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Мета. Метою роботи було отримання 

рослин рижію (Camelina sativa (L.) Crantz) з 

дріжджовими генами біосинтезу трегалози 

TPS1 та TPS2 для підвищення їх посухостійко-

сті. Методи. Для введення в культуру in vitro 

використовували насіння C. sativa форми ФЕ-

ОРЖЯФ-1. Експланти гіпокотилів та апікаль-

них меристем 5-денних проростків культиву-

вали на трьох варіантах живильних середовищ 

для регенерації рослин із додаванням різних 

концентрацій фітогормонів. Для генетичної 

трансформації використовували векторні конс-

трукції pGWB2-TPS1 та pGWB2-TPS2 з генами 

TPS1 та TPS2. Результати. Найвищі показни-

ки регенерації рослин in vitro було отримано з 

експлантів гіпокотилів на середовищі з 1 мг/л 

БАП та 0,1 мг/л НОК, з апікальних меристем – 

з 1,5 мг/л БАП та 0,5 мг/л НОК. Проведено 

генетичну трансформацію та відібрано лінії 

рослин рижію зі стійкістю до селективного 

агента гігроміцину. За допомогою ПЛР-аналізу 

підтверджено трансгенну природу отриманих 

ліній рослин. Висновки. Досліджено регенера-

ційний потенціал у культурі in vitro рослин 

рижію посівного селекційної форми ФЕО-

РЖЯФ-1. Проведено Agrobacterium-

опосередковану трансформацію C. sativa з ви-

користанням двох типів експлантів та вектор-

них конструкцій pGWB2-TPS1 і pGWB2-TPS2 

з генами біосинтезу трегалози дріжджів та 

отримано трансгенні лінії рижію.  

Ключові слова: Camelina sativa (L.) 

Crantz, трегалоза, гени TPS1, TPS2. 

 

Дедалі більший негативний вплив на 

стан навколишнього середовища видобутку та 

застосування нафти, вугілля, природного газу, 

висока вартість  викопного палива актуалізу-

ють дослідження та впровадження альтернати-

вних відновлювальних джерел енергії [1]. Про 

перспективність використання олійних куль-

тур для виробництва біопалива давно відомо. 

Однією з таких культур є Camelina sativa (L.) 

Crantz – рижій посівний, вміст олії в насінні 

якого становить близько 32–49 % (залежно від 

генотипу та умов його вирощування). Значна 

увага зосереджена на вивченні агротехнічних 

характеристик та вмісту жирних кислот у на-

сінні різних сортів рижію посівного (>90 % 

яких є ненасиченими) [2, 3], проте розвиток 

селекції, генетичної інженерії та біотехнології 

такої культури може забезпечити вдоскона-

лення якісних ознак сортів, підвищення стій-

кості культури до біотичних та абіотичних 

стресів, з’ясування функцій окремих генів [1]. 

У культурі in vitro основними напрямками до-

сліджень є регенерація рослин рижію шляхом 

органогенезу або соматичного ембріогенезу, 

використання культури мікроспор та соматич-

на гібридизація [4]. Серед методів генетичної 

трансформації C. sativa поширеним є метод 

квіткового занурення, аналогічний «floral dip», 

розроблений для трансформації Arabidopsis [3]. 

Що стосується Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації та регенерації трансгенних ліній 

у культурі in vitro, то в якості експлантів успі-

шно використовують листкові диски [5], сег-

менти гіпокотилів [2], апікальні та бічні мери-

стеми рижію [1]. Встановлено, що регенера-

ційний потенціал у культурі in vitro листкових 

експлантів є вищим порівняно з експлантами 

гіпокотилів, в свою чергу вищу частоту Agro-

bacterium-опосередкованої трансформації за-

безпечує застосування мезофільних експлантів 

та апікальних меристем [4].  

