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АНАЛИЗ  ЭКСПРЕССИИ  acdS-ГЕНА БАКТЕРИЙ  
PSEUDOMONAS PUTIDA B-37 В ТРАНСГЕННЫХ  

РАСТЕНИЯХ NICOTIANA TABACUM
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Осуществлен перенос рекомбинантной плазмиды pBI121acdS, несущей acdS-ген бактерий P.  putida B-37, 
в клетки A. tumefaciens AGL0. С помощью агробактериальной трансформации получены трансгенные растения 
N. tabacum. Методом полимеразной цепной реакции с использованием специфических праймеров к данному гену 
подтверждена интеграция acdS-гена P. putida B-37 в  геном трансгенных растений N.  tabacum, а с использова-
нием полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией – факт экспрессии гетерологичного гена в рас-
тениях N. tabacum. Анализ экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенных растениях N. tabacum, 
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проведенный с помощью метода полимеразной цепной реакции в реальном времени, показал, что величина экс-
прессии была в 1,27 раза выше, чем у референс-гена. Это подтверждает факт экспрессии гена в данных расте
ниях на высоком уровне. Указанный факт экспрессии был также подтвержден определением удельной активности 
1-аминоциклопропан-1-карбоксилат-дезаминазы в трансгенных растениях N. tabacum. 

Ключевые слова: АЦК-дезаминаза; Nicotiana tabacum; acdS-ген; Pseudomonas putida.
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In current work was realized the transfer of recombinant plasmid pBI121acdS, carring P. putida B-37 bacterial acdS-
gene to the A. tumefaciens AGL0 cells. Transgenic plants of N. tabacum were created by agrobacterial transformation. 
Integration of P. putida B-37 bacterial acdS-gene to transgenic plants of N. tabacum was verified by PCR analysis, using 
specific primers to present gene. Presence of target acdS-gene in transgenic plants genome was proved by RT-PCR ana
lysis. With help of  Real-time PCR was shown the difference between reference gene and target P. putida B-37 bacterial acdS-
gene expression. Expression of target gene exceeded reference gene in 1.27 times, those fact proved expression of acdS-gene 
in plants on high level. Expression of the heterologous gene in N. tabacum plants was also proved by biochemical method of 
ACC-deaminase specific activity define.

Key words: ACC-deaminase; Nicotiana tabacum; acdS-gene; Pseudomonas putida.

Введение
В настоящее время одна из ключевых задач – получение растений, обладающих повышенной устой-

чивостью к неблагоприятным факторам среды. Растения, произрастающие в сложных условиях, под-
вергаются стрессу, который вызван недостатком питательных веществ и  химической токсичностью. 
Естественной реакцией растений на стресс является продукция стрессового гормона этилена, который 
приводит к снижению роста, уменьшению биомассы и ускорению процессов старения, пожелтению 
и опадению плодов [1; 2].

Этилен в оптимальной концентрации выполняет важную роль в процессах, связанных с нормальным 
ростом и развитием растений, однако в условиях абиотического и биотического стрессов его уровень по-
вышается, что приводит к ингибированию роста корня, старению листьев и их опадению, разрушению 
хлорофилла  [3; 4]. Одним из подходов к снижению уровня стрессового этилена в растениях является 
использование фермента АЦК-дезаминазы, который разлагает предшественника этилена – АЦК – до ам-
миака и α-кетобутирата. В последнее время особое внимание уделяется исследованиям, направленным на 
разработку способов снижения продукции растениями стрессового этилена путем создания трансгенных 
растений, несущих бактериальный acdS-ген, кодирующий АЦК-дезаминазу, и, как следствие, обладаю-
щих устойчивостью к стрессовым факторам среды [5–7].

