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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА UIDA  
В ТРАНСПЛАСТОМНЫХ РАСТЕНИЯХ ТАБАКА  
ПОД КОНТРОЛЕМ 5’-НЕТРАНСЛИРУЕМОЙ  

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГЕНОМНОЙ  
РНК Y-ВИРУСА КАРТОФЕЛЯ 

Регуляция экспрессии хлоропластных генов в основном происходит на посттранскрипкционном 
уровне, существенную роль в которой играют 5’-нетранслируемые последовательности (5’НТП) 
пластидных мРНК. В транспластомных растениях табака нами изучено влияние 5’НТП геномной 
РНК Y-вируса картофеля (5’PVY), а также 5’НТП пластидного гена psbA (5’psbA) на экспрессию 
бактериального репортерного гена uidA, кодирующего β-глюкуронидазу (GUS). Были созданы 
генетические конструкции, содержащие ген uidA, под контролем одинаковых транскрипционных 
регуляторных элементов: промотора и терминатора гена psbA и двух различных 5’НТП – 5’psbA 
и 5’PVY. Этими конструкциями трансформировали хлоропласты табака методом биобаллистики. 
Транспластомные линии показали примерно 24-кратные различия в активности GUS. Замена 
природной 5’psbA на чужеродную 5’PVY привела к значительному снижению синтеза GUS-белка.

Ключевые слова: хлоропласты, синтез белка, 5’НТП, транспластомные растения, репортерный 
белок.
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Expression of uidA gene in tobacco transplastomic plants under the control  
of 5’-untranslated region of genomic RNA of potato virus Y 

Regulation of the expression of chloroplast genes mainly occurs at the post-transcriptional level, in 
which 5’-untranslated regions (5’UTR) of plastid mRNA play a significant role. In transplastomic tobacco 
plants, we studied the effect of the 5’UTRs of the genomic RNA of potato Y-virus (5’PVY), as well as the 
5’UTR of the plastid psbA gene (5’psbA) on the expression of the bacterial reporter uidA gene encod-
ing β-glucuronidase (GUS). Genetic constructs containing the uidA gene were created under the control 
of identical transcriptional regulatory elements: the promoter and terminator of the psbA gene and two 
different 5’UTRs — 5’psbA and 5’PVY. Тobacco chloroplasts were transformed with these constructs by 
bioballistic method. Transplastomic lines showed approximately 24-fold differences in GUS activity. Re-
placing the natural 5’psbA with the heterologous 5’PVY resulted in a significant decrease in the synthesis 
of GUS protein.

Key words: chloroplasts, protein synthesis, 5’UTR, transplastomic plants, reporter protein.
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Картоптың Y-вирусының геномдық РНҚ 5’ – трансляцияланбайтын тізбегінің 
бақылауындағы транспластомды темекі өсімдігінің  

uidA генінің экспрессиясы

Хлоропласт гендерінің экспрессиясының реттелуі посттранкционды деңгейде орын алады, 
бұл ретте пластикалық мРНҚ 5’-трансляцияланбайтын тізбегі (5’ТЛТ) маңызды рөлін атқарады. 
Картоптың Y вирусының (5’PVY) геномдық РНҚ-ның 5’ТЛТ-ін және пластид psbA генінің 5’ТЛТ-
нің транспластомды темекі өсімдіктерінде β-глюкуронидаза (GUS) кодтайтын бактериялық 
репортер uidA генінің экспрессиясына әсері біздің жұмыстарда зерттелінді. Трансформация үшін 
uidA генін қамтитын бірдей басқарушы транскрипциялық реттегіштер элементтері: пластидті 
psbA генінің промоутерлері мен терминаторлары және екі түрлі 5’ТЛТ: 5’psbA және 5’PVY бар 
генетикалық конструкциялар құрылды. Биобаллистика әдісімен бұл конструкциялар арқылы 
темекі хлоропластары трансформацияланды. Транспластомды сызығы GUS белсенділігінде 
шамамен 24 есе айырмашылықты көрсетті. Табиғи 5’psbA бөтен 5’PVY-ға ауыстыру GUS-белок 
синтезінің айтарлықтай төмендеуіне әкелді.

