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Анализировали компетентность к агробактериальной трансформации эмбри�
огенного каллуса, индуцированного из незрелых зародышей инбредных ли�
ний кукурузы Чи�31, Дк�443, Дк�675, Плc�61, и морфогенного каллуса, полу�
ченного из апикальных меристем побегов инбредных линий Л�250, Л�370,
Л�390, Л�391. После трансформации с использованием агробактериального
штамма LВА 4404, несущего вектор pBI121 или рСВ001 с геном неомицин�
фосфотрансферазы (nptII), наблюдалось формирование каллусов, устойчи�
вых к летальным дозам канамицина. Методом ПЦР�анализа показано нали�
чие гена nptII в ДНК Km�устойчивых каллусов линий Чи�31, Дк�675, Плc�61 и
Л�390. У Km�устойчивых каллусов происходила потеря или значительное сни�
жение морфогенетического потенциала.

Ключевые слова: кукуруза (Zea mays L.), культура ткани, Agrobacterium�опос�
редованная трансформация.

Введение. Несмотря на значительные успехи, достигнутые в обла(
сти молекулярной биотехнологии кукурузы (Zea mays L.), при ге(

нетической трансформации селекционно(ценных инбредных линий
возникают значительные трудности, связанные с интродукцией реком(
бинантных ДНК и реализацией морфогенетического потенциала.

Agrobacterium�опосредованная трансформация кукурузы – метод,
имеющий ряд преимуществ в сравнении с биолистическим методом,
с использованием которого созданы культивируемые в настоящее вре(
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мя трансгенные растения кукурузы.
Важнейшим преимуществом Agrobac�
terium�опосредованной трансформа(
ции перед методом микробомбарди(
ровки является возможность интегра(
ции единичных копий Т(ДНК в транс(
крипционно(активные области ядер(
ного генома, что обеспечивает реше(
ние проблемы гомолого(зависимого
молчания трансгенов и обеспечивает
их стабильную экспрессию в поколе(
ниях R1 и R2 [1(3].

При разработке системы методов
Agrobacter ium�опосредованной
трансформации критическим этапом
является перенос Т(ДНК в клетки рас(
тений. Для Zea mays предложен ряд
методов [3–8], которые с успехом при(
меняются для Agrobacterium�опосре(
дованной трансформации. Эти иссле(
дования показали перспективность
использования в качестве экспланта(
тов для трансформации апикальных
меристем побега и каллусов получен(
ных из незрелых зародышей. При этом
предпочтение оказывается экспланта(
там с высоким уровнем компетентно(
сти к Agrobacterium tumefaciens и вы(
раженным морфогенетическим потен(
циалом.

Целью данной работы был первич(
ный скрининг на компетентность к аг(
робактериальной инфекции эмбрио(
генного каллуса, индуцированного из
незрелых зародышей инбредных ли(
ний Чи(31, Дк(443, Дк(675, ПЛС(6, и
морфогенного каллуса, образованно(
го из апикальных меристем побегов
инбредных линий Л(250, Л(370, Л(390,
Л(391.

Материалы и методы
В работе использовали инбредные

линии: Чи(31, Дк(443, Дк(675, Плс(61,
любезно предоставленные Институ(
том зернового хозяйства УААН,

г. Днепропетровск, и Л(250, Л(370,
Л(390, Л(391 селекции Института фи(
зиологии растений и генетики НАН Ук(
раины, г. Киев.

Каллусные культуры Чи(31, Дк(443,
Дк(675, Плс(61 инициировали из не(
зрелых зародышей, выделенных на 12
— 14(й день после опыления. Для ин(
дукции эмбриогенного каллуса ис(
пользовали среду, на основе солей N6
[9] с добавлением 690 мг/л пролина,
100 мг/л гидролизата казеина, 10 мг/л
нитрата серебра и 1,3 мг/л 2,4(Д. Куль(
тивировали в темноте при 27°С с пе(
реносом на свежие питательные сре(
ды с периодичностью в 14 дней.

