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Äîñë³äæåíî âïëèâ òðèôëþîïåðàçèíó – ³íã³á³òîðà ñå-
ðèí/òðåîí³íîâèõ ïðîòå¿íê³íàç, à òàêîæ ãåí³ñòå¿íó – 
³íã³á³òîðà òèðîçèíîâèõ ïðîòå¿íê³íàç íà ÷àñòîòó Agro-
bacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ïîêðèòîíà-
ñ³ííèõ íà ïðèêëàä³ òþòþíó ÿê ìîäåëüíîãî îá’ºêòà. 
Âèâ÷åíî âïëèâ øèðîêîãî ä³àïàçîíó êîíöåíòðàö³é òðè-
ôëþîïåðàçèíó â³ä 10 äî 300 ìêÌ òà âñòàíîâëåíî, ùî 
çà âèêîðèñòàííÿ òðèôëþîïåðàçèíó ó êîíöåíòðàö³¿ 
10 ìêÌ ÷àñòîòà àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ 
ëèñòîâèõ äèñê³â òþòþíó ï³äâèùóâàëàñü íà 25 %. 
Ïàðàëåëüíî äîñë³äæåíî âïëèâ ä³àïàçîíó êîíöåíòðàö³é 
ãåí³ñòå¿íó â ìåæàõ 1–100 ìêÌ òà âñòàíîâëåíî íàé-
á³ëüø åôåêòèâíó éîãî êîíöåíòðàö³þ (100 ìêÌ) äëÿ 
àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ëèñòîâèõ äèñê³â òþ-
òþíó, ïðè ÿê³é ÷àñòîòà òðàíñôîðìàö³¿ ï³äâèùóâàëàñü 
íà 12 %. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíà òðàíñ-
ôîðìàö³ÿ, Nicotiana tabacum, ³íã³á³òîðè ñåðèí/òðåîí³-
íîâèõ òà òèðîçèí-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç.

Âñòóï. Agrobacterium tumefaciens ïðèòàìàííà óí³-
êàëüíà âëàñòèâ³ñòü ïåðåíîñèòè ìîëåêóëó ÄÍÊ 
â ðîñëèííó êë³òèíó çà äîïîìîãîþ ïðîöåñó, â³-
äîìîãî ÿê ãîðèçîíòàëüíå ïåðåíåñåííÿ ãåí³â [1,
2]. Ó ïîð³âíÿíí³ ç ³íøèìè íàéá³ëüø âæèâà-
íèìè ìåòîäàìè ïåðåíåñåííÿ ÷óæîð³äíî¿ ÄÍÊ
ó ÿäðî ðîñëèííî¿ êë³òèíè, òàêèìè ÿê á³îáàë³ñ-
òè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ, åëåêòðîïîðàö³ÿ òà ì³êðî-
³í’ºêö³ÿ, ìàº î÷åâèäí³ ïåðåâàãè òðàíñôîðìàö³ÿ 
çà äîïîìîãîþ Agrobacterium tumefaciens [3, 4].
Àãðîáàêòåð³àëüíèé ìåòîä òðàíñôîðìàö³¿ äîçâî-
ëÿº ââîäèòè â ðîñëèíó âåëèê³ çà ðîçì³ðîì ãå-

íåòè÷í³ êîíñòðóêö³¿, ïðèçâîäèòü äî ì³í³ìàëü-
íèõ ïîðóøåíü â ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà, ùî ïåðå-
íîñèòüñÿ, à òàêîæ íå ïîòðåáóº âèêîðèñòàííÿ 
ñïåö³àëüíîãî óñòàòêóâàííÿ. 

Â³äîìî, ùî âçàºìîä³ÿ ì³æ àãðîáàêòåð³ºþ òà
ðîñëèíîþ ðåãóëþºòüñÿ ð³çíîìàí³òíèìè õ³ì³÷-
íèìè ñèãíàëàìè, ùî ìîæóòü âïëèâàòè íà â³ðó-
ëåíòí³ñòü áàêòåð³¿, îäíàê ìîëåêóëÿðí³ ìåõàí³ç-
ìè öüîãî ÿâèùà äî öüîãî ÷àñó îñòàòî÷íî íå 
ç’ÿñîâàí³ [1, 5–7]. Àãðîáàêòåð³àëüíå ³íô³êóâàí-
íÿ ðîñëèí ÿâëÿº ñîáîþ ñêëàäíå ÿâèùå, ÿêå 
çàçâè÷àé ðîçïî÷èíàºòüñÿ ³ç ïîøêîäæåííÿ ðîñ-
ëèííèõ òêàíèí, ùî ïðèçâîäèòü äî ïðîäóêö³¿ 
ôåíîëüíèõ ñïîëóê, òàêèõ ÿê àöåòîñèð³íãîí [6, 
8]. Àöåòîñèð³íãîí àêòèâóº ðåã³îí â³ðóëåíòíèõ 
ãåí³â â áàêòåð³àëüí³é ïëàçì³ä³. Â ñâîþ ÷åðãó 
ðîñëèíà äëÿ çàõèñòó â³ä ³íâàç³¿ çàïóñêàº ìå-
õàí³çìè åêñïðåñ³¿ òà àêòèâàö³¿ ðÿäó çàõèñíèõ 
á³ëê³â, ùî ïðèãí³÷óþòü ä³þ ïàòîãåíà òà ïå-
ðåøêîäæàþòü ïåðåíåñåííþ Ò-ÄÍÊ â ðîñëèííó 
êë³òèíó [5, 6, 8, 9]. Òàêèì ÷èíîì, ï³ä ÷àñ ïðî-
öåñó âçàºìîä³¿ ðîñëèíè òà àãðîáàêòåð³¿ àêòè-
âóþòüñÿ ö³ë³ êàñêàäè õ³ì³÷íèõ ðåàêö³é, ñïðÿ-
ìîâàí³ íà çàõèñò ðîñëèííî¿ êë³òèíè â³ä áàê-
òåð³àëüíî¿ ³íâàç³¿ [5, 10].

