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В настоящее время известно, что в популяции
трасгенных растений, полученных методом агро�
бактериальной трансформации, достаточно часто
встречаются растения с необычным (аномаль�

ным) фенотипом, существенно отличающимся от
фенотипа дикого типа (Wilson et al., 2006). При
этом диапазон наблюдаемой изменчивости край�
не широк: изменение высоты растений (Feld�
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В работе проведен морфологический и цитоэмбриологический анализ растений томата, трансфор�
мированных генами, кодирующими хитинсвязывающие белки из Amaranthus caudatus L. (ac) и A. ret�
roflexus L. (RS�intron�Shir), а также гевеиноподобные антимикробные пептиды из Stellaria media L.
(amp2). Полученные трансгенные линии были адаптированы к почвенным условиям и выращены в
защищенном грунте. Анализ трансгенных растений поколения Т0 выявил линии, фенотипически не
отличающиеся от растений дикого типа, и три линии (по одной линии с каждым из вышеперечис�
ленных генов), которые имели существенные нарушения в дифференцировке цветоносных побе�
гов, строении цветков и плодов. Продемонстрировано сохранение нарушений в развитии генера�
тивных органов в 6 вегетативных поколениях. Показано, что у трансгенных растений с вегетативно на�
следуемыми аномалиями наблюдаются нарушения в формировании мужского гаметофита, отсутствие
нормального оплодотворения и, как следствие, развитие партенокарпических плодов. Детальный ана�
лиз растущих семяпочек аномальных трансгенных линий показал, что на месте неоплодотворенного за�
родышевого мешка формируется и разрастается замещающая ткань, по структуре отличающаяся как от
зародышевой, так и от эндоспермальной ткани нормальной семяпочки. Формирование замещающей
ткани происходит в результате продолжающейся пролиферации клеток эндотелия, утративших способ�
ность к нормальной дифференцировке. Конечным этапом развития замещающей ткани является ее ги�
бель, сопровождающаяся лизисом клеток. Методом ОТ�ПЦР экспрессия целевых генов была подтвер�
ждена у всех трех линий с аномальным фенотипом, а также у ряда линий, фенотипически не отличаю�
щихся от нетрансформированного контроля. Это означает, что нарушения органов генеративной сферы
у трансформированных растений не зависят от экспрессии привнесенных в геном томата гетерологич�
ных генов. Обсуждается, что причиной возникновения нарушений у трансгенных растений является
прямое или опосредованное влияние агробактериальной трансформации на изменение экспрессии ге�
нов, кодирующих транскрипционные факторы и контролирующих включение каскада генов, необхо�
димых для нормального развития растений. 
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добные антимикробные пептиды, нарушение идентичности флоральной меристемы, замещающая
ткань зародышевого мешка.
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mann, 1991), размеров и формы листовых пласти�
нок (Lin et al., 2008), структуры цветка (Ohshima
et al., 1997). Существенные нарушения могут воз�
никать в генеративной сфере, которые приводят к
снижению фертильности (Bavrina et al., 2007) и
нарушению развития зародыша на ранних этапах
эмбриогенеза (Castle, Meinke, 1994).

В современной литературе обсуждаются две
основные причины этого явления. Во�первых,
сомаклональная изменчивость, которая может
возникать в процессе культивирования in vitro
(Kaeppler et al., 2000; Jain, 2001). Показано, что
высокая степень разнообразия сомаклонов зави�
сит от исходного генотипа, типа и возраста экс�
планта (Veilleux, Johnson, 1998; Jain, 2001). Кроме
того, сомаклональная изменчивость у трансген�
ных растений может возникать по причине гене�
тической гетерогенности соматических клеток
экспланта и регенерации побегов через стадию
формирования каллусной ткани, а также индуци�
роваться факторами среды (Evans et al., 1984;
Kaeppler et al., 2000; Jain, 2001). Возникновение
сомаклонов при проведении агробактериальной
трансформации может быть обусловлено воздей�
ствием на растительную ткань различных стрес�
совых факторов. Среди них можно отметить по�
ранение экспланта, непосредственный контакт с
патогенным микроорганизмом, а также длитель�
ное культивирование каллусной ткани на пита�
тельных средах с добавлением фитогормонов и
высоких концентраций селективных агентов для
органогенеза трансгенных побегов. Все перечис�
ленные стрессовые факторы сопровождаются яв�
лениями, которые характерны для первичного
неспецифического стрессового ответа, выражаю�
щиеся в образовании активных форм кислорода
(окислительном “взрыве”), активации окисли�
тельных ферментов и других реакциях (Cassells,
Curry, 2001; Enikeev et al., 2008).

Другой причиной возникновения растений с
аномальным фенотипом может служить инсер�
ция Т�ДНК (Koncz et al., 1992; Wilson et al., 2006;
Deineko et al., 2007) и/или последовательностей
селективных генов, бактериальных плазмид,
фрагментов бактериального генома и дополни�
тельных полных либо частичных копий вставки
трансгена (Tinland, 1996; Tzfira et al., 2004). 

