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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

БАП - 6-бензиламінопурин 

БАС             - біологічно активні сполуки 

ВВС            - вірус везикулярного стоматиту 

ЗТ-ПЛР - полімеразна ланцюгова реакція, поєднана зі зворотною 

транскрипцією 

ІОК - індолілоцтова кислота 

ІФН             - інтерферони 

Км               - канаміцин  

НОК - -нафтилоцтова кислота 

ПЛР - полімеразна ланцюгова реакція 

п. н. - пара нуклеотидів 

ПТП            - перещеплювані субстратзалежні клітини тестикул поросят 

ПФ              - поліфруктани 

Т-ДНК - ділянка ДНК агробактерій, яка переноситься та вбудовується в 

рослинний геном при трансформації  

Цеф             - цефотаксим 

bar - ген фосфінотрицин-N-ацетилтрансферази 

2,4-D - 2,4-дихлорфеноксиоцтова кислота 

esxA             - ген антигена ESAT6 Mycobacterium tuberculosis 

fbpB             - ген антигена Ag85B Mycobacterium tuberculosis 

ifn-α2b         -  ген інтерферону-α2b людини 

MDBK        - культура перещеплюваних клітин нирки бика  

MES            - 2[N-морфоліно]етансульфокислота 

nptII - ген неоміцинфосфотрансферази II 

RB, LB - правий та лівий повтори, які обмежують Т-ДНК 

Tris - трис-(гідроксиметил)-амінометан 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Біологічні дослідження супроводжували людство 

протягом усього його існування. Первинний контакт людини з природою, 

необхідність примітивного пошуку їжі та ліків став базисом та рушійною 

силою, які через віки призвели до бурхливого розвитку біології як науки, що 

досліджує навколишній світ, використовує та покращує природні ресурси. 

Науковий та технічний прогрес двадцятого століття став основою для 

масштабного розвитку біологічної науки. Прогрес у галузі таких дисциплін 

як молекулярна біологія, генетика, клітинна біологія дозволив перейти від 

опису та споглядання до керованого впливу на рослинний світ, 

конструювання нових форм рослин, які мають покращені якості. У значному 

ступені цьому сприяли дослідження у галузі нової дисципліни, молекулярної 

біології, зокрема, встановлення у 1953 році будови ДНК [1], «народження» 

генетичної інженерії як галузі біологічних досліджень, розроблення 

рекомбінантних ДНК технологій, унікальних для свого часу методів 

культивування ізольованих протопластів [2] тощо. Ці наукові розробки 

дозволили перетворювати клітини рослин, мікроорганизмів, тварин для 

створення нових форм. 

Важливим етапом створення трансгенних рослин є не тільки вибір 

об’єктів досліджень, але й визначення умов їх культивування in vitro, 

розроблення методів мікроклонального розмноження. Особливо суттєвими 

етапами є оптимізація протоколів генетичної трансформації, вибір 

оптимального способу перенесення генів інтересу до геному рослин, селекція 

та відбір трансгенних рослин. Визначають умови мікроклонального 

розмноження досліджуваних рослин, у тому числі склад живильного 

середовища, наявність та концентрацію регуляторів росту тощо), спосіб 

трансформації та його параметри (наприклад, пряма трансформація або 

трансформація з використанням бактерій роду Agrobacterium), обирають 

спосіб селекції, зокрема, перенесення до рослин так званих селективних генів 
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(наприклад, генів стійкості до антибіотиків) та умови селекції трансгенних 

пагонів (концентрації селективних антибіотиків, час селекції). Ці етапи 

зазвичай є вирішальними щодо кількості отриманих трансгенних рослин, 

зменшення часу, необхідного для отримання кінцевого результату і, таким 

чином, підвищення ефективності роботи.  Разом з тим, є актуальним 

визначення можливості розроблення більш уніфікованого протоколу 

генетичної трансформації, яких можна застосовувати для отримання 

трансгенних рослин різних видів. Вдосконалення зазначених методик та 

розроблення таких підходів дозволить скоротити час отримання рослин із 

заданими властивостями та підвищити ефективність біотехнологічних 

досліджень. 

Перші практичні біотехнологічні дослідження було спрямовано на 

створення сільськогосподарських рослин, стійких до шкідників. 

Вирощування біотехнологічних рослин було розпочато у 1996 р. у США. 

Нині культивують трансгенні рослини кукурудзи, сої, бавовнику, ріпаку на 

площах, що сягають майже 200 млн га. Чотири основні культури, кукурудза, 

соя, бавовник та ріпак, займають 99% усіх площ під трансгенними 

рослинами. Міжнародна служба з оцінки застосування агробіотехнологій 

(ISAAA) уже доповідає про десять комерціалізованих трансгенних культур, 

однак більшість з них культивується на невеликих площах.  Серед нових 

видів рослин є Bt-баклажан, який комерціалізовано у Бангладеш у 2014 р. [3]. 

Вирощування трансгенної люцерни з низьким вмістом лігніну (Monsanto) 

розпочато у США та Канаді. Багато часу та коштів було витрачено на проект 

створення та впровадження у господарський цикл так званого «золотого 

рису» з підвищеним вмістом каротинів, який планувалося вирощувати на 

Філіппінах, у Бангладеш та Індонезії. Однак, за звітом Міжнародної служби з 

оцінки застосування агробіотехнологій та згідно доповіді  І.Потрікуса (Ingo 

Potrykus, Presentation to the Agricultural Biotechnology Industry Conference 

2014, Saskatchewan, October 5-8, 2014), для впровадження проекту треба ще 

декілька років. 
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  У січні 2015 р. ISAAA опублікувала дані щодо вирощування 

трансгенних рослин у 2014 р. у світі [4]. За період 1996-2011 рр. площі під 

трансгенними культурами виросли у 94 рази і продовжують розширюватися. 

Якщо у 1996 р. загальна площа під трансгенними культурами складала 1,7 

млн. га (в основному вирощувалася соя), то у 2011 р. вона становила вже 160 

млн. га. За даними останньої доповіді, трансгенні культури нині 

вирощуються на 4% орних земель. Збільшення площ з 2013 року становило 

6.3 млн га або 3.6%. США, Аргентина та Бразілія охоплюють 77% усього 

ринку виробництва трансгенних рослин. Збільшення площ у США за 2014 рік 

становить 3 млн га, Бразилії – 1,6 млн га. Нині ISAAA визнає США лідером з 

вирощування біотехнологічних рослин  – близько 40% усього ринку. Разом з 

тим, у ряді країн трансгенні рослини вирощуються у незначній кількості. Так, 

площі під трансгенними рослинами становлять у Судані лише 0.9% 

загальних площ, у Колумбії - 0.2%, Австралії -0.1%, Іспанії - 0.3%. Це 

пов’язано з несприйняттям рослин зі зміненим геномом громадськістю та 

урядами деяких країн. Однак, слід зазначити, що досі не доведено наявність 

негативного впливу трансгенних рослин на здоров’я людей, про що може 

свідчити і такий факт, що у США, де рівень споживання трансгенних рослин 

є високим, достатньо високою є і тривалість життя.  

З кінця минулого століття було розпочато розроблено стратегії 

створення рослин, які не вражаються хворобами [5-7], стійких до шкідників 

[8], рослин, які відрізняються підвищеною стійкістю до таких негативних 

природних стресових факторів як посуха, низькі температури, заболочення 

грунтів [9-11]. Використання рослин з трансформованим геномом дозволяє 

підвищити врожайність, використовувати нові агротехнічні прийоми, 

зменшити «хімічне» навантаження на грунти та рослини, використовуючи 

менше гербіцидів, пестицидів [12].  

Генноінженерні підходи використовуються не тільки для покращення 

виживаності та стійкості до стресів сільськогосподарських культур, але й 

також для створення рослин, які є продуцентами цінних біологічно активних 
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сполук (БАС) [13] . Це можуть бути сполуки, які природно синтезуються в 

рослинах, а також невластиві для рослин певного виду, або такі, які 

притаманні бактеріям, вірусам, тваринам [14, 15]. Серед перших можна 

відзначити фруктозовмісні цукри, що мають пребіотичні, гепатопротекторні, 

протидіабетичні, протипухлинні властивості, регулюють обмін кальцію, 

нормалізують вагу. Такі сполуки накопичуються у ряді рослин, зокрема, 

родини Compositae. Іншим прикладом цінних природних БАС може бути 

артемізинін, сполука з антималярійними властивостями, що синтезується у 

рослин роду Artemisia. Дослідження природного артемізиніну було 

відзначено у 2015 р. Нобелівською премією, що є свідченням актуальності 

таких робіт. Нині сполуку отримують з рослин A.annua або шляхом хімічного 

перетворення попередника артемізиніну, артемізинової кислоти, 

синтезованої у трансгенних дріжджах. Разом з тим, актуальними є 

дослідження щодо підвищення синтезу БАС у рослинах, а також визначення 

можливості синтезу БАС у малодосліджених видах, наприклад, у A. tilesii. 

Розроблення біотехнологій створення рослин-продуцентів БАС дозволяє 

отримувати цінні речовини та використовувати їх при виробництві 

лікарських засобів.  

Також було запропоновано використання рослин-продуцентів 

бактеріальних та вірусних антигенів для створення так званих «їстивних» 

вакцин – рослин, які вживаються безпосередньо у їжу та можуть 

застосовуватися для імунізації людей та тварин [16]. У цьому напрямку 

практично спрямованим є дослідження можливості перенесення генів 

цитокінів до геному рослин для отримання рекомбінантних біологічно 

активних сполук з імуномоделюючими та противірусними властивостями.  

Наприклад, протягом останніх десяти років опубліковано результати ряду 

досліджень щодо перенесення до геному рослин гена ifn-α2b інтерферону-

α2b людини [17-20]. Така зацікавленість пов’язана з доведеною ефективністю 

використання інтерферону для лікування вірусних інфекцій, а також 

онкозахворювань [21, 22]. Важливим напрямком біотехнології є також 
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створення рослин-продуцентів антигенів бактерій. Зокрема, 

використовуються нові підходи для розроблення більш ефективної вакцини 

нового покоління  проти туберкульозу, продуцентом складових якої можуть 

бути саме трансгенні рослини. Однак, опубліковані дослідження свідчать про 

досить широку варіабельність як кількості, так і активності рекомбінантного 

білка, синтезованого у рослинах різних видів. Отже, начасі є розширені 

дослідження, спрямовані на вивчення можливості синтезу рекомбінантних 

білків у рослинній системі та визначення видів рослин, які здатні синтезувати 

ці сполуки у біологічно активній формі.  

Протягом більше сорока років з метою отримання рослин з новими 

властивостями було розроблено методи культивування рослин у асептичній 

культурі, методи, спрямовані на регенерацію пагонів рослин, культивованих 

in vitro, а також ряд методів генетичної трансформації рослин, включаючи 

такі методи як агробактерільна трансформація, електропорація, ПЕГ-

індукована та біолістична трансформація [23-27]. Розроблено біотехнологічні 

прийоми для перенесення генів як до ядерної, так і до хлоропластної ДНК 

[28], а також способи селективного відбору трансгенних рослин [29]. На 

основі розроблених біотехнологій увага приділяється створенню трансгенних  

рослин, які можуть бути використані як біопродуценти білків медичного 

призначення. Рекомбінантні білки, що експресуються в трансгенних 

рослинах, є основою створення вакцин для захисту людей та тварин від таких 

вкрай небезпечних хвороб, як холера, туберкульоз, гепатит В та ін. 

Наприклад, останнім часом розробляються нові підходи для створення більш 

ефективної вакцини проти туберкульозу нового покоління  [30], продуцентом 

складових якої можуть бути і трансгенні рослини [31, 32]. 

Використання у якості об’єктів біотехнологічних досліджень рослин, 

які традиційно застосовують у медицині, дозволяє отримати 

суперпродуценти БАВ та одночасно сприяти збереженню природних 

популяцій рослин, що особливо важливо при використанні рідкісних та 

зникаючих видів лікарських рослин  [33]. Разом з тим, ці рослини досить 
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рядко використовують у якості об’єктів генетичної інженерії, хоча 

перенесення до геному таких рослин генів, що кодують синтез білків 

медичного призначення, дозволяє отримати нові форми, які продукують не 

тільки природні, але й рекомбінантні сполуки, тобто, одночасно декілька 

цінних сполук для їх використання у медицині та ветеринарії. Увагу 

привертають також рослини, у яких синтезується білок у досить високих 

кількостях. Так, рослини ряски Lemna minor L., що накопичують багато 

білка, використовують як білкову добавку до кормів [34, 35]. Рослини цього 

виду швидко розмножуються та можуть вирощуватися в умовах біореакторів, 

що дозволяє отримати значну кількість цільового продукту за короткий час. 

Серед рослин, які використовуються у традиційній та народній медицині 

та становлять інтерес у дослідженнях, можна назвати ті, що належать до 

родини Складноцвітих, оскільки більшість з них відомі як продуценти 

біологічно активних сполук. До цієї родини відносять такі відомі їстивні 

культури як Lactuca sativa L., Cichorium intybus L., Cichorium endivia L., 

Helianthus tuberosus L., Helianthus annuus L., Scorzonera hispanica L.,  а також 

рослини, з лікувальними властивостями – Matricaria chamomilla L., Tagetes 

erecta L., Artemisia sp., Tanacetum vulgare L., Achillea millefoliumL, Leontodon 

helveticus L, Bidens tripartita L, Calendula officinalis L., Echinacea purpurea 

Moench.  

Лише деякі з лікарських рослин наведених вище видів використовували 

у нечисленних біотехнологічних дослідженнях, а для ряду видів (наприклад, 

Bidens pilosa, Artemisia tilesii, Tragopogon porrifolius) досі не розроблено 

методики культивування та мікроклонального розмноження in vitro, а також 

генетичної трансформації. Разом з тим, останнім часом, наприклад, виявлено 

спектр лікувальних властивостей екстрактів з рослин причепи волосистої, що 

дозволяє виділити рослини цього виду як дуже перспективні, зокрема, для 

стиворення засобів для лікування онкозахворювань [36]. 

Отже, нині ведуться дослідження зі створення рослин з 

трансформованим геномом. Використання таких рослин може сприяти 
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збільшенню продуктивності сільськогосподарських культур, поліпшенню 

якості продуктів. Культивування трансгенних рослин може зменшити 

забруднення довкілля гербіцидами та пестицидами. Ще одним з позитивних 

аспектів використання трансгенних  рослин є можливість їх застосування у 

якості фабрик для виробництва вакцин та інших фармацевтичних препаратів. 

Це може суттєво знизити вартість профілактики та лікування небезпечних 

хвороб.  

В той же час, досі є необхідним оптимізувати протокол методики 

перенесення чужорідних генів стосовно кожного досліджуваного виду рослин. У 

зв’язку з цим, розроблення оптимізованого підходу, визначення ключових 

параметрів методики генетичної трансформації, що впливають на ефективність 

процесу, та дозволяють застосовувати її для трансформування широкого кола 

рослин незалежно від їх видової приналежності, є актуальним, оскільки дає 

можливість підвищення ефективності процесів генетичної трансформації рослин.  

Розширення кола досліджуваних видів - о’бєктів генетичної інженерії, у 

тому числі використання для цих цілей лікарських рослин, створення рослин, 

що продукують рекомбінантні сполуки, визначення можливості одночасного 

підвищення рівня накопичення у трансгенних рослинах природно 

синтезованих біологічно активних сполук та синтез рекомбінантних білків, 

які кодуються перенесеними до геному рослин чужорідними генами, відбір 

продуктивних ліній біотехнологічних рослин, отримання на основі цих 

рослин нових лікарських форм для лікування вірусних, бактеріальних та 

інших захворювань є начасі актуальним напрямком біотехнології. 

Розроблення високоефективних стратегій генетичної трансформації нових 

видів рослин, у тому числі лікарських, отримання лікарських рослин-

продуцентів біологічно активних сполук, зокрема, таких, що синтезують 

рекомбінантні білки медичного призначення та інщі БАС, дозволить 

використати широкі можливості біотехнологічних підходів. Результати таких 

робіт та отримані трансгенні рослини можуть бути використані в інтересах 

медицини та фармакології.  
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Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.  

Дослідження  проводились в рамках бюджетних тем відділу генетичної інженерії 

ІКБГІ НАНУ «Вивчення фізіолого-біохімічних і молекулярно-біологічних 

особливостей функціонування та успадкування гетерологічних генів в рослинних 

системах» (Державний реєстраційний номер 0115U000025, 2015-2019), «Вивчення 

функціонування рослинних систем, які містять гетерологічний генетичний 

матеріал» (Державний реєстраційний номер  0110U002445, 2010-2014 рр.), 

«Вивчення поведінки перенесених генетичних маркерів у трансгенних рослин з 

цінними агрономічними та фармацевтичними властивостями» (Державний 

реєстраційний номер теми 0107U002734, 2007-2011), «Створення культур 

ізольованих та трансгенних коренів іn vitro та аналіз їх біологічної активності» 

(Державний реєстраційний номер  0110 U006083, 2010-2014).  

Мета і завдання дослідження. Метою роботи було отримання шляхом 

генетичної трансформації з використанням бактерій роду Аgrobacterium 

(A.tumefaciens та A. rhizogenes) і вивчення ліній трансгенних рослин або 

«бородатих» коренів, які продукують природні та рекомбінантні біологічно 

активні сполуки і білки з УФ-протекторною, антиоксидантною, 

противірусною та антимікробною дією.  

 

У завдання входило: 

1. Дослідити закономірності впливу умов кокультивування експлантів з 

агробактеріальною суспензією на частоту трансформації, з’ясувати 

оптимальні параметри процесу, які сприяють підвищенню частоти 

трансформації; 

2. Оптимізувати методику отримання трансгенних коренів та рослин з 

метою підвищення її ефективності для створення з високою частотою 

біотехнологічних рослин різних видів; 

3. З використанням A. tumefaciens- та A. rhizogenes отримати трансгенні 

рослини або “бородаті» корені C. intybus, L. sativa,  R. graveolens, A. tilesii, A. 
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officinalis, B. pilosa, T. porrifolius (клас Дводольні) з генами, які кодують 

синтез антигенів мікобактерій, або з геном інтерферону-α2b людини, або 

лише з генами агробактерій; 

4. Визначити можливість використання A. rhizogenes для створення 

трансгенних рослин  L. minor (клас Однодольні) та отримати трансформовані 

рослини ряски;  

5. За використання отриманих ліній визначити вплив генетичної 

трансформації на фізіологічні параметри росту; 

6. Визначити можливість накопичення природних для досліджуваних 

видів біологічно активних сполук (поліфруктани, артемізинін) та 

рекомбінантних білків, а також біологічну активність екстрактів з 

трансгенних ліній; 

7. Відібрати трансгенні лінії з підвищеним вмістом БАС, які можуть бути 

джерелом природних та рекомбінантних сполук медичного призначення; 

8. Створити колекцію трансгенних рослин та коренів – продуцентів БАС. 
 

Об’єкт дослідження – створення нових ліній біотехнологічних рослин 

та рослинних систем – продуцентів природних та рекомбінантних біологічно 

активних сполук і білків, що характеризуються УФ-протекторною, 

антиоксидантною, противірусною та антимікробною дією. 

Предмет дослідження – розробка та вдосконалення біотехнологічних 

підходів з використанням Agrobacterium-опосередкованої трансформації для 

отримання трансгенних рослин та ліній «бородатих» коренів, збагачених на 

природні і рекомбінантні біологічно активні сполуки та білки. 

Методи дослідження. Для виконання роботи з отримання трансгенних 

рослин використовувалися наступні методи:  

- Метод культивування рослинних тканин in vitro та регенерації 

пагонів; 

- Метод генетичної трансформації з використанням A. tumefaciens та 

A. rhizogenes; 
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- Молекулярно-біологічні методи (ПЛР, ЗТ-ПЛР, наявність та 

експресія трансгенів в геномі трансформованих рослин); 

- Фізіологічні методи (визначення швидкості росту та ін.); 

- Біохімічні методи (визначення вмісту синтезованих сполук та 

антиоксидантної активності); 

- Метод високоефективної рідинної хроматографії (визначення 

вторинних метаболітів); 

- Метод статистичної обробки (для аналізу експериментальних 

даних). 

Наукова новизна. 

Автором запропоновано підходи для оптимізації методики генетичної 

трансформації та їх застосування при отриманні біотехнологічних лікарських 

рослин різних видів. Уперше методом A. tumefaciens-опосередкованої 

трансформації отримано трансгенні рослини C. intybus та L. sativa з геном 

інтерферону-α2b людини або генами антигенів M. tuberculosis. 

Уперше було: 

– використано A. rhizogenes для трансформування рослин L. minor  та 

створено напряму без отримання культури «бородатих» коренів трансгенні 

рослини, які несуть гени антигенів ESAT6 та AG85B M. tuberculosis і 

синтезують цільовий білок; 

– практично доведено можливість генетичної трансформації лікарських 

або їстивних рослин L. sativa, A. tilesii, B. pilosa, T. porrifolius з 

використанням A.rhizogenes та створено культури «бородатих» коренів, у 

тому числі такі, що мають ген інтерферону-α2b людини. 

– кількісно визначено можливість одночасного накопичення як 

природних для рослин БАС, так і рекомбінантних білків у трансгенних 

лініях.  

– створено колекцію «бородатих» коренів та трансгенних рослин 

лікарських і їстівних видів C. intybus, L.sativa, R.graveolens, A. tilesii, A. 

officinalis, B .pilosa, T .porrifolius, L. minor – продуцентів БАС. 
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Практичне значення одержаних результатів. Автором уперше 

розроблено високоефективну методику трансформації, що може бути 

використана для створення біотехнологічних рослин різних видів, родів та 

родин – C. intybus, L. sativa, R. graveolens, A. tilesii, A. officinalis, B. pilosa, T. 

porrifolius, L. minor. Визначені параметри процесу трансформації та 

розроблена оптимізована методика за використання A. tumefaciens або A. 

rhizogenes можуть бути застосовані для високоефективної генетичної 

трансформації рослин та отримання з високою частотою трансгенних рослин 

і «бородатих» коренів. Створені трансгенні рослини і «бородаті» корені є 

джерелом біологічно активних сполук, зокрема, рекомбінантного 

інтерферону-α2b людини для профілактики та лікування вірусних інфекцій; 

джерелом отримання антигенів M. tuberculosis для розробки вакцин нового 

покоління для захисту від туберкульоз; фруктозовмісних цукрів, які мають 

пребіотичні та інші властивості; сполук з антимікробними та 

протималярійними властивостями.  

Особистий внесок здобувача. Загальна концепція роботи, ідея та 

напрямки досліджень, основні наукові положення сформульовано автором 

особисто. Здобувачем особисто проведено аналіз наукової літератури, вибір 

об’єктів досліджень, підготовлено та написано наукові статті, сформульовано 

висновки щодо результатів проведеної роботи. Особистий внесок здобувача 

полягає також у проведенні експериментів з оптимізації умов регенерації, 

умов трансформування та здійснення генетичної трансформації C. intybus, L. 

sativa, R. graveolens, A. tilesii, A. officinalis, B. pilosa, T. porrifolius, L. minor з 

використанням A. tumefaciens або A. rhizogenes. Здобувачем проведено аналізи 

отриманих ліній трансгенних рослин та «бородатих» коренів (фізіологічні, 

біохімічні, мікробіологічні дослідження). У роботах, опублікованих у 

співавторстві, особистий внесок здобувача полягає у визначенні завдань, 

виборі методів, проведенні експериментів з трансформації,  проведенні 

аналізів (визначення антиоксидантної, протимікробної активності, тощо), 
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обговоренні результатів та їх інтерпретації, узагальнення експериментальних 

даних, формулюванні висновків, участі у написанні статей. 

Апробація роботи. Результати досліджень були представлені на VI 

міжнародній науково-практичній конференції «Биотехнология как инструмент 

сохранения биоразнообразия растительного мира», 2014 р., Ялта, Україна;  IX 

Всеукраїнській науково-практичній конференції “Біотехнологія ХХІ століття», 

2015 р., Київ; міжнародній конференції «Plant physiology and genetics – 

Achievements and challenges», 2014, Софія, Болгарія; Міжнародній науково-

практичній конференції «Плодові, лікарські, технічні, декоративні 

рослини:актуальні питання інтродукції, біології, селекції, технології 

культивування», 2014, Київ; Міжнародній конференції «Геноміка рослин та 

біотехнологія» 2013, Київ; Всеросійській науковій конференції з міжнародною 

участю «Инновационные направления современной физиологии растений», 2013, 

Москва,  Росія; міжнародній науково-практичній конференції «Селекція, генетика 

та насінництво сільськогосподарських культур», 2013, Полтава, Україна; Третій 

національній конференції з міжнародною участю «Екологічна інженерія та 

охорона навколишнього середовища», 2013, Софія, Болгарія; Міжнародній 

конференції  “Biotechnology and plant breeding. Perspectives towards food security ans 

sustainability” 2012, Радзікув, Польща; Міжнародній науковій конференції 

«Дендрологія, квітникарство та садово-паркове будівництво», 2012, Ялта; Шостій 

всеукраїнській науково-практичній конференції «Біотехнологія 21 століття», 2012, 

Київ; «Ukrainian-German Symposium on physics and Chemistry of Nanostructures and 

Nanobiotechnology», 2010, Берегово, Україна; Науково-практичній конференції 

«Биологически активные вещества: фундаментальные и прикладные вопросы 

получения и применения», 2011, Новий Світ, Україна; IV, V, VI, VIII, IX, X 

міжнародних наукових конференціях «Фактори експериментальної еволюції 

організмів», 2009, 2010, 2011, 2013, 2014 та 2015 років, Україна; ІІ міжнародній 

науковій конференції «Агробиоразнообразие для улучшения питания, здоровья и 

качества жизни», 2015, Нітра, Словаччина та на семінарах відділу (2009-2015 р.р.). 
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РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Генетична інженерія рослин  

 

Генетична інженерія рослин є методологічним підходом, метою якого є 

створення рослин зі зміненим геномом та який включає методи і технології 

щодо виділення генів з організмів, маніпуляцій з цими генами та способів 

уведення генів у клітини рослин. Основою для розвитку генетичної інженерії 

рослин стали досягнення другої половини 20 ст. з визначення структури та 

функцій нуклеїнових кислот, подальший прогрес у розробленні технологій 

отримання генів, їх уведення у вектори для перенесення до інших організмів, 

розроблення способів такого перенесення та методики селекційного відбору 

організмів з трансформованим геномом. 

Генетична інженерія рослин є галуззю біотехнологічних досліджень, що 

динамічно розвивається. Поставлені завдання є різноплановими та охоплюють 

дослідження, метою яких є суто фундаментальні роботи стосовно, наприклад, 

функціонування перенесених генів, а також прикладні дослідження, спрямовані на 

розроблення біотехнологій, результати яких можуть становити практичний та 

комерційний інтерес. До останніх слід віднести розроблення стратегій одержання 

біологічно активних сполук (БАС) із рослинної сировини з використанням 

біотехнологічних підходів. До цільових сполук належать як такі, що природно 

синтезуються в рослинах in vivo, так і невластиві для рослин (наприклад, 

тваринного або мікробного походження). Використання сучасних методів, 

зокрема генетичної інженерії, дає змогу значно підвищити рівень накопичення 

природних рослинних БАС (вторинних метаболітів, запасних цукрів тощо) 

шляхом трансформації, а також створити рослини, які синтезують сполуки, 

характерні для рослин інших видів. Інший підхід – синтез зовсім невластивих для 

рослин сполук, рекомбінантних протеїнів – дозволяє отримати або так звані 

«їстівні» вакцини (використовувані в їжу рослини, що синтезують антигени), або 
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рослини як джерело для екстрагування цільових рекомбінантних сполук 

медичного призначення. 

Кінцевою метою будь-яких експериментів щодо створення трансгенних 

рослин/коренів є передусім одержання культур, які можуть мати практичне 

застосування, зокрема як системи синтезу БАС. Нині проводять дослідження, 

метою яких є отримання біотехнологічних рослин, які продукують ці 

сполуки у підвищеній кількості порівняно з вихідними. Рівень накопичення 

сполук у рослинах після трансформації Аgrobacterium tumefaciens може 

значно перевищувати такий рівень у контрольних нетрансформованих 

рослинах. Трансформація з використанням A. rhizogenes є шляхом одержання 

культури «бородатих» коренів, у яких також відбувається накопичення БАС, 

причому досить часто (так само як і в трансгенних рослинах) у більшій 

кількості, ніж у вихідних рослин, що є наслідком перенесення до геному 

специфічних генів рослин або агробактерій, неспецифічного впливу 

перенесених цільових генів тощо. Відбір найбільш продуктивних ліній 

«бородатих» коренів, які характеризуються швидким ростом та підвищеним 

рівнем накопичення БАС, культивування їх у біореакторах є шляхом до 

створення біотехнологій виділення сполук з лікувальними властивостями.  

 

1.1.1. Способи перенесення чужор ідних ген ів . Відповідно до 

способів, які використовують для перенесення чужорідних генів у клітини, 

виокремлюють методи соматичної гібридизації та генетичної трансформації. 

Метод генетичної трансформації включає трансформацію, опосередковану 

бактеріями роду Agrobacterium, та пряму трансформацію, при якій 

перенесення генів здійснюється напряму, без бактерій-посередників.  

Метод соматичної гібридизації, який базується на технології 

використання ізольованих протопластів [37, 38], дозволяє створювати 

гібридні рослини шляхом злиття соматичних клітин [2, 39, 40]. За визначення 

оптимальних умов та наявності для рослин певних видів методик 

культивування протопластів та регенерації пагонів після отримання 
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гібридних клітин [41-43] можна створити рослини з геномом, у якому є гени 

від двох або декількох партнерів,  схрещувати філогенетично віддалені види, 

гібриди яких неможливо отримати методом традиційної селекції [44]. Метод 

використовують для перенесення генів в рослини різних видів та родин, 

наприклад, пасльонових [45], хрестоцвітих [46], складноцвітих [47], злакових 

[48].   

Хоча бум кінця минулого століття щодо застосування методу 

соматичної гібридизації нині пройшов, цей метод, незважаючи на його 

трудоємкість, використовують для створення організмів із зміненим 

геномом. У якості об’єктів використовують як мікроорганізми [49-52], так і 

рослини [53]. Наприклад, злиття протопластів було використано для 

отримання соматичних гібридів диких видів S. pinnatisectum, S. 

cardiophyllum, S. chacoense та S. tuberosum, які не схрещуються у природі. 

Метою експериментів було отримання форм рослин, які є стійкими до хвороб 

та шкідників [54]. 

Серед методів прямої трансформації можна виокремити такі як 

біолістична трансформація, ПЕГ-індукована трансформація, мікроін’єкція 

ДНК, електропорація. Останні два методи є досить рідко використовуваними, 

оскільки вимагають наявності спеціального обладнання, а ефективність їх 

невисока. ПЕГ уперше було використано для  трансформації протопластів 

тютюну [55]. Хоча цей метод не є дуже популярним нині, останнім часом з 

його використанням проведено ряд цікавих досліджень. Наприклад, 

трансформовано протопласти з протонеми моху Physcomitrella patens, який 

все частіше є модельним об’єктом біотехнологій [23]. Li зі співавторами [56] 

трансформували протопласти грибів Ganoderma lucidum, Lentinus edodes та 

Pleurotus ostreatus, використовуючи вектор з селективним геном 

гігроміцинВ-фосфотрансферази, та отримали від 85 до 150 трансформантів з 

107 життєздатних протопластів. Gietz зі співавторами [57] у якості об’єктів 

трансформації використовували клітини дріжджів. Застосовуючи 

протопласти пальми Elaeis guineensis, розробили протокол ПЕГ-індукованої 
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трансформації, оптимізувавши ряд параметрів (концентрація ДНК, ПЕГ, 

хлориду магнію, час обробки тощо) [58]. У цьому дослідженні також було 

використано і інший метод – мікроін’єкції ДНК для отримання стабільно 

трансформованих протопластів, досягнувши таким чином більшого відсотку 

трансформантів (14%), ніж при використанні попереднього методу (4.76%). 

Однак, робота з трансформації шляхом мікроін’єкцій є копіткою та 

трудоємкою, через що метод не знайшов широкого розповсюдження.  

Метод електропорації може бути застосований для трансформаціїї як 

ядерної, так і хлоропластної ДНК. При електропорації клітини рослин або 

протопласти піддають короткотривалим імпульсам електричного струму 

високої напруги. При цьому спостерігається ефект пробою клітинної 

мембрани та утворення в ній пор, через які ДНК може потрапити в середину 

клітини [59, 60]. Метод часто обирають для трансформування бактеріальних 

клітин, грибів та водоростей [61, 62]. 

