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Оптимизация условий Agrobacterium – опосредованной трансформации хлопчатника 

В статье приведены данные по оптимизации условий Agrobacterium–опосредованной трансформации хлоп-
чатника сортов отечественной селекции. Выявлена оптимальная концентрация ацетосирингон (100 мкМ), оп-
тическая плотность суспензии бактерий (0,6) и время ко-культивации (48 часов) со штаммом A.tumefaciens 
LBA4404 для Agrobacterium–опосредованной трансформации эксплантов хлопчатника. Полученные результа-
ты закладывают базу для создания трансгенных растений отечественных сортов хлопчатника, устойчивых к 
гербициду Баста. 
Ключевые слова: хлопчатник, Agrobacterium–опосредованная трансформация.

Ш.А. Манабаева, А.О. Рахимжанова
Мақтаның Agrobacterium арқылы трансформациялау шарттарын оңтайландыру 

Мақалада мақтаның отандық селекция сұрыптарын Agrobacterium арқылы трансформациялаудың шарттарын 
оңтайландыру жөнінен мәліметтер келтірілген. Мақта экспланттарын Agrobacterium арқылы трансформациялау 
үшін ацетосирингонның (100мкМ) оңтайлы концентрациясы, бактерия суспензиясының оптикалық тығыздығы 
(0,6) мен Agrobacterium tumefaciens LBA4404 штамымен ко-культивациялау уақыты (48 сағат) анықталды. 
Алынған нәтижелер Баста гербицидіне төзімді отандық мақта сұрыптарының трансгенді өсімдіктерін алу үшін 
негіз қалайды. 
Түйін сөздер: мақта, Agrobacterium – арқылы трансформация

S.A. Manabayeva., A.O. Rahimzhanova
Optimization of Agrobacterium– mediated transformation conditions for cotton

In this article are provided a data on optimization of Agrobacterium–mediated transformation conditions for cotton 
domestic varieties. The optimal concentration of acetosyringone (100 μM), the optical density of a suspension of 
bacterial cells (0,6) and co-cultivations time (48 hours) with A.tumefaciens strain LBA4404 for the Agrobacterium-
mediated transformation of cotton explants are revealed. The results will be used for creation of transgenic plants of 
domestic cotton varieties resistant to herbicide Basta. 
Keywords: the cotton, the Agrobacterium-mediated transformation.

С помощью традиционных методов не всег-
да удается получить сорт устойчивый к абиоти-
ческим и биотическим факторам среды, поэтому 
существует повышенный интерес к применению 
биотехнологических методов в качестве аль-
тернативного подхода для генетического улуч-
шения хлопчатника. Генетически измененные 
растения с устойчивостью к различным классам 
гербицидов в настоящее время являются наибо-
лее успешным биотехнологическим продуктом. 
Установлено, что признак гербицидоустойчиво-
сти является моногенным и это облегчает воз-
можность использования технологии реком-

бинантной ДНК для передачи этого признака. 
Одним из наиболее широко применяемым гер-
бицидом для борьбы с однолетними и многолет-
ними сорняками является глюфоcинат аммония 
(фосфинотрицин, коммерческие названия – Ба-
ста, Либерти и Финал). В мире более 20 различ-
ных видов растений были трансформированы 
либо геном bar из S. hygroscopicus, либо геном 
pat из S. viridochromogenes кодирующих фосфи-
нотрицин-ацетилтрансферазу (РАТ) [1, 2]. Фос-
финотрицин, ингибитор глютамин-синтетазы, 
является активной составляющей глюфосината 
аммония [1]. Глюфосинат аммония обладает 
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контактным и локально-системным действием, 
усваивается зелеными частями растения и инги-
бирует активность фермента глутаминсинтета-
зы. Это приводит к накапливанию в клетке ток-
сичного соединения – аммиака, вызывающего 
ее гибель. Растение, в которое введен этот ген, 
обладает способностью продуцировать фосфи-
нотрицин-ацетилтрансферазу, который обеспе-
чивает устойчивость растения к глюфосинату. 

Материалы и методы
Объектом исследований являлись сорта 

хлопчатника Туркистан и М-4007 из коллекции 
Казахского научно-исследовательского инсти-
тута хлопководства. 

В качестве основной питательной среды на 
всех этапах культуры in vitro использовали ми-
неральную основу по прописи Мурасиге и Ску-
га (��������������������������������������������M�������������������������������������������С) [3]. В качестве регуляторов роста и раз-
вития в питательную среду вносили ауксины и 
цитокинины в различных концентрациях и ком-
бинациях. 

