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разработка систеМы генетической 
трансфорМации ряски Малой LEMNA MINOR

ВВедение

Lemna minor (ряска малая) — однодольное покрытосеменное растение 
семейства Lemnaceae. Представители рода Lemna распространены пов-
семестно, как в странах с умеренным, так и с тропическим климатом. Ряс-
ка — одно из наиболее редуцированных цветковых растений, у которого от-
сутствует расчленения на стебель и лист, а сам организм представляет собой 
фотосинтезирующую пластинку (листец) с корнем и боковыми пластинчаты-
ми побегами. Представители семейства Lemnaceae размножаются в основ-
ном вегетативно и легко переносятся с течением рек и птицами на большие 
расстояния, при этом цветут крайне редко. В последнее время большинство 
видов Lemnaceae расширяют свои ареалы обитания из-за потепления клима-
та и эвтрофикации многих водоемов.

Необычные свойства этих мелких цветковых растений позволяют исполь-
зовать их для решения самых разнообразных проблем — от получения кор-
мов для животных до применения в сложных биотехнологических процессах. 
Кроме того, растения ряски в силу нетребовательности к среде, небольших 
размеров и простоты строения рассматривают как модельный объект для 
морфогенетических, физиологических, биохимических исследований, ана-
лиза географического и межвидового генетического полиморфизма (Рыжо-
ва Н. Н. и др., 2006; Мартиросян Е. В. и др., 2008). В настоящее время опре-
делена последовательность хлоропластного генома Lemna minor (Mardanov 
et. al., 2008), реализуется проект по полной расшифровке генома другого 
представителя рясковых, Spirodela polyrhiza.

Перспективным является применение растений ряски для биоремедиации 
сточных вод. Растения семейства Lemnaceae устойчивы к высоким концен-
трациям вредных веществ, которые поступают в водоемы с отработанными 
коммунальными, сельскохозяйственными и промышленными водами. Благо-
даря быстрому росту растения ряски поглощают огромное количество вред-
ных веществ, тем самым очищая воду (Mackenzie et al., 2002; Cascone et al., 
2004; Mkandawire et al., 2005). Наряду с этим некоторые токсичные вещества 
могут вызывать повреждения у растений, что может быть использовано для 
биомониторинга качества воды (Hubálek et al., 2007; Stesevic et al., 2007).

Большой интерес вызывает получение трансгенных растений ряски. 
Одним из перспективных направлений биотехнологии в настоящее время 
является создание растений-биофабрик, которые способны продуциро-
вать рекомбинантные белки. Растительные биофабрики являются без- 
опасной и рентабельной альтернативой традиционным системам экспрес-
сии — культурам клеток микроорганизмов и млекопитающих. Растения не 
требуют для своего выращивания специальных условий и оборудования; в 
отличие от бактериальных систем, в растениях возможно осуществление 
посттрансляционных модификаций, которые в ряде случаев являются необ-
ходимым этапом получения функционального белка. Кроме того, получение 
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рекомбинантных белков в системах на основе расти-
тельных клеток является безопасным, поскольку рас-
тения и человек не имеют общих патогенов. Важным 
преимуществом Рясковых по сравнению с другими рас-
тениями для биотехнологической индустрии является их 
способность к быстрому вегетативному размножению. 
Разработка надежных методов генетической транс-
формации Рясковых необходима для создания расте-
ний — продуцентов рекомбинантных белков, а также 
модифицированных растений — эффективных биоре-
медиаторов экологически неблагополучных водоемов.

В данной работе решена задача разработки эффек-
тивного протокола генетической трансформации ряски.

Материалы	и	Методы

Растительный материал. Материалом для работы 
служили растения Lemna minor, собранные в водоемах 
Московской области.

Получение асептической культуры ряски. Тестиро-
вали 4 варианта обеззараживания растительного мате-
риала (табл. 1). После асептизации растения промывали 
несколько раз в воде и переносили на среду для культи-
вирования. Опыт проводили в 4-кратной повторности, 
повторность представляла собой чашку Петри с 25 лис-
тецами. Эффективность оценивали как отношение чис-
ла асептических растений, давших потомство, к общему 
числу использованных растений.

