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Ïðîìîòîðè – öå êëþ÷îâ³ åëåìåíòè ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ãåí³â, 
òîìó ¿õ âèá³ð º âàæëèâèì åòàïîì â ãåííî-³íæåíåðíèõ 
äîñë³äæåííÿõ. Ðåïîðòåðíèé ãåí gfp, ùî êîäóº çåëåíèé 
ôëóîðåñöåíòíèé á³ëîê (GFP), òðàíç³ºíòíî åêñïðåñóâàëè 
â ëèñòêîâèõ òêàíèíàõ ìàõîðêè Nicotiana rusticà L. 
Ïîð³âíÿíî ç ³íøèìè âèäàìè ðîäó Nicotiana âîíà ìàº 
âåëèêèé ïîòåíö³àë äëÿ åêñïðåñ³¿ ãåòåðîëîã³÷íèõ á³ëê³â, 
âåëèêó âåãåòàòèâíó á³îìàñó, ëåãêî ³íô³ëüòðóºòüñÿ, ³ 
ïðè öüîìó, º íåâèáàãëèâîþ ïðè âèðîùóâàíí³. Â ðîáîò³ 
âèêîðèñòîâóâàëè ø³ñòü ñòâîðåíèõ íàìè ãåíåòè÷íèõ 
êîíñòðóêö³é, ÿê³ â³äð³çíÿëèñÿ ïðîìîòîðíèìè ïîñë³äîâ-
íîñòÿìè: 35S ïðîìîòîð â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êà-
ïóñòè – Cauliflower Mosaic Virus (35S CaMV), ïî-
äâ³éíèé 35S ïðîìîòîð (D35S CaMV), ïðîìîòîðè ãåí³â 
RbcS1B òà RbcS2B, ùî êîäóþòü ìàëó ñóáîäèíèöþ 
ðèáóëîçîá³ñôîñôàòêàðáîêñèëàçè (Rubisco), âèä³ëåíèõ 
ç ð³çóøêè Òàëÿ (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), òà 
ïðîìîòîðè ãåí³â LHB1B1 òà LHB1B2 ç A. thaliana, ùî 
êîäóþòü õëîðîô³ë a-b çâ’ÿçóþ÷³ á³ëêè. Åêñïðåñ³þ ãåíà 
gfp äåòåêòóâàëè íà 7 äåíü ï³ñëÿ ³íô³ëüòðàö³¿ â³çóàëüíî, 
ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íî òà çà á³ëêîâèì âì³ñòîì (ìå-
òîä Áðåäôîðäà). Íàéâèùèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ñïîñòåð³-
ãàëè ïðè âèêîðèñòàíí³ ïîäâ³éíîãî 35S ïðîìîòîðó
(D35S CaMV), à íàéíèæ÷èé – ïðè âèêîðèñòàíí³ 
ïðîìîòîðó ãåíà LHB1B1. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ìàõîðêà, Nicotiana rusticà L., ïðîìî-
òîð, ãåí gfp, çåëåíèé ôëóîðåñöåíòíèé á³ëîê (GFP), 
òðàíç³ºíòà åêñïðåñ³ÿ, ãåíåòè÷í³ êîíñòðóêö³¿, ñïåêòðî-
ôëóîðèìåòðèé àíàë³ç, ê³ëüê³ñíèé á³ëêîâèé àíàë³ç.

Âñòóï. Ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåí³â ðåãóëþºòüñÿ ñåð³-
ºþ ïðîöåñ³â íà ð³âí³ òðàíñêðèïö³¿, òðàíñëÿö³¿ òà 
ïîñòðàíñëÿö³éíèõ ìîäèô³êàö³é á³ëê³â [1]. Îä-
í³ºþ ç îñíîâíèõ òî÷îê äîñòóïó äëÿ çì³íè ð³âíÿ 
åêñïðåñ³¿ ãåí³â º êîíòðîëü ñèíòåçó òðàíñêðèïò³â 
íà ð³âí³ ïðîìîòîð³â. Òàêèì ÷èíîì, â ãåíåòè÷-
í³é ³íæåíåð³¿ âàæëèâèì åòàïîì ðîáîòè º âèá³ð 

ïðîìîòîð³â, ÿê³ á ìîæíà áóëî âèêîðèñòîâóâà-
òè ïðè ñòâîðåíí³ ãåíåòè÷íèõ êîíñòðóêö³é äëÿ
çàáåçïå÷åííÿ øèðîêîãî ñïåêòðà ð³âíÿ åêñïðå-
ñ³éíèõ ìîæëèâîñòåé [2].

Ñèíòåòè÷íà á³îëîã³ÿ îá’ºäíóº íàá³ð ìåòîä³â
äëÿ ïðîåêòóâàííÿ òà ðîçðîáêè íîâèõ á³îìî-
ëåêóëÿðíèõ êîìïîíåíò³â ³ ¿õ âèêîðèñòàííÿ äëÿ 
ïåðåïðîãðàìóâàííÿ îðãàí³çì³â. Ðÿä öåíòðàëü-
íèõ åëåìåíò³â º ñóòòºâèìè â ïðîåêòóâàíí³ ðå-
êîìá³íàíòíèõ ñèñòåì åêñïðåñ³¿ [3, 4], òàêèõ ÿê 
òðàíñêðèïö³éí³ ïðîìîòîðè [5]; 5� òà 3� ïîñë³äîâ-
íîñò³, ùî íå òðàíñëþþòüñÿ [6–8]; òðàíñêðèï-
ö³éí³ åíõàíñåðè; âëàñíå ïîñë³äîâíîñò³ ãåí³â; 
òåðì³íàòîðè; íàÿâí³ñòü ³íòðîí³â òà ñèãíàëüíèõ 
ïåïòèä³â òîùî [9].

Ðîçâèòîê ãàëóç³ ïðîìîòîðíî¿ ³íæåíåð³¿ â³äáó-
âàºòüñÿ øëÿõîì ïîøóêó íîâèõ ïðîìîòîð³â, çì³-
íîþ ³ñíóþ÷èõ øëÿõîì ìóòàö³é àáî ñèíòåòè÷íî 
ñòâîðåíèõ. Âîäíî÷àñ, âîíà ìîæå äîïîìîãòè 
ñòâîðèòè äèíàì³÷íèé ä³àïàçîí íåîáõ³äíèé äëÿ 
ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿. Ïðîñò³ êàñåòè «ïðîìîòîð-
ãåí» º âàæëèâèì êîìïîíåíòîì ãåííî-³íæåíåð-
íî¿ ïàðàäèãìè ç òèõ ï³ð, ÿê áóëè âïåðøå îïè-
ñàí³, ³ ç òîãî ÷àñó ïðîìîòîðè ñòàëè êîîðäè-
íàö³éíèìè òî÷êàìè â ñèíòåòè÷í³é á³îëîã³¿ [10].

