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Получены трансгенные Т1-растения кукурузы (Zea mays L.), содержащие двухцепочечный РНК-супрессор 
гена пролиндегидрогеназы. Проанализирован уровень свободного L-пролина в побегах и корнях проростков 
в условиях сульфатно-хлоридного засоления. Показано, что стресс-устойчивость сопровождается повышени- 
ем содержания этого осмолита. 
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Метаболическая инженерия предоставила новые 

возможности для решения проблемы устойчивости 
культурных растений к осмотическим стрессам. 
Одно из перспективных её направлений связано с 
генами, контролирующими метаболизм L-пролина 
(Pro). Генетические и физиолого-биохимические 
исследования показали, что L-пролин – полифунк- 
циональная аминокислота, которая может прини- 
мать участие в сложных интегральных процессах 
адаптации растений. Развивается также представ- 
ление о Pro как о сигнальной/регуляторной моле- 
куле в ходе роста, дифференцировки клеток и их 
программированной гибели [1-6]. Повышение 
уровня свободного L-пролина - физиологическая 
реакция многих видов растений в ответ на разные 
типы абиотических стрессов. Вместе с тем, роль 
Pro и его участие в процессах адапта- 
ции/устойчивости не всегда очевидна, о чём свиде- 
тельствуют результаты исследований уровня толе- 
рантности трансгенных растений и диких видов 
растений [2, 7-9]. 

Эндогенный уровень L-пролина растений в 
норме и при стрессе координировано регулируется 
его синтезом, катаболизмом и транспортом [10, 1, 
2]. Гены, контролирующие метаболизм Pro, коди- 
руются ядерным геномом, и наиболее детально ис- 
следованы у арабидопсиса и табака. Проанализиро- 
ванные на сегодняшний день гены синтеза - P5CS 
(энзим ∆1-пирролин-5-карбоксилатсинтетаза, 
ЕС.2.7.2.11.1.2.1.41) и катаболизма - ProDH (энзим 
пролиндегидрогеназа, ЕС.1.5.99.8.) ряда растений 
находятся в центре внимания при разработке моле- 
кулярных биотехнологий, направленных на повы- 
шение  уровня стрессоустойчивости культурных 
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растений. Они представлены единичными копиями 
с высоким уровнем гомологии, каждая из которых 
может выполнять различные функции, связанные с 
ответной реакцией на стресс и/или с пролифераци- 
ей, дифференцировкой клеток растений [11, 1, 2]. В 
связи с чем целесообразен предварительный анализ 
эффективности их применения для получения био- 
технологических продуктов. 

Что касается ProDH, то для повышения уровня 
свободного пролина исследуются возможности 
частичной супрессии генов, контролирующих ка- 
таболизм L-пролина, с использованием векторных 
конструкций, создаваемых на основе чужеродных 
генов пролиндегидрогеназы, расположенных в ан- 
тисмысловой ориентации или в форме обращённо- 
го повтора. При этом есть основания полагать, что 
применение siRNA –технологий является более 
эффективным [5, 6, 12, 13]. 

Целью данной работы был анализ содержания 
L-пролина в проростках кукурузы, трансформиро- 
ванной in planta с использованием обезоруженного 
агробактериального штамма LBA4404, содержаще- 
го плазмиду с двухцепочечным (дц)РНК- 
супрессором гена пролиндегидрогеназы, в услови- 
ях стресса, вызванного сульфатно-хлоридным засо- 
лением. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Объектом исследования служила инбредная ли- 
ния кукурузы 250 (селекции Института физиологии 
растений и генетики НАН Украины), трансформи- 
рованная in planta с использованием обезоружен- 
ного агробактериального штамма LBA4404, несу- 
щего бинарный вектор pBi2E с дцРНК-супрессором 
гена пролиндегидрогеназы, полученным на основе 
гена арабидопсиса ProDH1 (рис. 1). 

Присутствие трансгена в геноме кукурузы ана- 
лизировали ПЦР-методом так, как описано ранее 
[14]. 
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NOSpro nptII NOSterm 35Spro ProDH-ex1 int1 ProDH-ex1 NOSterm 

 
Рис. 1. Блок-схема Т-ДНК области pBi2E. NOSpro и 35Spro – соответственно промоторы гена нопалинсинтазы 
и 35S вируса мозаики цветной капусты; ProDH-ex1 и int1 - фрагменты первого экзона и интрона гена ProDH1 
арабидопсиса, соответственно; NOSterm – сигнал полиаденилирования гена нопалинсинтазы; nptII – ген неоми- 
цинфосфотрансферазы E. coli, RB, LB – повторы, ограничивающие Т-область 

 

Уровень свободного L-пролина (Pro) определя- 
ли методом Чинарда с модификациями [15]. Для 
сравнительного анализа использовали 14-, 18- и 21- 
суточные проростки. Пробы отбирали и фиксиро- 
вали в одно и то же время суток. Стрессовые усло- 
вия создавали добавлением в среду культивирова- 
ния летальные дозы солей морской воды (2,0% и 
2,5%). Стрессовому воздействию подвергали 7- 
суточные проростки, выращенные в нормальных 
условиях (1 вариант), и зерновки, проращиваемые 
и культивируемые в стрессовых условиях в течение 
28 дней (2 вариант). Содержания Pro определяли в 
корнях и побегах 18-суточных трансгенных проро- 
стков, полученных при проращивании зерновок (по 
8 штук), взятых из 6-ти разных початков. Контро- 
лем служили побеги или корни нетрансгенных ва- 
риантов в нормальных/стрессовых условиях. При 
статистической обработке использовали критерий 
Стьюдента. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Для углубления представления о роли генов 
ProDH в процессах адаптации и жизнедеятельности 
кукурузы исследовали содержание свободного L- 
пролина в проростках кукурузы, трансформиро- 
ванной in planta с применением LBA4404, несущего 

 
плазмиду с дцРНК-супрессором гена пролиндегид- 
рогеназы, в условиях засоления, приводившего к 
гибели контрольных (нетрансгенных) вариантов. 
Параллельно, такой подход позволяет проанализи- 
ровать эффективность частичной супрессии генов 
ProDH кукурузы с использованием siRNA- 
технологий. 

