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Вступ

Се­ред ба­гатьох ме­то­дів пе­ре­несення чу­жо­рід­ної 
ДНК у рос­ли­ну, та­ких як бом­бар­ду­ван­ня мік­ро­час­
тин­ка­ми, елек­тро­по­ра­ція та мік­ро­ін’єкція, транс­
фор­ма­ція за до­по­мо­гою Agrobacterium tumefaciens 
має оче­вид­ні пе­ре­ва­ги. A.  tumefaciens во­ло­діє уні­
каль­ною здат­ністю пе­ре­но­си­ти мо­ле­ку­лу ДНК у 
рос­ли­нну клі­ти­ну під час про­це­су, ві­до­мо­го як го­
ри­зон­таль­не пе­ре­не­сен­ня ге­нів (Thomson, 2007).

Ме­тод транс­фор­ма­ції, опо­се­ред­ко­ва­ний 
Agrobacterium, дає змо­гу вво­ди­ти в рос­ли­ну ве­ли­кі 
за роз­мі­ром ге­не­тич­ні конст­рук­ції, але при цьо­му 
не зу­мов­лює сут­тє­вих по­ру­шень у пос­лі­дов­ності 
гена, що пе­ре­но­сить­ся. Крім того, цей ме­тод не 
пот­ре­бує засто­су­ван­ня спе­ці­аль­но­го об­лад­нан­ня. 
Не в ос­тан­ню чер­гу ме­тод транс­фор­ма­ції за­без­пе­
чує й оп­ти­маль­ні мож­ли­вості для сег­ре­га­ції мар­
кер­них се­лек­тив­них ге­нів в от­ри­ма­них транс­фор­
ман­тів (Rukavtzova et al., 2013). Сьо­го­дні три­ва­ють 
ро­бо­ти з удо­ско­на­лен­ня ме­то­дів ге­не­тич­ної транс­
фор­ма­ції за до­по­мо­гою Agrobacterium і по­шук но­
вих чин­ни­ків, які мог­ли би спри­яти під­ви­щен­ню 
час­то­ти от­ри­ман­ня транс­ген­них лі­ній рос­лин. Зок­
ре­ма, роз­роб­ка та­ких ме­то­дич­них під­хо­дів де­да­
лі біль­ше ґрун­ту­єть­ся на по­глиб­ле­но­му ро­зу­мін­ні 
мо­ле­ку­ляр­них ме­ха­ніз­мів ут­во­рен­ня ін­ду­ко­ва­них 

аг­ро­бак­те­рія­ми пух­лин у транс­фор­мо­ва­них рос­
лин і за­лу­чен­ня до цьо­го про­це­су сиг­наль­них внут­
рішньо­клі­тин­них кас­ка­дів (Pitzschke, Hirt, 2010).

Не так дав­но з’ясувалося, що ви­ко­ристан­ня ін­гі­
бі­то­рів Ca2+-за­леж­них про­те­їн­кі­наз (триф­люо­пе­ра­
зин) і про­те­їн­фос­фа­таз (ока­да­ї­но­ва ки­сло­та) знач­
но під­ви­щує ефек­тив­ність аг­ро­бак­те­рі­аль­ної транс­
фор­ма­ції ем­бріо­ї­дів со­сни бі­лої (Alimohammadi, 
Bagherieh-Najjar, 2009). У по­даль­шо­му ми за­про­
по­ну­ва­ли ви­ко­ристо­ву­ва­ти триф­люо­пе­ра­зин для 
підвищен­ня частоти аг­ро­бак­те­рі­аль­ної транс­фор­
ма­ції тю­тю­ну (Fedorchuk et al., 2014), а та­кож про­
де­монст­ру­ва­ли, що до­да­ван­ня до се­ре­до­ви­ща для 
ко-куль­ти­ву­ван­ня ін­гі­бі­то­ру Ca2+-каль­мо­ду­лін-за­
леж­них про­те­їн­кі­наз W7 зу­мов­лю­ва­ло знач­не під­
ви­щен­ня час­то­ти ре­ге­не­ра­ції та швид­кості рос­ту 
рос­лин-ре­ге­не­ран­тів тю­тю­ну по­рів­ня­но з кон­тро­
лем (Fedorchuk, Yemets, 2015). Тому ме­тою даного 
до­слі­джен­ня ста­ло вив­чен­ня впли­ву ін­гі­бі­то­ру про­
те­їн­фос­фа­таз — ор­то­ва­на­да­ту на­трію на  аг­ро­бак­
те­ріаль­ну транс­фор­ма­цію Nicotiana tabacum L. — як 
по­тен­цій­но діє­во­го інст­ру­мен­ту для під­ви­щен­ня 
час­то­ти транс­фор­ма­ції рос­лин.

