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ВЛИЯНИЕ ИЗМЕНЕНИЯ ПЛОИДНОСТИ ГЕНОМА
НА МОЗАИЧНЫЙ ХАРАКТЕР ЭКСПРЕССИИ ГЕНА nptII
В ЭПИАЛЛЕЛЯХ ТРАНСГЕННОЙ ЛИНИИ ТАБАКА Nu21
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Проведена оценка влияния изменения плоидности генома и дозы гена на мозаичный характер проявле-
ния экспрессии гена nptII в эпиаллелях трансгенной линии табака Nu21. Показано в целом сохранение
профиля экспрессии маркерного гена nptII (высокого в эпиаллеле Nu5 и низкого в эпиаллеле Nu6) при
гетероплоидных скрещиваниях диплоидных трансгенных растений (2n = 48) с полиплоидными не-
трансгенными растениями (3n = 72, 4n = 96), а также при самоопылении экспериментально полученных
тетраплоидных трансгенных растений линии Nu21 (4n = 96) и в их гибридах от скрещивания с нетранс-
генными диплоидными растениями. Установлено, что на стабильность экспрессии маркерного ге-
на nptII влияет исходный эпигенетический статус эпиаллелей и направление скрещивания при ги-
бридизации тетраплоидных нетрансгенных растений табака с диплоидными трансгенными расте-
ниями линии Nu21.
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Транскрипционно-трансляционный аппарат
клетки представляет собой сложноорганизован-
ную систему, обеспечивающую не только считы-
вание генетической информации с образованием
соответствующего продукта (РНК, белок), но и
его регуляцию, т.е. образование продукта в нуж-
ное время, в нужном месте и определенном коли-
честве. Одним из интересных типов регуляции
экспрессии генов является мозаичный характер
его проявления на уровне клеток одной и той же
соматической ткани. Примеры мозаичного ха-
рактера экспрессии генов/трансгенов встречают-
ся в разных таксономических группах: растения,
животные, дрожжи, насекомые, одноклеточные
зеленые водоросли. Наиболее успешно молеку-
лярно-генетические механизмы исследованы на
Drosophila melanogaster в случае эффекта положе-
ния мозаичного типа, когда при переносе гена из
области эухроматина в окрестности гетерохрома-
тина наблюдается мозаичная экспрессия иссле-
дуемого гена, связанная с тем, что в части клеток
ген инактивируется, а в другой – может сохранять
свою активность [1]. Описаны примеры мозаич-
ной экспрессии генов для таких видов растений

как Solanum lycopersicum [2], Antirrhinum [3] и Zea
mays [4], обусловленные парамутацией. У транс-
генных растений мозаичный характер экспрессии
выявлен для генов, активность которых может
быть легко визуализирована на уровне фенотипа,
т.е. преимущественно для маркерных и репортер-
ных генов, а также генов, участвующих в биосин-
тезе пигментов. Ярким примером мозаичной экс-
прессии трансгенов является перенос дополни-
тельных генов хальконсинтетазы (chs) в геном
Petunia hybrida, что привело к появлению нерав-
номерно окрашенных пурпурно-белых цветков [5].

Обнаружены различные модификаторы, кото-
рые влияют на частоту проявления мозаичного
характера экспрессии генов. У трансгенных рас-
тений это условия выращивания эксперимен-
тального материала: интенсивность освещения,
температура, тепличные или полевые условия
[10]. При эффекте положения мозаичного типа у
D. melanogaster выявлены сотни генетических мо-
дификаторов (энхансеров и супрессоров), пока-
зано влияние на экспрессию генетического окру-
жения и таких параметров как температура и об-
щее количество гетерохроматина в геноме [1].
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Гомологи генов-модификаторов также выявлены
у растений, например гены suvh4 и suvh6 у Arabi-
dopsis thaliana [11]. Изменение в геноме числа хро-
мосом за счет увеличения количества целых гапло-
идных наборов также является провоцирующим
фактором, который может изменять экспрессию
как собственных, так и перенесенных генов. Опи-
саны множественные эпигенетические модифи-
кации в полиплоидном геноме растений: измене-
ние статуса метилирования генов/группы генов и
транспозонных элементов, повторов, модифика-
ции гистоновых белков и др. [12]. У трансгенных
растений A. thaliana изменения плоидности гено-
ма приводило к снижению уровня экспрессии пе-
ренесенных генов и транс-инактивации [13, 14].

