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Генетическая трансформация мягкой пшеницы с использованием векторных конструкций, содержащих гены...
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Цель. Проведение Agrobacterium-опосредованной трансформации in planta мягкой пшеницы сорта 
Зимоярка с использованием штамма AGLO с векторными конструкциями, содержащими гены ме-
таболизма пролина: pBi2E с целевым геном – двухцепочечным РНК-супрессором пролиндегидроге-
назы, полученном на основе гена арабидопсиса ProDH1 (ds-RNA suppressor ProDH1) и pBi-ОАТ с целе-
вым геном орнитинаминотрасферазы Medicago truncatula. Методы. Agrobacterium-опосредован-
ная трансформация пшеницы in planta при цветении растений. Наличие трансгенов в геноме рас-
тений определяли методом ПЦР, анализируя ДНК из листьев полученных растений поколения Т1. 
Результаты. Частота трансформации с полным встраиванием генетической конструкции со-
ставляет 1,53 %, при использовании векторной конструкции рВi2Е и 5,43 % при использовании век-
торной конструкции рВi-ОАТ. Выводы. Экспериментально доказана возможность генетической 
трансформации мягкой пшеницы с использованием штамма AGLO, содержащего плазмиду рВi2Е 
с двухцепочечным РНК-супрессором гена пролиндегидрогеназы или pBi-OAT с геном орнитинами-
нотрансферазы методом Agrobacterium-опосредованной трансформации in planta.

Ключевые слова: Agrobacterium-опосредованная трансформация, Triticum aestivum, гены метабо-
лизма пролина.

введение. В последние два десятилетия наблюдается широкое использование различ-
ных подходов для генетической трансформации пшеницы. Наиболее распространен-

ными методами являются бомбардировка микрочастицами и совместное культивирование 
с Agrobacterium tumefaciens [1, 2]. Метод Agrobacteium-опосредованной трансформации 
имеет ряд преимуществ по сравнению с биобаллистической трансформацией: в геном ре-
ципиента включается ограниченное число копий генов, возможность передачи относитель-
но больших генетических конструкций с минимальными перестройками в кодирующих по-
следовательностях переносимых генов, простота методик и более низкая стоимость.

Основные способы получения генетически модифицированных растений с использова-
нием метода Agrobacteium-опосредованной трансформации основаны на переносе т-ДНК 
в культивируемые in vitro растительные клетки с последующей регенерацией трансформи-
рованных побегов. Однако такой подход имеет ряд ограничений и недостатков: во-первых, 
требует стерильных условий; во-вторых, достаточно сложная и длительная методика; в-тре-
тьих, во время культивирования in vitro в растительных клетках довольно часто происходят 
соматические мутации или сомаклональные изменения; и, наконец, у некоторых генотипов 
может вообще не происходить регенерация побегов. Одним из нетрадиционных подходов 
для осуществления переноса агробактериальной т-ДНК в однодольные растения являются 
метод Agrobacterium-опосредованной трансформации in planta, который позволяет избе-
жать культивирования in vitro и сомаклональной изменчивости [3, 4]. Этот метод генетиче-
ской трансформации в настоящее время успешно используется у различных сельскохозяй-
ственных культур, в том числе и пшеницы [5, 6].
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держит бинарный вектор pBi2E с целевым геном – 
двухцепочечным РНК-супрессором пролиндеги-
дрогеназы, полученный на основе гена Arabidopsis 
(ds-RNA suppressor ProDH1), а также селективний 
ген неомицинфосфотрансферазы ІІ (nptІІ) E. coli 
(рис. 1).

рис. 1. схема т-ДНК генетической конструкции pBi2E: pNOS – 
промотор гена нопалинсинтазы; p35S – промотор 35S РНК ви-
руса мозаики цветной капусты (CaMV); PDH-ex1 – первый ек-
зон гена PDH (в конструкции присутствуют два фрагмента, 
расположенные в виде инвертированого повтора); int – ин-
трон; ntpІІ – ген неомицинфосфотрансферазы ІІ E.coli; NOSt – 
терминатор гена нопалинсинтазы, сигнал полиаденирования; 
RB, LB – повторы, ограничивающие т-область

Вторая конструкция содержит бинарный вектор 
pBi-ОАт с целевым геном – орнитинаминотранс-
феразы Medicago truncatula, а также селективний 
ген неомицинфосфотрансферазы ІІ (nptІІ) E. coli 
(рис. 2).