Түйін сөздер: хлоропластар, белок синтезі, 5’-ТЛТ, транспластомды өсімдік, репортерлы 
белок.

Введение

Полиплоидность хлоропластного генома 
позволяет синтезировать чужеродные белки на 
очень высоком уровне, что дает огромное пре-
имущество пластидной системе экспрессии по 
сравнению с ядерной. За последние годы были 
получены транспластомные растения с улуч-
шенными агрономическими признаками, таки-
ми как увеличение биомассы, устойчивость к 
гербицидам, насекомым, засухе, холоду и соли. 
Показана их возможность применения в фиторе-
медиации, производстве вакцинных антигенов и 
биопрепаратов медицинского назначения, фер-
ментов для промышленного производства, био-
материалов и биотоплива [1, 2, 3].

Уровень синтеза одного и того же гетероло-
гичного белка в транспластомных растениях мо-
жет сильно варьировать в зависимости от выбора 
регуляторных элементов. Как было показано в 
работах по мутагенезу одноклеточной водорос-
ли Chlamydomonas reinhardtii [4], в транспла-
стомных линиях табака [5] и в хлоропластной 
системе трансляции in vitro [6], значительную 
роль в экспрессии пластидных генов играет 
посттранскрипционная регуляция, определяемая 
во многом нуклеотидными последовательностя-
ми, расположенными до и после инициирующе-
го кодона AUG в мРНК. К областям, примыка-AUG в мРНК. К областям, примыка- в мРНК. К областям, примыка-

ющим к стартовому кодону, относятся 5’НТП 
и так называемый ‘‘downstream box’’, обычно 
включающий первые 10-15 кодонов мРНК. Ком-
бинация и модификации указанных элементов, 
как было показано рядом исследователей, часто 
приводит к значительному повышению уровня 
экспрессии целевого гена [7, 8, 9, 10].

В работах по трансформации хлоропластов 
наиболее часто используют 5’НТП пластид-
ных генов psbA, atpB, rbcL [11, 12, 13, 14, 15]. 
Удивительно, но наиболее рекордного выхода 
целевого белка удалось достичь при примене-
нии чужеродной 5’НТП гена 10 бактериофага 
Т7 (5’T7G10). Так при экспрессии в табаке гена 
plyGBS, кодирующего бактериофаговый анти-
биотик против стрептококков группы Б, выход 
рекомбинантного белка составил более 70% от 
общего растворимого белка [16]. Такой же вы-
сокий уровень синтеза рекомбинантного проин-
сулина в хлоропластах был продемонстрирован 
в работе Рулмана с соавт. [17]. Первые фертиль-
ные транспластомные растения арабидопсиса, 
наиболее хорошо изученного модельного гене-
тического объекта, были получены с помощью 
5’T7G10-содержащих векторов [18].

Успешное применение 5’T7G10 при синтезе 
рекомбинантных белков вызвал интерес к из-
учению других 5’НТП генов бактериофагов. Так 
была показана способность 5’T7g1.3 и 5’T4g23 
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направлять синтез в хлоропластах аминоглико-
зид 3′-аденилилтрансферазы, кодируемой геном 
aadA и придающей устойчивость к спектиноми-
цину, применяемого в качестве селективного 
антибиотика при отборе трансформантов. Не-
смотря на присутствие в них характерной для 
большинства 5’НТП E. coli и пластидных транс-
криптов последовательности Шайн-Дальгарно, 
содержание придающего устойчивость к спекти-
номицину белка в растениях была значительно 
ниже по сравнению с 5’T7G10, но достаточным 
для отбора трансформантов [19]. 

Кроме лидерных последовательностей генов 
бактериофагов было исследовано влияние 5’НТП 
растительных вирусов на синтез GUS-белка в 
хлоропластах, таких как 5’НТП белка оболочки 
вируса картофеля PVX, IRES-элементы (Internal 
Ribosome Entry Site) генов белка оболочки и 
транспортного белка тобамовируса крестоцвет-
ных: IREScp148 и IRESmp75 [8]. 