Состав сред и условия культивирования. С целью 
подбора оптимальных условий для культивирования рас-
тений ряски in vitro были протестированы следующие 
питательные среды: Мурасиге и Скуг (Murashige et al., 
1962), Хоагланд (Hoagland et al., 1938), Шенк и Хил-
дебрандт (Schenk et al., 1972), Гамборг (Gamborg, 1970). 
Опыт проводили в 4-кратной повторности, повторность 
представляла собой чашку Петри с 25 листецами. Пи-
тательные среды готовили с добавлением витаминов B5 
в концентрации 0,1 г/л (Gamborg, 1970). рН среды до-
водили до значения 5,7 перед автоклавированием. Сте-
рилизацию сред осуществляли в автоклаве при 1,2 атм., 
121 °С в течение 20 минут. Растения культивировали при 

температуре 20–25 °С в условиях фотопериода 16 часов 
день/8 часов ночь.

Индукция каллусообразования. Для индукции кал-
лусообразования использовали следующие типы экс-
плантов: целое интактное растение (листец), листец с 
поранением в меристематической области и половинки 
листецов. Экспланты помещали в чашки Петри, содер-
жащие питательные среды с различными комбинация-
ми регуляторов роста растений № 1–9 (табл. 2), по 25 
шт. на чашку и культивировали в течение 12–14 недель. 
Каждые 20–30 дней переносили экспланты на свежую 
питательную среду. Эффективность каллусообразования 
оценивали как отношение числа эксплантов, образовав-
ших каллус, к общему числу эксплантов. Опыт проводи-
ли в 4-кратной повторности, повторность представляла 
собой чашку Петри с 25 листецами.

Индукция регенерации растений из каллуса. Реге-
нерацию растений из морфогенного каллуса проводили 
на среде без регуляторов роста растений.

Подбор оптимальных концентраций селективных 
агентов. Листецы помещали по 25 штук на чашку Петри, 
содержащую среду Хоагланд и витамины, с добавлением 
различных селективных агентов: фосфинотрицин, глифо-
сат, гигромицин и канамицин в концентрациях от 0,2 мг/л 

Таблица 1 
Результаты опыта по определению оптимального варианта обеззараживания исходного растительного 
материала

Вариант опыта  
(сочетание и экспозиция стерилизующих агентов)

Процент обеззараженных 
растений

Процент обеззараженных 
растений, давших потомство 

4%-й гипохлорит (4 минуты), 70%-й спирт (30 секунд) 67,3 ± 6,1 47,1 ± 3,8

0,002%-й мирамистин (4 минуты), 70%-й спирт (30 секунд) 32,0 ± 4,4 15,5 ± 5,8

Фунгицид «Топаз» в концентрации 0,03 г/л (4 минуты),  
4%-й гипохлорит (4 минуты), 70%-й спирт (30 секунд)

23,4 ± 7,7 0

Нистатин (4 минуты) в концентрации 0,75 г/л,  
4%-й гипохлорит (4 минуты), 70%-й спирт (30 секунд)

18,8 ± 3,7 9,6 ± 5,1

Таблица 2 
Варианты опыта с различными сочетаниями 
регуляторов роста растений (РРР)

Варианты Концентрация РРР, мг/л

2,4-Д БАП

1 10 1

2 10 2

3 10 3

4 20 1

5 20 2

6 20 3

7 30 1

8 30 2

9 30 3
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до 200 мг/л. Опыт проводили в четырехкратной повтор-
ности. Пересадку побегов на среду с селективным агентом 
проводили каждые 14 дней. Оценку действия селективных 
агентов осуществляли через 2, 4 и 6 недель, при этом учи-
тывали число погибших и выживших растений.

Бактериальный штамм и вектор для генетической 
трансформации. Для трансформации растений ряски ис-
пользовали штамм Agrobacterium tumefaciens GV3101 
(Helens R et al., 2000), содержащий бинарный вектор 
pBar UBI. Этот вектор содержит в пределах Т-ДНК об-
ласти под контролем промотора pUbi1 кукурузы ген bar 
(Падегимас Л., 1993), обуславливающий устойчивость к 
гербицидам на основе фосфинотрицина.