Agrobacterium�опосредованную
трансформацию проводили с исполь(
зованием штаммов LBA4404, несущих
векторы pBI121 или рСВ001 с генами
неомицинфосфотрансферазы (nptII) и
β(глюкуронидазы (uidA) под контролем
промотора нопалинсинтазы (nos) и
35S промотора вируса мозаики цвет(
ной капусты соответственно. Штаммы
Agrobacterium tumefaciens любезно
предоставлены Институтом экспери(
ментальной ботаники, АН Чешской
Республики и Институтом клеточной
биологии и генетической инженерии
НАН Украины. Ночную культуру A. tu�
mefaciens получали культивированием
на среде YEP [10] с добавлением 100
мг/л канамицина (Km) и 150 мг/л ри(
фампицина с использованием ротаци(
онного шейкера при температуре
27 °С. Для активации A. tumefaciens за
час перед трансформацией в суспен(
зию вводили ацетосирингон (3,5�
dimethoxy�4�hydroxyacetophenone, As)
в концентрации 200 μM. Трансформа(
цию инбредных линий Чи(31, Дк(443,
Дк(675 и ПЛС(61 проводили путём ко(
культивирования эмбриогенных каллу(
сов с A. tumefaciens (вектор pBI121).
После инокуляции каллусные культуры
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переносили на среду кокультивирова(
ния (соли и витамины N6, 690 мг/л про(
лина, 100 мг/л гидролизата казеина,
10 мг/л нитрата серебра, 2,2 мг/л пик(
лорама, 200 μM As), культивировали в
течение 2(3 дней в темноте при 27 °С.
Затем каллусные культуры переноси(
ли на селективную среду (соли и вита(
мины N6, 690 мг/л пролина, 100 мг/л
гидролизата казеина, 10 мг/л нитрата
серебра, 2,2 мг/л пиклорама, 100 мг/л
Km, 150 мг/л цефотаксима). Пассиро(
вание на свежие питательные среды
проводили каждые 10 дней в течение
месяца. После 30 дней культивирова(
ния на селективной среде, канамицин(
устойчивые каллусы переносили на
регенерационную среду (соли и вита(
мины N6, 690 мг/л пролин, 100 мг/л
гидролизата казеина, 10 мг/л нитрата
серебра, 100 мг/л Km, 150 мг/л цефо(
таксима), культивировали с 16(часо(
вым фотопериодом при температуре
27 °С.

Морфогенный каллус из апикаль(
ных меристем побегов 7(дневных эти(
олированных проростков размером 2(
3 мм (Л(250, Л(370, Л(390, Л(391) ин(
дуцировали на среде N6, селекцию
каллусных культур на Km�устойчивость
проводили по схеме, описанной выше.
При этом Agrobacterium�опосредован(
ную трансформацию проводили с ис(
пользованием штамма несущего век(
тор рСВ001.

Для ПЦР(анализа по гену ntpII было
отобрано пять Km(устойчивых каллу(
сов каждого генотипа после 30 дней
культивирования на селективной сре(
де. ДНК изолировали с использовани(
ем препарата DNAzol (Invitrogen
Corporation) в соответствии с инструк(
цией компании(производителя. Для
проведения ПЦР(анализа использова(
ли праймеры к гену nptII: nptIIF (5’( TGA
ATG AAC TGC AGG ACG AG(3’) и nptIIR

(5’( AGT GAC AAC GTC GAG CAC AG(3’)
компании Invitrogen Corporation, реак(
цию амплификации осуществляли со(
гласно рекомендациям фирмы изгото(
вителя. Продукты амплификации ана(
лизировали в 1,2% агарозном геле при
3(4 В/см в течение 1–2 часов [11].

Результаты и обсуждение
Традиционно методы Agrobacte�

rium�опосредованной трансформации
растений включают следующие этапы:
кокультивирование эксплантатов с
A. tumefaciens, элиминацию агробакте(
рий соответствующими антибиотика(
ми, отбор трансформированных тканей
на селективных средах и регенерацию
растений. На практике каждая из этих
стадий требует модификаций, повыша(
ющих эффективность процессов пере(
носа, интродукции Т(ДНК, а также ре(
генерации растений из трансформиро(
ванных тканей. Это, в частности, пред(
полагает идентификацию компетент(
ных к A. tumefaciens эксплантатов на(
ряду с разработкой эффективной сис(
темы регенерации.

Результаты экспериментов по изу(
чению инбредных линий Чи(31, Дк(
443, Дк(675 и Плс(61 указывают на вы(
раженный эмбриогенный потенцал
этих генотипов (рис. 1). В то время как
для линий Л(250, Л(370, Л(390, Л(391
морфогенный каллус удалось полу(
чить исключительно из апикальных
меристем побегов, причем каллусооб(
разование происходило с низкой час(
тотой.