На рис. 2 представлены результаты содержания 
свободного Pro в побегах проростков, адаптиро- 
ванных к засолению (общий возраст проростков 14 
суток, вариант 1). Видно, что уровень этой амино- 
кислоты у ряда индивидуальных трансгенных ва- 
риантов варьировал, однако по абсолютной вели- 
чине, за исключением трёх случаев, существенно 
превышал содержание Pro в проростках контроль- 
ных побегов. По-видимому, в вариантах V, V1 и X1 
трансген был нефункциональным или уровень его 
транскрипции был незначительным. Полученные 
данные дают основание предполагать, что эта ами- 
нокислота выступает в качестве протектора при 
адаптации к ионному стрессу. Отметим, что повы- 
шение уровня свободного пролина у трансгенных 
растений кукурузы, содержащих антисмысловой 
супрессор гена пролиндегидрогеназы, на фоне хло- 
ридного засоления ранее показано Моисеевой Е.М. 
и соавт. [15]. 

 

 

 
 

Рис.  2. Содержание свободного L-пролина в побегах адаптировавшихся к сульфатно-хлоридному засолению 
(2,0% солей морской воды) 14-суточных проростков кукурузы (1 – Х1). Контроль: 7 сут в нормальных условиях 
и через 7 сут в условиях стресса 

 

Зерновки трансгенных растений кукурузы ха- 
рактеризовались также способностью к прораста- 
нию в условиях постоянного действия стрессового 
фактора (вариант 2). Их проращивали сначала на 
фоне 2,0% засоления (летальная доза стрессора), 
затем 7-суточные проростки переносили в более 
жёсткие условия стресса (2,5% солей морской во- 

 

ды) и культивировали ещё 2 недели. Рис. 3 отобра- 
жает содержание свободного пролина в 21- 
суточных проростках. Видно, что в условиях стрес- 
са уровень Pro существенно превышал показатель 
контроля. Это свидетельствует в пользу того, что 
этот осмолит является одним из факторов, прини- 
мающих участие в поддержании жизнедеятельно- 
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Рис. 3. Содержание свободного L-пролина в побегах 21-суточных проростков, культивируемых в условиях воз- 
растающего сульфатно-хлоридного засоления (последовательно 2,0% и 2.5% солей морской воды). К – побеги 
нетрансгенных 7-суточных проростков в условиях стресса (2,0% солей морской воды) 

 

 
 

Рис.  4. Содержание свободного L-пролина в корнях и побегах 18-суточных трансгенных проростков, которые 
культивировались в условиях постоянного действия сульфатно-хлоридного засоления (2,5% солей морской во- 
ды). К – побеги трансгенных проростков в отсутствие стресса 

 

сти кукурузы в стрессовых условиях. Очевидно, 
что уровень свободного пролина является резуль- 
татом координированного функционирования сис- 
темы синтеза – катаболизма. 

Сравнительное изучение содержания свободно- 
го Pro в побегах и в корнях 18-суточных трансген- 
ных проростков показало, что уровень его накоп- 
ления в корнях превышал этот показатель в побе- 
гах,  как в норме, так и в условиях стресса (рис.  4).  
Наблюдаемые  различия  в  нормальных  условиях 
культивирования трансгенных проростков свиде- 
тельствуют о тканеспецифичности аккумуляции 
этой аминокислоты. Следует отметить, что в кон- 
трольных вариантах (дикий тип) уже на 14-й день 
опыта  содержание  пролина  составляло  в  побегах 
(138,66 ± 30,41 мг%/г с.м.), корнях (146,63 ± 19,86 
мг%/г с.м.) и достоверно не различалось. Далее 
продолжалась прогрессирующая гибель контроля. 
Высокие показатели уровня пролина в данном слу- 
чае, очевидно, являлись отражением деградации 
пролин-содержащих компартментов клеток. Эти 
результаты согласуются с литературными данными 
[16, 17]. При летальных дозах сульфатно- 
хлоридного засоления у трансформантов по срав- 
нению с контролем (трансгенные проростки) про- 

 

исходило существенное увеличение содержания 
свободного пролина. Больший уровень аккумуля- 
ции этой аминокислоты в корнях, возможно, являл- 
ся отражением депонирования токсичных ионов. 

Таким образом, солеустойчивость трансформан- 
тов, содержащих  двухцепочечный РНК-супрессор 
гена пролиндегидрогеназы кукурузы, сопровож- 
дался аккумуляцией свободного L-пролина. 

Работа поддержана грантом совместных на- 
учных проектов НАН Украины (16-05-2012) - СО 
РАН (№11) 
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INVESTIGATION OF THE FREE PROLINE CONTENTS IN CORN PLANTS TRANSFOR- 
MATED IN PLANTA USING LBA4404, HARBORING pBi2E WITH DOUBLE-STRANDED 

RNA-SUPPRESSOR PROLINE DEHYDROGENASE 
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The transgenic corn Т1-plants (Zea mays L.) with double-stranded RNA-suppressor proline dehydrogenase were ob- 
tained. The levels of free L-proline in shoots and roots under sulfate-chloride salinity were estimated. There was 
shown that corn salt tolerance was conferred by elevated level of this osmolyte. 
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