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ності деяких видів однодольних рослин, а саме 
ячменю [7, 8].

Отже, створення конструкцій для РНК ін-
терференції (РНКі) генів ecCKX пальчастого про-
са та подальша трансформація ними e. coracana 
є логічним напрямком роботи для покращен-
ня агротехнічних характеристик цієї культури. 
На попередніх етапах досліджень нами було ві-
дібрано специфічну ділянку послідовності гена 
ecCKX2 пальчастого проса з низьким рівнем го-
мології з послідовностями інших генів ecCKX 
для створення РНКі-конструкції, проведено ди-
зайн праймерів та ампліфіковано за допомогою 
ПлР фрагмент кДНК ecCKX2 (413 п.н.). Отри-
маний фрагмент кДНК ecCKX2 було клоновано 
у вектор для інтерференції РНК, а саме pBract207 
[11]. Метою наших подальших досліджень стала 
оптимізація та трансформація пальчастого проса 
створеною конструкцією для РНК інтерференції 
гена ecСКХ2. 

Матеріали і методи
У роботі використовували насіння 

пальчастого проса e. coracana (L.) Gaertn. сор-
ту Тропіканка, люб’язно надане відділом но-
вих культур Національного ботанічного саду ім. 
М.М. Гришка НАН України. Стерилізацію на-
сіння та індукцію калюсогенезу здійснювали 
відповідно до протоколу [12]. Для трансформа-
ції калюсу використовували штам Agrobacterium 
tumefaciens GV3101 із конструкцією pBract207-
RNAi-ecCKX2 (рис. 1), яка містила фрагмент по-
слідовності гена цитокініндегідрогенази ecCKX2 
пальчастого проса у сенс- та антисенс-орієнтації, 

Пальчасте просо (eleusine coracana (L.) 
Gaertn.) – важлива зернова та фуражна культура 
для багатьох країн Азії та Африки, яка набуває 
все більшої популярності в Україні завдяки сво-
їй невибагливості до умов культивування, стій-
кості до захворювань, поживній цінності, а саме 
високому вмісту метионіну та кальцію, і добрим 
властивостям зберігання зерна. В умовах помір-
ного клімату України пальчасте просо має вели-
кий потенціал для вирощування як зернова, так і 
як фуражна культура. Значний інтерес представ-
ляє вирощування цієї технічної культури з метою 
виробництва біоетанолу другого покоління. 

Відомо, що цитокініни відіграють важли-
ву роль у регуляції таких господарсько-цінних 
ознак, як висота рослин, кущистість, розмір та 
кількість насінин у колоску [1, 2]. Результати 
останніх досліджень свідчать про те, що мані-
пулювання рівнями цитокінінів в рослині шля-
хом генетичної модифікації може бути потужним 
засобом для створення рослин із високою про-
дуктивністю [1, 3–9]. Активність та функції ци-
токінінів залежать від їх синтезу de novo, кон’ю-
гації та деградації, а також від локального і дис-
танційного транспорту. За рахунок цих процесів 
підтримується гомеостаз цитокінінів у кожно-
му окремому органі рослин [10]. За застосуван-
ня методів молекулярної генетики та генетичної 
інженерії для пригнічення експресії генів цито-
кінінгідрогеназ може значно покращити продук-
тивність та врожайність рослин. Слід зазначи-
ти, що за допомогою пригнічення експресії ге-
нів, які кодують цитокініндегідрогенази (СКХ), 
було успішно покращено показники продуктив-
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Рис. 1. Схема конструкції pBract207-RNAi-ecCKX2
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(30 мг/л) для селекції трансгенних клітин. Із ме-
тою підвищення ефективності трансформації в 
середовище для кокультивування з агробактері-
єю додавали екстракт тютюну, відповідно до ме-
тодики, описаної раніше [13]. Також здійснюва-
ли антинекротичну обробку експлантів, для чого 
в середовище для кокультивування додавали 300 
мг/л L-цистеїну. експлантати субкультивували 
кожні 2 тижні протягом 2 місяців, після чого ка-
люси переносили на середовище для регенерації 
рослин [12].

