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Получены зерновки инбредной линии кукурузы Л370, инфицированной in planta штам-
мами Agrobacterium tumefaciens LВА4404 и GV2260, содержащими селективный ген 
неомицинфосфотрансферазы (nptII), а также соответственно антисмысловой супрес-
сор гена пролиндегидрогеназы арабидопсиса (pBi2E) и β-глюкуронидазы (pCB002). 
Проводили сравнительное изучение активности ферментов метаболизма сахарозы и 
содержания углеводов в эндосперме зерновок, полученных на 21-день после опыления, 
последующего поколения кукурузы. Под влиянием разных штаммов установлены раз-
личия в функционировании сахарозосинтазы (СС), инвертазы клеточных стенок (ИКС), 
вакуолярной (ВИ) и цитоплазматической (ЦИ) инвертазы. Изменения в активности 
сахарозосинтазы и инвертазы приводили к значительному повышению содержания 
сахарозы и уменьшению уровня моносахаров в эндосперме, однако их баланс зависел 
от используемого штамма и стадии эмбриогенеза. Вместе с тем инфицирование суще-
ственно не влияло на содержание крахмала, а на стадии восковой спелости наблюда-
лось даже незначительное его повышение.

Ключевые слова: кукуруза (Zea mays L.), Agrobacterium-опосредованная трансформа-
ция in planta, сахарозосинтаза, инвертаза.

Ввåдåíèå. При разработке эффективных ìолекулярных биотехнологий 
растений с использованиеì генов, влияющих на ìетаболизì, важное зна-

чение иìеет изучение физиолого-биохиìических изìенений, происходящих в 
процессе трансгенеза, и их отдалённых последствий на рост, развитие и про-
дуктивность. 

îдна из сторон этого вопроса ìожет быть связана с ìетаболизìоì сахаро-
зы, являющейся источникоì углерода и энергии в растущих и развивающихся 
нефотосинтетических тканях. äва ферìента – сахарозосинтаза (ññ, 
ê.Ф.2.4.1.13) и инвертаза (ê.Ф.3.2.1.26), катализирующие реакции соответс-
твенно синтеза/расщепления и гидролиза сахарозы, осуществляют баланс 
ìежду сахараìи как сигнальныìи/регуляторныìи ìолекулаìи и коìпонента-
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ìи ìетаболитических путей [1, 2]. ññ ката-
лизирует реакцию ìежду сахарозой и óäФ 
(или àäФ), в результате чего образуется 
фруктоза и óäФã (или àäФã), используе-
ìые для синтеза биополиìеров. Эта реак-
ция обратиìа. èнвертаза необратиìо гид-
ролизует сахарозу с образованиеì глюко-
зы и фруктозы с последующиì их 
включениеì в гликолиз и дыхательный ìе-
таболизì.

Большинство генов, кодирующих ññ, 
представлено небольшиì ìультигенныì 
сеìействоì, их экспрессия контролирует-
ся сахарозой [3]. ññ находится преиìу-
щественно в цитоплазìе, однако в пос-
леднее вреìя обнаружены изофорìы, не 
только связанные с ìеìбраной, но и лока-
лизованные в органеллах [4–6]. ó кукурузы 
известны 3 гена (sus1, sus2, sh1), кодиру-
ющих изофорìы ññ (SUS1, SUS2, SUS-
SH1, соответственно) [3]. ×то касается 
инвертазы, существует несколько её 
форì, отличающихся оптиìуìоì рÍ и ло-
кализацией в клетке: щелочная цитоплаз-
ìатическая инвертаза (öè), кислая вакуо-
лярная (âè) и кислая инвертаза, связан-
ная ионныìи связяìи с клеточной стенкой 
(èêñ) [1]. êаждая из этих форì представ-
лена несколькиìи изофорìаìи и кодиру-
ется небольшиì сеìействоì генов, 
 регуляция экспрессии которых осущест-
вляется на транскрипционноì, посттранс-
крипционноì и посттрансляционноì 
уровнях [1, 7–9]. Форìы инвертазы харак-
теризуются тканеспецифичностью и на-
правленностью потоков образованных 
иìи гексоз в различные ìетаболические 
пути в онтогенезе растений. äругую их 
функцию связывают с инициацией гексо-
зо-основанных сигналов на ìеìбране и в 
цитоплазìе, где, в зависиìости от путей 
поступления сахарозы в клетку, определя-
ющее значение иìеет âè и èêñ ввиду 
обычно низкой активности öè [1].

