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Íàé êîí ñåð âà òèâí³øèìè ñå ðåä óñ³õ ä³ëÿ íîê ãå íî ìó ïîò³â³ðóñ³â º ãåíè ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb ³ ÑÐ. Ïîð³âíÿ -
íî íóê ëå î òèä íó ïîñë³äîâí³ñòü äà íèõ ãåí³â ç-ïîì³æ 32 â³ðóñ³â ðîäó Potyvirus ³ â³ä³áðà íî ä³ëÿí êè, ç íà é -
âè ùèì â³äñî òêîì ³äåí òè÷ íîñò³. Ä³ëÿí êè àìïë³ô³êî âà íî ç ïî âíî ðîçì³ðíî¿ êÄÍÊ â³ðóñó ìî çà¿ êè
òóð íåï ñó (ÂÌÒ) ³ âáó äî âà íî ó âè ñî êî êîï³éíèé ÒÎÐÎ-âåê òîð, ÿêèì òðàíñ ôîð ìî âà íî êîì ïå -
òåíòí³ êë³òèíè Escherichia ñol³. Còâî ðå íî âåê òî ðè òðàíñ ôîð ìàö³¿ ðîñ ëèí íà îñíîâ³ êî -
ìåðö³éíî¿ ïëàçì³äè ðÂ²121, ó ÿê³é âáó äî âà íî êÄÍÊ îêðå ìî îäí³º¿ (ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb àáî ÑÐ), äâîõ
(ÍÑ-Ðrî òà Ñ²Ð) ³ òðüîõ (ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð ³ NIb) êîí ñåð âà òèâ íèõ ä³ëÿ íîê ãåí³â ÂÌÒ. Îòðè ìà íî òðàíñ ôîð -
ìî âàí³ êë³òèíè Àgrobacterium tumefaciens, ÿê³ íå ñóòü ðÂI121.

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: ïîò³â³ðóñè, ðå çèñ òåíòí³ñòü, êÄÍÊ, ÏËÐ, òðàíñ ôîð ìàö³ÿ ðîñ ëèí.

Âñòóï. Ïîò³â³ðóñè, à ñàìå – ïðåä ñòàâ íè êè ðîäó
Ðotyvirus âèê ëè êà þòü ñåðé îçí³ çà õâî ðþ âàí íÿ ó
ðîñ ëèí ìàé æå â óñ³õ êë³ìà òè÷ íèõ çî íàõ Çåìë³,
âêëþ ÷à þ ÷è ªâðî ïó, Àôðèêó, Àç³þ, Îêå àí³þ,
Ï³âí³÷íó òà Ï³âäåí íó Àìåðèêè [1]. Íà ñüî ãîäí³
³ñíó þòü ô³çè÷í³, àã ðî òåõí³÷í³, á³îëîã³÷í³ òà
õ³ì³÷í³ çà ñî áè áî ðîòü áè ç ïîò³â³ðóñ íè ìè
³íôåêö³ÿìè ðîñ ëèí. Ïðî òå, íå çâà æà þ ÷è íà øè ðî -
êå âè êî ðèñ òàí íÿ, ö³ ï³äõî äè íå âè ÿâ èëè íà ëåæ íî¿
åôåê òèâ íîñò³, îñê³ëüêè íå çäàòí³ çà áåç ïå ÷è òè
ïî âíî¿ åë³ì³íàö³¿ â³ðóñó ç îðãàí³çìó ðîñ ëè íè [2].

Ï³ñëÿ òî ãî ÿê ó 1985 ðîö³ áó ëî ðîç ðîá ëå íî
êîí öåïö³þ ïà òî ãåí-³íäó êî âà íî¿ ðå çèñ òåí òíîñò³
(Ï²Ð) [3], íà ïðÿ ìîê ïî øó êó øëÿõ³â çâ³ëüíåí íÿ
ðîñ ëèí â³ä â³ðóñ³â ïå ðåì³ñòèâ ñÿ íà ñòâî ðåí íÿ
òðàíñ ãåí íèõ ðîñ ëèí, ñò³éêèõ äî çãà äà íèõ ïà òî ãåí³â. 
Íà ñüî ãîäí³ âæå ³ñíóº âå ëè êà ê³ëüê³ñòü ãå íå òè÷ íî
ìî äèô³êî âà íèõ ðîñ ëèí, ùî íå ñóòü ä³ëÿí êè ãå íî ìó
â³ðóñ³â ³ ïðî ÿâ ëÿ þòü âè ñî êèé ð³âåíü ñò³éêîñò³ äî
îñòàíí³õ [4–6]. Îäèí ³ç øëÿõ³â îò ðè ìàí íÿ äà íî ãî
òè ïó ðå çèñ òåí òíîñò³ ïî ëÿ ãàº ó ñòâî ðåíí³ òðàíñ -
ãåííèõ ðîñ ëèí íà îñíîâ³ ÐÍÊ-çà ëåæ íî ãî ìîâ ÷àí -
íÿ ãåí³â, ÿêèé çà ïðè ðîä íèõ óìîâ º îäíèì ³ç íà é ãî -
ëîâí³øèõ çà õèñ íèõ ìå õàí³çì³â ðîñ ëè íè [7–9]. Öå
ïî ñòòðà íñêðèïö³éíèé ïðî öåñ, ³í³ö³éî âà íèé ìî ëå -
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êó ëà ìè äâî ëàí öþ ãî âî¿ ÐÍÊ, ùî ïðè çâî äèòü äî äåã -
ðà äàö³¿ êîì ïëå ìåí òàð íî¿ ÐÍÊ [10, 11].