Несмотря на то, что в ряде случаев достаточно
сложно установить непосредственные причины
появления растений с аномальным фенотипом,
трансформационно�индуцируемые мутации ши�
роко используются для идентификации и клони�
рования генов, что является важным направлени�
ем по анализу структурно�функциональной орга�

низации генома растений (Ampomah�Dwamena
et al., 2002).

В теоретическом плане большой интерес пред�
ставляют трансгенные растения, у которых выяв�
ляются кардинальные нарушения морфогенеза ге�
неративных органов (Avivi et al., 2000; Ampomah�
Dwamena et al., 2002; Wang, Campbell, 2008). Пере�
численные работы направлены на изучение и
установление сигнальных путей, возникающих в
ходе эмбриогенеза и необходимых для нормаль�
ного развития растений. В то же время, в цитиро�
ванных работах практически не затрагиваются
структурные аспекты, связанные с аномалиями в
формировании и развитии зародыша и окружаю�
щих его тканей, а также пыльцы. 

В настоящей работе проведен детальный мор�
фологический и цитоэмбриологический анализ
трансгенных растений томата, экспрессирую�
щих гены, кодирующие хитинсвязывающие бел�
ки из Amaranthus caudatus L. (ac) и A. retroflexus L.
(RS�intron�Shir), а также гевеиноподобные анти�
микробные пептиды из Stellaria media L. (amp2), с
выраженными нарушениями развития генера�
тивных органов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Агробактериальная трансформация

Для генетической трансформации использо�
вали бинарные векторы, в состав Т�ДНК которых
в качестве целевого гена входили гены ас
(pBI121ac) и RS�intron�Shir (pR830), кодирующие
хитинсвязывающий белок из Amaranthus caudatus L.
и A. retroflexus L. соответственно, а также ген amp2
(pBAMP2), кодирующий два гевеиноподобных
антимикробных пептида (SmAMP1 и SmAMP2)
из Stellaria media L. (Халилуев и др., 2010). Т�ДНК
бинарных векторов содержала также ген nptII,
обуславливающий устойчивость к антибиотику
канамицину, для отбора трансгенной каллусной
ткани и регенерантов. 

Агробактериальную трансформацию проводи�
ли методом кокультивации эксплантов семядо�
лей, полученных от двенадцати дневных пророст�
ков томата селекционной линии ЯЛФ, с разбав�
ленной суспензией агробактерии (оптическая
плотность, равная 0.4–0.6). 

Индукцию процессов каллусо� и органогенеза
побегов томата осуществляли при культивирова�
нии эксплантов на питательной среде MS (Mu�
rashige, Skoog, 1962), дополненной 5 мг/л 6�бен�
зиламинопурина (Sigma, США) и 0.01 мг/л индо�
лилуксусной кислоты (Sigma, США). Для отбора
каллусной ткани, устойчивой к канамицину, была
использована стратегия постепенной адаптации
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эксплантов семядолей к селективному агенту, ис�
ключающая их шок и массовую гибель (первый
пассаж без канамицина, второй – 10 мг/л, третий
и последующие – 25 мг/л). Продолжительность
каждого пассажа составляла 15 дней. Элимина�
цию агробактерии осуществляли за счет добавле�
ния в состав питательной среды антибиотика ти�
ментина (СмитКляйн Бичем Фармасьютикалз,
Великобритания) в концентрации 150 мг/л. Реге�
нерирующие канамицин�устойчивые побеги от�
деляли от каллусной ткани и укореняли на среде
MS, содержащей половинную концентрацию
макро� и микросолей, 0.2 мг/л индолилмасляной
кислоты (Sigma, США) и канамицин в концентра�
ции 100 мг/л. Укорененные регенеранты были
адаптированы к почвенным условиям и выращены
в защищенном грунте при температуре 22–25°C
днем и 18–19°C ночью, влажности 60–70% и
освещенности 2500 люкс. Размножение трансген�
ных линий томата, а также получение вегетатив�
ных поколений осуществляли при помощи черен�
кования формирующихся на взрослых растениях
боковых побегов с последующим их укоренением. 

ОТ�ПЦР

Выделение суммарной клеточной РНК из ли�
стьев трансгенных растений томата осуществляли
с помощью набора реагентов RNA�ExtraSorb (ла�
боратория молекулярной диагностики и генно�
инженерных конструкций ВНИИСБ) в соответ�
ствии с протоколом изготовителя. Синтез кДНК
проводили в стандартных условиях (Maniatis
et al., 1984) с использованием шестичленных слу�
чайных праймеров (Синтол, Россия). В качестве
контроля для подтверждения сохранности РНК и
синтезированной на ее основе кДНК проводили
амплификацию на последовательность гена акти�
на томата Tom 52 (NCBI, U60482). Реакцию осу�
ществляли на амплификаторе MJ Miniтм Personal
Thermal Cycler (BioRad, США) с использованием
специфичных праймеров (Khaliluev et al., 2011). 

