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За допомогою двох методів Agrobacterium-onoceped- 
кованої трансформації (in vitro та in planta) перенесено 
дріжджові (Saccharomyces cerevisiae) гени біосинтезу 
трегалози TPS1 і TPS2 до ряду сортів пшениці (Triti- 
сит aestivum L.) задля підвищення їх посухостійкос
ті. Для цього було створено векторні конструкції 
pßract214-TPSl та pBract214-TPS2 з цільовими ге
нами TPS1 та TPS2, відповідно, під контролем про
моторе убіхітину кукурудзи (PUbi), та селективним 
маркерним геном гігроміцин-фосфотрансферази (hpt). 
Як експланти для трансформації in vitro використову
вали 3—5 добові калюси, отримані з незрілих зародків 
пшениці. Селекцію трансгенних рослин-регенерантів 
здійснювали на поживному середовищі, що містило 
ЗО мг/л гігроміцину як селективного агента. У резуль
таті трансформації за допомогою методу in planta 
було отримано насіння (трансгенне покоління TJ пше
ниці, яке пророщували і відбирали на стійкість до гі
громіцину. Перенесення та інтеграцію цільових генів в 
геном пшениці підтверджено за допомогою полімераз- 
ної ланцюгової реакції з використанням специфічних 
праймерів до генів TPS1 та TPS2.

Ключові слова: трегалоза, дріжджові гени, TPS1, 
TPS2, генетична трансформація, Agrobacterium tume- 

faciens, in vitro, in planta, Triticum aestivum.

Вступ. Відомо, що трегалоза — невідновлю- 
вальний дисахарид глюкози, — відіграє важли
ву роль у захисті рослин від стресів. Трегалоза 
наявна у різних організмів, включаючи водо
рості, бактерії, комахи, дріжджі, міцеліальні 
гриби, вищі тварини та більшість рослин. За
вдяки акумуляції за умов різних стресів (пере
охолодження, високі температури, засолення,
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посуха) трегалозу оцінюють як стресопротек- 
тор [1]. Наприклад, трегалоза накопичується у 
ангідробіотиків (до більш ніж 10 % сухої маси), 
дозволяючи їм пережити повне зневоднення 
[2, 3] та деяких покритонасінних, стійких до 
висушування [4]. Навіть за умов наявності у 
низьких концентраціях трегалоза стабілізує біл
ки та мембранні структури за стресових умов, 
і це ймовірно пов’язано з температурою крис
талізації, її високою пластичністю та хімічною 
стабільністю [5].

Більшість організмів нагромаджують трега
лозу за умов стресу, синтезуючи цей цукор за 
допомогою двох послідовних реакцій, в яких 
задіяні трегалозо-6-фосфатсинтаза та трегалозо- 
6-фосфатфосфатаза. Метаболізм трегалози де
тально вивчено у дріжджів Saccharomyces cere
visiae, у яких внутрішньоклітинний рівень тре
галози підтримується завдяки збалансованій 
дії ферментів її синтезу та гідролізу [6]. Син
тез трегалози здійснюється великим фермент
ним комплексом, що складається з трегалозо- 
6-фосфатсинтази, яка кодується геном TPS1, та 
трегалозо-6-фосфатфосфатази, яка кодується 
геном TPS2. Трегалозо-6-фосфатсинтаза ката
лізує взаємодію глюкозо-6-фосфату з УДФ-глю- 
козою з утворенням трегалозо-6-фосфату. У 
свою чергу, трегалозо-6-фосфат перетворюєть
ся до трегалози за участю фермента трегалозо- 
6-фосфатфосфатази. Посилення експресії при- 
наймі одного з цих генів — TPS1 — сприяє 
збільшенню внутрішньоклітинної концентра
ції трегалози та підвищенню термотолерант- 
ності дріжджів S. cerevisiae [7].
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Існує незначна кількість робіт, в яких по
казано, що трансгенні рослини з надекспре- 
сованою трегалозо-6-фосфатсинтазою демонст
рують підвищену посухостійкість. Наприклад, 
підвищення посухостійкості деяких видів рос
лин (тютюн, рис) досягалось шляхом перене
сення її генів [8—10]. У цих та деяких інших 
публікаціях описано конструювання трансген- 
них рослин, які виявляють конститутивну над- 
експресію генів, що кодують трегалозо-6-фос- 
фатсинтазу та/або трегалозо-6-фос-фатфосфа- 
тазу, і, як результат, підвищення акумуляції 
трегалози та посухостійкість. Однак основною 
проблемою таких трансформацій був плейо- 
тропний ефект, що призводив до аномального 
розвитку рослин [1].

Для вирішення цієї проблеми Wu та Garg 
(2003) досліджували стресо-індукований про
мотор для контролю надекспресії генів біосин
тезу трегалози (otsA та otsB) Е. coli як гібридно
го гена трегалозо-6-фосфатфосфатази для за
безпечення толерантності рису до абіотичних 
стресів. Трансформація гібридним геном трега- 
лозо-6-фосфатфосфатази призводила до не
змінного росту рослин за нестресових умов, 
а експресія гібридного гена відбувалась лише 
за умов індукції стресом. Індукований стресом 
промотор використовували також для ство
рення конструкцій з генами TPS1-TPS2 задля 
трансформації модельного рослинного об’єк
ту Arabidopsis thaliana [12]. Лінії з надекспре- 
сованим TPS1-TPS2 конструктом демонстру
вали нормальний ріст, а також підвищену 
толерантність до засолення, посухи, переохо
лодження та високої температури.

