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Орнітин--амінотрансфераза (ОАТ) є важливим регулятором клітинного мета-
болізму, оскільки реакція, що каталізується цим ферментом, пов’язує кілька
біохімічних систем: цикл сечовини, цикл накопичення і деградації проліну
та шлях біосинтезу поліамінів. Введення екзогенного гена oat в геном рос-
лин є одним з перспективних методів створення стійких до абіотичних
стресів генотипів пшениці. Метою нашої роботи була оптимізація умов
Agrobacterium-опосередкованої трансформації морфогенних калюсів нових
перспективних генотипів озимої м’якої пшениці та отримання генетично
модифікованих рослин з гетерологічним геном орнітин--амінотрансферази.
Досліджено основні параметри протоколу трансформації, зокрема вплив оп-
тичної щільності агробактеріальної суспензії клітин, концентрації антибіо-
тика цефотаксиму, тривалості кокультивування на частоту отримання кана-
міциностійких регенерантів з калюсних культур апікального походження.
Оптимізовано регенераційне середовище, яке дає змогу прискорити процес
отримання генетично модифікованих рослин-регенерантів пшениці та збіль-
шити їх кількість, що забезпечує скорочення біотехнологічного процесу і
зменшення матеріальних витрат для його виконання. Шляхом Agrobacterium-
опосередкованої трансформації морфогенних калюсів нових перспективних
генотипів озимої м’якої пшениці отримано рослини-регенеранти, у геномі
яких виявлено повне вбудовування генетичної конструкції, яка містить транс-
гени oat та nptII. Трансгенна природа всіх отриманих рослин була підтверд-
жена за допомогою ПЛР з праймерами, специфічними до генів oat та nptII.
Частота трансформації для досліджених генотипів становила 0,75—2,5 %.

Ключові слова: Triticum aestivum L., Agrobacterium-опосередкована трансфор-
мація, калюсні культури, ген орнітин--амінотрансферази.

Пшениця є однією з основних продовольчих культур, яка вирощу-
ється на більш як 17 % орних земель і споживається близько 40 %
населення світу [1]. Поширеність цієї культури зумовлена її високою
біологічною пластичністю щодо екологічних умов, а також високою
поживністю зерна, з якого отримують багато харчових продуктів. Не-
зважаючи на загалом зростаючу тенденцію виробництва пшениці у
світі, кліматичні зміни, що призводять до значних температурних пе-
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репадів, непередбачуваних опадів або посух та появи нових рас пато-
генів і шкідників, значно позначаються на її врожайності. Для
запобігання негативного впливу змін кліматичних умов на продук-
тивність озимої пшениці необхідне створення високоврожайних сортів
з високим адаптивним потенціалом, зокрема стійких до посухи.

Сучасним напрямом створення посухостійких сортів пшениці є
застосування методів генетичної інженерії. Останнім часом інтенсив-
но почали розроблятися новітні молекулярні біотехнології з викори-
станням різноманітних стратегій, у тому числі спрямованих на отри-
мання стійких генотипів шляхом інтеграції у геном культурних
рослин рекомбінантних молекул ДНК, здатних на генетичному рівні
контролювати процеси формування стійкості [2, 3]. Для генетичного
поліпшення пшениці залучаються біотехнології, пов’язані із викори-
станням генів, що контролюють метаболізм «сумісних» осмотично
активних речовин — органічних молекул, здатних у значних концен-
траціях накопичуватися в клітинах рослин за умов стресу і не чини-
ти токсичної дії на процеси їх росту і диференціації. Успішному тех-
нологічному вирішенню цих питань сприяє прогрес, досягнутий в
останні десятиріччя в галузі фундаментальних досліджень структур-
но-функціональної геноміки, теоретичних і практичних аспектів ге-
нетичної трансформації злаків [4].

