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Вступ

Серед багатьох методів перенесення чужорідної
ДНКурослину,такихякбомбардуваннямікрочас
тинками, електропорація та мікроін’єкція, транс
формація за допомогою Agrobacterium tumefaciens 
має очевидні переваги. A. tumefaciens володіє уні
кальною здатністю переносити молекулу ДНК у
рослиннуклітинупідчаспроцесу,відомогоякго
ризонтальнеперенесеннягенів(Thomson,2007).

Метод трансформації, опосередкований
Agrobacterium,даєзмогувводитиврослинувеликі
зарозміромгенетичніконструкції,алеприцьому
не зумовлює суттєвих порушень у послідовності
гена, що переноситься. Крім того, цей метод не
потребує застосування спеціального обладнання.
Невостаннючергуметодтрансформаціїзабезпе
чує й оптимальні можливості для сегрегації мар
керних селективних генів в отриманих трансфор
мантів(Rukavtzovaetal.,2013).Сьогоднітривають
роботизудосконаленняметодівгенетичноїтранс
формації за допомогою Agrobacterium і пошук но
вих чинників, які могли би сприяти підвищенню
частотиотриманнятрансгеннихлінійрослин.Зок
рема, розробка таких методичних підходів деда
лі більше ґрунтується на поглибленому розумінні
молекулярних механізмів утворення індукованих

агробактеріями пухлин у трансформованих рос
линізалученнядоцьогопроцесусигнальнихвнут
рішньоклітиннихкаскадів(Pitzschke,Hirt,2010).

Нетакдавноз’ясувалося,щовикористанняінгі
біторівCa2+залежнихпротеїнкіназ(трифлюопера
зин)іпротеїнфосфатаз(окадаїновакислота)знач
нопідвищуєефективністьагробактеріальноїтранс
формації ембріоїдів сосни білої (Alimohammadi,
BagheriehNajjar, 2009). У подальшому ми запро
понували використовувати трифлюоперазин для
підвищення частоти агробактеріальної трансфор
маціїтютюну(Fedorchuketal.,2014),атакожпро
демонстрували, що додавання до середовища для
кокультивування інгібітору Ca2+кальмодулінза
лежнихпротеїнкіназW7зумовлювалозначнепід
вищення частоти регенерації та швидкості росту
рослинрегенерантівтютюнупорівнянозконтро
лем(Fedorchuk,Yemets,2015).Томуметоюданого
дослідженнясталовивченнявпливуінгібіторупро
теїнфосфатаз—ортованадатунатріюна агробак
теріальнутрансформацію Nicotiana tabacum L.—як
потенційно дієвого інструменту для підвищення
частотитрансформаціїрослин.

Об’єкти та ме то ди до слі джень 

Для введення в культуру in vitro як вихідний ма
теріал використовували насіння N. tabacum. Його
стерилізувалиу5%мурозчинігіпохлоритунатрію
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Упершедослідженовпливрізнихконцентраційінгібіторутирозинзалежноїпротеїнфосфатази,
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24годчастотаагробактеріальноїтрансформаціїлистовихдисківтютюнупідвищуваласяна10
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чужорідногогенаgus ійогоінтеграціювгеномрослинN. tabacum підтвердженомолекулярно
генетичниманалізом.
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протягом 10 хв із подальшим триразовим відми
ванням у стерильній дистильованій воді (Gallois,
Marinho,1995).Пророщуваннянасіннятакульти
вування рослин проводили на безгормональному
середовищіМС(Pitzschke,Hirt,2010)протягоммі
сяця.

Дляоцінкирегенераційногопотенціалутютюну
механічнопошкодженіексплантимолодихлистків
(листові диски) рослин розміром 1,5—2,5 см2 ви
саджувалинасередовищеМС,щомістило1мг/л
6бензиламінопурину (БАП) (Sigma, США) та
0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти (НОК) (Sigma,
США).УкожнучашкуПетрівисаджувалипоп’ять
листових дисків, загалом було проаналізовано по
125 експлантів у кожному досліді. Частоту реге
нерації визначали через три тижні після початку
культивуванняякспіввідношенняексплантівізре
генерованимипагонамидозагальноїкількостіви
садженихексплантів.