Подготовка агробактериальной культуры к транс-
формации. Для инокуляции использовали ночную куль-
туру клеток штамма A. tumefaciens GV3101, которую 
культивировали в 5 мл жидкой среды LB с добавлением 
50 мг/л рифампицина, 25 мг/л гентамицина и 100 мг/л 
канамицина в течение суток при 28 °С. Затем ночную 
культуру разводили в соотношении 1 : 10 средой АВ (Ма-
ниатис и др., 1984) с добавлением 200 µМ ацетосирин-
гона. Культивировали при 28 °С до OD600 = 1. Наращи-
вание суспензии бактериальных клеток производили в 
термостатируемом шейкере с круговым вращением (ам-
плитуда 10 см и скорость вращения 220 об/мин).

Со-культивация эксплантов с Agrobacterium tume-
faciens. Инокуляцию эксплантов с полученной агробак-
териальной культурой проводили в жидкой питательной 
среде AB с добавлением целлита для увеличения коли-
чества поранений на единицу площади экспланта при 
постоянном помешивании 160 об/мин, в течение 10, 20, 
30 мин. Затем экспланты высушивали на стерильной 
фильтровальной бумаге и перекладывали на твердую 
среду. Со-культивацию проводили на агаризованной сре-
де Хоагланд в течение 3 суток в темноте.

Выделение ДНК из растительного материала. Навес-
ку листецов (100 мг) растирали пестиком в микропробир-
ке. К полученному гомогенату последовательно добавляли 
400 мкл TE буфера, 15 мкл SDS (20 %) и 5 мкл протеина-
зы К (20 мг/мл). Смесь инкубировали при 37 °С в течение 
часа. Добавляли 100 мкл 5М NaCl и 160 мкл CTAB/NaCl, 
тщательно перемешивали. Инкубировали 15 минут при 
65 °С. Добавляли равный объем хлороформа и после тща-
тельного встряхивания проводили центрифугирование 
при 13 000 об/мин в течение 10 минут. Отбирали водную 
фазу, содержащую экстракт геномной ДНК, и добавляли 
равный объем хлороформа, тщательно встряхивали смесь 
и центрифугировали при 13 000 об/мин в течение 10 ми-
нут. Отбирали водную фазу и добавляли равный объем 
изопропанола. Осадок ДНК отбирали центрифугирова-
нием при 13 000 об/мин в течение 10 минут. После уда-
ления супернатанта осадок промывали 75%-м этанолом. 
Осадок ДНК высушивали при 40 °С в течение 30 минут и 
растворяли в 100 мкл бидистиллированной воды (моди-
фицированная методика Murray et al., 1980).

ПЦР-анализ первичных трансформантов. Про-
верку наличия гена bar в геноме трансформированных 
растений проводили с помощью ПЦР. Для детекции 
bar использовали праймеры BarAtf 5’-ggc gga cat gcc 
ggc ggt ctg cac-3’ и BarAtr 5’-cag ccc gat gac agc gac 
cac gct c-3’. В реакционную смесь добавляли 1 мкл 
ДНК-матрицы (0,1 мкг/мкл), 1,5 мкл 10-кратного 
буфера Taq полимеразы, 1,5 мкл праймера BarAtf (10 
пм/мкл) и 1,5 мкл праймера BarAtr (10 пм/мкл), 1,5 
мкл 2 мМ раствора dNTP, 9 мкл бидистиллированной 
воды, 0,15 мкл Taq полимеразы (5 U/мкл) (Go Taq 
Promega).

Схема ПЦР:
95 °С — 2 мин
95 °С — 30 сек
65 °С — 30 сек
72 °С — 40 сек
Шаги 2–4 повторяли 40 раз.
Продукты ПЦР анализировали с помощью электро-

фореза в 1 % агарозном геле.
Саузерн-блот анализ трансгенных растений. Для 

подтверждения факта интеграции Т-ДНК вектора в 
геном трансформированного растения проводили Сау-
зерн-блот анализ препаратов геномной ДНК.

