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Çà äîïîìîãîþ äâîõ ìåòîä³â Agrobacterium-îïîñåðåä-
êîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ (in vitro òà in planta) ïåðåíåñåíî 
äð³æäæîâ³ (Saccharomyces cerevisiae) ãåíè á³îñèíòåçó 
òðåãàëîçè TPS1 ³ TPS2 äî ðÿäó ñîðò³â ïøåíèö³ (Triti-
cum aestivum L.) çàäëÿ ï³äâèùåííÿ ¿õ ïîñóõîñò³éêîñ-
ò³. Äëÿ öüîãî áóëî ñòâîðåíî âåêòîðí³ êîíñòðóêö³¿ 
pBract214-TPS1 òà pBract214-TPS2 ç ö³ëüîâèìè ãå-
íàìè TPS1 òà TPS2, â³äïîâ³äíî, ï³ä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðà óá³õ³òèíó êóêóðóäçè (PUbi), òà ñåëåêòèâíèì 
ìàðêåðíèì ãåíîì ã³ãðîì³öèí-ôîñôîòðàíñôåðàçè (hpt). 
ßê åêñïëàíòè äëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in vitro âèêîðèñòîâó-
âàëè 3–5 äîáîâ³ êàëþñè, îòðèìàí³ ç íåçð³ëèõ çàðîäê³â 
ïøåíèö³. Ñåëåêö³þ òðàíñãåííèõ ðîñëèí-ðåãåíåðàíò³â 
çä³éñíþâàëè íà ïîæèâíîìó ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî
30 ìã/ë ã³ãðîì³öèíó ÿê ñåëåêòèâíîãî àãåíòà. Ó ðåçóëü-
òàò³ òðàíñôîðìàö³¿ çà äîïîìîãîþ ìåòîäó in planta 
áóëî îòðèìàíî íàñ³ííÿ (òðàíñãåííå ïîêîë³ííÿ Ò1) ïøå-
íèö³, ÿêå ïðîðîùóâàëè ³ â³äáèðàëè íà ñò³éê³ñòü äî ã³-
ãðîì³öèíó. Ïåðåíåñåííÿ òà ³íòåãðàö³þ ö³ëüîâèõ ãåí³â â 
ãåíîì ïøåíèö³ ï³äòâåðäæåíî çà äîïîìîãîþ ïîë³ìåðàç-
íî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ç âèêîðèñòàííÿì ñïåöèô³÷íèõ 
ïðàéìåð³â äî ãåí³â TPS1 òà TPS2.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: òðåãàëîçà, äð³æäæîâ³ ãåíè, TPS1, 
TPS2, ãåíåòè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ, Agrobacterium tume-
faciens, in vitro, in planta, Triticum aestivum.

Âñòóï. Â³äîìî, ùî òðåãàëîçà – íåâ³äíîâëþ-
âàëüíèé äèñàõàðèä ãëþêîçè, – â³ä³ãðàº âàæëè-
âó ðîëü ó çàõèñò³ ðîñëèí â³ä ñòðåñ³â. Òðåãàëîçà 
íàÿâíà ó ð³çíèõ îðãàí³çì³â, âêëþ÷àþ÷è âîäî-
ðîñò³, áàêòåð³¿, êîìàõè, äð³æäæ³, ì³öåë³àëüí³ 
ãðèáè, âèù³ òâàðèíè òà á³ëüø³ñòü ðîñëèí. Çà-
âäÿêè àêóìóëÿö³¿ çà óìîâ ð³çíèõ ñòðåñ³â (ïåðå-
îõîëîäæåííÿ, âèñîê³ òåìïåðàòóðè, çàñîëåííÿ, 

ïîñóõà) òðåãàëîçó îö³íþþòü ÿê ñòðåñîïðîòåê-
òîð [1]. Íàïðèêëàä, òðåãàëîçà íàêîïè÷óºòüñÿ ó 
àíã³äðîá³îòèê³â (äî á³ëüø í³æ 10 % ñóõî¿ ìàñè), 
äîçâîëÿþ÷è ¿ì ïåðåæèòè ïîâíå çíåâîäíåííÿ
[2, 3] òà äåÿêèõ ïîêðèòîíàñ³ííèõ, ñò³éêèõ äî 
âèñóøóâàííÿ [4]. Íàâ³òü çà óìîâ íàÿâíîñò³ ó 
íèçüêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ òðåãàëîçà ñòàá³ë³çóº á³ë-
êè òà ìåìáðàíí³ ñòðóêòóðè çà ñòðåñîâèõ óìîâ, 
³ öå éìîâ³ðíî ïîâ’ÿçàíî ç òåìïåðàòóðîþ êðèñ-
òàë³çàö³¿, ¿¿ âèñîêîþ ïëàñòè÷í³ñòþ òà õ³ì³÷íîþ 
ñòàá³ëüí³ñòþ [5]. 

Á³ëüø³ñòü îðãàí³çì³â íàãðîìàäæóþòü òðåãà-
ëîçó çà óìîâ ñòðåñó, ñèíòåçóþ÷è öåé öóêîð çà 
äîïîìîãîþ äâîõ ïîñë³äîâíèõ ðåàêö³é, â ÿêèõ 
çàä³ÿí³ òðåãàëîçî-6-ôîñôàòñèíòàçà òà òðåãàëîçî-
6-ôîñôàòôîñôàòàçà. Ìåòàáîë³çì òðåãàëîçè äå-
òàëüíî âèâ÷åíî ó äð³æäæ³â Saccharomyces cere-
visiae, ó ÿêèõ âíóòð³øíüîêë³òèííèé ð³âåíü òðå-
ãàëîçè ï³äòðèìóºòüñÿ çàâäÿêè çáàëàíñîâàí³é 
ä³¿ ôåðìåíò³â ¿¿ ñèíòåçó òà ã³äðîë³çó [6]. Ñèí-
òåç òðåãàëîçè çä³éñíþºòüñÿ âåëèêèì ôåðìåíò-
íèì êîìïëåêñîì, ùî ñêëàäàºòüñÿ ç òðåãàëîçî-
6-ôîñôàòñèíòàçè, ÿêà êîäóºòüñÿ ãåíîì TPS1, òà 
òðåãàëîçî-6-ôîñôàòôîñôàòàçè, ÿêà êîäóºòüñÿ 
ãåíîì TPS2. Òðåãàëîçî-6-ôîñôàòñèíòàçà êàòà-
ë³çóº âçàºìîä³þ ãëþêîçî-6-ôîñôàòó ç ÓÄÔ-ãëþ-
êîçîþ ç óòâîðåííÿì òðåãàëîçî-6-ôîñôàòó. Ó 
ñâîþ ÷åðãó, òðåãàëîçî-6-ôîñôàò ïåðåòâîðþºòü-
ñÿ äî òðåãàëîçè çà ó÷àñòþ ôåðìåíòà òðåãàëîçî-
6-ôîñôàòôîñôàòàçè. Ïîñèëåííÿ åêñïðåñ³¿ ïðè-
íàéì³ îäíîãî ç öèõ ãåí³â – TPS1 – ñïðèÿº 
çá³ëüøåííþ âíóòð³øíüîêë³òèííî¿ êîíöåíòðà-
ö³¿ òðåãàëîçè òà ï³äâèùåííþ òåðìîòîëåðàíò-
íîñò³ äð³æäæ³â S. cerevisiae [7]. 
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²ñíóº íåçíà÷íà ê³ëüê³ñòü ðîá³ò, â ÿêèõ ïî-
êàçàíî, ùî òðàíñãåíí³ ðîñëèíè ç íàäåêñïðå-
ñîâàíîþ òðåãàëîçî-6-ôîñôàòñèíòàçîþ äåìîíñò-
ðóþòü ï³äâèùåíó ïîñóõîñò³éê³ñòü. Íàïðèêëàä,
ï³äâèùåííÿ ïîñóõîñò³éêîñò³ äåÿêèõ âèä³â ðîñ-
ëèí (òþòþí, ðèñ) äîñÿãàëîñü øëÿõîì ïåðåíå-
ñåííÿ ¿¿ ãåí³â [8–10]. Ó öèõ òà äåÿêèõ ³íøèõ 
ïóáë³êàö³ÿõ îïèñàíî êîíñòðóþâàííÿ òðàíñãåí-
íèõ ðîñëèí, ÿê³ âèÿâëÿþòü êîíñòèòóòèâíó íàä-
åêñïðåñ³þ ãåí³â, ùî êîäóþòü òðåãàëîçî-6-ôîñ-
ôàòñèíòàçó òà/àáî òðåãàëîçî-6-ôîñ-ôàòôîñôà-
òàçó, ³, ÿê ðåçóëüòàò, ï³äâèùåííÿ àêóìóëÿö³¿ 
òðåãàëîçè òà ïîñóõîñò³éê³ñòü. Îäíàê îñíîâíîþ 
ïðîáëåìîþ òàêèõ òðàíñôîðìàö³é áóâ ïëåéî-
òðîïíèé åôåêò, ùî ïðèçâîäèâ äî àíîìàëüíîãî 
ðîçâèòêó ðîñëèí [1].

Äëÿ âèð³øåííÿ ö³º¿ ïðîáëåìè Wu òà Garg 
(2003) äîñë³äæóâàëè ñòðåñî-³íäóêîâàíèé ïðî-
ìîòîð äëÿ êîíòðîëþ íàäåêñïðåñ³¿ ãåí³â á³îñèí-
òåçó òðåãàëîçè (otsA òà otsB) E. coli ÿê ã³áðèäíî-
ãî ãåíà òðåãàëîçî-6-ôîñôàòôîñôàòàçè äëÿ çà-
áåçïå÷åííÿ òîëåðàíòíîñò³ ðèñó äî àá³îòè÷íèõ 
ñòðåñ³â. Òðàíñôîðìàö³ÿ ã³áðèäíèì ãåíîì òðåãà-
ëîçî-6-ôîñôàòôîñôàòàçè ïðèçâîäèëà äî íå-
çì³ííîãî ðîñòó ðîñëèí çà íåñòðåñîâèõ óìîâ, 
à åêñïðåñ³ÿ ã³áðèäíîãî ãåíà â³äáóâàëàñü ëèøå 
çà óìîâ ³íäóêö³¿ ñòðåñîì. ²íäóêîâàíèé ñòðåñîì
ïðîìîòîð âèêîðèñòîâóâàëè òàêîæ äëÿ ñòâî-
ðåííÿ êîíñòðóêö³é ç ãåíàìè TPS1-TPS2 çàäëÿ 
òðàíñôîðìàö³¿ ìîäåëüíîãî ðîñëèííîãî îá’ºê-
òó Arabidopsis thaliana [12]. Ë³í³¿ ç íàäåêñïðå-
ñîâàíèì TPS1-TPS2 êîíñòðóêòîì äåìîíñòðó-
âàëè íîðìàëüíèé ð³ñò, à òàêîæ ï³äâèùåíó 
òîëåðàíòí³ñòü äî çàñîëåííÿ, ïîñóõè, ïåðåîõî-
ëîäæåííÿ òà âèñîêî¿ òåìïåðàòóðè.

