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Мета. Оптимізація умов проведення ге-

нетичної трансформації нових перспективних 

генотипів озимої м’якої пшениці та отримання 

трансгенних рослин. Методи. Agrobacterium-

опосередкована трансформація в культурі in 

vitro з використанням калюсних культур.  

Результати. Досліджено вплив оптичної щіль-

ності клітин агробактеріальної суспензії, конце-

нтрації антибіотика цефотаксиму, тривалості 

кокультивування на частоту отримання канамі-

цинстійких регенерантів нових генотипів озимої 

пшениці за генетичної трансформації калюсних 

культур. Шляхом Agrobacterium-опосередкова-

ної трансформації морфогенних калюсів нових 

перспективних генотипів озимої м’якої пшениці 

отримано рослини-регенеранти у геномі яких 

виявлено повне вбудовування генетичної конс-

трукції, що містить трансгени oat та nptII.  

Висновки. Оптимізовані умови проведення 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

калюсних культур нових перспективних гено-

типів озимої м’якої пшениці та отримані транс-

генні рослини з цільовим геном орнітин-д-

амінотрансферази.  
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Agrobacterium-опосередкована трансформація, 

калюсні культури, ген орнітин-д-

амінотрансферази.  

 

Пшениця є однією з основних продоволь-

чих культур світу, яка вирощується на більш 

ніж 17 % орних земель і споживається приблиз-

но 40 % населення світу [1]. Поширеність цієї 

культури зумовлена її високою біологічною 

пластичністю щодо екологічних умов і, перш за 

все, високою поживністю зерна, з якого отри-

мують багато харчових продуктів. Незважаючи 

на загалом зростаючу тенденцію виробництва 

пшениці в світі, кліматичні зміни, що призво-

дять до значних температурних перепадів, не-

передбачуваних опадів або посух та появи но-

вих рас патогенів і шкідників, неабияк познача-

ються на її врожайності. Поява нових загроз і 

кліматичних змін вимагає більш швидкого реа-

гування на створення сортів, стійких до екстре-

мальних факторів довкілля. Роботи з генетичної 

трансформації різних видів Triticum проводять-

ся в багатьох лабораторіях світу з використан-

ням різних експлантів і бінарних векторів, про-

моторів і генів, що беруть участь у відповіді на 

біотичні і абіотичні стресові чинники. Метод 

трансформації, опосередкований Agrobacterium 

tumefaciens, є найвідомішим і часто використо-

вується для створення трансгенних рослин пше-

ниці в основному завдяки таким перевагам, як 

проста інтеграція, менша трудомісткість і еко-

номічна ефективність [2, 3]. Проте використан-

ня цього методу ускладнене тим, що для його 

ефективного застосування чинні методики пот-

ребують вдосконалення та адаптації для роботи 

з конкретним рослинним об’єктом.  
Ген орнітин-д-амінотрансферази кодує 

фермент ОАТ (КФ 2.6.1.13), що каталізує пере-

несення дельта-аміногрупи орнітину на альфа-

кетоглутарат з утворенням пірролін-5-

карбоксилату (П5К) та глутамату [4], і задіяний 

у системі взаємоперетворень таких амінокислот, 

як аргінін, орнітин, глутамат і пролін. Метабо-

лізм цих амінокислот пов’язаний з фіксацією, 

накопичення і ремобілізацією азоту, формуван-

ням і проростанням насіння, стійкістю до різних 

абіотичних стресів, регуляцією процесів розви-

тку [5–7]. Тривалий час вважалося, що орнітин-

д-амінотрансфераза бере участь у синтезі пролі-

ну під час стресу [8], проте багато дослідників 

спростовують це твердження і постулюють, що 

ген oat регулює деградацію орнітину і пов’язані 

із системою рециркуляції азоту [5]. Деякі дані 

свідчать про участь гена oat в інших життєво 

важливих клітинних процесах [9]. Потенційно 

орнітин-д-амінотрансфераза може бути важли-

вим регулятором клітинного метаболізму, оскі-

льки реакція, що каталізується цим ферментом, 

пов’язує кілька біохімічних систем: цикл сечо-

вини, цикл накопичення і деградації проліну і 

шлях біосинтезу поліамінів.  
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Введення екзогенного гена орнітин-д-

амінотрансферази в геном пшениці є одним із 

перспективних методів створення стійких до 

несприятливих умов рослин. Встановлено, що 

його надекспресія підвищувала рівень стійкості 

рослин рису і тютюну до водного дефіциту та 

засолення [8, 10]. У зв’язку з цим метою нашої 

роботи була оптимізація умов проведення 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

морфогенних калюсів нових перспективних ге-

нотипів озимої м’якої пшениці та отримання 

генетично-модифікованих рослин із гетерологі-

чним геном орнітин-д-амінотрансферази. 