Для получения асептического растительного 
материала проводилось обеззараживание семян 
хлопчатника с применением стерилизующих 
агентов – 70% этанола, 3% раствора перекиси 
водорода и 10% раствора гипохлорита натрия с 
добавлением 1-2 капли Твина-20. 

Для агробактериальной трансформации хлоп- 
чатника использовали штаммы Agrobacterium 
tumefaciens LBA4404, EHA105 и AGL0, несущие 
бинарную плазмиду pBG7 содержащий ген фос-

финотрицин-ацетилтрансферазы и репортерный 
ген ß-D-глюкуронидазы. 

Эксперименты по трансформации хлоп-
чатника проводили методом инокуляции и 
ко-культивации эксплантов с суспензией агро-
бактерии. Для трансформации использовали 
экспланты 3-5 дневных проростков. Транзиент-
ная экспрессия гена GUS детектировали мето-
дом, разработанным Jefferson [2]. 

Результаты и их обсуждение
Среди способов генетической трансформа-

ции наиболее эффективным и надежным счи-
тается введение чужеродных генов с помощью 
Agrobacterium tumefaciens. При этом чужерод-
ные гены, как правило, стабильно интегриру-
ются и передаются от поколения к поколению 
согласно законам Менделя. В качестве реципи-
ентных систем для агробактериальной транс-
формации хлопчатника обычно используют 
вегетативные органы в качестве эксплантов – 
семядоли и гипокотили [4], апикальные мери-
стемы [5], эмбриогенные каллусные ткани [6]. 
Регенерация через соматический эмбриогенез 
из-за одноклеточного происхождения соматиче-
ских эмбриоидов уменьшает случаи химерной 
трансформации [7]. 

Выбор штамм A.tumefaciens оказывает зна-
чительный эффект на трансформацию. Напри-
мер, при использовании бинарного вектора для 
трансформации зерновых и некоторых двудоль-
ных растений [7], супервирулентный штамм 

Таблица 1 – Эффект LBA4404, EHA105 и AGLO на эффективность трансформации семядольных эксплантов 
сорта хлопчатника Туркистан и 4007

Штаммы
Фосфинотрицин устойчивые каллусы на семядольный эксплант через два месяца после трансформации

Туркистан 4007
Эксп. 1 Эксп. 2 Эксп. 3 Эксп. 1 Эксп. 2 Эксп. 3

LBA4404
2,5±0,3 2,8±0,2 2,6±0,3 2,1±0,2 2,7±0,3 2,5+0,2
n=58 n=53 n=65 n=64 n=56 n=60
34% 37% 30% 31% 35% 33%

EHA105
1,2±0,1 1,0±0,2 0,9±0,2 1,1±0,1 1,3±0,1 1,3±0,1
n=54 n=59 n=47 n=58 n=78 n=65
18% 16% 21% 17% 13% 15%

AGLO

1,0±0,2 1,1±0,2 0,9±0,1 1,5±0,2 1,0±0,1 0,9±0,1
n=43 n=67 n=46 n=53 n=43 n=49

23% 14% 19% 16% 20% 18%

Примечание: 1- n- количество семядольных эксплантов, 2- в % выражены количество эксплантов, индуцировавшие хотя бы 
один каллус.
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А281 и его производные EHA101 и EHA105 
оказались наиболее подходящими по сравне-
нию LBA4404. Для проведения экспериментов 
по агробактериальной трансформации хлопчат-
ника сорта Туркистан использовали штаммы 
Agrobacterium tumefaciens LBA4404, EHA105 и 
AGL0. 

Данные приведенные в таблице 1 свидетель-
ствуют, о том, что штамм LBA4404 является 
наиболее подходящим для трансформации экс-
плантов сортов хлопчатника Туркистан и 4007, 
чем ����������������������������������      EHA�������������������������������      105 и �������������������������    AGLO���������������������    . При этом выход фос-
финотрицин устойчивых каллусов варьировал 
от 30% до 37%. При использовании EHA105 и 
AGLO������������������������������������� наблюдали неконтролируемый рост бак-
терий на селективной среде, что не только угне-
тал индукцию каллусообразования, но и привел 
к некрозу эксплантов. 