Ç ðåçóëüòàò³â, îïèñàíèõ ó âñ³õ öèõ ðîáîòàõ,
âèïëèâàº, ùî ñóòòºâå ïîêðàùåííÿ ïîñóõîñò³é-
êîñò³ ðîñëèí ìîæå áóòè äîñÿãíóòî øëÿõîì ãå-
íåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿ ãåí³â, çàä³ÿíèõ ó ìåòàáîë³ç-
ì³ òðåãàëîçè. Êð³ì òîãî, â³äñóòí³ äàí³ ïðî 
íàäåêñïðåñ³þ ãåí³â TPS1 òà TPS2, ùî êîäóþòü 
ôåðìåíòè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè ó á³ëüøîñò³ âè-
ä³â çëàê³â, äî ÿêèõ íàëåæèòü îäíà ç íàéâàæ-
ëèâ³øèõ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð – ïøå-
íèöÿ (Triticum aestivum L.). Çîâñ³ì íå äîñë³äæå-
íèì º òàêîæ âèêîðèñòàííÿ ð³çíèõ òèï³â ïðî-
ìîòîð³â äëÿ êîíòðîëþ öèõ ãåí³â, çîêðåìà, ñèëü-
íèõ êîíñòèòóòèâíèõ ïðîìîòîð³â äëÿ åêñïðåñ³¿ 
ö³ëüîâèõ ãåí³â â îäíîäîëüíèõ ðîñëèíàõ. Òàêèì 
÷èíîì, îòðèìàííÿ òðàíñãåííèõ ïîñóõîñò³éêèõ 

ðîñëèííèõ ë³í³é ïøåíèö³, ùî áóäóòü õàðàêòå-
ðèçóâàòèñü  íîðìàëüíèì ðîñòîì òà ðîçâèòêîì, 
º íàäçâè÷àéíî àêòóàëüíèì, îñê³ëüêè ïøåíèöÿ 
ÿê îäíà ç íàéá³ëüø êóëüòèâîâàíèõ çåðíîâèõ 
êóëüòóð ïîð³âíÿíî ç ³íøèìè (ÿ÷ì³íü, êóêóðó-
äçà, ðèñ) [13] çàéìàº îäíå ç ÷³ëüíèõ ì³ñöü ó çà-
äîâîëåíí³ õàð÷îâèõ ïîòðåá ëþäñòâà. Ñàìå òîìó 
äåòàëüíå âèâ÷åííÿ êë³òèííî- ³ ìîëåêóëÿðíî-
á³îëîã³÷íèõ ìåõàí³çì³â íåãàòèâíîãî âïëèâó íà 
ïøåíèöþ ð³çíèõ àá³îòè÷íèõ ÷èííèê³â ñïðèÿº 
åôåêòèâíîìó ðîçâèòêó á³îòåõíîëîã³÷íèõ øëÿ-
õ³â ïîêðàùåííÿ ÿêîñò³ òà ïðîäóêòèâíîñò³ ö³º¿ 
êóëüòóðè [13, 14]. 

Âèõîäÿ÷è ç öüîãî, ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî 
ñòâîðåííÿ ãåíåòè÷íèõ âåêòîðíèõ êîíñòðóêö³é 
ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè
TPS1 ³ TPS2 òà îòðèìàííÿ çà äîïîìîãîþ Agro-
bacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ (â óìî-
âàõ ³n vitro òà in planta) ë³í³é ðîñëèí ïøåíèö³ 
ì’ÿêî¿ ç íàäåêñïðåñ³ºþ ãåí³â TPS1 òà TPS2, ùî 
ï³äâèùèëî áè ¿õ ñò³éê³ñòü äî ïîñóõè. 

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Âåêòîðí³ êîíñòðóêö³¿ 
òà áàêòåð³àëüí³ øòàìè. Çàñòîñîâóþ÷è ìåòîäè-
êó Gateway-êëîíóâàííÿ [15, 16] áóëî ñòâîðå-
íî âåêòîðí³ êîíñòðóêö³¿ pBract214-TPS1 òà 
pBract214-TPS2 ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèí-
òåçó òðåãàëîçè TPS1, ÿêèé êîäóº ïåðøèé ôåð-
ìåíò á³îñèíòåçó òðåãàëîçè – òðåãàëîçî-6-ôîñôàò 
ñèíòåòàçó, òà TPS2, ùî êîäóº äðóãèé ôåðìåíò
á³îñèíòåçó – òðåãàëîçî-6-ôîñôàò ôîñôàòàçó.
Äëÿ öüîãî íà îñíîâ³ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâ-
íîñòåé êîäóþ÷èõ ä³ëÿíîê ãåí³â TPS1 òà TPS2
S. cerevisiae áóëè ñêîíñòðóéîâàí³ ïàðè ñïåöè-
ô³÷íèõ ïðàéìåð³â, ùî ì³ñòèëè ó ñîá³ ñïåöè-
ô³÷í³ ñàéòè ðîçï³çíàâàííÿ ÂÐ-êëîíàçîþ äëÿ 
Gateway-êëîíóâàííÿ. Êîäóþ÷³ ïîñë³äîâíîñò³ 
ãåí³â TPS1 òà TPS2 áóëî àìïë³ô³êîâàíî äëÿ 
ïîäàëüøîãî ïåðåíåñåííÿ ó á³íàðíèé âåêòîð 
pBract214 [17]. Ðåàêö³þ ÂÐ-ðåêîìá³íàö³¿ ïðî-
âîäèëè ç ÂÐ-êëîíàçîþ (BP Clonase™ II, Thermo 
Fisher Scientific). Äëÿ çóïèíêè ðåàêö³¿ äî ðåàê-
ö³éíî¿ ñóì³ø³ äîäàâàëè 1 ìêë ïðîòå¿íê³íàçè Ê òà 
³íêóáóâàëè ïðè 37 °Ñ ïðîòÿãîì 10 õâ. Äëÿ êëî-
íóâàííÿ ïîñë³äîâíîñòåé ó âåêòîð ïðèçíà÷åííÿ 
pBract214 ïðîâîäèëè ðåàêö³þ LR-ðåêîìá³íàö³¿, 
âèêîðèñòîâóþ÷è ñóì³ø ôåðìåíò³â LR Clonase ™ 
II (Thermo Fisher Scientific). Äëÿ çóïèíêè ðåàê-
ö³¿ òà ïîäàëüøî¿ òðàíñôîðìàö³¿ êîìïåòåíòíèõ 
êë³òèí êèøêîâî¿ ïàëè÷êè (E. coli, øòàì DH5�) 
äî ðåàêö³éíî¿ ñóì³ø³ äîäàâàëè 1 ìêë ïðîòå¿íà-



5ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2020. Ò. 54. ¹ 4

Îòðèìàííÿ ë³í³é ïùåíèö³ (Triticum aestivum L.) ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè 

5

çè Ê òà ³íêóáóâàëè ïðè 37 °Ñ ïðîòÿãîì 10 õâ.
Ñòâîðåí³ êîíñòðóêö³¿ ïåðåíîñèëè ó êë³òèíè 
Agrobacterium tumefaciens øòàìó GV3101 äëÿ
ïîäàëüøîãî âèêîðèñòàííÿ ó äîñë³äàõ ç ãåíå-
òè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ïøåíèö³.

Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíà òðàíñôîðìàö³ÿ 
ïøåíèö³ ì’ÿêî¿ ç âèêîðèñòàííÿì íåçð³ëèõ çàðîä-
ê³â ÿê åêñïëàíò³â. Äëÿ ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìà-
ö³¿ ïøåíèö³ áóëî âèêîðèñòàíî íàñòóïí³ ñîðòè 
ïøåíèö³ ì’ÿêî¿ óêðà¿íñüêî¿ ñåëåêö³¿: Âèõî-
âàíêà, Çèìîÿðêà, Ìèðîí³âñüêà 67, Ùåäð³ñòü, 
Æóðàâêà Îäåñüêà, Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà, Ì³ðõàä. 
Ïøåíèöþ âèðîùóâàëè íà ä³ëÿíêàõ ó â³äêðè-
òîìó ´ðóíò³. ßê åêñïëàíòè äëÿ òðàíñôîðìà-
ö³¿ âèêîðèñòîâóâàëè íåçð³ë³ çàðîäêè ïøåíèö³
[17]. Äëÿ öüîãî íàñ³ííÿ çáèðàëè íà 16 äîáó
ï³ñëÿ çàïèëåííÿ òà ïîâåðõíåâî ñòåðèë³çóâàëè 
çà òàêîþ ñõåìîþ: 70%-íèé åòàíîë – 30 ñ, ã³-
ïîõëîðèò íàòð³þ (NaOCl) – 12 õâ, òðèðàçîâå
ïðîìèâàííÿ ñòåðèëüíîþ äèñòèëüîâàíîþ âîäîþ.
²çîëüîâàí³ íåçð³ë³ çàðîäêè ðîçì³ðîì 1–1,5 ìì 
â³äîêðåìëþâàëè â³ä ñòåðèëüíîãî íàñ³ííÿ â óìî-
âàõ ëàì³íàðíîãî áîêñó òà ðîçòàøîâóâàëè ùèò-
êàìè äîãîðè â ÷àøêè Ïåòð³ (ïî 20–30 åêñ-
ïëàíò³â) íà ìîäèô³êîâàíå ïîæèâíå ÌÑ1 äëÿ 
³íäóêö³¿ êàëþñîãåíåçó, äî ñêëàäó ÿêîãî âõîäè-
ëè ìàêðî- òà ì³êðîñîë³ ÌÑ [18], â³òàì³íè [19], 
2 ìã/ë 2,4-Ä, 30 ã/ë ìàëüòîçè. Êóëüòèâóâàííÿ 
ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóð³ 24–26 °Ñ â òåìðÿâ³ 
âïðîäîâæ 3–5 ä³á [20, 21]. 