Ïðîìîòîðè, ùî âèêîðèñòîâóþòüñÿ â á³îòåõ-
íîëîã³÷íèõ ö³ëÿõ, ìîæóòü áóòè çãðóïîâàí³ â 
íàñòóïí³ êëàñè: à) êîíñòèòóòèâí³ ïðîìîòîðè, 
ï³ä êîíòðîëåì ÿêèõ ãåíè àêòèâí³ â á³ëüøîñò³ 
òêàíèí ³ ñòàä³ÿõ ðîçâèòêó; á) òêàíèíî-ñïåöè-
ô³÷í³, ùî çàáåçïå÷óþòü ñïåöèô³÷íó äëÿ òêàíè-
íè àáî ñòàä³¿ ðîçâèòêó åêñïðåñ³þ ãåí³â; â) ³í-
äóöèáåëüí³, ðîáîòà ÿêèõ ðåãóëþºòüñÿ çàñòîñó-
âàííÿì çîâí³øíüîãî õ³ì³÷íîãî àáî ô³çè÷íîãî 
ñèãíàëó; ä) ñèíòåòè÷í³ – øòó÷íî ñêîìá³íîâà-
í³, ùî ì³ñòÿòü ïåâí³ ðåãóëÿòîðí³ åëåìåíòè, ÿê³ 
ìîæóòü áóòè ðîçòàøîâàí³ ïîðÿä ç (àáî âñåðå-
äèí³) ïðîìîòîðíèõ ïîñë³äîâíîñòåé [11].
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Åêñïðåñ³ÿ ãåí³â ï³ä êîíòðîëåì ïðîìîòîð³â, 
ÿê³ êëàñèô³êóþòüñÿ ÿê êîíñòèòóòèâí³, ìîæóòü 
ïðîÿâëÿòè ïîì³ðí³ ð³âí³ åêñïðåñ³¿ â áàãàòüîõ 
òêàíèíàõ, ³ âèù³ â ìåðèñòåìàòè÷íèõ àáî â 
ñóäèííèõ. Âîíè ÷àñòî âèêîðèñòîâóþòüñÿ ïðè
ñòâîðåíí³ òðàíñãåííèõ ðîñëèí, îñê³ëüêè çàáåç-
ïå÷óþòü åêñïðåñ³þ òðàíñãåíà ìàéæå ó âñ³õ 
òêàíèíàõ. Êîíñòèòóòèâí³ ïðîìîòîðè, ùî âè-
êîðèñòîâóþòüñÿ ïðè ãåíåòè÷í³é òðàíñôîðìà-
ö³¿, çàçâè÷àé, âèä³ëåí³ ç ð³çíèõ â³ðóñ³â ðîñëèí, 
áàêòåð³é àáî ðîñëèííèõ ãåí³â.

35S ïðîìîòîð â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñ-
òè (35S CaMV) [12] º îäíèì ç íàéá³ëüø øèðîêî 
âèêîðèñòîâóâàíèõ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíèõ äî-
ñë³äæåíü ³ ïðàêòè÷íîãî çàñòîñóâàííÿ ïðè ñòâî-
ðåíí³ òðàíñãåííèõ ðîñëèí. Êîíñòèòóòèâíà åêñ-
ïðåñ³ÿ ãåí³â, ùî êîíòðîëþºòüñÿ öèì ïðîìî-
òîðîì, º â³äíîñíî âèñîêîþ â ð³çíèõ òêàíèíàõ 
á³ëüøîñò³ ðîñëèí. Òàêà ñèëüíà åêñïðåñ³ÿ çàáåç-
ïå÷óºòüñÿ ðåçóëüòàòîì àäèòèâíîãî åôåêòó áà-
ãàòüîõ òêàíèíî-ñïåöèô³÷íèõ åëåìåíò³â. Íà-
ïðèêëàä, ñàéò-ñïåöèô³÷íà ìóòàö³ÿ äåÿêèõ åëå-
ìåíò³â â 35S CaMV ïðîìîòîð³ ïðèçâîäèëà äî 
âòðàòè åêñïðåñ³¿ â ïåâíèõ òêàíèíàõ àáî ïðè 
ïåâíèõ óìîâàõ. Ìîäåëü, çàïðîïîíîâàíà äëÿ 
35S CaMV ïðîìîòîðó, ùî ñêëàäàºòüñÿ ç ðÿä³â 
îêðåìèõ åëåìåíò³â, ³ êîæåí ç ÿêèõ ñïðèÿº çà-
ãàëüí³é àêòèâíîñò³ ïðîìîòîðó, çàëèøàºòüñÿ 
öåíòðàëüíîþ äëÿ êîíöåïòóàëüíîãî ðîçóì³ííÿ 
éîãî ôóíêö³îíàëüíîñò³ [13].

Kay ç³ ñï³âàâò. ñêîíñòðóþâàëè âàð³àíò 35S 
CaMV ïðîìîòîðó òàêèì ÷èíîì, ùî 250 ïàð 
îñíîâ ïåðåä ñàéòîì ³í³ö³àö³¿ áóëè òàíäåìíî 
ïîäâîºí³ [14]. Ïîäâîºíà ä³ëÿíêà âèñòóïàëà ÿê 
ñèëüíèé åíõàíñåð ãåòåðîëîã³÷íèõ ïðîìîòîð³â ³ 
ï³äâèùóâàëà àêòèâí³ñòü ñóñ³äí³õ òà äèâåðãåíò-
íî òðàíñêðèáîâàíèõ ïåðåíåñåíèõ ãåí³â. Òàêèé 
îïòèì³çîâàíèé åëåìåíò âèêîðèñòîâóþòü äëÿ 
îòðèìàííÿ âèñîêîãî ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ÷óæîð³ä-
íèõ ãåí³â ó òðàíñãåííèõ ðîñëèíàõ [14].

Ãåíè ðîñëèí, ùî ìàþòü âèñîêèé ð³âåíü åêñ-
ïðåñ³¿, òàêîæ º äæåðåëîì ñèëüíèõ êîíñòèòóòèâ-
íèõ ïðîìîòîð³â, íàïðèêëàä, ãåíè óá³õ³òèíó, àê-
òèíó, òóáóë³íó, åóêàð³îòè÷íèõ ôàêòîð³â ³í³ö³àö³¿ 
òîùî. Ïðîìîòîðè öèõ ãåí³â º âèñîêîàêòèâíèìè 
ìàéæå ó âñ³õ îðãàíàõ ³ òêàíèíàõ òà âïðäîâæ 
á³ëüøî¿ ÷àñòèíè æèòòºâîãî öèêëó ðîñëèí [15].

Â³ðóñí³ ãåòåðîëîã³÷í³ ïðîìîòîðè ìîæóòü ãå-
íåðóâàòè çàíàäòî âèñîêó åêñïðåñ³þ ãåí³â äëÿ 
áàãàòüîõ ïðîöåñ³â, òîìó äëÿ ðåãóëþâàííÿ ð³âíÿ 

åêñïðåñ³¿ òðàíñãåí³â âèêîðèñòîâóþòü åíäîãåí-
í³ ðîñëèíí³ ïðîìîòîðè, ùîá çàáåçïå÷èòè íåîá-
õ³äíèé ä³àïàçîí åêñïðåñ³¿ ïåðåíåñåíèõ ãåí³â [16].

Ðèáóëîçîá³ñôîñôàòêàðáîêñèëàçà (Rubisco) º
íàéá³ëüø ïîøèðåíèì á³ëêîì ó ðîñëèíàõ, ÿêèé
áåðå ó÷àñòü ó ïðîöåñ³ ôîòîñèíòåçó, òîìó î÷³êó-
ºòüñÿ, ùî ö³ ãåíè ìàþòü ñèëüí³ òêàíèíî-
ñïåöèô³÷í³ ïðîìîòîðè. Ó ðîñëèíàõ ÷ëåíè ñ³-
ìåéñòâà ãåí³â rbcS, ùî êîäóþòü ìàëó ñóáîäè-
íèöþ Rubisco, º îäíèìè ç íàéá³ëüø îõàðàê-
òåðèçîâàíèõ ñâ³òëî-³íäóöèáåëüíèõ ãåí³â. Â³äîìî,
ùî ïðîìîòîðè öèõ ãåí³â ì³ñòÿòü êîìïëåêñ 
íåãàòèâíèõ ³ ïîçèòèâíèõ ðåãóëÿòîðíèõ åëå-
ìåíò³â, ÿê³ íàäàþòü ñâ³òëîâó ³ òêàíèíî-ñïå-
öèô³÷íó åêñïðåñ³þ â òðàíñãåííèõ ðîñëèíàõ [17].

