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Ôóíêö³îíàëüí³ñòü âàêóîëÿðíèõ äâîïîðîâèõ êàíàë³â ðî-
äèíè ÒÐÊ ³ç ðèñó âèâ÷åíà ùå íå ïîâí³ñòþ. Äëÿ âè-
çíà÷åííÿ ôóíêö³îíàëüíèõ õàðàêòåðèñòèê öèõ êàíàë³â 
äâ³ ³çîôîðìè OsÒÐÊ ç ðèñó òà îäíà äåòàëüíî îõà-
ðàêòåðèçîâàíà ³çîôîðìà AtÒÐÊ1 ç àðàá³äîïñèñó êëî-
íîâàí³ òà åêñïðåñîâàí³ â ìóòàíòí³é ë³í³¿ E. coli LB2003. 
Áàêòåð³àëüí³ êë³òèíè øòàìó LB2003 ìàþòü äåôåêò 
ó ñèñòåì³ òðàíñïîðòó Ê+, òîìó íå çäàòí³ ïîãëèíàòè 
åêçîãåííèé Ê+. Åêñïðåñ³¿ ãåí³â öèõ êàíàë³â ï³äòâåðäæå-
íî çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ. 
Ïðîâåäåí³ äîñë³äæåííÿ ïîêàçàëè, ùî åêñïðåñ³ÿ öèõ êà-
íàë³â â ìóòàíòí³é ë³í³¿ E. coli LB2003 â³äíîâëþº ð³ñò 
íà ñåðåäîâèù³ ç íèçüêèì âì³ñòîì Ê+. Àíàë³ç ïîãëèíàííÿ 
êàë³þ ó òðàíñôîðìàíò³â äåìîíñòðóº ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ 
ïîãëèíàííÿ öüîãî ³îíó â êë³òèíàõ. Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè 
ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî êàë³ºâ³ êàíàëè ðîäèíè ÒÐÊ ³ç ðè-
ñó ìîæóòü óòâîðþâàòè ôóíêö³îíàëüí³ ñèñòåìè òðàíñ-
ïîðòó ³îí³â êàë³þ â ìóòàíòíèõ áàêòåð³àëüíèõ êë³òèíàõ 
øòàìó LB2003. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Orisa sativa, Escherichia coli, êàë³é, äâî-
ïîðîâ³ êàë³ºâ³ êàíàëè (Two Pore K channels, TPK), 
âàêîóëÿ.

Âñòóï. Ðîñëèíí³ âàêóîë³ º óí³êàëüíèìè òà âàæ-
ëèâèìè îðãàíåëàìè êë³òèíè. Â ðîñëèíí³é êë³-
òèí³ âîíè ìîæóòü çàéìàòè äî 90 % îá’ºìó. Ðîëü 
öèõ îðãàíåë ó êë³òèííèõ ïðîöåñàõ º ð³çíî-
ìàí³òíîþ. Âàêóîë³ ðîñëèííèõ êë³òèíè – ãîëîâ-
íå äæåðåëî òóðãîðíîãî òèñêó òà ãîëîâíèé ðå-
çåðâóàð äëÿ çáåð³ãàííÿ òà íàêîïè÷åííÿ ïîæèâ-
íèõ ðå÷îâèí, ïðîäóêò³â äåãðàäàö³¿ ìåòàáîë³çìó 
òà ì³íåðàëüíèõ ñïîëóê. Âàêóîëÿ ðîñëèí º ãî-
ëîâíèì ì³ñöåì çáåð³ãàííÿ ³îí³â Ca2+, òîìó öÿ
ñòðóêòóðà â³ä³ãðàº âàæëèâó ðîëü ó âíóòð³øíüî-

êë³òèíí³é êîìóí³êàö³¿. Ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî ðîñ-
ëèíí³ êë³òèíè, îêð³ì «êëàñè÷íèõ» ë³òè÷íèõ âà-
êóîëü, òàêîæ ìàþòü á³ëêîâ³ âàêóîë³, ÿê³ çíà÷-
íî â³äð³çíÿþòüñÿ çà ñâî¿ìè îçíàêàìè [1, 2]. 
Âîíè íåâåëèê³ çà ðîçì³ðîì òà ìàþòü íåé-
òðàëüíå çíà÷åííÿ pH ó ïîð³âíÿíí³ ç êèñëèì 
ñåðåäîâèùåì ë³òè÷íèõ âàêóîëü. Öåé òèï âà-
êóîëü â³äïîâ³äàº çà çáåð³ãàííÿ çàïàñíèõ á³ëê³â 
òà ³íøèõ âàæëèâèõ ðå÷îâèí [1–3]. Êë³òèíè òêà-
íèí íàñ³ííÿ òà ðåïðîäóêòèâíèõ îðãàí³â º çáà-
ãà÷åíèìè íà ïðîòå¿íîâ³ âàêóîë³ [1, 3]. Ïîïðè âñå, 
öåé òèï âàêóîëü çóñòð³÷àºòüñÿ ó êë³òèíàõ ìàéæå 
âñ³õ òèï³â ðîñëèííèõ òêàíèí. Ôóíêö³¿ âàêóîëü 
öüîãî òèïó çàëèøàþòüñÿ ùå íå ç’ÿñîâàíèìè ó 
êë³òèíàõ òêàíèí âåãåòàòèâíèõ îðãàí³â. 

