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Мета. Дослідити вплив Agrobacterium-

опосередкованої трансформації in planta на 

зав’язування насіння і частоту трансформації в 

пшениці озимої (Triticum aestivum L.). Проаналі-

зувати зміни рівня вільного L-проліну (Pro) в 

трансформованих і контрольних проростках в 

умовах норми/стресу та показники продуктив-

ності біотехнологічних рослин (Т1) за нормаль-

них умов вирощування. Методи. Agrobacte-

rium-опосередкована трансформація in planta; 

ПЛР-аналіз, електрофорез ДНК; визначення 

частоти зав’язування насіння і трансформації, 

вмісту Pro, показників структури врожаю. Ре-

зультати. Отримано трансгенні рослини пше-

ниці. Досліджено рівень Pro в тестованих варіа-

нтах за умов норми/стресу та показники проду-

ктивності Т1 рослин та їх вихідної форми за 

оптимального водопостачання. Висновки. Вста-

новлена сприйнятливість досліджуваних гено-

типів пшениці до агробактеріального інфіку-

вання. Частота зав’язування насіння після гене-

тичної трансформації становила 12,7 % і 5,4 % 

для рослин УК 106/19 і УК 171/19h відповідно. 

Трансгенні проростки мали підвищений рівень 

Pro. Повне вбудовування векторної конструкції 

було ідентифіковано відповідно в 14 і 11 варіан-

тах генотипів УК 161/19 та УК 171/19h. Контро-

льні і Т1 біотехнологічні рослини за нормаль-

них умов вирощування мали схожі показники 

урожаю. 

Ключові слова: озима пшениця, трансгенні 

рослини, пролін, частота зав’язування насіння, 

структурний аналіз врожаю. 

 

У програмах селекційного поліпшення 

важливих сільськогосподарських культур все 

більшого значення набувають роботи з генетич-

ної інженерії, одним із перспективних напрямів 

якої є Agrobacterium-опосередкована трансфор-

мація в рослинний геном рекомбінантних моле-

кул ДНК. Проте успішне застосування цього 

способу потребує вдосконалення та адаптації 

для роботи з конкретним рослинним матеріа-

лом. 

Отримання генетично модифікованих ро-

слин шляхом Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації – це складна задача з багатьма 

невідомими та непередбачуваними наслідками. 

Здається, що для її вирішення достатньо мати 

об’єкт дослідження і рекомбінантний штам із 

плазмідним вектором, але кінцевий результат 

самої події трансформації може бути неочікува-

ним. Наприклад, рослини з трансгенним стату-

сом отримані, а насправді інтегрований ген ін-

тересу не є функціональним. Однією із причин 

цього може бути потрапляння його в неактивну 

зону ядерного хроматину. Під час вбудовування 

чужорідної ДНК в ядерний геном вона може 

зазнавати істотних змін, що суттєво впливає на 

рівень експресії транс гена, інсерція якого може 

порушити первинну структуру будь-якого влас-

ного гена рослини хазяїна і тим самим викликати 

його інактивацію. В наступних поколіннях такий 

ген може перейти в гомозиготний стан і виявити-

ся мутацією, що проявиться фенотипово [1]. 

Іншою важливою проблемою генетичної 

інженерії може бути замовкання трансгенів, яке 

пов’язане з явищем сайленсінгу, що відбувається 

відразу або після експресії в кількох поколіннях. 

Більш того, така подія може мати відношення не 

тільки до трансгенів, але й до гомологічних їм 

ендогенних генів. Водночас рівень мовчання їх 

може бути варіабельним, що залежить від типу 

конструкції, цільового гена, кількості трансген-

них копій, що інтегровані в геном [2].  

Безумовно прикро, коли ознака гена інте-

ресу не проявляється, але більш невдалим нас-

лідком є те, що в результаті генетичних маніпу-

ляцій можуть погіршитися інші цінні характе-

ристики вже трансформованих рослин, оскільки 

завданням ефективної генетичної модифікації 

рослин є покращення окремих показників, яке б 

не призводило до негативного впливу на інші 

господарсько-цінні ознаки [3]. У багатьох робо-
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тах дослідники вказують на ті чи інші пробле-

ми, пов’язані з отриманням генетично змінених 

рослин [2; 4; 5]. У нашому випадку вони стосу-

ються як вибраного об’єкта, так і векторної кон-

струкції, про що свідчать попередньо отримані 

результати [6]. Однак на ефективність генетич-

ної трансформації впливають й інші супутні 

чинники, від яких залежить кінцевий результат, 

– отримання біотехнологічних рослин із стабі-

льною експресією цільового гена [5–8].  