Ранее нами описан мозаичный характер прояв-
ления маркерного гена nptII в клетках соматиче-
ской ткани листовой пластинки у 4–6-ти недель-
ных проростков трансгенного растения табака
Nu21, выращиваемых in vitro на среде с канамици-
ном [6]. Мозаичный фенотип наследовался при
самоопылении в Т1–Т4 и у гибридов F1 от скре-
щивания с диким типом. В геном растения Nu21
встроилась одна инсерция, состоящая из трех
сцепленных копий Т-ДНК, в которой две копии
ориентированы в прямом направлении, а располо-
женная между ними Т-ДНК с делецией большей
части гена nptII – в противоположном [7]. Среди
потомков Nu21 отобраны две линии (Nu5 и Nu6),
контрастно различающиеся по частоте возникно-
вения растений-мозаиков. Для потомков линии
Nu5 характерна низкая частота появления расте-
ний с мозаичным фенотипом, тогда как для ли-
нии Nu6 – высокий уровень мозаицизма. Следует
отметить, что данные линии различались между
собой и по активности гена nptII. Среди потомков в
линии Nu5 ген nptII экспрессировался преимуще-
ственно стабильно, тогда как в линии Nu6 наблюда-
лось существенное снижение его активности. Уста-
новлено, что мозаичность проявления гена nptII у
исследуемых трансгенных растений линий Nu5 и
Nu6 обусловлена действием эпигенетических ме-
ханизмов и связана с метилированием промотора
и кодирующей части гена [8]. Эпиаллели гена nptII
стабильно сохраняли определенный уровень экс-
прессии маркерного гена (высокий или низкий) в
ряду поколений при самоопылении и в различ-
ных типах дигибридных скрещиваний [9].

Ранее нами на основе линии SR1 Nicotiana ta-
bacum L. была создана серия нетрансгенных рас-
тений табака с разным уровнем плоидности (n = 24;
2n = 48; 3n = 72 и 4n = 96) [15]. Поскольку полип-
лоидные растения табака, а также растения транс-
генной линии Nu21 получены на одном и том же
генотипе, представляло интерес использовать се-
рию полиплоидных нетрансгенных растений в
качестве модели для оценки вкладов дозы гена и
уровня плоидности генома в стабильность прояв-
ления исследуемого nptII гена. В связи с этим це-

лью данного исследования послужило выявление
влияния изменения плоидности генома на моза-
ичный характер экспрессии гена nptII в эпиалле-
лях трансгенной линии табака Nu21 в гибридах от
скрещивания полиплоидных нетрансгенных рас-
тений (3n = 72, 4n = 96) с диплоидными трансген-
ными растениями (2n = 48), несущими эпиаллели
гена nptII, а также с использованием эксперимен-
тально полученных тетраплоидных трансгенных
растений линии Nu21 (4n = 96) и их гибридов от
скрещивания с нетрансгенными диплоидными
растениями (2n = 48).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исходный материал

Для гибридологического анализа в качестве
диплоидных трансгенных растений (2n = 48), не-
сущих эпиаллели гена nptII, были использованы
две линии табака (Nu5 и Nu6), контрастно разли-
чающиеся между собой по проявлению мозаи-
цизма [6].

Тетраплоидные гомозиготные трансгенные
растения линий Nu5 и Nu6 (4n = 96) получали об-
работкой в течение суток 0.2% водным раствором
колхицина семян Т2, полученных от самоопыле-
ния исходного трансформанта Nu21 [16]. Уровень
плоидности полученных растений подтверждали
по морфометрическому анализу цветков с приме-
нением разработанной нами ранее программы
“FlowerMorphology” [17], по числу хлоропластов в
замыкающих клетках устьиц, а также анализом
метафазных пластинок в клетках корешков.

