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Ðîñëèíí³ â³ðóñè ïðèçâîäÿòü äî çíà÷íîãî çíèæåííÿ âðî-
æàéíîñò³ êóëüòóðíèõ ðîñëèí, òîìó àêòóàëüíîþ º 
ðîçðîáêà íîâèõ ìåòîä³â áîðîòüáè ç â³ðóñíèìè çàõâî-
ðþâàííÿìè òà äîñë³äæåííÿ åôåêòèâíîñò³ öèõ ìåòî-
ä³â. Åêñïðåñ³ÿ ãåòåðîëîã³÷íîãî ãåíà åêñòðàêë³òèííî¿ 
ÐÍÊàçè Zinnia elegans (ZRNase ²²) ï³äâèùóº ñò³éê³ñòü 
òðàíñãåííèõ ðîñëèí äî â³ðóñ³â. Íàìè áóëî çàïðîïîíîâà-
íî ìîäåëüíó ñèñòåìó äëÿ â³çóàë³çàö³¿ çàõèñíîãî âïëèâó 
ãåíà ZRNase ²I òà âèâ÷åííÿ ïîøèðåííÿ â³ðóñîïîä³á-
íèõ ÷àñòèíîê, ìàðêîâàíèõ GFP, â ðîñëèíàõ Nicotiana 
benthamiana. Â îòðèìàíèõ ìåòîäîì àãðîáàêòåð³àëüíî¿ 
òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèíàõ ï³äòâåðäèëè íàÿâí³ñòü ö³ëüî-
âîãî ãåíà ZRNase II. ×îòèðè ë³í³¿ áóëè â³ä³áðàí³ òà 
àäàïòîâàí³ äî óìîâ ex vitro. Çàãàëüíà ÐÍÊàçíà àê-
òèâí³ñòü â óñ³õ òðàíñãåííèõ ë³í³ÿõ áóëà ó 4–8 ðàç³â 
âèùîþ, í³æ ó ðîñëèí äèêîãî òèïó. Äîñë³äæóâàëè ñèñ-
òåìíå ïîøèðåííÿ â öèõ ðîñëèíàõ ñòâîðåíî¿ íà îñíîâ³ 
â³ðóñà êàðòîïë³ X (PVX) êîíñòðóêö³¿ ç GFP. Äëÿ öüîãî 
ïðîâîäèëè àãðî³íô³ëüòðàö³þ ç âåêòîðàìè pICH27566 
òà pICH6692. Ï³ñëÿ àãðî³íô³ëüòðàö³¿ â³äáóâàëàñÿ 
òðàíç³ºíòíà åêñïðåñ³ÿ GFP, òà ñïîñòåð³ãàëè éîãî ñèñ-
òåìíå ïîøèðåííÿ ïî ðîñëèí³ çàâäÿêè òðàíñïîðòíèì 
á³ëêàì â³ðóñà. Åêñïðåñ³ÿ ãåíà ãåòåðîëîã³÷íî¿ ÐÍÊàçè 
(ZRNase II) çàòðèìóâàëà ïîøèðåííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ 
÷àñòèíîê íà 5–30 äí³â òà çìåíøóâàëà íàêîïè÷åííÿ 
ìàðêîâàíèõ GFP â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê â óñ³õ òðàí-
ñãåííèõ ë³í³ÿõ ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì. Äëÿ îö³íêè øâèä-
êî¿ ñèñòåìíî¿ â³äïîâ³ä³ ðîñëèíè íà àãðî³íô³ëüòðàö³þ 
òà åêñïðåñ³þ â³ðóñó äîñë³äæóâàëè âì³ñò õëîðîô³ëó òà 
àíòîö³àí³â ó ëèñò³ N. benthamiana ïîçà ìåæàìè çîíè 
â³çóàëüíîãî ïîøèðåííÿ â³ðóñíèõ ÷àñòîê. Âèÿâèëè â³ä-

ì³ííîñò³ ì³æ êîíòðîëüíèìè òà òðàíñãåííèìè ðîñëè-
íàìè ó âì³ñò³ àíòîö³àí³â ó â³äïîâ³äü íà ³íô³êóâàííÿ. 
Åêñïðåñ³ÿ â ðîñëèíàõ ãåíà ZRNase II ñïîâ³ëüíþâàëà 
ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê òà ïðè-
çâîäèëà äî çì³íè ðåàêö³¿ íà á³îòè÷íèé ñòðåñ íà ð³âí³ 
âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó ðîñëèíè.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ãåíåòè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ, Solanaceae, 
Nicotiana benthamiana, Agrobacterium, PVX-GFP, ñèñ-
òåìíå â³ðóñíå ïîøèðåííÿ, ñò³éê³ñòü äî â³ðóñ³â.

Âñòóï. Ðîñëèíí³ â³ðóñí³ ³íôåêö³¿ ïðèçâîäÿòü äî
çíà÷íèõ âòðàò âðîæàþ òà çíèæåííÿ éîãî ÿêîñò³
ó ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ ðîñëèí, îñîáëèâî â 
óìîâàõ êë³ìàòè÷íèõ çì³í òà àíòðîïîãåííîãî çà-
áðóäíåííÿ, êîëè â³ðóñíà ³íôåêö³ÿ ñòàº äîäàò-
êîâèì ñòðåñîâèì ôàêòîðîì. Âîíè çäàòí³ çàâäà-
âàòè çíà÷íèõ åêîíîì³÷íèõ çáèòê³â ñ³ëüñüêîìó 
ãîñïîäàðñòâó òà ñïðè÷èíþâàòè ðóéí³âí³ åï³ô³-
òîò³¿ (Jones, 2021). Íàðàç³, íå ³ñíóº ñïåöèô³÷-
íèõ çàõîä³â áîðîòüáè ç â³ðóñàìè ðîñëèí. Íàÿâí³ 
ìåòîäè ïåðåäáà÷àþòü ëîêàëüí³ àãðîòåõí³÷í³ îá-
ìåæåííÿ, áîðîòüáó ç ïåðåíîñíèêàìè òà âïðîâà-
äæåííÿ âèñîêî¿ àãðîòåõí³êè âèðîùóâàííÿ ðîñ-
ëèí (Anikina I, 2021). Ñòâîðåííÿ ðîñëèí ç ï³ä-
âèùåíèì ð³âíåì ñò³éêîñò³ äî â³ðóñ³â º âàæëè-
âèì çàâäàííÿì, ÿêå ñüîãîäí³ ñòî¿òü ïåðåä á³î-
òåõíîëîãàìè ðîñëèí (äèâ. îãëÿäè Kyrychenko 
and Kovalenko, 2018; Niraula and Fondong 2021; 
Potrokhov and Ovcharenko, 2024). Îäíèì ç ö³êà-
âèõ íàïðÿìê³â ñåðåä øèðîêîãî ñïåêòðó ï³äõî-
ä³â ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿, ÿê³ âèêîðèñòîâóâàëè 
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äëÿ ñòâîðåííÿ ñò³éêèõ äî â³ðóñ³â òðàíñãåííèõ 
ðîñëèí, º âèêîðèñòàííÿ ÐÍÊàç (Potrokhov and 
Ovcharenko, 2024). Ãåòåðîëîã³÷íà åêñïðåñ³ÿ 
ÐÍÊàç ð³çíîìàí³òíîãî ïîõîäæåííÿ ïðèâîäèëà 
äî ï³äâèùåííÿ ñò³éêîñò³ îòðèìàíèõ ðîñëèí äî 
â³ðóñ³â. Îñîáëèâî ïåðñïåêòèâíèì º âèêîðèñ-
òàííÿ âëàñíå ðîñëèííèõ ÐÍÊàç, ùî âèêëè-
êàòèìå ìåíøó ñòóðáîâàí³ñòü ó ñïîæèâà÷³â, íà 
â³äì³íó â³ä ãåí³â, êëîíîâàíèõ ç áàêòåð³é, ãðèá³â 
àáî òâàðèí. Ãåí ZRNase II, ùî â³äïîâ³äàº çà 
á³îñèíòåç åêñòðàêë³òèííî¿ ÐÍÊàçè òà ïî÷è-
íàº åêñïðåñóâàòèñÿ ó â³äïîâ³äü íà ïîðàíåííÿ, 
áóëî óñï³øíî êëîíîâàíî (Ye and Droste, 1996) 
ç ìàéîðö³â ÷åïóðíèõ (Zinnia elegans). Îñê³ëüêè 
ÐÍÊàçà Zinnia elegans º ïîçàêë³òèííîþ òà òðàí-
ñïîðòóºòüñÿ â êë³òèí³ äî àïîïëàñòó, ¿¿ âïëèâ íà 
â³ðóñíó ÐÍÊ â³äáóâàºòüñÿ çà ìåæàìè êë³òèííî¿ 
ìåìáðàíè: ïðè ³íô³êóâàíí³ àáî â ïðîöåñ³ òðàí-
ñïîðòó â³ðóñíèõ ÷àñòèíîê ì³æ êë³òèíàìè ðîñ-
ëèí. Ãåí ZRNase II áóëî ïåðåíåñåíî â ðîñëèíè 
ðîäèíè Solanaceae: Nicotiana tabacum (Trifonova 
et al., 2012), Solanum tuberosum (Potrokhov et al., 
2021), Petunia hybrida (Ovcharenko et al., 2023). 
Âèêîðèñòàííÿ öüîãî ãåíó äîçâîëÿº ñòâîðþâàòè 
á³îòåõíîëîã³÷í³ ðîñëèíè ç ï³äâèùåíîþ ñò³éê³ñ-
òþ äî â³ðóñ³â. 

