б,
ЮТ

№ 9 Р№оКВЬис+ 
р35ΑаЬ^1 + 
()35.+114)2- 
()35.+11ιΒ2 
(20 мкг+20 
мкг+20 
мкг+20 мкг)

268 7Ьис(-) 1 1А

Таблица 15. Количество отдельных каллю- 
сов, проанализированных через 4 недели после 
трансформации.

Вывод
Полученные результаты ясно показывают, 

что этот метод может упростить схему интегра­
ции чужеродного гена, введенного в протопла­
сты. Частота опосредуемой У|гО1-У|гЭ2 инте­
грации составляла приблизительно 20-30%. 
Кроме того, добавление νίιΓ^ улучшало эффек­
тивность трансформации. Этот метод может 
способствовать получению трансформирован­
ных растений с помощью простой схемы инте­
грации представляющего интерес гена и без 
использования чужеродной ДНК.

Пример 1 0. Трансформация генотипа ку­
курузы С000526 путем непосредственной бом­
бардировки незрелых зиготических зародышей 
и выделение трансформированного каллюса с 
помощью фосфинотрицина в качестве селекти­
рующего агента.

Подготовка ДНК для бомбардировки с ис­
пользованием устройства для биобаллистиче­
ского введения (Βίο1ί8ΐίΕ“).

Незрелые зародыши или каллюсы типа Ι 
кукурузы могут быть трансформированы со­
гласно тому, как это описано у Κοζ^е1 и др., 
В^есЬпо1о§у, 11: 194-200, 1993, причем соот­
ветствующие части этой работы включены в 
настоящее описание в качестве ссылки.

ДНК подготавливали для бомбардировки 
микроснарядами путем химического осаждения 
в присутствии частиц золота, размер которых 
близок к микрону (обычно диаметром 1,0 мкм 
или 0,3 мкм), в основном в соответствии с опуб­
ликованным способом. Кроме частиц золота, 
могут применяться другие твердые частицы, 
размер которых близок к микрону, такие как 
частицы вольфрама или платины. В одной из 
модификаций способа сначала получали сами 
частицы, суспендируя их в воде и подвергая их 
ультразвуковому облучению. Затем облученные 
частицы пеллетировали путем центрифугирова­
ния и ресуспендировали в водном растворе 
50%-ного глицерина. Затем аликвотные количе­
ства полученных таким образом частиц вносили 
в отдельные пробирки, таким образом, чтобы 
они содержали приблизительно 3 мг золотых

частиц на пробирку объемом 50 мкл. В каждую 
пробирку добавляли различное количество 
ДНК, которое зависит от количества применен­
ных плазмид, их размера и требуемой конечной 
концентрации ДНК.

Далее в каждую пробирку при перемеши­
вании в течение приблизительно 3 мин добавля­
ли приблизительно 50 мкл 2,5М СаС12 и прибли­
зительно 20 мкл 0,1М спермидина в указанном 
порядке. Затем комплекс ДНК/золотые частицы 
осторожно центрифугировали. Супернатант 
удаляли. Частицы однократно промывали 250 
мкл абсолютного этанола, вновь пеллетировали 
и затем ресуспендировали в приблизительно 75 
мкл свежего абсолютного этанола. Полученного 
таким образом комплекса ДНК/золотые частицы 
в каждой пробирке достаточно для 6 
“выстрелов” с помощью устройства РЭ8- 
1 000/Не. 1 0 мкл тщательного суспендированно­
го комплекса ДНК/золотые частицы наносили с 
помощью пипетки на лист макроносителя в ус­
ловиях полного отсутствия вибраций.

В устройстве РЭ8-1000/Не выброс гелия 
вызывают путем разрушения пластикового дис­
ка, прочность которого рассчитана на различ­
ные уровни давления. Например, могут быть 
получены отдельные диски или комбинации 
дисков, которые разрушаются при давлении 
гелия 200, 450, 650, 900, 1100, 1350, 1550, 1800, 
2000 и 2200 фунтов/кв. дюйм. Этот выброс газа 
двигает лист макроносителя, который останав­
ливается экраном из нержавеющей стали. Экран 
может иметь различные размеры пор, такие как 
10х10, 16х16, 24х24 и т.д. Другими регулируе­
мыми параметрами являются расстояние полета 
макроносителя, размер зазора и расстояние по­
лета частиц. Эти регулируемые параметры под­
робно описаны в инструкции по применению 
производителя. Обычно используют размер за­
зора, составляющий приблизительно 5,5 мм, 
расстояние полета макроносителя приблизи­
тельно 1 0 мм и расстояние полета частиц при­
близительно от 6 до 9 см. Кроме того, на пути 
полета частиц между задерживающим экраном 
и пластиной-мишенью может быть установлен 
экран или щит. Этот экран или щит разрушает 
ударную волну от расширяющегося газа, 
уменьшая тем самым повреждение мишени. В 
одном из примеров применяют экраны из не­
ржавеющей стали с размером отверстия 1 00 
мкм. Могут применяться другие размеры отвер­
стий и иная композиция материала.