Об’єкти та методи досліджень 

Для вве­ден­ня в куль­ту­ру in vitro як ви­хід­ний ма­
те­рі­ал використовували на­сін­ня N.  tabacum. Його 
сте­ри­лі­зу­ва­ли у 5%-му роз­чи­ні гі­по­хло­ри­ту на­трію 
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Уперше досліджено вплив різних концентрацій інгібітору тирозинзалежної протеїнфосфатази, 
ортованадату натрію, на частоту Agrobacterium-опосередкованої трансформації листкових 
експлантів Nicotiana tabacum. Вивчено дію різних концентрацій ортованадату натрію ( в межах 
від 0,5 до 250 мкМ) і з’ясовано, що за його вмісту 200 і 250 мкМ і тривалістю використання 
24 год частота агробактеріальної трансформації листових дисків тютюну підвищувалася на 10 
та 19 % відповідно. Подовження тривалості його дії під час ко-культивування з агробактерією 
до 48 год із зазначеними концентраціями спричинювало суттєве зростання частоти генетичної 
трансформації  — на 30 та 40  % відповідно, порівняно з контролем. Наявність перенесення 
чужорідного гена gus і його інтеграцію в геном рослин N. tabacum підтверджено молекулярно-
генетичним аналізом.

К л ю ч о в і   с л о в а: Agrobacterium-опосередкована трансформація, Nicotiana tabacum, інгібітори 
тирозинзалежних протеїнфосфатаз
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про­тя­гом 10 хв із по­даль­шим три­ра­зо­вим від­ми­
ван­ням у сте­риль­ній дис­тильо­ва­ній воді (Gallois, 
Marinho, 1995). Про­ро­щу­ван­ня на­сін­ня та куль­ти­
ву­ван­ня рос­лин про­во­ди­ли на без­гор­мо­наль­но­му 
се­ре­до­ви­щі МС (Pitzschke, Hirt, 2010) про­тя­гом мі­
ся­ця.

Для оцін­ки ре­ге­не­ра­цій­но­го по­тен­ціа­лу тю­тю­ну 
ме­ха­ніч­но по­шко­дже­ні ек­с­план­ти мо­ло­дих лист­ків 
(лис­то­ві дис­ки) рос­ли­н роз­мі­ром 1,5—2,5  см2 ви­
са­джу­ва­ли на се­ре­до­ви­ще МС, що міс­ти­ло 1 мг/л 
6-бен­зи­ла­мі­но­пу­ри­ну (БАП) (Sigma, США) та 
0,1  мг/л наф­ти­лоц­то­вої ки­сло­ти (НОК) (Sigma, 
США). У кож­ну чаш­ку Пет­рі ви­са­джу­ва­ли по п’ять 
лис­то­вих дис­ків, за­га­лом було про­ана­лі­зо­ва­но по 
125 ек­с­план­тів у кож­но­му до­слі­ді. Час­то­ту ре­ге­
не­ра­ції ви­зна­ча­ли че­рез три тиж­ні пі­сля по­чат­ку 
куль­ти­ву­ван­ня як спів­від­но­шен­ня ек­с­план­тів із ре­
ге­не­ро­ва­ни­ми па­го­на­ми до за­галь­ної кіль­кості ви­
са­дже­них ек­с­план­тів.

