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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ 
РАСТЕНИЙ ЛЬНА-ДОЛГУНЦА 
(LINUM USITATISSIMUM L.) 

ХИМЕРНЫМ ГЕНОМ GFP-TUA6 ДЛЯ 
ВИЗУАЛИЗАЦИИ МИКРОТРУБОЧЕК

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïî àãðîáàêòåðèàëü-
íîé òðàíñôîðìàöèè ðÿäà ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà, ðàé-
îíèðîâàííûõ â Ðåñïóáëèêå Áåëàðóñü è Óêðàèíå, ïëàç-
ìèäîé, êîòîðàÿ ñîäåðæèò õèìåðíûé ãåí GFP-TUA6
è ñåëåêòèâíûé ãåí nptII. Ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåí-
òîâ ó÷èòûâàëè ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñôîðìàöèè, à èìåííî îïòè÷åñêóþ ïëîò-
íîñòü, âðåìÿ èíîêóëÿöèè ýêñïëàíòîâ ñ àãðîáàêòå-
ðèåé è óñëîâèÿ êîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà ñåëåêòèâ-
íîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé êàíàìèöèí â êîíöåíòðàöèè 
100 ìã/ë, îòîáðàíû ëèíèè, òðàíñãåííàÿ ïðèðîäà 
êîòîðûõ ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-àíàëèçà. 
Ýêñïðåññèþ õèìåðíîãî ãåíà GFP-TUA6 èçó÷àëè ñ 
ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ìèêðîñêîïèè. Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ëèíèè â äàëüíåéøåì ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ óãëóáëåííîãî èçó÷åíèÿ ðîëè ìèêðî-
òðóáî÷åê â ôîðìèðîâàíèè âîëîêîí, à òàêæå ìåõàíè-
÷åñêîé óñòîé÷èâîñòè ê ïîëåãàíèþ ó ëüíà-äîëãóíöà.

Ââåäåíèå. Ëåí âîçäåëûâàåòñÿ êàê òåõíè-
÷åñêàÿ êóëüòóðà â òå÷åíèå óæå ìíîãèõ òûñÿ÷ 
ëåò, è íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè îá-
íàðóæèòü ñëåäû ëüíÿíûõ âîëîêîí â ïåùåðàõ 
Ãðóçèè åùå ïåðèîäà ïàëåîëèòà (30 òûñ. ëåò 
òîìó íàçàä) [1]. Ëüíÿíîå âîëîêíî ÿâëÿåòñÿ 
îäíèì èç ñàìûõ êðåïêèõ ðàñòèòåëüíûõ âîëî-
êîí, ïîýòîìó åãî èñïîëüçóþò â îñíîâíîì äëÿ 
ïîëó÷åíèÿ òåêñòèëÿ è óñèëåíèÿ êîìïîçèöè-
îííûõ ìàòåðèàëîâ [2].

×ðåçâû÷àéíî äëèííûå âîëîêíà ëüíà îá-
ðàçóþòñÿ íà âíåøíèõ òêàíÿõ ñòåáëÿ ìåæäó 
ôëîýìîé è ýïèäåðìèñîì è äîñòèãàþò äëèíû 
îêîëî 7 ñì. Èçâåñòíî, ÷òî íàïðàâëåííûé ðîñò 
ðàñòèòåëüíîé êëåòêè îáóñëîâëåí îòëîæåíèåì 
è èçìåíåíèÿìè êîìïîíåíòîâ êëåòî÷íîé ñòåí-
êè ïîä äåéñòâèåì òóðãîðíîãî äàâëåíèÿ. Êëþ-
÷åâûì ðåãóëÿòîðíûì ýëåìåíòîì àíèçîòðîïíî-
ãî ðîñòà è, ñîîòâåòñòâåííî, êëåòî÷íîé ôîðìû 
ÿâëÿåòñÿ íàïðàâëåííîå îòëîæåíèå öåëëþëîç-
íûõ ôèáðèëë [3]. Â îòëîæåíèè æå âîëîêîí 
îïðåäåëÿþùóþ ðîëü èãðàåò öåëëþëîçîñèíòàç-
íûé êîìïëåêñ, ãåíû êîòîðîãî ñåé÷àñ èíòåí-
ñèâíî èçó÷àþòñÿ ó ëüíà [4]. Ïëàçìàòè÷åñ-
êèå öåëëþëîçîñèíòàçíûå êîìïëåêñû, ëîêà-
ëèçîâàííûå íà ìåìáðàíå è îáåñïå÷èâàþùèå 
ñèíòåç ìèêðîôèáðèëë, ñâÿçûâàþòñÿ ñ ìèêðî-
òðóáî÷êàìè è äâèæóòñÿ âäîëü êîðòèêàëüíûõ 
ìèêðîòðóáî÷åê [3]. Íà ïðîòÿæåíèè äîñòàòî÷-
íî äëèòåëüíîãî îòðåçêà âðåìåíè íàêîïëåíî 
ìíîãî äîêàçàòåëüñòâ òîãî, ÷òî ìèêðîòðóáî÷êè, 
áëàãîäàðÿ êîòîðûì îñóùåñòâëÿåòñÿ äîñòàâêà 
ñòðîèòåëüíîãî ìàòåðèàëà öåëëþëîçíûõ âîëî-
êîí, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îïðåäåëÿþò êîð-
ðåêòíîå îòëîæåíèå è îðèåíòàöèþ ïðî÷íûõ 
öåëëþëîçíûõ ôèáðèëë â ðàñòåíèÿõ [5–7]. 

Ðåçóëüòàòû ïðîòåîìíîãî àíàëèçà âîëîêîí 
ëüíà ïîäòâåðæäàþò òîò ôàêò, ÷òî â áåëêîâîì 
ýêñòðàêòå âîëîêîí íàõîäèòñÿ íàìíîãî áîëü-
øå ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà, 
òàê æå êàê è áåëêîâ, îòâåòñòâåííûõ çà âåçè-
êóëÿðíûé òðàíñïîðò, ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãè-
ìè îêðóæàþùèìè òêàíÿìè [8]. Òàê, âîëîêíà 
ïî ìåíüøåé ìåðå â 1,5 ðàçà áîëüøå îáîãàùå-
íû òóáóëèíîì è àêòèíîì. Ýòèõ áåëêîâ ìî-
æåò áûòü áîëüøå â âîëîêíàõ ïî ñðàâíåíèþ 
ñ ôðàêöèåé íå ñîäåðæàùèõ èõ êëåòîê èç-çà 
ðàçëè÷èé, â ÷àñòíîñòè â àðõèòåêòóðå è â ñî-
îòíîøåíèè ïîâåðõíîñòè/îáúåìà óêàçàííûõ 
êëåòîê. Â äîïîëíåíèå ê ýòîìó îòíîñèòåëü-
íî ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå öèòîñêåëåòíûõ 
áåëêîâ â âîëîêíàõ, ïðèâîäÿùåå ê óòîëùåíèþ 
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êëåòî÷íîé ñòåíêè, ìîæåò óêàçûâàòü íà ðîëü 
öèòîñêåëåòà â îòëîæåíèè öåëëþëîçû è äðó-
ãèõ êîìïîíåíòîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè. Ïðåä-
ïîëàãàþò, ÷òî â ðàçâèâàþùèõñÿ âîëîêíàõ 
ëüíà ñóùåñòâóåò òàêæå àêòèâíàÿ ñåêðåòîðíàÿ 
ñèñòåìà, ó÷àñòâóþùàÿ â äîñòàâêå íåöåëëþ-
ëîçíûõ ïîëèñàõàðèäíûõ êîìïîíåíòîâ â êëå-
òî÷íóþ ñòåíêó; äîïóñêàþò, ÷òî îáîãàùåíèå 
ìèîçèíîì, äèíàìèí-ïîäîáíûìè áåëêàìè è 
èíãèáèòîðîì äèññîöèàöèè ÃÄÔ òàêæå ñîãëà-
ñóåòñÿ ñ ïðîöåññàìè ðàçâèòèÿ,  êîòîðûå íàè-
áîëåå àêòèâíî âûðàæåíû â ýòèõ êëåòêàõ. 

