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Досліджено перебіг мейозу в генетично модифікованих рослин пшениці, отри-
маних за Agrobacterium-опосередкованої трансформації сорту Зимоярка методом
in planta. Виявлено, що трансгенні форми характеризуються більшою частотою
порушень мейозу порівняно з нетрансгенними рослинами. У результаті
порівняльного аналізу перебігу мейозу встановлено, що у трансгенних ліній, от-
риманих за використання штаму AGLO і векторної конструкції рВі2Е, відсоток
клітин із порушеннями на стадії метафази 1 був значно нижчим, а мейотичний
індекс відповідно вищим, ніж у ліній, отриманих за використання штаму AGLO
і векторної конструкції рВі-ОАТ. Визначено, що кількість клітин із порушення-
ми мейозу найбільша у трансгенних рослин ліній зі зниженою фертильністю
пилку і низькою насіннєвою продуктивністю.

Ключові слова: Triticum aestivum L., Agrobacterium-опосередкована трансформація
in planta, мейоз.

В останні десятиліття широко використовують різноманітні підходи для
створення генетично модифікованих рослин пшениці, одним з яких є
Agrobacterium-опосередкована трансформація, що дає змогу вводити в
геном реципієнта обмежене число копій генів і передавати відносно ве-
ликі генетичні конструкції з мінімальними перебудовами в кодувальних
послідовностях генів, що переносяться [19, 30].

Одним із методів перенесення агробактеріальної Т-ДНК в одно-
дольні рослини є Agrobacterium-опосередкована трансформація in planta,
що дає змогу уникати культивування in vitro та можливої сомаклональ-
ної мінливості [14]. Цей метод успішно використовують для різних зла-
кових культур, у тому числі й пшениці [2, 3, 19, 28, 31]. Встановлено, що
частота трансформації пшениці в такому разі може бути вищою порівня-
но з іншими методами генетичної трансформації [31].

За Agrobacterium-опосередкованої трансформації рослин мож-
ливі генетичні та епігенетичні зміни геному [4, 22, 26]. Спектр описаних у
літературі Т-ДНК-індукованих мутацій доволі широкий — від точкових му-
тацій до значних хромосомних перебудов і навіть змін рівня плоїдності [20,
23, 24, 29]. Крім того, стреси, пов’язані з різними аспектами трансформації
рослин, зокрема такими, як інфікування Agrobacterium, також можуть спри-
чинювати різноманітні зміни в геномі [18].

Встановлено, що за трансгенезу інсерція Т-ДНК у функціонально
значущі ділянки геному здатна негативно впливати на мейоз і фер-
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тильність пилку [12, 21, 27], позначатись на репродуктивній здатності
рослин-трансформантів [11, 25]. Описано мутації, що відбуваються на
різних стадіях мікро- й макроспорогенезу, а також гаметогенезу [12]. По-
рушення нормального перебігу мейозу в рослин виявляються порушен-
ням синапсису, заміною першого мейотичного поділу на мітотичний,
передчасним цитокінезом, зміною конденсації хроматину, злипанням і
фрагментацією хромосом, нездатністю хромосом до кон’югації, утворен-
ням різної кількості унівалентів, неодночасним і нерівномірним розход-
женням хромосом до полюсів, формуванням діад і тетрад із мікроядра-
ми, появою поліад [6, 7, 11, 25]. Спостерігаються також аномалії мейозу,
пов’язані з апаратом веретена поділу [11]. Порушення перебігу мейозу
призводить до зниження насіннєвої продуктивності генетично мо-
дифікованих рослин. У зв’язку з цим метою нашої роботи було
дослідження особливостей перебігу мейозу в генетично модифікованих
рослин пшениці, отриманих за Agrobacterium-опосередкованої трансфор-
мації методом in planta.

Методика

Досліджено рослини м’якої пшениці сорту Зимоярка (оригінатор —
Інститут фізіології рослин і генетики НАН України). Agrobacterium-опо-
середковану трансформацію проводили згідно з описаними методиками
[2, 3] з використанням штаму AGLO та двох векторних конструкцій.
Векторна конструкція рВі2Е з дволанцюговим РНК-супресором гена
проліндегідрогенази (pdh), отриманим на основі гена Arabidopsis (ds-RNA
suppressor Pro-DH1), а також селективним геном неоміцинфосфотранс-
ферази II (nptII) E. coli, друга конструкція — з бінарним вектором рВі-
ОАТ із цільовим геном орнітинамінотрансферази Medicago truncatula і се-
лективним геном неоміцинфосфотрансферази II (nptII) E. coli. Обидві
конструкції люб’язно надані д-ром біол. наук О.В. Кочетовим (Інститут
цитології і генетики Сибірського відділення Російської академії наук,
Новосибірськ).