Слід зазначити, що рослини C. sativa не-

вибагливі до умов вирощування порівняно з 
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іншими представниками родини Brassicaceae 

(Cruciferae), більш стійкі до абіотичних та біо-

тичних стресів,  характеризуються коротким 

вегетаційним періодом та властивістю зроста-

ти майже на всіх типах ґрунтів [2]. Незважаю-

чи на пластичність рижію до кліматичних 

умов, стресові фактори суттєво впливають на 

його продуктивність. Зокрема, посуха та навіть 

короткочасне підвищення температури до 35°С 

знижують продуктивність C. sativa приблизно 

на 20 % та негативно впливають на жирнокис-

лотний склад олії насіння [4]. З огляду на це 

вкрай актуальним є пошук, клонування та пе-

ренесення відповідних генів за допомогою 

біотехнологічних методів із метою отримання 

посухостійких ліній рижію посівного для його 

сталого вирощування.  

Наприклад, такими генами можуть бути 

гени синтезу трегалози – нередукуючого диса-

хариду глюкози, що синтезується у клітинах 

багатьох живих організмів [6]. У клітинах дрі-

жджів (Saccharomyces serevisiae) трегалоза 

виконує стресопротекторну функцію і синтезу-

ється двома послідовними реакціями: синтез 

трегалозо-6-фосфату з УДФ-глюкози та глюко-

зо-6-фосфату (каталізується ферментом трега-

лозо-6-фосфат синтазою, що кодується геном 

TPS1) та подальше дефосфорилювання трега-

лозо-6-фосфату з утворенням трегалози (ката-

лізується ферментом трегалозо-6-фосфат фос-

фатазою, що кодується геном TPS2) [6]. Щодо 

можливих змін жирнокислотного складу у 

рижію, то слід зазначити, що на сьогодні відо-

мо та ідентифіковано багато генів WRI1 [7, 9], 

що регулюють різні етапи синтезу жирних 

кислот у таких рослин, як Arabidopsis thaliana, 

C. sativa, Brassica napus, Zea maize, Brachypo-

dium distachyon. Зокрема, у C. sativa ідентифі-

ковано три функціональні гени CsWRI1 

(CsWRIA, B і С) [7]. Цікавими є дані, які дово-

дять, що вирощування B. napus у присутності 

трегалозо-6-фосфату, а також експресія гена 

otsA з E.coli, який кодує трегалозо-6-фосфат 

синтазу, у клітинах N. benthamiana, сприяють 

підвищенню вмісту жирних кислот у насінні та 

вегетативних органах B. napus та N. bentham-

iana [8, 9]. Останні дослідження демонстру-

ють, що трегалозо-6-фосфат може відігравати 

пряму сигнальну роль у регуляції біосинтезу 

жирних кислот [6, 10]. Відомо також, що збі-

льшення концентрації трегалозо-6-фосфату 

призводить до інгібування ферментативної 

активності KIN10 (каталітичної субодиниці 

протенкінази SnRK1) і відповідно активності 

самої SnRK1 [11], що стимулює ріст та мета-

болічну активність клітин, внаслідок цього 

активується синтез жирних кислот [10]. 

Враховуючи зазначене вище, метою ро-

боти було перенесення дріжджових генів біо-

синтезу трегалози TPS1 (кодує трегалозо-6-

фосфат синтазу – фермент синтезу трегалозо-

6-фосфату) та TPS2 (кодує трегалозо-6-фосфат 

фосфатазу – фермент дефосфорилювання тре-

гало-6-фосфату) в геном рижію посівного для 

отримання посухостійких ліній, а також ліній 

рослин C. sativa, що можуть характеризуватися 

зміненим складом жирних кислот у насінні чи 

вегетативних органах.  

 

Матеріали і методи 

Рослинний матеріал. У роботі було ви-

користано насіння C. sativa високоврожайної 

селекційної форми ФЕОРЖЯФ-1, отриманої у 

відділі нових культур Національного ботаніч-

ного саду ім. М.М. Гришка НАН України 

(люб’язно надано д. с.-г. н. Д.Б. Рахмето-

вим) [12]. 