Î÷åâèäíî, ÷òî è äðóãèå êîìïîíåíòû öèòî-
ñêåëåòà, à íå òîëüêî òå, êîòîðûå èãðàþò ñòðóê-
òóðíóþ ðîëü (íàïðèìåð, òóáóëèí è àêòèí), ìî-
ãóò ïðîÿâëÿòü äîïîëíèòåëüíûå ôóíêöèè, ñïå-
öèôè÷åñêè ñâÿçàííûå ñ ñåêðåöèåé è èíûìè 
àñïåêòàìè îòëîæåíèÿ âòîðè÷íîé êëåòî÷íîé 
ñòåíêè [9]. Ðåçóëüòàòû íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé, 
îáîáùåííûå â îáçîðå [3], ñâèäåòåëüñòâóþò î 
òîì, ÷òî ðàíåå èäåíòèôèöèðîâàííûé ìóòàíò 
àðàáèäîïñèñà pom2 êîäèðóåò áîëüøîé öåë-
ëþëîçîñèíòàçíûé âçàèìîäåéñòâóþùèé áåëîê 
(CSI1), êîòîðûé ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåò 
ìèêðîòðóáî÷êè. 

Äàëüíåéøèå ðàáîòû â íàïðàâëåíèè èçó÷å-
íèÿ êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ 
öåëëþëîçîñèíòàçíîãî êîìïëåêñà è ìèêðîòðó-
áî÷åê, à òàêæå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîñëåäíèõ ñ 
ôîðìèðóþùèìèñÿ ìèêðîôèáðèëëàìè ëüíÿ-
íûõ âîëîêîí ìîãóò îòêðûòü íîâûå âîçìîæíî-
ñòè äëÿ ñîçäàíèÿ ñîðòîâ ëüíà ñ óñòîé÷èâîñòüþ 
ê ïîëåãàíèþ. Ïîñêîëüêó ëåí ÿâëÿåòñÿ âàæíîé 
òåõíè÷åñêîé êóëüòóðîé äëÿ Óêðàèíû, ðàíåå 
íàìè áûëè ïðîâåäåíû ðàáîòû ïî ââåäåíèþ â 
êóëüòóðó in vitro ðàçíûõ ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà 
îòå÷åñòâåííîé è çàðóáåæíîé ñåëåêöèè, õàðàê-
òåðèçóþùèõñÿ ðàçëè÷íîé óñòîé÷èâîñòüþ ê 
ïîëåãàíèþ [10], è ýòîò ìàòåðèàë ìîæåò áûòü 
ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàí äëÿ ïîäîáíîãî ðî-
äà èññëåäîâàíèé. Äëÿ ðàçðàáîòêè óäîáíûõ 
ìîäåëåé íà îñíîâå èñïîëüçóåìîãî íàìè ìà-
òåðèàëà ñ öåëüþ óãëóáëåííîãî èçó÷åíèÿ ðî-
ëè ìèêðîòðóáî÷åê â ïðîöåññàõ îòëîæåíèÿ, 
îðèåíòàöèè è ïîääåðæàíèÿ ñòðóêòóðû ëüíÿ-
íîãî âîëîêíà ìîæíî èñïîëüçîâàòü õèìåðíûé 
ãåí òóáóëèíà, ñëèòûé ñ ðåïîðòåðíûì ãåíîì 
çåëåíîãî ôëþîðåñöåíòíîãî áåëêà (GFP) èç 
ìåäóçû Aequorea victoria [11], ýêñïðåññèÿ êî-
òîðîãî ïîçâîëÿåò âèçóàëèçèðîâàòü ðàçëè÷íûå 

ïîñòðîåíèÿ ìèêðîòðóáî÷åê in vivo â ðàñòè-
òåëüíûõ êëåòêàõ [12, 13] è èçó÷àòü îñîáåííîñ-
òè èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ [14]. Îäíàêî ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî ñîîáùåíèÿ î ðàçðàáîòêå 
óñïåøíûõ ìåòîäèê ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìà-
öèè ðàñòåíèé ëüíà-äîëãóíöà êîíñòðóêöèÿìè, 
êîòîðûå ñîäåðæàò ãåí, êîäèðóþùèé GFP, â 
ñâÿçêå ñ ãåíàìè, îòâå÷àþùèìè çà áèîñèí-
òåç äðóãèõ áåëêîâ, ïîêà íåìíîãî÷èñëåííû [15]. 

Ïîýòîìó öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ –
ðàçðàáîòàòü ýôôåêòèâíûé ìåòîä ãåíåòè÷å-
ñêîé òðàíñôîðìàöèè íàèáîëåå ðåãåíåðàöèîí-
íî-ñïîñîáíûõ ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà ñ ïîìî-
ùüþ Agrobacterium tumefaciens, êîòîðàÿ íåñåò 
õèìåðíûé ãåí òóáóëèíà TUA6 èç Arabidopsis 
thaliana, ñëèòûé ñ ðåïîðòåðíûì ãåíîì GFP, 
ïîëó÷èòü òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñ öåëåâûì 
ãåíîì, îñóùåñòâèòü èõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêèé àíàëèç è èçó÷èòü ýêñïðåññèþ ïåðåíå-
ñåííîãî ãåíà â êëåòêàõ òðàíñãåííûõ ëèíèé. 

