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Мета. Оптимізація умов генетичної тран-

сформації нових перспективних генотипів ози-

мої м’якої пшениці. Методи. Agrobacterium-

опосередкована трансформація в культурі 

in vitro. Результати. За використання штамів 

LBA4404 та AGL0 досліджено вплив оптичної 

щільності клітин агробактеріальної суспензії, 

концентрації антибіотика цефотаксиму, трива-

лості кокультивування на частоту отримання 

канаміцинстійких регенерантів нових генотипів 

озимої пшениці за генетичної трансформації 

калюсних культур. З’ясовано, що (залежно від 

штаму) найбільш оптимальною є концентрація 

агробактерій 0,2-03 опт. од., тривалість кокуль-

тивування протягом 2–3-х діб та використання 

цефотаксиму у концентрації 250–500 мг/л.  

Висновки. Підібрано оптимальні параметри 

проведення Agrobacterium-опосередкованої тра-

нсформації калюсних культур нових перспекти-

вних генотипів озимої м’якої пшениці. 

Ключові слова: Triticum aestivum, 

Agrobacterium-опосередкована трансформація, 

калюсні культури. 

 

В останні десятиліття спостерігається ши-

роке використання різноманітних підходів для 

введення екзогенної ДНК у пшеницю. Для пе-

редачі рекомбінантної ДНК у різних видів цієї 

культури використовується декілька методич-

них підходів. Генетична трансформація може 

бути опосередкована природним біологічним 

вектором, наприклад, Agrobacterium tumefaciens 

або прямою системою доставки гена (біобаліс-

тична трансформація, електропорація, мікро-

ін’єкції, лазери, Ca2+-залежна трансформація за 

наявності поліетиленгліколю, використання во-

локон карбіду кремнію і наночастинок стільни-

кового мезопористого кремнезему (MSN систе-

ма), яка використовує фізичні, електричні або 

хімічні засоби для доставки генів інтересу. Най-

більш поширеними методами є бомбардування 

мікрочастинками і спільне кокультивування з 

Agrobacterium tumefaciens [1].  

Використання біологічного способу дос-

тавки ДНК за допомогою Agrobacterium має пе-

реваги в інтеграції: дозволяє вводити порівняно 

велику генетичну конструкцію, забезпечує 

включення в геном реципієнта обмеженого чис-

ла копій чужорідного гена з високою ефективні-

стю і призводить до мінімальних порушень у 

його послідовності, що зазвичай відбувається за 

фізичного способу доставки ДНК і потенційно 

призводить до меншої кількості проблем, 

пов’язаних із косупресією і нестабільністю тра-

нсгена [2]. Проте використання цього методу 

ускладнене тим, що для його ефективного за-

стосування наявні методики потребують вдос-

коналення та адаптації для роботи з конкретним 

рослинним об’єктом. Розробка відповідного ме-

тоду Agrobacterium-опосередкованої трансфор-

мації – дуже складне завдання, тому що важли-

во розуміти вагу усіх чинників, які впливають 

на доставку Т-ДНК в клітини, з яких може бути 

регенерована рослина. Після регенерації необ-

хідні подальші аналізи для перевірки інтеграції 

та стабільності Т-ДНК і підвищення ефективно-

сті трансформації. Визначено декілька факторів, 

які впливають на ефективність Т-ДНК доставки: 

первинні експланти; штами Аgrobacterium, век-

торні плазміди, щільність суспензії клітин Agro-

bacterium, склад живильних середовищ; умови 

трансформації зокрема такі, як температура і 

час прекультивування, інокуляції та кокульти-

вування; наявність поверхнево-активних речо-

вин або індукційних агентів за інокуляції та ко-

культивування; антибіотики або селективні ма-

ркери [3–7]. Крім того, значні труднощі 

пов’язані з тим, що клітини м’якої пшениці ма-

ло сприйнятливі до дії агробактерії. Тому роз-

робка ефективної методики трансформації пше-

ниці за допомогою A. tumefaciens є актуальною 

задачею. У зв’язку з цим метою нашої роботи 

була оптимізація умов проведення Agrobacte-

rium-опосередкованої трансформації морфоген-

них калюсів нових перспективних генотипів 

озимої м’якої пшениці. 
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Матеріали і методи 

У дослідженнях використовували 4 нових 

перспективних генотипи озимої м’якої пшениці 

(УК 065; УК 95; УК 209; УК 322). Для трансфо-

рмації застосовували калюси, індуковані з апі-

кальних меристем 3-добових стерильних проро-

стків, попередньо вирощених in vitro [8]. Калю-

сні культури культивували на середовищі МС із 

додаванням 2 мг/л 2,4-Д.  