²ç çà ñòî ñó âàí íÿì òðàíñ ôîð ìàö³¿ ðîñ ëèí çà äî -
ïî ìî ãîþ Àgrobacterium tumefaciens îò ðè ìà íî íèç -
êó ðîñ ëèí ç âè ñî êèì ð³âíåì ñò³éêîñò³ äî ïîò³â³ðóñ³â
[12, 13]. Îäíàê äî öüî ãî ÷à ñó á³ëüø³ñòü åê ñïå ðè -
ìåíò³â áó ëî ñïðÿ ìî âà íî íà âè êî ðèñ òàí íÿ îêðå ìèõ
â³ðóñ íèõ ãåí³â äëÿ îò ðè ìàí íÿ ñò³éêîñò³ [14–16], ÿêà
âè ÿâ ëÿ ëà ñÿ äî ñèòü òðè âà ëîþ, ïðî òå ¿¿ íå äîë³êîì áó -
ëà çäàòí³ñòü ³íøèõ øòàì³â â³ðóñ³â äî ëà òè ¿¿, òîá òî
ðå çèñ òåíòí³ñòü ìà ëà âóçü êèé ñïåêòð ä³¿. Çâà æà þ ÷è íà
öå, âàæ ëè âèì çà âäàí íÿì íà ñüî ãîäí³ º ñòâî ðåí íÿ
ñò³éêîñò³ ³ç øè ðî êèì ñïåê òðîì ä³¿ äî áà ãàòü îõ
øòàì³â ³ âèä³â â³ðóñ³â [5, 17, 18].

Ìå òà ö³º¿ ðî áî òè ïî ëÿ ãà ëà ó êî íñòðó þ âàíí³ âåê -
òîð³â äëÿ òðàíñ ôîð ìàö³¿, ÿê³ íå ñóòü îäíó, äâ³ àáî
òðè êîí ñåð âà òèâí³ ä³ëÿí êè ãå íî ìó ïîò³â³ðó ñó äëÿ
ïîð³âíÿí íÿ ð³âíÿ îò ðè ìà íî¿ ðå çèñ òåí òíîñò³ ó ðîñ -
ëèí äî ïðåä ñòàâ íèê³â ðî äó Potyvirus.

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè. Â³äá³ð êîí ñåð âà òèâ íèõ
ä³ëÿ íîê ïîò³â³ðóñ íî ãî ãå íî ìó. Çà äî ïî ìî ãîþ êîì -
ï’þ òåð íèõ ïðî ãðàì Â³îådit (http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html) òà DNAStar. (http://www.dnastar.
com/) ïðî âå äå íî ïîð³âíÿí íÿ íóê ëå î òèä íî¿ ïî ñë³äîâ -
íîñò³ ãåí³â ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb ³ ÑÐ 32 â³ðóñ³â ðî äó
Potyvirus òà â³ä³áðà íî êîí ñåð âà òèâí³ ôðàã ìåí òè íà
îñíîâ³ â³äñîò êà ³äåí òè÷ íîñò³ òà íà ÿâ íîñò³ âàæ ëè âèõ 
ôóíêö³îíàëü íèõ ä³ëÿ íîê. 

Â³ðóñ íà êÄÍÊ. ßê äæå ðå ëî ä³ëÿ íîê ÄÍÊ äëÿ 
âáó äî âó âàí íÿ ó âåê òî ðè äëÿ òðàíñ ôîð ìàö³¿ ðîñ -
ëèí âè êî ðèñ òà íî ïî âíî ðîçì³ðíó êÄÍÊ â³ðó ñó ìî -
çà¿ êè òóð íåï ñó (ÂÌÒ).

Àìïë³ô³êàö³ÿ ôðàã ìåíò³â. Àìïë³ô³êàö³þ êîí ñåð -
âà òèâ íèõ ä³ëÿ íîê ãåí³â ÍÑ-Ðrî (505 í.), Ñ²Ð (620 í.), 
NIb (580 í.) ³ ÑÐ (455 í.) ç êÄÍÊ ÂÌÒ çä³éñíþ âà ëè
ìå òî äîì ÏËÐ (äå íà òó ðàö³ÿ – 1 öèêë: 95 oÑ/5 õâ;
â³äïàë – 30 öèêë³â: 95 oÑ/30 ñ, 58 oÑ/30 ñ, 72 oÑ/30 ñ; 
åëîí ãàö³ÿ – 1 öèêë: 72 oÑ/5 õâ). Äëÿ àìïë³ô³êàö³¿
ôðàã ìåí òà ÍÑ-Ðrî âè êî ðèñ òà íî    ïðàé ìåð ðÒuÍÑ-
Õba² (5'-GÑÒCÒÀGÀÒÀÀÒÀÀÒÀÀÑÀGÒÑGÀGÒ-
GÒG-3'), ùî ì³ñòèâ ñàéò ðåñ òðèêö³¿ äëÿ Õbà² ³ äâà
ÒÀÀ ñòîï-êî äî íè, òà ïðàé ìåð mÒuÍÑSàñ²Õhî²-
ÊðnI (5'-ÑGÀGÑÒÑÑÒÑGÀGGGÒÀÑÑGÒGÀÀÒ-
ÒÒGTGÀGÒÒG-3') ç ñàé òà ìè ðåñ òðèêö³¿ äëÿ SàñI,
ÕhîI i ÊðïI. Ïðàé ìå ðà ìè äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ êîí ñåð âà -
òèâ íî¿ ä³ëÿí êè ãå íà Ñ²Ð ñëó ãó âà ëè ðÒuÑ²ÐÕbà²Êðn²