Тетраплоидные нетрансгенные растения таба-
ка (4n = 96) были получены нами ранее обработ-
кой колхицином семян табака линии SR1 [15].
Триплоидные нетрансгенные растения (3n = 72)
получали переопылением цветков тетраплоид-
ных (4n = 96) и диплоидных (2n = 48) растений та-
бака исходной линии SR1.

Цитологический анализ метафазных
пластинок в клетках корешков

Число хромосом у растений табака подсчитывали
в меристемах кончиков корней. Кончики корней
фиксировали по Карнуа (3 части 96%-ного этанола,
1 часть ледяной уксусной кислоты) в течение суток с
предварительной обработкой эмульсией α-бром-
нафталина в течение ночи при температуре 4°С. За-
фиксированный материал дважды промывали
70% этанолом по 2–3 ч, хранили в 70%-ном эта-
ноле при 4°С. Затем корешки отмывали в 1× PBS
трехкратно по 5 мин и обрабатывали смесью 2%
целлюлазы (Sigma) и 2% пектиназы (Fluka) в 1×
PBS при 37°С 1–2 ч, после чего корешки раздав-
ливали в капле 6% ацетокармина и анализирова-
ли на микроскопе Axioskop 2 plus, оборудованным
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камерой AxioCam HRc camera и программным
обеспечением AxioVision (Carl Zeiss, Германия).
Подсчет числа хромосом проводили на 30 мета-
фазных пластинках.

Гибридологический анализ проявления nptII гена
Возможное влияние уровня плоидности и до-

зы исследуемого гена nptII на его проявление оце-
нивали в трех вариантах гибридизации, первый
из которых включал анализ самоопыленного
потомства тетраплоидных растений линий Nu5 и
Nu6 гомозиготных по гену nptII (4n = 96). Во вто-
ром варианте проводили скрещивания диплоид-
ных (2n = 48) и тетраплоидных гомозиготных
трансгенных растений линий Nu5 и Nu6 (4n = 96) с
тетраплоидным (4n = 96) и диплоидным (2n = 48)
нетрансгенным табаком (дикий тип, w.t., линия
SR1) соответственно. В третьем варианте – скре-
щивания триплоидного нетрансгенного табака
(3n = 72) с диплоидными гомозиготными транс-
генными растениями линий Nu5 и Nu6 (2n = 48).
Скрещивание растений проводили в двух–семи-
кратных повторностях для одного и того же вари-
анта с предварительным удалением пыльников и
изоляцией цветков на материнском растении.
Для всех комбинаций выполнены только прямые
скрещивания. Стабильность экспрессии гена nptII
и частоту появления потомков с мозаичным ха-
рактером экспрессии маркерного гена оценивали
по устойчивости к канамицину, как описано ра-
нее [6].

Статистическая обработка полученных дан-
ных включала определение медианы (Ме) и интер-
квантильного размаха (25% процентиль; 75% про-
центиль), поскольку распределение эмпирических
данных не соответствовало нормальному распреде-
лению. Для сравнения групп применяли непара-
метрический дисперсионный анализ Краскела–
Уоллиса (программный пакет Statistica 5.5). Крити-
ческое значение уровня значимости принималось
равным 5%, р – достигнутый уровень значимости.

Анализ экспрессии гена nptII
Тотальную РНК выделяли с помощью реаген-

та ExtractRNA (ЗАО “Евроген”, Россия), РНК об-
рабатывали DNase I (Thermo Scientific) и 4 мкг
РНК брали для получения кДНК (комплементар-
ной ДНК), используя комплект реактивов “Ther-
mo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit”. Анализ экспрессии гена nptII проводили при
помощи ПЦР в реальном времени на амплификато-
ре CFX96 (Bio-Rad, США). Структура праймеров:
прямой – 5'-CTCGACGTTGTCCCTGAAG-3', об-
ратный – 5'-TCAGCCATGATGGATACTTTC-3',
зонд: 5'-FAM-CTGTCATCTCACCTTGCTCCTGC-
CG-BHQ1-3'. Программа амплификации: 95°С –
3 мин, далее 5 циклов без детекции: 95°С – 10 с,

