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nptII. Ìàðêåðíèé ãåí nptII ñëóãóº äëÿ ñåëåêòèâíîãî äîáîðó òðàíñôîðìî-
âàíèõ áàêòåð³é òà ðîñëèí êàðòîïë³ íà ñò³éê³ñòü ïðîòè êàíàì³öèíó.

Íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ âèä³ëåíî 11 êàíàì³öèí — ðåçèñòåíò-
íèõ òðàíñôîðìîâàíèõ ðîñëèí. ²äåíòèô³êîâàíî îäíó òðàíñôîðìîâàíó 
ðîñëèíó, â ÿê³é âèÿâëåíî ïðîäóêò ôðàãìåíò³â nptII òà 35S ïðîìîòîðó.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: êàðòîïëÿ, ãåíåòè÷íà ³íæåíåð³ÿ, òðàíñôîðìàö³ÿ, 
àãðîáàêòåð³¿, 35S ïðîìîòîð, ãåí íåîì³öèíôîñôîòðàíñôåðàçè, ïîë³ìå-
ðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ

Àíàë³ç ñòàíó âèðîáíèöòâà êàðòîïë³ ïîêàçóº, ùî îäíèì ç 
íàéá³ëüø àêòóàëüíèõ çàâäàíü çðîñòàííÿ åôåêòèâíîñò³ ãàëóç³ 
êàðòîïëÿðñòâà º ï³äâèùåííÿ ñåðåäíüî¿ óðîæàéíîñò³. Òîìó â 
ñåëåêö³éíîìó ïðîöåñ³ ³ñíóº íåîáõ³äí³ñòü ïîøóêó òåõíîëîã³é, 
ÿê³ á äàâàëè çìîãó îäåðæóâàòè âèñîêîïðîäóêòèâí³ ôîðìè ç 
âèñîêèì ð³âíåì ñò³éêîñò³. Ñåðåä òàêèõ òåõíîëîã³é ÷³ëüíå ì³ñ-
öå ïîñ³äàþòü á³îòåõíîëîã³÷í³ ìåòîäè ðîçøèðåííÿ ãåíåòè÷-
íîãî ïîòåíö³àëó ñîðò³â [1–4]. Â÷åí³ âèð³çíÿþòü ê³ëüêà åòàï³â 
ðîçâèòêó ãåííî-³íæåíåðíîãî íàïðÿìó. Ïåðøà õâèëÿ ñ³ëüñüêî-
ãîñïîäàðñüêî¿ á³îòåõíîëîã³¿ – öå ñòâîðåííÿ ðîñëèí ç íîâèìè 
àãðîíîì³÷íèìè ÿêîñòÿìè: ñò³éê³ñòþ ïðîòè øê³äíèê³â, çàõâî-
ðþâàíü, ãåðá³öèä³â.

Äðóãèé åòàï – ñòâîðåííÿ ðîñëèí ç ïîë³ïøåíèìè ñïîæèâ-
÷èìè ÿêîñòÿìè: ï³äâèùåíèé âì³ñò á³ëê³â, ðîñëèííèõ æèð³â, 
êðîõìàëþ, ñòâîðåííÿ ðîñëèí ùî íå ì³ñòÿòü àëåðãåí³â.

Àêòèâíèé ðîçâèòîê ìåòîä³â ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿ çà îñòàíí³ 
ðîêè äîâ³â, ùî Ò-ÄÍÊ ìîæå áóòè ³íñòðóìåíòîì ìóòàãåíåçó 
ðîñëèí, â³äêðèâàþ÷è íîâ³ ìîæëèâîñò³ ïîøóêó, âèâ÷åííÿ ³ 
êëîíóâàííÿ óí³êàëüíèõ ãåí³â ðîñëèí.

