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(57) 1. Послідовність ДНК, яка має здатність за-

безпечувати експресію зв'язаної з нею нуклеотид-
ної послідовності, де послідовність ДНК включає 
нуклеотидну послідовність, представлену в SEQ 
ID NO:1. 
2. Послідовність ДНК за п. 1, де послідовність ДНК 
включає нуклеотидну послідовність, представлену 
в SEQ ID NO:2. 
3. Послідовність ДНК за п. 1, де послідовність ДНК 
включає нуклеотидну послідовність, представлену 
в SEQ ID NO:3. 
4. Послідовність ДНК за п. 1, де послідовність ДНК 
включає нуклеотидну послідовність, представлену 
в SEQ ID NO:4. 
5. Послідовність ДНК за п. 1, де послідовність ДНК 
включає нуклеотидну послідовність, представлену 
в SEQ ID NO:5. 

6. Послідовність ДНК за п. 1, де послідовність ДНК 
включає нуклеотидну послідовність, представлену 
в SEQ ID NO:6. 
7. Послідовність ДНК, яка має здатність забезпе-
чувати експресію зв'язаної з нею нуклеотидної 
послідовності і яка гібридизується в строгих умо-
вах з будь-якою з послідовностей SEQ ID NO:1, 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID 
NO:5 або SEQ ID NO:6. 
8. Послідовність ДНК за п. 1, де вказана послідов-
ність ДНК включає нуклеотидну послідовність, 
вибрану з групи,  яка включає SEQ ID NO:2, SEQ 
ID NO:3, SEQ ID NO:4 і SEQ ID NO:20, і де вказана 
послідовність ДНК додатково містить на 3'-кінці 
нуклеотидну послідовність, наведену в SEQ ID 
NO:5. 
9. Послідовність ДНК за п. 1, де вказана послідов-
ність ДНК включає нуклеотидну послідовність, 
вибрану з групи,  яка включає SEQ ID NO:2, SEQ 
ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:19  і SEQ ID 
NO:20, і де вказана послідовність ДНК додатково 
містить на 5'-кінці нуклеотидну послідовність, на-
ведену в SEQ ID NO:6. 
10. Рекомбінантна молекула ДНК, яка включає 
послідовність ДНК за будь-яким з пп. 1-9, функці-
онально зв'язану з нуклеотидною послідовністю, 
що представляє інтерес. 
11. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 10, де нук-
леотидна послідовність, що представляє інтерес, 
включає кодувальну послідовність. 
12. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 11, де ко-
дувальна послідовність кодує потрібну фенотипі-
чну ознаку. 
13. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 12, де ко-
дувальна послідовність кодує протеїн, який за-
безпечує позитивну вибіркову перевагу клітинам, 
які трансформовані вказаною кодувальною послі-
довністю. 
14. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 12 або 13, 
де кодувальна послідовність кодує протеїн, який 
надає метаболічну перевагу клітинам, які транс-
формовані вказаною кодувальною послідовністю, 
що полягає в здатності метаболізувати сполуку, 
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яка являє собою манозу або ксилозу, або їх похід-
не, або попередник, або субстрат протеїну, або 
яка може метаболізуватися клітинами, які транс-
формовані вказаною кодувальною послідовністю, 
з утворенням такого субстрату. 
15. Рекомбінатна молекула ДНК за п. 14, де коду-
вальна послідовність кодує фермент, вибраний із 
групи, яка включає ксилоізомерази, фосфоманоі-
зомерази, манозо-6-фосфатізомеразу, манозо-1-
фосфатізомеразу, фосфоманомутазу, манозо-
епімеразу, манозо- або ксилозофосфатазу, мано-
зо-6-фосфатазу, манозо-1-фосфатазу і манозо- 
або ксилозопермеазу. 
16. Рекомбінантна молекула за п. 15, де кодува-
льна послідовність кодує фосфомано-ізомеразу. 
17. Рекомбінатна молекула ДНК за п. 11, у якій 
кодувальна ділянка є нетрансльованою. 
18. Рекомбінантна  молекула ДНК за п. 17, де не-
трансльована кодувальна  ділянка походить з 
вірусного гена. 
19. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 18, де віру-
сний ген походить з TSWV, зокрема з NP-гена 
TSWV. 
20. Рекомбінатна молекула ДНК за п. 11, де коду-
вальна послідовність знаходиться в антисмисло-
вій орієнтації. 
21. Експресійний вектор ДНК, який включає послі-
довність ДНК за будь-яким з пп. 1-9 або рекомбі-
нантну молекулу ДНК за будь-яким з пп. 10-20. 
22. Експресійний вектор ДНК за п. 21, де експре-
сійний вектор ДНК являє собою pNOV2819. 
23. Експресійний вектор ДНК за п. 21, де експре-
сійний вектор ДНК являє собою pNOV2820. 
24. Експресійний вектор ДНК за будь-яким з пп. 
21-23, в якому послідовність ДНК за будь-яким з 
пп. 1-9 функціонально зв'язана з нуклеотидною 
послідовністю, що представляє інтерес, і друга 
послідовність ДНК за будь-яким з пп. 1-3 функціо-
нально зв'язана з нуклеотидною послідовністю, 
що представляє інтерес. 
25. Експресійний вектор ДНК за п. 24, який має 
здатність змінювати експресію вірусного геному. 
26. Експресійний вектор ДНК за п. 25, який вклю-
чає першу послідовність ДНК, що має здатність 
експресувати у клітині фрагмент смислової РНК 
вказаного вірусного геному або частини його, і 

другу послідовність ДНК, що має здатність екс-
пресувати у клітині фрагмент антисмислової РНК 
вказаного вірусного геному або частини його, де 
фрагмент смислової РНК і фрагмент антисмисло-
вої РНК мають здатність утворювати дволанцюго-
ву РНК. 
27. Експресійний вектор ДНК за п. 26, де вірус 
вибирають із групи, яка включає тосповіруси, по-
тівіруси, потексвіруси, тобамовіруси, лутеовіруси, 
кукумовіруси, бромовіруси, клостеовіруси, томбу-
свіруси і фуровіруси. 
28. Експресійний вектор ДНК за п. 27, де послідо-
вність ДНК містить нуклеотидну послідовність, 
отриману з гена протеїну вірусної оболонки, гена 
вірусного нуклеокапсидного протеїну, гена вірус-
ної реплікази або гена протеїну, що забезпечує 
рух вірусу, або їх частин. 
29. Експресійний вектор ДНК за п. 28, де послідо-
вність ДНК одержують з вірусу плямистого в'янен-
ня томатів (TSWV). 
30. Експресійний вектор ДНК за п. 29, де ДНК 
одержують з гена нуклеокапсидного протеїну. 
31. Клітина-хазяїн, стабільно трансформована 
послідовністю ДНК за будь-яким з пп. 1-9 або ре-
комбінантною молекулою ДНК за будь-яким з пп. 
10-20, або експресійним вектором ДНК за будь-
яким з пп. 21-30. 
32. Клітина-хазяїн за п. 31, де клітина-хазяїн яв-
ляє собою рослинну клітину. 
33. Рослина і її потомство, стабільно трансфор-
мовані послідовністю ДНК за будь-яким з пп. 1-9 
або рекомбінантною молекулою ДНК за будь-яким 
з пп. 10-20,  або експресійним вектором ДНК за 
будь-яким з пп. 21-30. 
34. Рослина за п. 33, вибрана з групи, яка включає 
кукурудзу, пшеницю, сорго, жито, овес, газонну 
траву, рис, ячмінь, сою, бавовник, тютюн, цукро-
вий буряк і олійний рапс. 
35. Спосіб одержання послідовності ДНК за п. 1, 
де ДНК одержують за допомогою полімеразної 
ланцюгової реакції з використанням принаймні 
одного олігонуклеотиду, який являє собою фраг-
мент, що складається з 15 або більше послідов-
них пар основ нуклеотидної послідовності, пред-
ставленої в SEQ ID NO:1. 

 

 
Даний винахід стосується нових послідовнос-

тей ДНК, які функціонують як промотори транскри-
пції зв'язаних з ними нуклеотидних послідовностей 
у рослинах. Більш конкретно, винахід стосується 
нових промоторів, які забезпечують конститутивну 
експресію зв'язаних з ними послідовностей, що 
представляють інтерес. 

В галузі сільського господарства постійно існує 
необхідність у модифікації рослин відповідно до 
певних потреб. Одним зі шляхів вирішення цієї 
задачі є застосування сучасних методів генної 
інженерії. Наприклад, у результаті введення в ро-
слину гена, що представляє інтерес, рослину мож-
на специфічно модифікувати таким чином, щоб 
вона набула потрібну фенотипічну ознаку. Для 
цього, як правило, рослини трансформують гете-
рологічним геном, що включає промоторну ділян-

ку, кодувальну ділянку і термінуючу ділянку. При 
генетичному конструюванні гетерологічного гена, 
призначеного для експресії в рослинах, вирішаль-
ним фактором є вибір промотору. У той час як для 
деяких генів доцільно, щоб їх експресія відбувала-
ся лише у відповідь на вплив певних стимулів або 
була зосереджена у певних типах клітин або тка-
нинах, для інших генів більш переважною є кон-
ститутивна експресія, тобто експресія, яка відбу-
вається в рослині постійно й у більшій частині 
тканин і органів. Раніше для конститутивної екс-
пресії гетерологічних генів у рослинах широко ви-
користовували промотор 35S вірусу мозаїки цвіт-
ної капусти (промотор 35S CaMV). Однак існують 
ситуації, коли потрібно застосовувати альтернати-
вні промотори. Відповідно до цього основною за-
дачею даного винаходу є створення таких альтер-
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нативних промоторів для експресії в рослинах ну-
клеотидної послідовності, що представляє інтерес. 
У винаході запропоновані також рекомбінантні 
молекули ДНК, експресійні вектори і трансгенні 
рослини, які містять промотори за даним винахо-
дом. 

Відповідно до вищевикладеного у винаході за-
пропонована: послідовність ДНК, яка має здатність 
здійснювати експресію зв'язаної з нею нуклеотид-
ної послідовності, де вказану послідовність ДНК 
можна одержувати з геному вірусу жовтого скру-
чування листя цестрових (CmYLCV). Переважною 
є послідовність ДНК, яку можна одержувати з про-
мотору первинного транскрипту CmYLCV і яка 
включає нуклеотидну послідовність, представлену 
в SEQ ID NO: 1. 

Зокрема, запропоновані наступні послідовнос-
ті ДНК: 

- послідовність ДНК, яка включає нуклеотидну 
послідовність, представлену в SEQID NO:2, 

- послідовність ДНК, яка включає нуклеотидну 
послідовність, представлену в SEQ ID NO:3, 

- послідовність ДНК, яка включає нуклеотидну 
послідовність, представлену в SEQID NO:4, 

- послідовність ДНК, яка включає нуклеотидну 
послідовність, представлену в SEQID NO:5, 

- послідовність ДНК, яка включає нуклеотидну 
послідовність, представлену в SEQID NO:6, 

- послідовність ДНК, яка гібридизується в стро-
гих умовах з будь-якою з послідовностей, пред-
ставлених у SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5 або SEQ ID 
NO:6, зокрема, коли вказана вище послідовність 
ДНК включає нуклеотидну послідовність, предста-
влену в SEQ ID NO:19 або SEQ ID NO:20. 

Винахід стосується також послідовностей ДНК, 
які включають фрагмент, що включає принаймні 
50 послідовних нуклеотидів, що переважно вклю-
чає від приблизно 400 основ до приблизно 650 
основ, більш переважно від приблизно 200 основ 
до приблизно 400 основ і найбільш переважно 
приблизно 350 основ SEQ ID NO:1, при цьому пос-
лідовності ДНК мають здатність забезпечувати 
експресію зв'язаних з ними нуклеотидних послідо-
вностей. 

Відповідно до одного з конкретних варіантів 
здійснення послідовність фрагмента, що включає 
принаймні 50 послідовних нуклеотидів, що пере-
важно включає від приблизно 400 основ до приб-
лизно 650 основ, більш переважно від приблизно 
200 основ до приблизно 400 основ і найбільш пе-
реважно приблизно 350 основ, принаймні на 75%, 
переважно на 80%, більш переважно на 90% і 
найбільш переважно на 95% ідентична до послі-
довності фрагмента, що включає принаймні 50 
послідовних нуклеотидів, переважно включає від 
приблизно 400 основ до приблизно 650 основ, 
більш переважно від приблизно 200 основ до при-
близно 400 основ і найбільш переважно приблизно 
350 основ SEQ ID NO:1. 

Винахід стосується також рекомбінантних мо-
лекул ДНК, які включають ділянку промотору пер-
винного транскрипту, виділену з вірусу жовтого 
скручування листя цестрових. Крім того, у винахо-
ді запропоновані рекомбінантні молекули ДНК і 
касети експресії ДНК, які включають послідовність 

ДНК за винаходом, функціонально зв'язану з нук-
леотидною послідовністю, яка представляє інте-
рес. Винахід стосується також експресійних векто-
рів ДНК, які включають рекомбінантну ДНК і касети 
експресії відповідно. 

Зокрема, запропоновані рекомбінантні моле-
кули ДНК і касети експресії ДНК, у яких нуклеотид-
на послідовність, що представляє інтерес, вклю-
чає кодувальну ділянку, насамперед 

- кодувальну послідовність, яка кодує необхід-
ну фенотипічну ознаку, 

- кодувальну послідовність, яка кодує ген се-
лектованого або придатного для скринінгу марке-
ра, 

- кодувальну послідовність, яка кодує протеїн, 
що зумовлює стійкість до антибіотиків, стійкість до 
вірусів, стійкість до комах, стійкість до хвороб або 
стійкість до інших шкідників, толерантність до гер-
біцидів, підвищену поживну цінність, поліпшені 
характеристики при промисловій переробці або 
змінену репродуктивну здатність, 

- кодувальну послідовність, яка кодує протеїн, 
що надає позитивну вибіркову перевагу клітинам, 
трансформованим вказаною кодувальною послі-
довністю, 

- кодувальну послідовність, яка кодує протеїн, 
що надає метаболічну перевагу клітинам, транс-
формованим вказаною кодувальною послідовніс-
тю, яка полягає в здатності здійснювати метабо-
лізм сполуки, де сполука представляє собою 
манозу або ксилозу або їх похідне або попередник, 
або субстрат протеїну, або яка може метаболізу-
ватися клітинами, трансформованими кодуваль-
ною послідовністю, з утворенням такого субстрату, 

- кодувальну послідовність, яка кодує фер-
мент, вибраний із групи, яка включає ксило-
ізомерази, фосфомано-ізомеразу, манозо-6-
фосфат-ізомеразу, манозо-1-фосфат-ізомеразу, 
фосфомано-мутазу, манозо-епімеразу, манозо- 
або ксилозо-фосфатазу, манозо-6-фосфатазу, 
манозо-1-фосфатазу і манозо- або ксилозо-
пермеазу, 

- кодувальну послідовність, яка кодує фосфо-
манозо-ізомеразу, 

- кодувальну ділянку, яка є нетрансльованою, 
- нетрансльовану кодувальну ділянку, з вірус-

ного геному, зокрема з TSWV (вірусу плямистого 
в'янення томатів), більш переважно з NP-гена 
TSWV, 

- кодувальну послідовність, яка кодує в росли-
нах важливі з комерційної точки зору ферменти 
або метаболіти, 

кодувальну послідовність, яка знаходиться в 
антисмисловій орієнтації. 

Винахід стосується також експресійних векто-
рів ДНК, які включають вказані вище послідовність 
ДНК або рекомбінантну молекулу ДНК. У конкрет-
ному варіанті здійснення винаходу експресійний 
вектор ДНК представляє собою pNOV2819 або 
pNOV2819. Крім того, винахід стосується експре-
сійних векторів ДНК, які включають першу послі-
довність ДНК за винаходом, функціонально зв'я-
зану з нуклеотидною послідовністю, що 
представляє інтерес, і другу послідовність ДНК за 
винаходом, функціонально зв'язану з нуклеотид-
ною послідовністю, що представляє інтерес. Від-
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повідно до конкретного варіанта здійснення вина-
ходу вказані вище експресійні вектори ДНК мають 
здатність змінювати експресію вірусного геному. 

Згідно із ще одним конкретним варіанту здійс-
нення вказаний вище експресійний вектор ДНК 
включає першу послідовність ДНК, яка має здат-
ність забезпечувати експресію в клітині фрагмента 
смислової PHK вірусного геному або його частини, 
і другу послідовність ДНК, що має здатність забез-
печувати експресію в клітині фрагмента антисмис-
лової PHK вірусного геному або його частини, 
причому фрагмент смислової PHK і фрагмент ан-
тисмислової PHK мають здатність утворювати 
дволанцюгову РНК. 

У винаході запропоновані експресійні вектори, 
які відрізняються тим, 

що 
- вірус вибирають із групи, яка включає тоспо-

віруси, потівіруси, потексвіруси, тобамовіруси, лу-
теовіруси, кукумовіруси, бромовіруси, клостеорві-
руси, томбусвіруси і фуровіруси, 

- послідовності ДНК включають нуклеотидну 
послідовність, яка походить з гена протеїну вірус-
ної оболонки, гена вірусного нуклеокапсидного 
протеїну, гена вірусної реплікази або гена протеї-
ну, що забезпечує рух вірусу, або їх частин, 

- послідовність ДНК одержують з вірусу пля-
мистого в'янення томатів (TSWV), 

- послідовність ДНК одержують з гена нуклео-
капсидного протеїну. 

Винахід стосується також клітин-хазяїнів, ста-
більно трансформованих послідовністю ДНК, ре-
комбінантною молекулою ДНК або експресійним 
вектором ДНК за винаходом. Зокрема, де 

- клітина-хазяїн представляє собою бактерію, 
- клітина-хазяїн представляє собою рослинну 

клітину, 
- клітина-хазяїн представляє собою рослинну 

клітину, вибрану з групи, яка включає клітини рису, 
кукурудзи, пшениці, ячмені, жита, солодкої картоп-
лі, цукрової кукурудзи, бобів, гороху, цикорію, са-
лату, капусти, цвітної капусти, брокколі, турнепсу, 
редису, шпинату, спаржі, цибулі, часнику, перцю, 
селери, гарбуза великоплідного, гарбуза пепо, 
коноплі, цукіні, яблуні, груші, айви, дині, сливи, 
вишні, персика, нектарина, абрикоса, суниці, вино-
граду, малини, ожини, ананаса, авокадо, папайї, 
манго, банана, сої, томатів, сорго, цукрового оче-
рету, цукрового буряка, соняшника, рапсу, коню-
шини, тютюну, моркви, бавовнику, люцерни, кар-
топлі, баклажана, огірка, Arabidopsis thaliana і 
деревних рослин, таких як хвойні і листяні дерева, 
але насамперед, рису, кукурудзи, пшениці, ячме-
ню, капусти, цвітної капусти, перцю, гарбуза вели-
коплідного, дині, сої, томатів, цукрового буряка, 
соняшника або бавовнику, переважно рису, куку-
рудзи, пшениці, Sorghum bicolor, їжі збірної, цукро-
вого буряка і сої, 

- клітина-хазяїн представляє собою рослинну 
клітину дводольної рослини, 

- клітина-хазяїн представляє собою рослинну 
клітину дводольної рослини, вибраної з групи, яка 
включає сою, бавовник, тютюн, цукрову буряк і 
олійний рапс, 

- клітина-хазяїн представляє собою рослинну 
клітину однодольної рослини, 

- клітина-хазяїн представляє собою рослинну 
клітину однодольної рослини, вибраної з групи, 
яка включає кукурудзу, пшеницю, сорго, жито, 
овес, газонну траву, рис і ячмінь. 