âопросы, связанные с углеводныì об-
ìеноì в процессе трансгенеза растений, 
исследованы крайне слабо. ðанее наìи 
показано, что при Agrobacterium-опосре-
дованной трансфорìации кукурузы про-
исходит значительное повышение актив-
ности ферìентов синтеза сахарозы (ññ) и 
ее включения в ìетаболизì (инвертазой) в 
ìорфогенноì канаìицин-устойчивоì 
каллусе по сравнению как с нетрансфор-
ìированныì ìорфогенныì, так и с неìор-
фогенныì каллусаìи [10]. óчитывая важ-
ную роль альдоз в повышении активности 
двухкоìпонентной VirA-VirG – регулятор-
ной систеìы [11], было предположено, 
что через гексозы (в частности ä-глюкозу) 
ìожет осуществляться взаиìодействие в 
путях передачи сигналов, стиìулирую-
щих, с одной стороны, агробактериальную 
vir-регуляторную систеìу процессинга и 
переноса рекоìбинантных äÍê, а с дру-
гой – процесс роста и дифференцировки 
клеток растений. 

öелью данной работы был сравнитель-
ный анализ активности ферìентов ññ и 
инвертазы, а также содержания раствори-
ìых углеводов и крахìала в эндосперìе 
последующего поколения кукурузы, 
трансфорìированной in planta с поìощью 
штаììов Agrobacterium tumefaciens 
Lâà4404 и GV2260, содержащих вектор-
ные конструкции (pBi2E) и (pCB002).

Ìàòåðèàëы è мåòоды
A g r o b a c t e r i u m - о п о с р е д о в а н н у ю 

трансфорìацию инбредной линии кукуру-
зы ë370 (селекции èнститута физиологии 
растений и генетики ÍàÍ óкраины, г. êиев) 
проводили in planta частично ìодифици-
рованныì наìи ìетодоì ×уìакова и со-
авт. [12]. ñуспензию клеток агробактери-
альных штаììов Lâà4404 (pBi2E) и 
GV2260 (pCB002) наносили на предвари-
тельно изолированные пестичные нити с 
последующиì опылениеì пыльцой этой 
же линии. àгробактериальные штаììы на-
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ращивали в жидкой LB-среде при 200 об/
ìин, 28 °ñ в течение 12 час. îбе вектор-
ные конструкции содержали селективный 
ген неоìицинфосфотрансферазы (nptII) 
E.coli. â отличие от pCB002, которая вклю-
чала также репортёрный ген β-глюкурони-
дазы E.coli, pBi2E содержала дуплициро-
ванный участок гена  пролиндегидрогеназы 
арабидопсиса (A. thaliana), расположен-
ный как инвертированный повтор под 35S 
проìотороì вируса ìозаики цветной ка-
пусты. Зрелые зерновки стерилизовали 
20 ìин в 96 %-ноì спирте, 40 ìин в 
10 %-ноì растворе хлораìина, трижды 
проìывали стерильной дистиллирован-
ной водой и проращивали на ìодифици-
рованной MS-среде с добавлениеì селек-
тивного агента – канаìицина (êm) в кон-
центрации 50 ìг/л при 25 0ñ с 16-часовыì 
фотопериодоì в течение 2-х пассажей 
продолжительностью в 2 недели.

äÍê выделяли из зрелых зерновок и 
листьев Km-устойчивых растений (ðî) 
частично ìодифицированныì ìетодоì 
äеллапорта [16]. Íаличие гена nptII опре-
деляли с использованиеì прайìеров: 
5’-CCTGAATGAACTCCAGGAGGAGGCA 
(F) и 5’-GCTCTAGATCCAGAGTCCCGCT-
CAGAAG (R). óсловия аìплификации äÍê: 
преденатурация 94 оñ, 4 ìин; 35 циклов: 
денатурация – 94 оñ, 30 с; реассоциация – 
53 оñ, 30 с; синтез – 72 оñ, 30 с; конечная 
элонгация – 72 оñ, 10 ìин (аìплификатор 
Mastercycler 5332 Eppendorf ðersonal). 
ðеакционная сìесь содержала 10 нг äÍê. 
îтсутствие приìесей A. tumefaciens в 
растительных тканях анализировали, ис-
пользуя прайìеры к гену virD1 для штаììа 
GV2260 (pCB002) и virC для штаììа 
Lâà4404 (pBi2E), ожидаеìые разìеры 
аìпликонов которых составляли 432 п.н. 
(б) и 730 п.н. (в). óсловия аìплификации 
äÍê: преденатурация 94 оñ, 4 ìин; 35 цик-
лов: денатурация – 94 оñ, 30 с; реассоциа-
ция – 57 оñ, 30 с; синтез – 72 оñ, 15 с; ко-
нечная элонгация – 72 оñ, 10 ìин для virD1 