Щоб дослідити вплив на частоту агробактері
альної трансформації, застосували інгібітор ти
розинових протеїнфосфатаз, ортованадат натрію
(Sigma, США), який додавали безпосередньо до
середовища для кокультивування з агробактері
єю.Дляцьогоінгібіторрозчинялив1МNaOHіз
нагріванням, маточний розчин (10 мМ) зберігали
за температури — 20ºС. Вивчали вплив широкого
діапазонуконцентраційортованадатунатрію—від
0,5до250мкМ.

Для генетичної трансформації використали
штам AGL1 A. tumefaciens, що містив плазмідний
векторpGH217 ізрепортернимгеномβглюкоро
нідази (gus) під контролем 35S промотора вірусу
мозаїки цвітної капусти (ВМЦК) і nos-термінато
ра,атакожселективниймаркернийгенhpt,щоза
безпечуєстійкістьдогігроміцинувтрансформан
тів.Плазмідабулалюб’язнонаданаканд.біол.наук
В.В. Радчуком (Інститут генетики рослин і дослі

дженнякультурнихрослин,м.Гатерслебен,Німеч
чина) (рис. 1). Перенесення генетичної конст
рукції pGH217 у супервірулентний штам AGL1
A. tumefaciens здійснювали за описаним раніше
методом(Tangеt аl., 2007).Дляцьогонічнукуль
туруагробактеріївирощувалив50млрідкогосере
довищаLB,доповненого100мг/лспектиноміцину
та50мг/лріфампіцину,зпостійнимструшуванням
нашейкерізатемператури+28ºС.

ЗметоюпідвищеннячастотиAgrobacteriumопо
середкованої трансформації також вивчено вплив
оптичної щільності агробактерії (optical density,
OD) під час її кокультивування з листовими ек
сплантами на частоту трансформації N. tabacum,
використовуючи показники OD

600
 від 0,1 до 0,5.

Після кокультивування експланти на 7 діб пе
реносили на середовище МС, яке містило 1 мг/л
БАП,0,1мг/лНОК,5мг/лгігроміцинута400мг/л
цефотаксимудляелімінаціїагробактерії.Відтакїх
пересаджували на аналогічне за складом середо
вище,алебезцефотаксиму.З’ясувалося,щоопти
мальноюоптичноющільністюагробактеріїдляге
нетичноїтрансформаціїбулозначенняOD

600
=0,2.

Прицьомучастотарегенераціїпагонівзексплантів
на селективному середовищі, яке містило 5 мг/л
гігроміцину,сягала50%(контроль).

Оскільки в роботі використано штам AGL1
A. tumefaciens, щомістивплазмідуpGH217ізселек
тивниммаркернимгеномhpt,якийзабезпечуєстій
кістьдогігроміцинувтрансформантів,длявизна
ченняйогоселективноїконцентраціїдосліджували
вплив 1—15 мг/л гігроміцину на життєздатність
експлантів після трьох тижнів їх культивування з
данимселективнимагентом.Частотутрансформа
ціївизначалиякспіввідношенняувідсоткахкіль
костіексплантів,здатнихдорегенераціїпагонівза
наявності селективної концентрації гігроміцину,
дозагальноїкількостіексплантів,використаниху

Рис.1. СхемавекторноїконструкціїpGH217:LBіRB—ліватаправамежіТДНК,P35S—35SпромоторВМЦК,
GUS—генβглюкуронідази,nos—нопаліновийтермінатор,hpt—генhpt стійкостідогігроміцину

Fig.1.SchemevectorconstructionpGH217:LBіRB—leftandrightbordersTDNA,P35S—35Spromoter,GUS—geneβ
glucuronidase,nos—nopalineterminator,hpt—genehpt resistancetohygromycin



507ISSN 0372-4123. Укр. ботан. журн., 2015, 72(5)

дослідженні.Встановлено,щоконцентрація5мг/л
гігроміцинубуланайефективнішоюдляподальшої
селекціїтрансгеннихлінійN. tabacum.