Одним із найбільш перспективних підходів створення посухо-
стійких генотипів пшениці є ідентифікація та використання генів, що
контролюють синтез та катаболізм проліну [5—8]. Крім добре відомої
функції як сумісного осмоліту, за дії стресорів він виконує цілу низ-
ку інших взаємопов’язаних функцій: мембранопротекторну, шапе-
ронну, антиоксидантну, а також бере участь у регуляції експресії
деяких генів [9, 10], є джерелом енергії, азоту та вуглецю [11]. Додат-
ковий синтез цієї амінокислоти підвищує загальну стійкість рослин
до абіотичних стресів. Для акумуляції вільного проліну основна ува-
га приділяється генам, що контролюють ензими його синтезу та де-
градації. Використовують додаткове введення копій кДНК, відпо-
відальних за його синтез (P5CS або -ОАТ у сенсовій орієнтації) або
часткову супресію ендогенних генів проліндегідрогенази (ProDH),
які відповідають за його деградацію [12—16].

Ген орнітин--амінотрансферази кодує фермент ОАТ (ЕС 2.6.1.13),
що каталізує перенесення дельта-аміногрупи орнітину на альфа-кето-
глутарат з утворенням піролін-5-карбоксилату (П5К) та глутамату
[17, 18]. Ця реакція є частиною системи взаємоперетворень таких
амінокислот як аргінін, орнітин, глутамат і пролін. Метаболізм цих
амінокислот пов’язаний з фіксацією, запасанням і ремобілізацією
азоту, формуванням і проростанням насіння, стійкістю до різних
абіотичних стресорів, регуляцією процесів росту та розвитку [19—23].
Отже, орнітин--амінотрансфераза є важливим регулятором клітин-
ного метаболізму, оскільки реакція, яка каталізується цим фермен-
том, пов’язує кілька біохімічних систем: цикл сечовини, цикл нако-
пичення і деградації проліну та шлях біосинтезу поліамінів.

Згідно з літературними даними, ген орнітин--амінотрансферази
(oat) бере участь у відповіді на стрес, проте його конкретна біологічна
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роль ще до кінця не встановлена і є предметом обговорення [18].
Тривалий час вважалося, що орнітин--амінотрансфераза бере участь
у синтезі проліну при стресі [24]. Зараз є чимало відомостей, що фер-
мент OAT функціонує в альтернативному шляху метаболізму проліну
в мітохондріях за стресових умов [17]. Виявлена нещодавно у ліній
гексаплоїдної пшениці взаємодія генів AtOAT з генами, пов’язаними
з ферментами біосинтезу проліну та катаболізмом аргініну, підтверд-
жує, що вони беруть участь у синтезі проліну та ремобілізації азоту
[5]. Крім цього, орнітин є проміжною сполукою у біосинтезі аргініну,
де шлях розходиться з утворенням проліну та поліамінів, що залучені
у дуже багато функцій рослин, у тому числі пов’язаних з адаптацією
до дії стресорів [23, 25].

Припущення, що ген орнітин--амінотрансферази пов’язаний з
синтезом проліну підтверджують результати, отримані на генетично
модифікованих рослинах. Зокрема, рослини рису з підвищеною екс-
пресією гена oat накопичують більше проліну, ніж нетрансгенні рос-
лини [26]. Також надекспресія цього гена підвищувала рівень стій-
кості трансгенних рослин тютюну до посухи і засолення [27]. Проте
той факт, що як за оптимальних умов, так і умов стресу мутантні
рослини арабідопсису, дефіцитні за ОАТ, мали такий самий рівень
проліну, як і контрольні рослини [28] може свідчити про те, що ОАТ
безпосередньо не впливає на накопичення цієї амінокислоти, спри-
чинене стресом [28, 29].

Хоча дослідження із введення екзогенного гена oat в геном різ-
них злакових культур (рис, кукурудза, сорго) є досить успішними, на
пшениці вони розпочалися нещодавно і роботи з цього питання
поодинокі [30—32]. Трансгенні рослини пшениці з надеспресією
AtOAT також продемонстрували підвищену толерантність до водного
дефіциту та засолення за рахунок збільшення накопичення проліну
[5]. Автори показали, що власні TaOAT гени брали участь у синтезі
цієї амінокислоти та ремобілізації азоту, оскільки вони взаємодіяли з
генами, пов’язаними з ферментами біосинтезу проліну та катаболіз-
мом аргініну. Крім того, робиться висновок, що експресія AtOAT
підвищує посухостійкість пшениці та толерантність до засолення не
лише внаслідок підвищення біосинтезу проліну, а й внаслідок регу-
ляції антиоксидантної системи. Сучасні дослідження також виявили
у трансгенних рослин пшениці з надекспресією гена AtOAT актива-
цію глутаматного шляху за дії водного і сольового стресу та підвище-
ну експресію генів TaP5CS1 і TaP5CR [5].

