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ПЕРЕЛІК УМОВИХ ПОЗНАЧЕНЬ

Ген-gus – ген  ß-глюкуронідази 
Х-Gluc – 5-бром-4-хлор-3-індолілглюкоронід 
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція

hpt – ген гігіроміцин фосфотрансферази 

ДМСО – диметилсульфоксид

ГАМК – гамма-аміномасляна кислота 

ІОК – індолін оцтова кислота

БАП – 6-бензиламінопурин

ВСТУП

Актуальність теми. Для Agrobacterium tumefaciens притаманна унікальна властивість переносити молекулу ДНК в рослинну клітину за допомогою процесу, відомого як горизонтальне перенесення генів [1, 2]. У порівнянні з іншими найбільш вживаними методами перенесення чужорідної ДНК у ядро рослинної клітини, такими як біобалістична трансформація, електропорація та мікроін'єкція, трансформація за допомогою A. tumefaciens має очевидні переваги [3, 4, 5, 6, 7]. Agrobacterium-опосередкований метод трансформації дозволяє вводити в рослину великі за розміром генетичні конструкції, мінімізує порушення в послідовності гена, що переноситься, а також не потребує використання спеціального устаткування. Відомо, що взаємодія між агробактерією та рослиною регулюється різноманітними хімічними сигналами, що можуть впливати на вірулентність бактерії, однак молекулярні механізми цього явища досі остаточно не з’ясовані [1, 7, 8, 9 ]. Агробактеріальне інфікування рослин являє собою складне явище, яке, зазвичай, розпочинається з пошкодження рослинних тканин, що призводить до продукції фенольних сполук, таких як ацетосирінгон [7, 10]. Ацетосирінгон активує ділянку вірулентних генів в бактеріальній плазміді. В свою чергу рослина для захисту від інвазії запускає механізми експресії та активації ряду захисних білків, що пригнічують дію патогена та перешкоджають перенесенню Т-ДНК у рослинну клітину [11, 12, 9, 7,10]. Таким чином, під час процесу взаємодії рослини та агробактерії активуються цілі каскади хімічних реакцій, спрямовані на захист рослинної клітини від бактеріальної інвазії [9, 13].
Визначальну роль в цих сигнальних каскадах відіграють такі фітогормони, як індолил-3-оцтова кислота, саліцилова кислота та етилен [7, 1]. Відповідно, в опосередкуванні регуляторної дії фітогормонів мають бути задіяні різні групи протеїнкіназ та протеїнфосфатаз, що фосфорилюють цільові білки [13, 14, 15, 1]. Зокрема, після того, як рослина розпізнала бактерію за допомогою молекул, асоційованих зі специфічним патогеном, активується ряд сигнальних протеїнкіназ, серед яких є мітоген-активовані протеїнкінази (MAPK) [13, 16, 17, 18] Ряд фітогормонів, у тому числі індолил-3-оцтова кислота, контролюють роботу багатьох типів Ca2+-залежних протеїнкіназ [19]. Також з’являється все більше доказів стосовно участі тирозинкіназ та тирозинфосфатаз в опосередкуванні дії фітогормонів [19, 20]. Очевидно, що різні типи протеїнкіназ, здатні фосфорилювати амінокислотні залишки як серину та треоніну, так і тирозину, залучені не лише до регуляції проникнення агробактерії, як патогена, у рослинну клітину, але й до регуляції внутрішньоклітинного  транспорту Т-ДНК, в тому числі і за участю цитоскелету [14]. Нещодавні дослідження показали, що використання інгібіторів Ca2+-залежних протеїнкіназ (трифлюоперазин) та протеїнфосфатаз (окадаїнова кислота) значно підвищує ефективність Agrobacterium-опосередкованої  трансформації ембріоїдів сосни білої [21]. Тому логічно припустити, що інгібування участі протеїнкіназ чи протеїнфосфатаз у захисних реакціях рослини може призводити до забезпечення кращих умов для взаємодії A. tumefaciens з рослинною клітиною та посилення інтеграції чужорідної ДНК з реципієнтним геномом. Отже, дослідження впливу на  регуляцію процесів фосфорилювання та дефосфорилювання білків і взаємодію між рослиною та A. tumefaciens під час горизонтального переносу цільових генів є актуальною проблемою. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Дисертаційну роботу було виконано в рамках наукового проекту «Покращення ефективності трансформації рослинних клітин, опосередкованої A. tumefaciens, за допомогою інгібіторів протеїнкіназ» цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України „Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій” (2010-14 рр.) (номер Держреєстрації 0110U005175) відділу геноміки та молекулярної біотехнології Державної установи «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України».

Мета і задачі дослідження. Метою роботи була розробка підвищення ефективності методу трансформації рослин за допомогою A. tumefaciens шляхом використання інгібіторів серин/треонінових протеїнкіназ і тирозинкіназ, а також серин/треонінових і тирозинових протеїнфосфатаз на прикладі тютюну (Nicotiana. tabacum). 

У відповідності до поставленої мети до завдань експериментальної роботи входило: 

1.  Вивчення токсичного впливу досліджуваних інгібіторів серин/треонінових протеїнкіназ (трифлюоперазин та W7) і тирозинкіназ (геністеїн) та серин/треонінових протеїнфосфатаз (кантаридин) і тирозинфосфатаз (ортованадат натрію) на експланти N. tabacum.
2. З’ясування закономірностей впливу інгібітора Са2+-кальмодулін-залежних протеїнкіназ трифлюоперазину на ефективність транзієнтної експресії репортерного гена gus та частоту Agrobacterium–опосередкованої стабільної трансформації тютюну.

3. Дослідження впливу інгібітора Са2+-кальмодулін-залежних протеїнкіназ W7 на ефективність транзієнтної експресії репортерного гена gus та частоту стабільної Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну.

4. Вивчення впливу різних концентрацій інгібітора тирозинкіназ геністеїну на ефективність транзієнтної експресії репортерного гена gus та частоту стабільної Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну.

5. З’ясування закономірностей впливу інгібітора протеїнфосфатаз ортованадату натрію на ефективність транзієнтної експресії репортерного гена gus та частоту стабільної Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну.

6. Дослідження впливу впливу інгібітора серин/треонінових протеїнфосфатаз кантаридину на ефективність транзієнтної експресії репортерного гена gus та частоту стабільної Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну.

7. Молекулярно-генетичний аналіз ліній тютюну, отриманих в результаті стабільної Agrobacterium–опосередкованої трансформації з використанням вищезазначених інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз, для отримання доказів щодо їх трансгенної природи.
Об’єкт дослідження. Agrobacterium – опосередкована трансформація тютюну. 

Предмет дослідження. Особливості впливу інгібіторів протеїнкіназ і протеїнфосфатаз на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації Nicotiana tabacum.
Методи дослідження. Методи культури органів і тканин in vitro, генетична трансформація за допомогою A. tumefaciens, молекулярно-генетичний аналіз (полімеразна ланцюгова реакція), гістохімічний аналіз та методи статистичного аналізу.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше вивчено вплив інгібіторів серин/треонінових протеїнкіназ і тирозинкіназ, а також серин/треонінових і тирозинових протеїнфосфата на ефективність трансформації тютюну (N tabacum) за допомогою A. tumefaciens. Досягнуто підвищення ефективності методу трансформації тютюну (N. tabacum) за допомогою A. tumefaciens шляхом використання інгібіторів серин/треонінових Ca2+-кальмодулін-залежних протеїнкіназ (трифлюоперазин) і тирозинкіназ (геністеїн), а також серин/треонінових протеїнфосфатаз (кантаридин) і тирозинфосфатаз (ортованадат натрію. Отримані дані свідчать на користь того, що у регуляції Agrobacterium–опосередкованого переносу генів та їх інтеграції в рослинний геном важлива роль належить процесам фосфорилювання та дефосфорилювання білків, які знаходяться під контролем різних внутрішньоклітинних сигнальних систем.
Практичне значення одержаних результатів. Отриманні результати доводять, що використання інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз в Agrobacterium–опосередкованій трансформації рослин є надзвичайно дієвим методом підвищення частоти трансформації. Розроблені методики з трансформації за умов використання цих інгібіторів дозволяють значно підвищити відсоток трансформованих рослинних ліній та можуть бути використані для отримання трангенних ліній інших видів рослин, у тому числі і в промислових цілях.

Особистий внесок здобувача. Постановку наукових завдань досліджень, інтерпретацію отриманих результатів та розробку структури дисертаційної роботи було здійснено спільно із науковим керівником. Результати експериментальних досліджень, представлені в дисертаційній роботі, були отримані здобувачем особисто. Молекулярно-генетичний аналіз отриманих ліній рослин було проведено разом із співавторами публікацій. 

Апробація результатів дисертації. Результати роботи доповідались на: ХIІ-й Конференції молодих вчених “Наукові, прикладні та освітні аспекти фізіології, генетики, біотехнології рослин та мікроорганізмів”(Київ, 15-16 листопада 2012 р.); 3-му з'їзді Українського товариства клітинної біології з міжнародним представництвом (Ялта, Крим, Україна, 16-20 травня 2012 р.); ІХ-му з’їзді Українського товариства генетиків та селекціонерів ім. М.І. Вавилова (Алушта, Крим, Україна, 24-28 вересня 2012 р.); III-му Міжнародному симпозіумі «Внутрішньоклітинний сигналінг та моделювання біоактивних молекул» (Львів, 17–23 вересня 2012 р.); Міжнародній конференції “Геноміка рослин та біотехнологія” (Київ, 23-24 грудня 2013 р.); Х-ій Міжнародній науковій конференції “Фактори експериментальної еволюції організмів”(Чернівці, 14-18 вересня 2015 р.). 
Публікації. . За матеріалами дисертації опубліковано 11 наукових праць, з них 5 статей у провідних фахових виданнях та 6 тез у матеріалах наукових конференцій, симпозіумів та з’їздів.

Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено на 132 сторінках комп’ютерного тексту. Вона складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, результатів дослідження та їх обговорення, узагальнення, висновків і переліку використаних джерел, що включає 243 найменувань. Дисертація містить 3 таблиці та 31 рисунок.
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ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

РОЗДІЛ 1. ОСОБЛИВОСТІ AGROBACTERIUM – ОПОСЕРЕДКОВАНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ РОСЛИН
1.1. Особливості генетичної модифікації рослин

Генетична трансформація рослин є потужним сучасним інструментом, який набуває все більш широкого розповсюдження і застосування як у фундаментальних дослідженнях у біології рослин, зокрема, у галузі функціональної геноміки, так і в практичних розробках з метою отримання різних ліній з новими ознаками, дозволяючи минати обмеження традиційної селекції рослин, спрямованої на їх покращення [22]. Проте, незважаючи на велику кількість методів доставки рекомбінантної ДНК в рослинні клітини, як прямих, так і опосередкованих, перенесення генів за допомогою Agrobacterium є найбільш усталеним методом трансформації більшості видів рослин [23]. Серед багатьох методів переносу чужорідної ДНК в рослину, таких як біобалістичний, електропорація та мікроін'єкція, трансформація за допомого Agrobacterium tumefaciens має очевидні переваги. Agrobacterium  - опосередкований метод трансформації дозволяє вводити в рослину великі за розміром генетичні конструкції, призводить до мінімальних порушень в послідовності гена, що переноситься, а також не вимагає застосування спеціального устаткування [22, 23]. Крім того, даний метод трансформації дає можливість сегрегувати селективні гени у отриманих трансформованих рослин [24]. 

Поряд з цим добре відомо, що не лише різні генотипи рослин, а навіть експланти однієї і тієї лінії рослин, потребують підбору індивідуальних умов трансформації, до того ж існує цілий ряд факторів різної природи, що обумовлюють ефективність агробактеріальної трансформації [3]. Взаємодія між агробактерією та рослиною регулюється різноманітними хімічними сигналами, що можуть впливати на вірулентність бактерії, однак молекулярні механізми цього явища до сих пір остаточно не з’ясовані [23]. Тому, на сьогоднішній день продовжуються роботи з вдосконалення методів генетичної трансформації за допомогою Agrobacterium tumefaciens та пошук нових чинників, які могли б сприяти підвищенню ефективності отримання трансгенних ліній рослин. Зокрема, розробка таких нових методичних підходів все більше базується на поглибленому розумінні молекулярних механізмів утворення індукованих агробактеріями пухлин у трансформованих рослин та залучення до цього процесу сигнальних внутрішньоклітинних каскадів [14].

Нещодавно було показано, що використання такого інгібітору протеїнкіназ, як трифлюоперазин (трифторперазин) значно підвищує ефективність агробактеріальної трансформації ембріоїдів сосни білої [21]. Добре відомо, що ця речовина інгібує активність Ca2+-залежних протеїнкіназ, у тому числі рослинного походження [25]. Слід відзначити, що в рослинних клітинах Ca2+-залежні протеїнкінази відіграють надзвичайно важливу регуляторну роль у порівнянні з тваринною клітиною і тому представлені як широким спектром, власне, Ca2+-залежних протеїнкіназ, так і Ca2+-кальмодулін залежних протеїнкіназ та протеїнкіназ, подібних до Ca2+-залежних, фосфоліпід-стимульованих протеїнкіназ рослинного походження [26]. Ці типи протеїнкіназ у повній мірі залучені до регуляції клітинного циклу у рослин, та відіграють важливу роль у регуляції структури базових елементів цитоскелету, у тому числі і мікротрубочок [27, 28]. Цілком очевидно, що впливаючи біохімічно на такі важливі сигнальні системи рослинної клітини, можна досягти змін у ефективності агробактеральної трансформації, тому дослідження впливу інгібіторів різних типів протеїнкіназ на ефективність трансформації рослин є окремим актуальним біотехнологічним питанням. 
1.2. Особливості молекулярної регуляції функціональності Аgrobacterium tumefaciens 
Agrobacterium – це рід грам-негативних бактерій, що використовують горизонтальне перенесення генів, та призводять до утворення пухлин у багатьох сільськогосподарських та економічно важливих видах рослин, включаючи декоративні чагарники (троянди), лози (виноград), тінисті дерева, фруктові дерева (вишня, ягоди, горіхові), і трав'янисті багаторічники. Аgrobacterium tumefaciens найбільш вивчений вид цього роду. A. tumefaciens є причиною широкорозповсюдженого захворювання – корончастих галів. Хвороба проявляється у вигляді пухлини або галів на стику кореня і пагона. Інфікування видом Agrobacterium vitis призводить до утворення галів на винограді тоді як A. rhizogenes викликає утворення волохатого коріння або кореневих пухлин. Взаємодія Agrobacterium та рослини є чудовою моделлю для вивчення ролі хімічних сигналів в процесах відповіді рослини на бактерію. За останні чотири десятиліття було досягнуто значних результатів у цьому напрямку [29, 30, 31, 13]. Вірулентність A. tumefaciens залежить від наявності Ті-плазміди, яка відповідає за утворення пухлин та несе трансферну ДНК (Т-ДНК), що визначається двома прямими повторюваними послідовностями, приблизно 25 пар нуклеотидів, які мають назву правого та лівого борду. Більшість досліджень проводилися на штамах, що синтезують нопалін – С58 та Т37 (pTiC58 та pTiT37 відповідно) або використовують октопін А6 (pTiA6). Надзвичайно важливим є питання, як широкорозповсюджена ґрунтова бактерія A. tumefaciens здатна вести два способи життя: незалежне існування та роль патогену в асоціації з рослиною-хазяїном. Коли агробактерія веде незалежний спосіб життя, то її вірулентність перебуває у стані мовчання. При виявлені рослинних сигналів у ризосфері Agrobacterium активує гени вірулентності (Chv-гени), що знаходяться на бактеріальній хромосомі та гени вірулентності Ті-плазміди (Vir-гени ). Vir-гени безпосередньо залученні до вирізання Т-ДНК з Ті-плазміди, її процесінгу, транспортуванню та інтеграції в рослинне ядро, тоді як Chv-гени не напряму залученні до процесу переносу Т-ДНК [10]. Натомість Chv відіграють важливу роль в передачі сигналів, що необхідні для агробактеріальної патогенності, так як Т-ДНК несе в собі гени для синтезу індол-3-оцтової кислоти (ІОК) та цитокінінів. Їхня експресія в рослинах призводить до продукування величезної кількості фітогормонів, що призводить до неконтрольованого клітинного поділу та недиференційованого росту рослинних тканин. У результаті цих процесів утворюється рослинна пухлина та відбувається необоротна генетична трансформація. На додаток до генів, що відповідають за синтез ІОК та цитокінінів, Т-ДНК також містить гени синтезу опінів (незвичайні амінокислоти і конденсовані цукри). Опіни синтезуються трансформованими рослинними клітинами та використовуються Agrobacterium як джерело поживних речовин. Також опіни відіграють роль активаторів сукупності сигналів, що забезпечують вірулентність Agrobacterium (Agrobacterium система «кворуму» [10]. Агробактеріальна система “кворуму” – це спеціальна форма клітин-клітинної взаємодії за допомогою якої мікроорганізми синтезують, вивільняють та сприймають сигнали. Система «кворуму» дозволяє одній клітинні відчувати кількість інших клітин, що її оточують (щільність клітин) та координувати їх колективну поведінку. Для Agrobacterium система «кворуму» відіграє важливу роль у взаємодії із рослиною-хазяїном. 

Варто зазначити, що онкогени, які містяться у Т–ДНК, не є необхідними для процесу переносу Т–ДНК. Таким чином, гени, що знаходяться в Т–ДНК, можуть бути видалені та замінені на гени інтересу, і така генетично модифікована Т-ДНК може бути використана як вектор для переносу цільових генів, їх інтеграції у геном рослинної клітини та експресії [10]. Ця унікальна здатність до міжвидового трансферу ДНК робить Agrobacterium важливим інструментом модифікації рослин, дозволяючи вносити до фенотипу нові корисні ознаки, такі як: стійкість до гербіцидів та комах, синтез рекомбінантих вакцин, протеїнів та ін. Т-ДНК дистально локалізує vir-гени, що необхідні для процесу переносу ДНК. Таким чином, Т-ДНК і vir-гени можуть бути розділенні на дві плазміди, не впливаючи на переніс ДНК у рослину клітину [10]. Це дало можливість створювати бінарні вектори, що значно полегшили маніпуляції з ДНК та рослинну трансформацію, особливо враховуючи величезний розмір Ті-плазміди (більше 200 т.п.н).

Agrobacterium має здатність інфікувати/трансформувати велику кількість видів рослин, включаючи деревні і сільськогосподарські рослини. Проте рослини дуже відрізняються один від одного за своєю схильністю до інфекції/трансформації, навіть серед екотипів в межах одного виду. Молекулярний механізм, що лежить в основі трансформації рослин до сих пір не є зрозумілим [32]. Щоб відтворити успішне інфікування в природі для Agrobacterium важливо точно та специфічно розпізнавати і реагувати на комбінацію сигналів рослинного походження в ризосфері, включаючи кислотність, вивільненні рослиною цукри та фенольні сполуки рослинного походження [33, 34 30, 35, 31, 13]. Програмування вірулентності Agrobacterium та її асоціація з рослиною–хазяїном строго і синергічно регулюється комбінацією рослинних сполук.