Agrobacterium-опосередковану трансфор-

мацію проводили з використанням векторної 

конструкції pBi2E, яка містить дволанцюговий 

РНК-супресор гена проліндегідрогенази (pdh) та 

nptII – ген неоміцинфосфотрансферази II E. coli 

(штами LBA4404 та AGL0), люб’язно наданої 

чл.-кор. РАН, д. б. н. А. В. Кочетовим (Інститут 

цитології і генетики СВ РАН, м. Новосибірськ). 

Нічну культуру A. tumefaciens отримували за 

культивування на середовищі LB з додаванням 

рифампіцину (50 мг/л) та канаміцину (100 мг/л). 

Для кокультивування використовували суспен-

зію агробактерії оптичною щільністю 

OD660 = 0,1–0,8. Кокультивування тривало 1–5 

діб. Подальша елімінація агробактерії проводи-

лася за допомогою антибіотика цефотаксиму в 

концентрації 100–800 мг/л. У якості селективно-

го агента використовували антибіотик канамі-

цин у концентрації 50 мг/л. Калюси висаджува-

ли на регенераційне середовище і культивували 

до отримання пагонів. Стійкі до канаміцину ро-

слини-регенеранти добирали протягом 2 паса-

жів методом прямої селекції. Канаміцинстійки-

ми вважали регенеранти, що утворилися за дії 

селективного чинника, зберігали зелене забарв-

лення та нормально росли і розвивалися на се-

лективному середовищі.  
Екстракцію ДНК проводили з листя з ви-

користанням комплекту реагентів «ДНК-сорб-

С» (ФБУН ЦНДІ Росспоживнагляду, Росія). 

Концентрацію і чистоту ДНК визначали спект-

рофотометрично. Для аналізу рослин на прису-

тність чужорідних генів застосовували метод 

ПЛР. Наявність гена pdh визначали з викорис-

танням праймерів до першого екзону  

5'-AACAAACTGGATCCGGCGATCTTAC-3' 

(pdh-exF) і 5'-GAGATGTTGGTCTAGATT-

TGGCAGC-3' (pdh-exR). ПЛР проводилася на 

ампліфікаторі Mastercycler Personal 5332 

Eppendorf згідно з програмою: початкова дена-

турація за 94 °С 4 хв; 35 циклів (денатурація 94 

°С – 30 с, відпал 58 °С – 45 с, елонгація 72 °С – 

45 с) і фінальна елонгація 72 °С – 10 хв. Очіку-

вана довжина амплікону становить 545 п.н. Та-

кож визначали наявність гена nptII з викорис-

танням праймерів 5'- 

5'-AGGCTATTCGGCTATGA-CTG-3' (F) 

та 5'-CAAGCTCTTCAGCAA-TATCACG-3'(R) за 

такою програмою: початкова денатурація за 94 

°С 4 хв; 35 циклів (денатурація 94 °С – 30 с, від-

пал 54 °С – 30 с, елонгація 72 °С – 35 с) та фіна-

льна елонгація 72 °С – 10 хв. Очікувана довжи-

на амплікона складає 700 п. н. 

 

Результати та обговорення 

Одним із найбільш визначальних факто-

рів, що впливає на ефективність Agrobacterium-

опосередкованої трансформації рослин, є вибір 

відповідного типу експланта. Для успішного 

отримання трансгенної пшениці були випробу-

вані різні типи експлантів. Cheng і співавт. [9] 

повідомили про стабільну трансформацію сві-

жих виділених незрілих зародків, прекультиво-

ваних незрілих зародків та ембріогенного калю-

су та підтвердили успішну передачу екзогенних 

генів у наступні покоління рослин. Крім того, 

були випробувані деякі інші експланти, зокрема 

такі, як проростки 1–4 добового віку [10], апіка-

льні меристеми зародків сухого насіння [11], 

базальні частини листя [12]. Останнім часом 

значно зріс інтерес до апікальної меристеми па-

гонів як найбільш перспективного експланта 

для злакових культур [13], оскільки його пере-

вагою є можливість подолання генотипічних 

особливостей форм, що характеризуються низь-

ким регенераційним потенціалом, а також мож-

ливість отримання значної кількості вихідного 

матеріалу за короткий час. Протягом останнього 

десятиліття вчені успішно працюють з апексами 

пагонів проростків кукурудзи, вівса, сорго, про-

са, пшениці та ячменю для розробки ефектив-

них і менш залежних від генотипу систем реге-

нерації зернових [13–16]. Нами вперше для ге-

нетичної трансформації пшениці був випробу-

ваний морфогенний калюс, отриманий з апіка-

льних меристем 3-х добових стерильних проро-

стків, попередньо вирощених in vitro [17]. 

