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Проведен анализ особенностей организации Т-ДНК-встройки у трансгенных растений табака с 
мозаичным проявлением экспрессии маркерного гена nptII. Установлено, что встройка экзогенной 
ДНК в геноме растений линии Nu 21 имеет сложную структуру и организована в виде двух пред-
положительно полноразмерных копий (Т-ДНК1 и Т-ДНК2), ориентированных «голова к хвосту», 
и одной усеченной копии между ними, расположенной в обратной ориентации к полноразмерным 
копиям. Между усеченной копией Т-ДНК и Т-ДНК2 выявлен дополнительный фрагмент ДНК, ор-
ганизованный в виде двух повторов размером 33 пн каждый, расположенных в прямой ориентации 
относительно друг друга.
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Введение

В ядерном геноме трансгенных растений 
фрагменты экзогенных ДНК могут быть пред-
ставлены в виде как одно-, так и многокопий-
ных встроек, организованных в виде кластеров 
трансгенов (Kim et al., 2003; Sallaud et al., 2003; 
Scarn et al., 2006). Наличие множественных 
копий в составе инсерции оказывает влияние 
на уровень и стабильность экспрессии чужерод-
ных генов. Как правило, трансгенные растения 
с одной копией Т-ДНК на геном характеризу-
ются стабильным уровнем экспрессии (Hobbs 
et al., 1993), тогда как у трансгенных растений 
с множественными тандемно организованными 
копиями наблюдается нестабильная экспрессия 
гетерологичных генов (Muskens et al., 2000; Ma 
et al., 2002).

Трансгенные растения со сложными тан-
демно организованными копиями чужеродных 
генов могут быть удобными моделями для 
изучения механизмов регуляции экспрессии 
генов. Так, у трансгенных растений со слож-
ноорганизованными инсерциями, состоящими 
из нескольких сцепленных между собой копий 
Т-ДНК (в прямой или обратной ориентации), 

инактивация трансгенов регистрируется как на 
транскрипционном (Mette et al., 1999; Fisher et 
al., 2008), так и на посттранскрипционном уров-
нях (Kanno et al., 2000; Дорохов, 2007; Chapman, 
Carrington, 2007). Оба механизма запускаются 
гомолого-зависимым действием коротких 
интерферирующих РНК (киРНК) (Brodersen, 
Voinnet, 2006; Дорохов, 2007). Известны слу-
чаи инактивации трансгенов на уровне сома-
тических тканей одного органа трансгенного 
растения (Kilby et al., 1992; Davies et al., 1997; 
Leeuwen et al., 2001).

Ранее среди независимо полученных транс-
формантов табака нами было выделено рас-
тение Nu 21, характеризующееся мозаичным 
проявлением маркерного гена nptII. Появление 
белых пятен на листовых пластинках 4–6-не-
дельных растений линии Nu 21, культивиру-
емых на селективной среде с антибиотиком 
канамицином, свидетельствовало о нарушении 
экспрессии nptII-гена в этих участках (Марен-
кова и др., 2007).

Установлено, что среди потомков первого и 
второго поколений, полученных от самоопыле-
ния исходного растения Nu 21, две Т-ДНК-копии, 
интегрированные в геном этого растения, на-
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следуются сцепленно. Причины такого диффе-
ренциального инактивирования трансгена в раз-
личных клетках одного органа все еще остаются 
неясными. В связи с этим целью данной работы 
послужило выявление особенностей организа-
ции Т-ДНК-инсерций у растений линии Nu 21.

Материалы и методы

Исходным материалом послужили Т4-потомки 
от самоопыления растения Nu 21, полученного 
ранее методом агробактериальной трансформа-
ции табака (Nicotiana tabacum L., SR1). В рас-
тительный геном табака Nu 21 была перенесена 
Т-ДНК генетической конструкции pC27-nuclS с 
маркерным геном неомицинфосфотрансферазы 
II (nptII) E. coli и целевым геном секреторной 
эндонуклеазы Serratia marcescens под управле-
нием двунаправленного MAS-промотора гена 
маннопинсинтазы Ti плазмиды A. tumefaciens 
(Маренкова и др., 2007). Растения данной линии 
характеризовались мозаичным проявлением 
экспрессии гена nptII, что фенотипически прояв-
лялось как чередование зеленых (устойчивых к 
канамицину) и неокрашенных (белых, неустой-
чивых к канамицину) секторов на листовых 
пластинках растений, растущих на селективной 
среде с антибиотиком канамицином. 

