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Досліджено цитогенетичні особливості трансгенних рослин пшениці, отриманих
методом Agrobacterium-опосередкованої трансформації клітин із використанням
калюсних культур сорту Зимоярка, що мають високий морфогенетичний по-
тенціал. Трансгенні рослини-регенеранти, отримані з 12 ліній (57 %), були
каріотипічно нормальними (2 n = 6х = 42) без видимих хромосомних аберацій;
серед регенерантів 9 ліній (43 %) встановлено хромосомну мінливість, яка вияв-
лялася анеуплоїдією та структурними змінами хромосом. За числом хромосом
різнилися рослини, регенеровані з клітин однієї й тієї ж калюсної лінії. Найпо-
ширенішою серед хромосомних відхилень у трансгенних рослин пшениці була
анеуплоїдія. Змін рівня плоїдності рослин не зафіксовано.
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Технологію генетичної трансформації широко впроваджують для отри-
мання нової генетичної плазми з метою використання в селекційних
програмах з поліпшення зернових культур, зокрема пшениці [32, 36].
Найпоширенішими методами генетичної трансформації цієї культури є
бомбардування мікрочастинками і спільне культивування з Agrobacterium
tumefaciens [15, 34]. Основні методи отримання трансгенних рослин за
Agrobacterium-опосередкованої трансформації базуються на перенесенні
тДНК у клітини та інтеграції її в геном культивованих in vitro клітин з
наступною індукцією регенерації пагоноутворення [6, 25]. 

Для успішного використання генетичної трансформації важливо,
щоб агрономічно-корисні гени були введені в рослинний геном, мали
стабільну експресію в наступних поколіннях, а сомаклональна
мінливість, яка виникає в культурі in vitro, була зведена до мінімуму. В
численних працях зазначено, що сомаклональна варіабельність часто
спостерігається в культурі in vitro пшениці [17, 24, 33]. Згідно з даними
цитогенетичного аналізу калюсних культур і рослин-регенерантів, хро-
мосомні зміни, такі як делеції, інверсії та дуплікації, поширені в міто-
тичних клітинах. Встановлено, що в деяких випадках ці сомаклональні
зміни негативно впливають на фенотип рослин-регенерантів [14, 18, 19].

За Agrobacterium-опосередкованої трансформації in vitro методами
культури тканин можливі генетичні й епігенетичні зміни геному [22, 29].
Спектр описаних у літературі тДНК-індукованих мутацій доволі широ-
кий. Доведено, що вбудовування тДНК в геном може спричинити появу
всього спектра мутацій, описаних класичною генетикою — від точкових
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мутацій до значних хромосомних перебудов, таких як транслокації,
інверсії, дуплікації та навіть зміни рівня плоїдності [7, 23, 27, 31]. Крім
того, стреси, пов’язані з різними аспектами генетичної трансформації
рослин, наприклад використання антибіотиків та власне інфекція
Agrobacterium, також можуть призвести до генетичних та (або) епігене-
тичних змін у геномі [5].

В останні роки дослідники описали успішну стабільну генетичну
трансформацію пшениці з використанням культивованих in vitro тканин
[6, 8, 13, 20, 25], однак жодного докладного цитогенетичного аналізу
трансгенних рослин пшениці не зроблено. Загалом тільки в кількох ро-
ботах проведено цитогенетичний аналіз трансгенних рослин, зокрема
тютюну [26], coї [30], ячменю [10], вівса [9].

Метою нашої роботи був цитогенетичний аналіз трансгенних рос-
лин пшениці, отриманих методом Agrobacterium-опосередкованої транс-
формації в культурі in vitro. Щоб оцінити наслідки процесу генетичної
трансформації стосовно цитогенетичних особливостей рослин, пара-
лельно досліджено нетрансгенні й трансгенні рослини-регенеранти, от-
римані в культурі in vitro.

