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Отримання трансгених рослин, стійких до 

гербіцидів, є одним із найпоширеніших напрям-

ків створення біотехнологічних рослин для 

сільського господарства [1, 2]. Найчастіше вво-

дять гени, які забезпечують стійкість рослин до 

гліфосату, імідазолінонів, біалофосу. Гліфосат 

(N-фосфонометилгліцин) є гербіцидом систем-

ної дії, найпоширенішим у світі. Він інгібує 

фермент метаболічного шляху шикимової кис-

лоти 5-енолпирувилшикімат-3-фосфат синтазу 

(EPSPS), блокуючи біосинтез бензоїдних арома-

тичних сполук, у тому числі незамінних аміно-

кислот (фенілаланіну, триптофану, треоніну), 

внаслідок чого рослина гине [3]. Фермент пра-

цює у хлоропластах рослин та кодується ядер-

ним геном. Слід зауважити, що у тварин, як і в 

людини, синтез бензоїдних ароматичних сполук 

відбувається іншим шляхом і не інгібується 

гліфосатом. Одним із напрямків створення рос-

лин, стійких до гліфосату, є введення мутантно-

го гена epsps, продукт якого має низьку спорід-

неність до гліфосату [4–6]. Ген СР4epsps є од-

ним із таких генів, який було виділено з агроба-

ктерії штаму СР4 [7]. У трансгенній рослині він 

забезпечує стійкість до дії гербіциду, повністю 

компенсуючи функцію нативного рослинного 

ферменту EPSPS. У зв’язку з тим, що під час 

трансформації трапляються випадки вбудову-

вання не цілого вектора, а його частини [8], або 

через можливу низьку експресію цільового гена 

в трансгенних рослинах, які відбирали завдяки 

експресії іншого гена [9], для отримання транс-

генних рослин, стійких до гліфосату, найкра-

щим є використання цього гербіциду в якості 

селективного агента. Повідомляють, що селек-

ція на гліфосаті має ряд переваг для кукурудзи 

над іншими селективними маркерами загально-

го використання: по-перше, це низька частота 

отримання нетрансгенного матеріалу в резуль-

таті селекції, по-друге, вкрай низька ймовірність 

виникнення мутацій стійкості до гліфосату [5]. 

Проте в світі є небагато робіт, які описують 

використання гліфосату в якості селективного 

агента [4, 5, 10], і не в усіх випадках така селек-

ція була успішною [5, 9]. Також існує певна 

природна мінливість у рівні чутливості до глі-

фосату кукурудзи різних генотипів [11, 12]. У 

зв’язку з цим для отримання стійких до гліфоса-

ту рослин важливо дослідити умови селекції на 

гліфосаті для конкретних генотипів та експлан-

тів. 

Метою роботи було дослідити селектив-

ний вплив гліфосату на калюс кукурудзи конк-

ретних генотипів та ефективність його викорис-

тання для отримання трансгенного рослинного 

матеріалу. Ми працювали з генотипами кукуру-

дзи, районованими в Україні. Генетичну транс-

формацію регенераційно активного калюсу ку-

курудзи здійснювали за допомогою Agrobacte-

rium tumefaciens. У дослідженні використовува-

ли вектор, який містив ген CP4epsps стійкості 

до гербіциду гліфосату. В результаті проведено-

го дослідження була відпрацьована методика 

селекції трансгенного калюсу кукурудзи з вико-

ристанням гліфосату в якості селективного аге-

нта. 

 

Матеріали і методи 

Для трансформації в якості рослинного 

матеріалу використовували регенераційно акти-

вний калюс кукурудзи, отриманий із незрілих 

зародків урожаю 2015 року чотирьох генотипів 

(інбредної лінії PLS61, гібридів F1 

ДК267ЧPLS61 і PLS61ЧДК267, а також сомак-

лонального варіанта гібридної лінії 

PLS61ЧДК304 – Rcult(PLS61ЧДК304), який був 

отриманий через регенерацію in vitro). Незрілі 

зародки були надані Державною установою 

Інститут сільського господарства степової зони 

НААН України (м. Дніпро). Калюс отримували 

з незрілих зародків кукурудзи шляхом культи-

вування в умовах in vitro на модифікованому 

середовищі N6 [13] при 27°С у темряві. Кожні 

три тижні шматочки калюсу пересаджували на 

свіже поживне середовище. 
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Для генетичної трансформації кукурудзи 

використовували Agrobacterium tumefaciens 

штаму GV3101, яка містила плазміду рСВ135. 

