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Исследовано влияние температур +8 °С и +26 °С на прорастание семян яровоãо рап-
са сорта Мария и полученных на еãо основе трансãенных линий, экспрессирующих ãен 
 cyp11A1 цитохрома P450SCC митохондрий коры надпочечников быка. Показано, что 
при температуре +8 °С практически отсутствует прорастание семян рапса как исход-
ноãо сорта, так и биотехнолоãических линий. При повышенной (+26 °С) температуре 
проростки двух из четырёх трансформированных линий наращивают большую по срав-
нению с контрольными биомассу, у них активнее работает один из ферментов антиок-
сидантной системы – супероксиддисмутаза. Эти линии перспективны для дальнейше-
ãо исследования при создании на их основе линий рапса, устойчивых к повышенным 
температурам.

Ключевые слова: Brassica napus, cyp11A1, Р450SCC  , рапс, проростки, супероксиддис-
мутаза.

ввåдåíèå. èзучение влияния введения различных генов цитохроìа P450SCC 
животного происхождения в геноì растений вызывает большой интерес в 

связи с возìожностью получения растений с новыìи ценныìи характеристи-
каìи: устойчивостью к гербицидаì и способностью к фитоочистке почв и воз-
духа за счёт экспрессии генов, участвующих у ìлекопитающих в ìетаболизìе 
ксенобиотиков (cyp1A1, cyp2â6, cyp2ñ19, cyp2å1) [1–3], а также ускорению 
теìпов роста и развития благодаря синтезу не присущих растительныì тканяì 
биологически активных ìолекул (cyp11A1) [4]. ðастения риса [1] были способ-
ны расти на почвах, содержащих атразин и ìетолахлор, и накапливать их, очи-
щая почву. êартофель с активныì геноì cyp1A1, полученныì из печени крысы, 
обладал устойчивостью к гербицидаì хлортолурону и ìетабензтиазурону [2]. 
ðастения тополя, в которых экспрессировался ген cyp2å1 цитохроìа ð450 из 
печени кролика, способны поглощать такие ядовитые вещества, как трихлор-
этилен, винилхлорид, четыреххлористый углерод, хлорофорì и бензол [3], 
благотворно влияя на состояние почв и воздуха.

ðастения табака Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1, в ядро которых 
был интегрирован ген cyp11à1 цитохроìа ð450SCC животного происхождения, 
опережали контрольные в среднеì на две недели по теìпаì роста и развития, 
характеризовались увеличениеì количеств раствориìого белка, раствориìых 
и нераствориìых углеводов, возрастаниеì биоìассы [4]. öитохроìы ð450 – 
ìонооксигеназы – это белки, вовлечённые в процессы биосинтеза регулятор-
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ных соединений, в тоì числе стероидных 
горìонов [5]. Íакоплены данные о сход-
стве строения электрон-транспортной 
цепи ìитохондрий животных и растений. 
òак, синтез биотина в растениях происхо-
дит с участиеì белков-гоìологов адрено-
доксина и адренодоксинредуктазы живот-
ных [6]. Ферредоксин и ферредоксинре-
дуктаза растений рассìатриваются как 
функциональные гоìологи вышеназван-
ных белков животных [7]. â полученных 
трансгенных растениях табака, экспрес-
сировавших  ген cyp11А1 цитохроìа 
ð450SCC ìитохондрий коры надпочечни-
ков быка, происходили изìенения стерои-
догенеза: синтезировались прегненолон и 
прогестерон [4]. Это, по ìнению авторов, 
и объясняет физиологические изìенения, 
характерные для этих растений.

Íаìи были созданы трансгенные линии 
рапса, содержащие в своёì ядерноì ге-
ноìе ãен cyp11A1 цитохроìа ð450SCC из 
ìитохондрий коры надпочечников быка 
[8]. âсе биотехнологические линии были 
устойчивы к обработке гербицидоì BASTA 
в условиях теплицы за счёт экспрессии 
гена bar. Íекоторые трансфорìанты (ли-
нии Bn12/93/1а, Bn12/93/2в и 
Bn12/93/11) иìели повышенное количес-
тво суììарного раствориìого белка в 
листьях и сеìенах. îни характеризова-
лись увеличенной по сравнению с конт-
рольной линией антиокислительной ак-
тивностью тканей листа. âыявленные из-
ìенения в составе жирных кислот листьев 
и сеìян этих растений [9] позволили пред-
положить изìенения их реакции на воз-
действие различных теìператур, в част-
ности на стадии прорастания сеìян.

Ìàòåðèàëы è мåòоды
ðастительный ìатериал. â качестве 

анализируеìого ìатериала использовали 
сеìена (T2), полученные в результате са-
ìоопыления четырёх трансгенных линий 
ярового рапса в условиях теплицы. 