Ïðè ãåíåòè÷í³é ìîäèô³êàö³¿ ðîñëèí (òðàíñãåíîç³) â³äáóâà-
ºòüñÿ ïåðåíåñåííÿ ãåí³â, âèä³ëåíèõ ç îäíèõ îðãàí³çì³â â ³íø³. 
Ãîëîâíà ïåðåâàãà ìåòîäó â òîìó, ùî ìîæíà ïåðåíîñèòè îêðå-
ìèé ãåí, ÿêèé â³äïîâ³äàº çà êîíêðåòíó îçíàêó. Öå âèêëþ÷àº 
ðóéíóâàííÿ ãåíîòèïó ñîðòó, ùî âæå ñêëàâñÿ. Óí³âåðñàëüí³ñòü 
ãåíåòè÷íîãî êîäó äàº ìîæëèâ³ñòü âèêîðèñòîâóâàòè ä³ëÿíêè 
ëàíöþãà ÄÍÊ, êîíòðîëþþ÷è ïðîÿâ ò³º¿ àáî ³íøî¿ âëàñòè-
âîñò³. Çàñòîñóâàííÿ â öüîìó ïðîöåñ³ òåõíîëîã³¿ in vitro çíà÷íî 
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ïðèñêîðþº ñåëåêö³þ ³ ðîáèòü ¿¿ íåçàëåæíîþ â³ä ïîðè ðîêó. Â 
ïðîâ³äíèõ êðà¿íàõ ñâ³òó çàñòîñóâàííÿ ÄÍÊ-òåõíîëîã³é (ãåí-
íî¿ ³íæåíåð³¿ ³ ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â) äëÿ ñòâîðåííÿ íîâèõ 
ñîðò³â ðîñëèí, îö³íêè ð³çíîìàí³òíîñò³ âèõ³äíîãî ñåëåêö³éíî-
ãî ìàòåð³àëó ³ ñåðòèô³êàö³¿ ñîðò³â óæå ñüîãîäí³ ðîáèòü âåëèêèé 
âíåñîê ó ñåëåêö³þ ³ íàñ³ííèöòâî.

Ìåòà äîñë³äæåíü. Ïðîâåñòè òðàíñôîðìàö³þ ñîðòó êàðòî-
ïë³ Ùåäðèê àãðîáàêòåð³àëüíîþ êîíñòðóêö³ºþ Agrobacterium 
tumefaciens LGV3850 pk22ac òà âñòàíîâèòè ïðèñóòí³ñòü âåê-
òîðíî¿ êîíñòðóêö³¿ ó òðàíñôîðìîâàíèõ ðîñëèíàõ ç âèêîðèñ-
òàííÿì ìåòîäó ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿.

Ìàòåð³àëè  ³ ìåòîäè äîñë³äæåíü. Ëàáîðàòîðí³ äîñë³äæåííÿ 
ç òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèí ïðîâîäèëè â³äïîâ³äíî äî ìåòîäèê [5, 
6]. Ó ðîáîò³ âèêîðèñòîâóâàëè ðîñëèíè in vitro ñîðòó Ùåäðèê, 
çîêðåìà åêñïëàíòè ñòåáëà òà êîðåíÿ, äèñê³â ì³êðîáóëüá. Àñåï-
òè÷íèé ìàòåð³àë êàðòîïë³ îòðèìóâàëè çã³äíî ç ìåòîäè÷íèìè 
ðåêîìåíäàö³ÿìè [7]. Äîñë³äæåííÿ ïðîâîäèëè ³ç çàëó÷åííÿì 
àãðîáàêòåð³àëüíîãî øòàìó ç ãåíîì äåôåíçèíó Agrobacterium 
tumefaciens LGV3850 pk22ac. Êîíñòðóêö³¿ ï³äòðèìóâàëè â êóëü-
òóð³ in vitro â³äïîâ³äíî äî ðåêîìåíäàö³é [8].