рис. 2. схема т-ДНК генетической конструкции pBi-ОАт: pNOS – 
промотор гена нопалинсинтазы; p35S – промотор 35S РНК ви-
руса мозаики цветной капусты (CaMV); ОАт– ген орнитинами-
нотрансферазы люцерны; ntpІІ – ген неомицинфосфотрансфе-
разы ІІ E.coli; NOSt – терминатор гена нопалинсинтазы, сигнал 
полиаденирования; RB, LB – повторы, ограничивающие т-об-
ласть

Ночную культуру A. tumefaciens получали при 
культивировании на среде LB с добавлением ри-
фампицина 50 мг/л и канамицина 100 мг/л при 
150 об/мин, 26 °с, в темноте на шейкере. бакте-
риальные клетки осаждали центрифугированием 
при 3500 об/мин. в течение 15 мин, ресуспенди-
ровали в индукционной среде с добавлением 100 
мкM ацетосирингона. инокуляционную среду го-
товили на основе среды Мс с половинным содер-
жанием макросолей, которую доводили до опти-
ческой плотности OD660 = 0,5 и добавлением 100 
мкM ацетосирингона. К началу цветения осущест-
вляли кастрацию колоса согласно стандартной ме-
тодики. На каждый колосок одевался индивиду-
альный изолятор из пергаментной бумаги и про-
водили этикетирование. инокуляцию суспензией 
клеток агробактерий проводили через 3–5 суток 
после кастрации.

известно, что устойчивость к засухе и засоле-
нию – комплексные признаки, и полный набор ге-
нов, определяющих такой фенотип, неизвестен. 
Есть ряд исследований, связывающих эти призна-
ки с содержанием пролина в тканях растения, ко-
торый активно синтезируется в ответ на различ-
ные стрессовые воздействия, выступая в качестве 
осмопротектора [7].

Для генетического улучшения культурных рас-
тений рассматриваются возможности использо-
вания генов, которые контролируют уровень со-
вместных осмолитов, в частности метаболизм про-
лина [8, 9]. В ряде случаев доказана корреляция 
между содержанием свободного пролина и повы-
шением уровня устойчивости. так, у трансгенных 
растений арабидопсиса, пшеницы и риса показа-
но повышение устойчивости к засолению, засухе и 
низким температурам [10–13]. Выявлено, что экс-
прессия гена орнитинаминотрансферазы повы-
шает уровень устойчивости трансгенных растений 
риса и табака к засухе и засолению [9, 14, 15].

Для повышения уровня накопления пролина 
применяются две основные стратегии: 1 – допол-
нительное введение копий кДНК, ответственных 
за его синтез (P5CS или γ-ОАт в смысловой ориен-
тации трансгена); 2 – частичная супрессия эндоген-
ных генов катаболизма пролина, например ProDH, 
контролирующих первый этап его гидролиза, ис-
пользуя фрагменты генов пролиндегидрогеназы 
в антисмысловой ориентации или в форме обра-
щенного повтора.

Целью нашей работы было проведение 
Agrobacterium-опосредованной трансформации in 
planta мягкой пшеницы с использованием штамма 
AGLO и двух векторных конструкций, одна содер-
жащая ген синтеза, а другая – катаболизма про-
лина. Обе конструкции любезно предоставлены 
к.б.н. Кочетовим А.В. (институт цитологи и генети-
ки сибирского отделения РАН, г. Новосибирск).

Материалы и методы
Объектом исследования служили растения мяг-

кой пшеницы современного высокоурожайного 
сорта Зимоярка (оригинатор институт физиологии 
растений и генетики НАН Украины). трансформа-
цию in planta проводили с использованием двух 
векторных конструкций. Первая конструкция со-
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результаты и обсуждение
Эффективность Agrobacterium-опосредованной 

трансформации in planta зависит от многих факто-
ров, в частности температуры, при которой прово-
дится трансформация, состава среды для иноку-
ляции, особенностей развития и строения цветка, 
оптической плотности суспензии бактериальных 
клеток, продолжительности контакта (кокульти-
вирования) растительных тканей с агробактерией, 
штамма Agrobacterium, типа векторной конструк-
ции, генотипа растения и др. [2].