и денатурация – 94 оñ, 30 с; реассоциа-
ция – 60 оñ, 30 с; синтез – 72 оñ, 45 с; ко-
нечная элонгация – 72 оñ, 10 ìин – для 
virC. Прайìеры, которые использовали, 
для virD1: 5’-ATG TCG CAA GGC AGT AAG 
CCC A –3’ и 5’-GGA GTC TTT CAG CAT GGA 
GCA A –3’ и для virC: 5’-ATC ATT TCA AGT 
AGC GAC T–3’ и 5’-AGC TCA AAC CTG CTT 
C–3’. Электрофорез äÍê проводили в 
1,2 %-ноì агарозноì геле при напряжён-
ности 5 â/сì в течение 45 ìин в буфере 
0,5хòБå в присутствии броìистого эти-
дия.

óглеводный обìен изучали в зерновках 
тех початков, при произвольной выборке 
которых Пöð-анализ äÍê показал наличие 
гена nptII. àктивность ферìентов ìетабо-
лизìа сахарозы изучали в эндосперìе, 
изолированноì из зерновок на 21 день 
после опыления, первого поколения куку-
рузы (ð1). Íавеска растительной ткани со-
ставляла по 0,5 г. ëегкораствориìые бел-
ки и активность ферìентов ññ в реакции 
синтеза сахарозы, âè и öè ð1-растений, а 
также содержание сахарозы, ìоносахаров 
и крахìала на стадиях ìолочно-восковой 
(ð1-растения) и восковой (ð0- и ð1-расте-
ния) определяли ìетодаìи, описанныìи 
ранее [10, 13]. â реакции расщепления 
сахарозы состав инкубационной сìеси (в 
ìкìолях): цитратный буфер, рÍ 6,4 – 50, 
óäФ – 2,5 (или àäФ – 5,0), сахароза – 20, 
ферìентный препарат – 100 ìкл. àктив-
ность ññ определяли по количеству обра-
зованной фруктозы арсеноìолибдатныì 
ìетодоì [14]. Проìытый осадок, остав-
шийся после центрифугирования клеточ-
ного гоìогената, инкубировали 6 час при 
4 оñ в буфере, содержащеì 1ì NaCI, пос-
тоянно встряхивая. После солюбилизации 
белковую фракцию диализировали и ис-
пользовали для определения активности 
èêñ [10]. èнкубационная среда для опре-
деления èêñ была следующего состава: 
1ì ацетатный буфер, рÍ 4,7 – 50 ìкл, са-
хароза – 20 ìкìоль, ферìентный препа-
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рèñ. 1. Электрофореграììа продуктов аìплификации äÍê инбредной линии кукурузы ë370, инфицирован-
ной in planta, с использованиеì прайìеров к гену nptII (а), а также прайìеров к генаì virD1 (б) и virC (в): 1, 9, 
17 – äÍê зерновок контрольных (неинфицированных) растений; 2 и 3 – äÍê зерновок растений, инфицированных 
штаììаìи GV2260 (pCB002) и Lâà4404 (pBi2E), соответственно;4 – äÍê листьев ð0-растений, устойчивых к 
селективной концентрации канаìицина (GV2260, pCB002);5 и 6 – äÍê листьев ð0-растений, соответственно 
устойчивых и неустойчивых к селективной концентрации канаìицина (Lâà4404, pBi2E); 8, 15, 23 – негативный 
контроль – те же условия аìплификации без äÍê. 10, 11 – äÍê зерновок ð0-растений, инфицированных штаììоì 
GV2260 (pCB002); 12 – äÍê листьев ð0-растений, устойчивых к селективной концентрации канаìицина (GV2260, 
pCB002); 13 – положительный контроль – äÍê рапса, показавшая наличие virD1;14 – положительный контроль – 
äÍê штаììа GV2260 (pCB002);ì – ìаркер ìолекулярных ìасс – äÍê бактериофага λ, гидролизированная Hind 
III; 18 – äÍê зерновок растений, инфицированных штаììоì Lâà4404 (pBi2E); 19, 20 – äÍê листьев ð0-растений, 
устойчивых и неустойчивых к селективной концентрации канаìицина (Lâà4404, pBi2E); 21 – äÍê листьев ð1-
растений (Lâà4404, pBi2E);22 – положительный контроль – äÍê штаììа Lâà4404 (pBi2E). ñтрелкаìи указаны 
аìпликоны, ожидаеìый разìер которых составляет 649 п.н. (а), 432 п.н. (б) и 730 п.н. (в)

