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Мета. Аналіз ефективності використання 

тканин незрілих та зрілих зародків  для 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

in vitro нових селекційно-цінних генотипів пше-

ниці озимої (Triticum aestivum L.) з метою їх 

генетичного поліпшення. Методи. Культура in 

vitro, виділення та електрофоретичне розділення 

ДНК, ПЛР-аналіз. Результати. Проаналізовано 

ефективність індукції калюсогенезу та регене-

рації пагонів пшениці озимої, де в якості пер-

винних експлантатів слугували тканини незрі-

лих зародків та двохдобових проростків зрілого 

насіння. Досліджено морфогенетичну реакцію 

калюсних культур, отриманих із різних експла-

нтатів, за Agrobacterium-опосередкованої тран-

сформації in vitro. Проведений молекулярно-

генетичний аналіз регенерантів пшениці на ная-

вність трансгенів. Висновки. Тканини незрілих 

та зрілих зародків нових селекційно-цінних ге-

нотипів пшениці є компетентними експлантата-

ми для Agrobacterium-опосередкованої трансфо-

рмаціі in vitro. При цьому тканини двохдобових 

проростів зрілих зародків пшениці характери-

зуються вищими морфогенетичними показни-

ками, що сприяє отриманню більшого відсотка 

генетично-змінених варіантів. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., in 

vitro, Agrobacterium-опосередкована трансфор-

мація, незрілі зародки, зрілі зародки. 

 

На сьогодні проблема підвищення вро-

жайності рослин в умовах дії стресових факто-

рів навколишнього середовища набуває неаби-

якої актуальності. Поряд із традиційними мето-

дами селекції рослин, які спрямовані на отри-

мання високопродуктивних сортів важливих 

сільськогосподарських культур, широкого за-

стосування набувають біотехнологічні прийоми. 

Залучення новітніх біотехнологічних розробок 

молекулярної генетики дає можливість приско-

рити селекційний процес та сприяє генетичному 

поліпшенню рослин [1–4]. 

Розробка способів перенесення генетич-

ного матеріалу в клітину рослини і відновлення 

в умовах in vitro повноцінних трансформантів 

створює можливість модифікації геномів важ-

ливих сільськогосподарських культур. У межах 

нашої роботи ведеться пошук генотипів із висо-

ким морфогенетичним потенціалом, відбира-

ються та вивчаються різні органи та тканини 

рослин як потенційні первинні експлантати для 

калюсогенезу або прямої регенерації, модифі-

куються апробовані та створюються нові моде-

льні системи культивування для гарантованого 

отримання рослин-регенерантів. При цьому 

встановлено, що регенераційна здатність є гено-

типово залежною ознакою, реалізація якої зале-

жить від віку рослини, типу експлантата, і може 

відбуватися за оптимізованого складу живиль-

ного середовища [5–9]. 

У програмах селекційного поліпшення 

пшениці також все більшого значення набува-

ють роботи з генетичної інженерії, хоча кіль-

кість генотипів, що піддаються біотехнологіч-

ним маніпуляціям, залишається обмеженою. В 

останні десятиріччя  доведено, що клітини тка-

нин пшениці є компетентними до генетичної 

трансформації, та досягнуто стабільного Agro-

bacterium-опосередкованого перенесення генів 

до її геному [10–12]. Проте пшениця залишаєть-

ся складною культурою для проведення біотех-

нологічних робіт, що насамперед пов’язано з її 

генетичними характеристиками, включаючи 

дуже великий  і складний геном, а також з від-

носною несприйнятливістю більшості генотипів 

до культивування та регенерації in vitro. Одним 

із ключових факторів, що впливає на ефектив-

ність отримання генетично-змінених варіантів, є 

вибір оптимального експлантату, оскільки для 

злаків саме природа експлантату визначає мор-

фогенетичну здатність клітин до формування 

калюсу та регенерації рослин [13].  

Перші фертильні трансгенні рослин пше-

ниці були отримані із незрілих зародків, вико-

ристання яких стало звичайною практикою в 
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біотехнологічних маніпуляціях із цією культу-

рою. Це пов’язано з тим, що вони мають зачатки 

органів із значною кількістю меристемних клі-

тин, що є головною умовою формування in vitro 

морфогенних калюсів. При цьому широке вико-

ристання незрілих зародків як експлантатів для 

Agrobacterium-опосередкованого перенесення 

генів у генетичній інженерії пшениці обмежу-

ється сезонною доступністю матеріалу. Крім 

того, морфогенний потенціал їх калюсів зберіга-

ється нетривалий час і може залежати від генети-

чних особливостей донорної рослини [10, 11]. 