1.3. Відповідь Agrobacterium на кислотні сигнали рослинного походження у ризосфері
Ризосфера це вузька область ґрунту, що безпосередньо знаходиться під впливом кореневих ексудатів та густо населена ґрунтовими мікроорганізмами. Ризосфера багата не тільки сполуками рослинного походження, але й в тій же мірі бактеріального [36, 37, 38 ]. Рослини зазвичай виділяють органічні кислоти, такі як молочну, лимонну, щавлеву і яблучну, так само добре як і інші вторинні метаболіти, у результаті чого середовище ризосфери стає кислим [39, 40, 41 37, 38, 42, 43, 44]. Після поранення, рослини вивільняють фенольні сполуки, а також нейтральні й кислі цукри, необхідні для відновлення пошкоджених тканин, цим самим підкислюючи ризосферу [36]. Тому, ризосфера, де Agrobacterium перш за все інфікує рослину-хазяїна, як правило, має кислий pH внаслідок різних хімічних речовин, вивільнених рослиною.

Кислотні умови та рослинні сигнали відіграють важливу роль в ініціації вірулентної програми Agrobacterium, що включає в себе багато агробактеріальних регуляторних факторів та сигнальних шляхів [36]. Зокрема, кластер генів Сhe, що знаходяться на хромосомі, дозволяє Agrobacterium взаємодіяти зі сполуками рослинного походження в ризосфері [45]. Агробактеріальні хромосомні гени chvA, chvB та exoC залученні до синтезу позаклітинних олігосахаридів, таких як циклічний 1,2-B-D-глюкан, що дозволяє Agrobacterium прикріплятися до клітинної стінки рослини–хазяїна [46]. Після контакту з кислим середовищем ризосфери Agrobacterium запускає так званий консервативний механізм відповіді на стресовий сигнал, а також специфічну сигнальну відповідь для інфікування рослин. Ця консервативна відповідь дозволяє Agrobacterium адаптуватися до ризосферної ніші шляхом моделювання та клітинної адаптації, що полягає в індукції генів, які контролюють реакцію на стрес, кодують синтез клітинної оболонки та транспортерів цукрів і пептидів [47].

Специфічна сигнальна відповідь на кислотність опосередкована двокомпонентною системою ChvG/ChvI, гени яких знаходяться на хромосомі, та дозволяє Agrobacterium ініціювати програму ранньої вірулентності [48]. ChvG діє як сенсорна кіназа, в той час як ChvI фукціонує як регулятор відповіді [49, 36  50, 51, 52, 53]. Вважається, що система ChvG/I розпізнає кислотність ризосфери та активує експресію декількох факторів вірулентності, включаючи aopB, katA, pckA та imp, що кодують білок зовнішньої мембрани, каталазу, фосфоенолкарбоксікіназу, кластер VI типу секреційної системи (T6SS), відповідно [47]. Нещодавні дослідження підтвердили, що ця секреторна система дійсно індукується кислотністю [54] Дуже цікавим є той факт, що після сприйняття кислих сигналів, декілька vir-генів також активуються, зокрема virG, virE0, та virH [47], що узгоджується з даними, згідно яких система ChvG/ChvI активує проксимальний промотор (Р2) virG [53]. Примітно, що на додаток до ChvG/I системи, інший ген, а саме chvE, який знаходиться на хромосомі, також залучений до агробактеріальної відповіді на кислотність та рослинні цукри в ризосфері.
1.4. Взаємодія між Agrobacterium та рослинними фенолами 
Загалом вважалось, що пошкодження рослини є необхідною умовою для проникнення агробактерії всередину рослини. Проте, останні дослідження цього питання показали, що поранення рослини не обовязкова умова для агробактеріальної патогенності, оскільки не поранені рослини також можуть бути інфіковані Agrobacterium [34]. Крім того, кислотні сигнали та рослинні фенольні сполуки важливі для індукції агробактеріальної вірулентності [54]. 

Фенольні сполуки слугують хемоатрактантами для Agrobacterium [55, 56]. Наявність бензольного кільця з гідроксильною групою в положенні 4 і метоксі-групи в положенні 3 є необхідними структурними особливостями фенольних сполук, здатних індукувати агробактеріальну вірулентність [57]. 3,5-діметоксіацетофенон (ацетосирінгон) та гідрокси ацетосирінгон були першими ідентифікованим індукторами вірулентності агробактерії [33, 58]. Передбачається, що агробактерільна двокомпонентна система VirA/VirG, що розташована на Ті-плазміді, розпізнає ацетосирінгон як специфічний сигнал рослини-хазяїна та активує експресію vir-генів [59, 60, 61, 62, 63, 49]. Мембраний рецептор VirA фукціонує як димер с 4-ма доменами: периплазматичний, цитоплазматичний лінкер, кіназа і домен-приймач. При прийнятті фенольного сигналу лінкерний домен VirA активує кіназний домен шляхом міжмолекулярного фосфорилювання [64, 65, 66]. Проте точний механізм, залучений до детекції фенольних сполук VirA залашиється суперечливим [67]. 
Аутофосфорильована сенсорна кіназа VirA фосфорилює цитоплазматичну відповідь регулятора VirG на Asp52 [67, 68]. В свою чергу, фосфорильований VirG звязується з 12 п.н. vir боксу, який розташований вище стартового сайту транскрипції vir-генів, тим самим активуючи їхню транскрипцію[33, 69, 70, 71, 72, 73, 74]. Також, фосфорилований VirG активує його ж власну експресію шляхом активації транскрипції virG на дистальному промотері [64, 74, 76, 77, 78, 48, 79].

Vir-гени Agrobacterium організованні у декілька vir-оперонів. Існує 8 vir-оперонів на октопіновому типі Ті-плазміди та відносно менше на нопаліновому типі [54, 80, 80, 81, 82, 83] . Vir-оперони зазвичай організовану у virH, virA, virB, virG, virC, virD, virE, та virF транскрипційні одиниці [34]. Vir-гени кодують набір протеїнів з різними функціями такими як: висічення і процесінг Т-ДНК (virC та virD), захист цілісності Т-ДНК під час переносу (virE) формування IV секреційної системи (T4SS), відповідальні за доставку Т-ДНК до рослинної клітини (virB-оперон) та інтеграцію Т-ДНК в рослинне ядро (virE2 and virD4). Було показано, що кожний ген на Ті-плазміді помірно індукується фенольними сигналами рослинного походження, тоді як repABC-оперон, відповідальний за реплікацію/розділення Ті плазміди, індукується фенольними сполуками. Це говорить про те, що число копій Ті-плазміди індукується рослиними фенолами, що підтверджується прямим зв’язуванням фосфорильованого VirG з 12 п.н. vir-боксу вище repABC-оперону [84, 85, 

HYPERLINK "file:///C:\\Users\\Fedorchuk\\Desktop\\Agrotransformation_signals_2014%20(1).doc" \l "bookmark36"86, 87]. Мабуть збільшення числа копій Ті-плазміди посилює активність vir-генів, що відповідальні за трансфер Т-ДНК. Протеомні дослідження підтверджують VirA/VirG залежну індукцію vir-генів, шляхом ідентифікації 11 білків, що активувуються у відповідь на присутність ацетосирінгону, включаючи складові білкі T4SS, VirE2, який експортується в рослинне ядро і білок транс-зеатин (Tzs) [8]. Крім того, відповідь на фенольні індуктори можливо модулюється детоксифікацією цих сполук VirH2. Було показано, що VirH2 відіграє певну роль в метаболізмі декількох фенолів, включаючи ферулову кислоту, ще одного індуктора vir-генів [83].

1.5. Взаємодія між Agrobacterium та рослинними цукрами в ризосфері

Agrobacterium виявляє та відповідає на рослинні цукри через окремий сигнальних шлях, в якому залученні VirA та переплазматичний білок, який знаходится на хромосомі, ChvE [88]. Експресія chvE регулюється LysR (транскрипційним регуляторм – TraR) та галактозо-звязуючим ругятором (GbpR) у присутності цукрів [89, 90]. ChvE опосередковує хемотаксис у відповідь на альдозні моносахариди, такі як: галактоза, глюкоза, арабиноза, фукоза, ксилоза і цукрові кислоти. Важливо знати, що ChvE звязує рослинні цукри та згодом взаємодіє з периплазматичним доменом VirA для стимуліції експресії vir-генів [88, 91, 92, 93]. Варто зазначити, що мутації в периплазматичному домені VirA призводять до такого ж фенотипу, як і мутації ChvE, при цьому їхня здатність інфікувати специфічну рослину-хазяїна зберігається [88, 64, 

HYPERLINK "file:///C:\\Users\\Fedorchuk\\Desktop\\Agrotransformation_signals_2014%20(1).doc" \l "bookmark5"94, 90, 95]. Нещодавні дослідження показали, що здатність ChvE розпізнавати та взаємодіяти з різними рослинними цукрами є життєво важливим у визначенні діапазону рослин-хазяїнів агробактерії [93]. Цікавим фактом є те, що спорідненість ChvE для цукрових кислот зростає із пониженням pH [93], що зміцнює важливу роль кислотності у моделюванні агробактеріальної вірулентності. Було зробленно припущення, що кислотні умови, разом із присутністю цукрів, та функціонального ChvE сприяє VirA-ChvE взаємодії, необхідної для ефективної індукції vir-генів [96, 66, 97]. Однак, мутації chvE, що знижують чутливість до цукрів, не знижують індукцію vir-генів ацетосирінгоном. Це дає можливість припустити, що ChvE та асоційоване сприйняття цукру відіграє адативну роль, що у подальшому сприяє експресії vir-генів у відповідь на цукри та фенольні сполуки, тоді як феноли являються важливими індуційними сигналами [88, 91, 93]. Варто зазначити, що ChvE відіграє роль (окремо від його сигнальної функції) в розщепленні цукрів [93].  

РОЗДІЛ 2. РЕГУЛЯЦІЯ ПЕРЕНОСУ ТА ІНТЕГРАЦІЇ Т-ДНК АГРОБАКТЕРІЇ В РОСЛИННІ КЛІТИНИ СПЕЦИФІЧНИМИ СПОЛУКАМИ
2.1. Бактеріальні та рослинні молекули залученні до преносу та інтеграції Т-ДНК

Трансфер та інтеграція Т-ДНК в рослинне ядро опосередковано складним комплексом агробактерільних та рослинх білків. Агробактерія розпізнає три головних сигнали рослинного походження (кислотність, феноли та цукри) та активує vir-гени. VirD1, хеліказа, і VirD2 (сайт-специфічна ендонуклеаза) важливі для звільнення Т-ДНК з Ті-плазміди, як одноланцюгової ДНК [98, 99]. VirD4, VirB1-VirB11, разом утворюють транспортний канал та апарат агробактеріальної секреційної системи 4-го типу (T4SS). Згідно сучасних міркувань, інтеграція Т-ДНК в ядро рослинної клітини відбувається шляхом захоплення різних систем життєдіяльності клітини-господаря, включаючи захисний сигналінг, цитоскелетні структури, молекулярні мотори, ядерний імпорт, протеолітичну деградацію, контроль над хроматином і репарацією ДНК, щоб забезпечити успішну трансформацію рослин [100]. У цитоплазмі рослинної клітини, комплекс Т-ланцюг/VirD2 покритий по всій довжині білком VirE2, що зв'язує одноланцюгову ДНК і транспортується в клітину рослини незалежно від Т-ланцюга [101, 102]. VirD2 і VirE2 мають сигнали ядерної локалізації та разом з білком VIP1 (білок 1, що взаємодіє з VirE2) клітини-хазяїна, полегшують імпорт Т-комплексу в рослину клітину [101, 103, 78, 104, 105]
Вважається, що Т-ДНК зв’язується з хроматином, взаємодіючи з нуклеосомними білками і вивільняється з Т-комплексу шляхом протеолізу асоційованих білків [106]. VirF, бактеріальний білок F-боксу, направляє VIP1 і VirE2 на протеосомальну деградацію. Згідно загальноприйнятих уявлень, механізм інтеграції Т-ДНК в геном рослини полягає в незаконнії рекомбінації, однак, деталі багатьох молекулярних подій в ядрі рослинної клітиниі залишаються ще невідомими.

2.2. Засвоєння агробактерією рослинних опінів як джерело поживних речовин

Крім ІОК та цитокінінів інфікованні рослинні клітини продукують більш ніж 20 різних видів опінів, які можуть бути класифіковані у 4 родини: октопінова, нопалінова, манопінова та атропінові родини [107, 108, 109]. Насправді найбільш інтенсивно вивчають Ті-плазміди нопалінового та октопінового типів, названих так через переважаюче число синтезованих опінів трансформованими клітинами. Октопіни синтезуються октопнінсинтетазами (Ocs) (кодуються Т-ДНК), які конденсують піруват з різними амінокислотами для продукування октопінів, лізопінів, гістопіннів чи октопінової кислоти [110]. Нопалін синтезується нопалінсинтетазою (Nos) в антологічній реакції конденсації, в якій залучені αα-кетоглутарова кислота та аргінін чи орнітин. Опіни манопінової чи агропінової родини структурно більш гетерогенні, наприклад агропінова родина містить цукри та фосфатні групи. Так як рослини не можуть синтезувати опіни, трансформовані рослинні клітини акумулюють та вивільняють опіни у ризосферу. Точний механізм за допомогою якого опіни виділяються з рослинних клітини невідомий, хоча виділення 
паліну та октапіну залежить від продукту Т-ДНК гена. Не дивлячись на це опіни присутні на рослинній поверхні (чи пухлині) та в частинні рослинних ексудатів [110]. Agrobacterium Ti-плазміда також містить гени, що кодують поглинання та катаболізм опінів, розташованих в зоні, яка не підлягає переносу, occ і noc регіони для октопінового та нопалінового типу Ті-плазміда. На додачу, Ті-плазміди містить гени, що залученні до процесу хемотаксису відповідних опінів [107, 111]. Агробактеріальний транскрипційний активатор OccR (регулятор октопінового катаболізму) та NocR (регулятор нопалінового катаболізму) розпізнає та зв’язується з опінами, що згодом активує експресію генів, які відповідають за катаболізм опінв [107, 113]. Агробактеріальний метаболізм агропінів значно складніший. Репрессор регулятора агропінового катаболізму (AccR) відділяється від промотора, дозволяючи тим самим експресію acc оперона, який відповідає за метаболізм агропінів. На додачу acc-оперон активує відповідь на обмеженну кількість фосфатів [112]. Деякі з генів, що кодують катаболізм опінів знаходяться під регуляцією декількох факторів, наприклад: наявності певного субстрату, такого як сукцинат [114]. Не дивлячись на те, що до складу ризосфери входить інші види бактерій, Agrobacterium здатна утилізувати опіни, які активують їх дуже малу бактеріальну популяцію [115]. Таким чином, здатність використовувати опіни як джерело карбону, нітрогену та енергії надає агробактерії явні переваги в ризосферній ніші.

Крім того, що опіни, синтезованні трансформованими рослиними клітинами, слугують джерелом поживних речовин для Agrobacterium, вони також виконують роль індукторів QS. Оскільки, у відповідь на інфікування агробактерією рослина починає одразу продукувати опіни. Варто відмітити, що Agrobacterium в якій відсутня Ті-плазміда (так звана авірулента) відповідно, не несе гени, відповідальні за інфікування рослини та метаболізм опінів, все рівно зберігає здатність до зараження рослини-хазяїна та відповідно, індукції синтезу опінінів завдяки сполученню з Ті-плазмідою вірулентної Agrobacterium. 

Таким чином, початкове інфікування та трансфер Т-ДНК призводить до синтезу опінів в рослинній клітині. Опіни, в свою чергу, активують агробактерільну спеціальну форму клітин-клітинної взаємодії, яка активує Ті-сполучення та збільшує кількість копій Ті-плазміди. Отже, така позитивна зворотня регуляція призводить до максимального інфікування рослини-хазяїна та метаболізму опінів [116, 117, 85, 87, 118].
2.3. Модулювання системи клітин-клітиної взаємодії (бактерія -рослина) сполуками рослинного походження

Форма взаємодії між рослиною та агробактеріальною клітиною добре регулюється не тільки у випадку продукування своїх сигналів, але і їх деградації, що в літературі зустрічається під назвою «гасіння кворуму». Однією з речовин, які здатні регулювати сигнали клітин-клітиної взаємодії, за допомогою якої мікроорганізми синтезують, вивільняють та сприймають сигнали є гамма-аміномасляна кислота (ГАМК), яка акумулюється у значних кількостях у поранених рослинних тканинах та за умов підвищеної кислотності середовища. Вона також накопичується в рослинах, інфікованих Agrobacterium [119]. Пролін також впливає на регуляцію клітин-клітинної взаємодії та є конкурентним антагоністом ГАМК [120, 121] проте, накопичується тільки в пухлинах рослин, однак при цьому не накопичується ні у поранених, ні у здорових тканинах [122]. 

Було встановлено, що рослини з відносно високим рівнем проліну мають більші пухлини і більш помітні симптоми захворювання, в той час як рослини з відносно високим рівнем ГАМК послаблюють патогенез Agrobacterium. Це може бути пов’язаним із негативною регуляцією системи клітин-клітиної взаємодії [123].

До речовин, що здатні негативно регулювати Agrobacterium клітин-клітинну взаємодю за допомогою якої мікроорганізми синтезують, вивільняють та сприймають сигнали також відноситься саліцилова кислота (СA), як один із сигналів захисту рослин [126, 48]. Було висловлено припущення, що пригнічення такої клітин-клітиної взаємодії на початкових стадіях інфікування рослини підвищує патогенність Agrobacterium, оскільки високі рівні сигналів клітин-клітиної взаємодії, як відомо, активують системи захисту в еукаріотичних організмах [128, 129]. З усього вище зазначеного можна зробити висновок, що система «кворум» Agrobacterium знаходится під щільним і складним комплексом контролю рослинного походження. 

Таким чином, саліцилова кислота і ГАМК забезпечують оптимальну інфекцію рослини-господаря шляхом модулювання рівня інтенсивності рослинних захисних реакцій. Окрім того, «гасіння кворуму», індуковане саліциловою кислотою і ГАМК, може функціонувати для запобігання непотрібних витрат енергії після переносу Т-ДНК. Крім того, наявність ГАМК та цитокінінів дає Agrobacterium конкурентну перевагу, блокуючи сигнали клітин-клітинної взаємодії від конкурентних бактерій, що займають нішу ризосфери [130, 131, 132, 124, 125] та дозволяє Agrobacterium метаболізувати інші сполуки рослинного походження [131, 132, 133] для забезпечення своїх потреб.
2.4. Вплив фітогормонів на вірулентність Agrobacterium 
Фітогормони відіграють важливу роль у захисті рослин і їх стійкості до різноманітних стресів. Проте, варто зазначити, що участь різних фітогормонів у процесі побудови захисної рекціїї рослини та при подальшого просування агробактерії у середину рослинної клітини сильно відрізняється. 

