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Підвищення частоти регенерації калюсних культур пшениці за Agrobacterium-...
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Мета. Вивчення впливу віку незрілих зародків та синтетичного ауксину дикамби на мор­
фогенетичний потенціал калюсів двох сортів м’якої пшениці – Подолянка та Зимоярка 
за Аgrobacterium­опосередкованої трансформації. Методи. Оптимізація умов реге­
нерації пагонів за Аgrobacterium­опосередкованої трансформації. Результати. Вста­
новлено, що вік незрілих зародків суттєво впливає на частоту калюсоутворення та ви­
явлено сортоспецифічність цього показника. Заміна 2,4­Д на дикамбу в середовищі 
для калюсогенезу та ІОК на дикамбу в середовищі для регенерації дозволила підвищи­
ти частоту індукції пагонів за генетичної трансформації у 2–3 рази. Найбільша кількість 
рослин­регенерантів у сорту Подолянка отримана на середовищі з дикамбою в концен­
трації 3 мг/л, а у сорту Зимоярка – при 2 мг/л. Висновки. Оптимізовано живильне сере­
довище з використанням синтетичного ауксину дикамби, що дозволило підвищити час­
тоту регенерації пагонів за Аgrobacterium­опосередкованої трансформації пшениці.

Ключові слова: Triticum aestivum L., Аgrobacterium­опосередкована трансформація, 
незрілі зародки, дикамба, регенерація.

вñòуп. Íа сьогодн³ при створенн³ сорт³в пшениц³, ст³йких до стресових чин-
ник³в довк³лля, все б³льшого значення набувають ìетоди генетичної ³нже-

нер³ї [1]. Проте пшениця залишається складною культурою для проведення 
б³о технолог³чних роб³т, оск³льки процеси калюсогенезу та утворення пагон³в в 
уìовах in vitro значною ì³рою визначаються типоì експланту [2–7], генотипоì 
[8] та складоì живильного середовища [9, 10]. êр³ì того, тип експланту ³ склад 
живильного середовища є основниìи чинникаìи, що впливають на регенера-
ц³ю пагон³в.

Íезр³л³ зародки є традиц³йниì експлантоì у пшениц³, на основ³ застосуван-
ня яких розроблено ефективн³ технолог³ї отриìання калюсних культур та по-
дальшої ³ндукц³ї з них рослин-регенерант³в [2]. âарто зазначити, що високий 
ìорфогенний потенц³ал калюс³в, отриìаних ³з незр³лих зародк³в, збер³гається 
нетривалий час ³ ìоже залежати в³д генетичних особливостей донорної росли-
ни [9]. тоìу для усп³шного використання незр³лих зародк³в необх³дниì є визна-
чення оптиìальної стад³ї вид³лення експлант³в з урахуванняì особливостей 
конкретного генотипу.

За Аgrobacterium-опосередкованої трансфорìац³ї пшениц³ необх³дно про-
водити кокультивац³ю калюс³в ³з агробактер³єю, що негативно впливає на по-
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дальшу регенерац³ю пагон³в. êр³ì того, 
для ел³ì³нац³³ї агробактер³ї використову-
ються висок³ дози антиб³отику, що теж ìає 
негативний вплив на ìорфогенний потен-
ц³ал калюс³в, зìеншує ³ìов³рн³сть регене-
рац³ї ³, в³дпов³дно, отриìання трансгенних 
форì [11].

