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ТРАНСГЕННЫЕ РАСТЕНИЯ ТОМАТА (Solanum lycopersicum L.):  
ПРЯМЫЕ МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ГЕНОВ И ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ 

НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ ТРАНСФОРМАЦИИ 
(обзор)  

 

И.М. МИХЕЛЬ1, М.Р. ХАЛИЛУЕВ1, 2  
 

Томат (Solanum lycopersicum L.) — важнейшая продовольственная культура, которая 
также находит широкое применение в качестве модельного объекта в различных молекулярно-

генетических исследованиях, затрагивающих вопросы вегетативного развития и репродуктивной 
биологии, механизмов устойчивости растений к абиотическим и биотическим стрессам, ассоциа-
тивного симбиоза с микроорганизмами и многие другие, имеющие как фундаментальное, так и 

прикладное значение. Получение трансгенных растений томата, экспрессирующих чужеродные ге-
терологичные гены, а также растений с индуцированным сайленсингом или нокаутом собственных 

генов, — важная составляющая исследований в современной физиологии растений. Существует 
два принципиально отличающихся друг от друга подхода для введения чужеродной ДНК в геном 
томата. Первый (метод агробактериальной, или Agrobacterim-опосредованной, трансформации) ос-

нован на естественном механизме заражения растений бактериальным патогеном рода Agrobacterim 
(A. tumefaciens или A. rhizogenes) и опосредованном им переносе чужеродной ДНК в растительный 

геном. Второй подход основан на непосредственной доставке чужеродной ДНК в растительную 
клетку сквозь плазмалемму с помощью химических веществ (Ca2+, полиэтиленгликоль — ПЭГ) 
или физических воздействий (электрический импульс или повышенное давление) (так называемые 

прямые методы генетической трансформации томата). При этом трансгенные растения томата 
можно получать как классическим способом с использованием метода культуры изолированных 

органов и тканей in vitro, так и без него (трансформация in planta). В представленном обзоре 
рассмотрены классические методы прямого введения чужеродной ДНК в геном томата (химически 
опосредованная трансфекция, электропорация протопластов, микроинъекция, биобаллистическая 

трансформация), а также методы трансформации томата in planta (метод пыльцевых трубок или 
pollen-tube pathway, электропорация зародышей зрелых семян) и проведен подробный анализ фи-

зических, генетических и физиологических факторов, влияющих на эффективность трансформации 
(ЭТ). Обсуждаются особенности получения растений томата как с транзиентной экспрессией 
трансгена, так и со стабильно наследуемой вставкой в ядерный или пластидный геном. Отдельно 

рассмотрено применение прямых методов генетической трансформации для доставки различных 
систем геномного редактирования (ZFNs, TALEN, CRISPR/Cas, редакторов оснований, prime 

editing), получивших широкое распространение в последние 5 лет.  
 

Ключевые слова: Solanum lycopersicum L., электропорация, ПЭГ-опосредованная транс-

формация, микроинъекция, биобаллистическая трансформация, трансформация in planta, геномное 
редактирование.  

 

Томат (Solanum lycopersicum L.) — важнейшая продовольственная 

культура, занимающее второе место после картофеля среди сельскохозяй-

ственных овощных растений по валовому сбору товарной продукции. Так, 

по данным Продовольственной и сельскохозяйственной организации Объ-

единенных Наций (FAO), мировой валовый сбор плодов томата составил 

в 2020 году около 186,8 млн т при выращивании на площади 5,1 млн га, из 

этих показателей на долю России приходилось 2,9 млн т (около 1,6 %) при 

площади 80,7 тыс. га (1). В России томат выращивают в различных агро-

экологических условиях как в открытом, так и защищенном грунте (соот-

ветственно около 60 и 40 % валового сбора) (2, 3). Основные зоны возде-

лывания этой культуры сосредоточены преимущественно в южных регионах 

страны (Краснодарский и Ставропольский края, а также Поволжский и 

Центрально-Черноземный районы), территории которых в большей или 
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меньшей степени подвержены первичному и/или вторичному засолению, 

а также другим эдафическим стрессам (4). Так, более 31 % почв в Астра-

ханской области характеризуются высокой степенью засоления (концентра-

ция ионов Na+ и SO42 достигает соответственно 7,1 и 12,5 мМ на 100 г 

почвы), а также около 20 % почв представлены солонцовыми комплексами 

(5). Кроме того, у томата насчитывается более 45 инфекционных болезней 

бактериальной, грибной, вирусной и вироидной этиологии, которые в раз-

личной степени распространены на территории Российской Федерации (6, 

7). Как следствие, повышение устойчивости к абиотическим и биотиче-

ским стрессовым факторам — одно из приоритетных требований, предъ-

являемых к современным сортам и гибридам томата для реализации по-

тенциальной урожайности. Поэтому необходимо постоянное расширение 

сортимента культуры с использованием как традиционных селекционных 

подходов, так и современных методов биотехнологии и генной инжене-

рии (8-10).  

Помимо большой практической значимости томат находит широкое 

применение в качестве модельного объекта в различных фундаментальных 

исследованиях, затрагивающих вопросы вегетативного развития и репро-

дуктивной биологии (11, 12), изучения механизмов устойчивости растений 

к абиотическим и биотическим стрессам (9, 10, 13), ассоциативного симби-

оза с микроорганизмами (14, 15), мейотической рекомбинации (16) и мно-

гие другие. Выбор такого модельного объекта обусловлено тем, что томат — 

относительно неприхотливое в выращивании самоопыляемое растение с ко-

ротким вегетационным периодом, высоким репродуктивным потенциалом, 

способное также к быстрому вегетативному размножению и отдаленной ги-

бридизации с некоторыми видами рода Solanum (17). Культурный томат и 

родственные ему дикорастущие виды — диплоиды, кариотип которых пред-

ставлен 24 хромосомами (2n = 2½12 = 24). Кроме того, томат служит удоб-

ным модельным объектом благодаря большому числу морфологических 

признаков, четко идентифицируемых на разных этапах онтогенеза (18, 19), 

а также наличию подробных генетических и молекулярных карт (20) (в осо-

бенности после полного секвенирования генома томата в 2012 году) (21) и 

разработанных эффективных и воспроизводимых протоколов культивиро-

вания изолированных тканей in vitro (10, 22). Перечисленные факторы 

обеспечили широкое распространение трансгенных растений томата в ка-

честве экспериментальной модели для изучения роли экспрессии гетеро-

логичных генов различного происхождения в основополагающих биоло-

гических процессах.  

Накопленные многочисленные данные свидетельствуют, что различ-

ные генно-инженерные стратегии позволяют значительно ускорить созда-

ние новых генотипов томата с признаками, которые трудно или невозможно 

достичь с помощью традиционной селекции. Так, например, повышения 

устойчивости растений томата к фитопатогенам возможно добиться посред-

ством гибридизации томата с родственными дикорастущими видами, напри-

мер S. pimpinellifolium L. и S. habrochaites S. Knapp & D.M. Spooner, с после-

дующими многочисленными беккроссами (23, 24). Однако в таких селек-

ционных программах могут участвовать только сравнительно близкород-

ственные виды, способные к скрещиванию с культурным томатом; при этом 

процесс занимает до 15-20 лет (25). Растения S. lycopersicum L. с повышен-

ной устойчивостью к грибным и бактериальным патогенам можно получать 

с применением различных генно-инженерных стратегий: экспрессией гете-

рологичных генов PR-белков (pathogenesis-related proteins — белки, синте-
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зируемые в растительной клетке при атаке патогена) и антимикробных пеп-

тидов растительного, животного и грибного происхождения; метаболиче-

ской инженерией фитоалексинов и гормонов; использованием генов устой-

чивости (R-генов); ингибированием токсичных продуктов патогена; лигни-

фикацией растительной клеточной стенки; активацией защитных реакций 

растения и др.) (9). При этом длительность селекционного процесса значи-

тельно сокращается.  

