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Мета. Оптимізація умов проведення ге-

нетичної трансформації нових перспективних 

генотипів озимої м’якої пшениці (T. аestivum L.) 

методом in planta. Методи. Agrobacterium-

опосередкована трансформація методом in 

planta за використання штаму AGL0 та вектор-

ної конструкції pBi2E. Результати. Дослідже-

но вплив температури повітря, оптичної щіль-

ності клітин агробактеріальної суспензії, доби 

інокуляції та складу інокуляційного середовища 

на частоту отримання трансгенних рослин но-

вих генотипів озимої пшениці. Встановлено за-

лежність частоти отримання трансгенних рос-

лин від умов навколишнього середовища, зок-

рема температурного режиму. Виявлено, що 

температурний режим 20–22 °С забезпечив 

отримання найбільшої кількості (4,7 %) транс-

формантів пшениці, а за зниження температури 

до 16–18 °С відбувається зменшення ефектив-

ності перенесення Т-ДНК у рослинний геном і 

спостерігається найменша частота трансформа-

ції (0,7 %). Висновки. Найбільшу кількість тра-

сформантів отримано за використання інокуля-

ційного середовища без сахарози, оптичної 

щільності клітин агробактеріальної суспензії 

0,6 оп. од. та інокуляції на третю добу після кас-

трації колосів. 

Ключові слова: T. аestivum, Agrobacterium-

опосередкована трансформація іn planta, опти-

мізація умов. 

 

Основні способи генетичного поліпшення 

рослин пшениці за допомогою біотехнологічних 

методів, зокрема і генетичної інженерії, базу-

ються на використанні рослинних об’єктів в 

умовах in vitro. Використання цих методів пе-

редбачає необхідність дотримання асептичних 

умов вирощування досліджуваного матеріалу; 

трудомісткі етапи отримання калюсу; регенера-

цію та відбір трансформованих пагонів; можли-

ва поява сомаклональних варіантів; вони дають 

низький вихід трансгенних рослин та є економі-

чно затратними [1, 2]. Крім того, цінні 

трансгенні рослини можуть бути втрачені на 

етапі адаптації до нестерильних умов вирощу-

вання. У зв’язку з цим актуальним завданням є 

розробка методів трансформації рослин без ста-

дії культивування in vitro. 

Метод Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації in planta через відсутність етапу 

культивування тканин має ряд суттєвих переваг. 

Його використання не обмежується генотипами 

з високою регенераційною здатністю; він не по-

требує трудомістких етапів отримання і культи-

вування ембріогенного калюсу; відсутня сомак-

лональна мінливість; виключає химерність тра-

нсформантів, які розвиваються безпосередньо із 

зиготи, а не із багатоклітинних меристем, які 

містять трансформовані та нетрансформовані 

клітини [3, 4]. Особливістю цього методу є те, 

що Agrobacterium-опосередкована трансформа-

ція може проводитися на проростках або росли-

нах, що вільно ростуть в умовах довкілля. Іно-

куляції агробактеріальною суспензією можуть 

піддаватися різні частини (залежно від методу) 

рослини. Цей спосіб генетичної трансформації 

сьогодні успішно використовують для різних 

сільськогосподарських культур, зокрема і для 

пшениці [5, 6]. З’ясовано, що частота 

трансформації пшениці за допомогою цього ме-

тоду є значно вищою у порівнянні з іншими ме-

тодами генетичної трансформації [7, 8].  

На ефективність Agrobacterium-опосе-

редкованої трансформації в умовах in planta 

впливає багато факторів. Велике значення має 

температура, за якої проводять трансформацію, 

склад середовища для інокуляції, щільність аг-

робактеріальних клітин, використання індукто-

рів генів вірулентності, штам агробактерій, тип 

векторної конструкції [9]. Особливе значення 

для генетичної трансформації в умовах in planta 

має стадія розвитку рослин під час інокуляції, 

особливості розвитку та будова квітки, трива-

лість контакту рослинних тканин з агробактері-

альною суспензією. На сьогодні для T. аestivum 

клітини-мішені під час Agrobacterium-опосеред-
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кованої трансформації іn planta не описані, та-

кож залишаються невідомими оптимальні умо-

ви та точний механізм передачі Т-ДНК у зарод-

кові клітини.  