Одноцепочечный меченый [a-32P] ATP зонд получа-
ли с помощью ПЦР — амплификации. В качестве мат-
рицы использовали PstI фрагмент плазмиды pBar UBI, 
несущий полноразмерный ген bar. В реакционную смесь 
добавляли 2 мкл ДНК-матрицы (0,1 мкг/мкл), 40 мкл 5-
кратного буфера Taq полимеразы, 20 мкл MgCl2 (25 мМ), 
20 мкл праймера BarBam (cg gga tcc ta gat ctc ggt gac 
ggg) (10 пм/мкл), 20 мкл 2 мМ раствора dTTP, dCTP, 
dGTP; 50 мкл [a-32P]ATP (20 МБК), 46 мкл бидистил-
лированной воды, 2 мкл Taq полимеразы (5 U/мкл) (Go 
Taq Promega). 

Схема ПЦР:
95 °С — 2 мин
95 °С — 30 сек
65 °С — 30 сек
72 °С — 5 мин
Шаги 2–4 повторяли 25 раз.
После проведения ПЦР — амплификации с помощью 

счетчика импульсов определяли количество включив-
шейся в зонд метки. Очистку зонда от невключившейся 
метки проводили с помощью набора QIAquick Nucleotide 
Removal Kit (Qiagen).

При проведении электрофоретического разделения в 
1 % агарозном геле на дорожки наносили 15 мкг геном-
ной ДНК, выделенной из контрольного или трансгенного 
растения и обработанной ферментами рестрикции PstI 
или BamHI. Перенос нуклеиновых кислот на нейлоновую 
мембрану Hybond XL, гибридизацию с радиоактивно-ме-
ченым зондом и последующую детекцию проводили в со-
ответствии со стандартными протоколами (Маниатис и 
др., 1984) (рис. 5А).

1.
2.
3.
4.

1.
2.
3.
4.
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определение экспрессии гена bar. Анализ был про-
веден методом иммуноферментного анализа с помощью 
Trait LL Lateral Flow Test Kit фирмы Strategic Diagnostics 
Inc согласно стандартной методике (сайт Strategic 
Diagnostics Inc: www.sdix.com). Данный набор позво-
ляет детектировать фермент фосфинотрицин–N–аце-
тилтрансферазу (ФАТ), экспрессируемый геном bar, в 
семенах и растительных тканях. Антитела, специфичные 
к ферменту ФАТ, связанные с цветным реагентом, рас-
полагаются в нижней области тест-полоски. Появление 
контрольной линии свидетельствовало о правильности 
проведения опытов. По появлению второй полоски суди-
ли об экспрессии белка ФАТ в тестируемых растениях.

Статистическая обработка данных. Статистическую 
обработку данных проводили с использованием методики 
подсчета стандартного отклонения и доверительного ин-
тервала (ДИ) с заданным значением достоверности 95 %.

ДИ рассчитывали по формуле:

ДИ= ,

где  — среднее значение оцениваемой величины, 
полученное экспериментально, σ — стандартное откло-
нение, n — генеральная совокупность, которую рассчи-
тывают по формуле:

 .

результаты	и	обсуждение

Получение асептического материала. Наличие асеп-
тического растительного материала является необходи-
мым условием для проведения экспериментов in vitro. 
Уже на этапе обеззараживания растительного материала 
мы столкнулись с трудностями из-за сильной загрязнен-
ности растений ряски и высокой степени чувствитель-
ности клеток эпидермального слоя к различным видам 
стерилизующих агентов. Было протестировано 4 вари-
анта сочетаний и экспозиций стерилизующих агентов 
для получения асептических растений ряски и введения 
их в культуру in vitro (табл. 1). Вариант №1 с исполь-
зованием 4%-го раствора гипохлорита натрия оказался 
самым эффективным, так как при обеззараживании дан-
ным способом выход асептических растений, способных 
к размножению, составил в среднем 45–50 %, в то вре-
мя как при использовании способов № 2–4 (с исполь-
зованием мирамистина, фунгицида «топаз» и нистатина) 
данная величина не превышала 10–15 %.

Полученные обеззараженные растения были введены 
в культуру in vitro и использованы в экспериментах по оп-
тимизации параметров регенерации и трансформации.