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè 11 ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà îòå÷åñòâåí-
íîé è çàðóáåæíîé ñåëåêöèè. Ñåìåíà ñîðòîâ 
Âðó÷èé, Çîðÿ 87, Ðóøíû÷oê, Ñâèòàíîê, Òîì-
ñêèé 16, Óêðàèíñêèé 3 ëþáåçíî ïðåäîñòàâ-
ëåíû Èíñòèòóòîì ëóáÿíûõ êóëüòóð è ôèòî-
ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ñûðüÿ ÍÀÀÍ Óêðàèíû, 
ñåìåíà ñîðòîâ Âåñíà, Âèòà, Äàøêîâñêèé, Ê-65 
è Íèâà – Èíñòèòóòîì öèòîëîãèè è ãåíåòèêè 
ÍÀÍ Áåëàðóñè. Ìåòîäèêè ââåäåíèÿ â êóëüòó-
ðó in vitro, ðåãåíåðàöèè ïîáåãîâ èç ñåãìåí-
òîâ ãèïîêîòèëåé ëüíà, èõ ðîñòà è óêîðåíå-
íèÿ, à òàêæå âñå íåîáõîäèìûå äëÿ ýòèõ ïðî-
öåññîâ ñðåäû ðàçðàáîòàíû è îïèñàíû íàìè 
ðàíåå [10].

Äëÿ ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ëüíà-
äîëãóíöà èñïîëüçîâàëè ñóïåðâèðóëåíòíûé 
øòàìì Agrobacterium tumefaciens LBA4404, íå-
ñóùèé áèíàðíûé âåêòîð pBI121, Ò-ÄÍÊ êî-
òîðîãî ñîäåðæàëà õèìåðíûé ãåí GFP-TUA6 
ïîä êîíòðîëåì 35S ïðîìîòîðà âèðóñà ìîçàè-
êè öâåòíîé êàïóñòû (CaMV). Â êà÷åñòâå ñå-
ëåêòèâíîãî ìàðêåðíîãî ãåíà âåêòîðíàÿ êîíñò-
ðóêöèÿ ñîäåðæàëà ãåí nptII, îáåñïå÷èâàþùèé 
óñòîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó [12]. Êîíñòðóê-
öèÿ (ðèñ. 1) ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ä-ðîì 
T. Õàøèìîòî (Èíñòèòóò íàóêè è òåõíîëîãèè 
Íàðà, ßïîíèÿ).  

Äëÿ ïîäáîðà óñëîâèé ñ öåëüþ îáåñïå÷åíèÿ 
ýôôåêòèâíîé ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè 
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ëüíà ñíà÷àëà ïðîâåëè ýêñïåðèìåíòû ïî îïðå-
äåëåíèþ ñåëåêòèâíîé êîíöåíòðàöèè êàíàìè-
öèíà êàê ñåëåêòèâíîãî àãåíòà. Ñ ýòîé öåëüþ 
â ñðåäó äëÿ ðåãåíåðàöèè ïîáåãîâ ëüíà äîáàâ-
ëÿëè êàíàìèöèí â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ 
(50–200 ìã/ë) è ðàçìåùàëè íà íåé ýêñïëàí-
òû øåñòèñóòî÷íûõ àñåïòè÷åñêèõ ïðîðîñòêîâ 
ñåìÿí ëüíà-äîëãóíöà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ 
èñïîëüçîâàëè ñðåäó áåç ñåëåêòèâíîãî àãåíòà. 
Ýêñïëàíòû èíêóáèðîâàëè â óñëîâèÿõ ðàñ-
ñåÿííîãî ñâåòà â òå÷åíèå òðåõ íåäåëü ïðè 
16-÷àñîâîì ñâåòîâîì ïåðèîäå è òåìïåðàòóðå 
24–26 °Ñ. Äëÿ êàæäîé îòäåëüíîé êîíöåíòðà-
öèè ïðîâîäèëè îïûòû â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Äëÿ òðàíñôîðìàöèè ýêñïëàíòû ãèïîêîòè-
ëåé øåñòèñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ëüíà èíêóáè-
ðîâàëè â ñóñïåíçèè êëåòîê íî÷íîé êóëüòóðû 
Agrobacterium tumefaciens. Ñ ýòîé öåëüþ áàêòå-
ðèè íàðàùèâàëè  â ñðåäå LB [16] c äîáàâëåíè-
åì 50 ìã/ë êàíàìèöèíà è 100 ìã/ë ðèôàìïè-
öèíà íà îðáèòàëüíîì øåéêåðå (200 îá./ìèí) 
ïðè òåìïåðàòóðå 28 °Ñ. Çàòåì èõ öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 15 ìèí ïðè 4000 îá./ìèí, ñóïåðíàòàíò 
óäàëÿëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â æèäêîé 
ñðåäå ÌÑ áåç äîáàâëåíèÿ ñàõàðîçû è ôèòî-
ãîðìîíîâ. Äëÿ êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýêñïëàí-
òàìè èñïîëüçîâàëè àãðîáàêòåðèàëüíóþ ñóñ-
ïåíçèþ ñ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ (OD600) 
0,3–0,5. Èíîêóëÿöèþ ýêñïëàíòîâ àãðîáàêòå-
ðèåé ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷, ïîñëå ÷åãî èõ 
ïåðåíîñèëè íà ìîäèôèöèðîâàííóþ ñðåäó ÌÑ, 
ñîäåðæàùóþ 200 ìã/ë ìèî-èíîçèòîëà, 250 ìã/ë 
ÌÅS, 20 ã/ë ñàõàðîçû. Âðåìÿ êîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ àãðîáàêòåðèè è ýêñïëàíòîâ ñîñòàâëÿëî 
îò 1 äî 3 ñóò. 

Ïîáåãè ðåãåíåðèðîâàëè íà ñåëåêòèâíîé 
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 100 ìã/ë êàíàìèöèíà, à 
òàêæå 400 ìã/ë êàðáåíèöèëëèíà äëÿ ýëèìè-
íàöèè àãðîáàêòåðèè. Óêîðåíåíèå îòñåëåêòè-
ðîâàííûõ ïîáåãîâ îñóùåñòâëÿëè íà ñðåäå äëÿ 
ðîñòà è ðàçâèòèÿ ðàñòåíèé ëüíà-äîëãóíöà [10] 
â ïðèñóòñòâèè 10 ìã/ë êàíàìèöèíà. ×àñòîòó 
òðàíñôîðìàöèè îïðåäåëÿëè êàê ïðîöåíòíîå 
ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà ýêñïëàíòîâ ñ ðåãå-
íåðèðîâàâøèìè íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå ïîáå-
ãàìè ê îáùåìó ÷èñëó âçÿòûõ äëÿ ýêñïåðèìåí-
òà ýêñïëàíòîâ.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ íàëè÷èÿ ïåðåíåñåííûõ 
÷óæåðîäíûõ ãåíîâ ó îòîáðàííûõ è óêîðåíèâ-
øèõñÿ íà ñåëåêòèâíûõ ñðåäàõ ðàñòåíèé ëüíà-