Отримані калюси зберігають життєздатність та 

морфогенну активність довше (в середньому на 

3 пасажі) порівняно з культурами іншого похо-

дження та достовірно не поступаються частоті 

регенерації з калюсу, індукованого з незрілих 

зародків.  

Експериментальними дослідженнями до-

ведено, що оптимальна щільність клітин агро-

бактеріальної суспензії для різних штамів, куль-

тур та генотипів знаходиться в діапазоні від 0,1 
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до 2,0 [18]. Для пшениці встановлено, що найбі-

льша частота трансформації 4,1−12,5 % відбува-

ється під час використання різних штамів за 

OD600 = 0,2−1,0 [19]. Нами було проаналізовано 

різну оптичну щільність суспензії клітин агро-

бактерії: від 0,1 до 0,8 опт. од. Для кожної кон-

центрації було використано по 200 експлантів. 

Найбільш оптимального результату для штаму 

LBA4404 було досягнуто за використання су-

спензії клітин агробактерії з оптичною щільніс-

тю 0,3 опт. од., а для штаму AGL0 − 0,2 опт. од. 

(рис. 1). За такої оптичної щільності в подаль-

шому вдавалося практично у всіх калюсів про-

вести елімінацію агробактерії та отримати, по-

рівно з іншими умовами, більшу кількість кана-

міцинстійких регенерантів. При цьому вихід 

канаміцинстійких регенерантів не перевищував 

5,0 %. Збільшення концентрації бактерій у сере-

довищі спричиняло появу некротичних плям, а 

також сповільнення росту та розвитку пагонів; 

крім того, значно ускладнювалася подальша 

елімінація бактерій та регенерація рослин. За-

стосування суспензії агробактерій з оптичною 

щільністю менше 0,2 опт. од. сприяло утворен-

ню псевдостійких рослин із кількома зовнішні-

ми зеленими листками, але наступні листки фо-

рмувалися безбарвними.  
Значною мірою на вбудовування ДНК 

впливає тривалість кокультивування калюсів з 

агробактерією. Оптимальний результат для 

штаму LBA4404 було отримано за кокультиву-

вання калюсів з агробактерією протягом 3-х діб, 

у той час як для штаму AGL0 найефективнішим 

результатом виявилися 2 доби (рис. 2). За такої 

тривалості кокультивації понад 50 % калюсів 

зберігали морфогенетичний потенціал. Збіль-

шення тривалості експозиції понад 3 доби в по-

дальшому унеможливило повну елімінацію аг-

робактерії. При цьому спостерігалася поступова 

загибель калюсів внаслідок негативного впливу 

бактеріального забруднення. За кокультивуван-

ні менше оптимального періоду спостерігалося 

зниження частоти утворення канаміцинстійких 

регенерантів, що, ймовірно, пов’язано з невели-

кою кількістю трансформованих клітин кожного 

калюсу.  

Елімінацію агробактерії здійснювали за 

допомогою антибіотика цефотаксиму в концен-

трації 100−800 мг/л. Виявлено позитивний 

вплив цього антибіотика на морфогенез у куль-

турі апікальних меристем пагонів і зрілих заро-

дків пшениці [20]. Проте, зі збільшенням конце-

нтрації цефотаксиму в живильному середовищі, 

збільшується негативний вплив на калюсні тка-

нини, а саме на утворення соматичних зародків. 

Найбільший вихід регенерантів спостерігався за 

концентрації цефотаксиму 250−500 мг/л, залеж-

но від штаму агробактерії (рис. 3).  

 

 
Рис. 1. Залежність індукції канаміцинстійких регенерантів від оптичної щільності клітин агробактеріаль-

ної суспензії: А – штам LBA4404; Б – штам AGL0. 
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Рис. 2. Залежність індукції канаміцинстійких регенерантів від тривалості кокультивації: А – штам 

LBA4404; Б – штам AGL0. 

 

 
 

 
Рис. 3. Вплив концентрації цефотаксиму на частоту появи канаміцин-стійких регенерантів сорту Зимояр-

ка. А – штам LBA4404; Б – штам AGL0. 

