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У літературному огляді проаналізовано сучасний стан досліджень з гене-
тичної інженерії пшениці, зокрема Agrobacterium-опосередкованої транс-
формації. Розглянуто переваги цього методу порівняно з іншими метода-
ми доставки гетерологічних генів. Узагальнено відомості про чинники, які
впливають на ефективність Agrobacterium-опосередкованої трансформації:
генотип рослин, типи експлантатів; штами Аgrobacterium, векторні
плазміди, тканиноспецифічні та індуковані промотори, репортерні й се-
лективні гени. 
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Пшениця є однією з основних продовольчих культур світу, яку виро-
щують на більш як 17 % орних земель, її споживає ~ 40 %
населення світу [83]. Поширеність цієї культури зумовлена високою
біологічною пластичністю щодо екологічних умов, насамперед високою
поживністю зерна, з якого отримують багато харчових продуктів. В
Україні нею засівають у середньому 6,0 млн га або 40 % площі всіх
зернових. На сьогодні в Державному реєстрі сортів України
налічується близько 260 сортів пшениці, серед яких переважає озима
м’яка. Хоча загалом виробництво пшениці в світі зростає, кліматичні
зміни, що призводять до великих температурних перепадів, надмір-
них опадів чи посух, та поява нових рас патогенів і шкідників знач-
но позначаються на її врожайності. Поява нових загроз і кліматич-
них змін потребує швидшого реагування і створення сортів, стійких
до екстремальних чинників довкілля. 

У провідних біотехнологічних центрах світу широко проводяться
роботи зі створення нових форм сільськогосподарських рослин мето-
дами генетичної інженерії, бо розробки методів культури тканин у
поєднанні з генетичною трансформацією значно розширюють сферу
генетичного поліпшення рослин. Хоча пшениця є однією з основних
сільськогосподарських культур, в її генетичному поліпшенні метода-
ми генетичної інженерії спостерігається відносно повільний прогрес
порівняно з іншими культурами. Вона була однією з останніх
успішно і стабільно трансформованих культур.
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В останні два десятиліття широко використовують різно-
манітні підходи для введення екзогенної ДНК у пшеницю. Для пере-
дачі рекомбінантної ДНК у різних видів цієї культури застосовують
кілька методичних підходів. Генетична трансформація може бути
опосередкована природним біологічним вектором, наприклад
Agrobacterium tumefaciens, або прямою системою доставки гена
(біобалістична трансформація, електропорація, мікроін’єкції, лазери,
Ca2+-залежна трансформація за наявності поліетиленгліколю, вико-
ристання волокон карбіду кремнію і наночастинок стільникового
мезопористого кремнезему — MSN система), яка залучає фізичні,
електричні або хімічні засоби для його доставки. Найпоширенішими
методами є бомбардуванням мікрочастинками і співкультивування з
Agrobacterium tumefaciens [17].

Хоча Agrobacterium-опосередковану трансформацію широко за-
стосовують для генетичної модифікації більшості сільськогоспо-
дарських культур, у зернових вона спочатку не мала успіхів, бо ці
культури природно несприйнятливі до Agrobacterium [71]. Вважалось,
що трансформація злаків за допомогою Agrobacterium неможлива че-
рез відсутність специфічних сигнальних молекул, які індукують Vir-
ділянку і вирізання Т-ДНК. Поліпшення технологій Agrobacterium-
опосередкованої трансформації до середини 1990-х років привело до
бажаної генетичної модифікації пшениці [17, 23]. З початку 1990-х
років докладено чимало зусиль і проведено багато робіт для досяг-
нення стабільної трансформації різних видів цієї культури за допомо-
гою Agrobacterium [17, 92]. Ченг і cпівавт. [23] вперше повідомили про
стабільну трансформацію пшениці методом спільного культивування
з агробактерією і продемонстрували успішну передачу трансгенів у
наступне покоління. Близько 35 % трансгенних рослин мали одну
копію трансгена і від 1 до 5 копій були інтегровані в геном пшениці
без перебудови. 

У більшості експериментів з Agrobacterium-опосередкованої
трансформації застосовували інкубацію придатних експлантатів
з інокулюмом агробактерії. Муні і співавт. [60] вперше показали, що
поранення не є необхідним для приєднання бактерій до експлантатів
пшениці і повідомили про збільшення адгезії бактерій на місці пора-
нення, спричиненої механічними і ферментативними методами об-
робки. Чен і Дейл [22] повідомили про вищу частоту інфікування
апікальних меристем зневодненого насіння пшениці порівняно з
інтактним. Махалакшмі і Хурана [56] протестували придатність
різних експлантатів для Agrobacterium-опосередкованої доставки генів
і повідомили про збільшення транзієнтної експресії гена gus у зріло-
му насінні, яке піддавали механічному пораненню стиранням.
Індукції vir-генів, необхідної для перенесення Т-ДНК, досягали по-
раненням, а також використанням хімічних індукторів, таких як аце-
тосирингон.

