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Agrobacterium-опосередкована трансформація м’якої пшениці in planta з використанням гена орнітинамінотрансферази
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В останні два десятиліття спостерігається 
широке використання різних підходів для гене-
тичної трансформації пшениці. Найбільш поши-
реними методами є бомбардування мікрочастин-
ками і спільне культивування з Agrobacterium 
tumefaciens [1, 2]. Метод Agrobacteium-опосеред-
кованої трансформації має ряд переваг у порів-
нянні з біобалістичною трансформацією: в ге-
ном реципієнта включається обмежене число ко-
пій генів, можливість передачі відносно вели-
ких генетичних конструкцій з мінімальними пе-
ребудовами в кодуючих послідовностях генів, 
що переносяться, простота методик і більш низь-
ка вартість. Основні способи отримання генетич-
но модифікованих рослин з використання методу 
Agrobacteium-опосередкованої трансформації за-
сновані на перенесенні Т-ДНК в культивовані in 
vitro рослинні клітини з наступною регенерацією 
трансформованих пагонів. Однак такий підхід має 
ряд обмежень і недоліків: по-перше, вимагає сте-
рильних умов; по-друге, досить складна і тривала 
методика; по-третє, під час культивування in vitro 
в рослинних клітинах досить часто відбуваються 
соматичні мутації або сомаклональної зміни; і, на-
решті, у деяких генотипів може взагалі не відбу-
ватися регенерація пагонів. Одним з нетрадицій-
них підходів для здійснення переносу агробак-
теріальної Т-ДНК в однодольні рослини є метод 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації in 
planta, який дозволяє уникнути культивування in 
vitro і сомаклональної мінливості [3, 4]. Цей метод 
генетичної трансформації на даний час успішно 
використовується у різних сільськогосподарських 
культур, у тому числі і пшениці [5, 6].

Відомо, що стійкість до посухи та засолен-
ня – комплексні ознаки, і повний набір генів, що 
визначають такий фенотип, невідомий. Є ряд до-
сліджень, що пов’язують ці ознаки з вмістом про-
ліну в тканинах рослини, який активно синтезу-
ється у відповідь на різні стресові впливи, висту-
паючи в якості осмопротектора [7]. Для генетич-
ного поліпшення культурних рослин розглядають-
ся можливості використання генів, які контролю-
ють рівень сумісних осмолітів, зокрема метабо-
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лізм пролину [8, 9]. У ряді випадків доведена ко-
реляція між вмістом вільного проліну і підвищен-
ням рівня стійкості. 

Введення екзогенного гена орнітинамі-
нотрансферази (ОАТ) в геном пшениці є одним з 
перспективних методів створення стійких до не-
сприятливих умов рослин. Виявлено, що експре-
сія гена ОАТ підвищує рівень стійкості трансген-
них рослин рису та тютюну до посухи і засолення 
[10–12]. Показано, що інтеграція в геном реципі-
єнта гена ОАТ арабідопсису забезпечує підвище-
ну концентрацію проліну в клітинах, що корелює 
з підвищенням стійкості рослин до осмотичного 
стресу, викликаного такими чинниками як посуха, 
підвищений вміст солей у ґрунті, зниження тем-
ператури нижче 0 °С. Є дані, які вказують на мож-
ливість успішного вирощування пшениці з геном 
ОАТ арабідопсису в ґрунті, який містить понад 
100 мМ NaCl. Крім того, пролін виступає і в яко-
сті джерела енергії, вуглецю та азоту в умовах ви-
кликаного стресом дефіциту ресурсів і зниження 
активності ферментів  синтезу. 

Метою нашої роботи було проведення 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації in 
planta м’якої пшениці з використанням гена син-
тезу проліну – орнітин амінотрансферази. 

Матеріали і методи
Об’єктом дослідження слугували рослини 

м’якої пшениці сорту зимоярка (оригінатор Інсти-
тут фізіології рослин і генетики НАН України). 
Agrobacterium-опосередковану трансформацію in 
planta проводили в умовах вегетаційного досліду. 
До початку цвітіння здійснювали кастрацію ко-
лоса згідно стандартної методики. На кожний ко-
лосок одягався індивідуальний ізолятор із перга-
ментного паперу та проводили етикетування. Іно-
куляцію суспензією клітин агробактерій проводи-
ли через 3–5 діб після кастрації. 