Отже, важливість проблеми вдосконален-

ня способу Agrobacterium-опосередкованої тра-

нсформації in planta Triticum aestivum L. не 

втрачає своєї актуальності, особливо коли дії 

патогена (A. tumefaciens) підлягають клітини 

генеративних тканин. У зв’язку з цим насампе-

ред необхідним є дослідження впливу рекомбі-

нантного штаму з векторною конструкцією на 

зав’язування насіння та частоту трансформації, 

а потім на функціональність інтродукованого 

гена в  поколіннях, що відображається на пока-

зниках продуктивності біотехнологічних рослин 

пшениці озимої. 

 

Матеріали і методи 

Вихідним матеріалом для генетичних ма-

ніпуляцій слугували рослини озимої пшениці 

генотипів УК 106/19 і УК 171/19h. Agrobacte-

rium-опосередковану трансформацію in planta 

проводили з використанням штамів A. tumefa-

ciens LBA4404 і AGLO, що несуть бінарний век-

тор pBi2E з дволанцюговим РНК-супресором 

гена проліндегідрогенази (pdh) Arabidopsis tha-

liana в умовах вегетаційного досліду за схемою: 

кастрування → сокультивування з агробактеріа-

льною культурою → запилення [7]. 

Результативність події трансформації 

спочатку аналізували за показником зав’язу-

вання насіння, потім за наявністю рекомбінант-

них молекул ДНК в геномі рослин пшениці. 

Відбір індивідуальних трансформантів прово-

дили in vitro за ознаками експресії маркерного і 

цільового генів. Одночасно в середовище куль-

тивування, що моделює умови водного дефіци-

ту (0,5М маніту) або засолення (2,0 % солей 

морської води), додавали 50 мг/л (AGLO) або 

100 мг/л (LBA4404) антибіотика канаміцину 

сульфату, який блокує роботу гена неоміцинфо-

сфотрансферази, і бактерицидний антибіотик 

цефотаксим (500 мг/л).  

У проростків, які витримували стресове 

навантаження протягом двох пасажів та залиша-

лися стійкими до дії селективного агента, переві-

ряли інтеграцію трансгенів (наявність усіх фраг-

ментів цільового гена) шляхом полімеразно-

ланцюгової реакції.  Вміст вільного L-проліну 

визначали за модифікованою методикою Чинар-

да [9]. Відбір зразків для структурного аналізу 

проводили у фазі повної стиглості насіння [10]. 

Експериментально отримані дані обробляли ме-

тодами математичної статистики [11].  

 

Результати та обговорення 

Основною вимогою до способу генетич-

ної модифікації рослин є отримання трансфор-

мантів, у яких успадковується в поколіннях 

характеристика, набута в результаті трансгене-

зу, що позитивно відображається на цінних гос-

подарських показниках культури.  Застосуван-

ня цього підходу потребує удосконалення всіх 

ланок протоколу та пристосування до конкрет-

ного виду рослини і генотипу. Оскільки пато-

генної дії A. tumefaciens зазнають безпосередньо 

клітини генеративних тканин, важливим насам-

перед є дослідження впливу рекомбінантних 

штамів різного типу та умов проведення проце-

дури трансформації на розвиток зернівок. 

Так, аналіз частоти зав’язування насіння 

показав, що відповідна реакція рослин дослі-

джуваних генотипів Triticum aestivum була не-

однозначною (табл. 1), причому загальна кіль-

кість отриманого насіння свідчить про негатив-

ний вплив агробактеріального інфікування на 

процес його формування. Всього було отримано 

1013 Т0 зернівок, зокрема для УК 106/19 – 

633 шт., а для УК 171/19 h  – 380 шт. 