Для підтвердження трансгенної природи отри
манихрослинідетекціїекспресіїрепортерногогена
здійснено їх молекулярногенетичний аналіз. Зі
зразківвідселектованихнагігроміцинілінійтютюну
таконтрольнихрослинбуловиділеногеномнуДНК
заметодомЦТАБ(Murray,Thompson,1980).Наяв
ність послідовності гена gus визначали за допомо
гоюполімеразноїланцюговоїреакції(ПЛР).Склад
реакційноїсуміші(об’ємом25мкл)дляПЛРбувта
ким:5×ПЛРбуфера(Helicon,Росія),2мклДНК,
по0,5мклспецифічнихпраймерівдогенаgus (5’gc
aagcgcacttacaggcgattaaagagctgat3’ і 5’tgtttgcctccctgct
gcggttttcaccgaag3’),1мклdNTP(Sigma,Німеччина)
та0,5мклTaqполімерази(Fermentas,Литва).

Реакцію проводили на ампліфікаторі PCR
AppliedBiosystem2720(США)затакихумов:пер
виннаденатурація5хвзатемператури95°С;далі
40циклів—95°С(30с),72°С(40с),67°С(40с);
кінцеваполімеризація—72°С(7хв).

Розмір ампліфікованого фрагменту становив
632 п.н., що відповідає позитивному контролю
(розміру ампліконів за використання конструк
ції рGH217 як матриці для ПЛР) (Jefferson еt аl.,
1987).ДНКнетрансформованихрослин(негатив
ний контроль) і відповідний вектор (позитивний
контроль)булиампліфікованізааналогічнихумов.
Продукти реакції розділяли в 2%му агарозному
гелітавізуалізувализадопомогоюетидіюброміду.

Ре зуль та ти до слі джень та їх об го во рен ня

Оскількивідомо,щочастотайефективністьгене
тичної трансформації, зокрема агробактеріальної,

залежатьвідтипуексплантапевноговидуобраних
длядослідурослиніїхньоїздатностідоефективної
регенераціїпагонівчиповноціннихрослин,мипо
передньо оцінили регенераційний потенціал лис
товихексплантівN. tabacum.З’ясовано,щочастота
регенераціїпагонівзлистовихдисківсягаєблизько
97%.Усередньомунакожномуокремомуексплан
тіin vitro формувалисячотирирослинирегенеран
ти.

Для визначення будьякого негативного впли
ву інгібітору ортованадату натрію спочатку було
дослідженодіюйогорізнихконцентраційнареге
нераціюпагонівізлистовихексплантівN. tabacum.
Виявлено, що частота регенерації з використан
нямнизькихконцентрацій(0,5та1мкМ)станови
лаприблизно63%,тодіякз інгібіторомувищих
концентраціях(5і10мкМ)частотаутворенняпа
гонівдорівнювалаблизько75%,азадії150,200та
250 мкМ ортованадату натрію вона сягала майже
100%.Вартовідзначити,щозавикористаннятаких
високих концентрацій спостерігалось утворення
великоїкількостірегенерантівнаексплант(6—8).

Раніше було встановлено, що ортованадат нат
рію стимулює фосфорилювання по залишках ти
розинубілків,оскількиінгібуєтирозинфосфатази
втвариннихклітинах(Posner,1994).Мидослідили,
що в умовах гіперфосфорилювання по залишках
тирозинуприскорюваласядиференціаціяклітин,і
цепроявлялосявіндукціїорганогенезу.

Отже, ортованадат натрію у високих мікромо
лярних концентраціях (100—250 мкМ) позитивно
впливав на регенерацію пагонів, підвищуючи по
казник її ефективності (кількість регенерованих
пагонівнаексплант),хочачастотазалишаласяна
рівніконтролю(рис.2).