Ïðè ³íô³êóâàíí³ ðîñëèí ô³òîâ³ðóñàìè ñèñ-
òåìí³ ïðîÿâè ñòàþòü ïîì³òíèìè ëèøå ïðè äî-
ñòàòíüî ñèëüíîìó ðîçâèòêó ³íôåêö³¿, ïðè öüî-
ìó âàæêî îö³íèòè ïîïåðåäí³é ñòàí ðîñëèíè íà 
ïðîì³æíèõ ñòàä³ÿõ ï³ñëÿ ³íô³êóâàííÿ. Ðîçâèòîê 
ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿ äîçâîëÿº ñüîãîäí³ êîí-
ñòðóþâàòè â³ðóñîïîä³áí³ ÷àñòèíêè, ÿê³ ì³ñòÿòü 
åëåìåíòè ïðèðîäíèõ â³ðóñ³â, ïîºäíàí³ ç ðåïîð-
òåðíèìè á³ëêàìè, çîêðåìà GFP. Òàê³ ñèñòå-
ìè äîçâîëÿþòü â³çóàë³çóâàòè â³ðóñí³ ÷àñòèíêè 
â êë³òèíàõ òà îðãàíàõ ðîñëèí, ñïîñòåð³ãàòè ¿õ 
ïîøèðåííÿ ïî ðîñëèí³, ðîçâèòîê â³ðóñíî¿ ³í-
ôåêö³¿ òà/àáî îñîáëèâîñò³ çàõèñíî¿ â³äïîâ³ä³ 
(Hong et al., 2023). Äëÿ åôåêòèâí³øî¿ åêñïðåñ³¿ 
òàêèõ â³ðóñíèõ âåêòîð³â ìîæóòü áóòè çàñòîñîâà-
í³ ãåíåòè÷í³ êîíñòðóêö³¿, ùî ì³ñòÿòü åëåìåíòè 
â³ðóñíèõ ñóïðåñîð³â ñàéëåíñèíãó (ÂÑÑ). ÂÑÑ 
³íã³áóþòü ìåõàí³çìè ñàéëåíñèíãó, ÿê³ ðîñëèíè 
âèêîðèñòîâóþòü ÿê îäèí ³ç ñïîñîá³â ïðîòèâ³-
ðóñíîãî çàõèñòó.

Â äàí³é ðîáîò³ áóëî âïðîâàäæåíî ìîäåëüíó 
òåñò-ñèñòåìó: ³íäèêàòîðíà ðîñëèíà – PVX-GFP –
ñóïðåñîð ñàéëåíñèíãó äëÿ àíàë³çó ñèñòåìíîãî 
òðàíñïîðòó â³ðóñ³â â ðîñëèíàõ. Ìîäåëüíà ñèñ-

òåìà áóëà ðîçðîáëåíà ç âèêîðèñòàííÿì âèñî-
êî÷óòëèâîãî äî øèðîêîãî ñïåêòðó ðîñëèííèõ 
â³ðóñ³â (Goodin et al., 2008) ³íäèêàòîðíîãî âèäó 
Nicotiana benthamiana ç ãåíîì åêñòðàêë³òèíî¿ 
ÐÍÊàçè ZRNase II, ïðîäóêò ÿêîãî çäàòíèé äå-
ãðàäóâàòè â³ðóñíó ÐÍÊ. Äëÿ öüîãî áóëî îòðè-
ìàíî òðàíñãåíí³ ðîñëèíè N. benthamiana ç öèì 
ãåíîì, äîñë³äæåíî ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ GFP-
ìàðêîâàíèõ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê òà äåÿê³ 
îñîáëèâîñò³ âì³ñòó õëîðîô³ëó òà àíòîö³àí³â ó 
öèõ ðîñëèíàõ.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Ðîñëèííèé ìàòåð³àë. Âè-
õ³äíèì ìàòåð³àëîì ñëóãóâàëî íàñ³ííÿ òþòþíó 
N. benthamiana ç Íàö³îíàëüíîãî áàíêó çàðîäêî-
âî¿ ïëàçìè ñâ³òîâî¿ ôëîðè ²íñòèòóòó êë³òèííî¿ 
á³îëîã³¿ òà ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿ ÍÀÍ Óêðà¿íè 
(Êè¿â, Óêðà¿íà). Àñåïòè÷í³ ðîñëèíè îòðèìóâà-
ëè øëÿõîì ïîâåðõíåâî¿ ñòåðèë³çàö³¿ ñóõîãî íà-
ñ³ííÿ â 70%-âîìó åòàíîë³ (30 ñ), 10%-âîìó ðîç-
÷èí³ êîìåðö³éíîãî ïðåïàðàòó «Á³ëèçíà» (10 õâ) 
òà ïîòð³éíîãî ïðîìèâàííÿ (ïî 10 õâ) â ñòåðèëü-
í³é äèñòèëüîâàí³é âîä³. Ïðîñòåðèë³çîâàíå íà-
ñ³ííÿ âèñ³âàëè íà ÷àøêè Ïåòð³ òà ïðîðîùóâàëè 
ïðè +26 °Ñ â óìîâàõ in vitro íà àãàðèçîâàíîìó 
áåçãîðìîíàëüíîìó ñåðåäîâèù³ MS (Murashige 
and Skoog., 1962). Îòðèìàí³ ïðîðîñòêè ðîçñà-
äæóâàëè òà âèðîùóâàëè â êóëüòèâàö³éíèõ ïîñó-
äèíàõ îá’ºìîì 0,5 äì2 ïðè îñâ³òëåíîñò³ 3000 Ëê
òà ôîòîïåð³îä³ 16/8. Ïîâí³ñòþ ðîçâèíåí³ ëèñò-
êè àñåïòè÷íèõ ðîñëèí â ïîäàëüøîìó âèêîðèñ-
òîâóâàëè ÿê åêñïëàíòè ïðè àãðîáàêòåð³àëüí³é 
ãåíåòè÷í³é òðàíñôîðìàö³¿. 

Ãåíåòè÷í³ âåêòîðè, øòàìè òà óìîâè êóëü-
òèâóâààííÿ áàêòåð³é Arobacterium tumefaciens. 
Äëÿ ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ N. benthamiana 
âèêîðèñòîâóâàëè Agrobacterium tumefaciens øòàì 
AGL0 ç âåêòîðîì pbi-RNS. T-ÄÍÊ âåêòîðà pbi-
RNS âêëþ÷àëà ãåí ZRNase II S-ïîä³áíî¿ ÐÍÊà-
çè ç Zinnia elegans ³ ãåí íåîì³öèíôîñôîòðàíñ-
ôåðàçè (npt II) (ðèñ. 1, à) (Sangaev et al., 2007).

