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Як багате джерело енергії та білка, пшени-
ця є однією з найбільш важливих продовольчих 
культур всього світу, у тому числі й України. Тим 
не менше у зв’язку з видовими особливостями, 
пов’язаними з доставкою генів у клітини експлан-
тів і регенерацією пагонів, вона була останньою 
серед продовольчих зернових культур, які були ге-
нетично модифіковані. В останні два десятиліття 
спостерігається широке використання різноманіт-
них підходів для введення екзогенної ДНК у пше-
ницю. Найбільш поширеними методами є бом-
бардуванням мікрочастинками і спільне кокуль-
тивування з Agrobacterium tumefaciens [1, 2]. Ме-
тод Agrobacteium-опосередкованої трансформа-
ції має низку переваг порівняно з біобалістичною 
трансформацією: в геном реципієнта включається 
обмежене число копій генів, можливість передачі 
відносно великих генетичних конструкцій з міні-
мальними перебудовами у кодуючих послідовно-
стях генів, що переносяться, простота методик та 
загалом менша вартість.

Основні способи отримання генетично-мо-
дифікованих рослин за використання методу 
Agrobacteium-опосередкованої трансформації ба-
зуються 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 та три-
вала методика; по-третє, під час культивування in 
vitro в рослинних клітинах досить часто відбува-
ються соматичні мутації або сомаклональні зміни; 
і, нарешті, у деяких генотипів може взагалі не від-
буватися регенерація пагонів. У зв’язку з цим, ак-
туальним завданням є розробка методів трансфор-
мації рослин без стадії культивування in vitro.

Одним з нетрадиційних підходів для здійс-
нення переносу агробактеріальної Т-ДНК в од-
нодольні рослини є метод Agrobacterium-опосе-
редкованої трансформації іn planta, який дозво-
ляє уникнути культивування in vitro та сомакло-
нальної мінливості [3–5]. Цей метод генетич-
ної транс формації на даний час успішно вико-
ристовують у різних сільськогосподарських куль-
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З ДВОЛАНЦЮГОВИМ РНК-СУПРЕСОРОМ ГЕНА ПРОЛІНДЕГІДРОГЕНАЗИ
тур, у тому числі і пшениці [6, 7]. Перші спро-
би отримати трансгенні рослини пшениці мето-
дом Agrobacterium-опосередкованої трансформа-
ції іn planta були у 1990 році [8]. Використовую-
чи той же протокол, але інші штами Agrobacterium 
і плазмідні конструкції, була досягнута ефектив-
на трансформація пшениці Sawahel та Hassan [9]. 
Встановлено, що частота трансформації пшениці 
за допомогою даного методу є значно вищою по-
рівняно з іншими методами генетичної трансфор-
мації [10].

Метою нашої роботи було проведення 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації іn 
planta м’якої пшениці сорту зимоярка з викорис-
танням штаму aGLO, який містить рВі2Е з дво-
ланцюговим РНК-супресором гена проліндегід-
рогенази, а також оптимізація певних етапів про-
токолу. Генетична трансформація пшениці з вико-
ристанням ключового гена катаболізму проліну – 
проліндегідрогенази (ProDH) становить певний 
інтерес, оскільки його супресія може призводи-
ти до збільшення вмісту проліну та підвищенню 
рівня стійкості трансгенних рослин до абіотичних 
стресів, зокрема посухи [11].

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 бінарний вектор pBi2E з цільовим геном 
– дволанцюговим РНК-супресором проліндегід-
рогенази, отриманий на основі гена Arabidopsis 
(ds-rNa suppressor ProDH1), а також селективний 
ген неоміцинфосфотрансферази ІІ (nptІІ) E. coli 
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(рис. 1) (люб’язно наданий к.б.н. Кочетовим А.В., 
Інститут цитології і генетики Сибірського відді-
лення РАН, м. Новосибірськ).

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., 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 
= 0,5. Отриману суспензію наносили на приймоч-
ки маточок за допомогою автоматичного піпет-до-
затора. Після нанесення суспензії агробактеріаль-
них клітин колоски знову ізолювали. Після повно-
го висихання розчину проводили запилення пил-
ком, 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 спектро-
фотометрично. Наявність цільового гена в ге-
номі досліджуваних рослин визначали методом 
ПЛР, аналізуючи ДНК з листя отриманих рос-
лин покоління Т1. ПЛР проводилась на ампліфі-
каторі 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 наступної 
програми: початкова денатурація при 94 °С – 4 хв; 
8 циклів (денатурація 94 °С – 30 с, відпал 68 °С 
– 45 с, елонгація 72 °С – 30 с) та 25 циклів (дена-

турація 94 °С – 30 с, відпал 60 °С – 30 с, елонга-
ція 72 °С – 30 с), фінальна елонгація 72 °С – 5 хв. 
Розмір очікуваних фрагментів для гена nptII – 
700 п.н., а для гена TaTM20 – 934 п.н. Для зраз-
ків, у яких виявлено позитивний сигнал проводи-
ли ПЛР з праймерами специфічними до фрагмен-
та першого екзона гена pdh арабідопсису: 

5’-aaCaaaCTGGaTCCGGCGaTCT TaC-
3’ та 5’- GaGaTGTTGGTC TaGaTTTGGCaGC-3’ 
згідно наступної програми: початкова денатурація 
при 94 °С – 4 хв; 34 цикла (денатурація 94 °С – 30 с, 
відпал 58 °С – 30 с, елонгація 72 °С – 30 с) та фі-
нальна елонгація 72 °С – 10 хв. Розмір очікуваного 
амплікону становить 545 п.н. Наявність агробак-
теріальної 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.