Обробка кастрованих суцвіть рослин су-

спензією клітин Agrobacterium – сучасний метод 

отримання трансгенних рослин in planta. Він 

характеризується простотою у використанні, 

низькою собівартістю та відносно високою ефе-

ктивністю. Під час використання цього методу 

утворюється насіння з генетично модифікова-

ним зародком. Оскільки зародок ініціюється з 

єдиної клітини, то виключається можливість 

утворення рослин-химер. Генетична трансфор-

мація пшениці з використанням генів метаболі-

зму проліну становить певний інтерес, оскільки 

може призводити до збільшення вмісту  

L-проліну та підвищення рівня стійкості транс-

генних рослин до абіотичних стресів, зокрема 

до посухи [10]. У зв’язку з цим метою нашої 

роботи була оптимізація умов проведення гене-

тичної трансформації нових перспективних ге-

нотипів озимої м’якої пшениці методом 

in planta.  

 

Матеріали і методи 

Матеріалом досліджень були 4 нових пер-

спективних генотипи озимої м’якої пшениці (Ук 

065; Ук95/17; Ук 209h; Ук 322/17). Для транс-

формації використовували штам виду Agrobac-

terium tumefaciens – AGL0, який містить бінарну 

векторну конструкцію pBi2E, до складу якої 

входить гетерологічний дволанцюговий РНК-

супресор гена проліндегідрогенази арабідопси-

су, а також селективний ген неоміцинфосфотра-

нсферази ІІ (nptІІ) E. сoli, люб’язно надані д. б. 

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

тології і генетики Сибірського відділення РАН, 

м. Новосибірськ).  

Agrobacterium-опосередковану трансфор-

мацію in planta проводили в умовах вегетацій-

ного досліду шляхом інокуляції кастрованих 

суцвіть. Для проведення трансформації обирали 

колоси довжиною 5–7 см, які ще не повністю 

вийшли з прапорцевого листка, середня довжи-

на колосу складала 6,2 см. До початку цвітіння 

проводили кастрування, залишаючи по 12–14 

колосків на колос. Після цього на кожний колос 

вдягали індивідуальний ізолятор із пергамент-

ного паперу та проводили етикетування.  

Інокуляцію суспензією агробактерій про-

водили через три-п’ять діб після кастрації. 

Бактеріальну суспензію для генетичної тран-

сформації іn planta готували за модифікованою 

методикою Сидорова [11]. Нічну культуру 

A. tumefaciens отримували за культивування на 

середовищі LB з додаванням рифампіцину 

50 мг/л та канаміцину 100 мг/л за 150 об/хв. та 

26 ºС, в темряві на шейкері. Бактеріальні кліти-

ни осаджували центрифугуванням за 3500 об/хв 

протягом 15 хв, ресуспендували в індукційному 

середовищі з додаванням 100 мкM ацетосирін-

гону. Через добу знову центрифугували за 

3500 об/хв протягом 15 хв та ресуспендували в 

інокуляційному середовищі, яке готували на 

основі середовища МС з половинним вмістом 

макросолей із додаванням 200 мкM ацетосирін-

гону і доводили до оптичної щільності 

OD600 = 0,4-0,8. До суспензії бактерій додавали 

0,05 % Silvet L77, pH доводили до 4,0. Через 

три-п’ять діб після кастрації проводили іноку-

ляцію суспензією культури агробактерій, яку 

наносили на приймочки маточок за допомогою 

автоматичного дозатора. Після нанесення су-

спензії колоси знову ізолювали. Після повного 

висихання рідини, в якій було ресуспендовано 

агробактерії, проводили запилення пилком, 

отриманим з інтактного колосу тієї ж рослини.  

На стадії повної зрілості зерна колоси зрі-

зали і підраховували кількість отриманого на-

сіння. Частину насіння пророщували та у фазу 

двох листків зрізали частину листка для виді-

лення загальної ДНК і виявлення послідовнос-

тей трансгенів. Молекулярно-генетичний аналіз 

рослин пшениці, отриманих після 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації, 

здійснювали ПЛР-методом [12].  

 

Результати та обговорення 

Ефективність Agrobacterium-опосередко-

ваної трансформації in planta залежить від низ-

ки специфічних чинників. Одними із таких є 

умови довкілля, які включають температурний 

режим. Температурний діапазон, який підходить 

для трансформації in planta, обмежується чут-

ливістю до температури білків, що беруть 

участь у перенесенні Т-ДНК. Оптимальною те-

мпературою для функціонування апарата vir-

залежного перенесення вважають 19 ºС, не зва-

жаючи на те, що найкращою для експресії vir-

генів є температура 25 ºС. За температури 28 ºС 

ефективність трансформації зменшується вна-

слідок негативної дії підвищеної температури на 

білки VirB-VirD4, що беруть участь у перене-

сенні Т-ДНК та білків крізь мембрану клітини. 