Незрелые зародыши или эмбриогенные 
каллюсы типа Ι могут быть размещены на пла­
стине-мишени по различной схеме. С помощью 
серии экспериментов разрабатывают оптималь­
ные схемы для незрелых зародышей. В одной из 
оптимальных схем незрелые зародыши разме­
щают по кольцевой схеме с диаметром кольца 
приблизительно 2 см. Незрелые зародыши по­
мещают по периферии кольца. На каждую пла­
стину-мишень помещают приблизительно 25
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незрелых зародышей. Кроме того, пластина- 
мишень может быть установлена под углом к 
пусковой установке. Это обеспечивает макси­
мальное насыщение базипетальной части незре­
лого зародыша выбрасываемыми частицами. 
Именно базипетальная часть незрелого зароды­
ша приводит к получению эмбриогенной реак­
ции.

В одном из примеров бомбардировки эм­
бриогенных каллюсов типа I каллюсы помеща­
ют в питательную среду по периферии кольца 
диаметром приблизительно 1 см. Механические 
регулируемые параметры устройства для бом­
бардировки могут быть выбраны подобными 
или идентичными таковым, описанным для 
бомбардировки незрелых зародышей.

Следует отметить, что схема расположения 
на мишении и параметры пушки взаимосвязаны. 
Иными словами, использование других механи­
ческих регулируемых параметров устройства 
для бомбардировки микроснарядами может по­
требовать других оптимальных расположений 
ткани-реципиента на пластине-мишени. На­
стоящее изобретение включает также другие 
комбинации иных механических регулируемых 
параметров и иные схемы расположения на ми­
шени.

Трансформация
Незрелые зародыши получали приблизи­

тельно через 1 4 дней после самоопыления. Не­
зрелые зиготические зародыши распределяли на 
различные пластины-мишени, содержащие сре­
ду, способную индуцировать и поддерживать 
образование эмбриогенных каллюсов из расчета 
по 25 незрелых зародышей на пластину. Незре­
лые зиготические зародыши подвергали бом­
бардировке смесью плазмид р358АбйО1, 
р358АбШ2 и Т-ДНК плазмиды-мишени 
(рЪагКВ1ис или рА\М1), используя устройство 
типа РО8-1000/Не фирмы ВюКаб. Также может 
быть включена экспрессируемая ДНК гена 
νίτΕ2. Плазмиды осаждали на золотые частицы 
размером 0,3 или 1 мкм в основном в соответст­
вии с описанной выше и опубликованной про­
цедурой. Каждую пластину-мишень обстрели­
вали дважды препаратом на основе плазмиды и 
золотых частиц, используя давление для выбро­
са 1100-1300 фунтов/кв. дюйм.

Поскольку плазмида рЪагКВ1ис содержит 
химерный ген, кодирующий устойчивость к 
фосфинотрицину (ФФТ), это вещество приме­
няют для отбора ш νίίτο трансформированных 
клеток. Этот селектирующий фактор вносили в 
концентрации 3 мг/л через 1 день после бомбар­
дировки и поддерживали этот уровень на про­
тяжении всех 8-12 недель. Полученный таким 
образом эмбриогенный каллюс регенерировали 
в присутствии 1 мг/л фосфинотрицина.

Все каллюсы исследовали на устойчивость 
к ФФТ с помощью теста на основе хлорфенола 
красного (С1огорЬепо1 Кеб (СК)), как описано в 
заявке на патент США 07/759243, поданной 13

сентября 1991, соответствующие части которой 
включены в настоящее описание в качестве 
ссылки. В этом методе анализа используют чув­
ствительный к значению рН индикатор­
краситель, который показывает, какие клетки 
растут в присутствии ФФТ. Растущие клетки 
вызывают изменение значения рН в среде и воз­
вращают индикатору хлорфенолу красному 
желтый цвет (из красного). С помощью этого 
теста легко выявить растения, экспрессирующие 
ген устойчивости к ФФТ. Растения, дающие 
положительную реакцию в соответствии с СК- 
тестом, исследуют с помощью ПЦР на присут­
ствие гена Ъаг.

Растения, содержащие селектируемый 
маркерный ген, исследовали в отношении экс­
прессии гена люциферазы. Отсутствие люцифе- 
разной активности является индикатором того, 
что каллюс может представлять собой агроли- 
стический случай. Агролистический случай яв­
ляется таковым, при котором интеграция ДНК в 
ДНК кукурузы происходит способом, аналогич­
ным встраиванию Т-ДНК, но без участия в этом 
АдгоЪас!егшт. Растения, которые давали отри­
цательную реакцию в отношении экспрессии 
гена люциферазы, анализировали с помощью 
Саузерн-блоттинга. Картина полос, получаемых 
с помощью Саузерн-блоттинга, показывает, ка­
кие трансформанты являются агролистическими 
по своей природе.

Пример 11. Трансформация генотипа ку­
курузы А188 путем непосредственной бомбар­
дировки незрелых зиготических зародышей и 
выделение трансформированных растений с 
помощью фосфинотрицина в качестве селекти­
рующего агента.