äîëãóíöà è ó èõ ïîòîìñòâà Ò1 áûë ïðîâåäåí 
ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ñ ïîìî-
ùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). 
ÄÍÊ èç ðàñòåíèé âûäåëÿëè, èñïîëüçóÿ íà-
áîð Plant DNA Isolation Kit («Sigma», Ãåðìà-
íèÿ). Äëÿ ïðîâåðêè èíòåãðàöèè õèìåðíîãî 
ãåíà GFP-TUA6 â ãåíîì îòîáðàííûõ ëèíèé 
èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû ê ôðàãìåíòó ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè 35S-ïðîìîòîðà, ñèíòåçèðîâàí-
íûå â Èí-òå ïèùåâîé áèîòåõíîëîãèè è ãå-
íîìèêè â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ: 5 -GCTC-
CTACAAATGCCATCA-3  è 5 -GATAGTGGG-
ATTGTGCGTCA-3 . Ðàçìåð àìïëèôèöèðîâàí-
íîãî ôðàãìåíòà ñîñòàâëÿë 195 ï.í. Â ñîñòàâ 
ðåàêöèîííîé ñìåñè äëÿ ÏÖÐ (îáúåìîì 25 ìêë)
âõîäèëî 500 íã ãåíîìíîé ÄÍÊ, 0,1 åä. Taq-
ïîëèìåðàçû («Fermentas», Ëèòâà), 5×ÏËÐ-
áóôåð ñ ñóëüôàòîì àììîíèÿ («Õåëèêîí», ÐÔ),
200 ìêÌ êàæäîãî äÍÒÔ («Õåëèêîí», ÐÔ)
è ïðàéìåðû â óïîìÿíóòîé êîíöåíòðàöèè. Ðå-
àêöèþ ïðîâîäèëè íà àìïëèôèêàòîðå PCR 
Applied Biosystem 2720 (ÑØÀ) ïðè ñîáëþ-
äåíèè ñëåäóþùèõ óñëîâèé: ïåðâè÷íàÿ äåíà-
òóðàöèÿ – 4 ìèí ïðè 94 °C; äàëåå 25 öèê-
ëîâ: 30 ñ – 94 °C, 40 ñ – 54 °C, 1 ìèí – 
72 °C, êîíå÷íàÿ ýëîíãàöèÿ – 7 ìèí ïðè 
72 °C. Ïðîäóêòû ÏÖÐ ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ 
ýëåêòðîôîðåçà â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. 

Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè ÏÖÐ-àíàëèç íå-
êîòîðûõ îòñåëåêòèðîâàííûõ ðàñòåíèé ñ öå-
ëüþ ïðîâåðêè íàëè÷èÿ â èõ ãåíîìå êîäèðó-
þùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñåëåêòèâíîãî ìàð-
êåðíîãî ãåíà nptII. Äëÿ àìïëèôèêàöèè ó÷àñòêà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî ãåíà èñïîëüçîâàëè 
äâå ïàðû ïðàéìåðîâ: 1) 5 -AATGAACTCCA-
GGACGAGGCA-3  è 5 -GCTCTAGATCCAG-
AGTCCCGCTCAGAAG-3 , äàþùèå ôðàãìåíò 
âåëè÷èíîé 622 ï.í.; 2) 5 -GAGGCTATTCG-
GCTATGAT-3  è 5 -AATCTCGTGATGGCA-
GGTTG-3  (840 ï.í.). Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñî-
äåðæàëà 500 íã èññëåäóåìîé ÄÍÊ, 0,5 åä. 
Taq-ÄÍÊ ïîëèìåðàçû («Fermentas», Ëèòâà), 
5×ÏËÐ-áóôåð ñ ñóëüôàòîì àììîíèÿ («Õåëè-
êîí», ÐÔ), 200 ìêÌ êàæäîãî äÍÒÔ («Õåëè-

Ðèñ. 1. Ñõåìà êîíñòðóêöèè pBI121 ñ õèìåðíûì 
ãåíîì GFP-TUA6
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êîí», ÐÔ). Ðåàêöèþ äëÿ ïåðâîé ïàðû ïðàé-
ìåðîâ îñóùåñòâëÿëè ïðè ñëåäóþùèõ óñëî-
âèÿõ: ïåðâè÷íàÿ äåíàòóðàöèÿ 5 ìèí ïðè 
94 îC; äàëåå 25 öèêëîâ: 30 ñ – 94 îC, 45 ñ – 
65 îC, 40 ñ – 72 îC, êîíå÷íàÿ ýëîíãàöèÿ 
7 ìèí ïðè 72 îC; äëÿ âòîðîé ïàðû ïðàéìå-
ðîâ – ïåðâè÷íàÿ äåíàòóðàöèÿ 5 ìèí ïðè 
94 îC; çàòåì 25 öèêëîâ: 30 ñ – 94 îC, 60 ñ –
60 îC, 40 ñ – 72 îC, êîíå÷íàÿ ýëîíãàöèÿ 
7 ìèí ïðè 72 îC. Äàëåå ïðîäóêòû ðåàêöèè 
ðàçäåëÿëè â 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. 

Èíòåãðàöèþ áåëêà TUA6-GFP â íàòèâíûå 
ñòðóêòóðû ìèêðîòðóáî÷åê êëåòîê òðàíñãåí-
íûõ ëèíèé ëüíà èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêî-
ïà LSM 510 META («Carl Zeiss», Ãåðìàíèÿ).  

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Â êà÷åñòâå ýêñïëàíòîâ äëÿ àãðîáàêòåðèàëü-
íîé òðàíñôîðìàöèè â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè 
ãèïîêîòèëè øåñòèñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ëüíà-
äîëãóíöà, ïîñêîëüêó îíè, êàê óñòàíîâëåíî 
ðàíåå, ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ïîäõîäÿùèì ìà-
òåðèàëîì äëÿ ïîäîáíîãî ðîäà ìàíèïóëÿöèé 
[17–20]. Òàê êàê äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ óñïåø-
íîé ãåíåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè ëþáîãî 
âèäà ðàñòåíèé ïðåæäå âñåãî íåîáõîäèìî ïî-
äîáðàòü ñîîòâåòñòâóþùèå óñëîâèÿ äëÿ ýô-
ôåêòèâíîé ðåãåíåðàöèè ïîáåãîâ èëè ïîëíî-
öåííûõ ðàñòåíèé, íàìè áûëè ïîäîáðàíû 
ñðåäû äëÿ ââåäåíèÿ â êóëüòóðó in vitro è ðå-
ãåíåðàöèè ðàñòåíèé. Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî 
äëÿ L. usitatissimum â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè 
âûðàæåíà çàâèñèìîñòü ðåãåíåðàöèè ïîáåãîâ 
îò âûáðàííîãî ãåíîòèïà [21–39]. Â ñâÿçè ñ 
ýòèì äëÿ àãðîáàêòåðèàëüíîé òðàíñôîðìàöèè 

èç ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà ñ îõàðàêòåðèçîâàí-
íûìè ðàíåå îñîáåííîñòÿìè ìîðôîãåíåòè÷å-
ñêîãî îòâåòà [10] îòîáðàíû ñîðòà ñ ñàìûìè 
âûñîêèìè ïîêàçàòåëÿìè ÷àñòîòû è ýôôåê-
òèâíîñòè ðåãåíåðàöèè ïîáåãîâ, à òàêæå èõ 
óêîðåíåíèÿ – Òîìñêèé 16, Óêðàèíñêèé-3, 
Ñâèòàíîê, Âðó÷èé, Ðóøíû÷îê, Âåñíà è Âèòà.  