(5'-GÑÒÑÒÀGÀGGÒÀÑÑÒÀÀÒÀÀÀGÀÑÀÒÀÒT-
ÀÑÒÀÀÒGGG-3') ç ñàé òà ìè ðåñ òðèêö³¿ äëÿ ÕÜà² ³
Êpn òà äâî ìà ñòîï-êî äî íà ìè, à òà êîæ mÒuÑ²-
ÐÕhî²Ðàñ² (5'-ÑÑÑÒÑGÀGÒÒÀÀÒÒÀÀÑCÀÀÑÒ- 
ÒÒÑÀÒÑGÒÒÀÒÒ) ç ñàé òà ìè ðåñ òðèêö³¿ äëÿ Õho² 
³ Ðàñ². Äëÿ ôðàã ìåí òà N²b âè êî ðèñ òà íî òàê³ ïðàé -
ìå ðè: ðÒuNIbÐàñ² (5'-ÑÑÒÒÀÀÒÒÀÀ ÒÀÀÒÀÀÑ-
ÑÒÀGGÀÀÀGÀÒGGGÀG-3') ç ñàé òîì ðåñ òðèê-
ö³¿ äëÿ Ðàñ² ³ äâî ìà ñòîï-êî äî íà ìè òà ïðàé ìåð
mÒuNIbÕhî²Sàl² (5'-ÑÑÑÒÑGÀGGÒCGÀÑÀÀÒÑ-
ÀÒÑÒÑÑGÒÒGÀÑG-3') ç ñàé òà ìè ðåñ òðèêö³¿ äëÿ
Õho1 ³ Sàl². Äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ ä³ëÿí êè ãå íà ÑÐ çà ñòî -
ñî âà íî ïðàé ìåð ðÒuÑÐÀvr²²Sàl² (5'-ÑÑÑÑÒÀGGG-
ÒÑGÀÑÒÀÀÒÀÀÀÀÒGGÒÒÒÀÀÒGGÒÑÒGG-3'),
ùî ì³ñòèâ ñàé òè ðåñ òðèêö³¿ äëÿ Àvr²² òà Sàl², à òà -
êîæ äâà ñòîï-êî äî íè, òà ïðàé ìåð mÒuÑÐÕhî²
(5'-ÑÑÑÒÑGÀGÀÀÑGÑÑÑÀGÒÀÀGÒÒÀÒG-3') ç
ñàé òîì ðåñ òðèêö³¿ äëÿ ÕhoI.

ÒÎÐÎ-êëî íó âàí íÿ òà ïå ðåâ³ðêà íà ÿâ íîñò³
ôðàã ìåíò³â ó ÒÎÐÎ-âåê òîð³. ÒÎÐÎ-êëî íó âàí íÿ
àìïë³ô³êî âà íèõ ôðàã ìåíò³â êÄÍÊ ïðî âî äè ëè, âè -
êî ðèñ òî âó þ ÷è êî ìåðö³éíèé âè ñî êî êîï³éíèé ÐÑR
2.1-ÒOPO vector («Invitrogen», ÑØÀ) ðîçì³ðîì 3,91 òèñ.
í.  â³äïîâ³äíî äî ïðî òî êî ëó (http://www.invitrogen.com).
Òðàí ñôîð ìî âàí³ âåê òî ðîì êë³òè íè Åscherichia
coli ³íêó áó âà ëè ó LÂ ñå ðå äî âèù³ (1 %-é òðèï òîí,
0,5 %-é åêñòðàêò äð³æäæ³â, 0,5 %-é NaÑ1) ïðî òÿ ãîì
1 ãîä çà òåì ïå ðà òó ðè 37 oÑ. Ï³ñëÿ ³íêó áó âàí íÿ êë³òè -
íè Å. coli âèñ³âà ëè íà ñå ëåê òèâ íå ñå ðå äî âè ùå LÀ
(LÂ, 1,5 %-é àãàð) ç ²ÐÒG (³çîï ðîï³ë-áå òà-D-ò³îãà -
ëàê òîï³ðà íî çèä) òà Õ-gà1 (5-áðî ìî-4-õëîð-3-³íäîë-

b-D-ãà ëàê òîï³ðà íî çèä). Ç êîæ íî¿ ÷àø êè Ïåòð³
â³äáè ðà ëè ïî â³ñ³ì îêðå ìèõ êî ëîí³é äëÿ ïå ðåâ³ðêè
íà ÿâ íîñò³ ÍÑ-Ðrî, â³ñ³ì êî ëîí³é – äëÿ ÑÐ, äâ³ êî -
ëîí³¿ – äëÿ Ñ²Ð òà ï’ÿòü êî ëîí³é – äëÿ N²b. Â³äñå ëåê -
òî âàí³ êî ëîí³¿ ³íêó áó âà ëè â 1 ìë LÂ ïðî òÿ ãîì 8 ãîä
çà òåì ïå ðà òó ðè 37 oÑ. Ïðî âî äè ëè öåí òðè ôó ãó âàí íÿ
êë³òèí Å. coli ó ðå æèì³ 1 õâ/1000 g, ï³ñëÿ ÷î ãî ñó -
ïåðíà òàíò âè äà ëÿ ëè, à äî îñà äó äî äà âà ëè 300 ìêë
ðîç ÷è íó ÒÅNS (ÒÅ-áó ôåð, 0,1 N NàÎÍ, 0,5 %-é
SDS). Ï³ñëÿ ëåã êî ãî ïîì³øó âàí íÿ äî ðîç ÷è íó âíî -
ñè ëè 150 ìêë NàOÀñ òà öåí òðè ôó ãó âà ëè ïðè
2 õâ/5000 g. Äî ñó ïåðíà òàí òó äî äà âà ëè 900 ìêë
100 %-ãî åòà íî ëó òà öåí òðè ôó ãó âà ëè (2 õâ/10000 g). 
100 %-é Ñ2H5ÎÍ âè äà ëÿ ëè òà äî äà âà ëè 900 ìêë
80 %-ãî õî ëîä íî ãî åòà íî ëó. Ï³ñëÿ âè äà ëåí íÿ
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80 %-ãî ñïèð òó åïåí äîð ôè äîá ðå ïðî ñó øó âà ëè íà
ïîâ³òð³. Äî åïåí äîðô³â äî äà âà ëè 50 ìêë äèñ òèëü î -
âà íî¿ âî äè òà ñòðó øó âà ëè äëÿ ðîç ÷è íåí íÿ ÄÍÊ.

Âèä³ëå íó ïëàçì³äíó ÄÍÊ âè êî ðèñ òî âó âà ëè
äëÿ ïðî âå äåí íÿ ÏËÐ. Ïîñë³äîâ íîñò³ ôðàã ìåíò³â
òà êîæ ïå ðåâ³ðÿ ëè ñèñ òå ìîþ àâ òî ìà òè÷ íî ãî ñeêâå -
íó âàí íÿ ÄÍÊ («Àððlied Â³îsystems», ÑØÀ).