традиц³йно для дедиференц³ац³ї кл³тин 
злакових та ³ндукц³ї калюсогенезу вико-
ристовують середовища з додаванняì 
2,4-ä. ðазоì ³ з тиì, отриìан³ калюси ха-
рактеризуються пов³льниì переходоì до 
ìорфогенного стану, а пер³од ³ндукц³ї 
 пагон³в наступає п³зн³ше. Застосування 
2,4-ä за Аgrobacterium-опосередкованої 
трансфорìац³ї не є оптиìальниì, оск³льки 
через затриìку ìорфогенезу та регенера-
ц³ї за тривалого культивування калюси ìо-
жуть гинути ран³ше появи регенерант³в. 
ìожливиì вар³антоì п³двищення регене-
рац³йної здатност³ калюс³в п³сля проведен-
ня трансфорìац³ї є заì³на 2,4-ä на ³нш³ 
ауксини синтетичного походження, зокре-
ìа дикаìбу [12]. Є дан³, що ц³ ауксини не 
т³льки стиìулюють калюсогенез, але й 
прискорюють перех³д калюс³в у ìорфоген-
ний стан, ³стотно зб³льшують к³льк³сть ìе-
ристеìатичних д³лянок, з яких в подальшо-
ìу в³дбувається соìатичний еìбр³огенез 
[13]. ó результат³ цього регенерац³йн³ про-
цеси в³дбуваються швидко, а вих³д регене-
рант³в зб³льшується. ìетою нашого досл³-
дження є вивчення впливу в³ку незр³лих за-
родк³в та синтетичного ауксину дикаìби на 
ìорфогенетичний потенц³ал калюс³в двох 
сорт³в пшениц³ – Подолянка та Зиìоярка 
за Аgrobacterium-опосередкованої тран-
сфорìац³ї.

Ìàòеð³àëè ³ меòодè
ìатер³алоì досл³джень були два сучас-

н³ сорти ì’якої пшениц³ Подолянка та Зиìо-
ярка, створен³ у в³дд³л³ генетичного пол³п-
шення рослин ІФðг ÍàÍ óкраїни. Як екс-
планти використовували незр³л³ зародки 
³нтактних польових рослин, як³ ³золювали 

щоденно, починаючи з дев’ятої та зак³нчу-
ючи ш³стнадцятою добою п³сля запилення. 
äля точного визначення в³ку незр³лих за-
родк³в проводили кастрац³ю колоса, а че-
рез три доби опилювали пилкоì з рослин 
того ж сорту. ðозì³р експлант³в вар³ював 
в³д 1 до 3 ìì. Зародки стерил³зували в три 
етапи: 1 % розчиноì KMnO4 протягоì 
2 хв., пот³ì 70 % етанолоì – 2 хв. та 30 % 
коìерц³йниì препаратоì «б³лизна» 10 хв., 
п³сля чого трич³ проìивали стерильною 
дистильованою водою. äля вивчення 
впливу синтетичного ауксину на процеси 
калюсогенезу використовували ìодиф³ко-
ване середовище Mс [14] з додаванняì 
дикаìби в концентрац³ї 1, 2 та 3 ìг/л. Як 
контроль використовували теж саìе сере-
довище з 2,4-ä в концентрац³ї 2 ìг/л, 
оск³льки ця концентрац³я є оптиìальною 
для калюсогенезу Triticum aestivum L. 
[15]. ó кожноìу вар³ант³ досл³ду вико-
ристовували по 200 незр³лих зародк³в. 
óìови та процедура Аgrobacterium-опо-
середкованої трансфорìац³ї наведено у 
робот³ [16].

×астоту ³ндукц³ї калюсу, утворення 
ìорфогенного калюсу та регенерац³ю па-
гон³в (у в³дсотках) визначали за сп³вв³дно-
шенняì к³лькост³ експлант³в, як³ утворили 
калюс або пагони, до їхньої загальної 
к³лькост³. êанаì³цин-ст³йкиìи вважали 
рослини, як³ збер³гали зелене забарвлен-
ня на селективноìу середовищ³. äосто-
в³рн³сть р³зниц³ ì³ж показникаìи оц³нювали 
за критер³єì стьюдента.

Резуëüòàòè ³ обãовоðеííя
Íезр³л³ зародки як експланти характе-

ризуються високою здатн³стю до калю-
соутворення та подальшої регенерац³ї. 
Проте, одниì з основних недол³к³в їхнього 
використання як експлант³в є короткий 
проì³жок часу, протягоì якого їх ìожливо 
вид³ляти. Зазвичай в³н припадає на 12–15 
добу.
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Íаìи було проанал³зовано здатн³сть до 
калюсогенезу незр³лих зародк³в, вид³ле-
них протягоì 8 д³б, починаючи з 9-ї та за-
к³нчуючи 16-ю добою п³сля запилення. 
âстановлено, що в³к незр³лих зародк³в 
значною ì³рою впливав на здатн³сть до 
утворення калюсу (рисунок).