Методика

Досліджували сучасний високоврожайний сорт м’якої пшениці Зимоярка,
що має високий морфогенетичний потенціал in vitro [2]. Для генетичної
трансформації брали калюси, індуковані з апікальних меристем тридобо-
вих стерильних проростків, попередньо вирощених in vitro. Калюсні куль-
тури культивували на середовищі МС з додаванням 2 мг/л 2,4-Д.

Agrobacterium-опосередковану трансформацію проводили за методи-
кою, описаною в праці [1], з використанням штаму LBA4404, що містить
векторну конструкцію рВі2Е з дволанцюговим РНК-супресором гена
проліндегідрогенази (pdh) тa nptII — ген неоміцинфосфотрансферази II
Е. coli, люб’язно надану канд. біол. наук А.В. Кочетовим (Інститут цито-
логії і генетики СВ РАН, м. Новосибірськ). Трансгенний статус регене-
рантів підтверджено методом полімеразної ланцюгової реакції [1].

Цитологічний аналіз покоління Т0 виконували в клітинах кореневої
меристеми молодих рослин. Корені протягом 5 год обробляли 0,05 %-м
розчином колхіцину для скорочення хромосом. Матеріал фіксували в
суміші етанол : льодяна оцтова кислота (3 : 1) упродовж доби в холо-
дильнику за температури 4 °С, потім переносили у 70 ° етанол. Після
фіксування зразки кілька разів промивали у дистильованій воді, вміщу-
вали на 30 хв у 5 н розчин HCl кімнатної температури для мацерації,
відмивали у дистильованій воді, забарвлювали 2 %-м лактопропіоновим
орсеїном протягом доби за кімнатної температури. Готували тимчасові
давлені препарати за стандартною методикою [4] в 45 %-му розчині оц-
тової кислоти.

Для цитологічного аналізу покоління рослин Т1 насіння незалежних
трансгенних ліній пророщували на вологому фільтрувальному папері і
фіксували кінчики первинних коренів окремих рослин. Число хромосом
підраховували щонайменше у п’яти метафазних пластинках однієї рослини.

Результати та обговорення

Число хромосом підрахували в клітинах кореневої меристеми 32 не-
трансгенних рослин-регенерантів, індукованих із калюсів тримісячного
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віку. Калюси, з яких індукували трансгенні рослини-регенеранти, були та-
кого ж віку. В результаті цитологічного аналізу виявлено три анеуплоїдні
рослини (2n = 6х = 40 або 2n = 6х = 41) без будь-яких структурних змін,
що становило 10,3 % загального числа досліджених рослин (табл. 1). Ре-
шта регенерантів мала нормальний каріотип (2n = 6х = 42). Із 32 про-
аналізованих рослин насіння зав’язали 28, тобто фертильність нетранс-
генних форм знаходилась на рівні 87,5 %.

Як відомо, високий рівень геномної мінливості — одна з характер-
них особливостей клітинних культур пшениці, яка виявляється при вив-
ченні не лише каріотипу, а й послідовностей ядерної, хлоропластної та
мітохондріальної ДНК [3]. Встановлено, що генетична нестабільність
рослин-регенерантів пшениці може виявлятися у змінах числа і структу-
ри хромосом. Наприклад, серед регенерантів гексаплоїдної пшениці (2n =
= 6х = 42) 29 % рослин були анеуплоїдними (2n = 38—45) [21].

У ході дослідження визначено число хромосом у клітинах кореневої
меристеми рослин Т0, регенерованих з окремих трансформованих ка-
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ТАБЛИЦЯ 1. Результати аналізу числа хромосом і фертильності у нетрансгенних рослин
пшениці

Кількість рослин із числом хромосом,
шт.

Кількість
проаналізованих

рослин, шт. 40 41 42

Анеуплоїди,
%

Фертильність
рослин, %

32 1 2 29 10,3 87,5

ТАБЛИЦЯ 2. Результати аналізу числа хромосом і фертильності у трансгенних рослин
пшениці

Калюсна лінія після
трансформації

Кількість трансгенних
рослин, шт.