Êëî íó âàí íÿ â ðÂ²121. Ôðàã ìåí òè êÄÍÊ êîí ñåð -
âà òèâ íèõ ä³ëÿ íîê ãåí³â ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb ³ ÑÐ
âèð³çà ëè ç ÒÎÐÎ-âåê òî ðà çà äî ïî ìî ãîþ â³ä-
ïîâ³äíèõ ðåñ òðèê òàç. Äëÿ ñòâî ðåí íÿ êî íñòðóêö³é ç
îäí³þ êîí ñåð âà òèâ íîþ ä³ëÿí êîþ ôðàã ìåí òè
ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb ³ ÑÐ ðîçð³çà ëè ôåð ìåí òà ìè Õbà² ³
Õhî². Äëÿ êî íñòðó þ âàí íÿ ïëàçì³ä ç äâî ìà ä³ëÿí êà ìè
ÍÑ-Ðrî òà Ñ²Ð áó ëî ðîçð³çà íî ôåð ìåí òà ìè
Õbà²/Êðï² ³ Êðï²/Õhî². Ïðè îò ðè ìàíí³ êîíñò-
ðóêö³é ç òðüî ìà ä³ëÿí êà ìè ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð i NIb ðîç -
ùåïëþ âà ëè ðåñ òðèê òà çà ìè Õbà²/Êðï², Êðï1/PacI
³ PacII/ÕhîI â³äïîâ³äíî. Ãåí GUS âèð³çà ëè ç êî ìåð-
ö³éíî ãî âåê òîða äëÿ òðàíñ ôîð ìàö³¿ ðîñ ëèí ðÂ²121
ðåñ òðèê òà çà ìè Õbà² i Õhî². 

Åëåê òðî ôî ðåç ïðî äóêò³â ðåñ òðèêö³¿ çä³éñíþ âà -
ëè â 1,2 %-ìó àãà ðîç íî ìó ãåë³. Ôðàã ìåí òè, ÿê³
â³äïîâ³äà ëè ðîçì³ðàì ä³ëÿ íîê ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb i
ÑÐ, à òà êîæ âåê òîð ðÂ²121 âèð³çà ëè ç ãå ëþ òà åëþ þ -
âà ëè çà äî ïî ìî ãîþ Ì³ñrî Ålute DNÀ Ñlå àn/Åõtràñt³în
Ê³t («Genmark», Òàé âàíü). Ïðî äóê òè åëþö³¿ ïå -
ðåâ³ðÿ ëè íà íà ÿâí³ñòü ôðàã ìåíò³â ÄÍÊ çà äî ïî ìî -
ãîþ åëåê òðî ôî ðå çó â 0,8 %-ìó àãà ðîç íî ìó ãåë³.

Ä³ëÿí êè âáó äî âó âà ëè ó âåê òîð ðÂ²121 çà äî ïî -
ìî ãîþ ðå àêö³¿ ë³ãó âàí íÿ ç Fast-Link DNÀ 1³gà så
(«Åð³ñentre», ÑØÀ). Äëÿ ñòâî ðåí íÿ êî íñòðóêö³é ç
îäíèì ôðàã ìåí òîì êÄÍÊ êîí ñåð âà òèâ íèõ ä³ëÿ íîê
îêðå ìî ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb àáî ÑÐ áó ëî âáó äî âà íî â
ðÂ²121. Äëÿ îò ðè ìàí íÿ ðÂ²121 ç äâî ìà ä³ëÿí êà ìè
ÍÑ-Ðrî òà Ñ²Ð âáó äî âó âà ëè â ðÂ²121, à äëÿ îäåð -
æàí íÿ òðüîõ çâ’ÿ çà íèõ ä³ëÿ íîê ó âåê òîð³ ÍÑ-Ðrî,
Ñ²Ð ³ NIb äî äà âà ëè ðàç îì äî ñóì³ø³ ë³ãó âàí íÿ. Ó
ñóì³ø âíî ñè ëè âåê òîð òà ôðàã ìåí òè ó ñï³ââ³äíî -
øåíí³ 1:3, 2 ìêë 10  ́ áó ôå ðà äëÿ ë³ãó âàí íÿ, 1 ìêë
25 ìÌ ÀÒÔ, 1 ìêë ÄÍÊ-ë³ãà çè, 12 ìêë äèñ òèëü î âà -
íî¿ H2Î. Ñóì³ø ³íêó áó âà ëè çà òåì ïå ðà òó ðè 16 îÑ
óïðî äîâæ 8 ãîä. Êîì ïå òåíòí³ êë³òè íè Å. coli òðàíñ -
ôîð ìó âà ëè 15 ìêë ïðî äóê òó ë³ãóâàííÿ ìå òî äîì
õ³ì³÷íî¿ òðàíñ ôîð ìàö³¿ [13, 19] òà âèñ³âà ëè íà ñå ðå -
äî âè ùå LÀ ç êà íàì³öè íîì (50 ìã/ë).

Ñêðèí³íã Å. ñîl³ íà íà ÿâí³ñòü ïëàçì³ä ç ä³ëÿí êà -
ìè êÄÍÊ ïîò³â³ðóñ íèõ ãåí³â. Ç êîæ íî¿ ÷àø êè Ïåòð³
â³äáè ðà ëè ïî ø³ñòü îêðå ìèõ êî ëîí³é Å. ñîl³. Â³äñå ëåê -
òî âàí³ êî ëîí³¿ ³íêó áó âà ëè ó 5 ìë ñå ðå äî âà ùà LÂ çà
òåì ïå ðà òó ðè 37 oÑ ïðî òÿ ãîì 8 ãîä. Ïëàçì³äíó ÄÍÊ
âèä³ëÿ ëè çà äî ïî ìî ãîþ Plasmid miniprep purification 
Kit («Íî ðågen Â³îtechnology Ånterprise», Òàéâàíü).
Àìïë³ô³êàö³þ ôðàã ìåíò³â ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb, ÑÐ,
ÍÑ-Ñ²Ð ³ ÍÑ-Ñ²Ð-NIb çä³éñíþ âà ëè çà äî ïî ìî ãîþ
ÏËÐ. Ðåñ òðèêö³éíèé àíàë³ç ïðî õî äèâ ç âè êî ðèñ òàí -
íÿì ðåñ òðèê òàç Õbà² ³ Õhî². Ïðî äóê òè ðåñ òðèêö³¿ âèâ -
÷à ëè åëåê òðî ôî ðå çîì ó 0,8 %-ìó àãà ðîç íî ìó ãåë³.