Òîíîïëàñò âàêóîë³ ðîñëèííî¿ êë³òèíè ì³ñ-
òèòü ð³çí³ òèïè òðàíñïîðòíèõ ïðîòå¿í³â. Êàë³º-
â³ êàíàëè âàêóîë³ áóëè ³äåíòèô³êîâàí³ çàâäÿêè 
åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèì äîñë³äæåííÿì â êë³òèíàõ 
ïðîäèõ³â òà îòðèìàëè íàçâó äâîïîðîâèõ êàë³º-
âèõ êàíàë³â (ÒÐÊ, Two-pore potassium channels). 
Íåùîäàâí³ äîñë³äæåííÿ ôóíêö³é ÒÐÊ-êàíàë³â 
ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî âîíè ðîçïîâñþäæåí³ ³ â ïðî-
äèõîâèõ êë³òèíàõ, ³ â ³íøèõ òèïàõ êë³òèí [4–
7]. «Êëàñè÷í³» êàíàëè ðîäèíè ÒÐÊ ìàþòü âà-
êóîëÿðíó ëîêàë³çàö³þ, äâ³ ïîðè ³ç õàðàêòåðíîþ 
êîìá³íàö³ºþ àì³íîêèñëîò – GYGD, ùî â³äïî-
â³äàº çà ñåëåêòèâí³ñòü öèõ ïîð äëÿ ³îí³â Ê+. 
Çàâäÿêè ïðèñóòíîñò³ EF-ìîòèâ³â ó Ñ-ê³íöåâî-
ìó äîìåí³ á³ëüøîñò³ äâîïîðîâèõ êàíàë³â âîíè
ðåãóëþþòüñÿ ³îíàìè êàëüö³þ. Òàêîæ áàãàòî êà-
íàë³â ðîäèí ÒÐÊ ìàþòü 14-3-3 ìîòèâ ó N-ê³íö³. 
Ðîáîòè îñòàíí³õ ðîê³â ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî äëÿ 
ôîðìóâàííÿ åôåêòèâíî¿ ñèñòåìè òðàíñïîðòó êà-
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ë³þ äâîïîðîâ³ êàíàëè óòâîðþþòü äèìåðè [7, 8]. 
Ñóáîäèíèö³ AtTPK1 ç àðàá³äîïñèñó òà NtTPK1 
ìîæóòü ôîðìóâàòè ôóíêö³îíàëüí³ ãîìîäèìåðè 
ïðè åêñïðåñ³¿ îñòàíí³õ ó ãåòåðîëîã³÷íèõ òà ãî-
ìîëîã³÷íèõ ñèñòåìàõ [9]. Ãåíîì àðàá³äîïñèñó êî-
äóº ï’ÿòü ð³çíèõ ³çîôîðì ÒÐÊ-êàíàë³â – AtTPK1,
2, 3, 4, 5. AtTPK1 º îäíèì ³ç íàéá³ëüø âèâ-
÷åíèõ êàíàë³â ö³º¿ ðîäèíè, ùî áåðå ó÷àñòü ó 
ïðîöåñàõ çàêðèòòÿ ïðîäèõ³â, ïðîðîñòàííÿ íà-
ñ³ííÿ òà â³äïîâ³ä³ íà îñìîòè÷íèé ñòðåñ. Ââàæà-
ºòüñÿ, ùî ³íø³ ³çîôîðìè – AtTPK2 òà AtTPK5 – 
òàêîæ ìàþòü âàêóîëÿðíó ëîêàë³çàö³þ [3, 6]. Ðå-
çóëüòàòè äåÿêèõ ðîá³ò ç äîñë³äæåííÿ ôóíêö³é 
ÒÐÊ-êàíàë³â âêàçóþòü íà òå, ùî îêð³ì «êëà-
ñè÷íîãî» ðîçòàøóâàííÿ ó òîíîïëàñò³ öåíòðàëü-
íî¿ âàêóîë³, äåÿê³ ïðåäñòàâíèêè ö³º¿ ðîäèíè 
ìàþòü ³íø³ ñàéòè ëîêàë³çàö³¿. Çîêðåìà âñòàíîâ-
ëåíî, ùî AtTPK4 àðàá³äîïñèñó ëîêàë³çóºòüñÿ 
íà ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³ [10], à AtTPK3 – ó
òèëàêî¿äàõ õëîðîïëàñò³â [11]. Ñë³ä çàóâàæèòè,
ùî ÒÐÊ-êàíàëè ðèñó òàêîæ ìàþòü ð³çíó âàêóî-
ëÿðíó ëîêàë³çàö³þ. OsTPKa ëîêàë³çóºòüñÿ ó òî-
íîïëàñò³ ë³òè÷íî¿ âàêóîë³, à òîíîïëàñò ïðîòå¿-
íîâèõ âàêóîëü ì³ñòèòü OsTPKb [3, 12]. 

Îêð³ì ð³çíèö³ â îðãàíåëüí³é ëîêàë³çàö³¿ ÒÐÊ-
êàíàë³â â êë³òèíàõ, âîíè òàêîæ ìàþòü ð³çíó 
òêàíèííó ñïåö³àë³çàö³þ. Çîêðåìà åêñïðåñ³ÿ ãå-
íà AtTPK3 ñïîñòåð³ãàºòüñÿ â ê³íö³âêàõ êîðåí³â 
òà ïèëêó, à AtTPK5 åêñïðåñóºòüñÿ â ñóäèíàõ òà
ñòàòåâèõ îðãàíàõ [6]. Ãåíè á³ëê³â ÒÐÊ-êàíàë³â 
ðèñó òàêîæ ìàþòü ð³çí³ ð³âí³ åêñïðåñ³¿ â òêà-
íèíàõ, çîêðåìà OsTPKb â³ä³ãðàº âåëèêó ðîëü ó
ôîðìóâàíí³ íàñ³ííÿ. Ð³âåíü åêñïðåñ³¿ OsTPKà 
º êîíñòèòóòèâíèì â óñ³õ îðãàíàõ ðèñó [3]. Íà
â³äì³íó â³ä AtTPK1 ôóíêö³¿ áàãàòüîõ ÒÐÊ-êà-
íàë³â âèâ÷åí³ íåäîñòàòíüî, à äåÿêèõ çàëèøàþòüñÿ 
ùå íå ç’ÿñîâàíèìè. Ùîá çðîçóì³òè, ÷è ìîæóòü 
AtTPK2, 3, 4, 5 óòâîðþâàòè ôóíêö³îíàëüí³ êà-
íàëè, ïðîâåäåíà ñïðîáà åêñïðåñ³¿ ãåí³â öèõ 
êàíàë³â â ìóòàíòí³é ë³í³¿ E. coli LB2003, äå íå 
ôóíêö³îíóþòü ñèñòåìè ïîãëèíàííÿ Ê+, à ñàìå 
òðàíñïîðòåðè Trk òà Kdp [13–15]. Ðàçîì ç åêñ-
ïðåñ³ºþ NtTPK1 ³ç òþòþíó âñòàíîâëåíî, ùî åêñ-
ïðåñ³ÿ ãåí³â AtTPK 1, 2, 5 ìîæå â³äíîâëþâàòè 
ð³ñò LB2003 íà ïîæèâíîìó ñåðåäîâèù³ ³ç íèçü-
êèì âì³ñòîì êàë³þ [9, 15]. Çâàæàþ÷è íà òîé 
ôàêò, ùî ðèñîâ³ êàë³ºâ³ êàíàëè ðîäèíè ÒÐÊ ùå
íåäîñòàòíüî âèâ÷åí³ òà ìàþòü â³äì³ííîñò³ ó ñâî-
¿é êë³òèíí³é ëîêàë³çàö³¿, áóëà çðîáëåíà ñïðî-
áà äîñë³äèòè ôóíêö³îíàëüí³ îñîáëèâîñò³ öèõ 