Біологічний спосіб доставки ДНК за допомогою Agrobacterium
має переваги в інтеграції: дає змогу вводити порівняно велику гене-
тичну конструкцію, забезпечує включення в геном реципієнта обме-
женого числа копій чужорідного гена з високою ефективністю і
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мінімальними порушеннями в його послідовності, що зазвичай
відбувається за фізичного способу доставки ДНК, потенційно спри-
чинює менше проблем, пов’язаних з косупресією й нестабільністю
трансгена. Очікується, що Agrobacterium буде надійним, ефективним і
економічним вектором для доставки агрономічно важливих екзоген-
них генів у геном пшениці. Проте для ефективного застосування цьо-
го методу існуючі методики необхідно вдосконалити й адаптувати для
роботи з конкретним рослинним об’єктом. 

Розробка відповідного методу Agrobacterium-опосередкованої
трансформації — дуже складне завдання, бо важливо зрозуміти вплив
усіх чинників, задіяних у процесі доставки Т-ДНК у клітини, з яких
може бути регенерована рослина. Після регенерації необхідні по-
дальші аналізи для перевірки інтеграції та стабільності Т-ДНК і
підвищення ефективності трансформації. Визначено кілька чинників,
які впливають на ефективність Т-ДНК доставки: первинні експланта-
ти; штами Аgrobacterium, векторні плазміди, щільність суспензії
клітин Agrobacterium, склад живильних середовищ; умови трансфор-
мації, такі як температура і час прекультивування, інокуляції, ко-
культивування; наявність поверхнево-активних речовин або
індукційних агентів при інокуляції та кокультивуванні; антибіотики
чи селективні маркери тощо [17, 42, 44, 62, 84].

Генотип пшениці. Регенерація в культурі in vitro є одним із най-
важливіших ключових чинників у протоколах Agrobacterium-опосе-
редкованої трансформації пшениці. Вона значною мірою залежить
від генотипу рослини, тому це основний чинник, що впливає на
ефективність трансформації. Доведено, що на регенерацію in vitro
сильно діють регулятори росту рослин. Використання ауксинів, ци-
токінінів і поліамінів значно підвищує частоту регенерації з експлан-
татів конкретного генотипу [46, 76]. 

Найвищу ефективність трансформації виявлено у сорту пшениці
Bobwhite, що має значну регенераційну здатність. Цей сорт ярої пше-
ниці використаний у більш як 25 % робіт з Agrobacterium-опосередко-
ваної трансформації пшениці і стає «модельним генотипом» [33]. У
роботах з генетичної інженерії застосовують також такі сорти, як
Turbo [41]; Millewa [60]; Chinese Spring [52]; Kedong 58, Rascal, Scamp
[57]; Lona [91]; Baldus [15]; Fielder [89]; Florida та Cadenza [102]; Vesna
[58]; Veery-5 [46] та ін. В Україні для генетичної трансформації пше-
ниці використовують сорти Зимоярка [1—4, 7]; Подолянка [5, 6, 8];
Фаворитка, Смуглянка, Достаток, Володарка [9]. Крім того, для ге-
нетичної модифікації також застосовують інші види Triticum, зокрема
Triticum dicoccum [25]; T. durum [67]; T. turgidum [100].

Тип експлантата. Тип експлантата — одна з основних перешкод
для Agrobacterium-опосередкованої трансформації пшениці, оскільки
регенерація відбувається з тканин із високою регенераційною
здатністю й активним поділом клітин. Із цих тканин індукується
ембріогенний калюс і регенеруються трансгенні пагони. Для отри-
мання фертильних рослин зазвичай використовують два типи екс-
плантатів: незрілі суцвіття і незрілі зародки (таблиця), а також інші
експлантати, такі як репродуктивні органи [54], насіння [110], лист-
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ки [94], меристеми пагона [1—5,
7—9, 12]. 

До сьогодні основним
типом експлантата для транс-
формації пшениці залишаються
незрілі зародки, а саме незрілі
щитки — спеціалізовані ткани-
ни, які утворюють частину за-
родка насіння. Рекомендовано
використовувати зародки на
11—16-ту добу після запилення,
розміром 0,8—1,5 мм [44]. 

Свіжовиділені або поперед-
ньо культивовані незрілі зарод-
ки та отриманий із них калюс
широко включені в експеримен-
ти для отримання трансгенних
рослин пшениці (див. таблицю). 