Òðàí ñôîð ìàö³ÿ À. tumefaciens ïëàçì³äîþ
ðÂI121. Êë³òè íè À. tumefaciens ³íêó áó âà ëè â 50 ìêë
ñå ðå äî âè ùà LÂ ç äî äà âàí íÿì 5 ìêë ñòðåï òîì³öè íó
(50 ìã/ë) çà òåì ïå ðà òó ðè 28 îÑ ïðî òÿ ãîì 8 ãîä äî äî -
ñÿã íåí íÿ ÑD60 = 0,5. Êë³òè íè îñàä æó âà ëè öåí òðè ôó ãó -
âàí íÿì ïðè 5000 g (5 õâ, 4 îÑ). Îñàä ðîç ÷è íÿ ëè â 10 ìë
0,15 Ì NàÑl òà öåí òðè ôó ãó âà ëè ïðè 5000 g (5 õâ,
4 îÑ). Îñàä ðîç ÷è íÿ ëè â 1 ìë õî ëîä íî ãî 20 ìÌ
ÑàÑl2. Ñóñ ïåíç³þ â îá’ºì³ 0,2 ìë ïå ðå íî ñè ëè ó íîâ³
åïåí äîð ôè òà äî äà âà ëè 1 ìêë ïëàçì³äíî¿ ÄÍÊ,
âèä³ëå íî¿ ç E. coli. Åïåí äîð ôè ïîì³ùà ëè â ºìí³ñòü ç
ð³äêèì àçî òîì íà 1 õâ, ï³ñëÿ ÷î ãî ³íêó áó âà ëè çà òåì -
ïå ðà òó ðè 28 îÑ  óïðî äîâæ 2–4 ãîä. Êë³òè íè
À. tumefaciens âèñ³âà ëè íà ñå ðå äî âè ùå LÀ ç êà -
íàì³öè íîì (50 ìã/ë) òà ³íêó áó âà ëè çà òåì ïå ðà òó ðè
28 îÑ  ïðî òÿ ãîì 2–3 ä³á.

Ïå ðåâ³ðêà À. tumefaciens íà íà ÿâí³ñòü ïëàçì³ä ç
îäí³ºþ, äâî ìà òà òðüî ìà êîí ñåð âà òèâ íè ìè ä³ëÿí -
êà ìè. Ïëàçì³äíó ÄÍÊ âèä³ëÿ ëè ç îêðå ìèõ áàê -
òåð³àëü íèõ êî ëîí³é À. tumefaciens. Ä³ëÿí êè ÍÑ-Ðrî,
Ñ²Ð, NIb, ÑÐ, ÍÑ-Ñ²Ð ³ ÍÑ-Ñ²Ð-NIb àìïë³ô³êó âà ëè
çà äî ïî ìî ãîþ ÏËÐ. ßê êîí òðîëü âè êî ðèñ òà íî
ïëàçì³äè, âèä³ëåí³ ç E. coli.

Ðå çóëü òà òè i îá ãî âî ðåí íÿ. Ç ë³òå ðà òóð íèõ äà -
íèõ â³äî ìî, ùî óñï³øí³ñòü ïðî öå ñó ÐÍÊ-çà ëåæ íî -
ãî ìîâ ÷àí íÿ ãåí³â, ÿêèé ëå æèòü â îñíîâ³ îò ðè ìà -
íî¿ ñò³éêîñò³ ó òðàíñ ãåí íèõ ðîñ ëèí, âèç íà ÷àºòüñÿ
â³äñîò êîì êîì ïëå ìåí òàð íîñò³ ì³æ ÐÍÊ â³ðó ñó òà
ÄÍÊ òðàíñ ãå íà. Äëÿ åôåê òèâ íî ãî ïðî öå ñó ³íà êòè -
âàö³¿ â³ðóñ íî¿ ÐÍÊ ê³ëüê³ñòü êîì ïëå ìåí òàð íèõ
îñíîâ ìàº ïå ðå âè ùó âà òè 50 % [19, 20]. Òî ìó íå -
îáõ³äíèì çà âäàí íÿì áó ëî çíàé òè òà îá ðà òè äëÿ
ñòâî ðåí íÿ âåê òîð³â íà é êîí ñåð âà òèâí³ø³ ä³ëÿí êè
ãå íîì³â 32 ïîò³â³ðóñ³â, ùîá çá³ëüøè òè â³ðîã³ä-
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í³ñòü êîì ïëå ìåí òàð íî ãî çâ’ÿ çó âàí íÿ ç òðàíñ ãåí íîþ 
ÄÍÊ. Ïîò³â³ðóñí³ ãå íè Ð1, Ð2, NIà, 5'- òà 3'-ê³íö³
ìà þòü ð³âåíü ãî ìî ëîã³¿, ìåí øèé çà 50 % [1]. Ìè
ïîð³âíÿ ëè íóê ëå î òèä íó ïî ñë³äîâí³ñòü ãåí³â
ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb ³ ÑÐ 32 â³ðóñ³â ðî äó Potyvirus. Ó
ðå çóëü òàò³ äàí³ ãå íè ïî êà çà ëè âè ùèé ð³âåíü ãî ìî -
ëîã³¿, ùî ïðî ÿâ ëÿâ ñÿ ó á³ëüø í³æ 50 % ³äåí òè÷ íîñò³
(ðèñ. 1). Âèá³ð êîí ñåð âà òèâ íèõ ôðàã ìåíò³â ó
çíà÷í³é ì³ð³ çà ëå æàâ â³ä íà ÿâ íîñò³ ä³ëÿ íîê, ùî
â³äïîâ³äà þòü çà âàæ ëèâ³ äëÿ â³ðó ñó ôóíêö³¿. Òàê, â
àì³íî êèñ ëîòí³é ïî ñë³äîâ íîñò³ êîí ñåð âà òèâ íî¿
ä³ëÿí êè ÍÑ-Ðrî ïðè ñóòí³é ìî òèâ ÑÑ/SÑ, ÿêèé
â³äïîâ³äàº çà ðåïë³êàö³þ òà ñèñ òåì íèé ðóõ â³ðó ñó, à
òà êîæ ä³ëÿí êà ÐÍÊ, íå îáõ³äíà äëÿ ïå ðå íî ñó ïî ïå -