 

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 брали калюси, індуковані з апікальних 

меристем 3-добових стерильних проростків, по-

передньо вирощених in vitro [11]. Калюсні куль-

тури культивували на середовищі МС з дода-

ванням 2 мг/л 2,4-Д. Agrobacterium-

опосередковану трансформацію проводили з 

використанням штаму AGLO, що містить бінар-

ний вектор pBi-ОАТ з цільовим геном орнітин-

д-амінотрансферази Medicago truncatula та се-

лективний – неоміцинфосфотрансферази II 

(nptII) E. coli. Ця конструкція люб’язно надана 

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

цитології і генетики Сибірського відділення 

РАН, м. Новосибірськ.  

Нічну культуру A. tumefaciens отримували 

за культивування на середовищі LB з додаван-

ням рифампіцину 50 мг/л та канаміцину 100 

мг/л. Для кокультивування використовували 

суспензію агробактерії оптичною щільністю 

OD600 = 0,1–0,5. Калюс обробляли бактеріаль-

ною суспензією протягом 20 хв, потім просушу-

вали на фільтрувальному папері та переносли у 

чашки Петрі (приблизно 30 шт.) на живильне 

середовище для кокультивування [12]. Кокуль-

тивування тривало 1–5 діб. Подальша елімінація 

агробактерії проводилася за допомогою антибі-

отика цефотаксиму за концентрації 200–700 

мг/л. У якості селективного агента використо-

вували антибіотик канаміцин у концентрації 50 

мг/л. Культивування калюсів проводили за тем-

ператури 24º С і 16-годинного фотоперіоду. 

Кожні 10 діб пасажували калюси на свіже реге-

нераційне середовище. Отримані регенеранти 

після первинної селекції переносили на живи-

льне середовище для вкорінення. Вкорінення 

тривало 3–4 тижні. Рослини з достатньо розви-

неною кореневою системою адаптували до не-

стерильних умов, переносили в горщики з ґрун-

том. Канаміцинстійкими вважали регенеранти, 

що утворилися за дії селективного чинника та 

зберігали зелене забарвлення. 

Молекулярно-генетичний аналіз рослин 

здійснювали ПЛР-методом. Екстракцію ДНК із 

листків рослин проводили з використанням 

комплекту реагентів «ДНК-сорб-С» (ФБУН 

ЦНДІ, Росія). Концентрацію і чистоту ДНК ви-

значали на спектрофотометрі. ПЛР проводилася 

на ампліфікаторі Mastercycler Personal 5332 

Eppendorf. Реакційні суміші містили: специфічні 

праймери, 2 мкл буфера для ПЛР 

10×DreamTaq™ GreenBuffer (Thermo Fisher 

Scientific), 0,2 мМ кожного дезоксирибонуклео-

зидтрифосфату (Thermo Fisher Scientific), 0,5 од. 

полімерази DreamTaq™ DNA Polymerase 

(Thermo Fisher Scientific), 30 нг загальної ДНК. 

Реакційну суміш доводили до кінцевого об’єму 

20 мкл деіонізованою водою Milli-Q. Наявність 

гена oat визначали з використанням праймерів 

5'-CAGTGCCCACAATT-ACCATCC-3' (RTF) та 

5'-CGAACTTCTTCCCAATCACAAGCCA-3' 

(RTR). Очікувана довжина амплікону становить 

706 п. н. Також, визначали наявність гена nptII з 

використанням праймерів 5'-

AGGCTATTCGGCTATGA-CTG-3' (F) та 5'-

CAAGCTCTTCAGCAA-TATCACG-3'(R). Очі-

кувана довжина амплікона складає 700 п. н. 

 

Результати та обговорення 

Нами було проаналізовано різну щільність 

суспензії клітин агробактерії: від 0,1 до 0,5 опт. 

од., оскільки за збільшення значення оптичної 

щільності спостерігався надмірний ріст 

A. tumefaciens, в результаті чого відбувалася за-

гибель експлантів. Для різних генотипів най-

більш ефективним було використання бактеріа-

льної суспензії клітин оптичною щільністю 0,2–

0,3 опт.од., проте вихід канаміцинстійких реге-

нерантів не перевищував 3 % (рис. 1). За вико-

ристання бактеріальної суспензії клітин із щіль-

ністю 0,2–0,3 опт. од. в подальшому майже в 

100 % калюсів вдалось провести повну еліміна-

цію агробактерії та отримати порівняно макси-

мальну кількість регенерантів. Вища концент-

рація (понад 0,3 опт. од.) клітин бактеріальної 

суспензії в середовищі спричиняла появу некро-

тичних плям, тому доводилося зменшувати три-

валість кокультивування, що було пов’язано з 

ускладненнями під час елімінації агробактерії. 
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При цьому знижувалася імовірність вбудову-

вання Т-ДНК. 