Щоб до­слі­ди­ти вплив на час­то­ту аг­ро­бак­те­рі­
аль­ної транс­фор­ма­ції, засто­су­ва­ли ін­гі­бі­тор ти­
ро­зи­но­вих про­те­їн­фос­фа­таз, ор­то­ва­на­дат на­трію 
(Sigma, США), який до­да­ва­ли без­по­се­редньо до 
се­ре­до­ви­ща для ко-куль­ти­ву­ван­ня з аг­ро­бак­те­рі­
єю. Для цьо­го ін­гі­бі­тор роз­чи­ня­ли в 1 М NaOH із 
на­грі­ван­ням, ма­точ­ний роз­чин (10 мМ) збе­рі­га­ли 
за тем­пе­ра­ту­ри  — 20ºС. Вив­ча­ли вплив ши­ро­ко­го 
діа­па­зо­ну кон­цен­тра­цій ор­то­ва­на­да­ту на­трію — від 
0,5 до 250 мкМ.

Для ге­не­тич­ної транс­фор­ма­ції ви­ко­риста­ли 
штам AGL1 A.  tumefaciens, що міс­тив плаз­мід­ний 
век­тор pGH217 із ре­пор­тер­ним ге­ном β-глю­ко­ро­
ні­да­зи (gus) під кон­тро­лем 35S про­мо­то­ра ві­ру­су 
мо­за­ї­ки цвіт­ної ка­пус­ти (ВМЦК) і nos-тер­мі­на­то­
ра, а та­кож се­лек­тив­ний мар­кер­ний ген hpt, що за­
без­пе­чує стій­кість до гіг­ро­мі­ци­ну в транс­фор­ман­
тів. Плаз­мі­да була люб’язно на­да­на канд. біол. наук 
В.В.  Рад­чу­ком (Інсти­тут ге­не­ти­ки рос­лин і до­слі­

джен­ня куль­тур­них рос­лин, м. Га­терс­ле­бен, Німеч­
чина) (рис.  1). Пе­ре­не­сен­ня ге­не­тич­ної конст­
рук­ції pGH217 у су­пер­ві­ру­лент­ний штам AGL1 
A.  tumefaciens здій­сню­ва­ли за опи­са­ним ра­ні­ше 
ме­то­дом (Tang еt аl., 2007). Для цьо­го ніч­ну куль­
ту­ру аг­ро­бак­те­рії ви­ро­щу­ва­ли в 50 мл рід­ко­го се­ре­
до­ви­ща LB, до­пов­не­но­го 100 мг/л спек­ти­но­мі­ци­ну 
та 50 мг/л рі­фам­пі­ци­ну, з пос­тій­ним стру­шу­ван­ням 
на шей­ке­рі за тем­пе­ра­ту­ри +28ºС.

З ме­тою під­ви­щен­ня час­то­ти Agrobacterium-опо­
се­ред­ко­ва­ної транс­фор­ма­ції та­кож вив­че­но вплив 
оп­тич­ної щіль­ності аг­ро­бак­те­рії (optical density, 
OD) під час її ко-куль­ти­ву­ван­ня з лис­то­ви­ми ек­
с­план­та­ми на час­то­ту транс­фор­ма­ції N.  tabacum, 
ви­ко­ристо­вую­чи по­каз­ни­ки OD

600
 від 0,1 до 0,5. 

Пі­сля ко-куль­ти­ву­ван­ня ек­с­план­ти на 7 діб пе­
ре­но­си­ли на се­ре­до­ви­ще МС, яке міс­ти­ло 1  мг/л 
БАП, 0,1 мг/л НОК, 5 мг/л гіг­ро­мі­ци­ну та 400 мг/л 
це­фо­так­си­му для елі­мі­на­ції аг­ро­бак­те­рії. Від­так їх 
пе­ре­са­джу­ва­ли на ана­ло­гіч­не за скла­дом се­ре­до­
ви­ще, але без це­фо­так­си­му. З’ясувалося, що оп­ти­
маль­ною оп­тич­ною щіль­ністю аг­ро­бак­те­рії для ге­
не­тич­ної транс­фор­ма­ції було зна­чен­ня OD

600
 = 0,2. 