Наприклад, рівні індолоцтової кислоти, етилена та саліцилової ксилоти в рослинних тканинах зростають на початкових стадіях інфікування Agrobacterium та після інтеграції Т-ДНК [134]. Тоді як рівень жасмонової кислоти залишається незмінним. Так, в пухлинах сигнальні шляхи IОК і етилена активовані, у той час як сигнальні шляхи саліцилової та жасмонової кислоти залишаються неактивними [135]. Варто відмітити, що підвищений рівень IОК і саліцилової кислоти сприяє росту рослинних клітин і формуванню пухлини. Останнім часом все більш очевидним стає той факт, що ключові фітогормони мають істотний вплив на патогенність Agrobacterium і формування пухлини шляхом залучення рослиних сигнальних каскадів реакцій, а також шляхом прямої модуляції бактеріальної діяльності [136, 124, 137, 138]. 

Реакція Agrobacterium на індол-3-оцтову кислоти (ІОК). Індол-оцтова кислота (ІОК) має важливе значення для росту і розвитку рослин де її функції опосередковані асиметричним розподілом [139]. Продукування інфікованими рослинними клітинами ІОК сприяє не тільки росту пухлини, але також позитивно впливає на патогенність Agrobacterium. Зокрема, раніше було встановлено, що ІОК, у концентрації 25 мкМ інгібує експресію агробактеріальних vir-генів, але не має значеного впливу на темпи росту Agrobacterium. Вважається, що це відбувається внаслідок конкуренції між ІОК і фенольними індукторами vir-генів за їх взаємодію з двокомпонентною системою білків VirA/VirG [140]. Подальші дослідження показали, що швидше за все ІОК конкурує з сигналами, що індукують vir-гени, зокрема ацетосирінгоном, за лінкерний домен VirA. Цікаво те, що активація vir-генів ацетосирінгоном і ІОК-опосередковане інгібування vir-генів ніколи не були генетично розділеними. Крім того, інгібування vir-генів індолоцтовою кислотою може бути нівельоване більш високими концентраціями ацетосирінгона. Варто зазначити, що ІОК також інгібує ріст Agrobacterium в більш високих концентраціях (більше 50 мкМ), однак не призводить до їх загибелі [140]. 
Реакція Agrobacterium на саліцилову кислоту. Іншим фітогормоном, що активно бере участь у регулюванні захисту рослин є саліцилова кислота [137]. Під час взаємодії рослини та Agrobacterium, саліцилова кислота виробляється в інфікованих рослинних клітинах та модулює її вірулентності за допомогою декількох механізмів [124, 134]. Окрім формування захисних реакцій рослини, саліцилова кислота в біологічно активних концентраціях (8-10 мкм) обмежує поділ агробактеріальних клітин та пригнічує експресію всіх vir-генів [124, 47], що, ймовірно, запобігає підвищенню копійності Ti-плазміди. Це узгоджується із тим, що рослини з надпродукцією саліцилової кислоти мають стійкість до агробактеріальної інфекції, тоді як рослини з мутаціями компонентів біосинтезу та накопичення цієї сполуки більш сприйнятливі до виникнення пухлини [124, 134]. Подібно до ІОК інгібування експресії vir-генів саліциловою кислотою можуть бути нівельовано збільшенням рівня ацетосирінгона. 
Реакція Agrobacterium на етилен. Етилен (ЕТ) на відміну від інших рослинних гормонів, летючий гормон, що впливає на багато аспектів рослинного росту та розвитку, зокрема діє як рослинний сигнал стресу [141]. Сигнальний шлях етилену індукується різними біотичними та абіотичними стресами, такими як осмотичний та сольовий стрес, поранення, дія патогенів та ін. Ці стреси індукують сигнальний шлях етилену, який відіграє істотну роль у формуванні захисної відповіді та резистентності до хвороб, яка полягає у прискоренні старіння, відділенні інфікованих органів та стимулюванні синтезу специфічних захисних білків. Доказом цього слугує те, що рослинни зі збільшеним рівнем етилену, наприклад, диня не піддається агробактеріальній трансформації. До тепер причини такої не піддатливості залишається не з’ясованими. 
Нещодавні дослідження показали, що етилен – інший важливий фактор моделювання вірулентності Agrobacterium та визначає морфогенез корончастих галів [142, 143]. Подальші дослідження показали, що на ріст Agrobacterium етилен не впливає, але його наявність на початку інфікування демонструє значне інгібування активності експресії vir-генів. Проте, такого інгібуючого ефекту можна уникнути, додавши ацетосирінгон (індуктор vir генів) [142]. Хоча, рівень етилену змінюється протягом агробактерільної трансформації, рослинні гени, що кодують синтез рецепторів етилену більше не активуються [134].
2.5. Інтеграція сигналу та активація каскаду вірулентності агробактерії рослинним сполуками 
Деякі факти говорять про ієрархічну активацію агробактеріальної вірулентності комбінацією рослинних сигналів. Кислотність ризосфери активує ChvG/I систему, яка згодом активує транскрипцію virG на проксимальному промоторі для базового рівня експресії virG. Тому ChvG/I система функціонує паралельно з VirA/VirG системою [53, 47]. Для розпізнання фенольних сигналів, таких як ацитосирінгон, VirA автофосфорилюється та згодом фосфорилює VirG. Фосфорилювання VirG активує експресію vir-генів, відповідальних за трансфер та інтродукцію Т-ДНК. Фосфорилювання VirG також активує експресію virG на дистальному промоторі для подальшої активації вірулентності. ChvE звязується з рослинними цукрами та згодом взаємодіє з доменом VirA, що призводить до максимальної експресії vir-генів [51, 90, 117].

Так як Ті-плазміда несе в собі vir-гени, так само як і гени для метаболізму опінів, вплив патогенності агробактерії напряму залежить від числа копій Ті-плазміди та ефективності метаболізму опінів. Було встановлено, що оперон repABC відповідає за реплікацію Ті-плазміди та частково індукує рослинні феноли через VirA/G систему. На додаток, система клітин-клітинної взаємодії, що активується опінами в подальшому сприяє експресії оперона repABC. З іншого боку рослинна саліцилова та гамма-аміномасляна кислоти активує агробактеріальний «кворум гасіння», що негативно впливає на число копій Ті-плазміди. Крім того, саліцилова кислота, IОК, та етилен інгібують vir-гени, включаючи repABC оперон, тим самим запобігають зростанню копій Ті-плазміди. 
Сигнальна складність цього процесу також стосується моделювання агробактеріальних vir-генів, які активуються тристоронніми сигналами ризосфери: кислотність, феноли та рослині цукри, але інгібуються саліциловою кислотою, IОК, етиленом та іншими природними інгібіторами vir-генів. Насправді, модуляція числа копій Ті-плазміди в цілому впливає на патогенність Agrobaсterium. Примітно, що Agrobaсterium хоча і розвиває індивідуальні клітинні реакції на дію саліцилової, індоліл-3-оцтової, або гама-аміномасляної кислот, відповідь Agrobaсterium на ці сполуки має певні схожі риси, що перекриваються, незважаючи на відсутність структурної подібності зазначених кислот [47]. Таким чином, імовірно, що в природі рослинні сигнали діють узгоджено і мають надлишкову роль в регуляції вірулентності Agrobacterium [48]. 
2.6. Інфіковані рослинні клітини як фабрики виробництва поживних речовин для Agrobacterium
Еволюція та виживання Agrobacterium, як бактеріального виду, залежить від складного балансу двох популяцій клітин: одна активно зберігає, а інша пасивно втрачає Ті-плазміду [10]. Обидві форми необхідні для існування виду, щоб підтримувати конкурентний спосіб життя, незалежно від присутності чи відсутності рослини-хазяїна. За відсутності рослини-хазяїна, Agrobacterium, що несе Ті-плазміду, перебуває у невигідних умовах відносно тієї частини популяції, в якій бракує плазміди, оскільки підтримка значної за розміром Ті-плазміди потребує суттєвих енергетичних затрат. За присутності рослини-хазяїна баланс змінюється і перевага переходить до агробактерії, що містить Ті-плазміду, оскільки вона кодує гени, що відповідають за метаболізм опінів. Опіни активують не тільки гени, які відповідають за їхній метаболізм, а також індукують системи клітинного сигналінгу, що призводить до збільшення числа копій Ті-плазміди та сприяє максимальному інфікуванню. Крім того, Agrobacterium блокує сигнали саліцилової та гама-аміномасляної кислот для активації AttKLM оперона, який залучений до деградації рослинної гама-аміномасляної кислоти, гамма-бутиролактону та гамма-оксибутирату, що у свою чергу забезпечує ще більшу кількість похідних для циклу трикарбонових кислот. Тому, можна вважати, що Agrobacterium, трансформуючи рослинну клітину, перетворює її на своєрідну фабрику для виробництва поживних речовин, зокрема опінів. 

У підсумку, агробактеріальна патогенність в значній мірі пов’язана з еволюційно сформованою здатністю до точного розпізнавання, відповіді та пригнічення рослинних сигналів. Комплекс сигналів взаємодії та регуляторних схем підкреслює складний механізм ко-еволюції Agrobacterium та рослини-хазяїна. Коріння рослин виділяють широкий спектр хімічних сигналів в ризосферу [37], однак, варто зазначити, що роль у взаємодії рослини та агробактерії була інтенсивно досліджена лише для обмеженої кількості рослинних сполук. Для подальших досліджень варто ідентифікувати додаткові рослинні сполуки, що впливають на агробактеріальну патогенність. Окрім того, дуже важливим є вивчення сигнальних шляхів Agrobacterium та визначення регуляторних механізмів, відповідальних за точне сприйняття та відповідь на рослинні сигнали, особливо на ранніх стадіях взаємодії рослини та Agrobacterium. 
Так як Ті-плазміда несе в собі vir-гени, а також гени для метаболізму опінів, патогенність агробактерії безпосередньо залежить від числа копій Ті-плазміди та ефективності метаболізму опінів. Було встановлено, що оперон repABC відповідає за реплікацію Ті-плазміди та частково індукується рослинними фенолами через VirA/G систему. Крім того, система клітин-клітинної взаємодії, активована опінами, в подальшому сприяє експресії оперона repABC. З іншого боку, рослинна саліцилова кислота та гамма-аміномасляна кислота, що активують цю систему, негативно впливають на число копій Ті-плазміди. Саліцилова кислота, IОК, та етилен інгібують vir-гени, включаючи оперон repABC, тим самим запобігають зростанню копій Ті-плазміди. Складна ієрархія подій сигналінгу також стосується і моделювання агробактеріальних vir-генів, які активуються такими сигналами ризосфери, як кислотність, феноли та рослині цукри, але інгібуються саліциловою кислотою, IОК, етанолом та іншими природними інгібіторами vir-генів. Модуляція числа копій Ті-плазміди в цілому впливає на патогенність Agrobaсterium [10].

2.7. Генетична цілісність Agrobacterium tumefaciens
Існування Agrobacterium як біологічного виду забезпечується збалансованою системою взаємодії різних популяцій клітин, що відповідають за утворення або втрату Ті-плазміди. Різні популяції бактеріальних клітин необхідні для підтримки конкурентного способу життя, незалежно від наявності рослини-хазяїна. За відсутності рослини-хазяїна популяція агробактерії, позбавлена Ті-плазміди, знаходиться у вигідніших умовах порівняно з популяцією, позбавленою цієї плазміди, оскільки присутність даного генетичного елементу в бактерії пов’язана з витратою енергії. В присутності рослини-хазяїна ситуація змінюється на протилежну, оскільки за таки умов Agrobacterium може використовувати рослину для поглинання ззовні та синтезу власних опінів, що в свою чергу збільшує число копій плазміди.
Для забезпечення власного існування і розвитку Agrobacterium, як вид, використовує ресурси рослини. На додаток, система клітин-клітинної взаємодії активує кон'югацію Ті-плазміди, що дозволяє Agrobacterium підтримувати Ті-плазміду та генетичну цілісність у поколіннях. 

Можна зробити наступне узагальнення щодо патогенності агробактерії: 1) еволюційно зумовлена властивість точного розпізнавання, 2) відповідь та 3) інгібування рослинних сигналів на власну користь. Багатоетапна взаємодія між бактерією та рослиною за участю різноманітних хімічних реакцій формують основу складного механізму Agrobacterium–опосердкованої ко-культивації. Зокрема, специфічні сигнали надходять в оточуюче середовища з коріння [37] і лише для небагатьох з них визначена роль у взаємодії агробактерія–рослина. Для подальшого розширення відомостей щодо участі різноманітних сполук у подібній взаємодії варто відзначити сполуки рослинного походження, що можуть впливати на агробактерільну патогенність.

Оскільки до сигналінгу взаємодії між рослинною клітиною та агробактерією залучені також різні протеїнкінази та протеїнфосфатази, в наступному розділі розглянуто сучасний стан досліджень цих ферментів та їх класифікація. Протеїнкінази та протеїнфосфатази – клас ферментів, що задіяні в процесі регуляції фосфорилювання та дефосфорилювання. Особливо цікавим є пов’язана регуляція цих процесів при інфікуванні рослин A. tumefaciens.
РОЗДІЛ 3. ПРОТЕЇНКІНАЗИ ТА ПРОТЕЇНФОСФАТАЗИ В ЕУКАРІТИЧНИХ КЛІТИНАХ
Протеїнкінази і протеїнфосфатази відіграють основну роль у контролі фосфорилювання білків, що регулює практично всі аспекти активності еукаріотичної клітини та молекулярної біології в цілому [144]. Фосфорилювання – це динамічна посттрансляційна модифікація білка, що дозволяє створювати та інтегрувати зовнішньо- та внутрішньо-клітинні сигнали. Приєднання чи від’єднання фосфатної групи впливає на структуру білка та відповідно на його функції. Наприклад, фосфорилювання може регулювати ферментативну активність, ініціювавши алостеричні конформаційні зміни, що може призвести до блокування зв’язування з активним центром [145, 146, 147]. Фосфорилювання може регулювати взаємодіюю між патернами білків, що формують певні білкові комплекси відповідно до їх функцій [148]. 

In vivo протеїнкінази та протеїнфосфатази відіграють роль антагоністів, контролюючи фосфорилювання специфічних білкових субстратів по амінокислотним залишкам, серину, треоніну та тирозину. Фософорилювання модулює функції білка різними шляхами, включаючи створення докінг сайтів, що створює мультибілкові комплекси, змінює локалізацію білків, модулює білкову стабільність та регулює ферментативну активність. Такі молекулярні явища моделюють шляхи передачі сигналів, що відповідають за клітинний цикл, диференціацію, клітин-клітинну взаємодію, рухливість клітин, імунну відповідь, клітинний транспорт, транскрипцію генів, трансляцію мРНК та базовий метаболізм [144].

Відомо, що багато клітинних білків мають здатність до оборотного фосфорилювання у відповідь на зовнішній подразник чи міжклітинний сигнал, що стимулює постійний інтерес до індентифікування та характеристики протеїнкіназ та протеїнфосфатаз, які модулюють білки. Оборотне фосфорилювання білків контролює багато клітинних процесів в рослинах та тваринах. 
Фосфорилювання в еукарітичних клітинах відбуваються переважно (97 %) на амінокислотних залишках серину та треоніну та, в меншій мірі, на тирозину [149, 150]. В тваринних клітинах статус фосфорилювання білків відіграє добре відому роль в різноманітних клітинних процесах, таких як метаболізм глікогена, контроль клітинного цикла та передача сигналів [151, 152, 153, 149, 154]. Очевидно, що є подібний інтерес дослідити роль фосфорилювання білків в клітинній регуляції рослин та ідентифікувати протеїнкінази та протеїнфосфатази, що фосфорилюють молекули по певним амінокислотним залишкам. В останні роки було відкрито багато рослинних протеїнкіназ. Деякі із цих ферментів відіграють основну роль в контролі механізму рослинного захисту, передачі сигналу та метаболізмі [155, 156, 157, 158]. В рослинах, так само як і тваринних клітинах, кількість протеїнкіназ відповідає кількості вторинних месенжерів таких як Са2+, що приводить до думки, що протеїнкінази насамперед відповідальні за регуляцію статусу фосфорилювання білків та те, що протеїнфосфатази можуть ліквідувати наслідки дії протеїнкіназ. Протеїнкінази регулюють клітинній цикл, диференціювання, метаболічні шляхи, приймають участь у ланцюгах передачі внутрішньоклітинного сигналу [159]. Крім того, молекулярні – генетичні та біохімічні дослідження показали, що ці ферменти приймають участь в передачі сигналу, послідовності клітинного циклу, і гормональної регуляції та інших важливих регуляторних функціях [160, 161, 162]. 
3.1. Класифікація протеїнкіназ
Протеїнкінази (ПК) еукаріот були ідентифіковані як ферменти, що використовують кінцевий залишок фосфату АТФ для фосфорилювання білків. Протеїнкінази каталізують фосфорилювання гідроксильної групи на амінокислотних залишках, зокрема серину, треоніну та тирозину. Відповідно до субстратної специфічності протеїнкінази поділяють на серин/треонінові, тирозинові та протеїнкінази із дуальною активністю [163, 164, 165, 166, 167]. Суперсімейство протеїнкіназ розділено на 5 великих класів [168, 169, 170, 171, 172].

В міру накопичення даних щодо первинної структури протеїнкіназ і визначення трьохмірної структури деяких представників цього класу ферментів, стало можливим їх класифікація. В основі якої лежить аналіз послідовностей амінокислот в каталітичному домені ферменту [168, 170].

3.1.1. Серин/треонінові протеїнкінази

До серин/треонінових ПК відноситься так званий A-G-C клас, активність ферментів що регулюється циклічними АМФ (літера А в назві класу), циклічними ГМФ (літера G) і протеїнкінази С (літера С), активність яких може регулюватися діацилгліцерином, фосфоліпідами і іонами кальцію [170, 172]. Отже, активність ферментів цього класу регулюється різноманітними вторинними посередниками, концентрація яких в клітинні може змінюватися під дією первинних посередників (гормонів, гормоноподібних речовин тощо).

Другий клас включає в себе Са2+-кальмодулінзалежні протеїнкінази. Як правило, ферменти цього класу складаються із одного каталітичного домену та декількох регуляторних субодиниць. В підкласі Са2+-кальмодулінзалежних протеїнкіназ однією із регуляторних субодиниць обов’язково повинний бути кальмодулін – універсальний Са2+-зв’язуючий білок, що широко розповсюджений в різноманітних тканинах і органах [168].
До третього класу С-М-G класу відносяться циклінзалежні протеїнкінази (літера С в назві), так звані МАР-кінази (літера М) і ферменти, здатні фосфорилювати глікогенсинтетазу (літера G) [168]. Активність цих ферментів регулюється різноманітними внутрішньоклітинними метаболітами, а також шляхом аутофосфорилювання або фософорилювання піл дією спеціальних протеїнкіназ.
Багато протеїнкіназ, що були ідентифіковані в рослинах, не підпадають під опис жодних з перерахованих класів. Такі  некласифіковані протеїнкінази ще мають назву дуальних [168]. Ці ферменти здатні каталізувати фософрилювання як по залишкам серину та треноніну так і тирозину.