Ïåðâèííå îòðèìàííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòè-
íîê PVX-GFP, çäàòíèõ äî ñèñòåìíîãî ïîøè-
ðåííÿ ïî ðîñëèí³, â³äáóâàëîñÿ ïðè òðàíçèºíò-
í³é åêñïðåñ³¿ ó ðîñëèíàõ N. benthamiana ãåí³â 
â³ðóñà PVX ³ GFP, êîäîâàíèõ Ò-ÄÍÊ âåêòî-
ðà pICH27566 (ðèñ. 1, á) (Denkovskienė et al. 
2015). Â öþ êîíñòðóêö³þ áóëè ³íêîðïîðîâàí³ 
ãåíè åëåìåíò³â PVX, çîêðåìà ò³, ùî êîäóþòü 
êîìïîíåíòè â³ðóñíèõ ÷àñòèíîê: â³ðóñíó ÐÍÊ-
ïîë³ìåðàçó, á³ëêè ïîòð³éíîãî ãåííîãî áëîêó 25k,
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12k, 8k, á³ëîê îáîëîíêè, à òàêîæ ãåí ðåïîðòåð-
íîãî á³ëêà GFP. Äëÿ ïîïåðåäæåííÿ ïîòåíö³é-
íîãî ÐÍÊ-³íäóêîâàíîãî «ìîâ÷àííÿ» ãåí³â ïðè 
àãðî³íô³ëüòðàö³¿ êîíñòðóêö³ºþ pICH27566 âè-
êîðèñòîâóâàëè äîïîì³æíèé ãåíåòè÷íèé âåêòîð 
pICH6692, ÿêèé ì³ñòèâ ñóïðåñîð ïîñòòðàí-
ñêðèïö³éíîãî ñàéëåíñèíãó ãåí³â p19 ç â³ðóñó 
êóùèñòî¿ êàðëèêîâîñò³ òîìàò³â (Tomato bushy 
stunt virus), êåðîâàíèé 35S ïðîìîòîðîì â³ðóñó 
CaMV (ðèñ. 1Ñ) (Marillonnet et al. 2005). Âåêòî-
ðè pICH27566 òà pICH6692, ïåðåíåñåí³ îêðåìî 
â áàêòåð³¿ øòàìó GV3101 A. tumefaciens, áóëè 
ëþá’ÿçíî íàäàí³ äëÿ íàóêîâèõ ö³ëåé êîìïàí³ºþ 
Icon Genetics GmbH I. L. (Ãàëëå, Í³ìå÷÷èíà).

Agrobacterium tumefaciens øòàìó AGL0 ç âåê-
òîðîì pbi-RNS êóëüòèâóâàëè íà ñåðåäîâèù³ LB 
(Bertani G, 1951) ç äîäàâàííÿì 50 ìã/äì3 ðè-
ôàìï³öèíà òà 100 ìã/äì3 êàíàì³öèíà. Âåêòîðè 
pICH27566 òà pICH6692 êëîíóâàëè îêðåìî â 
øòàì³ GV3101 A. tumefaciens ó ïðèñóòíîñò³ 50 
ìã/äì3 ðèôàìï³öèíà, 25 ìã/äì3 ãåíòàì³öèíà òà 
100 ìã/äì3 êàíàì³öèíà, àáî 50 ìã/äì3 ðèôàì-
ï³öèíà, 25 ìã/äì3 ãåíòàì³öèíà òà 100 ìã/äì3

êàðáåí³öèë³íà, â³äïîâ³äíî. Îòðèìàíó áàêòåð³-
àëüíó êóëüòóðó âèðîùóâàëè âïðîäîâæ 24 ãîä 
ïðè òåìïåðàòóð³ +27 °Ñ ïðè ïîñò³éíîìó ïåðå-
ì³øóâàíí³ áàêòåð³àëüíî¿ ñóñïåíç³¿ íà øåéêåð³ 
ó ðåæèì³ 150 îá/õâ. Ï³ñëÿ íàðîùóâàííÿ áàêòå-
ð³àëüí³ êë³òèíè îñàäæóâàëè â ñòåðèëüíèõ öåí-
òðèôóæíèõ ïðîá³ðêàõ ïðè 5000 îá/õâ âïðîäîâæ 
10 õâ. Äëÿ ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ îñàä ðå-
ñóñïåíäóâàëè â ðîç÷èí³ 10 ììîëü ÌgSO4, à äëÿ 
ñòâîðåííÿ øëÿõîì òðàíç³ºíòíî¿ åêñïðåñ³¿ â ðîñ-
ëèíàõ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê PVX– â ³íô³ëü-
òðàö³éíîìó áóôåð³ (10 ììîëü MES, pH = 5,6, 
10 ììîëü MgSO4, 100 ìêìîëü àöåòîñèðèíãîíó).

Ãåíåòè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ ðîñëèí. Àãðîáàêòå-
ð³àëüíó ãåíåòè÷íó òðàíñôîðìàö³þ ðîñëèí N. ben-
thamiana ïðîâîäèëè ìåòîäîì ëèñòêîâèõ äèñ-
ê³â çà ñòàíäàðòíîþ ìåòîäèêîþ (Horsch et al., 
1985). Ï³ñëÿ ñï³âêóëüòèâóâàííÿ ç A. tumefaciens 
åêñïëàíòè ëèñòê³â N. benthamiana ïåðåíîñèëè 
íà àãàðèçîâàíå ñåðåäîâèùå ÌS ç äîäàâàííÿì 
600 ìã/äì3 öåôîòàêñèìó òà 100 ìã/äì3 êàíàì³-
öèíó â ïðèñóòíîñò³ ô³òîãîðìîí³â ÁÀÏ 1 ìã/äì3

òà ÍÎÊ 0,1 ìã/äì3. Ñóáêóëüòèâóâàííÿ ïðîâî-

Ðèñ. 1. Ñõåìè Ò-ÄÍÊ âåêòîð³â, âèêîðèñòàíèõ â ðîáîò³. à – pbi-RNS: LB, RB – ë³âà òà ïðàâà ôëàíêóþ÷³ ïî-
ñë³äîâíîñò³; pNOS – ïðîìîòîð íîïàë³íñèíòàçè; npt II – ãåí íåîì³öèíôîñôîòðàíñôåðàçè ²²; p35S – ïðîìîòîð 
â³ðóñó ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñòè (CaMV), ZRNase  II – ãåí S-ïîä³áíî¿ ÐÍÊàçè ç Zinnia elegans; á – pICH27566: 
35S–35S ïðîìîòîð CaMV; pvx-pol – ãåí ÐÍÊ ïîë³ìåðàçè PVX; SgPr25K – ñóáãåíîìíèé ïðîìîòîð PVX á³ëêà 25K; 
CP – ãåí á³ëêà îáîëîíêè PVX; 25k, 12k, 8k – ãåíè, ÿê³ êîäóþòü á³ëêè PVX 25K, 12K, 8K; SgPrCP – ñóáãåíîìíèé 
ïðîìîòîð á³ëêà îáîëîíêè PVX; gfp – ãåí GFP; CP 3′ – 3′-ê³íåöü á³ëêà îáîëîíêè PVX; PVX NTR – 3’UTR PVX; 
â – pICH6692: -5′ îìåãà íåòðàíñëüîâàíèé ðåã³îí; p19 – ãåí á³ëêà P19 (ñóïðåñîð ñàéëåíñèíãó); ocsT – òåðì³íàòîð 
îêòàï³íñèíòåòàçè; pNos, tNos – ïðîìîòîð ³ òåðì³íàòîð íîïàë³íñèíòàçè; npt II – ãåí íå îì³öèíôîñôîòðàíñôå-
ðàçè II
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Îâ÷àðåíêî Î.Î., Ïîòðîõîâ À.Î., ßðîøêî Î.Ì. òà ³í.

äèëè êîæí³ äâà òèæí³. Ï³ñëÿ 10 ïàñàæ³â ðåãå-
íåðàíòè êóëüòèâóâàëè íà ñåðåäîâèù³ áåç öå-
ôàòîêñèìó ëèøå ç êàíàì³öèíîì äëÿ ñåëåêö³¿ 
òðàíñãåííèõ ðîñëèí.

Ìîëåêóëÿðíî-á³îëîã³÷íèé àíàë³ç. Ï³äòâåðäæåí-
íÿ ïðèñóòíîñò³ âñòàâêè Ò-ÄÍÊ ç ãåíàìè 
ZRNase II òà npt II ó îòðèìàíèõ ñò³éêèõ äî êà-
íàì³öèíó ðîñëèí ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïîë³ìå-
ðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ). Àíàë³çóâàëè 
ñóìàðíó ðîñëèííó ÄÍÊ, åêñòðàãîâàíó ç ëèñ-
òîâî¿ òêàíèíè. ÄÍÊ âèä³ëÿëè çã³äíî ìåòîäèêè 
(Doyle and Doyle, 1990). ßê ïîçèòèâíèé êîíòð-
îëü äëÿ ðåàêö³¿ àìïë³ô³êàö³¿ âèêîðèñòîâóâà-
ëè ïëàçì³äíó ÄÍÊ. Ðåàêö³éíà ñóì³ø ì³ñòèëà 
ÏËÐ-áóôåð, 0,2 ìêìîëü â³äïîâ³äíèõ ïðàéìåð³â, 
200 ìêìîëü êîæíîãî ç äåçîêñèíóêëåîòèäòðè-
ôîñôàò³â, 0,5 îä Taq-ïîë³ìåðàçè, 50 íã ïðîáè
ñóìàðíî¿ ðîñëèííî¿ ÄÍÊ. Çàãàëüíèé îá’ºì ñ ó-
ì³ø³ ñòàíîâèâ 20 ìêë. Óìîâè àìïë³ô³êàö³¿ ç 
ïðàéìåðàìè äî ãåí³â ZRNAse II òà npt II íà-
âåäåíî â ðîáîò³ Ovcharenko et al. (2023). Ïî-
ñë³äîâí³ñòü ïðàéìåð³â ïðåäñòàâëåíà â òàáëèö³ 1.