При цьо­му час­то­та ре­ге­не­ра­ції па­го­нів з ек­с­план­тів 
на се­лек­тив­но­му се­ре­до­ви­щі, яке міс­ти­ло 5  мг/л 
гіг­ро­мі­ци­ну, ся­га­ла 50 % (кон­троль).

Ос­кіль­ки в ро­бо­ті ви­ко­риста­но штам AGL1 
A. tumefaciens, що міс­тив плаз­мі­ду pGH217 із се­лек­
тив­ним мар­кер­ним ге­ном hpt, який за­без­пе­чує стій­
кість до гіг­ро­мі­ци­ну в транс­фор­ман­тів, для ви­зна­
чен­ня його се­лек­тив­ної кон­цен­тра­ції до­слі­джува­ли 
вплив 1—15  мг/л гіг­ро­мі­ци­ну на жит­тє­здат­ність 
ек­с­план­тів пі­сля трьох тиж­нів їх куль­ти­ву­ван­ня з 
да­ним се­лек­тив­ним аген­том. Час­то­ту транс­фор­ма­
ції ви­зна­ча­ли як спів­від­но­шен­ня у від­сот­ках кіль­
кості ек­с­план­тів, здат­них до ре­ге­не­ра­ції па­го­нів за 
на­яв­ності се­лек­тив­ної кон­цен­тра­ції гіг­ро­мі­ци­ну, 
до за­галь­ної кіль­кості ек­с­план­тів, ви­ко­риста­них у 

Рис. 1. Схема векторної конструкції pGH217: LB і RB — ліва та права межі Т-ДНК, P35S — 35S промотор ВМЦК, 
GUS — ген β-глюкуронідази, nos — нопаліновий термінатор, hpt — ген hpt стійкості до гігроміцину 

Fig. 1. Scheme vector construction pGH217: LB і RB — left and right borders T-DNA, P35S — 35S promoter, GUS — gene β 
glucuronidase, nos — nopaline terminator, hpt — gene hpt resistance to hygromycin
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до­слі­джен­ні. Вста­нов­ле­но, що кон­цен­тра­ція 5 мг/л 
гіг­ро­мі­ци­ну була най­ефек­тив­ні­шою для по­даль­шої 
се­лек­ції транс­ген­них лі­ній N. tabacum.

Для під­твер­джен­ня транс­ген­ної при­ро­ди от­ри­
ма­них рос­лин і де­тек­ції екс­пре­сії ре­пор­тер­но­го гена 
здій­сне­но їх мо­ле­ку­ляр­но-ге­не­тич­ний ана­ліз. Зі 
зраз­ків від­се­лек­то­ва­них на гіг­ро­мі­ци­ні лі­ній тю­тю­ну 
та кон­троль­них рос­лин було ви­ді­ле­но ге­ном­ну ДНК 
за ме­то­дом ЦТАБ (Murray, Thompson, 1980). На­яв­
ність пос­лі­дов­ності гена gus ви­зна­ча­ли за до­по­мо­
гою по­лі­ме­раз­ної лан­цю­го­вої ре­ак­ції (ПЛР). Склад 
ре­ак­цій­ної су­мі­ші (об’ємом 25 мкл) для ПЛР був та­
ким: 5 × ПЛР-бу­фе­ра (Helicon, Ро­сія), 2 мкл ДНК, 
по 0,5 мкл спе­ци­фіч­них прай­ме­рів до гена gus (5’- gc
aagcgcacttacaggcgattaaagagctgat-3’ і 5’-tgtttgcctccctgct
gcggttttcaccgaag-3’), 1 мкл dNTP (Sigma, Ні­меч­чи­на) 
та 0,5 мкл Taq-по­лі­ме­ра­зи (Fermentas, Лит­ва).