Використання біологічного способу доставки ДНК в рослинні
клітини за допомогою Agrobacterium має певні переваги: дає змогу
вводити порівняно велику генетичну конструкцію, забезпечує вклю-
чення в геном реципієнта обмеженого числа копій чужорідного гена
з високою ефективністю і призводить до мінімальних порушень у йо-
го послідовності, що зазвичай відбувається за фізичного способу до-
ставки ДНК, і потенційно зменшує кількість проблем, пов’язаних з
косупресією і нестабільністю трансгена [33]. Проте розробка від-
повідного методу Agrobacterium-опосередкованої трансформації дуже
складне завдання, тому що важливо розуміти роль усіх чинників, які
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впливають на доставку Т-ДНК в клітини, з яких може бути регене-
рована рослина. Визначено декілька чинників, які впливають на
ефективність перенесення Т-ДНК: первинні експлантати; штами
Аgrobacterium; векторні плазміди; щільність суспензії клітин Agro-
bacterium; склад поживних середовищ; умови трансформації, такі як
температура і час передкультивування, інокуляції та кокультивуван-
ня; наявність поверхнево-активних речовин або індукційних агентів
за інокуляції та кокультивування; антибіотики або селективні марке-
ри тощо [34—36].

У зв’язку з цим метою нашої роботи була оптимізація умов
Agrobacterium-опосередкованої трансформації морфогенних калюсів
нових перспективних генотипів озимої м’якої пшениці та отримання
генетично модифікованих рослин з гетерологічним геном орнітин--
амінотрансферази.

Методика

У дослідженнях використовували 4 нових перспективних генотипи
озимої м’якої пшениці (УК 065; УК 095/17; УК 209h; УК 322/17). Для
трансформації брали калюси, індуковані з апікальних меристем 3-до-
бових стерильних проростків, попередньо вирощених in vitro [37].
Калюсні культури культивували на середовищі МС з додаванням 2 мг/л
2,4-Д. Agrobacterium-опосередковану трансформацію проводили з ви-
користанням штаму AGLO, що містить бінарний вектор pBi-ОАТ з
цільовим геном орнітин--амінотрансферази Medicago truncatula та
селективний — неоміцинфосфотрансферази II (nptII) E. coli.

Нічну культуру A. tumefaciens отримували за культивування на
середовищі LB з додаванням рифампіцину 50 мг/л та канаміцину
100 мг/л. Для кокультивування використовували суспензію агробак-
терії оптичною щільністю OD600 = 0,1—0,5 од. Калюс обробляли бак-
теріальною суспензією протягом 20 хв, потім просушували на фільт-
рувальному папері та переносили у чашки Петрі (близько 30 шт.) на
поживне середовище для кокультивування [38]. Кокультивування
тривало 1—5 діб. Подальшу елімінацію агробактерії проводили за до-
помогою антибіотика цефотаксиму в концентрації 200—700 мг/л. В
якості селективного агента використовували антибіотик канаміцин у
концентрації 100 мг/л. Культивування калюсів проводили за темпе-
ратури 24 С і 16-годинного фотоперіоду. Кожні 10 діб пасажували
калюси на свіже регенераційне середовище. Отримані регенеранти
після первинної селекції переносили на поживне середовище для
вкорінення. Вкорінення тривало 3—4 тижні. Рослини з достатньо
розвиненою кореневою системою адаптували до нестерильних умов,
переносили в горщики з ґрунтом. Канаміциностійкими вважали ре-
генеранти, що утворились за дії селективного чинника та зберігали
зелене забарвлення.