Першу успішну транс-
формацію пшениці здійснили
Ченг і співавт. [23], скористав-
шись свіжоізольованими, попе-
редньо прекультивованими
незрілими зародками й ембріо-
генними калюсами сорту Bob-
white, й отримали рослини Т1 з
трансгенами nptII і gus. Пізніше
було проведено багато спроб
для підтвердження цих резуль-
татів [45, 57, 79, 91, 103], але
стабільно трансгенних рослин не
отримано. Тільки Вей і співавт.
[98] підтвердили їх, скористав-
шись попередньо культивовани-
ми незрілими зародками віком 9
діб. Цей успіх проклав шлях для
інших дослідників, які працюють
із незрілими зародками пшениці
сортів Veery 5 [46], Xinchun 9,
PM97034, Yangmai 10, Sakha 206
[27], Yangmai 10 [53], Vesna [58] у
різних експериментах для пере-
несення цільових генів.

Крім м’якої пшениці екс-
плантатами слугували незрілі за-
родки твердої пшениці [100], де
частота трансформації колива-
лась від 0,6 до 9,7 %. 
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Порівняно з незрілими зародками зрілі зародки розглядають як
зручні експлантати для генетичної трансформації пшениці, оскільки
вони доступні протягом усього року. Проте частота регенерації з
калюсів, отриманих зі зрілих зародків багатьох сортів пшениці, дуже
низька, що обмежує їх використання. Три різні сорти пшениці
Lunxuan 987, Yumai 66 і Bobwhite були трансформовані з
використанням штаму C58C1, частота трансформації становила 0,12—
1,79 %. Зрілі зародки також успішно використані як експлантати в
різних системах трансформації Т. durum [31, 46, 93].

Пиляки слугують експлантатами переважно для отримання под-
воєних гаплоїдів. Ген hva1 ячменю успішно застосовано для трансфор-
мації з використанням культури гаплоїдів у системі пшениця  куку-
рудза. Ці трансгенні рослини виявилися ліпшими за посухостійкістю
порівняно з нетрансгенними генотипами [21].

Як експлантат придатна також апікальна меристема вегетатив-
них або репродуктивних органів [1—4; 6, 8, 9]. Із застосуванням
експлантатів апікальних меристем пагонів тридобових проростків
методом Agrobacterium-опосередкованої трансформації в культурі in
vitro та методом in planta отримано генетично модифіковані рослини
м’якої пшениці з гетерологічним геном орнітин--амінотрансферази
[3, 4] та з дволанцюговим РНК-супресором гена проліндегідрогенази
[2, 3], з підвищеним рівнем стійкості до водного дефіциту. Із калюс-
них культур, отриманих із цього ж типу експлантату, отримано
трансгенні рослини пшениці, стійкі до гербіциду фосфінотрицину [6,
7]. Ген -1,3-глюканази, перенесений у геном пшениці, забезпечив
стійкість до борошнистої роси. Експлантатом слугувала базальна
частина проростків [111]. 

Було використано також незрілі суцвіття, оскільки їх легше ізо-
лювати, а роботу з ними можна проводити раніше, ніж із незрілими
зародками. Втім ці експлантати виявилися генотипно специфічніши-
ми до культури in vitro та регенерації [44]. Як первинний експлантат
для трансформації досліджено і насіння [77, 87, 90, 106, 111], але
тільки Супартана і співавт. [87] продемонстрували стабільну інтег-
рацію й успадкування генів у наступних поколіннях за використання
методу Саузерн-блот гібридизації. Для Agrobacterium-опосередкованої
трансформації пшениці були протестовані інші первинні експланта-
ти: зрілі зародки, свіжовиділені або прекультивовані, та отриманий із
них калюс [31, 68, 76, 79, 93, 96], суцвітя та отриманий із них калюс
[15], калюс, отриманий зі зрілого насіння [26]. Зрілі зародки мають
низку переваг порівняно з незрілими (низька вартість, відсутність об-
межень, пов’язаних зі стадією розвитку рослин, тоді як незрілі зарод-
ки треба брати з рослин у строго контрольованих умовах на обме-
женій стадії розвитку — розміром 0,8—1,5 мм [100]. 

На початку 1990-х років трансгенні рослини пшениці було отри-
мано шляхом інокуляції квіток Agrobacterium на етапі цвітіння або
близько до нього [41, 52], проте в наступних поколіннях рослин цей
ген не виявлявся. За тим же протоколом, але з іншими штамами
Agrobacterium і плазмідними конструкціями, зануренням квіток досяг-
нуто ефективної трансформації пшениці сортів Sawahel і Hassan [80].
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Нещодавно Zale і співавтори [109] провели трансформацію на
ранішій стадії розвитку квіток. Отримано успішну інтеграцію транс-
генів та їх експресію, коли цільовими експлантатами слугували яй-
цеклітини.