З кінця 20 ст. застосування набув відносно новий метод генетичної 

трансформації з використанням «біогармати» – метод біолістичної 

трансформації. Суть його полягає у безпосередньому перенесенні генів до 

клітин досліджуваних рослин з використанням спеціального пристрою [24, 

63-65]. Метод може бути використаний для трансформування ізольованих 

протопластів та різних частин рослини (листки, стебла, сім’ядолі, калусна 

тканина та інші) [66-70]. Особливістю застосування методу є те, що за його 

використання можна трансформувати як ядерний, так і хлоропластний геном 

[71]; він не має специфічності щодо тих чи інших видів рослин [72], причому 

з однаковою ефективністю можна трансформувати як рослини класу 

Дводольних, так і Однодольні [73], а також використовувати декілька 

векторів одночасно [74]. Метод може бути використаний і для перенесення 

чужорідних генів до мікроорганізмів, водоростей та клітин рослин і тварин 

[75]. Відносним недоліком методу можна вважати необхідність застосування 

спеціального пристрою, визначення ряду технічних параметрів методики 

перенесення гена (розмір та кількість часток, матеріал, з якого вони зроблені, 
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ступінь розрідження повітря в камері, тиск гелію, відстань між соплом та 

об’єктом, що обстрілюється) та невисоку частоту перенесення генів 

порівняно з частотою трансформації при використанні методу Agrobacterium-

опосередкованої трансформації [76-78]. Однак, можливість трансформації 

геному хлоропластів і, таким чином, значного підвищення рівня синтезу 

цільових білків, робить використання біолістичного методу важливим 

інструментом генетичної інженерії рослин. Наприклад, останнім часом було 

здійснено трансформацію хлоропластної ДНК Marchantia polymorpha з 

високою ефективністю, оскільки було отримано близько 60 трансформованих 

рослин з одного пострілу [79]. Транспластомні рослини Brassica oleracea L. 

var. capitata L.) з геном cry1Ab також було створено методом біолістичної 

трансформації [80]. Автори оптимізували протокол трансформування для 

отримання трансгенних рослин з високою ефективністю.  

При використанні «біогармати» трансформовано такі цінні 

сільськогосподарські культури як кукурудза [81-83], бавовник [84, 85], 

пшениця [73, 86-88], сорго [89-92], рис [93-95], тютюн  [96-97], соя [98-

100], ріпак [101-102], картопля [103-106], види Brassica [107], цукрова 

тростина [108], цибуля [109], баклажан [110]. Також трансформовано їстивні 

гриби [111], арахіс [112], різні види пальм [113, 114], орхідею [115]. При 

біолістичній трансформації можуть бути застосовані одночасно дві або 

більше плазмід з ефективністю до 85%, що було визначено ще на початку 

розроблення цього методу [116]. Останнім часом проводяться експерименти 

з генетичної трансформації з використанням біолістичного методу [117, 118], 

особливо для отримання трансгенних рослин классу однодольних.  

Отже, метод бомбардування мікрочастками (біолістична 

трансформація) є досить універсальним та простим у застосуванні, хоча і 

вимагає наявності спеціального обладнання (біогармати). Він не є 

видоспецифічним та може бути застосований для трансформації різних видів, 

родин, класів. Біолістична трансформація може бути використана для 

отримання трансгенних рослин в тому випадку, коли, наприклад, для рослин 
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класу однодольних, неможливе використання агробактеріальної 

трансформації. Однак, нині найбільш використовуваним все ж таки є 

опосередкований метод перенесення генів з використанням бактерій роду 

Agrobacterium через його доступність та простоту застосуванні. 
 

    1.1.2. Генетична трансформац ія  за  допомогою  ґрунтових 

бактер ій род у Agrobacter ium.  Agrobacterium-опосередкована 

трансформація рослин використовується дуже давно і є першим розробленим 

методом перенесення чужорідних генів. Вона базується на  природній 

здатності грунтових бактерій Agrobacterium tumefaciens  та A. rhizogenes 

родини Rhizobiaceae переносити частину свого геному до клітин рослин. При 

наявності такого процесу інфікування у природних умовах  відбувається ріст 

пухлиноподібних утворень – корончастих галів (за інфікування A. 

tumefaciens) або бородатих коренів (за інфікування A. rhizogenes). Було 

виявлено, що в клітинах цих бактерій міститься Ti-плазміда,  частина якої (Т-

ДНК), що обмежена повторами з 25 пар нуклеотидів, переноситься до 

рослинних клітин при їх інфікуванні [21]. Докладні дослідження дозволили 

визначити локалізацію Ті-плазміди в клітинах рослин і встановити місце 

інтеграції перенесеної після інфікування ДНК Ті-плазміди [119]. Оскільки 

виявлене явище щодо вірогідного перенесення генів агробактеріями 

виявилося перспективним для використання у біотехнологіях, було докладно 

досліджено особливості будови та функціонування Ті-плазміди [120], місця 

вбудовування Т-ДНК [121], можливості трансформування рослинних клітин 

[21, 122]. Агробактеріальна трансформація зараз розглядається як один з 

найбільш використовуваних способів для отримання трансгенних рослин з 

новими ознаками [22, 123].  

 Дослідження процесу перенесення генів агробактерій з метою його 

використання у генетичній інженерії визначили, що інфікування рослин 

можливе і за відсутності генів, що провокують утворення галів. Таке 

відкриття дало поштовх для конструювання знезброєних векторів та таких, 
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що несуть гени інтересу. При конструюванні векторів крім цільових генів 

використовують також селективні гени, за наявності яких проводиться 

селекційний відбір трансформованих рослин, зокрема, гени стійкості до 

антибіотиків [124-126], гербіцидів [127-130] та репортерні гени, наявність 

яких дає можливість визначати трансформовані клітини за специфічним 

забарвленням (наприклад, ген gus) [131-133] або світінням в 

ультрафіолетових променях (gfp ген) [134-136]. Гени стійкості 

використовують не тільки як селективні для відбору трансгенних ліній, але і 

як цільові гени для створення сільськогосподарських рослин, стійких до цих 

сполук [137-139].  

Селективні та репортерні гени при генетичній трансформації є 

допоміжними, оскільки дозволяють здійснювати селективний відбір або 

візуальне детектування трансформованих рослин [140]. Разом з тим, 

практичний інтерес становить перенесення до геному рослин інших генів. До 

них можна віднести гени стійкості до гербіцидів, до хвороб рослин, ті, що 

надають рослинам стійкості до ураження шкідниками (комахами, червами та 

ін), гени, що кодують синтез бактеріальних, вірусних антигенів, вторинних 

метаболітів тощо. Перенесення у процесі трансформації таких генів дає 

змогу створити нові форми рослин, що відрізняються корисними ознаками.  

Вихідним матеріалом для трансформації можуть бути різні тканини 

рослин, зокрема, частини стебла [141, 142], котиледони [143-146], листові 

експланти [145, 147-149], бульби [150], зародки [151], калусна тканина [93]. 

Ефективність трансформації при використанні A. tumefaciens може 

значно варіювати. Факторів, що впливають на цей показник, багато. 

Ефективність трансформації залежить від виду рослини, що 

трансформується, від генотипу (сорту), використаної векторної конструкції, 

типу експланту, складу середовища, умов трансформування [142, 152-154] 

тощо. Оскільки кінцевою метою трансформації з використанням A. 

tumefaciens є отримання трансгенних рослин, важливим етапом є попереднє 

розроблення методики регенерації пагонів, що іноді досить утруднене. 
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З використанням A. tumefaciens отримано трансформовані рослини 

багатьох видів. Зазвичай традиційно трансформують рослини класу 

Дводольних, які у природних умовах уражаються агробактеріями. 

Наприклад, отримано трансгенні цінні сільськогосподарські культури: салат 

[155-156],  капуста [157], томат [158], люцерна [159], соя [160], кукурудза 

[153], цикорій [161-163], соняшник [164-166], а також трансгенні лікарські 

рослини  вітанія снодійна [167], японський перець [168],  сальвія [169], рута 

духмяна [170], полин  [171, 172] та інші види рослин.   

Разом з тим, знайдено можливість трансформувати і рослини класу 

Однодольних завдяки оптимізації протоколів трансформації, використанні 

більш вірулентних штамів або з використанням спеціальних сигнальних 

сполук [173]. Так, при використанні незрілих зародків та селективного гена 

стійкості до гербіциду отримано трансгенні рослини пшениці [174], причому 

іноді автори навіть надають переваги саме такому способу трансформування 

перед біолістичною трансформацією [175]. Для підвищення ефективності 

використання агробактерій для трансформації однодольних використовують 

більш вірулентні штами. Наприклад, з частотою 0.6-9.7% отримано 

трансгенні рослини Triticum turgidum після трансформування штамом AGL1 

A. tumefaciens з додатковими vir генами [176]. 

Перенесення до геному рослин цільових генів дозволяє створювати 

рослини, стійкі до біотичних [177, 178] та абіотичних стресових факторів 

[179, 180], зі зміненим фенотипом [181-183], продуцентів біологічно 

активних сполук (вторинних метаболітів тощо) [184, 185], рослин, які здатні 

синтезувати рекомбінантні білки медичного призначання [186, 187], у тому 

числі такі, що можуть бути використані для імунізації людей та тварин [188, 

189].  

А. rhizogenes – ґрунтова бактерія, що викликає захворювання  широкого 

кола дводольних рослин. Причиною виникнення хвороби є перенесення, 

стабільна інтеграція в геном рослини-господаря і експресія частини ДНК (Т-

ДНК) онкоплазміди рRi бактерії A. rhizogenes. In vitro «бородаті корені» 
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мають ряд специфічних рис: інтенсивний гормононезалежний ріст, 

відсутність позитивного геотропізму, високий ступінь галуження [190-192]. 

Найчастіше A. rhizogenes використовують для отримання трансгенних 

коренів та рослин класу дводольних, хоча нині визначено умови, за яких є 

можливість використання цього виду бактерій для трансформування геному 

однодольних рослин. 

Трансформація за допомогою A. rhizogenes є досить зручним способом 

зміни рослинного геному, адже бактерія може переносити не тільки власну 

Т-ДНК онкоплазміди рRi, але і Т-ДНК бінарних векторів з селективними та 

цільовими гени, що було визначено досить давно [193, 194]. Корені, отримані 

після трансформації рослин за допомогою A. rhizogenes, накопичують 

вторинні метаболіти або запасні сполуки, які властиві для тої чи іншої 

рослини [195-198], причому у трансформованих коренях вміст таких сполук 

може бути вищий за вміст в коренях нетрансформованих рослин. Так, 

концентрація полісахаридів в трансгенних коренях Echinacea purpurea була 

вищою, ніж у вихідних рослин [199]. Концентрація вітаноліда (седативної, 

снодійної та антисептичної речовини) в трансгенних коренях Withania 

sominifera була у 2 рази вищою, ніж у нетрансформованих [200]. Шляхом 

A.rhizogenes–опосередкованої трансформації отримано корені Glycyrrhiza 

uralensis з підвищеним синтезом флавоноїдів [201]. Отже, трансформовані 

корені є потенційними продуцентами різних сполук, включаючи 

антиоксиданти [202], алкалоїди [203] та інші вторинні метаболіти [201, 204, 

205], фармацевтичні сполуки [206], а також можуть використовуватися для 

фіторемедіації [207].  

Лише протягом останніх трьох років опубліковано результати 

численних експериментів щодо генетичної трансформації рослин із 

застосуванням A. rhizogenes. Ці  бактерії використовували для отримання 

«бородатих» коренів таких видів рослин як Isatis tinctoria [208] з метою 

отримання біологічно активних сполук (флавоноїдів та антиоксидантів), 

Plumbago zeylanica [209] для синтезу плюмбагіну, Coffea arabica з метою 
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розроблення стратегії захисту рослин від нематоди [210], Cucumis melo 

[2111], Gentiana macrophylla  [212] та Saussurea medusa [213] для синтезу 

вторинних метаболітів, а також Nepeta pogonospermа [214], Panax ginseng 

[215], Artemisia annua [216], Dracocephalum kotschyi [217], Beta vulgaris [218], 

Tribulus terrestris [219], Calendula officinalis [220], Papaver bracteatum [221], 

Linum narbonense [222], Clitoria ternatea [223], Alpinia galanga [224], 

Siegesbeckea orientalis [225], Catharanthus roseus [226], Salvia austriaca [227] 

тощо. 

Отримані після трансформації A. rhizogenes «бородаті» корені 

використовують для дослідження функціонування генів [99, 228, 229], для 

визначення особливостей взіємодії рослин та мікроорганізмів [179, 230, 231], 

у фізіологічних дослідженнях [232].  

Впливати на процес трансформування та синтезу сполук, які 

становлять інтерес, можна, використовуючи різні штами агробактерій [233] 

та застосовуючи елісітори [234]. Перевагою використання культури 

«бородатих коренів є можливість їх культивування у біореакторах з 

контрольованими умовами (температура, склад середовища, аерація тощо) 

[235, 236], що може значно збільшити рівень синтезу цільових сполук та 

робить технологію їх отримання економічно вигідною. 

Більшість з наведених видів рослин, які використовували для 

трансформування та отримання культури «бородатих» коренів, є лікарськими 

та у природних умовах синтезують біологічно активні сполуки. Такий вибір 

об’єктів трансформації не випадковий і пов’язаний саме з тим, що трансгенні 

корені здатні до накопичення природних біологічно активних сполук. Разом з 

тим, перенесення до рослин генів, що кодують синтез невластивих сполук, 

також дозволяє отримувати БАС, що накопичуються у «бородатих» коренях 

або регенерованих з них рослинах. Наприклад, рослини полуниці різних 

сортів було трансформовано векторами з геном проінсуліну та визначено 

біологічну активність рекомбінантної сполуки [188]. Рослини алтеї було 

використано для трансформування A. rhizogenes та отримання трансгенних 
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коренів, що продукують ціановірин-N, сполуку з активністю проти вірусу 

імунодефіциту людини [237]. У трансгенних коренях моркви синтезувався 

інтерферон, який виявляв противірусну активність [238]. 

Отже, як показують наведені численні дослідження, використання A. 

rhizogenes та створення «бородатих коренів» дає можливість отримувати 

сполуки, що синтезуються рослинами у природних умовах, а також 

рекомбінантні сполуки медичного призначення. Для таких трансформованих 

коренів властивий швидкий ріст і, таким чином, накопичення біомаси [42]. 

Крім того, технологія їх культивування in vitro є маловитратною, адже 

трансформовані корені ростуть на «мінімальному» середовищі (без 

регуляторів росту, зі зменшеним вмістом макро- та мікроелементів), не 

вимагають освітлення та вирощуються у біореакторах [239-242]. Такі 

особливості привертають увагу до культури «бородатих коренів» як 

продуцентів  ряду сполук, у тому числі тих, що мають лікувальні властивості. 

 

1.2. Використання генноінженерних підходів для створення 

трансгенних рослин з корисними ознаками 

 

       1.2.1. Стратегії застосування генетичної інженерії для покращення 

якостей сільськогосподарських культур.  

          1.2.1.1. Створення рослин,  ст ійких до аб іотичних та  

б іотичних стресових фактор ів . Використання біотехнологічних 

методів дозволило розробити стратегії створення рослин, які є стійкі до 

хвороб. Використання таких рослин дає змогу збільшити урожайність 

сільськогосподарських культур та зменшити витрати при зберіганні 

продукції. Було розроблено нові підходи до отримання рослин, які не 

ушкоджуються шкідниками, бактеріальними та вірусними хворобами, 

визначено гени, які можуть бути використані для створення стійких рослин 

[243-247]. 
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Нестача вологи, екстремальні температури та засолення ґрунтів є 

природними стресовими факторами, які найбільше уражують рослини та 

наносять найбільшої шкоди врожаю сільськогосподарських культур. Тому 

значна кількість досліджень була спрямована на створення таких рослин, які 

є стійкими до дії абіотичних стресів. Використання саме стійких рослин 

дозволяє значно зменшити ушкодження рослин і, таким чином, збільшити 

врожайність та економічну вигоду від врожаю. Для отримання стійких 

рослин використовували гени, які регулюють синтез осмолітів, специфічних 

білків, антиоксидантів, беруть участь у регуляції іонного гомеостазу та ін. 

[10, 11].  

Оскільки різні види абіотичних стресів можуть призводити до 

накопичення активних форм кисню і далі до оксидативного стресу, є 

можливим підвищити стійкість рослин шляхом перенесення до їх геному 

генів, які кодують ферменти з антиоксидантними властивостями, таких як 

аскорбат, пероксидаза, супероксиддисмутаза, глутатіонредуктаза. Зокрема,  

отримані ще у 90-х роках минулого сторіччя рослини люцерни, у яких 

експресувався ген супероксиддисмутази, виявляли підвищену стійкість  до  

дефіциту вологи та заморожування [248]. Було з’ясовано, що LEА білки 

беруть участь у стійкості рослин до дегідратації, засолення та холодового 

стресу [229]. Рослини рису, трансформовані геном HVA1, які кодує один з 

білків цієї групи, набули стійкості до дефіциту вологи та засолення [250]. І 

нині продовжуються дослідження щодо визначення генів, які відповідають за 

стійкість рослин до дії абіотичних стресів, та проводяться експерименти з 

генетичної трансформації для створення рослин, які стійкі до цих негативних 

впливів. Такі дослідження мають не тільки теоретичний інтерес, але й є 

підгрунтям до створення нових високопродуктивних та стійких форм 

сільськогосподарських культур [9, 251, 252]. 

Аналогічні біотехнологічні дослідження проводяться і у напрямку 

вивчення стійкості рослин до фітопатогенів, бактеріальних та вірусних 

інфекцій. Визначено, що суперекспресія гена 3-деоксі-7-фосфопептулонат 



 43 

синтази збільшувала стійкість рослин арабідопсису до патогенного гриба 

роду Verticillium [8], а  рослини сої, до геному яких було перенесено ген 

GmCnx1, який підвищує активність ферментів нітратредуктази та 

альдегідоксидази, були стікіші до фітовірусної інфекції [161]. Стійкими до 

фітовірусів виявилися також рослини, трансформовані геном BjCHI1 хітінази 

Brassica juncea [253]. Трансформовані рослини томату з геном Bs2 набули 

стійкості до ураження фітопатогенними бактеріями Xanthomonas [254]. Після 

перенесення до рослин Camellia sinensis гена хітінази І вони набули стійкості 

до фітопатогенного гриба Exobasidium vexans  [255], а перенесення до рослин 

банану іншого гена хітінази призвело до підвищення резистентності, ступінь 

ураження листків патогеном зменшився до 73-94 % [256]. 

Отже, результати досліджень, спрямованих на підвищення стійкості 

рослин до дії біотичних та абіотичних стресових факторів, свідчать про 

високу ефективність застосування біотехнологічних підходів, а визначення 

можливих механізмів захисту рослин та генів, які підвищують опір рослин до 

хвороб та витривалість при дії негативних природних факторів [257-259], дає 

можливість застосовувати методи генетичної інженерії для створення нових 

форм рослин та їх впровадження у сільськогосподарське виробництво [260-

267]. 

 

       1.2.1.2. Створення рослин,  с т ійких до герб іцид ів . Одним з 

напрямків практичного застосування генетичної інженерії рослин є 

створення рослин, стійких до гербіцидів. Потреба в таких рослинах 

диктується збільшенням використання гербіцидів для боротьби з бур’янами. 

При створенні гербіцидстійких рослин можуть бути застосовані різні 

біотехнологічні методи, наприклад, ПЕГ-індукована, агробактеріальна, 

біолістична трансформація. Цільовий ген може бути вбудований як в ядерну, 

так і в хлоропластну ДНК. Трансформація хлоропластної ДНК дає 

можливість запобігти утворенню бур’янів, стійких до гербіцидів. Зокрема, 

шляхом агробактеріальної трансформації протопластів конструкцією з 
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модифікованим bar геном було отримано рослини томату, тютюну та 

картоплі. Трансгенні рослини виявилися стійкими до високих доз 

комерційних гербіцидів фосфінотрицину та біалафосу [268]. Fillatti et al. 

створено транформовані рослини томату, стійкі до гліфосату [269]. Mohapatra 

et al. було створено рослини салату, стійкі до гербіциду біалафосу [270]. 

Трансформацію здійснювали за допомогою Agrobacterium tumefaciens 

конструкцією з генами bar та  nptII при селекції на середовищі з 

канаміцином. Отримано трансгенні рослини, що виявилися стійкими до 

гербіциду в концентрації 5 мг/л. Ця ознака успадковувалася в наступних 

поколіннях. Mukhopadhyay et al. [271] застосовували метод методом ПЕГ-

індукованої трансформації протопластів. З гіпокотилів рослин капусти при 

використанні конструкції з  bar геном завдяки ефективній регенерації (80%) з 

високою частотою (до 33%) було отримано трансформовані рослини, стійкі 

до фосфінотрицину. Ці рослини мали нормальну морфологію та були 

фертильними. 

Досить великою є кількість видів рослин, що були об’єктами 

генетичної трансформації з метою створення стійких до гербіцидів рослин, 

зокрема, рослини салату [272, 273], цукрової тростини [274], сої [275], томату 

[276]. Стійкий до фосфінотрицину трансгенний ріпак було отримано в 

експериментах Herve et al. [277]. Трансгенні рослини тютюну, томату та 

картоплі, стійкі до фосфінотрицину, отримано Block [278]. 

Таким чином, активно розробляється напрямок зі створення 

трансгенних рослин, стійких до гербіцидів. Нині вирощуються комерційні 

сорти генетично модифікованих гербіцидстійких рослин сої, кукурудзи, 

ріпаку, бавовнику, люцерни [17]. Отримання стійких до гербіцидів рослин з 

трансформованим хлоропластним геномом має преференції, адже таким 

чином знижуються ризики розповсюдження трансгенів у довкіллі. 
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1.2.2. Прод укування у трансгенних рослинах рекомб інантни х 

сполук  з  фармацевтичними властивостями  та  метабол ічна  

інженер ія . Одним з важливих напрямків біотехнологічних досліджень є 

створення трансгенних рослин-продуцентів рекомбінантних сполук 

медичного призначення, так зване «молекулярне виробництво» (molecular 

farming) [13]. Першою рекомбінантною фармацевтичною сполукою, 

синтезованою у рослинах соняшника, був гормон росту [279].  Першими 

комерціалізованими продуктами, синтезованими у трансгенних рослинах, 

стали авідин та бета-глюкуронідаза, які накопичувалися у насінні рису [280, 

281]. Спрямованість досліджень пов’язана з визначеною можливістю 

синтезування цих сполук рослинними клітинами, а також тим, що у деяких 

випадках такі сполуки, синтезовані, зокрема, у клітинах ссавців, потребують 

додаткового перетворення. Наприклад, ізраїльська компанія Protalix Inc. 

виробляє фермент глюкоцереброзидазу з трансгенних клітин моркви [14].  

Серед напрямків досліджень, спрямованих на «молекулярне 

виробництво», можна виділити такий, метою якого є продукування у 

трансгенних рослинах рекомбінантних сполук для їх подальшого виділення 

та використання у медичних цілях. При цьому створюються трансгенні 

рослини, що синтезують рекомбінантні білки, наприклад, антигени, цитокіни 

тощо, а також шляхом перенесення відповідних генів змінюється метаболізм 

рослин таким чином, що або підвищується рівень накопичення властивих для 

даного виду рослин сполук, або рослини синтезують невластиві сполуки 

(метаболічна інженерія). Інший напрямок пов’язаний з використанням для 

трансформування та перенесення цільових генів таких рослин, які 

вживаються у їжу без термообробки та можуть стати «їстивними» вакцинами 

[16, 282-287]. У клітинах рослин з трансформованим геномом можуть 

синтезуватися білки, які використовуються у харчовій промисловості, 

наприклад, казеїн та лактальбумін [286], полімери, використовувані у 

хірургічній практиці [288, 289], гормони, зокрема, соматотропін та ін. [15, 

279], фактори росту [290], ферменти (глюкоцереброзидаза, трипсин) [291, 
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292], цитокіни, у тому числі інтерлейкіни [293-297] та інтерферони [298-304], 

імуноглобуліни [305], глікопротеїни [306] тощо. У трансгенних рослинах 

синтезувалися антитіла, зокрема, до вірусу сказу [307], герпесу [308], вірусу 

Ебола [309], вірусу грипу H5N1 [310], вірусу лихоманки Західного Нілу 

[311], гепатиту В та С [312-316] та інші [317, 318]. 

Доведено біологічну активність синтезованих у трансгенних рослинах 

сполук, наприклад, антигенів [319, 320], потенційну можливість 

використання для імунізації та лікування, зокрема, грипу [321], туберкульозу 

[30, 320], вірусу імунодефіциту людини [322], гепатиту В [323], СНІДу [324, 

325], вірусів, які уражають тварин [326], сибірки [285]. 

До геному рослин банану, картоплі, фізалісу, тютюну, томату, арахісу 

перенесено ген поверхневого антигена вірусу гепатиту В [327-332]. 

Отримано рослини, які мають гени термолабільної субодиниці В Escherichia 

coli [333], субодиниці В холерного токсину [334, 335], капсидного білка 

вірусу Норвалк [336-337], онкопротеїна 16E7 папіломавірусу [338]. 

Клінічними випробуваннями вакцин рослинного походження було визначено 

безпечність їх застосування та високий рівень імунної відповіді [339, 340]. 

Об’єктами досліджень являлися рослини тютюну, класичного модельного 

об’єкту багатьох біотехнологічних робіт [32, 285, 309], а також крім 

зазначених вище також важливі сільськогосподарські та їстівні культури, 

наприклад, рослини сої [341], люцерни [342, 343], кукурудзи [344-346], 

картоплі [347, 348], салату [349, 350], моркви [351-353 ]. Ряд дослідників 

використовували таку важливу культуру як рис. Американська 

біотехнологічна компанія Ventria Bioscience використовували рис для 

продукування антибактеріальних, противірусних та протигрибкових сполук, 

зокрема, лактоферин, лізозим, а також сиворотковий альбумін людини [354].  

Запропоновано використовувати трансгенний рис як вакцину (MucoRice-

CTB) проти холери [355, 356]. Takagi et al. створили рослини рису з 

антиалергійними властивостями [357].   
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1.2.2.1. Антигени Mycobacter ium tuberculos is  та  їх  

накопичення  у  трансгенних рослинах.  Туберкульоз є хворобою, яка 

займає одне з перших місць за показниками захворюваності та смертності. 

Одним із засобів боротьби з хворобою є вакцинація, зокрема, вакциною, 

розробленою ще у 1919 р. Альбертом Кальметт та Камілем Герен (Bacillus 

Calmette-Guerin, BCG). Разом з тим, визначено, що використання цієї 

вакцини не завжди є ефективним. Нині розробляються новітні підходи до 

створення ефективних вакцин проти туберкульозу [358-360, 28]. Серед таких 

є використання білків Mycobacterium tuberculosis  - ESAT6, Ag85А, Ag85B, 

CFP10, 30-kD-секреторного білка, які відсутні у вакцині БЦЖ [361-363]. 

Визначено, що ці білки є імуногенними та спричинюють появу імунітету 

проти хвороби. Наприклад, використання антигенів Ag85A та Ag85B M. 

tuberculosis призводило до збільшення концентрації інтерлейкіну IL-2 та γ-

інтерферону у імунізованих мишей [364]. Злиті білки Ag85B та ESAT-6  

виявляли імуногенність та захисну властивість при інфікуванні 

мікобактеріями [365, 366]. Застосування білків Ag85B та MPT64 також було 

ефективним і призводило до зменшення ураження тканей легенів при 

мікобактеріальній інфекції [367]. Препарат на основі Mycobacterium 

smegmatis, у яких синтезувався  злитий білок ESAT6-CFP10 викликав більшу 

імунну відповідь у мишей у порівнянні з БЦЖ вакциною [368]. 

Визначено, що рослини здатні синтезувати рекомбінантні білки 

мікобактерій, а білки-антигени з M. tuberculosis рослинного походження були 

біологічно активними та індукували антиген-специфічну відповідь [369]. 

Наприклад, злитий білок CFP10-ESAT6-dIFN експресувався у коренях 

трансгенних рослина Daucus carota та викликав імунну відповідь при тестуванні 

на мишах як при пероральному застосуванні, так і після ін’єкцій [30]. Для 

трансформації рослин Nicotiana tabacum використовували вектор на основі 

вірусу Х картоплі. Білок ESAT-6 трансзієнтно синтезувався у рослинах тютюну у 

кількості 0.5% - 1% загального розчинного білка [370]. Dorokhov зі співавторами 

отримали трансгенні рослини N. benthamiana, у яких білок Ag85B накопичувався 
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у кількості 800 мг/кг свіжих листків [29]. У дослідженні [30] показано 

можливість синтезу у трансгенних рослинах моркви білків ESAT-6  та CFP10 у 

кількості відповідно 0.056% та 0.002% загального білка. Dedieu та ін. [371] 

створили рослини трансгенні тютюну що також синтезували антиген 

Ag85B/ESAT-6 .  

 
1.2.2.2. Синтезування інтерферон ів у кл ітинах трансгенних 

рослин.  Інтерферони (ІФН) - білки, що мають неспецифічну противірусну 

активність. Їх біологічна активність обумовлена природним призначенням 

захищати організм від різних патогенів: вірусів, бактерій, найпростіших, 

чужорідних клітин та ін. Всі клітини організму (крім тромбоцитів і 

еритроцитів) несуть рецептори до ІФН і можуть виробляти ці білки у 

відповідь на відповідні індуктори. Поряд з надзвичайно високою питомою 

антивірусною активністю, в організмі людини ІФН активно залучені в 

контроль імунної системи і клітинного гомеостазу: вони активують всі ланки 

специфічного і неспецифічного імунітету: активують природні кілери і 

макрофаги, стимулюють експресію антигенів гістосумісності і активують 

дендритні клітини, стимулюють проліферацію Т-клітин пам'яті і активність 

Т-клітинних ефекторів; ІФН посилюють експресію рецепторів гормонів, 

регулюють продукцію ряду цитокінів та експресію їх рецепторів, 

стимулюють диференціювання і контролюють проліферативний потенціал 

клітин, обмежують вогнища запалення і пригнічують пухлинний ангіогенез. 

Інтерферони мають виражену протипухлинну активність, обумовлену 

їх поліпотентною дією як на організм, так і на пухлинні клітини. Вони 

пригнічують канцерогенез, індукований різними агентами, інгібують 

проліферацію і метастазування пухлинних клітин, пригнічують в них 

експресію онкогенів і підсилюють апоптоз, пригнічують ангіогенез у 

пухлинній тканині і підвищують її чутливість до терапевтичних впливів. 

Тому інтерферонотерапія не випадково все частіше застосовується в 

лікуванні хворих на злоякісні новоутворення в різних режимах - як в режимі 
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монотерапії, так і при комбінованому лікуванні  [35, 36, 372, 373].  Родина 

інтерферонів представлена трьома типами - ІФН I, II і III типу. Інтерферон I 

типу людини включає серію білків-субтипів ІФН, основними з яких є ІФН-

альфа та -бета. У більшості випадків ІФН мають видову специфічність, тобто 

проявляють антивірусну активність лише в гомологічних клітинах, однак деякі 

субтипи ІФН виявляють і міжвидову активність [374].  

У 80-роках минулого століття рослини з геном інтреферонів створювалися 

з метою захисту рослин від фітовірусів [375-377]. Пізніше були зроблені спроби 

перенесення генів ІФН людини в клітини рослин не тільки як факторів 

противірусного захисту рослин, але і як альтернативу синтезу цього білка в 

бактеріальних системах. Так, для цієї мети використовували рослини тютюну 

[378], картоплі [379], рису [32], моркви [33], ряски [34], алое [304], гарбуза [380], 

причому рекомбінантний ІФН, синтезований у рослинах, виявляв біологічну 

активність [381]. Вивчення біотехнологічних аспектів продукції повноцінного 

біологічно активного ІФН продемонструвало переваги напрацювання цього 

цитокіну в рослинах, які виражаються не тільки в якості білка, але в 

економічності його виробництва. Разом з тим, триває пошук рослин, в клітинах 

яких можна отримати найбільш високий рівень синтезу біоактивного ІФН, а 

також способів трансгенезу – введення генів ІФН до складу ядерної або 

хлоропластної ДНК за допомогою різних методів і векторів. Залишається також 

недостатньо вивченою біологічна активність ІФН, синтезованого у клітинах 

рослин різних видів та по відношенню до різних типів клітин, а також її 

збереження при проходженні шлунково-кишкового тракту та багато інших 

аспектів. 