Экспрессия acdS-гена бактерий в растениях существенно повышает показатели их роста и продук-
тивности. В настоящее время показано, что такая экспрессия в трансгенных растениях приводит к уси-
ленной деградации стрессового этилена в корневой зоне и снятию негативного эффекта его действия, 
придает устойчивость к засухе, засолению и загрязнению почвы солями тяжелых металлов [8–12]. Соз-
дание трансгенных растений, синтезирующих бактериальную АЦК-дезаминазу, которые характери
зуются повышенной устойчивостью к абиотическим стрессам, вызванным засолением почв или загряз-
нением их тяжелыми металлами, является в настоящее время высокоактуальным в связи с постоянно 
усиливающимся техногенным воздействием на природные сообщества и ухудшением экологической 
обстановки на территориях, занятых сельскохозяйственным производством.

Таким образом, цель данной работы – получение трансгенных растений Nicotiana tabacum, несущих 
acdS-ген бактерий Pseudomonas putida B-37, и анализ его экспрессии в растениях табака.
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Материалы и методы исследования
В  качестве основных объектов исследований использовались бактериальные штаммы P.  putida 

B-37, Agrobacterium tumefaciens AGL0 и растения табака N. tabacum. Также применялись бактериаль-
ный штамм E. coli Xl-1 Blue из коллекции научно-исследовательской лаборатории молекулярной гене-
тики и биотехнологии биологического факультета БГУ и генетическая конструкция pBI121acdS, полу-
ченная нами ранее [13].

Выделение плазмидной ДНК осуществляли методом щелочного лизиса по [14]. 
Электрофоретический анализ ДНК проводили в агарозном геле с использованием буферной сис

темы ТАЕ согласно методическим указаниям, изложенным в руководствах [15]. 
Рестрикцию ДНК осуществляли в соответствии с рекомендациями фирмы-изготовителя фермен-

тов Thermo Fisher Scientific (Литва).
Прямую трансформацию A. tumefaciens проводили методом замораживания-оттаивания согласно 

рекомендациям, изложенным в руководстве [15].
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) осуществляли по заданной программе с использованием 

аппарата C1000 Touch™ ThermalCycler фирмы Bio-Rad Laboratories (США). При постановке ПЦР при-
меняли реактивы производства Thermo Fisher Scientific: Taq-полимеразу, 10-кратный Taq-буфер для 
ПЦР, смесь дНТФ и деионизированную воду в концентрациях, предложенных производителем. Резуль-
таты ПЦР визуализировали с помощью электрофореза в агарозном геле.

Амплификацию гена acdS производили с использованием следующих праймеров:
•• Forward: (Fatg) 5ʹ-tccggatccatgaacctgaatcgttttraacgttatc-3ʹ;
•• Reverse: (Rtga) 5ʹ-tccggatcctcagccgttgcgraacargaag-3ʹ.

Параметры циклов амплификаций: 5 мин при 94 °С – 1 цикл; по 30 с при 94 и 54 °С, 1,5 мин при 72 °С – 
35 циклов; 30 с при 72 °С – 1 цикл.

Амплификацию гена virE2 производили с использованием следующих праймеров:
•• Forward: (VirE2-F) 5ʹ-cgaatacattctcgtgcgtcaaacg-3ʹ;
•• Reverse: (VirE2-R) 5ʹ-tttcgagtcatgcataatgcctgac-3ʹ.

Параметры циклов амплификаций: 5 мин при 94 °С – 1 цикл; по 30 с при 94 и 59 °С, 1 мин при 72 °С – 
30 циклов; 7 мин при 72 °С – 1 цикл.

Выделение растительной РНК. Растительный материал растирали тонким металлическим шпа-
телем. Добавляли 500 мкл буфера для экстракции, центрифугировали 10 мин при 12 000 об/мин. От-
бирали водную фазу, соединяли ее с равным объемом 4-молярного LiCl. Центрифугировали 30 мин при 
10 000 об/мин, к осадку добавляли 250 мкл Н2О, 25 мкл 3 моль/л AcNa (pH 5,2) и 550 мкл 96 % этанола. 
Пробы центрифугировали 30 мин при 12 000 об/мин. Осадок промывали 1 мл 70 % этанола. Образцы 
центрифугировали 5 мин при 10 000 об/мин. Удаляли супернатант, подсушивали осадок и растворяли 
его в 40 мкл Н2О.