Початок кукурузы генотипа А188 подвер­
гали самоопылению и приблизительно через 1 2­
1 4 дней после этого получали незрелые зиготи- 
ческие зародыши. Незрелые зиготические заро­
дыши помещали в среду 2!М8+5Нс с добавле­
нием ΛβΝϋί. Через 16-20 ч незрелые зиготиче- 
ские зародыши переносили в эту же среду, но 
содержащую 12% сахарозы. Через 3-5 ч незре­
лые зиготические зародыши подвергали бом­
бардировке смесью плазмид р358АбЬН1, 
р358АбЬО2 и Т-ДНК плазмиды-мишени 
(рЪагКВ1ис или рА\М1), используя устройство 
типа Р08-1000/Не. Также может быть включена 
экспрессируемая ДНК гена νίτΕ2. Плазмиды 
осаждали на золотые частицы размером 0,3 или 
1 мкм в основном в соответствии с описанной 
выше и опубликованной процедурой фирмы 
ВюКаб. Частицы вводили, используя давление 
для выброса 1100-1300 фунтов/кв. дюйм. Каж­
дую пластину-мишень обстреливали дважды 
препаратом на основе плазмиды и золотых час­
тиц. После инкубации в течение ночи незрелые 
зародыши переносили в свежую поддерживаю­
щую среду, содержащую 2% сахарозы и фосфи- 
нотрицин в концентрации 5-10 мг/л, и пересева­
ли приблизительно каждые две недели на такую
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же среду. Полученный таким образом эмбрио­
генный каллюс регенерировали в присутствии 1 
мг/л фосфинотрицина.

Все регенерированные растения исследо­
вали на устойчивость к ФФТ с помощью теста 
на основе хлорфенола красного (СК). В этом 
методе анализа использовали чувствительный к 
значению рН индикатор-краситель, который 
показывает, какие клетки растут в присутствии 
ФФТ. Кусочки листьев, которые обладают ус­
тойчивостью к ФФТ, вызывают изменение зна­
чения рН в среде и возвращают индикатору 
желтый цвет (из красного). С помощью этого 
теста легко выявить растения, экспрессирующие 
ген устойчивости к ФФТ. Растения, давшие по­
ложительную реакцию в соответствии с СК- 
тестом, исследовали с помощью ПЦР на при­
сутствие гена Ьаг.

Растения, содержащие селектируемый 
маркерный ген, исследовали в отношении экс­
прессии гена люциферазы. Отсутствие люцифе- 
разной активности является индикатором того, 
что каллюс может представлять собой агроли- 
стический случай. Агролистический случай яв­
ляется таковым, при котором интеграция ДНК в 
ДНК кукурузы происходит способом, аналогич­
ным встраиванию Т-ДНК, но без участия в этом 
Αд^οЬасΐе^шт. Растения, которые дали отрица­
тельную реакцию в отношении экспрессии гена 
люциферазы, анализировали с помощью Сау- 
зерн-блоттинга. Картина полос, получаемых с 
помощью Саузерн-блоттинга, показывает, какие 
трансформанты являются агролистическими по 
своей природе.

Пример 1 2. Трансформация генотипа ку­
курузы СС00526 путем бомбардировки каллюса 
типа Ι, полученного из незрелых зиготических 
зародышей, и выделение трансформированного 
каллюса с помощью фосфинотрицина в качестве 
селектирующего агента.

Каллюс типа Ι получали из незрелых зиго- 
тических зародышей, используя стандартные 
методы культивирования. Для экспериментов по 
введению гена приблизительно 300 мг каллюса 
типа Ι получали путем измельчения с помощью 
лезвия скальпеля, затем трехкратно промывали 
стандартной культуральной средой, содержащей 
18% сахарозы, и немедленного помещали на 
полутвердую культуральную среду, также со­
держащую 18% сахарозы. Приблизительно че­
рез 4 ч ткань подвергали бомбардировке, ис­
пользуя устройство типа РО8-1000/Не фирмы 
БюКаб. Плазмиды осаждали на золотые части­
цы размером 0,3 или 1 мкм в основном в соот­
ветствии со стандартным протоколом фирмы 
БюКаб. Приблизительно через 16-20 ч после 
введения гена каллюс переносили в свежую 
стандартную культуральную среду, содержа­
щую 2% сахарозы и 1 0 мг/мл фосфинотрицина в 
виде Баста. Каллюс для селекции пересевали в 
течение 8 недель, после чего выжившие и вы­
росшие каллюсы переносили на стандартную

регенерирующую среду для получения расте­
ний.

Все регенерированные растения исследо­
вали на устойчивость к ФФТ с помощью теста 
на основе хлорфенола красного (СК). В этом 
методе анализа используют чувствительный к 
значению рН индикатор-краситель, который 
показывает, какие клетки растут в присутствии 
ФФТ. Растущие клетки вызывают изменение 
значения рН в среде и возвращают индикатору 
хлорфенолу красному желтый цвет (из красно­
го). С помощью этого теста легко выявить рас­
тения, экспрессирующие ген устойчивости к 
ФФТ. Растения, давшие положительную реак­
цию в соответствии с СК-тестом, исследовали с 
помощью ПЦР на присутствие гена Ьаг.

Каллюсы, содержащие селектируемый 
маркерный ген, исследовали в отношении экс­
прессии гена люциферазы. Отсутствие люцифе- 
разной активности является индикатором того, 
что каллюс может представлять собой агроли- 
стический случай. Агролистический случай яв­
ляется таковым, при котором интеграция ДНК в 
ДНК кукурузы происходит способом, аналогич­
ным встраиванию Т-ДНК, но без участия в этом 
Αд^οЬасΐе^шт. Растения, которые дали отрица­
тельную реакцию в отношении экспрессии гена 
люциферазы, анализировали с помощью Сау- 
зерн-блоттинга. Картина полос, получаемых с 
помощью Саузерн-блоттинга, показывает, какие 
трансформанты являются агролистическими по 
своей природе.