Óñ³ âàð³àíòè äîñë³ä³â ïðîâîäèëè â 3-êðàòí³é ïîâòîðíîñò³.
Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü. Äëÿ ïðîâåäåííÿ òðàíñôîðìàö³¿ 

âèêîðèñòîâóâàëè àãðîáàêòåð³àëüíó âåêòîðíó êîíñòðóêö³þ 
Agrobacterium tumefaciens LGV3850 pk22ac ç ãåíîì äåôåíçèíó, 
âèä³ëåíîãî ç íàñ³ííÿ Amaranthus caudatus, ³ ìàðêåðíèì ãåíîì 
nptII. Ìàðêåðíèé ãåí nptII ñëóãóº äëÿ ñåëåêòèâíîãî äîáîðó 
òðàíñôîðìîâàíèõ áàêòåð³é òà ðîñëèí êàðòîïë³ íà ñò³éê³ñòü 
ïðîòè êàíàì³öèíó.

Êóëüòèâóâàííÿ àãðîáàêòåð³àëüíîãî øòàìó ïðîâîäèëè íà 
ìîäèô³êîâàíèõ íàìè ñåðåäîâèùàõ YTG[8]: (10 ã/ë ã³äðî-
ë³çàòó êàçå¿íó, 1 — äð³æäæîâîãî åêñòðàòó, 1 — NaCl, 0,25 — 
MgSO

4
7H

2
O, 0,25 ã/ë —  CaCl

2
2H

2
O, 1% ãëþêîçè, ïðè 

ðÍ 7) òà LB [9]: (0,30 ã/ë MgSO
4
7H

2
O, 3 — K
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HPO

4
, 1 —

  

NaH
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PO
4
, 1 —

 
NH
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Cl, 0,15  —  KCl, 0,15 — CaCl
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, 0,0025 —  

FeSO
4
7H

2
O, 5 ã/ë ãëþêîçè ðÍ 7). Äî ñåðåäîâèù äîäàâàëè 

ñåëåêòèâíèé ôàêòîð – êàíàì³öèí (50 ìã/ë).
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Îïòèìàëüíèé ð³ñò áàêòåð³é â³äì³÷åíî íà ñåðåäîâèù³ YTG â 
íàø³é ìîäèô³êàö³¿.

Îòðèìàí³ ðîñëèíè-ðåãåíåðàíòè ïðîòåñòîâàíî íà ñò³éê³ñòü 
ïðîòè êàíàì³öèíó (Êm). Íà ñåðåäîâèùå Ìóðàñ³ãå-Ñêóãà ç ñå-
ëåêòèâíèì ôàêòîðîì (êàíàì³öèí) âèñàäæåíî ïî 10 ñòåáëîâèõ 
æèâö³â îäí³º¿ òðàíñôîðìîâàíî¿ ðîñëèíè. ßê êîíòðîëü âèñà-
äæóâàëè æèâö³ íà ñåðåäîâèùå áåç êàíàì³öèíó.

Îáë³êè ùîäî ðîçâèòêó ðîñëèí íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ 
ïðîâîäèëè íà 14, 21 òà 30-òó äîáó. Îö³íþâàëè ðîñëèíè çà ðîç-
âèòêîì êîðåíåâî¿ ñèñòåìè, ñòåáëà òà ëèñòê³â.

Çà â³çóàëüíîþ îö³íêîþ âèä³ëèëè 9,9% òðàíñôîðìîâàíèõ 
ðîñëèí ñîðòó Ùåäðèê, ñò³éêèõ ïðîòè êàíàì³öèíó (òàáë.1). Ó 
ðîñëèí â³äì³÷àëè äîáðå ðîçâèíåíó êîðåíåâó ñèñòåìó. Ãàá³-
òóñ, ëèñòêè òà ñòåáëà â³äïîâ³äàëè ãåíîòèïó.  Ðîñëèíè ìàëè 
çåëåíå çàáàðâëåííÿ.

Ó â³äíîñíî ñò³éêèõ ðîñëèí (24,3%) ñïîñòåð³ãàëè ñåðåäí³é 
ðîçì³ð ëèñòîâî¿ ïëàñòèíêè òà ïîîäèíîê³ êîðåí³.

