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Пшеница мягкая (Triticum aestivum L.) – одна из самых важных зерновых и основных продоволь-
ственных культур во всем мире, выращиваемая довольно часто в засушливых регионах мира, где 
нехватка воды и засоление вызывают серьезные потери урожая. Ген TaNAC69 мягкой пшеницы ко-
дирует один из важнейших транскрипционных факторов, который участвует в регуляции устойчи-
вости к дефициту влаги, вызванной засухой и гипотермией, однако роль этого гена при засолении 
малоизучена. Целью данной работы было клонирование гена TaNAC69 мягкой пшеницы в бинар-
ном векторе с 35S CaMV промотором и создание волосовидных корней (ВК) Nicotiana tabacum L. 
с конститутивной экспрессией гена TaNAC69 для оценки эффективности целевой генно-инженер-
ной конструкции в условиях засоления. В ходе агробактериальной трансформации листовых дисков 
табака при помощи Agrobacterium rhizogenes были получены 15 линий культур ВК, в шести из ко-
торых было доказано наличие и высокий уровень экспрессии целевого гена. ВК табака с консти-
тутивной экспрессией гена TaNAC69 характеризовались более быстрыми темпами роста, большей 
разветвленностью и большей сырой и сухой массой при действии 150 мМ NaCl, чем контрольные 
ВК табака без целевого гена. Анализ антиоксидантной системы выявил повышенную активность 
ферментов гваяколпероксидазы и глутатион-S-трансферазы, большее содержание пролина и водо-
растворимых сахаров, а также более высокую общую антиоксидантную способность в ВК с геном 
TaNAC69 по  сравнению с  нетрансформированным контролем. Генно-инженерная конструкция 
TaNAC69 с 35S CaMV промотором может быть рекомендована для генетической трансформации 
культурных растений с целью увеличения их устойчивости к абиотическому стрессу.
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ВВЕДЕНИЕ

Растения испытывают множество абиотиче-
ских и  биотических стрессов на  разных этапах 
жизненного цикла. Наряду с  засухой и  гипо-
термией, к  основным абиотическим факторам 
стресса относится засоление почвы, которое за-
трагивает от четверти до трети производства всех 
сельскохозяйственных культур в мире [1, 2]. За-
соленность почвы влияет не только на рост, раз-
витие растения и снижение его урожайности [3], 

но и на физико-химический и экологический ба-
ланс затрагиваемых территорий [4]. Площади за-
соления продолжают увеличиваться из-за недо-
статочного количества осадков, нерациональных 
методов ведения сельского хозяйства, а  также 
из-за применения оросительной воды с высоким 
содержанием солей [2, 5], особенно в  засушли-
вых и полузасушливых районах с более высоким 
суммарным испарением, чем осадками [7, 8].

Пшеница мягкая (Triticum aestivum L.)  – одна 
из  самых важных зерновых и  основных продо-
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вольственных культур во всем мире, выращивае-
мая довольно часто в полузасушливых и засушли-
вых регионах мира, где нехватка воды и засоление 
вызывает серьезные потери урожая [9]. В  этой 
связи возрастает актуальность увеличения стрес-
соустойчивости пшеницы путем её генетической 
трансформации различными защитными гена-
ми, число которых у  пшеницы, ввиду большого 
размера генома, вероятно исчисляется сотнями 
или даже тысячами. В  этой связи представляет 
трудность выбора одного эффективного целево-
го гена для генной инженерии мягкой пшеницы. 
Можно предположить, что эффективным ока-
жется использование некоторых генов транс-
крипционных факторов, число которых на  по-
рядок меньше, чем защитных генов [10]. К тому 
же транскрипционные факторы обычно регули-
руют экспрессию множества защитных генов. 
Одними из  наиболее значимых регуляторов ре-
акций стрессоустойчивости являются факторы 
транскрипции семейства NAC [11]. К  примеру, 
ген TaNAC69 преимущественно экспрессируется 
в корне при нормальных условиях, но заметно ак-
тивируется засухой как в листе, так и в корне [12]. 
Также была изучена сверхэкспрессия TaNAC69 
в листьях и корнях трансгенной пшеницы с про-
мотором ячменя HvDhn4s. Такие трансгенные 
растения имели большую длину корней, а также 
продуцировали большую биомассу побегов в ус-
ловиях обезвоживания, вызванного ПЭГ [13]. 
В  нашем более раннем исследовании для гена 
TaNAC69 было характерно повышение экспрес-
сии при засухе во всех изучаемых сортообразцах 
пшеницы [11]. Исходя из  этих данных, можно 
предполагать, что ген TaNAC69 может быть ис-
пользован в  качестве целевого в  генной инже-
нерии как мягкой пшеницы, так и других видов 
растений с  целью получения засухоустойчивых 
форм. Однако остается неясным, насколько эф-
фективным будет этот ген при засолении. В свя-
зи с тем, что получение полноценных трансген-
ных растений мягкой пшеницы является весьма 
трудоемкой и  долгой [14], целевая конструкция 
с геном TaNAC69 может быть предварительно ис-
пытана в  культуре генетически трансформиро-
ванных (волосовидных) корней (ВК) табака [15]. 
ВК образуются в результате переноса Т-ДНК кле-
ток Agrobacterium rhizogenes (Rhizobium rhizogenes) 
в клетку растения-хозяина [16]. Полученные ВК 
генетически стабильны, а  также быстро растут 
на безгормональной питательной среде [17] и уже 
ранее нами использовались в качестве удобного 
модельного объекта для быстрой оценки эффек-
тивности генно-инженерных конструкций в  ус-
ловиях засоления [15].