Ñâ³òëîçàëåæí³ á³ëêè ïðèñóòí³ â ð³çíèõ ðîñ-
ëèíàõ. Äëÿ çàáåçïå÷åííÿ åôåêòèâíî¿ ïåðåäà÷³
åíåðã³¿ çáóäæåííÿ â ðåàêö³éí³ öåíòðè, äå â³ä-
áóâàºòüñÿ ïåðåðîçïîä³ë çàðÿä³â, äëÿ êîîðäèíàö³¿
ôîòîñèíòåòè÷íèõ ï³ãìåíòíèõ ìîëåêóë çàëó÷à-
þòüñÿ ð³çí³ ôåðìåíòè. Ñâ³òëîçáèðàëüí³ òà ñâ³òëî-
ðîçñ³þâàëüí³ ïðîöåñè º ò³ñíî ïîâ’ÿçàíèìè, âîíè 
çàëó÷åí³ â ðîáîòó ñâ³òëîçáèðàëüíîãî êîìïëåê-
ñó. Á³ëêè, ùî çâ’ÿçóþòü ìîëåêóëè õëîðîô³ëó 
a-b, âõîäÿòü äî ñêëàäó ñâ³òëîçáèðàëüíîãî õëîðî-
ô³ëá³ëêîâîãî êîìïëåêñó ²², ³ ïðîìîòîðè öèõ 
ãåí³â ìîæóòü áóòè äæåðåëîì äëÿ âèêîðèñòàííÿ 
â ãåíåòè÷í³é ³íæåíåð³¿ [18].

Ðåçóëüòàòè íàøèõ åêñïåðèìåíò³â ñâ³ä÷àòü 
ïðî ìîæëèâ³ñòü âèêîðèñòàííÿ îäíîãî ç âèä³â 
òþòþíó, à ñàìå ìàõîðêè (Nicotiana rusticà L.), 
äëÿ òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà 
gfp òà íàêîïè÷åííÿ ðåêîìá³íàíòíîãî á³ëêà 
GFP. Ó ïðåäñòàâëåíîìó äîñë³äæåíí³ íàâåäåíî 
ðåçóëüòàòè ïîð³âíÿëüíîãî àíàë³çó ðîáîòè øåñòè 
ð³çíèõ ïðîìîòîð³â. Íàìè ïðîòåñòîâàíî ø³ñòü 
ãåíåòè÷íèõ êîíñòðóêö³é ç ð³çíèìè ïðîìîòîðàìè 
òà âèçíà÷åíî ð³çíèöþ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp 
çàëåæíî â³ä îáðàíèõ ïðîìîòîð³â.

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Øòàì áàêòåð³é òà
ãåíåòè÷í³ êîíñòðóêö³¿. Äëÿ äîñë³äæåííÿ ð³âíÿ
åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp áóëè âèêîðèñòàí³ ø³ñòü ñòâî-
ðåíèõ íàìè, çà äîïîìîãîþ ìåòîäó ìîäóëüíîãî 
ìîëåêóëÿðíîãî êëîíóâàííÿ Golden Gate (MoClo),
ãåíåòè÷íèõ êîíñòðóêö³é ç ð³çíèìè ïðîìîòîð-
íèìè ïîñë³äîâíîñòÿìè (pSPV2301, pSPV2302, 
pSPV2303, pSPV2304, pSPV2305 òà pSPV2306) 
(ðèñ. 1) [19].

Âñ³ òðàíñêðèïö³éí³ îäèíèö³, êð³ì ïðîìîòî-
ð³â, äîäàòêîâî ì³ñòèëè òàê³ åëåìåíòè: 5�-ïîñë³-
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äîâí³ñòü �, ùî íå òðàíñëþºòüñÿ (5�UTR) â³-
ðóñó òþòþíîâî¿ ìîçà¿êè (TMV); êîäóþ÷ó ïîñ-
ë³äîâí³ñòü ãåíà gfp, âèä³ëåíîãî ç Aequorea victoria 
òà 35S òåðì³íàòîð â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñ-
òè (35S CaMV) ðàçîì ç ñèãíàëîì ïîë³àäåí³-
ëþâàííÿ òà 3�-ïîñë³äîâí³ñòþ, ùî íå òðàíñ-
ëþºòüñÿ.

Ãåí gfp, ùî çíàõîäèòüñÿ ï³ä êîíòðîëåì ïåâ-
íîãî ïðîìîòîðó, ìîæíà âèêîðèñòîâóâàòè äëÿ 
îö³íêè ð³âí³â åêñïðåñ³¿ ³íøèõ á³ëê³â, ãåíè 
ÿêèõ òàêîæ çíàõîäèòüñÿ ï³ä êîíòðîëåì òîãî æ
ïðîìîòîðó. Á³ëîê GFP õàðàêòåðèçóºòüñÿ ôëóî-
ðåñöåíö³ºþ â çåëåí³é îáëàñò³ (ç ìàêñèìóìîì 
åì³ñ³¿ ïðè äîâæèí³ õâèë³ 509 íì) ïðè îïðî-
ì³íþâàíí³ óëüòðàô³îëåòîâèì àáî ñèí³ì ñâ³ò-
ëîì. Ôëóîðåñöåíö³þ á³ëêà GFP (ðèñ. 2) äåòåê-
òóâàëè íà 7 äåíü ï³ñëÿ ³íô³ëüòðàö³¿. Â ÿêîñò³ 
íåãàòèâíîãî êîíòðîëþ âèêîðèñòîâóâàëè òêà-
íèíè ðîñëèí, ùî ³íô³ëüòðóâàëè øòàìîì 
GV3101 Agrobacterium tumefaciens, ùî íå ì³ñòèâ 
âåêòîð ç ãåíîì gfp, òà òêàíèíè, ÿê³ íå áóëè 
³íô³ëüòðîâàí³. Íàìè áóëî ïðîòåñòîâàíî ø³ñòü 
ð³çíèõ ïðîìîòîð³â, à ñàìå 35S ïðîìîòîð â³ðóñó 
ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñòè (35S CaMV), ïîäâ³é-
íèé 35S ïðîìîòîð (D35S CaMV), ïðîìîòîðè 
ãåí³â RbcS1B òà RbcS2B, ùî êîäóþòü ìàëó 
ñóáîäèíèöþ ðèáóëîçîá³ñôîñôàòêàðáîêñèëàçè 
(Rubisco), âèä³ëåíèõ ç ð³çóøêè Òàëÿ òà 
ïðîìîòîðè ãåí³â LHB1B1 òà LHB1B2 ç A. thali-
ana, ùî êîäóþòü õëîðîô³ë a-b çâ’ÿçóþ÷³ á³ëêè.

Í³÷íó êóëüòóðó Agrobacterium tumefaciens, 
øòàì GV3101, ÿêèé ïîïåðåäíüî òðàíñôîðìó-
âàëè êîæíîþ îêðåìîþ êîíñòðóêö³ºþ, íàðî-
ùóâàëè â ñåðåäîâèù³ LB [20], äîïîâíåíåíîìó 
50 ìã/ë ðèôàìï³öèíó, 25 ìã/ë ãåíòàì³öèíó òà 
100 ìã/ë êàíàì³öèíó.