До складу вектора входили гени СР4epsps під 

контролем промотору 35S вірусу мозаїки цвіт-

ної капусти та nptII під контролем промотору 

нопалинсинтази (рис. 1). Генетична конструкція 

рСВ135 була сконструйована на основі вектора 

pICBV16 з колекції ІКБГІ НАН України шляхом 

ексцизії гена gus за допомогою рестриктаз XhoI 

та XbaI і лігування гена СР4epsps під контроль 

35S промотору. До 5’-кінця гена СР4epsps була 

приєднана послідовність, що кодує хлоропласт-

ний транзитний білок (СТР), який забезпечує 

доставку білка СР4EPSPS у хлоропласти. Селе-

кцію агробактерії, трансформованої вектором 

рСВ135, проводили, додаючи у поживні середо-

вища антибіотики: 50 мг/л ріфампіцину, 25 мг/л 

гентаміцину та 100 мг/л карбеніциліну. 

 

 
Рис. 1. Схема вектора рСВ135: RB, LB – межі Т-ДНК; Tocs – термінатор гена октопінсинтази; CP4epsps – 

ген 5-еноілпірувіл-шикімат-3-фосфатсинтази; СТР – хлоропластний транзитний пептид; P35S – промотор гена 

35S РНК вірусу мозаїки цвітної капусти; Pnos – промотор гена нопалинсинтази; nptII – ген неоміцинфосфотран-

сферази; Tnos – термінатор гена нопалинсинтази. 

 

 
Нарощування культури Agrobacterium tu-

mefaciens для трансформації та Agrobacterium-

опосередковану трансформацію морфогенного 

калюсу кукурудзи виконували за методи-

кою [10]. Після трансформації калюси перено-

сили на живильне середовище для калюсогене-

зу [13], яке містило 0,1 мМ гліфосату, та куль-

тивували у темряві при 27ºС. За два тижні ка-

люси садили на свіже середовище, у якому кон-

центрація гліфосату була збільшена до 0,25 мМ, 

та вирощували за тих самих умов. Відібрані 

стійкі до гербіциду калюси пересаджували на 

селективне регенераційне середовище [13], яке 

містило 0,1 мМ гліфосату, і вирощували в умо-

вах освітлення при температурі 24ºС та 16-го-

динному фотоперіоді. 

Сумарну ДНК з рослинного матеріалу ви-

діляли за методикою з використанням ЦТАБ та 

ПВП-40 [14]. 

Виявлення генів СР4epsps, nptII в рослин-

ній ДНК проводили методом полімеразної лан-

цюгової реакції (ПЛР). Для унеможливлення 

забруднення рослинного матеріалу агробактері-

єю перед аналізом на трансгени була проведена 

ампліфікація на присутність агробактеріального 

гена vir-D1 [15]. Для ПЛР на ген СР4epsps була 

використана така пара праймерів: eps F:  

5' - CAA TAC GGG CAA GGC CAT GC - 3' і eps 

R: 5' - CAT CCG TCT CGA CGG TAA GG -3', на 

ген nptII – пара праймерів, яка була описана 

раніше [16]. Розмір продуктів ампліфікації пос-

лідовності гена vir-D1 мав складати 432 пар 

нуклеотидів (п. н.), СР4epsps – 498 п. н., nptII – 

700 п. н. Реакційна суміш для ПЛР (20 мкл) міс-

тила 0,5 одиниць FirePol ДНК-полімерази (Solis 

BioDyne), 2 мкл 10х буфера B, 1,6 мкл 25 мМ 

MgCl2, 200 мкМ кожного дНТФ, 0,1 мкМ кожно-

го форвардного і реверсного праймера і 30 нг 

ДНК. У якості позитивного контролю для nptII 

використовували загальну ДНК трансформова-

ної цим геном рослини тютюну, для СР4epsps – 

плазміду рСВ135, а для vir-D1 – загальну ДНК 

агробактерії GV3101. Програма для ПЛР на ген 

СР4epsps була задана таким чином: перший 

цикл при 94°С протягом 4 хв з наступними 34 

циклами (денатурація при 94°С 30 с, ренатура-

ція при 59°С 30 с, елонгація при 72°С протягом 

32 с). Програма ампліфікації для виявлення по-

слідовності гена nptII була за методикою низ-

хідної ПЛР: стартова денатурація – 4 хв. при 

94°С; 9 циклів: 30 с при 94°С, 45 с при 68°С, 30 

с при 72°С; 26 циклів: 30 с при 94°С, 30 с при 

60°С, 30 с при 72°С. Кінцева елонгація склала 

5 хв при 72 °С з наступним швидким охоло-

дженням до 22°С. Ампліфікацію фрагмента гена 

vir-D1 проводили за програмою [15]. ПЛР про-

водився з використанням ампліфікатора 

Eppendorf  Mastercycler personal AG 22331 

Germany. Продукти ампліфікації розділяли на 

0,8 % агарозному гелі з бромистим етідієм 

(0,5 мкг/мл) у LB буфері [17] при 6 В/см протя-

гом 90 хв. 
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Результати та обговорення 

Для отримання трансгенних рослин куку-

рудзи стійких до гліфосату, відпрацьовували 

методику селекції трансгенного матеріалу конк-

ретних генотипів кукурудзи безпосередньо на 

гліфосаті. Було здійснено три експерименти з 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

морфогенного калюсу чотирьох генотипів куку-

рудзи вектором рСВ135 та опрацьовано в зага-

льній кількості 160–200 калюсів для кожного 

генотипу (табл.). Селекцію трансгенного калюсу 

проводили на середовищах для калюсогенезу, 

які містили гліфосат у якості селективних аген-

тів, опираючись на результати, викладені у дос-

лідженні [10]. 