Молекулярно-генетичний аналіз рослин здійснювали ПЛР-мето-
дом. Екстракцію ДНК із листків рослин проводили з використанням
комплекту реагентів «ДНК-сорб-С» (ФБУН ЦНДI, Росія). Концент-
рацію і чистоту ДНК визначали на спектрофотометрі. ПЛР проводи-
ли на ампліфікаторі Mastercycler Personal 5332 Eppendorf. Реакцій-
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ні суміші включали: специфічні праймери, 2 мкл буфера для ПЛР
10DreamTaq™ GreenBuffer (Thermo Fisher Scientific), 0,2 мМ кож-
ного дезоксирибонуклеозидтрифосфату (Thermo Fisher Scientific),
0,5 од. полімерази DreamTaq™ DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific), 30 нг загальної ДНК. Реакційну суміш доводили до кінце-
вого об’єму 20 мкл деіонізованою водою Milli-Q. Наявність гена oat
визначали з використанням праймерів 5'-CAGTGCCCACAATT-
ACCATCC-3' (RTF) та 5'-CGAACTTCTTCCCAATCACAAGCCA-3'
(RTR). Очікувана довжина амплікону становить 706 пн. Також виз-
начали наявність гена nptII з використанням праймерів 5'-AGGCTA-
TTCGGCTATGA-CTG-3' (F) та 5'-CAAGCTCTTCAGCAA-TATC-
ACG-3' (R). Очікувана довжина амплікона становить 700 пн.

Результати і обговорення

Тип експлантату є одним з основних чинників за Agrobacterium-опо-
середкованої трансформації пшениці, оскільки утворення морфоген-
ного калюсу та індукція пагонів відбувається з тканин з високою ре-
генераційною здатністю і активним поділом клітин. Регенерація в
культурі in vitro є одним з найважливіших ключових пунктів у про-
токолах Agrobacterium-опосередкованої трансформації пшениці, що
значною мірою визначає саме тип експлантату.

В якості вихідних експлантатів ми використовували апікальні ме-
ристеми пагонів — один з найперспективніших типів експлантатів
для злакових культур [39], оскільки його перевагою є подолання гено-
типних особливостей рослин, що характеризуються низьким регене-
раційним потенціалом, а також можливість отримання значної кіль-
кості вихідного матеріалу за короткий час. Нами показано, що всі
досліджувані генотипи у культурі апікальних меристем пагонів харак-
теризуються високою здатністю до утворення калюсу, яка варіює від
91 до 100 % (табл. 1). Початок калюсогенезу в усіх досліджених форм
спостерігали вже на другу—третю добу культивування. Утворювався
прозорий світлий калюс аморфної консистенції. Після перенесення
на світло через 10—16 діб культивування було виявлено два типи калю-
су, які різнилися за морфофізіологічними властивостями: морфоген-
ний калюс — щільний, жовтуватий, глобулярний — виявився здат-
ним утворювати пагони та корені на середовищі для регенерації і
неморфогенний калюс — пухкий, водянистий, прозорий.

Після перенесення калюсів на світло (через 2 тижні вирощуван-
ня) на частині з них спостерігали появу щільних зелених ділянок. Та-
кі калюси ми відносили до морфогенного типу. При подальшому
культивуванні частина з них формувала пагони. Усі вивчені геноти-
пи озимої пшениці були здатні утворювати морфогенний калюс, але
з різною частотою. Найбільша частота його утворення виявлена у ге-
нотипу УК 322/17 (87,8 %), а найменша — в УК 065. Після перене-
сення калюсів на регенераційне середовище (МС-31), яке додатково
містило 1 мг/л БАП, спостерігали утворення щільних зелених або
світло-жовтих глобулярних ділянок. За подальшого культивування на
зелених ділянках відзначено інтенсивний ризогенез, тоді як на гло-
булярних ділянках утворювались пагони. Формування соматичних
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зародків спостерігали на 5—10-ту добу культивування на регене-
раційному середовищі. Важливо наголосити, що соматичний
ембріогенез біотехнологічно оптимальніший, оскільки у даному ви-
падку рослина формується із зародка, що має зачатки всіх органів.
Максимальна частота утворення соматичних зародків була на 20—
25-ту добу культивування.

Регенерація пагонів відбувалась у всіх досліджених генотипів,
проте серед них виявлено істотні відмінності за здатністю до регене-
рації. Найбільшою частотою утворення пагонів характеризувався
УК 322/17, а найменшою — УК 065. У наших дослідженнях виявле-
но, що з одного калюсу могло утворюватися від 1 до 5 пагонів.