Результати та обговорення
Ефективність Agrobacterium-опосередко-

ваної трансформації in planta залежить від ба-
гатьох факторів, зокрема температури, при якій 
проводиться трансформація, складу середови-
ща для інокуляції, особливостей розвитку і будо-
ви квітки, оптичної щільності суспензії бактері-
альних клітин, тривалості контакту (кокультиву-
вання) рослинних тканин з агробактерією, штаму 
Agrobacterium, типу векторної конструкції, гено-
типу рослини та ін. [4]. 

Температурний оптимум для Agrobacterium-
опосередкованої трансформації обмежується чут-
ливістю до температури білків, що беруть участь 
в перенесенні Т-ДНК. Різні дослідники вказують 
на дещо відмінні дані, щодо оптимальних значень 
температури: так, згідно досліджень Dillen та спів-
авт. [12] найкращі результати отримали за 22 °C; в 
той же час в роботі Salas та ін. [13] найбільшу кіль-
кість трансформантів отримали за температури 
25 °C, попри те, що оптимальною температурою 

Рис. 1. Схематичне зображення Т-ДНК генетичної конструкції pBi2E: pNOS – промотор гена нопалінсинтази; 
p35S – промотор 35S РНК вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV); PDH-ex1 – перший екзон гена PDH (в кон-
струкції присутні два фрагмента, розташовані у вигляді інвертованого повтора); int – фрагмент першого інтрона 
гена PDH; ntpІІ – ген неоміцинфосфотрансферази ІІ E.coli; NOSt – термінатор гена нопалінсинтази, сигнал поліа-

денілювання; rB, LB – повтори, які обмежують Т-ділянку
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міцин-стійкі форми. Всього одержали 16 рослин, 
стійких до канаміцину, які вирощували у вегета-
ційних посудинах об’ємом 0,2 л. По мірі росту їх 
пересаджували у більші вегетаційні посудини та 
вирощували до фази повної стиглості зерна.

Оскільки за генетичної трансформації пріо-
ритетним завданням є отримання генетично змі-
нених форм з трансгенами, що стабільно експре-
суються в геномі та успадковуються у насіннє-
вих поколіннях, то все отримане насіння Т1 аналі-
зували за допомогою ПЛР. Відомо, що інтеграція 
транс гена в геном подія досить рідкісна, а за добо-
ру на селективних середовищах можуть виникати 
нетрансформовані псевдостійкі форми. 

Встановлено, що агробактерії здатні зберіга-
тися в судинній системі рослин протягом декіль-
кох поколінь. Присутність агробактерій в рослин-
них зразках може призвести до псевдопозитивних 
результатів ПЛР – можуть бути відібрані псевдо-
трансформанти рослин. Тому для того, щоб дове-
сти, що ампліфікація послідовностей досліджува-
них генів проходить з геномної ДНК рослин, а не з 
експресійного вектора та/або геномної ДНК агро-
бактерій, необхідно провести ампліфкацію зраз-

для перенесення Т-ДНК було 19 °C. Хоча, на нашу 
думку, нема принципових відмінностей між про-
цесами перенесення Т-ДНК у клітини дводоль-
них і однодольних видів, аналіз літературних да-
них вказує на температурний оптимум трансфор-
мації для злакових 20–25 °C, а в деяких випадках 
і 28 °C [14–16]. з огляду на це трансформацію до-
цільно проводити в температурних межах 18–29 
єС. Нами проводилася Agrobacterium-опосередко-
вана трансформація in planta в умовах вегетацій-
ного досліду у другій половині дня за двох темпе-
ратурних режимів: 20–22 єС та 25–27 єС. за наши-
ми спостереженнями між дослідними варіантами 
не відмічалось достовірної різниці за показником 
зав’язуваності насіння. Однак за добору на селек-
тивному середовищі з канаміцином, насіння отри-
мане у варіанті з 20–22 єС проростало швидше та 
загалом вдалось отримати більшу кількість кана-
міцин-стійких проростків (табл.).

Слід зазначити, що середня зав’язуваність 
насіння за Agrobacterium-опосередкованої тран-
сформації була значно нижча порівняно з контро-
лем, що свідчить про негативний вплив агробакте-
рій на запилення/запліднення у пшениці. Це може 
бути пов’язано або з прямою дією агробактерій на 
рослинні клітини, або з опосередкованим впли-
вом, оскільки інокуляційне середовище багате на 
вуглеводи та біологічно активні сполуки, що може 
стимулювати ріст сапрофітної мікрофлори яка не-
гативно впливає на процес запилення та розвиток 
зав’язі. 