В серии опытов по оптимизации условий 
трансформации изучили влияние параметров, 
влияющих на доставку ДНК (кассет экспрес-
сии) в клетки эксплантов: оптическую плот-
ность бактериальной суспензии (0,3; 0,6; 1,0), 
концентрацию ацетосирингона (100, 150, 200 
мкМ), время ко-инокуляции (30 и 60 минут) 
и ко-культивации (48 и 72 часа) эксплантов с 
агробактерией. Для хлопчатника присутствие 
ацетосирингон в средах, предназначенных, для 
инокуляции и ко-культивации является важным 
моментом. Для активации A.tumefaciens за 2 часа 
перед трансформацией в среду для инокуляции 
добавляли ацетосирингон в концентрациях 100, 
150, 200 мкМ. В этих же экспериментах изучили 
эффект оптической плотности суспензии бак-
терий, и времени ко-культивации на выживае-
мость трансформированных эксплантов.

Суммарные статистические данные, при-
веденные в таблице 2, свидетельствуют о том, 
что в использованных нами концентрациях, аце-
тосирингон не оказывает негативный эффект 
на выживаемость эксплантов, и на транзиент-
ную экспрессию гена GUS, кодирующий белок 
ß-D-глюкуронидазы. Наибольшее количество 
выживших эксплантов (55,6) были обнаруже-
ны при 48 часовой ко-культивации и О.П. бак-
териальной суспензии 0,3. Взаимосвязанный 
эффект между концентрацией ацетосирингона 
и оптической плотности суспензии бактерий 
также был значительным. Самое низкое количе-
ство выживаемость эксплантов (5,3) было обна-
ружено при О.П. бактериальной суспензии 1,0 
и концентрации ацетосирингона 200 мкМ, и в 
72-х часовой ко-культивации. Результаты экс-
периментов свидетельствуют, что 48 часовая 
ко-культивация эксплантов оказывается опти-
мальной. 

В дальнейших экспериментах по агробакте-
риальной трансформации эксплантов использо-
вали ацетосирингон в концентрации 100 мкМ, 
суспензию бактерий при О.П.= 0,6 и время ко-
культивация составило 48 часов. Для индукции 
каллусогенеза в первом варианте эксперимента 
была использована селективная среда МСДК с 
комбинацией гормонов 2,4-Д и кинетин, в кон-
центрациях 0,1 мг/л и 0,5 мг/л соответственно. 
Для индукции соматического эмбриогенеза 
была использована селективная среда МСАН с 
комбинацией гормонов 2���������������������iP������������������� и НУК в концентра-
циях 0,1 мг/л и 5мг/л соответственно. 

Мониторинг экспрессия гена GUS в систе-
ме транзиентной экспрессии показал, что наи-
большая частота транзиентной экспрессии гена 

Таблица 2 – Взаимосвязанный эффект оптической плотности суспензии бактерий, концентрации ацетоси-
рингона и времени ко-культивации на выживаемость трансформированных эксплантов

О.П. 
бактериальной 
суспензии (с)

48 часовая ко-культивация (а1)
Х

(ахс)

72 часовая ко-культивация (а2)
Х

(ахс)
Концентрация ацетосирингона 

(б)
Концентрация ацетосирингона 

(б)
100 мкМ 

(б1)
150 мкм 

(б2)
200 мкМ 

(б3)
100 мкМ 

(б1)
150 мкм 

(б2)
200 мкМ 

(б3)
0,3 57 56 54 55,6 54 52 55 53,6
0,6 48 45 43 45,3 44 42 43 43

1,0 10 7 4 7 9 5 2 5,3

а х б 38,3 33,6 33,6 35,6 33 33,3



203

ISSN 1563-0218                                                 KazNU Bulletin. Biology series. №1/1 (60). 2014                  

Ш.А. Манабаева, А.О. Рахимжанова

GUS достигается при продолжительности ино-
куляции эксплантов с агробактерией в течение 
30 минут, и при концентрации ацетосирингона 
100 µM. Согласно полученным данным, уровень 
транзиентной экспрессии гена ��������������  GUS�����������   у эксплан-
тов хлопчатника варьировал от 23% до 30%, что 
свидетельствует о низкой компетентности из-
ученных сортов хлопчатника к агробактериаль-
ной трансформации.

Таким образом, Agrobacterium-опосредован- 
ная трансформация была проведена, используя 
296 семядольных 197 гипокотильных, 103 кор-

невых эксплантов и каллусных тканей сорта 
хлопчатника Туркистан. Изучение взаимосвя-
занных эффектов между концентрацией аце-
тосирингон, оптической плотности суспензии 
бактерий и временем ко-культивация показало, 
что ацетосирингон в концентрации 100 мкМ, 
суспензия бактерий при О.П. = 0,6 и 48 часо-
вая ко-культивация со штаммом Agrobacterium 
tumefaciens LBA4404 является оптимальными 
для Agrobacterium – опосредованной трансфор-
мации эксплантов хлопчатника сортов Казах-
станской селекции.
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