Agrobacterium-опосередковану трансформа-
цію проводили за допомогою штаму aGLO, що 
містить вектор pBi-ОАТ з цільовим геном – орні-
тинамінотрансферази Medicago truncatula, а та-
кож селективний ген неоміцинфосфотрансферази 
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циклів (денатурація 94 °С – 30 с, відпал 60 °С 
– 30 с, елонгація 72 °С – 30 с), фінальна елон-
гація 72 °С 5 хв. Розмір очікуваних фрагмен-
тів для гена nptII – 700 п.н., а для гена TaTM20 
– 934 п.н. Для зразків, у яких виявлено позитив-
ний сигнал проводили ПЛР з праймерами спе-
цифічними до гена ОАТ Medicago truncatula: 
5’- CaGTGCC-CaCaaTTaCCaTCC-3’ та 
5’-CGaaCTTCTTCCCaaTCaCaaGCCa-3’ 
згідно наступної програми: початкова денатура-
ція при 94 °С 3 хв; 30 циклів (денатурація 94 °С – 
1 хв, відпал 57 °С – 1 хв, елонгація 62 °С – 1 хв) 
та фінальна елонгація 62 °С 8 хв. Розмір очіку-
ваного амплікону становить 708 п.н. Наявність 
агробактеріальної домішки контролювали по 
гену vir C. 

Продукти ампліфікації розділяли в 1,2 % ага-
розному гелі, забарвленому розчином бромистого 
етидію, візуалізували в ультрафіолетовому світлі і 
фотографували.

Отримане насіння висівали в контейнери для 
вирощування на дослідній ділянці. Протягом ви-
рощування перевіряли стійкість сіянців до кана-
міцину нанесенням розчину на листя.

Результати та обговорення
На Agrobacterium-опосередковану трансфор-

мацію іn planta впливає багато чинників, зокрема 
склад середовища та кількість агробактеріальних 
клітин в робочому розчині [3]. 

Аgrobacterium є агресивним патогеном, від-
повідно нанесення навіть невірулентних шта-
мів зазвичай призводить до пригнічення росту і 
розвитку рослин. Відомо, що в умовах штучно-
го запилення та запліднення, зав’язування на-
сіння дуже залежить від зовнішніх умов. Цей 
показник визначає можливість отримання на-
сіння, а отже і трансформованих рослин. Од-
ним із таких факторів, що впливає на зав’язу-
вання насіння за трансформації іn planta, є хі-
мічний склад робочої суспензії агобактеріаль-
них клітин та її оптична щільність. В ході до-

ІІ (nptІІ) E. сoli (рис. 1) (люб’язно надана к.б.н. Ко-
четовим А.В., Інститут цитології і генетики Сибір-
ського відділення РАН, м. Новосибірськ) (рис. 1). 

Нічну культуру A. tumefaciens отримували 
при культивуванні на середовищі LB з додаван-
ням рифампіцину 50 мг/л та канаміцину 100 мг/л 
при 150 об/хв, та 26 °С, в темряві на шейкері. Бак-
теріальні клітини осаджували центрифугуванням 
при 3500 об/хв протягом 15 хв, ресуспендували у 
індукційному середовищі з додаванням 100 мкM 
ацетосирінгону. Через добу знову центрифугува-
ли при 3500 об/хв протягом 15 хв, та ресуспенду-
вали в інокуляційному середовищі, яке готували 
на основі середовища МС з половинним вмістом 
макросолей з додаванням 100 мкM ацетосирінго-
ну, 68,5 г/л сахарози, 36 г/л глюкози та 0,115 г/л 
проліну та доводили до оптичної щільності OD660 
= 0,2–0,8 залежно від варіанта досліду. Отриману 
суспензію наносили на приймочки маточок за до-
помогою автоматичного піпет-дозатора. Після на-
несення суспензії агробактеріальних клітин ко-
лоски знову ізолювали. Після повного висихання 
розчину проводили запилення пилком, який був 
отриманий з інтактного колосу тієї ж рослини.