Число хромосом Фертильність

Зимоярка 1 1 42 +

Зимоярка 4 2 42 —

Зимоярка 5 1 41 —

Зимоярка 9 2 42 +

Зимоярка 11 1 42 +

Зимоярка 23 2 41, 42 +

Зимоярка 24 1 41 + 1dl +

Зимоярка 29 3 42, 43 —

Зимоярка 31 2 42 +

Зимоярка 37 1 42 —

Зимоярка 43 1 42 +

Зимоярка 48 1 40 + 1ds —

Зимоярка 54 3 41, 42 —

Зимоярка 55 2 40 + 1f, 41 + 1f —

Зимоярка 59 1 42 +

Зимоярка 63 1 42 +

Зимоярка 67 1 42 +

Зимоярка 87 1 42 —

Зимоярка 91 2 42 +

Зимоярка 97 1 41 + 1dl +

Зимоярка 103 2 41, 42 +

П р и м і т к а: dl — делеція; ds — дицентрик; f — фрагмент.



люсних ліній пшениці. З 21 незалежної калюсної лінії (табл. 2) регене-
ранти 12 ліній (57 %) були каріотипічно стабільними (2n = 6х = 42) (ри-
сунок, а) й мали еуплоїдний набір хромосом. Однак серед регенерантів
9 ліній (43 %) виявлено анеуплоїди (2n = 6х = 41 або 2n = 6х = 43) та
анеуплоїдні рослини зі структурними змінами хромосом: дицентрични-
ми хромосомами (2n = 6х = 40 + 1ds), делеціями (2n = 6х = 41 + 1dl),
ацентричними фрагментами (2n = 6х = 40 + 1f; 2n = 6x = 41 + 1f) (див.
рисунок, б—д). Слід зазначити, що різні числа хромосом мали рослини-
регенеранти, отримані з однієї й тієї самої калюсної лінії (лінії Зимояр-
ка 23, 29, 54, 103); у цих 4 лініях одночасно були як цитологічно нор-
мальні, так і змінені рослини. Оскільки різні числа хромосом мали
трансгенні рослини, регенеровані з однієї калюсної лінії, цілком
імовірно, що рівень хромосомної мінливості значно вищий за виявлений
нами, так як з деяких трансформованих ліній отримано й проаналізова-
но тільки одну або дві рослини. Загалом із 32 проаналізованих трансген-
них рослин 69 % (22 з 32) мали нормальний хромосомний набір (2n =
= 6х = 42), а решта 10 рослин (31 %) — хромосомні аномалії, такі як
анеуплоїдія, транслокації, делеції, ацентричні фрагменти. Отже, у транс-
генних рослин пшениці, отриманих методом Agrobacterium-опосередко-
ваної трансформації, виявлено втричі вищий рівень каріотипічної мінли-
вості порівняно з нетрансгенними рослинами-регенерантами.

Фертильність трансгенних рослин, отриманих із калюсних культур,
знаходилась на рівні 62 % (див. табл. 2). Із 12 ліній з нормальним хро-
мосомним набором (2n = 6х = 42) фертильні регенеранти отримано
тільки з 9 (75 %). Рослини, індуковані з інших 3 ліній, виявились сте-
рильними. Можливо, фертильність втрачається через невиявлені і не-
помітні за рутинного цитологічного аналізу зміни хромосом. Більшість
трансгенних рослин із хромосомними аномаліями була стерильною або
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Метафазні пластинки клітин кореневої меристеми трансгенних рослин: 

а — еуплоїд 2n = 6x = 42; б—д — анеуплоїди 2n = 6x = 41 (б), 2n = 6x = 43 (в), 2n = 6x = 40 + 1ds (г),
2n = 6x = 41 + 1f (д)



мала низьку фертильність; тільки 44 % (4 з 9) зав’язали насіння. Отже,
встановлено тісний зв’язок між фертильністю і мінливістю числа хромо-
сом у трансгенних форм. Стерильність і низька фертильність досліджу-
ваних рослин імовірно пов’язана з втратою хромосом чи нестабільністю
їх числа під час аномального мейозу. Зниження фертильності або повна
стерильність також часто спостерігається і в інших трансгенних рослин
злаків [11, 32].