êàíàë³â ó ìóòàíò³ LB2003. Â ö³é ðîáîò³ íàìè çà-
ïðîïîíîâàíî âèêîðèñòàòè ñõîæó ñòðàòåã³þ â³ä-
íîâëåííÿ ôåíîòèïó ìóòàíòà LB2003, à ñàìå 
ðîñòó òà ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ çà äîïîìîãîþ 
åêñïðåñ³¿ â îñòàííüîìó ãåí³â ÒÐÊ-êàíàë³â ³ç 
ðèñó (OsTPKà òà OsTPKb) [9, 15]. Òîìó ìåòà 
ö³º¿ ðîáîòè – îö³íèòè ìîæëèâ³ñòü âàêóîëÿðíèõ 
êàë³ºâèõ êàíàë³â ðîäèí ÒÐÊ ç ðèñó ñòâîðþâàòè 
ôóíêö³îíàëüí³ ñèñòåìè ïîãëèíàííÿ êàë³þ ó ìó-
òàíòíîìó øòàì³ áàêòåð³¿ E. coli LB2003 òà âèç-
íà÷èòè ¿õ äåÿê³ ôóíêö³îíàëüí³ õàðàêòåðèñòèêè, 
çîêðåìà ïîêàçíèêè ïîãëèíàííÿ êàë³þ òà ðîñòó 
òðàíñôîðìîâàíèõ êë³òèí â óìîâàõ íèçüêèõ 
êîíöåíòðàö³é öüîãî åëåìåíòà.

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Ïëàçì³äè òà øòàìè E. co-
li. Øòàì E. coli LB2003 ( trkA kup1 (trkD1) 
kdpABC5 rpsL metE thi rha gal) [13] ëþá’ÿçíî 

íàäàíèé Å. Áàêêåðîì ³ç Óí³âåðñèòåòó Îñíàá-
ðþêà, Í³ìå÷÷èíà.   

Ïîñë³äîâíîñò³ äîñë³äæóâàíèõ ãåí³â ìîæóòü 
áóòè çíàéäåí³ ó EMBL/GenBank á³áë³îòåêàõ çà 
íîìåðàìè ÃåíÁàíêó: OsTPKa NM_001057833; 
OsTPKb NM_001065254; êÄÍÊ äëÿ AtTPK1 
îòðèìàíà íàìè ðàí³øå [15]. êÄÍÊ ³ç OsTPKa 
òà OsTPKb îäåðæàí³ ³ç Öåíòðó ãåíîìó ðèñó (Rice 
Genome Resource Center (RGRC, ßïîí³ÿ). 

ÏËÐ ïðîâîäèëè ó 50 ìêë ðåàêö³éíî¿ ñó-
ì³ø³, ùî ì³ñòèëà 1×Phusion HF ÏËÐ áóôåð, 
200 ìêÌ äÍÒÏ ñóì³ø³, 3 % ÄÌÑÎ òà 1 ìêë 
Phusion ïîë³ìåðàçè («Finnzymes», Ô³íëÿíä³ÿ) ç
âèêîðèñòàííÿì 20 íã êÄÍÊ. Ïðîãðàìà àìïë³-
ô³êàö³¿ çà äîïîìîãîþ ÏËÐ ìàëà íàñòóïí³ ïà-
ðàìåòðè: 95 ºC 30 c; 36 öèêë³â: 95 ºC 10 ñ, 72 ºC 
30 ñ; 72 ºC 10 õâ. Àìïë³ô³êîâàí³ ÏËÐ AtTPK/
OsTPK-ôðàãìåíòè ïîâíî¿ äîâæèíè áóëè êëî-
íîâàí³ ó âåêòîð äëÿ åêñïðåñ³¿ – pQE-32 («Qia-
gen», Crawley, ÎÊ) çà äîïîìîãîþ ðåñòðèêö³¿ ôåð-
ìåíòàìè XhoI ÷è BamHI òà SmaI (NEB) òà 
ë³ãóâàííÿ T4-ÄÍÊ ë³ãàçîþ (NEB, Hitchin, ÎÊ). 
Äëÿ ïðîâåäåííÿ ÏËÐ àìïë³ô³êàö³¿ ôðàãìåíò³â
AtTPK/OsTPK âèêîðèñòîâóâàëè íàñòóïí³ ïàðè 
ïðàéìåð³â: 
1) AtTPK1BamHI_for GCGGATCCTGATGTC

GAGTGATGCAGCTCG; 
AtTPK1SmaI_rev GCCCCGGGCCTTTGAAT

CTGAGACGTGG;
2) OsTPKaXhoI_for GCCTCGAGATGGATGA-

CAACAGCATT, 
OsTPKaSma1_rev GCCCCGGGCTGAGCAG-

ATTGTGCTAG; 
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3) OsTPKbBamHI_for GCGGATCCTGATGG
CGGCCCTCGACCAACA, 
OsTPKb SmaI_rev GCCCCGGGACGCAGGG-

AAGGCGGCGGGT.
Îö³íêà ðîñòó áàêòåð³àëüíèõ òðàíñôîðìàí-

ò³â. Øòàì E. coli LB2003 òðàíñôîðìóâàëè ïóñ-
òèì âåêòîðîì pQE32 ÷è ñòâîðåíèìè êîíñò-
ðóêö³ÿìè pQE32-AtTPK1, -OsTPKa, -OsTPKb. 
Áàêòåð³þ âèðîùóâàëè 16 ãîä íà ïîæèâíîìó 
ñåðåäîâèù³ KLM ç âèñîêèì K+ (0,5 % åêñòðàêò 
äð³æäæ³â, 1 % òðèïòîí, 150 ìM KCl òà 100 ìã/ë 
àìï³öèë³íó). Ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿ ïðîòÿãîì 16 ãîä ç 
áàêòåð³àëüíî¿ êóëüòóðè â³äáèðàëè 100 ìêë òà 
ðîçáàâëÿëè ó 5 ìë ñâ³æîãî ñåðåäîâèùà KLM. 