61°С – 20 с, 72°С – 5 с; затем 40 циклов с детекцией
на стадии отжига (канал FAM): 95°С – 10 с, 61°С –
20 с, 72°С – 5 с. Уровень экспрессии оценивался при
помощи ПО “Bio-Rad CFX Manager 2.1”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка влияния уровня плоидности

на проявление nptII-гена у трансгенных
растений табака линий Nu5 и Nu6

Отобранные ранее гомозиготные диплоидные
трансгенные растения табака двух линий (Nu5 и
Nu6), контрастно различающихся по стабильности
проявления nptII-гена, были использованы в каче-
стве модели для оценки вклада уровня плоидности в
изменение проявления исследуемого маркерного
гена. Как показано нами ранее, Т3-потомки данных
диплоидных линий (2n = 48, генотип которых мож-
но обозначить как АА, где А – инсерция трансгена,
фенотипическое проявление – устойчивость к кана-
мицину) статистически достоверно различались
между собой по проявлению nptII-гена [9]. Удвое-
ние числа хромосом у гомозиготных Т3-потомков
линий Nu5 и Nu6 позволило нам оценить воз-
можные изменения в проявлении nptII-гена у ис-
следуемых линий на тетраплоидном уровне (4n = 96,
генотип АААА).

При обработке растительных тканей колхици-
ном образуются не только растения с удвоенным
числом хромосом, но и миксоплоидные. На рис. 1
показано, что отобранные для дальнейшего ана-
лиза две группы растений различались по морфо-
логии цветков. Полиплоидные растения (2n = 96)
имели более крупные и массивные цветки по
сравнению с диплоидными, что подтверждалось
подсчетом числа хромосом в метафазных пла-
стинках в клетках корешков. Различия между ди-
плоидными и полиплоидными группами расте-
ний подтверждались также подсчетом числа хло-
ропластов в замыкающих клетках устьиц, а также
морфометрическим анализом цветков с примене-
нием программы “FlowerMorphology” [17] (дан-
ные не представлены).

На рис. 2,б в виде ящичковой диаграммы раз-
маха изменчивости представлены данные по ча-
стоте встречаемости растений с мозаичным про-
явлением nptII-гена среди тетраплоидных транс-
генных растений табака линий Nu5(АААА) и
Nu6(АААА). Для линии Nu5(АААА) значение ме-
дианы и интерквантильного размаха составило
Ме = 6.8 (0, 6.5), для Nu6(АААА) Ме = 96.7 (99,
100). Сравнительный анализ полученных данных
непараметрическим дисперсионным анализом
Краскела–Уоллиса подтвердил наличие стати-
стически значимых различий между линиями
(Н = 37.0260, р = 0.0000). Таким образом, на тет-
раплоидном уровне различия по частоте появле-
ния мозаиков между исследуемыми линиями со-
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хранились: частота появления мозаичных потомков
у линии Nu6 была в 14 раз выше, чем в тетраплоид-
ной линии Nu5.

Характер экспрессии анализируемого маркер-
ного гена в тетраплоидных линиях также оцени-
вался по такому признаку, как наличие или от-
сутствие канамицин-неустойчивых потомков
(полностью белых на среде с канамицином).
Среди потомков, полученных от самоопыления
гомозиготных тетраплоидных трансгенных рас-
тений линий Nu5 и Nu6 на среде с канамици-
ном, не ожидалось появления канамицин-не-
устойчивых растений, поскольку их генотип был
представлен как АААА (рис. 2,а). Однако среди
потомков, полученных от 23 самоопылений ли-
нии Nu6, с высокой частотой наблюдалось появ-
ление белых, канамицин-неустойчивых потом-
ков (рис. 2,в). В линии Nu5 из 26 самоопылений
все растения проявляли ожидаемый канамицин-
устойчивый фенотип (рис. 2,в).