Выделение геномной ДНК из листьев табака 
проводили по стандартной методике (Murray, 
Thompson, 1980) с модификациями. Для определе-
ния нуклеотидного состава в области Т-ДНК плаз-
миды pC27-nuclS использовали последователь-
ности, полученные методом ПЦР, с праймерами: 

nucl3 5′-GGATCCTTCTGATGGTGGAGTTCG-3′, 
рMAS_L 5′-CGGTGACGCCATTTC-3′, Ti-
pl_p_L 5′-TTTCTAATGCTGCCCCG-3′, npt1 
5′-CGACGTTGTCACTGAAGCG-3′, nuclS L 
5′-CATATTGTTGTTAAAGCGC-3′ (рис. 1). Для 
определения ориентации Т-ДНК-копий относи-
тельно друг друга в геномной ДНК исследуемых 
растений линии Nu 21 использовали праймеры: 
pTi_p2_L 5′-GATCCATGTAGATTTCCCGG-3′, 
npt_p2_R 5′-CCGAGACGCCTATGATCG-3′ 
(рис. 1). Для определения нуклеотидной после-
довательности между копиями Т-ДНК в геноме 
растений были сконструированы праймеры: npt_
p3_R 5′-TGCCCCGAGAATTATGC-3′, TDNA_
left_end 5′-CGACGGATCGTAATTTGTCG-3′ 
(рис. 1). ПЦР проводили в конечном объеме 
15 мкл с использованием набора Taq PCR 
Master Mix Kit («Quiagen», США) согласно 
протоколу производителя с добавлением 1,5 мкл 
10 мкМ праймеров («Биосан», Россия) и 20–50 нг 
матрицы ДНК. Амплификацию осуществля-
ли в следующем режиме: денатурация 3 мин 
при 95 °С, 35 циклов денатурация при 94 °С в 
течение 20 сек, отжиг праймеров при 58 °С в 
течение 20 сек; элонгация 1,2 мин при 72 °С. 
Очистку ПЦР-фрагментов осуществляли с ис-
пользованием набора GenElute PCR Clean-up 
Kit («Sigma», США). Реакции секвенирования 
проводили с использованием «ABI PRISM 
Big Dye Terminator v 3.1 Ready Reaction Cycle 
Sequencing Kit» согласно инструкции произво-
дителя. Анализ продуктов реакции проводили в 
Межинститутском центре секвенирования ДНК 
(ИХБиФМ, СО РАН).

Рис. 1. Схема Т-области генетической конструкции pC27-nuclS (растение Nu 21) с праймерами для ПЦР 
и секвенирования: 1 – pTi_p2_L; 2 – TDNA_left_end; 3 – Ti-pl_p_L; 4 – nucl3; 5 – рMAS_L; 6 – nuclS L; 
7 – npt1; 8 – npt_p2_R; 9 – npt_p3_R; nuclS – ген секреторной эндонуклеазы S. marcescens; nptII – ген неоми-
цинфосфотрансферазы II E. coli; pMAS – двунаправленный промотор гена маннопинсинтазы Ti-плазмиды 
A. tumefaciens; LB, RB – повторы, ограничивающие Т-область Ti-плазмиды A. tumefaciens; цифрами указаны 
длины фрагментов в нп.
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Результаты

На рис. 1 представлена схема Т-области гене-
тической конструкции pC27-nuclS, построенная 
нами с учетом результатов секвенирования. По 
базе данных DDBJ (http://blast.ddbj.nig.ac.jp) с 
использованием метода BLAST установлено, 
что гены в составе Т-ДНК анализируемой 
плазмиды имеют гомологию более 99 % с 
соответствующими генами из базы данных: 
длина последовательности гена секреторной 
эндонуклеазы S. marcescens составила 802 пн, 
последовательности MAS-промотора гена ман-
нопинсинтазы Ti-плазмиды A. tumefaciens – 
397 пн, последовательности гена nptII E. coli – 
794 пн. Некодирующая область между правой 
границей области pMAS и левой границей гена 
nptII имеет длину 95 пн. На расстоянии 751 пн 
от последовательности гена nuclS и 1045 пн 
от гена nptII располагаются LB и RB (левый 
и правый повторы, окаймляющие Т-область 
Ti-плазмиды A. tumefaciens) длиной по 25 пн. 
Участки нуклеотидных последовательностей, 
расположенные между геном nuclS и последо-
вательностью LB, а также между геном nptII 
и последовательностью RB, гомологичны не-
кодирующим районам Ti плазмиды pTi15955 
A. tumefaciens (X00493) (рис. 1). 