Рèñуíок. âплив в³ку незр³лих зародк³в сорт³в пшени-
ц³ Зиìоярка (à) та Подолянка (б) на здатн³сть до ка-
люсогенезу на живильноìу середовищ³ з 2,4-ä

äля сорту Зиìоярка найоптиìальн³-
шиì строкоì вид³лення зародк³в виявила-
ся 13 доба – б³льше 90 % експлант³в утво-
рили калюс. äля сорту Подолянка опти-
ìальною виявилася 15 доба, оск³льки 
здатн³сть експлант³в утворювати калюс 
була близькою до 96 %. те, що у кожного 
сорту оптиìуì калюсогенезу спостер³гали 
у зародк³в р³зного в³ку, вказує на сортоспе-
циф³чн³сть цього показника.

Зародки, вид³лен³ на б³льш ранн³х ета-
пах онтогенезу (на 9-ту добу), характери-
зувались зниженою здатн³стю до калюсо-
генезу, а саì процес їхнього отриìання 
був складн³шиì та часто супроводжувався 
пошкодженняì тканин. îтриìан³ калюси 
розвивались упов³льнено. За використан-
ня експлант³в б³льш п³знього в³ку (16-та 
доба п³сля запилення) спостер³гали зни-
ження частоти калюсогенезу за рахунок 
того, що заì³сть ³ндукц³ї калюсу в³дбувало-
ся проростання зародк³в. ó п³зн³ строки 
процес вид³лення ускладнювався через 
б³льш щ³льне прилягання зародк³в до на-
с³нних покрив³в. ó подальш³й робот³ незр³л³ 
зародки у сорту Зиìоярка вид³ляли на 13-
ту, а у сорту Подолянка на 15-ту добу.

äля отриìання регенерант³в п³сля ге-
нетичної трансфорìац³ї калюс³в принци-
пово важливиìи є уìови, в яких утворюва-
лись та розвивались калюси. âажливиì є 
використання ауксин³в, як³ не т³льки сприя-
ють росту калюсу, але й п³двищують ìор-
фогенний потенц³ал та стиìулюють реге-
нерац³ю. Íаш³ результати св³дчать, що за-
стосування р³зних ауксин³в не вплинуло на 
початок калюсогенезу, який в ус³х досл³-
джених форì розпочався вже на дру-
гу-третю добу культивування. óтворював-
ся прозорий св³тлий калюс аìорфної 
консистенц³ї.

ìорфолог³чно калюси, отриìан³ на се-
редовищах з р³зниìи ауксинаìи, не в³др³з-
нялися. êонцентрац³я 1 ìг/л дикаìби в ³н-
дукц³йноìу середовищ³ виявилась недо-
статньою для утворення калюсу в б³льшост³ 
експлант³в (табл. 1). êалюсогенез при так³й 
концентрац³ї хоч ³ в³дбувався, проте його 
частота була достов³рно нижчою за конт-
роль, калюси росли пов³льно.

Òàбëèця 1. âплив р³зних концентрац³й дикаì-
би на частоту калюсогенезу з незр³лих зародк³в 
пшениц³ сорт³в Подолянка та Зиìоярка

Ауксин
Концен-
трація, 

мг/л

Частота 
калюсогене-

зу, %
Сорт Подолянка

2,4-Д (контроль) 2 95,5±1,5

дикамба
1 59,0±3,5
2 70,5±3,2
3 93,0±1,8

Сорт Зимоярка
2,4-Д (контроль) 2 95,5±1,5

дикамба
1 34,5±3,4
2 67,0±3,3
3 98,0±1,0

При застосуванн³ дикаìби у доз³ 2 ìг/л 
в³дбувалося п³двищення частоти утворення 
калюсу, проте вона також значно поступа-
лася частот³ калюсогенезу на середовищ³ з 
2,4-ä. Зб³льшення концентрац³ї до 3 ìг/л не 
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виявило достов³рних в³дì³нностей в³д 
контролю за частотою калюсоутворення.