Í³÷í³ êóëüòóðè àãðîáàêòåð³¿ øòàìó GV3101, 
ùî îêðåìî ì³ñòèëè êîíñòðóêö³¿ pBract214-TPS1 
òà pBract214-TPS2 ç ö³ëüîâèìè ãåíàìè á³îñèí-
òåçó òðåãàëîçè, íàðîùóâàëè â ð³äêîìó ñåðåäî-

âèù³ LB ç äîäàâàííÿì àíòèá³îòèê³â ðèôàìï³-
öèíó (50 ìã/ë) òà êàíàì³öèíó (100 ìã/ë) ïðè 
28 °Ñ íà øåéêåð³ (150 îá/õâ) ïðîòÿãîì 16–
18 ãîä. Êîëè çíà÷åííÿ îïòè÷íî¿ ù³ëüíîñò³ àã-
ðîáàêòåð³¿ äîñÿãàëî ð³âíÿ OD660 = 0,3–0,4, êë³-
òèíè áàêòåð³é îñàäæóâàëè öåíòðèôóãóâàííÿì 
(4500–5000 îá/õâ, 10 õâ), à îñàä ðåñóñïåíäóâà-
ëè â ð³äêîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑ ç ïîëîâèííèì
íàáîðîì ìàêðîñîëåé, äîïîâíåíîìó 0,5 ã/ë ãëó-
òàì³íó, 30 ã/ë ìàëüòîçè, 2 ã/ë MES (ìîðôîë³í-2-
åòàíñóëüôîíîâî¿ êèñëîòè), 800 ìã/ë L-öèñòå¿-
íó, 200 ìÌ àöåòîñèðèíãîíó.

Îòðèìàíîþ ñóñïåíç³ºþ àãðîáàêòåð³é îáðî-
áëÿëè 3–5 äîáîâ³ êàëþñè ç íåçð³ëèõ çàðîäê³â 
ïøåíèö³ ïðîòÿãîì 30–45 õâ, ï³ñëÿ ÷îãî åêñ-
ïëàíòè ï³äñóøóâàëè íà ñòåðèëüíîìó ô³ëüòðó-
âàëüíîìó ïàïåð³ òà ïåðåíîñèëè íà ñåðåäîâèùå 
ÌÑ1 (òàáë. 1) äëÿ êîêóëüòèâóâàííÿ ç àãðîáàê-
òåð³ºþ íà 2 äîáè â òåìðÿâ³ [17]. Ï³ñëÿ ñòàä³¿ 
êîêóëüòèâóâàííÿ åêñïëàíòè ðîçì³ùóâàëè íà 
ñåðåäîâèùå ÌÑÐ, äî ñêëàäó ÿêîãî âõîäèëè 
ìàêðî- òà ì³êðîñîë³ ÌÑ [18], â³òàì³íè [19],
1 ìã/ë ÁÀÏ, 0,1 ìã/ë ÍÎÊ, 10 ã/ë ñàõàðîçà,
10 ã/ë ãëþêîçà, à òàêîæ àíòèá³îòèêè öåôîòàê-
ñèì (500 ìã/ë) òà ã³ãðîì³öèí (30 ìã/ë) äëÿ åë³-
ì³íàö³¿ àãðîáàêòå-ð³¿ òà ñåëåêö³¿ ðîñëèí, â³äïî-
â³äíî, ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ òà âèðîùóâàëè ïðè 
24–26 °Ñ òà 16-äåííîìó ôîòîïåð³îä³.

Äëÿ âèçíà÷åííÿ ñåëåêòèâíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ã³-
ãðîì³öèíó åêñïëàíòè êîíòðîëüíèõ ðîñëèí êîæ-
íîãî ñîðòó ïøåíèö³ êóëüòèâóâàëè íà ñåðåäî-
âèù³ ÌÑÐ, äîïîâíåíîìó ã³ãðîì³öèíîì ó êîí-
öåíòðàö³ÿõ â³ä 0 äî 40 ìã/ë. Ñåëåêö³þ ðåãåíå-
ðîâàíèõ ðîñëèí ïðîâîäèëè íà ñåðåäîâèù³ ç 

Òàáëèöÿ 1. ×àñòîòà ðåãåíåðàö³ÿ ïàãîí³â ñîðò³â ïøåíèö³ â óìîâàõ ñåëåêòèâíîãî òèñêó ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ êîí-
ñòðóêö³ÿìè pBract214-TPS1 òà pBract214-TPS2

Ïðèì³òêà. * Ð � 0,05.

Ñîðò ïøåíèö³ Ê³ëüê³ñòü åêñïëàíò³â
×àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â 
(%), êîíñòðóêö³ÿ pBract214-

TPS1

×àñòîòà ðåãåíåðàö³¿  ïà-
ãîí³â (%), êîíñòðóêö³ÿ 

pBract214-TPS2

Âèõîâàíêà
Çèìîÿðêà
Ìèðîí³âñüêà 47
Ùåäð³ñòü
Æóðàâêà Îäåñüêà
Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà
Ì³ðõàä

150
150
150
150
150
150
150

48,9 ± 0,96
40,0 ± 2,31
37,6 ± 1,15
24,0 ± 1,75
25,0 ± 1,53
38,0 ± 1,21
35,0 ± 0,76

46,7 ± 1,35
45,0 ± 1,23
48,0 ± 2,69
39,5 ± 2,87
35,6 ± 1,98
33,0 ± 0,58
40,0 ± 1,25
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ã³ãðîì³öèíîìó ó êîíöåíòðàö³¿ 30 ìã/ë âïðî-
äîâæ 40 ä³á, ï³ñëÿ ÷îãî ðîñëèíè ïåðåñàäæó-
âàëè íà ñåðåäîâèùå ÌÑÊ äëÿ óêîð³íåííÿ. Äî 
ñêëàäó ñåðåäîâèùà ÌÑÊ âõîäèëè 1/2 ìàêðî-
òà ì³êðîñîë³ ÌÑ [18], â³òàì³íè [19], 10 ã/ë ãëþ-
êîçè,300 ìã/ë öåôîòàêñèìó òà 30 ìã/ë ã³ãðî-
ì³öèíó. ×àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â âèçíà÷àëè 
ÿê ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ æèòòºçäàòíèõ åêñ-
ïëàíò³â, íà ÿêèõ óòâîðþâàëèñÿ ïàãîíè, äî çàãàëü-
íî¿ ê³ëüêîñò³ åêñïëàíò³â, ùî áóëè âèêîðèñòàí³ â 
äîñë³ä³. Óêîð³íåí³ òðàíñãåíí³ ðîñëèíè ïøåíèö³ 
ïîò³ì ïåðåíîñèëè ó ´ðóíò äëÿ ¿õ ïîäàëüøîãî 
ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íîãî àíàë³çó. 

Òðàíñôîðìàö³ÿ ñîðò³â ïøåíèö³ çà äîïîìîãîþ 
ìåòîäó in planta. Â äîñë³äàõ ç òðàíñôîðìàö³¿ in 
planta âèêîðèñòîâóâàëè íàñòóïí³ ñîðòè ïøå-
íèö³ ì’ÿêî¿ (Triticum aestivum L.) óêðà¿íñüêî¿ 
ñåëåêö³¿: Âèõîâàíêà, Æóðàâêà Îäåñüêà, Çèìî-
ÿðêà, Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà, Ùåäð³ñòü. Äëÿ äîñë³-
äæåííÿ îáèðàëè êîëîñêè, ÿê³ ùå íå âèéøëè 
ç ïðàïîðöåâîãî ëèñòêà ³ íå ä³éøëè äî ñòàä³¿ 
öâ³ò³ííÿ, êàñòðóâàëè, ï³ñëÿ ÷îãî êîæíèé êîëîñ 
îãîðòàëè îêðåìèì ³çîëÿòîðîì ç ïåðãàìåíòíî-
ãî ïàïåðó [22].

Í³÷í³ êóëüòóðè àãðîáàêòåð³¿ ç êîíñòðóêö³ÿ-
ìè pBract214-TPS1 òà pBract214-TPS2 íàðî-
ùóâàëè â ð³äêîìó ñåðåäîâèù³ ²1 (³íäóêö³éíå 
ñåðåäîâèùå), äî ñêëàäó ÿêîãî âõîäèëè 5 ã/ë 
ïåïòîíó, 2,5 ã/ë äð³æäæîâîãî åêñòðàêòó, 5 ã/ë 
NaCl, 0,250 ã/ë MgSÎ4·7H2O, 0,5 ã/ë KH2PO4,
50 ìã/ë ðèôàìï³öèíó, 100 ìã/ë êàíàì³öè-
íó òà 200 ìÌ àöåòîñèðèíãîíó, ïðè 28 °Ñ íà 
øåéêåð³ (150 îá/õâ) âïðîäîâæ 16–18 ãîä. 
Ï³ñëÿ öüîãî êë³òèíè àãðîáàêòåð³¿ îñàäæóâà-
ëè öåíòðèôóãóâàííÿì, à îïòè÷íó ù³ëüí³ñòü 
äîâîäèëè äî çíà÷åííÿ OD600 = 1 ðîç÷èíåí-
íÿì îñàäó â ð³äêîìó ñåðåäîâèù³ ²2 (³íîêóëÿ-
ö³éíå ñåðåäîâèùå), äî ñêëàäó ÿêîãî âõîäèëè 
1/2 ìàêðî- òà ì³êðîñîë³ ÌÑ [18], 0,5 ã/ë MES 
(2-(N-ìîðôîë³íî)åòàíñóëüôîíîâà êèñëîòà), 5 ã/ë
ñàõàðîçè òà 200 ìÌ àöåòîñèðèíãîíó. 