рат – 50 ìкл. â агробактериальноì штаì-
ìе ночной культуры активность ññ и ин-
вертазы, определённая теìи же ìетодаìи, 
отсутствовала. â таблицах и на рисунках 
представлены средние значения и стан-
дартные отклонения 6 аналитических и 2 
биологических повторностей опыта. äо-
стоверность полученных результатов оп-
ределяли по критерияì ñтъюдента.

рåзуëüòàòы è обñуждåíèå
äля оптиìизации условий Agrobac-

terium-опосредованной трансфорìации 
кукурузы in planta варьировали концент-
рацияìи агробактериальной суспензии 
клеток и коìпонентаìи среды инокуляции. 
Початки со зрелыìи зерновкаìи образо-
вывались в результате обработки предва-
рительно обрезанных пестичных нитей 
суспензией клеток анализируеìых штаì-
ìов A. tumefaciens, концентрация кото-
рых составляла ~106 – 108 кл/ìл в среде 
инокуляции, не содержащей ацетосирен-

гона. Получены зерновки инбредной ли-
нии кукурузы ë370, которые по ìорфоло-
гическиì показателяì не отличались от 
контроля. êоìпетентность к трансфорìа-
ции определяли по наличию гена nptII в 
суììарной äÍê зрелых зерновок и лис-
тьев Km-устойчивых растений (рис. 1). îт-
сутствие приìесей A. tumefaciens в рас-
тительных тканях анализировали, исполь-
зуя прайìеры к гену virD1 для штаììа 
GV2260 (pCB002) и virC для штаììа 
Lâà4404 (pBi2E).

äанные Пöð-анализа свидетельствуют 
в пользу того, что в зерновках початков и в 
листьях растений, устойчивых к канаìици-
ну, осуществляется перенос гена nptII в 
клетки и, наиболее вероятно, её интегра-
ция в ядерный геноì кукурузы. 

îтветная реакция клеток каллуса куку-
рузы на инфицирование обезоруженныìи 
агробактериальныìи штаììаìи сопро-
вождалась изìененияìи в активности 
ферìентов ìетаболизìа сахарозы [10], 
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определяющих баланс сахарозы и гексоз 
которые, как предполагается [1], прини-
ìают участие в генетической регуляции 
физиолого-ìетаболических процессов. 
Íе исключено, что Agrobacterium-опосре-
дованная трансфорìация in planta разны-
ìи штаììаìи с векторныìи конструкция-
ìи, содержащиìи различные целевые 
гены, ìожет оказывать неодинаковый эф-
фект на углеводный обìен в ходе эìбрио-
генеза.

ó крахìалсодержащих растений, к ко-
торыì относится кукуруза, сахароза, яв-
ляясь источникоì нуклеозиддифосфатса-
харов – субстратов для биосинтеза крах-
ìала в эндосперìе, включается в 
ìетаболизì сахарозосинтазой [2]. äругая 
её предполагаеìая функция связана с 
дифференцировкой клеток и созревани-
еì. â табл. 1 и на рис. 2 представлены 
 результаты исследования активности са-
харозосинтазы эндосперìа зерновок на 

стадии ìолочно-восковой спелости ð1-
рас те ний кукурузы. ðеакция расщепления 
сахарозы, в результате которой образуют-
ся нуклеозиддифосфатсахара и фруктоза, 
проведена с двуìя субстратаìи – àäФ и 
óäФ в концентрациях, соответствующих 
ìаксиìальной скорости реакции.