3.1.2. Тирозинові протеїнкінази
Фосфорилювання по залишкам тирозину – одна із ключових модифікацій в багатоклітинних організмах, що лежить в основі міжклітинної взаємодії протягом ембріогенезу та функціонування дорослого організму. Фосфорилювання по тирозину модулює ферментативну активність та створює сайти зв’язування для сигнальних протеїнів [173]. Тирозинові протеїнкінази активують велику кількість сигнальних шляхів, що беруть участь у клітинній проліферації, диференціації та метаболізмі.

Тирозинові кінази містять висококонсервативний каталітичний домен, схожий на той, що містить серин/треонінові та дуальні протеїнкінази. Проте, унікальний субдоменний мотив чітко ідентифікує нележність кінази саме до тирозинових. Висока консервативність мотиву тирозинової кінази дозволяє ідентифікувати гени тирозинових кіназ в більшості багатоклітинних організмів [170].
В тваринних клітинах присутні два класи тирозинових протеїнкіназ: трансмембранні (рецепторні) та нерецепторні протеїнкінази. Оскільки тирозинові протеїнкізаи є надзвичайно важливим компонентами багатьох сигнальних шляхів, їх каталітична активність строго регулюється [173]. 

Рецепторні тирозинові протеїнкінази це – глікопротеїни, які активуються, зв’язуючись з спорідненими лігандами та передають зовнішньо-клітинний сигнал до цитоплазми, шляхом фосфорилювання власних тирозинових залишків білка (аутофосфорилювання) або тирозинові амінокислотні залишки молекул-мішеней. Переважна більшість рецепторних протеїнкіназ являє собою одиничний поліпептидний ланцюг, який при відсутності ліганду, мономерний [173]. Крім рецепторних протеїнкіназ також існує великий клас нерецепторних протеїнкіназ [173], який включає Src клас, Jaks клас та інші. Більшість нерецепторних ПК локалізована у цитоплазмі [174]. Проте, деякі з них можуть закріплятися на клітинній мембрані. 
Спираючись на останні дослідження з класифікації рослинних протеїнкіназ, вони можуть бути класифіковані в вже відомі групи. Проте, залишається невелика кількість рослинних протеїнкіназ, що не можуть бути віднесенні до жодної з відомих груп [175, 207]. Робота у напрямку ідентифікації рослинних протеїнкіназ триває, проте на сьогодні вже ідентифіковано більше 1000 протеїнкіназ в геномі A. thaliana [176], що у 5 разів більше, ніж у дріжджів та в три рази більше, ніж у більшості інших еукаріот, включаючи ссавців [175]. Подальші дослідження в цій сфері показали, що кількість представників супер родини протеїнкіназ представленні у квіткових рослин в ще більшій кількості. Зокрема, у риса та тополі їх понад 1500 [177, 178, 179, 180].
3.2. Класифікація протеїнфосфатаз

Історично склалося так, що спочатку родини тваринних протеїнфосфатаз були визначені на підставі субстратної специфічності [181]. Це дозволило виділити групи серин/треонінових, тирозинових і дуальних протеїнфосфатаз. Така класифікація також підтверджується результатами експериментальної геноміки [182].

Пізніше, грунтуючись на гомології послідовностей, просторової структури та субстратної специфічності, протеїнфосфатази були розділені на три основні групи [183, 184]. 
Перша група об'єднує класичні серин/треонін-специфічні протеїнфосфатаза 1, 2 (А, В), 4, 5, 6, 7 і Mg2+ / Mn2+ -залежні протеїнфосфатази (протеїнфосфатаза 2С) [184, 185, 186, 187].
Друга група об'єднує суперродини тирозин-специфічних протеїнфосфатаз, які в свою чергу поділяються на три класи: класс 1 (classic PTPs: рецепторні, нерецепторні і дуальні тирозинфосфатази DSPs: MAPKP, Slingshost, PRLs, atypical DSP, CDC14, PTEN, Myotubularins); класс 2 (CDC25s); класс 3: (LMWPTP) протеїнфосфатази, які дефосфорилюють білки лише по залишкам тирозину [188, 189, 190, 191, 192, 193].
Третя і найменш вивчена група протеїнфосфатаз представлена двома классами аспартат-специфічних протеїнфосфатаз (FCP / SCP (FCP1, SCP, FCP / SCP-подібний), і HAD), каталітична субодиниця яких містить характерний DXDXT / V мотив в N-кінцевій ділянці молекули [188, 183, 191, 194, 195].

Така гетерогенність протеїнфосфатаз все частіше призводить до висновків, що на відміну від протеїнкіназ, що мають загальне еволюційне походження, групи протеїнфосфатаз беруть свій початок від різних послідовностей [183, 196, 197, 198]. Зокрема, це підтверджується значними відмінностями їх просторових структур і механізмів дії [183, 54].

Спочатку більшість рослинних протеїнфосфатаз було описано і названо на підставі біохімічного подібності з вже відомими ферментами ссавців [196]. Наприклад, використовуючи тваринні субстрати та ті самі фармакологічні агенти (окадаїнова кислота), було ідентифіковано родини ПФ1 та ПФ2А в таких росинах як Brassica napus [197], гороху, моркви і кукурудзи [198]. 

Однак згодом даний список був значно розширений, так як було знайдено значну кількість протеїнфосфатаз, не виявлених у ссавців [181]. Це привело до того, що було запропоновано декілька схем класифікації протеїнфосфатаз рослин [181, 191, 162, 164, 199, 204].
Завдяки фармакологічним дослідженням на сьогодні відомо велику кількість функцій протеїфосфатаз в вищих рослинах [164]. Зокрема, серни/треонінові протеїнфосфатази в рослинних клітинах залученні до таких процесів як поділ клітин, регуляція іонних каналів, експресію генів, контролі клітинного циклу та багато іншого [164]. Так, було показано, що ПФ2А має критичне значення для процесу розвитку рослин та передачі гормонального сигналу [200]. А тирозинові протеїнфосфатази так само як і тирозинові протеїкінази відіграють критичну роль у регуляції мітоген-асоційованих білків (МАП). В свою чергу, члени сімейства МАП-кіназ являються критичними компонентами багатьох шляхів передачі сигналу в вищих рослинах [201, 202, 203, 205, 206]. Наприклад, білок тютюну SIPK активується різними патогенними стимулами і сигналами абіотичного стресу [203].

Тому, актуальним дослідженння є вивчення впливу інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз на взаємодію між рослинною та бактеріальною клітиною під час процесу Agrobacterium – опосередкованої трасформації.
РОЗДІЛ 4. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ  ДОСЛІДЖЕННЯ
4.1. Маніпуляції з рослинним матеріалом

Важливу роль для успішного проведення генетичної трансформації відіграє рослинний матеріал, що використовується в якості рецепієнта. Для трансформації дводольних використовують різні органи, наприклад, листя та гіпокотилі, що здатні регенерувати пагони шляхом прямого органогенезу, не проходячи етапу калюсоутворення [48].

В даній роботі використовували тканин асептичних рослин тютюну Nicotiana tabacum (L.). Вихідним матеріалом для введення в культуру in vitro було насіння N. tabacum. Пророщування насіння та культивування отриманих рослин (протягом одного місяця) проводили на безгормональному середовищі Мурасіге Скуга (МС) [208].
4.2. Характеристика реактивів та селективних речовин, використаних в роботі

В роботі використовували реактиви виробництва фірм:

1. Макрохім» (Україна): амоній азотнокислий (NH4NO3), мідь сірчанокисла п’ятиводна (CuSO4×5H2O).

2. «Симбіас» (Україна): калій йодистий (KI).

3. ООО «Реактив» (Україна): залізо сірчанокисле семиводне (FeSO4×7H2O).

4. «Біофарма» (Україна): хлорид натрію (NaCI).

5. «Merck» (Німеччина):  мікробіологічний агар.

6. «Dushefa» (Нідерланди): гігроміцин В, 5-бром-4-хлор-3-індолілглюкоронід  (Х-Gluc),рифампіцин, спектиноміцин.
7. «POCH» (Польща):  магній сірчанокислий семиводневий (MgSO4×7H2O),  цинк сірчанокислий семиводний (ZnSO4×7H2O).

8. «Хіммед» (Україна): калій азотнокислий (KNO3), кальцій хлористий (CaCl2), калій фосфорнокислий однозаміщений (KH2PO4), натрій молібденовокислий (Na2MoO4×2H2O), борна кислота (H3BO3), марганець сірчанокислий п’ятиводневий (MnSO4×5H2O), кобальт хлористий шестиводневий (CoCl2×6H2O). 

9. «Sigma-Aldrich» (США): 2,4-дихлорфеноксиоцтова кислота (2,4-Д), тіамін-HCl (вітамін В1), мезо-інозитол, цефотаксим, дріжджовий екстракт, бактотриптон, спермідин, D-манітол, набір для виділення плазмідної бактеріальної ДНК, набір для виділення тотальної геномної рослинної ДНК, БАП, ІОК.
10. «Sigma-Aldrich» (США): трифлюоперазин – інгібітор Са2+ - та Са2+ кальмодулін залежних протеїнкіназ, W7 – інгібітор Са2+ кальмодулін залежних протеїнкіназ, кантаридин – інгібітор серин/треонінових протеїнфосфатаз, геністеїн – інгібітор тирозинзалежних протеїнкіназ, ортованадат натрію інгібітор тирозинзалежних протеїнфосфатаз. 
11.  ЗАТ Фармацевтична фірма "Дарниця" – цефатоксим.

Для аналізу експресії gusгена у трансформованих лініях тютюну використовували Х-Gluc. Для цього готували 50 мМ маточного розчин Х-Gluc, який зберігали за температури -20°С.
Для отримання трансгенних рослин тютюну як селективний агент використовували гігроміцин В. Гігроміцмн В – аміноглікозидний антибіотик, який добре розчинний у воді. Цей селективний агент порушує білковий синтез завдяки блокуванню сайту зв’язування фактору елонгації ІІ на рибосомі прокаріот. 

Після трансформації для елімінації бактерії також, застосовували антибіотик цефотаксим Цефотаксим це напівсинтетичний антибіотик групи цефалоспоринів ІІІ покоління, широкого спектру дії. Дана речовина ефективна для багатьох грампозитивних та грамнегативних бактерій. Цефотаксим пригнічує активність ферменту транспептидази, що призводить до порушення клітинної стінки мікроорганізмів. 

Штами бактерії нарощували на антибіотиках: ріфампіцині та спектіноміцині. Антибіотик ріфампіцин розчиняли у ДМСО із таким розрахунком, щоб фінальна концентрація розчинника у середовищі не перевищувала 1%. Антибіотик спектіноміцин розчиняли у дистильованій воді. Маточні розчини антибіотиків зберігали за температури -20°С.

Для ПЛР-аналізу використовували Taq-полімеразу виробництва. Реакцію проводили на ампліфікаторі Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems, США).
4.3 Стерилізація рослинного матеріалу

Дотримання стерильності є найважливішою умовою роботи із асептичними клітинами та тканинами в умовах in vitro. Маніпуляції із таким матеріалом здійснювались виключно в ламінарних боксах, з потоком стерильного повітря, де практично виключалась можливість бактеріального та грибкового зараження. Крім того, для стерилізації вихідного матеріалу використовували певні стерилізуючи агенти. Зокрема, стерилізацію насіння проводили у 5%-му розчині гіпохлориду натрію протягом 10 хв, з наступним триразовим відмиванням  у стерильній дистильованій воді (чотири рази по 10 хв) [209]. Всі операції проводили, використовуючи магнітну мішалку для оптимальної стерилізації насіння. У результаті проведених досліджень було підібрано оптимальні умови для введення в культуру in vitro вихідного рослинного матеріалу. 
4.4 Умови культивування та живильні середовища

Стерилізоване насіння тютюну для проростання висаджували у чашки Петрі на безгормональне середовище Мурашіге та Скуга [208], яке містило сахарозу (30 г/л), pH середовища доводили до 5,6-5,8 перед автоклавуванням. Експланти культивували на розсіяному світлі за температури 24–26°С і 16-годинному фотоперіоді. Через один місяць проростки пересаджували на аналогічне середовище у банки, для подальшого їхнього росту. Коли листя рослин тютюну досягали певного росту, його використовували для дослідів з агробактеріальної трансформації.

Для оцінки регенераційного потенціалу вихідного матеріалу механічно пошкодженні експланти молодих листків (листкові диски) тютюну розміром 1,5-2,5 см2 висаджували на середовище МС, яке містило 1 мг/л 6-бензиламінопурину (БАП) («Sigma», США) та 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти (НОК) («Sigma», США). У кожну чашку Петрі висаджували по пять листкових дисків. Загалом в кожному досліді було проаналізовано по 125 експлантів. Частоту регенерації визначали через три тижні після початку культивування як співвідношення кількості експлантів з регенерованими пагонами до загальної кількості висаджених експлантів.

Статистичну обробку отриманих даних проводили згідно методики Лакіна [210]. 
4.5. Інгібітори, що були використанні у роботі

Для дослідження впливу інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз на частоту генетичної трансформації використовували: інгібітори Са2+-кальмодулін залежних, серин-треонінових протеїнкінази трифлюоперазин та W7, інгібтор тирозинових протеїнкіназ – геністеїн, інгібітор тирозинових протеїфосфатаз – ортованадат натрію та інгібтор серин/треонінової протеїнфосфатази – кантаридин, які додавали до середовища для ко-культивування експлантів тютюну із агробактерією.
Інгібітори трифлюоперазин, W7, геністеїн та кантаридин розчиняли у воді, тоді як ортованадат натрію розчиняли за використання лугу та при нагріванні. Усі маточні розчини інгібіторів (10 мМ) зберігали при -200С.

У подальшому їх використовували в експериментах у широкому діапазоні концентрацій: трифлюоперазин – від 10 до 300 мкМ; геністеїн –від 1 до 100 мкМ; W7 – від 5 до 100 мкМ; ортованадат натрію від 10 до 250 мкМ; кантаридин від 0,1 до 10 мкМ.

4.6. Генетична трансформація Nicotiana tabacum
Для генетичної трансформації було використано штам AGL1 Agrobacterium tumefaciens, який містив плазміду pGH217 с репортерним геном β-глюкуронідази (gus) під контролем 35S промотора вірусу мозаїки цвітної капусти (ВМЦК) і nos-термінатора, а також селективний маркерний ген hpt, що забезпечує стійкість до гігроміцину у трансформантів. Плазміда була люб’язно надана к.б.н. В. В. Радчуком (Інститут генетики рослин і дослідження культурних рослин, Гатерслебен, Німечинна) (Рис. 4.1.).
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Рис. 4.1. Схема конструкції pGH217: LB і RB – ліва та права границі Т-ДНК, P35S – 35S промотор ВМЦК, GUS – ген β-глюкуронідази, nos – нопаліновий термінатор, hpt – ген стійкості до гігроміцину. 

Перенесення генетичної конструкції pGH217 у супервірулентний штам AGL1 Agrobacterium tumefaciens здійснювали згідно описаного раніше метода [21]. Після модифікації стандартного протоколу Agrobacterium – опосередкованої трансформації тютюну дану конструкцію використовували для детекції транзієнтної експресії репортерного гена [211]. 
Бактеріальну культуру із векторною конструкцією зберігали на чашках Петрі із відповідним антибіотиком при +4 С не більше місяця, а потім пересаджували на свіже середовище. Крім того цю культуру зберігали у морозильній камері із гліцерином за температури -20°С. Для цього нарощували суспензію бактерій на середовищі LB [63] із відповідним антибіотиком. Далі 50% стерильний гліцерин додавали до 850 мкл суспензії нічної культури та ретельно змішували.

Для генетичної трансформації культуру бактерій вирощували на середовищі LB [63], що містило 100 мг/л спектиноміцину і 100 мг/л ріфампіцину, протягом двох діб на шейкері при температурі +28°С. Антибіотики розчиняли у воді та готували маточний розчин в концентраціях: 100 мг/мл – для спектиноміцину та 50 мг/мл – для ріфампіцину. Через мембранний фільтр (Millipore, США) маточні розчини антибіотиків стерилізували та потім зберігали за температури -20°С. 
Для визначення найбільш оптимальних умов Agrobacterium опосередкованої трансформації листових дисків тютюну штамом AGL1 проводили серію трансформацій за використання різної оптичної щільності агробактерії (OD600) (від 0,1 до 0,5) та тривалості її ко-культивування з експлантами (від 24 до 72 год). Для цього бактерію осаджували центрифугуванням (14000 об/хв) протягом 5 хв, супернатант видаляли, а осад перед інокуляцією ресуспендували у рідкому середовищі МС 
Різні концентрації інгібіторів додавали до безгорманального середовища МС. Після ко-культивування експланти переносили на середовище МС, яке містило 1 мг/л БАП, 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти, 5 мг/л гігроміцину та 400 мг/л цефотаксиму для елімінації агробактерії, строком на 7 днів. Попередньо для вибору селективної концентрації гігроміцину (Duchefa, Німеченна) було досліджено його вплив у різних концентраціях (1-15 мг/л) на життєздатнісь експлантів після 3 тижднів їх культивування в присутності даного селективного агента. 

Потім їх пересаджували на аналогічне за складом середовище, але без цефотаксиму. Частоту регенерації пагонів визначали через 2 місяці після проведення трансформації. Укорінення проводили на середовищі МС, яке містило 1 мг/л БАП.