ëè öÿ ìè. Êîí ñåð âà òèâ íà îá ëàñòü â àì³íî êèñ ëîòí³é
ïî ñë³äîâ íîñò³ ãå íà Ñ²Ð ì³ñòèòü íóê ëå î òèä-çâ’ÿ çó -
âàëü íó ä³ëÿí êó ÑõõÑõõGKS, õà ðàê òåð íó äëÿ áà -
ãàòü îõ ãåë³êàç [1]. Ó ôðàã ìåíò³ NIb ïðè ñóòí³ òðè (²,
II ³ III) ç âîñü ìè ä³ëÿ íîê, êîí ñåð âà òèâ íèõ ñå ðåä
óñ³õ ÐÍÊ-ïîë³ìå ðàç â³ðóñ³â ç ïî çè òèâ íèì
ÐÍÊ-ãå íî ìîì [21]. Ä³ëÿí êà ÑÐ ì³ñòèòü âè ñî êî -
êîí ñåð âà òèâ íèé ôðàã ìåíò ç ï’ÿ òè êî äîí³â, ùî, ÿê
ïî êà çà íî äëÿ â³ðó ñó ãðàâ³ðó âàí íÿ òþ òþ íó,
â³äïîâ³äàº çà ðåïë³êàö³þ ïîò³â³ðóñ³â [11].  Çàç íà ÷åí³
ôðàã ìåí òè áóëî àìïë³ô³êî âàíî ç ïî âíî ðîçì³ðíî¿
êÄÍÊ ÂÌÒ çà äî ïî ìî ãîþ ÏËÐ, ðåçóëü òà òè ÿêî¿
ñâ³ä÷àòü ïðî íà ÿâí³ñòü ôðàã ìåíò³â, ùî â³äïîâ³äà þòü
ðîçì³ðàì êîí ñåð âà òèâ íèõ ä³ëÿ íîê (ðèñ. 2, à).

Ïðî äóê òè ÏËÐ âáó äî âó âà ëè â ÒÎÐÎ-âåê òîð òà 
òðàíñ ôîð ìó âà ëè ó êîì ïå òåíòí³ êë³òè íè E. coli.

Îñòàíí³ âèñ³âà ëè íà ñå ðå äî âè ùå LÀ ç ³íäóê òî ðîì
òðàíñ êðèïö³¿ âåê òîð íî ãî ãå íà ãà ëàê òî çè äà çè ²ÐÒG
òà ïðî äóê òîì äëÿ ðîç ùåï ëåí íÿ äà íèì ôåð ìåí òîì
Õ-gà1. Ïðè âáó äî âó âàíí³ ÏËÐ-ïðî äóê òó â ä³ëÿí êó 
ãà ëàê òî çè äà çè (1àñZ) ó Òî ðî-âåê òîð³ ãåí, ùî êî -
äóº ôåð ìåíò, áóâ ðîç³ðâà íèé ³, îò æå, íå òðàíñ êðè -
áó âàâ ñÿ ³ íå òðàíñ ëþ âàâ ñÿ. Òà êèì ÷è íîì, êë³òè íè, 
ùî ì³ñòè ëè Òî ðî-âåê òîð, íå çäàòí³ ñèí òå çó âà òè ãà -
ëàê òî çè äà çó ³ ðîç ùåï ëþ âà òè ñóá ñòðàò. ßê íà -
ñë³äîê, âî íè ôîð ìó âà ëè êî ëîí³¿ á³ëî ãî êîëü î ðó íà
â³äì³íó â³ä áëà êèò íèõ, ó ÿêèõ Õ-gà1 âçàºìîä³ÿâ ç
ôåð ìåí òîì. Äëÿ ïå ðåâ³ðêè íà ÿâ íîñò³ âáó äî âà íèõ
ôðàã ìåíò³â ç ãà çî íó êë³òèí E. coli, òðàíñ ôîð ìî âà -
íèõ ÍÑ/Topo òà CP/Topo, â³äáè ðà ëè ïî â³ñ³ì á³ëèõ 
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Ðèñ. 1. Ð³âåíü ãî ìî ëîã³¿ ì³æ íóê ëå î òèä íè ìè ïîñë³äîâ íîñ òÿ ìè ä³ëÿ -
íîê ãå íî ìó 32 â³ðóñ³â ðîäó Potyvirus. 1 – ë³òå ðà òóðí³ äàí³; 2 – ðå çóëü -
òà òè, îò ðè ìàí³ íàìè

Ðèñ. 2.  Åëåê òðî ôî ðåã ðà ìè ïðî äóêò³â
àìïë³ô³êàö³¿ ÍÑ-Ðrî (1), Ñ²Ð (2), NIb (3) i
ÑÐ (4) ç ïî âíî ðîçì³ðíî¿ êÄÍÊ â³ðóñó ìî -
çà¿ êè òóð íåï ñó (à) òà ïðî äóêò³â
àìïë³ô³êàö³¿ CIP, NIb (á) ³  HC-Pro, ÑÐ
(â) ç ÒÎÐÎ-âåê òî ðà  (íîìå ðè äîð³æîê
â³äïîâ³äà þòü çðàç êàì ç îêðå ìèõ êî -
ëîí³é, ïî ÿñ íåí íÿ â òåêñò³)