Із табличних даних видно, що для генети-

чної трансформації рослин пшениці генотипу 

УК 106/19 (у порівнянні з УК 171/19h) була 

задіяна майже вдвічі менша кількість колосків, 

при цьому отримано насіння (за умов проведен-

ня однакових робочих прийомів) було більше на 

48 %. Загалом рослини генотипу УК 106/19 від-

значалися вищим показником зав’язування на-

сіння за використання обох досліджуваних 

штамів A. tumefaciens (LBA4404 і AGLO), що 

несуть векторну конструкцію pBi2E. Однак під 

час застосування останнього частота 

зав’язування насіння знижувалася в 2,2 раза. У 

рослин генотипу УК 171/19h цей показник був 

однаковий і в середньому складав 5  %.
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Таблиця 1. Частота зав’язування насіння в рослин пшениці озимої після генетичної трансфор-

мації in planta,  % 

Показники 

УК 106/19 УК 171/19h 

4404 

pBi2E 

AGLO 

pBi2E 

Середнє 

значення 

4404 

pBi2E 

AGLO 

pBi2E 

Середнє 

значення 

Кількість трансформованих 

колосків (шт.) 
57 60 58,5 ±1,5 105 64 84,5±20,5 

Кількість отриманого на-

сіння (шт.) 
427 206 316,5±110,5 223 157 190±33,0 

Вихід насінин із колоса 

(шт.) 
7,5 3,4 5,5±2,0 2,1 2,5 2,3±0,2 

Зав’язування насіння ( %) 17,4 7,9 12,7±4,8 4,9 5,8 5,4±0,4 

 

У зв’язку з негативними подіями за Agro-

bacterium-опосередкованої трансформації з ви-

користанням різних типів векторних конструк-

цій [6; 12; 13], коли ідентифікації за маркерним 

геном недостатньо, тестування трансгенних 

форм здійснюють, створюючи модельні системи 

добору [14]. В нашому випадку культивування 

біотехнологічних рослин за дії осмотичних 

стресів (засухи і засолення) та аналіз вмісту в 

них вільного L-проліну можуть бути надійною 

системою селекції рослин із функціональним 

трансгеном. Крім того, такий підхід дозволяє 

дослідити реакцію тестованих рослин на різні 

види стресу та пов’язати її зі змінами рівня Pro, 

який у клітинах багатьох видів рослин виконує 

функцію осмоліта, а коливання його вмісту ва-

жливі для швидкої адаптації рослин до змін у 

режимі вологозабезпечення (рис. 1) [15].  

Рівень цієї амінокислоти в трансформова-

них проростках за нормальних умов культиву-

вання перевищував показники вихідних форм в 

1,9–2,4 раза. В умовах осмотичного стресу жит-

тєздатність генетично змінених і контрольних 

варіантів також поєднувалася зі збільшенням 

вільного L-проліну. Так, у проростків вихідної 

форми в умовах водного дефіциту і засолення 

його рівень підвищувався в 2,6 і 5,2 раза та 3,5 і 

4,7 раза (відповідно для генотипів УК 106/19 і 

УК 171/19h), тоді як у трансформованих форм 

ця різниця була меншою в 2–3 рази за осмотич-

ного та 3–4 рази за сольового стресів. Імовірно, 

такої кількості Pro достатньо для захисту основ-

них макромолекулярних комплексів клітин на 

початкових етапах негативного впливу, оскіль-

ки ефективність виживання залежить не тільки 

від стабілізації процесів життєдіяльності, а й 

забезпечується швидкістю активізації захисних 

механізмів. 

 

 
Рис. 1. Рівень вільного L-проліну в контрольних (вихідна форма) та трансформованих проростках в 

умовах нормального вирощування та за дії осмотичних стресів. 
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Відомо, що критерій зміни вмісту проліну 

може характеризувати фізіологічний стан рос-

линних організмів. Візуальна оцінка, що демон-

струвала втрату інтенсивності забарвлення та 

відставання в рості контрольних варіантів, дає 

можливість зробити припущення, що збільшен-

ня рівня Pro в них після стресу можливе як за 

рахунок його синтезу, так і за фізіологічної де-

струкції клітинних стінок. Збереження життє-

здатності генетично змінених проростків за ана-

логічних умов, очевидно, пов’язано з підвищен-

ням вмісту Pro, що регулюється рівнем активно-

сті ферментів його синтезу та деградації. А мо-

жливо, саме підвищений рівень L-проліну в 

трансгенних формах за нормальних умов куль-

тивування здатний пом’якшити наслідки пер-

ших етапів впливу стресу, а також зменшити 

енергетичне навантаження на клітини та знизи-

ти ймовірність їх метаболічного самопошко-

дження [15]. 