Синтез кДНК. В стерильный эппендорф на льду добавляли в следующем порядке реактивы: мРНК 
(0,1–5,0 нг), праймеры (0,5 мкг), ДЕПК-воду (до 12,5 мкл). Затем вводили 4 мкл 5x-буфера для реакции, 
0,5 мкл ингибитора РНКазы, 2 мкл смеси нуклеотидов, 1 мкл обратной транскриптазы. Инкубировали 
10 мин при 25 °С, 60 мин – при 42 °С. Ингибировали реакцию нагреванием до 70 °С в течение 10 мин.

Для синтеза кДНК использовали обратную транскриптазу Revert Aid TM Premium Reverse Trans
criptase, произведенную фирмой Fermentas.

Культивирование и  агробактериальная трансформация табака. Листья растений N.  tabacum 
6 – 8-недельного возраста, выращенные на среде А1 при 24 °С и 16-часовом световом дне, разрезали на 
фрагменты около 0,25 см2, отделив предварительно центральную жилку, делали насечки по краям и вы-
кладывали на чашки с агробактериями на среде А2, нижней стороной вниз, по 10 –12 штук на чашку. 
Инкубировали 2 сут в темноте при 28 °С, затем переносили диски на среду А3 с селективным агентом 
для стимуляции каллусогенеза (канамицин – Km) и тиментином для элиминации агробактериального 
роста. Помещали на свежую среду А3 раз в неделю до образования каллусов. При появлении каллусо-
генеза осуществляли перенос на чашки со средой А4 с селективным антибиотиком и необходимыми 
гормонами для стимуляции образования побегов. Последние переносили на среду А5 с антибиотиком 
и затем в почву.

Выделение тотальной ДНК. Растительный материал помещали в пробирку, вливали жидкий азот, 
выдерживали несколько секунд до его испарения и быстро растирали листовую ткань в порошок. До-
бавляли буфер для выделения ДНК до объема 750 мкл; ресуспендировали и инкубировали пробу при 
65 °С в течение 10 мин. Затем вводили 200 мкл 5 моль/л ацетата калия, пробирку энергично встряхи-
вали. Инкубировали пробу на ледяной бане 20 мин. Центрифугировали при 12 000 об/мин в течение 
10 мин при комнатной температуре. Супернатант переносили в новую пробирку, добавляли равный 
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объем изопропанола, перемешивали и центрифугировали при 12 000 об/мин в течение 2 мин. Удаляли 
супернатант и ресуспендировали осадок в равном объеме 80 % этанола. Супернатант удаляли, осадок 
подсушивали. Растворяли ДНК в 50 мкл ТЕ-буфера и хранили при – 20 °С .

Количественная ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Смесь реагентов для проведения 
одной реакции в объеме 25 мкл составляли следующим образом: 2 × ПЦР-буфер Maxima SYBR Greenq 
PCR Master Mix (Thermo Scientific, США) – 12,5 мкл; праймер F – 0,5 мкл; праймер R – 0,6 мкл; образец 
кДНК (20 нг/мкл) – 2 мкл. Конечный объем доводили водой до 25 мкл. Программа амплификации была 
следующей: 2 мин при 50 °С – 1 цикл; 10 мин при 95 °С – 1 цикл; 15 с при 95 °С, 30 с при 55 °С, 60 с 
при 60 °С – 40 циклов. Использованные праймеры: 

•• RT-ATG-For1 – 5ʹ – ATGAACCTGAATCGTTTTGAACGTTATC-3ʹ;
•• RT-ATG-Rev1 – 5ʹ – CACTGTTGCAGTCTTCACGTTTG-3ʹ.