Крім того, винахід стосується рослин і їх по-
томства, включаючи насіння, стабільно трансфор-
мованих послідовністю ДНК, рекомбінантною мо-
лекулою ДНК або експресійним вектором ДНК за 
винаходом. Зокрема, де 

- рослини вибирають із групи, яка включає рис, 
кукурудзу, пшеницю, ячмінь, жито, СОЛОДКУ карто-
плю, цукрову кукурудзу, боби, горох, цикорій, са-
лат, капусту, цвітну капусту, брокколі, турнепс, 
редис, шпинат, спаржу, цибулю, часник, перець, 
селеру, гарбуз великоплідний, гарбуз пепо, коноп-
лі, цукіні, яблуню, грушу, айву, диню, сливу, виш-
ню, персик, нектарин, абрикос, суницю, виноград, 
малину, ожину, ананас, авокадо, папайю, манго, 
банан, сою, томати, сорго, цукровий очерет, цук-
ровий буряк, соняшник, рапс, конюшину, тютюн, 
моркву, бавовник, люцерну, картоплю, баклажан, 
огірок, Arabidopsis thaliana і деревні рослини, такі 
як хвойні і листяні дерева, але насамперед рис, 
кукурудзу, пшеницю, ячмінь, капусту, цвітну капус-
ту, перець, гарбуз великоплідний, диню, сою, то-
мати, цукровий буряк, соняшник або бавовник, 
переважно рис, кукурудзу, пшеницю, Sorghum 
bicolor, їжу збірну, цукровий буряк і сою. 

У винаході описано також 
- застосування послідовності ДНК за винахо-

дом для експресії нуклеотидної послідовності, що 
представляє інтерес, 

- спосіб одержання послідовності ДНК за ви-
находом, де ДНК одержують за допомогою полі-
меразної ланцюгової реакції, причому принаймні 
один із застосовуваних олігонуклеотидів включає 
послідовність нуклеотидів, що представляє собою 
фрагмент, який включає 15, 18, 20, 22, 24 або бі-
льше послідовних пар основ SEQ ID NO:1. 

З метою більш ясного і правильного розуміння 
опису і формули винаходу нижче наведені наступ-
ні визначення: 

CmYLCV: вірус жовтого скручування листя це-
стрових.  

Перебудова ДНК: перебудова ДНК представ-
ляє собою метод, призначений для швидкої, прос-
тої і ефективної інтродукції перерозподілів, пере-
важно випадковим чином, у молекулу ДНК або для 
одержання обмінів послідовностями ДНК між дво-
ма або більшою кількістю молекул ДНК, переваж-
но випадковим чином. Молекула ДНК, отримана в 
результаті перебудови ДНК, є перебудованою мо-
лекулою ДНК, яка представляє собою молекулу 
ДНК, що не зустрічається в природних умовах, 
отриману на основі принаймні однієї молекули 
ДНК-матриці. 

Експресія: означає транскрипцію і/або транс-
ляцію ендогенного гена або трансгена в рослинах. 
У випадку, наприклад, антисмислових конструкцій 
поняття "експресія" може стосуватися транскрипції 
лише антисмислової ДНК. 

Функціонально еквівалентна послідовність: 
означає послідовність ДНК, яка має промоторну 
активність, практично аналогічну активності про-
мотору первинного транскрипту CmYLCV або його 
частини і яка гібридизується в стpогих умовах із 
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вказаними промоторними послідовностями. 
Ген: означає кодувальну послідовність і зв'я-

зану з нею регуляторну послідовність, причому 
кодувальна послідовність транскрибується з утво-
ренням РНК, такої як мРНК, рРНК, тРНК, snPHK 
(М.я.РНК), смислова PHK або антисмислова РНК. 
Прикладами регуляторних послідовностей є про-
моторні послідовності, 5'- і 3'-нетрансльовані пос-
лідовності і термінуючі послідовності. Можуть бути 
присутніми інші елементи, наприклад, інтрони. 

Ген, що представляє інтерес: означає будь-
який ген, який при перенесенні в рослину надає 
рослині потрібну властивість, таку як стійкість до 
антибіотиків, стійкість до вірусів, стійкість до ко-
мах, стійкість до хвороб або стійкість до інших шкі-
дників, толерантність до гербіцидів, підвищену 
поживну цінність, поліпшені характеристики при 
промисловій переробці або змінену репродуктивну 
здатність. «Ген, що представляє інтерес» може 
також представляти собою ген, який переносять у 
рослини для одержання в них цінних комерційної 
точки зору ферментів або метаболітів. 

Гетерологічний: у контексті даного опису озна-
чає відмінний від такого, що зустрічається в при-
родних умовах або синтетичного походження. На-
приклад, якщо клітину-хазяїна трансформують 
нуклеотидною послідовністю, яка не зустрічається 
в нетрансформованій клітині-хазяїні, то вважаєть-
ся, що нуклеотидна послідовність є гетерологіч-
ною відносно клітини-хазяїна. Застосовувана для 
трансформації нуклеїнова кислота може містити 
гетерологічний промотор, гетерологічну кодуваль-
ну послідовність або гетерологічну термінуючу 
послідовність. В іншому варіанті застосовувана 
для трансформації нуклеїнова кислота може бути 
повністю гетерологічною або може включати будь-
яку можливу комбінацію гетерологічних і ендоген-
них нуклеотидних послідовностей. 

Лідерна ділянка: ділянка гена між сайтом ініці-
ації транскрипції і сайтом ініціації трансляції. 

Маркерний ген: стосується гена, який кодує 
селектовану ознаку або ознаку, яку можна виявля-
ти шляхом скринінгу. 

Функціонально зв'язаний/з'єднаний з: вважа-
ється, що регуляторна послідовність ДНК «функці-
онально зв'язана з» або «з'єднана з» послідовніс-
тю ДНК, яка кодує PHK або протеїн, якщо дві 
послідовності розташовані так, що регуляторна 
послідовність ДНК впливає на рівень експресії 
кодувальної послідовності ДНК. 

Рослина: стосується будь-якої рослини, зок-
рема насіннєвого матеріалу рослин. 

Рослинна клітина: структурна і фізіологічна 
одиниця рослини, яка включає протопласт і клі-
тинну оболонку. Рослинна клітина може знаходи-
тися у формі виділеної окремої клітини або куль-
тивованої клітини або представляти собою 
частину високоорганізованої одиниці, такої, напри-
клад, як тканина рослини або орган рослини. 

Рослинний матеріал: стосується листя, сте-
бел, коренів, квітів або частин квітів, плодів, пилку, 
пилкових трубок, насінних зачатків, зародкових 
мішків, яйцеклітин, зигот, зародків, насіння, відсад-
ків, культур клітин або тканин або будь-якої іншої 
частини або продукту рослини. 

Промотор: означає послідовність ДНК, яка іні-

ціює транскрипцію зв'язаної з нею послідовності 
ДНК. Промоторна ділянка може також включати 
елементи, які діють як регулятори експресії гена, 
такі як активатори, енхансери і/або репресори, і 
може включати всю 5'-нетрансльовану лідерну 
послідовність або її частину. 

Рекомбінантна молекула ДНК: комбінація пос-
лідовностей ДНК, які з'єднані разом за допомогою 
методу рекомбінатної ДНК. 

Метод рекомбінатної ДНК: процедури, засто-
совувані для об'єднання послідовностей ДНК, опи-
сані, наприклад, у Sambrook і ін., Cold Spring 
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
1989. 

Маркерний ген, який можна виявляти шляхом 
скринінгу (придатний для скринінгу маркерний 
ген): стосується гена, експресія якого не надає 
вибіркової переваги трансформованій клітині, але 
експресія якого приводить до фенотипічної відмін-
ності трансформованої клітини від нетрансформо-
ваних клітин. 

Селектований маркерний ген: означає ген, 
експресія якого в клітині рослини надає клітині 
вибіркової переваги. Вибіркова перевага, яку ма-
ють клітини, трансформовані селектованим мар-
керним геном, у порівнянні з нетрансформованими 
клітинами може полягати в їх здатності рости в 
присутності негативного агента селекції, такого як 
антибіотик або гербіцид. Вибіркова перевага, яку 
мають трансформовані клітини в порівнянні з не-
трансформованими клітинами, може полягати в їх 
посиленій або знову набутій здатності використо-
вувати додану сполуку як поживну речовину, фак-
тор росту або енергетичне джерело. Поняття "се-
лектований маркерний ген" стосується також гена 
або комбінації генів, експресія яких у рослинній 
клітині в присутності селективного агента в порів-
нянні з відсутністю селективного агента, позитивно 
впливає на трансформовану рослинну клітину і 
негативно впливає на нетрансформовану рослин-
ну клітину, наприклад, у відношенні росту, що на-
дає трансформованій рослинній клітині позитивну 
вибіркову перевагу. 

Ідентичність послідовностей: відсоток ідентич-
ності послідовностей визначають з використанням 
комп'ютерних програм, заснованих на алгоритмах 
динамічного програмування. Комп'ютерні програ-
ми, які є переважними для застосування в рамках 
даного винаходу, включають комплекс пошукових 
програм BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool), призначених для дослідження будь-яких 
доступних баз даних про послідовності незалежно 
від того, чи представляє собою розглянута послі-
довність амінокислотну послідовність протеїну або 
послідовність ДНК. Версію BLAST 2.0 (версія 
BLAST, у якій враховуються проломи) цього ком-
плексу програм можна одержати Інтернетом (сайт, 
який зараз функціонує: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Цей комплекс 
програм заснований на евристичному алгоритмі, 
призначеному для локального пошуку на відміну 
від алгоритмів глобального порівняння, і тому до-
зволяє встановлювати зв'язок між послідовностя-
ми, які мають лише ізольовані ділянки. Бали, що 
одержують з використанням пошукових програм 
BLAST, добре піддаються статистичній інтерпре-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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тації. Для таких програм як необов'язкові парамет-
ри переважно використовують параметри, що за-
даються за замовчуванням. 

Трансформація: стосується інтродукції нуклеї-
нової кислоти в клітину. Зокрема, поняття стосу-
ється стабільної інтеграції молекули ДНК у геном 
організму, що представляє інтерес.  

TSWV: вірус плямистого в'янення томатів. 
Даний винахід стосується послідовностей 

ДНК, які одержують з геному вірусу жовтого скру-
чування листя цестрових (CmYLCV). Переважними 
є послідовності ДНК, які одержують із промотору 
первинного транскрипту CmYLCV, що має здат-
ність забезпечувати експресію зв'язаної з ним нук-
леотидної послідовності, що представляє інтерес. 
Під обсяг винаходу підпадають також функціона-
льні і/або стpуктурні еквіваленти послідовностей 
ДНК. Таким чином, винахід стосується послідовно-
стей ДНК, які функціонують як промотори транск-
рипції зв'язаних з ними нуклеотидних послідовнос-
тей. Промоторона ділянка може включати також 
елементи, які діють як регулятори експресії генів, 
такі як активатори, енхансери і/або репресори, і 
можуть включати 5'-нетрансльовану лідерну пос-
лідовність транскрибованої мРНК. 

Відповідно до переважного варіанту здійснен-
ня винаходу послідовність ДНК забезпечує консти-
тутивну експресію зв'язаної з нею нуклеотидної 
послідовності. Поняття «конститутивна експресія» 
означає, що експресія нуклеотидної послідовності, 
що представляє інтерес, відбувається в усі момен-
ти часу і практично у всіх тканинах і органах. При 
аналізі короткочасної експресії при використанні як 
зв'язаної послідовності репортерного гена GUS 
або CAT встановлено, що послідовність ДНК за 
винаходом забезпечує високий рівень експресії 
репортерного гена GUS або CAT. Таким чином, 
послідовність ДНК за винаходом можна застосо-
вувати для забезпечення високого рівня експресії 
зв'язаної з нею нуклеотидної послідовності, що 
представляє інтерес, що переважно представляє 
собою кодувальну послідовність. Як очевидно фа-
хівцю в даній галузі, зв'язану кодувальну послідо-
вність, що представляє інтерес, можна експресу-
вати у смисловій і антисмисловій орієнтації. Крім 
того, кодувальна послідовність, що представляє 
інтерес, може бути гетерологічною або гомологіч-
ною відносно рослини, яка підлягає трансформа-
ції. У випадку гомологічної кодувальної послідов-
ності, послідовність ДНК за винаходом можна 
застосовувати для ектопічної експресії вказаної 
послідовності. Відповідно до одного з конкретних 
варіантів здійснення винаходу експресія кодува-
льної послідовності, що представляє інтерес, під 
контролем послідовності ДНК за винаходом приг-
нічує власну експресію і вихідну копію гена шля-
хом процесу, що називається косупресією. 

Промотори за даним винаходом можна одер-
жувати з геномної ДНК вірусу жовтого скручування 
листя цестрових (CmYLCV), яку можна виділяти, 
наприклад, із заражених рослин Cestrum parqui. 
Уражені CmYLCV рослини Cestrum parqui виявля-
ють за наявністю листкової мозаїки і деформова-
них зморшкуватих листків. Потім цю ДНК секвену-
ють і аналізують. Порівняння послідовності з 
послідовностями в базі даних дозволило встано-

вити, що геномна організація CmYLCV відповідає 
одному з інших представників родини Caulimovirus. 
CmYLCV містить 8 відкритих рамок зчитування. 
Порівняння послідовності продуктів гена CmYLCV 
виявило, що продукт гена І бере участь у русі все-
редині клітини; ген А кодує невеликий протеїн не-
відомої функції; ген В кодує фактор, необхідний 
для перенесення вірусу попелицями; ген C кодує 
протеїн, зв'язаний з віріоном; ген IV кодує основ-
ний капсидний протеїн; ген V кодує зворотну тран-
скриптазу і ген VI активує в транс-орієнтації транс-
ляцію первинного транскрипту вірусних генів. 
Найбільший інтерес представляє так званий про-
мотор первинного транскрипту CmYLCV. 

Як очевидно фахівцю в даній галузі, відповідно 
до винаходу можна застосовувати різні ділянки 
промотору первинного транскрипту CmYLCV. Од-
ним з конкретних варіантів здійснення винаходу є 
ділянка промотору первинного транскрипту 
CmYLCV, представлена в SEQ ID NO:1, позначена 
як промотор CmpD. Ця ділянка включає 350 пар 
основ промотору первинного транскрипту 
CmYLCV і 320 пар основ 5'-нетрансльованої ліде-
рної послідовності первинного транскрипту 
CmYLCV. Цю послідовність одержують секвену-
ванням геномної ДНК CmYLCV. Проморну і лідер-
ну послідовності відповідно ідентифікують шляхом 
порівняння з послідовностями бази даних. Варіант 
SEQ ID NO:1, позначений як CmpЕ, у якому 5'-
нетрансльована лідерна послідовність первинного 
транскрипту CmYLCV включає 318 пар основ за-
мість 320 пар основ, наведений у SEQ ID NO:19. 

Одним із переважних об'єктів винаходу є пос-
лідовність ДНК, представлена в SEQ ID NO:2, поз-
начена як промотор СmрС. Промотор СmрС пред-
ставляє собою фрагмент послідовності, наведеної 
в SEQ ID NO:1, і включає 346 пар основ промотору 
первинного транскрипту CmYLCV, що відповіда-
ють основам 5-350 SEQ ID NO:1. Цю послідовність 
ДНК одержують за допомогою ПЛР із використан-
ням геномної ДНК вірусу жовтого скручування лис-
тя цестрових або заражених вірусом жовтого скру-
чування листя цестрових рослин Cestrum parqui за 
допомогою прямого праймера Cmp1 (SEQ ID 
NO:13) і зворотного праймера CmpC2 (SEQ ID NO: 
14). Передбачуваний ТАТА-бокс промотору СmрС 
розташований від основи 308 до основи 315 SEQ 
ID NO:2. Промотор СmрС включає принаймні 3 
передбачувані енхансерні ділянки. Енхансерна 
ділянка 1, що має нуклеотидну послідовність СА-
АТ, розташована від основи 232 до основи 235 
SEQ ID NO:2, а енхансерна ділянка 2, яка також 
має нуклеотидну послідовність СААТ, розташова-
на від основи 243 до основи 246 SEQ ID NO:2. Ен-
хансерна ділянка 3 розташована від основи 246 до 
основи 253 SEQ ID NO:2 і має нуклеотидну послі-
довність TGACGTAA. 

Ще одним переважним об'єктом винаходу є 
ДНК, наведена в SEQ ID NO:3, позначена як про-
мотор CmpS. Промотор CmpS також представляє 
собою фрагмент послідовності, наведеної в SEQ 
ID NO:1, і включає 346 пар основ SEQ ID NO:2 
плюс 54 пари основ лідерної ділянки промотору 
первинного транскрипту CmYLCV. Лідерна ділянка 
представляє собою нуклеотидну послідовність, 
розташовану перед кодувальною послідовністю, 
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що транскрибується, але не транслюється з утво-
ренням протеїну. Фахівцю в даній галузі відомо, 
що лідерна ділянка може містити регуляторні еле-
менти, які мають важливі функції при експресії 
гена. Промотор CmpS одержують за допомогою 
ПЛР із використанням геномної ДНК вірусу жовто-
го скручування листя цестрових або з заражених 
вірусом жовтого скручування листя цестрових ро-
слин Cestrum parqui за допомогою прямого прай-
мера Cmp1 (SEQ ID NO:13) і зворотного праймера 
CmpS2 (SEQ ID NO: 15). Промотор CmpS включає 
принаймні 2 передбачувані енхансерні ділянки в 
лідерній ділянці. Енхансерна ділянка 4 (GAGAGA) 
розташована від основи 354 до основи 359 SEQ ID 
NO:3, а енхансерна ділянка 5 (GAGAGAGA) роз-
ташована від основи 368 до основи 375 SEQ ID 
NO:3. 