Ùîá îö³íèòè ð³ñò áàêòåð³é ó ð³äêîìó ñåðå-
äîâèù³, 5 ìë ñòàðòîâî¿ êóëüòóðè ó ñåðåäîâèù³ 
KLM âèðîùóâàëè äî äîñÿãíåííÿ íåþ îïòè÷íî¿ 
ãóñòèíè 0,5 (OD600). Åêñïðåñ³þ ãåí³â á³ëê³â ÒÐÊ-
êàíàë³â â áàêòåð³¿ ³íäóêóâàëè äîäàâàííÿì 1 ìM
³çîïðîï³ë- -D-1-ò³îãàëàêòîï³ðàíîçèäó (²ÏÒÃ)
(«Sigma», ÑØÀ). ×åðåç 2 ãîä ï³ñëÿ äîäàâàííÿ 
²ÏÒÃ âèçíà÷àëè îïòè÷íó ãóñòèíó êóëüòóðè 
(OD600). Óñ³ êóëüòóðè ²ÏÒÃ äîâîäèëè (íîðìàë³-
çóâàëè) äî îïòè÷íî¿ ãóñòèíè 0,5 ðîçáàâëåííÿì 
ñåðåäîâèùåì KLM. ²ç áàêòåð³àëüíèõ êóëüòóð 
ï³ñëÿ äîâåäåííÿ îïòè÷íî¿ ãóñòèíè â³äáèðàëè 
5 ìë, öåíòðèôóãóâàëè ïðîòÿãîì 2 õâ ïðè 10 000 g,
â³äìèâàëè îäèí ðàç ó ñâ³æîìó ñåðåäîâèù³ ²ÏÒÃ–
KLM, öåíòðèôóãóâàëè 2 õâ ïðè 10 000 g òà âè-
äàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Îñàä âèêîðèñòîâóâàëè ÿê
³íîêóëþì äëÿ ðîñòó áàêòåð³é íà ð³äêîìó ïîæèâ-
íîìó ñåðåäîâèù³ (0,5 % åêñòðàêò äð³æäæ³â, 1 %
òðèïòîí, 100 ìã/ë àìï³öèë³íó, 1 ìM ²ÏÒÃ) çà
â³äñóòíîñò³ K+ òà çà éîãî ïðèñóòíîñò³ ó ð³ç-
íèõ êîíöåíòðàö³ÿõ – 0,1; 3; 150 ìM KCl. 
Åêñïåðèìåíòè ³ç îö³íêîþ øâèäêîñò³ ðîñòó ð³ä-
êî¿ áàêòåð³àëüíî¿ êóëüòóðè E. coli LB2003 ïî-
âòîðþâàëè òðè ðàçè. 

ÏËÐ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ. Çàãàëüíó 
ÐÍÊ áàêòåð³é âèä³ëÿëè ç îñàäæåíèõ çðàçê³â 
áàêòåð³àëüíèõ òðàíñôîðìàíò³â, îáðîáëåíèõ ²ÏÒÃ. 
ÐÍÊ âèä³ëÿëè çà äîïîìîãîþ NucleoSpin RNA 
II kit («Macherey-Nagel», Í³ìå÷÷èíà) â³äïîâ³ä-
íî äî ðåêîìåíäîâàíî¿ âèðîáíèêîì ìåòîäè-
êè. êÄÍÊ ³ç çàãàëüíî¿ áàêòåð³àëüíî¿ ÐÍÊ 
ñèíòåçóâàëè çà äîïîìîãîþ ñèñòåìè SuperScript 
III First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(«Invitrogen», ÑØÀ) â³äïîâ³äíî äî ìåòîäèêè
âèðîáíèêà. Ñèíòåçîâàíó êÄÍÊ âèêîðèñòîâó-
âàëè äëÿ ÏËÐ àìïë³ô³êàö³¿ AtTPK1 òà OsTPKa, 

OsTPÊb çà äîïîìîãîþ â³äïîâ³äíèõ ïðàéìåð³â, 
ùî óæå îïèñàí³ ðàí³øå. 

Âèçíà÷åííÿ ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ áàêòåð³àëü-
íèìè òðàíñôîðìàíòàìè. Òðàíñôîðìàíòè áàêòå-
ð³é âèðîùóâàëè íà ð³äêîìó ñåðåäîâèù³ KLM 
(0,5 % åêñòðàêò äð³æäæ³â, 1 % òðèïòîí, àì-
ï³öèë³í 100 ìã/ë, 1 ìM ²ÏÒÃ, 10 ìM KCl) äî 
äîñÿãíåííÿ îïòè÷íî¿ ãóñòèíè 0,5 (OD600). Ï³ñëÿ
öåíòðèôóãóâàííÿ âïðîäîâæ 5 ñ ïðè 5000 g âè-
äàëÿëè ñóïåðíàòàíò, à áàêòåð³àëüíèé îñàä ðå-
ñóñïåíäóâàëè ó ð³äêîìó ãîëîäíîìó ñåðåäîâèù³ 
áåç êàë³þ (0,5 % åêñòðàêò äð³æäæ³â, 1 % òðèï-
òîí, 100 ìã/ë àìï³öèë³íó, 1 ìM ²ÏÒÃ) òà ³í-
êóáóâàëè ïðîòÿãîì 3 ãîä. Ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿ áàê-
òåð³àëüí³ êóëüòóðè ðîçä³ëÿëè íà ÷îòèðè ð³âí³ 
÷àñòèíè òà öåíòðèôóãóâàëè âïðîäîâæ 5 ñ ïðè 
5000 g. Îäíó ç ÷îòèðüîõ ÷àñòèí áàêòåð³àëüíèõ 
êóëüòóð ïåðåíîñèëè íà ëüîä äëÿ ïîäàëüøîãî 
âèêîðèñòàííÿ ÿê êîíòðîëþ. ²íø³ òðè ôðàêö³¿ 
áàêòåð³àëüíèõ êóëüòóð ðåñóñïåíäóâàëè ó 10 ìë 
ð³äêîãî ñåðåäîâèùà KLM (0,5 % åêñòðàêò äð³æ-
äæ³â, 1 % òðèïòîí, àìï³öèë³í 100 ìã/ë, 1 ìM
²ÏÒÃ), ùî ì³ñòèëî 0,1 ÷è 3 ìM KCl, òà çàëè-
øàëè ³íêóáóâàòèñü âïðîäîâæ 1 ãîä äëÿ îö³íêè 
ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ. Ï³ñëÿ âèì³ðþâàííÿ 
îïòè÷íî¿ ãóñòèíè äëÿ êîæíî¿ ïðîá³ðêè åêñïå-
ðèìåíòàëüí³ òà êîíòðîëüí³ çðàçêè öåíòðèôóãó-
âàëè 5 ñ ïðè 5000 g, âèäàëÿëè ñóïåðíàòàíò òà 
ðåñóñïåíäóâàëè ó òàêîìó æ îá’ºì³ ñåðåäîâèùà 
KLM áåç êàë³þ (0,5 % åêñòðàêò äð³æäæ³â, 1 %
òðèïòîí, àìï³öèë³í 100 ìã/ë, 1 ìM ²ÏÒÃ). Äëÿ
îö³íêè ³îí³â êàë³þ ó áàêòåð³àëüí³é ñóñïåíç³¿ 
çðàçêè öåíòðèôóãóâàëè 5 ñ ïðè 5000 g, âèäàëÿ-
ëè ñóïåðíàòàíò, ðåñóñïåíäóâàëè ó 2 ìë 5 % òðè-
õëîðîöòîâî¿ êèñëîòè òà çàëèøàëè íà ³íêóáàö³þ
âïðîäîâæ 30 õâ. Âèì³ðþâàííÿ âì³ñòó êàë³þ ó áàê-
òåð³àëüíèõ çðàçêàõ çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ 
ôîòîìåòð³¿ ó ïîëóì’¿ («Sherwood Scientific», ÎÊ).
Ð³âåíü ïîãëèíàííÿ êàë³þ (íÌ/ã · ãîä–1) ðîç-
ðàõîâóâàëè ï³ñëÿ â³äí³ìàííÿ ïîêàçíèê³â âì³ñòó 
êàë³þ ó êîíòðîëüíèõ çðàçêàõ. 