Определение содержания белка в растительных гомогенатах проводили биуретовым методом [16]. 
Активность АЦК-дезаминазы оценивали по количеству α-кетобутирата, образующегося за 1 мин на 1 мг 
белка в растительном гомогенате при дезаминировании 1-аминоциклопропан-1-карбоксилата. Количест
во α-кетобутирата определяли спектрофотометрически при 540 нм. Реакционную смесь, содержащую 
20 мкл растительного гомогената и 10 мкмоль АЦК и 200 мкл 0,1 моль/л трис-буфера (рН 7,4), инкубиро-
вали 60 мин при 30 °С. Реакцию останавливали добавлением 180 мкл 0,56 моль/л HCl и вносили 30 мкл 
0,1 % раствора 2,4-динитрофенилгидразина. Пробы инкубировали в течение 15 мин при 30 °С, останав-
ливали реакцию добавлением 200 мкл NaOH (2 моль/л) и измеряли оптическую плотность при 540 нм. 

Результаты и их обсуждение
Ранее нами была создана генетическая конструкция, несущая acdS-ген бактерий P. putida B-37 под 

контролем промотора 35SCaMV в составе бинарного вектора pBI121. Показано, что данная рекомби-
нантная плазмида pBI121acdS способна встраиваться в растительный геном, и установлено наличие 
транзиентной экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в растительных клетках Nicotiana bentha
miana [13]. Следовательно, полученная генетическая конструкция может быть использована для соз-
дания трансгенных растений, эффективно экспрессирующих acdS-ген бактерий P. putida B-37 и обла
дающих повышенной устойчивостью к  стрессовым факторам среды, таким как засоление почвы, 
загрязнение ее солями тяжелых металлов, засухе и др.

Трансформация клеток A.  tumefaciens AGL0. Трансгенные растения N. tabacum получали с по-
мощью агробактериальной трансформации. Для этого использовали гипервирулентный штамм агро-
бактерий A. tumefaciens AGL0. Перенос рекомбинантной плазмиды pBI121acdS в клетки A. tumefaciens 
AGL0 осуществляли путем прямой трансформации. Отбор трансформантов проводили на селектив-
ной среде, содержащей антибиотики Km в концентрации 50 мкг/мл и рифампицин в концентрации 
20 мкг/мл. Из отобранных клонов выделена плазмидная ДНК, которая впоследствии использована в ка-
честве ДНК-матрицы для ПЦР. Как видно из данных, представленных на рис. 1, в ходе ПЦР с исполь-
зованием специфических праймеров к последовательности acdS-гена получен фрагмент ДНК размером 
1000 п. н., соответствующий целевому гену бактерий P. putida B-37.

Таким образом, был осуществлен перенос рекомбинантной плазмиды pBI121acdS из клеток E. coli 
Xl-1 Blue в бактерии A. tumefaciens AGL0.

Агробактериальная трансформация клеток N. tabacum. Агробактериальная трансформация рас-
тений табака 6 – 8-недельного возраста клетками A. tumefaciens AGL0, несущими рекомбинантную плаз-
миду pBI121acdS, произведена методом листовых дисков. Через 2 сут инкубирования листовые диски 
перенесены на чашки Петри с селективным агентом. Для элиминации A. tumefaciens в среду был до-
бавлен цефотаксим в концентрации 150 мкг/мл. 

В качестве контролей использованы нетрансформированные фрагменты листьев. Положительный 
контроль (без содержания Km) показывал способность среды инициировать каллусообразование; от-
рицательный контроль демонстрировал чувствительность растительных клеток к содержанию в среде 
антибиотика Km. 

Через три недели на образцах и положительном контроле наблюдался процесс каллусообразования. 
Четырехнедельные образцы представлены на рис. 2.

Каллусная ткань была перенесена на среду, стимулирующую образование сначала побегов, а затем 
корней. Растения-регенеранты далее помещались в условия закрытого грунта.