Таким чином, застосування комбінації 

методів тестування є необхідним підходом, який 

може виявити переваги нової форми над вихід-

ною і дозволить  більш детально схарактеризу-

вати отримані генетично змінені рослини. У 

випадку трансгенезу – це цінна особливість, 

оскільки кожна біотехнологічна рослина може 

мати власну унікальну властивість. Також слід 

брати до уваги той факт, що ефект стійкості до 

осмотичних стресів отриманих нами генетично 

модифікованих рослин ґрунтується на механізмі 

РНК інтерференції, і він може бути нестабіль-

ним. У зв’язку зі зміною експресії трансгена 

стійкість нащадків може знижуватися у порів-

нянні з Т0. Тому необхідно аналізувати збере-

ження цієї ознаки в наступних поколіннях. 

Слід відзначити, що під час тестування 

досліджуваного матеріалу створення наджорст-

ких умов селекції (0,8 М маніту та 2,5 % солей 

морської води) спричиняло як загибель контро-

льних варіантів, так і, ймовірно, могло зменшу-

вати відсоток добору генетично змінених форм 

із низьким рівнем експресії трансгена.  

Інтеграцію Т-ДНК досліджували за наяв-

ністю в тотальній ДНК листків пшениці екзона 

(pdh ех1) та інтрона (pdh int) гена проліндегід-

рогенази арабідопсису відповідно (рис. 2). 

Молекулярно-генетичний аналіз із випад-

кової вибірки трансформованих зразків пшениці 

з використанням праймерів до фрагмента пер-

шого екзона та інтрона гена pdh Arabidopsis 

thaliana показав присутність усіх елементів век-

торної конструкції pBi2E відповідно в 11 і 14 

проростках генотипів УК 171/19h та УК 161/19. 

При цьому частота трансформації з повним вбу-

довуванням генетичної конструкції становила 

6–7 %.  

Отже, підібрані селективні концентрації 

стресорів та аналіз рівня вільного проліну є 

ефективним способом добору форм пшениці із 

стабільною експресією трансгена. Однак тільки 

поєднання функціональності перенесеного гена 

з належними показниками продуктивності може 

бути результатом успішної трансформації. 

Для визначення господарської продуктив-

ності рослин пшениці проводили порівняльний 

аналіз показників структури врожаю першого 

покоління біотехнологічних рослин із вихідною 

формою за нормальних умов вирощування 

(табл. 2). 

Продемонстровані дані показали, що в 

умовах достатнього вологозабезпечення генети-

чно модифіковані рослини обох тестованих ге-

нотипів за елементами продуктивності достові-

рно не відрізняються від рослин вихідних форм. 

Результат був очікуваним, тому що ефект від 

експресії привнесених генів, більш ймовірно, 

має проявитися в умовах дії осмотичного стре-

су. Але сам факт отримання трансгенних рослин 

без прояву негативних або погіршення наявних 

ознак є позитивним наслідком події. 

 
  Кв     1     2      3     4     5       К+     К0     М      Кв     1      2     3     4     5     К+      К0      М 

  

Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК пшениці з праймерами на визначення гена pdhех1 

та pdh int. Доріжки: 1–5 – № зразка ДНК біотехнологічних рослин пшениці; Кв – вихідна форма; К+ – позитив-

ний контроль; К0 – негативний контроль (без додавання ДНК); М – маркер молекулярної маси ДНК Ladder Mix. 
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Таблиця 2. Структурний аналіз врожаю контрольних і Т1 генетично змінених (з дволанцюго-

вим РНК-супресором гена проліндегідрогенази) рослин пшениці озимої за нормальних умов вирощу-

