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На сьогоднішній день для елімінації 
A. tumefaciens під час трансформації все частіше 
використовують тиментин та цефтріаксон – ан-
тибіотики β-лактамної групи. Тиментин у своє-
му складі містить два компоненти: тикарцилін 
і клавуланову кислоту. Перша складова є напів-
синтетичним антибіотиком з групи пеніцилінів, 
підгрупи карбоксипеніцилінів, друга – інгібіто-
ром β-дактамаз. Тиментин має хімічну структу-
ру, подібну до карбеніциліну і пеніциліну G, які 
проявляють ауксиноподібні властивості [12, 13]. 
Цефтріаксон – цефалоспориновий антибіотик 
четвертого покоління. Структурно він має С-3 
бічний ланцюг, що складається з тіазолідиндіо-
нів, які мають кислотні властивості. Тиментин 
та цефтрiаксон викликають лізис бактерій шля-
хом специфічного втручання в біосинтез пепти-
доглікану клітинної стінки бактерій, інгібуючи 
ферменти транспептидазу та карбоксипептидазу 
(пеніцилін-зв’язуючі білки) [14, 15]. Механізм дії 
цих антибіотиків на рослинний організм досте-
менно не відомий. Антибіотики можуть вплива-
ти на регенерацію експлантів пшениці, культиво-
ваних in vіtro, як негативно [16], так і позитив-
но [17].

Раніше нами було встановлено, що тимен-
тин елімінує агробактерії штамів ABI та GV3101 
у концентрації 350 мг/л, а цефтріаксон – 400 мг/л 
[18]. Нами також встановлено, що ряд концен-
трацій цих антибіотиків підвищує частоту реге-
нерації у двох генотипів пшениці з різним типом 
розвитку [17, 19].

З огляду на вище зазначене, метою дослі-
дження є визначення синергічної дії антибіоти-
ків β-лактамної групи тиментину та цефтріаксо-
ну на регенерацію in vitro пагонів пшениці м’якої 
Triticum aestivum L. сортів Подолянка та Зимояр-
ка.

Матеріали і методи
У дослідженні антибіотик тиментин вико-

ристовували як елімінуючий агент (у концентра-
ції 350 мг/л), а цефтріаксон – для підвищення 

Agrobacterium-опосередкована та біолістич-
на трансформація – два найпоширеніші методи 
генетичної трансформації. Перша має ряд пере-
ваг, забезпечуючи стабільну інтеграцію ДНК в 
геном рослини, вбудовування меншого числа ко-
пій трансгена та зменшення кількості перестано-
вок в геномі. Також цей спосіб забезпечує ста-
більну експресію трансгенів протягом багатьох 
поколінь порівняно з іншими методами достав-
ки ДНК [1, 2].

Процедура Agrobacterium-опосередкованої 
трансформації передбачає використання суспен-
зії агробактерій. Проте присутність бактерії піс-
ля завершення періоду спільного культивування 
може перешкоджати росту і розвитку трансфор-
мованих рослинних клітин або викликати заги-
бель експлантів [3]. Також усунення бактерій не-
обхідне для зменшення небезпеки, пов’язаної із 
потраплянням генетично зміненої Agrobacterium 
в навколишнє середовище. Для елімінації бакте-
ріальних клітин під час Agrobacterium-опосеред-
кованої трансформації рослинні експланти пере-
носять на середовище, що містить різні антибі-
отики з високим антимікробним ефектом, які і 
мають незначний вплив на тканини рослин і ре-
генерацію [2].