Ще одним із переважних об'єктів винаходу є 
послідовність, представлена в SEQ ID NO:4, поз-
начена як промотор Cmp1. Як і попередній промо-
тор, промотор Cmp1 представляє собою фрагмент 
послідовності, наведеної в SEQ ID NO:1, і включає 
346 пар основ SEQ ID NO:2 плюс 288 пар основ 5'-
лідерної послідовності первинного транскрипту 
CmYLCV. Промотор Cmp1 одержують за допомо-
гою ПЛР із використанням геномної ДНК вірусу 
жовтого скручування листя цестрових або зараже-
них вірусом жовтого скручування листя цестрових 
рослин Cestrum parqui за допомогою прямого 
праймера Cmp1 (SEQ ID NO:13) і зворотного 
праймера Cmp12 (SEQ ID NO: 16). Варіант SEQ ID 
NO:4, позначений як CmpF, у якому 5'-
нетрансльована лідерна послідовність первинного 
транскрипту CmYLCV включає 286 пар основ за-
мість 288 пар основ, наведений у SEQID NO:12. 

Як відомо фахівцю в даній галузі, нуклеотидні 
послідовності, представлені в SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 
19 і 20, можна подовжувати на їх 5' і 3'-кінцях за 
допомогою гомологічних або гетерологічних нук-
леотидних послідовностей. Наприклад, 5'-кінець 
SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 19 і 20 можна подовжувати за 
допомогою всієї або частини нуклеотидної послі-
довності SEQ ID NO:6. SEQ ID NO:6 у природних 
умовах розташована проти ходу транскрипції від-
носно SEQ ID NO:2, 3, 4 і 20 і включає частину ВРЗ 
VI CmYLCV (основи 1-100 SEQ ID NO:6), а також 
частину промотору первинного транскрипту 
CmYLCV (основи 101-104 SEQ ID NO:6). Аналогіч-
но до цього 3'-кінці SEQ ID NO:2, 3, 4 і 20 можна 
подовжувати з використанням усієї або частини 
нуклеотидної послідовності SEQ ID NO:5, що 
представляє собою нуклеотидну послідовність, 
яка у природних умовах зустрічається на 3' SEQ ID 
NO:4 і 20 і включає лідерну послідовність первин-
ного транскрипту CmYLCV. 

Як вказано вище, послідовності ДНК за вина-
ходом можна, наприклад, одержувати за допомо-
гою ПЛР із використанням геномної ДНК вірусу 
жовтого скручування листя цестрових або зараже-
них вірусом жовтого скручування листя цестрових 
рослин Cestrum parqui. Альтернативно до цього 
послідовності ДНК за винаходом можна одержува-
ти з будь-якого іншого вірусу родини Caulimovirus, 
що має послідовності, гомологічні послідовності 
ДНК за винаходом, за допомогою специфічних для 
послідовності праймерів. Як очевидно фахівцю в 

даній галузі, ґрунтуючись на нуклеотидних послі-
довностях, представлених у SEQ ID NO:1 - SEQ ID 
NO:6 і SEQ ID NO:19 і 20, можна вибрати будь-яку 
комбінацію праймерів, що представляє інтерес, 
для ПЛР-ампліфікації фрагментів ДНК різної дов-
жини, які можна застосовувати відповідно до ви-
находу. Таким чином, винахід включає фрагменти, 
отримані з промоторів первинного транскрипту 
CmYLCV, що мають потрібну функцію за винахо-
дом, тобто мають здатність забезпечувати експре-
сію зв'язаних з ними нуклеотидних послідовнос-
тей. 

Це можна тестувати шляхом створення таких 
промоторних фрагментів, злиття їх із селектова-
ним маркерним геном або придатним для скринін-
гу маркерним геном і аналізу злитих конструкцій у 
відношенні збереження промоторної активності. 
Такі аналізи знаходяться в компетенції фахівця в 
даній галузі. Переважні фрагменти ДНК за вина-
ходом включають принаймні 50 основ, переважно 
від приблизно 400 основ до приблизно 650 основ, 
більш переважно від приблизно 200 до приблизно 
400 основ і найбільш переважно приблизно 350 
основ. 

Як також очевидно фахівцю в даній галузі, по-
слідовності SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5 і 6 або їх більш 
довгі або короткі фрагменти, виведені на основі 
інформації про послідовність, за допомогою мето-
дів, відомих у даній галузі, можна змінювати за 
допомогою мутації, інсерції, делеції і/або заміни 
одного або декількох нуклеотидів або більш дов-
гих або більш коротких фрагментів. Крім того, не-
модифіковану або модифіковану нуклеотидну по-
слідовність за даним винаходом можна змінювати 
шляхом перебудови послідовності за винаходом. 
Для оцінки функціональної активності варіантів 
послідовностей ДНК за винаходом послідовність, 
що представляє інтерес, функціонально зв'язують 
із селектованим маркерним геном або придатним 
для скринінгу маркерним геном і оцінюють експре-
сію маркерного гена шляхом аналізів короткочас-
ної експресії з використанням протопластів або 
стабільно трансформованих рослин. 

Як очевидно фахівцю в даній галузі, послідов-
ності ДНК, що мають здатність забезпечувати екс-
пресію зв'язаних з ними нуклеотидних послідовно-
стей, функціонують різним чином. Так, рівні 
експресії при використанні більш коротких фраг-
ментів ДНК можуть відрізнятися від рівнів експре-
сії, які забезпечуються більш довгим фрагментом, і 
можуть відрізнятися один від одного. Наприклад, 
делеція розташованого проти ходу транскрипції 
елемента, що виявляє понижуючу регуляцію, може 
приводити до підвищення рівнів експресії зв'язаної 
нуклеотидної послідовності, у той час як делеція 
елемента, що виявляє підвищувальну регуляцію, 
може приводити до зниження рівнів експресії зв'я-
заної нуклеотидної послідовності. Як також очеви-
дно фахівцю в даній галузі, делеція специфічного 
для певної стадії розвитку або тканинноспецифіч-
ного елемента може приводити до зміни часового 
або просторового профілю експресії зв'язаної нук-
леотидної послідовності. 

Під обсяг даного винаходу підпадають також 
функціональні еквіваленти промоторів за даним 
винаходом, тобто нуклеотидні послідовності, які 
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гібридизуються в строгих умовах з будь-якою з 
послідовностей SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ 
ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5 або SEQ ID 
NO:6, наприклад, послідовності, представлені в 
SEQ ID NO:19 і SEQ ID NO:20. Гібридизацію в 

строгих умовах здійснюють при температурі 65C, 

переважно при 60C і найбільш переважно при 

55C, у забуференому цитратому фізіологічному 
розчині (SSC) подвійної міцності (2Х), що містить 
0,1% ДСН, з наступним відмиванням основи при 
такій же температурі, але з використанням буфера 
зі зниженою концентрацією SSC Такі буфери зі 
зниженою концентрацією, як правило, являють 
собою SSC 1/10 міцності (0,1XSSC), що містить 
0,1% ДСН, переважно 0,2Х SSC, що містить 0,1% 
ДСН і найбільш переважно SSC половинної міцно-
сті (0,5XSSC), що містить 0,1% ДСН. Фактично 
функціональні еквіваленти всього промотору пер-
винного транскрипту CmYLCV або його частини з 
інших організмів можна створювати шляхом гібри-
дизації будь-якої з послідовностей SEQ ID NO:1, 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID 
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:19 або SEQ ID 
NO:20 з геномної ДНК, виділеної з організму, що 
представляє інтерес, насамперед іншого предста-
вника родини Caulimovirus. Фахівцю в даній галузі 
відомі методи, за допомогою яких можна виявляти 
такі послідовності, оскільки існує багато відомих 
методик ідентифікації гомологічних послідовнос-
тей в інших організмах. Такі знову виявлені моле-
кули ДНК потім можна секвенувати і їх послідов-
ність порівнювати з будь-якою з послідовностей 
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID 
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:19 
або SEQ ID NO:20 і оцінювати промоторну актив-
ність. Під обсяг даного винаходу підпадають моле-
кули ДНК, послідовність яких принаймні на 75%, 
переважно на 80%), більш переважно на 90% і 
найбільш переважно на 95% ідентична до будь-
якої з нуклеотидних послідовностей SEQ ID NO:1, 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 або SEQ 
ID NO:6 довжиною принаймні 50 нуклеотидів. Від-
соток ідентичності послідовностей визначають з 
використанням комп'ютерних програм, заснованих 
на алгоритмах динамічного програмування. Ком-
п'ютерні програми, які є переважними для засто-
сування в рамках даного винаходу, включають 
комплекс пошукових програм BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool), призначених для дослі-
дження будь-яких доступних баз даних про послі-
довності незалежно від того, чи представляє со-
бою розглянута послідовність амінокислотну 
послідовність протеїну чи послідовність ДНК. Вер-
сію BLAST 2.0 (версія BLAST, у якій враховуються 
проломи) цього комплексу програм можна одержа-
ти в Інтернеті (сайт, який зараз функціонує: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Цей комплекс 
програм заснований на евристичному алгоритмі, 
призначеному для локального пошуку на відміну 
від алгоритмів глобального порівняння і тому до-
зволяє встановлювати зв'язок між послідовностя-
ми, що мають лише ізольовані ділянки. Бали, оде-
ржувані з використанням пошукових програм 
BLAST, добре піддаються статистичній інтерпре-
тації. Для таких програм як необов'язкові парамет-
ри переважно використовувати параметри, що 

задаються за замовчуванням. 
Ще одним об'єктом даного винаходу є реком-

бінантні молекули ДНК, які містять послідовність 
ДНК за винаходом, функціонально зв'язану з нук-
леотидною послідовністю, що представляє інте-
рес. Нуклеотидна послідовність, що представляє 
інтерес, може, наприклад, кодувати рибосомну 
РНК, антисмислову PHK або будь-який інший тип 
РНК, який не транслюються з утворенням протеї-
ну. Відповідно до іншого переважного об'єкта ви-
находу нуклеотидна послідовність, що представ-
ляє інтерес, транслюється з утворенням продукту-
протеїну. Нуклеотидна послідовність, зв'язана з 
промоторною послідовністю, може бути гомологіч-
ною або гетерологічною відносно рослини, яка 
підлягає трансформації. Послідовність може також 
бути повністю або частково синтетичною. Незале-
жно від походження, зв'язана послідовність ДНК 
повинна експресуватися в трансформованій рос-
лині залежно від експресійних властивостей про-
мотору, з яким вона зв'язана. У випадку гомологіч-
них нуклеотидних послідовностей, зв'язаних із 
промоторною послідовністю, промотор за винахо-
дом можна застосовувати для ектопічної експресії 
вказаних гомологічних послідовностей. Поняття 
«ектопічна експресія» означає, що зв'язана з про-
мотором нуклеотидна послідовність експресується 
в тканинах і органах і/або в моменти часу, у 
яких/коли вона не може експресуватися під конт-
ролем власного промотору. Відповідно до перева-
жного варіанта здійснення експресія зв'язаної з 
промотором нуклеотидної послідовності пригнічує 
її власну експресію й експресію вихідної копії гена 
шляхом процесу, що називається косупресією. 

Відповідно до переважного варіанту здійснен-
ня винаходу зв'язана нуклеотидна послідовність 
може кодувати протеїн, експресія якого в рослині 
повинна відбуватися в будь-який час і в більшості 
тканин і органів. Такі нуклеотидні послідовності 
переважно кодують протеїни, які зумовлюють пот-
рібну фенотипічну ознаку в трансформованих рос-
лин. Прикладами є нуклеотидні послідовності, що 
кодують протеїни, які зумовлюють стійкість до ан-
тибіотиків, стійкість до вірусів, стійкість до комах, 
стійкість до хвороб або стійкість до інших шкідни-
ків, толерантність до гербіцидів, підвищену пожив-
ну цінність, поліпшені характеристики при промис-
ловій переробці або змінену репродуктивну 
здатність. Зв'язана нуклеотидна послідовність мо-
же також представляти собою послідовність, яку 
переносять у рослини для одержання в них цінних 
з комерційної точки зору ферментів або метаболі-
тів. Під обсяг даного винаходу підпадають також 
селектовані маркерні гени або придатні для скри-
нінгу маркерні гени, тобто гени, які включають по-
слідовність ДНК за винаходом, функціонально 
зв'язану з кодувальною ділянкою, яка кодує селек-
товану ознаку або ознаку, яку можна виявляти 
шляхом скринінгу. 

Приклади селектованих маркерних генів або 
придатних для скринінгу маркерних генів описані 
нижче. Для певних видів-мішеней переважними 
можуть бути різні маркери для селекції за ознакою 
стійкості до антибіотика або гербіциду. Звичайно 
застосовувані для трансформації маркери для 
селекції включають ген nptll, який надає стійкість 
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до канаміцину, паромоміцину, генетицину і спорід-
нених антибіотиків (Vierra і Messing, Gene, 19: 259-
268 (1982); Bevan і ін., Nature 304: 184-187 (1983)), 
бактеріальний ген aadA, який кодує аміноглікозид-
3'-аденілтрансферазу й зумовлює стійкість до 
стрептоміцину або спектиноміцину (Goldschmidt-
Clermont M., Nucl. Acids Res. 19: 4083-4089 (1991)), 
ген hph, який надає стійкість до антибіотика гігро-
міцину (Blochinger і Diggelmann, Моl. Cell Biol., 4: 
2929-2931, 1984)), і ген dhfr, який надає стійкість 
до метотрексату (Bourouis і ін., EMBO J., 2(7): 
1099-1104 (1983)). Інші маркери, які можна викори-
стовувати, включають ген фосфінотрицин-
ацетилтрансферази, який зумовлює стійкість до 
гербіциду фосфінотрицину (White і ін., Nucl. Acids 
Res. 18: 1062 (1990); Spencer і ін., Theor. Appl. 
Genet. 79: 625-631 (1990)), мутантний ген EPSP-
синтази, який кодує стійкість до гліфосату (Hinchee 
і ін., Bio/Technology 6: 915-922 (1988)), мутантний 
ген ацетолактатсинтази (ALS), який зумовлює 
стійкість до імідазоліону або сульфонілсечовини 
(Lee і ін., EMBO J., 7: 1241-1248 (1988)), мутантний 
ген psbA, який зумовлює стійкість до атразину 
(Smeda і ін., Plant Physiol. 103: 911-917 (1993)), або 
мутантний ген протопорфіриногеноксидази, опи-
саний в EP 769059. Ідентифікацію трансформова-
них клітин можна здійснювати також за допомогою 
експресії придатних для скринінгу маркерних генів, 
таких як гени, які кодують хлорамфеніколацетилт-

рансферазу (CAT), -глюкуронідазу (GUS), люци-
феразу і зелений флуоресцентний протеїн (GFP) 
або будь-який інший протеїн, який зумовлює фе-
нотипічно розрізнювану ознаку в трансформова-
них клітин. Можна застосовувати також маркери 
для селекції, які дозволяють здійснювати позитив-
ний відбір, такі як ген фосфоманозо-ізомерази, 
описаний у заявці на патент WO 93/05163. Інші 
гени, які можна застосовувати для позитивного 
відбору, описані у WO 94/20627, вони кодують 
ксило-ізомерази і фосфомано-ізомерази, такі як 
манозо-6-фосфат-ізомераза і манозо-1-фосфат-
ізомераза; фосфоманомутазу; манозо-епімерази, 
які перетворюють вуглеводи в манозу або манозу 
у вуглеводи, такі як глюкоза або галактоза; фос-
фатази, такі як манозо- або ксилозо-фосфатаза, 
манозо-6-фосфатаза і манозо-1-фосфатаза, і пер-
меази, які беруть участь у транспорті манози, або 
їх похідні або попередники в клітині. Агент, який 
може знизити токсичність сполуки в клітинах, як 
правило, є похідним глюкози, таким як метил-3-О-
глюкоза або флоридзин. При їх застосуванні тран-
сформовані клітини виявляють, не пошкоджуючи 
або знищуючи при цьому нетрансформовані кліти-
ни в популяції, і без одночасної інтродукції генів, 
які зумовлюють стійкість до антибіотиків або гербі-
цидів. Як описано в WO 93/05163, крім того, що 
усувається необхідність у генах, які зумовлюють 
стійкість до антибіотиків або гербіцидів, було вста-
новлено, що метод позитивного відбору часто є 
істотно більш ефективним, ніж традиційний метод 
негативного відбору. 

Таким чином, промотори за даним винаходом 
переважно функціонально зв'язують з нуклеотид-
ною послідовністю, яка кодує протеїн, що включає 
ділянку, яка: (а) кодує протеїн, який бере участь у 
метаболізмі сполуки, і/або (б) регулює активність 

гена, що кодує протеїн, де сполука представляє 
собою манозу або ксилозу або їх похідне або по-
передник або субстрат протеїну, або вона в ре-
зультаті метаболізму трансформованими клітина-
ми може перетворюватися в такий субстрат. 
Вказана нуклеотидна послідовність може кодувати 
манозо-6-фосфат-ізомеразу і сполука може пред-
ставляти собою манозу. В іншому варіанті нуклео-
тидна послідовність кодує фосфосахароізомеразу, 
фосфосахаромутазу, таку як фосфоманомутаза, 
фосфатазу, таку як манозо-6-фосфатаза, сахаро-
епімеразу, сахаропермеазу, фосфосахаропермеа-
зу або ксилозо-ізомеразу, а сполука може пред-
ставляти собою манозу, манозо-6-фосфат, D-
манозеамін або ксилозу. 

Відповідно до переважного варіанту здійснен-
ня винаходу промотори за винаходом функціона-
льно зв'язують з кодувальною ділянкою ген manA 
Е. соli (Joersbo і Okkels, Plant Cell Reports, 16: 219-
221 (1996), Negrotto і ін. Plant Cell Reports, 19: 798-
803 (2000)), що кодує фосфоманозо-ізомеразу 
(РМІ), і термінатором Nos (нопалін-синтетаза), 
отриманим з Т-ДНК Agrobacterium tumefaciens 
(Depicker і ін., J. Моl. Appl. Gener., 1 (6), 561-573 
(1982)). Фахівцю в даній галузі відомо, що терміна-
тор Nos можна замінювати будь-яким іншим тер-
мінатором, який функціонує в рослинах. Промотор 
за винаходом може представляти собою CmpD, 
CmpC, CmpS, Cmp1, CmpВ, CmpА, CmpЕ або 
CmpF, які представлені в SEQ ID NO:1-6 і 19-20, 
або будь-який інший виведений з них промотор. 
Відповідно до ще більш переважного варіанту 
здійснення промотор представляє собою промо-
тор CmpS, наведений у SEQ ID NO:3. 

Промотори за даним винаходом можна засто-
совувати для надання стійкості або толерантності 
до вірусів шляхом функціонального зв'язування 
промоторів за винаходом з кодувальними ділян-
ками генів вірусів, що підлягають знищенню. 