Âèçíà÷àëüíó ðîëü â öèõ ñèãíàëüíèõ êàñêà-
äàõ â³ä³ãðàþòü òàê³ ô³òîãîðìîíè, ÿê ³íäîë³ë-3-
îöòîâà êèñëîòà, ñàë³öèëîâà êèñëîòà òà åòèëåí 
[1, 6, 10]. Â³äïîâ³äíî, â îïîñåðåäêóâàíí³ ðåãó-
ëÿòîðíî¿ ä³¿ ô³òîãîðìîí³â ìàþòü áóòè çàä³ÿí³ 
ð³çí³ ãðóïè ïðîòå¿íê³íàç òà ïðîòå¿íôîñôàòàç, 
ùî ôîñôîðèëþþòü ö³ëüîâ³ á³ëêè [2, 10, 11]. 
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Çîêðåìà, ï³ñëÿ òîãî ÿê ðîñëèíà ðîçï³çíàëà 
áàêòåð³þ çà äîïîìîãîþ ìîëåêóë, àñîö³éîâàíèõ 
ç³ ñïåöèô³÷íèì ïàòîãåíîì, àêòèâóºòüñÿ ðÿä 
ñèãíàëüíèõ ïðîòå¿íê³íàç, çîêðåìà ì³òîãåí-àê-
òèâîâàí³ ïðîòå¿íê³íàçè (MAPK) [2, 10]. Ðÿä 
ô³òîãîðìîí³â, ó òîìó ÷èñë³ ³íäîë³ë-3-îöòîâà 
êèñëîòà, êîíòðîëþþòü ðîáîòó áàãàòüîõ òèï³â
Ca2+-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç [12]. Ç’ÿâëÿºòüñÿ 
òàêîæ âñå á³ëüøå äîêàç³â ñòîñîâíî ó÷àñò³ òè-
ðîçèíê³íàç òà òèðîçèíôîñôàòàç â îïîñåðåä-
êóâàíí³ ä³¿ ô³òîãîðìîí³â [12, 13]. Î÷åâèäíî, 
ð³çí³ òèïè ïðîòå¿íê³íàç, ùî çäàòí³ ôîñôîðè-
ëþâàòè ÿê ñåðèí/òðåîí³íîâ³, òàê ³ òèðîçèíî-
â³ àì³íîêèñëîòí³ çàëèøêè, çàëó÷åí³ íå ëèøå 
äî ðåãóëÿö³¿ ïðîíèêíåííÿ àãðîáàêòåð³àëüíîãî 
ïàòîãåíà ó ðîñëèííó êë³òèíó, àëå é äî ðåãóëÿ-
ö³¿ âíóòð³øíüîêë³òèííîãî òðàíñïîðòó Ò-ÄÍÊ, 
â òîìó ÷èñë³ ³ çà ó÷àñò³ öèòîñêåëåòó [11]. Òîìó 
ëîã³÷íî ïðèïóñòèòè, ùî ³íã³áóâàííÿ ó÷àñò³ 
ïðîòå¿íê³íàç ó çàõèñíèõ ðåàêö³ÿõ ðîñëèíè ìî-
æå ïðèçâîäèòè äî çàáåçïå÷åííÿ êðàùèõ óìîâ 
äëÿ âçàºìîä³¿ Agrobacterium tumefaciens ç ðîñ-
ëèííîþ êë³òèíîþ òà ïîñèëåíîþ ³íòåãðàö³ºþ 
÷óæîð³äíî¿ ÄÍÊ ç ðåöèï³ºíòíèì ãåíîìîì.

Íå òàê äàâíî âñòàíîâëåíî, ùî âèêîðèñòàí-
íÿ ³íã³á³òîð³â Ca2+-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç (òðè-
ôëþîïåðàçèí) òà ïðîòå¿íôîñôàòàç (îêàäà¿íîâà 
êèñëîòà) çíà÷íî ï³äâèùóº åôåêòèâí³ñòü àãðî-
áàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ åìáð³î¿ä³â ñîñíè
á³ëî¿ [14]. Ó ïîäàëüøîìó íàìè áóëî çàïðîïî-
íîâàíî âèêîðèñòîâóâàòè òðèôëþîïåðàçèí äëÿ 
ïîêðàùåííÿ åôåêòèâíîñò³ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ òþòþíó [15], à òàêîæ ïðîäå-
ìîíñòðîâàíî, ùî äîäàâàííÿ äî ñåðåäîâèùà 
äëÿ êî-êóëüòèâóâàííÿ ³íã³á³òîðà Ca2+-êàëüìî-
äóë³í-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç W7 ïðèçâîäèëî
äî çíà÷íîãî ï³äâèùåííÿ ÷àñòîòè ðåãåíåðàö³¿
òà øâèäêîñò³ ðîñòó ðîñëèí-ðåãåíåðàíò³â òþ-
òþíó ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì [16]. Òîìó 
ìåòîþ íèí³øíüîãî äîñë³äæåííÿ ñòàëî ïîãëèá-
ëåíå âèâ÷åííÿ çàêîíîì³ðíîñòåé âïëèâó òðè-
ôëþîïåðàçèíó íà åôåêòèâí³ñòü àãðîáàêòåð³-
àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ Nicotiana tabacum, à òà-
êîæ ìîæëèâîñòåé çàñòîñóâàííÿ ç ö³ºþ æ ìåòîþ 
³íã³á³òîðà òèðîçèíê³íàç – ãåí³ñòå¿íó.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Âèõ³äíèì ìàòåð³àëîì 
äëÿ ââåäåííÿ â êóëüòóðó in vitro áóëî íàñ³ííÿ N. 
tabacum, ÿêå ñòåðèë³çóâàëè ó 5%-íîìó ðîç÷èí³ 
ã³ïîõëîðèòó íàòð³þ ïðîòÿãîì 10 õâ ç íàñòóï-
íèì òðèðàçîâèì â³äìèâàííÿì ó ñòåðèëüí³é äèñ-

òèëüîâàí³é âîä³ [17]. Ïðîðîùóâàííÿ íàñ³ííÿ 
òà êóëüòèâóâàííÿ îòðèìàíèõ ðîñëèí (ïðîòÿ-
ãîì îäíîãî ì³ñÿöÿ) çä³éñíþâàëè íà áåçãîðìî-
íàëüíîìó ñåðåäîâèù³ Ìóðàñèãå–Ñêóãà (ÌÑ) 
[18]. Äëÿ îö³íêè ðåãåíåðàö³éíîãî ïîòåíö³àëó 
åêñïåðèìåíòàëüíîãî ìàòåð³àëó ìåõàí³÷íî ïîø-
êîäæåí³ åêñïëàíòè ìîëîäèõ ëèñòê³â (ëèñòîâ³ 
äèñêè) òþòþíó ðîçì³ðîì 1,5–2,5 ñì2 âèñàä-
æóâàëè íà ñåðåäîâèùå ÌÑ, ÿêå ì³ñòèëî 1 ìã/ë 
6-áåíçèëàì³íîïóðèíó (ÁÀÏ) («Sigma», ÑØÀ) 
òà 0,1 ìã/ë íàôòèëîöòîâî¿ êèñëîòè (ÍÎÊ) 
(«Sigma», ÑØÀ). Ó êîæíó ÷àøêó Ïåòð³ âè-
ñàäæóâàëè ïî ï’ÿòü ëèñòîâèõ äèñê³â. Çàãàëîì
â êîæíîìó äîñë³ä³ áóëî ïðîàíàë³çîâàíî ïî 
125 åêñïëàíò³â. ×àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ âèçíà÷àëè
÷åðåç òðè òèæí³ ï³ñëÿ ïî÷àòêó êóëüòèâóâàííÿ
ÿê ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ åêñïëàíò³â ç ðåãå-
íåðîâàíèìè ïàãîíàìè äî çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ 
âèñàäæåíèõ åêñïëàíò³â.

Äëÿ äîñë³äæåííÿ âïëèâó ³íã³á³òîð³â ïðîòå¿í-
ê³íàç íà ÷àñòîòó àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìà-
ö³¿ âèêîðèñòîâóâàëè ³íã³á³òîð Ñà2+-êàëüìîäó-
ë³í-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç, òðèôëþîïåðàçèí, 
òà ³íã³á³òîð òèðîçèíîâèõ ïðîòå¿íê³íàç, ãåí³ñòå¿í 
(«Sigma», ÑØÀ), ÿê³ äîäàâàëè äî ñåðåäîâèùà 
äëÿ êî-êóëüòèâóâàííÿ ³ç àãðîáàêòåð³ºþ. ²íã³á³-
òîðè ðîç÷èíÿëè ó âîä³, ìàòî÷í³ ðîç÷èíè (10 ìÌ)
çáåð³ãàëè ïðè –20 °Ñ. Ó ïîäàëüøîìó ¿õ âèêî-
ðèñòîâóâàëè â åêñïåðèìåíòàõ ó øèðîêîìó ä³à-
ïàçîí³ êîíöåíòðàö³é: òðèôëþîïåðàçèíó – â³ä 
10 äî 300 ìêÌ òà ãåí³ñòå¿íó – â³ä 1 äî 100 ìêÌ.

