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Iнгiбiтор Ca2+-залежних протеїнкiназ,
трифлюоперазин, пiдвищує ефективнiсть
агробактерiальної трансформацiї тютюну

Вперше дослiджено вплив рiзних концентрацiй iнгiбiтора Ca2+-кальмодулiнзалежної
протеїнкiнази, трифлюоперазину, на ефективнiсть агробактерiальної трансформацiї
листкових експлантiв Nicotiana tabacum. Встановлено, що використання трифлюопе-
разину в концентрацiях 10 й 25 мкмоль/л призводить до пiдвищення частоти транс-
формацiї до 98%, що на 25% вище порiвняно з контролем. Також нами було проведено
серiю експериментiв по пiдбору умов агробактерiальної трансформацiї штамом AGL1,
що мiстив плазмiду pGH217, та визначено найбiльш ефективну методику генетичної
трансформацiї.

Генетична трансформацiя рослин є потужним сучасним iнструментом, який набуває все
бiльш широкого поширення i застосування як у фундаментальних дослiдженнях у бiологiї
рослин, зокрема в галузi функцiональної геномiки, так i в практичних розробках з метою
отримання рiзних лiнiй з новими ознаками, що дає змогу обминати обмеження традицiйної
селекцiї рослин, спрямованої на їх покращення [1]. Проте, незважаючи на велику кiлькiсть
методiв доставки рекомбiнантної ДНК у рослиннi клiтини як прямих, так i опосередкова-
них, перенесення генiв за допомогою Agrobacterium є найусталенiшим методом трансформа-
цiї бiльшостi видiв рослин [2]. У порiвняннi з iншими методами генетичної трансформацiї
рослин, Agrobacterium-опосередкована трансформацiя має ряд переваг, якi базуються на-
самперед на можливостi переносу великих фрагментiв ДНК, iнсерацiї всього кiлькох копiй
генiв при мiнiмальнiй реорганiзацiї геному, а також економiчнiй доступностi методу [1, 2].
Не в останню чергу цей метод трансформацiї забезпечує й оптимальнi можливостi для сег-
регацiї маркерних селективних генiв у отриманих трансформантiв [3].

Поряд з цим добре вiдомо, що не лише рiзнi генотипи рослин, а навiть експланти однiєї
i тiєї лiнiї рослин, потребують добору iндивiдуальних умов трансформацiї, до того ж iснує
цiлий ряд факторiв рiзної природи, що зумовлюють ефективнiсть агробактерiальної транс-
формацiї [4]. Тому на сьогоднi продовжуються роботи з вдосконалення методiв генетичної
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трансформацiї за допомогою Agrobacterium та пошук нових чинникiв, якi могли б сприяти
пiдвищенню ефективностi отримання трансгенних лiнiй рослин. Зокрема, розробка таких
нових методичних пiдходiв все бiльше базується на поглибленому розумiннi молекулярних
механiзмiв утворення iндукованих агробактерiями пухлин у трансформованих рослин та
залучення до цього процесу сигнальних внутрiшньоклiтинних каскадiв [5].

Використання iнгiбiтора протеїнкiназ — трифлюоперазин (трифтороперазин) — значно
пiдвищує ефективнiсть агробактерiальної трансформацiї ембрiоїдiв сосни бiлої [6]. Вiдо-
мо [7], що ця речовина iнгiбує активнiсть Ca2+-залежних протеїнкiназ, у тому числi рослин-
ного походження. Слiд вiдзначити, що в рослинних клiтинах Ca2+-залежнi протеїнкiнази
вiдiграють надзвичайно важливу регуляторну роль у порiвняннi з тваринною клiтиною
i тому представленi як широким спектром Ca2+-залежних протеїнкiназ, так i Ca2+-кальмо-
дулiнзалежних протеїнкiназ та протеїнкiназ, подiбних до Ca2+-залежних, фосфолiпiд-сти-
мульованих протеїнкiназ рослинного походження [8, 9]. Цi типи протеїнкiназ повною мiрою
залученi до регуляцiї клiтинного циклу у рослин та вiдiграють важливу роль у регуляцiї
структури базових елементiв цитоскелета, в тому числi i мiкротрубочок [10]. Впливаю-
чи бiохiмiчно на такi важливi сигнальнi системи рослинної клiтини, можна досягти змiн
у ефективностi агробактерiальної трансформацiї, тому дослiдження впливу iнгiбiторiв рiз-
них типiв протеїнкiназ на ефективнiсть трансформацiї рослин є окремим актуальним бiо-
технологiчним питанням. Враховуючи наведенi вище результати, нами було поставлено за
мету вивчити вплив трифлюоперазину як iнгiбiтора Ca2+-залежних протеїнкiназ на ефек-
тивнiсть Аgrobacterium-опосередкованої трансформацiї дводольних рослин.