Для боротьби з вірусами можна використову-
вати негативний ланцюг вірусів, таких як вірус 
плямистого в'янення томатів (TSWV), послідовнос-
ті генів вірусного нуклеокапсидного протеїну (NP), 
протеїну, який забезпечує рух вірусу (MP), а для 
вірусів, які належать до альфа-подібної супергрупп 
вірусів, таких як TMV (вірус тютюнової мозаїки) і 
CMV (вірус огіркової мозаїки), можна застосовува-
ти послідовності генів РНК-залежної РНК-
полімерази (РзРп) і гена протеїну, який забезпечує 
рух вірусу (MP). Для вірусів, які належать до 
Picorna-подібної супергрупп вірусів, включаючи 
потівіруси, будь-яку послідовність вірусу можна 
зв'язувати з промоторами за винаходом. Нарешті, 
для всіх інших вірусів, включаючи ДНКові віруси, 
можна застосовувати послідовності генів РНК-
залежної РНК-полімерази (РзРп) або зв'язані з 
репліказою послідовності генів. Приклади таких 
конструкцій, призначених для боротьби з вірусами, 
наведені в прикладі 8 і прикладі 9 WO 00/68374. 
Фахівцю в даній галузі повинно бути очевидно, як 
замінювати промотори, описані в WO 00/68374, на 
промотори за даним винаходом. На основі відомо-
стей, наведених у WO 00/68374, фахівцю в даній 
галузі також повинно бути ясно, як створювати 
конструкції, які включають промотори за винахо-
дом, функціонально зв'язані з вказаними вище 
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вірусними послідовностями з метою надання стій-
кості або толерантності до цих вірусів. 

Замість експресії в трансгенних рослинах дво-
ланцюгової вірусної РНК, що описано в WO 
00/68374, вірусну PHK можна також експресувати 
у вигляді конструкції: нетрансльована PHK плюс 
молекула смислової вірусної РНК, як це описано, 
наприклад, у патенті США 558302 або в прикладах 
12 і 13 даного опису. 

Ще одним об'єктом винаходу є рекомбінантні 
експресійні вектори, які містять послідовність ДНК 
за винаходом, злиту зі зв'язаною з нею послідовні-
стю, що представляє інтерес. У цих векторах чу-
жорідну ДНК можна вбудовувати в ділянку полілін-
кера таким чином, щоб ці екзогенні послідовності 
можна було експресувати у прийнятній клітині-
хазяїні, яка наприклад, може мати бактеріальне 
або рослинне походження. Наприклад, плазміда 
рВІ101, виведена з бінарного вектора 
Agrobacterium tumefacience pBIN19, дозволяє кло-
нувати і тестувати промотори за допомогою сигна-
лу експресії бета-глюкуронідази (GUS) (Jefferson і 
ін., EMBO J., і ін., 6: 3901-3907 (1987)). Розмір век-
тора складає 12,2 т.п.н. Він включає сайт ініціації 
реплікації плазміди з малою кількістю копій RK2 і 
зумовлює стійкість до канаміцину як у бактерій, так 
і в рослин. Фахівцю в даній галузі відомі численні 
інші експресійні вектори, які можна застосовувати 
відповідно до винаходу. 

Ще одним об'єктом даного винаходу є транс-
генні рослини, які містять рекомбінантні послідов-
ності ДНК за винаходом. Винахід стосується також 
рослинних клітин, рослин, отриманих з таких клі-
тин, рослинного матеріалу, потомства і насіння, 
отриманого від таких рослин, і сільськогосподар-
ських продуктів, що відрізняються поліпшеними 
властивостями, які одержують за допомогою будь-
якого з описаних нижче методів трансформації. 
Рослини, трансформовані відповідно до винаходу, 
можуть представляти собою однодольні або дво-
дольні рослини і включають (але не обмежуючись 
ними) рис, кукурудзу, пшеницю, ячмінь, жито, со-
лодку картоплю, цукрову кукурудзу, боби, горох, 
цикорій, салат, капусту, цвітну капусту, брокколі, 
турнепс, редис, шпинат, спаржу, цибулю, часник, 
перець, селеру, гарбуз великоплідний, гарбуз пе-
по, коноплі, цукіні, яблуню, грушу, айву, диню, сли-
ву, вишню, персик, нектарин, абрикос, суницю, 
виноград, малину, ожину, ананас, авокадо, па-
пайю, манго, банан, сою, томати, сорго, цукровий 
очерет, цукровий буряк, соняшник, рапс, конюши-
ну, тютюн, моркву, бавовник, люцерну, картоплю, 
баклажан, огірок, Arabidopsis thaliana і деревні ро-
слини, такі як хвойні і листяні дерева. Переважни-
ми рослинами, що підлягають трансформації, є 
рис, кукурудза, пшениця, ячмінь, капуста, цвітна 
капуста, перець, гарбуз великоплідний, диня, соя, 
томати, цукровий буряк, соняшник або бавовник, і 
особливо переважно рис, кукурудза, пшениця, 
Sorghum bicolor, їжа збірна, цукрова буряк і соя. 
Рекомбінантні послідовності ДНК за винаходом 
можна інтродукувати у рослинну клітину числен-
ними відомими в даній галузі шляхами. Фахівцям у 
даній галузі повинно бути очевидно, що вибір ме-
тоду повинний залежати від типу рослини, яка під-
лягає трансформації, (тобто однодольної або дво-

дольної). Придатні методи трансформації рослин-
них клітин включають мікроін'єкцію (Crossway і ін., 
BioTechniques 4: 320-334 (1986)), електропорацію 
(Riggs і ін., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 83:5602-5606 
(1986), опосередковувану Agrobacterium трансфо-
рмацію (Hinchee і ін., Biotechnology 6: 915-921 
(1988); EP 0853675), безпосереднє перенесення 
гена (Paszkowski і ін., EMBO J. 3: 2717-2722 
(1984)), і метод балістичного прискорення части-
нок з використанням пристроїв, які випускаються 
фірмами Agracetus, Inc., Медісон, штат Вісконсін і 
Dupont, Inc., Вілмінгтон, штат Делавар (див., на-
приклад, патент США 4945050; і McCabe і ін., Bi-
otechnology 6: 923-926 (1988)). Клітини, що підля-
гають трансформації, можуть представляти собою 
диференційовані клітини листків, ембріогенні клі-
тини або будь-які інші типи клітин. При безпосере-
дній трансформації протопластів поглинання екзо-
генного генетичного матеріалу в протопласт 
можна збільшити за допомогою хімічного агента 
або електричного поля. Екзогенний матеріал потім 
може інтегруватися в ядерний геном. У попередніх 
дослідженнях використовували дводольну росли-
ну - тютюн, для цих рослин встановлено, що чужо-
рідна ДНК включається в геном і переноситься в 
потомство рослин (Paszkowski і ін., EMBO J. 
3:2712-2722 (1984); Potrykus і ін., Моl. Gen. Genet 
199:169-177 (1985)). За допомогою цієї процедури 
можна трансформувати протопласти таких одно-
дольних рослин, наприклад, як Triticum mo-
nococcum, Lolium multiflorum (італійське жито), ку-
курудза і чорна мексиканська цукрова кукурудза. 
Ще одним переважним варіантом є спосіб транс-
формації кукурудзи, описаний у EP 0292435, а 
також у EP 0846771. Методи трансформації куку-
рудзи описані також у Koziel і ін., Bio/Technology 
11:194-200 (1993). Трансформацію рису можна 
здійснювати за допомогою методів прямого пере-
несення генів з використанням протопластів або 
бомбардування частинками. Опосередковувана 
протопластом трансформація описана для япон-
ських і індійських типів рису (Zhang і ін., Plant Cell 
Rep., 7:379-384 (1988); Shimamoto і ін., Nature 
338:274-276 (1989); Datta і ін., Bio/Technology 
8:736-740 (1990)). Обидва вказані вище типу рису, 
як правило, можна трансформувати бомбардуван-
ням частинками (Christou і ін., Bio/Technology 
9:957-962 (1991)). У EP 033281 описані методи 
одержання, трансформації і регенерації протопла-
стів Pooideae. За допомогою цих методів можна 
трансформувати всіх представників Pooideae, 
включаючи Dactylis і пшеницю. Методи трансфор-
мації пшениці описані також у EP 0674715; і в 
Weeks і ін., (Plant Physiol. 102:1077-1084 (1993)). 
Сконструйовані в такий спосіб рослинні експресійні 
вектори можна застосовувати, наприклад, для 
трансформації за допомогою загальноприйнятих 
методів калюсів рису і тим самим індукувати ди-
ференціацію коренів і листя і після цього перено-
сити в квіткові горщики, одержуючи трансформо-
вані рослини рису. 

У рослинах, отриманих у результаті трансфо-
рмації за допомогою послідовностей ДНК або век-
торів за даним винаходом, експресія нуклеотидної 
послідовності, що представляє інтерес, повинна 
відбуватися у всій рослині й у більшості її тканин і 
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органів. 
Генетичні особливості, сконструйовані в опи-

саних вище трансгенних рослинах, передаються 
за допомогою статевого розмноження або вегета-
тивного росту і, таким чином, можуть зберігатися і 
успадковуватися потомством рослин. Звичайно 
вказане зберігання і передачу потомству здійсню-
ють з використанням відомих сільськогосподарсь-
ких методів, розроблених для конкретних цілей, 
таких як обробка ґрунту, сівба або збирання вро-
жаю. Також можна застосовувати спеціалізовані 
методи, такі як гідропоніка або вирощування в за-
критому ґрунті. Крім того, генетичні особливості 
трансгенних рослин за винаходом, що дають пе-
реваги, можна використовувати при селекції рос-
лин з метою виведення рослин з поліпшеними 
властивостями, такими як толерантність до шкід-
ників, гербіцидів або стресу, з поліпшеною пожив-
ною цінністю, підвищеною врожайністю або поліп-
шеною будовою, що сприяє зменшенню втрат від 
вилягання або опадання. Для різних стадій селек-
ції характерно цілеспрямоване втручання людини, 
таке як відбір ліній, які підлягають схрещуванню, 
безпосереднє запилення батьківських ліній або 
відбір відповідного потомства рослин. Залежно від 
потрібних властивостей вибирають різні методи 
селекції. Відповідні методи добре відомі в даній 
галузі і включають (але не обмежуючись ними) 
гібридизацію, інбридинг, поворотне схрещування, 
багатолінійне схрещування, змішування сортів, 
міжвидову гібридизацію, методи анеуплодії і т.д. 
Методи гібридизації також включають стериліза-
цію рослин з метою одержання чоловічих жіночих 
або стерильних рослин за допомогою механічних, 
хімічних або біохімічних способів. Перехресне за-
пилення чоловічої стерильної рослини пилком 
різних ліній гарантує, що геном чоловічої стериль-
ної, але фертильної жіночої рослини буде так само 
набувати властивості обох батьківських ліній. Та-
ким чином, трансгенні рослини за даним винахо-
дом можна застосовувати для селекції поліпшених 
ліній рослин, що, наприклад, дозволяє збільшити 
ефективність звичайних методів, таких як обробка 
гербіцидом або пестицидом, або дає можливість 
обійтися без цих методів завдяки модифікованим 
генетичним особливостям цих рослин. Крім того, 
можна одержувати нові культурні рослини з по-
ліпшеною толерантністю до стресу завдяки опти-
мізації генетичного "апарата", що дозволяє одер-
жувати врожай продуктів кращої якості в 
порівнянні з продуктами, отриманими від рослин, 
які не мають здатність опиратися аналогічним шкі-
дливим умовам у процесі їх розвитку. 

І ще одним об'єктом даного винаходу є послі-
довності ДНК, які можна застосовувати для екс-
пресії нуклеотидної послідовності, що представляє 
інтерес, у необхідному організмі. Цей організм 
може представляти собою бактерію, рослину або 
будь-який інший організм, що представляє інтерес. 

Крім того, опис SEQ ID NO:1-6 дає можливість 
фахівцям у даній галузі створювати олігонуклео-
тиди для полімеразних ланцюгових реакцій, які 
можуть забезпечувати ампліфікацію фрагментів 
ДНК при використанні як матриці послідовності 
нуклеотидів, що характеризується наявністю будь-
якої з безперервних послідовностей, що включа-

ють 15 і переважно 20-30 або більше пар основ 
SEQ ID No:1, 2, 3, 4, 5 або 6. Такі нуклеотиди 
представляють собою послідовність нуклеотидів, 
яка складається з 15 і переважно 20-30 або більше 
пар основ SEQ ID No:1, 2, 3, 4, 5 або 6. Полімераз-
ні ланцюгові реакції здійснюють з використанням 
принаймні одного такого олігонуклеотиду, отрима-
ний у результаті продукт ампліфікації є ще одним 
об'єктом даного винаходу. 

Короткий опис послідовностей. Наведених у 
переліку послідовностей 
SEQ ID NO:1 CmpD 
SEQ ID NO:2 СmрС 
SEQ ID NO:3 CmpS 
SEQ ID NO:4 Cmp1 
SEQ ID NO:5 СтрВ 
SEQ ID NO:6 СтрА 
SEQ ID NO:7 прямий праймер S1 
SEQ ID NO:8 зворотний праймер S2 
SEQ ID NO:9 прямий праймер GUS 
SEQ ID NO:10 зворотний праймер GUS 
SEQ ID NO:11 прямий праймер CAT 
SEQ ID NO:12 зворотний праймер CAT 
SEQ ID NO:13 прямий праймер Cmp1 
SEQ ID NO:14 зворотний праймер СmpС2 
SEQ ID NO:15 зворотний праймер CmpS2 
SEQ ID NO:16 зворотний праймер Cmp12 
SEQ ID NO:17 прямий праймер PA 
SEQ ID NO:18 зворотний праймер PA 
SEQ ID NO:19 СmрЕ 
SEQ ID NO:20 CmpF 
SEQ ID NO:21 прямий праймер термінатора NOS 
SEQ ID NO:22 зворотний праймер термінатора 

NOS 
SEQ ID NO:23 прямий праймер гена NP TSWV 
SEQ ID NO:24 зворотний праймер гена NP TSWV 
SEQ ID NO:25 прямий праймер промотору 

CmYLCV 
SEQ ID NO:26 зворотний праймер промотору 

CmYLCV 
SEQ ID NO:27 сайт множинного клонування 

AGLINK 
SEQ ID NO:28 сайт множинного клонування 

BIGLINK 
SEQ ID NO:29 праймер Cmpf-B 
SEQ ID NO:30 праймер CmpS-B SEQ ID NO:31 
SEQ ID NO:31 pNOV2804; бінарний вектор, що 

містить позбавлену промотору касе-
ту експресії РМІ-термінатор nos 

SEQ ID NO:32 pNOV3604; вектор для біобалістич-
ної трансформації, що містить поз-
бавлену промотору касету експресії 
РМІ-термінатор nos 

SEQ ID NO:33 зворотний праймер CmpMr 
SEQ ID NO:34 прямий праймер CmpMf 
SEQ ID NO:35 зворотний праймер CmpMrs 
SEQ ID NO:36 прямий праймер CmpMfs 
SEQ ID NO:37 synGFPI; оптимізований для засто-

сування в рослинах ген GFP з інтро-
ном 

SEQ ID NO:38 GIG; ген GUS з інтроном 
SEQ ID NO:39 зворотний праймер Сmр-С 
SEQ ID NO:40 касета експресії CmpS-synGFPI-nos 
SEQ ID NO:41 касета експресії CmpS-GIG-nos 
SEQ ID NO:42 касета експресії CmpC-synGFPI-nos 
SEQ ID NO:43 касета експресії CmpC-GIG-nos 
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SEQ ID NO:44 вектор pNOV2117 
SEQ ID NO:45 вектор pNOV4200 
SEQ ID NO:46 касета експресії ZmUbi-GFP-35S 

term 
SEQ ID NO:47 касета експресії ZmUbi-GIG-nos 
SEQ ID NO:48 касета експресії Ubq3(At)-synGFPI-

nos 
SEQ ID NO:49 касета експресії Ubq3(At)-GIG-nos 

ПРИКЛАДИ 
У даному описі застосовували стандартні ме-

тоди рекомбінантної ДНК і молекулярного клону-
вання, добре відомі в даній галузі і викладені, на-
приклад, у Sambrook і ін. "Molecular Cloning", Cold 
Spring Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
NY, 1989 і в Ausubel і ін. "Current protocols in 
molecular biology", John Wiley and Sons, New York, 
1994. 

Приклад 1: Клонування вірусів 
1. Екстракція ДНК 
Вірусну геномну ДНК екстрагують із заражених 

вірусом жовтого скручування листя цестрових ро-
слин Cestrum parqui. П'ять грамів заражених лист-
ків гомогенізують у 30мл буферу для подрібнення 
(0,2М Трис, рН 7,0, 0,02М ЕДТК, 2М сечовина) 
протягом 60с при максимальній швидкості в гомо-
генізаторі типу Brinkman Polytron з використанням 

як зонда PTlO і обережно Cmpушують при 4C 
протягом ночі в присутності Triton Х-100 (кінцева 
концентрація 2%). Вірус виділяють з неочищеного 
гомогенату за допомогою центрифугування при 
низькій швидкості обертання (10000об/хв протягом 
20хв у роторі типу Sorvall SS-34), і далі з отрима-
ного супернатанту за допомогою центрифугування 
при високій швидкості обертання (27000об/хв про-
тягом 2 год у роторі типу Beckman SW-28) у граді-
єнті сахарози (3мл 15%-ної сахарози). Потім деб-
рис, який містить вірус, ресуспендують у 0,1М 
Трис, рН 7,4, 2,5мМ MgCl2. Додають ДНКазу І (фі-
рма Sigma) і РНКазуА (фірма Sigma) до концент-
рації 10мг/мл кожної. Після інкубації протягом 30хв 

при 37C реакцію припиняють, додаючи ЕДТК до 
концентрації 10мМ. Вірусну ДНК виділяють з час-
тинок, що містять CmYLCV, за допомогою обробки 
протеазою K (фірма Е. Merck, кінцева концентра-

ція 0,5мг/мл) у присутності 1%) ДСН при 65C про-
тягом 15хв. Потім вірусну ДНК очищають екстрак-
цією фенолом і осадженням етанолом. Вірусну 
ДНК, яка міститься в кінцевому осаді, отриману 
шляхом осадження етанолом, розчиняють у воді.  

2. Ампліфікація і клонування ДНК 
100нг отриманої ДНК використовують як мат-

рицю для ПЛР-ампліфікації в 50мкл реакційної 
суміші, що містить по 10мкМ кожного праймера, 
25мМ кожного дНТФ, 5мкл реакційного буфера Pfu 
(фірма Stratagene) і 2,5 од. ДНК-полімерази Pfu 
turbo (фірма Stratagene). Для ПЛР використовують 
прямий праймер S1 (gaccacaaacatcagaag, SEQ ID 
NO:7) і зворотний праймер S2 (caaacttattgggtaatc, 
SEQ ID NO:8). ПЛР здійснюють з використанням 

наступних циклів: Ix (94C протягом 1хв); 30x (94°С 

протягом 1хв, 50C протягом 1хв, 72C протягом 
1хв); 1x (72°С протягом 10хв). Кожен окремий фра-
гмент ДНК клонують у плазміді pPCR-Script™ Amp 
SK(+) (фірма Stratagene) відповідно до інструкцій 
виробника.  