×åðåç 3–5 ä³á ïðîâîäèëè ³íîêóëÿö³þ êàñ-
òðîâàíèõ êîëîñê³â ïøåíèö³ ñóñïåíç³ºþ êóëü-
òóðè àãðîáàêòåð³¿ íà ïðèéìî÷êó ìàòî÷êè çà 
äîïîìîãîþ ï³ïåò-äîçàòîðà. Ï³ñëÿ ïîâíîãî âè-
ñèõàííÿ íàíåñåíî¿ ñóñïåíç³¿ ïðîâîäèëè çàïè-
ëåííÿ êàñòðîâàíèõ êîëîñê³â êâ³òó÷èì êîëîñîì 
òîãî æ ñîðòó òà çíîâó îãîðòàëè ³íäèâ³äóàëüíèì 
³çîëÿòîðîì äî ïîâíîãî äîçð³âàííÿ íàñ³ííÿ. Ïðè 
äîñÿãíåíí³ íàñ³ííÿì ñòàä³¿ äîçð³âàííÿ (÷åðåç 

21–25 ä³á) éîãî çáèðàëè, îö³íþâàëè â³äñîòîê 
çàâ’ÿçóâàííÿ, ñåðåäíþ äîâæèíó êîëîñà, çàãàëüí³ 
ìîðôîëîã³÷í³ îçíàêè. Äëÿ îö³íêè ïîêàçíèê³â 
ïðîðîñòàííÿ ç³áðàíîãî íàñ³ííÿ òà éîãî ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷íîãî àíàë³çó ç ìåòîþ ï³äòâåð-
äæåííÿ ïåðåíåñåííÿ ãåíà ³íòåðåñó íàñ³ííÿ âè-
ñàäæóâàëè â ï³äãîòîâëåí³ ãîðùèêè ç ´ðóíòîì 
òà ïðîâîäèëè ïåðâèííó ñåëåêö³þ â³ä³áðàíèõ 
çðàçê³â. Äëÿ öüîãî ëèñòÿ îòðèìàíèõ ïðîðîñòê³â 
íàñ³ííÿ ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ òà êîí-
òðîëüí³ íåòðàíñôîðìîâàí³ ïðîðîñòêè íà 10–
11 äîáó ïðîðîùóâàííÿ â³äîêðåìëþâàëè òà ðîç-
ì³ùóâàëè íà ÷àøêè Ïåòð³ ç ñåðåäîâèùåì ÌÑ2, 
äî ñêëàäó ÿêîãî âõîäèëè ìàêðî- òà ì³êðîñî-
ë³ ÌÑ [18], â³òàì³íè ÌÑ, 1 ìã/ë ÁÀÏ, 0,5 ã/ë 
MES, 20 ã/ë ñàõàðîçè òà ã³ãðîì³öèí (0–50 ìã/ë), 
íà 5 ä³á ïðè 24–26 °Ñ òà 16-÷àñîâîìó ïåð³îä³ 
îñâ³òëåííÿ [21]. 

Äî ñåðåäîâèùà ÌÑ2 äîäàâàëè ã³ãðîì³öèí â 
êîíöåíòðàö³ÿõ â³ä 0 ìã/ë äî 50 ìã/ë äëÿ âè-
çíà÷åííÿ éîãî ñåëåêòèâíî¿ êîíöåíòðàö³¿ äëÿ 
òàêîãî ìåòîäó â³äáîðó òðàíñôîðìîâàíèõ ë³í³é, 
ïîð³âíþþ÷è äîñë³äí³ ðîñëèíè ó êîæíîìó ç âà-
ð³àíò³â ñåðåäîâèùà ç êîíòðîëåì. Ëèñòîâ³ äèñ-
êè, ÿê³ çì³íèëè çàáàðâëåííÿ íà æîâòå, ââàæà-
ëîñü íåñò³éêèì äî ñåëåêòèâíîãî àãåíòó, à ëèñ-
òîâ³ äèñêè ðîñëèí, ùî íå çì³íèëè çàáàðâëåííÿ, 
çàëèøèâøèñü çåëåíèìè, âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ 
ïîäàëüøîãî ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íîãî àíàë³çó.

Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèé àíàë³ç. Ç ìåòîþ ï³ä-
òâåðäæåííÿ ïåðåíåñåííÿ òà âáóäóâàííÿ ö³ëüî-
âèõ ãåí³â ó ãåíîì â³ä³áðàíèõ ë³í³é ðîñëèí ïøå-
íèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in vitro òà in planta 
áóëî ïðîâåäåíî ÏËÐ-àíàë³ç ç âèêîðèñòàííÿì
ñïåöèô³÷íèõ ïðàéìåð³â äî ãåí³â TPS1 òà TPS2. 
Äëÿ öüîãî òîòàëüíó ÄÍÊ åêñòðàãóâàëè ç ëèñòÿ
çà äîïîìîãîþ ÖÒÀÁ-ìåòîäó [23]. Ðåàêö³éíà
ñóì³ø äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ îá’ºìîì 25 ìêë
ì³ñòèëà: 50 íã ÄÍÊ, ïî 1 ìêÌ êîæíîãî ç ïðàé-
ìåð³â, 200 ìêÌ ñóì³ø³ äÍÒÔ, 2,5 ìêë Taq-
ïîë³ìåðàçè («Fermentas», Ëèòâà). Àìïë³ô³êà-
ö³þ ôðàãìåíò³â ïðîâîäèëè â àìïë³ô³êàòîð³ Ther-
mal Cycler 2720 («Applied Biosystems», ÑØÀ) çà 
íàñòóïíîþ ñõåìîþ: ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ ïðè 
95 °Ñ, 5 õâ; àìïë³ô³êàö³ÿ – 40 öèêë³â (94 °Ñ – 
30 ñ, 55 °Ñ – 45 ñ, 72 °Ñ – 1 õâ, 30 ñ); ê³íöåâà 
åëîíãàö³ÿ – 72 °Ñ, 7 õâ. Ïðîäóêòè àìïë³ô³êàö³¿ 
ðîçä³ëÿëè çà äîïîìîãîþ åëåêòðîôîðåçó â 1%-
íîìó àãàðîçíîìó ãåë³ â 1 × ÒÂ – áóôåð³ â 
ïðèñóòíîñò³ åòèä³é áðîì³äó. Äëÿ âèçíà÷åííÿ 
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Îòðèìàííÿ ë³í³é ïùåíèö³ (Triticum aestivum L.) ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè 

äîâæèíè àìïë³ô³êîâàíèõ ôðàãìåíò³â âèêî-
ðèñòîâóâàëè ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (Gene-
RulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; 
«Fermentas», Ëèòâà).

Ðåçóëüòàòè îáðîáëÿëè ñòàòèñòè÷íî çà äîïî-
ìîãîþ ïðîãðàìè Microsoft Excel. Åêñïåðèìåí-
òè ³ç òðàíñôîðìàö³¿ ïøåíèö³ ïîâòîðþâàëè íå 
ìåíøå òðüîõ ðàç³â, äëÿ îö³íêè äîñòîâ³ðíîñò³ 
ðåçóëüòàò³â ðîçðàõîâóâàëè êðèòåð³¿ Ñòüþäåíòà 
ïðè Ð � 0,05. 

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. 
Îñê³ëüêè ïðè ñòâîðåíí³ êîíñòðóêö³é äëÿ ãå-
íåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ îäíîäîëüíèõ íàé÷àñ-
ò³øå ãåíè ³íòåðåñó ðîçòàøîâóþòü ï³ä êîíòðîëü 
êîíñòèòóòèâíîãî ïðîìîòîðà ãåíà óá³õ³òèíó êó-
êóðóäçè (Ubi), íàìè áóëè ñòâîðåí³ â³äïîâ³äí³ 
ãåíåòè÷í³ âåêòîðí³ êîíñòðóêö³¿ pBract214-TPS1 
³ pBract214-TPS2 ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³î-
ñèíòåçó òðåãàëîçè TPS1 òà TPS2, äå êîæåí ç 
íèõ çíàõîäèâñÿ ï³ä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ãåíà 
Ubi, òà ñåëåêòèâíèì ìàðêåðíèì ãåíîì htp (ãåí 
ã³ãðîì³öèí-ôîñôîòðàíñôåðàçè) ï³ä êîíòðîëåì
35S ïðîìîòîðà â³ðóñà ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñ-
òè (P35S). Îáèäâ³ êîíñòðóêö³¿ (ðèñ. 1 ³ 2) áó-
ëî âèêîðèñòàíî ó äîñë³äàõ ïî Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàí³é òðàíñôîðìàö³¿ ïøåíèö³, ÿêó 
çä³éñíþâàëè â óìîâàõ in vitro òà in planta ç ìå-
òîþ ïîð³âíÿííÿ, ÿêèé ³ç íèõ º á³ëüø åôåêòèâ-
íèì äëÿ ïåðåíåñåííÿ ãåí³â TPS1 òà TPS2.

Äëÿ Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîð-
ìàö³¿ ïøåíèö³ in vitro ÿê åêñïëàíòè âèêîðèñòî-
âóâàëè íåçð³ë³ çàðîäêè. Äëÿ åôåêòèâíîãî â³ä-
áîðó òðàíñãåííèõ ë³í³é ïøåíèö³ áóëî âèçíà÷å-
íî ñåëåêòèâíó êîíöåíòðàö³þ ã³ãðîì³öèíó. Äëÿ 
öüîãî åêñïëàíòè êîíòðîëüíèõ ðîñëèí êîæíîãî 
ç ñîðò³â ïøåíèö³ âèðîùóâàëè íà ñåðåäîâèù³ 
ÌÑÐ, äîïîâíåíîìó ã³ãðîì³öèíîì ó êîíöåíòðà-
ö³ÿõ â³ä 0 äî 40 ìã/ë. Çàãàëîì áóëî äîñë³äæåíî 
ïî 100 åêñïëàíò³â êîæíîãî ñîðòó çà âèðîùóâàí-
íÿ íà æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑÐ ç äîäàâàí-
íÿì ã³ãðîì³öèíó ó êîæí³é ç â³ä³áðàíèõ êîíöåí-
òðàö³é, ùî äîçâîëèëî âèçíà÷èòè êîíöåíòðàö³þ 
ã³ãðîì³öèíó 30 ìã/ë ÿê ñåëåêòèâíó (ËÄ70). 