З результатів, описаних у всіх цих роботах, 
випливає, що суттєве покращення посухостій
кості рослин може бути досягнуто шляхом ге
нетичної інженерії генів, задіяних у метаболіз
мі трегалози. Крім того, відсутні дані про 
надекспресію генів TPS1 та TPS2, що кодують 
ферменти біосинтезу трегалози у більшості ви
дів злаків, до яких належить одна з найваж
ливіших сільськогосподарських культур — пше
ниця ( Triticum aestivum L.). Зовсім не дослідже
ним є також використання різних типів про
моторів для контролю цих генів, зокрема, силь
них конститутивних промоторів для експресії 
цільових генів в однодольних рослинах. Таким 
чином, отримання трансгенних посухостійких
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рослинних ліній пшениці, що будуть характе
ризуватись нормальним ростом та розвитком, 
є надзвичайно актуальним, оскільки пшениця 
як одна з найбільш культивованих зернових 
культур порівняно з іншими (ячмінь, кукуру
дза, рис) [13] займає одне з чільних місць у за
доволенні харчових потреб людства. Саме тому 
детальне вивчення клітинно- і молекулярно- 
біологічних механізмів негативного впливу на 
пшеницю різних абіотичних чинників сприяє 
ефективному розвитку біотехнологічних шля
хів покращення якості та продуктивності цієї 
культури [13, 14].

Виходячи з цього, метою даної роботи було 
створення генетичних векторних конструкцій 
з дріжджовими генами біосинтезу трегалози 
TPS1 і TPS2 та отримання за допомогою Agro- 
бас/єгшт-опосередкованої трансформації (в умо
вах in vitro та in planta) ліній рослин пшениці 
м’якої з надекспресією генів TPS1 та TPS2, що 
підвищило би їх стійкість до посухи.

Матеріали та методи. Векторні конструкції 
та бактеріальні штамп. Застосовуючи методи
ку Gateway-клонування [15, 16] було створе
но векторні конструкції pBract214-TPSl та 
pBract214-TPS2 з дріжджовими генами біосин
тезу трегалози TPS1, який кодує перший фер
мент біосинтезу трегалози — трегалозо-6-фосфат 
синтетазу, та TPS2, що кодує другий фермент 
біосинтезу — трегалозо-6-фосфат фосфатазу. 
Для цього на основі нуклеотидних послідов
ностей кодуючих ділянок генів TPS1 та TPS2 
S. cerevisiae були сконструйовані пари специ
фічних праймерів, що містили у собі специ
фічні сайти розпізнавання ВР-клоназою для 
Gateway-клонування. Кодуючі послідовності 
генів TPS1 та TPS2 було ампліфіковано для 
подальшого перенесення у бінарний вектор 
pBract214 [17]. Реакцію BP-рекомбінації про
водили з ВР-клоназою (BP Clonase™ II, Thermo 
Fisher Scientific). Для зупинки реакції до реак
ційної суміші додавали 1 мкл протеїнкінази Кта 
інкубували при 37 °С протягом 10 хв. Для кло- 
нування послідовностей у вектор призначення 
pBract214 проводили реакцію LR-рекомбінації, 
використовуючи суміш ферментів LR Clonase ™ 
II (Thermo Fisher Scientific). Для зупинки реак
ції та подальшої трансформації компетентних 
клітин кишкової палички (Е. coli, штам DH5a) 
до реакційної суміші додавали 1 мкл протеїна-
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зи К та інкубували при 37 °С протягом 10 хв. 
Створені конструкції переносили у клітини 
Agrobacterium tumefaciens штаму GV3101 для 
подальшого використання у дослідах з гене
тичної трансформації пшениці.

Agrobacterium-опосередкована трансформація 
пшениці м ’якої з використанням незрілих зарод
ків як експлантів. Для генетичної трансформа
ції пшениці було використано наступні сорти 
пшениці м’якої української селекції: Вихо
ванка, Зимоярка, Миронівська 67, Щедрість, 
Журавка Одеська, Кесарія Поліська, Мірхад. 
Пшеницю вирощували на ділянках у відкри
тому ґрунті. Як експланти для трансформа
ції використовували незрілі зародки пшениці 
[17]. Для цього насіння збирали на 16 добу 
після запилення та поверхнево стерилізували 
за такою схемою: 70%-ний етанол — ЗО с, гі
похлорит натрію (NaOCl) — 12 хв, триразове 
промивання стерильною дистильованою водою. 
Ізольовані незрілі зародки розміром 1 — 1,5 мм 
відокремлювали від стерильного насіння в умо
вах ламінарного боксу та розташовували щит
ками догори в чашки Петрі (по 20—30 екс
плантів) на модифіковане поживне MCI для 
індукції калюсогенезу, до складу якого входи
ли макро- та мікросолі МС [18], вітаміни [19], 
2 мг/л 2,4-Д, ЗО г/л мальтози. Культивування 
проводили при температурі 24—26 °С в темряві 
впродовж 3—5 діб [20, 21].

Нічні культури агробактерії штаму GV3101, 
що окремо містили конструкції pBract214-TPSl 
та pBract214-TPS2 з цільовими генами біосин
тезу трегалози, нарощували в рідкому середо

вищі LB з додаванням антибіотиків рифампі- 
цину (50 мг/л) та канаміцину (100 мг/л) при 
28 °С на шейкері (150 об/хв) протягом 16— 
18 год. Коли значення оптичної щільності аг
робактерії досягало рівня OD660 = 0,3-0,4, клі
тини бактерій осаджували центрифугуванням 
(4500—5000 об/хв, 10 хв), а осад ресуспендува- 
ли в рідкому середовищі МС з половинним 
набором макросолей, доповненому 0,5 г/л глу- 
таміну, ЗО г/л мальтози, 2 г/л MES (морфолін-2- 
етансульфонової кислоти), 800 мг/л L-цистеї- 
ну, 200 мМ ацетосирингону.