Приклад 2: Секвенування ДНК 

Секвенування ДНК вірусних клонів здійснюють 
за допомогою автоматичного секвенатора ДНК 
типу ABI PRISM 377 (фірма Perkin Elmer) і набору 
для циклічного секвенування термінатора типу ABI 
PRISM dRhodamine (фірма Perkin Elmer) відповід-
но до інструкцій виробника. Для реакцій секвену-
вання використовують описані вище праймер S1 і 
праймер S2 (приклад 1), а також універсальний 
праймер M13-20 і зворотні праймери.  

Приклад 3: Конструювання плазмід для корот-
кочасної експресії 

Усі ПЛР здійснюють з використанням поліме-
рази Pfu (фірма Stratagene), відповідно до методу, 
описаному в прикладі 1. 

1. Ампліфікація репортерних генів 
Ампліфікують репортерні гени бета-

глюкуронідази (GUS) і хлорамфенікол-
ацетилтрансферази (CAT). Для ампліфікації гена 
GUS використовують прямий олігонуклеотидний 
GUS-праймер (cagggtaccactaaaatcacc, SEQ ID 
NO:9) і зворотний олігонуклеотидний GUS-
праймер (aggggatccccaattcccc, SEQ ID NO:10) при 

температурі відпалювання 60C. Прямий олігонук-
леотидний САТ-праймер (aggggtaccatcgatatggag, 
SEQ ID NO:11) і зворотний олігонуклеотидний 
САТ-праймер (ttaggatccgccctgccac, SEQ ID NO:12) 

відпалюють при 62C Прямі праймери створюють 
так, щоб вони включали сайт, що розпізнається 
КpnI, а зворотні - сайт, що розпізнається ВаmНІ. 

2. Ампліфікація промотору CmYLCV 
Для дослідження вибирають три різних промо-

торних фрагменти, тобто CmpC (SEQ ID NO:2), 
CmpS (SEQ ID NO:3) і Cmp1 (SEQ ID NO:4). Пря-
мий праймер Cmp1 (cttctagacaaagtggcagac, SEQ ID 
NO:13) використовують у всіх трьох випадках для 

ампліфікації при температурі відпалювання 52C 
Він відрізняється (виділено жирним шрифтом) від 
вихідної послідовності наявністю сайта, що розпі-
знається Xbal. Зворотний праймер СmрС2 
(ttggtaccttaacaatgaggg, SEQ ID NO:14) застосову-
ють для ампліфікації СmрС-фрагмента, а зворот-
ний праймер CmpS2 (ctacttctaggtaccttgctc, SEQ ID 
NO:15) застосовують для ампліфікації CmpS-
фрагмента. Обидва ці праймери модифіковані і 
відрізняються наявністю сайта, що розпізнається 
КрnI. Зворотний праймер Cmp12 
(ttggtaccttaacaatgaggg, SEQ ID NO:16) використо-
вують для ампліфікації Cmp1-фрагмента, і він мо-
дифікований і відрізняється наявністю сайта рес-
тирикції Clal. 

3. Ампліфікація сигналу поліаденілування 
Фрагменти сигналу поліаденілування ампліфі-

кують із клону, зараженого вірусом мозаїки цвітної 
капусти (CaMV) (Franck і ін., Cell 21 (1), 285-294 
(1980)). Для ПЛР-ампліфікації використовують 
прямий олігонуклеотидний праймер PA 
(polyadenylation signal amplification-ампліфікація 
сигналу поліаденілування) (ggggatccccagtctctctc, 
SEQ ID NO:17) і зворотний олігонуклеотидний 
праймер PA (gtgaattcgagctcggta, SEQ ID NO:18), і 

відпалювання здійснюють при температурі 60C. 
Прямий праймер створюють так, щоб він включав 
сайт, що розпізнається ВаmНІ, а зворотний - сайт 
EcoRl. 

4. Отримані конструкції 
pCmpCG (промоторний фрагмент СmрС + ген 
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GUS + poly А)  
pCmpSG (промоторний фрагмент CmpS + ген 

GUS + poly А)  
рСmрСС (промоторний фрагмент СmрС + ген 

CAT + polyA)  
pCmpSC (промоторний фрагмент CmpS + ген 

CAT + polyA)  
pCmp1C (промоторний фрагмент CmpT + ген 

CAT + polyA) 
Касети, які містять промоторний фрагмент, 

репортерні гени і сигнал поліаденілування, вбудо-
вують у вектор pUC19 (фірма Stratagene), розщеп-
лений за допомогою Xbal і EcoRl. 

5. Конструкції, які застосовують для порівня-
льного аналізу  

pCapG (промоторний фрагмент Cap + ген GUS 
+ polyA)  

pCapSG (промоторний фрагмент CapS + ген 
GUS + polyA)  

рСарС (промоторний фрагмент Cap + ген CAT 
+ poly А) 

Промоторні фрагменти, що містять ці констру-
кції, одержують з CaMV (Franck і ін., Cell 21 (1), 
285-294 (1980), див. реєстраційний номер 
GenBank V00141). Фрагменти GUS, CAT і polyA 
ідентичні до фрагментів, які застосовують для 
CmYLCV-конструкцій. Cap відповідає фрагменту, 
що розташований від основи -227 до основи + 33 
ТАТА-боксу (основи 7175-7438 геному CaMV, див. 
реєстраційний номер GenBank V00141), a CapS 
відповідає фрагменту, що розташований від осно-
ви -227 до основи + 82 ТАТА-боксу (основи 7175-
7486 геному CaMV, див. реєстраційний номер 
GenBank V00141). Ці положення приблизно відпо-
відають положенням, вибраним для CmYLCV-
фрагментів. 

Приклад 4: Експерименти із короткочасної 
експресії 

1. Одержання суспензійних культур і прото-
пластів Orychophragmus violaceus. 

Суспензійні культури підтримують у 40мл MS-
середовища (Murashige і Skoog, Physiol Plant 15, 
474-497 (1962)), яке включає 100мг/мл інозиту, 2% 
сахарози і 0,1мг/мл 2,4-Д. Протопласти виділяють 
з 4-5-денних культур. Клітинні стінки розщеплю-

ють, витримуючи при 26C протягом 1 год у суміші, 
яка містить 0,1% пектоліази Y23 (фірма Seishin 
Pharmaceutical Co., Японія), 1%> целюлази 
Onozuka RlO (фірма Yakult Honsha Co., Японія), 
0,4М D-маніт і 0,1% MES, рН 5,5. Протопласти фі-
льтрують через сито з розміром пор 50мкм і двічі 
промивають розчином для електропорації (ЕП) 
(10мМ HEPES, 150мМ NaCl, 5мМ CaCl2, 0,2М ма-
ніт, рН 7,1). 

Nicotiana plumbaginifolia.  
Рослини підтримують в асептичних умовах у 

середовищі RPM2 (Blonstein і ін., Моl Gen Genet 
211, 252-259 (1988)), доповненим 7г/л бакто-агару, 
рН 5,6. Для одержання протопластів відрізають 
листя і інкубують протягом ночі при 26°С у розчині, 
який містить 0,5%) дризелази (фірма Fluka), 
0,25мМ ПВП 10 (полівінілпіролідон MM 10000), 
3,85мМ CaCl2, 6мг/л HOK (нафталіноцтова кисло-
та), 2мг/л ВАР (лужна фосфатаза бактерій) і 0,5М 
сахарозу, рН 5,7. Протопласти фільтрують через 
сито з розміром пор 100мкм. Для здійснення пер-

шої стадії очищення до протопластів додають роз-
чин сахарози (0,6М сахароза, 0,1% MES і 15мМ 
CaCl2, рН 5,7) і суспензію доповнюють W5-
розчином (150мМ NaCl, 125мМ CaCl2, 5мМ KCl, 
6мМ глюкоза; Menczel і ін., Theor Appl Genet 59, 
191-195 (1981). Потім протопласти однократно 
промивають W5-розчином і, нарешті, ЕП-
розчином. 

Oryza sativa. 
Протопласти одержують із суспензійної куль-

тури морфогенетичного рису, створеної з О. sativa 
cv. Nipponbare відповідно до відомого методу 
(Datta і ін., Bio/Technology 8:736-740 (1990)). 

2. Експеримент із короткочасної експресії 
Трансфекцію за допомогою електропорації 

2x10
6
 протопластів Orychophragmus violaceus у 

0,66мл ЕП-буфера здійснюють шляхом розряду 
конденсатора ємністю 960мкФ через шар суспензії 
протопластів товщиною 4мм. Конденсатор заря-
джають при напрузі 450В. Електропорацію здійс-
нюють у присутності 5-10мкг плазмідної ДНК, потім 
протопласти культивують протягом 16-24год при 
25°С. Трансфекцію 2x10

6
 протопластів Nicotiana 

plumbaginifolia у 0,3мл суспензії здійснюють у при-
сутності 0,3мл ПЕГ (40% поліетиленгліколь 6000) і 
5-10мкг плазмідної ДНК. Протопласти культивують 
у 0,4мл К3-середовища (Godall і ін., Methods 
Enzymol 181, 148-161 (1990)) протягом 16-24 год 
при 25°С і доповнюють 10мл WS-буфера перед 
збиранням. Протеїнові екстракти одержують за 
допомогою принаймні трьох циклів заморожування 
і відтавання й освітляють центрифугуванням. 

Приклад 5: Аналізи CAT і GUS 
Для виявлення експресії гена CAT використо-

вують подвійний імуносендвіч (DAS)-ELISA і набір 
CAT ELISA (фірма Boehringer) відповідно до ін-
струкцій виробника. Активність CAT оцінюють за 
допомогою пристрою типу Dynex MRXII. Для здійс-
нення аналізу активності GUS зразки розчиняють у 
GUS-буфері (0,05М NaPO4, рН 7, 0,01М ЕДТК, 
0,1% Triton-X-100, 0,1% саркозилу). Реакцію здійс-
нюють у присутності однакової кількості реакційно-
го GUS-буфера (100мл/л 10x GUS-буфера, 
200мг/л БСА, 705мг/л 4-

метилумбеліферилглюкуроніду) при 37C і припи-
няють, додаючи 2М амедіол. Для оцінки активності 
використовують пристрій типу Titertek Fluoroskan 
II. 

Результати оцінки активності CAT і GUS нор-
малізують по відношенню до відповідного значен-
ня для стандартного клону. Результати, отримані в 
10 різних експериментах, свідчать про те, що різні 
промоторні фрагменти CmYLCV мають високу 
промоторну активність. 

Короткочасна експресія в протопластах N. 
plumbaginifolia 

 
Репортерний ген GUS 

CmpCG 100 

CmpSG 86,9 +/-20% 

CapG 9 +/-20% 

CapSG 38,9 +/-15% 

 
Репортерний ген CAT 

CmpCC 100 
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CmpSC 78 +/-20% 

CapSC 89,5 +/-15% 

Cmp1C 9 +/-20% 

 
Короткочасна експресія в протопластах 

O.violaceus  
Репортерний ген GUS 

CmpCG 100 

CmpSG 84,6 +/-15% 

CapG 9,6 +/-15% 

CapSG 40,7 +/-15% 

 
Репортерний ген CAT 

CmpCC 100 

CmpSC 255 +/-20% 

CapSC 546 +/-15% 

Cmp1C 10 +/-20% 

 
Короткочасна експресія в протопластах О. 

sativa  
Репортерний ген GUS 

CmpCG 100 

CmpSG 84,6 +/-15% 

CapG 9,6 +/-15% 

CapSG 40,7 +/-15% 

 
Приклад 6: Приготування розчинів і середо-

вищ для регенерації і трансформації рослин 
Культуральні середовища GM, СІМ і SIM пред-

ставляють собою середовища, описані в Valvekens 
і ін. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85: 5536-5540 
(1988)). Культуральне середовище GM містить 
мінеральні солі Мурасига і Скуга (Murashige і 
Skoog, Physiol. Plant. 15:473-497 (1962)), 1,0мг/л 
тіаміну (маточний розчин, 1мг/мл), 0,5мг/л піридок-

синHCl (маточний розчин, 1мг/мл), 0,5мг/л нікоти-
нової кислоти (маточний розчин, 1мг/мл), 0,5г/л 2-
(N-морфоліно)етансульфонової кислоти (MES), 
10г/л сахарози, 8г/л агару, значення рН доводять 
до 5,8 за допомогою 1н. КОН. Середовище СІМ 
містить мінеральні солі і вітаміни В5-середовища 
(Gamborg і ін., Exp. Cell Res. 50:151-158 (1968)), 
0,5г/л 2-(N-морфоліно)етансульфонової кислоти 
(MES), 20г/л глюкози, 0,5мг/л 2,4-
дихлорфеноксіоцтової кислоти (2,4-Д) (маточний 
розчин, 10мг/мл у ДМСО), 0,05мг/л кінетину (мато-
чний розчин, 5мг/мл у ДМСО), рН 5,8. Тверде СІМ-
середовище містить 8г/л агару. Середовище SIM 
містить мінеральні солі і вітаміни В5-середовища 
(Gamborg і ін., вище), 0,5г/л 2-(N-
морфоліно)етансульфонової кислоти (MES), 20г/л 
глюкози, 5мг/л N6-(2-ізопентенил)аденіну (2іР) 
(маточний розчин, 20мг/мл у ДМСО), 0,15мг/л ін-
дол-3-оцтової кислоти (ІОК) (маточний розчин, 
1,5мг/мл у ДМСО), 8г/л агару, рН 5,8. Середовище 
SIM V750 К100 представляє собою SIM-
середовище, доповнене 750мг/л ванкоміцину і 
100мг/л канаміцину. Середовище SIM Y500 К100 
представляє собою SIM-середовище, доповнене 
500мг/л ванкоміцину і 100мг/л канаміцину. Сере-
довище GM К50 представляє собою GM-
середовище, доповнене 50мг/л канаміцину. 

Усі культуральні середовища стерилізують ав-
токлавуванням (20хв, 121°С). Вітаміни розчиняють 
у воді і додають до середовищ перед автоклаву-

ванням. Гормони розчиняють у диметилсульфок-
сиді (ДМСО). Антибіотики розчиняють у воді і сте-
рилізують фільтрацією (0,22мкм). Гормони й анти-
біотики додають після автоклавування й 

охолодження середовищ до 65С. В усіх випадках 
використовують 9-сантиметрові чашки Петрі (фір-
ма Falcon, 3003) за винятком середовищ GM і GM 
К50, які, як правило, розливають у 15-сантиметрові 
чашки Петрі (фірма Falcon, 3025). 

Пластини з твердими середовищами сушать 
перед застосуванням у ламінарному потоці для 
видалення конденсату. 

Приклад 7: Штам Arabidopsis і умови його ви-
рощування 

Насіння Arabidopsis thaliana екотипу Columbia 
(CoI-0) дикого типу одержують від фірми Lehle 
Seeds, США (1102 South Industrial Blvd. Suite D, 
Round Rock TX 78681, США). Рослини вирощують 
при 22°С при світловому циклі 16 год світла/8 год 
темряви в квіткових горщиках у суміші, що містить 
4 частини піску, 4 частини садового ґрунту і 1 час-
тину агриліту. 

Приклад 8: Штам і культура Agrobacterium 
Векторні плазміди інтродукують у реципієнтий 

штам Agrobacterium tumefacien LBA4404 (фірма 
Clontech) шляхом трибатьківського схрещування 
відповідно до протоколу, описаному в Walkerpeach 
і Velten ("Agrobacterium-mediated gene transfer to 
plant cells: Cointegrate and binary vector systems", 
in: Plant Molecular Biology Manual, B1: 1-19, 1994, 
ред-ри.: S.B. Gelvin, R.A., Schilperoort, Kluvers 
Acad. Publishers.). Як мобілізуючий штам викорис-
товують штам Е. соli HB101, який несе кон'юговану 
плазміду pRK2013 (Ditta і ін. Broad host range DNA 
cloning system from Gram-negative bacteria. 
Construction of gene bank of Rhizobium meliloti. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7347-7351 (1980)). 
Застосовувані для трансформації кореня агробак-
терії вирощують у LB-середовищі (Sambrook і ін., 
"Molecular Cloning", Cold Spring Harbor, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, NY, 1989) без антибіотиків 

при 28C і 200об/хв.  
Приклад 9: Стерилізація насіння 
Насіння поміщають у суміш 70% EtOH/0,05% 

Tween 20 на 1хв у пробірці Еппендорфа об'ємом 
2мл. Суміш 70% EtOH/0,05%) Tween 20 видаляють 
за допомогою піпетки і заміняють сумішшю 5% 
NaOCl/0,05% Tween 20, у якій насіння витримують 
15хв. Насіння регулярно струшують. Розчин вида-
ляють у стерильних умовах і насіння промивають 
стерильною дистильованою водою тричі кожного 
разу по 10хв. Після останнього промивання насін-
ня витримують у 0,5-1мл води. Насіння можна ви-
користовувати негайно або зберігати при 4°С про-
тягом 2-3 тижнів. Стерилізовані насіння (20-30 
штук) переносять пінцетом на GM-середовище в 
15-сантиметрові чашки Петрі. Проростки вирощу-
ють у вертикальному положенні в планшетах у 

вегетаційній камері (22С; світловий цикл 16 год 
світла/8 год темряви). 