Екстракцію ДНК з листя проводили з вико-
ристанням комплекту реагентів «ДНК-сорб-С» 
(ФБУН ЦНДІ Росспоживнагляду, Росія). Кон-
центрацію і чистоту ДНК визначали спектрофо-
тометрично. Наявність трансгенів в геномі до-
сліджуваних рослин визначали методом ПЛР, 
аналізуючи ДНК з листя отриманих рослин по-
коління Т1. ПЛР проводилась на ампліфікато-
рі Mastercycler Personal 5332 Eppendorf. Спо-
чатку здійснювали мультиплекс-ПЛР з прайме-
рами до пшеничного гена-референта TaTM20 
i трансгена nptII (5’-ССТGaaTGaaCTCCa
GGaGGaGGCa-3’ та 5’-GCTCTaGaTCCa-
GaGTCCCGCTCaGaaG-3’) згідно наступ-
ної програми: початкова денатурація при 94 °С 
4 хв; 8 циклів (денатурація 94 °С – 30 с, від-
пал 68 °С – 45 с, елонгація 72 °С – 30 с) та 25 

Рис. 1. Схематичне зображення Т-ДНК генетичної конструкції pBi-ОАТ: pNOS – промотор гена нопалінсинтази; 
p35S – промотор 35S РНК вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV);ОАТ – ген орнітинамінотрансферази Medicago 
truncatula; NOSt – термінатор гена нопалінсинтази, сигнал поліаденілювання; rB, LB – повтори, які обмежують 

Т-ділянку
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ні плями на листковій пластинці та знебарвлення 
центральної жилки (рис. 2). 

У стійких рослин спостерігали відсутність 
характерних плям некрозу або їх незначні прояви. 

Оскільки значний вплив на результат ПЛР 
має якість препарату ДНК, ряд авторів для контро-
лю рекомендує додатково проводити ампліфіка-
цію з праймерами до генів домашнього господар-
ства (house-keeping genes), що дозволяє виключи-
ти псевдонегативні результати, пов’язані з пога-
ною якістю виділеного зразка або недостатньою 
концентрацією ДНК. Тому, в роботі нами засто-
совувалася мультиплексна ПЛР, що дозволяє за 
один цикл ампліфікації визначити в досліджува-
ному зразку конститутивний ген пшениці TaTM20 
та трансген nptII, що забезпечує стійкість до кана-
міцину. 

загалом серед 129 проаналізованих зразків 
(ДНК виділяли з кожного проростка Т1 індивіду-
ально) тільки в 42 підтверджено присутність гена 
nptII (рис. 3).

Всі зразки, у яких підтверджено наявність 
гена nptII перевіряли на присутність гена ОАТ. Ре-
зультат аналізу засвідчив, що вказаний ген був на-
явний тільки в семи зразках (рис. 4). ПЛР прово-
дили повторно тільки з попередньо відібраними 
зразками.

Нами, також продемонстровано, що в дослі-
джуваних зразках відсутня бактеріальна контамі-
нація, що контролювалася за геном virС (рис. 5).

слідження нами застосовувалися робочі розчи-
ни з різною оптичною щільністю: 0,2, 0,4 та 0,8 
оп. од., що готували на основі рідкого середо-
вища МS із сахарозою та без неї (табл.). Для 
контролю на приймочки наносили стерильну 
дистильовану воду.

У наших дослідженнях зав’язування насін-
ня у варіанті з додаванням сахарози була нижчою. 
У цьому варіанті більшість отриманих колосків 
були з ознаками грибного зараження, а отримане 
насіння менш виповнене, ніж у варіанті без саха-
рози та контролі. На наш погляд, отриманий ре-
зультат можна пояснити тим, що сахароза є хо-
рошим субстратом для розвитку сапрофітної мі-
крофлори, що заважає нормальному процесу за-
пилення/запліднення. Також показано, що найви-
ще зав’язування насіння спостерігалась за оптич-
ної щільності агробактеріальних клітин 0,4 оп. од. 
Таким чином, нами встановлені оптимальні па-
раметри інокуляційного робочого розчину агро-
бактеріальних клітин для трансформації пшениці 
сорту зимоярка in planta.