Штами Agrobacterium. Зернові не є природними хазяїнами
Agrobacterium, проте багато досліджень проведено на відповідність
штамів генотипам пшениці [98]. На сьогодні для трансформації пше-
ниці застосовують в основному тільки три штами Agrobacterium tume-
faciens. Опубліковано 41 статтю, в яких у 44 % використано LBA4404,
у 24 % — C58C1, і у 24 % — AGL1. Інші штами застосовують рідше
(10 %): A281, GV3101, ABI, EHA101, EHA105, AGL0, М-21, А. rhizo-
genes LBA9402 і Ar2626. Цікаво, що більшість із цих штамів
Agrobacterium поділяють тільки на два хромосомні типи: C58 (C58C1,
AGL1, GV3101, ABI, EHA101, EHA105, AGL0) і TiAch5 (LBA4404)
[44].

У процесі інфікування Agrobacterium беруть участь кілька коду-
вальних генів хромосоми, задіяних у прикріпленні бактерій до клітин
рослин, та vir гени Ti плазміди, функція яких полягає в перенесенні,
сприянні передачі та інтеграції Т-ДНК у геном рослини [100]. Деякі
з перелічених штамів містили також бінарні або хелперні плазміди,
які несли інші копії генів вірулентності. Отже, залежно від конст-
рукції «стандартні» чи «низьковірулентні» штами (LBA4404, C58C1)
або «гіпервірулентні» штами (AGL) були використані для успішної
трансформації пшениці. Хоча й рідко, для дослідження пшениці як
надійний маркер трансформації застосовують також деякі авірулентні
(обеззброєні) мутантні штами A. tumefaciens. Наприклад, Супартана і
співавт. [87] брали мутантний штам Agrobacterium М-21, в якому ген
iaaM (ген триптофанмонооксигенази, що бере участь у біосинтезі
індолілоцтової кислоти) в районі Т-ДНК руйнується інсерцією
транспозону 5 (Tn5), тому він здатний до інтеграції своїх Т-ДНК у
хромосоми рослин-хазяїнів, але гали при цьому не утворюються.
Трансформанти пшениці, отримані з використанням штаму М-21, як
і очікувалось, мали високий рівень синтезу цитокінінів (всі інші гени,
в тому числі ген ipt — біосинтезу цитокінінів у районі Т-ДНК — бу-
ли цілі й повністю функціональні), в результаті значно змінювався
фенотип через гормональний дисбаланс, що легко виявлялось.

Штами AGL0 і AGL1 розроблені так, щоб вони містили
обеззброєну Ti-плазміду pTiBo542 з додатковими генами вірулент-
ності, які походять зі штаму Agrobacterium A281. У своїй онкогенній
формі він має широкий спектр хазяїнів та індукує великі, швидко
зростаючі пухлини. За використання цих штамів частота трансфор-
мації значно вища [46, 58]. Проте є деякі дослідження на пшениці,
де високої частоти трансформації досягали без гіпервірулентної
плазміди [98, 103]. 

Плазміди і вірулентність. Як уже зазначалося, пшениця не є при-
родним хазяїном для Agrobacterium, тому лише деякі генотипи (на-
приклад, Bobwhite) можна трансформувати стандартними штамами,
такими як LBA4404, і бінарними векторами. За використання інших
генотипів успішної трансформації не отримано, лише зростала віру-
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лентність штамів унаслідок введення додаткової бінарної плазміди
(наприклад, pHK21) з vir генами [46] для підвищення частоти транс-
формації.

Багато інших Ti векторів і хелперних плазмід, відомих як бінарні
плазміди, можна включати як додаткові копії генів вірулентності, зо-
крема «супербінарні» вектори були вбудовані в обраний штам
Agrobacterium для підвищення вірулентності. Можливі комбінації від
авірулентних до гіпервірулентних штамів Agrobacterium. Найпоши-
реніші штами Agrobacterium для трансформації пшениці належать до
гіпервірулентної групи, так само як і обеззброєна плазміда pTiBo542
від дикого штаму A281 A. tumefaciens з додатковими генами вірулент-
ності, зазвичай vir B, C і G, які надають характеру гіпервірулентності.
Широко застосовують дві різні конструкції з додатковими vir района-
ми: плазміду pAL155, що є похідною від pSoup, модифікованою до-
даванням гена vir G [100], і низку різних плазмід (pAl154, pAL186 або
pTOK233) з «фрагментом Komari», розміром 15 кб, що містить набір
vir B, C і G [ 39, 72, 100, 101].

Промотори. Промотор визначає просторово-часовий спектр і
рівень експресії трансгена, що знаходиться під його контролем. На
сьогодні для трансформації однодольних рослин найчастіше викори-
стовують конститутивні CaMV35S (вірусу мозаїки цвітної капусти) і
ubi1 (убіквітин кукурудзи). Інші промотори, такі як act1 (промотор
актину рису), nos (гена нопалінсинтази) чи ScBV (вірус паличко-
подібного вірусу цукрової тростини) [43] застосовують значно рідше.