Ми проаналізували число хромосом у рослин насіннєвого по-
коління Т1, отриманих з 11 незалежних ліній (табл. 3). Усі 42 досліджені
рослини Т1, які походять від 9 цитологічно стабільних рослин Т0 (Зимо-
ярка 1, 9, 11, 31, 43, 59, 63, 67, 91), мали нормальний каріотип (2n =
= 6х = 42). Нормальний каріотип мали також рослини Т1, отримані з
рослин Т0 з еуплоїдним набором хромосом ліній Зимоярка 23 і 103. Од-
нак у потомстві рослин Т0 з анеуплоїдним набором хромосом (лінії Зи-
моярка 23, 103) виділено рослини з різним числом хромосом. З анеуп-
лоїдного регенеранта Т0 (2n = 6х = 41) отримано рослини з каріотипом
2n = 6х = 41, а також рослини з нормальним каріотипом 2n = 6х = 42.
Це означає, що рослини з нормальним каріотипом сформувались
унаслідок запліднення яйцеклітини з гаплоїдним набором хромосом (n =
3x = 21) спермієм такої самої плоїдності. З анеуплоїдної рослини лінії
Зимоярка 103 Т0 (2n = 6х = 41) розвинулись 3 рослини з набором хро-
мосом 2n = 6х = 40 та 1 рослина з числом хромосом 2n = 6х = 41.

Серед хромосомних відхилень у трансгенних рослин пшениці най-
поширенішою була анеуплоїдія, виявлено також структурні зміни у ви-
гляді дицентричних хромосом, делецій, ацентричних фрагментів. Проте
жодних змін рівня плоїдності у трансгенних рослин ми не встановили.
Часто анеуплоїдії без змін рівня плоїдності спостерігались у гексаплоїдних
трансгенних рослин костриці та вівса [9]. Разом з тим у трансгенних рос-
лин диплоїдної сої в результаті цитологічного аналізу поряд з анеуп-
лоїдними виявлено і тетраплоїдні форми (2n = 4х = 80) [30]. У потомстві
трансгенних рослин тетраплоїдного тютюну (2n = 4х = 48) також були
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ТАБЛИЦЯ 3. Результати аналізу числа хромосом у рослин Т1

Калюсна лінія
після

трансформації

Кількість
проаналізованих

рослин, шт.

Число хромосом у
поколінні Т0

Число хромосом у
поколінні Т1

Зимоярка 1 5 42 42 (5)*

Зимоярка 9 5 42 42 (5)

Зимоярка 11 4 42 42 (5)

Зимоярка 23 4 41 41 (2); 42 (2)

Зимоярка 31 4 42 42 (4)

Зимоярка 43 4 42 42 (4)

Зимоярка 59 5 42 42 (5)

Зимоярка 63 4 42 42 (4)

Зимоярка 67 5 42 42 (5)

Зимоярка 91 5 42 42 (5)

Зимоярка 103 4 41 40 (3); 41 (1)

*У дужках наведено кількість проаналізованих рослин.



анеуплоїдні рослини (2n = 4х = 49, 50) [26]. Отже, характер хромосомної
мінливості залежить від конкретного виду рослин і стану їх геному.