Целью данной работы было клонирование 
гена TaNAC69 мягкой пшеницы в  бинарном 
векторе с  35S CaMV промотором и  создание 
ВК табака с  конститутивной экспрессией гена 

TaNAC69 для оценки эффективности целевой 
генно-инженерной конструкции в  условиях за-
соления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание генно-инженерной конструкции,  
несущей целевой ген TaNAC69

Геномную ДНК пшеницы мягкой со-
рта Московская 39 выделяли методом со-
левой экстракции [18]. С  использованием 
геномной ДНК и  при помощи праймеров 
TaNAC69F 5’-ATCACATCATCCAGCAGCCCACAC-3’ 
и TaNAC69R 5’-CGTTCTTATCGGTCGGTCGTTCAC-3’ 
был амплифицирован полноразмерный ген 
TaNAC69 (AY625682.1). Размер ампликона соста-
вил 1365 п.н., что соответствует открытой рам-
ке считывания мРНК гена TaNAC69 1065 п.н., 
а  также 5’-НТО (68 п.н.) и  3’-НТО (138 п.н.). 
Внутри гена был обнаружен только один интрон 
размером 94 п.н. Для “тупления” концов цепей 
ДНК была использована T4 ДНК-полимераза 
(“NEB”, США). Клонирование осуществляли 
по сайту рестрикции SmaI, который при рестрик-
ции образует “тупые” концы. Для поиска целевых 
клонов с  геном TaNAC69 в  смысловой ориента-
ции при лигировании в модифицированном век-
торе pCambia 1301 [15] использовали праймеры 
35SCambF 5’-AGAGGACCTAACAGAACTCG-3’ 
и  1301R 5’-TGCTCTAGCATTCGCCATTC-3’. 
Из целевых генно-инженерных конструк-
ций нарабатывали специфичные ампли-
коны при ПЦР только в  случае сочетания 
следующих пар праймеров: 35SCambF/TaNA-
C69R, TaNAC69F/1301R, а  при сочетании пар 
35SCambF/TaNAC69F и  TaNAC69R/1301R 
амплификация проходила лишь в  случае ан-
тисмысловой ориентации гена TaNAC69. По-
сле проверки полученной конструкции плазми-
да pCambia 1301 с геном TaNAC69, находящегося 
под контролем 35S CaMV промотора, была вы-
делена методом щелочного лизиса. Наличие це-
левого гена и промоторной последовательности 
также была подтверждена методом секвениро-
вания при помощи генетического анализатора 
Нанофор 05 (“Синтол”, Россия). Полученную 
плазмиду использовали для электропорации 
клеток A. rhizogenez при помощи прибора моде-
ли Micropulser (“BioRad”, США).