Äëÿ ýôôåêòèâíîãî îòáîðà òðàíñôîðìàí-
òîâ ëüíà-äîëãóíöà ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåäåíû 
ýêñïåðèìåíòû ïî óñòàíîâëåíèþ ñåëåêòèâíîé 
êîíöåíòðàöèè êàíàìèöèíà ïóòåì îöåíêè åãî 
âëèÿíèÿ íà ðåãåíåðàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü 
ïîáåãîâ, èíäóöèðîâàííûõ èç ýêñïëàíòîâ ãè-
ïîêîòèëåé (ðèñ. 2). Îêàçàëîñü, ÷òî êàíàìè-
öèí ïðè âñåõ èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ 
(50–200 ìã/ë) èíãèáèðîâàë èíèöèàöèþ ïî-
áåãîâ íà ýêñïëàíòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì. Íà ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ êàíàìèöèí â 
êîíöåíòðàöèÿõ 50 è 75 ìã/ë, ïîñëå òðåõ íå-
äåëü êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëè îáðàçîâà-
íèå îäèíî÷íûõ, íî æèçíåñïîñîáíûõ ïîáåãîâ. 
Â äàëüíåéøåì ïîáåãè, ðåãåíåðèðîâàâøèå â 
ïðèñóòñòâèè 50 ìã/ë êàíàìèöèíà, îñòàâàëèñü 
æèçíåñïîñîáíûìè è ïðîäîëæàëè ñâîé ðîñò, â 
òî âðåìÿ êàê íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé  êàíàìè-
öèí â êîíöåíòðàöèè 75 ìã/ë, áîëüøàÿ ÷àñòü 
ïîáåãîâ íà÷èíàëà íåêðîòèçèðîâàòüñÿ, ÷òî â 
äàëüíåéøåì ïðèâîäèëî ê èõ ïîëíîé ãèáåëè. 
Êàíàìèöèí â êîíöåíòðàöèè 100 ìã/ë èíãè-
áèðîâàë èíäóêöèþ ðåãåíåðàöèè ïîáåãîâ, è 
õîòÿ â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ïðîèñõîäèëî ôîð-
ìèðîâàíèå êàëëóñà íà ýêñïëàíòàõ ãèïîêîòè-
ëåé, ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè îíè 
íåêðîòèçèðîâàëè è ïîãèáàëè. Ïðè äîáàâëå-
íèè â ñðåäó 200 ìã/ë êàíàìèöèíà â òå÷åíèå 
ïðåäåëüíî êîðîòêîãî ñðîêà ïðîèñõîäèëà ïîë-
íàÿ ãèáåëü èññëåäóåìûõ ýêñïëàíòîâ. 

Ïîñêîëüêó êàíàìèöèí óãíåòàë ôîðìèðî-
âàíèå ïîáåãîâ óæå â êîíöåíòðàöèè 100 ìã/ë,
òî ýòà êîíöåíòðàöèÿ è áûëà âûáðàíà äëÿ ñå-
ëåêöèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ëüíà-äîëãóíöà. 
Ðàíåå àíàëîãè÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êàíàìèöè-
íà áûëà èñïîëüçîâàíà è äëÿ ñåëåêöèè òðàíñ-
ãåííûõ ëèíèé ìàñëè÷íîãî ëüíà [17], à òàêæå 
íàìè äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðèôëþðàëèí-óñòîé÷è-
âûõ ëèíèé ëüíà-äîëãóíöà [20, 30].   

Íåîáõîäèìûìè ôàêòîðàìè, îïðåäåëÿþùè-
ìè ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè, ÿâëÿþòñÿ 
îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü áàêòåðèàëüíîé ñóñïåí-
çèè è âðåìÿ êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýêñïëàíòîâ 

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé êàíàìè-
öèíà (ïî ãîðèçîíòàëè, ìã/ë) íà ÷àñòîòó ðåãåíåðàöèè 
ïîáåãîâ ñ ýêñïëàíòîâ ãèïîêîòèëåé ëüíà-äîëãóíöà 

(ïî âåðòèêàëè, %)
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ñ àãðîáàêòåðèåé. Â õîäå ýêñïåðèìåíòîâ óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ìàêñèìàëüíàÿ ýôôåêòèâíîñòü 
òðàíñôîðìàöèè ñåãìåíòîâ ãèïîêîòèëåé ëüíà 
êîíñòðóêöèåé pBI121, íåñóùåé ãåí GFP-TUA6, 
äîñòèãàåòñÿ ïðè çíà÷åíèè îïòè÷åñêîé ïëîò-
íîñòè (OD600) àãðîáàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè, 
ðàâíîé 0,4. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî 
êàê ïðè çíà÷åíèè OD600 = 0,3, òàê è ïðè çíà-
÷åíèè OD600 = 0,5 íàì íå óäàëîñü ïîëó÷èòü 
íè îäíîé òðàíñãåííîé ëèíèè. Ýêñïëàíòû ãè-
ïîêîòèëåé, èíîêóëÿöèþ êîòîðûõ ïðîâîäèëè 
ñóñïåíçèåé êëåòîê àãðîáàêòåðèè ñ îïòè÷åñ-
êîé ïëîòíîñòüþ OD600 = 0,3, ÷åðåç 3–4 íåä 
ïîñëå ïåðåíåñåíèÿ íà ñðåäó äëÿ ñåëåêöèè 
íåêðîòèçèðîâàëè è â äàëüíåéøåì ïîãèáàëè. 
Ïðè çíà÷åíèè OD600 = 0,5 íàáëþäàëàñü î÷åíü 
ñèëüíàÿ êîíòàìèíàöèÿ èñõîäíîãî ìàòåðèàëà 
àãðîáàêòåðèåé, îò êîòîðîé íåâîçìîæíî áûëî 
èçáàâèòüñÿ äàæå ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó äëÿ 
ñåëåêöèè àíòèáàêòåðèàëüíûõ àãåíòîâ êàðáå-
íèöèëëèíà èëè öåôîòàêñèìà â êîíöåíòðàöèÿõ 
400–500 ìã/ë. 