вання 
Генотип 

пшениці 
УК 106/19 УК 171/19h 

Показник 
Вихідна 

форма 

Т1 

4404 pBi2E 

Т1 

AGLO 

pBi2E 

Вихідна фо-

рма 

Т1 

4404 pBi2E 

Т1 

AGLO 

pBi2E 

ДС 84,4±2,6 88,6±1,9 83,3±3,2 78,3±4,0 77,6±2,4 80,3±3,0 

КПС 4,0±1,2 4,0±1,1 4,3±1,4 4,3±1,4 4,0±1,1 4,5±1,8 

ДГК 11,4±0,7 11,6±0,5 12,3±0,9 9,1±0,6 9,0±0,4 9,3±0,2 

ККГК 19,6±1,1 19,3±1,6 20,3±0,8 18,6±1,0 18,4±1,4 19,0±1,2 

КЗГК 76,0±6,4 74±11,2 83,4±9,5 64,7±3,2 56,6±4,8 66,7±2,7 

МЗГК 3,4±0,4 3,6±0,8 3,8±0,5 3,1±0,5 2,6±0,1 2,9±0,3 

МЗР 13,4±2,5 13,7±4,4 14,1±3,9 10,4±3,5 9,0±2,0 10,9±2,2 
Примітки. ДС (см) – довжина стебла; КПС (шт.) – кількість продуктивних стебел; ДГК (см) – довжина головного 

колоса; ККГК (шт.) – кількість колосків у головному колосі; КЗГК (шт.) – кількість зерен у головному колосі; МЗГК (г) – 

маса зерна з головного колоса; МЗР (г) – маса зерна з рослини. 

 

Отже, вдосконалення всіх складових про-

токолу отримання генетично змінених рослин 

шляхом Agrobacterium-опосередкованої транс-

формації in planta є перспективним напрямом як 

для отримання рослин із новими властивостями, 

так і для проведення фундаментальних  дослі-

джень у генетиці рослин, насамперед, 

пов’язаних із підвищенням рівня їх стійкості до 

абіотичних стресів. 

 

Висновки 

У результаті Agrobacterium-опосередко-

ваного перенесення генів іn planta отримані 

біотехнологічні рослини Triticum aestivum з 

елементами дволанцюгового РНК-супресора 

гена проліндегідрогенази. Досліджено вплив 

рекомбінантних  штамів LBA4404 і AGLO  з 

векторною конструкцією pBi2E на показник 

зав’язування насіння та частоту трансформації. 

Створено умови гарантованого добору in vitro 

рослин із функціональними трансгенами. Дослі-

джено рівень вільного L-проліну в генетично 

модифікованих і контрольних проростках в 

умовах норми/стресу. Виявлено, що суттєва 

перевага за його вмістом була на боці генетично 

змінених форм. Отримано насіннєве покоління 

Т1 біотехнологічних рослин пшениці та дослі-

джено їх основні показники продуктивності за 

нормальних умов вирощування.  
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AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION – METHOD OF GENETIC MODIFICATION OF 

TRITICUM AESTIVUM L. PLANTS 

Aim. Investigate the effect of Agrobacterium-mediated transformation in planta on seed tying and the frequency of 

transformation in winter wheat (Triticum aestivum L.). To analyze changes in the level of free L-proline (Pro) in 

transformed and control seedlings under normal / stress conditions and productivity indicators of biotechnological 

plants (T1) under normal growing conditions. Methods. Agrobacterium-mediated transformation in planta; PCR 

analysis, DNA electrophoresis; determination of seed tying frequency and transformation, Pro content, yield structure 

indicators. Results. Obtained transgenic wheat plants. The level of Pro in the tested variants under normal / stress 

conditions and indicators of T1 productivity of plants and their initial form under optimal water supply were studied. 

Conclusions. The susceptibility of the studied wheat genotypes to agrobacterial infection is shown. The frequency of 

seed tying after genetic transformation was 12.7 % and 5.4 % for plants of UK 106/19 and UK 171/19h, respectively. 

Transgenic seedlings had elevated levels of Pro. Complete incorporation of the vector construct was identified in 14 and 

11 variants of genotypes UK 161/19 and UK 171/19h, respectively. Control and T1 biotechnological plants under 

normal growing conditions had similar yields. 

Keywords: winter wheat, transgenic plants, proline, seed tying frequency, structural analysis of yield. 