Äëÿ ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ âèêîðèñòî-
âóâàëè øòàì AGL1 Agrobacterium tumefaciens, 
ÿêèé ì³ñòèâ ïëàçì³äó pGH217 ç ðåïîðòåðíèì 
ãåíîì �-ãëþêóðîí³äàçè (gus) ï³ä êîíòðîëåì
35S ïðîìîòîðà â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñ-
òè (ÂÌÖÊ) ³ nos-òåðì³íàòîðà, à òàêîæ ñåëåê-
òèâíèé ìàðêåðíèé ãåí hpt, ùî çàáåçïå÷óº ñò³é-
ê³ñòü äî ã³ãðîì³öèíó ó òðàíñôîðìàíò³â. Ïëàçì³äà 
ëþá’ÿçíî íàäàíà ä-ðîì Â. Ðàä÷óêîì (²íñòè-
òóò ãåíåòèêè ðîñëèí ³ äîñë³äæåííÿ êóëüòóðíèõ 
ðîñëèí, Ãàòåðñëåáåí, Í³ìå÷èííà) (ðèñ. 1). Ïå-
ðåíåñåííÿ ãåíåòè÷íî¿ êîíñòðóêö³¿ pGH217 ó 
ñóïåðâ³ðóëåíòíèé øòàì AGL1 Agrobacterium 
tumefaciens çä³éñíþâàëè çã³äíî ç îïèñàíèì ðà-
í³øå ìåòîäîì [14]. Äëÿ öüîãî í³÷íó êóëüòóðó 
àãðîáàêòåð³¿ âèðîùóâàëè â 50 ìë ð³äêîãî ñå-
ðåäîâèùà LB, äîïîâíåíîãî ñïåêòèíîì³öèíîì 
ó êîíöåíòðàö³¿ 100 ìã/ë òà ð³ôàìï³öèíîì ó 
êîíöåíòðàö³¿ 50 ìã/ë ïðè ïîñò³éíîìó ïåðå-
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ì³øóâàíí³ íà îðá³òàëüíîìó øåéêåð³ çà òåìïå-
ðàòóðè 28 îÑ.

Äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ òðàíñãåííî¿ ïðèðîäè îò-
ðèìàíèõ ðîñëèí òà äåòåêö³¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà-
³íòåðåñó ³ ðåïîðòåðíîãî ãåíà gus ïðîâîäèëè ¿õ
ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèé àíàë³ç. Ç³ çðàçê³â â³ä-
ñåëåêòîâàíèõ íà ã³ãðîì³öèí³ ë³í³é òþòþíó òà 
êîíòðîëüíèõ ðîñëèí áóëî âèä³ëåíî ãåíîìíó 
ÄÍÊ çà ìåòîäîì ÑÒÀÁ [19]. Íàÿâí³ñòü ïî-
ñë³äîâíîñò³ ãåíà gus âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ 
ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ). Äî 
ñêëàäó ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ (îá’ºìîì 25 ìêë) âõî-
äèëè 5× ÏËÐ-áóôåðà («Helicon», ÐÔ), 2 ìêë 
ÄÍÊ, ïî 0,5 ìêë ñïåöèô³÷íèõ ïðàéìåð³â äî 
ãåíà gus (5�-gcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgat-3�
òà 5�-tgtttgcctccctgctgcggttttcaccgaag-3�), 1 ìêë 
dNTP («Sigma», Í³ìå÷÷èíà) òà 0,5 ìêë Taq-
ïîë³ìåðàçè («Fermentas», Ëèòâà). 

Ðåàêö³þ ïðîâîäèëè íà àìïë³ô³êàòîð³ PCR 
Applied Biosystem 2720 (ÑØÀ), 40 öèêë³â çà íàñ-
òóïíèõ óìîâ: 95 îÑ (30 ñ); 72 îÑ (40 ñ), 67 îÑ 
(40 ñ); ê³íöåâà ïîë³ìåðèçàö³ÿ – 72 îÑ (7 õâ).

Ðîçì³ð àìïë³ô³êîâàíîãî ôðàãìåíòà ñêëàäàâ 
632 ï.í., ùî â³äïîâ³äàº ïîçèòèâíîìó êîíòðîëþ 
(ðîçì³ðó àìïë³êîíó çà âèêîðèñòàííÿ êîíñòðóêö³¿ 
ðGH217 ÿê ìàòðèö³ äëÿ ÏËÐ). ÄÍÊ íåòðàíñ-
ôîðìîâàíèõ ðîñëèí (íåãàòèâíèé êîíòðîëü) ³
â³äïîâ³äíèé âåêòîð (ïîçèòèâíèé êîíòðîëü) àì-
ïë³ô³êóâàëè çà àíàëîã³÷íèõ óìîâ. Ïðîäóêòè 
ðåàêö³¿ ðîçä³ëÿëè â 2%-íîìó àãàðîçíîìó ãåë³ òà 
â³çóàë³çóâàëè áðîìèñòèì åòèä³ºì. 

Äëÿ âèçíà÷åííÿ íàéá³ëüø îïòèìàëüíèõ óìîâ
àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ëèñòîâèõ äèñ-
ê³â øòàìîì AGL1 ïðîâîäèëè ñåð³þ òðàíñôîð-
ìàö³é ç âèêîðèñòàííÿì ð³çíî¿ îïòè÷íî¿ ù³ëü-
íîñò³ àãðîáàêòåð³¿ (OD600) òà òðèâàëîñò³ ¿¿ êî-
êóëüòèâóâàííÿ ç åêñïëàíòàìè. Äëÿ öüîãî áàêòåð³þ 
îñàäæóâàëè öåíòðèôóãóâàííÿì (14 000 îá/õâ)
ïðîòÿãîì 5 õâ, ñóïåðíàòàíò âèäàëÿëè, à îñàä 
ïåðåä ³íîêóëÿö³ºþ ðåñóñïåíäóâàëè ó ð³äêîìó 
ñåðåäîâèù³ ÌÑ äî äîñÿãíåííÿ îïòè÷íî¿ ù³ëü-
íîñò³ áàêòåð³¿ ó ìåæàõ 0,2. Òðèâàë³ñòü êî-êóëü-
òèâóâàííÿ åêñïëàíò³â ç àãðîáàêòåð³ºþ ñòàíî-

âèëà â³ä 24 äî 72 ãîä. Äëÿ âèáîðó ñåëåêòèâ-
íî¿ êîíöåíòðàö³¿ ã³ãðîì³öèíó ïîïåðåäíüî äî-
ñë³äæóâàëè âïëèâ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é (1–
15 ìã/ë) öüîãî àíòèá³îòèêà íà æèòòºçäàò-
í³ñòü åêñïëàíò³â.