Нами проводилась Agrobacterium-опосредо-
ванная трансформация in planta в условиях вегета-
ционного опыта во второй половине дня при раз-
личных температурных режимах: от 20 до 28 °с. По 
нашим наблюдениям между температурными ва-
риантами не отмечалось достоверной разницы по 
показателю завязывания семян. Однако по отбо-
ру на селективной среде с канамицином, семена, 
полученные в варианте с 20–22 °с прорастали бы-
стрее и, в целом, удалось получить большее коли-
чество канамицин-устойчивых проростков.

Всего при трансформации in planta векторной 
конструкцией pBi2E нами было получено 424 семе-
ни т0, а при трансформации векторной конструкци-
ей с pBi-OAT – 411 семян, которые по морфологиче-
ским показателям не отличались от контроля. Все 
полученные семена проращивали на селективной 
среде и отбирали канамицин-устойчивые формы.

с целью подтверждения переноса трансгенов 
на листья канамицин-устойчивых растений нано-
сили раствор канамицина 100 мг/л и накрывали 
место нанесения пергаментной бумагой. У кон-
трольных (неустойчивых) растений в месте контак-

Полученную суспензию клеток наносили на 
рыльца пестиков с помощью автоматического пи-
пет-дозатора. После нанесения суспензии агро-
бактериальных клеток колоски снова изолирова-
ли. После полного высыхания раствора проводили 
опыления пыльцой, которая была получена из ин-
тактного колоса того же растения.

Экстракцию ДНК из листьев проводили с ис-
пользованием комплекта реагентов «ДНК-сорб-с» 
(ФбУН ЦНии Роспотребнадзора, Россия). Концен-
трацию и чистоту ДНК определяли спектрофото-
метрически. Наличие целевого гена в геноме ис-
пытуемых растений определяли методом ПЦР, 
анализируя ДНК из листьев полученных растений 
поколения т1. ПЦР проводилась на амплификаторе 
Mastercycler Personal 5332 Eppendorf. сначала осу-
ществляли мультиплекс-ПЦР с праймерами к пше-
ничному гену-референту TaTM20 и трансгену nptII 
(5’-сстGAATGAACTCCAGGAGGAGGCA-3’ и 5’-GCTC
TAGATCCAGAGTCCCGCTCAGAAG-3’) согласно сле-
дующей программе: начальная денатурация при 
94 °с 4 мин; 8 циклов (денатурация 94 °с – 30 с, от-
жиг 68 °с – 45 с, элонгация 72 °с – 30 с) и 25 ци-
клов (денатурация 94 °с – 30 с, отжиг 60 °с – 30 с, 
элонгация 72 °с – 30 с), финальная элонгация 72 °с 
5 мин. Размер ожидаемых фрагментов для гена 
nptII – 700 п.н., а для гена TaTM20 – 934 п.н. Для 
образцов, у которых выявлен положительный сиг-
нал, проводили ПЦР с праймерами, специфичными 
к фрагменту первого экзона гена pdh арабидопси-
са (5’-AACAAACTGGATCCGGCGATCTTAC-3’ и 5’-GAGA
TGTTGGTCTAGATTTGGCAGC-3’) по следующей про-
грамме: начальная денатурация при 94 °с 4 мин; 34 
цикла (денатурация 94 °с – 30 с, отжиг 58 °с – 30 с, 
элонгация 72 ° с – 30 с и финальная элонгация 72 °с 
10 мин, или гена ОАт (5’- CAGTGCCCACAATTACCAT 
CC-3’ и 5’-CGAACTTCTTCCCAATCACAAGCCA-3’) по 
программе: начальная денатурация при 94 °с 
4 мин; 30 циклов (денатурация 94 °с – 1 мин, отжиг 
57 °с – 1 мин, элонгация 62 ° с – 1 мин) и финаль-
ная элонгация 62 °с 8 мин. Размер ожидаемого ам-
пликона составляет 545 п.н. для экзона гена pdh и 
708 п.н. для гена ОАт. Наличие агробактериальной 
примеси контролировали по гену virC. Продукты 
амплификации разделяли в 1,2 % агарозном геле, 
окрашенном раствором бромистого этидия, визу-
ализировали в ультрафиолетовом свете и фотогра-
фировали.