Ðîñëèííèé ìàòåð³àë. Ìàõîðêó (Nicotiana rus-
tica L.) âèðîùóâàëè â óìîâàõ òåïëèö³ ïðè 25/
18 °C òà 16/8 ãîäèííîìó ôîòîïåð³îä³ (äåíü/í³÷ 
â³äïîâ³äíî). Äëÿ ³íô³ëüòðàö³¿ âèêîðèñòîâóâàëè 
ëèñòêè ñåðåäíüîãî ÿðóñó 4-õ òèæíåâèõ ðîñëèí. 
Íàñ³ííÿ ìàõîðêè áóëî ëþá’ÿçíî íàäàíî ê.á.í. 
Â.Á.Áåëîêóðîâîþ ç Êîëåêö³¿ çàðîäêîâî¿ ïëàçìè 
ðîñëèí ôëîðè Óêðà¿íè òà ñâ³òîâî¿ ôëîðè (²Ê-
ÁÃ² ÍÀÍ Óêðà¿íè).

Ðèñ. 1. Ñõåìàòè÷íå çîáðàæåííÿ Ò-ÄÍÊ âèêîðèñòàíèõ êîíñòðóêö³é

Ðèñ. 2. Òðàíç³ºíòíà åêñïðåñ³ÿ ãåíà gfp â ëèñòêàõ ìà-
õîðêè N. rustica L.: a – ìàõîðêà N. rustica L., á – 
³íô³ëüòðàö³ÿ ëèñòêà çà äîïîìîãîþ øïðèöà, â – ëèñ-
òîê 7 äí³â ï³ñëÿ ³íô³ëüòðàö³¿ (äåííå ñâ³òëî); ã – ëèñ-
òîê 7 äí³â ï³ñëÿ ³íô³ëüòðàö³¿ (óëüòðàô³îëåòîâå ñâ³òëî)
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Òðàíç³ºíòíà åêñïðåñ³ÿ ãåíà gfp. Ðîñëèíè ìà-
õîðêè òðàíñôîðìóâàëè òðàíç³ºíòíî. Í³÷íó êóëü-
òóðó àãðîáàêòåð³é äîðîùóâàëè äî îïòè÷íî¿ 
ù³ëüíîñò³ ñóñïåíç³¿, ùî äîð³âíþâàëà îäèíèö³ 
(OD600 = 1), òà ðåñóñïåíäóâàëè ó áóôåð³ äëÿ 
³íô³ëüòðàö³¿ (10 ìM MgSO4, ðÍ 5,6–5,8) ç 
ê³íöåâîþ îïòè÷íîþ ù³ëüí³ñòþ OD600 = 1. Ãå-
íåòè÷í³ âåêòîðè ââîäèëè â ðîñëèíí³ êë³òèíè 
øëÿõîì ³íô³ëüòðàö³¿ ëèñòê³â çà äîïîìîãîþ 
øïðèöà ñóñïåíç³ºþ àãðîáàêòåð³é (Agrobacteri-
um tumefaciens) [21].

Ôëóîðåñöåíö³þ á³ëêà GFP äåòåêòóâàëè íà
7 äåíü ï³ñëÿ ³íô³ëüòðàö³¿ â³çóàëüíî â óëüòðà-
ô³îëåòîâîìó ñâ³òë³, äàë³ ïðîâîäèëè ñïåêòðî-
ôëóîðèìåòðè÷íèé àíàë³ç íà ôëóîðåñöåíòíîìó 
ñïåêòðîôëóîðèìåòð³ «Ôëþîðàò-02-Ïàíîðàìà» 
(çáóäæåííÿ ïðè äîâæèí³ õâèë³ 395 íì, åì³ñ³ÿ 
ïðè 509 íì).

Âèä³ëåííÿ á³ëê³â òà ê³ëüê³ñíèé á³ëêîâèé àíà-
ë³ç. Âîäîðîç÷èíí³ á³ëêè âèä³ëÿëè â áóôåð³ 
äëÿ åêñòðàêö³¿ (PBS), ùî ñêëàäàâñÿ ç íàñòóï-
íèõ åëåìåíò³â: 80 ìM Na2HPO4, 20 ìM NaH2PO4 
òà 100 ìM NaCl, pH 7–7,5 [22]. Òêàíèíè ðîñëèí 
N. rustica L. ðîçòèðàëè ç áóôåðîì äëÿ åêñòðàêö³¿ 
â ïîïåðåäíüî îõîëîäæåí³é ñòóïö³ (+4 °Ñ) â 
êîíöåíòðàö³¿ 1 : 3 (300 ìêë áóôåðà íà 100 ìã 
òêàíèíè), ï³ñëÿ ÷îãî ñóñïåíç³þ îñàäæóâàëè
(+4 °Ñ, 14000 rpm, 30 õâ). Íàäîñàä âèêîðèñ-
òîâóâàëè äëÿ âèçíà÷åííÿ ê³ëüê³ñíî¿ êîíöåíò-
ðàö³¿ á³ëê³â çà Áðåäôîðäîì [23].

Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè 
çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè Microsoft Excel ç âè-
çíà÷åííÿì ñåðåäíüîãî çíà÷åííÿ òà ñòàíäàðò-
íîãî â³äõèëåííÿ ïîêàçíèê³â äëÿ êîæíîãî ³ç 
åêñïåðèìåíò³â. Äëÿ ñòàòèñòè÷íî¿ îáðîáêè ðå-
çóëüòàò³â ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íîãî àíàë³çó ñå-
ðåäíº çíà÷åííÿ âèçíà÷àëè ÷åðåç ëîãàðèôì³÷íå 
ïåðåòâîðåííÿ ïîêàçíèê³â ñïåêòðîôëóîðèìåòðà.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Íå-
çâàæàþ÷è íà òå, ùî äëÿ ïðîäóêö³¿ ðåêîìá³íàíò-
íèõ á³ëê³â øèðîêîãî ñïåêòðó çàñòîñóâàííÿ 
íàé÷àñò³øå âèêîðèñòîâóþòü ì³êðîîðãàí³çìè, 
êë³òèíí³ êóëüòóðè àáî òâàðèíè, ðîñëèíí³ ñèñ-
òåìè º ïåðñïåêòèâíèì øëÿõîì îòðèìàííÿ òå-
ðàïåâòè÷íî ö³ííèõ á³ëê³â. Íà äàíèé ÷àñ øëÿ-
õîì òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ³ç ðîñëèí áóëî îò-
ðèìàíî âåëèêèé íàá³ð ðåêîìá³íàíòíèõ á³ëê³â, 
âêëþ÷àþ÷è òàê³ ôàðìàöåâòè÷íî ö³íí³ á³ëêè ÿê 
³íòåðôåðîí, ñîìàòîòðîï³í, àïðîò³í³í, ð³çí³ àíòè-
ãåíè òà àíòèò³ëà òîùî [24]. Îñòàíí³ì ÷àñîì áóëî 