Цитоэмбриологический анализ

Цельные завязи или их фрагменты на ранних
этапах развития, а также семязачатки и пыльники
фиксировали в 2.5% растворе глутарового альде�
гида (Merck, Германия) на 0.1 М фосфатном буфе�
ре Серенсена (рН = 7.2) с добавлением 1.5% сахаро�
зы. После отмывки от фиксирующей смеси расти�
тельный материал дофиксировали 1% раствором
четырехокиси осмия (ОsО4) (Sigma, США), обезво�
живали в этаноле повышающейся концентрации
(30, 50, 70, 96 и 100%), затем в окиси пропилена

(Fluka, Германия) и заключали в смесь эпоксид�
ных смол Эпона�812 и Аралдита, (Merck, Герма�
ния) по стандартной методике (Уикли, 1975). Для
светооптического анализа полутонкие (1–2 мкм)
срезы монтировали на предметные стекла, окра�
шивали 0.1% водным раствором метиленового
синего (Merck, Германия) и заключали в эпоксид�
ную смолу. Препараты анализировали и фотогра�
фировали в микроскопе Olympus BX51 (Olympus,
Япония), оборудованном камерой Color View II
(Soft Imaging System, Германия). 

Цитофотометрический анализ

Фрагменты перикарпия плодов томата фикси�
ровали в смеси этанола и уксусной кислоты (3 : 1)
в течение 3 ч, гидролиз проводили 5 N HCl в те�
чение 40 мин при 22°С, препараты окрашивали
реактивом Шиффа (Merck, Германия). Содер�
жание ДНК определяли в относительных еди�
ницах на цитофотометре SMP�20 (Opton, Гер�
мания) с объективом ×16, окуляром ×10 и зон�
дами 0.08–2.5 мм.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение трансгенных растений томата 
поколения Т0 и их морфологическая 

характеристика

В серии экспериментов по агробактериальной
трансформации томата линии ЯЛФ с использо�
ванием бинарных векторов pBI121ac, pR830, и
pB�AMP2 получено 6, 10, и 13 первичных транс�
формантов, содержащих различные целевые гены
ас, Rs�intron�Shir и amp2, соответственно (Халилу�
ев и др., 2010). 

Трансгенные линии томата были адаптирова�
ны к почвенным условиям и выращены в защи�
щенном грунте. Скрининг трансгенных растений
выявил линии, фенотипически не отличающиеся
от растений дикого типа, и три линии (по одной
линии с каждым из вышеперечисленных генов),
которые имели существенные нарушения в раз�
витии цветков и плодов. Методом ОТ�ПЦР экс�
прессия соответствующих целевых генов была
подтверждена у ряда линий, фенотипически не
отличающихся от нетрансформированных расте�
ний, а также у всех трех линий с аномальным фе�
нотипом (рис. 1). 

По сравнению с контролем (рис. 2а, 2б), наи�
более значительные изменения у аномальных
трансгенных линий наблюдаются в развитии ги�
нецея. 

Во�первых, это полное или частичное наруше�
ние синкарпности, когда плодолистики образуют
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отдельные пестики, формируя апокарпный гине�
цей, или срастаются основаниями (рис. 2в). В ре�
зультате образуются аномальные по форме плоды
(рис. 2г). 

Во�вторых, прорастание из цветоложа через
сформированный плод эктопических генератив�
ных побегов, на которых образуются новые завя�
зи. В этом случае наблюдаются различные вари�
анты аномалий. Если эктопических генератив�
ных побегов немного, то на одном цветке
формируется новый плод с последующим про�
растанием через него нового побега и формирова�
нием еще одного плода и т.д. (рис. 2д). В итоге
происходит образование многоярусного (иногда
до 7–8 ярусов) плода (рис. 2е). Если из цветоложа
формируется большое количество эктопических
побегов (рис. 2в, 2к), их пролонгированный рост
приводит к разрыву плода, в результате чего семя�
зачатки оказываются на поверхности. На таких
побегах образуется много дополнительных яру�
сов цветков (рис. 2ж, 2з), но плоды из них не раз�
виваются. В цветках верхних ярусов чаще всего
формируется апокарпный гинецей, который со�
стоит из нескольких пестиков, обрамленных
многочисленными чашелистиками (рис. 2з). Ес�
ли происходит образование укороченных эктопи�
ческих генеративных побегов, то внутри зрелого

плода возможно формирование нескольких но�
вообразованных мелких плодов (рис. 2и, 2к). 

По сравнению с контролем, цветки всех про�
анализированных трансгенных линий с ано�
мальным фенотипом характеризуются большим
количеством (7–8 и более) сильно гипертрофи�
рованных в размере чашелистиков и лепестков
(рис. 2в). 

