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ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ АГРОБАКТЕРИАЛЬНОЙ ОБРАБОТКИ 
НА РЕГЕНЕРАЦИЮ ЭКСПЛАНТОВ РАЗЛИЧНЫХ КЛОНОВ БЕРЕЗЫ

Agrobacterium tumifaciens mediated transformation of the different birch clones. Influence of the dif-

ferent conditions of inoculation and incubation on the efficiency of transformation.

В настоящее время особенно актуальным 

становится применение методов генетической 

инженерии в целях улучшения древесных по-

род, поскольку методами традиционной се-

лекции очень трудно добиться значительного 

результата, что связано с длительностью 

жизненного цикла древесных растений и за-

частую отсутствием нужных аллелей у есте-

ственных видов. Особый интерес представля-

ет создание растений, устойчивых к грибко-

вым заболеваниям [1] и повреждению насе-

комыми [2]. Кроме того, получены трансген-

ные растения, у которых экспрессия чуже-

родных генов позволяет выдерживать высо-

кие дозы тяжелых металлов и гербицидов 

[3-5]. Существуют различные способы пере-

носа чужеродных генов в растительные клет-

ки. Среди них агробактериальный и балли-

стический тип трансформации используются 

наиболее часто.

Метод агробактериальной трансформации 

основан на естественной способности штаммов 

Agrobacterium tumifaciens и A. rhizogenes пере-

давать собственный генетический материал в 

виде Т-ДНК в геном растения и вызывать опу-

холи [6-9].

На сегодняшний день проведено множество 

исследований по оптимизации процедуры 

трансформации растений [3, 10-14]. Большая 

часть этих работ посвящена, главным образом, 

усовершенствованию векторной системы. Тем 

не менее едва ли не первостепенным фактором, 

влияющим на трансформацию, является физио-

логическое состояние клеток и тканей самого 
растения [10].

Подвергнувшиеся агробактериальной ин-

фекции растительные экспланты характеризу-

ются пониженной жизнеспособностью. Причем 
доля трансгенных растений составляет 2-3%  от 

количества регенерантов, полученных из про-

шедших обработку агробактериями эксплантов 

[15]. Оказалось, что на эффективность транс-

формации влияют такие параметры, как гено-

тип растений, тип экспланта, метод селекции и 

штамм агробактерии, а также концентрация 

агробактериальной суспензии, время кокульти- 

вирования и концентрация ацетосирингона' 
(АС) [16-20].

Целью исследований являлась разработка 

протокола трансформации, в котором соче-
тались бы такие условия инкубации, кокуль-

тивирования и регенерации растений, кото-

рые обеспечили бы одновременно большую 

эффективность трансформации растений 

и исключили бы гибель эксплантов на пер-

вых этапах. ‘

Мы проводили агробактериальную транс-

формацию растений одного клона березы по-

вислой (клон 31) и двух клонов березы карель-

ской (81 и 76-2-1). В качестве эксплантов мы 

использовали листовые пластинки, отделенные 

от растений березы, растущих in vitro. В ходе 

экспериментов мы выяснили, что разные клоны 

берез проявляют различную реакцию на воз-

действие агробактерий, что в дальнейшем по-

требует разработки эффективного протокола 

трансформации для каждого генотипа березы в 

отдельности.

В ходе эксперимента выявлено, что 

A. tumifaciens активно размножается и растет 

на среде для культивирования растений. По-

этому при кокультивировании на раститель-

ных эксплантах и среде образуется бактери-

альный налет, степень развития и плотность 

которого зависят от концентрации суспензии, 

где инкубировали экспланты. Проведенные 

исследования показали, что агробактериаль- 

ная суспензия с оптической плотностью 

OD6o(b равная 0.05-0.1, являлась наиболее оп-

тимальной для листовых эксплантов березы. 

При OD600, не превышающем 0.1, после трех 

дней кокультивирования (при 25°С в темноте) 

наблюдается лишь прерывистый бактериаль-

ный след на среде под листом. Поэтому при 

данных условиях проявлялось минимальное 

влияние агробактерий на жизнеспособность 

листовых эксплантов, что выражалось в не-

большой доле или вовсе отсутствии некроти-

зированных листьев и высокой доли листьев, 

формирующих каллусы и побеги. При 

OD6oo~ 0.2 после трех дней кокультивирования 

вокруг листа возникает бактериальный ореол

0.5-1.0 мм, а также на поверхности листа на-

блюдается пленка из агробактерий. Инкубиро-

ванные в суспензии с ОПб0о~ 0.3 листовые экс-

планты после двух-трех дней кокультивирова-

ния покрывались непрерывной пленкой бакте-

риального налета, препятствующего дыханию 

растений, бактериальный ореол вокруг листа 
был 2-3 мм.