Зацікавленість до тканин зрілих зародків 

як об’єкта для трансформації зумовлена, перш 

за все, тривалим періодом (протягом року) 

отримання вихідного матеріалу та компетентні-

стю до агробактеріальної інфекції клітин апіка-

льної меристеми, з яких можуть розвиватися 

генеративні структури, що формують гаме-

ти [12, 14].  

Дослідження, у яких поєднано пошук екс-

плантатів із найвищим рівнем тотипотентності 

клітин та оптимізацією умов культивування, 

спрямовані на подолання генотипової залежнос-

ті регенераційної здатності пшениці. Це є важ-

ливою складовою системи способів генетичної 

трансформації рослин. Саме низький морфоге-

нетичний потенціал селекційно-цінних геноти-

пів пшениці стримує широке застосування ме-

тодів молекулярної біотехнології для їх удоско-

налення. Тому метою нашої роботи був аналіз 

ефективності використання тканин незрілих та 

зрілих зародків за Agrobacterium-

опосередкованої трансформації in vitro нових 

селекційно-цінних генотипів пшениці озимої 

(Triticum aestivum L.) для їх генетичного поліп-

шення. 

 

Матеріали і методи 

Об’єктом дослідження були генотипи 

пшениці озимої: УК 322/17, УК 95/17, УК 209h, 

УК 065. У якості експлантатів використовували 

асептичну культуру тканин незрілих зародків, 

виділених на 10–14 добу після запилення, та 

тканини двохдобових проростків зрілого насін-

ня.  

Для індукції калюсогенезу використову-

вали живильне середовище МС із додаванням 

вітамінів за В5 Гамбурга, 2,4 Д і AgNO3. Регене-

рацію пагонів здійснювали на модифікованому 

середовищі LS [15] з додаванням тідіазурону і 

2,4 Д (LSТ) та LS, яке містило зеатин і дикамбу  

(LSZ).   

Agrobacterium-опосередковану трансфор-

мацію проводили  в умовах in vitro з застосо-

ванням штаму LBA4404 з бінарним вектором 

pBi2E [16]. Для процедури Agrobacterium-

опосередкованої трансформації використовува-

ли добову культуру клітин агробактерії, оптич-

на щільність яких за 600 нм складала 0,4–0,6 о. 

о. Селекцію проводили після індукції пагоноут-

ворення, додаючи в середовище культивування  

антибіотик канаміцинсульфат в концентрації 

100 мг/л. Для елімінації клітин агробактерії в 

середовище для пагоноутворення додавали 500 

мг/л бактерицидного антибіотика цефотаксиму. 

Канаміцин-стійкими вважалися регенеранти, які 

витримували селективний тиск і залишалися 

зеленими протягом двох пасажів (тривалість 

пасажу – 14 діб).  

Для встановлення факту інтеграції транс-

генів у геном пшениці аналізували сумарну рос-

линну ДНК, екстраговану з використанням у 

якості детергенту ЦТАБ (цетилтриетиламоній 

броміду). Концентрацію і чистоту ДНК визна-

чали спектрофотометрично. Ефективність 

інтродукції чужорідної ДНК у геном пшениці 

перевіряли методом ПЛР, як описано нами ра-

ніше [16]. Експериментально отримані дані об-

робляли методами математичної статисти-

ки [17].  

 

Результати та обговорення 

Оскільки успішне досягнення регенерації 

генетично-змінених форм напряму пов’язано з 

ефективністю калюсогенезу, ми аналізували 

частоту утворення калюсних культур для обох 

типів досліджуваних експлантатів. Частоту ка-

люсоутворення оцінювали  як співвідношення 

отриманих калюсів до загальної кількості екс-

плантатів. Частоту пагоноутворення – як відсо-

ток регенерантів до індукованого калюсу 

(табл.). В цій таблиці представлені результати 

частоти калюсогенезу та пагоноутворення на 

середовищі LSZ, оскільки кількість отриманих 

регенерантів на ньому була вищою для обох 

експлантатів переважної більшості аналізованих 

генотипів. Винятком був генотип УК 95/17, ін-

дукція пагоноутворення із калюсу якого була 

вищою за наявності тідіазурону та 2,4 Д для 

обох типів експлантатів.  
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Таблиця. Частота утворення калюсних культур та пагонів пшениці озимої із різних експланта-

тів (%) 
 

Генотип 

Незрілі зародки Зрілі зародки 

Кількість 

експлант. 

(шт.) 

Калюсогенез 

 

Регенера-

ція 

пагонів   

Кількість 

експлант. 

(шт.) 

Калюсогенез 

 

Регенера-

ція 

пагонів  

УК322/17 320 65,40±2,8 39,06±0,9 560 80,20±2,0 58,70±1,3 

УК 209h 245 58,20±2,5 23,80±1,4 435 63,50±3,4 39,70±1,5 

УК 065 220 45,50±3,2 19,70±2,0 440 50,07±1,6 32,01±0,6 

УК 95/17 280 44,80±1,7 22,20±1,1 480 47,80±2,3 29,40±0,7 
Примітка. р ≤ 0,05. 