Значною мірою на вбудовування Т-ДНК 

впливає тривалість спільного культивування 

калюсів з агробактерією. Для різних генотипів 

оптимальним виявилося кокультивування про-

тягом 2–3 діб (рис. 2). При цьому відсоток 

отриманих морфогенних калюсів становив при-

близно 50 %. За меншого від оптимального пе-

ріоду кокультивування спостерігалося зниження 

частоти утворення канаміцинстійких регенеран-

тів, що, ймовірно, пов’язано з невеликою кількі-

стю трансформованих клітин кожного калюсу. 

Збільшення тривалості експозиції понад 3 доби 

в подальшому призводило до неможливості по-

вної елімінації агробактерії. При цьому спосте-

рігалася поступова загибель калюсів внаслідок 

негативного впливу бактеріального забруднен-

ня. 

Елімінацію агробактерії здійснювали за 

допомогою антибіотика цефотаксиму в концен-

трації 200–700 мг/л. Нами виявлений позитив-

ний вплив невелих концентрацій (50–75 мг/л) 

цього антибіотика на морфогенез у культурі 

апікальних меристем пагонів і зрілих зародків 

пшениці [13]. Проте зі збільшенням концентра-

ції цефотаксиму в живильному середовищі збі-

льшується його негативний вплив на калюсні 

тканини, а саме на утворення соматичних заро-

дків. Найбільший вихід регенерантів у всіх дос-

ліджених генотипів спостерігався за концентра-

ції цефотаксиму 500 мг/л (рис. 3). Концентрація 

антибіотика 200–300 мг/л виявилася недостат-

ньою для пригнічення агробактерій – відбувався 

активний ріст бактеріальних колоній та загибель 

калюсів. За збільшення концентрації антибіоти-

ка понад оптимум зростав негативний вплив 

цефотаксиму на культуру калюсів, що призво-

дило до зменшення виходу рослин-регенерантів. 

Виходячи з результатів, отриманих протя-

гом попередніх дослідів, для проведення 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

було застосовано оптимізований протокол. Для 

підвищення ефективності перенесення генів до 

інокуляційного середовища часто додають хімі-

чну речовину – ацетосирінгон, оскільки вважа-

ється, що ця сполука активізує vir-гени.

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

ної суспензії. 

 
Рис. 2. Залежність індукції канаміцинстійких регенерантів від тривалості кокультивації. 
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Рис. 3. Вплив концентрації цефотаксиму на частоту появи канаміцин-стійких регенерантів сорту. 

 

За літературними даними, наявність ацетосирін-

гону є визначальним фактором для успішного 

проведення Agrobacterium-опосередкованої тра-

нсформації багатьох культур, в тому числі і зла-

ків [14]. У дослідах ми використовували конце-

нтрацію ацетосирінгону 200 µМ, яка вважається 

оптимальною для злакових культур [12].  

Етап селекції є одним із найбільш важли-

вих, оскільки дозволяє виділити стійкі до селек-

тивного агента форми. Для рослин, які несуть 

екзогенний ген nptII, у якості селективного чин-

ника, найчастіше використовують антибіотик 

канаміцин. Використання цього антибіотика є 

ефективним лише за умови додавання в середо-

вище оптимальної його концентрації. Низька 

концентрація канаміцину не надає можливості 

виділити канаміцин-стійкі форми, а висока – 

пригнічує ріст навіть трансформованих рослин-

регенерантів. Нами було використано цей анти-

біотик у концентрації 100 мг/л, оскільки вважа-

ється, що ця доза є найбільш оптимальною для 

добору [12].  

Для проведення Agrobacterium-

опосередкованої трансформації згідно з оптимі-

зованим протоколом було виділено 400 апікаль-

них меристем. Коли калюси набули розміру 4–5 

мм діаметром, їх використовували для дослі-

джень. Для індукції морфогенезу та регенерації, 

трансформовані калюси переносили на регене-

раційне середовище МС-131 [15]. Для елімінації 

клітин Agrobacterium використовували цефотак-

сим у концентрації 500 мг/л.  