Çðàçêè ôðàêö³îíóâàëè â 1%-âîìó àãàðîçíî-
ìó ãåë³ ó ë³ò³é-áîðàòíîìó áóôåð³ LB (Brody et
al., 2004). ßê ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè òà ðîç-
ì³ðó âèêîðèñòîâóâàëè 1 kb Thermo Scientific Ge-
neRuler ç ðîçì³ðîì ôðàãìåíò³â 250–10000 ï.í.

Àäàïòàö³ÿ òà âèðîùóâàííÿ ðîñëèí ó òåïëè÷-
íèõ óìîâàõ. Âèðîùåí³ in vitro ðîñëèíè âèñàä-
æóâàëè â êàñåòè ç ñóáñòðàòîì TS1 ó âîëîãó êà-
ìåðó. Ï³ñëÿ àêë³ìàòèçàö³¿ âêîð³íåí³ ðîñëèíè 
ïåðåâàëþâàëè â ãîðùèêè Ð9. Â òåïëèö³ ï³äòðè-
ìóâàëè îñâ³òëåí³ñòü 15000 Ëþêñ, 16-ãîäèííèé 
ñâ³òëîâèé ïåð³îä, òåìïåðàòóðó +24 °Ñ.

Âèçíà÷åííÿ ÐÍÊàçíî¿ àêòèâíîñò³. Äîñë³ä-
æåííÿ ÐÍÊàçíî¿ àêòèâíîñò³ ïðîâîäèëè ç âèêî-
ðèñòàííÿì îðöèíó (Jain et al., 2020). Äëÿ öüîãî 
400 ìã ëèñòÿ ðîñëèí ãîìîãåí³çóâàëè â îõîëîä-
æåíîìó áóôåð³ 0,05 Ì òðèñ ÍÑl (ðÍ 7,5) ç 
äîäàâàííÿì 0,15 Ì NàÑl òà 1 ìÌ N-åòèëìàëå-
¿ì³äó. Çàãàëüíèé îá’ºì ³íêóáàö³éíî¿ ñóì³ø³ ñòà-

íîâèâ 3 ìë. Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãóâàëè 20 õâ 
ïðè 6000 îá/õâ. Àë³êâîòè îòðèìàíèõ åêñòðàêò³â 
âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ âèçíà÷åííÿ ÐÍÊàçíî¿ 
àêòèâíîñò³. Äëÿ öüîãî 0,5 ìë åêñòðàêòó ³íêó-
áóâàëè 6 òà 66 õâ ïðè +31 °Ñ òà äîäàâàëè 1 
ìë 34%-âî¿ ÍÑ1Î4, ï³ñëÿ ÷îãî öåíòðèôóãóâàëè 
20 õâ ïðè 6000 îá/õâ. Äî ðîç÷èíó äîäàâàëè 1 ìë 
îðöèíîâîãî ðåàêòèâó. Ðîç÷èí îõîëîäæóâàëè òà 
âèì³ðþâàëè íà ñïåêòðîôîòîìåòð³ ïðè äîâæèí³ 
õâèë³ 670 íì.

Âèçíà÷åííÿ îñîáëèâîñòåé ðîçâèòêó ñèñòåìíî-
ãî â³ðóñíîãî ïîøèðåííÿ ó ðîñëèí N. benthamiana, 
ùî åêñïðåñóþòü ãåí ZRNase II. Ïåðâèííå îòðè-
ìàííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê PVX-GFP â³ä-
áóâàëîñÿ ï³ñëÿ àãðî³íô³ëüòðóâàííÿ ðîñëèí ñó-
ì³øøþ àë³êâîò (1 : 1) àãðîáàêòåð³àëüíî¿ ñóñ-
ïåíç³¿ A. tumefaciens øòàìó GV3101, ùî ì³ñòèëà 
âåêòîðí³ êîíñòðóêö³¿ pICH27566 òà pICH6692. 
Ïðîöåäóðà àãðî³íô³ëüòðàö³¿ ïîëÿãàëà â òîìó, ùî 
áàêòåð³àëüí³ ñóñïåíç³¿ ç âåêòîðàìè pICH27566 
òà pICH6692, âèðîùåí³ òà îñàäæåí³ ÿê îïèñàíî 
âèùå, ðåñóñïåíäóâàëè â ³íô³ëüòðàö³éíîìó áó-
ôåð³ äî OD600 = 1,0. Áóôåð áåç àãðîáàêòåð³àëü-
íèõ êë³òèí, àáî ç êë³òèíàìè Agrobacterium, ùî 
íåñóòü ëèøå ïëàçì³äó ç ãåíîì p19 (pICH6692) 
âèêîðèñòîâóâàëè ÿê êîíòðîëü ïðè îòðèìàíí³ 
â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê. Ëèñòÿ àãðî³íô³ëüòðó- 
âàëè çà äîïîìîãîþ áåçãîëêîâîãî øïðèöà â ïåð-
øèé â³ä âåðõ³âêè ïîâí³ñòþ ðîçâèíåíèé ëèñòîê. 
Ïîøèðåííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê ïî ðîñ-
ëèí³ âèÿâëÿëè â³çóàëüíî çà ôëóîðåñöåíö³ºþ 
GFP (ï³ê åêñèòàö³¿ – 488 íì).

Âèçíà÷åííÿ âì³ñòó àíòîö³àí³â òà õëîðîô³ëó â 
ðîñëèíàõ Nicotiana benthamiana, ùî åêñïðåñóþòü 
ãåí ZRNase II. Äëÿ âèçíà÷åííÿ âì³ñòó õëîðî-
ô³ëó òà àíòîö³àí³â âèêîðèñòîâóâàëè ïîðòàòèâ-
íèé àíàë³çàòîð Opti-Sciences MPM-100 (Opti-
Sciences, ÑØÀ). 

Ñòàòèñòè÷íà îáðîáêà. Äëÿ îáðîáêè ñòàòèñ-
òè÷íèõ äàíèõ âèêîðèñòîâóâàëè ïàêåò ïðîãðàì 
MS Exñel 2016 (Microsoft, ÑØÀ) òà ïðîãðàìó 

Ïîñë³äîâí³ñòü ïðàéìåð³â, ùî âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ ãåí³â ZRNAse II òà npt II

Íàçâà ãåíà Ïîñë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â Ðîçì³ð î÷³êóâàíîãî àìïë³êîíà, ï.í.

ZRNAse II

npt II

5′- ACACTCGAAGCACACAAACATGAAGA-3′
5′- GAATCTAGAAATTTAGAATGAAGGA-3′
5′-GAG GCT ATT CGG CTA TGA CTG-3′
5′-ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA-3′

720 

700
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Äîñë³äæåííÿ ñèñòåìíîãî ïîøèðåííÿ GFP ìàðêîâàíèõ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê 

STATISTICA-5.5 (StatSoft, ÑØÀ). Åêñïåðèìåí-
òè ïîâòîðþâàëè òðè÷³ äëÿ îòðèìàííÿ ñòàòèñ-
òè÷íî äîñòîâ³ðíèõ äàíèõ. Â êîæí³é ãðóï³ âè-
êîðèñòîâóâàëè íå ìåíøå 10 ðîñëèí.