загалом за трансформації in planta нами 
було отримано 424 насінини Т0, які за морфоло-
гічними показниками не відрізнялися від контро-
лю (рис. 2). Все отримане насіння пророщували 
на селективному середовищі та добирали кана-

Рис. 2. Типовий колос та насіння, отримане після обробки in planta агробактеріальною суспензією

Таблиця
Порівняльні характеристики насіння, отриманого за 
різних температурних режимів трансформації

№ Варіант до-
сліду

загальна 
кількість от-

риманого 
насіння, шт.

зав’язува-
ність, %

Кількість 
канамі-

цин-стій-
ких форм, 

%

1 t = 20–22 єС 218 43,6 ± 3,6 4,5 ± 1,4
2 t = 25–27 єС 206 41,2 ± 3,4 3,0 ± 1,2
3 Контроль 448 89,6 ± 1,4 –
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ків з праймерами, підібраних або до хромосомних 
генів агробактерій, або до генів, присутніх у век-
торній конструкції поза областю Т-ДНК. Оскільки 
значний вплив на результат ПЛР має якість препа-
рату ДНК, ряд авторів для контролю рекомендує 
додатково проводити ампліфікацію з праймерами 
до генів домашнього господарства (house-keeping 
genes), що дозволяє виключити псевдонегативні 
результати, пов’язані з поганою якістю виділено-
го зразка або недостатньою концентрацією ДНК. 
Тому, в роботі нами застосовувалася мультиплекс-
на ПЛР, що дозволяє за один цикл ампліфікації ви-
значити в досліджуваному зразку конститутивний 
ген пшениці TaTM20 та трансген nptII, що забез-
печує стійкість до канаміцину.

загалом, серед 261 проаналізованих зразків 
(ДНК виділяли з кожного проростка Т1 індивіду-
ально) тільки в 37 підтверджено присутність гена 
nptII (рис. 3).

Додатково всі зразки, у яких підтверджено на-
явність гена nptII перевіряли на присутність гена 
pdh за наявністю екзона 1. Результат аналізу за-
свідчив, що вказаний ген був присутній тільки в 
чотирьох зразках (рис. 4). ПЛР ставили повторно 
вже тільки з відібраними попередньо зразками.

Нами також контролювалася відсутність до-
мішок A. tumefaciens в досліджуваних зразках по 
гену vir С (рис. 5).

за результатами аналізу в зразках ДНК отри-
маних рослин показано відсутність агробактері-
ального зараження.

Висновки
Проведена Agrobacterium-опосередкова-

на трансформація іn planta м’якої пшениці сор-
ту зимоярка з використанням штаму aGLO, 
який містить плазмідну рВі2Е з дволанцюговим 
РНК-супресором гена проліндегідрогенази. В ре-
зультаті було отримано 424 насінини Т0, які про-
рощували на селективному середовищі та добира-
ли канаміцин-стійкі рослини. Відібрано 16 кана-
міцин-стійких рослин з яких отримано насіннєве 
покоління Т1. за використання ПЛР аналізу у на-
сіннєвому поколінні Т1 виявлено 4 зразки в яких 
встановлено наявність двох трангенів – nptII та 
pdh. Частота трансформації з повним вбудовуван-
ням генетичної конструкції складає 1,53 %. Ана-
ліз даних зразків на присутність гена вірулентно-
сті (Vir C) дав змогу виключити бактеріальну кон-
тамінацію рослинного матеріалу.

Рис. 3. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
ДНК з праймерами специфічними до гена nptII (ам-
плікон розміром 700 п.н.) та гена TaTM20 (амплікон 
розміром 934 п.н.): 1–4 – досліджувані зразки, 5 – К+ 
позитивний контроль на ген nptII (A. tumefaciens), 6 – 
К- нетрансформована пшениця (негативний контроль 

на ген nptII), М – маркер DNa LadderMix

Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК 
на присутність гена pro (амплікон розміром 545 п.н.): 
1–4 – досліджувані зразки, 5 – К+ (A. tumefaciens), 
6 – К- нетрансформована пшениця (негативний кон-

троль), М – маркер DNa LadderMix

Рис. 5. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
ДНК на присутність бактеріального гена vir С (ам-
плікон розміром 730 п.н.): 1–4 – досліджувані зраз-
ки, 5 – К+ (A. tumefaciens), 6 – К- нетрансформова-
на пшениця (негативний контроль), М – маркер DNa 

LadderMix
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IN PLANtA GENETIC TRANSFORMATION OF BREAD WHEAT, USING AGLO STRAIN, 
CONTAINING PBI2E WITH DSRNA-SUPPRESSOR OF PRODH GENE
Aims. The effectiveness of (Triticum aestivum L.) transformation in planta using strain aGLO harboring plasmid pBi2E 
with dsrNa-suppressor (double sequence rNa-suppressor) of prolinedehydrogenase 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 pro1 gene exon, 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.