Данные результаты сравнительного анализа
частот появления потомков с мозаичным прояв-
лением nptII-гена и частот отклонений от ожида-
емого менделевского расщепления среди Т3-по-
томков для тетраплоидных трансгенных растений
достоверно не отличаются от данных, описанных
нами ранее для Т3-потомков диплоидных гомози-
готных трансгенных растений табака линий Nu5
и Nu6 [9].

На рис. 3 представлены относительные значе-
ния уровня экспрессии nptII-гена в исследуемых
гомозиготных линиях Nu5 и Nu6 с диплоидным и
тетраплоидным наборами хромосом. В линии
Nu5 отмечается высокий уровень экспрессии
маркерного гена как для диплоидных, так и тет-
раплоидных растений. Различия между группами
по данному признаку статистически не достовер-
ны (H = 1.1363, p = 0.2864). Таким образом, пере-
ход из диплоидного состояния в тетраплоидное и
соответственное двукратное изменение дозы
трансгена не сопровождались изменением уров-
ня экспрессии nptII-гена, что вероятно указывает
на частичную супрессию активности трансгена в
тетраплоидах. Для линии Nu6 отмечается очень
низкий уровень экспрессии маркерного гена в
диплоидных и тетраплоидных трансгенных рас-
тениях, различия между ними также не достовер-
ны (H = 2.9090, p = 0.0881). Если сравнивать меж-
ду собой тетраплоидные растения линий Nu5 и
Nu6, то между ними сохраняются достоверные
отличия по уровню экспрессии маркерного гена
(H = 5.3333, p = 0.0209).

Таким образом, перевод гомозиготных трансген-
ных растений табака линий Nu5 и Nu6, контрастно
различающихся между собой по проявлению гена
nptII, из диплоидного состояния в тетраплоидное су-
щественно не повлиял на стабильность проявления
исследуемого маркерного гена.

Рис. 1. Подтверждение уровня плоидности у трансгенных растений табака.
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Гетероплоидные скрещивания трансгенных 
растений табака линий Nu5 и Nu6 с диким типом

Влияние дозы гена и плоидности генома на
стабильность экспрессии рекомбинантных генов
можно проследить в гетероплоидных скрещива-
ниях, анализируя проявление гена в полученных
гибридах. При условии правильного расхождения
бивалентов в мейозе у тетраплоидов скрещивание
тетраплоидов с диплоидами ведет к образованию
триплоидных гибридов. Скрещивание тетрапло-
идных нетрансгенных растений табака (4n w.t.;
0000) с диплоидными растениями линий Nu5(АА)
и Nu6(AA) дает гибриды с генотипом 00А, то есть
в триплоиде представлен тройной набор хромо-
сом и одна инсерция Т-ДНК. В другом варианте
гибридизации тетраплоидных растений линий
Nu5(AAAA) и Nu6(AAAA) с диплоидными не-
трансгенными растениями табака (w.t.; 00) полу-
чаются гибриды с генотипом 0АА, то есть в трип-
лоиде представлен тройной набор хромосом и две
инсерции Т-ДНК (рис. 4,а). Частоты появления
гибридов с мозаичным характером экспрессии

гена nptII в данных типах скрещиваний представ-
лены на рис. 4,б.

У гибридов от скрещивания тетраплоидных
нетрансгенных растений табака с диплоидными
растениями линии Nu5 Ме = 20.1 (7.9, 19.1), а в
обратном варианте при гибридизации тетрапло-
идных растений линий Nu5 с диплоидными не-
трансгенными растениями табака Ме = 10.9 (0,
10.0). Сравнительный анализ непараметрическим
дисперсионным анализом Краскела–Уоллиса
выявил наличие статистически значимых разли-
чий (Н = 9.2325, р = 0.0024). Таким образом часто-
та появления мозаицизма у гибридов от скрещи-
вания тетраплоидных нетрансгенных растений
табака с диплоидными растениями линии Nu5(00А)
в два раза выше, чем у гибридов от скрещивания
тетраплоидных растений линий Nu5 с диплоид-
ными нетрансгенными растениями табака (0АА).
Очевидно, что в данном случае не доза гена, а на-
правление скрещивания влияет на стабильность
проявления маркерного гена nptII. Но при этом
небольшая частота (16%) отклонения от ожидае-
мого расщепления по фенотипу устойчивости к