Agrobacterium�опосредованная
трансформация с использованием
каллусных культур указанных геноти(
пов проводилась в соответствии с из(
вестными методиками [5–7] с неболь(
шими модификациями, в результате
чего были получены Km�устойчивые
каллусные линии (табл. 1, 2). Следует
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отметить, что для селекции каллусных
культур по устойчивости к канамици(
ну для всех изучаемых генотипов дос(
таточной была концентрация антиби(
отика, равная 100 мг/л. Каллусные
культуры, которые на селективной
среде с летальной дозой антибиотика
продолжали рост и сохраняли способ(

ность к дифференциации, рассматри(
вались нами как Km�устойчивые. Та(
ким образом были получены Km�ус(
тойчивые каллусы линий Чи(31, Дк(
443, Дк(675, Плс(61, Л(390 и Л(391.
Что касается Л(250, Л(370, то для этих
линий Km�устойчивых каллусов полу(
чено не было.

В

Рис. 1. Эмбриогенный каллус, индуцированный из незрелых зародышей растений кукурузы (А) и час(
тота его образования (Б)

Таблица 1. Селекция на устойчивость к канамицин сульфату эмбриогенного каллуса, ин(
дуцированного из незрелых зародышей кукурузы

Инбредная
линия

Количество эмбриогенных
каллусов

Количество
Km-устойчивых каллусов

Количество
Km-устойчивых каллусов, %

Чи-31 225 182 80,9 ± 2,6*
Дк-443 262 143 54,6 ± 3,1*
Дк-675 111 42 37,8 ± 4,6*
Плc-61 125 98 78,4 ± 3,7

Примечание: *— достоверно при уровне значимости 0,05.

Таблица 2. Селекция на устойчивость к канамицину морфогенного каллуса, индуцирован(
ного из апикальных меристем побегов кукурузы

Инбредная линиия Каллусообразование, % Количество канамицин-устойчивых
каллусных линий, %

Л-390 22,5 ± 2,3* 11,1 ± 2,1
Л-391 13,3 ± 1,9* 8,0 ± 1,7

Примечание: *— достоверно при уровне значимости 0,05.
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации гена nptII для KmУК инбредных линий Чи(31
(А), Дк(443 (В), Дк(675 (С), Плс(61 (D): 1 – маркер молекулярных масс (DNA Molecular Weight Marker X,
0.07(12 т.п.н.); 2–6 – ДНК Km�устойчивых каллусов. Размер ампликона – 86 п.н.; 7 – негативный конт(
роль

       1             2

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации гена nptII для
Km�устойчивых каллусов инбредной линии Л(390: 1 – маркер молеку(
лярных масс; 2 – ДНК Km�устойчивых каллусов. Размер ампликона –
86 п.н.

Каллусные линии, идентифициро(
ванные как Km�устойчивые, были слу(
чайным образом отобраны для ПЦР(
анализа по гену nptII. Данные молеку(
лярно(генетического исследования
свидетельствуют в пользу переноса
Т(ДНК в клетки и, возможно, её интег(
рации в ядерный геном инбредных ли(
ний Чи(31, Дк(675, Плс(61 и Л(390
(рис. 2, 3).

Дальнейшее культивирование по(
лученных каллусных культур на Km�со(
держащей среде привело к резкому
снижению морфогенетического по(
тенциала каллусных тканей Дк(443,
Дк(675 и ПЛС(61 и лишь каллусы ге(
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нотипа Чи(31 проявляли способность
к побегообразованию с частотой око(
ло 8%. Мы предполагаем, что снижение
регенерационной способности может
быть связано с влиянием канамицина,
о чем сообщалось ранее [7]. Интерес(
но, что, несмотря на подтверждение
факта интеграции Т(ДНК в геном
ДК(675 методом ПЦР(анализа, эти кал(
лусные линии в ходе дальнейшего куль(
тивирования проявили наименьший
уровень устойчивости, что выражалось
в развитии некротических процессов
для подавляющего большинства куль(
тивируемых тканей. Мы предполагаем,
что причиной этого могут послужить
эпигенетические изменения, связан(
ные как с транскрипционным либо по(
сттранскрипционным молчанием инт(
родуцированных генов, так и с процес(
сами апoптоза, индуцированными вза(
имодействием с A.tumefaciens [12], од(
нако справедливость такого утвержде(
ния могут подтвердить лишь дальней(
шие исследования. Понимание этих
процессов позволит разработать более
эффективные подходы с использова(
нием методов Agrobacterium�опосре(
дованной трансформации кукурузы.