У всех проанализированных трансгенных рас�
тений наблюдаются существенные изменения в
строении завязей. Если для контрольной линии
ЯЛФ характерна пяти� или семи�гнездная завязь
(рис. 3а), то количество гнезд в завязи у трансген�
ных растений с нормально развитыми семенами
заметно больше и расположение их неправильное
(хаотичное) (рис. 3б). У внешне нормальных пло�
дов трансгенных растений с аномальным феноти�
пом в гнездах формируются более массивные
плаценты, на поверхности которых располагают�
ся мелкие семязачатки (рис. 3в). 

Размеры плодов и плоидность клеток перикарпия

Для определения плоидности клеток тканей
перикарпия использовались плоды одинаковой
зрелости растений исходной линии ЯЛФ, транс�
генной линии без нарушения развития генера�
тивных органов, а также многоярусные и парте�

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ОТ�ПЦР анализа на последовательность генов, кодирующих актин (Tom 52) (а),
а также хитинсвязывающие белки (ас, RS�intron�Shir) и гевеиноподобные антимикробные пептиды (amp2) (б): 1 – мо�
лекулярный маркер FastRulerTM Low Range DNA ladder (Fermentas, Литва); 2 – вода; 3 – отрицательный контроль (ли�
ния ЯЛФ); 4, 7, 10 – трансгенные растения томата, содержащие соответственно ген ас, RS�intron�Shir и amp2, с ано�
мальным фенотипом; 5, 8, 11 – трансгенные растения томата, содержащие соответственно ген ас, RS�intron�Shir и
amp2, без фенотипических отклонений; 6, 9, 12 – положительный контроль (плазмидная ДНК бинарных векторов
pBI121ac, pR830 и pBАМР2 соответственно). 

450 п.н.

765 п.н.

298 п.н.

120 п.н.
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Рис. 2. Аномалии в развитии цветков и плодов у трансгенных линий томата, экспрессирующих гены хитинсвязывающих белков
и гевеиноподобных антимикробных пептидов. Цветки (а) и плод (б) растений исходной линии ЯЛФ. Аналогичную морфологию
имеют цветки и плоды трансгенных растений без фенотипических отклонений (не иллюстрировано). (в–к) – Типы аномалий в
развитии цветков и плодов у аномальных трансгенных растений. (в) – Цветок с несколькими пестиками, сросшимися основани�
ям (нарушение синкарпности гинецея). (г) – Сложный плод, сформированный на цветке с апокарпным гинецеем. (д) – Про�
дольный срез завязи цветка, показывающий прорастание из цветоложа двух эктопических генеративных побегов, на которых
формируются дополнительные ярусы цветков. (е) – Трехъярусный плод, сформированный из цветков нескольких эктопических
побегов. (ж) – Цветок с большим количеством эктопических побегов, на которых образуется много дополнительных ярусов
цветков с апокарпным гинецеем. На таких цветках формирование плодов блокировано (з). (и) – Цветки с короткими эктопиче�
скими генеративными побегами. На таких цветках формируются плоды, внутри которых располагается несколько мелких пло�
дов (к). 

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)

(ж) (з)

(и) (к)
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нокарпические плоды аномально развивающихся
растений. 

Для изучения возможного влияния привнесе�
ния чужеродных генов на плоидность клеток пе�
рикарпия использовались одинаковые по размеру
плоды растений исходной линии ЯЛФ, а также
трансгенных линий как без нарушений, так и с
нарушениями развития генеративных органов. 

Цитофотометрический анализ показал, что в пе�
рикарпии плодов всех изученных растений плоид�
ность клеток варьирует от 2С до 32С (рис. 3а'–3в').
При этом в плодах исходной линии ЯЛФ количе�
ство полиплоидных клеток составляет около 23%
(рис. 3а'), в плодах трансгенных растений без фе�
нотипических отклонений – около 29% (рис. 3б'),
а у трансгенных линий с нарушением развития ге�
неративных органов – около 37% (рис. 3в'). 
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Рис. 3. Поперечные срезы плодов и плоидность клеток перикарпия контрольной линии ЯЛФ и трансгенных растений
томата с нормальным и аномальным фенотипом. (а) – Плод линии ЯЛФ с правильным расположением гнезд. (б) – Ха�
отичное расположение гнезд плода трансгенной линии с нормально развитыми семенами. (в) – Массивные плаценты
плода трансгенной линии с аномальным фенотипом, на поверхности которых располагаются мелкие, не развившиеся
семязачатки. Обозначения: Пл – плацента; Пк – перикарпий; Сз – семязачаток; Гз – гнездо завязи. (а'–в') – Плоид�
ность клеток перикарпия плодов линии ЯЛФ (а') и трансгенных растений с нормальным (б') и аномальным (в') фено�
типом. 
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Объектом для изучения плоидности клеток
тканей перикарпия плодов, различающихся по
размеру, служил трехъярусный плод трансгенной
линии, экспрессирующей ген ac, у которого раз�
мер плодов разных ярусов уменьшается в соотно�
шении 5 : 2 : 1 (рис. 2е). Полученные данные по�
казали, что количество полиплоидных клеток в
тканях перикарпия нижнего плода составляет
около 36%, а максимальная плоидность достигает
64С (таблица). В среднем плоде количество по�
липлоидных клеток составляет 29%, а в верхнем –
20%. При этом максимальная плоидность клеток
в среднем и верхнем плодах одинакова и состав�
ляет 32С.