Создание ВК табака с конститутивной 
экспрессией гена TaNAC69

Для генетической трансформации были ис-
пользованы растения табака Nicotiana tabacum L. 
сорта Petit Havana линии SR1. При создании 
трансгенных ВК табака был использован стан-
дартный метод агробактериальной трансформа-
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ции листовых дисков и бинарный вектор pCambia 
1301, содержащий ген гигромицинфосфотранс-
феразы (HPT) и  целевой ген TaNAC69 под кон-
тролем 35S CaMV промотора. Культуры ВК таба-
ка были получены из  листовых эксплантов 
двухмесячных растений при помощи A. rhizogenes 
штамма А4. Агробактерии предварительно выра-
щивали на жидкой среде LB с добавлением селек-
тивных антибиотиков рифампицина (100  мг/л) 
и канамицина (100 мг/л). Экспланты листьев та-
бака, растущих на  почве, стерилизовали с  ис-
пользованием 75% раствора этилового спирта (~1 
мин) и 2% раствора гипохлорита натрия (~8 мин), 
затем экспланты промывали стерильной дистил-
лированной водой 5 раз. Совместное культивиро-
вание листовых эксплантов и агробактерий про-
водили на  стандартной твердой среде 
Мурасиге-Скуга (МС) (100% концентрация ми-
неральной основы МС-среды, 14 г/л сахарозы, 60 
мг/л инозитола, 2 мг/г глицина, 1 мг/л тиамина 
и 1 мг/л никотиновой кислоты, 7 г/л агара) в те-
чении трех сут. при температуре +25°С, после 
чего листовые экспланты были промыты в жид-
кой МС-среде, содержащей 100 мг/л цефотакси-
ма. Экспланты переносили на твердую МС-среду 
без регуляторов роста, содержащую антибиотик 
цефотаксим (100  мг/л) и  селективный антибио-
тик гигромицин В  (20  мг/л). Все образованные 
ВК отделяли от первичного экспланта фрагмен-
тами длиной 1.5–2 см и культивировали в отдель-
ных чашках Петри с  МС-средой в  камере роста 
KBW240 (“Binder”, Германия) при температуре 
+25°С, в темноте. ДНК из ВК выделяли стандарт-
ным методом ЦТАБ [19]. Трансгенный статус по-
лученных ВК доказывали при помощи ПЦР-ана-
лиза на  наличие целевого гена TaNAC69, 
селективного гена HPT с  использованием прай-
меров  HPTF 5’-GCTTCTGCGGGCGATTTGTG-3’ 
и  HPTR 5’-GCTGCGCCGATGGTTTCTAC-3’, 
а также репортерного гена uidA с помощью прай-
меров GUSF 5’-TGTGGAATTGATCAGCG
TTGGTG-3’ и GUSR 5’‑AAGCCGACAGCAGCA
AGTTTCATC-3’. Для исключения агробакте- 
риальной контаминации использовали праймеры  
ArhizF 5’‑CCCGCACCCGATCCAAGACAAAC
TCA-3’ и  ArhizR 5’‑CGCCCGAAGCCTCACCC
ACGAAC‑3’, которые подобраны к  неаннотиро-
ванному хромосомному гену A. rhizogenes под 
номером WP_034523040.

Определение содержания транскриптов  
целевого гена в ВК табака

Тотальную РНК из ВК выделяли при помо-
щи ЦТАБ, первая цепь кДНК была синтези-
рована с  использованием олиго(dT) праймера 
и  M-MuLV обратной транскриптазы (“NEB”, 
США). Полуколичественную ОТ-ПЦР прово-
дили при следующих условиях: 94°C  – 1 мин, 

94°C – 30 сек, 53°C – 30 сек, 72°C – 1 мин, 30 ци-
клов и финальная элонгация 72°С – 5 мин. Для 
ОТ-ПЦР была использована пара праймеров 
TaNAC69F 5’-GATCGCCAAGTCGTGCTC-3’ 
и  TaNAC69R 5’-ATCTCTTCCTCTTCATGC-
CGTTAT-3’. В качестве референса использовали 
ген фактора элонгации EF-1α (AF120093.1), для 
ОТ-ПЦР применяли праймеры 5’-GAATTG-
GTACTGTCCCTGTT-3’ и  5’-TTGCCAATCT-
GTCCTGAAT-3’. Фотографии агарозных гелей 
обрабатывали при помощи компьютерной про-
граммы TotalLab (http://totallab.com). Для каж-
дого эксперимента использовали по  три кон-
трольных и опытных растения (n = 3).