Результати та обговорення
Створена генетична конструкція містила 

ген hpt, що забезпечує стійкість до гігроміцину. 
Оскільки гігроміцин є протимікробним препара-
том широкого спектра дії, для встановлення його 
ефективної селективної концентрації спочатку 
була вивчена дія цього антибіотика у різних кон-
центраціях на життєздатність калюсу пальчасто-
го проса (рис. 2).

розділених спейсером послідовності інтрона 18S 
рибосомного гена [11]. 

Селективну концентрацію гігроміцину ви-
значали через 4 тижні культивування на середо-
вищах для калюсогенезу (Eкo) [12] у присутно-
сті різних концентрацій антибіотика (0, 10, 20, 30 
мг/л). Для кожного досліду використовували по 3 
чашки Петрі з селективним середовищем у трьох 
повторах. Для агробактеріальної трансформації 
калюсу використовували нічну культуру тран-
сформованої агробактерії, яку спочатку осад-
жували, потім осад ресуспендували у рідкому 
безгормональному середовищі МС до оптичної 
щільності ОD600=1. Отриману суспензію бактерії 
додавали до експлантів, після чого їх обробляли 
ультразвуком протягом 5 с (UM-2, Unitra-Unima, 
Польща). У подальшому калюси інкубували про-
тягом 40 хв та переносили на середовище еко на 
дві доби, після чого відмивали водою, просушу-
вали і переносили на середовище для регенерації 
рослин [13], до якого додавали 200 мг/л цефотак-
симу для інгібування агроінфекції та гігроміцин 

Рис. 2. Калюсогенез пальчастого проса на контрольному середовищі (А) та з додаванням гігроміцину в кон-
центраціях 10 мг/л (Б), 20 мг/л (В) та 30 мг/л (Г)
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ваним контролем (рис. 3). Субкультивування на 
свіжому середовищі здійснювали кожні два тиж-
ні. Калюси світлого або зеленого кольору розді-
ляли і переносили на середовище для регенера-
ції пагонів без цефотаксиму, після чого селекцію 
призупиняли. Під час вивчення впливу цефотак-
симу, який додавали до середовища для інгібу-
вання агробактеріальної інфекції, було помічено, 
що через два місяці селекції на середовищі з це-
фотаксимом калюси повністю зберігали життєз-
датність і регенерували, що свідчить про відсут-
ність інгібуючого впливу антибіотика на калюсо-
генез та регенерацію пагонів пальчастого проса. 
Більш того, раніше було описано, що викори-
стання цефотаксиму у такій концентрації сти-
мулює регенерацію в культурі e. coracana [14]. 

У результаті проведених експериментів було 
отримано 9 первинних трансгенних ліній після 
8-митижневої селекції, що становить 1,9 %. Ка-
люсні лінії, отримані на середовищі із гігроміци-
ном, переносили на середовище для регенерації 
рослин [12]. Оскільки рослини із РНК інтерфе-
ренцією гена ecСКХ2 мають змінений рівень ци-
токінінів, при подальшій регенерації трансфор-
мованих калюсних ліній слід очікувати змін у 
загальному фенотипі та архітектурі рослин, що 
повинні забезпечувати їх підвищену кущистість 
та кількість зернівок. Варто зазначити, що засто-
сування принципів інтерференції РНК для при-
гнічення експресії генів інтересу є перспектив-
ним напрямком розвитку біотехнології рослин, 
бо потребує менше часу та фінансових затрат у 
порівнянні з методами класичної селекції. Мані-
пуляція експресії генів відбувається лише із ви-
користанням послідовностей генів господаря, 
без привнесення будь-яких інших екзогенних 
ДНК послідовностей. Застосована у нашій робо-
ті технологія підвищення продуктивності рослин 
шляхом РНК інтерференції гена цитокініндегід-
рогенази 2 може бути використана у майбутньо-
му для інших видів сільськогосподарських рос-
лин.