Останнім часом багато зусиль докладається для пошуку ефек-
тивніших промоторів. Тканиноспецифічна або регульована експресія
трансгенів приваблива для запобігання втратам енергії, що витра-
чається рослиною на непотрібне накопичення трансгенного продук-
ту, а також для запобігання його можливим побічним ефектам на
рослину. На сьогодні в базі даних GenBank представлено більш як
500 нуклеотидних послідовностей промоторних районів різних генів
пшениці. Близько 50 промоторів вже перевірені на функціональність
в однодольних (пшениця, рис, ячмінь, кукурудза, жито) і дводольних
(тютюн, арабідопсис, капуста, люцерна, огірок, томат, перець) видах.
Важливо зазначити, що один і той самий промотор може забезпечу-
вати різні патерни експресії трансгена в різних видах рослин. 

Активність промоторів вивчають за допомогою репортерних
генів. У трансгенній конструкції репортерний ген розміщений відра-
зу за промотором, і кількість напрацьованого репортерним геном
продукту корелює з активністю промотора. Як правило, при
дослідженні активності промоторів пшениці використовують ген
ферменту -глюкуронідази з Escherichia coli, іноді ген зеленого флю-
оресцентного білка медузи GFP. 

Тканиноспецифічні промотори пшениці. Ендосперм пшениці є го-
ловним джерелом енергії і білків для багатьох людей і домашніх тва-
рин. Білки клейковини становлять близько 80 % білків борошна.
Значна частина тканиноспецифічних промоторів пшениці належить
генам запасних білків та інших білків насіння. Промотори генів, що
кодують 1Dx5 і 1Bx17 субодиниці високомолекулярного запасного
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білка глютеніну, виявляють специфічну активність в ендоспермі
трансгенної пшениці [51, 64]. Короткий фрагмент промотора
TaHMW Glu1Bx17 (173 пари основ — п.о.), пов’язаний з першим
інтроном гена актину рису, має такий самий рівень експресії, як і
довгий його фрагмент (1890 п.о.) без інтрона [64]. Генетична транс-
формація змінює склад зерна пшениці внаслідок експресії нових
генів або зниження рівня небажаних білків. 

Недоліком деяких білків клейковини, таких як - і -гліадини, є
здатність пошкоджувати ворсинки тонкої кишки і призводити до за-
хворювання на целіакію. Багато досліджень спрямовано на
поліпшення якості зерна пшениці. Промотори - і -гліадинів мо-
жуть бути добрими кандидатами для зниження рівня небажаних
гліадинів у пшениці, оскільки експресують в ендоспермі відповідні
РНК, що не мають сенсу [70]. Білки пуроіндоліни PinA і PinB визна-
чають текстуру й борошномельні якості зерна пшениці. Пуроіндоліни
використано для зміни текстури зерна пшениці, рису, кукурудзи. У
пшениці промотори пуроіндолінів активні тільки в ендоспермі [99].
У трансгенної пшениці й ячменю промотор TdPR60 виявляв найви-
щу активність у транспортних клітинах ендосперму, в рису він був
активний всередині ендосперму на ранніх стадіях наливання зерна
[50].

Промотори генів гістонів активні у тканинах меристем, їх мож-
на використовувати для вивчення впливу на клітинний цикл міто-
генів і стресів [19]. Сильну конститутивну активність промотора глу-
татіонтрансферази GstA1 у поєднанні з інтроном гена TaWIR11a
спостерігали в епідермісі трансгенної пшениці та ячменю [13]. Спе-
цифічною активністю в епідермісі можна скористатися для експресії
захисних білків, спрямованих проти атаки патогенів. 

Кислі ґрунти знижують продуктивність рослин через високу
концентрацію в них розчинних сполук алюмінію та інгібують ріст ко-
ренів. Стійкість пшениці до Al3+ корелює з експресією гена транс-
портера малату TaALMT1, який вивільнює аніони малату з кінчиків
коренів. Аніони малату захищають чутливі зони росту коренів,
зв’язуючись з Al3+ в апопласті. В результаті вивчення трансгенних
рослин рису встановлено, що тандемно повторені елементи в алель-
них варіантах промоторів гена TaALMT1 посилюють експресію [78].
Це дослідження є прикладом того, як тандемні повтори в промотор-
них районах пов’язані з регулюванням транскрипції і фенотипними
змінами в контексті еволюційної адаптації до основних абіотичних
стресів.