Пример 13. Трансформация каллюса куку­
рузы, генотип которой получен из В73, путем 
бомбардировки рыхлой суспензионной культу­
ры клеток, полученной из незрелых зиготиче- 
ских зародышей, и выделение трансформиро­
ванного каллюса с помощью фосфинотрицина в 
качестве селектирующего агента.

Рыхлый каллюс получали путем посева на 
пластинах незрелых зародышей с генотипом, 
полученным из В73 в соответствии с патентом 
США 5350689, который включен в настоящее 
описание в качестве ссылки. Суспензионные 
культуры еженедельно пересевали в среду Ν6. 
Через 3-5 дней после пересева клетки собирали 
путем фильтрации их через фильтр из нержа­
веющей стали с размером пор 710 мкм, а затем 
их распределяли по поверхности мембран типа 
Эигароге (см. ССС1280/81). По поверхности 
каждой мембраны диаметром 47 мм распреде­
ляли приблизительно 0,4 г клеток. Мембраны 
помещали в среду Ν6, содержащую 1 2% сахаро­
зы, за 3-5 ч до бомбардировки смесью плазмид, 
несущих гены νίτ (р358ΑбЬ  ̂1, р358ΑбЬ^2) и Т- 
ДНК плазмиды-мишени (рЬагКБ1ис или 
рΑVΜ1), используя устройство типа РЭ8- 
1 000/Не. В клетки вводили либо одинаковые 
количества (1:1:1) νίτΌ1, νίτΌ2 и Т-ДНК плаз­
миды-мишени, содержащей ген 358-Ьаг (в сум­
ме по 1,3 мкг каждого компонента за 2 выстре­
ла), либо избыток генов νίτ (2:2:1 мкг за 2 вы­
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стрела). Также может быть включена экспрес­
сируемая ДНК гена νίτΕ2.

Плазмиды осаждали на золотые частицы 
размером 0,3 или 1 мкм в основном в соответст­
вии с описанной выше и опубликованной про­
цедурой фирмы ВюВаб. Частицы вводили, ис­
пользуя давление гелия для выброса 1100-1300 
фунтов/кв. дюйм. Каждую пластину-мишень 
обстреливают дважды. После инкубации в тече­
ние ночи мембраны с каллюсами переносили в 
свежую поддерживающую среду, содержащую 
2% сахарозы и фосфинотрицин в концентрации 
3 мг/л. Через 3 недели клетки с каждого фильтра 
распределяли по поверхности 3 пластин со сре­
дой 2Ν6, содержащей 10 мг/л Баста. Через 4 
недели выросшие колонии переносили в свежую 
среду 2Ν6, содержащую 3 мг/л Баста, и через 
неделю полученные таким образом каллюсы 
исследовали на устойчивость к ФФТ с помощью 
теста на основе хлорфенола красного (СИ). В 
этом методе анализа используют чувствитель­
ный к значению рН индикатор-краситель, кото­
рый показывает, какие клетки растут в присут­
ствии ФФТ. Растущие клетки вызывают изме­
нение значения рН в среде и возвращают инди­
катору желтый цвет (из красного). С помощью 
этого теста легко выявить каллюсы, экспресси­
рующие ген устойчивости к ФФТ. Образцы, 
которые давали положительную реакцию, изме­
няли цвет среды либо на желтый, либо на оран­
жевый, что свидетельствует по крайней мере о 
некотором уровне устойчивости к ФФТ, и их 
помещали в среду 2Ν6, содержащую 5 мг/л Бас­
та.

Каллюсы, давшие положительную реак­
цию в соответствии с СН-тестом, исследовали с 
помощью ПЦР на присутствие гена Ьаг.

Таблица 16
Выявление трансформированных линий каллюсов 

кукурузы 
Обработка Желтый Оранжевый

контроль(1) 0 1
контроль(2) 0 0
2:2:1 0 1*

1:1:1(1)3- 21 2§

1:1:1(2) 4 0

Таблица 1 6:
- (1) и (2) подвергали двум повторным 

обработкам;
* - эта колония давала положительную ре­

акцию в отношении люциферазы;
§ - один из этих вариантов представлял со­

бой предполагаемый агролистический случай.
Линии каллюсов, содержащие селектируе­

мый ген-маркер, исследовали в отношении экс­
прессии гена люциферазы. Отсутствие люцифе- 
разной активности являлось индикатором того, 
что каллюс может представлять собой агроли- 
стический случай. Агролистический случай яв­
ляется таковым, при котором интеграция ДНК в 
ДНК кукурузы происходит способом, аналогич-

ным встраиванию Т-ДНК, но без участия в этом 
АдгоЬасЮпит. Линии каллюсов, которые давали 
отрицательную реакцию в отношении экспрес­
сии гена люциферазы, анализировали с помо­
щью Саузерн-блоттинга. Картина полос, полу­
чаемых с помощью Саузерн-блоттинга (см. чер­
теж), показала, какие трансформанты являлись 
агролистическими по своей природе.