Отже, доведено, що гени, які кодують синтез біологічно активних 

сполук, зокрема, антигенів бактеріальних чи вірусних патогенів, цитокінів та 

ін.,  можуть експресуватися в клітинах рослин. При цьому синтезовані 

антигени зберігають свої імуномодулюючі властивості, а трансгенні рослини 

можуть слугувати лікувальними і профілактичними засобами або як джерело 

цільових рекомбінантних сполук. Такі рослини можуть бути використані для 
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продукування фармакологічно активних білків, включаючи антитіла, 

гормони та ін. Разом з тим, постає і питання щодо можливих ризиків при 

синтезуванні у рослинах таких рекомбінантних сполук, зокрема, щодо 

необхідності додаткових клінічних випробувань, а також стосовно 

включення трансгенних рослин - продуцентів фармацевтичних білків у 

природні харчові ланцюги, розповсюдження трансгенів, у тому числі генів 

стійкості до гербіцидів, при запиленні дикоростучих рослин, а також 

перенесення генів стійкості до антибіотиків до природної мікрофлори [382].  

Дослідження показали, що у експериментах з генетичної трансформації 

для отримання рослин, які синтезують рекомбінантні білки, важливим 

етапом є вибір об’єкту, оскільки ефективність трансформації та рівень 

накопичення цільового продукту часто є видоспецифічними. Для підвищення 

ефективності трансформування та синтезу рекомбінантних білків, зниження 

собівартості кінцевого продукту рослини мають відповідати ряду умов. 

Мають бути розроблені ефективні методики мікроклонального розмноження 

та генетичної трансформації. Рослини повинні відрізнятися достатньо 

швидким приростом біомаси та високим рівнем накопичення загального 

білка, оскільки зазвичай при перенесенні цільових генів до ядерної ДНК 

рівень синтезу рекомбінантних білків досить малий. Так, білок СТВ 

субодиниці В V. сholerae накопичувався у кількості 0,58-0,91% від загального 

розчинного білка [383], білок ТСРА-СТВ холерного вібріону становив 0,11% 

[384].  
 

1.2.3. Вміст природних біологічно активних сполук у клітинах рослин 

після трансформації. 

1.2.3.1. Фруктани,  їх б іолог ічн і функц ії та  накопичення у  

трансгенних рослинах і  коренях.  Загальна характеристика  

фруктан ів.  Фруктани – полісахариди, молекула яких побудована із 

залишків D-фруктози. Ці запасні сполуки синтезуються численними 

рослинами, зеленими водоростями, бактеріями. Фруктани розрізняються за 

молекулярною будовою у відповідності до ступеню полімеризації, 
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розгалуженості та типу зв’язків між залишками фруктози та діляться на три 

головні типи –  сполуки типу інуліну, типу левану та розгалужені сполуки, 

основою яких є відповідно трисахариди ізокестоза, 6-кестоза та неокестоза 

(рис.1.1). У фруктанів типу інуліну залишки фруктози з’єднуються β-(2-1) 

з’язками [385], а у леванів  – β-(2-6) [386] з’язками. У розгалужених 

фруктанів є обидва типи з’язків [387]. Інулін – (від лат. inula — оман), 

(С6Н10О5)n — високомолекулярний фруктан, що є полімером D-фруктози, 

молекули якої з'єднані між собою 1,2-глюкозидними зв'язками та мають 

термінальну молекулу  глюкози [388]. Інулін солодкий на смак, добре 

розчиняється в гарячій воді. 

 

 
Рис. 1.1 – Будова молекул трисахаридів ізокестози (а), 6-кестози (б) та 

неокестози (в) 

Як правило, фруктани типу інуліну зустрічаються у рослин класу 

дводольних (наприклад, Cichorium intybus, Inula helenium, Taraxacum 

officinalis, Helianthus tuberosus) та у деяких однодольних, а у більшості  

холодостійких трав синтезуються фруктани всіх трьох типів, хоча вміст та 

структура цих сполук, суттєво різняться [389-391]. В основному інулін 

отримують з цикорію [392], який культивують в Бельгії та Голландії. На 

а 

б 

в 
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світовому ринку промисловими виробниками є бельгійські кампанії Beneo-

Orafti та Cosucra і голандська кампанія Sensus. Останнім часом зростає 

виробництво інуліну, особливо з топінамбуру, в Китаї (кампанії Shandong 

Baolingbao Biotechnology Co. Ltd., Guangzhou Zeyu Biotechnology Co. Ltd , 

Shanghai Winway Biotech Co. Ltd. 

Іn vivo біосинтез фруктанів відбувається у вакуолях клітин [393]. 

Рослини класу дводольних родини Asteraceae Cichorium intybus, Helianthus 

tuberosus синтезують фруктани з β-(2-1) зв’язками типу інуліну з різною 

кількість фруктозних залишків (в основному 10-60). У рослини Cynara 

scolymus молекула значно довша -  до 200 залишків фруктози [394]. Фруктани 

рослин класу однодольних відрізняються за молекулярною будовою. 

Наприклад, у рослин родини Poaceae синтезується лінійний леван [395], в той 

час як у Triticum aestivum та Hordeum vulgar знайдено розгалужені молекули 

фруктанів з β-(2-6) та β-(2-1) з‘язками [396]. Рослини Allium cepa та 

Asparagus officinalis синтезують неоінулін [397]. У рослин роду Agave 

синтезуються фруктоолігосахариди, інулін, неоінулін, розгалужені фруктани 

[398]. 

Б іолог ічна роль ф руктан ів . Фруктани є запасним полісахаридам у 

рослинних та бактеріальних клітинах. Разом з тим, вони відіграють роль 

осморегуляторів та антифризів. Завдяки наявності механізмів синтезу, зміни 

ступеню полімеризації та гідролізу фруктани беруть участь у пристосуванні 

(стійкості) рослин до стресових факторів, зокрема, низьких температур, 

нестачі вологи [399-401]. Участь фруктанів у холодостійкості рослин було 

підтверджено, зокрема, при вивченні стійкості трансгенних рослин, здатних  

синтезувати фруктани, до абіотичних стресів [402-406].  

Концентрація інуліну в рослинах варіює. Так, у різних сортів Allium 

cepa кількість інуліну становить 0,8 – 31, Helianthus tuberosum – 16-20, 

Asparagus officinalis 1,4-3, Cynara scolymus 2,8-6,8, Triticum sp.  – 0,2 – 4, 

Hordeum vulgare – 0,1 – 1, Taraxacum officinale – 8 -15, Cichorium intybus -35-
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47 г на 100 г маси [407]. Вміст фруктанів та ступінь полімеризації залежить 

від наявності азоту, умов вирощування та зберігання [408].  

Синтез фруктанів відбувається також при культивуванні рослин в 

умовах in vitro. Так, концентрація інуліну в коренях цикорію в культурі in 

vitro була вищою, ніж вміст інуліну в коренях рослин, що вирощувалися in 

vivo [409].   

 

1.2.3.2. Використання ф руктан ів . Хімічні, біохімічні властивості 

фруктанів відкривають численні напрямки для використання цих сполук. 

Вони знаходять застосування у харчовій промисловості та у медицині, але 

фактично тільки інулін виробляється у великих об’ємах. Інулін є 

технологічним інгредієнтом у виробництві морозива, молочних продуктів, 

кондитерських виробів. Інулін має низьку калорійність (1,5 ккал/г) та 

використовується у виробництві спеціальних продуктів харчування. 

Фруктани використовують як дієтичну добавку при порушеннях 

вуглеводного обміну, а також як лікувальний засіб при дисбактеріозах, 

діабеті, серцево-судинних захворюваннях та ін. [410, 411]. Інулін є 

повноцінним замінником глюкози, позитивно впливаючи на обмін речовин. 

Він має гіпоглікемізуючий ефект, знижуючи рівень цукру, суттєво знижує 

вміст холестерину та тригліцеридів у крові хворих на діабет [412-415]. 

Оскільки фруктани не перетравлюються у шлунку, їх називають 

харчовими волокнами. Інулін виступає в якості сорбента, що сприяє 

виведенню токсичних речовин зі шлунково-кишкового тракту [416]. В 

медичній практиці препарати інуліну використовують також як пребіотик, 

оскільки інулін сприяє росту корисної мікрофлори кишечника – лакто- та 

біфідобактерій [416, 417]. Таким позитивним ефектом особливо 

відрізняються коротколанцюгові фруктани [418]. Встановлено, що фруктани 

можуть застосовуватися як допоміжний засіб при лікуванні деяких форм 

онкологічних захворювань [419-423]. Застосування інуліну сприяє 

нормалізації обміну кальцію та магнію [424], а також ліпідів [425]. Завдяки 
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останній властивості інулін використовують як дієтичну харчову добавку у 

раціоні хворих зі збільшеною вагою. 

 

1.2.3.3. Трансгенн і  росли ни,  щ о синтезують ф руктани . 

Дослідження синтезу фруктанів на молекулярному рівні становлять як 

теоретичний, так і практичний інтерес [426]. Вивчено поліморфізм 6-SFT 

генів у 21 виду рослин [427]. Показано, що експресія генів 6-SFT залежить 

від сахарози [428].  Клонування генів, що кодують фруктозилтрансферази та 

екзогідролази, дає можливість не тільки вивчати механізмів біосинтезу 

фруктанів, але і методами генетичної інженерії створювати модифіковані 

рослини, що продукують ці сполуки.  

Шляхом генетичної трансформації можна цілеспрямовано змінити 

метаболізм тих рослин, яким не властивий синтез фруктанів, та створити 

рослини – продуценти цих сполук. Такі експерименти базуються на 

попередньому вивченні молекулярних основ біосинтезу фруктанів та 

клонуванні генів, які відповідають за синтез. Отримання модифікованих 

рослин, що синтезують фруктан, дає можливість не тільки розширити перелік 

видів рослин – біосинтетиків фруктанів, але й підтвердити раніше висловлені 

припущення щодо ролі та біологічних функцій фруктанів у рослинах. Так, 

встановлено, що трансгенні фруктансинтезуючі рослини тютюну набули 

стійкості до посухи [429], а трансформовані рослини райграсу стали більш 

стійкими до замерзання, ніж вихідні [430].  

Модифіковані рослини, що синтезують фруктани, отримують шляхом 

вбудовування бактеріальних або рослинних генів, які кодують біосинтез цих 

сполук. При створенні конструкції для трансформації використовують 

конститутивні або органоспецифічні промотори. Місцем локалізації цільвого 

продукту можуть бути вакуолі, апопласт, пластиди. Так, за використання 

бактеріальних генів (з Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Erwinia 

amylovora) створено трансгенні рослини тютюну [431], картоплі [432], 

кукурудзи [433], цукрового буряку [434]. Вміст фруктанів в цих рослинах 
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коливався у досить широких межах та становив від 1 мг/г у буряка до 160 

мг/г в рослинах картоплі [435]. З використанням генів 1-SFT, 1-FFT 

рослинного походження створено трансформовані рослини тютюну [436], 

картоплі [437], цикорію [438], петунії [439], цукрового буряка [440], 

тритікале [441]. Отже, шляхом введення в рослинних геном генів, що 

відповідають за синтез фруктанів, можна отримати рослини з поліпшеними 

властивостями (стійкі до абіотичних стресових факторів), які також є новим 

продуцентом комерційного продукту. 

Вивчення особливостей метаболізму фруктанів проводилось ще у 70-90 

роках минулого століття. Разом з тим, цей напрямок досліджень і досі є 

актуальним, зважаючи, зокрема, на роль фруктанів у реакціях пристосування 

рослин до факторів оточуючого середовища. Фруктани використовуються у 

промисловості як сировина для отримання фруктози та полімерних 

матеріалів, що піддаються біодеструкції. Ці сполуки знаходять застосування 

у харчовій та медичній промисловості. Останнім часом увага дослідників 

спрямована на вивчення лікувальних властивостей цих сполук, адже 

лікарські засоби та біологічно активні добавки на основі фруктанів (інуліну) 

є комерційними продуктами. Крім того, виходячи зі світової тенденції до 

здорового харчування, використання фруктанів у дієтичних продуктах є 

актуальним для людей зі збільшеною масою тіла. Новий поштовх 

дослідження фруктанів отримали після розроблення та впровадження методів 

створення модифікованих рослин. На основі вивчення механізмів регуляції 

біосинтезу фруктанів з використанням методів генетичної інженерії 

створюються рослини, що продукують фруктани та є стійкими до абіотичних 

стресових факторів. Світовий ринок фруктанів досі ненасичений та може 

бути поповнений завдяки впровадженню новітніх біотехнологій.  

Таким чином, результати описаних вище досліджень показують, що 

застосування біотехнологічних підходів для створення рослин з новими 

властивостями має великі  перспективи. Визначено можливість шляхом 

генетичної трансформації з використанням бактерій A. tumefaciens та 
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A. rhizogenes підвищити рівень накопичення сполук, які синтезуються у 

рослинах за природних умов, а також можливість синтезу в культурі коренів 

та в трансгенних рослинах рекомбінантних протеїнів. Вирощування 

біотехнологічних рослин-суперпродуцентів БАС дає змогу одержувати 

гарантовано чисту сировину, що є важливим, зважаючи на дедалі більше 

забруднення довкілля. Зберігаються також природні популяції рослин, що є 

вкрай актуальним стосовно рідкісних та зникаючих видів. Трансгенні 

рослини, включаючи їстівні та лікарські, вважають гідною альтернативою 

для синтезу БАС та створення вакцин. Прогрес у розумінні молекулярної 

біології рослин, розширення можливостей генної інженерії сприяли 

розробленню підходів для високоефективної експресії вакцинних антигенів у 

рослинах. Упродовж останніх 10–15 років у клітинах рослин синтезовано 

понад 100 рекомбінантних протеїнів [442-447]. Нині вважають, що білки, 

синтезовані у рослинах, можуть мати вихід на ринок лікарських засобів. 

Одним з прикладів впровадження досягнень біотехнологій є розроблення 

фірмою Biolex системи синтезу інтерферону в промислових масштабах у 

трансгенних рослинах ряски [34, 448]. Серед рослин родини складноцвітих 

увагу привертають їстівні рослини Lactuca sativa та Cichorium intybus, для 

яких показано можливість ефективного синтезу рекомбінантних протеїнів, 

наприклад із використанням рослин салату для одержання рослинної 

сировини для вакцини проти чуми [449]. Розроблення технологій одержання 

рекомбінантних протеїнів, що продукуються у рослинах, може набути 

застосування у медицині та ветеринарії для створення «рослинних» ліків для 

профілактики і лікування низки захворювань. Разом з тим, досі практично не 

досліджено можливість одночасного накопичення у трансформованих 

рослинах природних для даного виду сполук з біологічною активністю та 

рекомбінантних БАС сполук, які синтезуються відповідно до перенесених 

генів. Визначення такої можливості дає змогу отримувати одночасно з 

трансгенних рослин не одни, а декілька сполук з біологічною активністю, що 

може здешевити виробництво цільових БАС. 
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1.2.3.4. Використання  генетично ї  трансф ормац ії  для  

п ід вищення  р івня  акумулювання артем ізин іну у  рослинах . 

Артемізинін, відомий у Китаї дуже давно під назвою qinghaosu, – вторинний 

метаболіт, сесквитерпеновий лактон, що екстрагується у рослин роду  

Artemisia. Підвищений інтерес до артемізиніну пов’язаний із високою 

ефективністю цієї сполуки у лікуванні малярії [450] на противагу раніше та й 

нині застосовуваним лікам на основі хініну, хоча монотерапія препаратом 

може призводити до виникнення стійких форм плазмодія [451-452]. Хініни 

мають низку протипоказань, побічних ефектів і є неефективними проти 

деяких видів малярійних плазмодіїв (наприклад, Plasmodium falciparum є 

резистентним до препаратів групи 4-амінохінолонів). Механізм 

протималярійного ефекту артемізиніну та його похідних досі точно не 

встановлено.  Вірогідно, це відбувається шляхом активації процесів 

перекисного окислення та пошкодження вільними радикалами клітинних 

мембран та білків, або існують і інші механізми [453, 454].  

Останнім часом з’явилися дослідження щодо можливості застосування 

артемізиніну для лікування онкозахворювань [455-458].  

Артемізинін накопичується у природних умовах у трихомах рослин 

[459]. Вміст у рослин різних видів варіює, зокрема, у A.annua становить від 

0.01% до 1.4% [460, 461].  Сполуку отримують з рослин A.annua, вирощених 

у польових умовах. Продуктивність становить 5 кг сполуки з 1000 кг сухих 

листків з 1 га площі [462], однак такий спосіб отримання сполуки не є 

оптимальним, оскільки вимагає значних земельних ділянок, «урожайність» 

залежить від численних природних факторів. Тому увагу привертає 

застосування біотехнологічних методів для вирішення проблеми синтезу 

сполуки. Нині розроблено систему синтезу артемізиніну у трансгенних 

мікроорганізмах. Так, можливий синтез у Escherichia coli [463] або у 

дріжджах [464], оскільки визначено гени, які беруть участь у біохімічному 

ланцюгу синтезу. Так, ген цитохром P450 монооксидази CYP71AV1 каталізує 

всі три кроки окислення, необхідні для перетворення аморфадієна у 
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артемізинову кислоту. Таким чином, можуть бути створені трансгенні штами 

Saccharomyces cerevisiae з генами аморфадієнсинтази A. annua або 

CYP71AV1, які синтезують артемізинову кислоту у кількості до 100 мг/л  

[465]. 

Методи генетичної інженерії дозволяють підвищити рівень синтезу 

артемізиніну у рослинах. В одному з перших експериментів з одержання 

культури трансгенних коренів Chen та ін. [466] перенесли до рослин 

Artemisia annua химерний ген фарнезил дифосфатсинтази (FDS) і виявили 

відмінності у швидкості росту ліній трансгенних коренів, а також 

накопичення артемізиніну– 2–3 мг/г сухої маси коренів. З використанням А. 

tumefaciens отримано трансгенні рослини, які синтезували та накопичували 

артемізинін у кількості 10 мг/г маси, що у 2–3 рази перевищувало вміст 

сполуки в контрольних рослинах [467]. У трансгенних рослинах, одержаних 

Han та ін. [468], артемізинін накопичувався в кількості до 0,9% сухої маси, 

що, за даними авторів, на 34,4% більше, ніж у контролі. Banyai та ін. [469] 

також отримали трансгенні рослини, у яких синтез артемізиніну підвищився 

у 2,5–3,6 рази порівняно з контролем залежно від застосовуваного для 

трансформації вектора. У трансгенних рослинах A. annua перенесення гена 

ipt ізопентилтрансферази призводило до збільшення вмісту цитокінінів і, 

відповідно, хлорофілів, що опосередковано спричинювало зростання вмісту 

артемізиніну у трансгенних рослинах до 70% [470]. Підвищення синтезу 

артемізиніну також спостерігали після трансформації рослин полину генами 

HMG-CoA [471], бета-каріофілленсинтази [472], ADS, CYP71AV1 і CPR [172], 

HMGR та FPS [473].  

Отже, артемізинін є біологічно активною сполукою, використання якої 

є важливим при лікуванні тяжких захворювань. Синтез сполуки можливий у 

природно вирощуваних рослинах полину, а також у генно-інженерних 

мікроорганізмах та рослинах. Використання культури трансгенних коренів 

для отримання сполуки може мати перспективи, оскільки у рослинах та їх 

коренях синтезується саме артемізинін, а не його попередник, як у 
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мікроорганізмах Тому отримання високопродуктивних ліній дозволить при їх 

вирощуванні у біореакторах отримувати цінну сполуку для її застосування у 

медицині. 

 
 1.3.    Їстивні рослини та їх використання у генетичній інженерії 

 

           1.3.1. Рослини Cichor ium intybus .  Цикорій Cichorium intybus L. – 

дворічна рослина родини Asteraceae. Цикорій культивується у країнах 

Європи (Бельгія, Німеччина, Франція), у США, Південній Америці, Індії. 

Значний інтерес до цієї культури пов’язаний з тим, що цикорій є не тільки 

харчовою культурою, але є сировиною для харчової промисловості. Рослина 

має лікувальні властивості. Це зумовлено наявністю таких речовин як інулін, 

кумарини, флавоноїди, вітаміни та ін. [474]. Цикорій є противиразковим, 

протизапальним, кардіотонічним, діуретичним засобом та застосовується при 

лікуванні діабету, СНІДу, пухлин, тахікардії та інших хвороб [475-477]. 

Екстракти з цикорію виявляли антигепатотоксичний ефект, попереджуючи 

пошкодження печінки ССl4  [478, 479], розглядаються як можливий 

протималярійний засіб проти Plasmodium falciparum [480]. Виявлено також 

протимікробну активність екстрактів з цикорію [481, 482]. Важливою 

властивістю цикорію є синтез фруктозовмісних сполук, зокрема, інуліну, та 

використання рослини у комплексному лікуванні діабету [483].  Відповідно 

до останніх досліджень, рослини мають також імуномоделюючі властивості  

[4846], можуть використовуватися для лікування атеросклерозу [485]. 

Продемонстровано УФ-протекторну активність екстрактів [486]. На основі 

цикорію створено ряд лікарських препаратів, зокрема, ЛІВ 52. Виходячи з 

таких властивостей рослин цього виду, зрозумілим є інтерес до 

використання цикорію в якості об’єкту генетичної інженерії.  

Для рослин цикорію розроблено методики регенерації, що дають 

можливість отримувати максимальну кількість пагонів з рослинних 

експлантів, причому ними можуть слугувати корені, листки, стеблові 
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бруньки, корені тощо [487-490]. Незважаючи на перспективність 

використання рослин цикорію у біотехнологія, досі коло досліджень з 

генетичної трансформації є обмеженим. Було визначено, трансформування 

цикорію може бути здійснено як за допомогою Agrobacterium rhizogenes 

[491-493], так і Agrobacterium tumefaciens [438, 494-497]. Разом з тим, 

оскільки цикорій вживається в їжу без термообробки у вигляді салатів, ця 

рослина може бути об’єктом генетичної трансформації з метою створення на 

її основі так званих «їстівних» вакцин. Генетично модифіковані рослини 

цикорію, так само як і салату-латуку, можуть бути використані для 

продукування фармакологічно активних білків.  

 

          1.3.2. Рослини Lac tuca sa t i va . Салат–латук (Lactuca sativa L., 

родина Compositae) вважається найдавнішим з видів салату, що 

культивується. Його батьківщиною є Середземномор’я, в Україні 

вирощується з XVII ст. Розрізняють різновидності  салату – листовий L. 

sativa L. var. crispa L., головчастий L. sativa L. var. capitata L.  та салат-ромен 

L. sativa L. var. longifolia Lam. Листя салату містить вітаміни групи В, РР, К, 

Е, каротин, фолієву кислоту.  Ця культура багата на солі кальцію, калію, 

заліза, органічні кислоти, цукри, клітковину, мікроелементи мідь, бор, йод, 

отже, салат є цінною харчовою культурою [498]. 

Численні експерименти з культивування салату іn vitro було 

спрямовано на  розробку методик мікророзмноження, що включали 

вивчення процесу калусоутворення та регенерації, оптимізації умов 

виділення та культивування ізольованих протопластів, соматичної 

гібридизації, генетичної трансформації. Перші роботи, які були розпочаті у 

70-х роках минулого століття, стосувалися визначення складу живильних 

середовищ, впливу регуляторів росту на утворення калуної тканини те 

регенерації рослин з різних експлантів. Так, було досліджено вплив 

етилену на формування калусної тканини та трахеїд [499]; вивчено вплив 

різних регуляторів росту (2,4-дихлорфеноксіоцтова кислота, 
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феноксібутанолова та феноксіпропанолова кислоти) на соматичний 

ембріогенез [500], вплив кокосового молока на органогенез з калусу [501].  

Оптимізація умов регенерації рослин завжди становить інтерес, адже 

наявність ефективних методів отримання рослин з калусної та суспензійної 

культури або з різних типів рослинних експлантів (листків, стебел, 

коренів) дає можливість протягом короткого терміну отримувати велику 

кількість рослин, мультиплікувати рослини з цінним генотипом. 

Досліджено процеси утворення соматичних ембріоїдів [502], регенерації 

рослин з суспензійної культури [503]. Ефективну методику прямої 

регенерації рослин з суспензійної культури запропонували Teng et al. 

[504]. На середовищі, що містило макроелементи середовища SH (Schenk 

and Hilderbrandt), 0.44 µM бензиладеніну та 0.54 µM α-нафтилоцтової 

кислоти, автори отримали регенеровані рослини салату вже за 2 тижні. 

Показано, що генотип має суттєвий вплив на утворення калусної 

тканини та регенерації. Зокрема, Zhang et al. вивчали регенерацію рослин 

різних сортів салату (Greenfields, Summer Gem, Bronze Mignonette, Green 

Mignonette,  Salad Bowl, Cos, Green) на середовищі SH з  0.1 мг/л 

індолілоцтової кислоти, 0,5 мг/л кінетину та 0,05 мг/л зеатину та виявили 

сортозалежність частоти регенерації [505].  22 сорти салату були 

перевірені на можливість регенерації рослин при використанні 

фітогормонів зеатину, кінетину та індолілоцтової кислоти, виявлено 

високу регенераційну здатність сортів Bambino, Iceberg, Cobham Green, 

Sweet Butter, Simpson Elite, Rosalita, Paris White [506]. Нами досліджено 

здатність до регенерації рослин салату 8 сортів та показано суттєві 

відмінності частоти регенерації (від 98% для сорту Гренада до 5% для 

сорту Майская королева) за однакових умов культивування [507].  

Розроблення методів культивування тканин та регенерації рослин in 

vitro, які базуються на феномені тотипотентності рослинних клітин, 

відкрило широкі перспективи для розвитку нового напрямку біотехнології 

– генетичної трансформації. Якщо 40 років тому єдиним шляхом створення 
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нових сортів салату з поліпшеними властивостями  були методи 

традиційної селекції, то завдяки значним успіхам генетичної інженерії 

нині стало можливим спрямоване конструювання в культурі in vitro рослин 

з потрібними ознаками. Ще 1987 року було здійснено експерименти з 

трансформації салату-латуку за допомогою Agrobacterium tumefaciens Ti-

плазмідою з геном стійкості до канаміцину [508]. 

Частота трансформації залежить від ряду факторів: генотипу рослин, 

які трансформують; типу експланту; використовуваної конструкції; 

методики трансформації. Залежність частоти трансформації від генотипу 

пов’язана з різною здатністю сортів салату до регенерації: чим більша 

здатність до регенерації, тим більша вірогідність отримання 

трансформованих рослин. Експериментально доведено, що вибір об’єкту 

(сорту) суттєво впливає на результат  – отримання трансформованих 

рослин. Разом з тим, незважаючи на виявлену сортозалежність, показано, 

що за певної оптимізації методики є можливим отримання трансгенних 

рослин різних сортів салату [509]. Оскільки різні експланти (листки, 

стебла, сім’ядолі, калус та ін.) відрізняються за здатністю до регенерації 

рослин, при трансформації важливім є також вибір типу експланту. 

Застосування методу прямої регенерації пагонів з сім’ядольних листків 

салату дозволяє підвищити ефективність трансформації та значно 

скоротити час, що необхідний для отримання трансформованих рослин. 

Такий підхід було застосовано, зокрема, Enomoto et al. [510], причому 

ефективність трансформації при застосуванні прямої регенерації пагонів з 

котиледонів виявилася вищою у порівнянні з регенерацією з калусної 

тканини.  

Спостерігаються відмінності частоти регенерації трансформованих 

рослин при введенні до клітин різних генів. Наприклад, методом 

агробактеріальної трансформації векторами з генами gus та etr1 отримано 

рослини салату двох сортів [511]. При трансформації конструкцією з gus-

геном ефективність становила 85 %, в той час як при використанні гену 
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etr1 відсоток калусних клонів з регенерованими пагонами дорівнював 

лише 2,86, оскільки ген etr1 інгібував процес формування пагонів та 

стимулював ріст коренів. 

З’ясовано, що трансгени в рослинах салату успадковуються як 

домінантна ознака. В поколінні Т1 відбувається розщеплення за ознакою, 

що кодується внесеним геном, у співвідношенні 3:1, що свідчить про те, 

що трансген знаходиться в одній хромосомі [512]. Разом з тим, при 

вбудовуванні гена у декілька хромосом розщеплення може бути іншим. 

Можливим також є успадкування трансгена усіма рослинами поколінь Т1 

та Т2 (відсутність розщеплення), що може відбуватися внаслідок 

отримання гомозиготних трансформованих ліній або внаслідок явища 

апоміксису, характерного для салату  

Трансгенні рослини можуть не відрізнятися за зовнішнім виглядом, 

швидкістю росту, утворенням насіння від вихідних рослин. Наприклад, 

детальне вивчення таких ознак як фертильність та розмір пилку, 

зав’язування насіння, дозрівання, ріст проростків при різній температурі, 

склад екстрактів з листків не виявило суттєвих відмінностей у трансгенних 

та нетрансформованих рослин [513]. Разом з тим,  трансформування може 

також впливати на ріст рослин та фенотип рослин [514, 515]. 

Використання методів генетичної інженерії відкриває перспективи 

цілеспрямованого перенесення генів, що дає можливість поліпшення 

сільськогосподарських рослин. Головною метою експериментів з 

трансформування геному будь-яких рослин є створення таких, які мають 

певні корисні ознаки. Такими є, зокрема, стійкість до абіотичних факторів 

(температура, сольовий стрес), гербіцидів, бактеріальних і вірусних 

хвороб, синтезування білків медичного призначення тощо. Методом 

агробактеріальної трансформації отримані трансгенні рослини салату, 

стійкі до гербіцидів [516, 517]. Трансформацію здійснювали за допомогою 

A. tumefaciens конструкцією з генами bar та nptII; ознака 

гербіцидрезистентності успадковувалася в наступних поколіннях. 
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Ряд досліджень стосувався створення рослин салату, що є стійкими 

до таких абіотичних факторів, як водний дефіцит, знижені температури. 

Методом агробактеріальної трансформації отримано рослини салату сорту 

Chongchima, стійкі до холодового стресу [512], ефективність 

трансформації виявилася не дуже високою і становила 10.8%.  Після 

агробактеріальної трансформації отримано рослини салату, що мали 

підвищену стійкість до сольового стресу та дефіциту вологи [514]. 

Трансгенні рослини при культивуванні в гідропонній культурі з 100 мМ 

NaCl у десять разів перевищували контрольні рослини за висотою та 

масою.  

Створення рослин з підвищеною загальною продуктивністю 

досягається, зокрема, вбудовуванням в рослинний геном генів фітохромів, 

генів, які контролюють синтез фітогормонів та ін. Для отримання рослин, 

що відрізняються кращим ростом, було трансформовано салат сорту 

Cortina геном asnA, що кодує синтез аспарагінсинтетази А з E. сoli. 

Трансформовані рослини відрізнялися більшою кількістю листків, які мали 

також збільшену площу і вагу, причому ці ознаки зберігалися в наступних 

поколіннях [515]. Агробактеріальна трансформація була використана для 

одержання рослин салату, що синтезують білок феритин [518]. 

Трансформовані рослини вже на ранній стадії розвитку швидше росли, їх 

вага перевищувала вагу контрольних на 27–42%. Інтродукція в геном салату 

гена ipt значно затримувала старіння листків, причому трансгенні рослини 

мали нормальну морфологію та не відрізнялися від контрольних за розміром 

і вагою голівок [519].   

Уведення чужорідних генів до геному рослин салату може 

збільшувати синтез природних вторинних метаболітів або призводити до 

утворення таких метаболітів,  що не властиві для рослин цього виду 

(наприклад, для поліпшення смакових якостей). Зокрема, виявилося, що в 

листках трансгенного салату з геном аспарагінсинтетази А концентрація 

інуліну була збільшена у 30 разів [520]. Такі рослини становлять інтерес як 
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продуценти коротколанцюгового інуліну та як селекційний матеріал. 

Створено транcгенний салат, який продукує глікопротеїд міракулін 

(модифікатор смаку) [521] та білок монеллін (замінник цукру) [522].  

Методи генетичної інженерії можуть бути використані для створення 

рослин салату, які не вражаються вірусними хворобами та шкідниками. За 

допомогою кокультивування листових експлантів з A. tumefaciens в 

рослини салату було інтродуковано ген стікості до вірусу мозаїки салату 

(LMV) [523]. Ahmed et al. [156] шляхом агробактеріальної трансформації 

отримали рослини з геном pta, що надає рослинам стійкості до 

ушкодження попелицями.   

Створено трансгенні рослини салату, що можуть бути використані як 

їстівні вакцини проти вірусу гепатиту В [524], для лікування ентеритів 

[525, 526], як протихолерні вакцини [527]. Продемонстровано можливість 

транзієнтної експресії гена інтерферону в рослинах салату [528, 529]. Нами 

шляхом трансформування за допомогою A. tumefaciens отримано салат з 

генами esxA та esxA - fbpBΔTMD туберкульозних антигенів ESAT6 і 

ESAT6:Ag85В(-TMD) [530]. Частота трансформації сім’ядольних експлантів 

з рослин сорту Єралаш становила 62% при трансформації агробактерією з 

генетичною конструкцією pCB063 (ген esxA) і 44% при трансформації 

конструкцією pCB064 (ген esxA – fbpBΔTMD). Для сортів Рубінове мереживо 

та Сніжинка, що трансформували конструкцією pCB064, ці показники склали 

відповідно 32 % і 18 %. Отримані рослини не відрізнялися від контрольних, 

регенерували та укорінювалися на середовищі з канаміцином.  