Дослiди проводили з використанням тканин асептичних рослин тютюну Nicotiana taba-
cum (L.). Для введення в культуру in vitro як вихiдний матерiал використовували на-
сiння N. tabacum. Насiння стерилiзували у 5%-у розчинi гiпохлориту натрiю впродовж
10 хв з подальшим триразовим вiдмиванням у стерильнiй дистильованiй водi [11]. Про-
рощування насiння та культивування рослин проводили на безгормональному середовищi
Мурасiге–Скуга (МС) [12] впродовж одного мiсяця.

Для оцiнки регенерацiйного потенцiалу тютюну механiчно пошкодженi експланти моло-
дих листкiв (листовi диски) тютюну розмiром 1,5–2,5 см2 висаджували на середовище МС,
яке мiстило 1 мг/л 6-бензиламiнопурину (БАП) (“Sigma”, США) та 0,1 мг/л нафтилоцтової
кислоти (НОК) ((“Sigma”, США). У кожну чашку Петрi висаджували по п’ять листових
дискiв, загалом було проаналiзовано по 125 експлантiв. Частоту регенерацiї визначали че-
рез три тижнi пiсля початку культивування як спiввiдношення експлантiв з регенерованими
пагонами до загальної кiлькостi висаджених експлантiв.

Для генетичної трансформацiї Agrobacterium tumefaciens використовували її штам
AGL1, який мiстив плазмiд pGH217 з репортерним геном β-глюкуронiдази (gus) пiд конт-
ролем 35S промотора вiрусу мозаїки цвiтної капусти (ВМЦК) i нопалiнового термiнатора
(nos), а також селективний маркерний ген (hpt), що забезпечує стiйкiсть трансформантiв
до гiгромiцину.

Схема конструкцiї pGH217 представлена таким чином:

(тут LB й RB — лiва й права границi Т-ДНК, P35S — 35S промотор ВМЦК).
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Плазмiда була люб’язно надана доктором В. Радчуком (Iнститут генетики рослин i до-
слiдження культурних рослин, Гатерслебен, Нiмечинна). Перенесення векторної конструкцiї
pGH217 у супервiрулентний штам AGL1 A. tumefaciens здiйснювали методом, описаним
у статтi [13]. Для цього нiчну культуру агробактерiї вирощували в 50 мл рiдкого середо-
вища LB, доповненого 100 мг/л спектиномiцину та 50 мг/л рiфампiцину, при постiйному
струшуваннi на шейкерi при 28 ◦С.

Умови агробактерiальної трансформацiї листових дискiв штамом AGL1 визначали шля-
хом оцiнювання оптичної щiльностi агробактерiї (OD600) та тривалостi її ко-культивування
з екплантами. Для цього бактерiю осаджували центрифугуванням (14 000 об/хв) впродовж
5 хв, супернатант видаляли, а осад перед iнокуляцiєю ресуспендували рiдким середовищем
МС до досягнення оптичної щiльностi бактерiї у межах 0,3–0,5. Тривалiсть ко-культиву-
вання експлантiв з агробактерiєю становила вiд 24 до 72 год.

З метою оцiнки впливу iнгiбування активностi Ca2+-залежних протеїнкiназ на ефектив-
нiсть трансформацiї, опосередкованої Agrobacterium, використовували трифлюоперазин
(10-[3-(4-метилпiперазин-1-iл)пропiл]-2-(трифторометил)-10H-фенотiазин) (“Sigma”, США),
для чого готували його маточний водний розчин концентрацiєю 10 ммоль/л, який зберiга-
ли при −20 ◦С. Для оцiнки впливу трифлюоперазину на ефективнiсть регенерацiї листових
експлантiв N. tabacum його додавали в середовище для регенерацiї пагонiв концентрацiєю
10–300 мкмоль/л. Частоту регенерацiї пагонiв визначали через чотири тижнi у присутнос-
тi вказаних концентрацiй трифлюоперазину, вплив останнього на ефективнiсть генетичної
трансформацiї оцiнювали шляхом додавання його до середовища для ко-культивування
експлантiв з агробактерiєю концентрацiєю 10–300 мкмоль/л. Вiдповiдно було протестовано
тривалiсть дiї iнгiбiтора пiд час ко-культивування в дiапазонi вiд 10 хв до 48 год. Контрольнi
зразки ко-культивували з агробактерiєю при вiдсутностi трифлюоперазину.