â эндосперìе зерновок инбредной ли-
нии ë370 интенсивность расщепления са-
харозы с субстратоì óäФ значительно 
выше, чеì с àäФ. ×то касается реакции 
расщепления сахарозы с óäФ, инокуляция 
генеративных тканей кукурузы обеиìи 
штаììаìи в эндосперìе последующего 
поколения приводила к снижению как 
удельной, так и общей активности ññ, 
причёì больший уровень ингибирования 
был характерен для штаììа Lâà4404 
(pBi2E). òо есть, при агробактериальной 
инфекции ìожет происходить уìеньше-
ние образования óäФã, являющейся суб-
стратоì для синтеза полисахаридов кле-
точных стенок. Íизкая активность ññ в ре-
акции образования àäФã, которая под 
влияниеì GV2260 (pCB002) в отличие от 
другого штаììа 2-кратно снижалась, поз-
воляет предположить, что этот путь био-
синтеза крахìала не является определяю-
щиì. По-видиìоìу, основныì источникоì 
для синтеза крахìала крахìалсинтетазой 
является àäФã-пирофосфорилаза.

Íаряду с расщеплениеì сахарозы ññ 
происходит её синтез. Под влияниеì агро-
бактериальных штаììов различия в удель-
ной активности ññ в реакции синтеза не-

Òàбëèцà 1. àктивность сахарозосинтазы эндосперìа зерновок кукурузы, изолированного на 21 день 
после опыления

Вариант 

Расщепление сахарозы 
(УДФ), мкмоль фруктозы 

Расщепление сахарозы 
(АДФ), мкмоль фруктозы  Синтез сахарозы, мкмоль

на мг белка 
в час

на г ткани в 
час

на мг белка 
в час

на г ткани в 
час

на мг 
белка в час

на г ткани в 
час

Контроль 14,9±0,6* 116,8±0,8* 0,4±0,04* 3,1±0,03* 12,6±0,1* 100.0±1,6*
LBA4404(pBi2E) 7,8±0,1** 79,3±1,6** 0,4±0,01** 3,7±0,03** 11,8±0,3* 118,8±3,0**
GV2260(pCB002) 12,8±0,7** 98,4±5,6** 0,2±0,01** 1,6±0,02** 12,4±0,01 95,2±0,0**

П р и ì е ч а н и я: * – достоверно ìежду контролеì и анализируеìыìи штаììаìи; ** – достоверно ìежду 
анализируеìыìи штаììаìи.

рèñ. 2. óдельная (1) и общая (2) активность ññ (% 
от контроля): I – расщепления сахарозы с óäФ, II – 
синтез сахарозы в эндосперìе зерновок первого 
поколения кукурузы; а – контроль; б – LBA4404; в – 
GV2260
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Òàбëèцà 2. àктивность инвертазы и содержание белков в эндосперìе зерновок, изолированноì на 
21 день после опыления, ð1-растений кукурузы

Вариант Удельная активность, мкмоль 
фруктозы на мг белка в час

Общая активность, мкмоль 
фруктозы на г ткани в час

Вакуолярная (кислая) инвертаза (ВИ) 
Контроль 1,95 ± 0,15* 15,20 ± 1,10*

LBA4404 (pBi2E) 2,65 ± 0,05* 26,75 ± 0,65**
GV2260(pCB002) 2,30 ± 0,10* 17,60 ± 0,50**

Цитоплазматическая (щелочная) инвертаза (ЦИ) 
Контроль 1,83 ± 0,06* 14,3 ± 0,3*

LBA4404 (pBi2E) 1,85 ± 0,15 18,65 ± 1,25**
GV2260 (pCB002) 1,10 ± 0,10* 8,5 ± 0,5**

Инвертаза клеточных стенок (кислая, ИКС)
Контроль 2,65 ± 0,15 4,50 ± 0,40

LBA4404 (pBi2E) 15,90 ± 2,1** 27,10 ± 5,6**
GV2260 (pCB002) 3,05 ± 0,25** 5,2 ± 0,5**

Содержание белков, мг на грамм ткани:
легкорастворимых          :        клеточных стенок

Контроль 7,95 ± 0,55* 1,65 ± 0,35
LBA4404 (pBi2E) 10,10 ± 0, 50** 1,75 ± 0,15
GV2260 (pCB002) 7,75 ± 0,05** 1,70 ± 0,01

П р и ì е ч а н и е: êонтроль – активность инвертазы кукурузы, нетрансфорìированной обезоруженныìи штаììа-
ìи. 

существенны. âìесте с теì, при исполь-
зовании Lâà4404 (pBi2E) наблюдалось 
повышение общей активности ññ (на 
19 %), возìожно, как результат увеличе-
ния количества белка этого ферìента, 
поскольку в эндосперìе превалировало 
содержание легкораствориìых белков по 
сравнению с контролеì (табл. 2). ×то ка-
сается GV2260 (pCB002), то незначитель-
ное уìеньшение только общей активности 
ññ, наоборот, сопряжено с уìеньшениеì 
количества этих белков.