Крім того, знижується індукція білка VirD2, що 
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відповідає за вирізання Т-ДНК і пілотування  

Т-нитки. У процесі підвищення температури до 

32 ºC експресія vir-генів повністю пригнічуєть-

ся, оскільки відсутня активність рецепторного 

білка VirА. Різні дослідники наводять дещо від-

мінні дані щодо оптимальних значень темпера-

тури: так, згідно з дослідженнями Dillen та спі-

вавт. [13], найкращі результати отримано за те-

мператури 22 °C; водночас у роботі Salas та ін. 

[14] найбільшу кількість трансформантів отри-

мано за температури 25 °C. Аналіз наукових 

літературних даних вказує на температурний 

оптимум трансформації для злакових 20–25 °C, 

а в деяких випадках і 28 °C. Однак, під час 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації в 

умовах in planta можливість створення сприят-

ливих температурних умов зазвичай відсутня. 

Температура, за якої проводять інокуляцію 

Agrobacterium, коливається в діапазоні від 22 ºС 

до 26 ºС. За даними наукової літератури, темпе-

ратура 18–20 °С є більш сприятливою для пере-

несення Т-ДНК у рослинний геном злаків (порі-

вняно з 22–25 °С) [10].  

Нами було проведено серію експеримен-

тів з Agrobacterium-опосередкованої трансфор-

мації in planta пшениці за різних температурних 

режимів (рис. 1). Для різних генотипів за вико-

ристання штаму AGL0 найбільша частота тран-

сформації спостерігалася за температури 20–22 

°С, а найменшу кількість трансформантів отри-

мано за температури 16–18 °С. За температури 

20–22 °С частота трансформації була у 2–3 рази 

вищою порівняно з температурою 16–18 °С.  

Наші результати підтвердили висновок, 

що температура 20–22 °С є кращою для перене-

сення Т-ДНК у рослинний геном, оскільки (за 

результатами дослідження) за використання 

штаму AGL0 з векторною конструкцією pBi2E 

встановлено, що температурний режим 20–

22 °С забезпечив отримання найбільшої кілько-

сті (4,7 %) трансформантів пшениці. За знижен-

ня температури до 16–18 °С відбувається змен-

шення ефективності перенесення Т-ДНК у рос-

линний геном і спостерігається найменша час-

тота трансформації (0,5–1,3 %). За підвищення 

температури до 25–27 °С частота утворення 

трансгенних рослин знижується і становить 2,1–

3,8 %. Ймовірно, це пов’язано із блокуванням 

утворення Vir-залежних агробактеріальних T-

пілів, які необхідні для успішної передачі Т-

ДНК і для яких високі температурні показники є 

критичними. 

Слід зазначити, що середня зав’язуваність 

насіння за Agrobacterium-опосередкованої тран-

сформації м’якої пшениці in planta була значно 

нижча порівняно з контролем, що свідчить про 

негативний вплив агробактерій на запилення / 

запліднення у пшениці. Це може бути пов’язано 

або з прямою дією агробактерій на рослинні 

клітини, або з опосередкованим впливом, оскі-

льки інокуляційне середовище багате на біоло-

гічно активні сполуки, що може стимулювати 

ріст сапрофітної мікрофлори, яка негативно 

впливає на процес запилення та розвиток 

зав’язі. 

Для інокуляції рослин Agrobacterium 

tumefaciens методами in planta зазвичай викори-

стовують середовища, які підходять для росту 

рослин, наприклад, МС, яке доповнюють різни-

ми компонентами, зокрема і сахарозою [15]. 

Нами проаналізований вплив концентрації саха-

рози в інокуляційному середовищі на частоту 

трансформації різних генотипів пшениці 

(рис. 2). У наших дослідженнях частота транс-

формації у варіантах із додаванням сахарози 

була достовірно нижчою.  

За застосування сахарози більшість отри-

маних колосків були з ознаками грибного зара-

ження, а отримане насіння менш виповнене, ніж 

у варіанті без сахарози та контролі. На наш пог-

ляд, отриманий результат можна пояснити тим, 

що сахароза є хорошим субстратом для розвит-

ку сапрофітної мікрофлори, що заважає норма-

льному процесу запилення та запліднення.  