ïåðåâ³ðåíî áàãàòî ð³çíèõ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñü-
êèõ êóëüòóð (ðèñ, ïøåíèöÿ, ëþöåðíà, êàðòîï-
ëÿ) íà åôåêòèâí³ñòü âèêîðèñòàííÿ ÿê îá’ºêò³â 
äëÿ òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ð³çíèõ á³ëê³â, àëå ðîñ-
ëèíè ðîäó Nicotiana L. âèÿâèëèñü íàéêðàùè-
ìè îá’ºêòàìè äëÿ àãðîáàêòåð³àëüíî¿ òðàíç³ºíò-
íî¿ òðàíñôîðìàö³¿. Ñåðåä âèä³â öüîãî ðîäó íàé-
÷àñò³øå âèêîðèñòîâóþòü N. benthamiana Do-
min, ÿêèé º ìîäåëüíèì âèäîì äëÿ äîñë³ä³â 
ïî òðàíç³ºíòí³é åêñïðåñ³¿ ãåí³â. Êð³ì öüîãî, 
äî åêñïåðèìåíò³â çàëó÷àëèñü ³íø³ âèäè, òàê³ ÿê 
N. excelsior J.M. Black, N. × excelsiana òîùî, îñî-
áëèâî ïðè âàêóóìí³é ³íô³ëüòðàö³¿ ðîñëèí [25, 
26]. Ï³ñëÿ N. benthamiana íà äðóãîìó ì³ñö³ ïî 
åôåêòèâíîñò³ âèêîðèñòàííÿ çíàõîäèòüñÿ òþòþí 
(N. tabacum L.), ÿêèé òàêîæ ïîêàçóº âèñîêèé 
ð³âåíü íàêîïè÷åííÿ ðåêîìá³íàíòíèõ á³ëê³â 
[27]. Äëÿ îòðèìàííÿ êîìåðö³éíèõ ê³ëüêîñòåé 
ðåêîìá³íàíòíîãî ïðîäóêòó íåîáõ³äíî äâ³ óìîâè: 
âèñîêèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ â ðîñëèíí³é ñèñòåì³ 
òà âåëèêà á³îìàñà ðîñëèí. Ðîñëèíè âèäó N. ben-
thamiana ìàþòü íàéâèùèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿, 
àëå íåâåëèêó á³îìàñó, à N. tabacum – íàâïàêè: 
íåâåëèêèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿, àëå âåëèêó á³îìàñó 
(ïîòåíö³éíèé óðîæàé á³îìàñè ìîæå äîñÿãàòè 
80–100 ò/ãà). Âñòàíîâëåíî, ùî ð³âåíü åêñïðå-
ñ³¿ ãåòåðîëîã³÷íèõ á³ëê³â â ðîñëèíàõ ìàõîðêè 
ñï³âñòàâíèé ç ð³âíåì åêñïðåñ³¿ á³ëê³â ó N. ben-
thamiana (íåîïóáë³êîâàí³ äàí³), à ïîòåíö³éíèé 
óðîæàé ¿¿ á³îìàñè íàáëèæàºòüñÿ äî ïîêàçíèê³â 
òþòþíó. ²íø³ ïåðåâàãè âèêîðèñòàííÿ ìàõîðêè 
ïîëÿãàþòü ó ¿¿ íåâèáàãëèâîñò³ òà ëåãêîñò³ âè-
ðîùóâàííÿ â òåïëèö³, òîìó íàìè ÿê îñíîâíèé 
îá’ºêò äîñë³äæåííÿ áóëî îáðàíî ñàìå ìàõîðêó.

Çà ðåçóëüòàòàìè ïðîâåäåíîãî íàìè ñïåêòðî-
ôëóîðèìåòðè÷íîãî àíàë³çó âñòàíîâëåíî, ùî íàé-
âèùèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåí gfp ïðîÿâëÿâ ïðè
âèêîðèñòàíí³ â êîíñòðóêö³¿ D35S ÑaMV ïðî-
ìîòîðó (òàáë. 1) ³ äîð³âíþâàâ 1,063 ± 0,031 ó.î. 
(ðèñ. 3). Ó öüîìó âèïàäêó ñóìàðíà êîíöåíòðà-
ö³ÿ âîäîðîç÷èííèõ á³ëê³â â àãðî³íô³ëüòðîâà-
íèõ òêàíèíàõ ìàõîðêè òàêîæ áóëà ìàêñèìàëü-
íîþ – 1921 ± 2 ìêã/ìë. Ïðè öüîìó íàéíèæ÷èé 
ïîêàçíèê ôëóîðåñöåíö³¿ – 0,116 ± 0,005 ó.î. 
òà íàéíèæ÷ó êîíöåíòðàö³þ âîäîðîç÷èííèõ á³ë-
ê³â – 1076 ± 2,65 ìêã/ìë áóëî ïîêàçàíî ïðè âè-
êîðèñòàíí³ â ãåíåòè÷í³é êîíñòðóêö³¿ ïðîìîòîðó 
ãåíà LHB1B1.

35S CaMV ïðîìîòîð íàé÷àñò³øå âèêîðèñ-
òîâóºòüñÿ äëÿ åêñïðåñ³¿ òðàíñãåí³â â ðîñëèíàõ, 
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³ çàáåçïå÷óº âèñîêèé ð³âåíü êîíñòèòóòèâíî¿ 
åêñïðåñ³¿ ó äâîäîëüíèõ âèä³â òà äåùî ñëàáøèé 
ó îäíîäîëüíèõ. Óäîñêîíàëåíèé ïðîìîòîð D35S
CaMV ìàº äóáëþâàííÿ íóêëåîòèäíî¿ ïîñë³-
äîâíîñò³ ç –343 äî –90. Wally ³ ñï³âàâò. ïî-
êàçàëè, ùî ïðè âèêîðèñòàíí³ òàêîãî ïðîìî-
òîðó ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà �-ãëþêóðîí³äàçè â 
òðàíñãåííèõ ë³í³ÿõ ìîðêâè (Daucus carota L.) 
çá³ëüøóâàâñÿ âäåñÿòåðî ïîð³âíÿíî ç 35S CaMV 
ïðîìîòîðîì [28]. Â íàøèõ äîñë³äæåííÿõ ïðè 
òðàíç³ºíòí³é åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp ¿¿ ð³âåíü áóâ â 
1,7 ðàç³â âèùèì ïðè âèêîðèñòàíí³ D35S CaMV 
ïðîìîòîðó ïîð³âíÿíî ç 35S CaMV ïðîìîòî-
ðîì. Òàêå ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³¿ ãåí³â ô³êñó-

þòü ³ ³íø³ äîñë³äíèêè íà ð³çíèõ êóëüòóðàõ òà ç 
³íøèìè ãåíàìè.

Íàïðèêëàä, ïðè ïîð³âíÿíí³ ð³âí³â åêñïðåñ³¿ 
ãåíà gus, ùî êîíòðîëþâàâñÿ D35S CaMV òà 
35S CaMV ïðîìîòîðîì, áóëî â³äçíà÷åíî ï³äâè-
ùåííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ïðè âèêîðèñòàíí³ ïîä-
â³éíîãî D35S CaMV ïðîìîòîðó â òðàíñãåííèõ 
áîðîäàòèõ êîðåíÿõ îã³ðêà (Cucumis sativus) [29].
Patro ç³ ñï³âàâò. ïðîâîäèëè òðàíç³ºíòíó òðàíñ-
ôîðìàö³þ ïðîòîïëàñò³â òþòþíó âåêòîðàìè ç
ãåíîì gus ï³ä êîíòðîëåì D35S CaMV òà ïîêà-
çàëè â 4,3 ðàçè âèùèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà
gus, í³æ ïðè âèêîðèñòàíí³ 35S CaMV ïðîìî-
òîðó [29].