Морфометрический анализ ВК  
при действии засоления

Морфометрический анализ заключался в из-
мерении среднего прироста длины культур ВК 
каждые 10 сут. в течение 30 сут. при культивиро-
вании на стандартной агаризованной МС-среде. 
Средний прирост рассчитывали, как отношение 
удлинения всех корней к числу корней в выбор-
ке. Также определяли среднюю сырую и  сухую 
массу для каждой линии ВК после 30 сут. куль-
тивирования в нормальных условиях и при дей-
ствии NaCl. Для обеспечения условий засоления 
добавляли в питательную среду NaCl до достиже-
ния концентрации 150 мМ. Концентрация NaCl 
была подобрана в ходе более ранних исследова-
ний по  отношению к  культурам волосовидных 
корней табака, таким образом, чтобы она зна-
чительно (до 10 раз) замедляла рост, но вызыва-
ла гибель не  более 10% образцов корней после 
30 дней культивации в данной среде [15]. В каче-
стве контроля использовали ВК табака, получен-
ные ранее без использования бинарных векторов 
[15]. Для каждой линии растений было исполь-
зовано по две чашки Петри, то есть выборка для 
каждой линии составила 10 корней (n = 10).

Анализ антиоксидантной системы культур ВК

Для проведения анализа изменений анти-
оксидантной системы в  условиях засоления 
культуры ВК выращивали в  течение 30 сут. 
в  нормальных условиях и  затем 2 сут. в  усло-
виях стрессового воздействия (150 мМ NaCl). 
Активность всех ферментативных систем была 
пересчитана на мг общего растворимого белка 
(ОРБ). Остальные показатели пересчитывали 
на 1 г сырой массы ВК. Все биохимические ис-
следования проводили в  3 биологических по-
вторностях (n = 3).

Для определения активности супероксид-
дисмутазы (СОД) применяли метод, основанный 
на  способности СОД конкурировать с  нитро-
синим тетразолием за  супероксид-анионы  [20]. 
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Активность аскорбатпероксидазы (АПОК) 
определяли методом, основанным на  опреде-
лении скорости разложения перекиси водоро-
да аскорбатпероксидазой с  образованием воды 
и дегидроаскорбата [21]. Активность гваяколпе-
роксидазы (ГПОК) определяли по  способности 
полимеризации гваякола до  тетрагваякола [22]. 
Активность каталазы (КАТ) проверяли по скоро-
сти деградации молекул перекиси водорода [23]. 
Количество малонового диальдегида (МДА) в на-
веске определяли с  помощью тиобарбитуровой 
кислоты [24]. Метод определения пролина был 
основан на работе Khedr с соавт. [25]. Скорость 
образования супероксид-аниона (СА) определя-
ли акцепторным методом, основанным на опре-
делении окрашенного продукта окисления адре-
налина – аденохрома [26]. Экстракцию перекиси 
водорода проводили по  Chaouch с  соавт. [27], 
измерение его содержания по Bindschedler с со-
авт. [28]. Общая антиоксидантная способность 
(ОAC) оценивалась на  метанольных (80%) экс-
трактах по восстановлению Mo(VI) до Mo(V) при 
кислом pH [29]. Активность глутатион-S-транс-
феразы (GST) определяли по  скорости образо-
вания конъюгатов между восстановленным глу-
татионом и  1-хлор-2,4-динитробензолом [30]. 
Активность глутатионредуктазы (GR) определя-
ли по восстановлению глутатиона в присутствии 
НАДФН, описанному Верлан [31]. В  качестве 
контроля использовали ВК табака, полученные 
ранее без использования бинарных векторов [15].

Результаты всех исследований представлены 
в виде гистограмм со средними значениями вы-
борки. Планками погрешности обозначали стан-
дартную ошибку среднего (M ± SEM). Достовер-
ность различий во всех экспериментах оценивали 
при помощи U-критерия Манна-Уитни (Р ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клонирование гена TaNAC69, получение ВК 
табака и определение содержания в них 

транскриптов целевого гена

Участок ДНК T. aestivum сорта Московская 
39, содержащий ген TaNAC69 с  небольшими 
участками нетранслируемых областей, был ам-
плифицирован на матрице геномной ДНК и его 
размер составил 1365 п.н. Данный ампликон был 
клонирован в  бинарном векторе pCambia 1301 
под контролем конститутивного 35S CaMV про-
мотора. По результатам секвенирования клони-
рованного гена TaNAC69 нуклеотидных замен 
в его кодирующей части не обнаружено.