рис. 3. Фенотипическое проявление устойчивости к канамици-
ну на листьях пшеницы in vivo после нанесения раствора ан-
тибиотика: 1, 2 – канамицин-устойчивые растения пшеницы; 
К – контроль (неустойчивое растение). стрелками указаны ме-
ста некрозов
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Таблица. Эффективность Agrobacterium-опосредованной трансформации in planta мягкой пшеницы

Штамм
Векторная конструк-

ция
Получено семян 

т0, шт.

Устойчивых к канами-
цину Получено семян 

т1, шт.

Получено 
трансгенных 

форм, шт.

Частота 
трансфор-
мации, %шт.  %

AGLO
pBi2E 424 16 3,77 261 4 1,54

pBi-OAT 411 11 2,68 129 7 5,43

зволяет исключить ложноотрицательные резуль-
таты, связанные с плохим качеством выделенного 
образца или недостаточной концентрацией ДНК. 
исходя из этого, в работе нами применялась муль-
типлексная ПЦР, которая позволяет за один цикл 
амплификации определить в исследуемом об-
разце конститутивный ген пшеницы TaTM20 и 
трансген nptII, что обеспечивает устойчивость к ка-
намицину (рис. 4).

среди 261 проанализированных семян т1, с 
конструкцией pBi2E (ДНК выделяли из каждо-
го проростка т1 индивидуально) только у 37 под-
тверждено присутствие гена nptII. Дополнитель-
но все образцы, в которых подтверждено наличие 
гена nptII, проверяли на присутствие гена pdh по 
наличию экзона 1. Результат анализа показал, что 
указанный ген присутствовал только у четырех рас-
тений (рис. 5). таким образом, частота трансфор-
мации с полным встраиванием генетической кон-
струкции составляет 1,53 %.

рис. 5. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК на 
присутствие гена pdh (ампликон размером 545 п.н.): 1–4 – изу-
чаемые образцы, 5 – К+ (A. tumefaciens), 6 – К– нетрансфор-
мованая пшеница (отрицательный контроль), М – маркер DNA 
LadderMix

среди 129 семян т1, полученных с использова-
нием конструкции pBi-OAT (ДНК выделяли из каж-
дого проростка т1 индивидуально), у 46 подтверж-
дено присутствие гена nptII. Все образцы, у кото-
рых подтверждено наличие гена nptII, проверяли 
на присутствие гена OAT. Результат анализа по-

та с антибиотиком наблюдали некротические пят-
на на листовой пластинке и обесцвечивание цен-
тральной жилки (рис. 3).

У устойчивых растений наблюдали отсутствие 
характерных пятен некроза или их незначитель-
ные проявления.

При использовании pBi2E получили 16 канами-
цин-устойчивых растений, а при трансформации 
pBi-OAT – 11 растений, устойчивых к антибиотику 
(табл.). Устойчивые формы выращивали до полной 
зрелости зерна и получения семян т1. Все получен-
ные семена т1 анализировали с помощью ПЦР.

Поскольку значительное влияние на результат 
ПЦР имеет качество препарата ДНК, ряд авторов 
для контроля рекомендуют дополнительно про-
водить амплификацию с праймерами к генам до-
машнего хозяйства (house-keeping genes), что по-

 

рис. 4. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК с 
праймерами, специфичными к гену nptII (ампликон размером 
700 п.н.) и TaTM20 (ампликон размером 934 п.н.): 1–7, 11–14 – 
исследуемые образцы; 8, 16 – нетрансформированная пшени-
ца (отрицательный контроль на ген nptII); 9,15 – положитель-
ный контроль на ген nptII (A. tumefaciens); 10 – отрицательный 
контроль; М – маркер DNA LadderMi
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казал, что указанный ген присутствовал только у 
семи растений (рис. 6). 

рис. 6. Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК на 
присутствие гена OAT (ампликон размером 708 п.н.): 1–7 – изу-
чаемые образцы, 8 – К+ (A. tumefaciens), 9 – К– нетрансфор-
мованая пшеница (отрицательный контроль), М – маркер DNA 
LadderMix

таким образом, частота трансформации с пол-
ным встраиванием генетической конструкции 
рВi-ОАт составляет 5,43 %. Анализ образцов на 
присутствие генов вирулентности позволил исклю-
чить бактериальную контаминацию растительного 
материала, поскольку присутствие последователь-
ности гена VirC в исследуемых образцах не уста-
новлена.