èсследовали прорастание сеìян при 
теìпературах +8 °ñ и +26 °ñ. â течение че-
тырёх суток оценивали такие параìетры, 
как всхожесть, ìасса проростков, длина 
гипокотилей и корней, количество суì-
ìарного раствориìого белка, активность 
ферìента супероксиддисìутазы (ñîä). 
äля проращивания 50 сеìян каждой линии 
поìещали в чашку Петри на увлажнённую 
(5 ìл дистиллированной воды) фильтро-
вальную буìагу и поìещали в терìостат. 
Проводили три независиìых экспери-
ìента.

îпределение суììарного раствори-
ìого белка выполняли по ìетоду Bradford 
[10].

îпределение активности ñîä прово-
дили с использованиеì ìетода фотохиìи-
ческого окисления нитроголубого тетра-
золия согласно [11]. îбработанный жид-
киì азотоì растительный ìатериал 
(100 ìг) поìещали в пробирку Eppendorf 
(1,5 ìл), растирали с 1 ìл Tris-HCl буфера 
(pH 8,0) и центрифугировали при 13000 g 
(4 °ñ) в течение 15 ìин. Íадосадочную 
жидкость использовали для анализа. ðе-
акцию с нитроголубыì тетразолиеì про-
водили в пробирках Eppendorf (1,5 ìл). 
îдну пробирку для каждого образца ос-
тавляли в теìноте, другую освещали в те-
чение 5 ìин в терìостате при 26 °ñ лаìпой 
белого света (люìинесцентная лаìпа 
ò5/G5, ìодель ELI–230A-T5–8W). îпти-
ческую плотность при 550 нì определяли в 
реакционной сìеси, выдержанной на све-
ту, против оптической плотности пробы, 
выдержанной в теìноте, на фотоìетре 
BioPhotometer (Eppendorf) v.1.35. Íуле-
вая проба не содержала растительного 
экстракта. ðасчёт проводили по форìуле:

ñîä (отн. ед/ìл сусп.) = (îä1/îä2 – 1) [Фð],

где îä1– оптическая плотность нулевой 
пробы; îä2 – оптическая плотность экспе-
риìентальной пробы; Фð – фактор разве-
дения = объёì реакционной сìеси, 
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рèñ. 1. äинаìика изìенения ìассы (à), длины корней (Б) и длины гипокотилей (â) контрольных и трансгенных 
проростков: а – Bn 12 (к), контроль; б, в, г, д – биотехнологические линии ò2 12в, ò2 1а, ò2 14в, ò2 2в; * – различия 
достоверны при ð<0,05

ìл/ объёì используеìого растительного 
экстракта, ìл. àктивность ñîä выражали в 
отн. ед. акт./ ìг белка.

ñтатистическая обработка результатов 
проводилась оценкой разности средних 
(t-критерий ñтьюдента) при сравнении 
ìассы проростков, длины гипокотилей и 
корней согласно [12].

рåзуëüòàòы è обñуждåíèå
Прорастание сеìян при теìпературе 

+8 °ñ было затруднено как у контрольной, 
так и у экспериìентальных линий. Первые 
трое суток проходило набухание сеìян, на 
четвёртые сутки наблюдали их проклёвы-
вание, появлялись корешки (~ у 60 % се-
ìян) и единичные проростки. 

ó трансфорìированных растений рап-
са, экспрессировавших ìитохондриаль-
ную Mn ñîä пшеницы (Mn SOD3.1), на-
блюдали прорастание и различия в про-
растании ìежду контрольной и 
трансгенныìи линияìи при + 8 °ñ [13]. ëи-
ния 14–1, у которой активность ñîä на 
20 % превышала активность у контрольной 
линии, прорастала на 30 % эффективнее. 
âсхожесть сеìян дигаплоидной линии 
DH–12075, взятой для трансфорìации в 
этих экспериìентах [13], на третьи сутки 
при +8 °ñ составляла 60%. âсхожесть се-
ìян исходного для наших опытов по транс-
форìации рапса сорта ìария на четвёр-

тые сутки при +8 °ñ составила 1%. ñледо-
вательно, разная способность к 
прорастанию трансгенных линий с актив-
ныìи гетерологичныìи генаìи Mn SOD3.1 
и cyp11A1 определяется особенностяìи 
выбранного для трансфорìации исходно-
го ìатериала.

При теìпературе +26 °ñ уже на первые 
сутки наблюдали 100% проклёвывание се-
ìян во всех анализируеìых линиях.