 

Частота індукції калюсу із незрілих заро-

дків варіювала від  майже 45 до 65 % залежно 

від генотипу. При цьому в ряді випадків парале-

льно спостерігалося і пряме проростання зарод-

ків, що є небажаним явищем для подальшої 

процедури трансформації. Початок формування 

перших пагонів фіксували після 10 доби куль-

тивування калюсів на середовищі для регенера-

ції. Частота пагоноутворення варіювала в межах 

~ 20–40 % від утворених калюсів.  

У разі використання в якості експлантатів 

двохдобових проростків зрілого насіння пшени-

ці індукція морфогенних калюсів відбувалася з 

більшим відсотком від майже 50 % (УК 95/17) 

приблизно 80 % (УК 322/17), що можливо за 

рахунок меристемних зон зародків, які містять 

клітини, що активно діляться і характеризують-

ся високою частотою індукції калюсу.  

Калюс із тканин  зрілого насіння індуку-

вали протягом 15–18 діб, після чого переносили 

на середовище для регенерації. Формування 

перших меристемних осередків спостерігалося  

вже на 5–8 добу, а початок індукції пагонів на 

14–16 добу культивування. Слід також відміти-

ти, що на цей період вже на одному експлантаті 

утворювалося по 2–3 регенеранти. Для всіх дос-

ліджуваних генотипів пагоноутворення відбува-

лося шляхом непрямого органогенезу. Парале-

льно для всіх варіантів із різною частотою спо-

стерігався й ризогенез (рис. 1 а, б). 

Значну розбіжність за частотою індукції 

калюсоутворення та регенерації пагонів можна 

пояснити тим, що ці ознаки є генотипово залеж-

ними і контролюються різними генетичними 

системами регуляції [13]. В наших досліджен-

нях доведено вплив генотипу на регенераційну 

здатність культивованих тканин пшениці, при 

цьому помічено більшу морфогенетичну здат-

ність тканин зрілих зародків. 

Agrobacterium-опосередковану трансфор-

мацію пшениці проводили з використанням 

калюсної маси тканин незрілих та зрілих зарод-

ків. Після процедури генетичної трансформації  

калюс переносили на середовище для індукції 

регенерації з додаванням антибіотика цефотак-

симу. Селекцію ймовірних трансформантів 

здійснювали на середовищі з канаміцинсульфа-

том (рис. 1 в, г).  

За генетичної трансформації калюсів, 

отриманих із незрілих зародків пшениці, після 

контакту з Agrobacterium tumefaciens частково 

спостерігався некроз калюсної маси, що приз-

водило до зменшення частоти регенерації.  

 

      
а                                         б                                        в                                г 

Рис. 1. Типи органогенезу: калюсогенез (а), індукція пагоноутворення (б), початок селекції  трансформа-

нтів (в), відбір канаміцин-стійких регенерантів (г). 



 
 
 

Михальська С.І., Комісаренко А.Г., Курчій В.М 

236  ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2020. Том 26 

 

Із отриманих у результаті генетичної тра-

нсформації пагонів після двох пасажів на сере-

довищі з селективною концентрацією канаміци-

нсульфату залишалися зеленими від 3 % (УК 

209h) до 6 % (УК 322/17) ймовірних трансфор-

мантів. При цьому необхідно зазначити, що для 

генотипу УК 95/17 здебільшого спостерігалося 

утворення неморфогенного калюсу з повільни-

ми темпами наростання та з поодинокими випа-

дками індукції регенерації. Такий вплив агроба-

ктеріальної культури на регенерацію рослин в 

умовах in vitro може бути пов’язаний з особли-

вістю генотипу та гормональним складом тка-

нини експлантату [13, 15].  

Середня частота регенерації канаміцин-

стійких пагонів, отриманих із калюсу тканин 

зрілих зародків, варіювала від 6 % (УК 95/17) до 

9 % (УК 322/17). Заслуговує на увагу особли-

вість морфогенетичної відповіді в умовах 

in vitro  варіанта УК 95/17. У наших досліджен-

нях для цього генотипу регенерація рослин із 

калюсу незрілих зародків суттєво знижувалася 

після його культивування з агробактеріальною 

культурою, тоді як для калюсної маси отриманої 

із двохдобових проростків, такого ефекту не 

спостерігалось, і відсоток регенерантів після 

генетичної трансформації був досить високим, 

що свідчить про залежність успішності 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації 

для такого генотипу від вибору експлантата. 