Отриманою суспензією агробактерій обро
бляли 3—5 добові калюси з незрілих зародків 
пшениці протягом 30—45 хв, після чого екс
планти підсушували на стерильному фільтру
вальному папері та переносили на середовище 
MCI (табл. 1) для кокультивування з агробак- 
терією на 2 доби в темряві [17]. Після стадії 
кокультивування експланти розміщували на 
середовище МСР, до складу якого входили 
макро- та мікросолі МС [18], вітаміни [19], 
1 мг/л БАП, 0,1 мг/л НОК, 10 г/л сахароза, 
10 г/л глюкоза, а також антибіотики цефотак- 
сим (500 мг/л) та гігроміцин (30 мг/л) для елі
мінації агробакте-рії та селекції рослин, відпо
відно, після трансформації та вирощували при 
24—26 °С та 16-денному фотоперіоді.

Для визначення селективної концентрації гі- 
громіцину експланти контрольних рослин кож
ного сорту пшениці культивували на середо
вищі МСР, доповненому гігроміцином у кон
центраціях від 0 до 40 мг/л. Селекцію регене
рованих рослин проводили на середовищі з

в умовах селективного тиску після трансформації кон-Таблиця і. Частота регенерація пагонів сортів пшениці 
струкціями pBract214-TPSl та pBract214-TPS2

Сорт пшениці Кількість експлантів
Частота регенерації пагонів 
(%), конструкція pBract214- 

TPS1

Частота регенерації па
гонів (%), конструкція 

pBract214-TPS2

Вихованка 150 48,9 ± 0,96 46,7 ± 1,35
Зимоярка 150 40,0 ± 2,31 45,0 ± 1,23
Миронівська 47 150 37,6 ± 1,15 48,0 ± 2,69
Щедрість 150 24,0 ± 1,75 39,5 ± 2,87
Журавка Одеська 150 25,0 ±  1,53 35,6 ± 1,98
Кесарія Поліська 150 38,0 ± 1,21 33,0 ± 0,58
Мірхад 150 35,0 ± 0,76 40,0 ± 1,25

Примітка. * Р < 0,05.
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гігроміциному у концентрації ЗО мг/л впро
довж 40 діб, після чого рослини пересаджу
вали на середовище МСК для укорінення. До 
складу середовища МСК входили 1/2 макро- 
та мікросолі МС [18], вітаміни [19], 10 г/л глю
кози,300 мг/л цефотаксиму та ЗО мг/л гігро- 
міцину. Частоту регенерації пагонів визначали 
як співвідношення кількості життєздатних екс- 
плантів, наякихутворювалися пагони, до загаль
ної кількості експлантів, що були використані в 
досліді. Укорінені трансгенні рослини пшениці 
потім переносили у грунт для їх подальшого 
молекулярно-генетичного аналізу.

Трансформація сортів пшениці за допомогою 
методу in planta. В дослідах з трансформації іп 
planta використовували наступні сорти пше
ниці м’якої (Triticum aestivum L.) української 
селекції: Вихованка, Журавка Одеська, Зимо- 
ярка, Кесарія Поліська, Щедрість. Для дослі
дження обирали колоски, які ще не вийшли 
з прапорцевого листка і не дійшли до стадії 
цвітіння, кастрували, після чого кожний колос 
огортали окремим ізолятором з пергаментно
го паперу [22].

Нічні культури агробактерії з конструкція
ми pBract214-TPSl та pBract214-TPS2 наро
щували в рідкому середовищі II (індукційне 
середовище), до складу якого входили 5 г/л 
пептону, 2,5 г/л дріжджового екстракту, 5 г/л 
NaCl, 0,250 г/л MgS047H20 , 0,5 г/л КН,Р04, 
50 мг/л рифампіцину, 100 мг/л канаміци- 
ну та 200 мМ ацетосирингону, при 28 °С на 
шейкері (150 об/хв) впродовж 16—18 год. 
Після цього клітини агробактерії осаджува
ли центрифугуванням, а оптичну щільність 
доводили до значення OD600 = 1 розчинен
ням осаду в рідкому середовищі 12 (інокуля- 
ційне середовище), до складу якого входили 
1/2 макро- та мікросолі МС [18], 0,5 г/л MES 
(2-(А-морфоліно)етансульфонова кислота), 5 г/л 
сахарози та 200 мМ ацетосирингону.

Через 3—5 діб проводили інокуляцію кас
трованих колосків пшениці суспензією куль
тури агробактерії на приймочку маточки за 
допомогою піпет-дозатора. Після повного ви
сихання нанесеної суспензії проводили запи
лення кастрованих колосків квітучим колосом 
того ж сорту та знову огортали індивідуальним 
ізолятором до повного дозрівання насіння. При 
досягненні насінням стадії дозрівання (через

6

21—25 діб) його збирали, оцінювали відсоток 
зав’язування, середню довжину колоса, загальні 
морфологічні ознаки. Для оцінки показників 
проростання зібраного насіння та його моле
кулярно-генетичного аналізу з метою підтвер
дження перенесення гена інтересу насіння ви
саджували в підготовлені горщики з грунтом 
та проводили первинну селекцію відібраних 
зразків. Для цього листя отриманих проростків 
насіння пшениці після трансформації та кон
трольні нетрансформовані проростки на 10— 
11 добу пророщування відокремлювали та роз
міщували на чашки Петрі з середовищем МС2, 
до складу якого входили макро- та мікросо
лі МС [18], вітаміни МС, 1 мг/л БАП, 0,5 г/л 
MES, 20 г/л сахарози та гігроміцин (0—50 мг/л), 
на 5 діб при 24—26 °С та 16-часовому періоді 
освітлення [21].