Підбір умов регенерації в культурі in 

vitro рослин C. sativa. Для введення в культуру 

in vitro насіння стерилізували в 70 % етанолі 

протягом 1 хв та гіпохлориді натрію з дода-

ванням 100 % Tween-20 – 15 хв із наступним 

триразовим промиванням стерильною дисти-

льованою водою – по 5 хв [1]. Потім насіння 

переносили на безгормональне середовище 

МС (Murashige & Skoog, 1962) з половинним 

набором макросолей МС та з додаванням 30 

г/л сахарози для його подальшого пророщу-

вання. Як експланти використовували сегмен-

ти гіпокотилів та апікальні меристеми 5-

денних проростків C. sativa [2], які культиву-

вали на середовищі МС, що містило 20 г/л са-

харози та різні співвідношення фітогормонів: 

1) 4 мг/л 6-бензиламінопурину (БАП; Sigma, 

США) та 0,1 мг/л нафтилоцтової кислоти 

(НОК; Sigma, США) [2]; 2) 1,5 мг/л БАП та 0,5 

мг/л НОК [1]; 3) 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК. 

Пасаж культур проводили кожні два тижні. 

Частоту регенерації рослин з експлантів визна-

чали як співвідношення кількості експлантів, 

на яких відбувалася регенерація рослин, до 

загальної кількості експлантів, використаних в 

експерименті, помножене на 100 %. Експери-

менти проводили не менше, ніж у трьох повто-

рностях. Статистичну обробку проводили з 
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використанням стандартних програм 

Microsoft® Office Excel (2013). 

Agrobacterium-опосередкована трансфо-

рмація C. sativa. З метою ефективної селекції 

трансгенних рослин після трансформації нами 

було проведено окреме дослідження щодо ви-

значення селективної концентрації гігроміцину 

для подальшого відбору трансформованих 

ліній рослин. Для цього експланти контроль-

них рослин вирощували на живильному сере-

довищі МС з додаванням гігроміцину у конце-

нтраціях 0, 3, 5, 10 та 15 мг/л.  

Для Agrobacterium-опосередкованої тра-

нсформації використовували генетичні векто-

рні конструкції pGWB2-TPS1 та pGWB2-TPS2 

з цільовими генами біосинтезу трегалози дріж-

джів TPS1 та TPS2 відповідно, що знаходилися 

під контролем промотору вірусу мозаїки цвіт-

ної капусти Р35S, та селективними маркерни-

ми генами: гігроміцин-фосфотрансферази hpt, 

що забезпечує стійкість до гігроміцину, та 

неоміцин-фосфотрансферази nptII, що забезпе-

чує стійкість до канаміцину у рослин [13]. Для 

проведення трансформації нічну культуру аг-

робактерії вирощували на середовищі LB із 

додаванням антибіотиків рифампіцину 

(50 мг/л) та канаміцину (100 мг/л) за темпера-

тури 28°С при постійній аерації на шейкері 

(150 об/хв). Перенесення цільових генів про-

водили з використанням експлантів гіпокоти-

лів та апікальних меристем відповідно до ме-

тодик [1,14]. Після 2-добового кокультивуван-

ня експлантів з агробактерією їх переносили на 

середовище для регенерації рослин, із дода-

ванням гігроміцину – для селекції трансфор-

мованих ліній рослин та 400 мг/л цефотаксиму 

– для елімінації залишків агробактерії. 

Молекулярно-генетичний аналіз отрима-

них ліній. Підтвердження перенесення та інтег-

рацію генів TPS1 і TPS2 в геноми досліджува-

них рослин здійснювали за допомогою поліме-

разної ланцюгової реакції (ПЛР). Для цього 

ізолювали тотальну ДНК контрольних і відіб-

раних ліній рижію за допомогою ЦТАВ-

методу. ПЛР проводили за використання таких 

пар праймерів до цільових генів: TPS1 for_5` –

AGATCATCGGTGTTCCAAGG–3` та TPS1 

rev_5’ –TGTCTTCCGTGCAAAGAGTG–3’; 

TPS2 for_5’–ATGGGGCATGATGGAATAA–3’ 

та TPS2 rev_5’–ACCACTGCCCAAGAC-

AATTC-3’. Реакційна суміш для проведення 

ПЛР об’ємом 25 мкл містила: 10 мкл суміші 

HotStart ПЛР (Neogene, Україна), 50 нг ДНК, по 

1 мкл кожного з праймерів. Ампліфікацію фра-

гментів проводили в ампліфікаторі Thermal 

Cycler 2720 (Applied Biosystems, США) за та-

кою схемою: початкова денатурація – 95°С 

12 хв, наступні 40 циклів – денатурація 95°С 

30 с, відпал праймерів – 57°С 40 с елонгація – 

72°С 90 с, та кінцева елонгація – 72°С 7 хв. 