 

Концентрація антибіотика 100 мг/л ви-

явилася недостатньою для пригнічення бакте-

рій. Відбувався активний ріст бактеріальних 

колоній та загибель калюсів. За збільшення 

концентрації антибіотика понад оптимум зрос-

тав негативний вплив цефотаксиму на культуру 

калюсів, що призводило до зменшення виходу 

рослин-регенерантів. 
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Таблиця. Частота трансформації морфогенних калюсів м’якої пшениці 

Генотип 
Штам  

агробактерії 

Кількість канаміцинстійких пагонів 
Кількість трансгенних 

регенерантів 

шт. % шт. % 

УК065 
LBA 4404 4 2,0 2 1,0±0,7 

AGL0 4 2,0 2 1,0±0,7 

УК095 
LBA 4404 6 3,0 4 2,0±1,0 

AGL0 7 3,5 5 2,5±1,1 

УК209 
LBA 4404 8 4,0 5 2,5±1,1 

AGL0 10 4,5 6 3,0±1,2 

УК322 
LBA 4404 6 3,0 3 1,5±0,9 

AGL0 6 3,0 4 2,0±1,0 
Примітка. * – кількість трансформованих калюсів для кожного генотипу склала 200 шт. 

 

Згідно з оптимізованим протоколом була 

проведена Agrobacterium-опосередкована тран-

сформація калюсних культур нових перспекти-

вних генотипів озимої м’якої пшениці, отримані 

канаміцинстійки регенеранти та здійснено мо-

лекулярно-генетичний аналіз рослин на наяв-

ність елементів векторної конструкції. Наяв-

ність першого екзона гена проліндегідрогенази 

була виявлена у 2–6 регенерантів залежно від 

генотипу (табл.). Додатково всі зразки, у яких 

підтверджено наявність гена pdh, перевірялися 

на наявність гена nptII. Результат аналізу засві-

дчив, що названий ген був у всіх досліджуваних 

зразках (рис. 4). 

Нами також контролювалася відсутність 

домішок A. tumefaciens у досліджуваних зразках 

за геном vir С. За результатами аналізу в зразках 

ДНК отриманих рослин зафіксовано відсутність 

агробактеріального зараження. 

Висновки 

Оптимізовано умови кокультивації та елі-

мінації бактерій за Agrobacterium-

опосередкованої трансформації калюсних куль-

тур м’якої пшениці за використання штамів 

LBA4404 та AGL0. Виявлено залежність опти-

мальної щільності клітин суспензії агробакте-

рій, тривалості кокультивування калюсів з агро-

бактерією та концентрації антибіотика цефотак-

симу від використаного штаму агробактерій. 

З’ясовано, що (залежно від штаму) найбільш 

оптимальною є концентрація агробактерій 0,2-

03 опт. од., тривалість кокультивування калюсів 

з агробактерією протягом 2–3-х діб та викорис-

тання антибіотика цефотаксиму у концентрації 

250–500 мг/л. За таких умов понад 50 % калюсів 

зберігали морфогенний потенціал.  

 

 
Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК рослин-регенерантів із праймерами до генів:  

а – 1екзону гена pdh арабідопсису; б – nptII; в – Vir C. Доріжки 1–10 – досліджувані зразки, К- – негативний 

контроль – ТЕ буфер, К+ – позитивний контроль – ДНК Agrobacterium tumefaciens штаму AGLO з генетичною 

конструкцією pBi2Е, М – маркер молекулярної маси DNA LadderMix. 
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OPTIMIZATION OF AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION OF PERSPECTIVE WINTER 

WHEAT GENOTYPES IN VITRO 

Aim. Optimization of conditions for genetic transformation of new perspective winter wheat genotypes. Methods. 

Agrobacterium-mediated transformation in culture in vitro. Results. The influence of the optical density of cells of the 

agrobacterial suspension, the concentration of the antibiotic cefotaxime, the duration of coculture on the frequency of 

obtaining kanamycin-resistant regenerants of new winter wheat genotypes by genetic transformation of callus cultures 

were investigated using LBA4404 and AGL0 strains. It is shown that depending on the strain the most optimal is the 

concentration of agrobacteria 0.2-03 o.d, duration of coculture for 2-3 days and the use of cefotaxime at a concentration 

of 250-500 mg/l. Conclusions. The optimal parameters for conducting Agrobacterium-mediated transformation of 

callus cultures of new perspective winter wheat genotypes were selected. 

Keywords: Triticum aestivum, Agrobacterium-mediated transformation, callus cultures. 
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