Формирование женского гаметофита

Сравнительное исследование завязей и семя�
зачатков не выявило изменений в развитии семя�
почек и женского гаметофита у исходной линии
ЯЛФ, а также трансгенных растений с нормаль�

ным и аномальным фенотипом. Во всех случаях
зародышевые мешки содержали яйцевой аппарат
(синергиды и яйцеклетку), вторичное ядро и ан�
типоды (рис. 4а, 4б). 

После оплодотворения у растений исходной
линии ЯЛФ и трансгенных растений без феноти�
пических отклонений наблюдали нормальное
развитие зародышевого мешка, сопровождающее�
ся ростом всей семяпочки. На рис. 5 представлены
продольные срединные срезы семяпочек томата
линии ЯЛФ в фазах раннего (рис. 5а) и глобуляр�
ного зародыша (рис. 5б). Зародыши погружены в
ткань целлюлярного эндосперма, в клетках кото�
рого выявляются многочисленные цитоплазма�
тические структуры и запасные вещества (крах�
мал, липиды). 

У трансгенных линий с аномальным развити�
ем генеративных органов в связи с отсутствием
оплодотворения зародыш и соответственно эндо�
сперм не формируются. Однако при этом диффе�

 
Количество полиплоидных клеток перикарпия трехъярусного плода томата трансгенной линии с аномальным
фенотипом, экспрессирующей ген ac

Ярус

Уровень плоидности

2С 4С 8С 16С 32С 64С

Нижний 47.6 ± 1.8 16.6 ± 0.5 15.0 ± 0.5 13.3 ± 0.4 6.1 ± 0.3 1.4 ± 0.1

Средний 51.9 ± 1.4 19.0 ± 0.9 12.9 ± 0.3 10.3 ± 0.4 5.9 ± 0.2 –

Верхний 58.3 ± 1.2 21.9 ± 0.8 8.7 ± 0.3 6.1 ± 0.3 5.0 ± 0.2 –

(a) (б)
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Рис. 4. Сформированный женский гаметофит в семяпочках томата исходной линии ЯЛФ (а) и трансгенной линии с
аномальным фенотипом (б). Зародышевые мешки содержат яйцевой аппарат (синергиды и яйцеклетку), вторичное
ядро и антиподы. Обозначения: Я – яйцеклетка; Син – синергиды; Вя – вторичное ядро зародышевого мешка; Ант –
антиподы; Эн –эндотелий; Инт – интегумент. Масштаб 100 мкм.
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Рис. 5. Продольный срединный срез семязачатков томата исходной линии ЯЛФ в фазах раннего (а) и шаровидного (б)
зародыша. Обозначения: З – зародыш; Э – эндосперм; Эн – эндотелий; Зл – зона лизиса; Инт – интегумент. Масштаб
100 мкм.

ренцировка интегумента и пролиферация клеток
эндотелия не блокируется, что кардинально из�
меняет картину развития семяпочки. Подробный
анализ растущих семяпочек дает возможность
выделить несколько ключевых этапов их разви�
тия. На ранних этапах роста неоплодотворенной
семяпочки пролиферирующие клетки эндотелия
постепенно заполняют область, ранее занятую за�
родышевым мешком, вызывая его сжатие и дегра�
дацию (рис. 6а). В результате на месте зародыше�
вого мешка формируется замещающая ткань.
Важной особенностью клеток замещающей тка�
ни является наличие вакуолизированной цито�
плазмы и крупных, возможно, полиплоидных
ядер. Интересно, что сама ткань по структуре не�
однородна и состоит из отдельных, обособленных
кластеров клеток, заключенных в общую утол�
щенную оболочку (рис. 6б). 

По мере роста семяпочки зона, занимаемая за�
мещающей тканью, увеличивается в размере, по�
видимому, за счет продолжающейся пролифера�
ции клеток. На этом этапе роста новообразован�
ная ткань отделяется от интегумента зоной сплю�
щенных мертвых клеток с утолщенными оболоч�
ками (рис. 6в). 

На более поздних этапах роста семяпочки слой
мертвых клеток вокруг ткани, заместившей заро�
дышевый мешок, увеличивается в размерах и
полностью изолирует ее от интегумента. В конеч�
ном итоге у зрелых плодов замещающая ткань
полностью деградирует, что сопровождается ли�
зисом составляющих ее клеток (рис. 6г). 