До середовища МС2 додавали гігроміцин в 
концентраціях від 0 мг/л до 50 мг/л для ви
значення його селективної концентрації для 
такого методу відбору трансформованих ліній, 
порівнюючи дослідні рослини у кожному з ва
ріантів середовища з контролем. Листові дис
ки, які змінили забарвлення на жовте, вважа
лось нестійким до селективного агенту, а лис
тові диски рослин, що не змінили забарвлення, 
залишившись зеленими, використовували для 
подальшого молекулярно-генетичного аналізу.

Молекулярно-генетичний аналіз. З метою під
твердження перенесення та вбудування цільо
вих генів у геном відібраних ліній рослин пше
ниці після трансформації in vitro та in planta 
було проведено ПЛР-аналіз з використанням 
специфічних праймерів до генів TPS1 та TPS2. 
Для цього тотальну ДН К екстрагували з листя 
за допомогою ЦТАБ-методу [23]. Реакційна 
суміш для проведення ПЛР об’ємом 25 мкл 
містила: 50 нг ДНК, по 1 мкМ кожного з прай
мерів, 200 мкМ суміші дНТФ, 2,5 мкл Taq- 
полімерази («Fermentas», Литва). Ампліфіка
цію фрагментів проводили в ампліфікаторі Ther
mal Cycler 2720 («Applied Biosystems», США) за 
наступною схемою: початкова денатурація при 
95 °С, 5 хв; ампліфікація — 40 циклів (94 °С — 
30 с, 55 °С — 45 с, 72 °С — 1 хв, 30 с); кінцева 
елонгація — 72 °С, 7 хв. Продукти ампліфікації 
розділяли за допомогою електрофорезу в 1%- 
ному агарозному гелі в 1 х ТВ — буфері в 
присутності етидій броміду. Для визначення
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довжини ампліфікованих фрагментів вико
ристовували маркер молекулярної маси (Gene- 
Ruler™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; 
«Fermentas», Литва).

Результати обробляли статистично за допо
могою програми Microsoft Excel. Експеримен
ти із трансформації пшениці повторювали не 
менше трьох разів, для оцінки достовірності 
результатів розраховували критерії Стьюдента 
при Р < 0,05.

Результати досліджень та їх обговорення.
Оскільки при створенні конструкцій для ге
нетичної трансформації однодольних найчас
тіше гени інтересу розташовують під контроль 
конститутивного промотора гена убіхітину ку
курудзи {Ubi), нами були створені відповідні 
генетичні векторні конструкції pBract214-TPSl 
і pBract214-TPS2 з дріжджовими генами біо
синтезу трегалози TPS1 та TPS2, де кожен з 
них знаходився під контролем промотора гена 
Ubi, та селективним маркерним геном htp (ген 
гігроміцин-фосфотрансферази) під контролем 
35S промотора віруса мозаїки цвітної капус
ти (P35S). Обидві конструкції (рис. 1 і 2) бу
ло використано у дослідах по Agrobacterium- 
опосередкованій трансформації пшениці, яку 
здійснювали в умовах in vitro та in planta з ме
тою порівняння, який із них є більш ефектив
ним для перенесення генів TPS1 та TPS2.

Для Agrobacterium-oпосередкованої трансфор
мації пшениці in vitro як експланти використо
вували незрілі зародки. Для ефективного від
бору трансгенних ліній пшениці було визначе
но селективну концентрацію гігроміцину. Для 
цього експланти контрольних рослин кожного 
з сортів пшениці вирощували на середовищі 
МСР, доповненому гігроміцином у концентра
ціях від 0 до 40 мг/л. Загалом було досліджено 
по 100 експлантів кожного сорту за вирощуван
ня на живильному середовищі МСР з додаван
ням гігроміцину у кожній з відібраних концен
трацій, що дозволило визначити концентрацію 
гігроміцину 30 мг/л як селективну (ЛД70).

Перед проведенням трансформації в культу
ру in vitro було введено сім сортів пшениці м’я
кої української селекції: Вихованка, Зимоярка, 
Миронівська 67, Щедрість, Журавка Одеська, 
Кесарія Поліська та Мірхад. Для кожного з них 
проводили оцінку морфогенетичних показни
ків, а саме здатності експлантів до ефективного

LB RB

P35S hpt Tnos PUbi TPS 1 Tnos

Рис. 1. Бінарний вектор рВгай214-ТР81. БВ та ЯВ — 
ліва та права границі Т-ДНК; ТР8І — цільовий 
ген синтезу трегалозо-6-фосфат синтетази; Р35Б — 
промотор вірусу мозаїки цвітної капусти; РШі — 
промотор убіхітину кукурудзи; 7ио5 — термінатор 
нопалінсинтази; Ар/ — селективний ген гігроміцин- 
фосфотрансферази

