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Уровень экспрессии гетерологичных генов в трансгенных растениях служит важным показателем
эффективности работы генов. Тонкая настройка экспрессии трансгенов ограничена небольшим ре-
пертуаром известных на данный момент эффективных промоторов. Нами клонирован и охаракте-
ризован тканеспецифичный фрагмент промотора гена хитиназы класса I сои (GmChi1). Промотор
GmChi1 (GmChi1P) клонировали из сои сорта Jungery. Последовательность промотора содержит ряд
предполагаемых цис-действующих элементов, включая тканеспецифичные мотивы и мотивы, регу-
лируемые в условиях стресса. По результатам гистохимического анализа самая высокая активность
репортерного фермента β-глюкуронидазы (GUS), находящегося под контролем GmChi1P, обнару-
жена в корнях трансгенного растения, Nicotiana tabacum cv. NC89, на стадии формирования ростка
с четырьмя листьями. Интересно, что обработка салициловой кислотой эффективно подавляла вы-
сокую активность GUS в корнях трансгенного табака. Делеционным анализом GmChi1P установ-
лено, что последовательности, расположенные между позициями ‒719 и ‒382, содержат ключевые
цис-элементы, ответственные за экспрессию репортерного гена uidA (кодирующего GUS) в листьях,
корнях и местах поранения Nicotiana tabacum. Кроме того, согласно результатам флуорометрическо-
го анализа, активность укороченных промоторов: от ChiP(‒1292) до ChiP(‒719) ‒ в корнях транс-
генного табака значительно подавляется абсцизовой кислотой и полностью ‒ салициловой. Обна-
ружено также, что промотор ChiP(‒382) экспрессируется исключительно в рыльце цветков транс-
генного растения. С использованием репортерного фермента GUS не обнаружено окрашивания в
других органах цветка трансгенного Nicotiana tabacum, включая чашелистики, лепестки, пыльники,
нити и завязи, а также ни в одной из вегетативных тканей. Полученные результаты свидетельствуют
о том, что фрагмент промотора ChiP(‒382) может быть использован в тканеспецифичной регуля-
ции экспрессии генов и генной инженерии растений.

Ключевые слова: GmChi1, соя, промотор, трансгенные растения, Nicotiana tabacum, стигмаспеци-
фичный промотор
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Identification of Stigma-Specific Expression Fragment
in the Promoter of the Soybean Chitinase Class I Gene

C. M. Zhao1, H. Hou1, M. G. Xing2, and R.-G. Xue1, *
1College of Life Sciences, Qingdao Agricultural University, Qingdao, 266109 China
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The expression level of heterologous genes in transgenic plants serves as an important indicator of gene effi-
ciency. The small number of currently known effective promoters, limits the possibilities in fine-tuning the
expression of transgenes. We cloned and characterized a tissue-specific promoter fragment of the soybean
chitinase class I gene (GmChi1). The GmChi1 promoter (GmChi1P) was cloned from Jungery soybean. The
promoter sequence contains a number of putative cis-acting elements, including tissue-specific and stress-
regulated motifs. By histochemical analysis, the GmChi1P-controlled β-glucuronidase (GUS) reporter en-
zyme activity was shown to be highest in the roots of transgenic Nicotiana tabacum cv. NC89 at the four-leaf
sprout formation stage. Interestingly, the high GUS activity in transgenic tobacco roots was effectively sup-
pressed by salicylic acid (SA) treatment. Deletion analysis of GmChi1P revealed that the sequences located
between positions ‒719 and ‒382 contain key cis-elements responsible for the reporter uidA gene expression
(encoding GUS) in leaves, roots, and wounds of Nicotiana tabacum. In addition, f luorometric analysis
showed that the activity of the shortened ChiP(‒1292) to ChiP(‒719) promoters in the roots of transgenic
tobacco was significantly suppressed by abscisic acid and completely suppressed by SA. The ChiP(‒382)
promoter was also found to be expressed exclusively in the stigma of transgenic tobacco f lowers. Using the
GUS reporter enzyme, no staining was detected in other f lower organs in transgenic Nicotiana tabacum,
including sepals, petals, anthers, filaments, and ovaries, or in any vegetative tissues. The results indicate
that the promoter fragment ChiP(‒382) can be used in tissue-specific regulation of gene expression and
plant genetic engineering.

Keywords: GmChi1, soybean, promoter, transgenic plant, Nicotiana tabacum, stigma-specific promoter



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