Рослини салату – це один із потенційних об’єктів для створення 

«їстивних» вакцин, оскільки їх використовують без термообробки. Останнім 

часом опубліковано результати низки досліджень із застосуванням цих 

рослин для експресії перенесених генів мікробного, вірусного і тваринного 

походження. Так, Liu та ін. [531] повідомили про одержання з використанням 

гена, який кодує H1N1 поверхневий протеїн, генно-інженерних рослин, що 

синтезували білок нейрамінідазу штаму H1N1 вірусу грипу в концентрації 
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0.018–0.045% від загального протеїну. Імунізовані екстрактами із 

трансгенних рослин салату тварини виявили імунну відповідь проти NA-

антигену. Автори визначили трансгенні рослини як безпечну та економічну 

систему з метою експресування рекомбінантного протеїна для використання 

як «їстівних» вакцин.  

A. tumefaciens-опосередковану трансформацію було здійснено для 

одержання трансгенних рослин салату з геном gap-gp120 вірусу 

імунодефіциту людини [532]. Li зі співавт. [533], спираючись на власні 

результати з трансформації, вважають рослини салату перспективним 

об'єктом для створення пероральної вакцини проти гострого респіраторного 

синдрому коронавірусу. Рослини салату використали для перенесення гена 

поверхневого антигена HBsAg вірусу гепатиту В [524]. Після 

кокультивування з бактеріями A. tumefaciens, що несли гени HBsAg та nptII, 

було виділено канаміцинстійкі рослини салату і методом ПЛР підтверджено 

наявність обох перенесених генів. У роботі Deng зі співавт. [534] злиті гени 

O21-O14-A21 епітопів О та А вірусу ящуру було перенесено до рослин салату. 

ПЛР- та саузернблот- аналізами підтверджено інтегрування перенесених 

генів до рослинного геному. Синтетичний ген В-субодиниці холерного 

токсину, злитий із геном вірусу епідемічної діареї свиней sCTB-sCOE, 

методом агробактеріальної трансформації було перенесено до геному рослин 

L. sativa. CTB-COE-злитий протеїн синтезувався в кількості 0,0065% від 

загального протеїну. [157]. До рослин L. sativa Kim та ін. [525] перенесено 

ген sLTB Escherichia coli, при цьому рекомбінантний протеїн sLTB 

накопичувався у кількості 1,0–2,0% від загального розчинного білка.  

Транспластомні рослини салату створено при застосуванні двох методів 

– ПЕГ-індукованої трансформації та шляхом бомбардування. Так, Lelivelt еt al. 

[535], які використали метод ПЕГ-індукованої трансформації пластидної ДНК, 

отримали фертильні гомопластомні лінії салату-латуку сорту Flora. 

Трансформуючий вектор здійснював вбудовування генів в регіон trnA-trnL 

хлоропластного геному салату та мав селективний ген aadA.  Транспластомні 
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рослини салату-латуку також було отримано методом бомбардування 

[536]. Трансформуюча ДНК містила ген стійкості до спектиноміцину та 

стрептоміцину aadA під контролем хлоропластного промотора салату, 

фланкованого двома прилеглими послідовностями пластидного геному 

салату. Це забезпечувало вбудовування гена aadA в ділянку хлоропластної 

ДНК між rbcL та accD генами. В середньому було отримано одну 

трансформовану рослину на один постріл. Всі транспластомні рослини Т0 

були фертильними, а рослини покоління Т1 стабільно мали трансген в 

хлоропластному геномі. 

Отже, основними напрямками досліджень є розробка методів 

культивування салату-латуку in vitro, соматичної гібридизації, оптимізація 

методів генетичної трансформації. Генетично модифіковані рослини 

салату можуть бути створені як методом агробактеріальної трансформації, 

так і з використанням ПЕГ-індукованого або біолістичного методу. 

Розроблено методики трансформування ядерної і хлоропластної ДНК. 

Створено генетично модифіковані рослини салату з властивостями, що 

становлять практичний інтерес, зокрема, з генами стійкості до гербіцидів, 

такі, що не хворіють  на вірусні хвороби, не уражаються комахами. 

Отримано рослини салату, стійкі до негативного впливу абіотичних 

факторів, наприклад, такі, що мають підвищену стійкість до сольового 

стресу та дефіциту вологи. Продемонстровано можливість створення 

генетично модифікованих рослин салату, що можуть бути біовакцинами 

проти холери, гепатиту В, туберкульозу, продуцентами інтерферону. L. 

sativa є перспективним об’єктом для біотехнологічних досліджень, 

зокрема, для використання як продуцент рекомбінантних білків, оскільки 

цей вид характеризується швидким приростом біомаси, для цього виду 

оптимізовано умови культивування in vitro, а за регенераційною здатністю 

ряд сортів салату не поступається модельному об’єкту біотехнологій – 

тютюну. 
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1.4. Лікарські рослини як об’єкти біотехнологічних досліджень 

 

Генетична трансформація лікарських рослин може стати шляхом для 

створення нових форм рослин, які здатні синтезувати цінні сполуки 

медичного призначення, причому у ряді випадків навіть у кількості, що 

перевищує таку у вихідних рослинах. Такий спосіб отримання біологічно 

активних сполук є особливо актуальним при необхідності отримання БАС, 

які синтезуються у рідкісних та зникаючих видах. Можливість створення 

культури трансгенних коренів дозволяє уникати вирощування цінних 

лікарських культур у польових умовах, що дозволяє уникати негативного 

впливу факторів природного середовища на рівень накопичення БАС у 

рослинах. 

 

1.4.1. Л ікувальн і  властивост і рослин родини  складноцвітих 

та  можливі  напрямки їх  б іотехнолог ічного використання  

1.4.1.1. Особливост і  рослин род у Artemis ia . До рослин родини 

складноцвітих, які становлять інтерес як джерело БАС, належать трав’янисті 

рослини роду Artemisia, поширені у Європі, Америці, Центральній Азії, на півночі 

Африки та є досить відомими у народній медицині. Ці рослини, у тому числі 

A. absinthium, A. annua, A. vulgaris, A. vestita, A.dubia та ін. відомі як джерело 

вторинних метаболітів та ефірних олій [537-540]. Рослини використовують 

для лікування малярії [541-543], вони мають протидіабетичні [544, 545], 

антипротозойні [541], протизапальні  [546], антикоагулянтні [547], 

протипухлинні [548, 549] антиоксидантні [550] властивості. 

Трансформацію рослин полину здійснювали з використанням A. 

rhizogenes та A. tumefaciens. Метою більшості досліджень було розроблення 

протоколу трансформації та створення рослин чи культури коренів з 

підвищеним вмістом артемізиніну [551]. Рослини Artemisia annua було 

трансформовано з використанням A. rhizogenes  та отримано культуру 

коренів з рекомбінантним геном фарнезил дифосфатсинтази [466]. Цей ген 
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було перенесено до рослин і з використанням A. tumefaciens  [552, 468]. 

Banyai та ін. трансформували рослини A. annua геном фарнезил 

пірофосфатсинтази [469]. До рослин цього виду також було перенесено ген 

ipt ізопентилтрансферази, що призводило до збільшення вмісту цитокінінів і, 

відповідно, хлорофілів, що опосередковано спричинювало зростання вмісту 

артемізиніну [470]. З метою підвищення рівня накопичення артемізиніну 

рослини полину трансформували генами HMG-CoA [471], бета-

каріофілленсинтази, ADS, CYP71AV1 і CPR [172], AaWRYK1 [553], HMGR та 

FPS [473]. Giri та ін. виділили культуру трансгенних коренів з використанням 

різних штамів агробактерій і визначили відмінності в накопиченні артемізину 

[554]. 

Для трансгенних коренів і рослин A. annua проведено 

хроматографічний та мас-спектрометричний аналіз ефірних олій, визначено 

вміст артемізиніну, умови вирощування у біореакторах та можливі шляхи 

підвищення його синтезу. Такими шляхами є оптимізування складу 

живильного середовища, добір ліній трансгенних коренів, у яких 

накопичується більше артемізиніну, а також використання для генетичної 

трансформації генів, що опосередковано підвищують синтез сполуки. Зміни 

умов культивування також можуть зумовлювати зміни в накопиченні 

артемізиніну. Так, Weathers та ін. [555] досліджували вплив таких чинників, 

як концентрація ауксинів, цитокінінів, гібберелової, абсцизової кислоти та 

етилену на вміст артемізиніну в коренях A. аnnua, і визначили, що додавання 

до живильного середовища 2-ізопентиладеніну стимулювало продукування 

артемізиніну. Розроблено систему вирощування трансгенних коренів A. 

annua у біореакторах різних типів, з’ясовано технологічні параметри 

культивування [556-560].  

Одержано не тільки трансгенні корені A. annua, але й трансформовано 

рослини інших видів роду Artemisia: A. dubia, A. annua, A. absinthium, A. 

aucheri, A. indica, A.vulgaris, визначено вплив складу живильного середовища 
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(макро- та мікросолі, концентрація сахарози) на швидкість росту коренів 

[538, 561-564].  

Однак, існує цікавий вид, A. tilesii Ledeb (алеутський полин), ареалом 

якого є Сибір, Далекий Схід, Арктична Європа та Америка. Хоча ще у 1961 р. 

було виявлено наявність у рослинах алеутського полину сесквітерпенових 

лактонів з антималярійними властивостями, ці рослини практично не 

вивчені. Разом з тим,  вони використовуються у нетрадиційній медицині та 

мають протиревматичну, дезинфікуючу, дезодоруючу, протипухлинну дію 

[565, 566]. 

 

1.4.1.2. Tragopogon  porr i fo l ius  L.  Рослини Tragopogon porrifolius 

L. практично не досліджено, хоча є ряд публікацій щодо цілющих якостей 

рослин, що належить до роду Tragopogon  - T latifolius, T. graminifolius, T. 

pratensis  [567-570]. Однак, відомо, що рослини T. porrifolius синтезують 

біологічно активні речовини. Так, екстракти з вівсяного кореню мали 

антиоксидантну, антипроліферативну, гепатопротекторну активність, 

позитивно впливали на ліпідний обмін [571-575]. Незважаючи на цінні 

характеристики цієї рослини, досі відсутні публікації щодо культивування in 

vitro  та генетичної трансформації рослин козельців. 

 

1.4.1.3. Bidens  p i losa  L.  У традиційній і народній медицині відома 

однорічна трав'яниста рослина Bídens tripartita L., череда трироздільна. Разом 

з тим, у нас практично невідомо рослина Bidens pilosa L. Череда волосиста 

розповсюджена у тропічному та субтропічному регіонах. У ряді країн, 

особливо в Африці та Азії, ці рослини використовуються у народній 

медицині для лікування низки захворювань. Виявлено, що в цих рослинах 

синтезується ряд біологічно активних сполук [576-579]. Рослини проявляють 

протизапальну, противірусну, протипухлинну, протидіабетичну, протимікробну 

активність [580-583]. Досліджено противірусну активність проти вірусу 

герпесу [584]. Важливою особливістю рослин причепи волосистої є наявність 
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протипухлинної активності [585]. Такі властивості, зумовлені накопичення 

природних біологічно активних сполук дозволяють вважати рослини цього 

виду кандидатами для розроблення лікарських препаратів для  лікування 

ряду захворювань.  

Разом з тим, є лише єдина публікація з інформацією щодо 

трансформування B. рilosa з використанням A. tumefacience [586]. Автори 

використовували вектор pCHS, який мав ген халконсинтази (chs) з рослин 

петунії та селективний ген неоміцинфосфотрансферази ІІ. Частота 

трансформування виявилася невисокою, оскільки автори з 1373 експлантів 

отримали лише 21 рослини, з яких лише 15 мали обидва перенесені гени. 

Слід відмітити, що дотепер не було отримано культуру трансгенних 

коренів рослин цього виду та не визначено особливості трансформованих 

рослин, їх можливість синтезувати БАС.  

 

1.4.2. Лікарськ і рослини род ин  Lemnaceae ,  Ma lvaceae ,  

R utaceae  та  їх  використання у генно - інженерних досл ід ження х 

1 .4 .2 .1 .  Al thaea o f f ic ina l is  L.  Алтея лікарська Althaea officinalis L. 

– багаторічна трав’яниста рослина родини мальвових (Malvaceae). Рослини 

входять до кола фармакопейних, мають ряд лікувальних властивостей. 

Корені алтеї містять слиз (до 36 %), основними компонентами якого є 

полісахариди пентозани і гексозани, що при гідролізі утворюють галактозу і 

декстрозу. Крім того, в коренях знайдено крохмаль (близько 37%), цукор 

(9%), аспарагін (2%), бетаїн (4%), олії (1,7%), пектинові речовини (до 16 %). 

Листки і квітки містять слиз та ефірну олію з валеріановим запахом (близько 

0,02 %) [587, 588]. У рослинах синтезуються флавоноїди, кумарини, 

глікозиди тощо [589, 590]. Рослини мають лікувальні властивості завдяки 

наявності такого комплексу сполук. Зокрема, визначено протимікробну 

активність екстрактів з алтеї [591], позитивний вплив на бронхолегеневу 

систему [592, 593], рослини виявляють гіпоглікемічний ефект [594], 
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накопичують сполуки з антиоксидантними властивостями (флавоноїди та 

полісахариди) [595, 596]. 

Незважаючи на те, що у рослинах алтеї синтезуються численні 

біологічно активні сполуки та перспективність використання рослин у 

медицині, досі вони мало використовувалися у біотехнологічних 

дослідженнях.  Є лише окремі публікації стосовно оптимізації умов 

вирощування в культурі [597] та лише одна публікація щодо генетичної 

трансформації. Agrobacterium rhizogenes було використано для отримання 

культури трансгенних коренів, що синтезували циановірин-N, що пригнічує 

вірус імунодефіциту людини, у кількості до 2.4 мкг/г маси та у середовищі до 

0,02мкг/мл/24 години. На основі отриманих результатів автори зробили 

висновок, що трансгенні корені алтеї можуть бути використані не тільки для 

отримання терапевтичних вторинних метаболітів, але й як експресійна 

система для синтезу рекомбінантних сполук з лікувальними властивостями  

[598].  Такі дають можливість передбачати можливість синтезу у трансгенних 

коренях алтеї і інших біологічно активних сполук, а культивовані у 

біореакторах трансгенні корені є потенційним джерелом як властивих для 

рослин сполук (флавоноїдів, полісахаридів тощо), так і рекомбінантних 

біологічно активних сполук. 

 

1.4.2.2. Lemna minor  L.  Ряска Lemna minor L. – водна рослина, що 

належить до родини Lemnaceae (Araceae ) класу однодольних. Рослини ряски, 

так як і рослини інших видів цієї родини (Lemna gibba, Lemna minor, 

Spirodela polyrhiza, Wolffia borealis, Wolffia arryza та ін.) флотують на 

поверхні водойм. У рослин відсутні стебло та листки, організм являє собою 

фотосинтезуючу пластинку – листець з боковими листецями та корінець 

(корінці). Ряска швидко розмножується вегетативним шляхом [599], при 

якому з пазух листеців (кармашків) утворюються нові пагони, які потім 

відділяються від материнської рослини. Рослини є стійкими до токсичних 

сполук. Вони здатні очищувати воду від гербіцидів [600], сполук важких 
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металів [601], органічних сполук [602]. Рослини ряски вилучали до 98% 

сполук хрому; свинцю, кадмію та міді – близько 30%  [603]. Отже, ряска 

може використовуватися для біомоніторингу [604] та фіторемедіації 

забруднених водойм [605]. 

У народній медицині ряска використовується як спазмолітичний 

жарознижувальний, сечогінний, антимікробний засіб завдяки наявності 

флавоноїдів, каротиноїдів, полісахаридів та інших сполук [606]. З рослин 

виділено полісахарид лемнан, який має імуномоделюючі властивості [607] та 

є кріопротектором  [608]. Ряска містить до 35% білка (для порівняння - сухе 

насіння сої містить 38-42%) [609], тому її використовують як кормову 

добавку у тваринництві та птахівництві.  

Крім того, оскільки рослина містить багато білка, швидко 

розмножується, а отримання біомаси не вимагає значних фінансових витрат, 

вона є чи не ідеальним об’єктом для генно-інженерних досліджень з метою 

створення трансгенних рослин – продуцентів рекомбінантних білків, зокрема 

цінних фармацевтичних сполук [610, 611]. Використання трансгенних 

ряскових в якості біофабрик дозволяє синтезувати рекомбінантні сполуки з 

досить низькою собівартістю, а отримані білки є більш безпечними, ніж 

рекомбінантні білки бактеріального чи тваринного походження. 

Для різних видів родини розроблено методи культивування у 

стерильній культурі, калусоутворення та регенерації рослин [612]. Для 

дедиференціювання, утворення калусу та регенерації використовують 

регулятори росту рослин: 2,4-дихлорфеноксиоцтову кислоту, тідіазурон, 

бензиламінопурин, кінетин. Крім того, показано, що на процес 

калусоутворення впливають цукри, які містяться у живильному середовищі 

(галактоза, сахароза, сорбітол) [613].  

Для трансформації рослин родини ряскових використовують методи 

бомбардування [614] та трансформації за допомогою Agrobacterium 

tumefaciens [615]. Ряд досліджень було спрямовано лише на розроблення 

методик трансформації, для чого використовували селективні nptII та bar 
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[616]. Зазвичай при трансформації ряски використовують ацетосерингон, 

однак і у цьому випадку частота трансформування є невисокою [617].  

Отримано рослини L. minor, що накопичували фермент ендоглюканазу 

E1 [618], інтерферон [20], моноклональні антитіла [619] та ін. Зареєстровано 

патенти на розроблення методики трансформації ряски [620-622]. Одне з 

останніх досліджень було присвячено створенню трансгенних рослин ряски, 

що синтезували антигени вірусу грипу А [623], причому автори 

передбачають можливість акумулювання у трансгенних рослинах білка M2e  

до 40 мкг /г маси та вважають ці рослини перспективними для використання 

у якості «їстівної» вакцини проти грипу.  

Отже, рослини ряски завдяки швидкому росту та накопиченню білка у 

великій кількості, можливості культивування у контрольованих умовах у 

ферментерах вважаються доречним об’єктом для синтезу рекомбінантних 

сполук відповідають таким умовам та можуть бути використані для 

трансформування і синтезу рекомбінантних білків. Висушений рослинний 

матеріал є джерелом білка та використовується для підгодівлі свійських 

тварин та птахів. За умови зберігання у висушених рослинах рекомбінантних 

білків, у тому числі антигенів, рослини ряски можуть бути використані для 

імунізації свійських тварин. Однак, досі не досліджено можливість тривалого 

зберігання  рекомбінантних білків у висушених рослинах. Наведені 

дослідження з генетичної трансформації рослин ряски було здійснено з 

використанням A. tumefaciens-опосередкованої трансформації, отримання 

трансгенного калусу та подальшої регенерації трансгенних рослин. Разом з 

тим, досі не досліджено можливість використання бактерій A. rhizogenes для 

генетичної трансформації рослин L. minor. 

 

1.4.2.3. Ruta  gr aveo lens  L.  Рута запашна (Ruta graveolens L.), 

багаторічна трав’яниста рослина, належить до родини рутових (Rutaceae). 

Вона поширена у південно-західній частині України, а також у 

Середземномор’ї, Китаї, Японії. Особливістю її хімічного складу є одночасна 
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наявність алкалоїдів (0.2–1.4%) і ефірної олії (у сушеній траві — до 0.7%), 

флавоноїдний глікозид рутин, фурокумарин бергаптен, алкалоїд рутакридон, 

органічні кислоти, вітаміни [624-626]. Таке поєднання хімічних речовин 

рідко зустрічається серед рослин. Рута є лікарською рослиною, оскільки її 

хімічний склад обумовлює широкий спектр лікувальних властивостей. 

Екстракт з рути може бути використано як антисептичний, інсектицидний 

засіб [627, 628] Активні інгредієнти з рути зумовлюють протигрибкові 

властивості, які можуть бути корисними для сільського господарства (як 

альтернативний природній фунгіцид) і медицини (для лікування мікозів) 

[629-631]. Антимікробна активність [632, 633] екстрактів рути обумовлена 

наявністю флавоноїдів у її хімічному складі [634]. Рутин,  що синтезується у 

рослинах рути,  являє собою сполуку флавоноїдної природи, має високу 

антиоксидантну активність, знижує рівень триацилгліцеридів у крові людини 

[635, 636]. Відмічено протизапальну, протисудомну, слабку седативну 

дію рути [637], протипухлинну активність [638-640].  

Не дивлячись на широке використання рослин рути у традиційній та 

народній медицині, рута досі залишається недостатньо вивченою у культурі 

in vitro. Розроблено методики регенерації нових пагонів рути при 

використанні в якості вихідних експлантів листя та пазушних бруньок. 

Досліджено вплив різних регуляторів росту рослин (нафтилоцтова кислота, 

індолоцтова кислота, 2,4-дихлорфеноксиоцтова кислота, бензиламінопурин, 

кінетин) на калусогенез та регенерацію рослин рути. Найефективніше 

регенерацію пагонів отримували при використанні бруньок у якості вихідних 

експлантів [641-643]. На даному типі експлантів регенерація нових пагонів 

відбувалась з частотою від 22% (при використанні середовища з додаванням 

0,5 мМ кінетину) до 98% (при використанні середовища з додаванням 10мМ 

ВАР та 2,5мМ NAA або IAA).  При використанні листя регенерація 

відбувається з нижчою частотою - 45%  [644]. Методику ініціювання 

калусоутворення запропонували Shabana [645], при використанні листя, 

пагонів та коренів у якості експлантів. Встановлено, що оптимальним 
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поєднанням експлант-середовище для ініціювання калусогенезу являються 

пагони на середовищі 1мг/л 2.4-D та 1 мг/л кінетину.  

Для трансформування рослин рути використовували бактерії A. 

tumefaciens та A. rhizogenes. Після A. tumefaciens-опосередкованої 

трансформації було отримано пряму регенерацію трансгенних пагонів на 

селективному середовищі з канаміцином з частотою трансформації до 11 % 

та підтверджено наявність перенесених nptII та  gus генів [646]. 

Отримано також трансгенні корені рути. Так, трансформовано руту з 

використанням двох диких штамів агробактерій та досліджено вміст 

кумаринів та алкалоїдів у отриманих трансгенних коренях [647]. 
 

1.5. Узагальнення огляду літератури  

 

Таким чином, з кінця минулого століття досягнуто великого прогресу у 

розробленні методів перенесення чужорідних генів до геному рослин. Метою 

таких робіт було як отримання рослин з новими господарськими якостями, 

наприклад, стійких до шкідників, хвороб, абіотичних стресових факторів [8, 

161, 250-253], так і рослин, що синтезують рекомбінантні сполуки відповідно 

до перенесених генів [187, 237-240]. Розроблено ряд методів, які дозволяють 

отримувати трансгенні рослини. До методів генетичної трансформації 

відносять трансформацію, опосередковану бактеріями роду Agrobacterium, та 

пряму трансформацію. Серед методів прямої трансформації вирізняють 

біолістичну трансформацію, ПЕГ-індуковану трансформацію, мікроін’єкції 

ДНК, електропорацію. Найбільш застосовуваним прямим методом, вірогідно, 

є біолістична трансформація, суть якої полягає в безпосередньому 

перенесенні генів до клітин досліджуваних рослин з використанням 

спеціального пристрою - «біогармати». Разом з тим, часто використовуваним, 

простим та доступним методом перенесення генів до геному рослин 

залишається історично перший метод Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації рослин, який здійснюється завдяки природній здатності 
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ґрунтових мікроорганізмів Agrobacterium tumefaciens  та A. rhizogenes родини 

Rhizobiaceae вводити свій генетичний матеріал до рослинних клітин.  

Однак, незважаючи на розробленість технологій генетичної 

трансформації, зокрема, при використанні агробактерій, у кожному окремому 

випадку для рослин різних видів є необхідним оптимізація безпосередньої 

процедури, оскільки рослини різних видів відрізняються, у тому числі за 

чутливістю до бактерій, швидкістю росту, особливостями регенерації тощо. 

Разом з тим, визначення ключових параметрів, які у першу чергу впливають 

на ефективність отримання трансгенних рослин або «бородатих» коренів, 

може дозволити розробити більш універсальну методику, застосовувану для 

широкого кола видів рослин. Наявність такої методики дасть можливість 

скоротити час підготовчого етапу та підвищити ефективність отримання 

рослин із новими властивостями. 

Визначено, що у клітинах рослин з трансформованим геномом можуть 

синтезуватися білки, які використовуються у харчовій промисловості, 

наприклад, казеїн та лактальбумін, полімери, використовувані у хірургічній 

практиці, гормони, фактори росту, ферменти, цитокіни, бактеріальні та 

вірусні антигени тощо. Наприклад, у трансгенних рослинах синтезувалися 

антитіла, зокрема, до вірусу сказу [307], герпесу [308], вірусу Ебола [309], 

вірусу грипу H5N1 [310], вірусу лихоманки Західного Нілу [311], гепатиту В 

та С [312-316] та інші [317, 318]. Визначено, що синтезовані у трансгенних 

рослинах сполуки є біологічно активними та можуть бути використані для 

імунізації та лікування грипу [321], туберкульозу [30, 320], СНІДу [322, 323, 

324], гепатиту В [325], вірусних хвороб, які уражають тварин [326], сибірки 

[285] тощо. 

Ряд досліджень було спрямовано на отримання трансгенних рослин, що 

синтезують інтерферони та бактеріальні антигени. Отримано рекомбінантні 

білки-антигени M. tuberculosis з трансформованих рослин Daucus carota, 

Nicotiana tabacum, N. benthamiana  [29, 30, 370, 371]. Разом з тим, коло цих 

досліджень поки що залишається обмеженим. На нашу думку, є доцільним 
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використання також інших видів рослин у якості об’єктів генетичної 

трансформації для можливого підвищення економічності синтезу цільової 

сполуки, а також для можливого застосування біотехнологічних рослин у 

якості «їстивних» вакцин проти туберкульозу, у тому числі  у ветеринарії. 

Гени інтерферону людини перенесено до  рослин тютюну, картоплі, рису, 

моркви, ряски, алое, гарбуза, причому рекомбінантний ІФН, синтезований у 

цих рослинах, виявляв біологічну активність [381]. Разом з тим, триває 

пошук рослин, в клітинах яких можна отримати найбільш високий рівень 

синтезу біоактивного ІФН, а також способів трансгенезу - введення генів 

ІФН до ядерної або хлоропластної ДНК за допомогою різних методів і 

векторів. 

Відомо, що генетична трансформація рослин призводить до 

метаболічних змін, результатом яких є змінення рівня накопичення 

біологічно активних сполук, синтезованих у біотехнологічних рослинах. 

Такий ефект трансформації може бути використано для отримання ліній, що 

відрізняються не тільки накопиченням рекомбінантних білків медичного 

призначення, але й підвищеним рівнем продукування біологічно активних 

сполук, властивих для того чи іншого виду рослин. Застосування з метою 

трансформації рослин, які мають відомі лікувальні властивості (іноді це 

широко відомі їстівні рослини, наприклад, салат та цикорій), дозволяє, таким 

чином, отримувати не тільки рекомбінантні сполуки, але й БАС, властиві для 

певного виду. Однак, лікарські рослини досі не є фаворитами у 

біотехнологіях з генетичної інженерії, коло використовуваних видів 

обмежено. Так, досі були відсутні публікації щодо генетичної трансформації 

з використанням A. rhizogenes рослин салату, ряски, причепи волосистої, які 

мають ряд лікувальних властивостей. Не проводилися дослідження щодо 

генетичної трансформації рослин алеутського полину, козельців, хоча 

досліджено широкий спектр біологічної активності екстрактів з цих рослин. 

Здійснено трансформування лише дикими штамами агробактерій (без 

перенесення генів, що кодують синтез білків медичного призначення) рослин 
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цикорію та рути. У той же час, ці рослини виявляють гепатопротекторні 

(цикорій, козельці), протидіабетичні (цикорій, козельці, причепа), 

протимікробні (рута, ряска), спазмолітині (ряска), протизапальні, 

антиоксидантні (алтей), протималярійні (полин), протипухлинні (полин, 

причепа) та інші властивості. Не проводилися експерименти щодо 

перенесення, зокрема, гена інтерферону до рослин названих видів і, таким 

чином, не досліджувалася можливість їх використання як джерела 

відповідного рекомбінантного білка. Використання таких рослин як цикорій, 

козельці, рута, алтей та ін. у якості об’єктів біотехнологічних досліджень 

може стати кроком для збереження їх природних популяцій, здешевлення 

БАС рослинного походження, отримання нових біологічно активних сполук, 

наприклад, з антимікробними, антиоксидантними, УФ-протекторними 

властивостями. Розроблення методики генетичної трансформації рослин 

названих видів, створення біотехнологічних рослин або «бородатих» коренів 

є шляхом отримання комплексу сполук, синтезованих у рослинних клітинах 

(як природних для видів, так і рекомбінантних), які можуть бути використані 

у медицині, косметології та ветеринарії.  
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РОЗДІЛ 2 

 МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

2.1. Вихідний матеріал 

 

Для дослiдження викоpистовували рослини (рис. 2.1): 

а. Цикорій Cichorium intуbus L. салатного сорту Пала росса 

(“Гавриш”)  

б. Салат-латук Lactuca sativa L. листовий Рубінове мереживо  (насiння 

придбане у фірмі “Гавриш”). 

в. Алтея лікарська Althaea officinalis L. (”Насіння України”) 

г. Вівсяний корінь Tragopogon porrifolius L. (”Насіння України”) 

д. Ряска мала Lemna minor L. (з озера Опечень, Київ) 

е. Алеутський полин Artemisia tilesii Ledeb (з колекції ІКБГІ НАН 

України) 

ж. Причепа волосиста Bidens pilosa L. (Ла Фаворита, Еквадор) 

з. Рута духмяна Ruta graveolens L. (Ла Фаворита, Еквадор) 

 

   
 

 

а 
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ж                     з   

Рис.2.1 – Рослини, які використовували у дослідженнях 

 

2.2. Вирощування рослин у асептичних умовах 

 

Асептичні рослини салату, цикорію, алтеї, вівсяного кореню, рути, 

причепи отримували шляхом поверхневої стерилізації насіння. Для цього 

насіння послідовно витримували в 70% етанолі (30 сек.), 25% розчині 

комерційного препарату “Білизна” (10 хв) та промивали тричі по 10 хв. в 

стерильній дистильованій воді. Оброблене таким чином насіння 

пророщували в чашках Петрі на агаризованому безгормональному 

середовищі Мурасіге і Скуга (MС) [648] у темряві при 24С.  

Асептичні рослини ряски отримували шляхом поверхневої 

стерилізації цілих рослин, узятих з природної водойми озера Опечень 

(Київ). Рослини послідовно витримували в 70% етанолі (30 сек.), 20% 

розчині комерційного препарату “Білизна” (10 хв) та промивали тричі по 

10 хв. у стерильній дистильованій воді. Після стерилізації рослини 

вирощували у чашках Петрі на агаризованому середовищі 1/2МС 

(середовище Мурасіге та Скуга зі зменшеним вдвічі вмістом 

мікроелементів, табл. 2.1) при 16-годинному світловому фотоперіоді та 

температурі +24°С. 

Використовували також рослини полину з колекції зародкової 

плазми Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України. 

Для мікророзмноження рослин використовували живильне 

середовище 1/2МС. Частини пагонів рослин відокремлювали і переносили 
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на поверхню чашки Петрі з середовищем 1/2МС. Для мікророзмноження 

ряски листеці відділяли від рослин та культивували на живильному 

середовищі 1/2МС. Усі рослини субкультивували при 16-годинному 

фотоперіоді і температурі +24°С.  