Ми проаналізували різну щільність суспензії клітин агробактерії
для проведення генетичної трансформації у діапазоні від 0,1 до 0,5
опт. од., оскільки при збільшенні значення оптичної щільності спо-
стерігається надмірний ріст A. tumefaciens, у результаті чого відбу-
вається загибель експлантатів. Для різних генотипів найефективні-
шим було використання бактеріальної суспензії клітин оптичною
щільністю 0,2—0,3 опт. од., проте вихід канаміциностійких регене-
рантів не перевищував 3 % (рис. 1).

При використанні бактеріальної суспензії клітин щільністю 0,2—
0,3 опт.од. в подальшому майже у 100 % калюсів вдалося провести
повну елімінацію агробактерії та отримати порівняно високу
кількість регенерантів. Вища концентрація (понад 0,3 опт. од.) клітин
бактерій в середовищі спричиняла появу некротичних плям. В тако-
му разі доводилось зменшувати тривалість кокультивування, що було
пов’язано з ускладненнями під час елімінації агробактерії. Також
знижувалась імовірність вбудовування Т-ДНК.

Значною мірою на вбудовування Т-ДНК впливала тривалість
спільного культивування калюсів з агробактерією. Для різних гено-
типів оптимальним виявилось кокультивування протягом 2—3 діб
(рис. 2), при цьому відсоток отриманих морфогенних калюсів ста-
новив близько 50 %. За кокультивування упродовж меншого від
оптимального періоду спостерігалось зниження частоти утворення
канаміциностійких регенерантів, що, імовірно, пов’язано з невели-
кою кількістю трансформованих клітин кожного калюсу. Збіль-
шення тривалості експозиції понад 3 доби в подальшому призво-
дило до неможливості повної елімінації агробактерії, внаслідок
чого спостерігалась поступова загибель калюсів через негативний
вплив бактеріального забруднення.
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ТАБЛИЦЯ 1. Частота морфогенезу в культурі апікальних меристем пагонів нових
перспективних генотипів озимої пшениці

Генотип Кількість отриманих
калюсів, %

Кількість морфогенних
калюсів, %

Частота регенерації
пагонів, %

УК 065 91,3±2,2 66,9±3,7 30,0±3,6

УК 095/17 94,8±2,0 86,1±2,7 41,4±3,8

УК 209h 98,8±0,9 86,3±2,7 43,1±3,9

УК 322/17 100,0 87,8±3,3 47,9±5,0



Елімінацію агробактерії здійснювали за допомогою антибіотика
цефотаксиму в концентрації 200—700 мг/л. Ми показали позитивний
вплив низьких концентрацій (50—75 мг/л) цього антибіотика на мор-
фогенез у культурі апікальних меристем пагонів і зрілих зародків
пшениці [40]. Проте зі збільшенням концентрації цефотаксиму в по-
живному середовищі збільшується його негативний вплив на калюсні
тканини, зокрема на утворення соматичних зародків. Найбільший
вихід регенерантів у всіх досліджених генотипів спостерігався за кон-
центрації цефотаксиму 500 мг/л (рис. 3). Концентрація антибіотика
200—300 мг/л виявилась недостатньою для пригнічення агробак-
терій — відбувався активний ріст бактеріальних колоній та загибель
калюсів. При підвищенні концентрації антибіотика понад оптимум
зростав негативний вплив цефотаксиму власне на культуру калюсів,
що призводило до зменшення виходу рослин-регенерантів.
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Рис. 1. Частота індукції канаміциностійких регенерантів залежно від оптичної щіль-
ності агробактеріальної суспензії клітин

Рис. 2. Частота індукції канаміциностійких регенерантів залежно від тривалості ко-
культивування



На підставі результатів, отриманих протягом попередніх дослідів,
для проведення Agrobacterium-опосередкованої трансформації було
застосовано оптимізований протокол. Так, для підвищення ефектив-
ності перенесення генів часто додають до інокуляційного середови-
ща хімічну речовину — ацетосирингон, оскільки вважається, що ця
сполука активізує vir-гени. За літературними даними, наявність аце-
тосирингону є визначальним фактором для успішного проведення
Agrobacterium-опосередкованої трансформації багатьох культур, в то-
му числі й злаків [41]. У дослідах ми використовували концентрацію
ацетосирингону 200 µМ, яка вважається оптимальною для злакових
культур [42].