У якості ефективного антибіотика для ін-
гібування росту ґрунтової бактерії зазвичай ви-
користовується цефотаксим, який характеризу-
ється широким спектром дії на грампозитивні та 
грамнегативні бактерії. Він належить до β-lactam 
групи і чинить мінімальний токсичний ефект на 
більшість рослин [4]. У низьких концентраці-
ях цефотаксим підвищує регенерацію пагонів у 
кукурудзи [5], пшениці [6, 7], яблуні [8] тощо, а 
підвищення концентрації знижує ефективність 
утворення пагонів у зазначених культур, нега-
тивно впливає на регенерацію трансформованих 
експлантатів і ріст пагонів [9–11]. У зв’язку з цим 
продовжуються пошуки таких антибіотиків, які 
будуть підвищувати частоту та ефективність ре-
генерації, сприяти росту рослин.
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Результати та обговорення
Оскільки основною проблемою під час ви-

користання антибіотиків у культурі in  vitro є їх 
негативний вплив на утворення морфогенного 
калюсу і регенерацію, необхідно було дослідити 
дію тиментину та цефтріаксону на регенерацію 
з калюсу пшениці. Встановлено, що поєднан-
ня двох антибіотиків у живильному середовищі 
сприяє утворенню меристематичних зон та ризо-
генезу (табл. 1, 2). Числові значення цих показ-
ників є вищими порівняно з контролем. Це свід-
чить про позитивний ефект застосування антибі-
отиків тиментину та цефтріаксону.

Встановлено, що поєднання у живильному 
середовищі тиментину (350  мг/л) та цефтріак-
сону (350 мг/л) для обох досліджуваних геноти-
пів пшениці (Зимоярка та Подолянка) стимулює 
утворення максимальної кількості пагонів: для 
сорту Зимоярка – 32,4% (контроль – 26,5%), а для 
сорту Подолянка – 37,8% (контроль – 25,5%).

Як видно з діаграми (рис.), синергічна дія 
антибіотиків носить генотип-залежний харак-
тер. За наявності у регенераційному середовищі 
350 мг/л тиментину під час застосування однако-
вих концентрацій цефтріаксону (75 та 100 мг/л) 
для досліджуваних генотипів пшениці спосте-
рігали протилежний ефект. У випадку Зимояр-
ки така кількість антибіотика пригнічувала утво-

частоти регенерації у різних концентраціях – 25, 
50, 75, 100, 200, 250, 300, 350, 400 мг/л.

В якості експлантів для визначення впливу 
на утворення калюсу з меристематичними осе-
редками і регенерацію вибраних концентрацій 
досліджуваних антибіотиків використовували 
сформований 18-денний калюс, отриманий з апі-
кальних меристем пшениці озимого сорту Подо-
лянка та дворучки Зимоярка [20]. Калюс поміща-
ли у чашки Петрі (близько 50 шт.) на регенерацій-
не живильне середовище МС, доповнене 0,5 мг/л 
6-бензиламінопурину (БАП), 0,15 мг/л піклора-
му [17, 20], 350  мг/л  антибіотика тиментину та 
досліджуваними концентраціями цефтріаксону. 
Як контроль використовували середовище МС, 
доповнене 0,5 мг/л БАП та 0,15 мг/л піклораму 
без додавання антибіотиків. Культивування про-
водили за температури 24°С і 16 год фотоперіоду 
протягом 30-ти діб. Утворення калюсу з мерис-
тематичними зонами відзначали на 14-ту добу 
культивування. Утворення пагонів фіксували з 
15-ї по 30-ту добу кожні 5 діб. Частоту утворення 
регенерантів визначали як співвідношення числа 
експлантів, які утворили регенеранти, до загаль-
ного числа експлантів.

Результати статистично обробляли за допо-
могою програми Microsoft Excel. 