Ðåçóëüòàòè ³ îáãîâîðåííÿ. Ãåíåòè÷íà òðàíñ-
ôîðìàö³ÿ ðîñëèí N. benthamiana òà ¿õ ìîëåêó-
ëÿðíî-á³îëîã³÷íèé àíàë³ç. Àãðîáàêòåð³àëüíà ãåíå-
òè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ N. benthamiana º ðóòèí-
íîþ ïðîöåäóðîþ, òîìó ¿¿ ïðîâîäèëè çà ñòàí-
äàðòíîþ ìåòîäèêîþ (Horsch, et al., 1985). Äëÿ 
îòðèìàííÿ òðàíñãåííèõ ðîñëèí ëèñòêîâ³ äèñêè 
ç àñåïòè÷íèõ ðîñëèí, âèðîùåíèõ in vitro, ñï³â-
êóëüòèâóâàëè ç àãðîáàêòåð³àëüíîþ ñóñïåíç³ºþ. 
Ï³ñëÿ ñï³âêóëüòèâóâàííÿ åêñïëàíòè ïåðåíîñè-
ëè íà àãàðèçîâàíå ñåðåäîâèùå ÌS ç äîäàâàí-
íÿì 600 ìã/äì3 öåôîòàêñèìó äëÿ åë³ì³íàö³¿ 
àãðîáàêòåð³àëüíèõ êë³òèí òà 100 ìã/äì3 êàíà-
ì³öèíó äëÿ ñåëåêö³¿ â ïðèñóòíîñò³ ô³òîãîðìîí³â 
ÁÀÏ 1 ìã/äì3 òà ÍÎÊ 0,1 ìã/äì3.

Íà ñåëåêòèâíîìó ñåðåäîâèù³ ïðîòÿãîì äâîõ 
ì³ñÿö³â â³äáóâàëàñÿ ðåãåíåðàö³ÿ ñò³éêèõ ïàãî-
í³â. Â³äîêðåìëåí³ â³ä åêñïëàíò³â ïàãîíè ïåðå-
íîñèëè íà áåçãîðìîíàëüíå ñåëåêòèâíå ñåðåä-
îâèùå äëÿ âêîð³íåííÿ. Ïàãîíè, ùî ³íòåíñèâíî 
ðîñëè òà âêîð³íþâàëèñÿ â³äáèðàëè äëÿ ìîëå-
êóëÿðíî-á³îëîã³÷íîãî àíàë³çó, ÿê ïîòåíö³éíî 
òðàíñãåíí³. Îòðèìàí³ ðîñëèíè ôåíîòèïîâî íå 
â³äð³çíÿëèñÿ â³ä êîíòðîëüíèõ ðîñëèí.

Ïðèñóòí³ñòü ñåëåêòèâíîãî (npt II) òà ö³ëüîâî-
ãî (ZRNAse II) ãåí³â ó N. benthamiana áóëà ï³ä-
òâåðäæåíà ìåòîäîì ÏËÐ-àíàë³çó ç â³äïîâ³äíèìè
ïðàéìåðàìè. Âñ³ ïðîàíàë³çîâàí³ ë³í³¿ ì³ñòèëè 
îáèäâà ãåíè. Ðåçóëüòàòè àìïë³ô³êàö³¿ ç ïðàé-
ìåðàìè äî ãåíà ZRNAse II ïîêàçàíî íà ðèñ. 2.

Àäàïòàö³ÿ ðîñëèí N. benthamiana äî óìîâ òåï-
ëèö³ òà ¿õ âèðîùóâàííÿ. ×îòèðè òðàíñãåííèõ
ë³í³¿ ç ï³äòâåðäæåíîþ ïðèñóòí³ñòþ ãåíà ZRNAse II
áóëè ðîçìíîæåí³ in vitro òà ïåðåíåñåí³ â óìîâè
òåïëèö³. Åôåêòèâí³ñòü àäàïòàö³¿ ðîñëèí N. ben-
thamiana ñòàíîâèëà 90 %. Ï³ñëÿ àäàïòàö³¿ âèçíà-
÷àëè çàãàëüíó ÐÍÊàçíó àêòèâí³ñòü â ëèñòêàõ. 

Âèçíà÷åííÿ çàãàëüíî¿ ÐÍÊàçíî¿ àêòèâíîñò³ â 
òðàíñôîðìîâàíèõ ðîñëèíàõ N. benthamiana. Ïðè 
äîñë³äæåíí³ çàãàëüíî¿ ÐÍÊàçíî¿ àêòèâíîñò³ â
ðîñëèíàõ N. benthamiana ç ãåíîì ZRNase II áó-
ëî âñòàíîâëåíî, ùî òðàíñãåíí³ ðîñëèíè ìàëè 
çíà÷íî âèùèé ð³âåíü àêòèâíîñò³, ïîð³âíÿíî ç 
êîíòðîëüíèìè ðîñëèíàìè äèêîãî òèïó (ðèñ. 3).

Âèÿâëåíî, ùî â ë³í³ÿõ RNS1 òà RNS2 çà-
ãàëüíà ÐÍÊàçíà àêòèâí³ñòü áóëà ó 8 ðàç³â âè-

ùîþ í³æ â êîíòðîë³, à â ë³í³ÿõ RNS3 ³ RNS4 
àêòèâí³ñòü áóëà âèùîþ ïðèáëèçíî ó 4 ðàçè. 
Îòæå, áóëî ïîêàçàíî, ùî òðàíñôîðìîâàí³ ðîñ-
ëèíè N. benthamiana, ÿê³ íåñëè ãåí ZRNase II, 
ìàëè âèù³ ð³âí³ àêòèâíîñò³ ÐÍÊàç ïîð³âíÿíî ç 
ðîñëèíàìè äèêîãî òèïó.

Â³çóàë³çàö³ÿ âçàºìîä³¿ â³ðóñ-ðîñëèíà çà äîïîìî-
ãîþ äåòåêö³¿ á³ëêà GFP. Ìàðêóâàííÿ ðîñëèííèõ 
â³ðóñ³â º ïîøèðåíîþ åêñïåðèìåíòàëüíîþ ñòðà-
òåã³ºþ äëÿ äîñë³äæåííÿ áàãàòüîõ àñïåêò³â äè-
íàì³êè â³ðóñíî¿ ³íôåêö³¿. Çàçâè÷àé, òàêèìè ðå-
ïîðòåðàìè º ôëóîðåñöåíòí³ á³ëêè (Baulcombe 
al., 1995). Òàêîæ â³äîìî ïðî âèêîðèñòàííÿ ðå-
ïîðòåðíîãî òðàíñêðèïö³éíîãî ôàêòîðà MYB, 
ÿêèé àêòèâóº á³îñèíòåç àíòîö³àí³â, â ÿêîñò³ 
ìàðêåðà äëÿ â³çóàëüíîãî ïîøèðåííÿ â³ðóñíèõ 
÷àñòîê ïî ðîñëèíàì òà â³äñòåæåííÿ â³ðóñíî¿ ³í-

Ðèñ. 2. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ôêàö³¿ ç
ïðàéìåðàìè, ñïåöèô³÷íèìè äî ãåíà ZRNase II â ðîñ-
ëèíàõ N. benthamiana. 1–4 – òðàíñãåíí³ ðîñëèíè
N. benthamiana; 5 – íå òðàíñãåííèé êîíòðîëü; 6 –
ïëàçì³äíà ÄÍÊ; M – ìîëåêóëÿðíèé ìàðêåð Gene-
Ruler™ DNA Ladder Mix

Ðèñ. 3. Çàãàëüíà àêòèâí³ñòü ÐÍÊàç â åêñòðàêòàõ ëèñòÿ 
N. benthamiana; 1 – êîíòðîëüí³ ðîñëèíè äèêîãî òèïó; 
2–5 – ë³í³¿ ç ãåíîì ZRNase II *** P  0,001
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ôåêö³¿ (Bedoya et al., 2012). Ìîäèô³êîâàí³ â³ðóñ-
í³ âåêòîðè ìîæóòü áóòè äîñòàâëåí³ äî òêàíèí 
ðîñëèí çà äîïîìîãîþ Agrobacterium tumefaciens 
(àãðî³íôåêö³¿) (Marillonnet et al., 2004; 2005). 
Â ðåçóëüòàò³ â³äáóâàºòüñÿ ñèñòåìíà òðàíñôåê-
ö³ÿ â³ðóñíèõ ðåïë³êîí³â, îïîñåðåäêîâàíà A. tu-
mefaciens, äëÿ åôåêòèâíî¿ òðàíçèºíòíî¿ åêñïðå-
ñ³¿ êîìïîíåíò³â ìàðêîâàíèõ â³ðóñíèõ ÷àñòèíîê 
ó ðîñëèíàõ (Marillonnet et al., 2005).