Індуковані промотори пшениці. У пшениці виділено цілу низку
промоторів, які індукуються під час стресу, зумовленого абіотични-
ми й біотичними чинниками. Перевага цих промоторів перед ткани-
носпецифічними полягає в тому, що вони активні лише в певний
період часу після впливу індуктора. Активність індукованих промо-
торів залежить від дози індуктора і повертається до вихідного рівня
після припинення його дії. Зміною кількості регулятора можна кон-
тролювати час та інтенсивність синтезу трансгена. Саме тому
дослідники приділяють значну увагу вивченню промоторів пшениці,
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чутливих до несприятливих умов середовища. Активність промотора
гена оксалатоксидази TaGermin посилюється за впливу на проростки
солей важких металів і механічних пошкоджень тканин [16]. Ак-
тивність промотора TaAIDF підвищується за посухи, низьких темпе-
ратур, засолення, обробки абсцизовою кислотою [104]. Активність
промоторів Cor/Lea-генів (cold-responsive/late-embryogenesis-abun-
dant) Wdhn113, Wrab1717, Wrab1818, Wrab1919 зростає за впливу хо-
лоду, посухи, абсцизової кислоти [48]. Активність промотора гена
Wcor1515 збільшується в листках за низьких температур виключно на
світлі [88]. Промотор гена 12Wcs12120 індукується низькими темпе-
ратурами у зернових (пшениця, ячмінь, рис, жито), хрестоцвітих (ка-
пуста), бобових (люцерна), гарбузових (огірок) [66]. У результаті вив-
чення активності промотора Wcs120 у великого числа видів
з’ясувалося, що в однодольних і дводольних рослин існують транс-
крипційні фактори, здатні впізнавати цис-елементи гетерологічних
промоторів, індукованих холодом. Використання промоторів генів
Cor/Lea також може забезпечити експресію цільових генів за впливу
на рослини низьких температур. 

Значно менше досліджень присвячено вивченню промоторів
пшениці, що відповідають за стійкість до патогенів. Лише два промо-
тори — TaGerminі і TaPinA — підвищували стійкість до вірусу тютю-
нової мозаїки й Magnaporthe grisea відповідно трансгенного тютюну і
рису [32]. Промотори PRPI із Triticum durum активні в зав’язях транс-
генних рослин пшениці та рису. Їх індукували за механічного пошко-
дження в листках, стеблах і зерні трансгенних рослин. Промотори
PRPI придатні для специфічного накопичення білків, що підтриму-
ють стійкість до патогенів [49]. За фосфорного голодування промо-
тори генів фосфатних транспортерів PT2, PT2-1, PHT1.2 забезпечу-
ють підвищену експресію репортерного гена в коренях пшениці.
Цукор, Fe, S, N, цитокінін і ауксин впливають на активність промо-
тора PHT1.2 [29]. Підвищення активності цих промоторів може сиг-
налізувати про низький рівень фосфору. Індуковані промотори пше-
ниці слугують інструментом для створення рослин-індикаторів
навколишнього середовища і рослин, стійких до несприятливих
абіотичних та біотичних впливів. 

Використання промоторів пшениці для напрацювання цільових про-
дуктів. Промотор глютеніну TaLMWGlu1D1 (від —326 до +30) у
комбінації з Ubi-1 інтроном кукурудзи був використаний для напра-
цювання LegA субодиниці легуміну гороху в зернівці трансгенної
пшениці. Продемонстровано успішний процесинг трансгенних
поліпептидів та утворення LegA гексамерів in vivo [85]. З метою
підвищення рівня каротиноїдів у зерні було створено трансгенну
елітну пшеницю, в ендоспермі якої експресія гена фітоенсинтази ку-
курудзи PSY11 відбувалася під контролем специфічного для ендо-
сперму промотора пшениці HMWGlu1Dx5 [28]. Для поліпшення за-
своєння зерна тваринами було створено трансгенну пшеницю, що
експресує в ендоспермі ендоксиланазу з Bacillus subtilis і естеразу
ферулової кислоти з Aspergillus niger під контролем промотора
HMWGlu1Dx5 [38]. Промотори пшениці використовують для напра-
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цювання їстівних вакцин у рослинах. Під контролем промотора
TaHMWGlu1Bx17 було забезпечено високий рівень накопичення ре-
агенту для діагностики вірусу HIV (0,56 % розчинного білка) і суб-
одиниці B токсину холери (2,1 % розчинного білка) в ендоспермі яч-
меню і рису [65]. 

Промотори пшениці PRPI придатні як інструмент для підвищен-
ня стійкості до захворювань зернових культур [49]. Промотор GstA1
у комбінації з WIR1 інтроном успішно використали для підвищення
стійкості зернових культур до патогенних грибів. Надекспресія пе-
роксидази TaPERO в епідермісі пшениці під контролем промотора
GstA1 підвищувала стійкість до борошнистої роси [81]. Отже, велику
різноманітність промоторів пшениці, які експресуються в різних тка-
нинах і за різних впливів, можна успішно використати для вирішен-
ня різних біотехнологічних завдань. Одне із завдань полягає у визна-
ченні конкретних промоторів, які спрямовують експресію генів у
тканинах специфічним чином. Це стосується не тільки репортерних
генів у дослідженнях з оптимізації протоколів Agrobacterium-опосе-
редкованої трансформації, а й агрономічно важливих генів, зокрема
тих, що забезпечують підвищення якості, стійкості до хвороб і посу-
хи.