Таблиця 1
Вплив антибіотика тиментину (350 мг/л) та цефтріаксону на морфогенез та регенерацію з калюсу пшениці м’якої 
сорту Зимоярка

Частота,%
Концентрація антибіотику цефтріаксону, мг/л

25 50 75 100 200 250 300 350 400 контроль

Утворення 
морфогенно-

го калюсу 76,2±4,9 81,2±1,3 80,9±4,9 83,3±2,2 97,8±2,1 95,7±2,1 99,1±1,5 96,0±1,2 95,9±1,8 76,5±3,4
Ризогенез 55,6±2,2 54,9±4,7 51,0±0,7 57,4±3,5 78,5±0,4 54,6±1,3 69,6±4,5 59,1±3,7 61,5±2,2 75,7±4,1

Регенерація 29,4±3,2 23,1±4,7 12,5±3,4 9,8±2,1 13,9±1,4 19,8±2,1 28,6±1,1 32,4±0,5 24,9±1,9 26,5±4,4

Таблиця 2
Вплив антибіотика тиментину (350 мг/л) та цефтріаксону на морфогенез та регенерацію з калюсу пшениці м’якої 
сорту Подолянка

Частота,%
Концентрація антибіотику цефтріаксону, мг/л

25 50 75 100 200 250 300 350 400 контроль

Утворення 
морфогенно-

го калюсу 93,8±4,6 93,6±0,5 94,3±1,8 96,5±2,4 90,5±4,6 94,1±3,6 97,6±2,7 95,0±3,0 97,3±2,4 55,8±4,0
Ризогенез 64,1±4,6 74,0±1,6 75,0±3,6 80,3±3,4 69,4±1,8 66,4±0,8 53,3±3,6 52,9±1,8 47,8±0,4 31,0±1,8

Регенерація 26,7±1,9 19,5±2,4 32,5±3,2 21,2±1,1 23,7±4,8 30,5±4,9 36,7±2,7 37,8±3,6 26,5±1,4 25,5±2,4
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та цефтріаксону підвищує частоту регенерації у 
пшениці двох генотипів та може бути використа-
но під час Agrobacterium-опосередкованої тран-
сформації in vitro. 

рення пагонів, а у Подолянки – стимулювала їх 
появу та ріст.

Висновки
Поєднання у культуральному середови-

щі високих концентрацій β-лактамів тиментину 

Рис. 1. Частота регенерації рослин із калюсу (%) на живильному регенераційному середовищі, доповненому 
тиментином (350 мг/л) та різними концентраціями цефтріаксону
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SYNERGYSTIC EFFECT OF ANTIBIOTICS TIMENTIN AND CEFTRIAXONE AT 
REGENERATION In vitro OF BREAD WHEAT TRITICUM AESTIVUM 
Aim. The main requirement for antibiotics used in Agrobacterium-mediated transformation is the absence of toxic 
effects on plant organisms. The purpose of study is to determine the synergistic action of β-laktam antibiotics on in vitro 
regeneration of bread wheat T. aestivum. Methods. 18-day calli obtained from apical meristem of wheat, were used as 
explants to determine the effect of antibiotics on regeneration in vitro. Calli were placed in Petri dishes (50 pcs.) with 
the regeneration culture medium MS supplemented with 0.5 mg/l of 6-benzylaminopurine (BAP), 0.15 mg/l of picloram, 
350 mg/l Timentin and 25–400 mg/l of Ceftriaxone. As a control, culture medium MS supplemented with 0.5 mg/l BAP 
and 0.15 mg/l picloram without adding antibiotics was used. Cultivation was conducted at 24°C and 16 hours photoperiod 
for 30 days. The results were processed statistically using Microsoft Excel. Results. It was established that the combination 
of Timentin (350 mg/l) and Ceftriaxone (350 mg/l) in culture medium for both studied wheat genotypes (Zymoyarka and 
Podolyanka) stimulates the formation of the maximum number of shoots, for Zymoyarka – 32.4 % (control – 26.5 %), 
and for Podolyanka – 37.8% (control – 25.5%). Conclusions. The synergic effect of antibiotics has a genotype-dependent 
character. The combination of high concentrations of Timentin (350 mg/l) and Ceftriaxone (350 mg/l) in the culture 
medium increases the frequency of regeneration of wheat and can be efficiently used during Agrobacterium-mediated 
wheat transformation in vitro.
Keywords: wheat, antibiotics, regeneration, Timentin, Ceftriaxone.
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