ПЛР-аналіз ДНК канаміцин-стійких рос-

лин підтвердив наявність селективного та еле-

ментів цільового генів у ряді регенерантів, 

отриманих із різних експлантатів.  При цьому 

найбільший відсоток трансгенних варіантів був 

зафіксований для генотипу УК 322/17, де в яко-

сті експлантата використовувалися зрілі ткани-

ни проростка, і становив майже 1,8 %. Для цьо-

го генотипу частота виявлення трансгенів у ре-

генерантів із незрілих зародків була також най-

вищою і складала приблизно 1,0 %.  

Таку різницю між кількістю проростків, 

що мали стійкість до селективної концентрації 

антибіотика, та варіантами, в яких підтверджено 

шляхом молекулярно-генетичного аналізу наяв-

ність трансгенів, можна пояснити як недостат-

нім терміном селекції в результаті прискореного 

періоду вегетації в культурі in vitro, так і пев-

ною природною стійкістю злаків до канаміцин-

сульфату та більшим відсотком інтеграції селе-

ктивного гена в порівнянні з цільовим. Недоста-

тня селекція також пов’язана із  проблемою 

незадовільного укорінення регенерантів на се-

редовищі з антибіотиком та їх втратою в проце-

сі культивування. Раніше нами вже повідомля-

лися дані щодо генетичної трансформації in 

vitro сортів озимої пшениці, де в якості експлан-

тата слугували сегменти 5–6 добових пророст-

ків. Хоча відсоток отриманих після генетичної 

трансформації пагонів складав приблизно 5 %, 

проблемою отримання фертильних рослин була 

відсутність ризогенезу. Незадовільне укорінен-

ня є поширеним явищем за культивування реге-

нерантів на селективному середовищі з канамі-

цинсульфатом як для пшениці, так і для інших 

культур [7]. 

 

 
Рис. 2. Електрофореграми продуктів ампліфікації сумарної ДНК зразків пшениці з праймерами до генів: 

nptII (649 п. н.); pdh ех1 арабідопсису (545 п. н.); pdh int арабідопсису (700 п. н.). 1–2 – зразки генетично-

зміненої пшениці; К   – пшениці не трансформованої; К+ – ДНК A. thaliana; К0 – ТЕ-буфер; М – маркер молеку-

лярної маси ДНК л, гідролізована Hind III. 
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Незважаючи на те, що для більшості ана-

лізованих генотипів  отримана досить висока 

частота регенерації пагонів із незрілих зародків, 

все ж існує ряд проблем, які обмежують можли-

вості використання цього типу експлантата для 

генетичної трансформації пшениці. Зокрема, це 

схильність до некрозу калюсу, сезонна доступ-

ність матеріалу та складність отримання ферти-

льних рослин. Тканини зрілих зародків пшениці 

характеризуються більшою морфогенетичною 

відповіддю як в процесі культивування in vitro, 

так і за Agrobacterium-опосередкованої транс-

формації. 

 

Висновки 

Дослідження тканин незрілих та зрілих 

зародків пшениці нових селекційно-цінних ге-

нотипів у якості експлантатів для генетичних 

маніпуляцій показало їх компетентність до 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації. 

При цьому ефективність формування калюсів із 

високою регенераційною здатністю залежить 

від використаного експланта і зумовлена вибо-

ром генотипу. Зниження морфогенної здатності 

калюсів, отриманих із незрілих зародків, у про-

цесі культивування з патогеном Agrobacterium 

tumefaciens накладає певні обмеження на вико-

ристання експлантата цього типу. Тканини дво-

хдобових проростів зрілих зародків пшениці 

характеризуються високими морфогенетичними 

показниками і здатністю до агробактеріального 

інфікування. 
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TISSUES OF IMMATURE AND MATURE EMBRYOS AS MORPHOGENIC COMPETENT EXPLANTS 

FOR GENETIC TRANSFORMATION OF WHEAT 

Aim. To analyze the efficiency of using tissues of immature and mature embryos for Agrobacterium-mediated 

transformation in vitro of new breeding-valuable genotypes of winter wheat (Triticum aestivum L.) for the purpose of 

their genetic improvement. Methods. Сulture of in vitro, extraction and electrophoresis of DNA, PCR analysis. Results. 

The efficiency of induction of callusogenesis and regeneration of winter wheat shoots was analyzed. The 

morphogenetic response of callus cultures obtained from different explants under Agrobacterium-mediated 

transformation in vitro was investigated. Molecular genetic analysis of wheat regenerants for transgenes was performe. 

Conclusions. The tissues of immature and mature embryos of novel breeding-valuable wheat genotypes are competent 

explants for Agrobacterium-mediated transformation in vitro.  In this case, the tissues of two daily sprouts of mature 

wheat germ are characterized by higher morphogenetic parameters, which helps to obtain a greater percentage of 

genetically modified variants. 

Keywords: Triticum aestivum L., in vitro, Agrobacterium-mediated transformation, immature embryos, mature 

embryos. 