Приклад 10: Трансформація експлантатів ко-
реня Arabidopsis thaliana  

Для трансформації використовують корені 
тритижневих проростків. Корені не повинні бути ні 
зеленими, ні коричневими. Зелені частини пророс-
тків видаляють за допомогою скальпеля і пінцета. 
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Відбирають корені, що залишилися, і приблизно по 
5 повних кореневих систем поміщають на планшет 
із твердим СІМ-середовищем. Корені обережно 
притискають до поверхні планшета для того, щоб 
забезпечити повний контакт із середовищем, од-
нак вони не повинні бути занурені в агар. Корені 
інкубують протягом трьох днів у вегетаційній каме-

рі (22С; світловий цикл 16 світла/8 год темряви). 
Потім корені переносять у стерильну чашку Петрі з 
фільтрувальним папером, змоченим рідким СІМ-
середовищем, і розрізають скальпелем на шмато-
чки довжиною 0,5-1см. Після цього експлантати 
кореня переносять у стерильну пробірку Фалкона 
об'ємом 50мл, що містить 10мл рідкого СІМ-
середовища. У нього додають 0,5мл культури 
Agrobacterium, вирощеної протягом ночі (оптична 
густина ОГ 0,6-1) і інкубують протягом 1-2хв при 
обережному струшуванні. Рідину зливають із про-
бірки через стерильні металеві сита (розмір комі-
рок 50 меш, фірма Sigma, сита типу S-0895), які 
утримують за допомогою пінцета. Корені звичайно 
залишаються на стінці пробірки поблизу її краю. 
Потім експлантати кореня переносять у стерильну 
чашку Петрі з фільтрувальним папером і швидко 
промокають для видалення надлишку рідини. Екс-
плантати кореня поміщають на планшети з твер-
дим СІМ-середовищем і інкубують у вегетаційній 
камері протягом 2 днів при слабкому освітленні 
(1,5-2 клк). Після періоду спільного культивування 
можна спостерігати невеликі прояви розростання 
Agrobacterium. Потім експлантати кореня перено-
сять у стерильну пробірку Фалкона об'ємом 50мл, 
що містить 20мл рідкого СІМ-середовища, допов-
неного 1000мг/л ванкоміцину. Після цього пробірки 
Фалькона обережно струшують для видалення 
Agrobacteria. Рідину зливають із пробірки як опи-
сано вище і експлантати швидко промокають за 
допомогою фільтрувального паперу. Потім екс-
плантати переносять на планшети, які містять се-
редовище SIM V750 К100. Корені повинні знаходи-
тися в щільному контакті із середовищем. 
Експлантати інкубують у вегетаційній камері в ста-
ндартних умовах протягом одного тижня і потім 
переносять у середовище SIM V750 K100 і інкубу-
ють протягом ще одного тижня. Після цього конце-
нтрацію ванкоміцину зменшують до 250мг/л. Появу 
перших проростків слід очікувати наприкінці тре-
тього тижня культивування на SIM-середовищі. 
Проростки вирізують після того, як вони досягають 
розміру 0,3-0,5см, видаляють весь калюс, що за-
лишився, і проростки переносять на 15-
сантиметрові планшети, які містять середовище 
GM К50. На один планшет поміщають максимум 3 
проростки. Для одержання більшої кількості про-
ростків можна переносити експлантати, що зали-
шилися, ще на два тижні; на планшети зі свіжим 
SIM-середовищем, доповненим 125мг/л ванкомі-
цину і 100мг/л канаміцину. Проростки, які мають 
корені, можна переносити в ґрунт із метою одер-
жання насіння. Проростки, які не мають коренів, 
переносять у контейнери типу Magenta (по одному 
на контейнер), що містять GM-середовище, для 
одержання насіння in vitro. 

Насіння окремих трансгенних рослин проро-
щують на середовищі GM К50 у вегетаційній каме-
рі протягом 2 тижнів. Для подальшого аналізу від-

бирають стійкі до канаміцину проростки з норма-
льним фенотипом, що мають зелені справжні лис-
тки і розгалужену кореневу систему.  

Приклад 11: Гістохімічний аналіз -
глюкуронідази (GUS)  

Для аналізів GUS застосовують вирощені in 
vitro проростки або рослини, вирощені в ґрунті. 
Цілі проростки або розрізані на частині органи за-
нурюють у розчин для фарбування GUS. Розчин 
для фарбування GUS містить 1 ММ  5-бром-4-хлор-
3-індолілглюкуронід (X-Gluc, фірма Duchefa, 20мМ 
маточний розчин у DMSO), 100мМ Na-фосфатний 
буфер, рН 7,0, 10мМ ЕДТК, рН 8,0, і 0,1% Triton 
X100. Зразки тканини інкубують при 37°С протягом 
1-16 год. При необхідності зразки можна очищати 
шляхом декількох промивань з використанням 
70% EtOH для видалення хлорофілу. 

Приклад 12: Конструювання трансформуючого 
вектора pZU627 для тютюну 

Усі ПЛР здійснюють з використанням ДНК-
полімерази Platinum Pfx (фірма Life Technologies), 
відповідно до інструкцій виробника. 

1. Ампліфікація термінатора NOS і клонування 
отриманого продукту 

Термінатор NOS ампліфікують з pBIN19 
(Bevan і ін. 1984) з використанням прямого прай-
мера для термінатора NOS (SEQ ID NO:21) і зво-
ротного праймера для термінатора NOS (SEQ ID 
NO:22). Прямий праймер модифікують таким чи-
ном, щоб він містив сайт Pstl, а зворотний праймер 
модифікують таким чином, щоб він містив сайт 
HindIII. Продукт ампліфікації термінатора NOS 
клонують у вигляді PstI/HindIII-фрагмента в тих же 
сайтах вектора pBluescript (фірма Stratagene), 
одержуючи плазміду pZU400A. 

2. Ампліфікація і клонування гена нуклеокап-
сидного протеїну вірусу плямистого в'янення то-
мата (NP TSWV) 

При одержанні за допомогою ампліфікації не-
трансльованого гена NP TSWV використовують 
модифіковані праймери для гена NP TSWV. У 
прямий праймер для гена NP TSWV вбудовують 
сайти BamHI, Sphl, ініціюючий і термінуючий кодо-
ни (SEQ ID NO:23). Зворотний праймер модифіку-
ють таким чином, щоб він містив сайт Pstl (SEQ ID 
NO:24). Ампліфікований продукт клонують у ви-
гляді BamHI/PstI-фрагмента в сайті BamHI/PstI 
плазміди pZU400A проти ходу транскрипції і тому 
ж напрямку, що і термінатор NOS. В отриманому 
клоні pZU400b сайт Pstl, розташований між геном 
NP TSWV і термінатором NOS, видаляють шляхом 
обробки ДНК-полімеразою фага Т4 (фірма Life 
Technologies) відповідно до інструкцій виробника. 
Ген NP TSWV і термінатор NOS з отриманого кло-
ну, позначеного як pZU400C, клонують у вигляді 
SphI/HindIII-фрагмента в сайті Sphl/Hindlll човнико-
вого вектора pZO1560, одержуючи плазміду 
pZU400. pZO1560 є похідним вектора pBluescript, у 
якому вихідний сайт множинного клонування замі-
нений сайтом множинного клонування AGLINK 
(SEQ ID NO:27). 

3. Ампліфікація і клонування промотору вірусу 
CmYLCV 

Промотор вірусу CmYLCV ампліфікують з ви-
користанням прямого праймера для промотору 
вірусу CmYLCV (SEQ ID NO:25) і зворотного прай-
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мера для промотору вірусу CmYLCV (SEQ ID 
NO:26). Прямий праймер модифікують таким чи-
ном, щоб він містив сайт Sstl, а зворотний праймер 
таким чином, щоб він містив сайт Pstl. Ампліфіко-
ваний промотор вірусу CmYLCV клонують у вигля-
ді SstI/PstI-фрагмента в сайті Sstl/PstI плазміди 
pZU400 у тому ж напрямку і проти ходу транскрип-
ції відносно гена NP TSWV. У результаті одержу-
ють клон pZU625, який містить касету вірусного 
гена, що дозволяє одержувати нетрансльовану 
PHK гена NP TSWV. 

4. Клонування касети вірусного гена в 
pVictorHiNK  

Касету вірусного гена клонують у вигляді 
AscI/PacI-фрагмента плазміди pZU625 у сайті 
AscI/PacI вектора pZU494 у плазміді pVictorHiNK. У 
результаті одержують рослинний трансформую-
чий вектор pZU627. pVictorHiNK представляє со-
бою бінарний вектор, який містить сайт ініціації 
реплікації (ORI), виділений із плазміди pVS1 
Pseudomonas aeruginosa, у відношенні якого відо-
мо, що він має високу стабільність у A. tumefaciens 
(Iron і ін., Plasmid 11:206-220 (1984); Itoh і Haas, 
Gene 36;27-36 (1985)). ORI pVS1 функціонує тільки 
в Agrobacterium і його можна мобілізувати у A. 
tumefaciens за допомогою плазміди-хелпера 
pRK2013, яка походить з Е.соli, з використанням 
процедури трибатьківського схрещування (Ditta і 
ін., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:7347-7351 (1980)). 

Цей бінарний вектор містить також сайт ініціа-
ції реплікації СоІЕІ, виділений з pUC19 (Yannisch-
Perron і ін., Gene 33:103-119 (1985)), який функціо-
нує в Е.соli. 

Для зберігання в Е.соli і A. tumefaciens цей ве-
ктор містить бактеріальний ген стійкості до спек-
томіцину і стрептоміцину, який кодується геном 
транспозону Тn7, що має довжину 0,93 т.п.н. (Fling 
і ін., Nucl. Acid Res. 13:7095 (1985)), який функціо-
нує як маркер для селекції за ознакою наявності 
вектора в Е.соli і A. tumefaciens. Для підвищення 
ефективності бактеріальної експресії ген зливають 
із промотором tac (Amman і ін., Gene 25: 167-178 
(1983)). 

Правий і лівий пограничні фрагменти T-ДНК 
довжиною 1,9 т.п.н. і 0,9 т.п.н. відповідно, які міс-
тять пограничні повтори довжиною 24 пари основ, 
одержують з Ті-плазміди штамів A. tumefaciens 
нопалінового типу рТіІ37 (Yadev і ін., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 79:6322-6326 (1982)). Потім ділян-
ку T-ДНК, розташовану між пограничними послідо-
вностями, модифікують шляхом видалення послі-
довностей, які походять з M13, і для збільшення 
варіантів його клонування вбудовують сайт мно-
жинного клонування BIGLINK (SEQ ID NO:28), 
одержуючи pVictorHiNK. 

PVictorHiNK містить генну касету NPTII для ві-
дбирання трансформантів у процесі трансформа-
ції рослин. Ця генна касета містить промотор NOS, 
ген NPTII і термінатор NOS, отриманий з A. 
tumefaciens. 

Приклад 13: Трансформація рослин і скрінинг 
за ознакою стійкості  

1.Трансформація рослинного матеріалу за до-
помогою бінарних векторів  

Методи перенесення бінарних векторів у рос-
линний матеріал добре розроблені і відомі фахів-

цю в даній галузі. Є розходження в процедурах, 
зумовлені, наприклад, тим, що застосовують різні 
штами Agrobacterium, різні джерела одержання 
експлантатів, різні системи регенерації, які зале-
жать як від сорту, так і від виду використовуваної 
рослини. Бінарний вектор pZU627 в експеримен-
тах з трансформації рослин застосовують відпові-
дно до описаної нижче процедури. PZU627 пере-
носять шляхом трибатьківського схрещування в 
штам-акцептор Agrobacterium tumefaciens, після 
чого методом саузерн-блотингу здійснюють аналіз 
екс-кон'югантів для перевірки правильного пере-
несення конструкції в штам-акцептор, інокуляцію і 
спільне культивування стерильного експлантата з 
рекомбінантним штамом Agrobacterium 
tumefaciens, селективне знищення штаму 
Agrobacterium tumefaciens з використанням відпо-
відних антибіотиків, селекцію трансформованих 
клітин шляхом вирощування на середовищах для 
селекції, які містять канаміцин, перенесення про-
ростків у ґрунт, оцінку методом саузерн-блотингу 
ступеня інтактності інтегрованої Т-ДНК за допомо-
гою аналізу виділеної хромосомний ДНК рослини. 

2. Стійкість рослин до інфекцій, які виклика-
ються TSWV  

Трансформовані рослини вирощують у теплиці 
в стандартних карантинних умовах для того, щоб 
не допустити ніякої інфекції, яка викликається па-
тогенами. На стадії чотирьох листків рослини за-
ражають TSWV шляхом механічної інокуляції. Тка-
нину рослин, системно інфікованих TSWV, 
подрібнюють у 5 об'ємах охолодженого на льоді 
буфера для інокуляції (10мМ фосфатний буфер, 
доповнений 1% Na2SO3) і натирають нею в прису-
тності карборундового порошку два перші нові 
листки, які повністю розпустилися. Протягом трьох 
тижнів після інокуляції спостерігають розвиток 
симптомів захворювання в інокульованих рослин. 
У рослин, які містять послідовності pZU627, не 
виявлено симптомів захворювання, яке виклика-
ється TSWV, у той час як у нетрансформованих 
контрольних рослин протягом 7 днів після інокуля-
ції проявляються серйозні симптоми системного 
захворювання, яке викликається TSWV. Стійкі ро-
слини піддають самозапиленню і збирають насін-
ня. Потомство рослин аналізують у відношенні 
сегрегації вбудованого гена і потім піддають по-
вторному скрінингу за ознакою стійкості до TSWV-
інфекції відповідно до описаної вище процедури. 

Приклад 14: Створення конструкцій CmpS-
фосфоманозо-ізомераза-nos для трансформації 
рослин 

Промотор CmpS ампліфікують за допомогою 
ПЛР із використанням праймерів Cmpf-B (cgc gga 
tec tgg cag аса aag tgg cag a; SEQ ID NO:29) і 
CmpS-B (cgc gga tec tac ttc tag get act tg, SEQ ID 
NO:30), що мають фланкуючі сайти BamHI. Утво-
рений PCR-фрагмент клонують у сайті BamHI 
pBluescript KS (+), одержуючи pNOV4211. 

Для створення бінарного вектора, призначено-
го для трансформації з використанням 
Agrobacterium tumefaciens, промотор CmpS виді-
ляють з pNOV4211 шляхом відщеплення за допо-
могою BamHI і вбудовують у розщеплений за до-
помогою BamHI вектор pNOV2804 (SEQ ID NO:31) 
проти ходу транскрипції відносно гена РМІ, утво-
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рений вектор позначають як pNOV2819. pNOV2804 
(SEQ ID NO:31) представляє собою бінарний век-
тор, який містить сайт ініціації реплікації VSl, копію 
гена virG Agrobacterium у каркасній ділянці і позба-
влену промотору касету експресії РМІ-термінатор 
nos між лівою і правою пограничними послідовнос-
тями Т-ДНК. PMI (фосфоманозо-ізомераза) пред-
ставляє собою кодувальну ділянку гена manA 
Е.соli (Joersbo і Okkels, Plant Cell Reports 16:219-
221 (1996), Negrotto і ін., Plant Cell Reports 19:798-
803 (2000)). Термінатор nos (нопалінсинтази) виді-
ляють з Т-ДНК Agrobacterium tumefaciens (Depicker 
і ін., J. Моl. Appl. Genet. 1 (6), 561-573 (1982). Коду-
вальна ділянка фосфоманозо-ізомерази і терміна-
тора nos розташовані від нуклеотиду 290 до нук-
леотиду 1465 і від нуклеотиду 1516 до нуклеотиду 
1789 відповідно pNOV2804 (SEQ ID NO:31). 

Для створення вектора, призначеного для біо-
балістичної трансформації, промотор CmpS від-
щеплюють від pNOV4211 за допомогою BamHI і 
вбудовують у розщеплений за допомогою BamHI 
вектор pNOV3604 (SEQ ID NO:32) одержуючи 
pNOV2820, у результаті чого створюється касета 
експресії PMI, яка знаходиться під контролем про-
мотору CmpS. pNOV3604 представляє собою век-
тор для одержання призначених для біобалістич-
ної доставки фрагментів, створений на основі 
pUC19, що містить сайт ініціації реплікації CoIEI і 
ген бета-лактамази, який зумовлює стійкість до 
ампіциліну. Так само як і pNOV2804, pNOV3604 
містить позбавлену промотору касету експресії 
РМІ-термінатор nos (див. вище). Кодувальна діля-
нка фосфоманозо-ізомерази і термінатора nos 
розташовані від нуклеотиду 42 до нуклеотиду 1217 
і від нуклеотиду 1268 до нуклеотиду 1541 відпові-
дно pNOV3604 (SEQ ID NO:32). 

Бінарний вектор pNOV2819 застосовують для 
трансформації з використанням Agrobacterium 
tumefaciens, а вектор pNOV2820 застосовують для 
біобалістичної трансформації. 

Приклад 15: Конструювання CmpC-GUS-
плазмід для стабільної експресії in planta. 

1. Конструювання бінарного вектора 
Для експериментів був вибраний вектор 

pCambia 1302 (Cambia, Canberra, Australia; 
Roberts, С.S., Rajagopal, S., Smith, L., Nguyen, Т., 
Yang, W., Nugroho, S., Ravi, K.S. Cao, M.L., 
Vijayachandra, K., і ін. A comprehensive set of 
modular vectors for advanced manipulation and 
efficient transformation of plants. Presented at the 
Rockefeller Foundation Meeting of the International 
Program on Rice Biotechnology, Malacca, Malaysia, 
September 15-19 (1997)) і його модифікують у та-
кий спосіб: промотор 35S CaMV, розташований 
перед геном GFP, видаляють шляхом розщеплен-
ня в положенні 9788 за допомогою ендонуклеази 
Hindlll і в положенні 1 за допомогою ендонуклеази 
Ncol, і вектор повторно зшивають шляхом лігуван-
ня по двох сумісних кінцях. Шляхом розщеплення 
за допомогою ендонуклеази Xhol у положенні 7613 
і за допомогою BstXI у положенні 9494 видаляють 
ген стійкості до гігроміцину і промотор 35S CaMV, 
що знаходиться перед ним. Послідовності промо-
тору 35S видаляють з вектора для того, щоб ви-
ключити будь-який можливий ризик того, що вна-
слідок гомології ген виявиться мовчазним. Ген bar, 

що знаходиться під контролем промотору 1' 
(Mengiste і ін., Plant J, 12(4): 945-948 (1997)), вбу-
довують у сайт ЕсоRI у положенні 9737 як селек-
тований маркер. Отриманий вектор позначають як 
pCamBar. 

2. Отримані конструкції 
Касети CmpCG і CapG, описані в прикладі 3, 

вбудовують у вектор pCamBar між сайтом ХbаІ у 
положенні 9764 і сайтом ЕсоRI у положенні 9737, 
одержуючи плазміди pCamBarCmpCG і 
pCamBarCapG відповідно. Обидві конструкції ви-
користовують для трансформації клітин 
Agrobacterium tumefaciens. 

Приклад 16: Стабільна експресія в Arabidopsis 
thaliana  

1. Одержання і трансфекція рослин 
Висівають насіння Arabidopsis thaliana 

(Columbia 0) дикого типу, які витримували протя-

гом 3 днів у холодних умовах при 4C у темряві 
для синхронізації проростання, і переносять у ве-
гетаційну камеру (22°С/освітлення протягом 24 
год). Пророслі рослини піддають інфільтрації, коли 
в них утворюється максимальна кількість нерозк-
ритих бруньок. Інфільтрацію здійснюють відповід-
но до протоколу, описаному в Clough і Bent, Plant 
J. 16: 735-743 (1987). 