Для получения ВК табака N. tabacum был ис-
пользован метод агробактериальной трансфор-
мации. ВК индуцировали на листовых эксплантах 
на 10 сут. после инокуляции агробактериями. Для 
селекции трансгенных ВК добавляли в МС-сре-

ду гигромицин B. При прорастании на 1.5–2 см, 
ВК отделяли от первичного экспланта и переса-
живали на  МС-среду без добавления фитогор-
монов. Биомассу корней наращивали в  течение 
2 нед., после чего проводили ПЦР-анализ на на-
личие целевого (TaNAC69), селективного (HPT) 
и  репортерного (uidA) генов. Также с  использо-
ванием метода ПЦР с  праймерами ArhizF/Arhi-
zR исключали ВК, несущие агробактериальную 
контаминацию. В  результате было отобрано 6 
линий трансгенных корней, содержащих все три 
анализируемых гена, которые получили номера 
10, 17, 18, 20, 21 и  22. Далее в  этих линиях кор-
ней было определено содержание транскриптов 
гена TaNAC69 по  отношению к  содержанию 
транскриптов гена EF-1α. По содержанию транс-
криптов целевого гена линии ВК табака состави-
ли следующий ряд: Л17 > Л18 > Л22 > Л21> > Л20 
> Л10 (рис. 1), в  котором наибольший уровень 
экспрессии целевого гена был характерен для ли-
нии 17, а наименьший для линии 10.

Морфометрический анализ ВК табака, несущих 
ген TaNAC69 при норме и засолении

Для морфометрического анализа в  каждую 
чашку Петри диаметром 10 см со  МС-средой 
раскладывали отрезки ВК длиной 1 см по 5 штук 
и проводили измерения их прироста через каж-
дые 10 сут. (рис. 2). 

При нормальных условиях в  первые 10 сут. 
большинство линий трансгенных ВК опережали 
в росте контрольные ВК (рис. 3а). Через 20 сут. 
лишь у линий 17, 21, 22 корни опережали в ро-
сте контроль (рис. 3б). При третьем измерении 
уже лишь у линий 21 и 22 корни опережали в ро-
сте контроль (рис. 3в). Корни линий 10, 18, 20 
наоборот достоверно уступали в приросте кон-
трольным ВК как при втором, так и при третьем 
измерениях (рис. 3г, в). При засолении в первые 
10 сут. все трансгенные ВК, кроме линии 20, 

Рис. 1. Содержание транскриптов гена TaNAC69 
в волосовидных корнях табака в % к референсному 
гену EF-1α. Л10-Л22  – линии волосовидных кор-
ней, несущих ген TaNAC69.
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опережали в росте контрольные ВК (рис. 2а, б, 
в; рис. 3а). При втором измерении все линии 
трансгенных ВК росли быстрее контрольных 
ВК (рис. 2г, д, е; рис. 3б). Через 30 сут. также все 
линии трансгенных ВК опережали в росте кон-
трольные ВК (рис. 2ж, з, и; рис. 3в).

Наиболее интенсивный рост был характе-
рен для линий 17, 18, 21 и 22. Наименьшие тем-
пы роста показали ВК линий 10 и 20. Необходи-
мо отметить, что во всех трех измерениях также 
наблюдали гораздо большую разветвленность 
трансгенных ВК по  сравнению с  контролем 
(рис.  2). Далее у  тех же линий корней измеря-
ли финальную сырую (рис. 4а) и сухую (рис. 4б) 
массы через 30 сут. культивирования при норме 
и действии стрессового фактора. Наибольшая сы-
рая и сухая масса при нормальных условиях была 
характерна для линий 17, 21 и 22 (рис. 4а, б). Наи-
меньшая сырая и сухая масса корней при норме 

обнаруживалась у линий 10 и 20 (рис. 4а, б). При 
засолении наибольшая сырая и сухая масса также 
были характерны для линий 17, 21 и 22 (рис. 4а, б).

Анализ компонентов  
антиоксидантной системы культур ВК

Для проведения анализа антиоксидантной 
системы культур ВК, отобранные линии нара-
щивали на  орбитальном шейкере-инкубаторе 
в жидкой МС-среде в течение 30 сут. 1 раз в 2 нед. 
обновляли МС-среду с добавлением антибиоти-
ка цефотоксима (250 мг/л). После чего ВК были 
помещены в жидкую МС-среду со 150 мM NaCl 
на 2 сут. Контрольные ВК культивировали 2 сут. 
в стандартной жидкой МС-среде без добавлений 
NaCl. После этого проводили биохимический 
анализ ВК. Выбор этого времени экспозиции 
обусловлен с  предположением, что в  первые 