Таблица 1 7
Анализ линий каллюсов кукурузы, полученных после 

бомбардировки клеток кукурузы конструкциями, 
пригодными для введения Т-ДНК-вставок в клетки 

кукурузы 

Анализ
люцифе­

разы

Проалани-
зировано
(Саузерн)

Агроли-
стические
(предпола­

гаемые)

Био-
балли-
стиче-
ские

Агро/
био-

балли-
стиче-
ские

1ис+ 12 6 6
1ис- 11 9 4 3 2
не анали­
зировали
5

Из таблицы видно, что из 23 линий клеток, 
проанализированных в этом эксперименте, 11 
лишены люциферазной активности, а в 9 из них, 
проанализированных с помощью Саузерн- 
блоттинга, 4 содержали только Т-ДНК-
подобные вставки и 2 содержали как Т-ДНК- 
подобные вставки, так и типичные вставки, по­
лучаемые после использования небиологическо­
го (в данном случае биобаллистического) мето­
да введения ДНК.

Пример 1 4. Трансформация каллюса куку­
рузы, имеющей генотип С000526, путем бом­
бардировки клеток каллюса типа I, полученных 
из незрелых зиготических зародышей, и выде­
ление трансформированного каллюса с помо­
щью фосфинотрицина в качестве селектирую­
щего агента.

Каллюсы получали путем посева на пла­
стинах незрелых зародышей генотипа СС00526, 
как описано у Ко/1е1 и др., В1о1есЬпо1о§у, 11: 
194-200, 1993.

Культуры еженедельно пересевали в под­
держивающую среду (2ЭС4 + 0,5 мг/л 2,4-Д) и 
колонии клеток, взятых через 2-3 дня после пе­
ресева, помещали на 3-5 ч на среду 2ОС4, со­
держащую 12% сахарозы. 16 кусочков каллюса- 
мишени на пластину размещали в виде кольца 
диаметром 8-10 мм. Каллюс подвергали бом­
бардировке смесью плазмид, несущих гены νίτ 
(р^м^АбЮЕ рпы^АбНО2) и Т-ДНК плазмиды- 
мишени (рЬагВВ1ис или рАУМ1), используя 
устройство типа ΡΟδ-1000/Не. В клетки вводи­
ли либо одинаковые количества (1:1:1) У1гЭ1, 
У1гО2 и 35δ^τ Т-ДНК-мишени (в сумме по 1,3 
мкг каждого компонента на 2 выстрела), либо 
избыток генов νίτ (2:2:1 мкг на 2 выстрела). 
Также может быть включена экспрессируемая 
ДНК гена νίτΕ2.

Плазмиды осаждали на золотые частицы 
размером 0,3 или 1 мкм в основном в соответст­
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вии с описанной выше и опубликованной про­
цедурой фирмы ВюКай. Частицы вводили, ис­
пользуя давление гелия для выброса 650 фун- 
тов/кв. дюйм. Каждую пластину-мишень об­
стреливали дважды. После инкубации в течение 
ночи мембраны с каллюсами переносили в све­
жую поддерживающую среду, содержащую 2% 
сахарозы. Еще через 2 недели требуемый кал- 
люс (имеющий морфологическое строение, ти­
пичное для типа I) пересевали в поддерживаю­
щую среду, содержащую 1 20 мг/л Баста (ФФТ). 
Через 4 недели выросший каллюс переносили в 
свежую поддерживающую среду, содержащую 
30 мг/л Баста.

Каллюс для селекции пересевали в течение 
полных 8 недель, после чего выживший и вы­
росший каллюс переносили на стандартную 
регенерирующую среду для получения расте­
ний.

Все регенерированные растения исследо­
вали на устойчивость к ФФТ с помощью теста 
на основе хлорфенола красного (СК). В этом 
методе анализа используют чувствительный к 
значению рН индикатор-краситель, который 
показывает, какие клетки растут в присутствии 
ФФТ. Растущие клетки вызывают изменение 
значения рН в среде и возвращают индикатору 
желтый цвет (из красного). С помощью этого 
теста легко выявить растения, экспрессирующие 
ген устойчивости к ФФТ. Растения, которые 
дали положительную реакцию в соответствии с 
СК-тестом, исследовали с помощью ПЦР на 
присутствие гена Ъаг.

Растения, содержащие селектируемый 
маркерный ген, исследовали в отношении экс­
прессии гена люциферазы. Отсутствие люцифе- 
разной активности является индикатором того, 
что каллюс может представлять собой агроли- 
стический случай. Агролистический случай яв­
ляется таковым, при котором интеграция ДНК в 
ДНК кукурузы происходит способом, аналогич­
ным встраиванию Т-ДНК, но без участия в этом 
АдгоЪас!егшт. Растения, которые давали отри­
цательную реакцию в отношении экспрессии 
гена люциферазы, анализировали с помощью 
Саузерн-блоттинга. Картина полос, полученных 
с помощью Саузерн-блоттинга, показала, какие 
трансформанты являются агролистическими по 
своей природе.

Пример 15.
Трансформация протопластов кукурузы генами 
νίΓ и последовательностью Т-ДНК-мишенью.

Способы получения протопластов из сус­
пензионных культур 2еа таук и трансформации 
с помощью ДНК описаны в патенте США 
5350689.

ДНК, применяемые для трансформации 
протопластов, состоят, например, из смеси ДНК 
плазмид р358АйШ1, р358АйЬИ2 и Т-ДНК 
плазмиды-мишени (рЪагКВ1ис или рАУМ1). 
Также может быть включена экспрессируемая 
ДНК гена νίιΈ2 (см. пример 7). Каллюс получа­

ли из протопластов и растения регенерировали, 
как описано выше, с использованием фосфинот- 
рицина в качестве селектирующего агента. 
Клетки, полученные из трансформированных 
протопластов, обычно отбирают, подвергая се­
лекции с 3-5 мг/л ФФТ через 10 дней после об­
работки с помощью ДНК.