Генетической трансформации может быть подвергнут как ядерный, 

так и пластидный геном. Последний вариант имеет ряд несомненных пре-

имуществ, поскольку чужеродные гены, интегрированные в пластидный ге-

ном, характеризуются повышенной экспрессией за счет особенностей пла-

стидной ДНК (26, 27) — большого числа копий пластомных генов на клетку 

(особенно в случае гомоплазмии) (26, 28), высокого уровня экспрессии 

трансгена вне зависимости от положения инсерции в пластидной ДНК из-

за отсутствия компактной укладки хроматина (30); отсутствия эпигенетиче-

ских эффектов и обусловленного ими сайленсинга трансгенов (29, 30). Все 

эти факторы позволяют довести выход продукта экспрессии транспластом-

ных генов до 40 % от количества общего растворимого белка (ОРБ) (28, 29, 

31). Таким образом, транспластомные растения служат перспективными 

биореакторами для производства гетерологичных белков медицинского и 

ветеринарного назначения (32-34). Также в пластидах успешно экспресси-

руются полицистронные кассеты, что упрощает ко-трансформацию одной 

мишени множеством разных генов (29). Несомненным экологическим пре-

имуществом локализации трансгена в пластидах является наследование пла-

стома по материнской линии, что приводит к отсутствию трансгена в 

пыльце и невозможности генетического загрязнения популяции (29, 33).  
 

 
Классификация прямых методов генетической трансформации растений томата. 

 

Существуют два принципиально отличающихся друг от друга под-

хода для введения чужеродной ДНК в геном томата (рис.). Первый (метод 

агробактериальной, или Agrobacterim-опосредованной, трансформации) ба-

зируется на естественном механизме заражения растений бактериальным 
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патогеном рода Agrobacterim (A. tumefaciens или A. rhizogenes) и опосредован-

ном им переносе чужеродной ДНК в растительный геном (35-37). Второй 

подход (см. рис.) основан на непосредственной доставке чужеродной ДНК 

в растительную клетку сквозь плазмалемму с помощью химических веществ 

(Ca2+, полиэтиленгликоль — ПЭГ) или физических воздействий (электри-

ческого импульса или повышенного давления) (так называемые прямые ме-

тоды генетической трансформации томата). При этом трансгенные расте-

ния можно получать как классическим способом с использованием метода 

культуры изолированных органов и тканей in vitro, так и без него (транс-

формация in planta) (см. рис.). Вне зависимости от метода, применяемого 

для введения чужеродной ДНК в геном томата, процесс интеграции носит 

случайный характер (38).  

Следует отметить, что каждый из прямых методов введения транс-

гена в геном томата имеет как преимущества, так и недостатки (39), однако 

все эти приемы применяются значительно реже, чем агробактериальная 

трансформация. Основные причины заключаются в их низкой эффектив-

ности (особенно в случае химически опосредованной трансфекции, элек-

тропорации протопластов и микроинъекции), необходимости наличия спе-

циализированного оборудования («генной пушки», микроманипулятора) и 

высококвалифицированного персонала, а также высокой копийности тан-

демно расположенных инсерций в растительной ДНК при биобаллистиче-

ской трансформации, приводящей к низкой экспрессии или сайленсингу 

трансгена (39-41). Однако в последнее десятилетие в связи с развитием тех-

нологий сайт-специфичного редактирования генома растительных клеток 

(в том числе на модели томата) (42) с участием химерных белков и нуклео-

протеидов, созданных на основе бактериальных или дрожжевых эндо-

нуклеаз (43-46), прямые методы генетической трансформации находят все 

большее применение. 

Кроме того, биобаллистическая, а также ПЭГ-опосредованная транс-

формация протопластов остаются неотъемлемым инструментарием при со-

здании транспластомных растений томата (34, 47).  

В настоящей обзорной статье мы систематизировали имеющиеся 

экспериментальные данные по генетической трансформации томата пере-

численными выше прямыми методами, а также проанализировали различ-

ные факторы, определяющие эффективность процесса трансформации.  

Х и м и ч е с к и  о п о с р е д о в а н н а я  т р а н с ф е к ц и я. Трансфор-

мация клеток с помощью химических соединений, облегчающих перенос 

ДНК через мембрану, была впервые осуществлена в 1970-х годах. В частно-

сти, была показана принципиальная возможность введения меченой экзо-

генной ДНК в протопласты Ammi visnaga (L.) Lam. (48) и Nicotiana tabacum 

(L.) (49) с помощью различных химических соединений. 

Кальций-фосфатный метод был впервые использован в 1973 году 

для генетической трансформации клеток человека чужеродной ДНК в ра-

боте F.L. Graham и A.J. Van der Eb (50). Суть метода заключается в следую-

щем: к буферному раствору, содержащему ДНК, добавляют сначала раствор 

CaCl2, в результате чего отрицательно заряженные фосфатные группы мо-

лекул ДНК связываются с ионами Ca2+, а затем фосфатный буфер для по-

лучения осадка Ca3(PO4)2. Полученный ДНК-содержащий раствор добав-

ляют к суспензионной культуре изолированных протопластов, лишенных 

клеточной стенки, которая существенно затрудняет проникновение макро-

молекул внутрь клетки. В первой работе по трансформации протопластов 

томата описанным методом ее максимальная эффективность составила 2 % 
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(51). Трансгенная природа шести каллусных агрегатов была доказана, од-

нако впоследствии получить из них полноценные регенерированные побеги 

не удалось. Авторами продемонстрировано, что выбор типа плазмиды для 

генетической трансформации оказывает определяющее влияние на эффек-

тивность получения трансгенных каллусных тканей.  

Применение ПЭГ для переноса ДНК через плазмалемму впервые 

было апробировано для генетической трансформации протопластов двух 

видов табака (52). В состав буферного раствора для осаждения ДНК, по-

мимо ПЭГ, входит также MgCl2. Впоследствии в результате ПЭГ-опосредо-

ванной трансформации пластид томата плазмидой pSSH1 были получены 

транспластомные растения, устойчивые к селективному антибиотику спек-

тиномицину. ЭТ, рассчитанная на основании рестрикционного картирова-

ния, составила 1,5½106 (53). S. Ray c соавт. (54) модифицировали метод 

химически опосредованной трансфекции пластидного генома томата за счет 

одновременного присутствия ПЭГ и CaCl2 в буферном растворе для оса-

ждения ДНК, а также добавления в раствор осмотика — маннитола. В ре-

зультате с использованием плазмиды pCambia1302 в пластидную ДНК были 

интегрированы селективный и репортерный гены (соответственно nptII и 

gfp). Авторы установили, что вследствие большей выживаемости протопла-

стов ПЭГ-4000 предпочтительнее, чем ПЭГ-6000. Кроме того, важным кри-

тическим параметром для сохранения жизнеспособности протопластов 

оказалась длительность их инкубирования в буферном растворе после 

трансформации и до перенесения на питательную среду для индукции 

процессов морфогенеза. Оптимальное значение составило 24 ч, тогда как 

более продолжительное инкубирование негативно влияло жизнеспособность 

протопластов из-за токсического действия ПЭГ. Трансгенный статус полу-

ченных регенерантов был подтвержден полимеразной цепной реакцией 

(ПЦР), а также флуоресцентным анализом экспрессии репортерного гена; 

ЭТ авторы не определяли (54).  