Äëÿ ã³ñòîõ³ì³÷íîãî âèçíà÷åííÿ åêñïðåñ³¿ ðå-
ïîðòåðíîãî ãåíà gus ó òêàíèíàõ N. tabacum ï³ñ-
ëÿ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ âèêîðèñòî-
âóâàëè 5-áðîì-4-õëîð-3-³íäîë³ëãëþêîðîí³ä (Õ-
Gluc) («Sigma», ÑØÀ ). Ó ðåçóëüòàò³ ðåàêö³¿ ç 
äàíèì ñóáñòðàòîì â îáëàñò³ ëîêàë³çàö³¿ ôåðìåíòó
â òðàíñãåííèõ êë³òèíàõ óòâîðþâàâñÿ îñàä ñè-
íüîãî êîëüîðó [20]. Äëÿ îö³íêè GUS-åêñïðåñ³¿
÷åðåç òðè äîáè ï³ñëÿ ïðîâåäåííÿ Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ äîâ³ëüíî â³äáè-
ðàëè ïî äåñÿòü åêñïëàíò³â ç êîæíî¿ ïðîáè. Íà-
äàë³ 2,5 ìã Õ-Gluc çì³øóâàëè ç 5 ìë áóôåðíîãî 
ðîç÷èíó (0,1 Ì ôîñôàòíèé áóôåð, 0,5 ìÌ 
ôåðèö³àí³äó ³ ôåðîö³àí³äó êàë³þ, 1%-íèé Tðèòîí 
X-100) òà çáåð³ãàëè ïðè –20 îÑ.

Äëÿ äåòåêö³¿ GUS-åêñïðåñ³¿ â³ä³áðàí³ åêñ-
ïëàíòè ïðîìèâàëè ó ôîñôàòíîìó áóôåð³, ï³ä-
ñóøóâàëè íà ô³ëüòðóâàëüíîìó ïàïåð³, ï³ñëÿ 
÷îãî äîäàâàëè ðîç÷èí Õ-Gluc òà âèòðèìóâàëè 
ï³ä âàêóóìîì 15 õâ. Îáðîáëåí³ òêàíèíè ³íêó-
áóâàëè â òåðìîñòàò³ çà 37 îÑ ïðîòÿãîì äîáè. 
Ïîò³ì åêñïëàíòè ïðîìèâàëè 70%-íèì åòèëî-
âèì ñïèðòîì òà çàëèøàëè ó ñïèðò³ íà 3 ãîä 
äëÿ çíåáàðâëåííÿ [20]. Âèñíîâêè ïðî íàÿâ-
í³ñòü åêñïðåñ³¿ ãåíà gus ðîáèëè, ï³äðàõîâóþ÷è 
ê³ëüê³ñòü ñèí³õ çîí íà åêñïëàíò. Äëÿ öüîãî áðà-
ëè ëèñòêè îäíàêîâîãî ðîçì³ðó òà â³êó. GUS-
åêñïðåñ³þ îö³íþâàëè â³çóàëüíî, âñòàíîâëþþ-
÷è ³íòåíñèâí³ñòü çàáàðâëåííÿ ó ñèí³é êîë³ð 
òêàíèí ëèñòêà, òà ê³ëüê³ñòü òàêèõ çàáàðâëåíèõ 
çîí íà ëèñòîê ç íàñòóïíèì ï³äðàõóíêîì ñå-
ðåäíüîãî ïîêàçíèêà. Åêñïåðèìåíòè ïðîâîäèëè ó 
òðüîõ ïîâòîðíîñòÿõ, ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó îòðè-
ìàíèõ äàíèõ – çã³äíî ç ìåòîäèêîþ Ëàê³íà [21].

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Îñ-
ê³ëüêè ÷àñòîòà òà åôåêòèâí³ñòü ãåíåòè÷íî¿ òðàíñ-
ôîðìàö³¿, çîêðåìà àãðîáàêòåð³àëüíî¿, çàëåæèòü 
â³ä òèïó åêñïëàíòà òà éîãî çäàòíîñò³ äî åôåê-

Ðèñ. 1. Ñõåìà êîíñòðóêö³¿ pGH217: LB ³ RB – ë³âà òà ïðàâà ãðàíèö³ Ò-ÄÍÊ, P35S – 35S ïðîìîòîð ÂÌÖÊ, 
GUS – ãåí �-ãëþêóðîí³äàçè, Tnos – íîïàë³íîâèé òåðì³íàòîð, hpt – ãåí ñò³éêîñò³ äî ã³ãðîì³öèíó
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òèâíî¿ ðåãåíåðàö³¿, íàìè ïîïåðåäíüî áóëî îö³-
íåíî ðåãåíåðàö³éíèé ïîòåíö³àë ëèñòîâèõ åêñ-
ïëàíò³â (äèñê³â) N. tabacum. Âñòàíîâëåíî, ùî 
÷àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â ç ëèñòîâèõ äèñê³â 
òþòþíó ñêëàäàº áëèçüêî 97 %, à â ñåðåäíüîìó 
íà êîæíîìó åêñïëàíò³ ôîðìóâàëîñü ÷îòèðè ðîñ-
ëèíè-ðåãåíåðàíòè. Ïîïåðåäíüî äëÿ âèáîðó ñå-
ëåêòèâíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ã³ãðîì³öèíó («Duchefa», 
Í³ìå÷÷èíà) äîñë³äæóâàëè éîãî âïëèâ ó ð³çíèõ 
êîíöåíòðàö³ÿõ (1–15 ìã/ë) íà æèòòºçäàòí³ñòü 
åêñïëàíò³â ï³ñëÿ òðüîõ òèæí³â ¿õíüîãî êóëüòè-
âóâàííÿ ó ïðèñóòíîñò³ ñåëåêòèâíîãî àãåíòà. 
Âèÿâëåíî, ùî ñàìå êîíöåíòðàö³ÿ 5 ìã/ë öüîãî 
àíòèá³îòèêà º íàéá³ëüø åôåêòèâíîþ äëÿ ñå-
ëåêö³¿ òðàíñãåííèõ ë³í³é N. tabacum. Ç ìåòîþ 
âèçíà÷åííÿ óìîâ äëÿ íàéá³ëüø åôåêòèâíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ ëèñòîâèõ äèñê³â N. tabacum çà 
äîïîìîãîþ øòàìó AGL1 A. tumefaciens, ùî 
ì³ñòèâ ïëàçì³äó pGH217, ïðîâåäåíî âèâ÷åííÿ
âïëèâó îïòè÷íî¿ ù³ëüíîñò³ àãðîáàêòåð³¿ òà òðè-
âàëîñò³ ¿¿ êî-êóëüòèâóâàííÿ ç âèõ³äíèìè åêñ-
ïëàíòàìè. Âèÿâèëîñü, ùî íàéêðàù³ óìîâè äëÿ
òðàíñôîðìàö³¿ çàáåçïå÷óâàëî âèêîðèñòàííÿ àãðî-
áàêòåð³¿ ç îïòè÷íîþ ù³ëüí³ñòþ OD600= 0,2, à
íàéåôåêòèâí³øèé ÷àñ êî-êóëüòèâóâàííÿ âèõ³ä-
íîãî ìàòåð³àëó ç áàêòåð³ºþ ñòàíîâèâ 48 ãîä. 
Ïðè öüîìó ÷àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â ç åêñ-
ïëàíò³â íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³, ÿêå ì³ñ-
òèëî 5 ìã/ë ã³ãðîì³öèíó, ñÿãàëà 75 %. 

Ï³ñëÿ êî-êóëüòèâóâàííÿ ç A. tumefaciens åêñ-
ïëàíòè íà 7 äí³â ïåðåíîñèëè ó ñåðåäîâèùå 
ÌÑ, ÿêå ì³ñòèëî 1 ìã/ë ÁÀÏ, 0,1 ìã/ë ÍÎÊ, 
5 ìã/ë ã³ãðîì³öèíó òà 400 ìã/ë öåôîòàêñèìó 
äëÿ åë³ì³íàö³¿ àãðîáàêòåð³¿. Ïîò³ì ¿õ ïåðåñàä-

æóâàëè íà àíàëîã³÷íå çà ñêëàäîì ñåðåäîâèùå, 
àëå áåç öåôîòàêñèìó. 