загалом нами було отримано 411 насінин Т0. 
Все отримане насіння пророщували на селектив-
ному середовищі та добирали канаміцин-стійкі 
форм. Всього одержали 11 рослин, стійких до ка-
наміцину, які вирощували у вегетаційних посуди-
нах об’ємом 0,2 л. По мірі росту їх пересаджували 
у більші вегетаційні посудини та вирощували до 
фази повної стиглості зерна.

з метою підтвердження переносу та експресії 
трансгенів, на листки отриманих канаміцин-стій-
ких рослин наносили розчин канаміцину 100 мг/л 
та накривали місце нанесення пергаментним па-
пером. У контрольних (нестійких) рослин на місці 
контакту з антибіотиком спостерігали некротич-

Рис. 2. Фенотиповий прояв ознаки стійкості до ка-
наміцину на листках пшениці in vivo після нане-
сення розчину антибіотика: 1, 2 – канаміцин-стійкі 
рослини пшениці; К – контроль (нестійка рослина). 

Стрілками вказані місця некрозів

Таблиця
Вплив оптичної щільності та складу інокуляційно-
го середовища на зав’язування насіння пшениці за 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації in planta 

№ Інокуляційне середо-
вище OD зав’язування насін-

ня, %

1 Контроль (дисти-
льована вода)

– 85,4 ± 1,2

2 Рідке MS + 20 г/л 
сахарози

0,2 17,5 ± 2,8
0,4 22,6 ± 2,3
0,8 8,2 ± 1,7

3 Рідке MS (без 
сахарози)

0,2 24,2 ± 2,3
0,4 37,9 ± 3,3
0,8 13,0 ± 1,6
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Висновки
Проведена Agrobacterium-опосередкова-

на трансформація іn planta м’якої пшениці сор-
ту зимоярка з використанням штаму aGLO, який 
містить плазмідну рВі-ОАТ з цільовим геном орні-
тинамінотрасферази Medicago truncatula. У ре-
зультаті було отримано 411 насінин Т0, які проро-
щували на селективному середовищі та добира-
ли канаміцин-стійкі рослини. В ході роботи був 
апробований експрес метод визначення стійкості 
до канаміцину, шляхом нанесення розчину анти-
біотика на листкові пластинки рослин in vivo. Ві-
дібрано 11 канаміцин-стійких рослин з яких от-
римано насіннєве покоління Т1. за використання 
ПЛР аналізу у насіннєвому поколінні Т1 виявлено 
7 зразків в яких встановлено наявність двох транс-
генів – nptII та ОАТ. Частота трансформації з пов-
ним вбудовуванням генетичної конструкції скла-
дає 5,43 %. Аналіз даних зразків на присутність 
гена вірулентності (VirC) дав змогу виключити 
бактеріальну контамінацію рослинного матеріалу.

Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфіка-
ції ДНК на присутність трансгена ОАТ (амплікон 
розміром 708 п.н.): 1–7 – досліджувані зразки, 8 – 
К+ (A. tumefaciens), 9 – нетрансформована пшениця 
(негативний контроль), М – маркер DNa LadderMix

Рис. 5. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
ДНК на присутність бактеріального гена vir С (ам-
плікон розміром 730 п.н.): 1–7 – досліджувані зраз-
ки, 8 – позитивний контроль (A. tumefaciens), 9 –не-
трансформована пшениця (негативний контроль), 

М – маркер DNa LadderMix
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AGRoBAcTERium-MEDIATED TRANSFORMATION OF WHEAT WITH ORNITHINE-
AMINOTRANSFERASE GENE BY AN IN PLANtA METHOD 
Aims. The effectiveness of (Triticum aestivum L.) transformation in planta using strain aGLO harboring plasmid pBi-
ОАТ with ornithine-aminotransferase gene and selective neomycin phosphotransferase II gene (nptII) has been analyzed. 
Methods. Agrobacterium-mediated genes transfer in planta during wheat pollination. Results. Seeds, rCr-analysis of which 
confirmed availability oat gene, of T1- wheat’s plants have been obtained. Conclusions. It has been shown the possibility of 
stable integration of the transgenes at the wheat’s genome under Agrobacterium-mediated transformation in planta.
Keywords: Triticum aestivum, Agrobacterium-mediated transformation in planta.