Все регенерированные растения исследо­
вали на устойчивость к ФФТ с помощью теста 
на основе хлорфенола красного (СК). В этом 
методе анализа используют чувствительный к 
значению рН индикатор-краситель, который 
показывает, какие клетки растут в присутствии 
ФФТ. Растущие клетки вызывают изменение 
значения рН в среде и возвращают индикатору 
желтый цвет (из красного). С помощью этого 
теста легко выявить растения, экспрессирующие 
ген устойчивости к ФФТ. Растения, которые 
дали положительную реакцию в соответствии с 
СК-тестом, исследовали с помощью ПЦР на 
присутствие гена Ъаг.

Растения, содержащие селектируемый 
маркерный ген, исследовали в отношении экс­
прессии гена люциферазы. Отсутствие люцифе- 
разной активности является индикатором того, 
что каллюс может представлять собой агроли- 
стический случай. Агролистический случай яв­
ляется таковым, при котором интеграция ДНК в 
ДНК кукурузы происходит способом, аналогич­
ным встраиванию Т-ДНК, но без участия в этом 
АдгоЪас!егшт. Растения, которые давали отри­
цательную реакцию в отношении экспрессии 
гена люциферазы, анализировали с помощью 
Саузерн-блоттинга. Картина полос, полученных 
с помощью Саузерн-блоттинга, показала, какие 
трансформанты имели Т-ДНК-подобную встав­
ку. Для подтверждения природы вставок может 
быть проведено клонирование и секвенирование 
пограничных последовательностей.

Хотя выше подробно описано лишь неко­
торое количество типовых вариантов осуществ­
ления настоящего изобретения, для специали­
стов в данной области очевидно, что в эти вари­
анты могут быть внесены различные изменения, 
не выходящие за объем настоящего изобрете­
ния. Предполагается, что все такие модифика­
ции включены в объем настоящего изобретения.
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ПЕРЕЧЕНЬ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ
(1) ОБЩАЯ ИНФОРМАЦИЯ:

(1) ЗАЯВИТЕЛЬ:
(A) НАИМЕНОВАНИЕ: СIΒА-СЕIСΥ АС
(B) УЛИЦА: К1уЬескк1гакке 141
(C) ГОРОД: Базель
(Е) СТРАНА: Швейцария
(Р) ПОЧТОВЫЙ КОД (ΖΈΓ): 4002
(С) ТЕЛЕФОН: +41 61 691111
(H) ТЕЛЕФАКС: +41 61 6967976
(I) ТЕЛЕКС: 962 991
(ίί) НАЗВАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ: Улуч­

шенный способ интеграции экзогенной ДНК, 
введенной в эукариотические клетки

(ΐΐΐ) КОЛИЧЕСТВО ПОСЛЕДОВАТЕЛЬ­
НОСТЕЙ: 23

(ίν) ФОРМА ПРЕДСТАВЛЕНИЯ ДЛЯ 
КОМПЬЮТЕРА:

(A) ТИП НОСИТЕЛЯ: флоппи-диск
(B) КОМПЬЮТЕР: ГОМ РС, совместимый
(C) ОПЕРАЦИОННАЯ СИСТЕМА: РС- 

ПО8/М8ГОО8
(Ό) ПРОГРАММНОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ: 

РакепНп Ке1еаке #1.0, версия #1.25 (ЕРО)

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81Р) II) ΝΘ: 1:

(1) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 27 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(Ό) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(111) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет
(ίν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет
(\ί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81Р) ГО ИО: 1:
С.\\ТС.\С/\СР. АТАТАТКЫКЫ

ЛИСТКАИ 27
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(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е0 ΙΌ ΝΟ: 2:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 27 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(И) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(н) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Е(,) ГО ΝΟ: 2: 
ООТООСАООА

ОТОТААА
ТАТАТИЫИНИ

27

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 3:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 12 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(И) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Е0 ГО ΝΟ: 3:
ОАТСССТОСА ОА 12

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 4:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 12 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(Ό) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ΐΐ) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет

(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­
СТИ: 8Е0 ГО ΝΟ: 4:

АОСТТСТОСА ОО 12

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 5:

(Ϊ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 1 50 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(Ό) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ΐΐ) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет

(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­
СТИ: 8Е0 ГО ΝΟ: 5:
АТСГССАСТС АОСТААОООА ТОА0ОСАСАА ТСССАСТАТС СТТСОСААСА СССТТССТСТ 60

АТАТААООАА СТГСАЗТГСА ТПОСЙСАОЗ САТСОСТОСА ОСАСАООСТС АААТСАССАС 120

ТСТСТСТСТА САААТСГАТС ТСТСТСТАТСЗ 150

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81 ■'.(,) ГО ΝΟ: 6:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 154 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(ϋ) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ΐΐ) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Е0 ГО ΝΟ: 6:
САТССАТАСА САСАСАТАСА ТТТСТДСАСА САСАСТЭСТЗ АТГТСАСССТ СТССТСЗСАСС 60

САТСССТСТС САААТСАААТ СААСТТСОТГ АТАТАСАССА АОЭЗТСТТСС СААССАТАСТ 120

СОЗАТТСТСС СТСАТСССГГ АОСТСАСТОС АСАТ 154

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81 ■'.(,) ГО ΝΟ: 7:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 33 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(ϋ) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Е0 ГО ΝΟ: 7:
АТССООСАОО АТАТАТАССО