4.7. Гістохімічний аналіз експресії gus-гена 
Для гістохімічного визначення експресії репортерного гена gus у тканинах N. tabacum після агробактеріальної трансформації використовували 5-бром-4-хлор-3-індолілглюкоронід (Х-Gluc) за методом [212]. У результаті реакції з даним субстратом в області локалізації ферменту в трансгенних клітинах утворювався осад синього кольору (Jefferson, 1987). Так, для оцінки GUS-експресії через 3 доби після проведення Agrobacterium-опосередкованої трансформації довільно відбирали по 10 експлантів з кожної проби. Надалі 2,5 мг Х-Gluc змішували з 5 мл буфера (0,1 М фосфатний буфер, 0,5 мМ фериціаніду і фероціаніду калію, 1%-ний Tритон X-100), які зберігались за температури -20°С. Для детекції GUS-експресії відібрані експланти промивали у фосфатному буфері, підсушували на фільтрувальному папері, після чого додавали розчин Х-Gluc та витримували під вакуумом 15 хв. Оброблені тканини інкубували в термостаті за 37°С протягом доби. Потім експланти промивали 70%-ним етиловим спиртом та залишали у спирті на 3 год для знебарвлення [212] Висновки про наявність експресії гена gus робили, підраховуючи кількість синіх зон на експлант. Для цього підбирали листочки одного розміру, що знаходились в однакових умовах. GUS-експресію оцінювали візуально, встановлюючи інтенсивність забарвлення у синій колір тканин листка та кількість таких забарвлених зон на листок з наступним підрахунком середнього показника. Експерименти проводили у трьох повторностях, статистичну обробку отриманих даних здійснювали згідно методики Лакіна [210].
4.8. Молекулярно-генетичний аналіз трансгенних ліній тютюну

Для підтвердження трансгенної природи отриманих рослин було проведено їх молекулярно-генетичний аналіз. Зі зразків відселектованих на гігроміцині ліній тютюну та контрольних рослин, виділяли геномну ДНК [213]. Виділення геномної ДНК проводили, використовуючи буфер для екстракції ДНК (extraction buffer: 200 мM Tris-HCl, 250 мM NaCl, 25 мM EДTA, 05 %-ий SDS) [213]. 
Наявність послідовності гена gus визначали за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). До складу реакційної суміші (обємом 25 мкл) входило: 5× ПЛР-буфер (Helicon, Росія), 2 мкл ДНК, по 0,5 мкл специфічних праймерів до гена gus (5’-gcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgat-3’ та  5’-tgtttgcctccctgctgcggttttcaccgaag-3’), 1 мкл dNTP, (Sigma, Німеччина) та 0,5 мкл Taq-полімерази (Fermentas, Литва). 

Реакцію проводили на ампліфикаторі PCR Applied Biosystem 2720 (США) 40 циклів за наступних умов: 95 °С (30 с) ; 72°С (40 с), 67°С (40 с); кінцева полімеризація - 72 °С (7 хв). Розмір ампліфікованного фрагменту складав 632 п.н., що відповідає позитивному контролю (розміру амплікону за використання конструкції рGH217 як матриці для ПЛР). ДНК нетрансформованих рослин (негативний контроль) і відповідний вектор (позитивний контроль) були ампліфіковані за аналогічних умов. Продукти реакції розділяли в 2%-ному агарозному гелі та візуалізували за допомогою етидія броміду. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

РОЗДІЛ 5 ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ІНГІБІТОРІВ ПРОТЕЇНКІНАЗ НА ЧАСТОТУ AGROBACTERIUM-ОПОСЕРЕДКОВАНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ
Оскільки частота та ефективність генетичної трансформації, зокрема, агробактеріальної, залежить від типу експланта та його здатності до ефективної регенерації, нами попередньо було оцінено регенераційний потенціал листових експлантів (дисків) N. tabacum. Було встановлено, що частота регенерації пагонів з листових дисків тютюну складає близько 97% а в середньому на кожному експланті формувалось 4 рослини-регенеранти на середовищі МС, що містило в якості гормонів 1 мг/л БАП, 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти.
5.1. Визначення оптимальних умов Agrobacterium – опосередкованої трансформації N. tabacum

З метою визначення умов для найбільш ефективної трансформації листових дисків N. tabacum за допомогою штаму AGL1 A. tumefaciens, що містив плазміду pGH217, було проведено вивчення впливу оптичної щільності агробактерії та тривалості її ко-культивування з вихідними експлантами. Виявилось, що найкраще покращення трансформації було за використання агробактерії з оптичною щільністю OD600=0,2, а найефективніший час ко-культивування вихідного матеріалу з бактерією становив 48 год. Після ко-культивування з A. tumefaciens експланти переносили на середовище МС, що містило в якості гормонів 1 мг/л БАП, 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти, а також селективну концентрацію гігроміцину та 400 мг/л цефотаксиму для елімінації агробактерії, строком на 7 днів. Потім їх пересаджували на аналогічне за складом середовище, але без цефотаксиму для подальшої регенерації пагонів.
Генетична інженерія та біотехнологія рослин має на меті перенесення, інтеграцію та експресію чужоріднього гена в рослинній клітині, як наслідок – формування трансгенної рослини. Не зважаючи на стрімкий розвиток біотехнології та існування багатьох ефективних методик трансформації, це не забеспечує стовідсоткового привнесення гену-інтересу до відповідної тканини [214]. Для достовірності отримання саме трансформованих клітин необхідна ефективна система селекції [215].
У більшості методик генетичної трансформації рослин використовуються саме гени стійкості до антибіотиків, що значно збільшує вірогідність отримання повноцінних трансгенних рослин [214]. Гени стійкості до антибіотиків забезпечують виживання клітин, із стабільно інтегрованою вставкою ДНК на селективному середовищі, в той час як нетрансформовані клітини гинуть. 

У нашій роботі в якості селективного агенту був використаний гігроміцин В. Гігроміцин В – аміноглікозидний антибіотик, який зв’язуючись із рибосомальним фактором елонгації (EF-2) у клітинах прокаріот, призводить до пригнічення білкового синтезу. Присутність гігроміцину відображається на рослинах хлорозом рослинних тканин та пригніченням їх росту [216, 217, 218]. Тоді як, трансформовані тканини здатні формувати повноцінні рослини-регенеранти.
Оскільки у роботі було використано штам AGL1 Agrobacterium tumefaciens, що містив плазміду pGH217 з селективним маркерним геном hpt, який забезпечує стійкість до гігроміцину у трансформантів, для визначення його селективної концентрації нами було досліджено вплив діапазоу концентрацій цього антибіотику на життєздатнісь експлантів від 1 до 15 мг/л. Дані оцінювались після 3 тижнів культивування експлантів в присутності даного селективного агента. Для цього на середовище, доповнене різними концентраціями антибіотику висаджували по 10 експлантів на кожну чашку Петрі. Як експланти використовували листкові диски тютюну. Дослідження проводили в трьох повторностях. 
Отже, було встановлено, що зниження життєздатності клітин калюсу спостерігалось вже при концентрації речовини 5 мг/л, при підвищенні концентрації агенту до 10 мг/л зникали ознаки активної проліферації клітин та регенерації пагонів, подальше підвищення концентрації антибіотика призводило до загибелі тканин (Рис 5.1.). 
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Рис. 5.1. Вплив різних концентрації гігроміцина на життєздатність листкових дисків тютюну: А – контроль; Б – 5 мг/л; В – 10 мг/л; Г – 15 мг/л. Масштаб: 1см = 15 мм.

Перші ознаки потемніння та некротизація листкових дисків спостерігали вже через кілька тижнів після початку культивування. 

Отже, було визначено, що оптимальною селективною концентрацією гігроміцину була 5 мг/л, при цьому частота регенерації пагонів з експлантів сягала 75%. 
Після визначення оптимальної концентрації селективного агенту, а також оптимальної оптичної щільності штаму агробактерії, що використовувався у дослідах, ми перейшли до наступної серії дослідженью

Зокрема до дослідів зі стабільної Agrobacterium – опосередкованої трансформації за використання різних концентрацій інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз

5.2. Дослідження впливу інгібітора серин/треонінових протеїнкіназ, трифлюоперазину, на частоту регенерації пагонів
Перед початком експериментів з вивчення впливу інгібіторів на ефективність генетичної трансформації також необхідно було оцінити вплив різних концентрацій інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз на ріст та розвиток листкових експлантів N. tabacum.
Зокрема, вплив трифлюоперазину, інгібітору Са2+кальмодулін залежного інгібітора протеїкіназ на частоту регенерації експлантів N. tabacum. Протягом одного місяця оцінювали його вплив на частоту регенерації експлантів N. tabacum на середовищі для регенерації пагонів, до якого додавали інгібітор у концентраціях від  10 до 300 мкМ.

При дослідженні впливу трифлюоперазину на регенерацію пагонів з експлантів було виявлено, що його застосування у високих концентраціях (200 та 300 мкМ) призводило до некрозу листових дисків через 7 діб після початку їх культивування на відповідному середовищі. При додаванні до даного середовища трифлюоперазину в нижчих концентраціях (50, 100, 150 мкМ) частота регенерації рослин у порівнянні з контролем становила 58, 46 та 27%  відповідно. Раніше було продемонстровано, що в концентрації 50 мкМ трифлюоперазин інгібує ріст проростків моркви та редьки [219, 220, 221]. У той же час у наших дослідах за використання трифлюоперазину у концентраціях 10 та 25 мкМ частота регенерації складала 100 та 99 % відповідно. Отже, трифлюоперазин у концентраціях 10 та 25 мкМ не впливав негативно на регенерацію пагонів і не знизував показників її частоти (Рис. 5.2.). 
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Рис. 5.2. Результати впливу різних концентрацій трифлюоперазину на частоту регенерації пагонів тютюну.
5.3. Дослідження впливу трифлюоперазину на частоту трансформації
На наступному етапі роботи було проаналізовано вплив різних концентрацій трифлюоперазину на частоту стабільної трансформації експлантів N. tabacum. Оскільки показники частоти регенерації рослин з експлантів у присутності інгібітору у концентраціях 200 мкМ та 300 мкМ були меншими за контроль, у подальших експериментах із стабільної та транзієнтної трансформації ці концентрації трифлюоперазина не використовували. Отже, при додаванні інгібітору до середовища для ко-культивування експлантів з агробактерією у концентраціях 10 та 25 мкМ та подальшій селекції трансгенних рослин частота трансформації становила 98 та 97 % відповідно, тоді як у присутності цього інгібітору Ca2+-залежних протеїнкіназ у концентраціях 50, 100 та 150 мкМ частота трансформації складала 50, 40 та 20% відповідно, у порівнянні із контролем, для якого цей показник був на рівні 73% (Рис. 5.3). 
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Рис. 5.3. Результати впливу різних концентрацій трифлюоперазину на частоту генетичної трансформації тютюну.
Таким чином, найбільш ефективними концентраціями трифлюоперазину для поліпшення частоти агробактеріальної трансформації листкових експлантів тютюну були його концентрації 10 та 25 мкМ. За цих умов частота Agrobacterium-опосередкованої трансформації зростала майже на 25%. Типові результати регенерації рослин з протрансформованих експлантів тютюну, відібраних на селективному середовищі з 5 мг/л гігроміцину, за умов використання різних концентрацій трифлюоперазину представлено на Рис. 5.4. 

[image: image5.wmf]Рис. 5.4. Регенерація пагонів тютюну після Agrobacterium–опосередкованої трансформації за використання 10 мкМ трифлюоперазину: А – контроль; Б – 10 мкМ; В – 25 мкМ; Г – 50 мкМ. Масштаб: 1см = 15 мм. 

Отже, нами вперше було досліджено вплив широкого діапазону концентрцій трифлюоперазину - інгібітору Ca2+-залежних протеїнкіназ – на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації покритонасінних на прикладі тютюну як модельного об’єкту. 
Cлід зазначити, що отримані результати дещо відрізняються від тих, що були отримані при дослідженні впливу різних концентрацій трифлюоперазину (50-350 мкМ) на ефективність Agrobacterium–опосередкованої трансформації ембріоїдів сосни білої [21]. Авторами цієї роботи було виявлено, що додавання до середовища для ко-культивування даного інгібітору Ca2+-залежних протеїнкіназ в концентрації 150 мкМ підвищувало ефективність трансформації сосни у 2,5 рази. У той же час використання трифлюоперазину у такій концентрації для трансформації листових дисків тютюну призводило до інтенсивної некротизації тканин протягом першого тижня культивування, а найбільш ефективними для стабільної трансформації тютюну виявились концентрації 10 та 25 мкМ. Однак в цілому результати проведених нами дослідів підтверджують ефективність цього інгібітору Ca2+-залежних протеїнкіназ для покращення частоти генетичної трансформації. Адже раніше було показано, що такий блокатор Ca2+–каналів та антагоніст кальмодуліну як хлорпромазин також здатен підвищувати інфекційність A. tumefaciens [222]. Свого часу при дослідженні диференціальної експресії на початкових етапах Agrobacterium–опосередкованої трансформації суспензійної культури клітин N. tabacum лінії BY-2 було показано зміни рівня експресії Ca2+-залежної протеїнкінази [ 223], що може слугувати логічним поясненням отриманих результатів. У будь-якому випадку отримання нових доказів того, що використання інгібіторів протеїнкіназ може суттєво підвищувати частоту генетичної трансформації у дводольних рослин, свідчить на користь необхідності продовження поглиблених досліджень у цьому напрямку.

Оскільки вище вже зазначалось, що визначальну роль в сигнальних каскадах, які супроводжують процес взаємодії рослини та агробактерії, відіграють такі фітогормони, як індолил-3-оцтова кислота, саліцилова кислота та етилен [ 224, 7, 10] то є цілком очевидним, що в опосередкуванні регуляторної ролі цих фітогормонів мають бути задіяні різні групи протеїнкіназ та протеїнфосфатаз [13, 14 16]. Зокрема, до фітогормонів, які регулюють активність Ca2+-залежних протеїнкіназ, відносяться не лише індолил-3-оцтова кислота, а й абсцизова, гіберелінова та жасмонова кислоти і кінетин [19]. Наприклад, в серії експериментів з різними генотипами та мутантами Arabidopsis thaliana продемонстровано, що прекультивування експлантів з такими фітогормонами, як 2,4-Д, кінетин, 6-бензиламінопурин, 2іР, α-нафталеноцтова та індолил-3-оцтова кислоти, підвищує частоту трансформації за використання A. tumefaciens на 10-25% [225].

5.3.1. Аналіз транзієнтної експресії гена gus у тканинах N. tabacum після трансформації за використання трифлюоперазину
Після з’ясування оптимальних умов агробактеріальної трансформації було проведено також паралельне дослідження щодо визначення інтенсивності транзієнтної трансформації N. tabacum за використання найбільш ефективних концентрацій трифлюоперазину, а саме 10, 25 та 50 мкМ. Зокрема, через три доби після трансформації було проведено гістохімічний аналіз та оцінено рівні транзієнтної експресії гена gus у протрансформованих експлантів (Рис. 5.5). 
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Рис. 5.5. Інтенсивність транзієнтної експресії гена gus після проведення генетичної трансформації за використання різних концентрацій трифлюоперазину

Дані оцінювали за допомогою субстрату Х-Gluc, як описано у розділі «Матеріали і методи».

Найбільш інтенсивну порівняно з контролем gus-експресію (Рис. 3) фіксували за використання 10 мкМ трифлюоперазину, в той час як за його використання у концентраціях 25 та 50 мкМ фіксували зниження інтенсивності експресії репортерного гена у 1,3-2 рази порівняно з контролем (Рис. 5.6.). 
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Рис. 5.6. Результати гістохімічного визначення експресії репортерного гена gus за використання різних концентрацій трифлюоперазину під час трансформації N. tabacum. А –контроль; Б – 10 мкМ; В –25 мкМ; Г –50 мкМ.

Варто зазначити, що отриманні дані із транзієнтої трансформації повністю співвідносяться з отриманими даним зі стабільної тарнсформації тютюну. А саме найбільш ефективною концентрацією трифлюоперазину виявилась 10 мкМ. Використання цієї концентрації інгібітору призводило до підвищення частоти агробактеріальної трансформації на 25%.

5.3.2. Молекулярно-генетичний аналіз отриманих ліній тютюну за використання трифлюоперазину
Всього за використання 10 мкМ трифлюперазину нами було відібрано 84 стійких до гігроміцину та здатних до укорінення ліній рослин N. tabacum. Для підтвердження трансгенної природи отриманих рослин нами було проведено їх ПЛР-аналіз за використання відповідних праймерів до гена gus (Рис. 5.7.). Розмір ампліфікованного фрагменту складав 632 п.н., що відповідає позитивному контролю (розміру амплікону за використання вектора рGH217). Із проаналізованих рослин, деякі виявилися не трансгенними, як це видно на  Рис. 5.7., де у лінії 2 не було виявлено даного фрагменту, тоді як інші містили перенесений ген gus.
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Рис. 5.7. Результати ПЛР-аналізу геномної ДНК, ізольованої із контролю та ліній тютюну, що були трансформовані за використання 10 мкМ трифлюоперазину: М – маркер молекулярних мас (в п.н.); “–“ - негативний контроль (Н2О) , 1-7 – лінії тютюну, отримані після селекції на гігроміцині, 0- контрольна нетрансформована рослина, “+“ – плазміда pGH217.
5.4. Дослідження вливу інгібітору тирозинзалежної протеїнкінази геністеїну на частоту регенерації пагонів 

На наступному етапі досліджень було проведено експерименти з вивчення впливу геністеїну (інгібітору тирозинзалежної протеїнкінази) на ефективність генетичної трансформації тютюну. За результатами досліджень з оцінки впливу геністеїну на частоту регенерації листових експлантів тютюну було виявлено, що при додаванні до середовища для регенерації пагонів геністеїну в низьких концентраціях (1 та 5 мкМ) частота регенерації експлантів становила 40% та 60 % відповідно. В той же час використання цього інгібітору тирозинкіназ в більш високих концентраціях - 10, 25, 50 та 100 мкМ – забезпечувало частоту регенерації пагонів на рівні 100% порівняно з контролем, для якого цей показник становив 98% (Рис. 5.8.). 
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Рис. 5.8. Результати впливу різних концентрацій геністеїну на частоту регенерації пагонів тютюну.
Під час спостереження за процесом регенерації було помічено, що початок утворення первинного калюсу, регенерація пагонів та утворення коренів відрізнялися для кожної окремої концентрації інгібітору.

Зокрема, при дослідженні впливу геністеїну на ефективність регенерації тютюну спостерігали утворення коренів за його використання у концентраціях 1 та 5 мкМ вже через 10 днів після початку регенерації пагонів. Тоді як за використання геністеїну у концентраціїї 100 мкМ, утворення пагонів спостерігалось лише на третій тиждень після початку регенерації пагонів, а за використання геністеїну у концентрації 50 мкМ утворення коренів було найбільш інтенсивним (Таб. 1.). 

Таблиця. 1. Вплив геністеїну на 

морфогенетичний експлантів N. tabacum
	Концентрація інгібітору, мкМ


	10 діб після висадження на середовище для регенерації
	 20 діб
	30 діб

	
	
	Наявність пагонів 
	Наявність коренів
	Наявність пагонів 
	Наявність коренів

	
	Наявність пагонів 
	Наявність коренів
	
	
	
	

	1
	-
	-
	+ 
	++
	+
	+

	5
	+
	++
	+
	+
	+
	+

	10
	- 
	+
	+
	+
	+
	+

	25
	-
	-
	+
	-
	+
	++

	50
	+
	-
	+
	++
	+
	+

	100
	-
	-
	-
	-
	+
	+


Де, «-» - відсутність пагонів чи коренів, «+» - наявність пагонів, 1-2 на експлант, «++» - 4 і більше  пагони на експлант.

5.5. Дослідження впливу геністеїну на частоту трансформації 

Аналогічно з попередніми дослідами з вивчення впливу інгібіторів протеїнкіназ на ефективність генетичної трансформації тютюну, було перевірено вплив різних концентрацій геністеїну( від 10 до 100 мкМ) на частоту стабільної трансформації тютюну, а також вплив тривалості дії інгібітору під час ко-культивування агробактерії з експлантати (від 24 до 48 год). 