Репортерні (маркерні) гени. Початкові етапи генетичної транс-
формації включають доставку касети гена в клітини-реципієнти з по-
дальшим аналізом експресії гена, що доставляється. Результати таких
подій можна виявити аналізом експресії репортерного гена, введено-
го в культуру рослинних клітин або тканин. Репортерні гени виявля-
ють видимий ефект прямо або опосередковано, що пов’язано з їх ак-
тивністю в трансформованих клітинах. Аналіз експресії репортерних
генів не потребує інтеграції трансгена в геном хазяїна, зазвичай його
використовують для тестування промотора і функцій гена. Початкові
дослідження з вбудовування чужорідної ДНК в пшеницю покладали-
ся на використання гена (сat) — ферменту хлорамфеніколацетилт-
рансферази кишкової палички E. coli. Однак виявлення трансгена
ферментативними й імунохімічними методами вимірювання сat-ак-
тивності та кількості сat-білка відповідно було трудомісткою проце-
дурою. Крім того, наявність інгібіторів активності сat та ендогенної
активності ускладнило його використання як репортерного гена для
пшениці. За наявності протоколу для швидкого аналізу активності
-глюкуронідази, яку кодує ген gus від Е. coli, цей ген почали най-
ширше використовувати як маркерний у трансформації пшениці.
GUS гідролізує зв’язки -глюкуроніду з утворенням продуктів ре-
акції, які можна кількісно визначити спектрофотометрично або спе-
ктрофлуорометрично. GUS-система гена-репортера вкрай корисна
для оптимізації параметрів генетичної трансформації у зв’язку з на-
явністю простої гістохімічної процедури виявлення. Одним з основних
обмежень системи цього гена є деструктивний характер його аналізу.

Для вивчення введених трансгенів у живих клітинах успішно
скористались життєво важливими генами-репортерами, що кодують
біосинтез антоціанів, зелений флуоресцентний білок і ген люцифера-
зи світляків. Гени R із Zea mays, які стимулюють ендогенне накопи-
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чення антоціанів у вакуолях рослинних тканин, корисні як маркери
в зрілих і диференційованих клітинах. Через високу чутливість і
легкість візуалізації гени R у трансформації пшениці застосовували
різні групи науковців [57]. Синтетичний, спектрально змінений
варіант зеленого флуоресцентного білка (GFP) з медузи — Aqueorea
victoria також слугував важливим маркером у трансформації пшениці
[57]. Серед інших генів-маркерів ген люциферази від світляків
Photinus pyranus успішно використано в стабільній трансформації
пшениці [55]. Ген люциферази й модифіковані версії гена GFP дають
змогу проводити неруйнівний (прижиттєвий) аналіз експресії транс-
гена, легко простежити долю введених трансгенів у зразках окремих
тканин, сприяють швидшому оцінюванню і порівнянню різних про-
цедур трансформації, дають цінну інформацію про умови, що впли-
вають на ефективність ДНК інтеграції і стабільну експресію.

На сьогодні ці репортерні гени використовують для визначення
експресії та (або) інтеграції чужорідної ДНК у пшеницю. Найчастіше
застосовують ген gusA (uidA), що кодує фермент -глюкуронідазу
(GUS); gfp, що кодує зелений флуоресцентний білок [40], та ген
Lc/C1 — регулятор біосинтезу антоціанів, що призводить до накопи-
чення антоціанів і тому створює фенотип «червоної клітини» [109]. 

Селективні гени. Неоднакова частота доставки ДНК у клітини
різних експлантатів потребувала розробки методів для ефективного
відбору клітин, які несуть і експресують введені послідовності генів.
Методи відбору трансформованих клітин ґрунтуються на експресії
гена (селективного маркера), продукт якого надає стійкості до цито-
токсичних речовин — часто антибіотика або гербіциду. Стійкість до
антибіотиків і гербіцидів на сьогодні є найпоширенішою селектив-
ною системою для Agrobacterium-опосередкованої трансформації
пшениці. Як маркери селекції у трансформації пшениці найчастіше
застосовують гени bar і pаt. Обидва гени виділені з різних видів
Streptomyces, кодують фосфінотрицинацетилтрансферази. Ці гени на-
дають стійкості до фосфінотрицину і глюфосинату амонію — актив-
них інгредієнтів гербіцидів баста і ліберті відповідно [74]. У транс-
формації пшениці використовують також бактеріальний ген
неоміцинфосфотрансферази II (npt II), що забезпечує стійкість до
аміноглікозидів.