Формирование мужского гаметофита

У трансгенных растений томата с аномальным
фенотипом наблюдались существенные наруше�
ния в формировании мужского гаметофита. На
рис. 7 представлена пыльца на двух этапах разви�
тия: стадии микроспор и зрелых пыльцевых зерен
у контрольных растений (линии ЯЛФ) (рис. 7а, 7б)
и трансгенных линий с нарушениями развития
генеративных органов (рис. 7в, 7г). На стадии
формирования микроспор в пыльниках цветков
аномальных растений содержится много дефор�
мированных клеток с сильно вакуолизированной
цитоплазмой, различающихся по размеру и фор�
ме (рис. 7в). Анализ зрелых пыльников показал,
что сформированные пыльцевые зерна резко от�
личались от контрольных по структуре цитоплаз�
матического компартмента (рис. 5г). Оставшаяся
часть клеток (около половины) останавливалась в
своем развитии на стадии микроспоры. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Детальный анализ завязей и семязачатков по�
казал, что у полученных в результате агробакте�
риальной трансформации растений томата с
аномальным фенотипом, экспрессирующих ге�
ны хитинсвязывающих белков (ас, Rs�intron�
Shir) и гевеиноподобных антимикробных пепти�
дов (amp2), нарушена идентичность флоральной
меристемы. Это проявляется в образовании экто�
пических побегов внутри завязи и формировании
на них новых цветоносов, что приводит к разви�
тию многоярусных соцветий и плодов, число ко�
торых, вероятно, ограничивается только ресурса�
ми самого растения. 

3*
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Перечисленные трансгенные линии томата
были получены в 2006–2007 гг. Трансгенные ли�
нии с каждым из перечисленных генов, у которых
отмечены нарушения генеративных органов, до
настоящего времени выращиваются в условиях
защищенного грунта. Поддержание растений
проводится с 2007 г. путем вегетативного размно�
жения (черенкования). При этом в каждом веге�
тативном поколении у растений сохранялись из�
менения, отмеченные у первичных трансгенных
растений. Таким образом, с 2007 г. и по настоящее
время было получено, как минимум, 6 вегетатив�
ных поколений. На основании этих данных мож�
но сделать вывод, что отмеченные аномалии в
развитии генеративных органов не являются мор�

фозами, так как они сохраняются в последующих
вегетативных поколениях. 

Сопоставление с данными литературы пока�
зывает, что изученные трансгенные линии с дли�
тельно наследующимися вегетативными измене�
ниями сходны с естественным мутантом томата
Clausa (Avivi et al., 2000). Кроме того, они являют�
ся практически полными фенокопиями транс�
генных растений, у которых блокирована экс�
прессия генов LeTGA1 и SOLly GLB1 (Wang, Camp�
bell, 2008), а также одного из представителей
класса MADS�бокс генов (TM29) (Ampomah�
Dwamena et al., 2002). На основании этих данных
логично предположить, что возможная причина
появления подобных нарушений в наших экспе�
риментах – прямое или опосредованное влияние

(а) (б)

(в) (г)
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Рис. 6. Последовательные этапы формирования ткани, замещающей зародышевый мешок, в семязачатках партено�
карпического плода трансгенной линии с аномальным фенотипом. (а) – Начало пролиферации клеток эндотелия.
(б) – Сфомированная эндотелием замещающая ткань, окруженная слоем мертвых сплющенных клеток интегумента.
(в) – Разросшаяся замещающая ткань зрелого плода. Замещающую ткань окружает толстый слой мертвых клеток ин�
тегумента. (г) – Деградация замещающей ткани и лизис ее клеток. Обозначения: зм – зародышевый мешок; Эн –
клетки эндотелия; инт – интегумент; зт – замещающая ткань; згк – зона гибели клеток; зл – зона лизиса. Масштаб
100 мкм.
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агробактериальной трансформации на измене�
ние экспрессии генов транскрипционных факто�
ров, содержащих MADS�домены и контролирую�
щих включение каскада генов, необходимых для
нормального развития растений (Gramzow, Theis�
sen, 2010). 

Точные причины, по которым у трансгенных
линий нарушается координированная экспрес�

сия MADS�бокс генов, остаются неизвестными.
Одной из них может служить инсерция Т�ДНК в
транскрипционно активные районы генома (Wil�
son et al., 2006; Deineko et al., 2007). Изменения в
структуре генов, кодирующих факторы тран�
скрипции, могут вызвать каскад нарушений экс�
прессии комплекса различных генов, в том числе
MADS�бокс генов (Colombo et al., 2008). 