Рис. 2. Внешний вид исследуемых ВК при действии 150 мМ NaCl: контрольные ВК без гена TaNAC69 через 10 (а), 
20 (г) и 30 (ж) сут. после начала опыта; трансгенные ВК с геном TaNAC69 линии 21 через 10 (б), 20 (д) и 30 (з) сут. 
после начала опыта; трансгенные ВК с геном TaNAC69 линии 22 через 10 (в), 20 (е) и 30 (и) сут. после начала опыта. 
В работе использованы чашки Петри диаметром 10 см.
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сутки ВК испытывают довольно сильный стресс, 
тогда как на  вторые сутки должны включиться 
адаптивные механизмы, в  том числе, путем ак-
тивации антиоксидантной системы, основные 
параметры которого и были изучены.

При нормальных условиях активность ката-
лазы была выше контроля у  линий 17, 18 и  22, 
а  ниже  – у  линии 10 (рис. 5а). При засолении 
активность каталазы у  трансгенных ВК была 
ниже, чем у  контрольных ВК (рис. 5а). Актив-
ность ГПОК при нормальных условиях была 
выше, чем у  контроля только в  линиях 17 и  18 
(рис. 5б). При засолении у большинства линий 
трансгенных ВК активность ГПОК была выше, 
чем в  контроле (рис. 5б). Наибольшая актив-
ность ГПОК при засолении была характерна для 
линий 17, 21, 22. Содержание перекиси водорода 
у трансгенных ВК было существенно ниже, чем 
в контроле, причем как при нормальных услови-
ях, так и при засолении (рис. 5в). 

Активность СОД у  большинства линий 
трансгенных ВК была ниже, чем в  контроле как 
при нормальных условиях, так и  при действии 
засоления (рис. 5г). У  всех трансгенных ВК при 
норме была выше активность GST (рис. 5д). При 
засолении также почти у всех линий трансгенных 
ВК (кроме линии 18) была увеличена активность 
GST (рис. 5д). Общая антиоксидантная способ-
ность у  трансгенных ВК была выше, чем у  кон-
трольных ВК как при норме, так и при засолении 
(рис. 5е). По содержанию пролина при нормаль-
ных условиях лишь линии 18 и  22 достоверно 
превышали значения контроля (рис. 5ж). При 
засолении во всех линиях трансгенных ВК было 
обнаружено гораздо большее содержание проли-
на, чем в контрольных ВК (рис. 5ж). Больше всего 
пролина содержали ВК линий 21 и 22. При нор-
мальных условиях в  трансгенных ВК наблюдали 
большее содержание водорастворимых сахаров 
(ВРС) (рис.  5з). При действии засоления лишь 
у  линий 18 и  22 было большее содержание ВРС 