выводы
Экспериментально доказана возможность ге-

нетической трансформации мягкой пшеницы с 
использованием штамма AGLO, содержащего 
плазмиду рВi2Е с двухцепочечным РНК-супрес-
сором гена пролиндегидрогеназы или  pBi-OAT 
с геном орнитинаминотрансферазы методом 
Agrobacterium-опосредованной трансформации  
in planta. Наличие трансгенов подтверждено мето-
дом ПЦР анализа. Частота трансформации с пол-
ным встраиванием генетической конструкции со-
ставляет 1,53 %, при использовании векторной 
конструкции рВi2Е и 5,43 % при использовании 
векторной конструкции рВi-ОАт. Анализ образцов 
на присутствие гена вирулентности (VirC) позволил 
исключить бактериальную контаминацию расти-
тельного материала.
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Aim. To perform Agrobacterium-mediated transformation in 
planta of plants of the bread wheat variety Zymoyarka using 
the strain AGLO with vector constructs containing the genes 
of proline metabolism: pBi2E containing the double stranded 
RNA suppressor of proline dehydrogenase developed on 
the basis of Arabidopsis ProDH1 gene (ds-RNA suppressor 
of ProDH1) and pBi-OAT containing the gene of ornithine 
aminotransferase of Medicago truncatula. methods. 
Agrobacterium-mediated genes transfer in planta was carried 
out during wheat pollination. The presence of transgenes 
within the genome of transformed plants was determined 
by PCR analysis of DNA isolated from the leaves of plants of 
T1 generation. Results. The frequency of transformation 
with the full insertion of the genetic construct was 1.53 % 
using the vector construct pBi2E and 5.43 % using a vector 
construct pBi-OAT. Conclusions. It is experimentally proved the 
possibility of genetic transformation of wheat with the strain 
AGLO, containing the plasmid pBi2E with double-stranded RNA 
suppressor of proline degidrogenase gene and the plasmid 
pBi-OAT containing the gene of ornithine aminotransferase by 
Agrobacterium-mediated transformation in planta.

keywords: Agrobacterium-mediated transformation, Triticum 
aestivum, genes of proline metabolism.

геНеТичНа ТраНСфОрМаЦІя М’якОЇ пШеНиЦІ  
З викОриСТаННяМ векТОрНих кОНСТрукЦІй,  
щО МІСТяТь геНи МеТабОлІЗМу прОлІНу
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Мета. Проведення Agrobacterium-опосередкованої транс-
формації in planta м’якої пшениці сорту Зимоярка з вико-
ристанням штаму AGLO з векторними конструкціями, що 
містять гени метаболізму проліну: pBi2E з цільовим ге-
ном – дволанцюговим РНК-супрессором проліндегідро-
генази, отриманого на основі гена арабідопсису ProDH1 
(ds-RNA suppressor ProDH1) і pBi-ОАт з цільовим геном 
орнітинамінотрасферази Medicago truncatula. Методи. 
Agrobacterium-опосередкована трансформація пшениці 
in planta в умовах вегетаційного експерименту. Наявність 
трансгенів у геномі рослин визначали методом ПлР, ана-
лізуючи ДНК з листя отриманих рослин покоління т1. ре-
зультати. Частота трансформації з повним вбудовуванням 
генетичної конструкції становить 1,53 %, при використан-
ні векторної конструкції рВi2Е і 5,43 % при використанні 
векторної конструкції рВi-ОАт. висновки. Експерименталь-
но доведено можливість генетичної трансформації м’якої 
пшениці з використанням штаму AGLO, що містить плазмі-
ду рВi2Е з дволанцюговим РНК-супрессором гена пролін-
дегідрогенази або pBi-OAT з геном орнітинамінотрансфе-
рази методом Agrobacterium-опосередкованої трансфор-
мації in planta.

ключові слова: Agrobacterium-опосередкована трансфор-
мація, Triticum aestivum, гени метаболізму проліну.