Рис. 2. Сравнительный анализ мозаичного проявления nptII-гена среди T3-потомков от самоопыления тетраплоидных
трансгенных растений табака линий Nu5 и Nu6. а – схема скрещивания; б – ящичковая диаграмма частоты появления
растений с мозаичным характером экспрессии гена; в – гистограмма частоты отклонений от ожидаемого расщепле-
ния (%).
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канамицину отмечается только у гибридного
потомства при скрещивании тетраплоидных рас-
тений линий Nu5 с диплоидными нетрансгенны-
ми растениями табака (31 скрещивание). В то вре-
мя как при скрещивания тетраплоидных нетранс-
генных растений табака с диплоидными
растениями линии Nu5 не было выявлено случаев
появления канамицин-неустойчивых гибридов
(из 22 скрещиваний) (рис. 4,в).

Для линии Nu6 при скрещивании диплоидных
гомозиготных растений с тетраплодными не-
трансгенными растениями Ме = 98.2 (85.7, 100),
при гибридизации тетраплоидных растений линий
Nu6 с диплоидными нетрансгенными растениями
табака Ме = 93.9 (97.4, 100). Достоверных, стати-
стически значимых различий между данными ва-
риантами скрещиваний не обнаружено (Н = 1.671,
р = 0.1961). Для полученных гибридов линии Nu6
сохраняется как высокая частота появления мо-
заичных растений, так и высокая частота инакти-
вации экспрессии гена nptII, что проявляется фено-
типически на селективной среде: белые, полностью
канамицин-неустойчивые растения во всех 23 скре-
щиваниях для каждого варианта (рис. 4,в).

На рис. 5,б представлены результаты оценки ча-
стоты появления гибридов с мозаичным характером
экспрессии гена nptII при скрещивании триплоид-
ных нетрансгенных растений табака с гомозиготны-
ми трансгенными диплоидными растениями линий

Nu5 и Nu6. При скрещивании нетрансгенного три-
плоида с линией Nu5 Ме = 8.8 (0, 14.4), с линией
Nu6 Ме = 56.2 (33.9, 82). Различия по частоте по-
явления мозаиков у полученных гибридов стати-
стически достоверны (Н = 27.4448, p = 0.000). На
диаграмме четко прослеживается сохранение раз-
личий между линиями Nu5 и Nu6, однако для ли-
нии Nu6 выявляется существенный сдвиг значения
медианы в меньшую сторону, что свидетельствует
об увеличении доли растений с более высоким
уровнем экспрессии маркерного гена. Ранее при
различных вариантах скрещиваний с линией Nu6
аналогичного сдвига получить не удавалось [9].
Следует отметить, что среди гибридов с линией
Nu5, полученных из 23 скрещиваний, растений с
канамицин-неустойчивым фенотипом выявлено
не было, в то время как в 21 скрещивании с линией
Nu6 с разной частотой выявлялись белые, кана-
мицин-неустойчивые фенотипы, что приводило
к отклонениям от теоретически ожидаемого рас-
щепления (рис. 5,в).

Полиплоидия широко распространена в мире
растений. Полиплоидный организм возникает
при дупликации полного генома (автополиплои-
дия), либо при объединении геномов разных, как
правило близкородственных видов (аллоплоидия).
Многие таксономические группы современных
растений представляют собой полиплоидные ряды
с кратным увеличением основного набора хромо-

Рис. 3. Уровень экспрессии nptII-гена в трансгенных линиях табака, определенный методом количественной ОТ-ПЦР.
Уровень экспрессии № 5/16 принят за 100%. Показана стандартная ошибка среднего. По оси абсцисс указаны номера
диплоидных и тераплоидных трансгенных растений табака.
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сом: Triticum, Chrysanthemum, Solanum phureja, Nico-
tiana, Medicago и др. Nicotiana tabacum является
природным аллотетраплоидом (2n = 4x = 48),
спонтанно возникшим около 200 тыс. лет назад от
скрещивания двух видов табака [18].