Ýêñïåðèìåíòàëüíî òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî 
îïòèìàëüíîå âðåìÿ êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýêñ-

ïëàíòîâ ñ àãðîáàêòåðèåé ñîñòàâëÿåò 2 ñóò. Î÷å-
âèäíî, ÷òî êîêóëüòèâèðîâàíèå íà ïðîòÿæåíèè
24 ÷ íåäîñòàòî÷íî äëÿ èíòåãðàöèè ýêçîãåí-
íîé ÄÍÊ â ãåíîì ðàñòèòåëüíîãî ìàòåðèàëà,
òàê êàê ïðè ñîáëþäåíèè ýòèõ óñëîâèé íå óäà-
ëîñü ðåãåíåðèðîâàòü íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå íè 
îäíîãî ïîáåãà. Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè êî-
êóëüòèâèðîâàíèÿ äî òðåõ ñóòîê (ïðè OD600 = 
= 0,4) íàì íå óäàâàëîñü ýëèìèíèðîâàòü áàêòå-
ðèþ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèëà 100%-íàÿ 
ãèáåëü ýêñïëàíòîâ. Òàêèì îáðàçîì, â õîäå ýêñ-
ïåðèìåíòîâ óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ äîñòèæåíèÿ 
ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ ïðè ïðîâåäåíèè 
Agrobacterium-îïîñðåäóåìîé òðàíñôîðìàöèè 
ëüíà-äîëãóíöà íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ñó-
ñïåíçèþ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, èìåþùóþ 
çíà÷åíèå OD600 = 0,4, à âðåìÿ êîêóëüòèâèðî-
âàíèÿ ýêñïëàíòîâ ãèïîêîòèëåé ñ àãðîáàêòå-
ðèåé íå äîëæíî ïðåâûøàòü äâóõ ñóòîê. 

Â ðåçóëüòàòå ñåëåêöèè óñëîâíî òðàíñãåí-
íûõ ïîáåãîâ èç ñåãìåíòîâ ãèïîêîòèëåé èñ-
ñëåäóåìûõ ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà â ïðèñóò-
ñòâèè 100 ìã/ë êàíàìèöèíà áûë îòîáðàí ðÿä 
ëèíèé, ÷àñòü êîòîðûõ ïðè ïåðåíåñåíèè íà ñðå-

Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ-àíàëèçà ðàñòåíèé ëüíà-äîëãóíöà, òðàíñôîðìèðîâàííûõ õèìåðíûì ãåíîì 
GFP-TUA6 ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 35S ïðîìîòîðà CaMV: 1 – íåãàòèâíûé 
êîíòðîëü (ÄÍÊ íåòðàíñôîðìèðîâàííîãî ðàñòåíèÿ); 2 – ïîçèòèâíûé êîíòðîëü (ïëàçìèäà pBI121); 3 – 
ñîðò Òîìñêèé 16, ëèíèÿ 1; 4 – ñîðò Òîìñêèé 16, ëèíèÿ 2; 5 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 3; 6 – ñîðò Ñâèòàíîê, 
ëèíèÿ 4; 7 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 5; 8 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 6; 9 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 7; 10 – ñîðò 
Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 8; 11 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 9; 12 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 10; 13 – ñîðò Ñâèòàíîê, 
ëèíèÿ 11; 14 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 12; 15 – ñîðò Ðóøíû÷îê, ëèíèÿ 1; 16 – ñîðò Óêðàèíñêèé-3, ëèíèÿ 
4; 17 – ñîðò Óêðàèíñêèé-3, ëèíèÿ 5; 18 – ñîðò Âèòà, ëèíèÿ 1; 19 – ñîðò Âåñíà, ëèíèÿ 1; Ì – ìàðêåð 

ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ

Ðèñ. 5. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ-àíàëèçà òðàíñãåííûõ ëèíèé ëüíà-äîëãóíöà, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ãåíîì GFP-
TUA6 ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ê ãåíó nptII: 1 – íåãàòèâíûé êîíòðîëü 1 (äèñòèëëèðîâàííàÿ âîäà); 
2 – íåãàòèâíûé êîíòðîëü 2 (ÄÍÊ íåòðàíñôîðìèðîâàííîãî ðàñòåíèÿ); 3 – ïîçèòèâíûé êîíòðîëü (ïëàçìèäà 
pBI121); 4 – ñîðò Óêðàèíñêèé-3, ëèíèÿ 5; 5 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 7; 6 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 12; 
7 – ïîçèòèâíûé êîíòðîëü (ïëàçìèäà pBI121); 8 – ñîðò Âðó÷èé, ëèíèÿ 1; 9 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 8; 

10 – ñîðò Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 10; 11 – ñîðò Óêðàèíñêèé-3, ëèíèÿ 3



8

Å.Í. Øèøà, Â.È. Êîðõîâîé, Ã.ß. Áàåð è äð.

ISSN 0564–3783. Öèòîëîãèÿ è ãåíåòèêà. 2013. ¹ 2

äó äëÿ êîðíåîáðàçîâàíèÿ ôîðìèðîâàëè êîð-
íåâóþ ñèñòåìó â ïðèñóòñòâèè 10 ìã/ë óïîìÿíó-
òîãî àíòèáèîòèêà (ðèñ. 3, ñì. âêëåéêó â êîí-
öå íîìåðà). Íåîáõîäèìî òàêæå ïîä÷åðêíóòü, 
÷òî äëÿ óêîðåíåíèÿ îòáèðàëè ïîáåãè, èíè-
öèèðîâàííûå â ìåñòàõ ïðîíèêíîâåíèÿ àãðî-
áàêòåðèè â ãèïîêîòèëè, ÷òî ïîçâîëÿåò èçáå-
æàòü îòáîðà õèìåðíûõ ïîáåãîâ [18, 19, 31]. Â 
öåëîì íàìè óêîðåíåíî 17 ëèíèé íåñêîëüêèõ 
ñîðòîâ ëüíà-äîëãóíöà. 

Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà òðàíñãåííîé ïðèðîäû 
ïîëó÷åííûõ ëèíèé ïðîâåëè èõ ÏÖÐ-àíàëèç 
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ 
ê 35S-ïðîìîòîðó è ãåíó nptII. Íà ðèñ. 4 ïðåä-
ñòàâëåíû ðåçóëüòàòû àìïëèôèêàöèè ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè 35S ïðîìîòîðà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ 
ó 17 îòîáðàííûõ ëèíèé ëüíà. Èç ýëåêòðîôî-
ðåãðàììû âèäíî, ÷òî ðàçìåðû àìïëèôèöèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñîîòâåòñòâóþò ïîçè-
òèâíîìó êîíòðîëþ è ñîñòàâëÿþò 195 ï.í. Ïðè 
ýòîì ïðè àíàëèçå ÄÍÊ íåòðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ðàñòåíèé ñïåöèôè÷åñêèõ ôðàãìåíòîâ íå
îáíàðóæåíî. Íåñêîëüêî îòñåëåêòèðîâàííûõ 
ëèíèé ëüíà-äîëãóíöà òàêæå áûëè âûáîðî÷-
íî ïðîàíàëèçèðîâàíû íà íàëè÷èå â èõ ãåíî-
ìå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ãåí nptII. 
Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè äâå ïàðû ïðàéìåðîâ, 
ïîçâîëÿþùèõ àìïëèôèöèðîâàòü ôðàãìåí-
òû ÄÍÊ ðàçìåðîì 622 è 840 ï.í. Ôðàãìåíòû 
òàêèõ ðàçìåðîâ îáíàðóæèëè ó ïÿòè èç ñåìè 
ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ëèíèé, ÷òî òàêæå ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá èõ òðàíñãåííîé ïðèðîäå (ðèñ. 5, 
ñì. âêëåéêó â êîíöå íîìåðà). Ñîîòâåòñòâåí-
íî, ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî ìîëåêóëÿðíî-ãå-
íåòè÷åñêîãî àíàëèçà îòñåëåêòèðîâàííûõ ëè-
íèé L. usitatissimum ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî 

íå âñå ðåãåíåðàíòû èìåëè â ñâîåì ãåíîìå 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 35S-ïðîìîòîðà èëè ãå-
íà nptII.