Ó íåñò³éêèõ ðîñëèí (65,7%) – ëóñêîïîä³áíèé ëèñò, ñòåáëî 
á³ëå, ñêëîâèäíå, êîðåí³ â³äñóòí³.

Òàáëèöÿ 1. Âèõ³ä Êm-ðåçèñòåíòíèõ ðîñëèí êàðòîïë³ ³n vitro, øò., %

Ñîðò Ê³ëüê³ñòü 
îòðèìàíèõ 

ðåãåíåðàíò³â,
øò.

Ñò³éê³ñòü äî êàíàì³öèíó

ñò³éê³ â³äíîñíî 
ñò³éê³

íåñò³éê³

øò. % øò. % øò. %

Ùåäðèê 111 11 9,9 27 24,3 73 65,7

Îòæå, â ðåçóëüòàò³ äîñë³äæåíü ùîäî ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîð-
ìàö³¿ ñîðòó Ùåäðèê îòðèìàíî 111 ðîñëèí-ðåãåíåðàíò³â, ç ÿêèõ 
íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ âèä³ëåíî 11 Êm-ðåçèñòåíòíèõ 
òðàíñôîðìîâàíèõ ðîñëèí.

Íàÿâí³ñòü ìàðêåðíîãî ãåíà òà ïðîìîòîðó ö³ëüîâîãî ãåíà ó 
àãðîáàêòåð³ÿõ òà òðàíñôîðìîâàíèõ ðîñëèíàõ âèçíà÷àëè ç âè-
êîðèñòàííÿì ÏËÐ-àíàë³çó.
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Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ 35S ïðîìîòîðó â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êà-
ïóñòè òà ãåíà  íåîì³öèíôîñôîòðàíñôåðàçè nptII ³ç òðàíñïîçîíà 
Tï5 âèêîðèñòîâóâàëè ïðàéìåðè, êîìïëåìåíòàðí³ äî ¿õí³õ ïî-
ñë³äîâíîñòåé (òàáë. 2). Ïîë³ìåðàçíó ëàíöþãîâó ðåàêö³þ ïðî-
âîäèëè íà àìïë³ô³êàòîð³ ó òàêîìó òåìïåðàòóðíîìó ðåæèì³: ïî-
÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ – 4 õâ çà òåìïåðàòóðè 94°Ñ; 35 öèêë³â: 45 ñ 
çà 92°Ñ, 1 õâ çà 60 °Ñ, 1 õâ çà 72 °Ñ; òåðì³íàëüíà åëîíãàö³ÿ – 7 õâ 
çà 72°Ñ.

Ðåàêö³éíà ñóì³ø îá’ºìîì 25 ìêë ì³ñòèòü: 1õ ÏËÐ-áóôåð, 
0,4 ìÌ dNTP, 2 îä. Tag-ïîë³ìåðàçè, 40–60 íã ÄÍÊ, 2,5 ìÌ 
MgCl

2
, 0,1 μÌ ïðàéìåðà nptII-1, 0,1 μÌ ïðàéìåðà nptII-2, 0,1 

μÌ ïðàéìåðà 35S-1, 0,1 μÌ ïðàéìåðà 35S-2.
Åëåêòðîôîðåòè÷íèé ðîçïîä³ë ïðîäóêò³â ÏËÐ ïðîâîäèëè 

â 1,5%-ìó àãàðîçíîìó ãåë³, ùî ì³ñòèòü áðîìèñòèé åòèä³é (0,5 
ìêã/ìêë), ïðîòÿãîì 30 õâ ïðè íàïðóç³ 3 Â/ñì äîâæèíè ãåëþ 
(ðèñóíîê).

Òàáëèöÿ 2 . Ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ ãåíà nptII
òà ïðîìîòîðó 35S

Ä³ëÿíêè ãåíà Ïîñë³äîâí³ñòü ïðàéìåð³â Ðîçì³ð 
ïðîäóêòó

Ìàðêåðíèé 
ãåí nptII ³ç 
òðàíñïîçîíà 
Tï5

F5′TGCTCTGATGCCGCCGTGTTCC3′ 
(22ï.í.) [10]
R5 ′GCATGCGCGCCTTGAGCCTGG3 ′ 
(21ï.í.) [11] 445 ï.í.