У ході дослідження нами застосовувалися 

інокуляційні середовища з різною оптичною 

щільністю клітин агробактерій: 0,4; 0,6 та 0,8 

оп. од., що готували на основі рідкого середо-

вища МС без сахарози (рис. 3). Показано, що 

найвища частота трансформації спостерігалася 

за оптичної щільності клітин агробактеріальної 

суспензії 0,6 оп. од. За збільшення концентрації 

клітин агробактерій в інокуляційному середо-

вищі до 0,8 оп. од. частота трансформантів дос-

товірно зменшувалася, що, можливо, зумовлено 

негативною дією агробактерій на рослинні клі-

тини. 

Час інокуляції суспензією агробактеріаль-

них клітин кастрованих суцвіть також є важли-

вим фактором трансформації в умовах in planta. 

Під час інокуляції клітини агробактерій потрап-

ляють під покрови квіткової бруньки, а потім, 

можливо, потрапляють у міжклітинний простір.  
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Рис. 1. Вплив температури повітря на частоту трансформації різних генотипів озимої пшениці. 

 

 
Рис. 2. Вплив вмісту сахарози в інокуляційному середовищі на частоту трансформації різних генотипів 

озимої пшениці. 

 

 
Рис. 3. Частота трансформації різних генотипів озимої пшениці (залежно від оптичної щільності клітин 

агробактеріальної суспензії). 
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Певно, після інокуляції агробактеріальні 

клітини деякий час залишаються на поверхні 

рослин і здатні трансформувати клітини. Ряд 

дослідників вважають, що бактерії проникають 

у зав’язь через отвір пилкової трубки і переда-

ють Т-ДНК яйцеклітині таким чином, як туди 

потрапляє генеративна клітина. Проростання 

пилкової трубки пов’язано з активацією ферме-

нтів, які викликають руйнування клітинних сті-

нок і полісахаридів, що містяться в міжклітин-

ному матриксі, а речовини, що утворюються під 

час її росту, можуть функціонувати як стимуля-

тори vir генів і сприяти переносу Т-ДНК [10]. 

Нами встановлено, що більш оптимальним ча-

сом інокуляції колосів є третя доба після каст-

рації (рис. 4). 

 

Висновки 

Оптимізовано умови проведення генетич-

ної трансформації нових перспективних геноти-

пів озимої м’якої пшениці (T. аestivum L.) мето-

дом in planta за використання штаму AGL0 та 

векторної конструкції pBi2E. Встановлено за-

лежність частоти отримання трансгенних рос-

лин від температурного режиму. Встановлено, 

що оптимальним температурним діапазоном є 

20–22 °С. Такий температурний режим сприяє 

найбільшій частоті зав’язування насіння та от-

римання трансформантів. За зниження темпера-

тури або її підвищення спостерігається змен-

шення ефективності перенесення Т-ДНК у рос-

линний геном. Встановлено негативний вплив 

сахарози в інокуляційному середовищі на час-

тоту отримання трансгенних рослин за 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

м’якої пшениці методом іn planta. Найбільшу 

кількість трасформантів отримано за викорис-

тання інокуляційного середовища без сахарози, 

оптичної щільності клітин агробактеріальної 

суспензії 0,6 оп. од. та інокуляції на третю добу 

після кастрації колосів. 

 

 
Рис. 4. Частота трансформації різних генотипів озимої пшениці (залежно від доби інокуляції). 
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OPTIMIZATION OF AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION CONDITIONS OF 

PROSPECTIVE GENOTYPES OF WINTER BREAD WHEAT BY IN PLANTA METHOD 

Aim. Optimization of conditions for genetic transformation of new promising genotypes of winter bread wheat  

(T. aestivum L.) by in planta method. Methods. Agrobacterium-mediated transformation by in planta method using the 

strain AGL0 and vector construct pBi2E. Results. The influence of air temperature, optical density of cells of 

agrobacterial suspension, inoculation day and composition of inoculation medium on the frequency of obtaining 

transgenic plants of new winter wheat genotypes was studied. The dependence of the frequency obtaining of transgenic 

plants from environmental conditions, in particular temperature, has been established. It was found that the temperature 

regime of 20-22°C provided the largest number (4.8%) of wheat transformants, and when the temperature is reduced to 

16-18°C there is a decrease in the efficiency of T-DNA transfer into the plant genome and the lowest frequency of 

transformation (0.7%). Conclusions. The largest number of transformants was obtained using a inoculation medium 

without sucrose, the optical density of cells of the agrobacterial suspension of 0.6 op.od. and inoculation on the third 

day after castration of ears.  

Keywords: T. aestivum, Agrobacterium-mediated transformation in planta, optimization of conditions. 
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