Висновки
Із метою підвищення продуктивності рос-

лин пальчастого проса було апробовано методи-
ку агробактеріальної трансформації рослин ство-
реною генетично конструкцією для РНК інтерфе-
ренції гена цитокініндегідрогенази 2 (ecСКХ2), 
що містить часткову послідовність цього гена 
у сенс- та антисенс-орієнтації, для регуляції та 
зменшення загального рівня цитокінінів. У ре-
зультаті проведеної роботи отримано трансфор-

Було виявлено, що гігроміцин не впливає на 
проростання насіння, майже 100 % насіння про-
ростало. Однак після одного тижня культиву-
вання на селективному середовищі спостеріга-
ли відмінності між експлантатами, що знаходи-
лись у чашках Петрі з різними концентраціями 
гігроміцину. Протягом деякого часу експлантати, 
що росли на середовищі із 30 мг/л гігроміцину, 
зберігали життєздатність, але після одного міся-
ця культивування спостерігали повну некротиза-
цію тканин. Попри те, що гігроміцин вже давно 
застосовується для селекції генетично модифі-
кованих ліній рослин, немає жодної публікації, 
де була б описана оцінка впливу гігроміцину на 
проростання насіння, калюсогенез та регенера-
цію пагонів злаків. Тому необхідно було визначи-
ти оптимальну концентрацію селективного аген-
та, що забезпечувала б ефективну селекцію тран-
сгенних клітин і в той же час не перешкоджала 
б морфогенезу та подальшій регенерації рослин. 
Отже, в ході дослідів із селекцією трансгенних 
ліній рослин було визначено оптимальну концен-
трацію селективного агента, а саме гігроміцину, 
що становила 25 мг/л. 

Важливим моментом при агробактеріаль-
ній трансформації є інгібування росту агробак-
терії відповідними антибіотиками, однак існує 
проблема негативного впливу таких речовин на 
клітини калюсу. Трансформовані калюси розмі-
щували на селективне середовище для калюсо-
генезу з цефотаксимом поруч із нетрансформо-

Рис. 3. Культивування трансформованого (А) та не-
трансформованого контролю (Б) на селективному 
середовищі, що містило гігроміцин та цефотаксим
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дегідрогенази» цільової комплексної програми 
наукових досліджень НАН України «Біологічні 
ресурси і новітні технології біоенергоконверсії» 
(№ держреєстрації 0113U004718) з використан-
ням приладів Центру колективного користування 
приладами (ЦККП) «ГеНТеСТ».

мовані лінії пальчастого проса, стійкі до селек-
тивного агента (гігроміцину). 

Робота виконувалася в рамках наукового 
проекту «Отримання високопродуктивних рос-
лин пальчастого проса для виробництва біоета-
нолу шляхом регуляції експресії генів цитокінін-
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FINGER MILLET (eleusine CoraCana) TRANSFORMATION BY GENETIC COSTRUCT 
FOR RNA INTERFERENCE OF CYTOkININE DEHYDROGENASE 2 GENE
aim. Development of protocol for finger millet transformation by ecСКХ2-RNAi construct in order to reduce the 
expression level of gene encoding cytokinine dehydrogenase. Methods. The Agrobacterium tumefaciens mediated 
transformation of plant calli was conducted. The plants were transformed by agrobacterial strain GV3101 caring binary 
construct pBract 207-RNAi-EcCKX2. results. The optional hygromycin concentration for the selection of transformants 
was found. The transformed plant lines with resistance to this selective agent were obtained. The regeneration of fully 
developed plants from transformed cell cultures remains a big challenge that need to be solved. Conclusion. During this 
study the effective concentration of hygromycin for transgenic plant selection was 25 mg/l. The estimated transformation 
efficiency was around 1.9%. Suggested approach to suppress ecСКХ2 gene expression has a great potential for the 
further application in plant biotechnology and agro technology. Whatever, our results strongly indicate about necessity of 
transformation conditions optimisation and improvement of genetic construct. 
Keywords: eleusine coracana, ckx gene, plant transformation, plant productivity improvement. 