Рис. 3. Средний прирост ВК табака при норме и дей-
ствии 150 мМ NaCl: (а) – через 10 сут. после нача-
ла опыта; (б)  – через 20 сут. после начала опыта; 
(в) – через 30 сут. после начала опыта. 1 – при нор-
мальных условиях, 2 – при действии 150 мМ NaCl. 
Звездочки (*) указывают на  достоверное различие 
данных между трансгенными и контрольной лини-
ями ВК (P ≤ 0.05).
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Рис. 4. Сырая (а) и сухая (б) масса волосовидных корней при норме и действии 150 мМ NaCl. 1 – при нормаль-
ных условиях, 2 – при действии 150 мМ NaCl. Звездочки (*) указывают на достоверное различие данных между 
трансгенными и контрольной линиями ВК (P ≤ 0.05).
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Рис. 5. Состояние антиоксидантной системы анализируемых ВК: (а) – активность каталазы, (б) – активность гва-
яколпероксидазы, (в) – содержание перекиси водорода, (г) – активность супероксиддисмутазы, (д) – активность 
глутатион-S-трансферазы, (е) – общая антиоксидантная способность, (ж) – содержание пролина, (з) – содержание 
водорастворимых сахаров, (и) – содержание малонового диальдегида. SR1 – контроль, Л10–Л22 – линии трансген-
ных ВК с геном TaNAC69, 1 – нормальные условия, 2 – при действии 150 мМ NaCl. Звездочки (*) указывают на до-
стоверное различие данных между трансгенными и контрольной линиями ВК (P ≤ 0.05).
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по сравнению с контролем (рис. 5з). Наибольшее 
содержание ВРС при засолении было зафикси-
ровано для линий 18 и  22. Вопреки ожиданиям 
нам не удалось зафиксировать меньшее содержа-
ние МДА в  трансгенных ВК. Наоборот, как при 
норме, так и при засолении большинство линий 
трансгенных ВК содержали больше МДА, чем 
контрольные ВК (рис. 5и). Наибольшее содер-
жание МДА было характерно для линий 10 и 20, 
причем как при норме, так и при засолении. Наи-
меньшее содержание МДА при засолении было 
зафиксировано для линий 18 и  22 трансгенных 
ВК.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ген TaNAC69 кодирует один из  важнейших 
транскрипционных факторов семейства NAC, 
запускающих каскад реакций стрессоустойчиво-
сти через активацию многих защитных генов [11]. 
Выбор для генно-инженерных манипуляций гена 
TaNAC69 обусловлен тем, что его продукт пози-
тивно влияет на устойчивость как к засухе, так и к 
холоду [12]. Наши предыдущие исследования так-
же показали, что уровень экспрессии этого гена 
повышается как при засухе, так и при гипотермии 
[11]. Как известно, эти два стрессовых фактора 
являются наиболее актуальными не  только для 
России, но и для всего мира. Ранее ген TaNAC69 
был использован для генетической трансфор-
мации пшеницы, причем была применена ген-
ная конструкция специфичная для однодольных 
с ячменным промотором [13]. Трансгенные рас-
тения пшеницы характеризовались повышением 
устойчивости к  обезвоживанию, а  также были 
зафиксированы лучшие, чем у  контроля, пара-
метры роста побега при умеренном засолении. 
В  настоящей работе нами была создана более 
универсальная генная конструкция с  вирусным 
35S CaMV промотором, которая может быть ис-
пользована как при трансформации двудольных, 
так и однодольных растений. В то же время было 
неизвестно, будет ли проявлять свою специфиче-
скую активность продукт гена TaNAC69 в клетках 
двудольных растений. Исходя из  вышесказан-
ного, целью настоящего исследования было как 
создание целевой генной конструкции, так и его 
испытание на  модельной системе ВК табака. 
При выращивании ВК в качестве стресс-факто-
ра использовали засоление, так как ранее о  по-
зитивном влиянии на рост корней продукта гена 
TaNAC69 при засолении не сообщалось. 

Наиболее высокий уровень экспрессии гена 
TaNAC69 был характерен для ВК линий 17, 18, 
21 и  22 (рис. 1). Исходя из  этого, можно было 
предполагать, что в этих линиях функция целе-
вого гена будет выражена в  большей степени, 
чем в  линиях 10 и  20. Морфометрический ана-
лиз показал, что наиболее высокие темпы роста 

как при норме, так и при засолении имели корни 
линий 17, 18, 21 и 22 (рис. 3, 4). То есть обнару-
живалась явная зависимость параметров роста 
и  стрессоустойчивости ВК от  уровня экспрес-
сии целевого гена. В  то же время необходимо 
отметить, что лидером по  уровню экспрессии 
гена TaNAC69 была линия 17, а  по результатам 
морфометрического анализа – линия 22. То есть 
точной корреляции между уровнем экспрессии 
и параметрами роста не наблюдалось, что впол-
не ожидаемо в связи с тем, что каждая линия ВК 
отличается друг от друга местом встройки, а так-
же нередко и количеством копий Т-ДНК в гено-
ме и  потому каждая из  этих линий отличается 
друг от друга по многим параметрам.

Ранее было показано, что сверхэкспрессия 
TaNAC2 способствует повышению устойчивости 
к засолению у трансгенных растений A. thaliana, 
что было доказано в результате их морфометри-
ческого анализа при действии NaCl [32]. Ген 
TaNAC69 также ранее использовался для генети-
ческой трансформации, но мягкой пшеницы [13] 
и полученные растения характеризовались улуч-
шением роста побега при умеренном засолении. 
Новизна нашей работы заключается в  том, что 
ген TaNAC69 испытывается в  гетерологической 
системе при засолении в  корнях и  впервые ис-
следуется его влияние на  компоненты антиок-
сидантной системы. Результаты проведенного 
исследования показывают, что пшеничный ген 
TaNAC69 может быть использован для повыше-
ния стрессоустойчивости не только у однодоль-
ных, но и двудольных растений.