Ðèñ. 3. Cïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íèé àíàë³ç ð³âíÿ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóîðåñöåíö³¿ á³ëêà GFP â ëèñòêîâèõ òêàíèíàõ 
ìàõîðêè
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Çà ðåçóëüòàòàìè äîñë³äæåíü Li ³ ñï³âàâò. 
â³äì³÷àëè âèñîêèé ð³âåíü òðàíç³ºíòíî¿ òà ñòà-
á³ëüíî¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà egfp, ÿêèé êîíòðîëþ-
âàâñÿ D35S CaMV ïðîìîòîðîì â ð³çíèõ òêà-
íèíàõ ³ îðãàíàõ âèíîãðàäó (Vitis vinifera) [30], 
ùî ï³äòâåðäæóºòüñÿ â íàøèõ åêñïåðèìåíòàõ
äëÿ ìàõîðêè.

Âèêîðèñòàííÿ gfp ãåíà äëÿ òðàíç³ºíòíî¿ 
åêñïðåñ³¿ â òêàíèíàõ ðîñëèí, ó ðÿä³ âèïàäê³â, 
äåùî îáìåæåíà, âíàñë³äîê íèçüêî¿ ÷óòëèâîñò³ 
ìåòîäó äåòåêö³¿. Æèâ³ êë³òèíè â çåëåí³é îáëàñ-
ò³ ñïåêòðà ìàþòü ñèëüíó àâòîôëóîðåñöåíö³þ, 
òîìó äëÿ îòðèìàííÿ ñèãíàëó ôëóîðåñöåíö³¿ â³ä 
GFP, ÿêèé âäâ³÷³ ïåðåâèùóº ôîíîâèé â êë³òè-
í³, ïîòð³áíî 1 ìêÌ GFP. GFP ç á³ëüø âèñî-
êèì êîåô³ö³ºíòîì ïîãëèíàííÿ (íàïðèêëàä, ìó-
òàíòíèé EGFP) çìåíøóº ãðàíèöþ äëÿ âèÿâëåí-

íÿ ôëóîðåñöåíö³¿ á³ëêà â 6–10 ðàç³â (0,1 ìêÌ 
GFP). Òîìó, äëÿ äåòåêö³¿ ñèãíàëó ôëóîðåñöåí-
ö³¿ â³ä êë³òèíè ïîòð³áíà âèñîêà êîíöåíòðàö³ÿ 
ôëóîðåñöåíòíîãî á³ëêà, åêñïðåñ³þ ÿêîãî ìîæå 
çàáåçïå÷èòè ñèëüíèé ïðîìîòîð. Êð³ì öüîãî, 
÷óòëèâ³ñòü äåòåêö³¿ ôëóîðåñöåíòíîãî á³ëêà ìî-
æå ð³çêî ï³äâèùèòèñü çà ðàõóíîê éîãî êëàñ-
òåðèçàö³¿, çóìîâëåíî¿ ñèãíàëîì âíóòð³øíüî-
êë³òèííî¿ ëîêàë³çàö³¿ (ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà). 
Óñï³øíå âèÿâëåííÿ á³ëêà GFP ñèëüíî çàëå-
æèòü â³ä ñèëè òà äæåðåëà çáóäæåííÿ, à ñàìå âè-
êîðèñòàíî¿ UV-ëàìïè. Íåîáõ³äíî â³äì³òèòè, ùî 
ðîñëèíè ³ç òåïëèöü ÷àñòî ìàþòü á³ëüøå ôåíîëü-
íèõ ³ ³íøèõ ñïîëóê, ùî õàðàêòåðèçóþòüñÿ áëà-
êèòíî-ñèíüîþ àâòîôëóîðåñöåíö³ºþ, ³ ìîæóòü 
ìàñêóâàòè ôëóîðåñöåíö³þ GFP [32–35].

Ïðè âèâ÷åíí³ òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ãåíà 
gus â òþòþí³ N. tabacum L. Kapulnik ³ ñï³âàâò. 
â³äì³òèëè, ùî âèêîðèñòàííÿ ïðîìîòîðó ãåíà 
LÍÂ1B2 ïðèçâîäèëî äî çìåíøåííÿ ð³âíÿ åêñ-
ïðåñ³¿ ãåíà gus â 3,2 ðàçè ïîð³âíÿíî ³ç 35S 
CaMV ïðîìîòîðîì [36]. Íàìè æ ïîêàçàíî, ùî 
ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp â ëèñòêîâèõ ïëàñòèíàõ 
ìàõîðêè ïðè âèêîðèñòàíí³ ïðîìîòîðó ãåíà 
LÍÂ1B2 çà ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íèì àíàë³-
çîì äîð³âíþâàâ 0,231 ± 0,023 ó.î. ³ áóâ â 2,6 
ðàç³â íèæ÷èì, í³æ ï³ä êîíòðîëåì 35S CaMV 
ïðîìîòîðó, òà â 4,5 ðàçè íèæ÷èì, í³æ ïðè 
âèêîðèñòàíí³ D35S CaMV ïðîìîòîðó. Ñóìàð-
íà êîíöåíòðàö³ÿ âîäîðîç÷èííèõ á³ëê³â ïðè 
òðàíç³ºíòí³é åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp ï³ä êîíòðîëåì 
ïðîìîòîðó ãåíà LÍÂ1B2, 35S CaMV òà D35S 
CaMV ïðîìîòîð³â ñêëàäàëà 1372 ± 3,6; 1643 ± 2
òà 1921 ± 2 ìêã/ìë â³äïîâ³äíî (òàáë. 2). Ïðè
öüîìó ñóìàðíà êîíöåíòðàö³ÿ á³ëê³â ó êîíòðîëü-
íèõ åêñòðàêòàõ (Ê GV3101 òà Ê íå³íô³ëüò-
ðîâàíî¿ òêàíèíè ëèñòêà) äîð³âíþâàëà 546 ±
± 2 ìêã/ìë ³ 569 ± 3,6 ìêã/ìë â³äïîâ³äíî
(ðèñ. 4). Çá³ëüøåííÿ ñóìàðíî¿ êîíöåíòðàö³¿
á³ëê³â àáñîëþòíî êîðåëþº ç ï³äâèùåííÿì ð³â-
íÿ ôëóîðåñöåíö³¿ GFP çà ñïåêòðîôëóîðèìåò-
ðè÷íèì àíàë³çîì.

Âèêîðèñòàííÿ ïðîìîòîð³â ãåí³â ñ³ìåéñòâà 
rbcS íà ð³çíèõ êóëüòóðàõ â ãåíåòè÷í³é ³íæåíå-
ð³¿ ïîêàçóº äîñèòü âèñîêèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ 
ïåðåíåñåíèõ ãåí³â â ð³çíèõ òêàíèíàõ.