êî ëîí³é; ç ãà çî íó êë³òèí E. coli, òðàíñ ôîð ìî âà íèõ 
CIP/Topo, â³äñå ëåê òî âó âà ëè äâ³ êî ëîí³¿, à ç ãà çî íó 
êë³òèí E. coli, ùî ì³ñòè ëè NIb/Topo, â³äáè ðà ëè
ï’ÿòü ð³çíèõ êî ëîí³é òà ïðî âî äè ëè àìïë³ô³êàö³þ
âáóäî âà íèõ ä³ëÿ íîê ìå òî äîì ÏËÐ, çà ðå çóëü òà òà -
ìè ÿêî¿ ôðàã ìåí òè áó ëè ïðè ñóòí³ìè ó Òî ðî-âåê -
òîð³ òà ìà ëè ðîçì³ð, ùî â³äïîâ³äàâ ðîçì³ðó êîæ íî¿
êîí ñåð âà òèâ íî¿ ä³ëÿí êè (ðèñ. 2, á) .

ßê âåê òîð äëÿ òðàíñ ôîð ìàö³¿ ðîñ ëèí âè êî ðèñ -
òî âó âà ëè âåê òîð ðÂ²121 ðîçì³ðîì 14 òèñ. í. ç ñå -
ëåê òèâ íèì ìàð êå ðîì íå îì³öèí-ôîñ ôîò ðàí ñôå ðà çè 
II (ïðtII), ùî îá óìîâ ëþ âàâ ðå çèñ òåíòí³ñòü äî êà -
íàì³öè íó. Îêð³ì nptII, ðÂ²121 ì³ñòèâ ãåí ãëþ êó -
ðîí³äà çè (GUS), ÿêèé çàì³ùà ëè êîí ñåð âà òèâ íè ìè
ä³ëÿí êà ìè.

Ôðàã ìåí òè âèð³çà ëè ç Òîðî-âåê òî ðà, à GUS – ç
ðÂ²121. êÄÍÊ ôðàã ìåíò³â ³ ðÂ²121 áó ëî âèð³çà íî ç
àãà ðîç íî ãî ãå ëþ äëÿ åëåê òðî ôî ðå çó òà åëþ éî âà íî.

Äëÿ îò ðè ìàí íÿ âåê òî ðà ç îäí³ºþ êîí ñåð âà òèâ íîþ
ä³ëÿí êîþ îêðåì³ ôðàã ìåí òè ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb àáî ÑÐ
âáó äî âó âà ëè ó âåê òîð äëÿ òðàíñ ôîð ìàö³¿ ðîñ ëèí
ðÂ²121. Äëÿ ñòâî ðåí íÿ ïëàçì³ä ç äâî ìà ôðàã ìåí òà ìè

ÍÑ-Ðrî òà Ñ²Ð âáó äî âó âà ëè ó ðÂ²121. Áëîê ôðàã -
ìåíò³â ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð ³ NIb òà êîæ áó ëî âáó äî âà íî â
ïëàçì³äó äëÿ îäåð æàí íÿ êî íñòðóêö³¿ ç òðüî ìà êîí -
ñåð âà òèâ íè ìè ä³ëÿí êà ìè. Íà ÿâí³ñòü ôðàã ìåí òà ç
òðüîõ êîí ñåð âà òèâ íèõ ä³ëÿ íîê ó âåê òîð³ ïå ðåâ³ðÿ ëè
çà äî ïî ìî ãîþ ðåñ òðèêö³éíî ãî àíàë³çó. Äëÿ öüî ãî
â³äáè ðà ëè ø³ñòü îêðå ìèõ êî ëîí³é êë³òèí E. coli,
òðàíñ ôîð ìî âà íèõ HC-CIP-NIb/pBI121. Ó ðå çóëü -
òàò³ âèç íà ÷å íî ïðè ñóòí³ñòü ä³ëÿ íîê ÄÍÊ ç
â³äïîâ³äíèì ðîçì³ðîì ôðàã ìåíò³â (ðèñ. 3).

Òðàí ñôîð ìàö³þ êîì ïå òåí òíèõ êë³òèí
A. tumefaciens  ñóï ðî âîä æó âà ëè ïðî âå äåí íÿì ÏËÐ
äëÿ àíàë³çó íà ÿâ íîñò³ ïëàçì³ä ç êîí ñåð âà òèâ íè ìè
ä³ëÿí êà ìè. Îòðè ìàí³ äàí³ ñâ³ä÷àòü ïðî ïðè ñóòí³ñòü
ó êë³òè íàõ À. tumefaciens âåê òîð³â ç ä³ëÿí êà ìè
ðîçì³ðîì 505 í. äëÿ ÍÑ-Ðrî, 620 í. äëÿ Ñ²Ð, 580 í.
äëÿ NIb, 455 í. äëÿ ÑÐ, 1125 í. äëÿ áëî êó ôðàã -
ìåíò³â ÍÑ-Ðrî òà Ñ²Ð, 1705 í. äëÿ òðüîõ ïîºäíà -
íèõ ä³ëÿ íîê ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð ³ NIb (ðèñ. 4). 

Òà êèì ÷è íîì, íà ìè â³ä³áðà íî ãå íè ÂÌÒ, ÿê³
ðîçä³ëÿ þòü íà é âè ùèé â³äñî òîê ³äåí òè÷ íîñò³ ç 31
â³ðó ñîì ðî äó Potyvirus. Êîí ñåð âà òèâí³ ôðàã ìåí òè ÷î -
òèðü îõ ïîò³â³ðóñ íèõ ãåí³â áó ëî â³äñå ëåê òî âà íî ç óðà -
õó âàí íÿì ãî ìî ëîã³¿ íóê ëå î òèä íî¿ ïî ñë³äîâ íîñò³ òà
íà ÿâ íîñò³ âàæ ëè âèõ ôóíêö³îíàëü íèõ ä³ëÿ íîê.