Пiсля ко-культивування експланти переносили на середовище МС, яке мiстило 1 мг/л
БАП, 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти, 5 мг/л гiгромiцину та 400 мг/л цефотаксиму для
елiмiнацiї агробактерiї, термiном на 7 дiб. Потiм їх пересаджували в аналогiчне за складом
середовище, але без цефотаксиму. Попередньо для вибору селективної концентрацiї гiгромi-
цину (“Duchefa”, Нiмечинна) дослiджували його вплив у рiзних концентрацiях (1–15 мг/л)
на життєздатнiсь експлантiв пiсля трьох тижнiв їх культивування в присутностi даного
селективного агента.

Для гiстохiмiчного визначення експресiї репортерного гена gus у тканинах N. tabacum
пiсля агробактерiальної трансформацiї використовували 5-бром-4-хлор-3-iндолiлглюкоро-
нiд (Х-Gluc) (“Sigma”, США). У результатi реакцiї з даним субстратом в областi локалiза-
цiї ферменту в трансгенних клiтинах утворювався осад синього кольору [14]. Для оцiнки
GUS-експресiї через 3 доби пiсля проведення Agrobacterium-опосередкованої трансформацiї
довiльно вiдбирали по 10 експлантiв з кожної проби. Далi брали 2,5 мг Х-Gluc та змiшува-
ли з 5 мл буфера (0,1 моль фосфатний буфер, 0,5 ммоль ферицiанiду i фероцiанiду калiю,
1%-й Tритон X-100). Усi розчини зберiгали в холодильнiй камерi при −20 ◦С.

Для детекцiї GUS-експресiї вiдiбранi експланти промивали у фосфатному буферi, пiд-
сушували на фiльтрувальному паперi, пiсля чого додавали розчин Х-Gluc та витримували
пiд вакуумом 15 хв. Обробленi тканини iнкубували в термостатi при 37 ◦С впродовж до-
би. Потiм експланти промивали 70%-м етиловим спиртом та залишали в спиртi на 3 год
для знебарвлення [14]. Висновки про наявнiсть GUS-експресiї робили, пiдраховуючи кiль-
кiсть синiх зон на експлант. Для цього всi листочки пiдбиралися одного розмiру та знахо-
дилися в однакових умовах. GUS-експресiю оцiнювали вiзуально, встановлюючи iнтенсив-
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нiсть забарвлення в синiй колiр тканин листка, кiлькiсть таких забарвлених зон на листок
з подальшим пiдрахунком середнього показника. Дослiдження проводили в трьох повтор-
ностях.

У результатi проведених дослiджень було пiдiбрано оптимальнi умови для введення
в культуру in vitro вихiдного рослинного матерiалу. При дослiдженнi умов стерилiзацiї на
проростання насiння встановлювали оптимальний час його стерилiзацiї 5%-м гiпохлори-
том натрiю, який становив 10 хв [11]. За таких умов проростання насiння вiдзначалася на
рiвнi 100% без зараження експериментального матерiалу.

Оскiльки частота та ефективнiсть генетичної трансформацiї, зокрема агробактерiальної,
залежить вiд типу експланту певного виду рослин, обраних для роботи, та їх здатностi
до ефективної регенерацiї пагонiв або повноцiнних рослин, нами попередньо було оцiнено
регенерацiйний потенцiал листових експлантiв N. tabacum. Було встановлено, що частота
регенерацiї пагонiв з листових дискiв становить 97%. У середньому на кожному окремому
експлантi in vitro формувалося чотири рослини-регенеранти.