Поиск новых непластидных 5’НТП для ре-
гуляции экспрессии трансгенов в хлоропластах 
является актуальным, поскольку гетерологич-
ные последовательности в силу отсутствия го-
мологии с пластомом хозяина сокращают риск 
нежелательной посттрансформационной реком-
бинации между эндогенными и привнесенными 
в составе трансгена пластидными элементами 
(промоторами, терминаторами, 5’НТП), которая 
может приводить к утрате трансгенов и/или ге-
терогенности пластид в транспластомных рас-
тениях [20].

В настоящей работе мы впервые исследовали 
влияние 5’НТП геномной РНК вируса картофе-
ля Y (5’PVY) на уровень экспрессии кодирущего 
репортерный белок β-глюкуронидазу гена uidA в 
транспластомных растениях табака. Выбор дан-
ной лидерной последовательности неслучаен, а 
обусловлен результатами исследований, пока-
завших ее функциональную активность при экс-
прессии гена uidA в E. сoli, сравнимую с после-
довательностью Шайн-Дальгарно [21]. 

Материалы и методы исследования

Сайт�направленный мутагенез. Мутаге-
нез плазмиды pKG27 [22], любезно предо-pKG27 [22], любезно предо-27 [22], любезно предо-
ставленной проф. Х. Варцехой (Технический 
Университет г. Дармштадт, Германия) про-
водили посредством амплификации Pfu-
полимеразой («Roche», Швейцария) с участием 
пары праймеров: BamHI-for (5’ –TGTTATACT-BamHI-for (5’ –TGTTATACT--for (5’ –TGTTATACT-for (5’ –TGTTATACT- (5’ –TGTTATACT-TGTTATACT-
G T T G A A T A A G G A T C C T T C C A T T T T C -

TATT– 3’) и BamHI-rev (5’ –AATAGAAAATG-– 3’) и BamHI-rev (5’ –AATAGAAAATG-BamHI-rev (5’ –AATAGAAAATG--rev (5’ –AATAGAAAATG-rev (5’ –AATAGAAAATG- (5’ –AATAGAAAATG-AATAGAAAATG-
GAAGGATCCTTATTCAACAGTATAACA– 3’). 
Вносимые мутации подчеркнуты. ПЦР прово-
дили на амплификаторе Mastercycler® («Eppen-Mastercycler® («Eppen-® («Eppen-Eppen-
dorf», Германия) в следующем температурном 
режиме: 1 мин при 94ºС; 50 сек при 94ºС, 50 сек 
при 48ºС, 7 мин при 68ºС – 25 циклов; 10 мин 
при 68ºС. Продукты ПЦР анализировали в 1% 
агарозном геле.

Конструирование векторов. В полученную 
мутагенезом плазмиду pKG27B клонировали 
фрагмент ДНК, содержащий 5’ PVY, из плазми-
ды pET23c/Y (из коллекции лаборатории). По-pET23c/Y (из коллекции лаборатории). По-23c/Y (из коллекции лаборатории). По-c/Y (из коллекции лаборатории). По-/Y (из коллекции лаборатории). По-Y (из коллекции лаборатории). По- (из коллекции лаборатории). По-
лученную плазмиду обозначили как pKG27BY. 
Плазмиды pNT4/5’psbA-GUS и pNT4/5’PVY-
GUS были получены путем встраивания SacI/
HindIII ДНК-фрагментов из pKG27 и pKG27BY 
в плазмиду pNT4 (любезно предоставленной 
проф. Х. Варцехой). При клонировании исполь-
зовали общепринятые методы [23]. 

Секвенирование ДНК осуществляли с ис-
пользованием коммерческого набора Big Dye® 
Terminator v.3.1 («Applied Biosystems», США) 
по методике фирмы-производителя, используя 
праймер GUS-rev (5’-CACAGTTTTCGCGATC
CAGACTGAA-3’). Амплификацию проводили 
в амплификаторе 9700 («Applied Biosystems», 
США) при использовании температурного ре-
жима: 2 мин при 96ºС; 15 сек при 96ºС, 10 сек 
при 50ºС, 4мин при 60ºС – 25 циклов. Образцы 
ДНК анализировали на генетическом анализато-
ре 310 («Applied Biosystems», США).

Трансформация и регенерация транспла-
стомных растений.