Âèñ íîâ êè. Çä³éñíå íî êî íñòðó þ âàí íÿ âåê òîð³â,
ÿê³ ì³ñòÿòü îäíó êîí ñåð âà òèâ íó ä³ëÿí êó ãåí³â
ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb àáî ÑÐ â³ðó ñó ìî çà¿ êè òóð íåï ñó. Äëÿ 
ïîð³âíÿí íÿ ð³âíÿ íà áó òî¿ ðå çèñ òåí òíîñò³ òðàíñ ãåí -
íèõ ðîñ ëèí äî ïîò³â³ðóñ³â îò ðè ìà íî ìóëü òè ãåíí³
êî íñòðóêö³¿, ùî ì³ñòÿòü äâ³ êîí ñåð âà òèâí³ ä³ëÿí êè
ÍÑ-Ðrî òà Ñ²Ð ãåí³â ÂÌÒ, à òà êîæ ñòâî ðå íî âåê òî ðè ç
òðüî ìà êîí ñåð âà òèâ íè ìè ôðàã ìåí òà ìè ãåí³â ÍÑ-Ðrî,
Ñ²Ð ³ NIb. Îäíî-, äâî- òà òðè ãåíí³ êî íñòðóêö³¿ îäåð æà -
íî â òðàíñ ôîð ìî âà íèõ êë³òè íàõ À. tumefaciens.

I. V. Korniichuk, V. P. Polischuk, S. D. Yeh

Construction of vectors for plant transformation in order to confer

resistance to potyviruses

Summary

Genes HC-Pro, CIP, NIb, and CP are known to be the most
conservative in genome of the potyviruses.  The comparison of
nucleotide sequences of these genes for 32 viruses of Potyvirus genus
was carried out.  The fragments with the highest percent of identity
were selected, amplified from full size cDNA of Turnip mosaic virus
(TuMV), and inserted into a high-copy TOPO-vector, used for the
transformation of competent Escherichia coli cells.  The
construction of vectors for plant transformation on the basis of
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Ðèñ. 3. Åëåê òðî ôî ðåç ïðî äóêò³â ðåñ òðèêö³¿ äëÿ âèç íà ÷åí íÿ íà ÿâ -
íîñò³ HC-CIP-N²b ó pBI121 (íîìå ðè äîð³æîê â³äïîâ³äà þòü çðàç êàì ç
îêðå ìèõ êî ëîí³é, ïî ÿñ íåí íÿ â òåêñò³)

Ðèñ. 4. Åëåê òðî ôî ðåã ðà ìà ðå çóëü òàò³â ÏËÐ íà ïðè ñóòí³ñòü HC-Pro
(1), CIP (2), N²b (3), CP (4), HC-CIP (5), HC-CIP-N²b (6) â
A. tumefaciens. À, Ï – ôðàã ìåí òè, âèç íà ÷åí³ â A. tumefaciens ³ â
ïëàçì³ä³ ç E. coli â³äïîâ³äíî  



commercial vector pBI121 was performed.  cDNA corresponding to
one separate (HC-Pro, CIP, NIb or CP), two (HC-Pro and CIP),
and three (HC-Pro, CIP, and NIb) conservative regions was
inserted into the vector.  The transformed cells of Agrobacterium

tumefaciens carrying plasmids pBI121 were obtained.
Keywords: potyviruses, resistance, cDNA, PCR, plant

transformation.

È. Â. Êîð íåé ÷óê, Â. Ï. Ïî ëè ùóê, Ø. Ä. Éå

Ñîç äà íèå âåê òî ðîâ òðàíñ ôîð ìà öèè ðàñ òå íèé äëÿ ïî ëó ÷å íèÿ

óñòîé ÷è âîñ òè ê ïî òè âè ðó ñàì 

Ð å  ç þ  ì å

Íà è áî ëåå êîí ñåð âà òèâ íû ìè ñðå äè âñåõ ó÷àñ òêîâ ãå íî ìà ïî òè âè -
ðó ñîâ ÿâ ëÿ þò ñÿ ãåíû ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb è ÑÐ. Ïðî âå äå íî ñðàâ íå -
íèå íóê ëå î òèä íîé ïî ñëå äî âà òåëü íîñ òè äàí íûõ ãå íîâ ó 32
âè ðó ñîâ ðîäà Potyvirus è îòî áðà íû îá ëàñ òè, îò ëè ÷à þ ùè å ñÿ ñà -
ìûì âû ñî êèì ïðî öåí òîì èäåí òè÷ íîñ òè. Îáëàñ òè àì ïëè ôè öè -
ðî âàëè ñ ïî ëíî ðàç ìåð íîé êÄÍÊ âè ðó ñà ìî çà è êè òóð íåï ñà
(ÂÌÒ) è âñòðàèâàëè â âû ñî êî êî ïèé íûé ÒÎÐÎ-âåê òîð, êî òî -
ðûì òðàíñ ôîð ìè ðî âàëè êîì ïå òåí òíûå êëåò êè Åscherichia col³.
Ñêîíñòðóèðîâàíû âåê òî ðû òðàíñ ôîð ìà öèè ðàñ òå íèé íà îñíî -
âå êîì ìåð ÷åñ êîé ïëàç ìè äû ðÂ²121, â êî òî ðîé âñòðî å íû êÄÍÊ
îò äåëü íî îäíîãî (ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð, NIb èëè ÑÐ), äâóõ (ÍÑ-Ðrî è Ñ²Ð) è
òðåõ (ÍÑ-Ðrî, Ñ²Ð è NIb) êîí ñåð âà òèâ íèõ ó÷àñ òêîâ ãå íîâ ÂÌÒ.
Ïî ëó ÷å íû òðàíñ ôîð ìè ðî âàí íûå êëåò êè Agrobacterium
tumefaciens, íå ñó ùèå ðÂ²121.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà:  ïî òè âè ðóñû, ðå çèñ òåíòíîñòü, êÄÍÊ,
ÏÖÐ, òðàíñ ôîð ìà öèÿ ðàñ òå íèé.
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