Рис.2.Впливортованадатунатрію(0—250
мкМ) на частоту регенерації пагонів із
листовихдисківN. tabacum

Fig. 2. Influence of sodium ortovanadat (0—
250 m) on the shoots regeneration frequency
fromleafdiscsofN. tabacum
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Концентраціяортованадатунатрію,мкМ

Частотарегенераціїпагонів
занаявностіінгібітору,%

Контроль
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ЗметоюпідвищеннячастотиAgrobacteriumопо
середкованої трансформації також вивчено вплив
оптичноїщільностіагробактеріїпідчасїїкокуль
тивування з листовими експлантами на частоту
трансформації N. tabacum. Після кокультивуван
ня експланти для елімінації агробактерії перено
сили на сім діб на середовище МС, яке містило
1 мг/л БАП, 0,1 мг/л НОК, 5 мг/л гігроміцину та
400мг/лцефотаксиму.Потім їхпересаджувалина
аналогічне за складом середовище, але без цефо
таксиму.З’ясувалося,щооптимальноюоптичною
щільністю агробактерії для генетичної трансфор
маціїбулозначенняOD

600
=0,2.Прицьомучастота

регенерації пагонів з експлантів на селективному
середовищі,щомістило5мг/лгігроміцину,сягала
50%(контроль).

Наступним етапом було дослідження впливу
широкого діапазону (від 10 до 250 мкМ) концен
траційортованадатунатріюітривалості24—48год
кокультивуванняагробактеріїзайогонаявностіна
частоту Agrobacteriumопосередкованої трансфор
мації.Іздодаваннямінгібіторудосередовищадля
кокультивуваннявконцентраціях10,25і50мкМ
і тривалістю цього процесу в його присутності 24
год частота трансформації становила близько 12,

14та33%.Зізбільшеннямконцентрації інгібітору
всередовищізросталачастотарегенераціїпагонів
зексплантів.Зокрема,здодаваннямдосередови
ща для кокультивування бактерії з експлантами
100 і 150 мкМ інгібітору частота трансформації
становилаприблизно43 і46%відповідно.Зави
користання 200 і 250 мкМ ортованадату натрію
частотатрансформаціїпідвищуваласьдо60і69%
відповідно.Тобтотакаконцентраціяортованадату
натрію збільшувала частоту трансформації на 10 і
19%відповідно,порівнянозконтролем,показник
якогобув,якзазначалосяраніше,нарівні50%.

З подовженням тривалості кокультивування
експлантів, за наявності інгібітору, до 48 год по
казники частоти трансформації значно зростали.
Зокрема,зконцентраціямиінгібітору100,150,200
і 250 мкМ частота трансформації становила при
близно 48, 53, 80 і 90 % відповідно, порівняно з
контролем. Тобто найефективнішими концентра
ціямиортованадатунатріюбули200та250мкМ.За
їхвикористанняпротягом48годпідчаскокуль
тивування частота Agrobacteriumопосередкованої
трансформації підвищувалася приблизно на 30 та
40%відповідно(рис.3).

Рис. 3. Вплив різних концентрацій ортованадату натрію та тривалості кокультивування інгібітору з бактерією на
частотуAgrobacteriumопосередкованоїNicotiana tabacum трансформації

Fig.3.Influenceofdifferentconcentrationsofsodiumortovanadateandcocultivationdurationwithinhibitorandbacteriaon
theAgrobacteriummediatedNicotiana tabacumtransformationfrequency

Контроль
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Таким чином, у результаті здійснених експери
ментів продемонстровано, що використання інгі
біторутирозиновихпротеїнфосфатаз,зокремаор
тованадатунатрію,суттєвопідвищуєчастотуагро
бактеріальної трансформації листових експлантів
N. tabacum.Дослідженовпливрізнихконцентрацій
ортованадатунатрію(10—250мкМ)ітривалостіко
культивуваннязанаявностіінгібітору(24і48год)
начастотуагробактеріальноїтрансформаціїлисто
вихдисківтютюнутавстановленонайефективніші
концентраціїінгібітору.Затривалостікокультиву
вання24год(200 і250мкМ)частотаагробактері
альноїтрансформаціїпідвищуваласяприблизнона
10та19%відповідно,азакокультивуванняекс
плантівз інгібітором(200і250мкМ)протягом48
годцейпоказникзроставна30і40%відповідно.