Оскільки показники частоти регенерації рослин з експлантів у присутності інгібітору у концентраціях 1 та 5 мкМ були меншими за контроль, у подальших експериментах із стабільної та транзієнтної трансформації ці концентрації геністеїна не використовували. Отже, при додаванні до середовища для ко-культивування геністеїну у концентраціях 10, 25 та 50 мкМ та тривалості ко-культивування 24 год частота трансформації складала приблизно 20, 60 та 80 %, відповідно, а при концентрації 100 мкМ – 85 % (Рис. 5.9.). 
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Рис. 5.9. Результати впливу різних концентрацій геністеїну та тривалості ко-культивування з агробактерією в присутності інгібітору на частоту генетичної трансформації тютюну.

Тоді як показники частоти трансформації дещо зменшувались при збільшенні тривалості ко-культивування до 48 год, а саме, при використанні геністеїну у концентраціях 10, 25 та 50 мкМ частота трансформації складала 10, 50 та 75%, відповідно, а при концентрації 100 мкМ – 80 %. В той час як частота трансформації контролю становила 75%.

Таким чином, було встановлено, що найбільш ефективною концентрацією геністеїну для поліпшення частоти генетичної трансформації листкових експлантів тютюну була концентрація 100 мкМ (Рис. 5.10.). 
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Рис. 5.10. Регенерація пагонів тютюну після Agrobacterium–опосередкованої трансформації за використання 100 мкМ геністеїну: А – контроль; Б – 25 мкМ; В – 50 мкМ; Г – 100 мкМ. Масштаб: 1см = 15 мм. 

Результати проведених досліджень свідчать про підвищення показника частоти Agrobacterium-опосередкованої трансформації за цієї концентрації інгібітору на 10 % за ко-культивування протягом 24 год та на 5 % при тривалості ко-культивання 48 год.

Знову ж таки отримані результати можна пояснити можливою участю тирозинкіназ, а точніше так званих дуальних протеїнкіназ залучених до опосередкування дії фітогормонів [19, 20], у взаємодію рослинних клітин з агробактерією. 

5.5.1 Аналіз транзієнтної експресії гена gus у тканинах N. tabacum після трансформації за використання геністеїну
Нами було перевірено інтенсивність транзієнтної трансформації N. tabacum за використання концентрацій 25, 50 та 100 мкМ геністеїну. Знову ж таки було проведено гістохімічний аналіз та оцінено інтенсивність транзієнтної експресії гена gus у протрансформованих експлантів тютюну. Найвищі рівні експресії gus-гена, у порівнянні із контролем, спостерігали за умов використання інгібітора тирозинкіназної активності у концентраціях 50 мкМ та 100 мкМ (Рис. 5.11.). 
[image: image12.wmf]
Рис. 5.11. Результати  gus-експресії за використання різних концентрацій геністеїну.  А –контроль; Б – 100 мкМ; В –50 мкМ; Г –25 мкМ геністеїну

За його використання у концентрації 25 мкМ інтенсивність експресії репортерного гена знижувалась у 1,3 рази порівняно з контролем, що узгоджується з даними по стабільній трансформації. 

Використання 100 мкМ геністеїну призводило до підвищення майже в 2 рази транзієтної трансформації N. tabacum (Рис. 5.12.). 

[image: image13.wmf]
Рис. 5.12. Результати гістохімічного визначення експресії репортерного гена gus за використання різних концентрацій геністеїну під час трансформації N. tabacum: А –контроль; Б – 100 мкМ; В –50 мкМ; Г –25 мкМ геністеїну. Масштаб: 1 см = 5 мм

Отже нами вперше було досліджено вплив геністеїну на частоту Agrobacterium-опосередкованої стабільної та транзієнтної трансформації тютюну. У результаті проведених експериментів було продемонстровано, що використання інгібітору тирозинових протеїнкіназ, зокрема, геністеїну, може підвищувати частоту трансформації за допомогою A. tumefaciens листкових експлантів N. tabacum. 

5.5.2. Молекулярно-генетичний аналіз отриманих ліній тютюну за використання геністеїну
У результаті використання даної концентрації інгібітору під час агробактеріальної трансформації та селекції пагонів в присутності 5 мг/л гігроміцину нами було відібрано 68 рослин, здатних до укорінення в умовах селективного тиску.

Для підтвердження трансгенної природи отриманих рослин провели їх ПЛР-аналіз. У результаті проведеного аналізу майже у всіх ліній було виявлено ампліфікований фрагмент розміром 632 п.н., що підтверджує успішне перенесення і інтеграцію в геном рослин N. tabacum гена gus. (Рис. 5.13.).

[image: image14.wmf]
Рис. 5.13. Результати ПЛР-аналізу геномної ДНК, ізольованої із контролю та ліній тютюну, що були трансформовані за використання 100 мкМ геністеїну: M - маркер молекулярних мас (в п.н.); “–“ - негативний контроль (Н2О), 1-4 трансгенні лінії. 0 – контроль (нетрансформована рослина); + - плазміда pGH217. 

Отже, нами вперше було досліджено вплив широкого діапазону концентрцій геністеїну – інгібітору тирозинзалежних протеїнкіназ – на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації покритонасінних на прикладі тютюну як модельного об’єкту. Показано, що найбільш ефективною концентрацією інгібітору виявилась 100 мкМ. Варто відмітити, що дані отриманні зі стабільної та транзієнтної трансформації повністю співвідносяться. 

5.6. Дослідження впливу інгібітора серин/треонінових протеїнкіназ W7 на частоту регенерації пагонів
Відомо, що W7 є специфічним інгібітором Cа2+-кальмодулін-залежних протеїнкіназ, молекула якого зв’язується з двома молекулами кальмодуліну, тим самим блокуючи зв’язування кальмодуліна із іншими молекулами [221]. Кальмодулін, в свою чергу, є повсюдним Cа2+-зв’язуючим білком та первинним внутрішньоклітинним сигнальним рецептором, він передає сигнали за рахунок моделювання активності білків, що зв’язуються з кальмодуліном, і таким чином, генерує різні фізіологічні відповіді клітини на різні стимули [225, 226, 220]. Cа2+-кальмодулін залежне фосфорилювання білків є одним із основних механізмів для посилення та розповсюдження Cа2+-кальмодулін–опосередкованих сигналів та приймає участь в регуляції широкого спектру фізіологічних процесів розвитку рослин [169, 227]. 
За результатами дослідів з оцінки вливу W7 на частоту регенерації листкових дисків тютюну нами було виявлено, що при додаванні до середовища для регенерації пагонів W7 в низьких концентраціях (5, 10 та 20 мкМ) спостерігали пригнічення життєздатності та навіть некроз листових експлантів N. tabacum через 14 діб після початку їх культивування. В той час як за використання W7 в більш високих концентраціях: 25, 50, та 100 мкМ, частота регенерації рослин складала 76, 56 та 23% відповідно, у порівнянні із контролем, який був на рівні 78%. (Рис. 5.14.). 

[image: image15.wmf]
Рис. 5.14. Результати впливу W7 на частоту регенерації пагонів тютюну.
З отриманих даних випливає, що інгібітори одного і того ж класу (серин/треонінові, Са2+-кальмодулін залежні, W7 та трифлюоперазин) впливають на регенерацію експлантів зовсім по різному за використання концентрацій в одному діапазоні, потребує подальшого і поглиблиного вивчення.

5.7. Дослідження впливу W7 на частоту трансформації 

Аналогічно до експериментів з трифлюоперазином нами було проведено дослідження впливу W7 на частоту стабільної та інтенсивність транзієнтної трансформації тютюну.
При додаванні інгібітору до середовища для ко-культивування з агробактеріії з експлантати у концентраціях 25, 50 та 100 мкМ частота трансформації складала 70, 50 та 20% у порівнянні з контролем. В той час як частота трансформації останнього становила 73% (Рис. 5.15.). Після ко-культивування експланти переносили на середовища МС, доповнене 5 мг/л гігроміцину. 

[image: image16.wmf]
Рис. 5.15. Результати впливу W7 на частоту генетичної трансформації тютюну
Проте, варто зазначити, що не дивлячись на те, що частота трансформації не перевищувала контрольні значення, використання у дослідах даних концентрації W7 (25 мкМ), призводило до значного підвищення ефективності регенерації та інтенсивності росту рослин-регенерантів порівняно з контролем.

Зокрема, через 10 діб на селективному середовищі в присутності 5 мг/л гігроміцину спостерігали регенерацію пагонів з експлантів N. tabacum, а через місяць після Agrobacterium-опосередкованої трансформації за використанням W7 отримували повноцінні рослини-регенеранти, що досягали 13 см у довжину, в той час як в контролі регенеранти не перевищували 5 см (Рис.5.16). 

На відміну від іншого інгібітору серин/треонінових протеїнкіназ, а саме трифлюоперазину, використання якого, як нами було встановлено, підвищувало на 24-25 % частоту Agrobacterium-опосередкованої трансформації тютюну [228], W7 лише пришвидшував ріст рослин-регенерантів, не впливаючи на частоту їх утворення. 
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Рис. 5.16. Інтенсивність росту рослин-регенерантів, відібраних на 5 мг/л гігроміцині після Agrobacterium-опосередкованої трансформації за використання W7: А – контроль; Б – 25 мкМ W7. Маштаб: 1см= 10 мм.
5.7.1. Аналіз транзієнтної експресії гена gus у тканинах N. tabacum після трансформації за використання W7
Паралельно було проведено дослідження щодо визначення інтенсивності транзієнтної трансформації N. tabacum за використання найбільш ефективних концентрацій W7, а саме 25, 50 та 100 мкМ. Зокрема, через три доби після трансформації було проведено гістохімічний аналіз та оцінено рівні транзієнтної експресії гена gus у протрансформованих експлантів. Дані оцінювали візуально, за площею та інтенсивністю синього забарвлення, що формувалося в результаті реакції β-глюкуронідази з субстратом Х-Gluc (Рис. 5.17.), як описано у розділі «Матеріали і методи». 
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Рис. 5.17. Інтенсивність транзієнтної експресії гена gus після проведення генетичної трансформації за вико- ристання різних концентрацій W7.

Найбільш інтенсивну, у порівнянні із контролем, gus-експресію фіксували за використання 25 мкМ W7, в той час як за його використання у концентраціях 50 мкМ та 100 мкМ спостерігали зниження інтенсивності експресії репортерного гена у 1,1-1,4 рази порівняно з контролем, відповідно (Рис. 5.18.). Усі досліди проводилися у трьох поторностях.

Варто зазначити, що отриманні дані із транзієнтої трансформації повністю співвідносяться з отриманими даним зі стабільної трансформації тютюну. Не зважаючи на те, що використання у дослідах концентрації 25 мкМ W7 не призводило до поліпшення частоти трансформації, саме ця концентрація W7 виявилась найбільш ефективною у дослідах з транзієнтної трансформації. Використання цієї концентрації інгібітору призводило до значного прискорення росту рослин-регенерантів, отриманих після Agrobacterium–опосередкованої трансформації.
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Рис. 5.18. Результати гістохімічного визначення експресії репортерного гена gus за використання різних концентрацій W7. А –контроль; Б – 25мкМ; В –50 мкМ; Г –100 мкМ W7. Масштаб: 1 см = 5 мм.
5.7.2. Молекулярно-генетичний аналіз отриманих ліній тютюну за використання W7
У результаті проведених досліджень було отримано 34 лінії трансгеного тютюну за використання 25 мкМ W7, які були проаналізовано задля підтвердження їх трансгенної природи. Після проведення молекулярно-генетичного аналізу (ПЛР), було встановлено, що не всі з отриманих ліній експресували репортерний ген gus (Рис. 5.19.). 
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Рис. 5.19. Результати ПЛР-аналізу геномної ДНК, ізольованої із контролю та ліній тютюну, що були трансформовані за використання 25мкМ W7: M - маркер молекулярних мас (в п.н.); “–“ - негативний контроль (Н2О), 1-3 відселектовані лінії, 0 – контрольна нетрансформована рослина; + - плазміда pGH217. 

Отже, нами вперше було досліджено вплив W7 на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації рослин N. tabacum. У результаті проведених досліджень було продемонстровано, що за використання інгібітору серин-треонінових протеїнкіназ W7 у концентрації 25 мкМ частота трансформації не перевищувала контроль, проте значно підвищувалися швидкість росту рослин-регенерантів. Зокрема, за використання цієї концентрації при проведенні агробактеріальної трансформації рослини-регенеранти в 2-2,5 рази швидше росли в довжину, ніж контроль. 

Отже, додавання даного інгібітору сприяє пришвидшенню темпів регенерації рослин при проведенні Agrobacterium-опосередкованної трансформації, що може бути застосовано при отриманні генетично змінених рослин з класу дводольних і, зокрема, тютюну.

Наступною частиною нашої роботи буо вивчення впливу двох інгібіторів протеїнфосфтаз, а саме ортованадату натрію та кантари дину на частоту Agrobacterium-опосередкованної трансформації тютюну.
За результатами досліджень опублікована статті в Доповідях НАН України: Iнгiбiтор Са2+-залежних протеїнкiназ, трифлюоперазин, пiдвищує ефективнiсть агробактерiальної трансформацiї тютюну / В. В. Федорчук, І. В. Танасієнко, Я. Б. Блюм, А. І. Ємець // Доп. НАН України. – 2014. – №11. – С. 165-171. 

В Наукових доповідях НУБіП України: Вплив інгібітору серин-треонінових протеїнкіназ W7 на Agrobacterium –опосередковану трансформацію рослин / В. В.Федорчук, А. І. Ємець // [Електронний ресурс] Наукові доповіді НУБіП України. – 2015. - №54(5). 

В збірнику наукових праць Фактори експериментальної еволюції організмів: Вплив інгібітору тирозинових протеїнкіназ геністеїну на агробактеріальну трансформацію рослин / В. В. Федорчук, А. І. Ємець //. – 2015. – №17. – С. 261- 264. 

В журналі Цитологія і генетика Enhancement of Agrobacterium mediated transformation of plants using trifluoperazine and genistein—protein kinase inhibitors / A. I. Yemets, V. V. Fedorchuk, Y. B. Blume // Cytol. Genetics. – 2016. – V. 50, N 1. – Р. 3–11.

РОЗДІЛ 6. ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ІНГІБІТОРІВ ПРОТЕЇНКІНАЗ НА ЧАСТОТУ AGROBACTERIUM-ОПОСЕРЕДКОВАНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ
6.1. Дослідження впливу, інгібітора тирозинових протеїнфосфатаз, ортованадату натрію, на частоту регенерації пагонів
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Для визначення будь-якого негативного впливу інгібітору тирозинових протеїнфосфтаз ортованадату натрію було досліджено дію широкого діапазону (0,5 – 250мкМ) його концентрацій на регенерацію пагонів із листкових експлантів N. tabacum. Виявлено, що частота регенерації за використанням низьких концентрацій (0,5 та 1 мкМ) становила приблизно 63%, тоді як з інгібітором у вищих концентраціях (5 і 10 мкМ) частота утворення пагонів складала приблизно 75 %, а за дії 150, 200 та 250 мкМ ортованадату натрію вона сягала майже 100% (Рис. 6.1). тоді як контроль був на рівні 97%.

Рис. 6.1. Результати впливу різних концентрацій ортованадату натрію на частоту регенерації пагонів тютюну.

Раніше було встановлено, що ортованадат натрію стимулює фосфорилювання по залишках тирозину білків, оскільки інгібує тирозинфосфатази в твариних клітинах [229]. Було досліджено, що в умовах гіперфосфорилювання по залишкам тирозину прискорювалась диференціація клітин, що проявлялось, в наших дослідженнях, в індукції органогенезу (індукція утворення пагонів та коренеутворення, при чому середній показник інтенсиноті регенерації, тобто кількості регенерантів на листок, скаладав 6-8 штук). 

Тобто, при дослідженнях впливу ортованадату натрію на ефективність регенерації тютюну було виявлено, що утворення коренів спостерігалось лише за використання інгібітору у концентрації 250 мкМ, а утворення пагонів лише на 20 день після пересадки експлантів на регенераційне середовище (Таб .2.).

Таблиця. 2. Вплив ортованадату натрію на 

морфогенетичний експлантів N. tabacum
	Концентрація інгібітору, мкМ


	10 діб після висадження на середовище для регенерації
	 20 діб
	30 діб

	
	Наявність пагонів 
	Наявність коренів
	Наявність пагонів
	Наявність коренів
	Наявність пагонів
	Наявність коренів

	0,5
	-
	-
	+ 
	-
	+
	+

	1
	-
	-
	+
	-
	+
	+

	5
	+
	-
	+
	-
	+
	+

	10
	-
	-
	+
	-
	+
	+

	25
	-
	-
	-
	-
	+
	+

	50
	-
	-
	+
	-
	+
	+

	100
	-
	-
	
	+
	+
	+

	150
	-
	-
	-
	+
	+
	+

	200
	-
	-
	-
	+
	+
	+

	250
	-
	-
	+
	+
	+
	+


Отже, ортованадат натрію у високих мікромолярних концентраціях (100-250 мкМ) позитивно впливав на регенерацію пагонів, підвищуючи показник її ефективності (кількість регенерованих пагонів на експлант), хоча частота залишалася на рівні контролю.

6.2. Дослідження впливу ортованадату натрію на частоту трансформації
Наступним етапом роботи було дослідження впливу широкого діапазону (від 10 до 250 мкМ) концентрацій ортованадату натрію і тривалістю (24 – 48 год) ко-культивування агробактерії за його наявності на частоту Agrobacterium- опосередкованої трансформації. У результаті було встановлено, що при додаванні інгібітору до середовища для ко-культивування в концентраціях 10, 25 і 50 мкМ та тривалістю цього процесу в його присутності 24 год частота трансформації становила близько 12, 14 та 33%. При збільшенні концентрації інгібітору в середовищі зростала і частота регенерації пагонів з експлантів. Зокрема, при додаванні до середовища для ко-культивування бактерії з експлантами інгібітору у концентраціях 100 і 150 мкМ частота трансформації становила приблизно 43 та 46% відповідно. За використання 200 і 250 мкМ ортованадату натрію частота трансформації підвищувалась до 60 і 69% відповідно. Тобто, така концентрація ортованадату натрію позитивно впливала на частоту трансформації, збільшуючи цей показник на 10 та 19% відповідно порівняно з контролем, показник якого був на рівні 50%.

При тривалості ко-культивування експлантів за наявності інгібітору, 48 год, показники частоти трансформації значно зростали. Зокрема, за використання інгібітора в концентраціях 100, 150, 200 і 250 мкМ частота трансформації становила приблизно 48, 53, 80 та 90 % відповідно порівняно з контролем. Тобто, найефективнішими концентраціями ортованадату натрію виявились 200 та 250 мкМ. За їх використання протягом 48 год ко-культивування частота Agrobacterium–опосередкованої трансформації підвищувалась на 30 та 40% відповідно (Рис. 6.2.).
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Рис. 6.2. Вплив різних кон-центрацій ортованадату натрію та тривалості ко-культивування інгібітору з агробактерією на частоту генетичної трансформації тютюну.