Растения табака Nicotiana tabacum (Nt) 
культивара Petit Havana были выращены из се-Petit Havana были выращены из се- Havana были выращены из се-Havana были выращены из се- были выращены из се-
мян in vitro при 22±3°С при световом режиме 
16ч/8ч (день/ночь), освещенности 3000 люкс на 
агаризованной, содержащей сахарозу (30 г/л) 
среде МС [24]. Листья растений были транс-
формированы методом биобаллистики (бом-
бардировки) микрочастицами золота (0,6 мкм), 
на поверхности которых были иммобилизова-
ны молекулы ДНК, с помощью баллистической 
пушки PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery 
System («Bio-Rad», США) по методу Сваба с 
соавт. [25]. Селективная среда MС для отбора 
трансформантов содержала 1 мг/л БАП (6-бен-
зиламинопурин) и 0,1 мг/л НУК (нафтилуксус-
ная кислота) и 500 мг/л спектиномицина. Об-
разовавшиеся побеги срезали и пересаживали 
на безгормональную среду с добавлением анти-
биотика. 
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ПЦР анализ растений. Препараты тоталь-
ных ДНК выделяли из 50 мг листьев табака с по-
мощью набора DNeasy Plant Mini Kit («Qiagen», 
Германия) по методике фирмы-изготовителя. 
100 нг ДНК брали для ПЦР анализа, который 
проводили с помощью Taq-полимеразы («Fer-Taq-полимеразы («Fer--полимеразы («Fer-Fer-
mentas», Литва) и пары праймеров Ppsba-for 
(5’-CACCCACTAGCATATCGAAATTCT-3’) и 
GUS-rev, подобранных к 3’-концу промотора 
гена psbA и 5’-концу гена uidA.

Гибридизационный анализ по Саузерну. 
По 2 мкг препаратов тотальных ДНК, выде-
ленных из транспластомных линий и дикого 
типа табака, были обработаны рестриктазой 
EcoO109I («Fermentas», Литва). Далее фраг-I («Fermentas», Литва). Далее фраг- («Fermentas», Литва). Далее фраг-Fermentas», Литва). Далее фраг-», Литва). Далее фраг-
менты ДНК были разделены электрофорети-
чески в 1% агарозном геле, после чего были 
перенесены капиллярным способом на нейло-
новую мембрану Porablot NY plus («Macherey-
Nagel», Германия) и гибридизованы с мечен-», Германия) и гибридизованы с мечен-
ным дигоксигенином зондом, полученным 
амплификацией ДНК дикого типа с помощью 
набора PCR DIG Probe Synthesis Kit («Roche», 
Швейцария) и пары праймеров Chl-for/Chl-rev 
(5’-TCTCGGTTGTGAGACACATTAAAT-3’; 
5’-GAAGCCCCTTTACCATTCTGTAT-3’). Де-
текцию связавшихся c зондом фрагментов про-c зондом фрагментов про- зондом фрагментов про-
водили с помощью набора DIG Nucleic Acid De-DIG Nucleic Acid De- Nucleic Acid De-Nucleic Acid De- Acid De-Acid De- De-De-
tection kit («Roche», Швейцария).

Измерение активности β�глюкуронидазы 
проводили флюорометрическим методом соглас-
но Джеферсону с соавт. [26] на приборе Hoefer 
TKO-100 («Hoefer», США). В качестве субстрата 
использовали MUG (4-метилумбеллиферил-β-D-
глюкуронид) («Sigma aldrich», США). 50 мг ли-Sigma aldrich», США). 50 мг ли- aldrich», США). 50 мг ли-
стьев растирали в ступке в 100 мкл экстракци-
онного буфера (50 мМ Na-фосфатный буфер, pH 
7.8; 10 мМ β-меркаптоэтанол; 10 мМ Na2-ЭДТА; 
0.1% Тритон Х-100), центрифугировали 5 мин 
при 13400 тыс. об/мин. К 16 мкл супернатан-
та добавляли 4 мкл раствора 5мМ MUG в экс-
тракционном буфере, инкубировали 30 мин при 
37°C, реакцию останавливали добавлением 2 мл 
0,2 М Na2CO3. 