Cui ³ ñï³âàâò. ó ñâî¿é ðîáîò³ ïîð³âíþâàëè 
ð³âí³ åêñïðåñ³¿ ïåðåíåñåíîãî ãåíà gus, êåðîâàí³ 
ïðîìîòîðîì RbcS ñî¿ (Glycine max) òà 35S CaMV 
ïðîìîòîðîì, â ëèñòêàõ, ïàãîíàõ òà êîðåíÿõ 

Òàáëèöÿ 1. Ñòàòèñòè÷íèé àíàë³ç ð³âíÿ ³íòåíñèâíîñò³ 
ôëóîðåñöåíö³¿ GFP â ëèñòêàõ ìàõîðêè 

Ïðîìîòîð
Ñåðåäíº 
çíà÷åííÿ

Ïîõèáêà 
ñåðåä-
íüîãî 

çíà÷åííÿ 
(–)

Ïîõèáêà 
ñåðåä-
íüîãî 

çíà÷åííÿ 
(+)

D35S
35S
RbcS2B
RbcS1B
LHB1B2
LHB1B1
K GV3101
K òêàíèíè ëèñòà

1,06
0,62
0,27
0,13
0,23
0,12
0,01
0,02

0,03
0,02
0,02
0,01
0,02
0
0
0

0,03
0,02
0,02
0,01
0,02
0
0

0,01

Òàáëèöÿ 2. Ñóìàðíà êîíöåíòðàö³ÿ çàãàëüíèõ 
âîäîðîç÷èííèõ á³ëê³â â åêñòðàêòàõ ëèñòêîâèõ òêàíèí 
ìàõîðêè

Ïðîìîòîð
Ñåðåäí³é ïîêàçíèê òà ñòàíäàðòíå 
â³äõèëåííÿ ñóìàðíî¿ êîíöåíòðà-
ö³¿ âîäîðîç÷èííèõ á³ëê³â, ìêã/ìë

Ê GV3101
Ê òêàíèíè ëèñòêà
D35S
35S
LHB1B1
LHB1B2
RbcS2B
RbcS1B

546 ± 2,0
569 ± 3,6
1921 ± 2,0
1643 ± 2,0
1076 ± 2,65
1372 ± 3,6
1556 ± 2,0
1120 ± 4,0
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Ïîð³âíÿííÿ ð³âí³â åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp ïðè Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàí³é òðàíç³ºíòí³é 

òðàíñãåííîãî òþòþíó. Ðåçóëüòàòè ¿õ äîñë³äæåíü 
ñâ³ä÷àòü ïðî îäíàêîâèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà gus 
â ëèñòêàõ ñî¿ ïðè âèêîðèñòàíí³ îáîõ ïðîìîòîð³â, 
à â êîðåíÿõ òà ïàãîíàõ ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà 
gus áóâ âèùèì â 3 òà 5 ðàç³â â³äïîâ³äíî ïðè 
âèêîðèñòàíí³ ïðîìîòîðó RbcS ïîð³âíÿíî ç 35S 
CaMV ïðîìîòîðîì [37].

Tanabe ³ ñï³âàâò. ïîð³âíþâàëè ð³âåíü åêñïðå-
ñ³¿ ãåíà gus ç âèêîðèñòàííÿì ïðîìîòîðó ãåíà 
RbcS1, âèä³ëåíîãî ç ñîëîäêî¿ êàðòîïë³, òà 35S 
CaMV ïðîìîòîðó â òðàíñãåííèõ ðîñëèíàõ Ara-
bidopsis. Ðåçóëüòàòè öèõ äîñë³äæåíü ïîêàçàëè,
ùî ð³âí³ åêñïðåñ³¿ ãåíà gus ïðè âèêîðèñòàíí³ 
îáîõ ïðîìîòîð³â ³ñòîòíî íå â³äð³çíÿëèñü [38]. 
Kushwash â ñâî¿é ðîáîò³ òàêîæ â³äçíà÷èâ âèñî-
êèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà gus ïðè âèêîðèñòàíí³ 
ïðîìîòîðó ãåíà RbcS2B, âèä³ëåíîãî ç A. thali-
ana, â ð³çíèõ òêàíèíàõ ðîñëèí [39], à Dickinson 
³ ñï³âàâò. çàô³êñóâàëè òðàíç³ºíòíó åêñïðåñ³þ 
ãåíà ëþöèôåðàçè (luciferase) ç âèêîðèñòàííÿì 
ïðîìîòîðó RbcS1B, âèä³ëåíîãî ç A. thaliana, â 
ð³çíèõ òêàíèíàõ ðîñëèí îòðóéíîãî ïëþùà [40].

Â íàøèõ äîñë³äæåííÿõ ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà 
gfp ï³ä êîíòðîëåì ïðîìîòîð³â ãåí³â RbcS2B ³ Rbc-
S1B çà ðåçóëüòàòàìè ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íîãî 
àíàë³çó ñêëàäàâ 0,267 ± 0,02 òà 0,131 ± 0,013 
óìîâíèõ îäèíèöü, ùî â 3,9 òà 8,1 ðàç³â íèæ÷å 
â³ä ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp ïðè âèêîðèñòàíí³ 

ïðîìîòîðó D35S CaMV â³äïîâ³äíî. Ïðè öüîìó, 
ñóìàðíà êîíöåíòðàö³ÿ çàãàëüíèõ âîäîðîç÷èí-
íèõ á³ëê³â â åêñòðàêòàõ òêàíèí ìàõîðêè ïðè 
âèêîðèñòàíí³ ïðîìîòîð³â ãåí³â RbcS2B ³ Rbc-
S1B äîð³âíþâàëà 1556 ± 2 ìêã/ìë òà 1119 ± 4 
ìêã/ìë â³äïîâ³äíî.

Òàêèì ÷èíîì, âðàõîâóþ÷è, ùî ìàõîðêà ïî-
ð³âíÿíî ç ³íøèìè âèäàìè ðîäó Nicotiana ìàº 
âåëèêèé ïîòåíö³àë äëÿ åêñïðåñ³¿ ãåòåðîëîã³÷-
íèõ á³ëê³â, âåëèêó âåãåòàòèâíó á³îìàñó, ëåãêî 
³íô³ëüòðóºòüñÿ (ÿê ïðè âàêóóìí³é ³íô³ëüòðàö³¿, 
òàê ³ çà äîïîìîãîþ øïðèöà), ³ ïðè öüîìó, º
íåâèáàãëèâîþ ïðè âèðîùóâàíí³, âîíà º ïî-
òåíö³éíî ïåðñïåêòèâíèì õàçÿ¿íîì äëÿ åêñïðå-
ñ³¿ ãåòåðîëîã³÷íèõ á³ëê³â ïðè òðàíç³ºíòí³é òðàíñ-
ôîðìàö³¿.

Ñèñòåìà òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ â ðîñëèíàõ 
N. rusticà L. ìîæå áóòè âèêîðèñòàíà íå ò³ëüêè äëÿ 
âèâ÷åííÿ òà ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ ðîáîòè 
ð³çíèõ ïðîìîòîð³â, àëå é ³íøèõ ðåãóëÿòîðíèõ 
ïîñë³äîâíîñòåé.

Â äàí³é ðîáîò³ áóëà ïîêàçàíà ìîæëèâ³ñòü 
âèêîðèñòàííÿ ðîñëèí ìàõîðêè (N. rusticà L.) 
äëÿ òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ ðåïîðòåðíîãî ãåíà 
gfp òà íàêîïè÷åííÿ ðåêîìá³íàíòíîãî á³ëêà, à 
ñàìå GFP. Âïåðøå áóëà âèâ÷åíà ðîáîòà øåñòè 
ð³çíèõ ïðîìîòîð³â â³ðóñíîãî òà ðîñëèííîãî 
ïîõîäæåííÿ íà ïðèêëàä³ åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp â

