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Получение генетически модифицированных растений табака Nicotiana tabacum с 

повышенной толерантностью к пониженным температурам 
 
В данной работе была проведена трансформация растений табака Nicotiana tabacum агробактериальными 

штаммами, содержащими белок-кодирующий сегмент ДНК гена транскрипционного фактора AtDREB1A из 
Arabidopsis thaliana. Наличие целевого гена было подтверждено присутствием вставки искомой длины после 
выделения ДНК из листьев полученных растений-регенерантов и положительным результатом реакции 
обратной транскрипции (РОТ) с использованием РНК, выделенной из листовых дисков. Несколько трансгенных 
линий проявили повышенную толерантность к пониженным температурам. 

Ключевые слова: стрессовые условия, низкие температуры, табак, ген транскрипционного фактора 
AtDREB1A, трансформация.      
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Obtaining genetically modified tobacco plant Nicotiana tabacum  with increased tolerance to low 
temperatures 

In this investigation transformation of tobacco plants Nicotiana tabacum was carried out using аgrobacterium strains 
contained protein-encoding DNA segment of transcription factor AtDREB1A gene from Arabidopsis thaliana. The 
presence of the target gene was proved by the obtaining of fragment with expected length after the isolation of DNA 
from regenerated plants leaves and by positive answer after reverse transcription reaction (RT) using RNA isolated 
from leaf disks. Several transgenic lines demonstrated increased tolerance to low temperatures. 
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Е.А. Шадымова, А.М. Писаренко, Р.М. Наргилова, О.В. Карпова, Б.Қ. Ысқақов 
Төмен температураларға жоғары толерантты генетикалық түрлендірілген Nicotiana tabacum темекі 

өсімдіктерін алу 
Осы жұмыста Arabidopsis thaliana-ның AtDREB1A транскрипция факторының генін кодтайтын ДНҚ 

сегменті бар агробактерия штамдарымен Nicotiana tabacum өсiмдiктерiнiң трансформациясы өткізілген. 
Мақсаттық генiнiң бар болуы регенерантты өсiмдiктердiң жапырақтарынан ДНҚ-ды бөліп алғаннан кейін 
iзделiп отырған ұзындықтағы қыстырманын бар болғанымен және жапырақ дискінен бөліп алынған РНҚ 
қолдануымен керi транскрипция реакциясының оң нәтижесiмен расталған. Бiрнеше трансгендiк өсімдіктердің 
төмен температураларға жоғары толерантты болғаны айқындалды. 

Түйінді сөздер: стресс жағдайлары, төмен температуралар, темекi, AtDREB1A, трансформация. 
 
Абиотические стрессы окружающей среды  

и их влияние на растения уже давно вызывают 
особый интерес среди ученых, т.к. они 
значительно сокращают урожайность 
культурных растений [1]. В связи с этим остро 
стоит потребность не только сохранять, но и 
увеличивать продуктивность 
сельскохозяйственных культур на 
малопригодных почвах, а также в 
неблагоприятных условиях [2-6].  

Для растений в стрессовом состоянии 
характерно изменение ряда обычных для 
организма реакций, протекающих на клеточном 
и молекулярном уровне, что в конечном итоге 

приводит к гибели растения [7-9]. Такие виды 
стресса, как засуха, засоление и заморозки, 
индуцируют многие растительные гены, 
функционирование которых обеспечивает 
толерантность растений к неблагоприятным 
условиям. Белковые продукты, кодируемые 
этими генами, участвуют не только в защите 
клеток от стресса, но также и в регуляции 
сигнальной трансдукции для активации генов в 
ответ на стрессовое воздействие [10-11]. 

К подобного рода генам принадлежат гены 
транскрипционных факторов семейства DREB 
(degidration-responsive element (DRE) binding 
factors) [12-13]. Эти транскрипционные 
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факторы способны регулировать экспрессию 
многих других генов, которые индуцируются 
через АБК-независимый путь в стрессовых 
условиях и содержат в своих промоторных 
областях cis-регуляторную последовательность 
(TACCGACAT), названную DRE- элементом 
(Degidration – Responsive Element) [14]. 
Примером промотора, содержащего DRE-
элемент, может являться индуцибельный 
промотор гена rd29A. 

ДНК последовательности, кодирующие 
DRE-связывающие белки DREB1A, DREB2A и 
DREB1С уже были установлены ранее. Это 
обстоятельство позволило нам 
амплифицировать и  клонировать ДНК-
фрагмент, кодирующий белок AtDREB1A из 
Arabidopsis thaliana Сolombia, с различными 
вариантами 5'- и 3'-нетранслируемых 
последовательностей (НТП). После чего была 
показана экспрессия гена AtDREB1A в 

бесклеточной системе трансляции из 
зародышей пшеницы и в системе трансляции 
Escherihia coli [15]. 