Подбор состава питательной среды для культиви-
рования. На втором этапе исследования был определен 
тип питательной среды для культивирования ряски in 
vitro, позволяющий получать наибольший коэффициент 
размножения растений, который можно будет использо-
вать в трансформационном процессе. По литературным 
данным, для работы с растениями семейства Рясковые 
используются следующие типы питательных сред: Му-
расиге и Скуг, Гамборг, Шенк и Хилдебрандт, Хоагланд, 
Нищ и Нищ (Moon et al., 1997; Li et al., 2004; Chang et 
al., 1978; Stefaniak et al., 2002). Однако большая часть 
опубликованных работ выполнена на растениях вида 
Lemna gibba (Moon et al., 1997; Li et al., 2004; Chang 
et al., 1978), распространенного главным образом в 
районах сухого и мягкого климата Средиземноморья и в 
тропиках. Для наших исследований наибольший интерес 
представляет вид Lemna minor, имеющий более широ-
кое распространение и произрастающий в умеренной 
климатической зоне.

Многие исследователи для работы с растениями ряс-
ки подбирали тип среды для культивирования в комбина-
ции с регуляторами роста растений, оценивая совместное 
влияние этих факторов на процессы каллусообразования 
и регенерации. В таких опытах была использована пита-
тельная среда по составу Мурасиге и Скуг как наиболее 
подходящая для индукции каллусообразования (Stefaniak 
et al., 2002; Moon et al., 1997; Chang et al., 1978). Срав-
нение типов сред для культивирования Lemna minor в 
этих работах не проводилось.

Для подбора оптимальной среды для культивирова-
ния ряски нами были протестированы наиболее часто 
используемых в культуре in vitro среды — Мурасиге и 
Скуг, Гамборг, Шенк и Хилдебрандт, Хоагланд. Количес-
твенный учет вновь образующихся растений был крайне 
затруднен из-за высокой скорости их размножения, поэ-
тому критерием для выбора оптимальной среды служила 
кратность увеличения массы растений после двух недель 
культивирования.

Через 2 недели культивирования происходило уве-
личение биомассы растений в среднем в 3 раза на 
средах Мурасиге и Скуг (МС), Шенк и Хилдебрандт, 
Гамборг и в 5 раз на среде Хоагланд (табл. 3). Таким 
образом, наибольший коэффициент размножения рас-
тений ряски был отмечен на среде Хоагланд, состав 
которой отличался самым низким содержанием мик-
ро- и макроэлементов из всех тестируемых типов сред. 
Полученные результаты, вероятно, связаны с тем, что 
ряске как водному растению, привыкшему к невысо-
кому содержанию питательных веществ в водной среде 
обитания, наиболее подходит среда с невысокими кон-
центрациями солей.

В дальнейшем все эксперименты проводили с исполь-
зованием среды Хоагланд (Hoagland et al., 1938).

оптимизация параметров регенерации in vitro. На-
личие эффективной и воспроизводимой системы регене-
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рации побегов является необходимым условием получения 
трансгенных растений. Данные, приведенные в статьях по 
регенерации растений ряски, довольно противоречивы. 
Сложность заключается в невоспроизводимости или в 
крайне низкой степени воспроизводимости опытов одних 
исследователей другими (Moon et al., 1997; Stefaniak et 
al., 2002). Кроме того, каждый автор использует индиви-
дуальный подход к способу обработки результатов и трак-
товке условий проведения экспериментов.

Стефаниак и коллеги пришли к выводу, что повышенная 
температура (25 °С) и темнота стимулируют процесс каллу-
сообразования (Stefaniak et al., 2002). Фрик с соавторами 
получал каллус у L. minor при непрерывном освещении 
(Frick et al., 1995). По мнению Мун и Стомп свет — не-
обходимый фактор формирования каллуса у L. gibba, не-
смотря на то что в экспериментах лишь 10 % эксплантов 
формировали каллус (Moon et al., 1997). Преимущество 
повышенных температур (25–28 °С) для индукции каллуса 
у L. gibba также продемонстрировали Чанг и Чиу (Chang et 
al., 1978). В своих экспериментах по индукции каллусооб-
разования мы тестировали интервал температур от 18 °С до 
27 °С и различные условия освещения. В наших опытах при 
отсутствии освещения наблюдалась гибель всех эксплан-
тов. Оптимальными условиями были определены 22–25 °С 
и фотопериод 16 ч день/8 ч ночь.

Так как ряска — одно из редуцированных покрыто-
семенных растений, выбор экспланта для получения 
каллуса довольно ограничен. По мнению Стефаниака, 
нанесение поранения листецам необходимо для индук-
ции каллуса у L. minor и приводит к высокому уровню 
формирования каллуса — до 89,11 % (Stefaniak et al., 
2002). В своих экспериментах мы использовали как це-
лые интактные растения (листецы), так и их половинки и 
листецы с поранением в меристематической зоне.