Таблиця 2.1 –  

Склад модифікованого середовища Мурасіге та Скуга, яке було 

використано для in vitro субкультивування досліджуваних рослин 

 

Компоненти середовища 
Концентрація компонентів у 

середовищі, мг/л 

KNO3 1900,000 

CaCl2∙2H2O   440,000 

MgSO4∙7 H2O   370,000 

KH2PO4   170,000 

NH4NO3 1650,000 

KI       0,830 

H3BO3       6,200 

Mn SO4∙4 H2O     24,100 

Zn SO4∙7 H2O     10,600 

Na2MoO4∙2 H2O       0,250 

Cu SO4∙5 H2O       0,025 

Co SO4∙6 H2O       0,025 

Na2ЕДТА     37,300 

Fe SO4∙7 H2O     27,800 

Мезоінозит   100,000 

Тіамін        0,500 

Піридоксин        0,500 

Нікотинова кислота       5,000 

Фолієва кислота       0,500 

Гліцин       2,000 

Біотин       0,050 

Сахароза                           20000,000 

Агар 7000,000 
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2.3. Агробактерії, які використовували для трансформації 

 

Трансформацію проводили за допомогою агропінового штаму 

A. rhizogenes A4 з векторними конструкціями pCB158, рСВ124 та pCB161, 

за допомогою A. tumefaciens штам GV3101 з векторними конструкціями 

pCB063 та рСВ124, а також за використання дикого штаму A. rhizogenes 

A4. 

 

2.4. Векторні конструкції, які використовували для трансформації 

 

Для генетичної трансформації рослин використовували векторні 

конструкції рСВ 063, pCB158, рСВ124, рСВ 161 (рис. 2.2), створені в 

Інституті клітинної біології та генетичної інженерії НАН України.  

                      При створенні конструкції рСВ063 був використаний бінарний 

вектор, що містив селективний ген nptII з регуляторними послідовностями 

NOS промотора і термінатора. У ділянку Т-ДНК під контролем 35S 

промотора і OCS термінатора клоновані структурні послідовності генів,  

що кодують синтез туберкульозних антигенів. 

При конструюванні вектора pCB158 за основу було взято бінарний 

вектор pCB064, який містив злиту послідовність генів esxA::fbpBΔTMD, що 

кодують антигени ESAT6 та Ag85B (без трансмембранного домену ΔTMD) 

з Mycobacterium tuberculosis, під контролем промотора 35S вірусу мозаїки 

цвітної капусти та селективний ген неоміцинфосфотрансферази ІІ nptII. 

Фрагмент EcoRI-NcoI бінарного вектора pCB064 [507], який містив 

промотор 35S (1338 п.н.), було заміщено послідовністю промотора Mll 

(EcoRI-NcoI розміром 1735 п.н.), клонованого раніше [649]. Всі маніпуляції 

із ДНК проводили відповідно методики [650] та рекомендацій виробника 

ендонуклеаз рестрикції, лігази та Silica Bead DNA Gel Extraction Kit 

(Fermentas, Литва). Плазмідна ДНК бінарного вектора pCB158 була  
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перенесена до агропінового штаму A. rhizogenes A4, який у подальшому 

використовували для генетичної трансформації рослин. 

Конструкції pСВ124 та рСВ 161 (рис. 2.2), створені в Інституті 

клітинної біології та генетичної інженерії, містили селективний ген nptII з 

регуляторними послідовностями NOS промотора і термінатора та цільовий 

ген інтерферону-α2b під контролем 35S промотора (pСВ124) або 

коренеспецифічного Mll промотора цукрового буряку (pСВ161). 

Присутність лідерної послідовності забезпечувала транспорт цільового 

білка в апопласт. 

 
 

 

 

 

 

 
                   

   Рис. 2.2 – Схематичне зображення Т-ДНК бінарних векторів рСВ063, 

рСВ064, pCB158, рСВ124, рСВ161: LB, RB – ліва і права границі Т-ДНК; 

nptII – ген nptII (NOS промотор і термінатор); esxA та esxA:fbpBΔTMD –– гени, 

що кодують синтез антигенів ESAT6 і ESAT6:Ag85В(ΔTMD) (35S промотор і 

OCS термінатор), іfn-α2b – ген інтерферону-α2b (35S або Mll промотори і OCS 

термінатор ), cal – лідерна послідовність, що забезпечує транспорт цільового 

білка в апопласт. 

 

Вектори мали такі цільові гени: злиту послідовність esxA::fbpBΔTMD 

під контролем Mll промотора цукрового буряку (рСВ158) або під контролем 

35S- промотора вірусу мозаїки цвітної капусти (рСВ064); послідовність 

гена esxA під контролем 35S- промотора (рСВ063), послідовність гена ifn-

α2b під контролем коренеспецифічного промотора Mll цукрового буряку 

(рСВ161) або під контролем 35S- промотора вірусу мозаїки цвітної капусти 

RB 

RB 
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(рСВ124). Усі вектори містили селективний ген 

неоміцинфосфотрансферази ІІ nptII (під контролем промотора гена 

нопалінсинтетази), наявність якого давала можливість здійснювати відбір 

трансгенних коренів за ознакою стійкості до канаміцину. Вектори pCB161 

та рСВ124 містили кальретикуліновий сигнал перед кодуючою частиною 

гена ifn-α2b для перенаправлення білка в апопласт. 

 

2.5. Вирощування агробактерій для генетичної трансформації 

рослин  

 

Бактерії вирощували на ротаційному шейкері (200 об./хв.) на 

середовищі LB [650] з карбеніциліном (100 мг/л) та рифампіцином (50 

мг/л) протягом 24-48 годин при температурі 28°С (табл.2.2). Бактеріальні 

клітини осаджували центрифугуванням (3000g, 10хв.), осад 

ресуспендували в розчині 10мМ MgSO4. Суспензію бактерій 

використовували для генетичної трансформації досліджуваних рослин. 

 

Таблиця 2.2- 

Склад середовища LB, яке використовували для вирощування 

агробактерій 

 

Компоненти середовища 
Концентрація компонентів у 

середовищі, г/л 

Дріжджовий екстракт 5,00 

Гідролізат казеїну 10,00 

NaCl 10,00 

рН 7,5 
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2.6. Визначення селективної концентрації антибіотика та відбір 

стійких трансгенних рослин 

 

 Для визначення селективної концентрації канаміцину при 

культивуванні сім'ядоль та проростків використовували такі концентрації 

антибіотика: 10, 25, 50, 100 мг/л. Для тестування кожної концентрації 

антибіотика по 20 листових експлантів культивували на агаризованому 

середовищі (для цикорію середовище С1, табл. 2.3, для салату середовище 

L1, табл. 2.4)  та по 50 проростків з відокремленим корінням на середовищі 

MС  (табл. 2.1) з антибіотиком у наведених вище концентраціях. 

Експерименти проводили у трикратній повторності. За селективну 

концентрацію вважали таку, за якої зелені проростки (при використанні 

проростків) або пагони (при використанні листових експлантів) були 

відсутні. 

 

2.7. Оптимізація методики генетичної трансформації рослин  

 

Для оптимізації методики трансформації з метою можливості 

подальшого використання для отримання трансгенних коренів або рослин 

різних видів, змінювали такі параметри: 

- час культивування на живильному середовищі без 

цефотаксиму, який пригнічує ріст агробактерій; 

- час культивування без селективного тиску (без канаміцину); 

-            тип експланту.  

Для трансформації з використанням A. rhizogenes застосовували різні 

типи експлантів (листки, сім’ядолі, міжвузля, черешки, корені) у 

залежності від виду рослин. Експланти з попередньо зробленими 

насічками інкубували у бактеріальній суспензії протягом 30 хв., далі 

культивували в чашках Петрі на агаризованому середовищі 1/2 MС  

(протягом 1-10 діб. Після цього експланти переносили на середовище 
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1/2МС, до якого додавали 600 мг/л цефотаксиму. Селективний антибіотик 

у концентрації 25 мг/л додавали через 1-14 діб після трансформації 

агробактеріями. 

Для трансформації з використанням A. tumefaciens експланти різних 

типів у залежності від виду рослин з попередньо зробленими насічками 

також інкубували в бактеріальній суспензії протягом 30 хв. Далі їх 

переносили на середовище для регенерації відповідного складу для 

кожного виду рослин на 1- 10 діб, а потім – на те саме середовище, до 

якого додавали 600 мг/л цефатоксиму. Селективний антибіотик канаміцин 

у концентрації 25 мг/л додавали через 1-14 діб після трансформації 

агробактеріями. Ефективність застосованого протоколу оцінювали за 

частотою регенерації зелених у селективних умовах пагонів (після 

трансформації з використанням A. tumefaciens) або за частотою утворення 

коренів  (після трансформації з використанням A. rhizogenes) з 

характерними для «бородатих» коренів ознаками (негативний геотропізм, 

значне галуження, ріст на середовищі без регуляторів росту). Частоту 

регенерації пагонів визначали як відношення кількості експлантів із 

зеленими у селективних умовах регенерованими пагонами до загальної 

кількості експлантів, виражене у відсотках. Частоту коренеутворення 

визначали як відношення кількості експлантів з коренями характерного 

фенотипу до загальної кількості використаних експлантів, виражене у 

відсотках. За оптимальний вважали такий протокол, за використання якого 

частота утворення зелених пагонів або частота утворення коренів була 

найвищою для даного виду рослин. 

 

2.8. Генетична трансформація з використанням Agrobacterium 

tumefaciens та регенерація трансгенних пагонів цикорію 

 

Для генетичної трансформації використовували Agrobacterium 

tumefaciens штаму GV3101 з векторною конструкцію рСВ063 (рис. 2.2). 



 88 

Трансформацію проводили шляхом інкубування сім’ядоль рослин цикорію 

(по 30 у кожному варіанті) в суспензії A. tumefaciens. Сім'ядолі інкубували 

у суспензії протягом 30 хв., промокали фільтрувальним папером і 

культивували у чашках Петрі на агаризованому середовищі для регенерації 

пагонів (таблиця 2.3). 

Для регенерації трансгенних пагонів з експлантів використовували 

модифіковане живильне середовище Мурасіге та Скуга, яке містило 

регулятори росту рослин  кінетин (DUCHEFA Biochemie BV The 

Netherlands) та α-нафтилоцтову кислоту (НОК, DUCHEFA Biochemie BV 

The Netherlands) (табл. 2.3). 

Таблиця 2.3- 

Склад живильних середовищ для регенерації рослин цикорію 

Концентрація компонентів у середовищі, мг/л Компоненти 

середовища С1 С 2 

KNO3 1900 1900 

CaCl2 ∙ 2H2O 440 440 

MgSO4 ∙ 7 H2O 370 370 

KH2PO4 170 170 

NH4NO3 1650 1650 

KI 0,83 0,83 

H3BO3 6,2 6,2 

Mn SO4 ∙ 4 H2O 24,1 24,1 

Zn SO4 ∙ 7 H2O 10,6 10,6 

Na2MoO4 ∙ 2 H2O 0,25 0,25 

Cu SO4 ∙ 5 H2O 0,025 0,025 

Co SO4 ∙ 6 H2O 0,025 0,025 

Na2ЕДТА 37,3 37,3 

Fe SO4 ∙ 7 H2O 27,8 27,8 

Мезоінозит 100 100 
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Продовження табл.2.3 

Тіамін (В1) 0,5 0,5 

Піридоксин (В6) 0,5 0,5 

Нікотинова кислота 5 5 

Фолієва кислота 0,5 0,5 

Гліцин 2 2 

Біотин 0,05 0,05 

Сахароза 30000 30000 

Агар 7000 7000 

Кінетин 2,5 0,5 

НОК 0,1 0,01 

 

Експланти культивували на агаризованому середовищі С1 з 2,5 мг/л 

кінетину (DUCHEFA Biochemie BV The Netherlands) та 0,5 мг/л α- 

нафтилоцтової кислоти (НОК, Duchefa Biochemie BV The Netherlands)  до 

якого додавали 25 мг/л канаміцину ("Київмедпрепарат", Україна) та 600 

мг/л цефотаксиму. 

Після початку регенерації рослин експланти переносили на 

середовище С2, яке містило 0,5 мг/л кінетину, 0,05 мг/л НОК, 25 мг/л 

канаміцину та 600 мг/л цефотаксиму. Регенеровані пагони укорінювали на 

середовищі 1/2MС з антибіотиками у тих самих концентраціях. 

 Частоту трансформації визначали як процентне відношення 

кількості експлантів з регенерованими на селективному середовищі 

зеленими пагонами до загальної кількості експлантів. 

Для регенерації пагонів цикорію з «бородатих» коренів 

використовували живильне середовище 1/2МС. Корені культивували при 

температурі +24° С та 16-годинному освітленні до формування пагонів (2-

3 тижні у залежності від лінії). Регенеровані пагони відділяли від вихідних 

коренів та укорінювали на середовищі 1/2MС за таких самих умов 

вирощування. 
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2.9. Генетична трансформація рослин салату з використанням 

Agrobacterium tumefaciens та регенерація трансгенних пагонів  

 

Для отримання трансгенних рослин салату використовували 

оптимізовану методику кокультивування з агробактеріями та наступного 

селекційного відбору трансгенних ліній рослин. Бактерії вирощували на 

середовищі LB [650] за описаною у попередньому розділі методикою. Для 

трансформації використовували Agrobacterium tumefaciens штаму GV3101 

з векторною конструкцію рСВ124 (рис. 2.2), яка мала селективний ген nptII 

та цільовий ген інтерферону-α2b людини ifn-α2b. Сім'ядолі (по 30 у 

кожному варіанті)інкубували у суспензії A. tumefaciens протягом 30 хв., 

промокали фільтрувальним папером і культивували у чашках Петрі на 

відповідних агаризованих середовищах для регенерації пагонів (таблиця 

2.4). Використовували модифіковане живильне середовище МС, до якого 

додавали морфоліноетансульфонову кислоту (MES) та регулятори росту 

рослин (табл. 2.4). Для отримання регенерованих пагонів експланти 

вирощували на живильному середовищі L-1 протягом 1-1,5 місяців, далі 

переносили на середовище, у якому була зменшена концентрація 

регуляторів росту (L-2). Укорінення отриманих пагонів проводили, 

культивуючи їх на середовищі без регуляторів росту (L-3). 

Таблиця 2.4- 

Середовища, які використовували для регенерації рослин 

 Lactuca sativa 

Концентрація компонентів у середовищах, мг/л 
 

Компоненти середовища 

L-1 L-2 L-3 
KNO3 1900 1900 1900 

CaCl2 ∙ 2H2O 440 440 440 

MgSO4 ∙ 7 H2O 370 370 370 

KH2PO4 170 170 170 
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Продовження таблиці 2.4 

NH4NO3 1650 1650 1650 

KI 0,83 0,83 0,83 

H3BO3 6,2 6,2 6,2 

Mn SO4 ∙ 4 H2O 24,1 24,1 24,1 

Zn SO4 ∙ 7 H2O 10,6 10,6 10,6 

Na2MoO4 ∙ 2 H2O 0,25 0,25 0,25 

Cu SO4 ∙ 5 H2O 0,025 0,025 0,025 

Co SO4 ∙ 6 H2O 0,025 0,025 0,025 

Na2ЕДТА 37,3 37,3 37,3 

Fe SO4 ∙ 7 H2O 27,8 27,8 27,8 

Мезоінозит 100 100 100 

Тіамін (В1) 0,5 0,5 0,5 

Піридоксин (В6) 0,5 0,5 0,5 

Нікотинова кислота 5 5 5 

Фолієва кислота 0,5 0,5 0,5 

Гліцин 2 2 2 

Біотин 0,05 0,05 0,05 

НОК 0,5 0,05 0 

Кінетин 3 0,5 0 

Сахароза 30000 30000 20000 

MES 1000 1000 1000 

Агар 6000 6000 6000 

 

2.10. Оптимізація умов регенерації рослин рути 

 

Для регенерації рагонів рути у якості експлантів використовували 

корені, міжвузля, листки та черешки. Експланти вирощували на 

живильних середовищах, основу яких становило середовище МС та які 

відрізнялися за наявністю і концентрацією регуляторів росту: кінетину, α-
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нафтилоцтової кислоти та 6-бензиламінопурину  – загалом 18 варіантів 

середовищ (табл. 2.5). Використовували середовища, які містили лише 

цитокініни, а також середовища, до складу яких входили як цитокініни 

(концентрація від 0,5 до 2,5 мг/л), так і ауксин α-нафтилоцтова кислота 

(концентрація від 0,05 до 0,5 мг/л).  

Експланти вирощували при температурі +24°С та 16-годинному 

освітленні до формування пагонів. За найбільш ефективне вважали таке 

живильне середовище, при культивуванні на якому спостерігали 

формування найбільшої кількості пагонів. Експеримент проводили у 

трикратній повторності, використовуючи у кожному по 50 експлантів. 

Частоту регенерації визначали як відношення кількості експлантів з 

регенерованими пагонами до загальної кількості експлантів. 

Таблиця 2.5- 

Вміст регуляторів росту у живильних середовищах, які 

використовували для оптимізації умов регенерації рослин рути 

духмяної 

Концентрація регуляторів росту у середовищі 

МС*, мг/л 
Варіанти середовища, 

№ 
БАП НОК Кін 

1 0,50 0 0 

2 1,00 0 0 

3 2,50 0 0 

4 0,50 0,05 0 

5 0,50 0,10 0 

6 0,50 0,50 0 

7 1,00 0,05 0 

8 1,00 0,10 0 

9 1,00 0,50 0 

10 2,50 0,05 0 
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Продовження таблиці 2.5 

11 2,50 0,10 0 

12 2,50 0,50 0 

13 0 0 0,50 

14 0 0 1,00 

15 0 0 2,50 

16 0 0.05 0 

17 0 0,10 0 

18 0 0,50 0 

* - середовище Мурасіге та Скуга  

 

2.11. Генетична трансформація рослин салату, цикорію, алтеї, 

козельців, причепи, рути та полину з використанням A. 

rhizogenes 

 

Для отримання культур «бородатих» коренів рослин різних видів 

використовували суспензію бактерій A. rhizogenes. Для трансформації 

рослин цикорію брали бактерії, які мали вектор рСВ161 з цільовим геном 

інтерферону людини (рис. 2.2),  вектор рСВ158 з цільовими генами esxA та 

fbpB антигенів ESAT6 і Ag85B Mycobacterium tuberculosis та дикий штам 

A. rhizogenes А4. Трансгенні корені рослин салату, козельців, алтеї, 

причепи та полину отримували шляхом трансформації диким штамом A. 

rhizogenes А4 та бактерії з векторами рСВ161 і  рСВ124.  

Бактерії вирощували на середовищі LB з антибіотиками (100 мг/л 

карбеніциліну, 50 мг/л ріфампіцину) на ротаційному шейкері (200 об./хв.) 

при температурі +28°C протягом 24 годин. Бактеріальні клітини 

осаджували центрифугуванням (300 g, 10 хв.), осад ресуспендували у 

розчині 10мМ MgSO4. Експланти з попередньо зробленими насічками 

інкубували у бактеріальній суспензії 30 хв., далі культивували у чашках 

Петрі на агаризованому середовищі 1/2MС  протягом трьох діб. Після 
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цього експланти переносили на середовище 1/2MС, до якого додавали 600 

мг/л цефатоксиму. Селективний антибіотик у концентрації 25 мг/л 

додавали через одну добу після трансформації агробактеріями з векторами 

рСВ161, рСВ124 та рСВ158. Контролем слугували експланти, які не 

піддавали трансформації (без кокультивування з бактеріями), та 

вирощували за таких самих умов.  

 

2.12. Субкультивування трансгенних коренів цикорію, салату, алтеї, 

козельців, рути, полину, причепи 

  

Після формування коренів на експлантах, які попередньо 

кокультивували з A. rhizogenes, їх відділяли та вирощували на 

агаризованому живильному середовищі 1/2МС. Для субкультивування 

отримані культури трансгенні корені цикорію, салату, алтеї, козельців 

також вирощували на живильному середовищі 1/2МС. Термінальні 

частини коренів довжиною 20-30 мм відділяли та переносили на поверхню 

агаризованого середовища у чашки Петрі.  Корені вирощували при 

температурі +24°С. На перших етапах культивування протягом 6 місяців 

після трансформації використовували середовище, яке містило антибіотик 

цефотаксим у концентрації 600 мг/л для повної елімінації агробактерій та 

канаміцин у концентрації 25 мг/л. Після проведення ПЛР аналізу на 

відсутність vir генів агробактерій корені культивували на середовищі без 

антибіотиків. Час між субкультивуванням трансгенних коренів варіював 

від 10 до 30 діб у залежності від виду рослин та швидкості росту коренів.  

 

2.13 Трансформація рослин ряски з використанням A. rhizogenes 

 

У дослідженнях використовували культивовані у стерильних умовах 

рослини Lemna minor. Для трансформації застосовували A. rhizogenes А4 з 

векторною конструкцією pCB158 (рис. 2.2) з цільовими генами esxA та 
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fbpB антигенів ESAT6 і Ag85B Mycobacterium tuberculosis, з вектором 

рСВ124 з геном інтерферону людини та дикий штам A. rhizogenes А4. 

Рослини розділяли на окремі листеці, які інкубували в бактеріальній 

суспензії 30 хв., промокали фільтровальним папером та культивували на 

середовище 1/2МС, потім експланти переносили на середовище 1/2МС, до 

якого було додано 25 мг/л канаміцину та 600 мг/л цефотаксиму для 

відбору зелених трансформованих рослин. 

 

2.14 Виділення загальної ДНК рослин 

 

 Загальну рослинну ДНК для проведення полімеразної ланцюгової 

реакції (ПЛР)  виділяли відповідно до протоколу  [650].  ДНК екстрагували 

із зелених листків асептичних або тепличних рослин. Для виділення ДНК 

застосовували ЦТАБ метод. До 20-100 мг листків у пробірки додавали 

екстрагуючий буфер (1:2 вага/об’єм), гомогенізували та інкубувати 20-30 

хв. при 56оС. До гомогенату додавали рівний об’єм суміші 

хлороформ/ізоаміловий спирт (24:1), перемішували до утворення 

однорідної емульсії. Центрифугували 5 хв. при 2500 g, відбирали водну 

фазу і повторювали обробку сумішшю хлороформ/ізоаміловий спирт. До 

водної фази додавали два об’єми буферу для осадження та залишали при 

кімнатній температурі до утворення преципітату (на 1-3 год.). 

Преципітат осаджували при 1500-2500 g протягом 7 хв., при цьому 

супутні забруднюючі домішки залишалися в супернатанті. Видаляли 

супернатант, осад розчиняли у 100мкл 1М NaCl. Додавали 2 об’єми 

етанолу і залишали на 1год.  при -20оС для формування осаду ДНК, 

після чого центрифугували 15 хв на мікроцентрифузі Eppendorf 5415C 

при 14 тис. обертів/ хв. Осад ДНК двічі промивали 70% етанолом і  один 

раз 85% етанолом для видалення залишків солей і ЦТАБ. Після 

промивання осад  підсушували і розчиняли  в 50-100 мкл води або ТЕ-

буферу. 
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2.15 Аналіз трансформованих рослин та «бородатих» коренів за 

допомогою полімеразної ланцюгової реакції 

  

Відомості щодо праймерів та умов проведення полімеразної 

ланцюгової реакції (розмір ампліфікованого фрагменту, температура  

реасоціації, час синтезу, кількість циклів) наведено у табл. 2.6 та 

2.7.  

Таблиця 2.6 -  

Праймери, які були використані для аналізу трансгенних рослин або 

«бородатих» коренів 

№ Ген Праймери Аналізована рослина 
 

1-2 
 

nptII 
 

5’-cctgaatgaactccaggacgaggca–3’ 
5’-gctctagatccagagtcccgctcagaag-3’ 

C.  intybus, L. sativa, 
L.minor, T.porrifolius, A. 

officinalis, A.tilesii, 
B.pilosa, R.graveolens 

 
3-4 

 
esxA 

5’-ctgaccatggcagagcagcagtggaatttcgc-3’ 
5’-gagaattctgcgaacatcccagtgctcg-3’ 

C.  intybus, L.minor, 
R.graveolens 

5-6 fbpBΔTMD 5’-tctacagcgactggtacagc-3’ 
5’-tcaggttgctgctacgaacg-3’ 

L.minor, R.graveolens 

 
7-8 

 
ifn-α2b 

 
5′-ttgatgctcctggcacag- 3′ 
5′-ttctgctctgacaacctc-3′ 

C.  intybus, L. sativa, 
T.porrifolius, A. officinalis, 

A.tilesii, B.pilosa, 
R.graveolens 

 
9-10 

 
rolB 

 
5'-atggatcccaaattgctattccttccacga-3' 
5'-ttaggcttctttcttcaggtttactgcagc-3' 

C.  intybus, L. sativa, 
T.porrifolius, Althaea 
officinalis, A.tilesii, 

B.pilosa, R.graveolens 
11-12  

virD 
5’-atgtcgcaaggcagtaagccca -3’ 
5’-ggagtctttcagcatggagcaa-3’ 

 

C.  intybus, L. sativa, 
L.minor, T.porrifolius, A. 

officinalis, A.tilesii, 
B.pilosa, R.graveolens 

Наявність перенесених генів у трансформованих рослинах та 

коренях визначали за допомогою полімеразної ланцюгової реакції. 

Сумарну ДНК екстрагували зі свіжих листків ЦТАБ–методом. Реакцію 

проводили на амплифікаторі Mastercycler personal 5332 (Eppendorf) з 

термостатованою кришкою в пробірках з ультратонкими стінками. 
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Реакційна суміш складалася з однократного ПЛР-буферу з сульфатом 

амонію (Fermentas), 0.2 мкМ відповідних праймерів, 200 мкМ кожного з 

дезоксинуклеотидтрифосфатів, 0.5 од. Taq-полімерази (Fermentas), 2.0 мМ 

хлориду магнію, 10-50 нг ДНК-проби.  

Загальний об’єм реакціонної суміші дорівнював 20 мкл. Продукти 

ПЛР аналізували за допомогою електрофорезу в 1.5 % агарозному гелі у 

Tris–боратній буферній системі. Негативним контролем була ДНК з 

нетрансформованих рослин,  позитивним контролем  – ДНК відповідного 

плазмідного вектору. 

Таблиця 2.7- 

Умови та розміри продуктів реакції ампліфікації 

Умови ампліфікації  
№ 

праймера Температура 
реасоціації, 

град С 

Час синтезу, 
сек 

Кількість 
циклів 

 
Розмір 

ампліфікованого 
фрагменту, п.н. 

1-2 65 30 33 622 

3-4 62 30 33 299 

5-6 62 30 33 484 

7-8 60 30 33 396 

9-10 56 30 33 780 

11-12 60 30 33 432 

 

2.16. Виділення сумарної РНК та синтез першого ланцюга к-ДНК 

 

 Сумарну РНК  виділяли за методикою [651]. Матеріалом були 

листки або корені асептичних рослин. Концентрацію РНК вимірювали на 

спектрофотометрі. Чистоту препаратів РНК також контролювали 

спектрофотометрично за співвідношенням А260:А280 і А260:А230, де А230 , А260 

, А280 – оптична густина при довжині хвилі 230, 260, 280 нм відповідно. 

Отримані препарати РНК мали задовільні спектрофотометричні 
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характеристики (А260:А280 1,9-2,0 і  А260:А230 2,3-2,5), що вказувало на 

відсутність домішок поліфенолів, полісахаридів і ДНК. Сумарна РНК 

використовувалася як матриця для синтезу першого ланцюга кДНК 

(зворотних транскриптів). Синтез проводили за допомогою набору 

реактивів «Fermentas» за інструкцією фірми-виробника. При цьому для 

кожної проби РНК проводили дві паралельні реакції – у присутності і у 

відсутності (негативний контроль) зворотної транскриптази. ПЛР-

ампліфікацію геномної ДНК і синтезованих зворотних транскриптів 

проводили на ампліфікаторі Mastercycler personal 5332 (Eppendorf) з 

термостатованою кришкою в пробірках з ультратонкими стінками. 

Реакційна суміш складалася з однократного ПЛР-буфера із сульфатом 

амонію, 0,2 мкМ відповідних праймерів, 200 мкМ кожного з 

дезоксинуклеотидтрифосфатов, 0,5 од. Taq-полімерази, 10-50 нг ДНК-

проби. Загальний об’єм реакційної суміші становив 20 мкл. 

Використовували праймери, специфічні до кодуючої частини генів nptII, 

ifn-α2b, генів білків-антигенів ESAT6, Ag85B (табл. 2.6). 

 

2.17. Визначення наявності білка Ag85B 

 

Аналіз наявності білків-антигенів Ag85B Mуcobacterium tuberculosis 

в рослинному матеріалі проводили методом Western blotting. Для 

визначення наявності цільового білка з трансгенних рослин ряски готували 

білкові екстракти. Для екстракції рослинний матеріал подрібнювали та 

використовували буфер №1, склад якого наведено у табл. 2.8. Екстракт у 

буфері для екстракції центрифугували при 10000 g протягом 10 хв. при 

температурі +4°С. Відібрали супернатант і додавали до нього 1/3 об’єму 4-

х кратного буферу для нанесення (буфер №2). Отриману суміш прогрівали 

протягом 5 хв. при температурі +95°С. 

Для отримання зразків позитивного контролю використовували 

екстракти рослинного матеріалу, для якого раніше була продемонстрована 
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наявність білка ESAT6-Ag85(B)dTMD-6His методом Western blotting, або 

до екстракту білків з рослинного матеріалу дикого типу додавали препарат 

очищеного рекомбінантного білка ESAT6-Ag85(B)dTMD-6His до 

досягнення кінцевого навантаження на трек у 0,5 – 1,0 нг по цьому білку. 

Таблиця 2.8 –  

Склад буферів для екстракції з рослин ряски та детекції білка 

Вміст складових на 1000 мл 

деіонізованої води 

 

Компоненти буфера 

Буфер 1 Буфер 2 

Сечовина 480,00 0 

натрію додецилсульфат 0 40,00 г 

Tris 6,06 6,06 г 

гліцерін 0 0,50 л 

меркаптоетанол 0 0,028 л 

бромфеноловий блакитний 0 0,10 г 

рН  8,0 6,8 

 

Готували суміш для заливки розділяючого та концентруючого 

поліакриламідного гелів (табл.2.9). Час полімеризації розділяючого гелю 

становив 1 год.,  концентруючого 20 хв. Робочий буферний розчин (тріс-

основа – 3,02 г; гліцин – 18,8 г; натрію додецилсульфат – 1г; вода 

деіонізована – до 1000 мл) заливали у верхній та нижній резервуар камери 

для електрофорезу. Зразки екстрактів та суміш маркерних білків вносили у 

кишені гелю і проводили електрофорез згідно з рекомендаціями виробника 

пристрою для електрофорезу. 

Гель після закінчення електрофорезу переносили у розчин для 

трансферу білків (тріс-основа – 5,8 г; гліцин – 2,9 г; спирт метиловий – 100 

мл; вода деіонізована – до 1000 мл) та інкубували протягом 15 хв. 

Паралельно у розчині для трансферу білків витримували вирізану 

відповідно до розміру гелю і попередньо змочену у метиловому спирті 
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мембрану для блотінгу та листки фільтрувального паперу відповідного 

розміру.  

Таблиця  2.9 -  

Суміш для заливки розділяючого та концентруючого 

поліакриламідного гелів 

Вміст складових гелів на 1000 мл 

деіонізованої води 

 

Компоненти  

розділяючого концентруючого 

Tris 46,00 г 15,73 г 

Акріламід 120,00 г 51,00 г 

Амонію персульфат 1,00 г 1,00 г 

ТЕМЕД 0,86 мл 1,00 мл 

Натрію додецилсульфат 1,00 г 1,00 г 

рН 8,8 6,8 

 

Проводили перенесення білків з гелю на мембрану згідно з 

рекомендаціями виробника пристрою для напівсухого трансферу білків до 

повного переходу пофарбованих смуг маркерних білків з гелю на 

мембрану. Мембрану поміщали у розчин для блокування вільних сайтів 

зв’язування (табл. 2.10) та інкубували при +2-8°С протягом ночі. Далі її 

поміщали у розчин із специфічними до рекомбінантного білка ESAT6-

Ag85(B)dTMD-6His антитілами (Na2HPO4·12Н2О– 2,3 г; KH2PO4 – 0,2 г; 

NaCl – 8 г; KCl – 0,2 г; Твін-20 – 1 мл; специфічні антитіла – у 

рекомендованому виробником розведенні; вода деіонізована – до 1 л) та  

інкубували при повільному перемішуванні при +42°С протягом 2 годин, 

триразово відмивали від  специфічних до рекомбінантного білка антитіл, 

що не зв’язалися (табл. 2.10). 
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Таблиця 2.10 –  

Склад розчинів для обробки мембрани закінчення переносу 

білків 

Склад розчинів (на 1 л)  
 

Компоненти 
для блокування 
вільних сайтів 

зв’язування 

для відмивання від 
специфічних антитіл, 

що не зв’язалися 
Na2HPO4·12Н2О 2,3 г 2,3 г 

KH2PO4 0,2 г 0,2 г 

NaCl 8,0 г 8,0 г 

KCl 0,2 г 0,2 г 

молоко сухе знежирене  50,0 г 0,0 г 

Твін-20 1,0 мл 1,0 мл 

Відмиту мембрану поміщали у розчин із антитілами, коньюгованими 

із пероксидазою хрону (Na2HPO4·12Н2О– 2,3 г; KH2PO4 – 0,2г; NaCl – 8 г; 

KCl – 0,2 г; Твін-20 – 1 мл; конюгат антитіл із пероксидазою – у 

рекомендованому виробником розведенні; вода деіонізована – до 1 л) та 

інкубували при +37°С протягом 1 години при повільному перемішуванні, 

потім триразово відмивали від незв’язавшихся антивидових антитіл у 

розчині (табл 2.10). Відмиту мембрану інкубували у розчині для 

хемілюмінесцентного виявлення пероксидази. Результати аналізу 

документували за допомогою фотоплівки, чутливої до рентгенівського 

випромінювання, шляхом експозиції цієї плівки у темряві на щойно 

змоченій у хемілюмінесцентному розчині та загорнутої у поліетиленову 

плівку мембрані. Проявлення фотоплівки здійснювали у розчинах 

проявника та фіксажу для проявлення рентгенівських знімків. 