В настоящей работе была проведена 
трансформация листовых дисков табака, в 
результате чего были получены трансгенные 
растения, экспрессирующие рекомбинантный 
ген AtDREB1A. Трансгенные линии были 
использованы в дальнейшем для изучения 
действия низкой температуры на данные 
растения. 

Результаты и их обсуждение  
Трансформация растений табака Nicotiana 

tabacum Samsun NN проводилась методом 
кокультивации с использованием 
агробактериальных штаммов, содержащих 
рекомбинантные ДНК-конструкции в составе 
вектора pCAMBIA 2300 (схематическое 
изображение представлено на рисунке 1).

 

 
 

pro – индуцибельный промотор Arabidopsis thaliana rd29A или конститутивный промотор вируса мозаики 
цветной капусты CaMV35S, 5’ – НТП – последовательность искусственного энхансера «3xARC» или Y-вируса 
картофеля «5’PVY»,  AtDREB1A – кодирующая последовательность гена AtDREB1A, 6 – последовательность 
6хHis-Tag, 3’-TMV – 3’-НТП TMV, nos – терминатор гена нопалинсинтетазы. Стрелками указаны сайты, по 

которым проводилось клонирование 
 

Рисунок 1 – Схематичное изображение плазмидной ДНК, использованной для трансформации и получения 
трансгенных растений табака 

 

A Б  
Справа: размеры маркерных (М) фрагментов; К1 – контроль положительный, К2 – контроль отрицательный 

 
Рисунок 2 – Результаты электрофореза в 1,2 %-ном агарозном геле продуктов анализа ДНК (А) и РНК (Б), 

выделенных из трансгенных растений табака 
 

Hind III             XbaI, BamHI,         NcoI                                                 KpnI   SacI          KpnI    SacI      EcoRI 

pro nos 

Тело плазмиды pCAMBIA 
2300 

5’-НТП AtDREB1A 3’-TMV 6 



393 ____________________________________________________________________________________________ 
 

 
ISSN 1563-0218                            KazNU Bulletin. Biology series №1/2 (60). 2014 

В результате трансформации были получены 
трансгенные растения табака. Данное 
обстоятельство было подтверждено 
положительными результатами анализа 
препаратов тотальных ДНК и РНК, 
выделенных из листьев растений. Препараты 
ДНК выделяли методом с использованием 
СТАВ, РНК – с помощью тризола. Наличие 
вставки рекомбинантных ДНК-фрагментов 
продемонстрировано на рисунке 2А, где четко 
наблюдается присутствие фрагмента 
ожидаемой длины 0,5 kb в большинстве проб. 
Наличие РНК-транскриптов гена AtDREB1A 
показано с помощью РОТ, результаты которой 
представлены на рисунке 2Б. Для дальнейшего 
исследования воздействия низких температур 

на растения использовали только те варианты, в 
которых наблюдалось наличие РНК-
транкриптов. Стрессовые условия были 
организованы в два этапа: 1. +5°С, 18 часов; 2. -
10°С, 3 часа. 

После воздействия холодового шока 
растения погибали уже на следующий день. 
Результат представлен на рисунке 3, где 
наглядно показано, что некоторые варианты 
растений действительно проявляли явную 
устойчивость к действию температуры -10ºС. 
Примечательно, что большинство толерантных 
растений показали присутствие транскриптов 
гена AtDREB1A и содержали рекомбинантную 
ДНК-кассету под контролем 35S промотора 
вируса мозаики цветной капусты (CaMV).

 

 
А – внешний вид растений до эксперимента, Б – внешний вид растений после эксперимента. Контрольное 

нетрансгенное растение обозначено стрелками, остальные варианты растений – трансгенные 
 

Рисунок 3 – Результаты воздействия холодового шока на растения табака 
 
Всего в ходе исследования было 

проанализировано 72 экземпляра растений, т.е. 
12 вариантов (с различными ДНК-
конструкциями) в нескольких повторностях. 
Наилучший результат был получен у четырех 
линий. 

Таким образом, нами созданы трансгенные 
растения с повышенной толерантностью к 

пониженным температурам. Исходя из этого, 
можно сделать вывод, что рекомбинантный ген 
транскрипционного фактора AtDREB1A 
действительно обеспечивает повышение 
устойчивости растений к пониженным 
температурам.
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