Ïåðåä ïî÷àòêîì åêñïåðèìåíò³â ç âèâ÷åííÿ
âïëèâó ³íã³á³òîð³â íà åôåêòèâí³ñòü àãðîáàêòå-
ð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ íåîáõ³äíî áóëî îö³íè-
òè âïëèâ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é ³íã³á³òîð³â ïðî-
òå¿íê³íàç íà ðåãåíåðàö³þ ëèñòêîâèõ åêñïëàíò³â 
N. tabacum. Ïðè äîñë³äæåíí³ òðèôëþîïåðàçèíó 
íà ðåãåíåðàö³þ åêñïëàíò³â âèÿâëåíî, ùî çà-
ñòîñóâàííÿ öüîãî ³íã³á³òîðà Ca2+-çàëåæíèõ ïðî-
òå¿íê³íàç ó âèñîêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ (200 òà 
300 ìêÌ) ïðèçâîäèëî äî íåêðîçó ëèñòîâèõ 
äèñê³â ÷åðåç 7 ä³á ï³ñëÿ ïî÷àòêó ¿õ êóëüòè-
âóâàííÿ íà ñåðåäîâèù³ äëÿ ðåãåíåðàö³¿ ïàãî-
í³â. Ïðè äîäàâàíí³ äî äàíîãî ñåðåäîâèùà òðè-
ôëþîïåðàçèíó â íèæ÷èõ êîíöåíòðàö³ÿõ (50–
150 ìêÌ) ÷àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ ðîñëèí ó ïî-
ð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì ñòàíîâèëà 58, 46 òà 27 % 
â³äïîâ³äíî. Ðàí³øå áóëî ïðîäåìîíñòðîâàíî, ùî 
òðèôëþîïåðàçèí â êîíöåíòðàö³¿ 50 ìêÌ ³íã³-
áóº ð³ñò ïðîðîñòê³â ìîðêâè òà ðåäüêè [22]. Ó 
òîé æå ÷àñ çà âèêîðèñòàííÿ òðèôëþîïåðàçèíó 
ó êîíöåíòðàö³ÿõ 10 òà 25 ìêÌ ÷àñòîòà ðåãå-
íåðàö³¿ ñêëàäàëà 100 òà 99 % â³äïîâ³äíî. Îòæå, 
òðèôëþîïåðàçèí ó êîíöåíòðàö³ÿõ 10 òà 25 ìêÌ 
íå âïëèâàâ íåãàòèâíî íà ðåãåíåðàö³þ ïàãîí³â ³ 
íå çíèçóâàâ ïîêàçíèê³â ¿¿ ÷àñòîòè. 

Íà íàñòóïíîìó åòàï³ ðîáîòè ïðîàíàë³çóâà-
ëè âïëèâ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é òðèôëþîïåðà-
çèíó íà ÷àñòîòó ñòàá³ëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ åêñ-
ïëàíò³â N. tabacum. Òàê, ïðè äîäàâàíí³ éîãî 
äî ñåðåäîâèùà äëÿ êî-êóëüòèâóâàííÿ åêñïëàí-
ò³â ç àãðîáàêòåð³ºþ ó êîíöåíòðàö³ÿõ 10 òà 
25 ìêÌ ÷àñòîòà òðàíñôîðìàö³¿ ñòàíîâèëà 98
òà 97 % â³äïîâ³äíî, òîä³ ÿê ó ïðèñóòíîñò³ 
öüîãî ³íã³á³òîðà Ca2+-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç 
ó êîíöåíòðàö³ÿõ 50, 100 òà 150 ìêÌ ÷àñòîòà 
òðàíñôîðìàö³¿ ñêëàäàëà 50, 40 òà 20 % â³äïî-
â³äíî ó ïîð³âíÿíí³ ³ç êîíòðîëåì, äëÿ ÿêîãî 
öåé ïîêàçíèê áóâ íà ð³âí³ 73 % (ðèñ. 2). Òàêèì 
÷èíîì, íàéá³ëüø åôåêòèâíèìè êîíöåíòðàö³-
ÿìè òðèôëþîïåðàçèíó äëÿ ï³äâèùåííÿ ÷àñòî-
òè àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ëèñòêî-
âèõ åêñïëàíò³â òþòþíó áóëè êîíöåíòðàö³¿ 10 
òà 25 ìêÌ. Çà öèõ óìîâ ÷àñòîòà Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ çðîñòàëà ìàé-
æå íà 25 %. Òèïîâ³ ðåçóëüòàòè ðåãåíåðàö³¿ ðîñ-
ëèí ç ïðîòðàíñôîðìîâàíèõ åêñïëàíò³â òþòþ-
íó, â³ä³áðàíèõ íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ ç 
5 ìêÌ ã³ãðîì³öèíó, çà óìîâ âèêîðèñòàííÿ ð³ç-

Ðèñ. 2. ×àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â òà àãðîáàêòå-
ð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ òþòþíó (ïî âåðòèêàë³, %)
çà âèêîðèñòàííÿ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é òðèôëþîïå-
ðàçèíó (ïî ãîðèçîíòàë³, ìêÌ) 
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íèõ êîíöåíòðàö³é òðèôëþîïåðàçèíó ïðåäñòàâ-
ëåíî íà ðèñ. 3. 

Cë³ä çàçíà÷èòè, ùî îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè äå-
ùî â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä òèõ, ùî îäåðæàíî ïðè 
äîñë³äæåíí³ âïëèâó ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é òðè-
ôëþîïåðàçèíó (50–350 ìêÌ) íà åôåêòèâí³ñòü 
Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ 
åìáð³î¿ä³â ñîñíè á³ëî¿ [14]. Àâòîðàìè íàâåäåíî¿ 
ðîáîòè âèÿâëåíî, ùî äîäàâàííÿ äî ñåðåäîâèùà 
äëÿ êî-êóëüòèâóâàííÿ äàíîãî ³íã³á³òîðà Ca2+-
çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç â êîíöåíòðàö³¿ 150 ìêÌ
ï³äâèùóâàëî åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîðìàö³¿ ñîñ-
íè ó 2,5 ðàçó. Ó òîé æå ÷àñ âèêîðèñòàííÿ òðè-
ôëþîïåðàçèíó ó òàê³é êîíöåíòðàö³¿ äëÿ òðàíñ-
ôîðìàö³¿ ëèñòîâèõ äèñê³â òþòþíó ïðèçâîäèëî 
äî ³íòåíñèâíî¿ íåêðîòèçàö³¿ òêàíèí ïðîòÿãîì 
ïåðøîãî òèæíÿ êóëüòèâóâàííÿ, à íàéá³ëüø 
åôåêòèâíèìè äëÿ ñòàá³ëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ òþ-
òþíó âèÿâèëèñü êîíöåíòðàö³¿ 10 òà 25 ìêÌ. 
Àëå â ö³ëîìó ðåçóëüòàòè ïðîâåäåíèõ íàìè äîñ-
ë³ä³â ï³äòâåðäæóþòü åôåêòèâí³ñòü öüîãî ³íã³á³-
òîðà Ca2+-çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç äëÿ ï³äâè-
ùåííÿ ÷àñòîòè àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìà-
ö³¿. Ùå ðàí³øå âñòàíîâëåíî, ùî òàêèé áëîêà-
òîð Ca2+-êàíàë³â òà àíòàãîí³ñò êàëüìîäóë³íó, 
ÿê õëîðïðîìàçèí, òàêîæ çäàòåí ï³äâèùóâàòè 
³íôåêö³éí³ñòü A. tumefaciens [23]. Ñâîãî ÷àñó 
ïðè äîñë³äæåíí³ äèôåðåíö³àëüíî¿ åêñïðåñ³¿ íà
ïî÷àòêîâèõ åòàïàõ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîð-
ìàö³¿ ñóñïåíç³éíî¿ êóëüòóðè êë³òèí N. tabacum 
ë³í³¿ BY-2 áóëî ïîêàçàíî çì³íè ð³âíÿ åêñïðå-
ñ³¿ Ca2+-çàëåæíî¿ ïðîòå¿íê³íàçè [24], ùî ìîæå 
ñëóãóâàòè ëîã³÷íèì ïîÿñíåííÿì îòðèìàíèõ ðå-
çóëüòàò³â. 