При дослiдженнi впливу рiзних концентрацiй трифлюоперазину на регенерацiю лист-
кових експлантiв тютюну було виявлено, що цей iнгiбiтор Ca2+-залежних протеїнкiназ у ви-
соких концентрацiях (200 i 300 мкмоль/л) призводив до некрозу листових дискiв через
7 дiб пiсля початку їх культивування на середовищi для регенерацiї пагонiв, в той час
як пiсля додавання до даного середовища трифлюоперазину в нижчих концентрацiях (50,
100 i 150 мкмоль/л) частота регенерацiї рослин становила 58, 46 i 27% вiдповiдно в порiв-
няннi з контролем. При використаннi трифлюоперазину в концентрацiях 10 i 25 мкмоль/л
частота регенерацiї дорiвнювала 100 i 99% вiдповiдно. Отже, трифлюоперазин у концент-
рацiях 10 i 25 мкмоль/л позитивно сприяв регенерацiї пагонiв, пiдвищуючи показник її
частоти. Пiд час визначення оптимальної селективної концентрацiї гiгромiцину (дослiджу-
вали концентрацiї 1–15 мг/л) було виявлено, що для селекцiї слiд використовувати цей
антибiотик концентрацiєю 5 мг/л. При використаннi гiгромiцину в цiй концентрацiї листовi
експланти темнiли, на них не вiдбувалась регенерацiя пагонiв. Також з метою визначен-
ня умов для найбiльш ефективної Agrobacterium-опосередкованої трансформацiї листових
дискiв N. tabacum штамом AGL1, що мiстив плазмiду pGH217, було проведено вивчен-
ня впливу оптичної щiльностi агробактерiї та тривалостi її ко-культивування з вихiдними
екплантами. Виявилось, що оптимальною оптичною щiльнiстю для трансформацiї було зна-
чення OD600 = 0,5, а найефективнiший час ко-культивування вихiдного матерiалу з бакте-
рiєю становив 72 год. При цьому частота регенерацiї пагонiв з експлантiв на селективному
середовищi, яке мiстило 5 мг/л гiгромiцину, досягала 73%.

Далi було проаналiзовано вплив рiзних концентрацiй трифлюоперазину на частоту ста-
бiльної трансформацiї N. tabacum. Так, при додаваннi цього iнгiбiтора до середовища для
ко-культивування експлантiв з агробактерiєю в концентрацiях 50, 100 i 150 мкмоль/л час-
тота трансформацiї становила 50, 40 i 20% вiдповiдно, тодi як у присутностi iнгiбiтора
в концентрацiях 10 i 25 мкмоль/л частота трансформацiї становила 98 i 97% вiдповiдно,
у порiвняннi з контролем, для якого цей показник був на рiвнi 73% (рис. 1). Статистичну
обробку отриманих даних проводили, згiдно з методикою Лакiна (1990).

Таким чином, нами встановлено, що найефективнiшими концентрацiями трифлюопера-
зину для полiпшення ефективностi агробактерiальної трансформацiї листкових експлантiв
тютюну були концентрацiї 10 i 25 мкмоль/л (рис. 2.). Результати проведених дослiджень
свiдчать про зростання частоти Agrobacterium-опосередкованої трансформацiї за цих умов
на 24–25%.
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Рис. 1. Частота агробактерiальної трансформацiї тютюну (ν) при використаннi рiзних концентрацiй три-
флюоперазину (Cтрф). Ефективнiсть регенерацiї експланатiв: 1 — у присутностi iнгiбiтора, %; 2 — пiсля
агробактерiальної трансформацiї, %

Рис. 2. Регенерацiя пагонiв тютюну пiсля агробактерiальної трансформацiї за умов використання трифлю-
операзину: а — контроль; б — 10 мкмоль/л; в — 25 мкмоль/л; г — 50 мкмоль/л. М-б: 1 см = 1 мм

Рис. 3. Iнтенсивнiсть транзiєнтної експресiї генуgus пiсля Agrobacterium-опосередкованої трансформацiї екс-
плантiв N. tabacum при використаннi рiзних концентрацiй iнгiбiтора трифлюоперазину

На наступному етапi дослiджень нами вивчено iнтенсивнiсть транзiєнтної трансфор-
мацiї N. tabacum з використанням найбiльш ефективних концентрацiй трифлюоперазину,
а саме 10, 25 i 50 мкмоль/л (рис. 3). Для цього було проведено гiстохiмiчний аналiз та ви-
вчено транзiєнтну експресiю гену gus у протрансформованих експлантiв. Данi оцiнювались
вiзуально за площею та iнтенсивнiстю синього забарвлення, що формувався в результатi
реакцiї β-глюкуронiдази з субстратом Х-Gluc [14].