Ре­ак­цію про­во­ди­ли на ам­п­лі­фі­ка­то­рі PCR 
Applied Biosystem 2720 (США) за та­ких умов: пер­
вин­на де­на­ту­ра­ція 5 хв за тем­пе­ра­ту­ри 95° С; далі 
40 цик­лів — 95° С (30 с), 72° С (40 с), 67° С (40 с); 
кін­це­ва по­лі­ме­ри­за­ція — 72° С (7 хв).

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). ДНК не­транс­фор­мо­ва­них рос­лин (не­га­тив­
ний кон­троль) і від­по­від­ний век­тор (по­зи­тив­ний 
кон­троль) були ам­п­лі­фі­ко­ва­ні за ана­ло­гіч­них умов. 
Про­дук­ти ре­ак­ції роз­ді­ля­ли в 2%-му ага­роз­но­му 
гелі та ві­зуа­лі­зу­ва­ли за до­по­мо­гою ети­дію бро­мі­ду.

Результати досліджень та їх обговорення

Ос­кіль­ки ві­до­мо, що час­то­та й ефек­тив­ність ге­не­
тич­ної транс­фор­ма­ції, зок­ре­ма аг­ро­бак­те­рі­аль­ної, 

за­ле­жать від типу ек­с­план­та пев­но­го виду об­ра­них 
для до­слі­ду рос­лин і їхньої здат­ності до ефек­тив­ної 
ре­ге­не­ра­ції па­го­нів чи пов­но­цін­них рос­лин, ми по­
пе­редньо оці­ни­ли ре­ге­не­ра­цій­ний по­тен­ці­ал лис­
то­вих ек­с­план­тів N. tabacum. З’ясовано, що час­то­та 
ре­ге­не­ра­ції па­го­нів з лис­то­вих дис­ків ся­гає близько 
97 %. У се­редньо­му на кож­но­му ок­ре­мо­му ек­с­план­
ті in vitro фор­му­ва­ли­ся чо­ти­ри рос­ли­ни-ре­ге­не­ран­
ти.

Для ви­зна­чен­ня будь-яко­го не­га­тив­но­го впли­
ву ін­гі­бі­то­ру ор­то­ва­на­да­ту на­трію спо­чат­ку було 
до­слі­дже­но дію його різ­них кон­цен­тра­цій на ре­ге­
не­ра­цію па­го­нів із лис­то­вих ек­с­план­тів N. tabacum. 
Ви­яв­ле­но, що час­то­та ре­ге­не­ра­ції з ви­ко­ристан­
ням низьких кон­цен­тра­цій (0,5 та 1 мкМ) ста­но­ви­
ла при­близ­но 63 %, тоді як з ін­гі­бі­то­ром у ви­щих 
кон­цен­тра­ці­ях (5 і 10 мкМ) час­то­та ут­во­рен­ня па­
го­нів до­рів­ню­ва­ла близько 75 %, а за дії 150, 200 та 
250 мкМ ор­то­ва­на­да­ту на­трію вона ся­га­ла май­же 
100 %. Вар­то від­зна­чи­ти, що за ви­ко­ристан­ня та­ких 
ви­со­ких кон­цен­тра­цій спос­те­рі­га­лось ут­во­рен­ня 
ве­ли­кої кіль­кості ре­ге­не­ран­тів на ек­с­плант (6—8).

Ра­ні­ше було вста­нов­ле­но, що ор­то­ва­на­дат на­т­
рію сти­му­лює фос­фо­ри­лю­ван­ня по за­лиш­ках ти­
ро­зи­ну біл­ків, ос­кіль­ки ін­гі­бує ти­ро­зин­фос­фа­та­зи 
в тва­рин­них клі­ти­нах (Posner, 1994). Ми до­слі­ди­ли, 
що в умо­вах гі­пер­фос­фо­ри­лю­ван­ня по за­лиш­ках 
ти­ро­зи­ну при­ско­рю­ва­ла­ся ди­фе­рен­ціа­ція клі­тин, і 
це про­яв­ля­ло­ся в ін­дук­ції ор­га­но­ге­не­зу.