ТТОТААТТСТ ОСА 33

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е0 ГО ΝΟ: 8:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 20 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(И) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ΐΐ) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐΐί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χΐ) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81%) ГО ΝΟ: 8:
ССАСТАТССТ ТСОСААОАСС 20

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81%) ГО ΝΟ: 9:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(А) ДЛИНА: 1 5 пар оснований
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(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8ЕЦ ГО ΝΟ: 9:
ТСОАОТТОСА ТОСАО 15

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8НЦ ГО ΝΟ: 10:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 17 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ϋ) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ϋι) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χι) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8ЕЦ ГО ΝΟ: 10:
ОАТСОСАОСА ТОССТАО 17

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8НЦ ГО ΝΟ: 11:

(1) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 45 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце-

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ϋι) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Е() ГО ΝΟ: 11:
ОАТСААОСТТ ТТОАТОАААО

ААТАСОТТАТ ТСТТТСАТСА АОАТС 45

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8НЦ ГО ΝΟ: 12:

(1) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 46 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце-

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8ЕЦ ГО ΝΟ: 12:
АОСТАСТОСА ОТТОАТОААА

ОААТАСОТТА ТТСТТТСАТС ААСТАО 46

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 13:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 45 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ϋ) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8НС) ГО ΝΟ: 13:
ОАТСААОСТТ ТТОАТОАААО

ААТАСОТТАТ ТСТТТСАТСА АОАТС 45

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 14:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 35 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8НС) ГО ΝΟ: 14:
ААТТСАТООА ТСТТТСТООС

ААТОАОАААТ ССАОО 35

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 15:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 62 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ΐν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8НС) ГО ΝΟ: 15:
СТСЗССТТССС ТГСТАСТССС ССААСТСССТ СТССТАССАС СЗССТСОЗАСА ССТАССССССЗ 60

АТ 62

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 16:

(ί) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(A) ДЛИНА: 56 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(Б) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет
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(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Г() ГО ΝΟ: 16:
соооостлсо ютоваеос стостаоомз «зазилтаз ссгастагад охаяв 56

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8ГС) ГО ΝΟ: 17:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 53 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(3) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Е0 ГО ΝΟ: 17:
ААТГСТСААА АСАСАССАСА СТСАССТСОА СТСАСАСТСС СА.ТСААОСАС САТ 53

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8Е() ГО ΝΟ: 18:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 51 пара оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(3) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(111) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 8Р() ГО ΝΟ: 18:
ТАТССТГСТА СТСССССААС ТСССТСТССТ АССАООССТС ОЕАСАССТАС С 51

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 8РС) ГО ΝΟ: 19:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 54 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(3) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(11) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ΐίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81%) ГО ΝΟ: 19:
ААГГСССТАС СТСГООСЙОС ОетаСТАСОА САОООАСТТС ОООСАСТАЙА АОСА 54

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81%) ГО ΝΟ: 20:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 45 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(Ώ) ТОПОЛОГИЯ: линейная

(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81%) ГО ΝΟ: 20:
СΟΑΑТТСΟСТ ΑΟСΑТСΟΑТΑ

ΟΑТСТΟΟТΑС СΑΑΑΟСТТСТ СΟΑΟТ 45

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81%) ГО ΝΟ: 21:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 53 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: одноце­

почечная
(Ώ) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81%) ГО ΝΟ: 21:
АССТАСТССА СААОСТТТСС ТАССАОАТСТ АТССАТССТА СОЗААТТССС АТС 53

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81%) ГО ΝΟ: 22:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 33 пары оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(3) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81%) ГО ΝΟ: 22:
ΑТССΟΟСΑΟΟ ΑТΑТΑТΑССΟ

ТТΟТΑΑТТСТ ΟСΑ 33

(2) ИНФОРМАЦИЯ О ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ 81%) ГО ΝΟ: 23:

(ΐ) ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОСЛЕДОВА­
ТЕЛЬНОСТИ:

(Α) ДЛИНА: 35 пар оснований
(B) ТИП: нуклеиновая кислота
(C) ХАРАКТЕРИСТИКА ЦЕПИ: двухце­

почечная
(3) ТОПОЛОГИЯ: линейная
(ίί) ТИП МОЛЕКУЛЫ: ДНК (геномная)
(ίίί) ГИПОТЕТИЧНОСТЬ: нет 
(ϊν) АНТИСМЫСЛОВАЯ: нет 
(χί) ОПИСАНИЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНО­

СТИ: 81%) ГО ΝΟ: 23:
ΑΑТТСΑТΟΟΑ ТСТТТСТООС

ΑΑТСΑСΑΑΑТ ^ΑΟΟ 35

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Способ интеграции экзогенной ДНК в 
геном растительной клетки, отличающийся тем,
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что включает трансформацию этой клетки ука­
занной ДНК, связанной с пограничными после­
довательностями Т-ДНК, и, по крайней мере, 
одной вспомогательной последовательностью 
ДНК или РНК, обеспечивающей экспрессию в 
растительной клетке одного или более белков, 
опосредующих интеграцию экзогенной ДНК, 
причем эти белки кодируются участком νίτ Τι 
или К1-плазмид агробактерий таким образом, 
чтобы данные белки присутствовали в расти­
тельной клетке в достаточном количестве после 
проникновения экзогенной ДНК в растительную 
клетку и до того, как произойдет интеграция 
экзогенной ДНК в геном растительной клетки.