Отже, нами вперше досліджено вплив ортованадату натрію на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну. У результаті проведених експериментів було продемонстровано, що використання інгібітору тирозинових протеїфосфатаз ортованадату натрію, може суттєво підвищувати частоту агробактеріальної трансформації листкових експлантів N. tabacum. Було досліджено вплив різних концентрацій ортованадату натрію в межах від 10 до 250 мкМ та тривалість ко-культивування у присутності інгібітору (24 та 48 год), на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації листових дисків тютюну та встановлено найбільш ефективні концентрації інгібітору. При тривалості ко-культивування у 24 год та за використання концентрацый ынгыбытору 200 та 250 мкМ частота генетичної трансформації підвищувалась на 10 та 19% відповідно, а при ко-культивуванні експлантів у присутності інгібітору протягом 48 год та використання 200 та 250 мкМ частота Agrobacterium–опосередкованої трансформації підвищувалась на 30 та 40 % відповідно (Рис. 6.3.).
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Рис. 6.3. Регенерація пагонів тютюну після агробактеріальної трансформації за умов використання ортованадату натрію:. А – контроль; Б – 250 мкМ; В – 200 мкМ; Г – 150 мкМ. Масштаб: 1см = 15 мм. 

Отже, найбыльш ефективними концентрацыями ортованадату натрыю вивилист 200 та 250 мкМ.

6.2.1. Аналіз транзієнтної експресії гена gus у тканинах N. tabacum після трансформації за використання ортаванадату натрію

Також паралельно було перевірено інтенсивність транзієнтної трансформації N. tabacum, за використання концентрацій 150, 200 та 250 мкМ ортованадату натрію. Знову ж таки було проведено гістохімічний аналіз та оцінено інтенсивність транзієнтної експресії гена gus у протрансформованих експлантів тютюну. Найвищі рівні експресії гена gus, у порівнянні з контролем, спостерігали за умов використання інгібітора у концентраціях  200мкМ та 250мкМ (Рис. 6.4.). 
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Рис. 6.4. Інтенсивність транзієнтної експресії гена gus після проведення генетичної трансформації за використання ортаванадату натрію 
За використання ортованадату натрію у концентрації 150 мкМ інтенсивність експресії репортерного гена знижувалась у 1,3 рази порівняно з контролем, що узгоджується з даними по стабільній трансформації, тоді як використання 250 мкМ ортованадату призводило до значного збільшення інтенсивності експресії гена gus в 1,5 разів, порівняно з контролем (Рис. 6.5.).
[image: image25.png]150

100

25

10
KoHueHTpauisa TpudntoonepasnHy, MkM

50

% ‘linedaHalad
MU1OLOBh MUHERNOU UMHOOHIG





Рис. 6.5. Результати гістохімічного визначення експресії репортерного гена gus за використання різних концентрацій ортованадату натрію. А –контроль; Б – 250 мкМ; В –200 мкМ; Г –150 мкМ ортованадату натрію. Масштаб: 1 см = 5 мм.

Варто зазначити, що дані із транзієнтої трансформації повністю співвідносяться з отриманими даним зі стабільної трансформації тютюну. А саме найбільш ефективною концентрацією ортованадату натрію виявилась 250 мкМ.

7.2.2. Молекулярно-генетичний аналіз отриманих ліній тютюну за використання ортованадату натрію
У результаті використання 250 мкМ ортованадату натрію під час генетичної трансформації та селекції пагонів в присутності 5 мг/л гігроміцину нами було відібрано 86 рослин, здатних до укорінення в умовах селективного тиску. Для підтвердження трансгенної природи отриманих рослин і наявності перенесеного гена gus здійснено ПЛР-аналіз отриманих ліній (Рис. 6.7.).
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Рис. 6.7. Результати ПЛР-аналізу геномної ДНК, ізольованої із контролю та ліній тютюну, трансформованих за використання 250 мкМ ортованадату натрію: 1-5 трансгенні лінії, 0 – контрольна нетрансформована рослина; + - плазміда pGH217; M - маркер молекулярних мас (в п.н.); “–“ - негативний контроль (Н2О).

У результаті проведеного аналізу майже у всіх було виявлено ампліфікований фрагмент розміром 632 п.н., що підтверджує успішне перенесення і інтеграцію в геном рослин N. tabacum гена gus. Отриманні рослини добре розвивались і не відрізнялись  від контролю морфологією та швидкістю росту. 
Отже, у результаті проведених досліджень виявлено, що найбільш вискокий показник частоти генетичної трансформації тютюну спостерігався за використання ортованадату натрію у концентраціях 200 та 250 мкМ та періоду ко-культивування бактерії з експлантатами у присутності інгібітору протягом 48 год.
6.3. Дослідження впливу кантаридину інгібітору серин/треонінових протеїн фосфатаз, кантаридину, на частоту регенерації пагонів
Перед початком експериментів з вивчення впливу інгібітору на ефективність генетичної трансформації також необхідно було оцінити вплив різних концентрацій кантаридину, інгібітору серин/треонінових протеїнфосфатаз, на регенерацію рослин з листкових експлантів N. tabacum.
При дослідженні впливу кантаридину на регенерацію експлантів виявлено, що його застосування у високих концентраціях (25, 50 та 100 мкМ) призводило до некрозу листових дисків через 7 діб після початку їх культивування, в той час як після додавання до даного середовища кантаридину в нижчих концентраціях (0,1, 0,5, 1, 5 та 10 мкМ) частота регенерації пагонів становила 100%, 99%, 80%, 60% та 40%, відповідно, у порівнянні із контролем, який становив 98% (Рис. 6.8.).
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Рис. 6.8. Результати впливу різних концентрацій кантаридину на частоту регенерації пагонів тютюну
При вивченні впливу кантаридину на частоту регенерації тютюну було виявлено, що регенерація пагонів спостерігалось вже через 10 днів після початку культивування експлантів за використання практично усього (за виключенням 10мкМ) досліджуваного діапазону концентрацій. Тоді як утвореня коренів не спостерігалось на жодному з етапів дослідження.

Таблиця. 3. Вплив кантаридину на 

морфогенетичний експлантів N. tabacum

	Концентрація інгібітору, мкМ


	10 діб після висадження середовище для регенерації
	20 діб
	30 діб

	
	
	Наявність пагонів 
	Наявність коренів
	Наявність пагонів 
	Наявність коренів

	
	Наявність пагонів
	Наявність коренів 
	
	
	
	

	0,1
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	0,5
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	1
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	5
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	10
	-
	-
	-
	+
	-
	+


6.4. Дослідження впливу кантаридину на частоту трансформації
На наступному етапі роботи було проаналізовано вплив різних концентрацій від 0,1 до 1 мкМ, інгібітору серин/треонінових протеїнфосфатаз, кантаридину, на частоту стабільної трансформації листкових дисків тютюну та тривалість ко-культивування експлантів з бактерією разом з інгібітором (24 та 48 год). Оскільки показники частоти регенерації рослин з експлантів у присутності інгібітору у концентраціях 5 та 10 мкМ були меншими за контроль, у подальших експериментах із стабільної та транзієнтної трансформації ці концентрації кантаридину не використовували. 
[image: image29.png]


При додаванні інгібітору до середовища для ко-культивування у концентраціях 0,1, 0,5 та 1 мкМ та тривалості ко-культивування у його присутності 24 год, частота трансформації складала приблизно 54, 51 та 33%, відповідно, у порівнянні із контролем, який становив 47%. При збільшенні концентрації інгібітору, збільшувалась і частота регенерації експлантів. Зокрема, при збільшенні тривалості ко-культивування  бактерії та експлантів у присутності інгібітора до 48 год та за використання тих самих концентрацій інгбітора (0,1, 0,5 та 1 мкМ) частота трансформації становила 58, 52 та 39 %, відповідно (Рис. 6.9.). 
Рис. 6.9. Результати впливу різних концентрацій кантаридину та тривалості ко-культивування з бактерією в присутності інгібітору на частоту трансформації тютюну.
Таким чином, за використання інгібітора у концентраціях 0,1 та 0,5 та при ко-культвуванні у його присутності протягом 24 год, частота трансформації збільшувалась на 7 та 4 %, відповідно. А при ко-культивуванні протягом 48 год на 11 та 5 %, відповідно (Рис. 6.10.).
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Рис. 6.10. Регенерація пагонів тютюну після Agrobacterium–опосередкованої трансформації за умов використання кантаридину:. А – контроль; Б – 0,1 мкМ; В – 0,5 мкМ; Г – 1 мкМ. Масштаб: 1см = 15 мм. 

Нами вперше було досліджено вплив різних концентрацій кантаридину на частоту Agrobacterium-опосередкованої трансформації тютюну У результаті проведених експериментів було продемонстровано, що використання інгібітору серин/треонінових протеїфосфатаз може суттєво підвищувати частоту генетичної трансформації листкових експлантів N. tabacum. 

6.4.1. Аналіз транзієнтної експресії гена gus у тканинах N. tabacum після трансформації за використання кантаридину
Після проведення Agrobacterium–опосередкованої трансформації було здійснено  гістохімічний аналіз та оцінено рівні транзієнтної експресії гена gus у протрансформованих експлантів (Рис. 6.11.). 
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Рис. 6.11. Інтенсивність транзієнтної експресії гена gus після генетичної трансформації за використання різних концентрацій кантаридину.
Так само як у попередніх наших дослідженнях по вивченні інтенсивності транзієнтної трансформації N. tabacum за використання різних концентрації інгібіторів, нами було проведено досліди за використанням найбільш ефективних концентрацій кантаридину, а саме 0,1, 0,5 та 1 мкМ.
Найбільш інтенсивну, у порівнянні із контролем, gus-експресію фіксували за використання кантаридину в концентрації 0,1 мкМ, тоді як при використанні концентрації 0,5 мкМ інтенсивність експресії репортерного гена дещо знижувалась, порівняно з контролем (Рис. 6.12.).
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Рис. 6.12. Результати гістохімічного визначення експресії репортерного гена gus за використання різних концентрацій кантаридину. А –контроль; Б – 250 мкМ; В –200 мкМ; Г –150 мкМ кантаридину. Масштаб: 1 см = 5 мм

Варто зазначити, що отриманні дані із транзієнтої трансформації повністю співвідносяться з отриманими нами даним зі стабільної тарнсформації тютюну. У результаті встановлено, що найбільш ефективною концентрацією кантаридину виявилась 0,1 мкМ. 

6.4.2. Молекулярно-генетичний аналіз отриманих ліній тютюну за використання кантаридину
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У результаті використання 0,1 мкМ кантаридину під час генетичної трансформації та подальшої селекції пагонів в присутності 5 мг/л гігроміцину було відібрано 45 резистентних ліній рослин, здатних до укорінення в умовах селективного тиску. Як видно з рисунку 7.14. усі проаналізовані лінії виявилися трасгеними (Рис. 6.14.).
Рис. 6.14. Результати ПЛР-аналізу геномної ДНК, ізольованої із контролю та ліній тютюну, що були трансформовані за використання1 мкМ кантаридину: M - маркер молекулярних мас (в п.н.); “–“ - негативний контроль (Н2О), 1-4 трансгенні лінії; 0 – контрольна рослина; + - плазміда pGH217.
Отже нами вперше було досліджено влив різних концентрацій кантаридину на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну.У результаті проведених досліджень було визначено, що найбільш ефективною концентрацією є 0,1 мкМ кантаридину, за використання якої частота трансформації поліпшувалась на 11 %.

За результатами досліджень опублікована стаття в Українському Ботанічному Журналі: Вплив ортованадату натрію, інгібітору тирозинових протеїнфосфатаз, на Аgrobacterium-опосередковану трансформацію рослин / В.В. Федорчук., А.І. Ємець // Укр. бот. журнал. – 2015. – №5. – С. 505-510. 

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТIВ

Серед багатьох методів переносу чужорідної ДНК в рослину, таких як бомбардування мікрочастинками, електропорація та мікроін’єкція, трансформація за допомогою Agrobacterium tumefaciens має очевидні переваги. A. tumefaciens володіє унікальною здатністю переносити молекулу ДНК в рослину клітину під час процесу, який відомий як горизонтальне перенесення генів [22].

Метод трансформації, опосередкований Agrobacterium, дає можливість вводити в рослину великі за розміром генетичні конструкції, але при цьому не призводить до суттєвих порушень в послідовності гена, що переноситься. Крім того, цей метод не вимагає застосування спеціального устаткування. Поряд з цим добре відомо, що не лише різні генотипи рослин, а навіть експланти однієї і тієї лінії рослин, потребують підбору індивідуальних умов трансформації, до того ж існує цілий ряд факторів різної природи, що обумовлюють ефективність Agrobacterium – опосередкованої трансформації [3]. Тому, на сьогоднішній день продовжуються роботи з вдосконалення методів генетичної трансформації за допомогою Agrobacterium та пошук нових чинників, які могли б сприяти підвищенню частоти отримання трансгенних ліній рослин. Зокрема, розробка таких нових методичних підходів все більше базується на поглибленому розумінні молекулярних механізмів утворення індукованих агробактеріями пухлин у трансформованих рослин та залучення до цього процесу сигнальних внутрішньоклітинних каскадів [15].
Відомо, що взаємодія між агробактерією та рослиною регулюється різноманітними хімічними сигналами, що можуть впливати на вірулентність бактерії, однак молекулярні механізми цього явища до цих пір остаточно не з’ясовані [29, 9, 7]. Агробактеріальне інфікування рослин являє собою складне явище, яке, зазвичай, розпочинається із пошкодження рослинних тканин, що призводить до продукції фенольних сполук, таких як ацетосирінгон [230, 231, 10]. Ацетосирінгон активує регіон вірулентних генів в бактеріальній плазміді. В свою чергу рослина, для захисту від інвазії, запускає механізми експресії та активації ряду захисних білків, що пригнічують дію патогена та перешкоджають перенесенню Т-ДНК в рослинну клітину [11, 7, 10]. Таким чином, під час процесу взаємодії рослини та агробактерії активуються цілі каскади хімічних реакцій, спрямовані на захист рослинної клітини від бактеріальної інвазії [9, 15].
Визначальну роль в цих сигнальних каскадах відіграють такі фітогормони, як індолил-3-оцтова кислота, саліцилова кислота та етилен [7, 9, 29, 238]. Відповідно, в опосередкуванні регуляторної дії фітогормонів мають бути задіяні різні групи протеїнкіназ та протеїнфосфатаз, що фосфорилюють цільові білки [14, 29, 16]. Зокрема, після того, як рослина розпізнала бактерію за допомогою молекул, асоційованих зі специфічним патогеном, активується ряд сигнальних протеїнкіназ, зокрема мітоген-активовані протеїнкінази (MAPK) [15]. Ряд фітогормонів, у тому числі індолил-3-оцтова кислота, контролюють роботу багатьох типів Ca2+-залежних протеїнкіназ [19]. Також з’являється все більше доказів стосовно участі тирозинкіназ та тирозинфосфатаз в опосередкуванні дії фітогормонів [19, 20]. Очевидно, що різні типи протеїнкіназ, здатні фосфорилювати як серин/треонінові, так і тирозинові амінокислотні залишки, залучені не лише до регуляції проникнення агробактеріального патогену у рослинну клітину, але й до регуляції внутрішньоклітинного транспорту Т-ДНК, в тому числі і за участю цитоскелету [233, 243]. 
Тому логічно припустити, що інгібування участі протеїнкіназ у захисних реакціях рослини може призводити до забезпечення кращих умов для взаємодії Agrobacterium tumefaciens з рослинною клітиною та посиленою інтеграцією чужорідної ДНК в реципієнтний геном. Це припущення було перевірено нами шляхом використання різних типів інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз у дослідах з генетичної трансформації. 
Протеїнкінази і протеїнфосфатази відіграють основну роль у контролі фосфорилювання білків, що регулює практично всі аспекти активності еукаріотичної клітини та молекулярної біології в цілому [144, 240]. Фосфорилювання – це динамічна посттрансляційна модифікація білка, що дозволяє створювати та інтегрувати зовнішньо- та внутрішньо-клітинні сигнали [243]. Приєднання чи від’єднання фосфатної групи впливає на структуру білка та відповідно на його функції. Наприклад, фосфорилювання може регулювати ферментативну активність, ініціювавши алостеричні конформаційні зміни, що може призвести до блокування зв’язування з активним центром [145, 146, 147]. Фосфорилювання може регулювати взаємодіюю між патернами білків, що формують певні білкові комплекси відповідно до їх функцій [148]. 

In vivo протеїнкінази та протеїнфосфатази відіграють роль антагоністів, контролюючи фосфорилювання специфічних білкових субстратів по амінокислотним залишкам, серину, треоніну та тирозину. Фосфорилювання модулює функції білка різними шляхами, включаючи створення докінг сайтів, що створює мультибілкові комплекси, змінює локалізацію білків, модулює білкову стабільність та регулює ферментативну активність. Такі молекулярні явища моделюють шляхи передачі сигналів, що відповідають за клітинний цикл, диференціацію, клітин-клітинну взаємодію, рухливість клітин, імунну відповідь, клітинний транспорт, транскрипцію генів, трансляцію мРНК та базовий метаболізм [144].

Відомо, що багато клітинних білків мають здатність до оборотного фосфорилювання у відповідь на зовнішній подразник чи міжклітинного сигнал, що стимулює постійний інтерес до індентифікування та характеристики протеїнкіназ та протеїнфосфатаз, які модулюють білки. Оборотне фосфорилювання білків контролює багато клітинних процесів в рослинах та тваринах [241, 242]. 
В рослинах, так само як і тваринних клітинах, кількість протеїнкіназ відповідає кількості вторинних месенжерів таких як Са2+, що приводить до думки, що протеїнкінази насамперед відповідальні за регуляцію статусу фосфорилювання білків та те, що протеїнфосфатази можуть ліквідувати наслідки дії протеїнкіназ. Протеїнкінази регулюють клітинній цикл, диференціювання, метаболічні шляхи, приймають участь у ланцюгах передачі внутрішньоклітинного сигналу [159]. Крім того, молекулярні – генетичні та біохімічні дослідження показали, що ці ферменти приймають участь в передачі сигналу, послідовності клітинного циклу, і гормональної регуляції та інших важливих регуляторних функціях [160, 161, 162]. 