Гени стійкості до гербіцидів є альтернативою генам стійкості до
антибіотиків і також слугують маркерами. Гени, що кодують 5-
енолпірувілшикимат-3-фосфатсинтазу (EPSPS) — критичний фер-
мент для біосинтезу ароматичних амінокислот, і фосфінотрицинаце-
тилтрансферази (PAT), забезпечують толерантність відповідно до
гербіцидів гліфосату і глюфосинату. Ген енолпірувілшикиматфосфат-
синтази (ср4), виділений зі штаму CP4 Agrobacterium, і ген гліфосаток-
сидоредуктази (gox) також забезпечують толерантність до гліфосату
шляхом його деградації до амінометилфосфорної кислоти і теж
увійшли до списку селективних маркерів для пшениці.

Ген гігроміцинфосфотрансферази (hpt) придатний як ефектив-
ний селективний маркер для досягнення стабільної генетичної транс-
формації у пшениці [63]. Його почали застосовувати [75, 109],
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оскільки зернові до гігроміцину чутливіші, ніж до канаміцину. Ма-
нозо-6-фосфатізомераза, яка кодується геном manA Е. coli, також ви-
користана як селективний маркер, що дає змогу відбирати трансфор-
манти, які ростуть на середовищі з манозою як єдиним джерелом
вуглецю. Вікс та співавт. [97] повідомили про застосування гена
ціанаміду гідратази (Cah) як селективного маркера для трансформації
пшениці. Ген Cah надає трансформованим тканинам здатності рости
на середовищі, що містить ціанамід, унаслідок перетворення
ціанаміду на сечовину (яка може бути джерелом живлення). Ос-
таннім часом почали використовувати ген ацетолактатсинтази (ALS)
[61], AtMYB12 [34], а також ген pmi (фосфоманози ізомерази), який
вважають маркером біологічної безпеки, він валідований у пшениці
[86].

Отже, поліпшення пшениці генетичною трансформацією має
величезний потенціал для задоволення постійно зростаючого по-
питу. Роботи з генетичної трансформації різних видів Triticum про-
водять в багатьох лабораторіях світу із залученням різних експлан-
татів і бінарних векторів, промоторів і генів, що беруть участь у
відповіді на біотичні й абіотичні стресові чинники. Метод транс-
формації, опосередкований Agrobacterium tumefaciens, є
найвідомішим, до нього часто вдаються для розробки трансгенних
рослин в основному через такі переваги, як проста інтеграція, мен-
ша трудомісткість, економічна ефективність. На сьогодні досягну-
то значного прогресу в успішному застосуванні цього методу
трансформації однодольних рослин. За останні кілька років роз-
роблено вдосконалені методики, що обходять культивування in
vitro в процесі трансформації. Нині технологія рекомбінантної
ДНК стала потужним інструментом для поліпшення продуктив-
ності пшениці. Біотехнологія не тільки підвищує ефективність тра-
диційних методів вирощування, а й відкриває двері для керування
ключовими ознаками через генетичні маніпуляції. Відомо, що дикі
родичі пшениці мають гени для поліпшення якісних характеристик
цієї культури. Хоча деякі з них уже були інтегровані у геном пше-
ниці для її генетичного поліпшення, однак зародкова плазма ні
пшениці, ні її близьких родичів, ймовірно, не містить достатньої
різноманітності генів, які знадобляться для задоволення майбутніх
потреб. У зв’язку з цим слід розробити і вивчити нові методи і
підходи, щоб інтегрувати корисні гени з будь-якого організму (рос-
лини, тварини, мікроорганізму) й досягти істотного генетичного
поліпшення цієї культури.
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ОПОСРЕДОВАННОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ ПШЕНИЦЫ
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Киев

В литературном обзоре проанализировано современное состояние исследований по
генетической инженерии пшеницы, в частности Agrobacterium-опосредованной транс-
формации. Рассмотрены преимущества данного метода по сравнению с другими
методами доставки гетерологичных генов. Обобщены сведения о факторах, влияю-
щих на эффективность Agrobacterium-опосредованной трансформации: генотип расте-
ний, типы эксплантатов; штаммы Аgrobacterium, векторные плазмиды, тканеспецифи-
ческие и индуцированные промоторы, репортерные и селективные гены.

CURRENT STATUS OF RESEARCH ON AGROBACTERIUM-MEDIATED WHEAT
TRANSFORMATION

O.V. Dubrovna, B.V. Morgun 

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine
e-mail: dubrovny@ukr.net

In the review, the current status of research on the genetic engineering of wheat, in partic-
ular Agrobacterium-mediated transformation are analyzed. The advantages of this method in
comparison with other methods of delivery of heterologous genes are considered. Data on
some factors that influence the effectiveness of Agrobacterium-mediated transformation:
genotype of plants, types of explants; strains of Agrobacterium, vector plasmids, tissue-spe-
cific and induced promoters, reporter and selective genes, are generalized.
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