На основании полученных данных были 
сконструированы праймеры, комплементарные 
левому и правому концевым районам последо-
вательности Т-ДНК (рис. 1). Для определения 
ориентации Т-ДНК копий относительно друг 
друга была проведена ПЦР с праймерами, каж-

дая комбинация которых была подобрана так, 
что фрагменты могли быть амплифицированы 
только при определенной ориентации Т-ДНК 
копий: с праймерами pTi_p2_L – ориентация 
«хвост к хвосту»; с праймерами pTi_p2_L и 
npt_p2_R – «голова к хвосту»; с праймерами 
npt_p2_R – «голова к голове». 

На рис. 2 представлены результаты ПЦР 
анализа с тремя вышеперечисленными типа-
ми праймеров для двух произвольно взятых 
растений (дорожки 2–4 и 5–7 соответственно) 
линии Nu 21. Как видно из представленных 
данных, продукты ПЦР с праймерами pTi_p2_L 
и npt_p2_R, соответствующие размеру ожида-
емого фрагмента порядка 2300 пн, выявлялись 
только на дорожках 3 и 6, что свидетельствовало 
о том, что копии Т-ДНК располагаются одна за 
другой и имеют ориентацию «голова к хвосту». 
Продукты амплификации геномных ДНК с со-
ответствующими парами праймеров на дорож-
ках 2 и 4 для одного растения и на дорожках 5 
и 7 – для другого растения линии Nu 21 свиде-
тельствовали о том, что предполагаемые типы 
ориентаций Т-ДНК-встроек («хвост к хвосту» 
и «голова к голове») не подтвердились.

На рис. 3 представлена схема организации 
Т-ДНК встройки в геноме растений линии 
Nu 21, составленная с учетом данных секве-
нирования. Методом BLAST по базе данных 
DDBJ (http://blast.ddbj.nig.ac.jp) установлено 
наличие усеченной копии Т-ДНК между двумя 
предположительно полноразмерными копи-
ями. Усеченная копия Т-ДНК располагалась 
в обратной ориентации к полноразмерным 

Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, амплифицированных с геномной ДНК двух (дорожки 2–4 
и 5–7) произвольно взятых растений линии Nu 21 с праймерами, комплементарными границам Т-ДНК 
последовательности: 1 – отрицательный контроль (без добавления матрицы ДНК); 2 и 5 – с праймерами 
pTi_p2_L; 3 и 6 – с праймерами pTi_p2_L и npt_p2_R; 4 и 7 – с праймерами npt_p2_R; 8 – маркер молеку-
лярного веса 1кб («Медиген», Россия).
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Т-ДНК-копиям. Последовательность нуклеоти-
дов pMAS усеченной копии составила 397 пн, 
что соответствовало полученным ранее резуль-
татам для последовательности Т-ДНК плазми-
ды рС27-nuclS. Между правой границей области 
pMAS и левой границей гена nptII выявлена 
некодирующая область длиной 95 пн, гомоло-
гичная некодирующей области, выявленной у 
pC27-nuclS. Последовательности генов nptII 
и nuclS усеченной копии имели длину 124 
пн и 715 пн соответственно, в то время как в 
Т-ДНК плазмиды рС27-nuclS длина данных 
генов составила 794 пн и 802 пн. Усеченная 
копия Т-ДНК при встраивании утратила часть 
гена nuclS, большую часть гена nptII, а также 
прилежащие к ним последовательности, вклю-
чая LB и RB (рис. 3). Установлено, что интегра-
ция первой копии Т-ДНК (условно обозначена 
Т-ДНК1) произошла с потерей большей части 
RB (23 пн из 25 пн), LB Т-ДНК2 в геноме рас-
тений составляла 17 пн вместо 25 пн. 

Между LB Т-ДНК2 и последовательностью 
усеченного гена nuclS выявлен дополнитель-
ный фрагмент размером 68 пн. Нуклеотидный 
состав данного фрагмента представлен на рис. 3 

Рис. 3. Схема расположения копий Т-ДНК в геноме растений линии Nu 21. 

nuclS – ген секреторной эндонуклеазы S. marcescens; nptII – ген неомицинфосфотрансферазы II E. coli; pMAS – двунап-
равленный промотор гена маннопинсинтазы Ti-плазмиды A. tumefaciens; LB, RB – повторы, ограничивающие Т-область 
Ti-плазмиды A. tumefaciens; тонкой линией подчеркнута последовательность 31 нп повторенной последовательности, 
жирной линией выделена область микрогомологии.