М и к р о и н ъ е к ц и я. Метод был разработан для доставки макромо-

лекул нуклеиновых кислот в клетки человека и животных (55, 56). При этом 

плазмалемма клетки механически прокалывается микроиглой — очень тон-

кой стеклянной пипеткой с наружным диаметром 1-2 мкм, внутри которой 

содержится растворенная ДНК. Трансформация выполняется специально 

обученным оператором под микроскопом, укомплектованным микромани-

пулятором. 

Применение этого метода существенно осложняется наличием проч-

ной клеточной стенки и крупной вакуоли у растительной клетки. Клеточ-

ная стенка затрудняет визуализацию ядра, а ее фрагменты засоряют мик-

роиглу, поэтому метод микроинъекций разрабатывался для трансформа-

ции голых протопластов. Точность попадания микроиглы в определенные 

клеточные компартменты повышается за счет иммобилизации протопластов 

во время микроинъекции, например если клетки помещают на агаризован-

ную среду (57) либо прикрепляют к предметному стеклу поли-L-лизином 

(58). H. Morikawa и Y. Yamada (59) разработали механический способ удер-

жания протопластов с помощью дополнительных пипеток; ими также были 

применены флуоресцентные метки, обеспечивающие визуализацию введен-

ной внутрь клетки ДНК (59). Точность микроманипуляций имеет крити-

ческое значение, поскольку при попадании микроиглы в вакуоль чужерод-

ная ДНК разрушается гидролитическими ферментами; кроме того, наруше-

ние целостности вакуоли может вызвать разрыв и гибель клетки из-за по-

падания в цитоплазму токсичных метаболитов (60).  
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В первых работах на модели протопластов, выделенных из гипоко-

тилей Brassica napus L., была оценена выживаемость протопластов после 

введения в них чужеродной ДНК, а также их последующая способность к 

делению и формированию микрокаллуса с частотой соответственно до 70, 

65 и 50 %. Авторами установлено, что на эффективность этих процессов 

влияют следующие факторы: генотип, возраст интактного экспланта, состав 

питательной среды для культивирования протопластов, а также рН буфер-

ного раствора (61). Однако трансгенные растения впоследствии были полу-

чены только для ограниченного числа культур, в том числе растений семей-

ства Solanaceae —петунии (62), табака (63), а также для ячменя (64). Экспе-

риментальная работа японских исследователей по генетической трансформа-

ции интактных каллусных клеток томата методом микроинъекции была 

опубликована одной из первых в 1988 году. Использовав плазмиду pE2KX, 

содержащую ген npt II, который обусловливает устойчивость к аминогли-

козидным антибиотикам, авторы оптимизировали параметры, определяю-

щие ЭТ, — размер микроиглы (применение микроиглы с наружным диа-

метром более 0,3 мкм приводит к необратимым повреждениям клеточных 

структур и гибели 90-95 % трансформированных клеток) и длительность 

процедуры микроинъекции (если она превышает 20 с, происходит необ-

ратимая структурно-функциональная дезорганизация ядра и других мем-

бранных органелл). В результате селективного отбора выживших инъециро-

ванных клеток на питательной среде с добавлением канамицина частота 

формирования каллусных агрегатов спустя 1 мес культивирования соста-

вила 22 %, их трансгенная природа была подтверждена ПЦР-анализом по 

наличию гена npt II (65). Значения ЭТ, варьирующие в зависимости от изу-

ченных факторов в пределах 15-20 %, были сопоставимы с полученными на 

культуре протопластов люцерны (15-26 %) при введении различных плазмид 

(pTiC58, pMON8015, pMON120, pAL4404/pMON120) (66).  

Э л е к т р о п о р а ц и я. Суть метода заключается в том, что при воз-

действии электрического импульса в плазмалемме клетки образуются поры 

диаметром порядка 30 нм, существующие несколько минут, с последующим 

восстановлением нормального состояния мембраны. Кратковременное фор-

мирование пор достаточно для проникновения в цитоплазму клетки круп-

ных водорастворимых макромолекул, в частности ДНК (67-70). Трансфор-

мация осуществляется с помощью прибора — электропоратора, который 

состоит из кюветы, пары электродов и генератора импульсов заданной 

формы (71). В кювету с буферным раствором добавляют суспензию транс-

формируемых клеток и векторные конструкции с целевыми генами, после 

чего сквозь раствор пропускают электрический импульс (обычно прямо-

угольный либо экспоненциальный) (72). Наибольшая ЭТ достигается при 

напряженности поля 1-20 кВ/см и длительности импульса 1-30 мс, однако 

для каждого типа клеток оптимальные значения подбираются эмпирически. 

Критические значения этих физических параметров для формирования пор 

и успешного транспорта ДНК сквозь плазмалемму клетки определяются ее 

собственным мембранным потенциалом, а также потенциалом, возникаю-

щим под действием внешнего электрического поля (73). При этом ЭТ в 

большинстве случаев имеет случайную составляющую, поскольку клетки в 

растворе находятся в неодинаковых условиях и, следовательно, приобре-

тают различные потенциалы (74). ЭТ может быть увеличена за счет добав-

ления в буферный раствор для электропорации различных компонентов, 

например ионов Ca2+ или Mg2+, ПЭГ для увеличения пермеабилизации 

мембран (75) или 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновуой кис-

лоты (HEPES) для поддержания оптимального значения рН (76).  
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Существенным ограничением широкого применения метода элек-

тропорации для растительных объектов является наличие клеточной стенки 

(77, 78). Применение культуры протопластов, лишенных клеточной стенки, 

значительно снижает ЭТ, поскольку последующее получение из них полно-

ценных растений-регенерантов крайне затруднено для многих видов. Полу-

чение стабильных трансгенных линий ряда культур оказалось возможным в 

случае адаптации методики электропорации, разработанной для изолиро-

ванных протопластов, для применения на интактных клетках. Такой подход 

показал свою эффективность при получении стабильно наследуемой инсер-

ции трансгена в геноме кукурузы, однако для достижения положительного 

результата авторами продемонстрирована необходимость частичного нару-

шения клеточной стенки и увеличения пермеабилизации мембран у транс-

формируемых клеток (79).  