Трансгенний статус рослин підтверджено методом ПЛР [2, 3].
Agrobacterium-опосередковану трансформацію in planta проводили в умовах
вегетаційного досліду. До початку цвітіння здійснювали кастрацію колоса
за стандартною методикою. На кожен колос одягали індивідуальний ізо-
лятор із пергаментного паперу й проводили етикетування. Інокуляцію
суспензією клітин агробактерій виконували через 3 доби після кастрації.
Агробактеріальну суспензію наносили на приймочки маточок за допомо-
гою автоматичного піпет-дозатора. Після повного висихання розчину їх
запилювали пилком, отриманим з інтактного колоса тієї самої рослини.

Матеріалом досліджень були три трансгенні лінії пшениці сорту Зи-
моярка (Зимоярка 32р, 74р, 86р), отримані методом Agrobacterium-опосе-
редкованої трансформації за використання векторної конструкції рВі2Е, і
три лінії (Зимоярка 93р, 126р, 134р), отримані за використання векторної
конструкції рВі-ОАТ. Усі досліджені рослини в поколінні Т0 мали нор-
мальний хромосомний набір (2 n = 6 x = 42) i були фертильними.

Цитологічний аналіз мейозу проводили на материнських клітинах
пилку (МКП). Для кожного варіанта брали по 4—5 колосів, які ще не
вийшли з листкової піхви, щоб виявити усі стадії мікроспорогенезу.
Фіксували їх в суміші оцтової кислоти та етанолу (1 : 3). Після фіксації
пиляки відмивали кілька разів у дистильованій воді й фарбували 2 %-м
ацетокарміном. Тимчасові давлені препарати готували за загальноприй-
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нятою методикою [9]. Аналізували всі пиляки, МКП яких знаходилися
на стадіях мейозу (профаза 1, метафази 1, 2, ана-телофази 1, 2, формуван-
ня тетрад). У діакінезі й метафазі мейозу 1 (М1) вивчали по 15—20 чітких
метафазних пластинок, на стадіях ана-телофаз — не менш як 50 клітин на
колос. На стадії Т2 аналізували по 200—250 тетрад на одну рослину, виз-
начали мейотичний індекс (кількість МКП без порушень на цій стадії).
Контролем слугували рослини вихідного сорту Зимоярка. Препарати
аналізували під мікроскопом Amplival («Zeiss») зі збільшеннями 15  40 і 15
 100. Фертильність пилку визначали за стандартною методикою [9].

Результати та обговорення

Цитологічний аналіз мікроспорогенезу в контрольних рослин сорту Зи-
моярка показав, що мейоз відбувався практично без порушень. Усі рос-
лини мали стандартний хромосомний набір (2 n = 6 x = 42). Хромосомні
асоціації в М1 представлені в основному закритими бівалентами (21II

з).
Виявлено лише дві клітини з відкритими бівалентами та одну з унівален-
тами (20II

з + 1II
в; 20II + 2I), що відповідає нормальному перебігу мейозу

(табл. 1). Усі біваленти розміщені на екваторі метафазної пластинки
мікроспороцитів, а їх центромери орієнтовані до полюсів веретена
поділу. На стадіях ана-телофаз обох мейотичних поділів виявляли фраг-
менти із частотою 1,7 %. Нормальні тетради формувались у гніздах пи-
ляків синхронно, клітини з мікроядрами траплялися з частотою 1,4 %.
Отже, отримані дані підтвердили нормальний перебіг мейозу в контроль-
них рослин та їх цитологічну стабільність.