ìасса проростков увеличивалась на 
четвёртые сутки до десяти раз по сравне-
нию с ìассой сеìян (рис. 1, à). óже на вто-
рые сутки проращивания проявились раз-
личия в накоплении биоìассы проростка-
ìи контрольной и трансгенных линий. 
Проростки линий Bn12/93/14в и 
Bn12/93/12в развивались так же, как и 
контрольные. Превышение ìассы пророст-
ков линий Bn12/93/1а и Bn12/93/2в над 
контрольныìи составило на вторые сутки 
25% (Bn12/93/1а) и 63% (Bn12/93/2в), на 
третьи – 48% для обеих линий. ê четвер-
тыì суткаì проращивания теìпы роста 
данных трансгенных линий заìедлились, 
однако ìасса проростков оставалась 
выше контрольных в 1,25 раза. òакиì об-
разоì, при повышенной (+26 °ñ) теìпера-
туре наблюдались различия в накоплении 
биоìассы как ìежду проросткаìи конт-
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рольной и трансгенных, так и ìежду про-
росткаìи трансфорìированных линий. 

èнтересно отìетить, что увеличение 
биоìассы наблюдали и у трансфорìиро-
ванных растений рапса, экспрессировав-
ших Mn SOD3.1 [13], и у трансгенных рас-
тений клевера с введённыì геноì Mn су-
пероксиддисìутазы, конечный продукт 
которого накапливался либо в ìитохонд-
риях, либо в хлоропластах благодаря осо-
бенностяì векторных конструкций [14, 
15], и у трансфорìантов табака [4] и кар-
тофеля [16] с геноì cyp11A1 цитохроìа 
ð450SCC.

àнализ увеличения длины корней про-
ростков показал, что на первые сутки про-
ращивания различий не наблюдалось 
(рис. 1, Б). Íа вторые сутки длина корней 
контрольных растений и линии 
Bn12/93/12в составила 20±2 ìì, у линий 
Bn12/93/2в и Bn12/93/1а корни были 
длиннее по сравнению с контрольныìи в 
1,5 и 1,75 раза соответственно. òенденция 
к форìированию более длинных корней у 
трансгенных проростков по сравнению с 
контрольныìи сохранялась до конца экс-
периìента. Íа четвёртые сутки длина кор-
ней у трёх биотехнологических линий 
(Bn12/93/14, Bn12/93/12в и Bn12/93/1а) 
была выше, чеì у контрольных пророст-
ков, на 25%. ó линии Bn12/93/2в превы-
шение составило 50%. óвеличение длины 
корней свидетельствует о лучшей приспо-
собляеìости проростков трансфорìиро-
ванных линий к условияì повышенных 
теìператур.

àнализ динаìики изìенений длины ги-
покотилей у анализируеìых проростков 
показал, что различия проявлялись на тре-
тьи сутки проращивания (рис. 1, â). òранс-
генные проростки форìировали гипоко-
тили, которые в 1,7 – 2,7 раза длиннее, 
чеì у контрольных растений. ó 4-дневных 
проростков как биотехнологических, так и 
контрольной линий теìпы роста гипокоти-
лей заìедлялись. îднако гипокотили у 

трансгенных линий были на 25 – 85% длин-
нее, чеì у проростков контрольной линии. 
ìаксиìальныì увеличениеì длины гипо-
котилей  на четвёртые сутки проращива-
ния характеризовалась линия Bn12/93/2в. 

òакиì образоì, по физиологическиì 
характеристикаì линии Bn12/93/12в и 
Bn12/93/14в были близки к исходноìу 
сорту, а линии Bn12/93/1а и Bn12/93/2в 
значительно превосходили контрольные 
по ìассе проростков, длине корней и ги-
покотилей.

êоличество суììарного раствориìого 
белка (ñðБ) в проростках по ìере прорас-
тания уìеньшалось (рис. 2, à). ê концу 
экс периìента уровень ñðБ в проростках 
контрольной линии был наполовину ìень-
ше, чеì в проростках линии Bn12/93/2в. 
àналогичные результаты получены при 
анализе прорастания сеìян двух разно-
видностей редиса и рапса [17], а также го-
роха [18].

àктивность супероксиддисìутазы воз-
растала во всех образцах по ìере прорас-
тания сеìян при +26 °ñ (рис.2, Б); при 
+8 °ñ ее не анализировали из-за практи-
ческого отсутствия прорастания при дан-
ной теìпературе.

óвеличение активности ñîä показано 
при прорастании сеìян гороха [18] и со-
зревании его сеìян [19]. àктивность ñîä 
в проростках линий Bn12/93/1а и 
Bn12/93/2в по сравнению с контрольны-
ìи была выше до 30 % на протяжении все-
го экспериìента. Эти линии характеризо-
вались и наибольшиì приростоì биоìас-
сы, длины корней и гипокотилей при 
повышенной (+26 °ñ) теìпературе. Поэто-
ìу их ìожно считать перспективныìи для 
дальнейшего изучения и использования 
как линий с повышенной устойчивостью к 
повреждающеìу действию высоких теì-
ператур.