35S ïðîìîòîð 
â³ðóñó ìîçà¿êè 
öâ³òíî¿ 
êàïóñòè

F5 ′TTGCGAAGGATAGTGGGATTG3 ′ 
(21ï.í.) [10]
R5 ′TCATTGCGATAAAGGAAAGGC3 ′ 
(21ï.í.) [10] 191 ï.í.

Ó ðåçóëüòàò³ äîñë³äæåíü ³ç 11 Êm-ðåçèñòåíòíèõ òðàíñôîð-
ìîâàíèõ ðîñëèí ñîðòó Ùåäðèê âèä³ëåíî îäíó, â ÿê³é âèÿâëåíî 
ïðîäóêò ôðàãìåíò³â nptII òà 35S ïðîìîòîðó (ðèñóíîê).
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Åëåêòðîôîðåãðàìà ÏËÐ-ïðîäóêò³â, ³äåíòèô³êîâàíèõ òðàíñãåí³â 
(ôðàãìåíò³â nptII òà 35S):

1 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü, íåòðàíñãåííà ðîñëèíà êàðòîïë³ (ñîðò 
Ùåäðèê); 2 – ïðîäóêò ôðàãìåíò³â nptII òà 35S àãðîáàêòåð³àëüíî¿ 

êîíñòðóêö³¿ À. tumefaciens LGV3850 ç ïëàçì³äîþ ðk22rs; 3 – ïðîäóêò 
ôðàãìåíò³â nptII òà 35S òðàíñãåííî¿ ðîñëèíè êàðòîïë³ (ñîðò 

Ùåäðèê); 4 – âîäà, êîíòðîëü ðîáîòè ÏËÐ íà ïîñë³äîâíîñò³ nptII òà 
35S; 5 – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè ÄÍÊ (O′GeneRuler Ladder Plus, 

ready-to-use, Fermentas, Ëèòâà)

Òðàíñôîðìîâàí³ ðîñëèíè êàðòîïë³, ÿê³ âèä³ëåíî çà åêñ-
ïðåñ³ºþ ìàðêåðíîãî ãåíà, â ïîäàëüøîìó áóäóòü âèâ÷àòèñü â 
óìîâàõ çàêðèòîãî ´ðóíòó çà êîìïëåêñîì ãîñïîäàðñüêî ö³ííèõ 
ïîêàçíèê³â òà ñò³éê³ñòþ ïðîòè îñíîâíèõ ïàòîãåí³â.

Âèñíîâêè. Ó ðåçóëüòàò³ äîñë³äæåíü ³ç ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîð-
ìàö³¿ ñîðòó Ùåäðèê îòðèìàíî 111 ðîñëèí-ðåãåíåðàíò³â, ç ÿêèõ 
íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ âèä³ëåíî 11 Êm-ðåçèñòåíòíèõ. 
²äåíòèô³êîâàíî îäíó òðàíñôîðìîâàíó ðîñëèíó, â ÿê³é âèÿâëå-
íî ïðîäóêò ôðàãìåíò³â nptII òà 35S ïðîìîòîðó.

Ïåðñïåêòèâè ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü. Âèâ÷åííÿ åêñïðåñ³¿ ö³-
ëüîâîãî ãåíà â òðàíñôîðìîâàí³é ë³í³¿ êàðòîïë³ ñîðòó Ùåäðèê 
â óìîâàõ çàêðèòîãî ´ðóíòó. Ïðîâåäåííÿ ÇÒ-ÏËÐ äëÿ ³äåíòèô³-
êàö³¿ ïðîäóêò³â òðàíñêðèïö³¿ ö³ëüîâîãî ãåíà.

1 2 3 4 5
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