Рис. 2. Бінарний вектор рВгасі214-ТР82. БВ та ЯВ — 
ліва та права границі Т-ДНК; ТРБ2 -  цільовий ген 
синтезу трегалозо-6-фосфат фосфатази; Р35Б — 
промотор вірусу мозаїки цвітної капусти; РІЗЬ і — 
промотор убіхітину кукурудзи; Тпоя — термінатор 
нопалінсинтази; Ар/ — селективний ген гігроміцин- 
фосфотран сферази

Рис. 3. Формування калюсу на експлантах незрілих 
зародків пшениці сорту Миронівська 67 через 5 діб 
на середовищі MCI (а) та регенерація пагонів на 
середовищі МСР через 30 діб (б). Масштаб — 1 см

калюсогенезу та регенерації пагонів in vitro [17] 
(рис. 3), що є одним із найважливіших показни
ків ефективної Agrobacterium-опосерерковшої 
трансформації рослин. За показниками час
тоти утворення морфогенного калюсу під час 
культивування незрілих зародків різних сортів 
виявилось, що цей показник був найвищим для 
сортів Миронівська 67 (68 ± 2,34 %) та Мірхад 
(67,8 ± 1,56 %), а найнижчим — для сорту Ще
дрість (42,3 ± 1,95 %) [17]. Частота утворення 
пагонів в культурі in vitro з незрілих зародків 
становила для сортів Щедрість — 24 ± 1,75 %; 
Журавка Одеська — 25 ± 1,53 %; Вихованка —
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Рис. 4. Експланти пшениці на 14—20 добу після 
кокультивування з агробактерією на середовищі 
МСР (табл. 1) із селективним агентом — гігромі- 
цином (ЗО мг/л): а — Миронівська 67 (конструкція 
pBract214-TPSl); б — Журавка Одеська (pBract214- 
TPS2); в — Щедрість (pBract214-TPS2); г — Зимоярка 
(pBract214-TPS2). Масштаб -  1 см

сення на середовище МСК для укорінення: а — рос
лини сорту Мірхад, трансформовані конструкцією 
pBract214-TPSl; б -  рослини сорту Миронівська 47 
після трансформації конструкцією pBract214-TPS2. 
Масштаб — 1 см

35,9 ± 0,96 %; Кесарія Поліська — 38 ± 1,21 %; 
Зимоярка — 38 ± 2,31 %; Мірхад — 43,9 ± 
± 0,76 % та Миронівська 67 — 47 ± 2,15 %.

Незважаючи на те, що досліджувані сорти 
мали різні морфотенетичні показники, всі вони 
були використані в дослідах по перенесенню 
генів TPS1 та TPS2 за допомогою Agrobacte- 
пмт-опосередкованої трансформації. Селекцію 
трансгенних ліній in vitro проводили на середо
вищі, яке містило ЗО мг/л гігроміцину (рис. 4).

Через 40 діб культивування експлантів після 
трансформації на середовищі МСР у присут

ності гігроміцину (ЗО мг/л) визначали частоту 
регенерації пагонів для кожного сорту пшениці 
(табл. 1). Так, найвищі показники частоти ре
генерації пагонів в умовах селективного тиску 
після трансформації конструкцією pBract214- 
TPS1 було зафіксовано для сортів Вихованка 
та Зимоярка (48,9 ± 0,96 та 40 ± 2,31 відповід
но), тоді як після трансформації конструкцією 
pBract214-TPS2 -  для сортів Миронівська 67 
та Вихованка (48 ± 2,69 та 46,7 ± 1,35 відпо
відно) (табл. 1). Для всіх інших сортів цей по
казник коливався в межах від 24 ± 1,75 % (сорт 
Щедрість) до 38 ± 1,21 % (сорт Кесарія По
ліська) за використання конструкції pBract214- 
TPS1 та від 33 ± 0,58 % (сорт Кесарія Поліська) 
до 45 ± 1,23 % (сорт Зимоярка) за використання 
pBract214-TPS2.

Після 40 діб вирощування експлантів на се
редовищі МСР відселектовані рослини, що збере
гли життєздатність та мали нормальні (подібні 
до контролю) морфологічні ознаки, було пе
ренесено на середовище МСК (рис. 5) для їх
нього подальшого укорінення.

Слід зазначити, що Agrobacterium-опосеред
кована трансформація зернових культур, зо
крема і пшениці, ускладнюється тим, що од
нодольні рослини не здатні продукувати мо- 
ноциклічні фенольні сполуки [24], такі як 
ацетосирингон та близькі йому ацетофенони, 
сирінгальдегіди, бензальдегіди, що в природі 
індукують гени вірулентності (vir) A. tumefaciens 
лише у дводольних рослин [24, 25].

Cheng et al. у 1997 р. вперше повідомили 
про вдалу трансформацію агробактерією куль
тури калюсних тканин ізольованих та попе
редньо культивованих незрілих зародків пше
ниці [26], пізніше Wu et al. (2003) вдалося під
вищити ефективність трансформації пшениці 
з 0,3 до 3,3 % [27]. Хоча увага довгий час була 
зосереджена на інших методах інтеграції чу
жорідної ДНК у геном пшениці — біобалісти- 
ка, електропорація, перенос ДНК за допомо
гою силіконово-карбідних волокон тощо [28], 
Agrobacterium-опосерецковта трансформація має 
багато переваг у порівнянні з ними, одна з 
яких — здатність інтегрувати великі за розміром 
фрагменти ДНК з мінімальними порушення
ми в їх послідовностях та без мультикопійних 
вставок, що сприяє створенню ліній, вільних 
від селективних маркерних генів [29]. З огля-
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Рис. 6. Отримання трансгенного насіння пшениці після трансформації рослин методом in planta: а — ізо
лятори на колоссях, б, в — зібрані колосся пшениці сорту Щедрість після трансформації за використання 
конструкцій pBract.214- TPS І (б) і pBract214-7!P>S2 (в). Масштаб — 1 см