О получении трансгенных растений томата методом электропорации 

впервые сообщили еще в 1989 году две независимые группы исследователей 

(80, 81). Так, C. Bellini с соавт. (80) вводили чужеродную ДНК в протопла-

сты двух видов рода Solanum — S. lycopersicum L. и дикорастущего вида 

томата S. peruvianum L. ЭТ, рассчитанная как отношение числа устойчивых 

к селективному антибиотику трансформированных колоний к их общему 

числу, варьировала в пределах 0,3-2,5 %. Максимальная ЭТ достигалась при 

обработке протопластов трехкратным импульсом длительностью 100 мкс, 

создающим напряжение 250 В либо 300 В. Из трансформированных прото-

пластов впоследствии были успешно получены растения-регенеранты (80). 

В работе M. Tsukada с соавт. (81) для генетической трансформации прото-

пластов культурного томата сорта Petit Tomato использовали однократные 

импульсы экспоненциальной формы, возникающие в результате быстрого 

разряда предварительно заряженного конденсатора. Наилучшие результаты 

были достигнуты в случае напряженности электрического поля 1 кВ/см при 

разряде конденсатора 47 мкФ (81).  

На модели протопластов дикого вида S. peruvianum L. была прове-

дена оптимизация ряда физических и физиологических факторов, влияю-

щих на процесс введения чужеродной ДНК, — состава буферного раствора 

для электропорации (Са2+- либо Mg2+-содержащий буферный раствор при 

наличии или отсутствии ПЭГ), концентрации клеток в суспензии прото-

пластов, их предобработки (тепловой шок), а также параметров импульса 

(75). Максимальная эффективность процесса электропорации была достиг-

нута при соблюдении следующих условий: применение Са2+-буферного 

раствора и теплового шока в течение 5 мин при температуре 45 С с после-

дующим добавлением 8 % ПЭГ, а также прямоугольного импульса длитель-

ностью 30 мкс с напряженностью электрического поля 1,5 кВ/см.  

Б и о б а л л и с т и ч е с к а я  т р а н с ф о р м а ц и я. Этот прямой метод 

доставки макромолекул нуклеиновых кислот в растительные клетки был 

разработан Джоном Сэнфордом (John Sanford) в Корнельском университете 

(США) в 1984 году (82). Суть метода заключается в том, что молекулы ДНК 

наносят на поверхность носителей — золотых или вольфрамовых микроча-

стиц (83-95) (табл. 1) либо наночастиц (96), которые разгоняются до скоро-

сти 300-600 м/с за счет величины давления гелия. Ими осуществляют бом-

бардировку различных эксплантов, размещенных на мишени. Поскольку ча-

стицы, имеющие такую высокую скорость, успешно проникают сквозь кле-

точную стенку, биобаллистический метод пригоден для трансформации ин-

тактных клеток, что служит важным преимуществом, позволяя избежать 

этапов изоляции протопластов и последующего низкоэффективного мор-

фогенеза (83).  
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1. Биобаллистический метод генетической трансформации томата и факторы, влияющие на его эффективность 

Вид транс-

формации1 

и локализа-

ция транс-

гена2 

Эксплант, генотип  

Модель уста-

новки (про-

изводитель) 

Параметры биобаллистической трансфор-

мации 

Селективный 

и/или репор-

терный ген4 
ЭТ, % Примечание Ссылка 

расстояние 

между макро-

носителем ча-

стиц и стоп-

экраном, см 

давление  

гелия, psi 

тип3 и раз-

мер мик-

рочастиц, 

мкм  

Т Суспензионная культура 

клеток томата сорта VFNT 

Cherry и Solanum pennellii 
Correll. 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

8,5 нд W, 1,0  nptII, uidA (gus) 1,2 (VFNT 

Cherry)  

и 45,0 

ЭТ определяли как отношение числа 

устойчивых к канамицину каллусов к 

числу клеток, у которых наблюдалась 

транзиентная экспрессия репортер-

ного гена после 48 ч обстрела  

(83) 

Т Листья, незрелые плоды 

диаметром 5-8 мм томата 

сорта VFNT Cherry LA 1221 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

8,5 1500, 1800 

(оптимум — 1800) 

Au, 0,4-1,2  luc или uidA (gus) нд Оптимизированы параметры биобал-

листической трансформации для 

транзиентной экспрессии 

(89) 

СП Листья томата сорта IAC-

Santa Clara 

PDS-1000/Heтм 

(«DuPont») 

нд 1100 Au, 0,6 aadA 2,5* 

1,15** 

* Отношение числа каллусов, устой-

чивых к спектиномицину, к общему 

числу трансформированных экс-

плантов 

** Отношение числа регенерантов с 

подтвержденной посредством ПЦР 

инсерцией трансгена к исходному 

числу трансформированных экс-

плантов 

(28) 

СП Листья томата линии IPA-6 PDS-1000/Heтм 

(Bio-Rad) с 

Hepta Adaptor 

(«Mologen»)  

нд нд Au, 0,6 aadA нд Получение стабильно наследуемых 

транспластомных растений, экспрес-

сирующих бактериальную ликопин-

β-циклазу, с повышенной устойчиво-

стью к гербицидам и 4-кратным уве-

личением содержания провитамина 

А в плодах 

(90) 
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Продолжение таблицы 1 

СЯ Фрагменты гипокотиля то-

мата сорта CastleRock 

PDS-1000/Heтм 

(«Bio-Rad») 

6,0 и 9,0 1350 Au, нд bar, uidA (gus) 26,5 ЭТ определяли как отношение числа 

первичных трансформантов с под-

твержденным посредством ПЦР ста-

тусом к общему числу регенерантов 

(91) 

Т Апикальная меристема, се-

мядоли и фрагменты гипо-

котиля S томата линии 

IPA-3 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

2,5-10,0 

(оптимум — 7,5) 

1100 W, 0,6 uidA (gus) от 22,69      

до 36,56 

ЭТ определяли как отношение числа 

эксплантов с активностью GUS к об-

щему числу трансформированных 

экплантов; максимальную ЭТ 

(36,56 %) отмечали при использова-

нии фрагментов гипокотилей 

(84) 

СЯ Фрагменты гипокотиля то-

мата сорта CastleRock 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

6,0 и 9,0 1350 Au, 1,0 hpt 42,5 ЭТ определяли как отношение числа 

подтвержденных ПЦР-анализом 

трансгенных регенерантов к общему 

числу гигромицин-устойчивых реге-

нерантов 

(92) 

СЯ Фрагменты гипокотиля с 

семядолей (гиподольные 

экспланты) томата сорта 

CastleRock 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

6,0 и 9,0 1350 Au, 1,0 hpt 52,3 То же, что и (92) (93) 

Т, СЯ Фрагменты листьев и пло-

дов томата сорта Ferum 

Gene Gun He-

lios System 

(«Bio-Rad») 

нд 210 W, 1,1 luc или uidA (gus) нд Изучение активности плодоспеци-

фичного промотора гена SlPPC2, ко-

дирующего фосфоенолпируваткар-

боксилазу (EC 4.1.1.31) томата 

(85) 

Т Фрагменты различных ча-

стей плода томата линии  

F-144 

Scientz GJ-

1000 («Ningbo 

Scientz Bio-

technology Co., 

Ltd») 

1,0, 3,0 и 6,0 

(оптимум — 6,0) 

500, 650 и 1100 

(оптимум — 1100)5 

W, 1,0 uidA (gus) нд Наибольшее число окрашенных в ре-

зультате GUS-реакции синих точек 

составило 2456,91/см2 в районе места 

крепления плода томата к плодо-

ножке 

(86) 

СЯ Каллусная ткань, получен-

ная из листьев томата  

сорта Pusa Ruby 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

6,0, 9,0 и 12,0 

(оптимум — 9,0) 

1100 нд nptII, uidA (gus) 75,0 Максимальную ЭТ (75 %) отмечали в 

случае, когда расстояние между мак-

роносителем частиц и стоп-экраном 

составляло 9,0 см.  