ñледует отìетить, что отношения ре-
акций синтез/расщепление сахарозы раз-
личались как ìежду контролеì и проана-
лизированныìи штаììаìи, так и ìежду 
последниìи. â контроле активность ññ в 
реакции синтеза сахарозы ниже, чеì в ре-
акции расщепления, отношение этих реак-
ций равнялось 0,86. Под влияниеì 
Lâà4404 (pBi2E) и GV2260 (pCB002) этот 
показатель составил 1,51 и 0,97, соот-

ветственно. òакиì образоì, только при 
использовании первого штаììа синтети-
ческая направленность сахарозосинтазы 
преобладала над реакцией расщепления. 
âозìожно, это являлось отражениеì того, 
что целевыì геноì является антисìысло-
вой супрессор гена пролиндегидрогена-
зы. Повышение содержания пролина че-
рез цепь биохиìических реакций, связан-
ных с глутаìатоì, ìожет приводить к 
дополнительноìу синтезу глюкозы и, как 
результат, изìенению в систеìе регуля-
ции, контролируеìой гексозой. êроìе 
того, различное влияние агробактериаль-
ных штаììов ìожет быть связано с функ-
циональной активностью разных изофорì 
ферìента.

äругиì путёì включения сахарозы в 
ìетаболизì в эндосперìе зерновок явля-
ется её гидролиз инвертазой с последую-
щиì использованиеì ìоносахаров в про-
цессах гликолиза и дыхания. â отличие от 
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ññ инвертаза катализирует реакцию гид-
ролиза необратиìо, в результате образу-
ется две гексозы, которые, как предпола-
гается [1], являясь потенциальныìи сиг-
нальныìи и регуляторныìи ìолекулаìи, 
связаны также с пролиферацией и растя-
жениеì клеток. Íа раннеì этапе эìбрио-
генеза кукурузы, как и у других крахìалсо-
держащих злаков, в контрольных растени-
ях активность всех 3-х форì инвертазы 
была невысокой (табл. 2, рис. 3).

рèñ. 3. óдельная (1) и общая (2) активность 
инвертазы: I – âè, II – öè, III – èêñ в эндосперìе 
зерновок ð1-растений кукурузы; а – контроль; б – 
LBA4404; в – GV2260 (% от контроля)

îбращает на себя вниìание тот факт, 
что под влияниеì Lâà4404 (pBi2E) проис-
ходило 6-кратное повышение удельной и 
общей активности èêñ (рис. 3). â то же 
вреìя варьирование в функциональной 
активности âè и öè было не столь резко 
выражено. â отличие от кислых форì ин-
вертазы, удельная и общая активность ко-
торых, хотя и в разной степени, но повы-
шалась, ответная реакция щелочной ин-
вертазы на агробактериальную инфекцию 
была неоднозначной. При инфицировании 
GV2260 (pCB002) удельная и общая ак-
тивность öè соответственно на 66 и 68 % 
снижались, тогда как при использовании 
Lâà4404 (pBi2E) изìенений в удельной 
активности не наблюдалось, однако про-
исходила стиìуляция общей её активнос-
ти, вероятно за счёт увеличения количест-
ва белка ферìента. â целоì, полученные 
данные свидетельствуют в пользу сущест-
вующего в литературе положения о тоì, 
что избыток гексоз, приниìающих участие 

в путях передачи сигналов и на ìеìбране, 
и в цитоплазìе в ходе ìетаболизìа саха-
розы, образуется преиìущественно за 
счёт вакуолярной инвертазы и апопласт-
ной инвертазы клеточных стенок. îсобен-
ность последней – значительный диапазон 
варьирования ее активности при инфек-
ции разныìи агробактериальныìи штаì-
ìаìи. Это не удивительно, так как биоти-
ческие стрессоры ìогут оказывать влия-
ние на функционирование ферìентов 
ìетаболизìа сахарозы [15]. ê их числу как 
патоген, очевидно, относится Agro-
bacterium tumifaciens – граììотрица-
тельная почвенная бактерия, прикрепле-
ние которой к клеточныì стенкаì расте-
ний при инфицировании, стиìулируется 
фенолаìи и ìоносахараìи, в частности 
ä-глюкозой. ìногократное повышение ак-
тивности èêñ под влияниеì Lâà4404 
(pBi2E) в эндосперìе последующего по-
коления кукурузы позволяет предполо-
жить об изìенении в регуляции экспрес-
сии генов ферìента èêñ и его активных 
центров, которые индуцируются ещё при 
трансфорìации генеративных тканей рас-
тений in planta.