Результаты исследований и их обсуждение

Сайт�направленный мутагенез
Для сравнительного изучения влияния 5’PVY 

и 5’psbA на трансляцию репортерного GUS-белка 
в хлоропластах нами были получены соответ-
ствующие конструкции. Их основой послужил 

вектор pKG27 (рис. 1а), который содержит uidA 
ген под контролем промотора c 5’НТП и термина-c 5’НТП и термина- 5’НТП и термина-
тора пластидного гена psbA, кодирующего D1 по-D1 по-1 по-
липептид фотосистемы II. По причине отсутствия 
в pKG27 сайта клонирования между промотором 
и 5’НТП нами в указанную область был введен 
BamHI сайт посредством сайт-направленного 
мутагенеза. Мутагенез осуществляли путем ам-
плификации плазмиды целиком посредством 
высокоточной ДНК-полимеразы с вовлечением 
двух взаимно комплементарных праймеров, по-
добранных к желаемой области и содержащих 
в центре две нуклеотидные замены. Замена тре-
тьего и четвертого нуклеотида от начала старта 
транскрипции СА на GG приводит к образова-GG приводит к образова- приводит к образова-
нию сайта GGATCC, узнаваемого эндонуклеазой 
рестрикции BamHI (рис. 1а, 1б). Электрофорети-
ческий анализ продуктов ПЦР показал, что синте-
зированный ампликон по размеру соответствовал 
исходной плазмиде pKG27 (рис. 1в). 

Далее реакционную смесь обрабатыва-
ли рестриктазой DpnI, расщепляющей мети-
лированную ДНК по последовательностям 
5’-Gm6ATC-3’. Поскольку исходная плазмида 
была метилирована (штамм E. coli DH5 является 
dam+ штаммом), рестриктаза DpnI расщепляла 
исходную, служившей матрицей немутирован-
ную плазмиду, но не амплифицированную в 
ходе ПЦР мутированную ДНК. После рестрик-
ции реакционной смесью трансформировали 
компетентные клетки E.coli штамма XL1-Blue. 
Плазмиды из выросших клонов анализирова-
ли совместной обработкой эндонуклеазами ре-
стрикции BamHI и XbaI. Выщепление фрагмента 
с размером ~2 kb в большинстве проанализиро-kb в большинстве проанализиро- в большинстве проанализиро-
ванных клонах свидетельствовало о внедрении 
BamHI сайта (рис. 1г). Данный факт был под- сайта (рис. 1г). Данный факт был под-
твержден посредством секвенирования ДНК. 
Полученная плазмида pKG27 с BamHI сайтом 
между промотором и 5’НТП psbA гена была обо-
значена как pKG27B.

Клонирование uidA гена в хлоропластный 
вектор

Для встраивания последовательности 5’PVY 
перед кодирующей областью гена uidA фрагмент 
ДНК размером 222 bp из плазмиды pET23c/Y, 
содержащий полную последовательность ви-
русного лидера (рис.1б), клонировали в плазми-
ду pKG27B по сайтам рестрикции BamHI/NcoI. 
Полученная плазмида была обозначена как pK-pK-
G27BY и отличалась от исходной pKG27 только 
областью 5’НТП перед uidA геном. 
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На следующем этапе полученная ДНК-
кассета была перенесена в хлоропластный 
вектор pNT4. pNT4 обеспечивает интеграцию 
трансгенов в межгенную область trnG/trnfM 
хлоропластного генома путем гомологичной ре-
комбинации и содержит ген aadA, придающий 
устойчивость к антибиотику спектиномицину. 
ДНК-фрагменты размером 2332 bp и 2469 bp, 
полученные путем рестрикции плазмид pKG27 и 
pKG27BY совместной обработкой ферментами 
HindIII и SacI, были клонированы по тем же сай-, были клонированы по тем же сай-
там в pNT4. Полученные плазмиды были обо-
значены как pNT4/5’psbA-GUS и pNT4/5’PVY-
GUS (рис. 2). Так как в последовательности 
5’PVY плазмиды pKG27BY имеется дополни-PVY плазмиды pKG27BY имеется дополни- плазмиды pKG27BY имеется дополни-pKG27BY имеется дополни-27BY имеется дополни-BY имеется дополни- имеется дополни-
тельный HindIII-сайт (рис. 2) фрагмент ДНК, со--сайт (рис. 2) фрагмент ДНК, со-
держащий кассету [PpsbA-5’PVY-GUS-TpsbA], 
был получен в результате неполного гидролиза 
рестриктазой HindIII, предварительно обрабо-, предварительно обрабо-
танной SacI. 