П³сля того, як калюси набули необх³д-
ного розì³ру (д³аìетроì близько 5 ìì), їх 
було використано для проведення гене-
тичної трансфорìац³ї. Попередн³ досл³-
дження показали, що основною причиною 
загибел³ рослинних кл³тин в уìовах in vitro, 
особливо за кокультивування з Agrobac­
terium, як правило, є некроз або апоптоз 
завдяки надвиробництву перекису водню, 
що р³зко зìеншує регенерац³йний потен-
ц³ал калюсних кл³тин. äля протид³ї цьоìу 
явищу зазвичай до складу ре генерац³йного 
середовища додають антиоксиданти, зо-
креìа н³трат ср³бла, цистеїн ³ аскорб³нову 
кислоту, що ìоже ³стотно пол³пшити реге-
нерац³ю. Íаìи досл³джено ефективн³сть 

регенерац³йних середовищ – ìс-21, яке 
додатково ì³стило аспараг³нову кислоту 
(150 ìг/л), азотнокисле ср³бло (5 ìг/л), 
глютаì³н (10 ìг/л), цистеїн (20 ìг/л), 
аскорб³нову кислоту (100 ìг/л), Іîê 
(0,5 ìг/л) та бàП (1 ìг/л), а також живильн³ 
середовища ìс-31, ìс-32 та ìс-33, як³ 
ì³стили т³ ж коìпоненти, проте Іîê було 
заì³нено на дикаìбу у концентрац³ї 
2–4 ìг/л, в³дпов³дно.

П³сля кокультивування з агробакте-
р³єю, селекц³ї на середовищ³ з антиб³оти-
коì та перенесення калюс³в на регенера-
ц³йн³ середовища на них спостер³гали 
утворення глобулярних д³лянок яскра-
во-зеленого або св³тло-жовтого кольору. 
так³ калюси в³дносили до ìорфогенних. 
îднак у вар³ант³ з 2,4-ä спостер³гали б³ль-

Òàбëèця 2. ×астота регенерац³ї з калюс³в пшениц³ за Agrobacterium-опосередкованої трансфорìац³ї

Регенераційне середовище

Калюси, ініційовані на 
середовищі з 2 мг/л 2,4-Д

Калюси, ініційовані на середовищі 
з 3 мг/л дикамби

морфо-
генних 

калюсів, 
%

частота 
регенера-

ції, %

частота 
зелених 

пагонів,%

морфоген-
них 

калюсів, %

частота 
регенера-

ції,%

частота 
зелених 

пагонів,%

Сорт Подолянка
МС -21

(1 мг/л БАП + 0,5 мг/л ІОК)
(контроль)

14,0±2,5 5,0±1,5 0,5±0,5 16,5±2,6 10,0±2,1 1,5±0,9

МС-31
(1 мг/л БАП + 2 мг/л дикамба) 14,5±2,5 7,5±1,9 1,0±0,7 19,5±2,8 15,0±2,5* 2,5±1,1

МС-32
(1 мг/л БАП + 3 мг/л дикамба) 19,0±2,8 10,5±2,1 1,5±0,9 28,0±3,2 21,0±2,9* 6,0±1,7

МС-33
(1 мг/л БАП + 4 мг/л дикамба) 10,0±2,1 3,5±1,3 – 14,5±2,5 6,0±1,7 1,5±0,9

Сорт Зимоярка
МС-21

(1 мг/л БАП + 0,5 мг/л ІОК)
(контроль)

12,5±2,3 3,5±1,3 0,5±0,5 17,0±2,7 6,0±1,7 1,0±0,7

МС-31
(1 мг/л БАП + 2 мг/л дикамба) 16,0±2,6 5,5±1,6 1,0±0,7 24,5±3,0 12,0±2,3* 4,5±0,7