â результате различий активности 
ферìентов синтеза/расщепления и гид-
ролиза сахарозы в эндосперìе зерновок 
на стадии ìолочно-восковой спелости 
ð1-растений наблюдались изìенения в 
содер жании ìоносахаров и сахарозы 
(табл. 3). По сравнению с контролеì про-
исходило значительное снижение гексоз 
при одновреìенноì повышении сахаро-
зы. При этоì увеличение отношения саха-
розы к ìоносахараì было выше при инфи-
цировании Lâà4404 (pBi2E), чеì GV2260 
(pCB002), тогда как абсолютное значение 
сахарозы было ниже. Íаблюдаеìая спе-
цифичность баланса этих углеводов явля-
ется результатоì преобладания синтети-
ческой направленности активности саха-
розосинтазы под влияниеì первого 
штаììа, несìотря на повышенный уро-
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вень активности èêñ и öè. â то же вреìя 
инфицирование обезоруженныìи штаì-
ìаìи агробактерий не оказывало влияния 
на интенсивность крахìалообразования.

â эндосперìе зрелых зерновок суще-
ственно снижалось содержание гексоз, 
особенно ощутиìо под влияниеì агробак-
териальной инфекции в ð1-растениях. ×то 
касается сахарозы, то её содержание в эн-
досперìе на стадии восковой спелости 
значительно ниже, чеì ìолочно-воско-
вой. При этоì только в ð0-растениях, ин-
фицированных штаììоì Lâà4404 (pBi2E), 
наблюдалось её повышение (на 21 %), а в 
остальных вариантах – понижение. êроìе 
того, независиìо от используеìого штаì-
ìа содержание сахарозы было выше в 
зрелых зерновках ð0-растений, чеì ð1-
растений. âажно, что на стадии восковой 
спелости так же, как и ìолочно-восковой 
не происходило значительных изìенений 
в содержании крахìала. åсли в зрелых 
зерновках ð0-растений под влияниеì 
GV2260 (pCB002) в отличие от Lâà4404 
(pBi2E) содержание крахìала снижалось 
(на 13 %), то в ð1-растениях, независиìо 
от штаììов, отìечено даже его повыше-
ние (на 10 %).

Выводы
óстановлено различное влияние штаì-

ìов Agrobacterium tumifaciens GV2260 

(pCB002) и Lâà4404 (pBi2E) на функцио-
нирование ферìентов ìетаболизìа саха-
розы – ññ и инвертазы – в эндосперìе 
зерновок на стадии ìолочно-восковой 
спелости последующего поколения куку-
рузы, инфицированной in planta:

Показано значительное снижение 
удельной и общей активности ññ в реак-
ции расщепления с субстратоì óäФ в эн-
досперìе зерновок, причёì больший уро-
вень ингибирования наблюдался под вли-
яниеì Lâà4404 (pBi2E). âìесте с теì, в 
реакции синтеза сахарозы существенно 
изìенялась только общая активность ññ. 
â результате, в отличие от GV2260 
(pCB002), преобладала биосинтетичес-
кая направленность реакции.

îтветная реакция на агробактериаль-
ную инфекцию проявлялась в различиях в 
уровне активации кислых форì инвертазы 
(âè и èêñ) в эндосперìе, среди которых 
наиболее существенное увеличение 
удельной и общей активности (6-кратное) 
наблюдалось для èêñ под влияниеì 
Lâà4404 (pBi2E). Этот же штаìì стиìули-
ровал общую активность щелочной (öè) 
инвертазы, тогда как GV2260 (pCB002), 
наоборот, ингибировал активность öè.