Продукти ампліфікації розділяли за допомогою 

електрофорезу в 1 % агарозному гелі в 1хТБE-

буфері. Для визначення довжини ампліфікова-

них фрагментів використовували маркер дов-

жин фрагментів ДНК (GeneRulerTM 1 kb; 100 bp 

PlusDNA Ladder, ready-to-use; Fermentas, Лит-

ва). Розміри очікуваних апмліфікованих фраг-

ментів: 640 п. н.– для гена TPS1,758 п. н. – для 

гена TPS2. 

 

Результати та обговорення 

У результаті введення в культуру in vitro 

було виявлено, що через 5 діб пророщування 

стерильного насіння на безгормональному 

середовищі МС показник його схожості стано-

вив 94,5 %, а через 9 діб – майже 98 % (рис. 1). 

Такі дані свідчать про те, що підібрані умови 

стерилізації насіння рижію посівного не впли-

нули на показники  проростання насіння in 

vitro.  

Варто зазначити, що ефективні протоко-

ли регенерації та трансформації C. sativa в 

культурі in vitro з застосуванням меристемати-

чних тканин як експлантів поки не є оптимізо-

ваними та широко дослідженими, проте деякі 

дослідники вважають, що такий спосіб може 

забезпечити більшу ефективність трансформа-

ції та пришвидшити терміни отримання транс-

генних рослин [1]. 

У результаті проведених досліджень на-

ми було встановлено, що частота регенерації 

рослин на середовищі МС з додаванням 1 мг/л 

БАП та 0,1 мг/л НОК за використання сегмен-

тів гіпокотилів як експлантів складала 39,5 % 

(рис. 2). Калюсні структури, з яких у подаль-

шому формувалися пагони, утворювалися че-

рез 7 діб вирощування на середовищі такого 

складу та на середовищі з додаванням 1,5 мг/л 

БАП та 0,5 мг/л НОК, проте на середовищі з 

4 мг/л БАП та 1 мг/л НОК спостерігали затри-

мку калюсоутворення до 10 діб. За викорис-

тання апікальних меристем як експлантів час-

тота регенерації рослин була вищою порівняно 

з сегментами гіпокотилів та всіх досліджених 

варіантів середовищ, проте найвищий показ-

ник регенерації спостерігався за вирощування 
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на середовищі МС, що містило 1,5 мг/л БАП та 

0,5 мг/л НОК, і становив приблизно 78 % 

(рис. 2). 

Саме ці варіанти живильних середовищ 

було обрано в подальшому для регенерації та 

селекції рослин рижію після Agrobacterium-

опосередкованої трансформації. 

У результаті проведених серій дослі-

джень із Agrobacterium-опосередкованої тран-

сформації C. sativa з використанням двох типів 

експлантів і окремо двох векторних конструк-

цій pGWB2-TPS1 та pGWB2-TPS2 з цільовими 

генами біосинтезу трегалози дріжджів TPS1 та 

TPS2 на селективному середовищі нами було 

отримано лінії рижію, що були здатні ефекти-

вно регенерувати в присутності ефективних 

концентрацій селективного агента.  

 

 
 

Рис. 1. П’ятидобові проростки C. sativa на середовищі МС без фітогормонів – 1; регенерація пагонів з 

апікальних меристем на середовищі МС з 1,5 мг/л БАП та 0,5 мг/л НОК через 25 діб вирощування – 2; експла-

нти гіпокотилів на середовищі МС з 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК через 25 діб культивування – 3; експланти 

апікальних меристем через 7 діб після трансформації конструкцією pGWB2-TPS2 на середовищі з 1,5 мг/л 

БАП та 0,5 мг/л НОК та селективним агентом – 4; експланти гіпокотилів через 7 діб після трансформації конс-

трукцією pGWB2-TPS2 на середовищі з 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК – 5. Лінійна позначка – 1 см. 