ду на переваги, характерні для Agrobacterium- 
опосередкованій трансформації рослин, багато 
питань щодо підвищення частоти регенера
ції трансформованих рослин та ефективності 
трансформації таким способом пшениці зали
шаються нез’ясованими, проте існує декілька 
підходів для їх вирішення. По-перше, вибір 
вірулентих штамів A. tumefaciens, створення бі
нарних векторних конструкцій, підбір промо
торів та селективних маркерних генів [24, ЗО]. 
На ефективність трансформації також вплива
ють генотип рослин пшениці, вибір експлантів, 
для яких в культурі in vitro зафіксовано вищий 
показник частоти регенерації, склад інокуля- 
ційного, кокультиваційного, регенераційного 
середовищ і такі умови на етапах трансформа
ції та подальшого вирощування, як температу
ра, pH, концентрація ацетосирингону, оптична 
щільність культури агробактерії та час інокуля
ції [23, 31].

Оскільки для однодольних рослин на від
міну від дводольних зафіксовано значно ниж
чий показник частоти регенерації з листових 
експлантів, для отримання трансгенних рослин 
пшениці використовують альтернативні типи 
експлантів, такі як культури незрілих та зрілих 
зародків, пиляків і трансформацію in planta [13]. 
Найчастіше для Дфцбасґт'шя-опосередкованої 
трансформації використовують саме калюсну
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культуру ізольованих та попередньо культиво
ваних незрілих зародків завдяки їх високому 
регенераційному потенціалу та швидким те
мам утворення ембріогенного калюсу [14, 29]. 
Проте існують дані про успішну трансформа
цію за допомогою методів in planta зернових 
однодольних культур, зокрема і пшениці [22]. 
Привабливість in planta трансформації рослин 
пояснюється відсутністю необхідності не вико
ристовувати культуру тканин, необов’язковістю 
дотримання стерильних умов та загалом спро
щеною процедурою отримання можливих тран
сгенних ліній [22].

Ishida et al. вдалося досягти ефективності 
трансформації незрілих зародків пшениці від 40 
до 90 %, хоча до цього ефективність трансфор
мації згідно в роботах інших авторів не досяга
ла значень вище 5 %, не зважаючи на певний 
прогрес у Agrobacterium-oYiocepejxKObmm транс
формації інших зернових культур [21]. Хоча 
при використанні методу in planta можуть іс
нувати певні сезонні обмеження, цей метод має 
багато переваг, тому актуальним є підбір умов 
трансформації, складу живильних середовищ, 
а також, адекватного способу селекції рослин 
після трансформації, що був би оптимальним 
при мінімальних зусиллях та витратах.

Саме тому нами також були проведені до
слідження по перенесенню генів TPS1 та TPS2в
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геном пшениці методом трансформації in plan
ta. У результаті проведення експериментів було 
отримано колосся і насіння (трансгенне поко
ління Т,) пшениці досліджуваних сортів пше
ниці. На рис. 6 показано розміщені ізолятори 
на кастроване колосся (а), а також колосся з на
сінням пшениці, отримане після трансформації 
(б, в). Отже, після проведення трансформації та 
повного дозрівання насіння, було зібрано коло
си та проведено оцінку зав’язування насіння, 
а також досліджено їх морфологічні показники 
(табл. 2 та рис. 6—8).

Найвищий відсоток зав’язування насіння 
було зафіксовано для сорту Вихованка (58 % ± 
± 1,7), а найнижчий для сорту Кесарія По-ліська 
(34 % ± 1,23). Морфологічно колоси (рис. 7) та 
насіння (рис. 8) були без суттєвих відхилень в 
розвитку, насіння відрізнялось середньою напо- 
внюваністю.

Для підтвердження перенесення генів TPS1 
та TPS2 в насіння пшениці за допомогою ме
тоду in planta проводили молекулярно-генетич
ний аналіз. З цією метою насіння висаджували 
у підготовлений грунт і пророщували. На 11- 
ту добу листові диски контрольних та експе
риментальних рослин після трансформації іп 
planta оцінювали за показником стійкості до 
гігроміцину, проводячи первинну селекцію ві
дібраних зразків на стійкість до селективного 
агенту. Відібрані стійкі до гігроміцину зразки, 
отримані після трансформації in planta, а також 
лінії пшениці, отримані після агробактеріаль-

Таблиця 2. Морфологічні показники зібраних колосів 
сортів пшениці після трансформації in planta конструк
ціями з генами біосинтезу трегалози

Сорт пшениці

Кіль
кість
зібра
них

колосів

Середня 
довжина ко

лоса (см

Відсоток 
насін
ня, що 

зав’язалось 
у колосі 

(%)

Вихованка 29 7,10 ± 0,98 58 ± 1,70
Зимоярка 12 6,89 ± 1,21 45 ± 2,34
Журавка Одеська 15 6,10 ± 1,56 48 ± 1,67
Кесарія Поліська 12 5,67 ± 0,78 34 ± 1,23
Щедрість 35 6,50 ± 1,23 43 ± 1,89

Примітка. * Р < 0,05.