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. Â³-
äîìî, ùî áàêòåð³àëüíèé øòàì LB2003 íå çäàò-
íèé ðîñòè íà ñåðåäîâèù³, ùî ìàº âì³ñò êàë³þ 
íèæ÷å 0,1 ìÌ, îñê³ëüêè ó íüîãî â³äñóòíÿ ñèñòå-
ìà ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ, à ñàìå Trk (TrkG ³ 
TrkH), Kup (TrkD) òà Kdp [13]. Â³äïîâ³äíî äî
ðåçóëüòàò³â åêñïåðèìåíò³â ïîêàçàíî, ùî áàêòå-
ð³àëüíèé ð³ñò LB2003, òðàíñôîðìîâàíîãî ïóñòèì
âåêòîðîì (pQE-32), ìàº çíà÷íî íèæ÷èé ð³âåíü 
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ðîñòó ó ïîð³âíÿíí³ ç áàêòåð³ÿìè äèêîãî òèïó íà 
ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèòü 0,1 ìÌ KCl (ðèñ. 1).
Ùîá ç’ÿñóâàòè, ÷è ìîæëèâî â³äíîâèòè ôóíêö³¿ 
ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ çà äîïîìîãîþ ôóíê-
ö³îíàëüíî¿ åêñïðåñ³¿ êàíàë³â ðîäèíè ÒÐÊ ³ç ðè-

ñó, íàìè ïðîâåäåíà òðàíñôîðìàö³ÿ ìóòàíòíîãî 
áàêòåð³àëüíîãî øòàìó LB2003 äâîìà ãåíàìè, ùî 
êîäóþòü OsTPKa òà OsTPKb. Äëÿ ïîð³âíÿëüíî-
ãî àíàë³çó ÿê ïîçèòèâíèé êîíòðîëü âèêîðèñòàëè 
òðàíñôîðìàö³þ LB2003 ãåíîì AtTPK1, ùî êîäóº 
íàéá³ëüø âèâ÷åíèé äâîïîðîâèé êàë³ºâèé êàíàë 
ç àðàá³äîïñèñó [15]. Çîêðåìà áóëî ïîêàçàíî, ùî
ÏËÐ àíàë³ç ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ áàêòå-
ð³àëüíèõ òðàíñôîðìàíò³â ï³äòâåðäèâ ïðèñóò-
í³ñòü ïîâíîðîçì³ðíèõ òðàíñêðèïò³â òðàíñãåí³â 
â ïîïóëÿö³¿ ÐÍÊ òðàíñôîðìîâàíèõ áàêòåð³àëü-
íèõ êóëüòóð (ðèñ. 1). Áàêòåð³àëüí³ êóëüòóðè E. 
coli øòàìó LB2003, òðàíñôîðìîâàí³ ãåíàìè, ùî
êîäóþòü á³ëêè AtTPK1 òà OsTPKa/b, ðîñëè ìåíø
³íòåíñèâíî, í³æ êë³òèíè äèêîãî òèïó (Wt), àëå 
ìàëè çíà÷íî êðàù³ ïîêàçíèêè ðîñòó ó ïîð³â-
íÿíí³ ³ç LB2003, òðàíñôîðìîâàíèì ïóñòèì âåê-
òîðîì (Ev) (ðèñ. 2, a). Áàêòåð³àëüí³ òðàíñôîð-
ìàíòè ³ç ãåíàìè, ùî êîäóþòü êàíàëè ðîäèíè 
ÒÐÊ ðèñó, ìàëè ïîä³áíèé õàðàêòåð ðîñòó íà 
ñåðåäîâèù³ ³ç íèçüêèì âì³ñòîì ³îí³â êàë³þ 
(ðèñ. 2, à). Ïðè çá³ëüøåíí³ âì³ñòó êàë³þ â ñå-
ðåäîâèù³ äî 3 ìÌ ð³çíèöÿ ó øâèäêîñò³ ðîñòó 
áàêòåð³àëüíèõ êóëüòóð ìàéæå çíèêàëà (ðèñ. 2, á). 
Ïîä³áíó êàðòèíó ñïîñòåð³ãàëè ïðè äîñë³äæåíí³ 
ðîñòó áàêòåð³àëüíèõ ìóòàíò³â, òðàíñôîðìîâà-
íèõ ãåíàìè, ùî êîäóþòü êàíàëè AtTPK1, 
AtTPK2 òà AtTPK5 ç àðàá³äîïñèñó [15].

Ùîá äåòàëüí³øå îõàðàêòåðèçóâàòè âïëèâ ðî-
áîòè êàíàë³â OsTPKa/b íà ð³ñò øòàìó LB2003 â 
çàëåæíîñò³ â³ä êîíöåíòðàö³¿ êàë³þ ó ñåðåäîâè-
ù³, áóëî ïðîâåäåíî òåñò ç îö³íêè ÷àñó ïîäâîºííÿ 
áàêòåð³àëüíî¿ ïîïóëÿö³¿ òðàíñôîðìàíò³â (ðèñ. 3).
Òðàíñôîðìàíòè E. ñoli âèðîùóâàëè íà ð³äêîìó 
ïîæèâíîìó ñåðåäîâèù³ ç ð³çíèì âì³ñòîì êàë³þ 
(0; 0,1; 3; 150 ìÌ K+) àáî çà éîãî â³äñóòíîñò³. 
Âñòàíîâëåíî, ùî ÷àñ ïîäâîºííÿ ïîïóëÿö³¿ ï³ä 
÷àñ åêñïîíåíö³àëüíî¿ ôàçè ðîñòó áóâ çíà÷íî ìåí-
øèì äëÿ òðàíñôîðìàíò³â OsTPKa/b òà AtTPK1
ó ïîð³âíÿíí³ ³ç áàêòåð³àëüíîþ êóëüòóðîþ, òðàíñ-
ôîðìîâàíîþ ïóñòèì âåêòîðîì (Ev) â óìîâàõ 
íèçüêîãî âì³ñòó (0,1 ìM K+) àáî çà â³äñóòíîñò³ 
êàë³þ ó ñåðåäîâèù³ (ðèñ. 3). Çà óìîâè ï³äâè-
ùåííÿ âì³ñòó êàë³þ ó ñåðåäîâèù³ äî 3 òà 150 ìÌ
ð³çíèö³ ó ÷àñ³ ïîäâîºííÿ òðàíñôîðìîâàíèõ áàê-
òåð³àëüíèõ ïîïóëÿö³é ³ç äèêèì òèïîì (Wt) òà 
òðàíñôîðìàíòàìè ç ïóñòèì âåêòîðîì (Ev) íå 
ñïîñòåð³ãàëè (ðèñ. 3). 