в виде выделенного сегмента. Как видно из 
представленного рисунка, последовательность 
содержит повторенные фрагменты размером 
31 пн в прямой ориентации относительно друг 
друга, разделенные 6 пн. 

При сравнительном анализе нуклеотидных 
составов 68 пн дополнительного фрагмента и 
последовательности рядом расположенного 
усеченного гена nuclS выявлено наличие пары 
нуклеотидов ТС в начале каждого повторенного 
фрагмента. Полученные результаты позволили 
скорректировать длину повторенных фрагмен-
тов до 33 пн, из чего следует, что первый повтор 
перекрывается с геном nuclS, образуя область 
микрогомологии длиной 2 пн.

Обсуждение

Известно, что встраивание Т-ДНК в геном 
растений происходит путем негомологичной 
(незаконной) рекомбинации. При таком меха-
низме интеграции фрагментов экзогенной ДНК 
в растительный геном необходимо наличие 
коротких (1–8 пн) участков гомологии между 
нуклеотидными последовательностями на 
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концах Т-ДНК и геномной ДНК (Mayerhofer et 
al., 1991), поэтому выявленный нами фрагмент 
размером 68 пн, расположенный между LB 
Т-ДНК2 и последовательностью усеченного гена 
nuclS, мог быть образован растительной ДНК. 
Методом BLAST по базе данных DDBJ найдена 
гомология этой дополнительной последователь-
ности ДНК с участками генов и межгенными 
участками ДНК различных растений (ячмень, 
люцерна, кукуруза, виноград, томат), однако 
протяженность гомологичных участков не пре-
вышала 19 пн. Следовательно, предположение 
о растительном происхождении последователь-
ности ДНК между усеченной копией Т-ДНК и 
Т-ДНК2 оказалось несостоятельным.

В результате ошибок в процессе интеграции 
фрагментов чужеродных ДНК в растительном 
геноме выявлены встройки множественных, 
тесно сцепленных копий гетерологичных ге-
нов (Jakowitsch et al., 1999; Wang, Waterhouse, 
2000; Zhang et al., 2008), усеченных фрагментов 
Т-ДНК (Jakowitsch et al., 1999; Zhang et al., 
2008). Часто такие ошибки сопровождаются 
перестройками на правой или/и левой грани-
цах Т-ДНК с образованием делеций, прямых и 
инвертированных дупликаций (Windels et al., 
2003; Muller et al., 2007).

Известны случаи встраивания в геном транс-
генного растения дополнительных последова-
тельностей ДНК, образованных растительной 
и/или плазмидной ДНК (Windels et al., 2003; 
Zhang et al., 2008; Gambino et al., 2009). Если 
Т-ДНК встраивалась в район повторов ге-
номной ДНК, то такие встройки часто сопро-
вождались образованием дополнительных 
фрагментов растительной ДНК (Iglesias et al., 
1997). Дополнительные последовательности 
могли быть образованы в результате дупли-
кации фрагмента растительной ДНК в районе 
интеграции (Windels et al., 2003; Muller et al., 
2007) или в результате встраивания векторной 
последовательности вместе с Т-ДНК (Windels 
et al., 2003; Gambino et al., 2009). Следует под-
черкнуть, что выявленная нами последователь-
ность размером 68 пн, прилежащая к Т-ДНК2 и 
усеченной копии Т-ДНК, не имела гомологии с 
векторной последовательностью плазмиды, и ее 
происхождение до сих пор остается неясным.

Механизм негомологичной рекомбинации 
при интеграции фрагментов экзогенных ДНК в 

ядерный геном растения включает репарацию 
одно- или двуцепочечного разрывов (Mayerhofer 
et al., 1991). Образование дополнительного 
фрагмента в процессе интеграции Т-ДНК 
посредством синтеза по матрице случайной 
ДНК-цепи, основанного на микрогомологии 
последовательности Т-ДНК и геномной ДНК 
растения, описано в работе В. Горбуновой и 
А. Леви (Gorbunova, Levy, 1997). Сложные 
по составу дополнительные фрагменты могут 
быть образованы переключением репаративной 
достройки ДНК-цепи на новую матрицу, име-
ющую участок микрогомологии от 1 до 16 пн 
(Gorbunova, Levy, 1997). Данная модель могла 
бы объяснить образование сложной дополни-
тельной ДНК-последовательности, имеющей 
область микрогомологии длиной 2 пн (рис. 3) 
у трансгенных растений линии Nu 21. Одна-
ко на основании данной модели невозможно 
объяснить интеграцию в растительный геном 
нескольких сцепленных между собой Т-ДНК-
копий.