Выводы
Показана возможность Agrobacte�

rium�опосредованной трансформации
каллусных культур инбредных линий
кукурузы, индуцированных из незре(
лых зародышей линий Чи(31, Дк(675,
Плс(61 и апикальных меристем побе(
гов линии Л(390.

Установлена различная способ(
ность Agrobacterium tumefaciens к вве(
дению Т(ДНК в клетки эмбриогенного
и морфогенного каллусов, индуциро(
ванных из эксплантатов тестируемых
линий кукурузы.

Летальная доза антибиотика кана(
мицина негативно влияет на процесс

индукции регенерации из эмбриоген(
ного каллуса линий Чи(31, Дк(675,
Плс(61, Л(390.

Работа выполнена при поддержке
Международного Вышеградского
фонда (International Visegrad Fund,
Kralovske udolie 8, 811 02 Bratislava,
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КОМПЕТЕНТНІСТЬ
ДО АГРОБАКТЕРІАЛЬНОЇ
ТРАНСФОРМАЦІЇ КАЛЮСНИХ КУЛЬТУР,
ОТРИМАНИХ ІЗ НЕЗРІЛИХ ЗАРОДКІВ
ТА АПІКАЛЬНИХ МЕРИСТЕМ ПАГОНІВ
ІНБРЕДНИХ ЛІНІЙ КУКУРУДЗИ
(ZEA MAYS L.)

Д.Є. Струнін1, О.Є. Абраімова2, Л. Перрі3,
О.М. Тищенко1
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Інститут зернового господарства ААН
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вул Дзержинського, 13
3
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Аналізували компетентність до агробакте(
ріальної трансформації ембріогенного ка(
люсу, індукованого із незрілих зародків
інбредних ліній Чі(31, Дк(443, Дк(675, Плc(
61, та морфогенного калюсу, отриманого
із апікальних меристем пагонів інбредних
ліній Л(250, Л(370, Л(390, Л(391 кукуруд(
зи (Zea mays L.). При використанні агробак(
теріального штаму LВА 4404, який містить
вектор PBI121 або рСВ001 із геном нео(
міцинфосфотрансферази (nptII), спостер(
ігали формування калюсних ліній, стійких
до летальних доз канаміцин сульфату
(KmСК). Методом ПЛР показано наявність
гена nptII в ДНК Km(резистентних калюсів

ліній Чі(31, Дк(675, Плc(61 и Л(390. У Km(
резистентних калюсів спостерігали втрату
або значне зменшення морфогенетичного
потенціалу. Отримані дані свідчать про ге(
нотипову залежність інтродукції Т(ДНК в
клітини різних калюсних культур.

Ключові слова: кукурудза (Zea mays L.),
культура тканин, Agrobacterium�опосеред(
кована трансформація.

COMPETENCE TO AGROBACTERIAL
TRANSFORMATION OF CALLUS
CULTURES, OBTAINED FROM IMMATURE
EMBRYOS AND APICAL MERISTEM
OF SHOOTS OF INBRED LINES OF CORN
(ZEA MAYS L.)

D. E. Strunin1, O.E. Abraimova2, L. Perri3,
E.N. Tichshenko1

1
 Institute of Plant Physiology and Genetics,

NAS of Ukraine,
Ukraine, 03022, Kyiv, 31/17 Vasylkivska Str.,
e(mail: oltyko@gmail.com
2
Institute of grain growing of Agricultural

Academy of Science of Ukraine,
Ukraine, 49600, Dnepropetrovsk, 13 st.
Dzerzhinskay
3
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The competence to agrobacterial transforma(
tion of embryogenic calli induced from imma(
ture embryos of inbred lines Chi(31, Dk(443,
Dk(675, Pls(61 as well as morphogenic calli
from shoot apical meristem of inbred lines L(
250, L(370, L(390, L(391 were studied. Us(
ing agrobacterial strain LВА 4404 harboring
the vector PBI121 or рСВ001 with gene neo(
mycin phosphotransferase II (nptII) the forma(
tion of саlli lines resistant to lethal dose of
kanamycin were observed. Presence of nptII
gene in DNA of Km(resistant calli of Chi(31,
Dk(675, Pls(61, Л(390 by PCR have been
shown. The loss or considerable decrease of
morphogenic potential of Km(resistant calli
took place. These data have been shown gen(
otypic dependence of T(DNA transfer in cell
of different calli cultures.

Key words: corn (Zea mays L.), callus cul(
tures, Agrobacterium–mediated transforma(
tion.