Ïåðåä ïðîâåäåííÿì òðàíñôîðìàö³¿ â êóëüòó-
ðó in vitro áóëî ââåäåíî ñ³ì ñîðò³â ïøåíèö³ ì’ÿ-
êî¿ óêðà¿íñüêî¿ ñåëåêö³¿: Âèõîâàíêà, Çèìîÿðêà, 
Ìèðîí³âñüêà 67, Ùåäð³ñòü, Æóðàâêà Îäåñüêà, 
Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà òà Ì³ðõàä. Äëÿ êîæíîãî ç íèõ 
ïðîâîäèëè îö³íêó ìîðôîãåíåòè÷íèõ ïîêàçíè-
ê³â, à ñàìå çäàòíîñò³ åêñïëàíò³â äî åôåêòèâíîãî 

êàëþñîãåíåçó òà ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â in vitro [17] 
(ðèñ. 3), ùî º îäíèì ³ç íàéâàæëèâ³øèõ ïîêàçíè-
ê³â åôåêòèâíî¿ Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèí. Çà ïîêàçíèêàìè ÷àñ-
òîòè óòâîðåííÿ ìîðôîãåííîãî êàëþñó ï³ä ÷àñ 
êóëüòèâóâàííÿ íåçð³ëèõ çàðîäê³â ð³çíèõ ñîðò³â 
âèÿâèëîñü, ùî öåé ïîêàçíèê áóâ íàéâèùèì äëÿ 
ñîðò³â Ìèðîí³âñüêà 67 (68 ± 2,34 %) òà Ì³ðõàä 
(67,8 ± 1,56 %), à íàéíèæ÷èì – äëÿ ñîðòó Ùå-
äð³ñòü (42,3 ± 1,95 %) [17]. ×àñòîòà óòâîðåííÿ 
ïàãîí³â â êóëüòóð³ in vitro ç íåçð³ëèõ çàðîäê³â 
ñòàíîâèëà äëÿ ñîðò³â Ùåäð³ñòü – 24 ± 1,75 %; 
Æóðàâêà Îäåñüêà – 25 ± 1,53 %; Âèõîâàíêà – 

Ðèñ. 1. Á³íàðíèé âåêòîð pBract214-TPS1. LB òà RB –
ë³âà òà ïðàâà ãðàíèö³ Ò-ÄÍÊ; TPS1 – ö³ëüîâèé 
ãåí ñèíòåçó òðåãàëîçî-6-ôîñôàò ñèíòåòàçè; P35S – 
ïðîìîòîð â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñòè; PUbi – 
ïðîìîòîð óá³õ³òèíó êóêóðóäçè; Tnos – òåðì³íàòîð 
íîïàë³íñèíòàçè; hpt – ñåëåêòèâíèé ãåí ã³ãðîì³öèí-
ôîñôîòðàíñôåðàçè

Ðèñ. 2. Á³íàðíèé âåêòîð pBract214-TPS2. LB òà RB –
ë³âà òà ïðàâà ãðàíèö³ Ò-ÄÍÊ; TPS2 – ö³ëüîâèé ãåí 
ñèíòåçó òðåãàëîçî-6-ôîñôàò ôîñôàòàçè; P35S –
ïðîìîòîð â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñòè; PUbi – 
ïðîìîòîð óá³õ³òèíó êóêóðóäçè; Tnos – òåðì³íàòîð 
íîïàë³íñèíòàçè; hpt – ñåëåêòèâíèé ãåí ã³ãðîì³öèí-
ôîñôîòðàíñôåðàçè

Ðèñ. 3. Ôîðìóâàííÿ êàëþñó íà åêñïëàíòàõ íåçð³ëèõ 
çàðîäê³â ïøåíèö³ ñîðòó Ìèðîí³âñüêà 67 ÷åðåç 5 ä³á 
íà ñåðåäîâèù³ ÌÑ1 (à) òà ðåãåíåðàö³ÿ ïàãîí³â íà 
ñåðåäîâèù³ ÌÑÐ ÷åðåç 30 ä³á (á). Ìàñøòàá – 1 ñì
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35,9 ± 0,96 %; Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà – 38 ± 1,21 %;
Çèìîÿðêà – 38 ± 2,31 %; Ì³ðõàä – 43,9 ± 
± 0,76 % òà Ìèðîí³âñüêà 67 – 47 ± 2,15 %. 

Íåçâàæàþ÷è íà òå, ùî äîñë³äæóâàí³ ñîðòè 
ìàëè ð³çí³ ìîðôîãåíåòè÷í³ ïîêàçíèêè, âñ³ âîíè 
áóëè âèêîðèñòàí³ â äîñë³äàõ ïî ïåðåíåñåííþ 
ãåí³â TPS1 òà TPS2 çà äîïîìîãîþ Agrobacte-
rium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿. Ñåëåêö³þ 
òðàíñãåííèõ ë³í³é in vitro ïðîâîäèëè íà ñåðåäî-
âèù³, ÿêå ì³ñòèëî 30 ìã/ë ã³ãðîì³öèíó (ðèñ. 4). 

×åðåç 40 ä³á êóëüòèâóâàííÿ åêñïëàíò³â ï³ñëÿ 
òðàíñôîðìàö³¿ íà ñåðåäîâèù³ ÌÑÐ ó ïðèñóò-

íîñò³ ã³ãðîì³öèíó (30 ìã/ë) âèçíà÷àëè ÷àñòîòó 
ðåãåíåðàö³¿ ïàãîí³â äëÿ êîæíîãî ñîðòó ïøåíèö³ 
(òàáë. 1). Òàê, íàéâèù³ ïîêàçíèêè ÷àñòîòè ðå-
ãåíåðàö³¿ ïàãîí³â â óìîâàõ ñåëåêòèâíîãî òèñêó 
ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ êîíñòðóêö³ºþ pBract214-
TPS1 áóëî çàô³êñîâàíî äëÿ ñîðò³â Âèõîâàíêà 
òà Çèìîÿðêà (48,9 ± 0,96 òà 40 ± 2,31 â³äïîâ³ä-
íî), òîä³ ÿê ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ êîíñòðóêö³ºþ 
pBract214-TPS2 – äëÿ ñîðò³â Ìèðîí³âñüêà 67
òà Âèõîâàíêà (48 ± 2,69 òà 46,7 ± 1,35 â³äïî-
â³äíî) (òàáë. 1). Äëÿ âñ³õ ³íøèõ ñîðò³â öåé ïî-
êàçíèê êîëèâàâñÿ â ìåæàõ â³ä 24 ± 1,75 % (ñîðò 
Ùåäð³ñòü) äî 38 ± 1,21 % (ñîðò Êåñàð³ÿ Ïî-
ë³ñüêà) çà âèêîðèñòàííÿ êîíñòðóêö³¿ pBract214-
TPS1 òà â³ä 33 ± 0,58 % (ñîðò Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà) 
äî 45 ± 1,23 % (ñîðò Çèìîÿðêà) çà âèêîðèñòàííÿ 
pBract214-TPS2. 

Ï³ñëÿ 40 ä³á âèðîùóâàííÿ åêñïëàíò³â íà ñå-
ðåäîâèù³ ÌÑÐ â³äñåëåêòîâàí³ ðîñëèíè, ùî çáåðå-
ãëè æèòòºçäàòí³ñòü òà ìàëè íîðìàëüí³ (ïîä³áí³ 
äî êîíòðîëþ) ìîðôîëîã³÷í³ îçíàêè, áóëî ïå-
ðåíåñåíî íà ñåðåäîâèùå ÌÑÊ (ðèñ. 5) äëÿ ¿õ-
íüîãî ïîäàëüøîãî óêîð³íåííÿ.

Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî Agrobacterium-îïîñåðåä-
êîâàíà òðàíñôîðìàö³ÿ çåðíîâèõ êóëüòóð, çî-
êðåìà ³ ïøåíèö³, óñêëàäíþºòüñÿ òèì, ùî îä-
íîäîëüí³ ðîñëèíè íå çäàòí³ ïðîäóêóâàòè ìî-
íîöèêë³÷í³ ôåíîëüí³ ñïîëóêè [24], òàê³ ÿê 
àöåòîñèðèíãîí òà áëèçüê³ éîìó àöåòîôåíîíè, 
ñèð³íãàëüäåã³äè, áåíçàëüäåã³äè, ùî â ïðèðîä³ 
³íäóêóþòü ãåíè â³ðóëåíòíîñò³ (vir) A. tumefaciens 
ëèøå ó äâîäîëüíèõ ðîñëèí [24, 25]. 

Cheng et al. ó 1997 ð. âïåðøå ïîâ³äîìèëè 
ïðî âäàëó òðàíñôîðìàö³þ àãðîáàêòåð³ºþ êóëü-
òóðè êàëþñíèõ òêàíèí ³çîëüîâàíèõ òà ïîïå-
ðåäíüî êóëüòèâîâàíèõ íåçð³ëèõ çàðîäê³â ïøå-
íèö³ [26], ï³çí³øå Wu et al. (2003) âäàëîñÿ ï³ä-
âèùèòè åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîðìàö³¿ ïøåíèö³ 
ç 0,3 äî 3,3 % [27]. Õî÷à óâàãà äîâãèé ÷àñ áóëà 
çîñåðåäæåíà íà ³íøèõ ìåòîäàõ ³íòåãðàö³¿ ÷ó-
æîð³äíî¿ ÄÍÊ ó ãåíîì ïøåíèö³ – á³îáàë³ñòè-
êà, åëåêòðîïîðàö³ÿ, ïåðåíîñ ÄÍÊ çà äîïîìî-
ãîþ ñèë³êîíîâî-êàðá³äíèõ âîëîêîí òîùî [28],
Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíà òðàíñôîðìàö³ÿ ìàº
áàãàòî ïåðåâàã ó ïîð³âíÿíí³ ç íèìè, îäíà ç 
ÿêèõ – çäàòí³ñòü ³íòåãðóâàòè âåëèê³ çà ðîçì³ðîì 
ôðàãìåíòè ÄÍÊ ç ì³í³ìàëüíèìè ïîðóøåííÿ-
ìè â ¿õ ïîñë³äîâíîñòÿõ òà áåç ìóëüòèêîï³éíèõ 
âñòàâîê, ùî ñïðèÿº ñòâîðåííþ ë³í³é, â³ëüíèõ 
â³ä ñåëåêòèâíèõ ìàðêåðíèõ ãåí³â [29]. Ç îãëÿ-