Âïîñëåäñòâèè âñå ëèíèè (Ò0), òðàíñãåííàÿ 
ïðèðîäà êîòîðûõ ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ 
ÏÖÐ-àíàëèçà, áûëè àäàïòèðîâàíû ê óñëîâè-
ÿì çàêðûòîãî ãðóíòà. Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ èõ 
ñàìîîïûëåíèÿ ïîëó÷èëè ñåìåíà (Ò1), êîòî-
ðûå ïîâòîðíî âûñåâàëè â çàêðûòûé ãðóíò äëÿ 
îöåíêè èõ âñõîæåñòè. Óñòàíîâèëè, ÷òî ïîëó-
÷åííûå ñåìåíà ëüíà ñîõðàíÿëè ôåðòèëüíîñòü 
è îáëàäàëè õîðîøåé âñõîæåñòüþ, à ðàñòåíèÿ 
(Ò1) â ïðîöåññå ñâîåãî îíòîãåíåçà íè÷åì 
íå îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ (ðèñ. 6, ñì. 
âêëåéêó â êîíöå íîìåðà). 

Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà íàñëåäîâàíèÿ ÷óæå-
ðîäíûõ ãåíîâ â ïåðâîì ïîêîëåíèè òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé ëüíà-äîëãóíöà ïðîâîäèëè 
èõ ÏÖÐ-àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìå-
ðîâ ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 35S ïðîìîòîðà. 
Êàê âèäíî èç ýëåêòðîôîðåãðàììû (ðèñ. 7), 
ó ÷àñòè ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ëèíèé Ò1 îá-
íàðóæåí ôðàãìåíò ðàçìåðîì 195 ï.í. Èç-
âåñòíî, ÷òî â ïåðâîì ïîêîëåíèè òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèé, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ñàìî-
îïûëåíèÿ, ïðèâíåñåííûå ÷óæåðîäíûå ãåíû 
íàñëåäóþòñÿ êàê åäèíè÷íûå ëîêóñû â ñîîò-
íîøåíèè 3:1 [32–34]. Ñõîäíûé õàðàêòåð ðàñ-
ùåïëåíèÿ ñâîéñòâåí è ïîëó÷åííûì ëèíè-
ÿì ëüíà, îäíàêî åñòü äîñòàòî÷íûå îñíîâà-
íèÿ ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ ðàñùåïëåíèå òàêæå ïðîèçîøëî ïî
ìîíîãèáðèäíîé ñõåìå, ò.å. 3:1. 

Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ïðîäóêò ýêñïðåñ-
ñèè õèìåðíîãî ãåíà GFP-TUA6 – GFP-ìå-
÷åííûé òóáóëèí – ñïîñîáåí èíêîðïîðèðîâà-
òüñÿ â íàòèâíûå ìèêðîòðóáî÷êè ðàñòèòåëüíûõ 
êëåòîê [12], íàìè íàðÿäó ñ ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷åñêèì àíàëèçîì ïîëó÷åííûõ òðàíñ-
ãåííûõ ëèíèé ëüíà-äîëãóíöà âèçóàëèçèðîâà-
íû ìèêðîòðóáî÷êè â èõ èíòåðôàçíûõ êëåò-
êàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíôîêàëüíîé ëàçåð-
íîé ñêàíèðóþùåé ìèêðîñêîïèè. Óñòàíîâëåíî,
÷òî õèìåðíûé áåëîê GFP-òóáóëèí ñïîñîáåí
âñòðàèâàòüñÿ â êîðòèêàëüíûå ìèêðîòðóáî÷-
êè, âûçûâàÿ èõ ñâå÷åíèå â êëåòêàõ (ðèñ. 8, 
ñì. âêëåéêó â êîíöå íîìåðà), ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò îá ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííîãî ÷óæå-
ðîäíîãî ãåíà â òðàíñãåííûõ ëèíèÿõ. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ýòî 

Ðèñ. 7. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ-àíàëèçà òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé ïîêîëåíèÿ Ò1 ñîðòà Ñâèòàíîê, ëèíèÿ 12 ñ 
èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 
35S ïðîìîòîðà CaMV: Ì – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ 
ìàññ, Ê1 – êîíòðîëü (Í2Î), Ï – ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ, 
1–5 – ÄÍÊ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ïîêîëåíèÿ Ò1, 
Ê2 – êîíòðîëü (ÄÍÊ èç íåòðàíñôîðìèðîâàííîé 

ëèíèè ëüíà-äîëãóíöà)
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ïåðâûå äàííûå î âèçóàëèçàöèè GFP-ìå÷åí-
íîãî òóáóëèíà â ñòàáèëüíûõ òðàíñôîðìàíòàõ 
ëüíà-äîëãóíöà, õîòÿ ðàíåå ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ýòîãî õèìåðíîãî ãåíà óäàëîñü âèçóàëè-
çèðîâàòü ìèêðîòðóáî÷êè â æèâûõ êëåòêàõ 
òðàíñãåííûõ ëèíèé Arabidopsis thaliana [12]. 

Ðàíåå ñîîáùàëîñü òîëüêî î âèçóàëèçàöèè 
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà â êëåòêàõ 
ëüíà-äîëãóíöà ñ ïîìîùüþ òðàíñôîðìàöèè 
êîíñòðóêöèåé, ñîäåðæàùåé GFP5ER [35]. Â 
äðóãîé ðàáîòå ýòè æå èññëåäîâàòåëè ïðèâî-
äÿò ïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ïî òðàíçè-
åíòíîé ýêñïðåññèè öèòîñêåëåòíûõ ðåïîðòåð-
íûõ ãåíîâ 35S::GFP:ABD2 (ñ âèçóàëèçàöèåé 
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ) è 35S::GFP:MBD (ñ 
âèçóàëèçàöèåé ìèêðîòðóáî÷åê), ïîëó÷åííîé
âñëåäñòâèå áèîëèñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè
êëåòîê ñåìÿäîëüíûõ ëèñòüåâ è ñåãìåíòîâ ãè-
ïîêîòèëåé ëüíà-äîëãóíöà [15].