 
Таблиця. Селекція на середовищах із гліфосатом трансгенного калюсу кукурудзи після  

Agrobacterium-опосередкованої трансформації вектором рСВ135, який містить ген СР4epsps 

Генотип 

Загальна кіль-

кість опрацьо-

ваних калюсів, 

шт. 

Калюси стій-

кі до гліфо-

сату 

Позеленіння калю-

сів на середовищі із 

гліфосатом 

ПЛР аналіз на ген 

СР4epsps 

шт % шт % 
кількість 

зразків, шт 

«+»зразк

и, шт 

PLS61 200 13 6,5 6 3 2 0 

PLS61ЧДК267 164 41 25 0 0 0 0 

ДК267ЧPLS61 170 37 21,8 19 11,2 9 3 

PLS61ЧДК304 165 39 23,6 7 4,2 4 0 

 

Показано, що внесення гліфосату в сере-

довища для калюсогенезу у концентрації 0,1 мМ 

для перших двох тижнів культивування та 

0,25 мМ для наступних двох тижнів пригнічує 

проліферативну активність калюсу кукурудзи 

(рис. 2), що виявлялось у його потемнінні та 

відмиранні (рис. 2 А, В), порівняно з контроль-

ними чашками без селективного агента 

(рис. 2 Б). Таким чином, незважаючи на те, що 

мішенню гліфосату є хлоропластний фермент 5-

енолпіруватшикімат-3-фосфатсинтаза (EPSPS), і 

тому найбільшу негативну дію він виявляє в 

активно ростучих фотосинтезуючих рослинах, 

передусім у точках росту стебла і кореня [3], 

гліфосат також має селективний ефект на калюс 

в умовах темряви, що виявляється у зниженні 

його проліферативної активності до повного 

його потемніння і відмирання (рис. 2 А, В). Се-

лективний вплив гліфосату на калюс, який на-

ростав в умовах темряви, було виявлено також 

іншими дослідниками [10]. Чутливість калюсів 

до гліфосату різнилася залежно від генотипу 

кукурудзи. Найбільш пригнічувану дію гербі-

цид мав на калюс інбредної лінії PLS61, тоді як 

для гібридних генотипів цей вплив був менш 

токсичним. Те, що різні генотипи кукурудзи 

виявляють різний рівень чутливості до гліфоса-

ту, спостерігали також інші дослідники [11, 12]. 

Після Agrobacterium-опосередкованої трансфо-

рмації більшість шматочків калюсів на селекти-

вному середовищі з гліфосатом виявилися чут-

ливими до гербіциду, тоді як менша частина (від 

6 до 25 %, залежно від генотипу, табл.) продов-

жували рости на селективному середовищі у 

темряві.  
Через 6 тижнів культивування на середо-

вищах для калюсогенезу з гліфосатом калюс, 

який активно наростав, переносили на регене-

раційне селективне середовище. Було виявлено, 

що за дослідних умов відбувалося пригнічення 

росту та позеленіння калюсу кукурудзи різних 

генотипів у контролі, який не піддавали 

Agrobacterium-опосередкованій трансформації. 

Після трансформації вектором рСВ135 спосте-

рігали позеленіння калюсу трьох генотипів ку-

курудзи, відібраного на селективних середови-

щах для калюсогенезу (табл.). Для гібридного 

генотипу PLS61ЧДК267 позеленіння калюсу на 

регенераційному середовищі із гліфосатом після 

трансформації не спостерігали (табл.). Найбі-

льша кількість зелених калюсних ліній була 

отримана для гібридного генотипу 

ДК267ЧPLS61 (табл.).  
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Рис. 2. Зовнішній вигляд калюсу кукурудзи інбредної лінії PLS61: А – на живильному середовищі для 

калюсогенезу, яке містить 0,25 мМ гліфосату після Agrobacterium-опосередкованої трансформації вектором 

рСВ135; Б – нетрансфор-мований вихідний калюс (контроль) на середовищі для калюсогенезу без гербіциду; В 

– нетрансформований вихідний калюс на середовищі для калюсогенезу, яке містить 0,25 мМ гліфосату. 