МС-32
(1 мг/л БАП + 3 мг/л дикамба) 13,0±2,4 2,5±1,1 1,0±0,7 16,0±2,6 5,0±1,5 1,0±0,7

МС-33
(1 мг/л БАП + 4 мг/л дикамба) 8,5±2,0 – – 14,5±2,5 3,5±1,3 1,0±0,7

П р и ì ³ т к а . * – ð³зниця ì³ж контролеì та досл³доì достов³рна при ð = 0,95.
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шу к³льк³сть некроз³в та перех³д тканин до 
ìорфогенного стану в³дбувався п³зн³ше на 
3–5 д³б пор³вняно з калюсаìи, отриìани-
ìи на середовищ³ з дикаìбою.

ðезультати досл³джень св³дчать, що гор-
ìональний склад середовища п³д час ³ндук-
ц³ї та росту калюс³в впливає на подальший 
перех³д до ìорфогенного стану п³сля транс-
форìац³ї. óтворення ìаксиìальної к³лько-
ст³ ìорфогенного калюсу (28 %) у сорту 
Подолянка спостер³гали на середовищ³ 
з додаванняì дикаìби в концентрац³ї 
3 ìг/л, в той час як у сорту Зиìоярка при 
2 ìг/л (24 %) (табл. 2). îск³льки ³снує пря-
ìа кореляц³я ì³ж к³льк³стю ìорфогенних 
калюс³в та рослин-регенерант³в, на вказа-
них середовищах вдалося отриìати ³ най-
б³льшу к³льк³сть рослин.

спостер³гали суттєву р³зницю ì³ж к³ль-
к³стю отриìаних регенерант³в на середо-
вищ³ з Іîê та дикаìбою (табл. 2). При опти-
ìальн³й концентрац³ї дикаìби виявлено 
достов³рну р³зницю та зб³льшення числа 
регенерант³в у 2–3 рази.

öе ìожна пояснити пов³льниì перехо-
доì у ìорфогенний стан та ³нг³буванняì 
подальшої регенерац³ї калюс³в, ³н³ц³йова-
них на середовищ³ з 2 ìг/л 2,4-ä. âнасл³-
док негативної д³ї антиб³отик³в та ³нфекц³ї 
агробактер³єю загибель калюс³в настає до 
того, як почнуться активн³ ìорфогенн³ про-
цеси. П³двищення частоти регенерац³ї та-
кож ìожливо пов’язано з б³льшою ефек-
тивн³стю дикаìби в регенерац³йноìу се-
редовищ³ пор³вняно з ³ндол³лоцтовою 
кислотою.

Íеодноразово пов³доìлялося, що в 
культур³ тканин зернових дикаìба ìає 
б³льшу ауксинову активн³сть пор³вняно з 
2,4-ä. так, зг³дно з л³тературниìи даниìи 
[10, 17, 18] додавання 2 ìг/л дикаìби до 
середовища для калюсогенезу значно п³д-
вищило частоту утворення ìорфогенного 
калюсу та регенерац³ю пагон³в. àналог³ч-
ний результат спостер³гали й ³нш³ автори 
при використанн³ 4–5 ìг/л дикаìби [13, 

19, 20]. Ф³л³ппов та ³н. [9] також п³дтвер-
джують ефективн³сть дикаìби, однак ре-
коìендують значно вищ³ концентрац³ї пре-
парату (12 ìг/л). так³ розб³жност³ ìожна 
пояснити р³зниì ендогенниì р³внеì аук-
син³в у сорт³в, як³ використовувалися для 
досл³джень. тобто, р³зн³ генотипи пшениц³ 
ìожуть по-р³зноìу реагувати на вì³ст та 
концентрац³ю дикаìби. тоìу для опти-
ìального результату у кожного конкретно-
го сорту п³дб³р концентрац³ї дикаìби пови-
нен зд³йснюватися ³ндив³дуально.