Çàïðîïîíîâàíà íàìè ìîäåëüíà ñèñòåìà â³-
ðóñ-òðàíñãåííà ðîñëèíà ïðåäñòàâëÿëà ñîáîþ 
âèðîùåí³ ñòàá³ëüíî òðàíñôîðìîâàí³ ðîñëèíè 
N. benthamiana ç ãåíîì ZRNase II, ÿê³ â óìîâàõ 
òåïëèö³ ³íô³ëüòðóâàëè ñóñïåíç³ºþ àãðîáàêòåð³é 
ç ãåíåòè÷íèì âåêòîðîì, ùî ì³ñòèâ â ñâîºìó 
ñêëàä³ ãåíåòè÷í³ ïîñë³äîâíîñò³, ÿê³ êîäóþòü 
åëåìåíòè â³ðóñó êàðòîïë³ Õ (PVX) òà ãåí gfp. 
Ïðîäóêò öüîãî ãåíà – çåëåíèé ôëóîðåñöåíòíèé 
á³ëîê (GFP) ôëóîðåñö³þº ïðè îïðîì³íåíí³ äà-
ëåêèì ñèí³ì ñâ³òëîì ç äîâæèíîþ õâèë³ 488 íì, 
ùî äîçâîëÿº â³çóàëüíî îö³íèòè ðîçïîâñþäæåí-
íÿ â³ðóñó ïî ðîñëèí³ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³. Âåêòîð 
pICH6692 ïîñèëþº åêñïðåñ³þ òà ñèñòåìíå ïî-
øèðåííÿ ìàðêîâàíèõ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê 
çàâäÿêè ñóïðåñ³¿ ñàéëåíñèíãó (Marillonnet et 
al., 2005). Á³ëîê P19, ùî êîäóºòüñÿ â³ðóñîì êó-
ùèñòî¿ êàðëèêîâîñò³ òîìàò³â (TBSV), º ïîòóæ-
íèì ñóïðåñîðîì ñàéëåíñåíãó, ÿêèé ïðèãí³÷óº 
ÐÍÊ-³íòåðôåðåíö³þ (RNAi), óòâîðþþ÷è ãîìî-
äèìåðè, ÿê³ çâ’ÿçóþòüñÿ ç siRNA, ùî ïðîäóêó-

ºòüñÿ åíäîíóêëåàçîþ Dicer. Çâ’ÿçóâàííÿ siRNA 
çà äîïîìîãîþ P19 çàïîá³ãàº ïðîãðàìóâàííþ 
RISC öèìè ìîëåêóëàìè, ïðèãí³÷óþ÷è åíäîíó-
êëåàçíó àêòèâí³ñòü RISC òà ïåðåøêîäæàþ÷è 
äåãðàäàö³¿ ÐÍÊ, êîìïëåìåíòàðíèõ äî siRNA 
(Chiong al., 2021). Åêçîãåííà åêñïðåñ³ÿ P19 ï³ä-
âèùóº ³íôåêö³éí³ñòü â³ðóñíèõ âåêòîð³â ç ãåíîì 
çåëåíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî á³ëêà (GFP) òà çíà-
÷íî ïîñèëþº åêñïðåñ³þ GFP (Wang et al., 2023).

Ï³ñëÿ àãðî³íô³ëüòðàö³¿ ñïîñòåð³ãàëè òðàíç³-
ºíòíó åêñïðåñ³þ á³ëêà GFP ó ñàéò³ àãðî³íô³ëü-
òðàö³¿ òà ïîäàëüøå ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ ïî 
ðîñëèí³ ç â³ðóñîïîä³áíèìè ÷àñòèíêàìè çàâäÿ-
êè òðàíñïîðòíèì á³ëêàì â³ðóñà (ðèñ. 4). Âñòà-
íîâëåíî, ùî ôëóîðåñöåíö³ÿ GFP âïåðøå ç’ÿ-
âëÿëàñÿ ó çîí³ ïåðâèííî¿ ³íîêóëÿö³¿ íà 5–6 
äåíü ï³ñëÿ àãðî³íô³ëüòðàö³¿ òà íå â³äð³çíÿëàñÿ ó 
òðàíñãåííèõ (ç ãåíîì ZRNase ²I) ³ êîíòðîëüíèõ 
ðîñëèí. Ö³ ðåçóëüòàòè ñï³âïàäàëè ç ðåçóëüòàòà-
ìè, îòðèìàíèìè (Grishina et al., 2021) äëÿ íå 
òðàíñãåííèõ ðîñëèí N. benthamiana.

Â³ðóñîïîä³áí³ ÷àñòèíêè ïîøèðþâàëèñÿ â ä³-
ëÿíêàõ ïîçà çîíîþ ïåðâèííî¿ ³íîêóëÿö³¿. Ôëóî-
ðåñöåíö³ÿ GFP, ÿêà ïîøèðþâàëàñÿ çà ìåæ³ çîíè 
³íô³ëüòðàö³¿, ñâ³ä÷èëà ïðî ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ 
â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê, ùî â ðîñëèíàõ äèêî-
ãî òèïó ñïîñòåð³ãàëè íà äðóãèé òèæäåíü ï³ñëÿ 
àãðî³íô³ëüòðàö³¿. Â ïîäàëüøîìó, íàé³íòå íñèâ-
í³øó ôëóîðåñöåíö³þ GFP ñïîñòåð³ãàëè â ñó-
äèííèõ ïó÷êàõ, çîêðåìà öåíòðàëüíèõ òà á³÷íèõ 
æèëêàõ ëèñòê³â, òà â ìîëîäèõ ëèñòêàõ.

Ó òðàíñãåííèõ ë³í³ÿõ ðîçâèòîê ñèñòåìíî¿ â³-
ðóñíî¿ ³íôåêö³¿ â³äð³çíÿâñÿ. Ó ðîñëèí ë³í³¿ 
RNS1 çîíè ôëóîðåñöåíö³¿ GFP ïîçà çîíîþ ïåð-
âèííî¿ ³íô³ëüòðàö³¿ ç’ÿâëÿëèñÿ â ëèñò³ äðóãîãî ³ 
òðåòüîãî ÿðóñ³â íàä ³íîêóëüîâàíèì ëèñòêîì íà 
5–6 äí³â ï³çí³øå, ïîð³âíÿíî ç íå òðàíñãåííèìè 
êîíòðîëüíèìè ðîñëèíàìè. Öå âêàçóº íà òå, ùî 
ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê 
çàòðèìóâàëîñÿ. Â òðàíñãåíí³é ë³í³¿ RNS2 ñïî-
ñòåð³ãàëè ôëóîðåñöåíö³þ GFP ó ëèñòêàõ äðóãî-
ãî òà òðåòüîãî ÿðóñ³â, íà 7–9-é äåíü ï³ñëÿ ïîÿ-
âè àíàëîã³÷íèõ ñèìïòîì³â ïîøèðåííÿ ³íôåêö³¿ 
ó ðîñëèíàõ äèêîãî òèïó. ×åðåç 14–15 äí³â 
â³ðóñí³ ÷àñòêè äîñÿãàëè íàéìîëîäøîãî ëèñ-
òÿ. Ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñ-
òîê íàéï³çí³øå ïî÷èíàëîñÿ ó ðîñëèíàõ ë³í³é 
RNS3 òà RNS4. Òàê, ó ë³í³¿ RNS3 ÷³òêî âèðà-
æåíå ñèñòåìíå óðàæåííÿ ñïîñòåð³ãàëè íà ì³-
ñÿöü ï³çí³øå, í³æ ó ðîñëèíàõ äèêîãî òèïó. Íå-

Ðèñ. 4. Ôëóîðåñöåíö³ÿ GFP â ðîñëèíàõ N. benthamiana 
àãðî³íô³ëüòðîâàíèõ êîíñòðóêö³ÿìè pICH27566 òà 
pICH6692, ÿê³ ì³ñòÿòü ãåíè â³ðóñà PVX, GFP òà â³-
ðóñíîãî ñóïðåñîðà ñàéëåíñèíãó ÷åðåç 3 òèæí³ ï³ñëÿ 
àãðî³íô³ëüòðàö³¿. Ìîäåëü äåìîíñòðóº ïðîòèâ³ðó ñíèé 
çàõèñíèé åôåêò â ïðèñóòíîñò³ ãåíà ZRNase II, ÿêèé 
ñïîâ³ëüíþâàâ ïîøèðåííÿ â³ðóñíèõ ÷àñòîê ïî ðîñëè-
í³. à – ðîñëèíè N. benthamiana äèêîãî òèïó; á – òðàí-
ñãåííà ðîñëèíà N. benthamiana ç ãåíîì ZRNase ²I, 
ë³í³ÿ RNS3 



9ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2026. Ò. 60. ¹ 3

Äîñë³äæåííÿ ñèñòåìíîãî ïîøèðåííÿ GFP ìàðêîâàíèõ â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê 