В наших экспериментах через четыре недели культи-
вирования в условиях индукции каллусообразования ве-
гетативное размножение прекращалось и наблюдалось 
формирование каллуса. При этом наблюдали видоизме-
нения листецов, которые проявлялись в увеличении их 
размера, изменении формы и цвета. Гиалиновая нить, 
связывающая дочерние растения с материнским, замет-
но увеличивалась в размерах. Образование каллуса на-
блюдали через 11–12 недель культивирования.

При использовании всех типов эксплантов наблюдали 
образование каллуса (рис. 1) с частотой от 12 % до 83 % 
(табл. 4). Каллусообразование с наибольшей частотой 
(83 %) происходило в варианте № 5, при добавлении в 
питательную среду 2 мг/л бензиламинопурина (БАП) и 
20 мг/л дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) и при 
использовании в качестве экспланта целого интактного 
растения.

Для регенерации однодольных растений из каллуса 
используют различные среды, как с регуляторами роста 
растений, так и без них. Выбор зависит от генотипа рас-
тения и состава среды, используемого для каллусообра-
зования. Мун и Стомп получили регенерацию растений 
L. gibba из каллуса на безгормональной среде. Стефаниа-
ку и коллегам не удалось повторить этот опыт, и для реге-
нерации побегов из каллуса ряски исследователи исполь-
зовали среду с добавлением регуляторов роста растений, 
в частности цитокининов (Stefaniak et al., 2002). Так как 
для индукции каллусообразования мы использовали сре-
ду с достаточно высоким содержанием регуляторов роста 
растений, для получения растений-регенерантов решили 
поместить фрагменты каллуса на среду без регуляторов 
роста растений. Через неделю после переноса каллуса 
ряски на безгормональную среду наблюдали начало ре-

Таблица 3 
Результаты опыта по подбору оптимальной питательной среды для культивирования листецов ряски

Тип среды Исходный вес растительного 
материала, мг

Вес растительного материала через  
2 недели, мг

Коэффициент размножения*

Mурасиге и Cкуг 75 253,5 ± 12,8 3,38 ± 0,17

Гамборг 75 247,5 ± 18,0 3,30 ± 0,24

Шенк и Хилдебрандт 75 211,5 ± 13,5 2,82 ± 0,18

Хоагланд 75 381,0 ± 17,3 5,08 ± 0,23

* — отношение весов растительного материала через 14 дней культивирования к исходному.

Рис. 1. морфогенный каллус Lemna minor (12 недель с мо-
мента индукции) на агаризованной среде хоагланд
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генерации многочисленных листецов. На каждом фраг-
менте каллуса образовывалось от 2 до 8 растений. Такой 
же высокий уровень, 100 % регенерации листецов из 
каллуса, был получен в работах Стефаниака у растений 
L. minor и Чанга и Чиу у растений L. gibba (Chang et al., 
1978; Stefaniak et al., 2002). Растения ряски, получен-
ные нами через непрямой органогенез, не отличались по 
морфологическим характеристикам (таким, как цвет и 
размер) от контрольных растений.

Селективный отбор. Параллельно с проведением 
опытов по индукции каллусообразования и регенерации 
подбирали рабочую концентрацию селективных агентов 
для последующего отбора трансформированных тканей. 
Мы использовали различные селективные агенты (гли-
фосат 2,0–16,0 мг/л, гигромицин 0,2–8,0 мг/л, кана-
мицин 50–200 мг/л, фосфинотрицин 0,5–8,0 мг/л),  
чтобы в дальнейшем расширить спектр использования 
генетических конструкций. В качестве эксплантов в 
опытах использовали целые интактные растения (листе-

цы), так как в случае использования для этой цели фраг-
ментов каллуса статистический анализ результатов был 
бы крайне затруднен. Различия в действии селективных 
агентов проявлялись в этиолировании листецов, замед-
лении темпа их пролиферации и уменьшении размеров 
дочерних листецов (рис. 2). Полученные результаты по 
определению рабочих концентраций для различных се-
лективных агентов были успешно применены и при ра-
боте с фрагментами каллуса.