(102) 
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Продолжение таблицы 1 

Т Каллусная ткань, получен-

ная из зрелых зародышей 

томата сорта Вентура 

Пневматиче-

ская генная 

пушка кон-

струкции Са-

ляева (102) 

нд нд W, 1,1-1,2 uidA (gus) 80,0  Транзиентная экспрессия гена gus 

подтверждена гистохимическим ме-

тодом с использованием субстрата X-

Gluc5  

(87) 

СП Каллусная ткань, получен-

ная из зрелых зародышей 

томата сорта Вентура 

Пневматиче-

ская генная 

пушка кон-

струкции Са-

ляева (102) 

нд нд W, 1,1-1,2 нд нд Получены транспластомные растения 

томата, содержащие ген hpv16 L1, ко-

дирующий синтез основного антиген-

ного белка папилломавируса чело-

века высокоонкогенного типа HPV16 

L1, содержание которого составляет 

до 5300 нг/мг общего растворимого 

белка  

(88) 

СЯ Фрагменты гипокотиля то-

мата сорта Rutgers 

PDS-1000/Heтм 

(«DuPont») 

6,0 и 9,0 

(оптимум — 9,0) 

1200 Au, 0,73 nptII, uidA (gus) нд Трансгенная природа полученных 

растений подтверждена ПЦР-анали-

зом, а также экспрессией репортер-

ного гена на основании гистохими-

ческого окрашивания на β-глюкоро-

нидазную активность  

(94) 

СП Листья томата сорта Micro-

tom 

PDS-1000/Heтм  

(«Bio-Rad») 

12,0 1100 Au, 0,6 aadA нд Получение стабильных транспластом-

ных растений с индуцированной 

РНК-интерференцией для борьбы с 

насекомыми-вредителями 

(95) 

П р и м е ч а н и е. 1 — стабильная трансформация (С) или транзиентная экспрессия (Т); 2 — ядерная (Я) или пластидная (П) трансформация; 3 — микрочастицы золота (Au) или 

вольфрама (W); 4 — npt II и hpt, селективные гены соответственно неомицинфосфотрансферазы II и гигромицинфосфотрансферазы Escherichia coli; aadA, селективный ген, кодирующий 

фермент аминогликозид-3'-аденилтрансферазу; uidA (gus) и luc, репортерные гены соответственно β-глюкуронидазы и люциферазы; 5 — X-Gluc (5-бромо-4-хлоро-3-индолил-β-D-

глюкуронид); 5 — избыточное давление, создаваемое не гелием, а азотом, в связи с особенностями модели «генной пушки»; нд — нет данных.  
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Разработка прибора для обстрела микрочастицами (так называемой 

генной пушки) началась в 1984 году, и впоследствии идея была запатен-

тована разработчиками (97). В дальнейшем первоначальная модель полу-

чила развитие в модификациях: He Biolistics Particle Delivery System (PDS-

1000/Heтм; лицензирована фирмой «DuPont», США); некоммерческий ва-

риант ускорителя Accel™ Particle Gun (98); пушка для запуска частиц Particle 

Inflow Gun (99); микронацеливающее устройство, разработанное для транс-

формации апикальных меристем (100) и Helios Gene Gun («Bio-Rad», США). 

Последний из перечисленных вариантов не требует вакуумной камеры 

для удержания ткани-мишени и может быть использован как портатив-

ное устройство (101). 

Биобаллистическая трансформация — наиболее широко применяе-

мый прямой метод введения чужеродной ДНК в клетки томата, который 

используется как для изучения транзиентой экспрессии гетерологичных ге-

нов (83-87, 99), так и для получения трансгенных растений со стабильно 

наследуемой ядерной (85, 91-94, 102) или пластидной (28, 88, 90, 95) инсер-

цией трансгена (см. табл. 1). Наиболее часто обстрел микрочастицами расти-

тельных тканей томата осуществляют с помощью установки PDS-1000/HeTM 

фирмы «DuPont» или «Bio-Rad» (28, 83, 84, 89-93, 94, 95) (см. табл. 1), зна-

чительно реже — серийными устройствами других производителей (86) либо 

устройствами, разработанными самостоятельно (103). Мишень с трансфор-

мируемыми изолированными клетками или эксплантами устанавливается в 

вакуумной камере с давлением порядка 0,1 атм. В момент сброса давления 

частицы выбрасываются из пушки в сторону мишени. Как правило, клетки, 

находящиеся в центре мишени, погибают из-за физического повреждения 

(104). Применяемая модель установки определяет следующую совокупность 

физических параметров биобаллистической трансформации, влияющих на 

эффективность процесса: концентрация ДНК, вид микрочастиц и их раз-

мер, варьирующий от 0,4 до 1,2 мкм, расстояние между макроносителем 

частиц и останавливающим экраном (от 6,0 до 9,0 мм), давление гелия (от 

200 до 1800 psi), а также кратность выстрелов (один или несколько). Эти 

параметры оптимизируют с учетом возрастных и физиологических особен-

ностей конкретных эксплантов, клетки которых подвергают обстрелу. Раз-

работаны протоколы трансформации томата для получения стабильной и 

транзиентной экспрессии гетерологичных генов на модели суспензионных 

(83) и каллусных (87, 88, 102) культур клеток, апикальной меристемы (84), 

фрагментов гипокотиля (84, 91, 92, 94), семядолей (84), листьев (85, 89, 90, 

95) и плодов различной степени зрелости (85, 86, 89). При этом ЭТ варьи-

рует в широких пределах (от 1,2 до 80,0 %) в зависимости от вида транс-

формации (стабильная или транзиентная), особенностей генотипа, типа 

экспланта и многих других физиологических и физических факторов (см. 

табл. 1). Важно также отметить отсутствие универсальной методики опре-

деления ЭТ, в результате чего авторы предлагают кардинально разнящиеся 

способы расчета этого показателя (см. табл. 1, примечание), значения ко-

торого могут различаться даже на порядок.  

В 1995 году стабильные трансгенные растения томата и его дикорас-

тущего родственного вида S. pennellii Correll были впервые получены мето-

дом биобаллистической трансформации (83). Обстрелу подвергались клетки 

суспензионной культуры, которые впоследствии культивировали на пита-

тельной среде для индукции процессов морфогенеза с добавлением селек-

тивного агента — канамицина. В исследовании использовали вектор на ос-

нове дрожжевой хромосомы (YAC) и три типа плазмид, несущих гены uidA 

(gus) и nptII. Авторы продемонстрировали транзиентную экспрессию GUS 
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во всех случаях, однако число отобранных канамицин-устойчивых каллусов 

у дикого вида было значительно больше, чем у культурного сорта при со-

поставимом уровне транзиентной экспрессии. Отмеченный факт свидетель-

ствует о том, что стабильная трансформация генотип-специфична, и при-

чиной тому служит генетическая детерминированность различных геноти-

пов и соматических тканей к морфогенезу in vitro (10, 22, 105, 106). В целом 

генотипы представителей рода Solanum можно расположить в следующем 

порядке по морфогенетическому потенциалу: близкородственные дикие 

виды томата S. pimpinellifolium L., S. peruvianum L. и S. glandulosum (L.) Mo-

rong > S. lycopersicum L. (107); модельные генотипы, не имеющие практиче-

ского значения > коммерчески значимые сорта и гибриды F1 (10); сорта S. 
lycopersicum L. > гибриды F1 S. lycopersicum L. (108). 