Определение интеграции acdS-гена P. putida B-37 в растения N. tabacum. Для проверки наличия 
вставки acdS-гена бактерий P. putida B-37 в геном растений-регенерантов проводили выделение тоталь-
ной ДНК с последующим проведением ПЦР с использованием специфических праймеров к данному 
гену. В результате получен фрагмент ДНК размером ∼1000 п. н., соответствующий размеру acdS-гена 
бактерий P. putida B-37 (рис. 3).
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Для того чтобы удостовериться в том, что положительный результат ПЦР с праймерами к acdS-гену 
P. putida B-37 не является следствием контаминации проб клетками A. tumefaciens AGL0, была проведе-
на ПЦР со специфическими праймерами к virE2-гену указанных бактерий. Показано, что все проверен-
ные образцы не выявили при амплификации наличия продукта размером 620 п. н., соответствующего 
фрагменту агробактериального гена virE2.

Таким образом, установлено, что в геноме растений-регенерантов N. tabacum, полученных из транс-
формированной каллусной культуры, содержится acdS-ген бактерий P. putida B-37. Однако следует от
метить, что наличие чужеродного гена в растительном организме не может означать, что данный ген 
будет там эффективно экспрессироваться.

Рис. 1. Электрофореграмма результатов ПЦР:  
1 – фрагмент (∼1000 п. н.), соответствующий acdS-гену бактерий  
P. putida B-37; 2, 3 – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fig. 1. Electrophoregram of PCR results:  
1 – fragment (∼1000 bp), corresponding to the acdS-gene  

of bacteria P. putida B-37; 2, 3 – Gene Ruler 1 kb DNA Ladder marker DNA

Рис. 2. Трансформированные четырехнедельные листовые диски: 
1 – трансформированные клетки растения табака N. tabacum c плазмидой pBI121acdS; 

2 – положительный контроль (без антибиотика Km); 3 – отрицательный контроль (с антибиотиком Km)
Fig. 2. Transformed four-week leaf disks: 

1 – transformed cells of the tobacco plant N. tabacum with plasmid pBI121acdS;  
2 – positive control (without antibiotic Km); 3 – negative control (with antibiotic Km)
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Анализ уровня экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенных растениях N. ta­
bacum. Установлено, что на эффективность экспрессии гетерологичного гена может оказывать влияние 
место его интеграции в  геном растений, в  частности, интеграция в  область гетерохроматина может 
привести к замолканию трансгена. Также в процессе развития растений возможно изменение уровня 
экспрессии трансгена или полная инактивация гетерологичного гена [17; 18].

Для подтверждения экспрессии гетерологичного гена в растениях табака проведена ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР), где в качестве матрицы использована тотальная РНК, выделенная из рас-
тений-регенерантов. Полученную кДНК далее применяли для постановки ПЦР с праймерами к acdS-
гену P. putida B-37. 

Данные, представленные на рис. 4, показывают, что во всех анализируемых трансгенных растениях 
обнаруживается ПЦР-продукт размером 1000 п. н., соответствующий acdS-гену P. putida B-37. 

В результате ОТ-ПЦР мРНК контрольных нетрансформированных растений продуктов амплифика-
ции целевого гена acdS не выявлено. Для контроля качества синтеза кДНК, как и ранее, использовался 
ген альфа-субъединицы фактора элонгации транскрипции Ef-1α. Таким образом, не только доказана 
успешная интеграция целевого гена АЦК-дезаминазы в растительный геном, но и подтвержден факт 
экспрессии гетерологичного гена в растениях N. tabacum. Однако на основании проведенных экспери-
ментов нельзя судить об уровне экспрессии трансгена в растении. 

Для определения уровня экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенных растениях 
N. tabacum применяли метод ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ).

Для определения уровня экспрессии гетерологичного гена в трансгенных растениях N. tabacum 
применяли протокол ПЦР-РВ с использованием интеркалирующих флуоресцентных агентов (SYBR 
Green). Общепринятым стандартом значений порогового цикла флуоресценции (Сq) при количествен-
ной оценке ПЦР является диапазон 15–30, рекомендованный для использования в большинстве серти-
фицированных протоколов и представленных на рынке коммерческих тест-систем [19]. Абсолютные 
значения Сq изучаемого гена acdS для использованных образцов находились в пределах 23–28 циклов.

