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ПЕРЕНОС БАКТЕРИАЛЬНОГО ГЕНА sac С 
В КЛЕТКИ ТАБАКА И ТОПИНАМБУ РА

Л Н АРЗУМАНЯН’. II. К ПЕТРОСЯН9. Р Л ГЕВОРКЯН". Ю. / ПОПОВ" 

'НИ') ИА, *'Еревана^ fi гогудярстнешю j университет,
кяф.-дрз фюшкюгип и ишгГомии растений

/>к леааиазт—траисформпцип растительных клеток—топинамбур.

Развитие методов генной инженерии, позволяющих осуществлять 
клонирование бактериальных генов в растительны* клетках, откры­
вает большие возможное՛!и для конструирования нысших растений, 
обладающих новыми признаками. Удобным инструментом для работ 
пи трансформации высших растении являются Тнплазмиды АцгпЬас- 
leriinn >4me>uciet\s, способные интсгри-роваться в хромосому расти­
тельного ^хозяина [ 3].

Нашей целью было клонирование гена лсваназы sac С из Нал'Пох 
sabillis [4] в некоторых линиях табака Nlcotiana tabacum, Nicotiana 
ptumbaginijolia и топинамбура HeUanthas I iiberosus. Леааназа 
обладает фруктофуралозидазной активностью г способна гидролизо­
вать сахарозу и инулин, запасной полисахарид топинамбура [5]. По­
лучение трансгенных растений габака и топинамбура, несущих 
ген лева пазы, позволит подойти к -разработке способов воздействия 
на углеводный обмен -высших растений, в Частности, на содержание 
ь растениях мокос.ахаров и синтез запасных юлисахаридон, что пред­
ставляет большой практический интерес. Предлагаемая работа яред- 
гтавляет новый подход для решения этих задач, может способство­
вать разработке, практических методов манипулирования углевод­
ным обменом у высших растений.

Материал ։։ методика. Клонирование гена sac С и други.- работы с ДЫК право- 
тили по общепринятым методикам [2]. Трансформацию табака и топинамбура осу­
ществляли методом «листовых дисков* [ I | Для табака применяли таюКс метод- 
прямот переноса плазмидной ДНК и протопласты [I]. В качестве объектов исполь- 

mn.in jсептически поддерживаемые линии V. tabacui՛- SRI. .V. plttmbaginifolia и 
линию Н. tuberosas, введенную исм ։ к культуру путем проращивания клубней՛ 
In vitro.

Рёзрльтаты и обсуждение. Для переноса гена леваназы ь А. ш- 
melaclens была использована плазмида рАР2034. содержащая изоли- 
рованный из Т-ДНК дуальный промо горный фрагмент (Г- 2') вели- 
чинок 179 пар оснований [8]- Один из разнонаправленных промото­
ров этого фрагмента (2') в растительных и бактериальных к лотках 
определяет транскрипцию бактериального гена неомиинифосфотране- 
ферззы ։NPT II), кодирующего устойчивость к канамнкину и исполь­
зуемого благодаря этому в качестве маркера (ля отбора трансфор- 
мапгов. Сразу же вслед за другим промотором (Г) на холятся уни 
к.ч.'1ыНк’е сайты Sall н Eamlll. иршодиые для клонирования : снов.
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.Структурная часть гена леваназы sac С с последовательности^ 
содержащей собственный участок связывания рибосом, но не содер­
жащей собственного лсваназного промотора [5] была предваритель­
но переклонлрована в плазмиду pUC7 [7] с тем, чтобы указанная 
послсдсжпельпость оказалась между сайтами ВагпН! и Sai! во/.՛■•• 
линкера pUC7. Этот предварительный этап позволил на следующей 
стадии легко переклоннровать ген sac С величиной 2,4 тысяч пар ос­
нований из pUC7 уже на рЛР2034 по сайтам BarnHI и Sall в необхо­
димой и единственно возможной ориентации.

Получена в результате конструкция, в которой •.•труктур|..-՛,. •m»;i. 
гена sac С иг ходится под управлением растительного промд г< ;’-i 
тер минирующих сигналов.

Генетическая карта этой плазмиды подтверждается г՛ реелрик- 
нионвым анализом.

Полученная конструкция была затем щеренесева в клетки 4. /«- 
mejui ieiis. содержащие а кцепторный вектор pGV3850, с образовани­
ем нлазмпдных коингегратов за счет гомологичной рекомбинации. 
Поскольку у вектора рАР2034 отсутствуют нужные tra-reniu копью- 
гании, ’енетичёский перенос обеспечивается н триродителвеком скре­
щивании по транс-схсме. мобилизуемой плазмидой pRl\20!3. имею­
щей собственный born-сайт и совместимой с pBR322 | 1]. В качестве 
донорных штаммов выступает Е. coll штамм I IB 101 с конструкцией и 
с pRK2013.

Отбор /ксконгаогавтов .4 fumefaciens вели на селективной среде, 
содержа щен стрептомицин (селекция прото реципиента). карбеня- 
цнллнн п рифампицин (селекция против донора).

Эксперименты по трансформации растений проводили методом 
«листовых дисков». Эксплантаты обрабатывали средой, содержащей 
.4. /.7Щ֊7\чл’ен5, затем переносили ня среды ня регенерации табака и 
каллюсогенеза топинамбура [I]. Проводили также эксперименты по 
прямому переносу конструкции v лсваназным геном в •ирс. 'знлаёты 
т аб а ка, об р а бота и н ые полиэтилен гл пколсм

В настоящее время работа находится на стадии отбора транс- 
формированных клонов на соответствующих селективных средах
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