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 7. Пыльца томата линии ЯЛФ (а, б) и трансгенных растений с аномальным фенотипом (в, г) на стадиях микро�
спор (а, в) и зрелых пыльцевых зерен (б, г). Масштаб 100 мкм.
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В связи с тем, что нарушения в развитии гене�
ративных органов у изученных трансгенных ли�
ний имеют сходных характер, можно сделать
предположение об интеграции трансгена в один и
тот же участок генома, то есть о наличии предпо�
чтительного района встраивания экзогенной
ДНК (“горячих точек” интеграции). Однако это
предположение плохо согласуется с эксперимен�
тальными данными, показывающими высокую
частоту встречаемости трансгенных растений с
аномальным фенотипом среди всей популяции
трансформантов (16.7; 10.0 и 9.1% с геном ac,
RS�intron�Shir и amp2 соответственно). Отсут�
ствие “горячих точек” интеграции чужеродной
ДНК в геноме томата отмечено также другими ис�
следователями (Chyi et al., 1986). 

Данные молекулярно�генетического анализа
свидетельствуют о том, что возникновение ано�
малий у трансгенных растений не связано с видом
привнесенного в растительный геном защитного
гена, а также его экспрессией. По результатам
ОТ�ПЦР экспрессия генов ac, RS�intron�Shir и
amp2 отмечена также у ряда линий, у которых в
норме происходило формирование плодов с пол�
ноценными семенами. 

Возникает вопрос, возможно ли возникнове�
ние аналогичных изменений у нетрансгенных
растений, прошедших через культуру in vitro. По
данным литературы (Bhatia, Ashwath, 2004; Cristea
et al., 2010; Osman et al., 2010) ни у одного из мно�
гочисленных растений томата, полученных in vitro
из различных соматических тканей при культиви�
ровании на средах с широким диапазоном регуля�
торов роста, не отмечено нарушений развития ге�
неративных органов. Все они характеризовались
нормальным цветением, плодоношением и обра�
зованием полноценных жизнеспособных семян. 

По нашему мнению, наиболее вероятной при�
чиной появления трансгенных линий с наруше�
нием идентичности флоральной меристемы яв�
ляется сомаклональная изменчивость. Скорее
всего, это обусловлено тем, что процессу органо�
генеза побегов предшествовало формирование
каллусной ткани, которая, в свою очередь, в тече�
ние длительного времени (3–4 месяцев) культи�
вировалась на среде с высокими концентрациями
селективного агента и регуляторов роста. Дей�
ствительно, в настоящее время установлено, что
сопровождающая в условиях in vitro стресс акти�
вация эпигенетических факторов таких, как, на�
пример, метилирование ДНК или ацетилирова�
ние белков хроматина (Hirayama, Shinozaki, 2010),
влияет на экспрессию MADS�бокс генов (Gaffe
et al., 2011). 

Сравнительное исследование завязей в фазе
сформированного зародышевого мешка показа�
ло, что у всех проанализированных растений (ис�
ходной линии ЯЛФ, трансгенных растений без
фенотипических отклонений и с нарушением
развития генеративных органов) не наблюдается
аномалий в формировании яйцевого аппарата,
антипод и вторичных ядер. Это означает, что у
аномальных трансгенных растений мейоз при об�
разовании мегаспор не блокируется и, по�види�
мому, проходит без отклонений. В то же время, у
них наблюдаются существенные нарушения в
формировании мужского гаметофита, что, по на�
шему мнению, является основной причиной от�
сутствия нормального оплодотворения. В связи с
этим, дальнейшая судьба зародышевого мешка у
растений без и с нарушением развития генератив�
ных органов кардинально различается. После
оплодотворения у растений линии ЯЛФ и транс�
генных растений без выраженных фенотипиче�
ских отклонений наблюдалось полноценное раз�
витие зародышевого мешка, тогда как у аномаль�
ных линий зародышевый мешок дегенерировал.
Детальный анализ растущих семяпочек показал,
что на месте зародышевого мешка формируется и
разрастается ткань, по структуре отличающаяся
как от зародышевой, так и от эндоспермальной
ткани типичной семяпочки. Морфогенез этой
ткани остается недостаточно изученным. По на�
шим наблюдениям ее формирование происходит
в результате продолжающейся пролиферации
клеток эндотелия, которые утратили способность
к характерной им дифференцировке в связи с де�
градацией зародышевого мешка. Это согласуется
с данными исследователей, отмечавших разраста�
ние эндотелия в семязачатках гибридных плодов
у представителей семейства пасленовых (Cooper,
Brink, 1945; Банникова, 1975; Kataoka et al., 2003).
Конечным этапом развития замещающей ткани
является ее гибель, сопровождающаяся лизисом
клеток. В конечном итоге, у полученных в резуль�
тате агробактериальной трансформации аномаль�
ных растений формируются партенокарпические
плоды, не содержащие полноценных семян. Про�
цесс, при котором развитие зародышевого мешка
блокируется, а развитие и дифференцировка со�
матических тканей продолжается, принято назы�
вать стимулятивной партенокарпией (Поддуб�
ная�Арнольди, 1976). 