В случае трансформации клона 81 березы 

карельской при регенерации происходило 

сильное изменение структуры листовой пла-

стинки, лист превращался в сплошную
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каллусную массу. Установлено, что возможно 

инкубировать листья клона 81 в бактериаль-

ной суспензии с оптической плотностью OD60o 

от 0.1 до 0.3. Однако влияние агробактериаль- 

ной обработки сказывается на скорости реге-

нерации. Для сравнения: в контрольном опыте 

уже после пяти недель 100% эксплантов обра-

зовывали адвентивные побеги. После двух ме-

сяцев культивирования в варианте опыта с 

OD60o= 0.1 55% эксплантов образовали побе-

ги, в варианте опыта с OD600= 0.2 -  57%, с 

ООбоо = 0.3 -  40%. После трех месяцев культи-

вирования в случае варианта опыта с 

OD60o -0 .1  100% эксплантов образовали ад-

вентивные побеги, в то время как в вариантах 

с OD6oo=0.2 и 0.3 -  только 75-80%  эксплан-

тов. Установлено, что применение бактери-

альной суспензии, оптическая плотность кото-

рой превышает 0.4, отрицательно влияет 

на дальнейшую регенерацию эксплантов кло-

на 81 березы карельской. Так, у березы ка-

рельской (клон 81) уже через три недели куль-

тивирования наблюдали некроз листовых пла-

стинок в 80% случаев.

У другого клона березы карельской (клон 76) 

не происходило значительных изменений 

структуры листовой пластинки. Однако выяв-

лено влияние обработки агробактериями: в ва-

рианте с QD6oo= 0.1 после шести недель куль-

тивирования ткани всех листьев некротизиро-

вались, хотя эффективность регенерации 

была 100%.

Исследования показали, что обработка 

бактериальной суспензией даже небольшой 

концентрации сильно влияет на способность 

регенерации листовых эксплантов клона 31 

березы бородавчатой. Появление каллусов 

наблюдали преимущественно из листового 

череш ка и в местах повреждений. Влияние 

агробактерий на экспланты клона 31 прояви-

лось в том, что произошла задержка форми-

рования адвентивных побегов. Так, в кон-

трольном варианте опыта 100% листовых 

эксплантов начали формировать адвентивные 

побеги к концу четвертой недели культиви-

рования. У растений, обработанных агробак- 

териальной суспензией (в трех вариантах 

опыта с OD60o -  0.1, 0.2 и 0.3), первые адвен-

тивные побеги появились только после шести 

недель культивирования. После восьми не-

дель культивирования произошла регенера-

ция 50% обработанных бактериальной сус-

пензией (ОБбоо=0.1) листьев. Обработка аг- 

робактериальной суспензией с оптической 

плотностью OD6oo= 0.2 и 0.3, привела к тому, 

что после шести недель культивирования на-

чался постепенный некроз листьев.

Таким образом, проведенные исследова-
ния показали, что агробактериальная суспен-

зия с оптической плотностью OD6oo, рав-

ная 0.05-0.1, являлась наиболее оптимальной 

для листовых эксплантов березы. Использо-

вание высоких концентраций агробактери- 

альной суспензии приводит к гибели экс-

плантов в течение первого месяца. Скорость 

регенерации растений также сильно умень-

шается или вовсе затухает.

Одновременно проводилась агробактери-

альная трансформация осины. В отличие от 

березы, листовые экспланты осины проявляли 

высокую жизнеспособность, и интенсивность 

регенерации была вне зависимости от кон-

центрации агробактериальной суспензии, в 

которую помещали листья. В случае с осиной 

происходила как регенерация через каллус, 

так и прямая регенерация и побеги появля-

лись непосредственно из черешка. Начало 

образования побегов у осины происходило 

после двух недель культивирования как в 

контрольном варианте, так и у трансформи-

рованных листьев. У эксплантов, обработан-

ных агробактериальной суспензией с плотно-

стью OD60o ~ 0 .1 , после трех недель культиви-

рования в 45% случаев образовались адвен-

тивные побеги, при варианте опыта с 

OD60o-  0.2 соответственно у 25% эксплантов, 

с OD60o~ 0.3 -  у 35%.
Проведенные исследования позволяют 

сделать вывод о том, что обработка Agrobacte-

rium tumifaciens оказывает различное воздейст-

вие на жизнеспособность различных кло-

нов березы.
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