Отже, ор­то­ва­на­дат на­трію у ви­со­ких мік­ро­мо­
ляр­них кон­цен­тра­ці­ях (100—250 мкМ) по­зи­тив­но 
впли­вав на ре­ге­не­ра­цію па­го­нів, під­ви­щую­чи по­
каз­ник її ефек­тив­ності (кіль­кість ре­ге­не­ро­ва­них 
па­го­нів на ек­с­плант), хоча час­то­та за­ли­ша­ла­ся на 
рів­ні кон­тро­лю (рис. 2).

Рис. 2. Вплив ортованадату натрію (0—250 
мкМ) на частоту регенерації пагонів із 
листових дисків N. tabacum

Fig.  2. Influence of sodium ortovanadat (0—
250 m) on the shoots regeneration frequency 
from leaf discs of N. tabacum
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З ме­тою під­ви­щен­ня час­то­ти Agrobacterium-опо­
се­ред­ко­ва­ної транс­фор­ма­ції та­кож вив­че­но вплив 
оп­тич­ної щіль­ності аг­ро­бак­те­рії під час її ко-куль­
ти­ву­ван­ня з лис­то­ви­ми ек­с­план­та­ми на час­то­ту 
транс­фор­ма­ції N.  tabacum. Пі­сля ко-куль­ти­ву­ван­
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 
400 мг/л це­фо­так­си­му. По­тім їх пе­ре­са­джу­ва­ли на 
ана­ло­гіч­не за скла­дом се­ре­до­ви­ще, але без це­фо­
так­си­му. З’ясувалося, що оп­ти­маль­ною оп­тич­ною 
щіль­ністю аг­ро­бак­те­рії для ге­не­тич­ної транс­фор­
ма­ції було зна­чен­ня OD

600
 = 0,2. При цьо­му час­то­та 

ре­ге­не­ра­ції па­го­нів з ек­с­план­тів на се­лек­тив­но­му 
се­ре­до­ви­щі, що міс­ти­ло 5 мг/л гіг­ро­мі­ци­ну, ся­га­ла 
50 % (кон­троль).

Наступ­ним ета­пом було до­слі­джен­ня впли­ву 
ши­ро­ко­го діа­па­зо­ну (від 10 до 250 мкМ) кон­цен­
тра­цій ор­то­ва­на­да­ту на­трію і три­ва­лості 24—48 год 
ко-куль­ти­ву­ван­ня аг­ро­бак­те­рії за його на­яв­ності на 
час­то­ту Agrobacterium-опо­се­ред­ко­ва­ної транс­фор­
ма­ції. Із до­да­ван­ням ін­гі­бі­то­ру до се­ре­до­ви­ща для 
ко-куль­ти­ву­ван­ня в кон­цен­тра­ці­ях 10, 25 і 50 мкМ 
і три­ва­лістю цьо­го про­це­су в його при­сут­ності 24 
год час­то­та транс­фор­ма­ції ста­но­ви­ла близько 12, 

14 та 33%. Зі збіль­шен­ням кон­цен­тра­ції ін­гі­бі­то­ру 
в се­ре­до­ви­щі зроста­ла час­то­та ре­ге­не­ра­ції па­го­нів 
з ек­с­план­тів. Зок­ре­ма, з до­да­ван­ням до се­ре­до­ви­
ща для ко-куль­ти­ву­ван­ня бак­те­рії з ек­с­план­та­ми 
100 і 150 мкМ ін­гі­бі­то­ру час­то­та транс­фор­ма­ції 
ста­но­ви­ла при­близ­но 43 і 46 % від­по­від­но. За ви­
ко­ристан­ня 200 і 250 мкМ ор­то­ва­на­да­ту на­трію 
час­то­та транс­фор­ма­ції під­ви­щу­ва­лась до 60 і 69 % 
від­по­від­но. Тоб­то така кон­цен­тра­ція ор­то­ва­на­да­ту 
на­трію збіль­шу­ва­ла час­то­ту транс­фор­ма­ції на 10 і 
19 % від­по­від­но, по­рів­ня­но з кон­тро­лем, по­каз­ник 
яко­го був, як за­зна­ча­ло­ся ра­ні­ше, на рів­ні 50%.