Расчет данных ПЦР-РВ производили методом прямого сравнения по формуле 2– Сq (acdS) – Cq (Ef-1α). Уста-
новлено, что уровень экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в одном из трансгенных растений 
N. tabacum был в 1,27 раза выше, чем у референс-гена (рис. 5). 

Для подтверждения экспрессии чужеродного гена в растениях N.  tabacum определена удельная 
активность АЦК-дезаминазы. Установлено, что в трансгенных растениях, не испытывающих стрес-
совых воздействий, активность АЦК-дезаминазы составляла (4,32 ± 0,18) нмоль/(ч  ⋅ мг белка), что 
согласуется с литературными данными об удельной активности фермента в других трансгенных рас-
тениях [20].

Таким образом, были получены трансгенные растения N. tabacum, несущие acdS-ген бактерий P. puti-
da B-37, и подтвержден факт его эффективной экспрессии в данных растениях.

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР: 1 – положительный контроль на acdS-ген;  
2, 3 – фрагменты ДНК размером ∼1000 п. н.; 4 – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fig. 3. Electrophoretic analysis of PCR products: 1 – positive control for acdS-gene; 
2, 3 – DNA fragments ∼1000 bp in size; 4 – Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
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Рис. 4. Электрофоретический анализ продуктов ПЦР: 
1, 2, 4 – кДНК растительных образцов N. tabacum; 
3 – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder; 

5, 6 – отрицательный контроль кДНК (нетрансформированные растения); 
7 – контроль ДНК, фрагмент ∼1000 п. н., соответствующий acdS-гену P. putida B-37; 

8 – положительный контроль кДНК, Ef-1α (495 п. н.)
Fig. 4. Electrophoretic analysis of PCR products: 

1, 2, 4 – cDNA of plant N. tabacum samples; 3 – Gene Ruler 1 kb DNA Ladder marker DNA;  
5, 6 – negative control cDNA (untransformed plants); 7 – DNA control, fragment ∼1000 bp,  

corresponding to the acdS-gene of P. putida B-37; 8 – positive control cDNA, Ef-1α (495 bp)

Рис. 5. Уровень экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в трансгенном растении N. tabacum: 
1 – отрицательный контроль (без матрицы); 2 – образцы, соответствующие исследуемому гену (acdS ); 

3 – образцы, соответствующие референс-гену (Ef-1α)
Fig. 5. The expression level of the acdS-gene of P. putida B-37 bacteria in the N. tabacum transgenic plant: 

1 – negative control (no matrix); 2 – samples corresponding to the gene under study (acdS ); 
3 – samples corresponding to the reference gene (Ef-1α)
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Заключение
Осуществлен перенос рекомбинантной плазмиды pBI121acdS из клеток E. coli Xl-1 Blue в бактерии 

A. tumefaciens AGL0. Методом листовых дисков произведена агробактериальная трансформация табака 
клетками A. tumefaciens AGL0, несущими рекомбинантную плазмиду, получены растения-регенеранты. 
С помощью ПЦР установлено, что в геноме растений-регенерантов N. tabacum из трансформирован-
ной каллусной культуры содержится acdS-ген бактерий P. putida B-37. С использованием ОТ-ПЦР, где 
в качестве матрицы применялась тотальная РНК, выделенная из растений-регенерантов, не только до-
казана успешная интеграция целевого гена АЦК-дезаминазы в растительный геном, но и подтвержден 
факт экспрессии гетерологичного гена в растениях N. tabacum. 

Методом ПЦР-РВ установлено, что уровень экспрессии acdS-гена бактерий P. putida B-37 в одном из 
трансгенных растений N. tabacum был в 1,27 раза выше, чем у референс-гена.

Таким образом, были получены трансгенные растения N. tabacum, несущие acdS-ген бактерий P. pu
tida B-37, и подтвержден факт его эффективной экспрессии в этих растениях.

Практическая значимость данного исследования связана с использованием трансгенных растений, 
экспрессирующих бактериальный ген АЦК-дезаминазы (acdS ) и обладающих повышенной устойчи
востью к неблагоприятным воздействиям окружающей среды.
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