Ðèñ. 4. Åêñïëàíòè ïøåíèö³ íà 14–20 äîáó ï³ñëÿ 
êîêóëüòèâóâàííÿ ç àãðîáàêòåð³ºþ íà ñåðåäîâèù³ 
ÌÑÐ (òàáë. 1) ³ç ñåëåêòèâíèì àãåíòîì – ã³ãðîì³-
öèíîì (30 ìã/ë): à – Ìèðîí³âñüêà 67 (êîíñòðóêö³ÿ 
pBract214-TPS1); á – Æóðàâêà Îäåñüêà (pBract214-
TPS2); â – Ùåäð³ñòü (pBract214-TPS2); ã – Çèìîÿðêà 
(pBract214-TPS2). Ìàñøòàá – 1 ñì

Ðèñ. 5. Ðîñëèíè ïøåíèö³ íà 7 äîáó ï³ñëÿ ïåðåíå-
ñåííÿ íà ñåðåäîâèùå ÌÑÊ äëÿ óêîð³íåííÿ: à – ðîñ-
ëèíè ñîðòó Ì³ðõàä, òðàíñôîðìîâàí³ êîíñòðóêö³ºþ 
pBract214-TPS1; á – ðîñëèíè ñîðòó Ìèðîí³âñüêà 47 
ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ êîíñòðóêö³ºþ pBract214-TPS2. 
Ìàñøòàá – 1 ñì
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Îòðèìàííÿ ë³í³é ïùåíèö³ (Triticum aestivum L.) ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè 

äó íà ïåðåâàãè, õàðàêòåðí³ äëÿ Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàí³é òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèí, áàãàòî 
ïèòàíü ùîäî ï³äâèùåííÿ ÷àñòîòè ðåãåíåðà-
ö³¿ òðàíñôîðìîâàíèõ ðîñëèí òà åôåêòèâíîñò³ 
òðàíñôîðìàö³¿ òàêèì ñïîñîáîì ïøåíèö³ çàëè-
øàþòüñÿ íåç’ÿñîâàíèìè, ïðîòå ³ñíóº äåê³ëüêà 
ï³äõîä³â äëÿ ¿õ âèð³øåííÿ. Ïî-ïåðøå, âèá³ð 
â³ðóëåíòèõ øòàì³â A. tumefaciens, ñòâîðåííÿ á³-
íàðíèõ âåêòîðíèõ êîíñòðóêö³é, ï³äá³ð ïðîìî-
òîð³â òà ñåëåêòèâíèõ ìàðêåðíèõ ãåí³â [24, 30]. 
Íà åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîðìàö³¿ òàêîæ âïëèâà-
þòü ãåíîòèï ðîñëèí ïøåíèö³, âèá³ð åêñïëàíò³â, 
äëÿ ÿêèõ â êóëüòóð³ in v³tro çàô³êñîâàíî âèùèé 
ïîêàçíèê ÷àñòîòè ðåãåíåðàö³¿, ñêëàä ³íîêóëÿ-
ö³éíîãî, êîêóëüòèâàö³éíîãî, ðåãåíåðàö³éíîãî 
ñåðåäîâèù ³ òàê³ óìîâè íà åòàïàõ òðàíñôîðìà-
ö³¿ òà ïîäàëüøîãî âèðîùóâàííÿ, ÿê òåìïåðàòó-
ðà, pH, êîíöåíòðàö³ÿ àöåòîñèðèíãîíó, îïòè÷íà 
ù³ëüí³ñòü êóëüòóðè àãðîáàêòåð³¿ òà ÷àñ ³íîêóëÿ-
ö³¿ [23, 31].

Îñê³ëüêè äëÿ îäíîäîëüíèõ ðîñëèí íà â³ä-
ì³íó â³ä äâîäîëüíèõ çàô³êñîâàíî çíà÷íî íèæ-
÷èé ïîêàçíèê ÷àñòîòè ðåãåíåðàö³¿ ç ëèñòîâèõ 
åêñïëàíò³â, äëÿ îòðèìàííÿ òðàíñãåííèõ ðîñëèí 
ïøåíèö³ âèêîðèñòîâóþòü àëüòåðíàòèâí³ òèïè 
åêñïëàíò³â, òàê³ ÿê êóëüòóðè íåçð³ëèõ òà çð³ëèõ 
çàðîäê³â, ïèëÿê³â ³ òðàíñôîðìàö³þ in planta [13]. 
Íàé÷àñò³øå äëÿ Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ âèêîðèñòîâóþòü ñàìå êàëþñíó 

êóëüòóðó ³çîëüîâàíèõ òà ïîïåðåäíüî êóëüòèâî-
âàíèõ íåçð³ëèõ çàðîäê³â çàâäÿêè ¿õ âèñîêîìó 
ðåãåíåðàö³éíîìó ïîòåíö³àëó òà øâèäêèì òå-
ìàì óòâîðåííÿ åìáð³îãåííîãî êàëþñó [14, 29]. 
Ïðîòå ³ñíóþòü äàí³ ïðî óñï³øíó òðàíñôîðìà-
ö³þ çà äîïîìîãîþ ìåòîä³â in planta çåðíîâèõ 
îäíîäîëüíèõ êóëüòóð, çîêðåìà ³ ïøåíèö³ [22]. 
Ïðèâàáëèâ³ñòü in planta òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèí 
ïîÿñíþºòüñÿ â³äñóòí³ñòþ íåîáõ³äíîñò³ íå âèêî-
ðèñòîâóâàòè êóëüòóðó òêàíèí, íåîáîâ’ÿçêîâ³ñòþ 
äîòðèìàííÿ ñòåðèëüíèõ óìîâ òà çàãàëîì ñïðî-
ùåíîþ ïðîöåäóðîþ îòðèìàííÿ ìîæëèâèõ òðàí-
ñãåííèõ ë³í³é [22]. 

Ishida et al. âäàëîñÿ äîñÿãòè åôåêòèâíîñò³ 
òðàíñôîðìàö³¿ íåçð³ëèõ çàðîäê³â ïøåíèö³ â³ä 40 
äî 90 %, õî÷à äî öüîãî åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîð-
ìàö³¿ çã³äíî â ðîáîòàõ ³íøèõ àâòîð³â íå äîñÿãà-
ëà çíà÷åíü âèùå 5 %, íå çâàæàþ÷è íà ïåâíèé 
ïðîãðåñ ó Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàí³é òðàíñ-
ôîðìàö³¿ ³íøèõ çåðíîâèõ êóëüòóð [21]. Õî÷à 
ïðè âèêîðèñòàíí³ ìåòîäó in planta ìîæóòü ³ñ-
íóâàòè ïåâí³ ñåçîíí³ îáìåæåííÿ, öåé ìåòîä ìàº 
áàãàòî ïåðåâàã, òîìó àêòóàëüíèì º ï³äá³ð óìîâ 
òðàíñôîðìàö³¿, ñêëàäó æèâèëüíèõ ñåðåäîâèù, 
à òàêîæ, àäåêâàòíîãî ñïîñîáó ñåëåêö³¿ ðîñëèí 
ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿, ùî áóâ áè îïòèìàëüíèì 
ïðè ì³í³ìàëüíèõ çóñèëëÿõ òà âèòðàòàõ.

Ñàìå òîìó íàìè òàêîæ áóëè ïðîâåäåí³ äî-
ñë³äæåííÿ ïî ïåðåíåñåííþ ãåí³â TPS1 òà TPS2 â 

Ðèñ. 6. Îòðèìàííÿ òðàíñãåííîãî íàñ³ííÿ ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèí ìåòîäîì in planta: à – ³çî-
ëÿòîðè íà êîëîññÿõ, á, â – ç³áðàí³ êîëîññÿ ïøåíèö³ ñîðòó Ùåäð³ñòü ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ çà âèêîðèñòàííÿ 
êîíñòðóêö³é pBract214-TPS1 (á) ³ pBract214-TPS2 (â). Ìàñøòàá – 1 ñì
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ãåíîì ïøåíèö³ ìåòîäîì òðàíñôîðìàö³¿ in plan-
ta. Ó ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåííÿ åêñïåðèìåíò³â áóëî 
îòðèìàíî êîëîññÿ ³ íàñ³ííÿ (òðàíñãåííå ïîêî-
ë³ííÿ Ò1) ïøåíèö³ äîñë³äæóâàíèõ ñîðò³â ïøå-
íèö³. Íà ðèñ. 6 ïîêàçàíî ðîçì³ùåí³ ³çîëÿòîðè 
íà êàñòðîâàíå êîëîññÿ (à), à òàêîæ êîëîññÿ ç íà-
ñ³ííÿì ïøåíèö³, îòðèìàíå ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ 
(á, â). Îòæå, ï³ñëÿ ïðîâåäåííÿ òðàíñôîðìàö³¿ òà 
ïîâíîãî äîçð³âàííÿ íàñ³ííÿ, áóëî ç³áðàíî êîëî-
ñè òà ïðîâåäåíî îö³íêó çàâ’ÿçóâàííÿ íàñ³ííÿ, 
à òàêîæ äîñë³äæåíî ¿õ ìîðôîëîã³÷í³ ïîêàçíèêè 
(òàáë. 2 òà ðèñ. 6–8). 

Íàéâèùèé â³äñîòîê çàâ’ÿçóâàííÿ íàñ³ííÿ 
áóëî çàô³êñîâàíî äëÿ ñîðòó Âèõîâàíêà (58 % ±
± 1,7), à íàéíèæ÷èé äëÿ ñîðòó Êåñàð³ÿ Ïî-ë³ñüêà 
(34 % ± 1,23). Ìîðôîëîã³÷íî êîëîñè (ðèñ. 7) òà 
íàñ³ííÿ (ðèñ. 8) áóëè áåç ñóòòºâèõ â³äõèëåíü â 
ðîçâèòêó, íàñ³ííÿ â³äð³çíÿëîñü ñåðåäíüîþ íàïî-
âíþâàí³ñòþ.

Äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ ïåðåíåñåííÿ ãåí³â TPS1 
òà TPS2 â íàñ³ííÿ ïøåíèö³ çà äîïîìîãîþ ìå-
òîäó in planta ïðîâîäèëè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷-
íèé àíàë³ç. Ç ö³ºþ ìåòîþ íàñ³ííÿ âèñàäæóâàëè 
ó ï³äãîòîâëåíèé ´ðóíò ³ ïðîðîùóâàëè. Íà 11-
òó äîáó ëèñòîâ³ äèñêè êîíòðîëüíèõ òà åêñïå-
ðèìåíòàëüíèõ ðîñëèí ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in 
planta îö³íþâàëè çà ïîêàçíèêîì ñò³éêîñò³ äî 
ã³ãðîì³öèíó, ïðîâîäÿ÷è ïåðâèííó ñåëåêö³þ â³-
ä³áðàíèõ çðàçê³â íà ñò³éê³ñòü äî ñåëåêòèâíîãî 
àãåíòó. Â³ä³áðàí³ ñò³éê³ äî ã³ãðîì³öèíó çðàçêè, 
îòðèìàí³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in planta, à òàêîæ 
ë³í³¿ ïøåíèö³, îòðèìàí³ ï³ñëÿ àãðîáàêòåð³àëü-

íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ íåçð³ëèõ çàðîäê³â in vitro, 
àíàë³çóâàëè çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ç âèêîðèñòàí-
íÿì ñïåöèô³÷íèõ ïðàéìåð³â äî ãåí³â TPS1 òà ç 
ìåòîþ ï³äòâåðäæåííÿ âáóäóâàííÿ ö³ëüîâèõ ãå-
í³â á³îñèíòåçó òðåãàëîçè â ãåíîì ïøåíèö³ (ðèñ. 
9, 10). Ó ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíîãî ÏËÐ-àíàë³çó 
áóëî îòðèìàíî ôðàãìåíòè ðîçì³ðîì 640 ï.í. òà 
758 ï.í., ùî â³äïîâ³äàþòü ïîçèòèâíîìó êîíò-
ðîëþ (âåêòîðíèì êîíñòðóêö³ÿì ç ãåíàìè TPS1 
òà TPS2, â³äïîâ³äíî) (ðèñ. 9, 10).

Çà ïîïåðåäí³ìè äàíèìè ÷àñòîòà òðàíñôîðìà-
ö³¿ (ñï³ââ³äíîøåííÿ ê³ëüêîñò³ ÏËÐ-ïîçèòèâíèõ 
ðîñëèí äî çàãàëüíîãî ÷èñëà ïðîàíàë³çîâàíèõ 
ðîñëèí) çà äîïîìîãîþ ìåòîäó in vitro ç âèêî-
ðèñòàííÿì êîíñòðóêö³¿ pBract214-TPS1 áóëà â 
ñåðåäíüîìó íà ð³âí³ 4–5 % äëÿ êîæíîãî ñîðòó, 
ç pBract214-TPS2 – íà ð³âí³ 6–7 %. Äëÿ òðàíñ-
ôîðìàö³¿ ìåòîäîì in planta çàô³êñîâàíî ïîêàç-
íèêè ÷àñòîòè òðàíñôîðìàö³¿ íà ð³âí³ 3–5 % äëÿ 
îáîõ êîíñòðóêö³é.

Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî íà ñüîãîäí³øí³é ÷àñ â³-
äîìî ëèøå ïðî óñï³øíó òðàíñôîðìàö³þ òàêî¿ 
îäíîäîëüíî¿ ðîñëèíè, ÿê ðèñ (Orysa sativa), ãå-
íàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè ç E. coli otsA òà otsB 
[10], òà ñòâîðåííÿ ðîñëèí ç íàäåêñïðåñ³ºþ ãåíà 
OsTPS1 ç O. sativa [32]. Ó íàøèõ ïîïåðåäí³õ 
äîñë³äæåííÿõ çà âèêîðèñòàííÿ ñòâîðåíèõ íàìè 
êîíñòðóêö³é ç ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè 
pGWB2-TPS1 òà pGWB2-TPS2 áóëî îòðèìàíî 
òðàíñãåíí³ ë³í³é òþòþíó [33], ïðîòå òàê³ ðîñ-
ëèíè â³äð³çíÿëèñü çà ôîðìîþ ëèñòÿ òà çàòðèì-
êîþ êîðåíåóòâîðåííÿ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì. 
Òðàíñãåíí³ æ ë³í³¿ ïøåíèö³ ç ãåíàìè TPS1 òà 
TPS2, îòðèìàí³ â öüîìó äîñë³äæåíí³, ñóòòºâî íå 
â³äð³çíÿëèñÿ â³ä êîíòðîëüíèõ ðîñëèí çà ìîðôî-
ëîã³÷íèìè îçíàêàìè, îäíàê, äåùî â³äñòàâàëè ó 
ñâîºìó ðîçâèòêó. Öå ñòîñóºòüñÿ, çîêðåìà ë³í³é, 
îòðèìàíèõ ìåòîäîì òðàíñôîðìàö³¿ in planta. 
Îòðèìàí³ ïîïåðåäí³ äàí³ òàêîæ âêàçóþòü íà ¿õ 
ï³äâèùåíó ñò³éê³ñòü äî ïîñóõè, îñê³ëüêè âîíè 
âèòðèìóâàëè â³äñóòí³ñòü ïîëèâó äîâøå â óìî-
âàõ çàêðèòîãî ´ðóíòó, í³æ âèõ³äí³ (êîíòðîëüí³) 
ðîñëèíè. 

Ïîä³áí³ ðåçóëüòàòè áóëè îòðèìàí³ ðàí³øå 
ïðè äîñë³äæåíí³ ë³í³é òðàíñãåííî¿ êàðòîïë³ ç 
íàäåêñïðåñ³ºþ ãåíà TPS1, ùî êîäóº òðåãàëî-
6-ôîñôàò ñèíòàçó, êîëè ñïîñòåð³ãàëîñü ï³äâè-
ùåííÿ ñò³éêîñò³ ðîñëèí äî ïîñóõè [34]. Ïðîòå 
ñòâîðåí³ ë³í³¿ õàðàêòåðèçóâàëèñü çàòðèìêîþ 
ðîñòó, çì³íîþ ôîðìè ëèñòÿ, éîãî ïîæîâò³ííÿì 

Òàáëèöÿ 2. Ìîðôîëîã³÷í³ ïîêàçíèêè ç³áðàíèõ êîëîñ³â 
ñîðò³â ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in planta êîíñòðóê-
ö³ÿìè ç ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè

Ïðèì³òêà. * Ð � 0,05.

Ñîðò ïøåíèö³

Ê³ëü-
ê³ñòü 
ç³áðà-
íèõ 

êîëîñ³â

Ñåðåäíÿ 
äîâæèíà êî-

ëîñà (ñì

Â³äñîòîê 
íàñ³í-
íÿ, ùî 

çàâ'ÿçàëîñü 
ó êîëîñ³ 

(%)

Âèõîâàíêà

Çèìîÿðêà

Æóðàâêà Îäåñüêà

Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà

Ùåäð³ñòü

29

12

15

12

35

7,10 ± 0,98

6,89 ± 1,21

6,10 ± 1,56

5,67 ± 0,78

6,50 ± 1,23

58 ± 1,70

45 ± 2,34

48 ± 1,67

34 ± 1,23

43 ± 1,89
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òà íåçäàòí³ñòþ äî óòâîðåííÿ êîðåí³â [35]. Òà-
êîæ áóëî çàô³êñîâàíî ï³äâèùåííÿ ¿õ ñò³éêîñ-
ò³ äî àá³îòè÷íèõ ñòðåñ³â òà ôîòîñèíòåòè÷íî¿ 
àêòèâíîñò³ ïðè íàäåêñïðåñ³¿ ãåí³â á³îñèíòåçó 
òðåãàëîçè E. coli – otsA (ãîìîëîã äð³æäæîâî-
ãî TPS1) òà otsB (ãîìîëîã äð³æäæîâîãî TPS2) 
ó ðîñëèíàõ òþòþíó, àðàá³äîïñèñó òà ðèñó [36]. 
Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òðàíñãåííîãî ðèñó ç 
íàäåêñïðåñ³ºþ ãåíà OsTPS1 âèÿâèëè ï³äâè-
ùåííÿ ñò³éêîñò³ òàêèõ ðîñëèí äî õîëîäó òà ïî-
ñóõè íà ñòàä³¿ ïðîðîñòàííÿ áåç ñóòòºâèõ ìîð-
ôîëîã³÷íèõ çì³í â ïîð³âíÿíí³ ç äèêèì òèïîì. 
Éìîâ³ðíî, ùî OsTPS1 çàáåçïå÷óº ñò³éê³ñòü 
äî àá³îòè÷íèõ ñòðåñ³â ñàìå çàâäÿêè çäàòíîñò³ 
âïëèâàòè íà êîíöåíòðàö³þ òðåãàëîçè â êë³òèí³ 
òà íà ðåãóëÿö³þ åêñïðåñ³¿ ãåí³â, ùî êîîðäèíó-
þòüñÿ ñòðåñîâèìè ðåàêö³ÿìè [32]. Âïåðøå Liu 
et al. áóëî ïðîâåäåíî äîñë³äæåííÿ íàäåêñïðåñ³¿ 
ãåíà ïøåíèö³ TaTPS11 ó òðàíñôîðìîâàíèõ ë³-
í³ÿõ ðîñëèí Arabidopsis, òà ïîïåðåäíüî âèÿâëå-
íî âïëèâ éîãî íàäåêñïðåñ³¿ íà õîëîäîñò³éê³ñòü 
ðîñëèí, ùî, ìîæëèâî, ïîâ’ÿçàíî ç ôóíêö³î-
íàëüíèì çâ’ÿçêîì öüîãî ãåíà ç ìåòàáîë³çìîì 
ñàõàðîçè [37]. Îòæå, ïîäàëüø³ äîñë³äæåííÿ òà 
àíàë³ç îòðèìàíèõ çà äîïîìîãîþ äâîõ ìåòîä³â 
Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ 
(in vitro òà in planta) òðàíñãåííèõ ðîñëèí ïøå-
íèö³ äîçâîëÿòü îòðèìàòè âè÷åðïí³ äàí³ ùîäî 
¿õ ñò³éêîñò³ äî ñòðåñîâèõ ôàêòîð³â àá³îòè÷íî¿ 
ïðèðîäè. 