З по­дов­жен­ням три­ва­лості ко-куль­ти­ву­ван­ня 
ек­с­план­тів, за на­яв­ності ін­гі­бі­то­ру, до 48 го­д по­
каз­ни­ки час­то­ти транс­фор­ма­ції знач­но зроста­ли. 
Зок­ре­ма, з кон­цен­тра­ція­ми ін­гі­бі­то­ру 100, 150, 200 
і 250 мкМ час­то­та транс­фор­ма­ції ста­но­ви­ла при­
близ­но 48, 53, 80 і 90  % від­по­від­но, по­рів­ня­но з 
кон­тро­лем. Тоб­то най­ефек­тив­ні­ши­ми кон­цен­тра­
ція­ми ор­то­ва­на­да­ту на­трію були 200 та 250 мкМ. За 
їх ви­ко­ристан­ня про­тя­гом 48 год під час ко-куль­
ти­ву­ван­ня час­то­та Agrobacterium-опо­се­ред­ко­ва­ної 
транс­фор­ма­ції під­ви­щу­ва­ла­ся приблизно на 30 та 
40 % від­по­від­но (рис. 3).

Рис.  3. Вплив різних концентрацій ортованадату натрію та тривалості ко-культивування інгібітору з бактерією на 
частоту Agrobacterium-опосередкованої Nicotiana tabacum трансформації

Fig. 3. Influence of different concentrations of sodium ortovanadate and co-cultivation duration with inhibitor and bacteria on 
the Agrobacterium-mediated Nicotiana tabacum transformation frequency 

Контроль
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Та­ким чи­ном, у ре­зуль­та­ті здій­сне­них ек­спе­ри­
мен­тів про­де­монст­ро­ва­но, що ви­ко­ристан­ня ін­гі­
бі­то­ру ти­ро­зи­но­вих про­те­їн­фос­фа­таз, зок­ре­ма ор­
то­ва­на­да­ту на­трію, сут­тє­во під­ви­щує час­то­ту аг­ро­
бак­те­рі­аль­ної транс­фор­ма­ції лис­то­вих ек­с­план­тів 
N. tabacum. До­слі­дже­но вплив різ­них кон­цен­тра­цій 
ор­то­ва­на­да­ту на­трію (10—250 мкМ) і три­ва­лості ко-
куль­ти­ву­ван­ня за на­яв­ності ін­гі­бі­то­ру (24 і 48 год) 
на час­то­ту аг­ро­бак­те­рі­аль­ної транс­фор­ма­ції лис­то­
вих дис­ків тю­тю­ну та вста­нов­ле­но най­ефек­тив­ні­ші 
кон­цен­тра­ції ін­гі­бі­то­ру. За три­ва­лості ко-куль­ти­ву­
ван­ня 24 год (200 і 250 мкМ) час­то­та аг­ро­бак­те­рі­
аль­ної транс­фор­ма­ції під­ви­щу­ва­ла­ся приблизно на 
10 та 19 % від­по­від­но, а за ко-куль­ти­ву­ван­ня ек­с­
план­тів з ін­гі­бі­то­ром (200 і 250 мкМ) про­тя­гом 48 
год цей по­каз­ник зростав на 30 і 40 % від­по­від­но.