В исследовании D. Ruma с соавт. (84) проведена оптимизация фи-

зических параметров биобаллистической трансформации при транзиентной 

экспрессии репортерного гена uidA (gus) в различных эксплантах томата ли-

нии IPA-3. Максимальная ЭТ, которая для апикальной меристемы, фраг-

ментов гипокотилей и семядолей составила соответственно 34,12; 36,56 и 

22,69 %, была достигнута при двукратном обстреле экспланта микрочасти-

цами с расстояния 7,5 см и давлении гелия 1100 psi (84). Кроме того, авторы 

изучили биологические факторы, влияющие на частоту транзиентной экс-

прессии репортерного гена. На один выстрел оптимальное количество плаз-

мидной ДНК составило 1,89 мкг из расчета на 1125 мкг микрочастиц. Ис-

пользование ДНК в избыточных концентрациях снижает ЭТ из-за слипания 

микрочастиц (109). Прекультивирование эксплантов снижало ЭТ вслед-

ствие потери механической прочности клеточных стенок у компетентных 

клеток. Аналогичные результаты наблюдали в случае предобработки экс-

плантов томата 0,3 М раствором маннитола (84). В другой работе, напротив, 

предобработка листьев и плодов томата осмотиком (12 % маннитолом) пе-

ред обстрелом приводила к 30-кратному повышению уровня экспрессии ге-

терологичного гена люциферазы (89). В исследовании L. Sun с соавт. (86) 
при обстреле вольфрамовыми частицами плодов томата разной степени зре-

лости «генной пушкой» Scientz GJ-1000 («Scientz», КНР), в которой избы-

точное давление достигается не гелием, а азотом, максимальная ЭТ была 

достигнута при однократном обстреле эксплантов микрочастицами (кон-

центрация ДНК — 0,83 мкг из расчета на один выстрел) с расстояния 6 см 

при давлении азота 1100 psi (86).  

Чтобы с высокой частотой (26,5 %) получить трансгенные растения 

томата со стабильно наследуемым геном из эксплантов гипокотиля G.A. Abu-

El-Heba с соавт. (91) предложили иные значения биобаллистической транс-

формации: концентрация ДНК — 1 мкг; двукратный обстрел микрочасти-

цами золота при расстоянии между макроносителем и стоп-экраном 6 и 

9 см соответственно для первого и второго выстрела; давление гелия — 

1350 psi (91). Указанные значения успешно применены в ряде исследова-

тельских работ для обстрела фрагментов гипокотилей, а также других типов 

растительной ткани томата (92, 93, 102) c учетом индивидуальных особен-

ностей состава питательной среды для индукции морфогенеза.  

Биобаллистическая трансформация — главный метод создания транс-

пластомных растений томата, которые впервые были получены в начале ХХI 

века на основе коммерческого сорта IAC-Santa Clara (28). Особенность та-

ких растений заключается в наследовании трансгена в поколениях по мате-

ринской линии. Отбор гомопластомных клеток и растений осуществляют 

на селективной питательной среде с добавлением спектиномицина в кон-

центрациях 300-500 мг/л (28, 90, 95) при фотопериоде 16/8 ч (день/ночь) и 
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пониженной освещенности (15 или 25 E) (28, 95). Экспрессия целевого 

гена наблюдалась в разных типах пластид: хлоропластах листа, в хромопла-

стах плодов и цветков (28). 

Т р а н с ф о р м а ц и я  in planta. Трансформация in planta позволяет 

получать трансгенные растения, минуя длительный и трудоемкий этап куль-

тивирования изолированных органов и тканей in vitro. Главные преимуще-

ства трансформации растений in planta — относительная простота и быст-

рота, поскольку эти методы не подразумевают оснащения лаборатории спе-

циализированным биотехнологическим оборудованием вследствие отсут-

ствия этапа культуры in vitro, тем самым исключая сомаклональную измен-

чивость (110, 111). Наилучшим материалом для трансформации in planta 

может считаться пыльца: ее можно получить в большом количестве, она 

содержит гаплоидные клетки и для трансформации можно применять прак-

тически любой из методов, апробированных ранее для трансформации про-

топластов и интактных клеток, — электропорацию, микроинъекцию, упа-

ковку ДНК в липосомы, биобаллистический метод, а также Agrobacterium-

опосредованную трансформацию (112).  

При прорастании трансформированной пыльцы in planta экзогенная 

ДНК попадает в зародышевый мешок с последующим возможным форми-

рованием трансгенного диплоидного зародыша (113, 114). Этот прием, по-

лучивший название метода пыльцевых трубок, или pollen tube pathway, был 

разработан и впервые применен в 1974 году на растениях семейства 

Solanaceae — Petunia hybrida Vilm. (115, 116) и Nicotiana glauca Graham (115), 

а также на растениях ячменя (117). Впоследствии с помощью метода пыль-

цевых трубок были также получены трансгенные растения хлопчатника 

(118), ячменя (119), ржи (120) и других сельскохозяйственных культур, в 

том числе различных генотипов томата (121-126). 

Первая работа, где была показана возможность генетической транс-

формации томата с использованием метода пыльцевых трубок, была опуб-

ликована в 1989 году (121). Продолжением этого исследования стали другие 

работы, в частности, были получены трансгенные гибриды S. lycopersicum L. 

сорта Факел и S. penelii Cor. (125). При этом генетическую трансформацию 

пыльцы и процесс опыления проводили одновременно. Свежевысушен-

ную пыльцу помещали в питательную среду с добавлением 15 % сахарозы, 

0,018 % борной кислоты и 0,04 % Ca(NO3)2, к которой затем добавляли 

раствор плазмидной ДНК. Сразу после добавления ДНК проводили опыле-

ние трансформированной пыльцой предварительно кастрированных и 

изолированных цветков. ЭТ, рассчитанная как отношение числа канами-

цин-устойчивых проростков, полученных из незрелых зародышей, к об-

щему числу трансформированных зародышей, составила 2,2 %. Соотно-

шение числа полученных из семян канамицин-устойчивых и канамицин-

чувствительных проростков составило 3:1, что доказывает их трансгенный 

статус и свидетельствует об однолокусной модели наследования трансгена. 

Сравнительно низкая эффективность трансформации методом pollen tube 

pathway в значительной степени связана с нуклеазной активностью про-

растающей пыльцы, в результате которой большая часть экзогенной ДНК 

деградирует (112).  