У представителей семейства Solanaceae парте�
нокарпия – довольно частое явление, наблюдаю�
щееся при гибридизации или в связи с изменени�
ями условий культивирования (Bianchi, Soressi,
1969; Gorquet et al., 2005). Известно, что партено�
карпию у томатов можно индуцировать искус�
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ственно путем аппликации фитогормонов (Serra�
ni et al., 2007; Serrani et al., 2008; de Jong et al.,
2009). В партенокарпическом сорте томата Севе�
рянин аппликация униконазола – реагента, ин�
гибирующего эндогенный синтез гиббереллина,
супрессирует развитие псевдоэмбриональной
ткани и соответственно блокирует формирование
партенокарпических плодов (Kataoka et al., 2003).
На основании этих экспериментов авторы выска�
зали предположение, что фитогормоны генери�
рует именно такая псевдоэмбриональная ткань,
имитирующая развитие зародышевого мешка.

В то же время, в ранних работах было показа�
но, что образование партенокарпических плодов
у томата можно индуцировать аппликацией экс�
трактов пыльцы на рыльце пестика (Gustafson,
1937). Это означает, что определенной гормональ�
ной активностью обладают клетки пыльцевых зе�
рен. Возможно, у полученных нами аномальных
растений дефектная пыльца, не способная к нор�
мальному оплодотворению, но продуцирующая
фитогормоны, является своего рода триггером, за�
пускающим процесс партенокарпического разви�
тия семяпочки. Естественно, это не исключает
влияния на дальнейшее развитие плода фитогор�
монов (ауксинов и гиббереллинов), которые кон�
тролируют рост плода на клеточном уровне
(Gorquet et al., 2005; Serrani et al., 2008; de Jong
et al., 2009). По современным данным этот про�
цесс осуществляется преимущественно за счет
эндоредупликации ДНК в клетках тканей пери�
карпия (Cheniclet et al., 2005; Mathieu�Rivet et al.,
2010; Bourdon et al., 2011). Действительно, как по�
казал цитофотометрический анализ многоярус�
ного плода исследуемой трансгенной линии то�
мата, размеры одинаковых по зрелости плодов
непосредственно связаны с количеством полип�
лоидных клеток и с уровнем их плоидности. 

В то же время, в одинаковых по величине и
зрелости плодах контрольных растений и транс�
генных растений с нарушением развития генера�
тивных органов максимальная плоидность кле�
ток одинакова (32С), а количество полиплоидных
клеток у последних достоверно выше. Это означа�
ет, что эндоредупликация ДНК (или полиплоиди�
зация клеток) не является единственным спосо�
бом увеличения размера плодов (по крайней ме�
ре, в рамках использованной модели). 

Суммируя полученные в работе результаты,
можно придти к выводу, что независимо от при�
чин, которые лежат в основе появления аномалий
в развитии генеративных органов, трансгенные
растения с нарушениями идентичности флораль�
ной меристемы представляют собой уникальную
модель для анализа различных аспектов взаимо�

отношений между репродуктивными и соматиче�
скими (материнскими) тканями покрытосемен�
ных растений. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ в рамках научного проекта № 14�04�32214.
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Abstract—In this study, the morphological and cytoembryological analyses of the tomato plants transformed with
the genes encoding chitin�binding proteins (ac and RS�intron�Shir) from Amaranthus caudatus L. and A. retroflexus
L., respectively, as well as the gene amp2 encoding hevein�like antimicrobial peptides from Stellaria media L., have
been performed. The transgenic lines were adapted to soil and grown the greenhouse. The analysis of putative
transgenic tomato plants revealed several lines that did not differ phenotypically from the wild type plants and three
lines with disruption in differentiation of the inflorescence shoot and the flower, as well as the fruit formation (mod�
ified plants of each line were transformed with a single gene as noted before). Abnormalities in the development of
the generative organs were maintained for at least six vegetative generations. These transgenic plants were shown to
be defective in the mail gametophyte formation, fertilization, and, consequently, led to parthenocarpic fruits. The
detailed analysis of growing ovules in the abnormal transgenic plants showed that the replacement tissue was
formed and proliferated instead of unfertilized embryo sac. The structure of the replacement tissue differed from
both embryonic and endosperm tissue of the normal ovule. The formation of the replacement tissue occurred due
to continuing proliferation of the endothelial cells that lost their ability for differentiation. The final step in the de�
velopment of the replacement tissue was its death, which resulted in the cell lysis. The expression of the genes used
was confirmed by RT�PCR in all three lines with abnormal phenotype, as well as in several lines that did not phe�
notypically differ from the untransformed control. This suggests that abnormalities in the organs of the generative
sphere in the transgenic plants do not depend on the expression of the foreign genes that were introduced in the
tomato genome. Here, we argue that agrobacterial transformation affects, directly or indirectly, expression of genes
encoding for transcription factors that can activate a gene cascade responsible for the normal plant development.

Keywords: Solanum lycopersicum, transgenic plants, chitin�binding proteins, hevein�like antimicrobial peptides,
abnormalities in the floral meristem, replacement tissue of the embryo sac
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