Для під­твер­джен­ня транс­ген­ної при­ро­ди от­ри­
ма­них рос­лин і на­яв­ності пе­ре­не­се­но­го гена gus 
здій­сне­но ПЛР-ана­ліз лі­ній, се­лек­тив­но ві­діб­ра­них 
і ре­зистент­них до гіг­ро­мі­ци­ну, пі­сля про­ве­ден­ня 
транс­фор­ма­ції з ви­ко­ристан­ням 250 мкМ ор­то­ва­
на­да­ту на­трію. Роз­мір ам­п­лі­фі­ко­ва­но­го фраг­мен­ту 
ста­но­вив 632 п.н. Ре­зуль­та­ти ана­лі­зу транс­ген­них 
лі­ній по­да­но на рис. 4.

Висновки

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
цен­тра­цій ор­то­ва­на­да­ту на­трію — в ме­жах 0,5—250 
мкМ. Вста­нов­ле­но, що за використання інгібітору 
в концентраціях 200 і 250 мкМ і тривалості ко-
культивування з ним протягом 24 год час­то­та аг­ро­
бак­те­рі­аль­ної транс­фор­ма­ції лис­то­вих дис­ків тю­
тю­ну під­ви­щу­ва­ла­ся на 10 і 19 % від­по­від­но. В разі 
продовження три­ва­лості ко-куль­ти­ву­ван­ня до 48 
год час­то­та транс­фор­ма­ції з цими ж кон­цен­тра­ція­
ми ін­гі­бі­то­ру зроста­ла по­рів­ня­но з кон­тро­лем на 30 
та 40 % від­по­від­но.
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Впервые исследовано воздействие различных концентра­
ций ингибитора тирозинзависимой протеинфосфатазы, 
ортованадата натрия, на частоту Agrobacterium-
опосредованной трансформации листовых эксплантов 
Nicotiana tabacum. Изучено влияние различных концен­
траций ортованадата натрия в пределах от 0,5 до 250 
мкМ. Установлено, что при использовании ингибитора в 
концентрации 200 и 250 мкм частота агробактериальной 
трансформации листовых дисков табака повышалась 
на 10 и 19  % соответственно, при ко-культивировании 
в течение 24 часов. Увеличение продолжительности 
ко-культивирования с агробактерией до 48 часов при 
указанных концентрациях ингибитора приводило к воз­
растанию частоты трансформации на 30 и 40 % соответ­
ственно, по сравнению с контролем. Наличие переноса 
чужеродного гена gus и интеграцию его в геном растений 
N. tabacum подтверждено с помощью молекулярно-гене­
тического анализа.

К л ю ч е в ы е   с л о в а: Agrobacterium-опосредованная 
трансформация, Nicotiana tabacum, ингибиторы 
тирозинзависимых протеинфосфатаз.

Fedorchuk V.V., Yemets A.I. The influence of protein 
tyrosine phosphatase inhibitor, sodium ortovanadate, on 
Agrobacterium-mediated transformation of plants. — Ukr. 
Bot. J. — 2015. — 72(5): 505—510.
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2a, Osipovskogo Str., Kyiv, 04123, Ukraine

The effect of different concentrations of protein tyrosine 
phosphatase inhibitor, sodium ortovanadate, on the frequency 
of Agrobacterium-mediated transformation of leaf explants of 
N.  tabacum was described for the first time. The influence 
of different concentrations of sodium ortovanadate in the 
range from 0.5 to 250 µM was investigated. It was found that 
inhibitor concentrations of 200 and 250 µM provoked the 
increase of the frequency of agrobacterial transformation of 
tobacco leaf on 10 and 19 %, respectively, after 24 h of co-
cultivation. Increasing of co-cultivation period to 48 h at 
the same inhibitor concentrations led to an increase in the 
frequency of transformation on 30 and 40  %, respectively, 
when compared to control. The presence of the gus gene in 
the genome of N.  tabacum plants after transformation was 
confirmed by molecular genetic analysis.

K e y   w o r d s: Agrobacterium-mediated transformation, 
Nicotiana tabacum, tyrosine depended protein phosphatase 
inhibitors.