Получение и характеристика транспластом-
ных растений

Генетическая трансформация хлоропластов 
табака была проведена методом биобаллистики 
листьев полученными векторами pNT4/5’psbA-

GUS и pNT4/5’PVY-GUS, иммобилизованными 
на поверхности золотых микрочастиц. Экс-
планты листьев после обстрела культивирова-
ли на среде с гормонами и спектиномицином 
для селекции и регенерации трансформантов. 
Нетрансформированные сегменты листьев по-
степенно обесцвечивались и отмирали. Обра-
зование первых зеленых побегов-регенерантов 
наблюдали через 6-8 недель от начала экспери-
мента (рис. 3а). Для корнеобразования побеги, 
достигшие 2-3 см в длину, переносили на без-
гормональную, спектиномицин-содержащую 
среду. Для подтверждения интеграции транс-
гена и отсева устойчивых к антибиотику спон-
танных мутантов подросшие растения были 
протестированы методом ПЦР с участием пары 
праймеров Ppsba-for/GUS-rev, подобранных к 
3’- и 5’-концам промотора гена psbА и коди-
рующей части гена uidA. Проведенный анализ 
показал, что все пять отобранных растений со-
держат целевую вставку (рис. 3б). По две линии 
каждого варианта были подвергнуты вторично-
му отбору для элиминации пластид дикого типа 
и отбора пластид, несущих ген устойчивости к 
спектиномицину. Листовые сегменты четырех 

(а) PpsbA, TpsbA, 5’UTR – промотор, терминатор, 5’НТП пластидного гена psbA, uidA – ген, кодирующий GUS-белок;  
(б) 5’psbA, 5’PVY – нуклеотидные последовательности 5’НТП, подчеркнуты две нуклеотидные замены,  

пунктиром выделена 5’PVY, волнистой линией отмечен стартовый кодон; (в) М – ДНК-маркер, 1 – отрицательный  
контроль, 2 – при добавлении Pfu; (г) 1-12- анализируемые плазмиды, обработанные BamHI и XbaI рестриктазами.

Рисунок 1 – Сайт-направленный мутагенез плазмиды pKG27 и нуклеотидные последовательности 5’НТП.  
(а) Карта плазмиды pKG27, (б) нуклеотидные последовательности 5’psbA и 5’PVY,  

(в) электрофорез продуктов ПЦР (г) скрининг клонов
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линий культивировали на среде с гормонами и 
антибиотиком до появления вторичных реге-
нерантов. Такой отбор проводили четырежды. 
Линии, прошедшие вторичный отбор, были вы-

сажены в грунт и анализировались далее. По-
лученные транспластомные растения по внеш-
нему виду ничем не отличались от растений 
дикого типа (рис. 3в).

Рисунок 2 – Карты плазмид pNT4/5’psbA-GUS и pNT4/5’PVY-GUS

M – ДНК-маркер; 1,2–линии Nt-5’psbA-GUS; 3,4,5– линии Nt-5’PVY-GUS; WT–дикий тип.

Рисунок 3 – Получение транспластомных растений. (а) регенерация;  
(б) ПЦР анализ; (в) взрослые растения
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Гомопластидность линий после двух эта-
пов селекции была подтверждена при из-
учении полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ) посредством Саузерн-
блоттинга. Препараты тотальных ДНК раз-
личных линий были обработаны рестриктазой 
EcoO109I и гибридизованы с DIG-меченным 
зондом. Зонд представлял собой ДНК-
фрагмент размером 710 bp, полученный в ходе 
амплификации ДНК дикого типа с участием 

пары праймеров Chl-dir/Chl-rev и охватываю-Chl-rev и охватываю--rev и охватываю-rev и охватываю- и охватываю-
щей смежные с сайтом встраивания трансгена 
области пластидной ДНК (рис. 4а, 4б). Зонд 
гибридизовался с 3,2 kb ДНК-фрагментом ди-kb ДНК-фрагментом ди- ДНК-фрагментом ди-
кого типа, тогда как ДНК из транспластомных 
растений давала сигнал около 6,6 kb (рис.   4в). 
Отсутствие 3,2 kb фрагмента в полученных 
растениях свидетельствовало о генетической 
однородности  хлоропластной ДНК, несущей 
целевые вставки.