Ö³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü íà êîðèñòü òîãî, ùî 
áàêòåð³àëüí³ êë³òèíè îòðèìàëè íîâó ôóíêö³î-

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòè ÏËÐ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ 
â òðàíñôîðìàíòàõ LB2003: Ì – ìîëåêóëÿðíèé 
ìàðêåð; 1 – êë³òèíè, òðàíñôîðìîâàí³ AtTPK1; 2 –  
OsTPKa; 3 – OsTPKb 

Ðèñ. 2. Ð³ñò êë³òèí E. coli. Êë³òèíè äèêîãî òèïó, 
òðàíñôîðìîâàí³ ïóñòèì âåêòîðîì (Wt), ìóòàíò 
LB2003, òðàíñôîðìîâàíèé ïóñòèì âåêòîðîì (Ev), òà 
ìóòàíòè LB2003, òðàíñôîðìîâàí³ AtTPK1, OsTPKa 
òà OsTPKb, âèðîùóâàëè íà ð³äêîìó ñåðåäîâèù³, ùî 
ì³ñòèëî 0,1 (a) ÷è 3 ìÌ KCl (á). Âåëè÷èíè îïòè÷íî¿ 
ãóñòèíè, OD600 (ïî âåðòèêàë³) âèçíà÷àëèñü äëÿ êîæ-
íîãî òèïó òðàíñôîðìàíò³â ïðîòÿãîì 8 (0,1 ìM K+) 
÷è 6 (3 ìM K+) ãîäèí ³íêóáàö³¿ (ïî ãîðèçîíòàë³) 
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íàëüíó òðàíñïîðòíó ñèñòåìó, êîòðà ìîæå çà-
áåçïå÷óâàòè òðàíñïîðò òà ïîãëèíàííÿ êàë³þ 
äëÿ ïîäàëüøîãî ðîñòó òà º â³äì³ííîþ â³ä áàê-
òåð³àëüíèõ Trk òà Kdp. 

Ïðèïóñòèëè, ùî â³äíîâëåííÿ ðîñòó ÒÐÊ 
òðàíñôîðìàíò³â øòàìó LB2003 â³äáóâàºòüñÿ ñà-
ìå çà ðàõóíîê ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ çàâäÿêè 
ðîñëèííèì ñèñòåìàì òðàíñïîðòó êàë³þ. Äëÿ 
ï³äòâåðäæåííÿ ïðîâåëè îö³íêó «ïîòóæíîñò³» 
ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ áàêòåð³ÿìè, ùî áóëè 
³íêóáîâàí³ íà ãîëîäíîìó (áåç äîäàâàííÿ K+) 
ñåðåäîâèù³, à â ïîäàëüøîìó ³íêóáóâàëè âïðî-
äîâæ 1 ãîä íà ñåðåäîâèù³ ³ç ð³çíèì âì³ñòîì êà-
ë³þ (ðèñ. 4). Çã³äíî ³ç äàíèìè åêñïåðèìåíò³â 
÷èñòèé ïðèòîê ³îí³â êàë³þ äëÿ êë³òèí äèêîãî 
òèïó (Wt) ñêëàäàâ áëèçüêî 2 íÌ/ã · ãîä–1 (³ç
ðîçðàõóíêó íà îäèíèöþ ñèðî¿ ìàñè). Âñòàíîâ-
ëåíî, ùî êë³òèíè LB2003, òðàíñôîðìîâàí³ 
ïóñòèì âåêòîðîì, ìàþòü íåãàòèâí³ çíà÷åííÿ 
(–0,5 íÌ/ã · ãîä–1 ³ç ðîçðàõóíêó íà îäèíèöþ 
ñèðî¿ ìàñè) ³ òàêèì ÷èíîì âòðà÷àþòü ³îíè 
êàë³þ ïðîòÿãîì ïðîâåäåííÿ àíàë³çó (ðèñ. 4). 
Êë³òèíè, ùî åêñïðåñóâàëè ãåíè OsTPKa òà 
OsTPKb, äåìîíñòðóâàëè çíà÷í³ ïîòóæíîñò³ äëÿ
ïîãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ ó ïîð³âíÿíí³ ³ç AtTPK1 
òðàíñôîðìàíòàìè ³ ìàëè ð³âåíü ïîãëèíàííÿ êà-
ë³þ, ñõîæèé ³ç êë³òèíàìè äèêîãî òèïó (Wt)
(ðèñ. 4). Ð³âåíü ïîãëèíàííÿ êàë³þ äëÿ òðàíñ-
ôîðìàíò³â ³ç ãåíàìè OsTPKa òà OsTPKb ñòàíî-
âèâ ïðèáëèçíî 2,5 íÌ/ã · ãîä–1 ³ç ðîçðàõóíêó 
íà îäèíèöþ ñèðî¿ ìàñè, ùî º çíà÷íî âèùèì
ïîêàçíèêîì äëÿ áàêòåð³àëüíèõ êë³òèí, òðàíñ-
ôîðìîâàíèõ AtTPK1. Ïîä³áíèé ð³âåíü ïîãëè-
íàííÿ êàë³þ çàçíà÷åíèé äëÿ áàêòåð³é öüîãî 
øòàìó, òðàíñôîðìîâàíèõ ãåíîì, ùî êîäóº á³-
ëîê AtTPK5 [15]. Õàðàêòåð ïîãëèíàííÿ êàë³þ 
çíà÷íî çì³íèâñÿ äëÿ áàêòåð³àëüíèõ êóëüòóð, ³í-
êóáîâàíèõ ó ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî 3 ìM K+