При полиплоидии наблюдаются не только ге-
нетические изменения в виде добавочного кратно-
го числа хромосом, но и изменения в регуляции и
уровне экспрессии многих генов. Исследование
экспрессии 18 генов у гаплоидной, диплоидной и
тетраплоидной Zea mays показали, что количество
белков в клетке в большинстве случаев коррели-
рует с плоидностью, но для некоторых белков эта
зависимость обратная [19]. Анализ AFLP-марке-
ров у автополиплоидов A. thaliana (4x, 3x) и ди-
плоидной линии до десятого инбредного поколе-
ния показал возможность возникновения быст-
рых генетических изменений и нарушение
экспрессии и регуляции активности ряда генов
уже в первом поколении после полиплоидизации
[20]. Анализ транскриптома серии автополиплои-
дов Solanum phureja (1x, 2x, 4x) с помощью микро-
чипов кДНК позволил проанализировать поряд-
ка 9000 генов. Статистически значимые различия

в уровне экспрессии были обнаружены в 10% слу-
чаев и преимущественно для гаплоидов [21]. В на-
стоящей работе не было получено достоверного
изменения уровня экспрессии маркерного гена
nptII в первом поколении от самоопыления тет-
раплоидных трансгенных растений линий Nu5 и
Nu6, по сравнению с исходными диплоидными
растениями. Изменение дозы гена в два раза не
привело к увеличению уровня экспрессии анали-
зируемого гена. Возможным механизмом данно-
го явления может быть участие гомологозависи-
мых механизмов эпигенетической инактивации
повторяющихся последовательностей в расти-
тельном геноме. Выдвинуто предположение, что
для цветковых растений РНК-направленное ме-
тилирование ДНК служит для более быстрой ста-
билизации и диплоидизации генома при возник-
новении полиплоидии [22]. Данное явление “ди-
плоидизации” экспрессии генов у полиплоидов с
помощью эпигенетических механизмов описано
для Brassica [23].

Показано, что скрещивания диплоидных транс-
генных растений A. thaliana, несущих одну копию
маркерного гена hpt с тетраплоидными нетрансген-

Рис. 4. Сравнительный анализ мозаичного проявления nptII-гена при скрещивании нетрансгенных растений табака
(w.t.) с гомозиготными растениями линий Nu5 и Nu6 с разным уровнем плоидности. а – схема скрещивания; б –
ящичковая диаграмма частоты появления растений с мозаичным характером экспрессии гена; в – гистограмма часто-
ты отклонений от ожидаемого расщепления (%).
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ными растениями ведет к потере экспрессии транс-
гена у части триплоидных гибридов с частотой
11.5% [13, 14]. Подобные нарушения не наблюда-
лись, если скрещивания проводились с диплоид-
ными нетрансгенными растениями. Данный ме-
ханизм инактивации назвали транскрипционной
инактивацией гена, связанной с полиплоидией
(polyploidy-associated transcriptional gene silencing,
paTGS). Дальнейшие исследования показали, что
paTGS регулируется одновременным метилиро-
ванием ДНК и гистонов, что обеспечивает стой-
кость инактивации и низкую частоту реактива-
ции [24]. В настоящей работе мы получили схо-
жие результаты: достоверно значимое увеличение
частоты появления мозаицизма у гибридов (00А)
от скрещивания тетраплоидных нетрансгенных
растений табака с диплоидными растениями ли-
нии Nu5. Установлено, что на стабильность про-
явления трансгена у триплоидного гибрида влия-
ет статус плоидности родительских растений и
направление скрещивания, поскольку в другом
варианте гибридизации тетраплоидных растений
линий Nu5 с диплоидными нетрансгенными рас-
тениями табака у полученных триплоидов (0АА),
частота мозаичного проявления маркерного гена