Протеїнкінази (ПК) еукаріот були ідентифіковані як ферменти, що використовують кінцевий залишок фосфату АТФ для фосфорилювання білків. Протеїнкінази каталізують фосфорилювання гідроксильної групи на амінокислотних залишках, зокрема серину, треоніну та тирозину. Відповідно до субстратної специфічності протеїнкінази поділяють на серин/треонінові, тирозинові та протеїнкінази із дуальною активністю [163, 164, 165, 166, 167]. 
Спираючись на останні дослідження з класифікації рослинних протеїнкіназ, вони можуть бути класифіковані в вже відомі групи. Проте, залишається невелика кількість рослинних протеїнкіназ, що не можуть бути віднесенні до жодної з відомих груп [175, 207]. Робота у напрямку ідентифікації рослинних протеїнкіназ триває, проте на сьогодні вже ідентифіковано більше 1000 протеїнкіназ в геномі A. thaliana [176], що у 5 разів більше, ніж у дріжджів та в три рази більше, ніж у більшості інших еукаріот, включаючи ссавців [175]. Подальші дослідження в цій сфері показали, що кількість представників супер родини протеїнкіназ представленні у квіткових рослин в ще більшій кількості. Зокрема, у риса та тополі їх понад 1500 [177, 178, 179, 180].
Спочатку більшість рослинних протеїнфосфатаз було описано і названо на підставі біохімічного подібності з вже відомими ферментами ссавців [196]. Наприклад, використовуючи тваринні субстрати та ті самі фармакологічні агенти (окадаїнова кислота), було ідентифіковано родини ПФ1 та ПФ2А в таких росинах як Brassica napus [197], гороху, моркви і кукурудзи [198]. 

Однак згодом даний список був значно розширений, так як було знайдено значну кількість протеїнфосфатаз, не виявлених у ссавців [181]. Це привело до того, що було запропоновано декілька схем класифікації протеїнфосфатаз рослин [181, 191, 162, 164, 199, 204].
Завдяки фармакологічним дослідженням на сьогодні відомо велику кількість функцій протеїфосфатаз в вищих рослинах [164]. Зокрема, серин/треонінові протеїнфосфатази в рослинних клітинах залученні до таких процесів як поділ клітин, регуляція іонних каналів, експресію генів, контролі клітинного циклу та багато іншого [164]. Так, було показано, що ПФ2А має критичне значення для процесу розвитку рослин та передачі гормонального сигналу [200]. А тирозинові протеїнфосфатази так само як і тирозинові протеїкінази відіграють критичну роль у регуляції мітоген-асоційованих білків (МАП). В свою чергу, члени сімейства МАП-кіназ являються критичними компонентами багатьох шляхів передачі сигналу в вищих рослинах [201, 202, 203, 205, 206]. Наприклад, білок тютюну SIPK активується різними патогенними стимулами і сигналами абіотичного стресу [203].
У нашій роботі було вивчено вплив різних інгібіторів на частоту трансформації на прикладі Nicotiana tabacum як модельного об’єкта. Досліди проводили з використанням тканин асептичних рослин тютюну, а саме в якості експлантів використовували молоді листки тютюну. 
Стерилізоване насіння тютюну для проростання висаджували у чашки Петрі на безгормональне середовище Мурашіге та Скуга [208], яке містило сахарозу (30 г/л), pH середовища доводили до 5,6-5,8 перед автоклавуванням. Експланти культивували на розсіяному світлі за температури 24–26°С і 16-годинному фотоперіоді. Через один місяць проростки пересаджували на аналогічне середовище у банки, для подальшого їхнього росту. Коли листя рослин тютюну досягали певного росту, його використовували для дослідів з агробактеріальної трансформації.

Оскільки частота та ефективність генетичної трансформації, зокрема, Agrobacterium – опосередкованої, залежить від типу експланта та його здатності до ефективної регенерації, нами попередньо було оцінено регенераційний потенціал листових експлантів (дисків) N. tabacum. Для оцінки регенераційного потенціалу вихідного матеріалу механічно пошкодженні експланти молодих листків (листкові диски) тютюну розміром 1,5-2,5 см2 висаджували на середовище МС, яке містило 1 мг/л 6-бензиламінопурину (БАП) («Sigma», США) та 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти (НОК) («Sigma», США). У кожну чашку Петрі висаджували по пять листкових дисків. Загалом в кожному досліді було проаналізовано по 125 експлантів. Частоту регенерації визначали через три тижні після початку культивування як співвідношення кількості експлантів з регенерованими пагонами до загальної кількості висаджених експлантів.
Було встановлено, що частота регенерації пагонів з листових дисків тютюну складає близько 97%, а в середньому на кожному експланті формувалось 4 рослини-регенеранти на середовищі МС, що містило в якості гормонів 1 мг/л БАП, 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти.
Для генетичної трансформації було використано штам AGL1 Agrobacterium tumefaciens, який містив плазміду pGH217 з репортерним геном β-глюкуронідази (gus) під контролем 35S промотора вірусу мозаїки цвітної капусти (ВМЦК) та селективним маркерним геном, що забеспечує стійкість до антибіотика гігроміцину В. Перенесення генетичної конструкції pGH217 у супервірулентний штам AGL1 Agrobacterium tumefaciens здійснювали згідно описаного раніше метода [21]. Після модифікації стандартного протоколу Agrobacterium – опосередкованої трансформації тютюну дану конструкцію використовували для детекції транзієнтної експресії репортерного гена [211]. 
З метою визначення умов для найбільш ефективної трансформації листових дисків N. tabacum за допомогою штаму AGL1 A. tumefaciens, що містив плазміду pGH217, було проведено вивчення впливу оптичної щільності агробактерії (від OD600=0,1 до OD600=0,5) та тривалості її ко-культивування з вихідними експлантати (від 24 год до 72 год). Виявилось, що найкраще покращення трансформації було за використання агробактерії з оптичною щільністю OD600=0,2, а найефективніший час ко-культивування вихідного матеріалу з бактерією становив 48 год. Після ко-культивування з A. tumefaciens експланти переносили на середовище МС, що містило в якості гормонів 1 мг/л БАП, 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти, а також селективну концентрацію гігроміцину та 400 мг/л цефотаксиму для елімінації агробактерії, строком на 7 днів. Потім їх пересаджували на аналогічне за складом середовище, але без цефотаксиму для подальшої регенерації пагонів.

Генетична інженерія та біотехнологія рослин має на меті перенесення, інтеграцію та експресію чужоріднього гена в рослинній клітині, як наслідок – формування трансгенної рослини. Не зважаючи на стрімкий розвиток біотехнології та існування багатьох ефективних методик трансформації, це не забеспечує стовідсоткового привнесення гену-інтересу до відповідної тканини [214]. Для достовірності отримання саме трансформованих клітин необхідна ефективна система селекції [215, 239].
У нашій роботі в якості селективного агенту був використаний гігроміцин В. Гігроміцин В – аміноглікозидний антибіотик, який зв’язуючись із рибосомальним фактором елонгації (EF-2) у клітинах прокаріот, призводить до пригнічення білкового синтезу. Присутність гігроміцину відображається на рослинах хлорозом рослинних тканин та пригніченням їх росту [216, 217, 218]. Тоді як, трансформовані тканини здатні формувати повноцінні рослини-регенеранти.
Оскільки у роботі було використано штам AGL1 Agrobacterium tumefaciens, що містив плазміду pGH217 з селективним маркерним геном hpt, який забезпечує стійкість до гігроміцину у трансформантів, для визначення його селективної концентрації нами було досліджено вплив діапазоу концентрацій цього антибіотику на життєздатнісь експлантів від 1 до 15 мг/л. Дані оцінювались після 3 тижнів культивування експлантів в присутності даного селективного агента. Для цього на середовище, доповнене різними концентраціями антибіотику висаджували по 10 експлантів на кожну чашку Петрі. Як експланти використовували листкові диски тютюну. Дослідження проводили в трьох повторностях. 

Отже, було встановлено, що зниження життєздатності клітин калюсу спостерігалось вже при концентрації речовини 5 мг/л, при підвищенні концентрації агенту до 10 мг/л зникали ознаки активної проліферації клітин та регенерації пагонів, подальше підвищення концентрації антибіотика призводило до загибелі тканин.
Наступним етапом нашої роботи було дослідження вливу різних концентрацій інгібіторів на частоту Agrobacterium – опосередкованої трансформації тютюну.
Спочатку було вивчено вплив інгібіторів на морофогенетичний потенціал експлантів, а саме на регенерацію пагонів з листкових експлантів. За використання різних концентрацій інгібіторів показники регенерації експлантів відрізнялися. Так, при дослідженні впливу трифлюоперазину на регенерацію експлантів було виявлено, що застосування цього інгібітору Ca2+-залежних протеїнкіназ у високих концентраціях (200 та 300 мкМ) призводило до некрозу листових дисків через 7 діб після початку їх культивування на середовищі для регенерації пагонів [228]. У той же час за використання трифлюоперазину у концентраціях 10 та 25 мкМ частота регенерації складала 100 та 99 % відповідно. При аналогічних дослідженнях з W7, специфічним інгібітором Cа2+-кальмодулін-залежної протеїнкінази, частота регенерації не перевищувала контроль і навіть за використання W7 в низьких концентраціях (5, 10 та 20 мкМ) призводив до пригнічення життєздатності та навіть до некрозу листових експлантів N. tabacum через 14 діб після початку їх культивування на середовищі для регенерації [234]. 
Наступною досліджуваною сполукою був інгібітор тирозинзалежної протеїнкінази – геністеїн. Було виявлено, що при додаванні цього інгібітору у концентраціях: 10, 25, 50 та 100 мкМ частота регенерації пагонів складала 100%, у порівнянні із контролем, що становив 98% [235]. 

Далі нами було досліджено вплив інгібіторів протеїнфосфатаз – ортовандату натрію та кантаридину. Було виявлено, що кантаридин (інгібітор серин/треонінових протеїнфосфатаз) у високих мікромолярних концентраціях (25, 50 та 100 мкМ) призводив до некрозу листових дисків через 7 діб після початку їх культивування, в той час як за використання кантаридину в нижчих концентраціях (0,1, 0,5, 1, 5 та 10 мкМ) частота регенерації пагонів становила 100%, 99%, 80%, 60% та 40%, відповідно, у порівнянні із контролем, який становив 98% [236]. 

Частота регенерації за використання низьких концентрацій ортованадату натрію (інгібітор тирозинзалежних протеїнфосфатаз) (0,5 та 1 мкМ) становила приблизно 63%, тоді як за використання інгібітору в більш високих концентраціях 150, 200 та 250 мкМ вона була на рівні майже 100%. 

Усі досліджуванні нами сполуки мали як негативний вплив на регенерацію експлантів тютюну, так і позивний, в залежності від концентрації. Отриманні нами дані співвідносяться із даними зі стабільної Agrobacterium- опосередкованої трансформації. Так, було встановлено, що додавання W7 (інгібітору серин-треонінових протеїнкіназ) до середовища для ко-культивування у концентрації 25 мкМ призводило до значного підвищення частоти регенерації та інтенсивності росту рослин-регенерантів у порівнянні із контролем [237]. На відміну від іншого інгібітору серин/треонінових протеїнкіназ, а саме трифлюоперазину, використання якого підвищувало на 24-25 % частоту Agrobacterium- опосередкованої трансформації тютюну, W7 лише впливав позитивно на інтенсивність росту рослин-регенерантів .

Також, було встановлено, що найбільш ефективними концентраціями інгібітору тирозинової протеїнкінази, геністеїну, для підвищення частоти агробактеріальної трансформації листкових експлантів тютюну була концентрація 100 мкМ. Таким чином, результати досліджень демонструють зростання ефективності трансформації на 10 % при тривалості ко-культивування 24 год, та на 5 % при тривалості ко-культивання 48 год.

Підводячи підсумок отриманим результатам, слід підкреслити, що нами вперше було систематично досліджено вплив трифлюоперазину (інгібітор Ca2+-кальмодулін-залежних протеїнкіназ) на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації покритонасінних на прикладі тютюну як модельного об’єкту. Також результати застосування геністеїну (інгібітор тирозинових протеїнкіназ) з цією ж метою дозволяють стверджувати, що пошук ефективних індукторів Agrobacterium–опосередкованої трансформації можна вести і серед сполук, які регулюють тирозинкіназну активність у рослин. 
Наступною частиною нашої роботи було дослідження впливу інгібіторів протеїнфосфатаз на частоту генетичної трансформації тютюну. Нами вперше було досліджено вплив ортованадату натрію на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації тютюну У результаті проведених експериментів було продемонстровано, що використання інгібітору тирозинових протеїнфосфатаз, зокрема, ортованадату натрію, теж може суттєво підвищувати частоту генетичної трансформації листкових експлантів N. tabacum. Зокрема, було досліджено вплив різних концентрацій ортованадату натрію (від 10 до 250 мкМ) та тривалість ко-культивування у присутності інгібітору (24 та 48 год ), на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації листових дисків тютюну та встановлено найбільш ефективні концентрації інгібітору. Було встановлено, що при тривалості ко-культивування 24 год, за концентраціях 200 та 250 мкМ частота Agrobacterium–опосередкованої трансформація підвищувалась на 10 та 19% відповідно, а при ко-культивуванні експлантів у присутності 200 та 250 мкМ інгібітору протягом 48 год частота трансформації підвищувалась на 30 та 40 % відповідно. Отже, найбільш ефективними концентраціями ортованадату натрію виявились 200 та 250 мкМ.
Таким чином, отримання нових доказів того, що використання інгібіторів різних типів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз може суттєво підвищувати частоту генетичної трансформації у дводольних рослин, свідчить на користь необхідності продовження поглиблених досліджень у цьому напрямку. 

У кожній серії досліджень нами було отримано велику кількість рослин-регенерантів, стійких до селективного агенту гігроміцину. Спочатку отриманні лінії було проаналізовано за допомогою гістохімічного аналізу, для визначення інтенсивності експресії репортернго гену. У всіх досліджуваннях з використанням інгібіторів, дані зі стабільної і транзієнтної експресії повністю співвідносились.
Для визначення інтенсивності транзієнтоної експресії репортерного гена gus у тканинах N. tabacum після Agrobacterium-опосередкованої трансформації використовували 5-бром-4-хлор-3-індолілглюкоронід (Х-Gluc) за методом [212]. У результаті реакції з даним субстратом в області локалізації ферменту в трансгенних клітинах утворювався осад синього кольору. Для оцінки GUS-експресії через 3 доби після проведення Agrobacterium-опосередкованої трансформації довільно відбирали по 10 експлантів з кожної проби. Надалі 2,5 мг Х-Gluc змішували з 5 мл буфера (0,1 М фосфатний буфер, 0,5 мМ фериціаніду і фероціаніду калію, 1%-ний Tритон X-100), які зберігались за температури -20°С. Для детекції GUS-експресії відібрані експланти промивали у фосфатному буфері, підсушували на фільтрувальному папері, після чого додавали розчин Х-Gluc та витримували під вакуумом 15 хв. Оброблені тканини інкубували в термостаті за 37°С протягом доби. Потім експланти промивали 70%-ним етиловим спиртом та залишали у спирті на 3 год для знебарвлення. Висновки про наявність експресії гена gus робили, підраховуючи кількість синіх зон на експлант. Для цього підбирали листочки одного розміру, що знаходились в однакових умовах. GUS-експресію оцінювали візуально, встановлюючи інтенсивність забарвлення у синій колір тканин листка та кількість таких забарвлених зон на листок з наступним підрахунком середнього показника. 
Потім було досліджено інтеграцію репортерного гена у геном N. Tabacum за допомогою молекулярно-генетичного аналізу (ПЛР) отриманих ліній тютюну. Розмір ампліфікованного фрагменту складав 632 п.н., що відповідає позитивному контролю (розміру амплікону за використання вектора рGH217). Результати проведеного молекулярно-генетичного аналізу підтверджують перенесення, інтеграцію та експресію чужорідного гена практично в усіх отриманих лініях тютюну.
Отриманні результати доводять, що використання інгібіторів протеїнкіназ та протеїнфосфатаз в Agrobacterium–опосередкованій трансформації рослин є надзвичайно дієвим методом підвищення частоти трансформації. Розроблені методики з трансформації за умов використання цих інгібіторів дозволяють значно підвищити відсоток трансформованих рослинних ліній та можуть бути використані для отримання трангенних ліній інших видів рослин, у тому числі і в промислових цілях.
ВИСНОВКИ

У результаті проведених досліджень досягнуто підвищення ефективності методу трансформації тютюну (N. tabacum) за допомогою A. tumefaciens шляхом використання інгібіторів серин/треонінових Ca2+-кальмодулін-залежних протеїнкіназ (трифлюоперазин) і тирозинкіназ (геністеїн), а також серин/треонінових протеїнфосфатаз (кантаридин) і тирозинфосфатаз (ортованадат натрію). 

1. Досліджено широкий діапазон концентрацій інгібітору Са2+ - кальмодулін залежної протеїнкінази трифлюоперазина (10-300 мкМ) та встановлено, що найбільш ефективного підвищення частоти Agrobacterium–опосередкованої трансформації листкових експлантів тютюну вдається досягти за умов його використання в концентраціях 10 та 25 мкМ (24-25%, відповідно).

2. Проаналізовано вплив інгібітору Са2+-кальмодулін-залежної протеїнкінази W7 в концентраціях від 25 до 100 мкМ і виявлено, що не дивлячись на відсутність впливу на частоту генетичної трансформації його використання у концентрації 25 мкМ призводило до значного підвищення ефективності регенерації та швидкості росту рослин-регенерантів у порівнянні з контролем.

3. Вивчено вплив інгібітору тирозинкіназ геністеїну в концентраціях від 10 до 100 мкМ на підвищення частоти Agrobacterium–опосередкованої трансформації листкових експлантів тютюну і встановлено, що найбільш ефективною концентрацією, яка виявляла позитивний ефект, була концентрація 100 мкМ (зростання частоти трансформації на 5-10% в залежності від тривалості ко-культивування).

4. Досліджено вплив ортованадату натрію, інгібітору тирозинфосфатаз, у діапазоні концентрацій від 10 до 250 мкМ на частоту Agrobacterium–опосередкованої  трансформації та встановлено, що при ко-культивуванні експлантів у присутності цього інгібітору протягом 48 год (200 та 250 мкМ) частота трансформації підвищувалась на 30 та 40%, відповідно. 

5. Перевірено вплив різних концентрацій інгібітору серин/треонінових протеїнфосфатаз кантаридину (0,1-1 мкМ) на частоту Agrobacterium–опосередкованої трансформації листкових дисків тютюну і встановлено, що в залежності від тривалості ко-культивування з цим інгібітором частота трансформації підвищувалась на 4-11%.

6. За допомогою молекулярно-генетичного аналізу (ПЛР) підтверджено трансгенну природу ліній тютюну, отриманих шляхом Agrobacterium–опосередкованої трансформації при використанні усіх досліджуваних інгібіторів. Встановлено, що результати транзієнтної трансформації (аналіз експресії репортерного гена gus) співпадають з результатами стабільної трансформації.
7. Отримані дані свідчать на користь того, що у регуляції Agrobacterium–опосередкованого переносу генів та їх інтеграції в рослинний геном важлива роль належить процесам фосфорилювання та дефосфорилювання білків, які знаходяться під контролем різних внутрішньоклітинних сигнальних систем.
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