 

2.18. Визначення особливостей росту трансгенних рослин ряски у 

присутності сполуки шестивалентного хрому 

Об’єктом досліджень були трансгенні та контрольні рослини ряски 

L. minor, які культивували у стерильних умовах на середовищі 1/2МС  з  
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розчином K2CrO4 у концентраціях за Cr(VI) 1, 2, 4 та 8 мМ. У чашки Петрі 

діаметром 60 мм додавали по 10 мл рідкого середовища з відповідною 

концентрацією Cr(VI) та переносили до чашок рослини ряски (по 100 

листеців). Через 3, 6, 12 та 21 добу підраховували кількість та визначали 

приріст кількості листеців (∆N), концентрацію Cr(VI) у живильному 

середовищі, а по завершенні експерименту – вміст Cr(VI) у рослинах. 

Концентрацію хрому(VI) визначали за допомогою дифенілкарбазиду 

(ДФК) фотоколориметричним методом [652] на спектрофотометрі 

Eppendorf bioPhotometer plus (довжина хвилі λ = 550 нм). З чашок Петрі 

відбирали до мікропробірок Eppendorf по 500 мкл середовища, додавали 

0,125 мкл H2SO4 (1:3) та 0,125 мл 0,5% спиртового розчину 

дифенілкарбазиду. Калібрування проводили за розчином K2CrO4. Для 

визначення вмісту Cr(VI) у рослинах листеці зважували, розтирали в 1 мл 

дистильованої води та центрифугували. Супернатант використовували для 

визначення вмісту Cr (VI) за вищевказаною методикою. 

Ріст рослин характеризували за такими показниками:   

- приріст кількості листеців ∆N 

∆N= Ni- N0,                                     (2.1)                             

   де Ni – кількість листеців через визначений проміжок часу  

   (і=3, 6, 14 та 21); N0 – початкова кількість листеців;  

- Коефіциєнт росту рослин 

Кр = ni/n0,                                     (2.2) 

де  ni - кількість листеців через певний проміжок часу (і =3, 6, 10, 17 

діб);  n0 – початкова кількість листеців (n0 = 100) 

- Відносна швидкість приросту кількості листеців V. Цей показник 

дає можливість оцінити динаміку зміни швидкості росту рослин 

V= (Ni-Ni-1)/(ti-ti-1)/Ni-1,                                  (2.3) 

де Ni – кількість листеців у точці виміру (і = 3, 6, 12 та 21 доба), Ni-1 - 

кількість листеців у попередній точці виміру, ti-ti-1 - проміжок часу 

між двома точками виміру (3, 3, 6 та 9 діб); 
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- Середній коефіцієнт стійкості рослин до хрому (VI) за період 

культивування рослин  

Rсер = ΔNс/ΔN0,                                                         (2.4) 

де ΔNс – приріст кількості листеців при культивуванні у присутності 

хрому у певній концентрації, ΔN0 приріст кількості листеців при 

культивуванні на середовищі без хрому;  

Експерименти проводили у трьох повторностях, статистичну 

обробку результатів здійснювали за стандартними методиками, Р<0,05.   

 

2.19. Культивування трансгенних та контрольних рослин ряски за 

різних температурних умов 

 

Для порівняльного визначення впливу температурних умов 

культивування трансгенні та контрольні рослини ряски вирощували на 

рідкому живильному середрвищі 1/2МС при таких температурних умовах: 

загальний час культивування 30 діб, з них у варіантах №1 +24° С протягом 

30 діб; №2 – 2 доби при зниженій температурі +3° С; №3 – 15 діб при +3° 

С; №4 - 20 діб +3° С; №5 – 25 діб +3° С; №6 - 2 доби +36° С; №7 – 4 доби 

+36° С. 

Через 30 діб визначали приріст маси рослин, вміст білка (див. розділ 

2.24) та фруктозовмісних цукрів (див. розділ 2.20). Для визначення 

приросту маси рослини зважували до (m0) та після закінчення терміну 

культивування (m1). Приріст маси визначали за формулою: 

Δm = m1- m0,                                                       (2.5) 

де m1 – маса через один місяць, m0 – вихідна маса листеців.  

 

2.20 Визначення вмісту фотосинтетичних пігментів 

 

Пігменти визначали у 30-денних рослин на спектрофлюориметрі після 

екстрагуванні етанолом [653]. Подрібнений матеріал розтирали у ступці, 
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переносили на фільтр (загальний об’єм розчинника 4 мл) та фільтрували. 

Сумарну концентрацію зелених пігментів (Са+b) у екстрактах визначали 

при довжині хвилі 652 нм та обчислювали за формулою: 

Са+b = 29 D652 (мг/л),                                   (2.6) 

де D652 – оптична густина розчину при довжині хвилі 652 нм. 

Концентрацію хлорофілів a (Са) і b(Сb)  визначали при довжині хвиль 

665 і 649 нм і розраховували за формулами: 

     Са = 11,63 D665 – 2,39 D649 (мг/л);                             (2.7) 

Сb = 20,11 D649 – 5,18 D665 (мг/л) ,                            (2.8) 

де D665 , D649 – оптична густина розчину при довжині хвилі 665 та 649 

нм. 

Концентрацію каротиноїдів (Ск+кс) визначали при довжині хвилі 440 

нм за формулою: 

Ск+кс = 4,695 D440 – 0,268 Са+b (мг/л),                       (2.9) 

де D440– оптична густина розчину при довжині хвилі 440 нм, Са+b - 

визначена раніше сумарна концентрація зелених пігментів. 

Вміст пігментів розраховували  відповідно їх концентрації у розчині 

та масі вихідного матеріалу у мг/г маси листків. Контролем слугували 

нетрансформовані рослини того ж сорту, що вирощувалися in vitro в 

аналогічних умовах (склад живильного середовища, освітлення, 

температура).  

 

2.21. Визначення швидкості росту трансгенних коренів 

 

Швидкість росту трансгенних коренів визначали за приростом маси 

за фіксований період часу. Термінальні ділянки коренів довжиною 20 мм 

відокремлювали, зважували у асептичних умовах та культивували на 

поверхні агаризованого живильного середовищі 1/2МС у чашках Петрі при 

температурі +24°С. Через один місяць корені вилучали з чашок, промокали 
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фільтрувальним папером, зважували. Приріст маси Δm визначали за 

формулою: 

Δm = m1- m0,                                               (2.10) 

де m1 – маса коренів через один місяць, m0 – вихідна маса коренів.  

 

У кожному експерименті використовували по 20 ділянок коренів. 

Експерименти проводили у трьох повторностях. 

 

2.22. Дослідження впливу регуляторів росту на ріст «бородатих» 

коренів  

 

В експериментах як модель використовували трансгенні корені 

цикорію C. intybus L., отримані шляхом трансформації А. rhizogenes з 

вектором рСВ161 [654]. Термінальні ділянки коренів завдовжки 10 мм 

культивували на агаризованому середовищі 1/2МС  протягом 30 діб при tо 

+24°С. До живильних середовищ додавали індолілмасляну кислоту (ІМК), 

α-нафтилоцтову кислоту (НОК) та регулятори природного походження 

Біолан і Чаркор (МНТЦ «Агробіотех», полікомпонентні регулятори, 

отримані з культури гриба, ізольованого з коренів жень-шеню – суміш 

амінокислот, вуглеводів, жирних кислот, полісахаридів, фітогормонів, 

мікроелементів) у концентраціях 0.1; 0.5 мг/л та 0; 2,5; 5 та 10 мкл/л 

середовища. Визначали: початкову масу коренів (m0), масу коренів через 

30 діб культивування (mi); приріст маси коренів (∆m), суху масу (mi-сух), 

питомий вміст поліфруктанів (в мг/г сухої маси коренів), загальний вміст 

поліфруктанів (в мг/загальну суху масу коренів, що виросли за 30 діб).  

 

2.23. Визначення вмісту поліфруктанів 

  

Вміст поліфруктанів визначали за методикою, яка базується на 

здатності кетоцукрів забарвлюватися резорцином у кислому середовищі 
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[655]. Для цього корені або пагони гомогенізували з дистильованою водою, 

залишали на 30 хвилин для екстрагування. Для аналізу використовували 

0.1% спиртовий розчин резорцину. Зразки нагрівали на водяній бані при 

температурі +80-90°С протягом 10 хв., охолоджували та вимірювали 

інтенсивність забарвлення на ФЕК (КФК-2) із зеленим світлофільтром (540 

нм). Паралельно проводили реакцію з резорцином розчинів фруктози 

концентрацією 0,62, 1, 25, 2,5 та 5 мг/мл. Концентрацію фруктанів 

визначали за калібрувальною прямою (калібрування проводили за 

розчинами фруктози). Виміри здійснювали у трьох повторностях. 

 

2.24. Визначення особливостей накопичення поліфруктанів у 

трансгенних рослинах та коренях різних ліній 

 

Для визначення особливостей накопичення поліфруктанів у 

трансгенних рослинах та «бородатих» коренях рослин різних видів 

відповідні рослини або корені вирощували протягом одного місяця на 

агаризованому живильному середовищі 1/2МС при температурі +24°С та 

16-годинному освітленні. Рослинні зразки зважували, гомогенізували, 

додавали визначений об’єм дистильованої води. Вміст фруктанів 

визначали у отриманих екстрактах відповідно до методики, описаної у 

розділі 2.20. У кожному експерименті використовували по 10 зразків.  

 

2.25. Визначення оптимальних умов екстрагування поліфруктанів 

  

У експериментах використовували «бородаті» корені цикорію 

C.intybus. Корені вирощували на агаризованому безгормональному 

середовищі Мурасиге і Скуга із вдвічі зменшеною концентрацією 

макроелементів (1/2MС) при температурі +24оС протягом шести тижнів. 

Для екстрагування фруктанів отримані корені промивали, висушували до 

постійної маси, перетирали у ступці (діаметр часток менше 1мм) і 
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використовували для подальших досліджень. Для екстрагування фруктанів 

по 50 мг висушених та розтертих коренів вміщували в епендорфи, 

додавали по 1 мл дистильованої води і витримували при кімнатній 

температурі (+22оС) протягом 0,5, 1 та 24 години. Після цього проводили 

теплову екстракцію фруктанів на водяній бані при температурі 70, 80 і 

90оС протягом 10, 20 і 30 хв. Екстракт відділяли центрифугуванням 

протягом 5 хвилин, 15000 об./хв (мікроцентрифуга Eppendorf 5415C). Для 

визначення концентрації фруктанів у екстрактах користувалися методом, 

описаним у розділі 2.20.   

 

2.26. Визначення вмісту інтерферону у трансгенних коренях 

 

Для визначення вмісту інтерферону рослинний матеріал зважували, 

розтирали з фосфатним буфером рН 7,4, центрифугували про 15000 g 

протягом 15 хвилин при +4°С, супернатант переносили у чисті пробірки. 

До осаду додавали  модифікований фосфатний буфер з додаванням 1мМ 

інгібітора протеаз PMSF та 1% ДСН, ресуспендували, залишали на льоду 

на 30 хв., центрифугували при 3000 g протягом 15 хвилин при +4°С, 

супернатант и поєднували. Отриманий екстракт використовували для 

визначення вмісту інтерферону з набором реагентів «ProCon IF2 plus» 

(ТОВ «Протеїновий контур», Росія) відповідно до інструкції виробника.  

 

2.27. Визначення вмісту загального білка 

  

Для приготування екстрактів листки рослин (100 мг) поміщали в 

охолоджену фарфорову ступку, додавали 300 мкл фосфатного буферу рН 

7,4 та розтирали на льодяній бані. Отриманий гомогенат кількісно 

переносили в пробірку Eppendorf (1,5 мл) та центрифугували протягом 5 хв 

при 10000g (+4°С). Надосад відбирали, переносили в чистку пробірку та 

центрифугували протягом 25 хв при 16000g (+4°С). Аліквоту супернатанту 
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використовували для визначення концентрації білка за методом Бредфорда 

(мікроваріант методу) [656]. Для цього 100 мкл розбавленого в 50 разів 

супернатанту переносили в пробірку  Eppendorf (1,5 мл), додавали 1 мл 

розчину кумассі бриліантового блакитного, перемішували та витримували 

протягом 3 хв при кімнатній температурі. Вимірювали оптичну густину 

розчину на спектрофотометрі Eppendorf при довжині хвилі 595 нм. 

Концентрацію вираховували, використовуючи калібрувальний графік за 

бичим сиворотковим альбуміном у концентраціях 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 

90 та 100 мкг/мл.  

 

2.28. Визначення противірусної активності екстрактів з трансгенних  

рослин та коренів 

 

Для визначення противірусної активності використовували 

екстракти з трансгенних рослин та коренів. Для приготування екстрактів 

рослинний матеріал (корені або листки) зважували, поміщали у 

порцелянову ступку, додавали буфер та гомогенізували на льоду.  

Використовували буфер на основі Трис HCl  або фосфатний буфер (табл. 

2.11); також використовували модифікації буферів – додавали до них 1мМ 

інгібітора протеаз PMSF та 1% ДСН. Матеріал переносили до 

центрифужної пробірки і центрифугували 5 хв при 10000g (+ 4°С). 

Надосадову рідину відбирали, переносили в пробірку і центрифугували 25 

хв при 16000g (+ 4°С). Аліквоту отриманого супернатанту 

використовували для визначення концентрації білка за методом Бредфорда 

(розділ 2.27). Отриманий  екстракт зберігали у морозильнику при 

температурі -18°С та використовували для визначення противірусної 

активності. Таку активність екстрактів визначали за зниженням 

цитопатичної дії вірусу везикулярного стоматиту. Субстратзалежні 

клітини MDBK культивували в живильному середовищі DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) з 10% сироватки новонародженого 
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теляти, 40 мкг / л гентаміцину у вологій атмосфері з 5% СО2 при 37°С. 

Через 2-3 доби, після того, як клітини утворювали на субстраті суцільний 

моношар, здійснювали їх пересів. 

Таблиця 2.11 –  

Склад основних буферів, які використовували для 

екстрагування білка при тестуванні противірусної активності 

Сполуки та розчини Вміст сполук та розчинів у буферах (на 1 л буферу) 

 Фосфатний Трис 

NaCl 8,00 г - 

KCl 0,20 г - 

Na2HPO4 1,44 г - 

KH2PO4 0,24 г - 

0,1N НСI - 250 мл 

0,2 М трис* - 250 мл 

Na2EDTA   - 5мМ 

NaCl   - 100 мМ 

2-меркаптоетанол  - 10мМ 

сахароза  10 г 10 г 

рН 7,4 8,0 

* 0,2 М трис (оксиметил)-амінометан (24,3 г солі в 1 л дистильованої води 

У лунки 96-лункового планшету вносили по 200 мкл суспензії клітин 

MDBK в середовищі DMEM з 5% сироватки новонародженого теляти з 

розрахунку 2,5 ·106 клітин/ планшет. Через 24 години в лунки планшета 

вносили вихідний розчин зразків і титрували п'ятикратними разведеннями. 

У якості стандарту використовували міжнародний стандарт інтерферону-

альфа ВООЗ (70000 МО), також титрований 5-кратними розведеннями. 

Через 24 години у лунки вносили 100 цитотоксичних доз вірусу у 

середовищі DMEM з 2% сироватки новонародженого теляти. Дослідження 

проводили також за використання інтерфероночутливих клітинних ліній 

ПТП (перевивна культура клітин тестикул поросят) та L41 (культура 
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субстратзалежних клітин кісткового мозку людини) за аналогічною 

методикою.  Результати реєстрували через 24 години візуально при 100% 

цитопатичної дії у контролі вірусу. 

 

2.29. Визначення антиоксидантної активності 

 

Антиоксидантну активність визначали, використовуючи 2,2-дифеніл-

1-пікрилгідразил радикал (DPPH). Для приготування екстрактів рослинний 

матеріал зважували, гомогенізували з дистильованою водою визначеного 

об’єму, центрифугували при 10000 g протягом 10 хв. Отриманий 

супернатант використовували для дослідження. Використовували розчин 

DPPH у 96% етиловому спирті (концентрація радикалу – 10-4 М); реакцію 

проводили у 96-лункових мікропланшетах. В кожну лунку планшету 

додавали розчин радикалу та відповідні розведення досліджуваних 

екстрактів. Об’єм екстрактів, що додавався, становив 10, 5, 2,5 та 1,25 мкл; 

кінцевий об’єм реакційної сумішів лунці становив 100 мкл. Реакційна 

суміш витримувалась при кімнатній температурі у темноті протягом 30 хв, 

після чого вимірювали оптичну густину суміші при довжині хвилі 550 нм. 

Крім цього, вимірювали власну оптичну густину розчинів екстрактів 

відповідної концентрації в спирті (без додавання DPPH). У якості 

позитивного контролю використовували водний розчин аскорбінової 

кислоти концентрацією 1 мг/мл. Кількісно поглинання вільного радикалу 

виражали як відсоток інгібування і обчислювали за формулою: 

 

А(к) – А(е) / А(к) · 100,                                     (2.11) 

де А(к) – оптична щільність контрольного розчину 

              А(е) – оптична щільність розчину досліджуваного екстракту 
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2.30. Визначення ДНК-протекторної активності екстрактів з            

трансгенних зразків 

Визначення ДНК-протекторної активності екстрактів проводили, 

використовуючи метод кометного електрофорезу, який дозволяє кількісно  

оцінити ступінь пошкодження ДНК після дії УФ опромінення. Рослини 

вирощували на агаризованому середовищі МС при температурі +24°С та 

16-годинному освітленні. Для приготування екстрактів рослини зважували, 

розтирали у фосфатному буфері (рН 7,4), стерилізували фільтруванням. 

Для кометного електрофорезу використовували лімфоцити периферичної 

крові людини. Клітини ресуспендували в культуральному середовищі RPMI 

1640, суспензію розділяли на чотири аліквоти. Першу піддавали УФ 

опроміненню (280 нм) дозою 40 Дж/м2 для індукції тимінових димерів, 

витримували при 37°С для їх вирізання і появи розривів в ДНК (негативний 

контроль). Другу (дослід) інкубували 1 год. у термостаті при 37°С з 200 мкл 

екстракту, опромінювали і витримували в термостаті при 37°С. Третю аліквоту 

не піддавали ніякому впливу (позитивний контроль). Клітини четвертого 

варіанту обробляли екстрактами, але не опромінювали (контроль дії екстракту). 

По 50 мкл з кожної суспензії лімфоцитів змішували з 100 мкл 1% -го розчину 

легкоплавкої агарози, 25 мкл суміші наносили на предметне скло, заплавляли в 

1% розчин тугоплавкої агарози. Отримані слайди витримували 3-5 хв при 

температурі +4° С, занурювали у лізуючий буфер (2,5 M NaCl, 100 m ЕDTA, 10 

m Tris-HCl (рН 8,0), 1% Triton X-100). Лізис проводили 2 години при +4° С. 

Препарати витримували в ТБЕ буфері (0,089М Tris, 0,089M H3BO3, 0,002M 

EDTA, pН 7,5) 10 хв і проводили нейтральний електрофорез (4° С, 1 В/см, 300 

мА). Аналіз препаратів проводили за допомогою флуоресцентної мікроскопії, 

використовуючи барвник DAPI. Фотографували не менше 100 випадково 

вибраних клітин, аналіз зображення проводили у програмі Comet Score, 

визначаючи відсоток ДНК в хвостах комет. 
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2.31. Визначення протимікробної активності екстрактів з рослин та 

«бородатих» коренів 

 

Для приготування екстрактів рослинний матеріал подрібнювали, до 

0.2г зразків додавали етанол, ДМСО або дистильовану воду, перемішували 

і залишали при кімнатній температурі на 3 години для екстракції. 

Отриманий супернатант тестували на предмет наявності антимікробної 

активності проти Escherichia coli B906, Staphylococcus aureus B918, а також 

використовували бактерії Micrococcus luteus 3201, Sporosarcina aquimarina 

188n2, Microbacterium trichothecenolyticum 3208 (о. Галіндез, Антарктика, 

грунт), Bacillus simplex 3s2 та Bacillus mojavensis 2s1 (Крим, Україна, 

гіперсололе озеро), Kocuria carniphila Н7, Micrococcus luteus Н8 (пустеля 

Негев, Ізраїль), Bacillus subtilis  subsp. Spizizenii 1т3, Bacillus licheniformis 

7т1 (Мертве море, Ізраїль), Chryseobacterium shigense 15А1, Kocuria sp. 3А 

(літоральна зона оз. Байкал, Росія), Сitrobacter freundii (Сумська обл., 

Україна), Arthrobacter oryzae, Rhodococcus erythropolis (Карстова 

порожнина Мушкарова яма, Україна) з колекції мікроорганізмів Інституту 

мікробіології і вірусології НАН України. з колекції відділу 

екстремофільних мікроорганізмів Інституту мікробіології і вірусології 

НАН України. Інгібуючий ефект визначали диск-дифузним методом 

(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1993). 0.02 мл 

рослинних екстрактів наносили на стерильні диски (6 мм) з 

фільтрувального паперу і залишали для випаровування екстрагентів. Диски 

з нанесеними на них розчинниками використовували у якості негативного 

контролю. Диски з антибіотиками тетрацикліном, оксациліном, 

гентаміцином, ципрфлоксацином були використані у якості позитивного 

контролю. Бактерії культивували у чашках Петрі протягом 24 год при 

температурі 28°C (грунтові мікроорганізми) або 37°C (E. coli та S. aureus). 

Антимікробну активність визначали за діаметром зони інгібування росту, 

яку вимірювали через 24-48 годин. 
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2.32. Статистична обробка результатів 

 

Експериментально отримані дані обробляли за допомогою методів 

статистичного аналізу [657]. Риски на діаграмах відповідають довірчим 

інтервалам (рівень вірогідності 0,95). При середньому значенні відсотків 

менше 25% та більше 85%  довірчі інтервали визначали за скоригованою 

формулою для відсотків.
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РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

 

РОЗДІЛ 3   

ОПТИМІЗАЦІЯ МЕТОДИКИ ГЕНЕТИЧНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ 

ДЛЯ СТВОРЕННЯ ЇСТІВНИХ РОСЛИН - ПРОДУЦЕНТІВ 

РЕКОМБІНАНТНИХ БІЛКІВ ТА ІНШИХ БІОЛОГІЧНО 

АКТИВНИХ СПОЛУК 

 

Напрямок генетичної інженерії, пов’язаний з перенесенням до 

їстівних рослин генів, які кодують синтез фармакологічних білків, досить 

активно розробляється протягом останніх років. Генетична трансформація 

рослин, які використовуються у їжу, є способом отримання так званих 

“їстівних вакцин”. Харчові культури, які не потребують перед уживанням 

термообробки, можуть стати природним, готовим до споживання 

продуктом для профілактики та лікування низки захворювань [16]. 

Фармацевтичні препарати рослинного походження мають ряд переваг. Їх 

виробництво та зберігання має відносно невелику вартість, вони придатні 

для масового виробництва [658]. Механізм імунізації такими “їстівними 

вакцинами” базується на розпізнаванні М-клітинами епітелію тонкого 

кишечника чужорідного білка, що має антигенні властивості. Нехарчові 

культури є потенційними виробниками – біофабриками цільових білків, які 

можуть бути виділені та очищені [659].  

Нами було визначено можливість оптимізації методики генетичної 

трансформації стосовно їстівних рослин Lactuca sativa L. та Cichorium 

intybus L., виявлено параметри процесу, які впливають на частоту 

формування трансгенних рослин. З використанням оптимізованої 

методики було отримано трансгенні рослини та «бородаті» корені рослин 

цих видів з генами, що кодують синтез рекомбінантних білків медичного 

призначення – інтерферону-α2b людини або антигенів мікобактерій. 
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3.1. Трансформація рослин цикорію 

 

Одним з об'єктів генетичної інженерії є цикорій, який має ряд 

лікувальних властивостей і легко культивується in vitro. Ця рослина 

проявляє протизапальну, імуностимулюючу, антиоксидантну, 

противиразкову, протипухлинну, кардіотонічну активність і 

використовується для лікування діабету та інших захворювань [660- 662]. 

На основі трансгенних рослин, у тому числі листового цикорію, можуть 

бути створені «їстівні» вакцини – рослини, що мають гени бактеріальних 

антигенів і продукують імуногенні білки. 

 

3 .1 .1 .  Використання Agr obac ter ium tumefaciens  д ля  

отримання трансгенних рос лин цикор ію з  геном esx A  

антигенa ESAT6 Mycobac ter ium tubercu los is .   

3.1.1 .1 .  Визначення оптимальних умов генетично ї  

трансформац ії  та  отримання  трансгенних рослин . Для 

трансформації, яку здійснювали шляхом кокультивування експлантів з A. 

tumefaciens, використовували сім'ядолі 10 - 12 - денних проростків, на яких 

попередньо робили поперечні надрізи. Векторна конструкція pCB063 мала 

селективний ген неоміцинфосфотрансферази II nptII, що визначає стійкість 

до канаміцину (nos промотор), а також цільовий ген esxA антигена ESAT6 

Mуcobacterium tuberculоsіs під контролем промотора гена 35S-білка з 

геному вірусу мозаїки цвітної капусти. Селекцію трансгенних рослин 

проводили на середовищі, що містило 25 мг/л канаміцину, оскільки було 

показано, що така концентрація антибіотика є селективною (рис. 3.1). 

Відомо, що чим більше частота регенерації, тим більше ймовірність 

отримання рослин з трансформованої ДНК. Зокрема, раніше нами було 

показано, що частота трансформації салату конструкціями рСВ063 і 

рСВ064 залежить від регенераційної здатності рослин [507]. Саме тому у 
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експериментах був використаний сорт листового цикорію Пала роса, 

частота регенерації рослин якого становила 100% [663]. 

Для визначення умов, які дають можливість з максимальною 

ефективністю проводити трансформацію, після культивування у 

бактеріальній суспензії експланти переносили на середовище без 

цефотаксиму на 1, 2 та 3 доби і після цього на середовище без канаміцину - 

на першу, сьому або чотирнадцяту добу (варіанти № № 1-9, табл. 3.1).  

 

Таблиця 3.1 –  

Варіанти експериментів щодо визначення умов для підвищення 

ефективності трансформації 

Термін росту без Номер варіанту експерименту 

цефотаксим

у 

канаміцин

у 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1 доба 1 доба +         

1 доба 7 доба  +        

1 доба 14 доба   +       

2 доба 1 доба    +      

2 доба 7 доба     +     

2 доба 14 доба      +    

3 доба 1 доба       +   

3 доба 7 доба        +  

3 доба 14 доба         + 
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Рис. 3.1 – Регенерація пагонів цикорію на живильному середовищі з 

канаміцином у концентрації 25 мг/л (а) та без канаміцину (б) 

 

Показано, що найменша частота регенерації зелених рослин 

спостерігалася у варіантах № 1 та № 4 за умов вирощування: одна або дві 

доби без цефотаксиму, потім одна доба без канаміцину  (рис. 3.2, 

стовпчики 1 та 4). При збільшенні часу вирощування без канаміцину з 1 до 

7 або 14 діб кількість експлантів із зеленими рослинами, що регенерували, 

збільшувалася, причому ця величина практично не залежала від того, 1 або 

2 доби культивували на середовищі без цефотаксиму (рис. 3.2, стовп. 2, 3, 

5, 6). 
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Рис. 3.2 – Залежність частоти регенерації зелених рослин від умов 

проведення експерименту (варіанти №№ 1-9 див у табл. 3.1) 

 

У наших експериментах збільшення часу вирощування у відсутності 

цефотаксиму, який пригнічує ріст агробактерій, з 1 до 3 діб (варіант № 7) 

приводило до значного підвищення частоти регенерації зелених рослин (з 
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0 до 86 %). Очевидно, причиною є істотне збільшення ймовірності 

проникнення агробактерій в клітину, подальшого перенесення 

трансформуючої ДНК і вбудовування генів агробактерій у рослинний 

геном. У той же час, при збільшенні тривалості періоду, при якому 

відсутній селективний тиск, частота регенерації зелених рослин 

зменшувалася, спостерігалося збільшення білих (чутливих до канаміцину) 

рослин. 

 
Рис. 3.3 – Залежність кількості зелених рослин, які регенерували 

після трансформації, від умов проведення експерименту (варіанти 

експерименту №№ 1-9) 

 
Рис. 3.4 – Регенерація та ріст трансгенних рослин, стійких до канаміцину, 

отриманих у варіантах експерименту № 1 (а) та № 7 (б, в)  

Відомо, що процес трансформації за допомогою A. tumefaciens 

складається з декількох етапів: прикріплення бактерії до стінки рослинної 
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клітини, проникнення Т-ДНК усередину клітини рослини, інтеграції Т- 

ДНК в геном і експресії генів Т-ДНК. Факторами, що визначають частоту і 

ефективність трансформації, є час культивування з агробактеріями у 

відсутності антибіотика, який пригнічує ріст бактерій (у даному випадку, 

цефотаксиму), час, протягом якого відсутній селективний тиск 

(культивування без канаміцину), а також регенераційна здатність рослин, 

які трансформують. Досліджувані рослини характеризувалися високою 

регенераційною здатністю, отже, цей параметр у експериментах був 

оптимальним. Щодо безпосередніх умов трансформування, проведеними 

дослідженнями визначено, що збільшення часу вирощування у відсутності 

цефотаксиму, який пригнічує ріст агробактерій, тобто, збільшення часу 

контактування рослинних експлантів з фізіологічно активними 

агробактеріями з 1 до 3 діб приводило до значного підвищення частоти 

регенерації зелених рослин. Важливим моментом, який також впливав на 

кількість отриманих у селективних умовах зелених (трансформованих, 

стійких до селективного антибіотика) рослин, виявився час додавання до 

живильного середовища канаміцину.  

Таким чином, оптимальними умовами трансформації, що давали 

можливість з високою частотою отримати трансформовані рослини, 

виявилися такі: культивування протягом трьох діб на живильному 

середовищі без антибіотиків; на третю добу додавання до середовища 

цефотаксиму; ще через добу – додавання селективного антибіотика [665]. 

Використання такої оптимізованої схеми трансформації дало можливість 

отримати зелені у селективних умовах рослини з частотою до 86%. 

Визначена оптимізована методика була у подальшому використана для 

генетичної трансформації рослин інших видів. 

 

3 .1 .1 .2 .  М олекулярно -б іолог іч ний  анал із  рослин,  

отриманих п ісля   трансф ормац ії.  Для підтвердження трансгенної 

природи отриманих рослин наявність перенесених генів (цільовий та 
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селективний) визначали методом ПЛР, беручи для аналізу рослини 

вибірково. Показано, що усі аналізовані рослини мали як цільовий, так і 

селективний гени (рис. 3.5, табл. 3.2). 

Рослин, що мали селективний і цільовий гени, аналізували на 

наявність зворотних транскриптів. Ген nptII транскрибувався в усіх 

аналізованих рослинах, в той час як у 37,5% аналізованих рослин 

транскрипцію цільового гена не детектували (рис. 3.5). 