Під час мікроспорогенезу в генетично модифікованих рослин спо-
стерігали за утворенням бівалентів у діакінезі, в М1 аналізували харак-
тер кон’югації хромосом, відмічали наявність відкритих бівалентів, уні-
й мультивалентів. Результати аналізу на стадії метафази 1 у генетично
модифікованих ліній наведено в табл. 1. В усіх зразках утворювались
бівалентні асоціації хромосом (21II

з; 20II
з + 1II

в або 19II
з + 2II

в). При
цьому в усіх ліній переважали закриті біваленти, що свідчить про ви-
соку інтенсивність синапсису гомологічних хромосом. Найбільша
кількість закритих бівалентів (75,5 %) була у лінії Зимоярка 32р, най-
менша (55,1 %) — у лінії Зимоярка 126р. У каріотипах усіх ліній вияв-
лено по 1—2 відкритих біваленти й лише у лінії Зимоярка 126р — кліти-
ни з трьома відкритими бівалентами (18II

з + 3II
в). Поява відкритих

бівалентів вказує на ослаблення синапсису гомологів, проте десинапсис
не чинив негативного впливу на перебіг мейозу. З часом мейоз стабілізу-
вався і кількість відкритих бівалентів зменшувалась [6, 10]. Мультива-
лентних асоціацій хромосом ми не виявили. 

Основним типом порушень на стадії М1 є наявність унівалент-
них хромосом (рисунок, а), що підтверджує відсутність кон’югації
(асинапсис) між гомологічними хромосомами й призводить до ано-
малій мейозу на подальших стадіях [8]. Відсутність кон’югації та утво-
рення різних кількостей унівалентів зумовлені мутаціями генів, які
контролюють синапсис [13]. 

Ми спостерігали переважно клітини з двома унівалентами (20II + 2I),
лише в лінії Зимоярка 126р траплялись окремі клітини з трьома (20II + 3I)
унівалентними хромосомами (6,1 %), що свідчить про наявність у цьому
каріотипі анеуплоїдних клітин. Однією з причин виникнення таких
клітин може бути цитоміксис [12]. Як правило, унівалентні хромосоми
розміщувались за межами метафазної пластинки, не відходили до по-
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люсів, залишалися в цитоплазмі, а на стадії телофази утворювали мікро-
ядра. Клітин з унівалентами було від 3,8 до 22,4 % (див. табл. 1). У мейо-
цитах, які мали уніваленти, в основному відбувалось випадкове розход-
ження хромосом в анафазі 1, що в подальшому могло призводити до
утворення неповноцінних гамет.

На стадіях анафази 1 і 2 спостерігали за характером розходження
хромосом до полюсів веретена поділу. Порушення мейозу на цих стадіях
виявляються відставанням або викидом окремих хромосом (див. рисунок,
б), утворенням мостів і фрагментів (табл. 2). Кількість клітин із порушен-
нями на цих стадіях коливалася в різних ліній від 4,8 до 18,7 %. Серед
досліджених трансгенних ліній виявлено одну (Зимоярка 126р) зі значни-
ми системними порушеннями й найвищим рівнем аномалій мейозу —
18,7 %. Під час цитологічного дослідження в полі зору мікроскопа часто
спостерігали відразу кілька клітин із порушеннями (див. рисунок, в).

Крім того, на стадії А2 були діади з асинхронним поділом, коли в
одній клітині йшла стадія метафази, в другій — ранньої анафази/телофа-
зи (див. рисунок, г). Частота таких клітин змінювалась від 0,7 до 3,9 %.

133

ОСОБЕННОСТИ МЕЙОЗА У ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ ПШЕНИЦЫ

ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2016. Т. 48. № 2

Порушення мейозу в клітинах генетично модифікованих рослин пшениці:

а — клітина з унівалентом; б — анафаза 1 з викидом хромосоми; в — клітини з викидом і відстаючою
хромосомою; г — асинхронний поділ; д — асиметричний поділ; е — тетрада з двома відсутніми мікро-
спорами; є — тріада; ж — пентада; з — клампінг хромосом
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На стадії Т1 формувались діади. Показано, що досі відсталі хромо-
соми й фрагменти, що залишалися в цитоплазмі і не відходили до по-
люсів, можуть елімінуватися, включатися в одне з телофазних ядер або
ж утворювати мікроядра [1]. Одним із характерних порушень на цій
стадії у трансгенних рослин були асиметричні поділи, внаслідок яких до
полюсів відходили різні кількості хромосом (див. рисунок, д).

На останній стадії мейозу аналізували утворені тетради й визнача-
ли мейотичний індекс, що є показником нормального перебігу мейозу
[8]. На стадії Т2 в кожному мікроспороциті зазвичай утворюються 4 яд-
ра, після чого відбувається цитокінез, у результаті якого з’являються те-
тради, що з часом розпадаються на окремі одноядерні мікроспори, в
яких у подальшому проходить гаметогенез і формується пилок. Пору-
шення, що сталися на попередніх стадіях мейозу, виявляються в тетра-
дах у вигляді мікроядер, відсутності 1—2 мікроспор, появі тріад або пен-
тад, рідше — поліад.