Другая модификация метода пыльцевых трубок, основанная на бо-

лее ранней работе Н.В. Турбина с соавт. (117), предполагает введение со-

держащего ДНК раствора в семязачаток уже оплодотворенного цветка. По-

сле опыления рыльце пестика удаляют и с помощью тонкой иглы вводят 

раствор, содержащий целевую последовательность ДНК (114). Этот метод 

также применялся для получения трансгенных растений томата (122-124). 
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Так, в работе R. Wang c соавт. (124) изучено влияние генотипа, концентрации 

плазмидной ДНК, а также компонентов буферного раствора для инъекции 

на ЭТ сортов томата Zhongshu 6, Liaoyuanduoli и Jinguan 9 при использова-

нии векторной конструкции, содержащей селективный ген bar, обусловли-

вающий устойчивость к фосфинотрицину, а также репортерный ген желтого 

флуоресцирующего белка (yfp). Авторами установлено отсутствие достовер-

ных различий по ЭТ между изученными сортами. При этом наибольший 

выход трансгенных растений обеспечивало добавление в раствор для инъ-

екции 600 нг/мкл плазмидной ДНК, а также 5 % сахарозы и 0,05 % сурфак-

танта Silvet-L-77 (124). Для описанной модификации метода pollen tube 

pathway критически значимы промежуток времени от опыления до транс-

формации и сохранность семязачатка при удалении пестика (123, 127). 

Установлено, что введение чужеродной ДНК следует осуществлять через 

24 ч после опыления; уменьшение продолжительности этого периода сни-

жает ЭТ (123). Что касается сохранности семязачатка, то применяются раз-

личные способы нарушения целостности пестика перед введением чуже-

родной ДНК, например полное удаление пестика перед инъекцией (123) 

либо удаление только его части (рыльца с частью столбика) (122). Вклад 

последнего фактора трудно оценить из-за низкой эффективности метода в 

целом. В зависимости от вышеперечисленных факторов ЭТ варьирует от 0,2 

(124) до 1,4 % (128).  

Разновидностью метода pollen tube pathway является агроинфильтра-

ция чужеродной ДНК в различные генеративные органы растений (129, 

130). Эффективность разных модификаций указанного метода достигает в 

среднем 3-4 %. Процедура активно используется для получения трансген-

ных растений арабидопсиса и других культур семейства Brassicaceae (131). 

Этот метод можно считать гибридным между pollen tube pathway и агробак-

териальной трансформацией. На томате обсуждаемый метод был успешно 

применен для введения генов LFY и GUS (132).  

Высокоэффективный протокол электропорации зрелых семян то-

мата был предложен в работе Z. Hilioti с соавт. (133) для доставки систем 

геномного редактирования. Стерилизованные семена инкубировали в тече-

ние 12 ч в темноте при пониженной температуре (10 С) в растворе с до-

бавлением 5 % сахарозы, 3 % H3BO3 и 1,3 мM Ca(NO3)2. Набухшие семена 

вакуумировали в буферном растворе (80 мM KCl, 5 мM CaCl2, 10 мM 

HEPES и 0,5 M маннитол) и выдерживали на льду в течение 1 ч. Электро-

порацию предобработанных семян проводили в присутствии буферного рас-

твора с добавлением плазмидной ДНК (из расчета 50 мкг на 200 мкл бу-

фера) в режиме трех импульсов длительностью по 4 мс каждый при напря-

женности поля 6,25 кВ/см. Авторами продемонстрировано, что 65 % расте-

ний томата, выращенных из трансфицированных семян, содержали различ-

ные мутации целевого гена, что свидетельствует об успешной трансформа-

ции зародышей используемым вектором, кодирующим нуклеазы ZFN, и их 

последующей экспрессии в электропорированных зародышах (133).  

Исполь зов ание  прямых  ме тодо в  г ен е тиче ской  т р анс -

формации  т ома т а  д л я  д о с т а в ки  си с т ем  г е но мно г о  р е д а к -

т иро в ани я. За последние 5 лет отмечается бум исследовательских работ, 

посвященных направленному внесению изменений в геном томата с помо-

щью систем геномного редактирования ZFNs (zinc-finger nucleases — нук-

леазы «цинковых пальцев»), TALEN (transcription activator-like effector 

nucleases — эффекторные нуклеазы, подобные активаторам транскрипции) 

и CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats — ко-

роткие палиндромные повторяющиеся элементы, расположенные группами 
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и равномерно удаленные друг от друга) (43, 134). В зависимости от приме-

няемой системы можно осуществлять различные варианты геномного ре-

дактирования — посредством нокаутных мутаций, возникающих в резуль-

тате инсерций или делеций части нуклеотидов в участке редактирования за 

счет негомологичного объединения репарируемых концов или посредством 

гомологичной рекомбинации; нокин-редактирование гена (knock-in) за счет 

введения экзогенных олигонуклеотидов или более протяженных фрагментов 

ДНК после внесения разрывов и последующей гомологичной рекомбинации; 

внесение точечных однонуклеотидных замен за счет дезаминирования азоти-

стых оснований (CBE — cytosine base editors, редактор оснований цитозина, 

ABE — adenine base editors, редактор оснований аденина). Механизмы дей-

ствия систем геномного редактирования ZFNs, TALEN, CRISPR/Cas, CBE 

и ABE подробно рассмотрены в ряде обзорных статей (135-139).  

На сегодняшний день различные методы редактирования генома то-

мата широко применяются в исследованиях как фундаментального (140), 

так и ярко выраженного прикладного характера, например с целью повы-

шения устойчивости растений к абиотическим (141, 142) и биотическим 

(143-146) стрессорам разной природы, повышения лежкости плодов и улуч-

шения их качества (147-152), а также для ускорения процесса доместика-

ции диких видов Solanum (153, 154). Доставка систем геномного редакти-

рования осуществляется преимущественно посредством агробактериальной 

трансформации векторными конструкциями, экспрессирующими эти си-

стемы. Прямые методы введения чужеродной ДНК для получения расте-

ний томата с редактированным геномом также занимают значимое место в 

этом списке (табл. 2).   

 

Так, с помощью систем TALEN и CRISPR/Cas9 и ПЭГ-Ca2+-опо-

средованной трансформации протопластов томата модельного сорта Micro-

Tom была осуществлена точная вставка промотора CaMV35S между промо-

торным и транскрибируемым участками гена ANT1, контролирующего био-

синтез антоцианов. Обусловленная конститутивным промотором сверх-

2. Прямые методы доставки систем геномного редактирования в растения томата 

Система  

редактиро-

вания 

Способ  

доставки 
Генотип  Ген Контролируемый  

признак  

Эффектив-

ность редак-

тирования, % 

Ссылка 

TALEN ПЭГ-Ca2+-опо-

средованная 

трансформация 

Micro-Tom 

 

ANT1 Ген, контролирующий 

биосинтез антоциана; при-

знак фиолетовой окраски  

7,28  (155) 

CRISPR/Cas9 ПЭГ-Ca2+-опо-

средованная 

трансформация 

Micro-Tom 

 

ANT1 Ген, контролирующий 

биосинтез антоциана; при-

знак фиолетовой окраски  

2,75-8,8 (155) 

ПЭГ-опосредо-

ванная транс-

формация 

Micro-Tom ССD7 

ССD8 

Гены, вовлеченные в био-

синтез стриголактона 

30 

90 

(156) 

ПЭГ-Ca2+-опо-

средованная 

трансформация 

Solanum per-

uvianum L. 