Îñê³ëüêè âæå çàçíà÷àëîñü, ùî íàéâàæëèâ³-
øó ðîëü â ñèãíàëüíèõ êàñêàäàõ, ÿê³ ñóïðîâîä-
æóþòü ïðîöåñ âçàºìîä³¿ ðîñëèíè òà àãðîáàêòå-
ð³¿, â³ä³ãðàþòü òàê³ ô³òîãîðìîíè, ÿê ³íäîë³ë-3-

îöòîâà êèñëîòà, ñàë³öèëîâà êèñëîòà òà åòèëåí 
[6, 8], òî º ö³ëêîì î÷åâèäíèì, ùî â îïîñå-
ðåäêóâàíí³ ðåãóëÿòîðíî¿ ðîë³ öèõ ô³òîãîðìîí³â 
ìàþòü áóòè çàä³ÿí³ ð³çí³ ãðóïè ïðîòå¿íê³íàç òà 
ïðîòå¿íôîñôàòàç [2, 10, 11]. Çîêðåìà, äî ô³òî-
ãîðìîí³â, ÿê³ ðåãóëþþòü àêòèâí³ñòü Ca2+-çà-
ëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç, íàëåæàòü íå ëèøå ³íäî-
ë³ë-3-îöòîâà êèñëîòà, à é àáñöèçîâà, ã³áåðåë³-
íîâà òà æàñìîíîâà êèñëîòè ³ ê³íåòèí [12]. Â 
ñåð³¿ åêñïåðèìåíò³â ç ð³çíèìè ãåíîòèïàìè òà 
ìóòàíòàìè Arabidopsis thaliana ïðîäåìîíñòðî-
âàíî, ùî ïðåêóëüòèâóâàííÿ åêñïëàíò³â ç òà-
êèìè ô³òîãîðìîíàìè, ÿê 2,4-Ä, ê³íåòèí, ÁÀÏ, 
2³Ð, ÍÎÊ òà ³íäîë³ë-3-îöòîâà êèñëîòà, ï³äâè-
ùóº ÷àñòîòó òðàíñôîðìàö³¿ çà âèêîðèñòàííÿ 
A. tumefaciens íà 10–25 % [25].

Ï³ñëÿ ç’ÿñóâàííÿ îïòèìàëüíèõ óìîâ àãðî-
áàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ çä³éñíåíî òàêîæ 
ïàðàëåëüíå äîñë³äæåííÿ ùîäî âèçíà÷åííÿ ³í-
òåíñèâíîñò³ òðàíç³ºíòíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ N. ta-
bacum çà âèêîðèñòàííÿ íàéá³ëüø åôåêòèâíèõ 
êîíöåíòðàö³é òðèôëþîïåðàçèíó, à ñàìå 10, 
25 òà 50 ìêÌ. Çîêðåìà, ÷åðåç òðè äîáè ï³ñëÿ 

Ðèñ. 3. Ðåãåíåðàö³ÿ ïàãîí³â òþòþíó ï³ñëÿ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ çà óìîâ âèêîðèñòàííÿ òðè-
ôëþîïåðàçèíó: à – êîíòðîëü; á – 10 ìêÌ; â – 25 ìêÌ; ã – 50 ìêÌ. Ìàñøòàá – 1,6 ñì 

Ðèñ. 4. ²íòåíñèâí³ñòü òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà gus 
ï³ñëÿ Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ 
åêñïëàíò³â N. tabacum çà âèêîðèñòàííÿ ð³çíèõ 
êîíöåíòðàö³é òðèôëþîïåðàçèíó (ïî ãîðèçîíòàë³, 
ìêÌ). Ïî âåðòèêàë³ – ñåðåäíÿ ê³ëüê³ñòü ëîêàë³çîâà-
íèõ ñèí³õ çîí íà åêñïëàíò
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òðàíñôîðìàö³¿ ïðîâåäåíî ã³ñòîõ³ì³÷íèé àíàë³ç 
òà îö³íåíî ð³âí³ òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà gus 
ó ïðîòðàíñôîðìîâàíèõ åêñïëàíò³â. Äàí³ îö³-
íþâàëè çà äîïîìîãîþ ñóáñòðàòó Õ-Gluc (ðèñ. 4), 
ÿê îïèñàíî ó ðîçä³ë³ «Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè». 
Íàéá³ëüø ³íòåíñèâíó gus-åêñïðåñ³þ ô³êñóâà-
ëè çà âèêîðèñòàííÿ òðèôëþîïåðàçèíó â êîí-
öåíòðàö³¿ 10 ìêÌ, â òîé ÷àñ ÿê ïðè êîíöåíòðà-
ö³ÿõ 25 òà 50 ìêÌ ô³êñóâàëè çíèæåííÿ ³í-
òåíñèâíîñò³ åêñïðåñ³¿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà ó 1,3–
2 ðàçè ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì. 

Îòæå, íàìè âñòàíîâëåíî, ùî íàéá³ëüø åôåê-
òèâíîþ êîíöåíòðàö³ºþ âèÿâèëàñÿ 10 ìêÌ òðè-
ôëþîïåðàçèíó. Âñüîãî çà âèêîðèñòàííÿ ö³º¿ êîí-
öåíòðàö³¿  òðèôëþïåðàçèíó â³ä³áðàëè 84 ñò³é-
êèõ äî ã³ãðîì³öèíó òà çäàòíèõ äî óêîð³íåííÿ 

ë³í³é ðîñëèí N. tabacum. Äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ 
òðàíñãåííî¿ ïðèðîäè îòðèìàíèõ ðîñëèí çä³éñ-
íèëè ¿õ ÏËÐ-àíàë³ç çà âèêîðèñòàííÿ â³äïîâ³ä-
íèõ ïðàéìåð³â äî ãåíà gus (ðèñ. 5). Ðîçì³ð àìï-
ë³ô³êîâàííîãî ôðàãìåíòà ñòàíîâèâ 632 ï.í.,
ùî â³äïîâ³äàº ïîçèòèâíîìó êîíòðîëþ (ðîç-
ì³ðó àìïë³êîíó ïðè âèêîðèñòàíí³ âåêòîðà 
ðGH217). ²ç ïðîàíàë³çîâàíèõ ðîñëèí äåÿê³ 
áóëè íåòðàíñãåííèìè, ÿê öå âèäíî ç ðèñ. 5, 
äå ó ë³í³¿ 2 íå âèÿâëåíî äàíîãî ôðàãìåíòà, òîä³ 
ÿê ³íø³ ì³ñòèëè ïåðåíåñåíèé ãåí gus.