 

Таблиця 3.2 – 

Результати ПЛР-аналізу рослин цикорію, отриманих після 

трансформування плазмідою рСВ063 

Кількість зелених рослин 
Аналізовано методом ПЛР  

ПЛР + ПЛР  - 

 
Варіант 

експеримент
у 

 
Отриман

о  
Усьог

о nptI
I 

esx
A 

nptI
I 

esx
A 

1 0 - - - - - 

2 20,0±3,3 2 2 2 0 0 

3 15,0±2,4 2 2 2 0 0 

4 3,6±0,5 - - - - - 

5 14,0±2,8 2 2 2 0 0 

6 15,0±5,6 2 2 2 0 0 

7 28,3±2,1 3 3 3 0 0 

8 13,0±2,4 3 3 3 0 0 

9 15,3±7,7 3 3 3 0 0 
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Рис. 3.5 – Електрофореграма продуктів ПЛР-аналізу зворотних 

транскриптів та геномної ДНК рослин цикорию, трансформованих 

вектором pCB063: М – маркер O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder SM1163, 

Fermentas; DNA – ДНК трансгенної рослини; К – ДНК контрольної 

рослини; RT- и RT+ – ЗТ-ПЛР у відсутності ревертази та з ревертазою; 

nptII – ген неоміцинфосфотрансферази II; esxA – ген антигена ESAT6 

 

Так зване "мовчання генів " має місце при трансформації ядерної 

ДНК і може виникнути у разі присутності в рослинному геномі 

послідовності ДНК, гомологічної гену, що переносять, а також при 

вбудовуванні великого числа копій гена на геном, при метилюванні 

перенесеної послідовності ДНК, при утворенні ДНК- дуплексу 

повторюваних генів [665]. В той же час, відсутність транскрибування 

цільового гена не є наслідком використаних саме таких застосованих умов 

трансформування. 

Таким чином, було визначено оптимальні умови проведення 

генетичної трансформації рослин цикорію, які забезпечують найбільшу 

частоту регенерації зелених рослин і найбільшу кількість рослин з 

трансформованою ДНК. Ефективна трансформація досягалася при 

культивуванні сім'ядольних експлантів протягом 3 діб без цефотаксиму і 

потім 1 добу без канаміцину. При цьому частота трансформації становила 

до 86%, а кількість трансгенних рослин – 4-5 на експлант. Проведений 
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ПЛР аналіз показав, що як селективний, так і цільові гени були детектовані 

у всіх аналізованих рослинах. Разом з тим, виявлено, що не у всіх 

трансгенних рослинах цільовий ген транскрибувався. Однак, транскрипція 

як цільового, так і селективного генів у більш ніж 50% аналізованих 

рослин дозволяє вважати можливим використання методу 

агробактеріальної трансформації для отримання трансформованих рослин 

цикорію [664].  

 

3 .1 .2 .  Трансформац ія  рослин цикор ію з  використанням  

агроп інового ш таму  Agrobac ter ium r hizogenes .  Використання 

методу «листових дисків», при якому експлантами для трансформації 

слугують частини листків або цілі листки зі зробленими на них надрізами, 

є зручним способом генетичної трансформації широкого кола рослин за 

допомогою бактерій роду Agrobacterium (А. tumefaciens та A. rhizogenes). 

Наявність такого методу трансформації дозволяє у досить короткий термін 

отримати трансформовані рослини та корені і не вимагає додаткового 

обладнання [666]. Нами в якості експлантів були використані сім’ядолі 

проростків цикорію для трансформування бактерією A. rhizogenes. 

Вихідним матеріалом для дослідження являлися сім’ядолі 10-денних 

проростків цикорію C. intybus L. Трансформацію проводили за допомогою 

агропінового штаму A. rhizogenes A4 з векторними конструкціями pCB158 

[666] та pCB161 [667]. Вектори мали відповідно цільові гени: злиту 

послідовність esxA::fbpBΔTMD під контролем коренеспецифічного 

промотора Mll цукрового буряка та ifn-α2b під контролем промотора гена 

35S-білка з геному вірусу мозаїки цвітної капусти. Вектор pCB161 містив 

кальретикуліновий сигнал перед кодуючою частиною гена ifn-α2b для 

перенаправлення білка в ендоплазматичний ретикулюм і далі в апопласт. 

Обидва вектори містили селективний ген неоміцинфосфотрансферази ІІ 

(nptII) під контролем промотора гена нопалінсинтетази. 
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Трансформування проводили згідно з оптимізованою раніше (розділ 

3.1.1.1) методикою трансформації. Після кокультивування з бактеріальною 

суспензією експланти переносили на 3 доби на середовище 1/2МС  і далі – 

на селективне середовище, що містило 25 мг/л канаміцину  та 600 мг/л 

цефотаксиму для елімінації агробактерій. Субкультивування отриманих 

трансгенних ліній проводили кожні три тижні шляхом перенесення 

кінчиків коренів на середовище 1/2МС з канаміцином та цефотаксимом.  

Через 10 - 12 діб на сім’ядольних експлантах спостерігали ріст 

коренів. Корені довжиною близько 10 мм відділяли від листків та 

переносили на селективне середовище, що не містило регуляторів росту. 

Отримані корені характеризувалися швидким ростом, значним галуженням 

та відсутністю позитивного геотропізму (рис. 3.6). 

 

Рис. 3.6 – Ріст «бородатих коренів» цикорію на середовищі без 

регуляторів росту  

 

Відомо, що частота трансформації залежить від ряду факторів, у 

тому числі, від конструкції, яку використовують [494-496]. В наших 

експериментах частота отримання «бородатих коренів» при використанні 

агробактерій з різними конструкціями (за однакових умовах 

трансформації) відрізнялася. Так, частота отримання «бородатих коренів» 

(відносна кількість експлантів з коренями до загальної кількості експлантів 

у відсотках) для рСВ161 становила 42,3 %, для рСВ158 – лише 5,9 %, при 
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використанні дикого штаму агробактерій А4 – 76%. Разом з тим, хоча 

частота формування коренів на експлантах після трансформування 

агробактеріями варіювала, було отримано «бородаті» корені з достатньо 

високою частотою – до 76%. У раніше опублікованих дослідженнях з 

отримання трансгенних коренів цикорію сорту Lucknow local 

використовували A. rhizogenes LMG 150, однак автори не наводили дані 

щодо частоти формування коренів, повідомивши лише про отримання 

«декількох» ліній [491, 493].  Таким чином, оскільки частота регенерації в 

наших дослідженнях виявилася досить високою та усі отримані лінії 

продовжували гормононезалежний ріст протягом п’яти років 

культивування, можна стверджувати, що оптимізована нами та застосована 

методика виявилася ефективною для даного об’єкту. 

 

3 .1 .3 .  Регенерац ія  рослин з  трансгенних корен ів  

цикор ію.  При культивуванні трансгенних коренів на селективному 

середовищі за умов освітлення через 1 місяць спостерігали пряме (без 

утворення калусу) формування пагонів (рис. 3.7). При цьому відбувалося 

позеленіння і невелике потовщення коренів. Рослини формувалися на 

коренях всіх ліній рослин, отриманих після трансформації, крім однієї. На 

коренях цієї лінії пагони не формувалися навіть при тривалому 

культивуванні (більше трьох років).  

Регенерація рослин є невід'ємним етапом отримання трансгенних 

рослин незалежно від того, який метод трансформації (агробактеріальна, 

біолістbчна) використовується, а також які експланти (листя, корені, 

протопласти) піддаються трансформації. Дуже часто саме цей етап буває 

лімітуючою ланкою у процесі отримання рослин з трансформованим 

геномом, оскільки ефективність регенерації рослин видо- і сортозалежна. 

Цикорій має високу здатність до регенерації рослин з різних експлантів. 

Так, нами [663] було показано, що частота регенерації рослин сорту Пала 

росса з сім'ядоль становить 100%. Експлантами для отримання рослин 
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цикорію можуть бути листки [163, 474, 669], корені [487, 489, 670]. 

Можлива регенерація рослин цього виду через стадію утворення калусу 

[487, 670, 671], ембріоїдів [672-673], а також пряма регенерація [674]. 

Після трансформації за допомогою A. rhizogenes трансгенні рослини ряду 

видів зазвичай можуть бути отримані як з утворених «бородатих коренів», 

так і в окремих випадках безпосередньо в результаті прямої регенерації з 

експлантів, які культивували з агробактеріями [675-677]. Регенерація 

рослин з трансгенних коренів може бути спонтанною або індукуватися 

регуляторами росту, причому регенерація може бути як прямою, так і 

через стадію формування калусу [678-682]. Формування рослин-

регенерантів може бути світлозалежним [683] або не залежати від 

освітленості [684]. 

 

Рис. 3.7 – Регенерація рослин після трансформації A. rhizogenes: а – 

ріст «бородатих коренів»; б, в – формування пагонів на трансгенних 

коренях. Масштабний відрізок – 1 см 
 

У наших експериментах регенерація пагонів після трансформації A. 

rhizogenes безпосередньо з використаних експлантів була відсутня, а 

процес формування пагонів відбувався саме на отриманих трансгенних 

коренях. (рис.3.7, б, в). Після A. rhizogenes-опосередкованої трансформації 

цикорію для росту таких пагонів не виникала необхідність у використанні 

регуляторів росту, утворення пагонів відбувалося спонтанно при 

культивуванні на середовищі 1/2МС. При цьому калусна тканина не 

утворювалася. Пагони формувалися тільки при вирощуванні культури 
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коренів при освітленні, причому регенерація відзначена для всіх 

отриманих трансгенних ліній «бородатих коренів» крім одної, а час 

початку регенерації від моменту трансформації становив 6-8 тижнів. 

Регенерація рослин з ізольованих коренів дикого типу при тих же умовах 

була відсутня. Отже, процес регенерації пагонів після трансформування 

цикорію з використанням A.rhizogenes був гормононезалежним та 

світлозалежним.  

Отримані лінії трансгенних коренів (як з вектором рСВ158, так і з 

рСВ161 або лише з генами агробактерій) мали високий регенераційний 

потенціал. Ці корені не втрачали здатності до регенерації навіть при 

тривалому культивуванні в оптимальних для регенерації умовах (на світлі). 

Укорінення відокремлених пагонів відбувалося на безгормональному 

живильному середовищі 1/2МС. Отримані укорінені рослини 

пересаджували у ґрунт. 

Рослини, отримані з культури Ri-коренів, переважно мають 

характерний змінений фенотип: зморщені листки, укорочені міжвузля, 

розгалужені стебла, порушення апікального домінування, розвинену 

плагіотропну кореневу систему, змінену морфологію квітки, зниження 

фертильності. Спектр рослин, отриманих після трансформації A. 

rhizogenes, включає як рослини з яскраво вираженим Ri-фенотипом, так і 

рослини з мінімальними порушеннями морфології або взагалі без них [678, 

685, 686]. Ступінь виявленості Ri-фенотипу трансгенних рослин залежить 

від експресії rol генів. «Мовчання» цих генів або інші особливості 

призводять до формування пагонів з фенотипом дикого типу. Для 

розеткових рослин, до яких належить і цикорій в перший рік вегетації, 

після трансформації A. rhizogenes вкорочення міжвузлів не є характерною 

ознакою Ri-фенотипу, в той же час може спостерігатися цвітіння без 

верналізаціі [183]. 

Отримані трансгенні рослини цикорію [664, 667] як в культурі in 

vitro, так і в умовах теплиці, не відрізнялися від контрольних. Разом з тим, 
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трансгенні рослини швидше формували корені. Для рослин, 

трансформованих A. rhizogenes з вектором, який мав ген ifn-α2b, 

спостерігалося швидке (через 2-3 місяці після трансформації) in vitro 

формування квітконоса, що відрізняло їх від контрольних рослин, які 

мають типову для цикорію розеткову форму (рис. 3.8). Аналогічне явище 

нами раніше спостерігалося у рослин цикорію, трансформованих A. 

tumefaciens з вектором рСВ124 з геном ifn-α2b. У той же час, не 

спостерігали цвітіння у перший рік вирощування рослин цикорію, 

отриманих нами після трансформації векторами рСВ063 і рСВ158 з генами 

туберкульозних антигенів ESAT6 і Ag85B.  

 

Рис. 3.8 – Формування квітконоса у трансгенних рослин з геном ifn-

α2b (а, в) та розеткова форма (б, г) контрольної рослини в культурі in vitro 

(а, б) та у ґрунті (в, г) 
 

Раніше було показано можливість регенерації пагонів з «бородатих» 

коренів цикорію, причому, у цих дослідженнях, так само як і у наших, 

регенерація була гормононезалежною [492, 493]. Разом з тим, автори 

повідомляють про те, що лише деякі лінії трансгенних коренів мали 

здатність формувати пагони, які укорінювалися та цвіли в умовах in vitro. 

У наших експериментах також було отримано регенеровані з «бородатих» 

коренів пагони, які укорінювалися на середовищі без регуляторів росту та 
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цвіли через короткий термін після формування (2-3 міс.), незважаючи на 

те, що рослини цього виду є дворічними. Вірогідно, такий ефект є 

наслідком генетичної трансформації  (перенесення чужорідних генів), при 

якій можуть відбуватися зміни у експресії генів рослин, що призводить у 

тому числі і до фенотипових та фізіологічних змін. 

 

3 .1 .4 .   Молекуля рно-б іолог ічний анал із  корен ів та  

рослин цикор ію,  отриманих п ісля   трансформац ії .  Це у 90-х 

роках 20 ст. було визначено, що TL фрагмент Т-ДНК плазміди рRi 

агропінового типу містить гени rolА, B, C, D, які задіяні у процесі 

коренеутворення і відповідають за фенотип «бородатих коренів» [687, 

688]. Отже, наявність цих генів свідчить про перенесення фрагмента 

бактеріальної Т-ДНК до рослин у процесі трансформування. У нашій 

роботі для підтвердження факту перенесення TL-фрагмента Т-ДНК 

плазміди pRi до коренів цикорію проводили ПЛР з використанням 

праймерів, специфічних до гена rolВ. У результаті ампліфікації фрагмент 

ДНК розміром 780 п. н. знайдено в усіх аналізованих зразках, 

трансформованих як конструкцією рСВ161 (8 ліній), так і рСВ158 (1 лінія) 

або диким штамом агробактерій (рис. 3.9).  

 

Рис. 3.9 – Електрофореграма продуктів ПЛР з використанням ДНК 

«бородатих коренів» цикорію, праймери до rolB гена: 1- позитивний 

контроль, ДНК A. rhizogenes; 2-6 – ДНК «бородатих коренів»; 7 – ДНК 

вихідної нетрансформованої рослини; 8 –маркер (GibcoBRL 1kb Plus DNA 

Ladder) 
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Таким чином, дійсно відбулося перенесення TL-фрагменту Т-ДНК 

плазміди pRi, що і зумовило утворення гормононезалежних коренів 

типового фенотипу.   

ПЛР-аналіз загальної ДНК коренів, отриманих після трансформації 

A. rhizogenes з вектором рСВ161, виявив присутність як селективного гена 

nptII, так і цільового ifn-α2b (рис. 3.10, а). Аналіз коренів, отриманих після 

трансформації вектором рСВ158, також показав присутність селективного 

та цільового гена (рис. 3.10, б). 

  
 Рис. 3.10 – Електрофореграма продуктів ампліфікації з використанням 

праймерів, специфічних до генів  ifn-α2b (а), fbpBΔTMD (б), nptII (а, б);  а: М 

– маркер 100 bp Plus DNA Ladder SM1153, Fermentas; 1-4, 6-9 – ДНК 

трансгенних коренів; 5, 10 – ДНК контрольної рослини; б: М – маркер 

O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder SM1163, Fermentas; 1, 3 – ДНК 

контрольної рослини; 2, 4 – ДНК трансгенного кореня 
 

Для коренів, отриманих після трансформації вектором рСВ161, було 

проведено вибірковий ПЛР-аналіз зворотних транскриптів селективного та 

цільового генів. Показано, що в усіх аналізованих лініях відбувалася 

транскрипція селективного та цільового генів (рис. 3.11). Таким чином, в 

аналізованих лініях не спостерігали явище мовчання генів, яке раніше було 

виявлено нами при трансформації рослин салату і цикорію конструкціями 

з генами інтерферону та антигенів мікобактерій. 

Регенеровані з «бородатих» коренів рослини мали зелене 

забарвлення листків на селективному середовищі з канаміцином, отже, 

вірогідно, мали так само як і вихідні трансгенні корені, перенесений ген 

а б 
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nptII. За допомогою ПЛР та ЗТ-ПЛР аналізів визначили, що регенеровані 

рослини мали як селективний, так і цільовий гени (рис. 3.12), ці гени 

транскрибувалися ((рис. 3.13). 

 

Рис. 3.11 – Електрофореграма продуктів ПЛР аналізу зворотних 

транскриптів генів  nptII (1-6) та ifn-α2b (7-12): парні треки – синтез 

зворотних транскриптів у присутності  ревертази, непарні – ЗТ-ПЛР без 

ревертази; 1, 2, 7, 8 – контрольні рослини, 3-6, 9-12 – трансгенні корені 

цикорію  

 
Рис. 3.12 – Електрофореграма продуктів ПЛР аналізу регенерованих 

з «бородатих» коренів рослин цикорію з використанням праймерів до генів 

rolВ (а), ifn-α2b (б, 1-3), nptII (б, 4-6), та fbpBΔTMD (в): а – М – ДНК-маркер 

(O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas), 1, 2 – сумарна ДНК рослин, 

трансформованих рСВ161, 3 – негативний конроль, ДНК 

нетрансформованої рослини, 4 – позитивний контроль, плазмідна ДНК 

рСВ161; б – М – ДНК маркер (O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas), 

1, 4 – негативний контроль, ДНК нетрансформованої рослини, 2, 3, 5, 6 - 

сумарна ДНК рослин, трансформованих рСВ161; в – М – ДНК-маркер 

100bp Plus DNA Ladder SM1153, Fermentas, 1 – позитивний контроль, 

плазмідна ДНК РСВ158, 2 – негативний контроль, ДНК 

нетрансформованої рослини, 3-5 – сумарна ДНК рослин, трансформованих 

вектором рСВ158. 
 

а б в 
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Таким чином, уперше показано можливість використання A. 

rhizogenes для отримання культури трансгенних коренів цикорію [667, 

668], які ростуть на живильному середовищі без регуляторів росту та 

мають ген ifn-α2b або гени мікобактерій. Трансформовані корені цикорію 

отримано з частотою – 42,3 %  при трансформуванні конструкцією рСВ161 

з геном ifn-α2b та 5,9 % при використанні вектора рСВ158 зі злитою 

послідовністю esxA::fbpBΔTMD генів туберкульозних антигенів. В усіх 

аналізованих лініях коренів цикорію згідно з результатами ПЛР аналізу 

відбулося перенесення TL-фрагменту Т-ДНК плазміди pRi, що зумовило 

утворення гормононезалежних коренів типового фенотипу. Методом ПЛР 

та ЗТ-ПЛР підтверджено наявність і транскрибування перенесених генів. 

 

Рис. 3.13 – Електрофореграма продуктів ЗТ-ПЛР аналізу 

регенерованих з «бородатих» коренів рослин цикорию з використанням 

праймерів до генів nptII (1-12) та ifn-α2b (13-24). 1, 2, 13, 14 – контроль; 3-

12 та 16-24 – трансгенні рослини; непарні – без ревертази; парні – з 

ревертазою. 

 

З отриманих після трансформації за допомогою A. rhizogenes коренів 

регенеровано пагони, які швидко укорінювалися на безгормональному 

середовищі 1/2МС. Регенерація рослин спостерігалася безпосередньо на 

коренях (без утворення калусних тканин), була світлозалежною і 

гормононезалежною. Аналізовані регенеровані з трансгенних коренів 
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рослини мали селективний і цільові ifn-α2b  та esxA :: fbpBΔTMD гени, а 

також ген rolВ A. rhizogenes. 

Отримані корені можуть становити практичний інтерес, оскільки у 

«бородатих» коренях можуть накопичуватися як сполуки, що 

синтезуються рослинами в природних умовах, так і сполуки, синтез яких 

кодується перенесеними генами. Для таких трансформованих коренів 

властивий швидкий ріст і, таким чином, значне накопичення біомаси [689, 

690].  Крім того, технологія їх культивування in vitro є маловитратною, 

адже трансформовані корені ростуть на «мінімальному» середовищі (без 

регуляторів росту, зі зменшеним вмістом макро- та мікроелементів), не 

вимагають освітлення. Такі особливості привертають увагу до культури 

«бородатих корені» як продуцентів ряду сполук, в тому числі тих, що 

мають лікувальні властивості [691-695]. 
 

3.2. Генетична трансформація рослин салату 

  

3 .2 .1 .  Використання Agr obac ter ium tumefaciens  д ля  

трансформування рослин салату.  Для генетичної трансформації 

рослин салату сорту «Рубінове мереживо» використовували у якості 

вихідних експлантів сім’ядолі культивованих in vitro 10-14 денних 

проростків. Трансформації проводили із застосуванням методу 

Agrobacterium tumefaciens-опосередкованої трансформації. Використані 

агробактерії мали вектор рСВ124 з цільовим геном ifn-α2b людини та 

селективним геном nptII (схему вектора див. у розділі 2.4). При проведенні 

трансформації застосовували методику, оптимізовану для трансформації 

рослин цикорію. Це дозволило перевірити, чи може така методика бути 

використана для отримання з високою ефективністю трансгенних рослин 

іншого виду. Регенерацію пагонів ініціювали на живильному середовищі, 

яке раніше  нами було використано для отримання трансгенних рослин 

салату з генами антигенів ESAT6 та AG85B. Селекцію трансгенних рослин 
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проводили на живильному середовищі (табл.2.4) з додаванням канаміцину 

у концентрації 25 мг/л, оскільки саме така концентрація була визначена як 

селективна (рис. 3.14).  

Після кокультивування з агробактеріями регенерація пагонів на 

експлантах починалася через 2-3 тижні, причому на кожному експланті 

формувалося від 6 до 10 пагонів (рис. 3.15).  

 

Рис. 3.14 – Регенерація пагонів салату (контрольні) на живильному 

середовищі з 25 мг/л канаміцину (а) та без антибіотика (б) 

 
Рис. 3.15 – Регенерація пагонів салату у селективних умовах після 

трансформування Agrobacterium tumefaciens: а – начальний етап 

формування пагонів; б – ріст на живильному середовищі зі зменшеним 

вмістом регуляторів росту; в – укорінення регенерованих пагонів 
 

При використанні оптимізованої для рослин цикорію методики 

(культивування на живильному середовищі для регенерації рослин без 

додавання цефотаксиму протягом трьох діб та далі через одну добу 

перенесення на середовище такого самого складу з додаванням 

канаміцину) усі сформовані пагони салату мали зелене забарвлення. Таким 

чином, раннє додавання селективного антибіотика до живильного 

в б а 

а б 
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середовища дозволило ефективно проводити селекцію та отримати лише 

зелені (з високою долею вірогідності трансгенні) рослини. Експланти з 

пагонами висотою більше 0,5 см переносили на агаризоване середовище зі 

зменшеним вмістом регуляторів росту (табл. 2.4) для подальшого росту. 

Частота регенерації зелених пагонів (відсоток експлантів з пагонами, у 

п’яти незалежних експериментах) становила 81%±5,11. Отримані пагони 

відділяли та укорінювали на живильному середовищі 1/2МС з 

канаміцином та цефотаксимом та без регуляторів росту. Для 

підтвердження наявності перенесених генів у отриманих зелених рослинах 

використовували метод ПЛР-аналізу.  

 

3 .2 .2 .  Молекуля рно-б іолог ічний  анал із  рослин салату,  

отриманих п ісля   трансформац ії.  Для визначення наявності 

перенесених генів вибірково відбирали 10 регенерованих зелених рослин, 

виділяли загальну ДНК (див. розділ 2.14) та проводили ПЛР аналіз з 

праймерами, специфічними до генів ifn-α2b та nptII.  

Отримані результати та наявність на електрофореграмах продуктів 

відповідного розміру (622 п.н та 396 п.н.) свідчила про наявність цільового 

та селективного генів у всіх аналізованих рослинах (рис. 3.16).  

ЗТ-ПЛР аналіз підтвердив активність перенесених генів, оскільки в 

усіх аналізованих рослинах детектували мРНК цільового та селективного 

генів (рис. 3.17).  

Отже, застосування оптимізованої методики дало можливість з 

достатньо високою частотою отримати трансгенні рослини салату, 

причому не спостерігали утворення нетрансформованих (білих, чутливих 

до канаміцину) рослин. За результатами ПЛР-аналізу усі досліджувані 

рослини дійсно мали селективний ген nptII та цільовий ген ifn-α2b. У 

вибірково аналізованих регенерованих зелених рослин не спостерігали 

явище «мовчання генів», оскільки в усіх аналізованих зразках було 

детектовано мРНК генів nptII та ifn-α2b. Таким чином, використана 

а 
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методика виявилася ефективною та дозволила отримати трансгенні 

рослини салату з генами nptII та ifn-α2b. 

 

 
Рис. 3.16 – Електрофореграма продуктів ПЛР з використанням 

праймерів, специфічних до генів nptII (а) та ifn-α2b (б): 1–5 – ДНК 

досліджуваних зразків; К – ДНК контрольних рослин; ДНК+ – плазмідна 

ДНК 

 
Рис. 3.17 – Електрофореграма продуктів ЗТ-ПЛР аналізу з 

використанням праймерів, специфічних до генів nptII (а) та ifn-α2b (б): М–

маркер Gene Ruler 1kb DNA Ladder SM1163, Fermentas; непарні треки – з 

ревертазою; парні треки – без ревертази 
 

 

622 пн 

396 пн 

 К     1       2      3       4       5     

 ДНК+    К       1        2         3         4       5     

396 пн 
622 пн 

     М     1    2    3     4    5   6     7     8 
М 1     2    3     4    5     6     7     8 

а б 

б 
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3.2.3 .  Трансф ормац ія  салату з  використання м  

Agr obacter ium rh izogenes .  Для генетичної трансформації рослин 

салату використовували проростки (10-12 діб) або листки культивованих у 

стерильних умовах рослин сорту «Рубінове мереживо». Трансформацію 

здійснювали шляхом кокультивування експлантів (сім’ядолі або зрілі 

листки) з суспензією A. rhizogenes. Бактерії несли вектори рСВ124 та 

рСВ161 з селективним геном nptII та цільовим геном ifn-α2b людини. 

Використовували також дикий штам агробактерій А4. 

Ріст коренів на експлантах на безгормональному живильному 

середовищі з селективним антибіотиком канаміцином у концентрації 25 

мг/л починався вже через 10-14 діб [728]. Частота утворення коренів 

становила 74,60±5,5%, 83,33±3,70 та 82,60±6,4% відповідно після 

кокультивуванням з A. rhizogenes з вектором рСВ124, рСВ161 та штамом 

A. rhizogenes А4 (рис. 3.18). На листках контрольних рослин без 

кокультивування з агробактеріями за тих самих умов культивування корені 

не утворювалися.  

  
Рис. 3.18 – Формування коренів на експлантах після 

кокультивування з A. rhizogenes з вектором рСВ124 (а) та штамом A. 

rhizogenes А4 (б) 
 

Отримані корені відокремлювали від експлантів і переносили на 

середовище того ж складу для подальшого культивування та розмноження. 

Вони мали характерні для «бородатих» коренів ознаки (рис. 3.19 а): 

гормононезалежний ріст, відсутність позитивного геотропізму, сильне 

б а 
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розгалуження, що обумовлено перенесенням в геном TL фрагмента Т-ДНК 

рRi плазміди. Оскільки при культивуванні трансгенних коренів на 

середовищі без регуляторів росту регенерація пагонів не спостерігалася, 

для отримання трансформованих рослин до середовища МС додавали 

кінетин і НОК у концентраціях відповідно 0,5 - 3 і 0,05 - 3 мг / л (табл. 2.4). 

Низькі концентрації кинетину і НОК не приводили до формування калусу 

або пагонів. Визначено, що підвищення концентрації НОК до 3 мг/л 

ініціювало ріст калусної тканини. На живильному середовищі, що містило 

3 мг/л кінетину і 0,5 мг/л НОК, починав формуватися калус, а через 20-30 

діб – регенерація пагонів (рис. 3.19, б). Рослини, які утворилися, 

пересаджували для укорінення на безгормональне живильне середовище 

МС з антибіотиками канаміцином та цефотаксимом. 

Таблиця 3.3 –  

Вплив складу живильного середовища на ріст трансгених 

коренів салату та регенерацію пагонів 

Концентрація 
регуляторів росту, 

мг/л 

 
Ріст 

№ 

кінетин НОК коренів калусної 
тканини 

пагонів 

1 0,5 0,05 + - - 
2 0,5 3 - + - 
3 3 0,5 - + + 
4 0 0 + - - 

+ наявність росту; - відсутність росту 
 

Як правило, рослини, одержувані після трансформації з 

використанням A. rhizogenes, мають специфічний фенотип. У них можуть 

бути зморщені листки, укорочені міжвузля, розгалужені стебла, порушено 

апікальне домінування, сильно розвинена плагіотропна коренева система. 

Однак, можуть бути отримані і рослини з невеликими порушеннями 

морфології або взагалі без них. Вираженість Ri-фенотипу трансгенних 



 138 

рослин визначається (як один з можливих факторів) експресією rol генів у 

регенерованих рослинах: «мовчання» цих генів призводить до утворення 

рослин з фенотипом дикого типу.  

Проведений ЗТ-ПЛР аналіз визначив, що усі проаналізовані лінії 

салату мали ген rolВ, що транскрибувався, проте їх фенотип не мав 

особливостей, характерних для A. rhizogenes-трансформованих рослин. 

Разом з тим, отримані нами трансгенні рослини вже на початковому етапі 

регенерації при однакових умовах культивування (склад середовища, 

температура, освітлення) відрізнялися як від контрольних, так і від рослин 

того ж сорту, трансформованих нами раніше за допомогою A. tumefaciens 

[16]. Для них характерним було швидке витягування стебла у висоту, 

подовження міжвузлів і раннє формування квітконоса (рис.3.20 а). У той 

же час контрольні та раніше отримані A. tumefaciens-трансформовані 

рослини [16] мали розеткову форму (рис.3.20 б). Аналогічний змінений 

фенотип ми спостерігали у рослин цикорію, трансформованих A. 

tumefaciens з вектором рСВ124 (ген інтерферону-α2в людини) [37]. 

Оскільки і рослини салату, і рослини цикорію, які мали змінений фенотип 

однакового характеру, отримано з використанням вектора рСВ124, можна 

припустити можливість впливу саме гена інтерферону.  

 
    Рис. 3.19 – Ріст  «бородатих» коренів (а) та регенерація рослин з 

утворених коренів (б) після трансформації салату шляхом A. rhizogenes А4-

опосередкованої трансформації 
 

б а 
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Ще одна особливість частини регенерованих рослин салату полягала 

у специфічному забарвленні листків. Листя рослин цього сорту мають у 

природних умовах при природному сонячному освітленні пурпурне 

забарвлення, що і дало назву сорту «Рубінове мереживо». При 

культивуванні у термальних кімнатах або теплиці (штучне освітлення) 

вони були зеленими (рис. 3.20 б, г). Забарвлення листків деяких А. 

rhizogenes-трансформованих ліній (загалом 40% від загальної кількості 

ліній) при культивуванні in vitro було подібне до забарвлення листків, 

культивованих у природних умовах (рис. 3.20в). 

   

Рис. 3.20 – Особливості рослин салату, отриманих після трансформації за 

допомогою A. rhizogenes: а – трансгенна рослина, формування квітконоса; б – 

контрольна рослина, розеткова форма; в, г – два типи забарвлення листя 

трансгенних рослин 

 

3 .2 .4 .  Молекулярно -б іолог ічний анал із  трансгенних 

корен ів та  регенерованих з  них рослин.  Для підтвердження 

перенесення генів при трансформації з використанням A. rhizogenes було 

проведено ПЛР-аналіз загальної ДНК з усіх отриманих ліній трансгенних 

коренів (усього підтримували в культурі in vitro 22 лінії). За результатами  

ПЛР-аналізу аналізовані лінії мали як селективний, так і цільовий гени 

(рис. 3.21). Усі досліджувані зразки мали також rolB ген A. rhizogenes, чим 

і зумовлено характерний ріст та фенотип коренів. ЗТ-ПЛР-аналіз показав, 

а б в г 
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що у всіх аналізованих лініях має місце транскрипція як селективного, так 

і цільового  генів (рис. 3.21, г, д). 

Підсумовуючи отримані результати, слід зазначити, що проведеними 

дослідженнями було визначено фактори, які впливають на частоту 

отримання трансгенних рослин – час вирощування експлантів після 

кокультивування з суспензією агробактерій на живильному середовищі без 

антибіотиків, а також час додавання селективного антибіотика. На основі 

проведених досліджень було визначено фактори, які впливають на частоту 

трансформації, оптимізовано методику трансформування та за її 

використання отримано трансгенні рослини і культури «бородатих» 

коренів їстівних рослин – салату та цикорію.  

   

  

Рисунок 3.21 – Електрофореграма результатів ПЛР-аналізу загальної 

ДНК (а, б, в) та ЗТ-ПЛР (г, д): rolB (а), ifn-α2b (б, д) та nptII (в, г);  а: 1 – 

ДНК контрольної рослини салату; 2-4 – ДНК трансгенних рослин; б, в: 1-3 

– ДНК трансгенних рослин; 4 – ДНК контрольної рослини; 5 – плазмідна 

ДНК; г, д: 1-8 – ДНК трансгенних рослин; непарні треки – синтез 

зворотних транскриптів у присутності  ревертази, парні – без ревертази; М 

– маркер Gene Ruler 1kb DNA Ladder SM1163, Fermentas 

 

Визначено, що за використання оптимізованої методики для 

перенесення цільових генів до рослин цикорію та салату можна 

а б в 

г д 
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використовувати як A. rhizogenes, так і А. tumefaciens [725-728]. Слід 

відзначити, що бактерії A. rhizogenes була використані для генетичної 

трансформації рослин салату уперше.  