Для підтвердження трансгенної природи отри
маних рослин і наявності перенесеного гена gus 
здійсненоПЛРаналізліній,селективновідібраних
і резистентних до гігроміцину, після проведення
трансформації з використанням 250 мкМ ортова
надатунатрію.Розмірампліфікованогофрагменту
становив 632 п.н. Результати аналізу трансгенних
лінійподанонарис.4.

Ви снов ки

Отже, нами досліджено вплив ортованадату нат
рію — інгібітору тирозинових протеїнфосфатаз
на частоту Agrobacterium-опосередкованої транс
формації покритонасінних на прикладі тютюну
як модельного об’єкта. Вивчено дію різних кон
центраційортованадатунатрію—вмежах0,5—250
мкМ.Встановлено,щозавикористанняінгібітору
в концентраціях 200 і 250 мкМ і тривалості ко
культивуваннязнимпротягом24годчастотаагро
бактеріальної трансформації листових дисків тю
тюнупідвищуваласяна10і19%відповідно.Вразі
продовження тривалості кокультивування до 48
годчастотатрансформаціїзцимижконцентрація
миінгібіторузросталапорівнянозконтролемна30
та40%відповідно.
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Впервыеисследовановоздействиеразличныхконцентра
цийингибиторатирозинзависимойпротеинфосфатазы,
ортованадата натрия, на частоту Agrobacterium
опосредованной трансформации листовых эксплантов
Nicotiana tabacum. Изученовлияниеразличныхконцен
траций ортованадата натрия в пределах от 0,5 до 250
мкМ.Установлено,чтоприиспользованииингибиторав
концентрации200и250мкмчастотаагробактериальной
трансформации листовых дисков табака повышалась
на 10 и 19 % соответственно, при кокультивировании
в течение 24 часов. Увеличение продолжительности
кокультивирования с агробактерией до 48 часов при
указанныхконцентрацияхингибитораприводилоквоз
растаниючастотытрансформациина30и40%соответ
ственно,посравнениюсконтролем.Наличиепереноса
чужеродногогенаgus иинтеграциюеговгеномрастений
N. tabacum подтвержденоспомощьюмолекулярногене
тическогоанализа.

Ключевыеслова:Agrobacterium-опосредованная
трансформация,Nicotianatabacum,ингибиторы
тирозинзависимыхпротеинфосфатаз.

FedorchukV.V.,YemetsA.I.The influence of protein 
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The effect of different concentrations of protein tyrosine
phosphataseinhibitor,sodiumortovanadate,onthefrequency
ofAgrobacteriummediatedtransformationofleafexplantsof
N. tabacum was described for the first time. The influence
of different concentrations of sodium ortovanadate in the
rangefrom0.5to250µMwasinvestigated.Itwasfoundthat
inhibitor concentrations of 200 and 250 µM provoked the
increase of the frequency of agrobacterial transformation of
tobacco leafon10and19%, respectively,after24hofco
cultivation. Increasing of cocultivation period to 48 h at
the same inhibitor concentrations led to an increase in the
frequency of transformation on 30 and 40 %, respectively,
whencompared tocontrol.Thepresenceof thegus gene in
the genome of N. tabacum plants after transformation was
confirmedbymoleculargeneticanalysis.

Keywords:Agrobacteriummediatedtransformation,
Nicotiana tabacum,tyrosinedependedproteinphosphatase
inhibitors.