Відомо, що одним з головних факторів, який контролює процес
регенерації в культурі in vitro, є наявність фітогормонів групи ци-
токінінів. При цьому велике значення має не тільки концентрація
цитокініну, а і його тип. Цитокінін 6-БАП широко використовується
в культурі in vitro. Проте у випадку культивування особливо вибаг-
ливих до складу поживного середовища культур, зокрема пшениці,
використання цього цитокініну недостатньо ефективне, бо призво-
дить до гіпергідратації тканин експлантатів, а ефективність індукції
регенерації буде низькою.

Нами був розроблений спосіб підвищення регенераційної здат-
ності калюсних культур м’якої пшениці за Agrobacterium-опосеред-
кованої трансформації шляхом використання модифікованого по-
живного середовища, у якому 6-бензиламінопурин замінений на
тидіазурон, вилучена аскорбінова кислота, зменшена кількість аспа-
рагінової кислоти, цефотаксиму і сахарози, та додано антибіотик
цефепім і антиоксидант емоксипін [43]. При застосуванні модифіко-
ваного поживного середовища МС-131 відзначалося достовірне збіль-
шення кількості морфогенних калюсів, які за Аgrobacterium-опосеред-
кованої трансформації утворювали пагони у 1,5—2 рази частіше
порівняно з поживним середовищем МС-31 (табл. 2). Під час куль-
тивування експлантатів на середовищі МС-131 калюси швидко пе-
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Рис. 3. Вплив концентрації цефотаксиму на частоту індукції канаміциностійких реге-
нерантів



реходили до морфогенного стану, регенераційні процеси у калюсів
спостерігалися вже протягом 1-го пасажу, тоді як на середовищі МС-31
регенерація перших пагонів виявлялась не раніше 2-го пасажу. Роз-
роблене регенераційне середовище дає змогу прискорити процес от-
римання генетично модифікованих рослин-регенерантів пшениці та
збільшити їх кількість, що забезпечує скорочення біотехнологічного
процесу і зменшення матеріальних витрат для його виконання.

Етап селекції є одним з найважливіших, оскільки дає змогу ви-
ділити стійкі до селективного агента форми. Для рослин, що мають
екзогенний ген nptII, як селективний чинник найчастіше засто-
совують антибіотик канаміцин. Використання цього антибіотика є
ефективним лише за умови додавання в середовище оптимальної йо-
го кількості. Низька концентрація канаміцину не дає можливості
виділити канаміциностійкі форми, а висока — пригнічує ріст навіть
трансформованих рослин-регенерантів. Ми використовували цей ан-
тибіотик у концентрації 100 мг/л, оскільки цю дозу вважають опти-
мальною для добору.

Agrobacterium-опосередковану трансформацію проводили згідно з
оптимізованим протоколом. Наприкінці першого пасажу почались
регенераційні процеси — утворювалися перші пагони. Iндукція па-
гонів тривала поступово протягом 3-х пасажів. Більшість отриманих
канаміциностійких регенерантів за дії селективного агента характе-
ризувалася нормальним розвитком. Проте траплялися рослини-моза-
їки, що тією чи іншою мірою містили тканини, позбавлені хлоро-
філу. Наявність таких регенерантів може свідчити, що утворення
пагона відбувається з групи клітин (із яких частина трансформу-
ється, а частина залишається незмінною) або того, що в частині клі-
тин порушується експресія чужорідних генів. Частина індукованих
пагонів не містила хлорофілу, була нездатна формувати кореневу
систему та невдовзі гинула. Iнша частина пагонів містила хлорофіл,
однак під час перенесення на поживне середовище для укорінення
поступово знебарвлювалась, не утворюючи коренів. Крім того, спо-
стерігалось утворення псевдостійких рослин, які спочатку зберігали
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ТАБЛИЦЯ 2. Регенераційний потенціал калюсів після Agrobacterium-опосередкованої
трансформації

Генотип Поживне
середовище

Кількість морфогенних
калюсів, % Частота регенерації, %

УК 065 МС-31 8,2±1,4 5,0±1,1

УК 095/17 10,0±1,5 7,0±1,3

УК 209h 16,5±1,9 10,0±1,5

УК 322/17 13,0±1,7 9,0±1,4*

УК 065 МС-131 13,0±1,7* 9,0±1,4*

УК 095/17 18,3±1,9* 14,2±1,7*

УК 209h 23,0±2,1* 16,4±1,8*

УК 322/17 20,1±2,0* 15,8±1,8*

Примітка. * — різниця між варіантами достовірна за р  0,05.