Учет погибших и выживших растений проводили каж-
дые 2 недели на протяжении 1,5 месяцев, полученные 
результаты подбора рабочих концентраций в таблице 5.

Получение трансгенных растений. Трансформация 
двудольных растений с использованием Agrobacterium 
tumefaciens давно стала рутинной процедурой. Проведе-
ние экспериментов по генетической трансформации од-
нодольных растений с помощью штаммов Agrobacterium 
затруднено, так как в природе однодольные не являются 
растениями-хозяевами Agrobacteium. Однако на данный 

Таблица 4 
Результаты эксперимента по изучению влияния состава среды и типа экспланта на эффективность 
каллусообразования

Варианты 
опыта*

Доля эксплантов (%), образующих каллус

Целое интактное растение (листец) Листец с поранением в меристематической области Половинки листецов

1 66,0 ± 5,1 54,0 ± 2,3 32,0 ± 2,0

2 74,0 ± 3,9 59,0 ± 3,8 39,0 ± 1,1

3 54,0 ± 2,3 45,0 ± 2,0 21,0 ± 1,3

4 69,0 ± 4,9 60,0 ± 3,2 32,0 ± 2,0

5 81,0 ± 2,0 73,0 ± 3,8 55,1 ± 2,2

6 48,0 ± 3,2 42,0 ± 2,3 25,0 ± 2,5

7 68,0 ± 4,5 55,5 ± 2,0 32,0 ± 2,0

8 76,0 ± 3,2 61,0 ± 3,8 35,9 ± 3,3

9 50,0 ± 2,3 42,0 ± 1,6 14,4 ± 2,4

* — см. табл. 2.

Рис. 2. Листецы ряски малой на средах без селективного агента (справа) и с 8 мг/л фосфинотрицина (слева) через 6 недель 
культивирования

ppt-8 мг/л ppt-0 мг/л
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момент известно большое количество работ по успеш-
ной агробактериальной трансформации однодольных. 
Для проведения экспериментов по генетической транс-
формации растений ряски мы использовали генетичес-
кую конструкцию, несущую ген bar, обуславливающий 
устойчивость к гербицидам на основе L-фосфинотрици-
на. Этот ген был клонирован в векторе pBar UBI под кон-
тролем промотора pUbi1 кукурузы, активного в клетках 
однодольных растений (Christensen et al., 1996).

Изначально мы планировали использовать преиму-
щества вегетативного размножения ряски и поэтому 
трансформировали листецы, которые затем вегетативно 
размножали на безгормональной среде, содержащей се-
лективный агент. Однако в этих экспериментах трансген-
ные растения получены не были, что, по всей видимости, 
связано с низкой частотой переноса Т-ДНК агробакте-
рии в клетки меристемы, из которых в дальнейшем сфор-
мировались бы нехимерные растения, несущие вставку.

Далее было решено использовать непрямой органоге-
нез. Экспланты — листецы с поранением в меристема-
тической зоне, после со-культивации помещали на среду 
для каллусообразования, содержащую 2,4-Д и БАП в 
концентрациях 20 мг/л и 2 мг/л соответственно. После 
того, как формировались фрагменты каллуса, их поме-
щали на безгормональную среду, содержащую селектив-
ный агент, с целью проведения отбора регенерирующих 

листецов. Использование такой схемы также оказалось 
неэффективным и не привело к получению трансгенных 
растений, видимо по тем же причинам.

Тогда было решено провести трансформацию непос-
редственно каллуса. Только при использовании в опытах 
по трансформации каллусной ткани, поврежденной цел-
литом, нам удалось получить растения, несущие гетеро-
логичный ген bar.

Во время проведения всех экспериментов по трансфор-
мации мы отрабатывали такой важный параметр, как вре-
мя со-культивации эксплантов с культурой агробактерии. 
Была определена оптимальная продолжительность по вре-
мени инокуляции эксплантов с суспензией клеток бактери-
альной культуры 20 минут. Так как трансгенные растения 
удалось получить лишь при использовании каллуса, поэто-
му эффективное время инокуляции было определено лишь 
для данного типа экспланта. Увеличение времени инокуля-
ции до 30 минут приводило к сильному агробактериальному 
заражению, которое было крайне трудно элиминировать. 
В опытах с продолжительностью инокуляции до 10 минут 
трансформантов получено не было.