çâàæàþ÷è íà âèùó çàãàëüíó ÐÍÊàçíó àêòèâ-
í³ñòü ó òðàíñãåííèõ ë³í³ÿõ RNS1 òà RNS2, ðîç-
âèòîê â³ðóñíî¿ ³íôåêö³¿ ó íèõ çàòðèìóâàâñÿ 
ìåíøå ïîð³âíÿíî ç RNS3 òà RNS4. Â öüîìó 
äîñë³äæåíí³ âèçíà÷àëè çàãàëüíèé ð³âåíü àê-
òèâíîñò³ ÐÍÊàç, àëå, ìîæíà ïðèïóñòèòè, ùî 
îñê³ëüêè ÐÍÊàçà ìàéîðö³â º åêñòðàêë³òèííîþ, 
³ ìàº òðàíñïîðòóâàòèñÿ â àïîïëàñò, òî ìîãëè 
áóòè â³äì³ííîñò³ ì³æ ë³í³ÿìè â ð³âíÿõ íàêîïè-
÷åííÿ ñàìå åêñòðàêë³òèííèõ ÐÍÊàç, ÿê³ îêðåìî 
íå âèçíà÷àëè. Ð³âí³ åêñòðàêë³òèííî¿ òà çàãàëü-
íèõ ÐÍÊàç íå îáîâ’ÿçêîâî êîðåëþþòü ì³æ ñî-
áîþ. Àêòèâí³ñòü åêñòðàêë³òèííî¿ ÐÍÊàçè çà-
ëåæèòü â³ä åêñïðåñ³¿ ãåíà ZRNase ²I, ÿêà ìîæå 
áóòè ïîâ’ÿçàíîþ ç ïîçèö³éíèì åôåêòîì âáóäî-
âóâàííÿ òðàíñãåíà, òà â³ä îñîáëèâîñòåé òðàíñ-
ïîðòó ÐÍÊàçè â àïîïëàñò.

Òàêèì ÷èíîì, øâèäê³ñòü ðîçâèòêó â³ðóñíî¿ 
³íôåêö³¿ òà ¿¿ ³íòåíñèâí³ñòü ó ðîñëèíàõ â³äð³ç-
íÿëèñÿ ì³æ òðàíñãåííèìè ë³í³ÿìè. Ïîøèðåííÿ 
â³ðóñíèõ ÷àñòîê, ÿêå â³çóàë³çóâàëè çà ñâ³ò³ííÿì 
GFP, ó ðîñëèíàõ, ùî ì³ñòèëè ãåí åêñòðàêë³òèí-
íî¿ ÐÍÊàçè (ZRNase ²I) çàòðèìóâàëîñÿ íà 5–30 
äí³â òà áóëî çíà÷íî ìåíø ³íòåíñèâíèì ïîð³â-
íÿíî ç êîíòðîëüíèìè ðîñëèíàìè äèêîãî òèïó.

Âèçíà÷åííÿ âì³ñòó àíòîö³àí³â òà õëîðîô³ë³â 
ó òðàíñãåííèõ ðîñëèíàõ N. benthamiana. Â³äîìî, 
ùî ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ PVX â ðîñëèíàõ N. 
benthamiana çàëåæèòü â³ä ãåí³â ïî-â’ÿçàíèõ ç ôî-
òîñèíòåçîì (Yang et al., 2020). Àãðî³íô³ëüòðàö³ÿ, 
çàñòîñîâàíà äëÿ âíåñåííÿ ó êë³òèíó ÄÍÊ, ç ÿêî¿ 
â ðîñëèíàõ ìàþòü ñèíòåçóâàòèñÿ â³ðóñîïîä³áí³ 
÷àñòèíêè, òà ¿õ áåçïîñåðåäí³é ñèíòåç ³ ïîøèðåí-
íÿ çäàòí³ âïëèâàòè íà ìåòàáîë³çì ðîñëèí. Íàìè 
áóëî ïðîàíàë³çîâàíî ïîêàçíèêè, ÿê³ õàðàêòå-
ðèçóþòü ïåðâèííèé ³ âòîðèííèé ìåòàáîë³çì 
ðîñëèí. Äëÿ öüîãî âèçíà÷àëè âì³ñò õëîðîô³ë³â 
³ àíòîö³àí³â ï³ñëÿ àãðî³íô³ëüòðàö³¿ çà äîïî-
ìîãîþ ïîðòàòèâíîãî ôëóîðèìåòðà Opti-Scien-
ces MPM-100. Îñòàíí³é âèì³ðþº çàãàëüíèé 
âì³ñò õëîðîô³ëó â äîñë³äæóâàíîìó çðàçêó, àëå 
íå äîçâîëÿº ðîçð³çíèòè éîãî âì³ñò çà òèïàìè. 
Àíàë³ç ðåçóëüòàò³â ïîêàçàâ, ùî âì³ñò õëîðîô³ëó 
ï³äâèùóâàâñÿ â óñ³õ ³íô³êîâàíèõ ðîñëèíàõ. Ï³ä-
âèùåííÿ âì³ñòó õëîðîô³ë³â áóëî ïðèòàìàííå 
ÿê äëÿ ðîñëèí äèêîãî òèïó, òàê ³ äëÿ òðàíñãåí-
íèõ ë³í³é (ðèñ. 5).

Àíòîö³àíè ÷àñòî º ïîêàçíèêàìè ðîçâèòêó 
ñòðåñîâèõ ðåàêö³é â ðîñëèíàõ ³ ìîæóòü áóòè àñî-
ö³éîâàí³ ç àíòèîêñèäàíòíîþ àêòèâí³ñòþ. Àíà-

ë³ç âì³ñòó àíòîö³àí³â ïîêàçàâ, ùî ï³ñëÿ ³íô³-
êóâàííÿ âì³ñò àíòîö³àí³â çíèæóâàâñÿ â 1,7–2,7 
ðàçè. Âì³ñò àíòîö³àí³â ó ³íô³êîâàíèõ òðàíñãåí-
íèõ ë³í³ÿõ çíèæóâàâñÿ ñèëüí³øå ïîð³âíÿíî ç 
êîíòðîëüíèìè ðîñëèíàìè äèêîãî òèïó (ðèñ. 6).

Çàçâè÷àé, ³íô³êóâàííÿ ïðèðîäíèìè â³ðóñà-
ìè ïðèçâîäèòü äî çìåíøåííÿ ôîòîcèíòåòè÷íî¿ 
ïðîäóêòèâíîñò³, çìåíøåííÿ ñèíòåçó õëîðîô³ë³â 
òà ïîñèëåííÿ ñèíòåçó àíòîö³àí³â, îñîáëèâî ó 
âèïàäêó çì³øàíèõ ³íôåêö³é (Pollari et al., 2022). 
Õî÷à â äåÿêèõ ðîáîòàõ ïîêàçàíà â³äñóòí³ñòü 
âïëèâó ìîíî³íôåêö³¿ PVX íà âì³ñò õëîðîô³-
ëó (García-Marcoset al., 2009). ²íîêóëÿö³ÿ PVX 
çá³ëüøóâàëà åêñïðåñ³þ ãåí³â ôåí³ëïðîïàíî¿ä³â 

Ðèñ. 5. Âì³ñò õëîðîô³ë³â â ðîñëèíàõ N. benthamiana, 
ï³ñëÿ ³íô³ëüòðàö³¿ àãðîáàêòåð³ºþ ç âåêòîðíèìè êîí-
ñòðóêö³ÿìè pICH27566 òà pICH6692. 1 – íå ³íô³êî-
âàí³ ðîñëèíè äèêîãî òèïó; 2 – ³íô³êîâàí³ ðîñëèíè 
äèêîãî òèïó; 3–6 – ³íô³êîâàí³ òðàíñãåíí³ ë³í³¿ N. ben-
thamiana. ** P  0,01

Ðèñ. 6. Âì³ñò àíòîö³àí³â â ðîñëèíàõ N. benthamiana, 
³íô³ëüòðîâàíèõ àãðîáàêòåð³ºþ ç ãåíåòè÷íèìè âåê-
òîðàìè pICH27566 òà pICH6692: 1 – íå ³íô³êîâàí³
ðîñëèíè äèêîãî òèïó; 2 – ³íô³êîâàí³ ðîñëèíè äè-
êîãî òèïó; 3–6 – ³íô³êîâàí³ òðàíñãåíí³ ë³í³¿ N. ben-
thamiana. * P  0,05, ** P  0,01
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ó íå òðàíñãåííîìó ëèñò³ òþòþíó â ðîáîò³ (Park 
et al., 2022). Îäíàê, ó ëèñò³ òðàíñãåííîãî òþ-
òþíó ç ãåíîì AtPAP1, ÿêèé â³äïîâ³äàº çà ñóïåð-
åêñïðåñ³þ àíòîö³àí³â, ³íîêóëÿö³ÿ PVX çíèçèëà 
åêñïðåñ³þ ãåíà AtPAP1, ³ ÿê íàñë³äîê – ñèíòåç 
ôåí³ëïðîïàíî¿ä³â òà ïðîäóêö³þ àíòîö³àí³â. ²í-
ôåêö³ÿ PVX çíèæóâàëà åêñïðåñ³þ òðàíñãåíà, 
ùî ïðèçâîäèëî äî çíèæåííÿ á³îñèíòåçó ôåí³ë-
ïðîïàíî¿ä³â òà ôëàâîíî¿ä³â ó òðàíñãåííèõ ðîñ-
ëèíàõ (Park al., 2022). 