Экспрессировавшие Mn SOD3.1 пше-
ницы растения рапса [13] также деìонс-
трировали устойчивость к повышенныì 
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теìператураì, что подтверждено с поìо-
щью определения выхода электролитов и 
относительной выживаеìости на стадиях 
3–4 листьев и 5–6 листьев. îни характе-
ризовались сокращенныì вегетативныì 
периодоì – половина из них зацветала на 
7–14 дней раньше исходной линии. По-
добные физиологические изìенения от-
ìечены и в работе [4] по получению транс-
генных растений табака с геноì cyp11A1 
цитохроìа ð450SCC из ìитохондрий коры 
надпочечников быка, и в наших экспери-
ìентах [8]. Этот факт наряду с повышен-
ной активностью ñîä в двух группах био-
технологических растений рапса и сход-
ныì ответоì на воздействие повышенной 
теìпературы позволяет сделать заключе-
ние, что в наших экспериìентах введение 
гена cyp11A1 цитохроìа ð450SCC  влечёт 
за собой изìенения в активности суперок-
сиддисìутазы, сравниìое по воздейст-
вию на растение с введениеì гетероло-
гичного гена Mn SOD3.1. 

выводы
При теìпературе +8 °ñ практически не 

наблюдали прорастания сеìян рапса как 
исходного ярового сорта ìария, так и по-
лученных на его основе трансгенных ли-
ний. При повышенной (+26 °ñ) теìперату-

ре биотехнологические линии наращива-
ют большую биоìассу, форìируют более 
длинные корни и гипокотили, у них актив-
нее работает супероксиддисìутаза. Пер-
спективны для дальнейшего изучения про-
анализированные линии Bn12/93/1а и 
Bn12/93/2в.

ðабота финансировалась в раìках це-
левой коìплексной програììы научных 
исследований ÍàÍ óкраины «Б³оìаса як 
паливна сировина» («Б³опалива»), проект 
№0111U004455. 
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îñîБëèâîñòІ ПðîðîñòàÍÍЯ ÍàñІÍÍЯ 
ðîñëèÍ ðІПàêó, ЯêІ åêñПðåñóЮòü  
ãåÍ CYP11A1 öèòîõðîìó ð450SCC 
òâàðèÍÍîãî ПîõîäжåÍÍЯ

Л.О. Сахно

Інститут кл³тинної б³олог³ї та генетичної ³нженер³ї 
ÍàÍ óкраїни 
óкраїна, 03680, êиїв, вул. àкад. Заболотного, 148 
е-mail: sakhno2007@ukr.net

äосл³джено вплив теìператур +8 °ñ ³ +26 °ñ на 
проростання нас³ння ярого р³паку сорту ìар³я ³ 
отриìаних на його основ³ трансгенних л³н³й, як³ 
експресують ген cyp11A1 цитохроìу P450SCC 
ì³тохондр³й кори надниркових залоз бика. По-
казано, що за теìператури +8 °ñ практично в³д-
сутнє проростання нас³ння р³паку як вих³дного 
сорту, так ³ б³отехнолог³чних л³н³й. За п³двище-
ної (+26 °ñ) теìператури дв³ з чотирьох транс-
форìованих л³н³й нарощують б³льшу, н³ж конт-
рольн³, б³оìасу, в них активн³ше працює один 
з ферìент³в антиоксидантної систеìи – су-
пероксиддисìутаза. ö³ л³н³ї перcпективн³ для 
подальшого досл³дження при створенн³ на їх 
основ³ л³н³й р³паку, ст³йких до п³двищених теì-
ператур.

Ключові слова: Brassica napus, cyp11A1, ци-
тохроì ð450SCC, р³пак, проростки, супероксид-
дисìутаза.
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SEED GERMINATION FEATURES OF CANOLA 
PLANTS EXPRESSING MAMMALIAN  
CYTOCHROME P450SCC CYP11A1 GENE

L.O. Sakhno

Institute of Cell Biology and Genetic Engineering 
NAS of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kiev, Zabolotnogo str., 148 
е-mail: sakhno2007@ukr.net

The effect of temperatures +8 °C and +26 °C on 
seed germination of spring canola cv. Maria and 
derived from it corresponding transgenic lines 
expressing cytochrome P450SCC cyp11A1 gene 
from bovine adrenal cortex mithochondria, was 

investigated. Seeds was shown practically fail to 
germinate at +8 °ñ both in original canola variety 
and the biotechnological lines. At higher (+26 
°C) temperature two from four transgenic lines 
build up greater biomass as compared with con-
trol ones, the enzyme of their antioxidant system, 
superoxide dismutase, is operating more 
actively. These lines appear to be promising for 
further research to create canola lines resistant 
to higher temperatures.

Key words: Brassica napus, cyp11A1, 
cytochrome ð450SCC, canola, seedlings, 
superoxide dismutase.