2. Способ по п. 1 , отличающийся тем, что 
экзогенную ДНК и вспомогательные последова­
тельности ДНК или РНК вводят в растительную 
клетку одновременно.

3. Способ по п. 1 , отличающийся тем, что 
один или несколько белков, опосредующих ин­
теграцию экзогенной ДНК, кодируются участ­
ком νίΓΌ1, νίΓΌ2, УиС1, УиС2 или УпЕ2.

4. Способ по п.3, отличающийся тем, что 
один или несколько белков, опосредующих ин­
теграцию экзогенной ДНК, кодируются участ­
ком νίΓΌ2, или комбинацией νπΌ1 и νίΓΌ2, или 
комбинацией νΐιΟ1, νίιΌ2 и νίτΕ2.

5. Способ по п.3, отличающийся тем, что 
один или несколько белков, опосредующих ин­
теграцию экзогенной ДНК, кодируются участ­
ком νίΓΌ2.

6. Способ по п. 1 , отличающийся тем, что 
экзогенная ДНК, связанная с пограничными 
областями Т-ДНК агробактерий, представляет 
собой фрагмент растительного вирусного век­
тора.

7. Способ по п. 1 , отличающийся тем, что 
вспомогательная последовательность ДНК 
представляет собой фрагмент растительного 
вирусного вектора.

8. Способ по п. 1, отличающийся тем, что 
экзогенная ДНК, связанная с пограничными 
последовательностями Т-ДНК агробактерий, и 
вспомогательная последовательность ДНК 
представляют собой фрагмент растительного 
вирусного вектора.

9. Способ по п.1, отличающийся тем, что 
растительная клетка представляет собой клетку 
двудольного растения.

10. Способ по п.9, отличающийся тем, что 
двудольное растение выбирают из группы, 
включающей табак, хлопчатник, масличный 
рапс и сою.

11. Способ по п. 1 , отличающийся тем, что 
растительная клетка представляет собой клетку 
однодольного растения.

12. Способ по п.11, отличающийся тем, что 
однодольное растение выбирают из группы, 
включающей кукурузу, пшеницу и рис.

1 3. Способ по п. 1 , отличающийся тем, что 
экзогенная ДНК представляет собой химерный 
ген.

14. Способ по п.13, отличающийся тем, что 
химерный ген обеспечивает экспрессию белка в 
растительной клетке.

1 5. Способ по п.2, отличающийся тем, что 
экзогенная ДНК, связанная с пограничными 
последовательностями Т-ДНК агробактерий, и 
вспомогательная последовательность ДНК яв­
ляются фрагментами одной молекулы ДНК.

1 6. Способ получения фертильного транс­
генного растения с интегрированной в геном 
экзогенной ДНК, связанной с пограничными 
последовательностями Т-ДНК агробактерий, 
включающий интеграцию экзогенной ДНК в 
геном растительной клетки в соответствии со 
способом по п. 1 и регенерацию фертильного 
трансгенного растения из трансформированной 
растительной клетки.

17. Способ по п.16, отличающийся тем, что 
получают фертильное трансгенное растение, 
выбранное из группы, включающей табак, 
хлопчатник, масличный рапс, сою, кукурузу, 
пшеницу и рис.

18. Способ по п.16, отличающийся тем, что 
получают фертильное трансгенное растение, 
выбранное из группы, включающей кукурузу, 
пшеницу, овес, рожь, сорго, рис, ячмень, просо, 
дернообразующие и кормовые травы, а также 
хлопчатник, сахарный тростник, сахарную свек­
лу, масличный рапс, бананы, тополь, орех, табак 
и сою.



111 001039 112

Фиг. 1А

Фиг. 1Б

Фиг. 2

Приемлемый: *. Соединительный участок 4 августа 1995 13:25

1 50
1. Соед.уч-ок ССАТСССССА ААСААААТАТ ТАТАТТАТТА АСАТТАССТТ ССТССААСАА

2а. ССАТСССССА ТТАТСТТТАА ТАТАТССАСА СТААААТСАС АССААТТАСА
2Ь. ССАТСССССС САСТАААСАТ ТСТТТСАТАС АТАТСААТСА АСААААСАСТ
3. ССАТСССССА ААСАААССАС САААТСАТАА ТТАТТАТТАС ТТСТСАТААС
5. ССАТСССССА ТСАСТАСААА ТССАТ1СААА АТСТТСАаТС АТСАТТАСАТ

НЬ. ССАТССддса ддаЬаЬаЬас сдсЬдЬааЬЬ сТССА..........................................

Соед.уч-ок - соединительный участок

Фиг. 3
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Фиг. 4А

Фиг. 4Б

Фиг. 4Д

Фиг. 4Β



115 001039 116

Фиг. 5А

Фиг. 5Б

Фиг. 6

Фиг. 7



117 001039 118

Фиг. 8 Фиг. 11

Фиг. 9

Фиг. 1 2

Фиг. 1 0

Фиг. 1 3



119 001039 120

Фиг. 14 Фиг. 17А

Фиг. 1 5

Фиг. 17Б

Фиг. 1 6
Фиг. 1 8



121 001039 122

Фиг. 21

Фиг. 20

Фиг. 22



123 001039 124

Фиг. 25

Фиг. 24

Фиг. 26
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