Ðèñ. 4. Ñóìàðíà êîíöåíòðàö³ÿ çàãàëüíèõ âîäîðîç÷èííèõ á³ëê³â â åêñòðàêòàõ ëèñòêîâèõ òêàíèí ðîñëèí ìà-
õîðêè 
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ëèñòêîâèõ òêàíèíàõ ðîñëèí ìàõîðêè òà ïðî-
âåäåíî ïîð³âíÿëüíèé àíàë³ç ¿õ ð³âíÿ ðåãóëÿö³¿. 
Íàéâèùèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ãåíà gfp ñïîñòåð³-
ãàëè ïðè âèêîðèñòàíí³ ïîäâ³éíîãî 35S ïðîìî-
òîðó â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñòè – D35S 
CaMV, à íàéíèæ÷èé – ïðè âèêîðèñòàíí³ 
ïðîìîòîðó ãåíà LHB1B1. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè 
äîçâîëÿþòü ñòâåðäæóâàòè, ùî D35S CaMV çà-
áåçïå÷óº â 1,7 ðàçè âèùó åêñïðåñ³þ ãåíà gfp
â ðîñëèíàõ ìàõîðêè, í³æ 35S CaMV ïðîìî-
òîð, à ïðîìîòîðè ãåí³â RbcS1B òà RbcS2B,
ùî êîäóþòü ìàëó ñóáîäèíèöþ ðèáóëîçîá³ñ-
ôîñôàòêàðáîêñèëàçè (Rubisco) A. thaliana çà-
áåçïå÷óþòü íèæ÷ó åêñïðåñ³þ â 4,7 òà 2,3 ðàçè 
â³äïîâ³äíî. Ïðîìîòîðè ãåí³â LHB1B1 òà LH-
B1B2 ç A. thaliana çàáåçïå÷óþòü íèæ÷³ ð³âåí³ 
åêñïðåñ³¿¿, à ñàìå â 5,2 òà 2,7 ðàç³â â ïîð³âíÿí-
í³ ç D35S CaMV.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Æîäíà òâà-
ðèíà/ëþäèíà íå âèêîðèñòîâóâàëàñÿ â åêñïåðè-
ìåíòàõ, ÿê³ º îñíîâîþ öüîãî äîñë³äæåííÿ.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî 
â³äñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â, ô³íàíñîâèõ ÷è 
³íøèõ.
Ô³íàíñóâàííÿ. Öå äîñë³äæåííÿ íå îòðèìóâàëî 
áóäü-ÿêîãî êîíêðåòíîãî ãðàíòó â³ä ô³íàíñóþ-
÷èõ óñòàíîâ â äåðæàâíîìó, êîìåðö³éíîìó àáî 
íåêîìåðö³éíîìó ñåêòîðàõ.

COMPARISON OF THE GFP GENE EXPRESSION 
LEVELS AFTER AGROBACTERIUM-MEDIATED 
TRANSIENT TRANSFORMATION OF 
NICOTIANA RUSTICA L. BY CONSTRUCTS WITH 
DIFFERENT PROMOTER SEQUENCES

O.I. Varchenko, M.V. Kuchuk,
M.F. Parii, Yu.V. Symonenko

Institute of Cell Biology and Genetic Engineering, 
NAS of Ukraine, Kyiv
All-Ukrainian Scientific Institute of Breeding, Kyiv
National University of Life and Environmental 
Sciences of Ukraine, Kyiv

E-mail: okvarchenko@gmail.com

Promoters are key elements on the level of gene ex-
pression, so their selection is an important step in 
genetic engineering research. The reporter gfp gene, 
which encodes green fluorescent protein (GFP), was 
transiently expressed in the leaf tissues of the Aztec 
tobacco Nicotiana rustica L. Compared to other species 
of the Nicotiana genus, it has a large potential for the 
expression of heterologous proteins, a large vegetative 

biomass, can be easily infiltrated, and is unpretentious 
in cultivation. Six genetic constructs were used with 
different promoter sequences: the 35S promoter of 
Cauliflower Mosaic Virus (35S CaMV), the double 35S 
promoter (D35S CaMV), promoters of the RbcS1B and 
RbcS2B genes encoding the small subunit of ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) isolated 
from Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., and promoters 
of the LHB1B1 and LHB1B2 genes from A. thaliana 
encoding chlorophyll a-b binding proteins. The gfp gene 
expression was detected visually, spectrofluorimetrically 
and by protein content (Bradford assay) on the 7th day 
after infiltration. The highest level of expression was 
obtained using the double 35S promoter (D35S CaMV) 
and the lowest – when the promoter of the LHB1B1 
gene was used. 

ÑÐÀÂÍÅÍÈÅ ÓÐÎÂÍÅÉ ÝÊÑÏÐÅÑÑÈÈ 
ÃÅÍÀ GFP ÏÐÈ AGROBACTERIUM-
ÎÏÎÑÐÅÄÎÂÀÍÍÎÉ ÒÐÀÍÇÈÅÍÒÍÎÉ 
ÒÐÀÍÑÔÎÐÌÀÖÈÈ ÌÀÕÎÐÊÈ NICOTIANA 
RUSTICA L. ÊÎÍÑÒÐÓÊÖÈßÌÈ Ç 
ÐÀÇËÈ×ÍÛÌÈ ÏÐÎÌÎÒÎÐÍÛÌÈ 
ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒßÌÈ

Î.È. Âàð÷åíêî, Í.Â. Êó÷óê,
Ì.Ô. Ïàðèé, Þ.Â. Ñèìîíåíêî

Ïðîìîòîðû – ýòî êëþ÷åâûå ýëåìåíòû óðîâíÿ ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ, ïîýòîìó èõ âûáîð ÿâëÿåòñÿ âàæíûì 
ýòàïîì â ãåííî-èíæåíåðíûõ èññëåäîâàíèÿõ. Ðåïîð-
òåðíûé ãåí gfp, êîäèðóþùèé çåëåíûé ôëóîðåñ-
öåíòíûé áåëîê (GFP), òðàíçèåíòíî ýêñïðåññèðîâàëè 
â ëèñòîâûõ òêàíÿõ ìàõîðêè Nicotiana rustica L. Ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè âèäàìè ðîäà Nicotiana îíà
èìååò áîëüøîé ïîòåíöèàë äëÿ ýêñïðåññèè ãåòåðî-
ëîãè÷íûõ áåëêîâ, áîëüøóþ âåãåòàòèâíóþ áèîìàññó, 
ëåãêî èíôèëüòðèðóåòñÿ, è ïðè ýòîì ÿâëÿåòñÿ íå-
ïðèõîòëèâîé ïðè âûðàùèâàíèè. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè øåñòü ñîçäàííûõ íàìè ãåíåòè÷åñêèõ êîíñ-
òðóêöèé, êîòîðûå îòëè÷àëèñü ïðîìîòîðíûìè ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿìè: 35S ïðîìîòîð âèðóñà ìîçàèêè öâåò-
íîé êàïóñòû – Cauliflower Mosaic Virus (35S CaMV), 
äâîéíîé 35S ïðîìîòîð (D35S CaMV), ïðîìîòîðû 
ãåíîâ RbcS1B è RbcS2B, êîäèðóþùèõ ìàëóþ ñóáúå-
äèíèöó ðèáóëîçîáèñôîñôàòêàðáîêñèëàçû (Rubisco), 
âûäåëåííûõ èç ðåçóõîâèäêè Òàëÿ (Arabidopsis tha-
liana (L.) Heynh.), è ïðîìîòîðû ãåíîâ LHB1B1 è
LHB1B2 ñ A. thaliana, êîäèðóþùèõ õëîðîôèëë a-b
ñâÿçûâàþùèå áåëêè. Ýêñïðåññèþ ãåíà gfp äåòåêòè-
ðîâàëè íà 7 äåíü ïîñëå èíôèëüòðàöèè âèçóàëüíî, 
ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íî è ïî áåëêîâîìó ñîäåðæà-
íèþ (ìåòîä Áðýäôîðäà). Ñàìûé âûñîêèé óðîâåíü 
ýêñïðåññèè íàáëþäàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè äâîéíîãî 
35S ïðîìîòîðà (D35S CaMV), à ñàìûé íèçêèé –
ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîìîòîðà ãåíà LHB1B1.
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