Тетради з мікроядрами виявлено в усіх досліджених генотипів
(табл. 3). Найбільшу кількість клітин із мікроядрами зафіксовано у лінії
Зимоярка 126р (25,5 %), найменшу (5,8 %) — у лінії Зимоярка 32р. У
ліній Зимоярка 86р та 126р спостерігали тетради з однією або двома
відсутніми мікроспорами (див. рисунок, е), у лінії Зимоярка 74р — по-
одинокі клітини з тріадами (див. рисунок, є) і пентадами (див. рисунок,
ж). Пентади складались із п’яти дочірніх клітин — анеуплоїдних мікро-
спор. Головною причиною появи поліад, у тому числі й пентад, вважа-
ють порушення сегрегації хромосом, у результаті чого утворюється
кілька дочірніх ядер замість двох. Крім того, до виникнення пентад мо-
же призводити формування триполюсних веретен у другому мейотично-
му поділі [16]. Поліади також можуть з’являтися в результаті порушення
веретена поділу або через фрагментацію молодих ядер у Т2, що зумовле-
но порушеннями утворення фрагмопласта і клітинних стінок у тетрадах
[15]. Появу в тетрадах без’ядерних мікроспор пояснюють наявністю ав-
тономного веретена на стадіях метафази 1 або 2, відсутністю кінетохор-
них фібрил, аномальним передчасним цитокінезом у профазі 2 [16].

Серед проаналізованих зразків виявлено дві лінії — Зимоярка 32р
та 93р — з високим мейотичним індексом (відповідно 94,2 і 91,4 %); од-
на (Зимоярка 86р) — зі зниженим (81,6 %) та три (Зимоярка 126р, 134р,
74р) — з низьким (відповідно 59,3; 71,2; 74,4 %) (див. табл. 3). Високий
мейотичний індекс (>85 %) мають цитологічно стабільні форми з нор-
мальним перебігом мейозу, що зумовлює утворення життєздатного пил-
ку, знижений — стабільні форми з певною кількістю порушень на
стадіях М1—А2, що може призводити до зниження фертильності пилку,
низький мейотичний індекс (<80 %) вказує на підвищений рівень пору-
шень на цих стадіях і є показником нестабільності об’єктів, оскільки в
них ще відбувається формоутворювальний процес [5].

Крім описаних порушень у лініях Зимоярка 86р і 126р спостеріга-
ли окремі пиляки, в клітинах яких відбувався клампінг (злипання) хро-
мосом. У першій метафазі мейозу суперконденсовані хромосоми були
тісно зближені й утворювали «грудки», в яких практично неможливо
розрізнити окремі хромосоми (див. рисунок, з). В анафазах хромосоми
«розтягувалися», до полюсів відходили різні кількості хроматину. Цито-
логічний прояв цієї мутації практично не відрізнявся від описаного в
праці [13] для жита. Мікроспори, що утворювались наприкінці мейозу,
мали різну кількість хроматину, відрізнялись за розміром ядер і могли
бути стерильними. Частота таких клітин становила 2 %.
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Ми також визначали фертильність пилку досліджуваних ліній пше-
ниці. На цитологічних препаратах фертильний пилок набував яскравого
карміново-червоного кольору, мав зернисту цитоплазму, чітко сформо-
вані два спермії та вегетативне ядро. Стерильні пилкові зерна майже не
забарвлювалися карміном (табл. 4). Найнижчу фертильність пилку (41,7 %)
мала лінія Зимоярка 126р.

Досліджувані лінії пшениці було розділено на дві групи: до першої
увійшли трансгенні форми, які протягом трьох насіннєвих поколінь
зав’язували від 20 до 40 насінин на рослину (Зимоярка 74р, 86р, 126р,
134р); другу сформували генотипи, кількість насіння в яких перевищу-
вала 60 на рослину (Зимоярка 32р, 93р). Порівняно з контролем (росли-
ни сорту Зимоярка, зав’язуваність насіння яких брали за 100 %) у ліній
Зимоярка 74р, 86р, 126р, 134р вона становила 30—40 %, у ліній Зимояр-
ка 32р, 93р — 90 %. Отже, середня зав’язуваність насіння за Agrobac-
terium-опосередкованої трансформації у ліній Зимоярка 74р, 86р, 126р,
134р була значно нижчою порівняно з контролем, що свідчить про нега-
тивний вплив агробактерій на запилення (запліднення) пшениці. Це мо-
же бути пов’язано з прямою дією агробактерій на рослинні клітини або
з опосередкованим впливом, оскільки інокуляційне середовище багате
на вуглеводи й біологічно активні сполуки, що може стимулювати ріст
сапрофітної мікрофлори, яка негативно позначається на процесах запи-
лення та розвитку зав’язі.