Як відомо, за культивування in vitro ступінь стресу впливає на
стабільність хромосом [12]. У наших дослідах найімовірніше додатковий
стрес, що виникав у процесі генетичної трансформації, посилював стрес
за культивування in vitro, підвищував частоту мінливості хромосом у
трансгенних рослин пшениці. За Agrobacterium-опосередкованої транс-
формації простежуються щонайменше 4 види стресового впливу: 1) по-
ранення; 2) контакт із патогенним організмом; 3) культивування in vitro;
4) власне трансгенез, тобто інтеграція тДНК у геном рослини [16]. Три
перші види стресу супроводжуються явищами, характерними для пер-
винної неспецифічної стресової відповіді (окиснювальний вибух), акти-
вування окиснювальних ферментів та ін.) [16]. Крім того, культивуван-
ня на селективному середовищі необхідне для добору передбачуваних
трансгенних форм; за такої селекції трансформовану тканину протягом
тривалого періоду оточують мертві або вмираючі клітини, у результаті
цього вона швидше за все зазнає додаткового стресу. Процес генетичної
трансформації чинить додатковий вплив на цілісність хромосом, що уз-
годжується з результатами нашої роботи, а також висновками інших
дослідників, які встановили підвищений рівень цитологічних змін у
трансгенних форм злаків порівняно з нетрансгенними рослинами [9, 10].
У результаті проведеного цитогенетичного аналізу ми виявляли лише
значні зміни числа хромосом та їх цілісності. Ймовірно, можливі й інші,
менш помітні зміни структури хромосом, наприклад мутації, зміна рівня
метилування [28, 35]. Такі зміни зменшують життєздатність трансгенних
рослин, впливають на процеси мейозу, знижують фертильність.

Отже, цитогенетичний аналіз трансгенних рослин пшениці, отри-
маних за Agrobacterium-опосередкованої трансформації з калюсних
культур сорту Зимоярка, дав змогу встановити значно вищий рівень
каріотипічної мінливості трансгенних форм порівняно з нетрансгенни-
ми. Хромосомна мінливість трансгенних рослин виявлялася в анеуплоїдії
та структурних змінах хромосом. Відмінності числа хромосом спос-
терігалися серед рослин, регенерованих з однієї й тієї ж калюсної лінії.
Цитогенетичний аналіз рослин допомагає на ранніх стадіях вибракову-
вати генетично аномальні форми, отримані за Agrobacterium-опосеред-
кованої трансформації.
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ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ ПШЕНИЦЫ,
ПОЛУЧЕННЫХ ПРИ AGROBACTERIUM-ОПОСРЕДОВАННОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ

С.С. Воронова, О.В. Дубровная, А.В. Бавол

Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины, Киев

Исследованы цитогенетические особенности трансгенных растений пшеницы, полученных
методом Agrobacterium-опосредованной трансформации клеток с использованием каллюс-
ных культур сорта Зимоярка, имеющих высокий морфогенетический потенциал. Трансген-
ные растения-регенеранты, полученные из 12 линий (57 %), были кариотипически нор-
мальными (2n = 6х = 42) без видимых хромосомных аберраций; среди регенерантов 9
линий (43 %) установлена хромосомная изменчивость, которая проявлялась анеуплоидией
и структурными изменениями хромосом. По числу хромосом различались растения, реге-
нерированные из клеток одной и той же каллюсной линии. Наиболее распространенной
среди хромосомных отклонений у трансгенных растений пшеницы была анеуплоидия. Из-
менения уровня плоидности растений не зафиксированы.

CYTOGENETIC PECULIARITIES OF TRANSGENIC WHEAT PLANTS OBTAINED BY
AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION

S.S. Voronova, O.V. Dubrovna, A.V. Bavol

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

Cytogenetic peculiarities of genetically modified wheat plants obtained by Agrobacterium-medi-
ated transformation of highly regenerative calli cultures variety Zimoyarka have been investi-
gated. Transgenic regenerated plants obtained from 12 lines (57 %) were karyotypically normal
(2n = 6x = 42) without visible chromosomal aberrations; and among regenerants 9 lines (43 %)
it was identified chromosomal variability that appeared as aneuploidy and structural changes of
chromosomes. Differences among the chromosomes quantities were observed among the plants
regenerated from the same callus line. The most common chromosomal abnormality among trans-
genic wheat plants was aneuploidy. Changes in ploidy level of the plants was not observed.

Key words: Triticum aestivum L., chromosomal abnormalities, transgenic plants.
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