2. Відбір трансгенних рослин 
Здійснюють відбір проростків з насіння поко-

ління T1, обприскуючи їх гербіцидом BASTA (фір-
ма Pluss-Staufer AG/SA) (150мг/л) три рази через 
кожні п'ять днів. Шляхом відбору одержують два-
дцять стійких до pCamBarCmpCG і дев'ять стійких 
до pCamBarCapG рослин. їх вирощують в описа-
них умовах, одержуючи насіння покоління Т2. Це 
насіння піддають процедурі, описаній вище для 
рослин дикого типу, відбирають проростки поко-
ління Т2 з використанням обприскування гербіци-
дом BASTA і здійснюють аналіз стійких мутантів у 
відношенні експресії гена GUS. 

3. Гістохімічне дослідження експресії гена GUS 
у стабільно трансформованих рослинах 
Arabidopsis 

Гістохімічне фарбування для виявлення GUS 
здійснюють відповідно до методу, описаному в 
прикладі 11. Аналіз проводять у пробірках з куль-
турою об'ємом 15мл шляхом занурення трансфо-
рмованих проростків у розчин X-Gluc, витримуван-
ня протягом 10хв при тиску 130мбар і інкубації 

протягом ночі при 37C. Результати, отримані для 
рослин Arabidopsis, трансформованих за допомо-
гою pCamBarCmpCG, свідчать про наявність у всіх 
вегетативних органах конститутивної експресії 
репортерного гена GUS, що здійснюється під кон-
тролем промотору СmрС. 

4. Кількісний ферментативний аналіз GUS у 
стабільно трансформованих рослинах Arabidopsis 

А. Одержання зразків  
Для дослідження відбирають по чотири росли-

ни для кожної трансгенної лінії і з кожної з цих ро-
слин беруть по одному листку. Чотири листки вно-
сять в одну пробірку Еппендорфа, заморожують за 
допомогою рідкого азоту і розмелюють за допомо-
гою відповідних млинів до одержання тонкопо-
дрібненого порошку. Порошок розбавляють 
150мкл GUS-буфера (0,05М NaPO4, рН 7, 0,01M 
ЕДТК, 0,1% Triton-X-100, 0,1% саркозилу), інкубу-



35 86341 36 
 

 

ють протягом 5хв при 37C і продукт обертають у 
мікроцентрифузі протягом 5хв при максимальній 
швидкості. Супернатант переносять у нову пробір-
ку Еппендорфа й отримані зразки використовують 
для ферментативного аналізу. 

Вміст протеїну в вказаних рослинних екстрак-
тах оцінюють за методом Бредфорда (Bradford 
М.М., Anal. Biochem. 72: 248-254 (1976)), викорис-
товуючи як стандарт БСА (бичачий сироватковий 
альбумін). Присутність промотору і гена GUS у 
мутантних лініях підтверджують за допомогою 
ПЛР-аналізу, використовуючи екстраговані зразки 
як матрицю. 

Б. Флуорометричний аналіз GUS  
Флуорометричний аналіз GUS проводять від-

повідно до методу, описаному в прикладі 5. Для 
виявлення експресії гена GUS зразки розбавляють 
GUS-буфером. Реакцію проводять при 37°С у при-
сутності однакових кількостей GUS-буфера для 
реакції і припиняють шляхом додавання 2М амеді-
олу. Активність вимірюють за допомогою пристрою 
типу Titertek Fluoroskan II. 

У п'ятнадцяти з двадцяти відібраних ліній, 
трансформованих за допомогою pCamBarCmpCG, 
і у восьми з дев'яти ліній, трансформованих за 
допомогою pCamBarCapG, виявлена ферментати-
вна активність GUS у листках. Рівень активності 
для деяких ліній, трансформованих за допомогою 
CmpCG, виявився порівнянним з рівнем активності 
ліній, трансформованих за допомогою CapG. Од-
нак результати змінюються для різних трансгенних 
ліній внаслідок відмінностей їх генотипів (кількість 
локусів і кількість трансгенних вставок у кожен 
локус). 

Приклад 17: Конструювання варіантів промо-
тору СmрС  

Усі ПЛР здійснюють з використанням поліме-
рази Pm (фірма Stratagene) відповідно до методу, 
описаному в прикладі 1. 

1. Ампліфікація і клонування ДНК 
Одержують два варіанти плазміди pCmpCG 

(приклад 3), а саме pCmpMG і pCmpMsG. У першої 
в промоторі pCmpCG відсутня послідовність 
"GTGGTCCC", а в останньої вказана послідовність 
у результаті мутації перетворена в послідовність 
"GTGCTCGC". 

Для одержання pCmpMG ампліфікують три 
ПЛР-продукти: 

CmpM1 - з використанням прямого праймера 
Cmp1 (див. приклад 3, SEQ ID NO:13), зворотного 
праймера CmpMr (CCATCGTGGTATTTGGTATTG, 
SEQID NO:33) і плазміди pCmpCG як матриці. 

СmрМ2 - з використанням прямого праймера 
CmpMf (CAATACCAAATACCACGATGG; SEQ ID 
NO:34), зворотного праймера СmрС2 (див. прик-
лад 3; SEQID NO:14) і плазміди pCmpCG як мат-
риці. 

СmрМ - з використанням прямого праймера 
Cmp1, зворотного праймера Cmp2 і еквімолярної 
суміші ПЛР-продуктів CmpM1 і CmpМ2 як матриці. 

Для одержання pCmpMsG ампліфікують три 
ПЛР-продукти: 

CmpMs1 - з використанням прямого праймера 
Cmp1, зворотного праймера CmpMrs 
(CGTGGTAGCGAGCACTTTGGT, SEQ ID NO:35) і 
плазміди pCmpCG як матриці. 

CmpMs2 - з використанням прямого праймера 
CmpMfs (AAGTGCTCGCTACCACGATGG, SEQ ID 
NO:36), зворотного праймера Cmp2 і плазміди 
pCmpCG як матриці. 

CmpsM - з використанням прямого праймера 
Cmp1, зворотного праймера Cmp2 і еквімолярної 
суміші ПЛР-продуктів CmpMs1 і CmpMs2 як мат-
риці. 

Для одержання плазмід pCmpMG і pCmpMsG 
вихідну плазміду pCmpCG розщеплюють за допо-
могою ендонуклеаз Xbal і ВаmНІ для того, щоб 
виключити фрагмент СmрС і замість нього вбуду-
вати ПЛР-продукти CmpМ і CmpMs. 

Приклад 18: Експерименти із здійснення коро-
ткочасної експресії з використанням конструкцій 
рСmpМ і pCmpMs 

1.Одержання суспензійних культур і протопла-
стів 

Суспензійні культури і протопласти одержують 
відповідно до процедури, описаної в прикладі 4.  

2. Аналіз GUS 
Трансфекцію й одержання протеїнових екст-

рактів здійснюють відповідно до процедури, опи-
саної в прикладі 4, а аналіз GUS проводять відпо-
відно до процедури, описаної в прикладі 5. 

Результати аналізу GUS представляють со-
бою середні значення результатів десяти різних 
експериментів і їх нормалізують по відношенню до 
значення для стандартного клону. Делеція послі-
довності "GTGGTCCC" у конструкції CmpCG при-
водить до зниження експресії репортерного гена 
GUS під контролем СmрС приблизно на 50% у всіх 
типах протопласта (див. нижче). Ефект, який ви-
кликається мутацією "GTGCTCGC" залежить від 
виду рослини. У протопластах О. violaceus і О. 
sativa рівень експресії гена GUS знижується на 
65,2%) і 73,6% відповідно. У протопластах N. 
plumbaginifolia активність промотору CmpMs бли-
зька до активності промотору CmpМ. 

 
N. plumbaginifolia 

CmpCG 100 

CmpMG 52 +/-12% 

CmpMsG 53,7 +/-16% 

CapG 28,3 +/-14% 

 
О. violaceus 

CmpCG 100 

CmpMG 55,2 +/-12% 

CmpMsG 73,6 +/-10% 

CapG 5 +/-1% 

 
O. sativa 

CmpCG 100 

CmpMG 9,6 +/-21% 

CmpMsG 65,2 +/-20% 

CapG 42,5 +/-16% 

 
Приклад 19: Конструювання рослинних тран-

сформуючих векторів, які містять 5'-промоторні 
фрагменти, функціонально зв'язані з репортерни-
ми генами GFP або GUS 

1. Ампліфікація і клонування промотору 
Конструюють химерний ген, який містить пос-

лідовність ДНК промотору первинного транскрипту 
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CmYLCV (SEQ ID NO:1), злиту з оптимізованою 
для рослини послідовністю GFP, що містить інтрон 
(synGFPI, SEQ ID NO:37), або з послідовністю ре-
портерного гена GUS, що містить інтрон (GIG; SEQ 
ID NO:38). Ген GIG містить інтрон ST-LSl з Solatium 
tuberosum, який розташований від нуклеотиду 385 
до нуклеотиду 576 SEQ ID NO: 38 (отриманий від 
д-ра Stanton Gelvin, Purdue University, описаний 
Narasimhulu і ін., Plant Cell, 8: 873-886 (1996)). 
SynGFPI представляє собою оптимізований для 
рослини ген GFP, у який вбудований інтрон ST-LSl 
(від нуклеотиду 278 до нуклеотиду 465 SEQ ID 
NO:37). Для ампліфікації промоторів як матриці 
при здійсненні полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР) використовують геномну ДНК CmYLCV. Для 
ампліфікації послідовності ДНК конструюють спе-
цифічні для гена праймери. Фрагмент гена, який 
відповідає CmpC (SEQ ID NO:2) виділяють з вико-
ристанням прямого праймера Cmpf-B (SEQ ID 
NO:29) у сполученні з 5'-3' праймером 
CGCGGATTGCTCCCTTAACAATGAGG (SEQ ID 
NO:39) як зворотного праймера. Фрагмент гена, 
що відповідає CmpS (SEQ ID NO:3) виділяють з 
використанням прямого праймера Cmpf-B (SEQ ID 
NO:29) у сполученні зі зворотним праймером 

CmpS-B (SEQ ID NO:30). Усі три праймери містять 
на своїх 5'-кінцях сайт CGCGGA, який розпізнаєть-
ся рестриктазою BamHI. Усі ПЛР здійснюють з 
використанням полімерази Pfu відповідно до ре-
комендацій виробника (фірма Stratagene). Для 
ампліфікації промоторних фрагментів застосову-
ють термокомірку (типу DNA Engine, фірма 
MJResearch, Inc., Уолтем, штат Массачусетс, 
США) і використовують наступні умови для ПЛР: 
[(94°С:10с):(94°С:10с/56°С:30с/72°С:1хв)х20]:(72°С:
1,5хв)]. Після розщеплення рестриктазою BamHI 
промоторні фрагменти зшивають шляхом літуван-
ня у векторах, створених на основі pUC, з геном 
GIG або геном synGFPI, у результаті чого одержу-
ють злиття промотор-репортерний ген, функціона-
льно зв'язані з термінатором nos. 

2. Отримані касети промотор-репортерний ген  
промоторний фрагмент CmpS + ген synGFPI + 

nos (SEQ ID NO:40)  
промоторний фрагмент CmpS + ген GIG + nos 

(SEQ ID NO:41)  
промоторний фрагмент СmрС + ген synGFPI + 

nos (SEQ ID NO:42)  
промоторний фрагмент СmрС + ген GIG + nos 

(SEQ ID NO:43) 
 

SEQ ID NO Промотор Ген (synGFPI або GIG) Термінатор 

40 Нуклеотиди з 1 по 402 Нуклеотиди з 411 по 1331 Нуклеотиди з 1343 по 1618 

41 Нуклеотиди з 1 по 405 Нуклеотиди з 425 по 2425 Нуклеотиди з 2479 по 2751 

42 Нуклеотиди з 1 по 354 Нуклеотиди з 380 по 1292 Нуклеотиди з 1304 по 1577 

43 Нуклеотиди з 1 по 354 Нуклеотиди з 399 по 2399 Нуклеотиди з 2453 по 2725 

3. Субклоновані в бінарному векторі 
Agrobacterium 

Касети промотор-репортерний ген (SEQ ID 
NO:40-43), які містять промоторний фрагмент, ре-
портерний ген і термінатор nos, вбудовують у бі-
нарний вектор pNOV2117, призначений для тран-
сформації кукурудзи, і в бінарний вектор 
pNOV4200, призначений для трансформації тома-
тів. pNOV2117 (SEQ ID NO:44) представляє собою 
бінарний вектор, який містить у каркасній ділянці 
сайт ініціації реплікації VSl, копію гена virG 
Agrobacterium, а також касету експресії промотор 
убікітину кукурудзи-ген РМІ-термінатор nos, роз-
ташовану між лівою і правою пограничними послі-
довностями Т-ДНК. PMI (фосфоманозо-ізомераза) 
представляє собою кодувальну ділянку гена manА 
Е.соli (Joersbo і Okkels, Plant Cell Reports 16:219-
221 (1996), Negrotto і ін., Plant Cell Reports 19:798-
803 (2000)). Термінатор nos (нопалінсинтази) виді-
ляють з Т-ДНК Agrobacterium tumefaciens (Depicker 
і ін., J. Моl. Аррі. Genet. 1 (6), 561-573 (1982)). 
Промотор убікітину кукурудзи, кодувальна ділянка 
фосфоманозо-ізомерази і термінатор nos розта-
шовані від нуклеотиду 31 до нуклеотиду 2012, від 
нуклеотиду 2109 до нуклеотиду 3212 і від нуклео-
тиду 3273 до нуклеотиду 3521 відповідно 
pNOV2117 (SEQ ID NO:44). Касети репортерний 
ген-промотор вбудовують максимально близько до 
правої пограничної послідовності. Касету експре-
сії, яка містить селектований маркер, вбудовують у 
бінарні вектори максимально близько до лівої пог-
раничної послідовності. 

Для трансформації томатів як бінарний вектор 
використовують pNOV4200 (SEQ ID NO:45), який 

містить у каркасній ділянці сайт ініціації реплікації 
VSl, копію гена virG Agrobacterium і касету, яка 
містить селектований маркер за ознакою стійкості 
до гігроміцину, розташовану між лівою і правою 
пограничними послідовностями. Касета із селек-
тованим маркером за ознакою стійкості до гігромі-
цину містить промотор убікітину 3 Arabidopsis 
(Ubq3(At), Callis і ін., J. Biol. Chem. 265:12486-
12493 (1990)), функціонально зв'язаний з геном, 
який кодує стійкість до гігроміцину (у даному описі 
позначений як "HYG", синтетичний ген гігроміцин 
B-фосфотрансферази з Е.соli, патент: JP 
1986085192-А 1 30-APR-1986) і термінатор nos 
(Depicker і ін., J. Моl. Appl. Genet. 1 (6), 561-573 
(1982). Промотор убікітину Arabidopsis, ген HYG і 
термінатор nos розташовані від нуклеотиду 162 до 
нуклеотиду 11494, від нуклеотиду 1897 до нуклео-
тиду 2939 і від нуклеотиду 2939 до нуклеотиду 
3236 відповідно pNOV4200 (SEQ ID NO:45). Касети 
репортерний ген-промотор (SEQ ID NO:40 - 43) 
вбудовують максимально близько до правої пог-
раничної послідовності. Касети експресії, які міс-
тять селектований маркер, вбудовують у бінарні 
вектори максимально близько до лівої пограничної 
послідовності. 

Нижче наведені орієнтації селектованого мар-
кера і касет промотор-репортерний ген у конструк-
ціях бінарних векторів. 

4. Конструкції бінарних векторів:  
NOV4215 (суміжний із правою пограничною 

послідовністю промоторний фрагмент (RB-
фрагмент) CmpS + ген synGFPI + nos - ZmUbi + ген 
PMI + nos, суміжний із лівою пограничною послідо-
вністю (LB-nos)) 



39 86341 40 
 

 

NOV4216 (RB-nos + ген synGFPI + промотор-
ний фрагмент CmpS - ZmUbi + ген PMI + LB-nos) 

NOV4217 (RB-промоторний фрагмент CmpS + 
ген synGFPI + nos - Ubq3(At) + ген HYG+ LB-nos) 

NOV4220 (RB-промоторний фрагмент CmpS + 
ген GIG + nos - Ubq3(At) + ген HYG + LB-nos) 

NOV4224 (RB-промоторний фрагмент СmрС + 
ген GIG + nos - ZmUbi + ген HYG + LB-nos) 

NOV4226 (RB-промоторний фрагмент СmрС + 
ген synGFPI + nos - ZmUbi + ген PMI + LB-nos) 

З метою порівняння конструюють додаткові 
касети з використанням відомих промоторів. Для 
цього створюють також промоторну касету, яка 
містить ZmUbi-GFP-35S term (SEQ ID NO:46), що 
містить промотор убікітину кукурудзи (Christensen / 
ін. Plant Molec. Biol. 12: 619-632 (1989)), функціо-
нально зв'язаний з synGFP, і термінатором 35S 
(35S term), і промоторну касету, яка містить про-
мотор убікітину, функціонально зв'язаний з геном 
GIG, і термінатором nos (NOV 3612, SEQ ID 
NO:47). Промотор ZmUbi, ген GFP і термінатор 
35S розташовані від нуклеотиду 1 до нуклеотиду 
2019, від нуклеотиду 2020 до нуклеотиду 2751 і від 
нуклеотиду 2876 до нуклеотиду 2949 відповідно 
SEQ ID NO:46. Промотор ZmUbi, ген GIG і термі-
натор nos розташовані від нуклеотиду 1 до нукле-
отиду 1982, від нуклеотиду 2015 до нуклеотиду 
4015 і від нуклеотиду 4069 до нуклеотиду 4341 
відповідно SEQ ID NO:47. Касету ZmUbi-GIG-nos 
(SEQ ID NO: 47) клонують у векторі, створеному на 
основі pUC. Касету ZmUbi-GFP-nos (SEQ ID 
NO:46) клонують у бінарному векторі pNOV2117, 
призначеному для трансформації кукурудзи, від-
повідно до описаного вище методу. Конструюють 
промоторні касети, які містять промотор убікітину 3 
Arabidopsis (Ubq3(At)), функціонально зв'язаний з 
synGFPI, і термінатор nos (SEQ ID NO:48), промо-
тор убікітину 3 Arabidopsis, функціонально зв'яза-
ний з геном GIG, і термінатор nos (SEQ ID NO:49). 
Промотор убікітину 3, synGFPI і термінатор nos 
розташовані від нуклеотиду 1 до нуклеотиду 1332, 
від нуклеотиду 1738 до нуклеотиду 2658 і від нук-
леотиду 2670 до нуклеотиду 2943 відповідно SEQ 
ID NO: 48. Промотор убікітину 3, ген GIG і терміна-
тор nos розташовані від нуклеотиду 1 до нуклео-
тиду 1335, від нуклеотиду 1746 до нуклеотиду 
3746 і від нуклеотиду 3800 до нуклеотиду 4072 
відповідно SEQ ID NO: 49. Як описано вище, касе-
ти, які включають промотор, клонують у бінарному 
векторі pNOV4200, що включає касету, яка вклю-
чає селектований за ознакою стійкості до гігромі-
цину маркер, призначену для трансформації тома-
тів. Нижче наведені орієнтації селектованого 
маркера і касет промотор-репортерний ген у конс-
трукціях бінарних векторів. 