Ó íàø³é ñèñòåì³ áóâ ïðèñóòí³é êîìá³íî-
âàíèé âïëèâ Agrobacterium òà â³ðóñîïîä³áíèõ 
÷àñòîê. Ìè äîñë³äæóâàëè âì³ñò õëîðîô³ëó òà 
àíòîö³àí³â ó ëèñò³ N. benthamiana ïîçà ìåæàìè 
çîíè ³íô³ëüòðàö³¿ àãðîáàêòåð³ºþ äî ìîìåíòó 
â³çóàëüíîãî ïîøèðåííÿ òóäè â³ðóñíèõ ÷àñòîê. 
Îòðèìàí³ äàí³ ìîæóòü õàðàêòåðèçóâàòè øâèä-
êó ñèñòåìíó â³äïîâ³äü ðîñëèíè íà àãðî³íô³ëü-
òðàö³þ òà åêñïðåñ³þ â³ðóñó. Ïîºäíàííÿ òàêèõ 
÷èííèê³â ìîãëî âïëèíóòè íà ðåàêö³þ ðîñëèí, 
à òîìó ïîòðåáóº ïîäàëüøîãî âèâ÷åííÿ. Â ö³-
ëîìó, îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè äîçâîëÿþòü ïðèïóñ-
òèòè, ùî åêñïðåñ³ÿ â ðîñëèíàõ ãåíà ZRNase II 
íå ëèøå ñïîâ³ëüíþâàëà ñèñòåìíå ïîøèðåííÿ 
â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê, àëå ³ ïðèçâîäèëà äî 
çì³íè ñò³éêîñò³ äî ä³¿ á³îòè÷íîãî ñòðåñó, íà ð³âí³ 
âòîðèííîãî ìåòàáîë³çìó ðîñëèíè.

Âèñíîâêè. Â äàí³é ðîáîò³ âèâ÷àëè âïëèâ 
ãåòåðîëîã³÷íî¿ åêñòðàêë³òèíî¿ ÐÍÊàçè ìàéîð-
ö³â, êîäîâàíî¿ ãåíîì ZRNase II, íà ñèñòåì-
íå ïîøèðåííÿ â³ðóñ³â òèïó PVX ó ðîñëèíàõ 
N. benthamiana. Åêñïðåñ³ÿ öüîãî ãåíà ïðèçâî-
äèòü äî ï³äâèùåííÿ àêòèâíîñò³ åêñòðàêë³òèííèõ 
ÐÍÊàç ó òðàíñãåííèõ ðîñëèíàõ, ùî âïëèâàº íà 
â³ðóñíó ÐÍÊ òà çìåíøóº ñèìïòîìè óðàæåííÿ. 
Äëÿ â³çóàë³çàö³¿ òà àíàë³çó ïîøèðåííÿ ³íôåê-
ö³éíîãî ïðîöåñó, çîêðåìà ñèñòåìíîãî òðàí-
ñïîðòó â³ðóñîïîä³áíèõ ÷àñòèíîê â òðàíñãåííèõ 
ðîñëèíàõ ç ãåíîì ZRNase II, áóëà âèêîðèñòàíà 
ìîäåëüíà òåñò-ñèñòåìà ç ðåêîìá³íàíòíèì â³-
ðóñîì PVX-GFP, ÿêèé ì³ñòèòü ³íòåãðîâàíèé 
á³ëîê GFP. Ñòâîðåíà ÷óòëèâà ìîäåëüíà ñèñ-
òåìà â³ðóñ-ðîñëèíà ïîêàçàëà, ùî â òðàíñãåí-
íèõ ðîñëèíàõ N. benthamiana ç ãåíîì ZRNase II 
â³äáóâàºòüñÿ çàòðèìêà ñèñòåìíîãî ïîøèðåííÿ 
òà ³íòåíñèâíîñò³ ðîçâèòêó â³ðóñíî¿ ³íôåêö³¿ ïî-
ð³âíÿíî ç ðîñëèíàìè äèêîãî òèïó. Âèêîðèñòàí-
íÿ ãåíà ZRNase II äëÿ òðàíñôîðìàö³¿ ðîñëèí 
º ïåðñïåêòèâíèì äëÿ ïîäàëüøèõ äîñë³äæåíü, 

íàö³ëåíèõ íà ñòâîðåííÿ â³ðóñîñò³éêèõ êóëüòóð-
íèõ ðîñëèí.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ íîðì. Öÿ ðîáîòà íå ì³ñòèòü 
æîäíèõ äîñë³äæåíü çà ó÷àñòþ ëþäåé àáî òâàðèí.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè äåêëàðóþòü â³äñóò-
í³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. III-5-22 «Ìåõàí³çìè ñòðåñîâî¿
àäàïòàö³¿ òà ñòâîðåííÿ ñò³éêèõ ë³í³é ðîñëèí
ìåòîäàìè ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿», III-5-25 «Á³î-
òåõíîëîã³¿ äëÿ ï³äâèùåííÿ ñòðåñîñò³éêîñò³ ðîñ-
ëèííèõ ñèñòåì òà ¿õ âèêîðèñòàííÿ äëÿ ô³òîðå-
ìåä³àö³¿», â³äîì÷î¿ òåìè ÍÀÍ Óêðà¿íè (äåðæ-
ðåºñòðàö³ÿ ¹ 0123U100462).

STUDY OF SYSTEMIC SPREAD 
F GFP-LABELED VIRUS-LIKE PARTICLES 
IN TRANSGENIC NICOTIANA BENTHAMIANA 
PLANTS, TRANSFORMED
WITH THE EXTRACELLULAR ZRNASE II GENE

O.O. Ovcharenko, A.O. Potrokhov, O.M. Yaroshko, 
S.V. Litvinov, P.D. Maystrov, V.A. Rudas, M.V. Kuchuk

Institute of Cell Biology and Genetic Engineering 
of the National Academy of Sciences of Ukraine
148 Akademika Zabolotnoho Street, 03143, Kyiv, 
Ukraine

E-mail: ovcharenkooo77@gmail.com

Plant viruses significantly decrease the yield of cultivated 
plants; therefore, developing new methods of combating 
viral diseases and studying the effectiveness of these 
methods is relevant. The expression of the heterologous 
extracellular RNase gene of Zinnia elegans (ZRNase II) 
increases the resistance of transgenic plants to viruses. 
We have proposed a model system for visualizing the 
protective effect of the ZRNase II gene and studying 
the spread of GFP-marked viral particles in Nicotia-
na benthamiana plants. The presence of the target 
ZRNase II gene was confirmed in the plants obtained 
after Agrobacterium-mediated transformation. Four lines 
were selected and adapted to ex vitro conditions. Total 
RNase activity in all transgenic lines was 4–8 times 
higher than in wild-type plants. We studied the systemic 
spread of the Potato virus X-based PVX-GFP construct 
in these plants. To this end, agroinfiltration was 
performed using the pICH27566 and pICH6692 vectors. 
Following agroinfiltration, transient expression of GFP 
occurred, spreading systemically throughout the plant 
due to transport proteins within the virus-like particles. 
Expression of the heterologous RNase gene (ZRNase II) 
delayed the spread of viral particles for 5–30 days, and 
reduced the accumulation of GFP-marked viral particles 
in all transgenic lines compared to the control. To assess 
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the rapid systemic response of plants to agroinfiltration 
and virus expression, the content of chlorophyll and 
anthocyanins in N. benthamiana leaves was studied 
outside the zone of visual spread of GFP-marked viral 
particles. Differences were found between control and 
transgenic plants in terms of anthocyanin content 
in response to infection. Expression of the RNase II 
gene in plants delayed the systemic spread of virus-like 
particles, and altered the response to biotic stress at the 
level of plant secondary metabolism.
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