 

 

 
 

Рис. 3. Електрофореграма аналізу методом ПЛР рослинної ДНК калюсних ліній кукурудзи на присут-

ність генів: СР4epsps (ліворуч) та vir D1 (праворуч). Довжина очікуваного фрагмента для гена СР4epsps –  

498 п. н. та vir D1 – 432 п. н. К- – нега-тивний контроль, нетрансформований калюс; К+ – позитивний контроль; 

М – маркер молекулярної маси ДНК. Доріжки 1-15 – калюсні лінії кукурудзи отримані після Agrobacterium-

опосередкованої трансформації вектором рСВ135; 16 – контроль реакції без ДНК. 

 

 
Через 4 тижні після перенесення калюсу 

на селективне регенераційне середовище спо-

стерігали початок регенерації рослин зі стійкого 

до гліфосату калюсу кукурудзи для генотипів 

ДК267ЧPLS61 та PLS61ЧДК304. 

Із 15 зелених калюсних ліній кукурудзи 

стійких до гліфосату, виділили загальну ДНК та 

дослідили присутність у ній гена СР4epsps ме-

тодом ПЛР. У трьох калюсних лініях спостері-

гали ампліфікацію фрагмента очікуваного роз-

міру 498 п. н. (рис. 3, табл.). Усі калюсні лінії 

кукурудзи, які мали ген СР4epsps, належали до 

гібридного генотипу ДК267ЧPLS61 (табл.). Час-

тота трансформації за результатами аналізу ПЛР 

для цього генотипу кукурудзи в окремому екс-

перименті складала 7,3 % та 1,8 %, якщо врахо-

вувати кількість опрацьованих шматочків калю-

су цього генотипу в трьох експериментах. 

Методом ПЛР було показано наявність 

гена nptII в зразках, які містили ген CP4epsps, та 

відсутність бактеріальної ДНК в отриманих 

зразках загальної ДНК кукурудзи (рис. 3). 

 

Висновки 

Відпрацьована методика селекції транс-

генних ліній кукурудзи на гліфосаті після  

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

регенераційно активного калюсу. Показано, що 

для чотирьох генотипів кукурудзи, районованих 

в Україні, використання у середовищах для ка-

люсогенезу гліфосату в концентрації 0,1 мМ 

протягом перших двох тижнів та 0,25 мМ про-
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тягом наступних двох викликає зниження про-

ліферативної активності калюсу та його відми-

рання, а 0,1 мМ гліфосату у регенераційному 

середовищі негативно впливає на позеленіння 

калюсу. Чутливість калюсів до гліфосату різни-

лася залежно від генотипу кукурудзи. Викорис-

тання гліфосату в якості селективного агента 

після Agrobacterium-опосередкованої трансфор-

мації виявилося ефективним для отримання 

трансгенних калюсних ліній кукурудзи, які міс-

тять ген СР4epsps. Регенераційно активний ка-

люс тривалого культивування може виявитися 

перспективним для отримання трансгенної ку-

курудзи. Успіх Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації калюсу кукурудзи залежав від 

генотипу вихідного матеріалу. 
Робота підтримана проектом 0115U004187 

«Використання молекулярних та клітинних техно-

логій для отримання біотехнологічних рослин пше-

ниці та кукурудзи стійких до гербіциду гліфосату» 

цільової комплексної міждисциплінарної програми 

наукових досліджень НАН України «Молекулярні та 

клітинні біотехнології для потреб медицини, проми-

словості та сільського господарства». 
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GLYPHOSATE SELECTION OF MAIZE TRANSGENIC CALLUS LINES AMONG GENOTYPES OF 

UKRAINIAN PLANT BREEDING 
Aim. Glyphosate selection has a number of advantages over other commonly used selectable markers for maize. There 

is some natural variability within maize germplasm for degree of sensitivity to glyphosate. We investigated the selective 

effect of glyphosate for production transgenic maize callus after Agrobacterium-mediated transformation among geno-

types of Ukrainian plant breeding. Methods. Agrobacterium-mediated transformation, glyphosate selection in vitro, and 

PCR analysis were used to obtain transgenic maize callus and to confirm its status. Results. An efficient selectable 

marker system for production transgenic maize callus lines tolerant to herbicide glyphosate was proposed. Calluses of 

four maze genotypes of Ukrainian plant breeding and pCB135 vector containing CP4epsps gene were used in Agrobac-

terium-mediated transformation experiments. Three callus maize lines of DK267ЧPLS61 genotype containing 

CP4epsps gene were obtained. Conclusions. The use of glyphosate as a selective agent after Agrobacterium-mediated 

transformation proved to be effective for transgenic maize callus lines production containing the gene CP4epsps. The 

success of Agrobacterium-mediated transformation of maize callus strongly depended on the genotype of source ma-

terial. 

Keywords: Agrobacterium-mediated maize transformation, CP4epsps gene, glyphosate selection, PCR analysis. 