Наприкінці першого пасажу почали від-

буватися регенераційні процеси: утворювалися 

перші пагони. Індукція пагонів йшла поступово, 

була розтягнута протягом 3-х пасажів. Утворені 

пагони пересаджували для добору канаміцинс-

тійких регенерантів на селективне середовище з 

100 мг/л канаміцину. Більшість отриманих ка-

наміцинстійких регенерантів за дії селективного 

агента характеризувалася нормальним розвит-

ком. Проте траплялися рослини-мозаїки, що в 

тій чи іншій мірі містили тканини, позбавлені 

хлорофілу. Наявність таких регенерантів може 

бути свідченням того, що утворення пагона від-

бувається з групи клітин (із яких частина тран-

сформується, а частина залишається незмінною) 

або того, що в частині клітин порушується екс-

пресія чужорідних генів. Частина індукованих 

пагонів характеризувалася відсутністю хлоро-

філу, нездатністю формувати кореневу систему 

та невдовзі гинула. Інша частина пагонів місти-

ла хлорофіл, однак під час перенесення на жи-

вильне середовище для укорінення поступово 

знебарвлювалася, не утворюючи коренів. Крім 

того, помічено утворення псевдостійких рослин, 

які спочатку зберігали зелене забарвлення, але в 

подальшому новоутворені листки формувалися 

безбарвними. 

Оскільки генетична конструкція рВі-ОАТ, 

якою трансформували калюси, містить цільовий 

ген oat, то за допомогою ПЛР було проведено 

визначення наявності послідовності цього тран-

сгена в рослинах-регенерантах. За результатами 

аналізу (рис. 4), послідовності гена орнітин-д-

амінотрансферази виявлено у 3–10 регенерантів 

залежно від генотипу (табл.). Додатково всі зра-

зки, у яких підтверджено наявність гена oat, пе-

ревіряли на присутність гена nptII. Відповідно 

до результатів, позитивний сигнал наявності 

послідовності гена неоміцинфосфотрансферази 

II – амплікон розміром 700 п. н. – виявлено, за-

лежно від генотипу, також у 3–10 рослин-

регенерантів. Із метою унеможливлення бакте-

ріальної контамінації проводили детекцію генів 

вірулентності, а саме гена Vir C. Довжина очі-

куваного амплікона складає 730 п. н. Результати 

аналізу за допомогою полімеразної ланцюгової 

реакції свідчать про відсутність агробактеріаль-

ного забруднення в рослинних зразках.  
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Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК рослин-регенерантів з праймерами до послідовно-

стей генів: а – oat; б – nptII; в – Vir C. Доріжки 1-10 – досліджувані зразки, К- – негативний контроль – ТЕ бу-

фер, К+ – позитивний контроль – ДНК Agrobacterium tumefaciens штаму AGLO з генетичною конструкцією pBi-

OAT, М – маркер молекулярної маси DNA LadderMix. 

 

Таблиця. Частота трансформації морфогенних калюсів м’якої пшениці* 

Генотип 

Кількість канаміцинстійких паго-

нів 
Кількість трансгенних регенерантів 

шт. % шт. % 

УК065 4 1,0 3 0,75±0,4 

УК095 8 2,0 6 1,5±0,6 

УК209 12 3,0 10 2,5±0,8 

УК322 9 2,25 6 1,5±0,6 
Примітка. *кількість трансформованих калюсів для кожного генотипу склала 400 шт. 

 

Після того, як рослини-регенеранти фор-

мували розгалужену кореневу систему, їх пере-

носили на адаптацію до умов ґрунту. Рослини 

висаджували в пластикові стаканчики, наповне-

ні ґрунтосумішю, яка складалася з чернозему, 

нейтралізованого торфу та піску. Адаптація від-

бувалася в умовах підвищеної вологості. Помі-

чено, що найкраще процес адаптації відбувався 

за температури +5...+15оС. 

 

Висновки 

Оптимізовано умови проведення 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

калюсних культур нових перспективних гено-

типів озимої м’якої пшениці та отримано транс-

генні рослини, які несуть цільовий ген орнітин-

д-амінотрансферази. Трансгенна природа всіх 

отриманих рослин була підтверджена за допо-

могою ПЛР з праймерами, характерними для 

генів oat та nptII. У результаті проведення гене-

тичної трансформації, залежно від генотипу, 

отримано від 3 до 10 трансгенних рослин. Ефек-

тивність трансформації для досліджених гено-

типів становить 0,75–2,5 %.  
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GENETIC TRANSFORMATION OF NEW PERSPECTIVE WINTER WHEAT GENOTYPES IN VITRO 

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

of transgenic plants. Methods. Agrobacterium-mediated transformation in vitro culture using callus cultures. Results. 

The influence of the optical density of cells of 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. By Agrobacterium-mediated transformation of 

morphogenic calluses of new perspective winter wheat genotypes were obtained plant-regenerants in the genome of 

which revealed the complete incorporation of a genetic construct containing oat and nptII transgenes. Conclusions. 

Agrobacterium-mediated transformation of callus cultures of new perspective winter wheat genotypes was optimized, 

and transgenic plants with the target gene of ornithine-д-aminotransferase were obtained. 

Keywords: Triticum aestivum, Agrobacterium-mediated transformation, callus cultures, ornithine-д-aminotransferase 

gene. 
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