(ðèñ. 4). Äëÿ ö³º¿ êîíöåíòðàö³¿ êàë³þ ó ñåðå-
äîâèù³ ïðèòîê ³îí³â êàë³þ çàô³êñîâàíèé ³ äëÿ 
êë³òèí, òðàíñôîðìîâàíèõ ïóñòèì âåêòîðîì (Ev).
Àëå ó òàêîìó âèïàäêó ð³âåíü ïîãëèíàííÿ áóâ 
çíà÷íî íèæ÷èì, í³æ ó êë³òèí äèêîãî òèïó ÷è 
òðàíñôîðìàíò³â ³ç AtTPK1. Ö³êàâèì º òå, ùî 
ïðè òàêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ êàë³þ íàéâèùèé ð³-
âåíü ïîãëèíàííÿ ñïîñòåð³ãàâñÿ â áàêòåð³àëüí³é
êóëüòóð³, òðàíñôîðìîâàí³é AtTPK1, òà ñÿãàâ ïðè-
áëèçíî 3 íìîëü/ãîä (ðèñ. 4). Ñë³ä çàçíà÷è-
òè, ùî ð³âåíü ïðèòîêó êàë³þ ó áàêòåð³àëüíèõ 
êóëüòóðàõ, òðàíñôîðìîâàíèõ ãåíàìè OsTPKa òà

OsTPKb, áóâ íàïîëîâèíó ìåíøèì, í³æ äëÿ 
áàêòåð³é äèêîãî òèïó (ðèñ. 4). 

Ðåçóëüòàòè ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåíü ñâ³ä÷àòü 
ïðî òå, ùî òðàíñôîðìàö³ÿ LB2003 ãåíàìè, ÿê³ 
êîäóþòü âàêóîëÿðíèé êàíàë NtTPK1 ³ç òþòþíó 
÷è á³ëêè ÒÐÊ-êàíàë³â ³ç àðàá³äîïñèñó, à ñàìå 
AtTPK1, AtTPK2 òà AtTPK5, ïðèçâîäèòü äî ÷àñò-
êîâîãî ÷è ïîâíîãî â³äíîâëåííÿ ïîãëèíàííÿ ³îí³â 
K+ ìóòàíòíèì áàêòåð³àëüíèì øòàìîì LB2003 
[9, 14, 15]. Ïîä³áíà ñòðàòåã³ÿ êîìïëåìåíòàö³¿ 

Ðèñ. 3. ×àñ ïîäâîºííÿ ïîïóëÿö³¿ E. coli (ïî âåðòè-
êàë³, õâ) çà óìîâè ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é êàë³þ. Êë³-
òèíè äèêîãî òèïó (Wt-Ev), ìóòàíò LB2003, òðàíñ-
ôîðìîâàíèé ïóñòèì âåêòîðîì (Ev), òà ìóòàíòí³ êë³-
òèíè, òðàíñôîðìîâàí³ êîíñòðóêö³ÿìè, ùî íåñóòü 
AtTPK1, OsTPKa, OsTPKb, ïðîðîùóâàëè íà ð³äêîìó
ïîæèâíîìó ñåðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî ð³çí³ êîíöåíò-
ðàö³¿ ÊCl, ìÌ, à ñàìå: 0 (à), 0,1 (á), 3 (â) ÷è 150 (ã).
×àñ ïîäâîºííÿ ïîïóëÿö³¿ âèðàõîâóâàëè çà ïîêàç-
íèêàìè îïòè÷íî¿ ãóñòèíè (OD600) ïðîòÿãîì åêñ-
ïîíåíö³àëüíî¿ ôàçè ðîñòó
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ìóòàíòó, àëå çà äîïîìîãîþ äâîõ ð³çíèõ ³çîôîðì 
äâîïîðîâèõ êàíàë³â ³ç ðèñó áóëà âèêîðèñòàíà 
íàìè, ³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü, ùî êàíàëè ðîäè-
íè ÒÐÊ ³ç ðèñó ìîæóòü ôîðìóâàòè ôóíêö³î-
íàëüí³ òðàíñïîðòí³ ñèñòåìè êàë³þ â øòàì³ 
E. coli LB2003. Àíàë³ç ðîñòó òðàíñôîðìàíò³â 
âêàçóº íà òå, ùî OsTPKa, OsTPKb òà AtTPK1 
â³äíîâëþþòü ð³ñò áàêòåð³àëüíî¿ êóëüòóðè íà 
ñåðåäîâèù³ ³ç íèçüêèì âì³ñòîì êàë³þ äî ð³âí³â
ðîñòó äèêîãî òèïó (ðèñ. 2 ³ 3). Åêñïðåñ³ÿ OsTPKa,
OsTPKb ïðèçâîäèòü äî çíà÷íî âèùîãî ð³âíÿ ïî-
ãëèíàííÿ ³îí³â êàë³þ ó ïîð³âíÿíí³ ³ç áàêòåð³àëü-
íèìè êóëüòóðàìè, òðàíñôîðìîâàíèìè ïóñòèì 

âåêòîðîì (ðèñ. 4). Â òîé æå ÷àñ äàí³ ïîïåðåäí³õ 
ðîá³ò ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî íå âñ³ êàíàëè ðîäèíè 
ÒÐÊ çäàòí³ ñôîðìóâàòè ôóíêö³îíàëüí³ ñèñòå-
ìè òðàíñïîðòó êàë³þ ó áàêòåð³àëüíèõ êë³òèíàõ, 
çîêðåìà âñòàíîâëåíî íåñïðîìîæí³ñòü òðàíñ-
ôîðìàíò³â ìóòàíòà E. coli â³äíîâëþâàòè ð³ñò òà
ïîãëèíàííÿ êàë³þ ó âèïàäêó òðàíñôîðìàö³¿ ãå-
íîì, ùî êîäóº AtTPK3 [15].  

Çàâäÿêè ïðîâåäåíèì åêñïåðèìåíòàì ç’ÿñî-
âàíî, ùî OsTPKa òà OsTPKb íå ò³ëüêè â³ä-
íîâëþþòü ôóíêö³¿ ðîñòó LB2003, à é çíà÷íî 
ï³äâèùóþòü ð³âåíü ïðèòîêó òà ïîãëèíàííÿ ³îí³â 
êàë³þ. Îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè ÷³òêî âêàçóþòü 
íà òå, ùî îêð³ì êàë³ºâîãî âàêóîëÿðíîãî êàíàëó 
³ç àðàá³äîïñèñó – AtTPK1, ÒÐÊ-êàíàëè ³ç ðèñó, 
à ñàìå OsTPKa òà OsTPKb, ìîæóòü ôîðìóâàòè 
ôóíêö³îíàëüíó òà ïîòóæíó ñèñòåìó òðàíñïîðòó 
êàë³þ â E. coli. Â³äïîâ³äíî äî ðåçóëüòàò³â íàøèõ 
äîñë³äæåíü äâîïîðîâ³ êàë³ºâ³ êàíàëè ðèñó òà 
àðàá³äîïñèñó ôîðìóþòü ñòàá³ëüí³ òà ñåëåêòèâí³ 
ñèñòåìè òðàíñïîðòó êàë³þ ³ â áàêòåð³àëüíèõ, ³ 
â ðîñëèííèõ êë³òèíàõ [2, 15]. Ðåçóëüòàòè íàøèõ 
åêñïåðèìåíò³â òà äàí³ ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåíü [9, 
14–17] ñâ³ä÷àòü ïðî ïåðñïåêòèâí³ñòü òà åôåê-
òèâí³ñòü âèêîðèñòàííÿ òàêîãî ï³äõîäó äëÿ äîñ-
ë³äæåííÿ íå ò³ëüêè êàë³ºâèõ êàíàë³â ðîäèíè 
ÒÐÊ, àëå ³ ³íøèõ òðàíñïîðòíèõ á³ëê³â, ùî â³ä-
ïîâ³äàþòü çà òðàíñïîðò ³îí³â êàë³þ.  