Òàêèì ÷èíîì, ó ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíèõ äî-
ñë³äæåíü íàìè ñòâîðåíî ãåíåòè÷í³ âåêòîðí³ 
êîíñòðóêö³¿ pBract214-TPS1 òà pBract214-TPS2 
ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè 
TPS1 òà TPS2. Âïåðøå ïðîâåäåíî Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàíó òðàíñôîðìàö³þ çà äîïîìîãîþ 
ìåòîä³â in vitro ð³çíèõ ñîðò³â ïøåíèö³ ç âè-
êîðèñòàííÿì êàëþñíî¿ êóëüòóðè íåçð³ëèõ çà-
ðîäê³â ÿê åêñïëàíò³â. Òàêîæ âïåðøå çä³éñíåíî 
òðàíñôîðìàö³þ ïøåíèö³ çà äîïîìîãîþ ìåòîäó 
in planta ç âèêîðèñòàííÿì â³äïîâ³äíèõ êîí-
ñòðóêö³é pBract214-TPS1 òà pBract214-TPS2. 
Ïåðåíåñåííÿ òà ³íòåãðàö³þ ãåí³â TPS1 òà TPS2 
â ãåíîì ðîñëèí ïøåíèö³ äîñë³äæóâàíèõ ñîðò³â 
áóëî ï³äòâåðäæåíî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ç âèêî-
ðèñòàííÿì ñïåöèô³÷íèõ ïðàéìåð³â äî ö³ëüîâèõ 
ãåí³â. Ðåçóëüòàòè òðàíñôîðìàö³¿ çà âèêîðèñòàí-
íÿ îáîõ ìåòîä³â º ñï³âñòàâíèìè, õî÷à ñë³ä çà-
çíà÷èòè, ùî ìåòîä òðàíñôîðìàö³¿ in planta ìàº 
ïåâí³ ñåçîíí³ îáìåæåííÿ â ðîáîò³, õî÷à ìàº 

Ðèñ. 7. Çàãàëüíèé âèãëÿä êîëîñê³â ïøåíèö³ ï³ñëÿ 
òðàíñôîðìàö³¿ in planta: à – êîëîñ ñîðòó Âèõîâàí-
êà ï³ñëÿ äîñòèãàííÿ íàñ³ííÿ çà òðàíñôîðìàö³¿ êîí-
ñòðóêö³ºþ pBract214-TPS1; á – ñîðòó Çèìîÿðêà ï³ñëÿ 
äîñòèãàííÿ íàñ³ííÿ çà óìîâ òðàíñôîðìàö³¿ êîíñòðóê-
ö³ºþ pBract214-TPS2, â – ñîðòó Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà

Ðèñ. 8. à – êîëîñ ïøåíèö³ ñîðòó Âèõîâàíêà ï³ñëÿ 
òðàíñôîðìàö³¿ in planta, á – êîëîñ êîíòðîëüíî¿ ðîñ-
ëèíè ñîðòó Âèõîâàíêà (ìàñøòàá 5 ñì); â – íàñ³í-
íÿ ïøåíèö³ ñîðòó Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà, ç³áðàíå ï³ñëÿ 
òðàíñôîðìàö³¿ in planta, ã – íàñ³ííÿ êîíòðîëüíèõ 
ðîñëèí ñîðòó Êåñàð³ÿ Ïîë³ñüêà (ìàñøòàá 1 ñì)
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³íø³ ïåðåâàãè ïîð³âíÿíî ç òðàíñôîðìàö³ºþ â 
êóëüòóð³ in vitro. 

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå 
ì³ñòèòü áóäü-ÿêèõ äîñë³äæåíü çà ó÷àñòþ ëþäåé 
³ òâàðèí â ÿêîñò³ îá’ºêò³â äîñë³äæåíü.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Ðîáîòó âèêîíàíî çà ô³íàíñîâî¿ 

ï³äòðèìêè ïðîåêòó «Ñòâîðåííÿ ïîñóõîñò³éêèõ 
ë³í³é ðîñëèí çà äîïîìîãîþ íàäåêñïðåñ³¿ äð³æ-
äæîâèõ ãåí³â á³îñèíòåçó òðåãàëîçè» ö³ëüîâî¿ 
êîìïëåêñíî¿ ì³æäèñöèïë³íàðíî¿ ïðîãðàìè íà-
óêîâèõ äîñë³äæåíü ÍÀÍ Óêðà¿íè «Ìîëåêóëÿðí³ 
òà êë³òèíí³ á³îòåõíîëîã³¿ äëÿ ïîòðåá ìåäèöè-
íè, ïðîìèñëîâîñò³ òà ñ³ëüñüêîãî ãîñïîäàðñòâà» 
(2015–2019 ðð.) (íîìåð äåðæàâíî¿ ðåºñòðàö³¿ – 
0115U005022).
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Yeast (Saccharomyces cerevisiae) trehalose biosynthesis 
genes (TPS1 and TPS2) were transferred into genomes 
of several common wheat varieties using two methods 
of Agrobacterium-mediated transformation (in vitro and 
in planta) to enhance their drought tolerance. For this 
purpose, vectors pBract214-TPS1 and pBract214-TPS2 
were constructed using Gateway-cloning technique. 
Both vectors contained TPS1 and TPS2 genes under 
the control of the constitutive maize ubiquitin promoter 
(PUbi) and hygromycin-phosphotransferase (hpt) selec-
table marker gene. Three-five days callus obtained from 
wheat immature embryos was used as explants for the 
transformation in vitro. Selection of transgenic plants 
was carried out on nutrient medium supplemented 
with 30 mg/L hygromycin (as selective agent).  Seeds 
of wheat (transgenic generation T1) were obtained after 
in planta method of transformation. Integration and 
presence of yeast  genes in wheat genomic DNA isolated 
from transgenic plants were confirmed by PCR analysis 
using primers specific to TPS1 and TPS2 genes.

ÏÎËÓ×ÅÍÈÅ ËÈÍÈÉ ÏØÅÍÈÖÛ
(TRITICUM AESTIVUM L.) Ñ ÄÐÎÆÆÅÂÛÌÈ 
ÃÅÍÀÌÈ ÁÈÎÑÈÍÒÅÇÀ ÒÐÅÃÀËÎÇÛ

À.Þ. Êâàñêî, Ñ.Â. Èñàåíêîâ, Ê.Â. Äìèòðóê,
À.À. Ñèáèðíûé, ß.Á. Áëþì, À.È.  Åìåö

Ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ ìåòîäîâ Agrobacterium-îïî-
ñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè (in vitro è in planta) 
ïåðåíåñåíû äðîææåâûå (Saccharomyces cerevisiae) ãå-
íû áèîñèíòåçà òðåãàëîçû TPS1 è TPS2 â ðÿä ñîð-
òîâ ïøåíèöû (Triticum aestivum L.) äëÿ ïîâûøåíèÿ 

Ðèñ. 9. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ 
ÄÍÊ ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in vitro òà in planta 
ç ïðàéìåðàìè äî ãåíà TPS1: Ì – ìàðêåð (GeneRul-
erTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; Fermentas, 
Ëèòâà); 1, 5 – âîäà; 2, 6, 9 – ÄÍÊ êîíòðîëüíèõ ñîðò³â 
ïøåíèö³; 3–4 – ÄÍÊ çðàçê³â ïøåíèö³, òðàíñôîðìî-
âàíèõ in vitro êîíñòðóêö³ºþ pBract214-TPS1 ç ãåíîì 
TPS1 (ðîçì³ð àìïë³êîíó 640 ï.í.); 7 – ïîçèòèâíèé 
êîíò-ðîëü (ïëàçì³äíà ÄÍÊ êîíñòðóêö³¿ pBract214-
TPS1); 8 – ÄÍÊ ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in 
planta êîíñòðóêö³ºþ pBract214-TPS1 ç ãåíîì TPS1

Ðèñ. 10. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ 
ÄÍÊ ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñôîðìàö³¿ in vitro òà in planta 
ç ïðàéìåðàìè äî ãåíà TPS2: Ì – ìàðêåð (GeneRul-
erTM 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use; «Fermentas»); 
1–3, 5 – ÄÍÊ çðàçê³â ïøåíèö³, ùî òðàíñôîðìî-
âàí³ in vitro êîíñòðóêö³ºþ pBract214-TPS2 ç ãåíîì 
TPS2 (ðîçì³ð àìïë³êîíó 758 ï.í.); 4 – âîäà; 6 – 
ïîçèòèâ-íèé êîíòðîëü (ïëàçì³äíà ÄÍÊ êîíñòðóêö³¿
pBract214-TPS2); 7–8 – ÄÍÊ ïøåíèö³ ï³ñëÿ òðàíñ-
ôîðìàö³¿ in planta êîíñòðóêö³ºþ pBract214-TPS2 ç ãå-
íîì TPS2; 5, 9 – ÄÍÊ êîíòðîëüíèõ ðîñëèí ïøåíèö³
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Îòðèìàííÿ ë³í³é ïùåíèö³ (Triticum aestivum L.) ç äð³æäæîâèìè ãåíàìè á³îñèíòåçó òðåãàëîçè 

èõ çàñóõîóñòîé÷èâîñòè. Äëÿ ýòîãî áûëè ñîçäàíû âåê-
òîðíûå êîíñòðóêöèè pBract214-TPS1 è pBract214-
TPS2 ñ öåëåâûìè ãåíàìè TPS1 è TPS2, ñîîòâåòñò-
âåííî, ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà óáèêâèòèíà êó-
êóðóçû (PUbi), è ñåëåêòèâíûì ìàðêåðíûì ãåíîì 
ãèãðîìèöèí-ôîñôîòðàíñôåðàçû (hpt). Â êà÷åñòâå ýêñ-
ïëàíòîâ äëÿ òðàíñôîðìàöèè in vitro èñïîëüçîâàëè 
3–5 äíåâíûå êàëþñû íåçðåëûõ çàðîäûøåé ïøåíè-
öû. Ñåëåêöèþ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé-ðåãåíåðàíòîâ 
îñóùåñòâëÿëè íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì 
30 ìã/ë ãèãðîìèöèíà (êàê ñåëåêòèâíîãî àãåíòà). Â 
ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ òðàíñôîðìàöèè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìåòîäà in planta áûëè ïîëó÷åíû ñåìåíà 
(òðàíñãåííîå ïîêîëåíèå Ò1) ïøåíèöû, êîòîðûå ïðî-
ðàùèâàëè è îòáèðàëè íà óñòîé÷èâîñòü ê ãèãðîìè-
öèíó. Ïåðåíåñåíèå è èíòåãðàöèþ öåëåâûõ ãåíîâ â
ãåíîì ïøåíèöû ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ-
àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìå-
ðîâ ê ãåíàì TPS1 è TPS2.
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