Найбiльш iнтенсивну, у порiвняннi з контролем, gus-експресiю спостерiгали за умов при-
сутностi трифлюоперазину концентрацiєю 10 ммоль/л, у той час як при його використаннi
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в концентрацiях 25 i 50 ммоль/л фiксували зменшення iнтенсивностi експресiї в 2 i 3 рази
у порiвняннi з контролем вiдповiдно.

Отриманi нами результати дещо вiдрiзняються вiд тих, що були отриманi при дослiджен-
нi впливу рiзних концентрацiй трифлюоперазину (вiд 50–350 мкмоль/л) на ефективнiсть
Agrobacterium-опосередкованої трансформацiї ембрiоїдiв сосни бiлої [6]. Авторами цiєї робо-
ти було показано, що додавання до середовища для ко-культивування цього iнгiбiтора в кон-
центрацiї 150 мкмоль/л пiдвищувало ефективнiсть трансформацiї сосни у 2,5 раза, в той час
як використання такої концентрацiї для трансформацiї листових дискiв тютюну призводило
до iнтенсивної некротизацiї тканин впродовж першого тижня культивування. Ефективними
для стабiльної трансформацiї тютюну виявились концентрацiї 10 i 25 мкмоль/л трифлюо-
перазину (див. рис. 1, 2), при цьому результати аналiзу транзiєнтної експресiї репортерного
генуgus вказують на те, що найбiльш ефективним є використання лише 10 мкмоль/л три-
флюоперазину.

Отже, нами вперше було дослiджено вплив трифлюоперазину — iнгiбiтора Ca2+-залеж-
них протеїнкiназ — на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформацiї покритона-
сiнних на прикладi тютюну як модельного об’єкта. Свого часу пiд час дослiдження дифе-
ренцiальної експресiї на початкових етапах агробактерiальної трансформацiї суспензiйної
культури клiтин N. tabacum лiнiї BY-2 було показано змiни рiвня експресiї Ca2+-залежної
протеїнкiнази [15], що може слугувати логiчним поясненням отриманих нами результатiв.
У будь-якому випадку отримання нових доказiв того, що використання iнгiбiторiв про-
теїнкiназ може iстотно пiдвищувати частоту генетичної трансформацiї у дводольних рос-
лин, свiдчить на користь необхiдностi продовження поглиблених дослiджень у цьому на-
прямi.
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А.И. Емец

Ингибитор Ca2+-зависимых протеинкиназ, трифлюоперазин,
повышает эффективность агробактериальной трансформации табака

Впервые исследовано влияние разных концентраций ингибитора Ca2+-кальмодулинзависи-
мой протеинкиназы, трифлюоперазина, на эффективность агробактериальной трансфор-
мации листовых эксплантов Nicotiana tabacum. Установлено, что использование трифлю-
операзина в концентрациях 10 и 25 мкмоль/л приводит к повышению частоты трансфор-
мации до 98%, что на 25% выше в сравнении с контролем. Также нами была проведена
сериюя экспериментов по подбору условий агробактериальной трансформации штаммом
AGL1, который содержал плазмиду pGH217, и определена наиболее эффективная методику
генетической трансформации.

V.V. Fedorchuk, I. V. Tanasienko,
Academician of the NAS of Ukraine Y.B. Blume, A. I. Yemets

Аn inhibitor of Ca2+-dependent protein kinases, trifluoperazine,
increases the efficiency of agrobacterium-mediated transformation of
tobacco

The influence of different concentrations of the inhibitor of Ca2+-calmodulin-dependent protein ki-
nase, trifluoperazine, on the efficacy of the agrobacterium-mediated transformation of Nicotiana
tabacum leaf explants is investigated. It is established that the addition of 10 and 25 µM tri-
fluoperazine into the medium for the co-cultivation with agrobacterium led to increasing the trans-
formation rate up to 98%, that higher by 25% as compared to control. We conducted a series of
experiments on the selection of conditions for the agrobacterium-mediated transformation by AGL1
strain that contained plasmid pGH217 and determined the most efficient methodology of genetic
transformation.
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