Ïàðàëåëüíî ïðîâåäåíî åêñïåðèìåíòè ç âèâ-
÷åííÿ âïëèâó ãåí³ñòå¿íó íà ÷àñòîòó àãðîáàê-
òåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ òþòþíó. Çà ðåçóëü-
òàòàìè äîñë³ä³â ç îö³íêè âïëèâó ãåí³ñòå¿íó íà 
÷àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ ëèñòîâèõ åêñïëàíò³â òþòþ-
íó âèÿâëåíî, ùî ïðè äîäàâàíí³ äî ñåðåäîâèùà 
äëÿ ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â ãåí³ñòå¿íó â íèçüêèõ 
êîíöåíòðàö³ÿõ (1 òà 5 ìêÌ) ÷àñòîòà ðåãåíåðà-
ö³¿ åêñïëàíò³â ñòàíîâèëà 40 òà 60 % â³äïîâ³ä-
íî. Â òîé æå ÷àñ âèêîðèñòàííÿ öüîãî ³íã³á³òî-
ðà òèðîçèíê³íàç â á³ëüø âèñîêèõ êîíöåíòðà-
ö³ÿõ (10, 25, 50 òà 100 ìêÌ) çàáåçïå÷óâàëî 
÷àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ ó 100 % ïàãîí³â ïîð³âíÿíî 
ç êîíòðîëåì.

Àíàëîã³÷íî äî åêñïåðèìåíò³â ç òðèôëþ-
îïåðàçèíîì ïðîâåäåíî äîñë³äæåííÿ âïëèâó ãå-
í³ñòå¿íó íà ÷àñòîòó ñòàá³ëüíî¿ òà ³íòåíñèâí³ñòü 
òðàíç³ºíòíî¿ òðàíñôîðìàö³¿. Îñê³ëüêè ïîêàç-
íèêè ÷àñòîòè ðåãåíåðàö³¿ åêñïëàíò³â â ïðè-
ñóòíîñò³ öüîãî ³íã³á³òîðà ó êîíöåíòðàö³ÿõ 1 òà 
5 ìêÌ áóëè íèæ÷èìè çà êîíòðîëü, ó ïîäàëü-
øèõ åêïåðèìåíòàõ ³ç ñòàá³ëüíî¿ òà òðàíç³ºíòíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ ö³ êîíöåíòðàö³¿ ³íã³á³òîðà íå 
âèêîðèñòîâóâàëè. Îòæå, ïðè äîäàâàíí³ äî ñå-
ðåäîâèùà äëÿ êî-êóëüòèâóâàííÿ ãåí³ñòå¿íó ó 
êîíöåíòðàö³ÿõ 10, 25, 50 òà 100 ìêÌ ÷àñòîòà 
òðàíñôîðìàö³¿ ñêëàäàëà ïðèáëèçíî 20, 50 òà 
74 % â³äïîâ³äíî, à çà êîíöåíòðàö³¿ 100 ìêÌ – 
áëèçüêî 87 % ó ïîð³âíÿíí³ ³ç êîíòðîëåì, ÿêèé 
ñòàíîâèâ 75 % (ðèñ. 6).

Òàêèì ÷èíîì, íàéá³ëüø åôåêòèâíîþ êîí-
öåíòðàö³ºþ ãåí³ñòå¿íó äëÿ ï³äâèùåííÿ ÷àñòîòè 
àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ëèñòêîâèõ åêñ-
ïëàíò³â òþòþíó (ðèñ. 7) ââàæàºòüñÿ êîíöåíòðà-
ö³ÿ 100 ìêÌ. Ðåçóëüòàòè ïðîâåäåíèõ äîñë³äæåíü 
ñâ³ä÷àòü ïðî çðîñòàííÿ ÷àñòîòè Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ çà öèõ óìîâ íà 
12 %. Çíîâó æ òàêè îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ìîæíà 
ïîÿñíèòè ó÷àñòþ òèðîçèíê³íàç, à òî÷í³øå òàê 

Ðèñ. 5. Ðåçóëüòàòè ÏËÐ-àíàë³çó ãåíîìíî¿ ÄÍÊ, îò-
ðèìàíî¿ ³ç êîíòðîëþ, òà ë³í³é òþòþíó, ùî áóëè
òðàíñôîðìîâàí³ çà âèêîðèñòàííÿ 10 ìêÌ òðè-
ôëþîïåðàçèíó: Ì – ìàðêåð, Ê – êîíòðîëüíà ðîñ-
ëèíà, 1–7 – ë³í³¿ òþòþíó, îòðèìàí³ ï³ñëÿ ñåëåêö³¿ 
íà ã³ãðîì³öèí³; «–» – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (Í2Î), 
«+» – ïëàçì³äà pGH217

Ðèñ. 6. Âïëèâ ãåí³ñòå¿íó íà ÷àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ ïà-
ãîí³â òà òðàíñôîðìàö³¿ åêñïëàíò³â òþòþíó: ïî âåð-
òèêàë³ – â³äíîñíèé ïîêàçíèê ÷àñòîòè ðåãåíåðàö³¿ òà 
òðàíñôîðìàö³¿, %; ïî ãîðèçîíòàë³ – êîíöåíòðàö³ÿ 
ãåí³ñòå¿íó, ìêÌ
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çâàíèõ äóàëüíèõ ïðîòå¿íê³íàç, òà òèðîçèíôîñ-
ôàòàç â îïîñåðåäêóâàíí³ ä³¿ ô³òîãîðìîí³â [12, 
13], çàëó÷åíèõ äî îïîñåðåäêóâàííÿ âçàºìîä³¿ 
ðîñëèííèõ êë³òèí ç àãðîáàêòåð³ºþ.

Íàìè òàêîæ ïàðàëåëüíî ïåðåâ³ðåíî ³íòåí-
ñèâí³ñòü òðàíç³ºíòíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ N. taba-
cum, à ñàìå çà âèêîðèñòàííÿ êîíöåíòðàö³é 25, 
50 òà 100 ìêÌ. Çíîâó æ òàêè áóëî ïðîâåäåíî 
ã³ñòîõ³ì³÷íèé àíàë³ç òà îö³íåíî ð³âí³ òðàíç³ºíò-
íî¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà gus ó ïðîòðàíñôîðìîâàíèõ 
åêñïëàíò³â òþòþíó. Íàéâèù³ ð³âí³ åêñïðåñ³¿ 
öüîãî ãåíà ó ïîð³âíÿíí³ ³ç êîíòðîëåì ñïîñòåð³-
ãàëè çà óìîâ ïðèñóòíîñò³ ³íã³á³òîðà ãåí³ñòå¿íó 
ó êîíöåíòðàö³¿ 50 òà 100 ìêÌ (ðèñ. 8). Çà 
éîãî âèêîðèñòàííÿ ó êîíöåíòðàö³¿ 25 ìêÌ
³íòåíñèâí³ñòü åêñïðåñ³¿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà 
çíèæóâàëàñü ó 1,3 ðàçó ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì, 
ùî óçãîäæóºòüñÿ ç äàíèìè ïî ñòàá³ëüí³é òðàíñ-
ôîðìàö³¿. Âèêîðèñòàííÿ 100 ìêÌ ãåí³ñòå¿íó 
ïðèçâîäèëî äî ï³äâèùåííÿ ìàéæå â äâà ðàçè 
òðàíç³ºíòíî¿ òðàíñôîðìàö³¿  N. tabacum. Ó ðå-
çóëüòàò³ âèêîðèñòàííÿ òàêî¿ êîíöåíòðàö³¿ ³íã³-
á³òîðà ï³ä ÷àñ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ 
òà ñåëåêö³¿ ïàãîí³â â ïðèñóòíîñò³ 5 ìêã/ë ã³ãðî-
ì³öèíó â³ä³áðàíî 68 ðîñëèí, çäàòíèõ äî óêîð³-
íåííÿ â óìîâàõ ñåëåêòèâíîãî òèñêó.

Äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ òðàíñãåííî¿ ïðèðîäè 
îòðèìàíèõ ðîñëèí çä³éñíèëè ¿õ ÏËÐ-àíàë³ç 
(ðèñ. 9). Ó ðåçóëüòàò³ ìàéæå ó âñ³õ ðîñëèí 
âèÿâèëè àìïë³ô³êîâàíèé ôðàãìåíò ðîçì³ðîì 
632 ï.í., ùî ï³äòâåðäæóº óñï³øíå ïåðåíåñåííÿ 
òà ³íòåãðàö³þ â ãåíîì N. tabacum ãåíà gus.

Ï³äâîäÿ÷è ï³äñóìîê, ñë³ä ï³äêðåñëèòè, ùî
íàìè âïåðøå ñèñòåìàòè÷íî äîñë³äæåíî âïëèâ
òðèôëþîïåðàçèíó (³íã³á³òîð Ca2+-êàëüìîäóë³í-
çàëåæíèõ ïðîòå¿íê³íàç) íà ÷àñòîòó Agrobacte-
rium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ïîêðèòî-

íàñ³ííèõ íà ïðèêëàä³ òþòþíó ÿê ìîäåëüíîãî 
îá’ºêòà. Ðåçóëüòàòè çàñòîñóâàííÿ ãåí³ñòå¿íó 
(³íã³á³òîð òèðîçèíîâèõ ïðîòå¿íê³íàç) ç ö³ºþ æ
ìåòîþ äîçâîëÿþòü ñòâåðäæóâàòè, ùî ïîøóê
åôåêòèâíèõ ³íäóêòîð³â àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñ-
ôîðìàö³¿ ìîæíà âåñòè ³ ñåðåä ñïîëóê, ÿê³ ðå-
ãóëþþòü òèðîçèíê³íàçíó àêòèâí³ñòü ó ðîñëèí. 
Òàêèì ÷èíîì, îòðèìàííÿ íîâèõ äîêàç³â òîãî, 

Ðèñ. 7. Ðåãåíåðàö³ÿ ïàãîí³â òþòþíó ï³ñëÿ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ çà óìîâ âèêîðèñòàííÿ ãåí³ñòå¿íó: 
à – êîíòðîëü; á – 25 ìêÌ; â – 50 ìêÌ; ã – 100 ìêÌ. Ìàñøòàá – 1,6 ñì 

Ðèñ. 8. ²íòåíñèâí³ñòü òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà gus 
ï³ñëÿ Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ 
åêñïëàíò³â N. tabacum çà âèêîðèñòàííÿ ð³çíèõ êîí-
öåíòðàö³é ãåí³ñòå¿íó (ïî ãîðèçîíòàë³, ìêÌ). Ïî âåð-
òèêàë³ – ñåðåäíÿ ê³ëüê³ñòü ëîêàë³çîâàíèõ ñèí³õ çîí 
íà åêñïëàíò

Ðèñ. 9. Ðåçóëüòàòè ÏËÐ-àíàë³çó ãåíîìíî¿ ÄÍÊ, 
îòðèìàíî¿ ³ç êîíòðîëþ, òà ë³í³é òðàíñôîðìîâàíîãî 
òþòþíó çà âèêîðèñòàííÿ 100 ìêÌ ãåí³ñòå¿íó: Ì – 
ìàðêåð; Ê – êîíòðîëü; 1–4 – òðàíñôîðìîâàí³ ë³í³¿ 
òþòþíó, îòðèìàí³ ï³ñëÿ ñåëåêö³¿ íà ã³ãðîì³öèí³; 
«–» – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (Í2Î); «+» – ïëàçì³äà 
pGH217
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ùî âèêîðèñòàííÿ ³íã³á³òîð³â ð³çíèõ òèï³â ïðî-
òå¿íê³íàç ìîæå ³ñòîòíî ï³äâèùóâàòè ÷àñòîòó 
ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ó äâîäîëüíèõ ðîñ-
ëèí, ñâ³ä÷èòü íà êîðèñòü íåîáõ³äíîñò³ ïðîäîâ-
æåííÿ ïîãëèáëåíèõ äîñë³äæåíü ó öüîìó íà-
ïðÿìêó. 
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The effect of different concentrations of protein tyrosine 
kinase inhibitor, genistein and serine/threonine protein 
kinase inhibitor, trifluoperazine, on the frequency of 
Agrobacterium-mediated transformation of leaf explants 
of N. tabacum was investigated. The influence of different 
concentrations of trifluoperazine in the range from 10 
to 300 �M was investigated. It was found that 10 �M 
trifluoperazine provoked the increase of the frequency 
of agrobacterial transformation of tobacco leaf disks on 
25 %. In parallel, the influence of different concen-
trations of genistein in the range from 10 to 100 �M 
was investigated. It was found 100 �M genistein pro-
voked the increase of the frequency of agrobacterial 
transformation of tobacco leaf disks on 12 %.

ÓËÓ×ØÅÍÈÅ ÀÃÐÎÁÀÊÒÅÐÈÀËÜÍÎÉ 
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈÈ ÐÀÑÒÅÍÈÉ 
Ñ ÏÎÌÎÙÜÞ ÈÍÃÈÁÈÒÎÐÎÂ 
ÏÐÎÒÅÈÍÊÈÍÀÇ ÒÐÈÔËÞÎÏÅÐÀÇÈÍÀ 
È ÃÅÍÈÑÒÅÈÍÀ

À.È. Åìåö, Â.Â. Ôåäîð÷óê, ß.Á. Áëþì

Èññëåäîâàíî âëèÿíèå òðèôëþîïåðàçèíà – èíãèáè-
òîðà ñåðèí/òðåîíèíîâûõ ïðîòåèíêèíàç, à òàêæå 
ãåíèñòåèíà – èíãèáèòîðà òèðîçèíîâûõ ïðîòåèíêè-
íàç íà ÷àñòîòó Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé òðàíñ-
ôîðìàöèè ïîêðûòîñåìåííûõ íà ïðèìåðå òàáàêà êàê 
ìîäåëüíîãî îáúåêòà. Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ øèðîêîãî 
äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé òðèôëþîïåðàçèíà â ïðå-
äåëàõ îò 10 äî 300 ìêÌ ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî 
ïðè èñïîëüçîâàíèè òðèôëþîïåðàçèíà â êîíöåíòðà-
öèè 10 ìêÌ ÷àñòîòà Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé 
òðàíñôîðìàöèè ëèñòîâûõ äèñêîâ òàáàêà ïîâûøà-
ëàñü íà 25 %. Ïàðàëëåëüíî èññëåäîâàíî âëèÿíèå 
øèðîêîãî äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé ãåíèñòåèíà îò 
1 äî 100 ìêÌ è îïðåäåëåíà íàèáîëåå ýôôåêòèâ-
íàÿ åãî êîíöåíòðàöèÿ (100 ìêÌ) äëÿ Agrobacterium-
îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè ëèñòîâûõ äèñêîâ 

òàáàêà, ïðè êîòîðîé ÷àñòîòà òðàíñôîðìàöèè ïîâû-
øàëàñü íà 12 %.
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