THE GENE EXPRESSION OF RICE VACUOLAR 
TPK CHANNELS RESTORE POTASSIUM 
UPTAKE IN E. COLI MUTANT STRAINE LB2003

S. Isayenkov, F.J.M Maathuis

Institute of Food Biotechnology and Genomics NAS 
of Ukraine, Kyiv
Å-mail: stan.isayenkov@gmail.com 

University of York, Department of Biology; York, UK

The functionality of some rice TPK channels (OsTPKa 
and OsTPKb) is not completely justified.  In order to 
further evaluate the functional features of these channels, 
two of the three rice isoforms and one Arabidopsis 
isoform (AtÒÐÊ1) were cloned and expressed in the 
mutant E coli strain – LB2003. The E. coli LB2003 
strain lacks K+ uptake systems and thus is incapable 
of growing on low external K+ concentrations. The 
expression of channels in bacteria was confirmed by 
RT-PCR. Our results show that expression of these 
channels in the bacterial mutant restored the LB2003 
growth on low K+ media. The analysis of potassium 
uptake exhibited elevated levels of K+ uptake in the 
three types of TPK transformants. Our data suggest 

Ðèñ. 4. Ïîãëèíàííÿ K+ (ïî âåðòèêàë³, íÌ/ã · ãîä–1 

³ç ðîçðàõóíêó íà îäèíèöþ ñèðî¿ ìàñè) êë³òèíàìè E. 
coli, ùî åêñïðåñóþòü ãåíè ÒÐÊ-êàíàë³â ³ç ðèñó òà 
àðàá³äîïñèñó. Êë³òèíè E. coli, ùî áóëè ïîïåðåäíüî 
³íêóáîâàí³ íà «ãîëîäíîìó» ñåðåäîâèù³, â³ëüíîìó â³ä
K+, â ïîäàëüøîìó ³íêóáóâàëè ïðîòÿãîì 1 ãîä ó ñå-
ðåäîâèù³, ùî ì³ñòèëî 0,1 (à) ÷è 3 ìÌ KCl (á). Ùîá 
âèçíà÷èòè âåëè÷èíó ïîãëèíàííÿ K+, ð³çíèöþ ó âì³ñ-
ò³ K+ âèðàõîâóâàëè ïåðåä òà ï³ñëÿ ³íêóáàö³¿ ïðè ð³ç-
íèõ êîíöåíòðàö³ÿõ K+ äëÿ êë³òèí E. coli äèêîãî òèïó 
(Wt), ìóòàíòà LB2003, òðàíñôîðìîâàíîãî ïóñòèì âåê-
òîðîì (Ev), òà ìóòàíòíèìè êë³òèíàìè, òðàíñôîðìî-
âàíèìè AtTPK1, OsTPKa òà OsTPKb. Íåãàòèâí³ ïîêàç-
íèêè îçíà÷àþòü âòðàòó K+ áàêòåð³àëüíèìè êë³òèíàìè
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that these plant vacuolar channels can form functional 
potassium transport systems in bacterial cells.

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÃÅÍÎÂ ÂÀÊÓÎËßÐÍÛÕ 
ÊÀÍÀËÎÂ ÑÅÌÅÉÑÒÂÀ TPK ÈÇ ÐÈÑÀ 
ÂÎÑÑÒÀÍÀÂËÈÂÀÅÒ ÏÎÃËÎÙÅÍÈÅ ÊÀËÈß 
Â ÌÓÒÀÍÒÍÎÉ ËÈÍÈÈ E. COLI LB2003

Ñ.Â. Èñàåíêîâ, Ô.É.Ì. Ìààòõàóñ

Ôóíêöèîíàëüíîñòü âàêóîëÿðíûõ äâóïîðîâûõ êàíà-
ëîâ èç ðèñà èçó÷åíà åùå íå ïîëíîñòüþ. Äëÿ òîãî 
÷òîáû îöåíèòü ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè 
ýòèõ êàíàëîâ, äâå èçîôîðìû OsÒÐÊ èç ðèñà è îäíà 
äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàííàÿ èçîôîðìà AtÒÐÊ1 èç 
àðàáèäîïñèñà êëîíèðîâàíû è ýêñïðåññèðîâàíû â 
ìóòàíòíîé ëèíèè E. coli LB2003. Áàêòåðèàëüíûå 
êëåòêè øòàììà LB2003 èìåþò äåôåêòíóþ ñèñòåìó 
òðàíñïîðòà Ê+, ïîýòîìó îíè íå â ñîñòîÿíèè ïî-
ãëîùàòü ýêçîãåííûé Ê+. Ýêñïðåññèÿ ýòèõ ãåíîâ â
áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ ïîäòâåðæäåíà ïðè ïîìîùè 
ÏÖÐ ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé. Ïðîâåäåííûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ 
ýòèõ êàíàëîâ â ìóòàíòíîé ëèíèè E. coli LB2003 
âîññòàíàâëèâàåò ðîñò â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ íèçêèì 
ñîäåðæàíèåì Ê+. Àíàëèç ïîãëîùåíèÿ êàëèÿ ó òðàíñ-
ôîðìàíòîâ äåìîíñòðèðóåò ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýòîãî 
èîíà â êëåòêàõ. Ðåçóëüòàòû íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñâè-
äåòåëüñòâóþò î ñïîñîáíîñòè ýòèõ êàíàëîâ ôîðìèðî-
âàòü ôóíêöèîíàëüíûå ñèñòåìû òðàíñïîðòà èîíîâ êà-
ëèÿ â ìóòàíòíûõ áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ øòàììà 
LB2003.
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