вèñíовкè
За результатаìи досл³джень встанов-

лено, що найоптиìальн³шиì строкоì вид³-
лення незр³лих зародк³в для сорту Подо-
лянка була п’ятнадцята, а для Зиìоярки – 
тринадцята доба, що забезпечує частоту 
утворення калюсу на р³вн³ понад 95 %. âи-
користання в середовищах для калюсоге-
незу та регенерац³ї дикаìби дозволяє п³д-
вищити регенерац³йну здатн³сть калюс³в 
пшениц³ in vitro у 2–3 рази. Íайб³льша 
к³льк³сть рослин-регенерант³в у сорту По-
долянка отриìали на середовищ³ з дода-
ванняì дикаìби в концентрац³ї 3 ìг/л, в 
той час як у сорту Зиìоярка – при 2 ìг/л. 
âстановлено, що для кожного генотипу 
п³дб³р концентрац³ї дикаìби повинен 
зд³йснюватися ³ндив³дуально. îптиì³зова-
но живильне середовище з використанняì 
синтетичного ауксину дикаìби, що дозво-
лило п³двищити частоту регенерац³ї паго-
н³в за Аgrobacterium-опосередкованої 
трансфорìац³ї пшениц³.
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цеëü. èзучение влияния возраста незрелых 
зародышей и синтетического ауксина дикаì-
бы на ìорфогенетический потенциал каллусов 
двух сортов пшеницы – Подолянка и Зиìояр-
ка при Аgrobacterium-опосредованной транс-
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форìации. Ìеòоды. îптиìизация условий 
регенерации побегов при Аgrobacterium-опо-
средованной трансфорìации. Резуëüòàòы. 
óстановлено, что возраст незрелых зародышей 
существенно влиял на частоту каллусообра-
зования, выявлена сортоспецифичнисть это-
го показателя. Заìена 2,4-ä на дикаìбу в сре-
де для каллусогенеза и èóê на дикаìбу в сре-
де для регенерации позволила повысить часто-
ту индукции образования побегов при генети-
ческой трансфорìации в 2–3 раза. Íаиболь-
шее количество растений-регенерантов у сор-
та Подолянка получено на среде с дикаìбой в 
концентрации 3 ìг/л, а у сорта Зиìоярка – при 
2 ìг/л. выводы. îптиìизирована питательная 
среда с использованиеì синтетического аук-
сина дикаìба, что позволило повысить частоту 
регенерации побегов при Аgrobacterium-опо-
средованной трансфорìации пшеницы.

Ключевые слова: Triticum aestivum L., 
Аgrobacterium-опосредованная трансфорìа-
ция, незрелые зародыши, дикаìба, регенера-
ция.

INCREASE IN FREQUENCY OF WHEAT  
CALLUS CULTURES REGENERATION FOR 
AGROBACTERIUM-MEDIATED  
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Ukraine, 03022, Kyiv, Vasylkivska Str., 31/17 
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Aim is to study the impact of immature embry-
os age and synthetic dicamba auxin on callus 
morphogenetic potential in two wheat varieties, 
Podolyanka and Zymoyarka, during Agrobacte­
rium-mediated transformation. Methods. Op-
timization of conditions for shoot regeneration 
during Agrobacterium-mediated transforma-
tion. Results. Age of immature embryos was 
found to significantly influence the incidence of 
callus formation and cultivar-specificity of this 
indicator. Replacement of 2,4-D on dicamba in 
the medium for callus formation and IAA on di-
camba in the medium for regeneration has in-
creased frequency of shoots induction 2–3 
times during genetic transformation. The largest 
number of plant-regenerants in a variety Podol-
yanka was obtained on medium with dicamba at 
concentration 3 mg/L, while in the variety Zymo-
yarka – at 2 mg/l. Conclusions. Nutrient me-
dium using synthetic auxin dicamba was opti-
mized, thus allowing to increase the incidence of 
shoots regeneration during Agrobacterium-me-
diated transformation of wheat.

Keywords: Triticum aestivum L., Agrobac­
terium­mediated transformation, immature 
embryos, dicamba, regeneration.