ної трансформації незрілих зародків in vitro, 
аналізували за допомогою ПЛР з використан
ням специфічних праймерів до генів TPS1 та з 
метою підтвердження вбудування цільових ге
нів біосинтезу трегалози в геном пшениці (рис. 
9, 10). У результаті проведеного ПЛР-аналізу 
було отримано фрагменти розміром 640 п.н. та 
758 п.н., шо відповідають позитивному конт
ролю (векторним конструкціям з генами TPS1 
та TPS2, відповідно) (рис. 9, 10).

За попередніми даними частота трансформа
ції (співвідношення кількості ПЛР-позитивних 
рослин до загального числа проаналізованих 
рослин) за допомогою методу in vitro з вико
ристанням конструкції pBract214-TPSl була в 
середньому на рівні 4—5 % для кожного сорту, 
з pBract214-TPS2 — на рівні 6—7 %. Для транс
формації методом in planta зафіксовано показ
ники частоти трансформації на рівні 3—5 % для 
обох конструкцій.

Слід зазначити, що на сьогоднішній час ві
домо лише про успішну трансформацію такої 
однодольної рослини, як рис ( Orysa sativa), ге
нами біосинтезу трегалози з Е. coli otsA та otsB 
[10], та створення рослин з надекспресією гена 
OsTPSl з О. sativa [32]. У наших попередніх 
дослідженнях за використання створених нами 
конструкцій з генами біосинтезу трегалози 
pGWB2-TPSl та pGWB2-TPS2 було отримано 
трансгенні ліній тютюну [33], проте такі рос
лини відрізнялись за формою листя та затрим
кою коренеутворення порівняно з контролем. 
Трансгенні ж лінії пшениці з генами TPS1 та 
TPS2, отримані в цьому дослідженні, суттєво не 
відрізнялися від контрольних рослин за морфо
логічними ознаками, однак, дещо відставали у 
своєму розвитку. Це стосується, зокрема ліній, 
отриманих методом трансформації in planta. 
Отримані попередні дані також вказують на їх 
підвищену стійкість до посухи, оскільки вони 
витримували відсутність поливу довше в умо
вах закритого грунту, ніж вихідні (контрольні) 
рослини.

Подібні результати були отримані раніше 
при дослідженні ліній трансгенної картоплі з 
надекспресією гена TPS1, що кодує трегало- 
6-фосфат синтазу, коли спостерігалось підви
щення стійкості рослин до посухи [34]. Проте 
створені лінії характеризувались затримкою 
росту, зміною форми листя, його пожовтінням
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та нездатністю до утворення коренів [35]. Та
кож було зафіксовано підвищення їх стійкос
ті до абіотичних стресів та фотосинтетичної 
активності при надекспресії генів біосинтезу 
трегалози Е. coli — oîsA (гомолог дріжджово
го TPS1) та otsB (гомолог дріжджового TPS2) 
у рослинах тютюну, арабідопсису та рису [36]. 
Результати досліджень трансгенного рису з 
надекспресією гена OsTPSl виявили підви
щення стійкості таких рослин до холоду та по
сухи на стадії проростання без суттєвих мор
фологічних змін в порівнянні з диким типом. 
Ймовірно, що OsTPSl забезпечує стійкість 
до абіотичних стресів саме завдяки здатності 
впливати на концентрацію трегалози в клітині 
та на регуляцію експресії генів, що координу
ються стресовими реакціями [32]. Вперше Liu 
et al. було проведено дослідження надекспресії 
гена пшениці TaTPSll у трансформованих лі
ніях рослин Arabidopsis, та попередньо виявле
но вплив його надекспресії на холодостійкість 
рослин, що, можливо, пов'язано з функціо
нальним зв’язком цього гена з метаболізмом 
сахарози [37]. Отже, подальші дослідження та 
аналіз отриманих за допомогою двох методів 
Agrobacterium-onoceptpKObawdi трансформації 
(in vitro та in planta) трансгенних рослин пше
ниці дозволять отримати вичерпні дані щодо 
їх стійкості до стресових факторів абіотичної 
природи.

Таким чином, у результаті проведених до
сліджень нами створено генетичні векторні 
конструкції pBract214-TPSl та pBract214-TPS2 
з дріжджовими генами біосинтезу трегалози 
TPS1 та TPS2. Вперше проведено Agrobacterium- 
опосередковану трансформацію за допомогою 
методів in vitro різних сортів пшениці з ви
користанням калюсної культури незрілих за
родків як експлантів. Також вперше здійснено 
трансформацію пшениці за допомогою методу 
in planta з використанням відповідних кон
струкцій pBract214-TPSl та pBract214-TPS2. 
Перенесення та інтеграцію генів TPS1 та TPS2 
в геном рослин пшениці досліджуваних сортів 
було підтверджено за допомогою ПЛР з вико
ристанням специфічних праймерів до цільових 
генів. Результати трансформації за використан
ня обох методів є співставними, хоча слід за
значити, що метод трансформації in planta має 
певні сезонні обмеження в роботі, хоча має

Рис. 7. Загальний вигляд колосків пшениці після 
трансформації in planta: а — колос сорту Вихован
ка після достигання насіння за трансформації кон
струкцією pBract214-TPSl; б — сорту Зимоярка після 
достигання насіння за умов трансформації конструк
цією pBract214-TPS2, в — сорту Кесарія Поліська