5. Конструкції бінарних векторів  
NOV2110 (RB-промотор ZmUbi + ген synGFP + 

35S term - ZmUbi + ген PMI + LB-nos) 
NOV4209 (RB-промотор Ubq3(At) + ген 

synGFPI + nos - Ubq3(At) + ген HYG + LB-nos) 
NOV4208 (RB-промотор Ubq3(At) + інтрон GUS 

- ген GUS + nos - Ubq3(At) + ген HYG + LB-nos) 
Приклад 20: Трансформація рослин кукурудзи, 

опосередковувана Agrobacterium 
Трансформацію незрілих зародків кукурудзи 

здійснюють в основному відповідно до методу, 

описаному в Negrotto і ін., Plant Cell Reports 19: 
798-803 (2000). У розглянутому прикладі як усі 
компоненти, що входять до складу середовищ, 
використовували компоненти, описані в Negrotto і 
ін., див. вище. Слід мати на увазі, що різні компо-
ненти середовищ, вказані в літературі, можна за-
міняти на інші. 

1. Трансформуючі плазміди і селектований 
маркер 

Гени, які використовують для трансформації, 
клонують у векторі, придатному для трансформа-
ції кукурудзи, відповідно до методу, описаному в 
прикладі 19. Застосовувані вектори містять ген 
фосфоманозо-ізомерази (PMI) (Negrotto і ін. Plant 
Cell Reports 19: 798-803 (2000)). 

2. Одержання штаму Agrobacterium 
tumefaciens 

Штам Agrobacterium LBA4404 (pSBl), який міс-
тить плазміду для трансформації рослин, виро-

щують протягом 2-4 днів при 28C у твердому се-
редовищі YEP (дріжджовий екстракт (5г/л), пептон 
(10г/л), NaCl (5г/л), агар (15г/л), рН 6,8). Приблизно 
0,8х10

9
 агробактерій суспендують у середовищі 

LS-inf, доповненому 100мкМ ацетосирінгоном (As) 
(Negrotto / ін., Plant Cell Rep 19: 798-803 (2000)). 
Бактерії піддають попередній індукції в цьому се-
редовищі протягом 30-60хв. 

3. Інокуляція 
Незрілі зародки лінії A188 або іншого придат-

ного генотипу кукурудзи вирізують з 8-12-денних 
качанів і поміщають у рідке середовище LS-inf + 
100мкМ As. Зародки промивають один раз свіжим 
інфікуючим середовищем. Потім додають розчин, 
який містить Agrobacterium, зародки перемішують 
протягом 30с, після чого дають осадитися на них 
бактеріям протягом 5хв. Потім зародки поміщають 
у LSAs-середовище так, щоб щиток розташовува-
вся зверху, і культивують у темряві протягом 2-3 
днів. Потім зародки переносять (по 20-25 зародків 
на чашку Петрі) у LSDc-середовище, доповнене 
цефотаксимом (250мг/л) і нітратом срібла (1,6мг/л) 

і культивують у темряві при 28C протягом 10 днів. 
4. Відбір трансформованих клітин і регенера-

ція трансформованих рослин  
Незрілі зародки, що продукують ембріогенний 

калюс, переносять у середовище LSD1М0.5S. Ку-
льтури піддають селекції в цьому середовищі про-
тягом 6 тижнів, здійснюючи стадії пересівання че-
рез 3 тижні. Калюси, які вижили, переносять або в 
середовище LSD1M0.5S для збільшення їх об'єму, 
або в середовище Reg1. Після культивування на 
світлі (світловий режим: 16 год світла/8 год темря-
ви), зелені тканини переносять у середовище 
Reg2, яке не містить регуляторів росту, і інкубують 
протягом 1-2 тижнів. Проростки переносять у ко-
робки типу Magenta GA-7 (фірма Magenta Corp, 
Чикаго, штат Іллінойс), які містять середовище 
Reg3, і вирощують на світлі. Рослини, у яких вияв-
лена, позитивна відповідь при проведенні ПЛР на 
наявність касети промотор-репортерний ген, пере-
носять у ґрунт і вирощують у теплиці.  

Приклад 21: Стабільна трансформація томатів  
Трансформацію томатів здійснюють, практич-

но дотримуючись методу, описаному в Meissner і 
ін., The Plant Journal 12: 1465-1472 (1997). 

1. Трансформуючі плазміди і селектований 
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маркер 
Гени, які використовують для трансформації, 

клонують у бінарному векторі, придатному для 
трансформації томатів, відповідно до методу, опи-
саному в прикладі 19. Вектори містять ген стійкості 
до гігроміцину, призначений для селекції. 

2. Одержання штаму Agrobacterium 
tumefaciens 

Штам Agrobacterium GV3101, який містить 
плазміду для трансформації рослин, культивують 

протягом 2 днів при 22C у рідкому середовищі LB 
(дріжджовий екстракт (5г/л), пептон (10г/л), NaCl 
(5г/л), агар (15г/л), рН 6,8). Приблизно 0,8х10

9
 аг-

робактерій суспендують у середовищі KCMS для 
інокуляції (MS-солі (4,3г/л), Муо-інозит, тіамін 
(1,3мкг/мл), 2,4-Д (0,2мкг/мл), кінетин (0,1мкг/мл) і 
3% сахарози, рН 5,5), доповнене 100мкМ ацетоси-
рінгоном. Бактерії піддають попередній індукції в 
цьому середовищі протягом 30-60хв. 

3. Стерилізація і пророщення насіння 
Насіння томатів сорту Micro-Tom (Meissner і 

ін., The Plant Journal 12: 1465-1472 (1997)) і сортів 
ZTV-840 просочують протягом 20хв 20%-ним роз-
чином хлорного вапна, який містить Tween. Потім 
насіння тричі промивають стерильною водою і 
висівають для пророщення на середовище TSG 
(MS-солі половинної міцності, 1% сахарози, 1% 
фітоагару, рН 5,8) у коробки типу Magenta (фірма 
Magenta Corp, Чикаго, штат Іллінойс). Через 7-10 
днів після проростання вирізують сім'ядолі і чере-
шки сім'ядоль розрізають на сегменти довжиною 
5мм. 

4. Інокуляція 
7-10-денні сім'ядолі і сегменти черешків сім'я-

доль перед здійсненням інокуляції з використан-
ням Agrobacterium інкубують протягом 24 год на 
планшетах, що містять як поживні клітини клітини 
тютюну лінії BY-2 (MS-солі, Муо-інозит (0,1мг/мл), 
гідролізат казеїну (0,2мг/мл), тіамін-НСІ 
(1,3мкг/мл), 3% сахарози, рН 5,5). 

Сім'ядолі занурюють на 5хв у рідку суспензію 
KCMS, яка містить Agrobacterium. Потім 20-25 сі-
м'ядоль поміщають абаксіальною стороною вгору 
на ті ж самі планшети, які містять поживні клітини, і 
культивують у темряві протягом 2-3 днів. 

5. Відбір трансформованих сім'ядоль і череш-
ків і регенерація трансформованих рослин 

Сім'ядолі і фрагменти черешків переносять на 
середовище для селекції TSM-1  (4,3г/л MS-солей, 
вітаміни В5 (1х), 2% сахарози, 1% глюкози, 
1мкг/мл зеатину, 0,05мкг/мл ІОК, 5мкг/мл гігромі-
цину і 250мкг/мл карбеніциліну, рН 5,8) через 2-3 
дні після інокуляції з використанням Agrobacterium 
і вирощують на світлі. Сім'ядолі і сегменти череш-
ків, які продукують ембріогенний калюс, перено-
сять на середовище TSM-2 (MS-солі (4,3г/л), MS-
вітаміни (1х), 2% сахарози, 1мкг/мл зеатину, 
5мкг/мл гігроміцину і 250мкг/мл карбеніциліну, рН 
5,8). Проростки, які вижили, що утворюють калюс, 
переносять у коробки типу GA-7 (фірма Magenta 
Corp, Чикаго, штат Іллінойс) із середовищем TRM 

(4,3г/л MS-солі, MS-вітаміни (1х), 2% сахарози, рН 
5,8) і вирощують на світлі. Після формування ко-
ренів первинні трансформанти переносять у ґрунт. 

Приклад 22: Флуорометричний аналіз зелено-
го флуоресцентного протеїну (GFP) 

Для виявлення експресії гена synGFP здійс-
нюють флуорометричний аналіз. 

Диски листків стабільно трансформованих ро-
слин кукурудзи і томатів заморожують за допомо-
гою сухого льоду. Заморожену тканину ретельно 
подрібнюють і змішують з 300мкл буфера для екс-
тракції GFP (10мМ Трис-НСІ (р 7,5), 100мМ NaCl, 
1 ММ  MgCl2, 10мМ ДТТ (дитіотреїтол) і 0,1% сар-
козилу). Екстракти відокремлюють від дебрису 
листя шляхом центрифугування, після чого пере-
носять у 96-лунковий планшет чорного кольору з 
прозорим дном (типу Costar 3615). Відносні одини-
ці флуоресценції (RFU) вимірюють за допомогою 
планшет-ридера типу Spectra Fluor Plus при дов-
жині хвилі збудження 465нм і довжині хвилі ви-
промінення 512нм. Активність GFP нормалізують 
по відношенню до активності загального протеїну, 
яка виміряна на основі аналізу з використанням 
BCA (відповідно до методу Пірса (Pierce)). 

Приклад 23: Аналіз експресії в стабільно тран-
сформованих рослинах кукурудзи і томатів 

1. Трансгенні рослини Zea mays лінії То 
Експресія GFP, яка здійснюється під контро-

лем промотору CmpS (NOV4215, NOV4216), у 10-
20 разів перевищує експресію, яка здійснюється 
під контролем промотору ZmUbi (NOV2110). Ці 
результати були отримані з використанням зразків 
листя 42 незалежних ліній То, взятих від 93 рослин 
ліній То. 

2. Аналіз GFP за допомогою методу ELISA 
Для виявлення зеленого флуоресцентного 

протеїну (GFP) здійснюють кількісний сендвіч-
імуноаналіз. Використовують два поліклональних 
антитіла, яка надходять у продаж. За допомогою 
імунноафінної хроматографії очищають козлине 
антитіло до GFP IAP (фірма Rockland, №600-1-1-
215), а кроляче антитіло до GFP (фірма Torrey 
Pines Biolabs, №ТР401) очищають з використан-
ням протеїну А. Протеїн GFP у рослинних екстрак-
тах захоплюють кролячим антитілом, іммобілізо-
ваним на твердій основі в титраційному 
мікропланшеті. Потім утворюється «сендвіч», який 
складається з кролячого антитіла, іммобілізовано-
го на твердій основі, протеїну GFP і другого козли-
ного антитіла, яке присутнє у лунці. Після стадії 
промивання, під час якої видаляють незв'язане 
друге антитіло, проводять виявлення зв'язаного 
антитіла з використанням антитіла, міченого за 
допомогою лужної фосфатази. Додають субстрат 
для ферменту й у кожній лунці оцінюють зміну за-
барвлення шляхом вимірювання рівня поглинання. 
Потім дані апроксимують стандартною кривою і 
будують графік залежності концентрації GFP від 
рівня поглинання. 

Репортерний ген syn GFP 
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Касета бінарного вектора 
Активність GFP (середня) 

RFU/мг протеїну 

ELISA 
(середнє значення) 
нг GFP/мг протеїну 

NOV4215 (CmpS) 4722,3 657,1 

NOV4216 (CmpS) 2795,8 246,1 

N0V2110 (ZmUbi) 272,0 41,4 

2. Рослини Lycopersicon esculentum лінії То  
Присутність промоторного фрагмента CmpS 

CmYLCV (NOV 4217) приводить до рівня експресії 
synGFP, що істотно перевищує рівень експресії в 
присутності промотору Ubq3 Arabidopsis (NOV 
4209). 

Репортерний ген synGFP 
Результати були отримані шляхом оцінки за 

допомогою мікроскопа інтенсивності флуоресцен-
ції synGFP у калюсі і первинних проростках для 5 
незалежних стабільно трансформованих ліній ка-
люсу, для трансформації яких використовували 
касету NOV4217, і 2 незалежних стабільно транс-
формованих ліній калюсу, для трансформації яких 
використовували касету NOV4209. 

 

Касета бінарного 
вектора 

(промотор) 
Калюс № Інтенсивність флуоресценції GFP 

NOV4217 (CmpS) NOV4217-1 +++++ 

NOV4217 (CmpS) NOV4217-2 ++++ 

NOV4217 (CmpS) NOV4217-3 ++++ 

NOV4217 (CmpS) NOV4217-4 +++ 

NOV4217 (CmpS) NOV4217-5 +++ 

NOV4209 (Ubq3(At)) NOV4209-1 + 

NOV4209 (Ubq3 (At)) NOV4209-2 + 

Касета Gus-інтрон-репортерний ген GUS 
Результати одержують шляхом оцінки інтен-

сивності забарвлення GUS для 11 незалежних 
стабільно трансформованих ліній калюсу, які міс-
тять касети промотор CmpS-репортерний ген (лінії 
NOV4220-1 - NOV4220-11). Досліджують дві стабі-

льно трансформовані лінії, які містять промотор-
ний фрагмент СmрС промотору CmYLCV 
(NOV4224-1, NOV4224-2). Для порівняння викори-
стовують дві стабільно трансформовані лінії калю-
су, які містять промотор убікітину 3 (Ubq3) 
Arabidopsis, (NOV4208-1, NOV4208-2). 

 

Касета бінарного вектора (промотор) Калюс № Фарбування GUS 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-1 ++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-2 +++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-3 ++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-4 +++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-5 +++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-6 +++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-7 ++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-8 +++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-9 ++++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-10 +++ 

NOV4220 (CmpS) NOV4220-11 ++++ 

NOV4224 (CmpC) NOV4224-1 ++++ 

NOV4224 (CmpC) NOV4224-2 +++ 

NOV4208 (Ubq3 (At)) NOV4208-1 + 

NOV4208 (Ubq3 (At)) NOV4208-2 ++ 

Приклад 24: Експерименти із короткочасної 
експресії в рослинах кукурудзи 

1. Одержання зародків 
Незрілі зародки вирізують з 8-12-денних кача-

нів рослин кукурудзи, які мають генотип A188, або 
інший придатний генотип, і поміщають у рідке се-
редовище 2DG4 + 0,5d (модифіковане середови-
ще Дункана D, яке містить 20мг/л глюкози і допов-
нене 10г/л манози) і культивують протягом 1-2 
днів. 

2. Плазмоліз 
Незрілі зародки інкубують у 12%-ному розчині 

сахарози протягом 3-4 год до початку бомбарду-
вання. Зародки розташовують на пластині по колу 
діаметром 8-10мм. 

3. Бомбардування 
Трансфекцію зародків кукурудзи шляхом бом-

бардування частинками здійснюють у присутності 
5мкг плазмідної ДНК при тиску 650 фунтів/кв. 
дюйм відповідно до методу, описаному в Wright і 
ін, 2001, Plant Cell Reports, в друці. Оскільки робо-
ту, яка знаходиться в друці, не можна використо-
вувати як посилання, нижче наводяться деякі ві-
домості, почерпнуті зі статті: 
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Фрагмент ДНК осаджують на золоті мікроносії 
(<1мкм) відповідно до інструкцій, викладених у 
посібнику DuPont Biolistics Manual. Гени вводять у 
клітини тканини-мішені за допомогою біобалістич-
ного пристрою типу PDS-1000He Biolistics. Устано-
влюють наступні регулювальні параметри: відс-
тань 8мм між диском, що руйнується, і 
макроносієм, відстань 10мм між макроносієм і за-
тримуючим екраном і відстань 7мм між затримую-
чим екраном і мішенню. Пластини обстрілюють 
двічі частинками, покритими ДНК, використовуючи 
диски, що руйнуються, при тиску 650 фунтів/кв. 
дюйм. Для зменшення пошкодження тканини від 
ударної хвилі при викиді гелію між затримуючим 
екраном і тканиною-мішенню поміщають сітку з 
нержавіючої сталі, яка має по вертикалі і по гори-
зонталі по 200 отворів на дюйм (фірма McMaster-
Carr, Нью Брунсвік, штат Нью Джерсі). 

Зародки вирощують на планшетах протягом 

48 год у темряві при 25C. Протеїнові екстракти 
одержують шляхом лізису клітин у лізируючому 
GUS-буфері й освітляють шляхом центрифугуван-
ня. 

Приклад 25: аналіз GUS 
 Для виявлення експресії гена GUS здійсню-

ють гістохімічний і хемілюмінісцентний аналізи. 

1. Гістохімічний аналіз -глюкуронідази (GUS) 
При проведенні аналізу GUS використовують 

зародки кукурудзи і лінії калюсу томатів, вирощені 
в умовах in vitro. У розчин для фарбування GUS 
занурюють або зародки повністю, або невеликі 
шматочки калюсу. Розчин для фарбування GUS 
містить 1 ММ  5-бром-4-хлор-3-індолілглюкуронід 
(X-Gluc, фірма Duchefa, 20мМ маточний розчин у 

ДМСО), 100мМ Na-фосфатний буфер, рН 7,0, 
10мМ ЕДТК, рН 8,0, і 0,1% Triton Х100. Зразки тка-
нини інкубують при 37°С протягом 1-16 год. При 
необхідності зразки освітляють шляхом декількох 
промивань 70% EtOH для видалення хлорофілу. 

2. Хемілюмінісцентний аналіз -глюкуронідази 
(GUS) 

Для кількісного аналізу експресії GUS здійс-
нюють хемілюмінісцентний аналіз GUS з викорис-
танням набору типу GUS-Light (фірма Tropix. Inc.) 
відповідно до інструкцій виробника. Активність 
вимірюють за допомогою люмінометра. 

Результати вимірювань експресії GUS для 
зразків, у яких присутні конструкції pCmpS і 
pCmpMG (приклад 17) нормалізують по відношен-
ню до відповідного значення, отриманого для кло-
ну, з яким проводиться порівняння (pNOV3612, 
приклад 19). Результати, отримані в двох різних 
експериментах, свідчать про те, що делеція дов-
жиною 8 пар основ у промоторі CmYLCV 
(pCmpMG, приклад 17) істотного не впливає на 
рівні експресії репортерного гена GUS у порівнянні 
з ев присутності промотору pCmpS. 

Короткочасна експресія в зародках Z.mays 
Активність GUS через 48 і 72 год після транс-

фекції 
 

Конструкція № 
Активність GUS 

(RFU/мг протеїну) 
48 год 72 год 

pCmpS 103,7 51,7 

PCmpMG 81,4 70,8 

ZmUbi (pNOV3612) 52,6 70,2 
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