SpRDR6 

SpSGS3 

SpPR-1 

SpMlo1 

SpProSys 

Гены, опосредующие 

устойчивость к фитопато-

генам 

13,2 

8,3 

13,9 

63,6 

45,8 

(157) 

ZFNs Электропорация 

зародышей зре-

лых семян  

Heinz 1706 LIL4 Транскрипционный фак-

тор, контролирующий раз-

витие семядольных и 

настоящих листьев, а 

также цветение и созрева-

ние плодов  

65 (133) 

Prime editing Биобаллистика Micro-Tom NanoLucM Обратная мутация, восста-

навливающая активность 

люциферазы NanoLuc 

0,26a (158) 

П р и м е ч а н и е. a — эффективность транзиентной экспрессии.  
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экспрессия гена ANT1 способствовала эктопическому накоплению пиг-

мента в растительных тканях. В зависимости от типа генетической кон-

струкции и системы геномного редактирования ЭТ варьировала от 2,75 до 

8,8 %. Более двух третей инсерций трансгена оказались точными и ста-

бильно наследовались в Т1 семенном поколении согласно менделевскому 

расщеплению (155).  

ПЭГ-опосредованная доставка системы CRISPR/Cas9 в протопла-

сты томатов позволила провести редактирование двух генов каротиноид-

расщепляющих диоксигеназ (ССD7 и ССD8), вовлеченных в биосинтез 

стриголактона. При этом применили мультиплексирование, то есть одно-

временное нацеливание нескольких гидовых РНК на оба гена. Для транс-

фекции протопластов авторы использовали многокомпонентный буферный 

раствор, содержащий 12,5 % ПЭГ-4000. В результате из 50 случайно ото-

бранных каллусных агрегатов, образовавшихся в культуре протопластов, у 

одного (2 %) и пяти (10 %) выявили моноаллельные мутации (соответ-

ственно в генах CCD7 и CCD8), тогда как 13 (26 %) и 36 (72 %) каллусов 

содержали биаллельные мутации тех же генов (гомозиготное или гетерози-

готное состояние) (156).   

Y.C. Lin с соавт. (157) получили из культуры протопластов S. peruvi-
anum L. независимые регенеранты с точечными мутациями, внесенными 

CRISPR/Cas9 в следующие гены, продукты экспрессии которых обусловли-

вают устойчивость к фитопатогенам: SpRDR6 (РНК-зависимая РНК-полиме-

раза 6), SpSGS3 (супрессор сайленсинга гена 3) (два ключевых гена РНК-

сайленсинга, опосредующие защиту от вируса желтой курчавости листьев 

томата), SpPR-1 (pathogenesis-related protein-1), SpProSys (просистемин), а 

также SpMlo1 (один из представителей семейства генов локуса О, обуслов-

ливающий устойчивость к снежной плесени). В результате частота редакти-

рования в зависимости от гена варьировала в пределах 8,3-63,6 % (157).  

Использование зрелых зародышей семян томата сорта Heinz 1706 в 
качестве эксплантов для электропорации плазмидами с последовательно-
стью ZFN позволило получить независимые линии с редактированным геном 
LIL4, кодирующим транскрипционный фактор LEAFY COTYLEDON1-
LIKE4, который контролирует развитие семядольных и настоящих листьев, 
а также цветение и плодоношение. Установлено, что 65 % растений томата, 
выращенных из трансфицированных семян, содержали различные мутации 
целевого гена (133).  

Доставка систем геномного редактирования осуществляется также и 

с помощью биобаллистического метода. Примером служит редактирование 

генома томата сорта Micro-Tom посредством системы prime editing на ос-

нове нуклеазы Cas9, сшитой с обратной транскриптазой вируса лейкемии 

мышей (MuLV) и содержащей новый вариант гидовой РНК — prime editing 

guide RNA (pegRNA), которая не только направляет нуклеазу к нужному 

сайту ДНК, но и служит матрицей, кодирующей изменения (158). Эффек-

тивность редактирования генома с помощью этой технологии составила 

0,26 % (показатель оценивали посредством восстановленной транзиентной 

экспрессии люциферазы через 7 сут после обстрела микрочастицами).  

Итак, в настоящей обзорной статье рассмотрены различные прямые 

методы (химически опосредованная трансформация, микроинъекция, элек-

тропорация, биобаллистическая трансформация) введения чужеродной 

ДНК для получения трансгенных растений томата, а также факторы раз-

личной природы (физические, генетические и физиологические), влияю-

щие на эффективность этого процесса. Первые три метода характеризуются 

низкой эффективностью, в связи с чем не нашли широкого применения. 
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Наиболее распространенным прямым способом генетической трансформа-

ции томата служит биобаллистический метод, с помощью которого с раз-

ной эффективностью получают растения со стабильно наследуемой инсер-

цией трансгена как в ядерном, так и пластидном геноме. При этом следует 

отметить, что непосредственное сопоставление эффективности трансфор-

мации (ЭТ) не всегда возможно, поскольку разные авторы используют не-

одинаковые методики ее определения. Кроме того, в ряде исследователь-

ских работ ЭТ не представлена вовсе, поскольку, по-видимому, получен-

ные трансгенные растения томата были единичными или же задача опре-

деления ЭТ не ставилась. Следует отметить, что с широким развитием раз-

личных систем геномного редактирования прямые методы генетической 

трансформации томата используются все чаще, особенно при работе с 

культурой протопластов.  
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A b s t r a c t  
 

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most important food crop which is also widely used 

as a model plant in molecular genetic investigations of vegetative development and reproductive biology, 

plant resistance to abiotic and biotic stresses, plant-microbe association and symbiosis, etc., that have 

both basic and applied value. The production of transgenic tomato plants expressing foreign heterologous 

genes, as well as with induced silencing or knockout of their own genes, is an important part of modern 

plant physiology. There are two radically different approaches to introducing foreign DNA into the tomato 

genome. The first method is based on the natural mechanism of infection with plant-associated bacterial 

pathogen Agrobacterium sp. (A. tumefaciens. or A. rhizogenes), followed by T-DNA transfer and insertion 

into the plant genome (Agrobacterim-mediated transformation). The second approach is based on the 

direct introducing of foreign DNA into the plant cells through the plasma membrane by chemical (Ca2+, 

polyethylene glycol, PEG) or physical exposure (electrical impulse or excessive pressure) (direct methods 

of tomato genetic transformation). Transgenic tomato plants can be produced both by the classical tissue 

culture-based transformation procedure and in planta transformation. This review article discusses classi-

cal direct methods for introducing foreign DNA into the tomato genome (chemical-mediated transfec-

tion, protoplast electroporation, microinjection, biolistic transformation), and in planta transformation 

methods (pollen-tube pathway, electroporation of mature seed embryo). The review considers features of 

producing tomato plants both with transient transgene expression and stably inherited insertion into the 

nuclear or plastid genomes are considered. In addition, the factors affecting the efficiency of transfor-

mation are analyzed in detail. A separate section is devoted to the direct tomato genetic transformation 

methods for delivering various genome editing tools (ZFNs, TALEN, CRISPR/Cas, base editing, prime 

editing) that have become widespread in the past five years. 
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