WТ – дикий тип; 1, 2 – линии Nt-5’PVY-GUS; 3, 4 – линии Nt-5’psbA-GUS.

Рисунок 4 – Саузерн-блот гибридизация ДНК. (а) карта места интеграции гена uidA в хлоропластную ДНК дикого типа; 
(б) карта хлоропластной ДНК транспластомных линий; (в) результаты Саузерн-блоттинга

Изучение GUS�активности 
Данные по измерению GUS-активности в ли-GUS-активности в ли--активности в ли-

стьях отобранных линий приведены в таблице 1. 
Результаты показали, что в линиях табака, транс-
формированных конструкцией pNT4/5’PVY-
GUS, активность фермента β-глюкуронидазы 
снижена по сравнению с линиями, полученны-
ми с помощью конструкции pNT4/5’psbA-GUS, 
приблизительно в 24 раза.

Незначительная активность GUS-белка в 
растениях дикого типа объясняется примеся-
ми 4- метилумбеллиферона (гидролизованного 
MUG) в препарате субстрата. Причиной столь 
значительного понижения синтеза целевого 
белка не является более низкое содержание 

мРНК, так как линии Nt-5’PVY-GUS по уров-Nt-5’PVY-GUS по уров--5’PVY-GUS по уров-PVY-GUS по уров--GUS по уров-GUS по уров- по уров-
ню транскриптов гена uidA лишь незначитель-
но уступали линиям Nt-5’psbA-GUS (данные не 
приводятся).

Полученные нами данные еще раз под-
тверждают тот факт, что не всегда чужеродные 
энхансеры, показавшие активность в E. coli, 
функциональны в пластидах. До сегодняшнего 
дня лишь для 5’T7G10 показана усиливающая 
активность в обеих системах. Несмотря на зна-
чительное сходство в силу эндосимбиотическо-
го происхождения хлоропластов от фотосинте-
зирующих прокариот, механизм трансляции в 
хлоропластах отличается от такового в бакте-
риях [3, 27].
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Таблица 1 – Уровень активности β-глюкуронидазы в транс-
пластомных линиях

линия активность в усл. ед.
дикий тип 44±2

Nt-5’psbA-GUS1 8417±175
Nt-5’psbA-GUS2 8757±188
Nt-5’PVY-GUS3 382±9
Nt-5’PVY-GUS4 342±9 

Заключение

Проведенный нами сравнительный анализ 
влияния двух различных 5’НТП на уровень син-
теза репортерного белка в хлоропластах показал, 
что замена пластидной 5’psbA перед целевым 
геном на чужеродную 5’PVY приводит к значи-
тельному снижению синтеза белка. Применение 
5’PVY в качестве лидера может быть актуально 
в тех случаях, когда высокий уровень синтеза 
гетерологичных белков в пластидах приводит к 

негативным последствиям для растения-проду-
цента (задержке роста, изменению окраски ли-
стьев, снижению уровня фотосинтеза, мужской 
стерильности), которые являются причиной сни-
жения биомассы, а значит и низкого выхода це-
левого белка [21, 28, 29]. 

Полученные в ходе настоящей работы плаз-
миды pKG27B и pKG27BY, содержащие сайты 
клонирования после промотора гена psbA, могут 
быть использованы в конструировании векторов 
с другими лидерными последовательностями 
для изучения их влияния на трансляцию в хлоро-
пластах не только репортерных, а также белков 
прикладного назначения.

Работа выполнена при финансовой под-
держке МОН РК в рамках научных проектов 
AP05132066 «Разработка технологии экс-
прессии рекомбинантных антигенов вируса 
оспы овец в транспластомных растениях» и 
AP05132532 «Новые молекулярно�биологиче-
ские подходы к улучшению продуктивности 
растений». 
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