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Надано оцінку генетично трансформованим незрілим зародкам в процесі культивування за дії гербіцидного навантаження та розглянуто їх основні показники росту та розвитку.
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Здатність рослин рости і розвиватися за дії гербіцидного навантаження є важливою сільськогосподарською ознакою. Проте стійкість до даного абіотичного фактора природно непритаманна кукурудзі і може бути набута нею лише шляхом внесення до її геному чужорідного гена стійкості до гербіцидів, зокрема шляхом генетичної трансформації: біолістичної або Agrobacterium-опосередкованої, кожна з яких має свої переваги і недоліки. 

Оскільки генетична трансформація переважно ведеться на базі калусної тканини, для якої відомі основні аспекти генетичної модифікації, з наступним отриманням рослин-регенерантів, актуальним є дослідження можливості генетичної трансформації незрілих зародків кукурудзи в процесі культивування. Мета роботи – надати оцінку ефективності генетичної трансформації шляхом біолістики незрілих зародків кукурудзи в процесі культивування за дії гербіцидного навантаження.

Біолістичну трансформацію виконували за модифікованою методикою B. Frame et al. (2000) з використанням плазмідної конструкції рАНС25 на базі Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України (м. Київ) у співробітництві з к.б.н. Б.В. Моргуном та к.б.н. І.О. Нітовською. Конструкція рАНС25 містила чужорідний ген bar з геному Streptomyces hygroscopicus. Ген bar забезпечує стійкість до гербіциду BASTA, діючою речовиною якого є фосфінотріцин. 

Матеріал для генетичної трансформації представляв собою 6-добові незрілі зародки лінії ДК267, які були отримані в процесі культивуван​ня invitro з незрілих зародків у віці 13-ти діб після запилення (довжиною 3-4 мм). Незрілі зародки культивувалися з використанням модифікованого середовища N6 (N6мод), яке вміщувало 1 мг/л 2,4-Д, 0,1 мг/л АБК та 30 г/л сахарози.

Для проведення генетичної трансформації 6-добові незрілі зародки пересаджували на середовище N6мод з додаванням 0,3 моль манітолу на 4 години, після чого на цьому ж середовищі піддавали біолістичній трансформації та залишали на ніч у темряві при 27С. З ранку наступного дня незрілі зародки переносили на середовище N6мод без манітолу на 5 діб, а після – на селективне середовищеN6мод з додаванням 5 мг/лфосфінотріцину та пасивували через тиждень у пробірки з таким самим селективним середовищем, але за виключення фітогормонів. Як негативний контроль використовували незрілі зародки, які не підлягали генетичній трансформації і субкультивувалися на середовищі з фосфінотріцином. Як позитивний контроль використовували незрілі зародки, яка не підлягали генетичній трансформації і субкультивувалися на середовищі без фосфінотріцину.

Аналіз проводили на 30-ту добу культивування незрілих зародків у пробірках. На цей момент кожен незрілий зародок сформував проросток, який і підлягав аналізу. Кількість листків на 1 проросток склала 1-2 шт. на початок культивування у пробірках для всіх варіантів досліду та 2,04±0,29 шт. для генетично трансформованих незрілих зародків та 2,21±0,30 і 4,47±0,91 шт. для негативного та позитивного контролю, відповідно, після 30 діб культивування у пробірках. Довжина пагона (зародкової вісі) на початок експерименту складала 20-30 мм для всіх варіантів досліду, а після 30 діб культивування у пробірках – 50,60±9,03 мм для генетично трансформованих незрілих зародків та 40,14±9,89 і 138,40±43,08 мм для негативного і позитивного контролю, відповідно. Бічні корені на момент висадки незрілих зародків у пробірки були відсутні, а через 30 діб їх кількість становила 2,32±0,66 шт. для генетично трансформованих незрілих зародків та 3,07±1,13 та 9,13±2,05 шт. для негативного та позитивного контролю, відповідно. Максимальна довжина бічного кореня на кінець експерименту становила 20,44±12,68 мм для генетично трансформованих зародків та 14,24±5,76 і 110,80±30,42 мм для негативного та позитивного контролю, відповідно. 

Таким чином, такі показники як кількість листків на 1 проросток, довжина пагона, кількість бічних коренів та максимальна довжина бічного кореня знаходилися на одному рівні для генетично трансформованих незрілих зародків та негативного контролю, разом з тим істотно відрізняючись від аналогічних показників позитивного контролю. Тобто, гербіцидне навантаження рівною мірою негативно впливало як на незрілі зародки у негативному контролі, так і на генетично трансформовані незрілі зародки. Подібність поводження генетично трансформованих незрілих зародків та негативного контролю пояснюється тим, що успішній генетичній трансформації могли піддатися лише деякі клітини експланту, а, отже, розвивався генетично нетрансформований проросток. Успішно трансформовані клітини потребували інших, ніж у даному експерименті для ембріокультури, умов культивування для калусогенезу та регенерації. Придатними до подальшої висадки у ґрунт виявилася лише проростки позитивного контролю. Негативний контроль та генетично трансформовані незрілі зародки загинули у пробірках. 

Таким чином, незважаючи на економічну привабливість використання незрілих зародків в процесі культивування для генетичної трансформації, вони не є перспективними для отримання на їх основі генетично трансформованих рослин, селекція на стійкість до гербіцидного навантаження на такому рівня неможлива. Генетичну трансформацію у кукурудзи на стійкість до гербіцидного навантаження слід вести на базі калусної тканини.