Рис. 8. а — колос пшениці сорту Вихованка після 
трансформації in planta, б — колос контрольної рос
лини сорту Вихованка (масштаб 5 см); в — насін
ня пшениці сорту Кесарія Поліська, зібране після 
трансформації in planta, г — насіння контрольних 
рослин сорту Кесарія Поліська (масштаб 1 см)
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М 1 2 3 4 5 6 7 М 8 9

Рис. 9. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
ДНК пшениці після трансформації in vitro та in planta 
з праймерами до гена TPSI: М -  маркер (GeneRul- 
ег™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; Fermentas, 
Литва); 1,5 — вода; 2, 6, 9 — ДНК контрольних сортів 
пшениці; 3 -4  -  ДНК зразків пшениці, трансформо
ваних in vitro конструкцією pBract214-TPSl з геном 
TPS1 (розмір амплікону 640 п.н.); 7 -  позитивний 
конт-роль (плазмідна ДНК конструкції pBract214- 
TPS1); 8 — ДНК пшениці після трансформації іп 
planta конструкцією pBract214-TPSl з геном TPS1

М 1 2 3 4 5 6 М 7 8 9

Рис. 10. Електрофореграма продуктів ампліфікації 
ДНК пшениці після трансформації in vitro та in planta 
з праймерами до гена TPS2: М — маркер (GeneRul- 
ег™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; «Fermentas»); 
1—3, 5 -  ДНК зразків пшениці, що трансформо
вані in vitro конструкцією pBract214-TPS2 з геном 
TPS2 (розмір амплікону 758 п.н.); 4 — вода; 6 — 
позитив-ний контроль (плазмідна ДНК конструкції 
pBract214-TPS2); 7—8 — ДНК пшениці після транс
формації in planta конструкцією pBract214-TPS2 з ге
ном TPS2, 5 ,9 -  ДНК контрольних рослин пшениці

інші переваги порівняно з трансформацією в 
культурі in vitro.
Дотримання етичних стандартів. Ця стаття не 
містить будь-яких досліджень за участю людей 
і тварин в якості об’єктів досліджень. 
Конфлікт інтересів. Автори заявляють про від
сутність конфлікту інтересів.
Фінансування. Роботу виконано за фінансової

підтримки проекту «Створення посухостійких 
ліній рослин за допомогою надекспресії дріж
джових генів біосинтезу трегалози» цільової 
комплексної міждисциплінарної програми на
укових досліджень НАШ України «Молекулярні 
та клітинні біотехнології для потреб медици
ни, промисловості та сільського господарства» 
(2015—2019 рр.) (номер державної реєстрації — 
0115U005022).

OBTAINING OF WHEAT 
( TRIT1CUM AESTIVUM  L.) LINES WITH YEAST 
GENES OF TREHALOSE BIOSYNTHESIS
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79005, Lviv, Dragomanova st., 14/16
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Yeast (Saccharomyces cerevisiae) trehalose biosynthesis 
genes ( TPSI and TPS2) were transferred into genomes 
of several common wheat varieties using two methods 
of Agrobacterium-mediated transformation (in vitro and 
in planta) to enhance their drought tolerance. For this 
purpose, vectors pBract214-TPSl and pBract214-TPS2 
were constructed using Gateway-cloning technique. 
Both vectors contained TPSI and TPS2 genes under 
the control of the constitutive maize ubiquitin promoter 
(PUbi) and hygromycin-phosphotransferase (hpt) selec
table marker gene. Three-five days callus obtained from 
wheat immature embryos was used as explants for the 
transformation in vitro. Selection of transgenic plants 
was carried out on nutrient medium supplemented 
with 30 mg/L hygromycin (as selective agent). Seeds 
of wheat (transgenic generation T l) were obtained after 
in planta method of transformation. Integration and 
presence of yeast genes in wheat genomic DNA isolated 
from transgenic plants were confirmed by PCR analysis 
using primers specific to TPSI and TPS2 genes.

ПОЛУЧЕНИЕ ЛИНИЙ ПШЕНИЦЫ 
(TR1T1CUM AESTIVUM L.) С ДРОЖЖЕВЫМИ 
ГЕНАМИ БИОСИНТЕЗА ТРЕГАЛОЗЫ

А.Ю. Квасно, С.В. Исаенков, К.В. Дмитрук,
А.А. Сибирный, Я.Б. Блюм, А. И. Емец

С использованием двух методов Agrobacterium-опо
средованной трансформации (in vitro и in planta) 
перенесены дрожжевые (Saccharomyces cerevisiae) ге
ны биосинтеза трегалозы TPS1 и TPS2 в ряд сор
тов пшеницы ( Triticum aestivum L.) для повышения
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их засухоустойчивости. Для этого были созданы век
торные конструкции pBract214-TPSl и pBract214- 
TPS2 с целевыми генами TPS1 и TPS2, соответст
венно, под контролем промотора убиквитина ку
курузы (PUbi), и селективным маркерным геном 
гигромицин-фосфотрансферазы (hpt). В качестве экс- 
плантов для трансформации in vitro использовали 
3—5 дневные калюсы незрелых зародышей пшени
цы. Селекцию трансгенных растений-регенерантов 
осуществляли на питательной среде с добавлением 
30 мг/л гигромицина (как селективного агента). В 
результате проведения трансформации с исполь
зованием метода in planta были получены семена 
(трансгенное поколение Т1) пшеницы, которые про
ращивали и отбирали на устойчивость к гигроми- 
цину. Перенесение и интеграцию целевых генов в 
геном пшеницы подтверждали с помощью ПЦР- 
анализа с использованием специфических прайме
ров к генам TPS1 и TPS2.
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