Явным отличием трансгенных ВК от  кон-
трольных было гораздо более низкое содержание 
перекиси водорода как при норме, так и при за-
солении (рис. 5в). Одним из вероятных механиз-
мов снижения содержания перекиси водорода 
может быть выявленное увеличение активности 
ГПОК (рис. 5б), в  то время как у  трансгенных 
ВК не  фиксировалось повышение активности 
каталазы (рис. 5а). Но при нормальных услови-
ях в отличие от условий засоления у трансгенных 
ВК активность ГПОК не была выше, чем у кон-
трольной линии. Это означает, что в  снижении 
содержания перекиси водорода у  трансгенных 
ВК вероятнее всего задействованы и  другие 
механизмы. Конститутивная экспрессия гена 
TaNAC69 не  оказывала существенного влияния 
на  активность СОД при нормальных условиях. 
При засолении трансген оказывал негативный 
эффект на активность СОД (рис. 5г). Почти у всех 
линий трансгенных ВК была повышена актив-
ность GST, причем как при норме, так и при за-
солении (рис. 5д). ОАС тоже почти во всех линиях 
трансгенных ВК была выше, чем в контроле как 
при норме, так и при засолении (рис. 5е). Наибо-
лее ярким отличием трансгенных ВК было суще-
ственно большее содержание пролина при засо-
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лении (рис. 5ж). Многие трансгенные ВК также 
характеризовались более высоким содержанием 
ВРС, по сравнению с контролем как при норме, 
так и при засолении (рис. 5з). Вопреки ожидани-
ям, в трансгенных ВК не удалось зафиксировать 
уменьшения содержания МДА по  сравнению 
с контролем (рис. 5и). Наоборот, в трансгенных 
ВК как при норме, так и при засолении содержа-
ние МДА было больше, чем в контроле. Большее 
накопление МДА в данном случае может объяс-
няться более высокими темпами роста трансген-
ных ВК, по  сравнению с  контрольной линией. 
То есть можно предположить, что более быстрые 
темпы роста при засолении могут быть сопря-
жены также большей степенью окислительного 
повреждения мембран. Похожие данные были 
ранее получены на примере трансгенных расте-
ний с генами ксилоглюканэндотрансгликозилаз, 
у которых корни также росли быстрее в условиях 
засоления, но характеризовались большим нако-
плением МДА, чем контрольные растения [33].

Сравнение результатов биохимического ана-
лиза разных линий показывает, что наибольшая 
активность ГПОК и  GST, а  также наибольшее 
содержание пролина и ВРС при засолении было 
характерно для линий 17, 21 и 22 (рис. 5б, д, ж, з). 
Наиболее высокая ОАС также была характерна 
для линий 17, 21 и 22 (рис. 5е). Любопытно от-
метить, что хотя содержание МДА было больше 
у трансгенных ВК, чем у контрольных, наимень-
шее его содержание при засолении было харак-
терно для линий 18, 21 и 22. Причем для линий 
21 и  22 были характерны и  другие позитивные 
изменения в состоянии антиоксидантной систе-
мы. Линия 18 также показывала высокие значе-
ния по результатам морфометрии и ряд позитив-
ных изменений в антиоксидантной системе.

Таким образом, для линий ВК 17, 21 и 22, у ко-
торых был наиболее высокий уровень экспрессии 
гена TaNAC69 также наблюдали наиболее высо-
кие темпы роста, большую солеустойчивость, 
а также ряд позитивных изменений в компонен-
тах антиоксидантной системы. Исходя из  на-
ших данных можно полагать, что продукт гена 
TaNAC69 оказывает позитивный эффект на рост 
и солеустойчивость ВК, в том числе, через пози-
тивное влияние на активности ферментов ГПОК 
и GST, на содержание пролина и ВРС, а также че-
рез повышение ОАС. Ранее также была обнару-
жена взаимосвязь накопления пролина в листьях 
пшеницы c повышением уровня экспрессии гена 
TaNAC69 [11]. Полученные нами данные говорят 
о  функциональной активности продукта гена 
TaNAC69 в клетках двудольных растений.

Таким образом, конструкция гена TaNAC69 
с  35S CaMV промотором может быть реко-
мендована для генетической трансформации 
культурных растений с  целью увеличения их 
продуктивности и  устойчивости к  абиотиче-

ским стресс-факторам. С  учетом наших и  ли-
тературных данных можно предположить, что 
у  трансгенных растений с  конститутивной экс-
прессией гена TaNAC69 может быть повышена 
устойчивость к засухе, холоду и засолению.
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