Отбор трансформированных фрагментов каллуса 
проводили в течение 6 недель на среде, содержащей се-
лективный агент L-фосфинотрицин в концентрации 8 мг/л. 
Затем каллус переносили на безгормональную среду для 
регенерации, содержащую 8 мг/л фосфинотрицина.

Таблица 5 
Результаты опытов по определению рабочей концентрации селективных агентов

Селективный агент Концентрация (мг/л) % погибших растений

2 недели селекции 4 недели селекции 6 недель селекции

Глифосат (gly) 2,0 20,0 ± 5,5 25,0 ± 3,3 58,0 ± 3,4

4,0 32,0 ± 5,5 46,0 ± 8,0 69,0 ± 3,3

8,0 42,0 ± 2,3 67,0 ± 3,3 79,0 ± 4,3

16,0 4�,0 ± 3,8 �6,0 ± 2,8 100

Гигромицин (hyg) 0,2 16,8 ± 3,7 32,0 ± 2,0 67,0 ± 3,3

0,5 27,8 ± 4,6 47,1 ± 2,2 79,0 ± 3,3

1,0 47,1 ± 2,2 63,2 ± 2,2 86,0 ± 2,0

2,0 52,9 ± 2,2 �6,1 ± 2,2 100

4,0 64,1 ± 1,9 94,2 ± 2,8 100

8,0 72,1 ± 2,0 100 100

Канамицин (km) 50 34,0 ± 2,0 53,0 ± 3,8 81,0 ± 3,8

100 44,0 ± 2,8 �0,0 ± 2,3 100

200 73,3 ± 3,3 100 100

Фосфинотрицин (ppt) 0,5 0 25,0 ± 3,8 51,0 ± 3,8

1,0 0 33,0 ± 2,0 61,0 ± 3,8

2,0 0 41,0 ± 3,8 74,0 ± 2,3

4,0 32,0 ± 3,2 48,0 ± 3,2 87,0 ± 2,0

8,0 49,0 ± 3,8 �3,0 ± 2,0 100
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молекулярный анализ полученных трансформантов. 
В результате проведения селективного отбора регенеран-
тов было отобрано 27 фосфинотрицин-устойчивых линий. 
Эти растения анализировали методом ПЦР на присутс-
твие/отсутствие гена bar (рис. 3). В результате было пока-
зано встраивание данного гена в геном 13 растений ряски.

Экспрессия гетерологичного гена была подтверждена 
при помощи экспресс-системы Lateral Flow Test в 12 из 
13 ПЦР-положительных растений. Мониторинг наличия 
и экспрессии гена bar в поколениях при вегетативном 
размножении полученных трансгенных растений показал 
стабильное наследование целевого гена.

Одно из полученных растений (№ 3 на рис. 4) было 
проанализировано с помощью Саузерн-блоттинга. Полу-
ченные результаты (рис. 5Б) подтверждают факт интегра-
ции целевого гена bar в геном L. minor, в проанализиро-
ванном растении имеется две копии трансгенной вставки.

ВыВоды

В результате оптимизации параметров регенера-
ции и трансформации получены трансгенные растения 

Lemna minor. Молекулярный анализ подтвердил ин-
теграцию и экспрессию целевого гена bar. Оптимизи-
рованная нами методика трансформации может быть 
использована для создания трансгенных растений ряс-
ки — продуцентов рекомбинантных белков и биоре-
медиаторов водоемов.

Работа поддержана программой фундаментальных 
исследований Президиума РАН «Биоразнообразие и ди-
намика генофондов».
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dEVELoPmENT oF THE duCKWEEd (LEMNA MINOR) 
GENETIC TraNSFormaTIoN SySTEm 

S. E. Gaydukova, A. L. Rakitin, N. V. Ravin,  
K. G. Skryabin, A. M. Kamionskaya

` Summary: regeneration parameters were optimized and ef-

fective selection conditions were sorted out. Transgenic plants of 

Lemna minor were obtained and their status was confirmed by mo-

lecular analysis. optimized methodology can be used for obtaining 

transgenic duckweed plants producing recombinant proteins and 

water body bioremediators.
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