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå íàøèõ èññëåäîâà-
íèé ïðîäåìîíñòðèðîâàíà óñïåøíàÿ àãðîáàê-
òåðèàëüíàÿ òðàíñôîðìàöèÿ ëüíà-äîëãóíöà õè-
ìåðíûì ãåíîì GFP-TUA6 â êîìáèíàöèè ñ 
ñåëåêòèâíûì ìàðêåðíûì ãåíîì nptII. Ðåçóëü-
òàòû ÏÖÐ-àíàëèçà ïîäòâåðäèëè òðàíñãåííóþ 
ïðèðîäó îòîáðàííûõ íà êàíàìèöèíå ëèíèé è 
èõ ïîòîìêîâ â ïåðâîì ïîêîëåíèè. Óñòàíîâëå-
íî òàêæå, ÷òî GFP-ìå÷åííûé òóáóëèí óñïåøíî 
êîïîëèìåðèçóåòñÿ ñ ýíäîãåííûì òóáóëèíîì 
è ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè êîðòè-
êàëüíîé ñåòè ìèêðîòðóáî÷åê â òðàíñãåííûõ 
êëåòêàõ ëüíà-äîëãóíöà. Õîòÿ èìåþòñÿ ñîîáùå-
íèÿ î òîì, ÷òî èíòðóçèâíûé ðîñò êëåòîê, êî-
òîðûé õàðàêòåðåí äëÿ ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèõ 
âîëîêíà, è â ÷àñòíîñòè äëÿ ëüíà, íå óäàåòñÿ 
âîñïðîèçâåñòè â êóëüòóðå in vitro [36], ðàçðà-
áîòêà íîâûõ êëåòî÷íî-áèîëîãè÷åñêèõ ïîäõî-
äîâ äëÿ ïðèæèçíåííîãî ôîðìèðîâàíèÿ âî-
ëîêîí ïðè ðàçâèòèè îðãàíîâ è ðåãåíåðàöèè 
ðàñòåíèé èç íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê 
îòêðûâàåò íîâûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå âîç-
ìîæíîñòè. Ïîëó÷åííûå íàìè ëèíèè â äàëü-
íåéøåì ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ óãëóá-
ëåííîãî èçó÷åíèÿ ðîëè ìèêðîòðóáî÷åê â ôîð-
ìèðîâàíèè âîëîêîí, à òàêæå ìåõàíè÷åñêîé 
óñòîé÷èâîñòè ê ïîëåãàíèþ ó ëüíà-äîëãóíöà. 

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ñîâìåñò-
íûõ ãðàíòîâ ñ Ðåñïóáëèêîé Áåëàðóñü è Ãîñóäàð-
ñòâåííîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíèõ èññëåäîâà-

íèé Óêðàèíû, ãðàíòû ¹ 14.4/023 (2007–2008) 
è  ¹ 29.4/016 (2009–2010). 
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GENETIC TRANSFORMATION OF FLAX 
(LINUM USITATISSIMUM L.) WITH CHIMERIC 

GFP-TUA6 GENE FOR VISUALISATION 
MICROTUBULE

The data of Agrobacterium-mediated transforma-
tion of some Linum usitatissimum cultivars zoned on 
the territories of Belarus and Ukraine with the plas-
mid carrying chimeric GFP-TUA6 gene and nptII 
gene as selectable marker conferring resistance to 
kanamycin are presented in this study. Transforma-
tion was affected by a number of factors including 
optical density (OD600), time of inoculation of ex-
plants with Agrobacterium and co-culture conditions. 
Transgenic nature of obtained lines was confirmed 
by PCR analysis. Expression of GFP-TUA6 gene was 
detected with confocal laser scanning microscopy. 
The obtained transgenic lines can be used for further 
functional studies the role of microtubules in the 
processes of building the flax fibres and resistance to 
wind.

Î.Ì. Øèøà, Â.². Êîðõîâèé, Ã.ß. Áàºð, 
Î.Â. Ãóçåíêî, Â.Î. Ëåìåø, Ì.Î. Êàðòåëü, 

À.². ªìåöü, ß.Á. Áëþì

ÃÅÍÅÒÈ×ÍÀ ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖ²ß ÐÎÑËÈÍ 
ËÜÎÍÓ-ÄÎÂÃÓÍÖß (LINUM USITATISSIMUM  

L.) Õ²ÌÅÐÍÈÌ ÃÅÍÎÌ GFP-TUA6 
ÄËß Â²ÇÓÀË²ÇÀÖ²¯ Ì²ÊÐÎÒÐÓÁÎ×ÎÊ

Ïðåäñòàâëåíî ðåçóëüòàòè ç àãðîáàêòåð³àëüíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ ðÿäó ñîðò³â ëüîíó-äîâãóíöÿ, ðàéî-
íîâàíèõ íà òåðèòîð³ÿõ Á³ëîðóñ³ òà Óêðà¿íè, çà 
äîïîìîãîþ ïëàçì³äè, ùî ì³ñòèëà õèìåðíèé ãåí 
GFP-TUA6 òà ñåëåêòèâíèé ìàðêåðíèé ãåí nptII, 
ÿêèé íåñå ñò³éê³ñòü äî êàíàì³öèíó. Ïðè ïðîâå-
äåíí³ òðàíñôîðìàö³¿ âðàõîâóâàëè ôàêòîðè, ùî 
âïëèâàþòü íà åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîðìàö³¿, à ñàìå 
îïòè÷íó ù³ëüí³ñòü, îïòèìàëüíèé ïðîì³æîê ÷àñó 
³íîêóëÿö³¿ åêñïëàíò³â ç àãðîáàêòåð³ºþ òà óìîâè 
êîêóëüòèâóâàííÿ. Íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³, 
ùî ì³ñòèëî êàíàì³öèí â êîíöåíòðàö³¿ 100 ìã/ë, 
â³ä³áðàíî ë³í³¿, òðàíñãåííà ïðèðîäà ÿêèõ áóëà 
ï³äòâåðäæåíà çà äîïîìîãîþ ÏËÐ-àíàë³çó. Åêñïðå-
ñ³þ õèìåðíîãî ãåíà GFP-TUA6 äåòåêòîâàíî çà äî-
ïîìîãîþ ëàçåðíî¿ ñêàíóþ÷î¿ êîíôîêàëüíî¿ ì³êðî-
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ñêîï³¿. Îòðèìàí³ â õîä³ íàøèõ äîñë³äæåíü ë³í³¿ 
â ïîäàëüøîìó ìîæóòü áóòè âèêîðèñòàí³ äëÿ ïî-
ãëèáëåíîãî âèâ÷åííÿ ðîë³ ì³êðîòðóáî÷îê â ïðî-
öåñàõ ôîðìóâàííÿ âîëîêíà, à òàêîæ ìåõàí³÷íî¿ 
ñò³éêîñò³ äî ïîëÿãàííÿ ó ëüîíó-äîâãóíöÿ. 
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