èзìенения в активности сахарозосин-
тазы и инвертазы приводили к значитель-
ноìу повышению содержания сахарозы и 
уìеньшению уровня ìоносахаров в эн-

Òàбëèцà 3. ñодержание углеводов в эндосперìе зерновок на стадиях ìолочно-восковой и восковой 
спелости растений кукурузы, инфицированной GV2260 (pCB002) и Lâà4404 (pBi2E)

Вариант Моносахара, 
мкмоль на г ткани

Сахароза, 
мкмоль на г 

ткани

Крахмал,  млмоль 
глюкозы на г ткани

Молочно-воско-
вая спелость

Контроль 77,3±0,6* 187,4±5,9* 0,73±0,02
Р1-LВА4404 (рВi2E) 43,3±1,1** 300,8±5,3** 0,78±0,01
Р1-GV2260 (рСВ002) 53,6±0,8** 324,6±2,7** 0,74±0,01

Восковая спе-
лость

Контроль 6,2±0,2* 81,3±0,0* 2,11±0,13*
Р0-LВА4404 (рВi2E) 5,4±0,1** 98,7±0,5** 2,22±0,31
Р1-LВА4404 (рВi2E) 2,1±0,01** 53,8±2,1** 2,33±0,07*
Р0- GV2260 (рСВ002) 4,4±0,1** 71,3±0,5** 1,87±0,05*
Р1-GV2260 (рСВ002) 3,8±0,2** 53,8±1,1** 2,31±0,05*
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досперìе, однако их баланс зависел от ис-
пользуеìого штаììа и стадии эìбриоге-
неза. âìесте с теì инфицирование су-
щественно не влияло на содержание 
крахìала, а на стадии восковой спелости 
первого поколения наблюдалось даже не-
большое его повышение.
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îтриìано зерн³вки ³нбредної л³н³ї кукурудзи 
ë370, ³нф³кованої in planta штаìаìи Agrobac-
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terium tumefaciens LBA4404 й GV2260, що ì³с-
тять селективний ген неоì³цинфосфотрансфе-
рази (nptII), а також в³дпов³дно антисìисловий 
супресор гена прол³ндег³дрогенази араб³допс³-
са (рâ³2å) та β-глюкурон³дази (рñâ002). Про-
водили пор³вняльний анал³з активност³ фер-
ìент³в ìетабол³зìу сахарози й вì³сту вуглево-
д³в в ендосперì³ зерн³вок наступного покол³ння 
кукурудзи, отриìаноìу на 21 день п³сля запи-
лення. П³д впливоì р³зних штаì³в встановлено 
в³дì³нност³ у функц³онуванн³ сахарозосинтазы 
(ññ), ³нвертази кл³тинних ст³нок (Іêñ), вакуо-
лярної (âІ) й цитоплазìатичної (öІ) ³нвертази. 
Зì³ни в активност³ сахарозосинтази й ³нверта-
зи призводили до значного п³двищення вì³сту 
сахарози й зìеншенню р³вня ìоноцукр³в в ен-
досперì³, однак їхн³й баланс залежав в³д шта-
ìу, що використовувався й стад³ї еìбр³огене-
зу. ðазоì ³з тиì ³нф³кування названиìи штаìа-
ìи суттєво не впливало на вì³ст крохìалю, а 
на стад³ї воскової стиглост³ спостер³гали нав³ть 
незначне його п³двищення.

Ключові слова: кукурудза (Zea mays L.), 
Agrobacterium-опосередкована трансфорìа-
ц³я in planta, сахарозосинтаза, ³нвертаза.

SUCROSE SYNTHASE AND INVERTASE AC-
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Corn seeds of inbred line L370 infected in planta 
by strains Agrobacterium tumefaciens LBA4404 
and GV2260 harboring selective gene of neo-
mycinphosphotransferase (nptII), as well as an-
tisense suppressor of arabidopsis prolindehy-
drogenase gene (pBi2E) and β-glucuronidase 
(pCB002) were obtained. Comparative study-
ing of sucrose metabolism ferments activity and 
carbohydrate content in the endosperm of next 
generation maize, received on the 21 day af-
ter pollination, was studed. Under influence of 
the different strains differences at the function-
ing of sucrose synthase (SS), cell-wall invertase 
(CWI), vacuolar (VI) and cytoplasmic (CI) inver-
tase are determined. Changes in the sucrose 
synthase and invertase activity lead to substan-
tial increase of sucrose content and decrease of 
monosugars range in the endosperm, though 
their balance depended from the used strain and 
embryogenesis stage. At once contamination by 
the used strains essentially did not effect on the 
starch content, while on the waxy ripeness stage 
of the P1-plants was observed even insignificant 
his rise.

Key words: maize (Zea mays L.), Agrobacteri-
um-mediated transformation in planta, sucrose 
synthase, invertase.