 

 
Рис. 2. Частота регенерації ( %) експлантів гіпокотилів та верхівкових меристем C. sativa на 30 добу ку-

льтивування на варіантах живильних середовищ, що містили: №1 – 4 мг/л БАП, 1 мг/л НОК; №2 – 1,5 мг/л 

БАП, 0,5 мг/л НОК; №3 – 1 мг/л БАП, 0, 1 мг/л НОК. 
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Отримані лінії за морфологічними озна-

ками суттєво не відрізнялися від контрольних 

рослин. Для підтвердження трансгенної при-

роди отриманих ліній рижію було проведено їх 

молекулярно-генетичний аналіз із використан-

ням відповідних праймерів до генів TPS1 та 

TPS2. За попередніми даними, за допомогою 

методу ПЛР нами було підтверджено інтегра-

цію цільових генів TPS1 та TPS2 у геном дос-

ліджуваних рослин та відповідно трансгенну 

природу отриманих ліній рослин C. sativa. В 

подальшому буде проведено аналіз отриманих 

трансгенних рослин на стійкість до посухи. 

 

Висновки 

Досліджено регенераційний потенціал у 

культурі in vitro рослин рижію посівного – 

C. sativa селекційної форми ФЕОРЖЯФ-1. Для 

цього було  використано два типи експлантів: 

сегменти гіпокотилів та апікальні меристеми, а 

також протестовано три варіанти живильних 

середовищ, що містили різні концентрації фі-

тогормонів. Встановлено, що за використання 

експлантів гіпокотилів найвищу частоту реге-

нерації пагонів було зафіксовано за їх вирощу-

вання на середовищі з 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л 

НОК. Для апікальних меристем показники 

частоти регенерації були найвищими на сере-

довищі з 1,5 мг/л БАП та 0,5 мг/л НОК. Також 

було підібрано ефективну концентрацію селек-

тивного агента (гігроміцину), здійснено Agro-

bacterium-опосередковану трансформацію 

C. sativa за використання конструкцій із цільо-

вими генами TPS1 та TPS2, клонованих із дрі-

жджів S. serevisiae, та відібрано трансформо-

вані лінії рослин рижію. За попередніми дани-

ми, за допомогою ПЛР-аналізу було підтвер-

джено трансгенну природу отриманих ліній 

рослин, які в подальшому будуть протестовані 

на стійкість до посухи. 
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AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION OF SPRING CAMELINA WITH YEAST GENES 

OF TREHALOSE BIOSYNTHESIS 

Aim. The aim of the study was the obtaining of Camelina sativa (L.) Crantz lines with yeast genes of trehalose 

synthesis TPS1 and TPS2 to increase their resistance to drought. Methods. Seeds of C. sativa genotype FEORZhYaF-1 

were used for in vitro culture establishment. For this hypocotyl segments and shoot meristems of 5-days-old camelina 

seedlings were cultivated on three different nutrient media for regeneration supplemented with various hormone 

combinations. Vector constructions pGWB2-TPS1 and pGWB2-TPS2 with TPS1 and TPS2 genes have been used for 

genetic transformation. Results. The highest efficiency of plant regeneration from hypocotyl explants was found on 

medium supplemented with 1 mg/l BAP and 0.1 mg/l NAA, and from meristem explants – on medium with 1.5 mg/l 

BAP and 0.5 mg/l NAA. Agrobacterium-mediated transformation was conducted out, and camelina lines were picked 

up on corresponding medium with selective concentration of hygromycin. Transgenic nature of obtained plants was 

confirmed by PCR-analysis. Conclusions. The efficiency of in vitro plant regeneration of C. sativa genotype 

FEORZhYaF-1 has been investigated. Two types of explants and two vector constructions pGWB2-TPS1 and 

pGWB2-TPS2 with TPS1 and TPS2 yeast trehalose synthesis genes have been used for obtaining of transgenic 

camelina lines.  

Keywords: Camelina sativa, trehalose, TPS1, TPS2 genes. 