320

О.В. ДУБРОВНА, Л.В. СЛИВКА

ISSN 2308-7099. Fiziol. rast. genet. 2022. Т. 54. № 4



зелене забарвлення, але в подальшому новоутворені листки форму-
валися безбарвними.

Оскільки генетична конструкція рВі-ОАТ, якою трансформували
калюси, містила цільовий ген oat, то за допомогою ПЛР ми визнача-
ли наявність послідовності даного трансгена в рослинах-регенеран-
тах. За результатами аналізу (див. рис. 4) послідовності гена орнітин-
-амінотрансферази виявлено у 3—10 регенерантів, залежно від
генотипу (табл. 3).

Додатково всі зразки, у яких підтверджено наявність гена oat, пе-
ревіряли на присутність гена nptII. Відповідно до результатів, пози-
тивний сигнал присутності послідовності гена неоміцинфосфотранс-
ферази II — амплікон розміром 700 пн — виявлено також у 3—10
рослин-регенерантів, залежно від генотипу. З метою виключення
бактеріальної контамінації проводили детекцію генів вірулентності,
зокрема гена Vir C. Довжина очікуваного амплікона становила 720 пн.
Результати аналізу за допомогою ПЛР свідчать про відсутність агро-
бактеріального забруднення в рослинних зразках.

Після формування рослинами-регенерантами розгалуженої ко-
реневої системи, їх адаптували до умов ґрунту: висаджували в плас-
тикові посудини, наповнені ґрунтовою сумішшю, яка складалася з
чорнозему, нейтралізованого торфу та піску. Адаптація відбувалась за
умов підвищеної вологості. Найкраще процес адаптації тривав за
температури +5...+15 С.

Таким чином, нами оптимізовано умови проведення Agrobac-
terium-опосередкованої трансформації калюсних культур нових пер-
спективних генотипів озимої м’якої пшениці та отримано трансгенні
рослини, які мають цільовий ген орнітин--амінотрансферази. Транс-
генна природа всіх отриманих рослин підтверджена за допомогою
ПЛР з праймерами, специфічними до генів oat та nptII. В результаті
здійснення генетичної трансформації отримано від 3 до 10 трансген-
них рослин, залежно від генотипу. Частота трансформації для дос-
ліджених генотипів становила 0,75—2,5 %.
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AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION OF PROMISING GENOTYPES
OF WINTER WHEAT USING THE ORNITHINE--AMINOTRANSFERASE GENE
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Ornithine--aminotransferase (OAT) is an important regulator of cellular metabolism
because the reaction catalyzed with this enzyme binds several biochemical systems: the urea
cycle, the proline accumulation and degradation cycle, and the polyamine biosynthesis path-
way. The introduction of the exogenous oat gene into the plant genome is one of the prom-
ising methods for creating abiotic stress-resistant wheat genotypes. The aim of our work was
to optimize the conditions of Agrobacterium-mediated transformation of morphogenic cal-
luses of new promising genotypes of winter bread wheat, and to obtain genetically modified
plants with the heterologous gene of ornithine--aminotransferase. The main parameters of
the transformation protocol were studied, in particular the influence of optical density of
agrobacterial cells suspension, concentration of the antibiotic cefotaxime, the effect of dura-
tion of cocultivation on the frequency of kanamycin-resistant regenerants from callus cul-
tures of apical origin. The regeneration environment has been optimized, which allows to
accelerate the process of obtaining genetically modified wheat regenerants, and increase their
number. This reduces the biotechnological process, and the material costs for its implemen-
tation. Through Agrobacterium-mediated transformation of morphogenic calluses of new
promising genotypes of winter bread wheat, regenerants were obtained in the genome of
which the complete incorporation of the genetic construct containing oat and nptII trans-
genes was revealed. The transgenic nature of all plants obtained was confirmed by PCR with
primers specific for the oat and nptII genes. The frequency of transformation for the studied
genotypes was 0.75—2.5 %.

Key words: Triticum aestivum, Agrobacterium-mediated transformation, callus cultures,
ornithine--aminotransferase gene.
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