Для объяснения встраивания множествен-
ных копий Т-ДНК в геноме трансгенных рас-
тений (например, двух копий Т-ДНК в прямой 
ориентации и одной усеченной с обеих сторон 
копии, расположенной между ними в обратной 
ориентации) предложена модель совместной 
интеграции (коинтеграции) копий Т-ДНК 
(Krizkova, Hrouda, 1998). В основе данной мо-
дели положены инвазия одноцепочечной Т-ДНК 
с образованием разрыва одной из цепей рас-
тительной ДНК и репаративная репликация 
встраиваемой ДНК. Однако данная модель 
может лишь частично объяснить образование 
сложноорганизованной встройки у трансгенных 
растений линии Nu 21. Возможно, интегра-
ция сложной встройки в геном трансгенного 
растения Nu 21 могла произойти в результате 
сочетания описанных выше механизмов.

На основании проделанной работы установ-
лено, что встройка экзогенной ДНК в геноме 
растений линии Nu 21 имеет сложную струк-
туру и организована в виде двух предположи-
тельно полноразмерных копий Т-ДНК и одной 
усеченной копии между ними, расположенной в 
обратной к ним ориентации. Между усеченной 
копией Т-ДНК и Т-ДНК2 выявлен дополнитель-
ный фрагмент, организованный в виде двух по-
второв размером 33 пн каждый, расположенных 
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в прямой ориентации относительно друг друга. 
Полученные нами данные об особенностях ор-
ганизации Т-ДНК-встройки у растений линии 
Nu 21 дают основания предположить, что неста-
бильность экспрессии nptII-гена у исследуемых 
растений линии Nu 21 могла быть связана с 
возможным участием коротких интерфериру-
ющих РНК, запускающих процесс метилиро-
вания данного гена. В усеченной Т-ДНК-копии 
терминирующая последовательность nptII-гена 
отсутствует, вследствие чего может быть транс-
крибирована длинная молекула РНК, способная 
к образованию шпильки, что служит сигналом 
для образования киРНК и инактивации экс-
прессии nptII-гена. Однако причины «сбоев» в 
запускании такого механизма инактивирования 
nptII-гена, проявляющихся в мозаичном харак-
тере распределения белых и зеленых секторов 
на листовых пластинках растений линии Nu21, 
все еще остаются неясными.

Итак, линия Nu 21 трансгенных растений 
табака с мозаичным проявлением nptII-гена в 
составе сложноорганизованной инсерции (две 
предположительно полноразмерные копии и 
усеченная копия Т-ДНК между ними) пред-
ставляет удобную модель для изучения меха-
низмов дифференциального инактивирования 
трансгена в различных клетках одного и того 
же органа растения, что послужит предметом 
наших дальнейших исследований. Полученные 
нами данные о составе нуклеотидной после-
довательности области Т-ДНК исходной плаз-
миды pC27-nuclS и районов Т-ДНК у растений 
линии Nu 21 позволят в дальнейшем провести 
анализ статуса метилирования и определение 
возможного механизма инактивации маркер-
ного гена nptII.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ-08-04-00954а.
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FEATURES OF T-DNA INSERT ORGANIZATION 
IN TRANSGENIC TOBACCO-PLANTS, LINE NU 21
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Summary

Features of T-DNA insert organization in transgenic tobacco-plant line Nu 21 showing marker gene nptII mosaic 
expression were analyzed. It was found that the insert of eхogenous DNA in the Nu 21 genome is complex. It consists 
of two presumably full-size T-DNA copies, T-DNA1 and T-DNA2, which have the «head to tail» orientation. A 
T-DNA copy truncated at both ends was detected between the two full-size copies. The truncated copy is oriented 
opposing the other copies. It is separated from T-DNA2 by two 33-bp long tandem repeats.

Key words: Nicotiana tabacum, inactivation of genes expression, tandem and inverted repeats.