была в два раза ниже. Важно отметить, что дан-
ные изменения были отмечены только для эпиал-
леля Nu5. Для инактивированного эпиаллеля
Nu6 достоверных отличий между такими же скре-
щиваниями не обнаружено. Таким образом, уве-
личение числа хромосом может вести к эпигенети-
ческим изменениям в зависимости от исходного
эпигенетического статуса линий. В линии Nu5, где
отмечается гипометилирование области промо-
тора гена nptII и невысокая частота появления по-
томков-мозаиков, скрещивание с тетраплоид-
ным нетрансгенным табаком вело к увеличению
частоты мозаицизма у гибридов. В линии Nu6, где
метилирование захватывает область промотора и
кодирующей части гена nptII, аналогичные скре-
щивания не влияли на уровень экспрессии транс-
гена. Следовательно, ранее зафиксированная эпи-
генетическая модификация в линии Nu6 не под-
вергалась изменениям в триплоидных гибридах, в
отличие от активного эпиаллеля линии Nu5.

Исследования на трансгенных растениях пока-
зали, что существует глобальная эпигенетическая
сеть, которая может регулировать экспрессию гена
в зависимости от его хромосомной локализации и
нуклеотидной последовательности [25]. Эпиаллели

Рис. 5. Стабильность мозаичного проявления nptII-гена при скрещивании триплоидных нетрансгенных растений та-
бака с гомозиготными диплоидными растениями линий Nu5 и Nu6. а – схема скрещивания; б – ящичковая диаграмма
частоты появления растений с мозаичным характером экспрессии гена; в – гистограмма частоты отклонений от ожи-
даемого расщепления (%).
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линий Nu5 и Nu6, являющихся потомками одного и
того же трансгенного растения (Nu21), имеют оди-
наковое генетическое окружение. Во всех полу-
ченных вариантах гетероплоидной гибридизации
и при самоопылении тетраплоидных растений
отмечается статистически значимое различие по
уровню экспрессии маркерного гена между лини-
ями Nu5 и Nu6. Как показали результаты исследо-
ваний, изменение плоидности генома не привело к
существенным изменениям в ранее установленном
эпигенетическом статусе трансгенных эпиаллелей.
Следовательно, характер экспрессии генного локу-
са в полиплоидном растении может зависеть от его
исходного эпигенетического состояния. Таким об-
разом изменение числа хромосом является важ-
ным источником генетической и эпигенетиче-
ской изменчивости и может играть важную роль в
эволюции и доместикации высших растений.

Работа выполнена в рамках бюджетного про-
екта 0324-2019-0040 “Генетические основы био-
технологий и биоинформатика”.

Микроскопический анализ был выполнен на
базе Центра коллективного пользования микро-
скопического анализа биологических объектов
СО РАН.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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The Effect of Changes in Genome Ploidy on the Mosaic Character

of nptII Gene Expression in Epialleles of the Transgenic Tobacco Line Nu21

T. V. Marenkovaa, *, Y. V. Sidorchuka, V. V. Kusnetsova, and E. V. Deinekoa, b

aFederal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch,
Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

bNational Research Tomsk State University, Tomsk, 634050 Russia
*е-mail: marenkova@bionet.nsc.ru

The influence of changes in the genome ploidy and the gene dose on the mosaic pattern of expression of the
nptII gene in epialleles of the Nu21 transgenic tobacco line was evaluated. The general preservation of the ex-
pression profile of the marker gene nptII is shown (high in Nu5 epiallele and low in Nu6 epiallele) in heteroploid
crosses of diploid transgenic plants (2n = 48) with polyploid non-transgenic plants (3n = 72, 4n = 96), as well
as in self-pollinating experimentally the obtained tetraploid transgenic plants of the Nu21 line (4n = 96) and
in their hybrids from crossing with non-transgenic diploid plants. It has been established that the stability of
expression of the nptII marker gene is influenced by the initial epigenetic status of epialleles and the direction
of crossing in hybridization of tetraploid non-transgenic tobacco plants with diploid transgenic plants of the
Nu21 line.

Keywords: transgenic plants of Nicotiana tabacum L., polyploidy, mosaic character of gene expression, epial-
lele, heteroploid crosses.
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