Отже, у результаті дослідження перебігу мейозу в генетично мо-
дифікованих рослин пшениці встановлено, що отримані лінії різняться
за рівнем цитологічної стабільності: 33,3 % (2 лінії) стабільні, з нормаль-
ним перебігом мейозу; 16,7 % (1 лінія) також стабільна, але з незначни-
ми порушеннями мейозу; 50 % (3 лінії) — генетично нестабільні, зі знач-
ними порушеннями мейозу. Ці лінії мали також низьку насіннєву
продуктивність.

Порівняльний аналіз перебігу мейозу виявив, що в трансгенних
ліній, отриманих за використання штаму AGLO і векторної конструкції
рВі2Е, відсоток клітин із порушеннями на стадії метафази 1 значно ниж-
чий, а мейотичний індекс відповідно вищий, ніж у ліній, отриманих за
використання штаму AGLO і векторної конструкції рВі-ОАТ. Можливо,
це є показником вищої стабільності геномів рослин-трансформантів із
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ТАБЛИЦЯ 4. Фертильність пилку досліджених форм

Число пилкових зерен
Генотип

фертильних стерильних

Фертильність пилку,
%

Контроль 1980 70 96,6±0,4

Векторна конструкція рВі2Е

Зимоярка 32р 2040 210 90,7±0,6

Зимоярка 74р 1730 810 68,1±0,9

Зимоярка 86р 2100 780 72,9±0,8

Векторна конструкція рВі-ОАТ

Зимоярка 93р 2170 290 88,2±0,7

Зимоярка 126р 1180 1650 41,7±0,9

Зимоярка 134р 2030 960 67,9±0,8



конструкцією рВі2Е або ці конструкції вбудовуються в різні ділянки
геному, що призводить до різних порушень у геномах рослин.
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ОСОБЕННОСТИ МЕЙОЗА У ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ ПШЕНИЦЫ,
ПОЛУЧЕННЫХ МЕТОДОМ AGROBACTERIUM-ОПОСРЕДОВАННОЙ
ТРАНСФОРМАЦИИ IN PLANTA

А.Н. Гончарук, О.В. Дубровная, А.В. Бавол, С.С. Воронова, И.И. Лялько

Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины, Киев

Исследовано прохождение мейоза у генетически модифицированных растений пшеницы,
полученных при Agrobacterium-опосредованной трансформации сорта Зимоярка методом in
planta. Выявлено, что трансгенные формы характеризуются большей частотой нарушений
мейоза по сравнению с нетрансгенными растениями. В результате сравнительного анали-
за течения мейоза установлено, что у трансгенных линий, полученных при использовании
штамма AGLO и векторной конструкции рВі2Е, процент клеток с нарушениями на стадии
метафазы 1 был значительно ниже, а мейотический индекс соответственно выше, чем у ли-
ний, полученных при использовании штамма AGLO и векторной конструкции рВі-ОАТ.
Определено, что количество клеток с нарушениями мейоза наибольшее у трансгенных рас-
тений линий с пониженной фертильностью пыльцы и низкой семенной продуктивностью. 

PECULIARITIES OF MEIOSIS IN TRANSGENIC WHEAT PLANTS OBTANIED BY
AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION IN PLANTA

A.N. Goncharuk, O.V. Dubrovna, A.V. Bavol, S.S. Voronova, I.I. Lyalko

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

The passing of meiosis in genetically modified wheat plants obtained by Agrobacterium-mediated
transformation in planta variety Zimoyarka has been investigated. It is found that transgenic forms
are characterized by a higher frequency of meiotic disorders compared to non-transgenic plants.
Comparative analysis of the passing of meiosis showed that in transgenic lines obtained by using
strain AGLO and vector construct pBi2E the percentage of cells with disorders at the stage
metaphase 1 was much lower, and meiotic index respectively higher than in the lines obtained by
using strain AGLO and vector construct pBi-OAT. It is shown that the percentage of cells with
impaired meiosis was the largest in transgenic plants from lines that are characterized by reduced
pollen fertility and low seed productivity.

Key words: Triticum aestivum L., Agrobacterium-mediated transformation in planta, meiosis.
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