Було визначено, що з культури «бородатих» коренів цикорію та 

салату можна отримати регенеровані пагони, причому регенерація пагонів 

цикорію є гормононезалежною, а для ініціювання пагоноутворення салату 

необхідно використання регуляторів росту (3 мг/л кінетину та 0,5 мг/л 

НОК). 

Регенеровані пагони, так само, як і вихідні «бородаті» корені, мали 

перенесені гени – rolB ген агробактерій, селективний ген nptII та цільові 

гени ifn-α2b або esxA залежно від використаного вектора.  

Застосування оптимізованої методики дозволило отримати 

трансгенні рослини та «бородаті» корені рослин обох видів, причому 

частота трансформації становила до 86% та 83% відповідно для C. intybus 

та L.sativa. Отже, оптимізована методика може бути ефективно застосована 

для перенесення генів до рослин салату та цикорію, причому при її 

використанні можна отримати як трансгенні рослини, так і «бородаті» 

корені з високою частотою. 
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РОЗДІЛ 4 

РОЗРОБЛЕННЯ ТЕХНОЛОГІЇ ГЕНЕТИЧНОЇ 

ТРАНСФОРМАЦІЇ СТОСОВНО ЛІКАРСЬКИХ РОСЛИН – 

ПРОДУЦЕНТІВ БАС 

 

Лікарські рослини здавна використовуються як джерело біологічно 

активних сполук та для лікування і профілактики ряду захворювань. 

Традиційно для цього використовують рослини, спеціально вирощені у 

польових умовах або забрані дикоростучі рослини. Однак, цей спосіб 

отримання цінних сполук має ряд недоліків. Вирощування таких рослин 

вимагає відведення під лікарські культури та використання значних 

земельних ділянок. Крім того, антропогенне забруднення довкілля, 

токсичні викиди промислових підприємств призводять до неможливості 

використання частини земель через суворі вимоги до чистоти ґрунтів для 

вирощування саме лікарських рослин. Використання біотехнологічних 

підходів для вирощування цінних культур дозволяє подолати ряд 

труднощів. Так, зменшується необхідність використання екологічно 

чистих земель, оскільки, наприклад,  біотехнологічну культуру коренів 

рослин-продуцентів БАС можна вирощувати у біореакторах з 

контрольованими умовами та гарантованою чистотою отриманих сполук. 

Біотехнологічними методами можна створити рослини або культури 

«бородатих» коренів з підвищеним вмістом БАС, оскільки відомо, що 

генетична трансформація може призводити до підвищення рівня 

накопичення цукрів, вторинних метаболітів та інших біологічно активних 

сполук [696-698].  

 

 4.1 Генетична трансформація рослин ряски з використанням  

      A. rhizogenes  

Ряска Lemna minor L. – водна рослина, що належить до родини 

Lemnaceae (Araceae) класу однодольних. Особливістю рослин ряски є 
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швидке розмноження вегетативним шляхом [599], при якому з пазух 

листеців (кармашків) утворюються нові пагони, які потім відділяються від 

материнської рослини. Ряска містить багато білка, може вирощуватися у 

ферментерах, а швидке отримання великої кількості біомаси не вимагає 

значних фінансових витрат; вона є ідеальним об’єктом для 

генноінженерних досліджень. Отже, рослини ряски можуть 

використовуватися як об’єкт досліджень для створення трансгенних 

рослин – продуцентів рекомбінантних білків, зокрема цінних 

фармацевтичних сполук [611].  

 

 4.1.1  Зб ір  рослинного матер іалу та  уведення рослин  

ряски у с терильну культуру.  Вихідним матеріалом для наших 

досліджень слугували рослини з природної водойми озера Опечень (Київ). 

Рослини було зібрано у невеликих заплавах водойми влітку 2010 р., їх 

зберігали у водному середовищі протягом 3 тижнів. Першим етапом 

роботи було уведення рослин ряски у стерильну культуру. Було виявлено 

їх високу чутливість до використовуваного стерилізаційного агента. Так, 

якщо при обробці препаратом «Білизна» (1:5) протягом 1 хв. виживало 

100% експлантів, то при збільшення терміну стерилізації до 5 та 10 хв. 

виживання рослин становило відповідно 5 та 1%; бактеріальної та 

мікроміцетної контамінації не спостерігали. 

 

4 .1 .2 .  Генетична трансформац ія  рослин ряски з  

використанням  A.  rh izogenes . Для трансформування 

використовували дикий штам А4 та A. rhizogenes з векторними 

конструкціями рСВ124 та рСВ158 (рис. 2.2). Культивовані in vitro рослини 

трансформували за допомогою A. rhizogenes за методикою, описаною у 

розділі «Матеріали та методи». Листеці протягом трьох днів після 

кокультивування з бактеріями витримували на середовищі МС, після чого 

до живильного середовища додавали цефотаксим для елімінації 
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агробактерій та ще через день – канаміцин для селекції трансформованих 

рослин. Попередніми експериментами було визначено, що використання 

канаміцину в концентрації 25 мг/л дає можливість поводити селекцію 

трансформованих рослин за ознакою збереження зеленого забарвлення у 

стійких до канаміцину рослин.  

Процес росту нових листеців з карманців експлантів, підданих 

трансформації, розпочинався через 2-3 дні. Через 2 тижні після 

трансформування агробактеріями з вектором рСВ158 було відібрано 2 

клони, листеці яких мали зелене забарвлення на селективному середовищі 

(рис. 4.1), що становило 2 % від загальної кількості експлантів.  

 

Рис. 4.1 – Селекція листеців ряски на середовищі з канаміцином 

після кокультивування з A. rhizogenes з вектором рСВ158 
 

Отримані стійкі до канаміцину рослини розмножували шляхом 

відокремлення листеців та вирощували протягом 3 місяців на 

селективному середовищі з антибіотиками у концентрації 600 мг/л 

цефотаксиму та 25 мг/л канаміцину (рис. 4.2). З використанням дикого 

штаму агробактерій отримати рослини або корені не вдалося (рис. 4.3 а). 

Після кокультивування листеців з агробактеріями, що несли вектор 

рСВ124, відмічено появу листеців з частковим зеленим забарвленням (рис.  

4.3 б), однак при подальшій селекції трансгенні рослини не було отримано.  

Оскільки для трансформації було використано бактерії A. rhizogenes, 

можна було б сподіватися на інтенсивний ріст коренів та специфічні для 

трансформованих цією бактерією їх ознаки (наприклад, відсутність 
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позитивного геотропізму). Однак, нами після генетичної трансформації не 

було отримано культуру коренів, разом з тим було отримано трансгенні 

рослини. Відібрані при селекції рослини за розмірами, морфологією не 

відрізнялися від контрольних нетрансформованих рослин. Вони так само 

розмножувалися шляхом утворення нових листеців та мали по одному 

корінцю довжиною близько 10 мм або корінці були відсутні. Пряму 

регенерацію трансгенних рослин з експлантів (без стадії коренеутворення) 

після трансформації за допомогою A. rhizogenes описано для ряду рослин, 

зокрема, троянди, ківі, лайму [699-701] та ін. Слід зазначити, що в 

цитованих роботах, на відміну від наших експериментів [702], поряд із 

регенерованими рослинами формувалися також «бородаті корені». 

 

Рис. 4.2 – Трансформовані (а) та контрольні (б) рослини ряски на 

середовищі з 25 мг/л канаміцину 

 

Рис. 4.3 – Культивування на селективному середовищі листеців після 

трансформування диким штамом агробактерій (а) та A. rhizogenes з 

векторною конструкцією рСВ124 (б) 

а б 

а б 
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Агробактерії як засіб перенесення генів використовують головним 

чином для трансформування дводольних рослин. Використання цього 

способу трансформації для рослин класу однодольних є обмеженим 

внаслідок природного бар’єру, який перешкоджає взаємодії бактерій та 

рослинних клітин [703]. Це пов’язано, зокрема, з тим, що рослини класу 

однодольних не виділяють специфічних сигнальних сполук, які 

активізують гени вірулентності агробактерій. Використання таких сполук 

(наприклад, ацетосерингону) в процесі трансформування рослин дає 

можливість зняти природну перешкоду та отримувати трансгенні 

однодольні рослини з використанням бактерій роду Agrobacterium. У 

описаних в літературі експериментах з агробактеріальної трансформації 

ряскових використовували ацетосерингон [610], клітинну суспензію 

дводольних рослин (наприклад, 1–10% суспензію клітин Nicotiana 

tabacum) та інші сполуки або специфічні для цих рослин штами 

Agrobacterium (A. tumefaciens EHA105, EHA101, GVE3103) [704] з метою 

подолання бар’єру та перенесення трансгенів. Крім того, автори вказаних 

публікацій піддавали трансформуванню калусні тканини з метою в 

подальшому шляхом регенерації отримати трансгенні рослини. 

В наших експериментах не використовували ацетосерингон при 

трансформуванні рослин ряски за допомогою A. rhizogenes. У результаті зі 

100 експлантів було отримано лише два трансформованих клони, отже, 

частота трансформації виявилася невисокою. Однак, за літературними 

даними відсоток трансгенних рослин родини Lemnaceae при 

агробактеріальній трансформації за допомогою A. tumefaciens навіть з 

використанням спеціальних сигнальних сполук (наприклад, 

ацетосерингону) коливається у широких межах та у значній мірі є 

видозалежним. Так, цей показник становив 92% для Spirodela punctara, 

14% для Lenma obscura, 8% – Lemna gibba, 9% – Wolffia australiana, 0.1% – 

Wolffia brasiliensis [704]. Разом з тим, є очевидним, що ряска, яка належить 

до класу однодольних, може бути трансформована з використанням 
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агробактерій, зокрема, A. rhizogenes, і без застосування ацетосерингону або 

інших сполук. 

Наші експерименті відрізнялися від цитованих вище  тим, що: 1) як 

засіб перенесення чужорідних генів уперше використовували A. rhizogenes; 

2) не застосовували ацетосерингон чи іншу сполуку, яка дає можливість 

трансформувати рослини, що не синтезують специфічні сигнальні 

сполуки; 3) після трансформації листеців напряму (без стадій 

калусоутворення та регенерації) отримали трансгенні рослини; 4) при 

використанні A. rhizogenes отримано саме трансгенні рослини, а не 

«бородаті» корені.  

Як відомо, плазміда рRi агропінових штамів A. rhizogenes має два 

окремих фрагменти Т-ДНК, що переносяться до рослинної клітини: правий 

TR-ДНК та лівий TL-ДНК [705]. Останній містить гени rolА, B, C, D, які 

задіяні в процесі коренеутворення і відповідають за специфічність 

фенотипу «бородатих коренів» [706]. TL- і TR-ДНК переносяться у геном 

незалежно, тому трансформовані кореневі культури і отримані з них 

рослини можуть розрізнятися за кількістю копій, довжині фрагментів, а 

також сайтам інтеграції Т-ДНК [707]. Інтеграція Т-ДНК бінарного вектора 

також відбувається незалежно, завдяки чому можна отримати трансгенні 

рослини, які містять лише Т-ДНК бінарного вектора без TL- і TR-ДНК з рRi 

онкоплазміди у випадку прямої регенерації рослин (без стадії «бородатих 

коренів») на селективному середовищі. У випадку, коли відбирають 

кореневі культури, фенотип яких обумовлений кількістю та експресією 

перенесених rol генів TL-ДНК, трансгенні рослини, які регенерують з таких 

культур, містять як гени бінарного вектора, так і rol гени. Проте в 

подальших поколіннях при мейозі може статися генетична сегрегація Т-

ДНК, що дозволяє отримати нормальні за фенотипом трансгенні рослини, 

які містять лише Т-ДНК бінарного вектора без генів рRi і асоційованих з 

цим морфологічних змін [708, 709]. У результаті наших досліджень після 

трансформації з використанням A. rhizogenes було напряму отримано 
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зелені рослини за селекції у присутності канаміцину, що могло свідчити 

про перенесення гена nptII, продукт якого зумовлює стійкість до 

антибіотика. У той же час, пряма регенерація рослин (без формування 

«бородатих» коренів) давала підстави вважати, що фрагмент TL-ДНК 

агробактерій перенесено не було. Для визначення того, чи дійсно були 

перенесені гени, було проведено ПЛР аналіз отриманих рослин. 

 

4 .1 .3  М олекуля рно-б іолог ічний анал із  рослин,  

отриманих п ісля   трансформац ії  для  п ід тверд ження  

перенесення трансген ів.  У наших дослідах відсутність появи коренів 

специфічного фенотипу можна пояснити тим, що в процесі 

трансформування рослин ряски не відбулося перенесення rol генів A. 

rhizogenes до рослинного геному, що і було підтверджено ПЛР-аналізом 

трансформованих клонів (рис. 4.4). Ампліфікація сумарної ДНК з 

використанням праймерів, специфічних до гена rolВ, який поряд з іншими 

генами rol-локуса задіяний в процесі коренеутворення і відповідає за 

фенотип «бородатих коренів», не виявила фрагменту очікуваного розміру 

(780 п. н.).   

 
Рис. 4.4 – Електрофореграма результатів ПЛР аналізу сумарної ДНК 

рослин ряски з використанням праймерів до генів rolB (1-4), fbpBΔTMD (6-9) 

та nptII (10-13): 1, 6, 10 – негативний контроль, без ДНК-матриці; 2, 7, 11 – 

ДНК вихідної нетрансформованої рослини; 3, 8, 12 – ДНК рослини ряски, 

трансформованої A. rhizogenes рСВ158; 4, 9, 13 - позитивний контроль, 
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сумарна ДНК A. rhizogenes рСВ158; 5, 14 – ДНК-маркери (1 kb DNA 

Ladder SM1163 та 100bp Plus DNA Ladder SM1153, Fermentas). 

 

Аналіз ДНК рослин ряски показав наявність як селективного, так і 

цільових генів (рис. 4.4). Аналіз на наявність vir генів виявився 

негативним, отже, отримані рослини були вільні від бактерій, які 

використовували для трансформації. Таким чином, дійсно відбулося 

перенесення селективного та цільових генів  до рослинних клітин.      

Таким чином, уперше створено трансгенні рослини ряски з 

використанням A. rhizogenes. Отримані результати свідчать про те, що:  

- A. rhizogenes можна застосовувати для перенесення чужорідних 

генів до рослин ряски; 

- очевидно, ряска L. minor в деякій мірі синтезує сигнальні сполуки, 

необхідні для активації агробактерій, оскільки трансгенні рослини було 

отримано без застосування при трансформації спеціальних сигнальних 

сполук я для підвищення ефективності трансформації. Разом з тим, 

вірогідно, концентрація їх у клітинах ряски є невеликою, про що свідчить 

низька ефективність отримання трансформованих рослин без 

використання ацетосерингону (2%); 

- трансгенні рослини ряски можна отримати за допомогою A. 

rhizogenes шляхом прямої регенерації та подальшого вегетативного 

розмноження без проміжних стадій калусоутворення та регенерації. Такий 

спосіб значно економить час, необхідний для отримання трансформованих 

рослин, адже шляхом трансформування калусних тканин трансгенні 

рослини можна отримати приблизно через 12-16 тижнів після 

кокультивування з агробактеріями, при прямій регенерації – через 2-3 

тижні; 

- є можливим отримати трансгенні рослини ряски, що мають цільові 

гени туберкульозних антигенів ESAT6 та Ag85B, наявність яких у 

трансгенних рослинах підтверджено результатами ПЛР. Такі рослини 
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можуть становити практичний інтерес як джерело рекомбінантних білків 

виходячи з фізіологічних особливостей ряски – швидкого вегетативного 

розмноження, невибагливості до умов росту та можливості культивування 

у ферментерах, що не суперечить нормативам використання трансгенних 

рослин. 

 

4.2. Отримання культури трансгенних коренів козельців 

 

4 .2 .1 .  Уведення рослин Tr agopogon porr i fo l ius  у  

стерильну культуру. Вихідним матеріалом слугувало насіння рослин 

Tragopogon porrifolius. Після поверхневої стерилізації за методикою, 

описаною у розділі 2.2, насіння культивували на поверхні агаризованого 

живильного середовища 1/2МС у чашках Петрі при температурі +24°С. 

Схожість насіння виявилася дуже низькою та становила лише 10%. 

Отримані сім’ядолі проростків використовували для генетичної 

трансформації. 

 

4 .2 .2 .  Трансформац ія  рослин козельц ів з  використанням  

A.  rh izogenes . Для трансформації використовували A. rhizogenes 

А4 з векторними конструкціями pCB161 та рСВ124 з генами nptII та ifn-

α2b (див. рис. 2.2), які відрізнялися за промотором гена ifn-α2b, та дикий 

штам агробактерій А4. Як об’єкти трансформації використовували 

сім’ядолі з отриманих проростків. Трансформацію проводили згідно 

оптимізованої методики, описаної у розділі 2.7. У якості контролю 

використовували сім’ядолі, на яких робили надрізи, витримували протягом 

30 хв у живильному середовищі LB і далі переносили на поверхню 

агаризованого середовища 1/2МС. 

 На контрольних експлантах рослин (без кокультивування з 

агробактеріями) ріст коренів був відсутнім. Коренеутворення на 

експлантах починалося через 14-20 діб як при використанні дикого штаму 
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бактерій, так і при використанні A. rhizogenes А4 з векторними 

конструкціями pCB161 та рСВ124 (рис. 4.5). Корені на експлантах, які 

кокультивували з  A. rhizogenes А4, росли швидше, ніж корені, утворені 

після трансформування агробактеріями з векторами – приріст довжини 

становив відповідно 5-10 мм  та 1 – 2 мм за 10 діб. 

Частота коренеутворення при використанні A. rhizogenes А4 була вищою, 

ніж після кокультивування листків з A. rhizogenes рСВ161 і рСВ124 та 

становила 59,4+3,54 % , 37,5+2,83 % та 38,3+3,51 відповідно. Термінальні 

ділянки коренів довжиною близько 10 мм відділяли від експлантів та 

переносили на поверхню живильного середовища 1/2МС для нарощування 

біомаси. Усі отримані корені мали характерний для «бородатих» коренів 

фенотип – розгалуження, відсутність позитивного геотропізму – та росли на 

середовищі без регуляторів росту, що обумовлено перенесенням у геном рослин 

TL фрагменту Т-ДНК рRi плазміди бактерій. Слід зазначити, що корені T. 

рorrifolius не мали значної кількості кореневих волосків, ступінь галуження був 

відносно невисоким, корені були значно потовщеними у порівнянні з коренями 

контрольних нетрансформованих рослин (рис. 4.6). 

 

Рис 4.5 – Вихідні рослини T. porrifolius, культивовані in vitro (а), 

формування коренів на експлантах після трансформації (б), потовщення 

трансгенних коренів (в) 

а б 

в 
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Фенотип коренів не змінювався протягом тривалого часу вирощування 

(більше двох років). На коренях через 3-4 місяці культивування при освітленні 

спостерігали пряму регенерацію пагонів (рис. 4.6), причому додавання до 

живильного середовища регуляторів росту не було необхідною умовою 

регенерації. При вирощуванні у темряві регенерація не відбувалася. Отже, 

регенерація рослин з трансгенних коренів козельців є світло залежною та 

гормононезалежною. Такий самий тип формування пагонів на трансгенних 

коренях спостерігався нами і для рослин цикорію. 

 
Рис 4.6 – Ріст трансгенних коренів, отриманих після 

трансформування диким штамом агробактерій (а),  агробактеріями з 

вектором рСВ161 (б) та регенерація рослин з цих коренів (б, в)  

 

4 .2 .3 .  Молекуля рно-б іолог ічний анал із  корен ів  

козельц ів,  отриманих п ісля   трансф ормац ії,  та  

регенерованих з  них рослин для  п ідтвердження перенесення  

трансген ів.  Методом ПЛР визначали трансгенну природу коренів, 

отриманих після кокультивування з A. rhizogenes, а також регенерованих з 

а б 

в г 
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цих коренів рослин. Показано, що усі аналізовані лінії коренів, отримані 

після трансформації диким штамом агробактерій, мали rolB ген (рис. 4.7). 

Корені, трансформовані A. rhizogenes з вектором рСВ161 та рСВ124, несли 

як агробактеріальний ген rolB, так і плазмідні гени (рис. 4.7). Перенесені 

гени як бактеріальної природи (rolB), так і гени nptII та ifn-α2b мали також 

регенеровані з трансгенних коренів рослини козельців (рис. 4.8). Таким 

чином, після трансформування частота перенесення трансгенів до 

отриманих культур коренів становила 100%. 

 
Рис. 4.7 – Електрофореграма продуктів ампліфікації сумарної ДНК 

коренів козельців з використанням праймерів до генів nptII (1-5) та rolB (6-

12): 1, 6 – ДНК вихідної нетрансформованої рослини; 2-5 та 7-12 – ДНК 

коренів, трансформованих A. rhizogenes  

 

 
Рис. 4.8 – Електрофореграма продуктів ампліфікації сумарної ДНК 

рослин, регенерованих з коренів козельців, з використанням праймерів до 

генів ifn-α2b (а, 1-9), nptII (б, 1-6) та rolB (б, 7-12); К – ДНК вихідної 

нетрансформованої рослини 
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У коренях, трансформованих векторами з геном інтерферону, 

підтверджено транскрибування цільового та селективного генів (табл. 4.1). 

Таблиця 4.1 –  

Результати ПЛР та ЗТ-ПЛР аналізу зразків ДНК коренів  

козельців, отриманих з шляхом A. rhizogenes-опосередкованої 

трансформації 

ПЛР аналіз на наявність 
генів 

ЗТ-ПЛР аналіз 
транскрибування 

генів 

 
№ 

Зразок 
коренів, № 

лінії 
ifn-
α2b 

nptII rolB ifn-α2b nptII 

1 контроль - - - - - 

2 рСВ161 
№1 

+ + + + + 

3 рСВ161 
№3 

+ + + + + 

4 А4 №1/3 - - + * * 

5 А4 №2 - - + * * 

6 А4 №4 - - + * * 

7 А4 №6 - - + * * 

8 А4 №7 - - + * * 

9 рСВ124 
№1 

+ + + + + 

10 рСВ124 
№5 

+ + + + + 

+ Позитивний ПЛР або ЗТ-ПЛР аналіз;  – Негативний ПЛР або ЗТ-ПЛР 
аналіз 
* не аналізували 

Отже, методом A. rhizogenes-опосередкованої трансформації 

отримано культуру «бородатих» коренів рослин T. рorrifolius [730]. 

Трансгенні корені росли на середовищі без регуляторів росту та мали 

характерний для них специфічний фенотип, який виражався у значному 
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потовщенні у порівнянні з коренями контрольних рослин та невеликій 

кількості кореневих волосків (мала «опушеність» коренів). Усі аналізовані 

лінії коренів несли перенесені гени – rolB у випадку трансформування 

диким штамом агробактерій та перенесені гени rolB, ifn-α2b та nptII після 

трансформування A. rhizogenes з вектором рСВ161. Регенерація пагонів з 

трансгенних коренів T. рorrifolius виявилася світлозалежною і 

гормононезалежною, вимагала досить тривалого часу культивування 

коренів на безгормональному живильному середовищі. Регенеровані з 

«бородатих» коренів рослин T. рorrifolius рослини, так само як і «бородаті» 

корені, згідно результатів ПЛР мали перенесені гени rolB, ifn-α2b та nptII. 

Оптимізований метод трансформації рослин козельців є досить простим, 

не вимагає наявності складного обладнання. Отримана культура 

«бородатих» коренів може слугувати модельним об’єктом у дослідженнях 

впливу трансформації на рослини, а також як можливе джерело біологічно 

активних сполук, оскільки відома властивість трансгенних коренів 

синтезувати БАС [195, 196, 204, 710-713], а рослини T. porrifolius є 

лікарськими та синтезують сполуки з антиоксидантною, 

антипроліферативною, гепатопротекторною активністю [572-573].   

 

4.3. Генетична трансформація рослин Althaea officinalis 

 

Рослини Althaea officinalis L. (алтея лікарська) є лікарськими, 

синтезують біологічно активні речовини. Вони виявляють противірусну, 

імуностимулюючу, протизапальну активність [714,, 715]. Тому ці рослини 

є цінним об’єктом біотехнологічних досліджень як джерело біологічно 

активних сполук. 

 

4 .3 .1 .  Уведення рослин алте ї у с терильну культуру.  

Вихідним матеріалом слугувало насіння рослин A. officinalis, яке 

поверхнево стерилізували за методом, описаним у розділі 2.2. Енергія 
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проростання насіння становила 95%. Отримані проростки відокремлювали 

від коренів та переносили на живильне середовище 1/2МС. Розмножували 

рослини in vitro  шляхом живцювання на тому самому середовищі (рис. 

4.9). Для генетичної трансформації використовували листки та частини 

міжвузля (10 мм довжиною) культивованих у стерильних умовах рослин. 

 

Рис. 4.9 – Ріст рослин алтеї у стерильних умовах 

 

4 .3 .2 .  Трансформац ія  рослин алте ї з  використанням A.  

rhizogenes . Для генетичної трансформації використовували дикий штам 

A. rhizogenes А4,  а також A. rhizogenes з векторними конструкціями 

pCB161 та pCB124 (рис. 2.2) та оптимізовану нами раніше методику. 

Експланти культивували на безгормональному живильному середовищі 

1/2МС протягом 3 діб, далі переносили на те саме середовище, до якого 

додавали антибіотик цефотаксим у концентрації 600 мг/л для того, щоб 

позбутися бактеріальної контамінації та селективний антибіотик канаміцин 

у концентрації 25 мг/л (у випадку використання агробактерій, які мали 

плазміди рСВ161 та рСВ124 з геном nptII) (рис. 4.10). Ріст коренів (рис. 

4.11) на листових експлантах починався вже через 5-7 діб після 

кокультивування з бактеріями, а на стеблових експлантах – через 10-12 діб.  

Частота отримання коренів з листових експлантів становила 100% 

незалежно від використаних бактерій (дикий тип або бактерії з плазмідами 

рСВ161 та рСВ124). Частота коренеутворення з міжвузля була меншою та 

дорівнювала 80±6,2%, 76±5,9% та 70±5,6% при використанні відповідно 
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дикого штаму агробактерій та A. rhizogenes з векторами  рСВ161 та 

рСВ124 (рис. 4.12). 

 
Рис. 4.10 – Початок коренеутворення на листових експлантах алтеї 

після трансформування агробактеріями з вектором рСВ161 (а) та диким 

штамом А4 (б) 

 
Рис. 4.11 – Отримання “бородатих» коренів Althaea officinalis: 

культивовані in vitro рослини (а), формування коренів на листках після 

трансформації (б), трансгенні корені, культивовані на без гормональному 

живильному середовищі 1/2МС (в) 
 

Термінальні ділянки коренів довжиною близько 10 мм відділяли від 

експлантів та переносили на поверхню живильного середовища 1/2МС для 

нарощування біомаси. Всі отримані корені мали характерний для 

«бородатих» коренів фенотип – розгалуження, відсутність позитивного 

геотропізму, та росли на середовищі без регуляторів росту, що може бути 

обумовлено перенесенням в геном рослин TL фрагменту Т-ДНК рRi 

плазміди агробактерій. Разом з тим, корені різних ліній незалежно від 

способу їх отримання (трансформування диким штамом або бактеріями з 

а б 

а б в 
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векторами рСВ161 та рСВ124) значно відрізнялися за фенотипом та 

швидкістю росту. Так, 2 % ліній відзначалися потовщенням коренів та 

позеленінням при вирощуванні в умовах освітлення (рис. 4.13, а), 3% ліній 

відрізнялися повільним ростом (рис. 4.13, б), інші лінії відзначалися 

швидким ростом та значним галуженням (рис. 4.13, в). 
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Рис. 4.12 – Частота коренеутворення  Althaea officinalis після 

трансформування за допомогою A. rhizogenes (А4 – дикий штам А4, 

рСВ161 та рСВ124 – агробактерії з вектором рСВ161) 

 

 

Рис. 4.13 – Відмінності у фенотипі ліній трансгенних коренів, 

отриманих після трансформування з використанням A. rhizogenes-

опосередкованої трансформації: потовщення коренів (а), повільний ріст 

(б), швидкий ріст, значне галуження (в). Ріст протягом 30 діб. 

 

4 .3 .3 .  Молекулярно -б іолог ічний  анал із  корен ів ал те ї ,  

отриманих п ісля   трансформац ії . Методом ПЛР було визначено, що 

усі досліджувані зразки ДНК з трансгенних коренів мали rolB ген (рис. 

4.14, а, лінії 6-9), у контрольних зразках цей ген не детектувався (лінія 10). 

а б в 
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Корені, отримані з використанням агробактерій з векторами рСВ161 та 

рСВ124, мали цільові гени nptII та ifn-α2b (рис. 4.14, а, треки 1-4 та рис. 

4.14, б, треки 1-3, 5, 6). Отже, застосована методика генетичної 

трансформації з використанням бактерій A. rhizogenes як дикого штаму, 

так і тих, що несли вектори з генами nptII та ifn-α2b, виявилася 

ефективною, 100% аналізованих коренів мали перенесені гени. З метою 

визначення того, чи транскрибуються перенесені гени nptII та ifn-α2b, 

використовували полімеразну ланцюгову реакцію, пов’язану зі зворотньою 

транскрипцією. Вибірковий аналіз виявив зворотні транскрипти в усіх 

досліджуваних зразках (рис. 4.14, в, табл. 4.2).  

 
 

 
 

 

Рис. 4.14 – Електрофореграма продуктів ПЛР (а, б) «бородатих» 

коренів алтеї та ЗТ-ПЛР (в): а – з використанням праймерів до генів nptII 

(1-5, 622 п.н.) та rolB (6-10, 780 п.н.), 5 та 10 – ДНК вихідної 

а 

б 

   М     1      2       3      4       5      6      7      8      9      10 

  М     1       2       3       4        5      6       

Пн. 
 

1000 

Пн. 
750 

500 

500 

250 

750 

в ifn nptII 

500 

750 

пн 

nptII rolB 

ifn 



 160 

нетрансформованої рослини; б – з використанням праймерів до гена ifn-

α2b (396 п.н.), 4 – ДНК нетрансформованої рослини; в – непарні з 

ревертазою, парні без ревертази; М – маркер Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, 

Fermentas 

Таблиця 4.2 –  

Результати ЗТ-ПЛР аналізу зразків коренів  алтеї, отриманих з 

шляхом A. rhizogenes-опосередкованої трансформації 

ПЛР аналіз на наявність 
генів 

ЗТ-ПЛР аналіз 
транскрибування 

генів 

№ Зразок 
коренів, № 

лінії 
ifn-
α2b 

nptII rolB ifn-α2b nptII 

1 контроль - - - - - 

2 рСВ124 

№1 

+ + + + + 

3 рСВ124 

№2 

+ + + + + 

4 рСВ124 

№4 

+ + + + + 

5 рСВ124 

№6 

+ + + * * 

6 рСВ124 

№8 

+ + + * * 

7 рСВ124 

№9 

+ + + * * 

8 рСВ124 
№10 

+ + + * * 

9 рСВ161 
№2 

+ + + + + 
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Продовження таблиці 4.2 

10 рСВ161 
№бн 

+ + + + + 

11 рСВ161 
№1 

+ + + + + 

12 рСВ161 
№5 

+ + + + + 

13 рСВ161 
№7 

+ + + + + 

14 А4 №1 - - + * * 

15 А4 №3 - - + * * 

16 А4 №7 - - + * * 

17 А4 №8 - - + * * 

18 А4 №9 - - + * * 

19 А4 №10 - - + * * 

+   Позитивний ПЛР або ЗТ-ПЛР аналіз; – Негативний ПЛР або ЗТ-ПЛР 
аналіз; *   Не аналізували 

 

Таким чином, явища мовчання перенесених генів, яке іноді має місце 

при трансформації ядерної ДНК, у отриманих трансгенних коренях алтеї 

не спостерігалося. 

Отримані результати свідчать про те, що бактерії A. rhizogenes як 

дикого штаму А4, так і бактерії, що несуть чужорідну плазміду (вектор 

рСВ161 або рСВ124), можуть бути використані для трансформування та 

отримання культури «бородатих» коренів рослин A. officinalis. Частота 

трансформації рослин A. officinalis залежала від типу експланту. 

Максимальна частота отримання «бородатих коренів становила 100% при 

використанні у якості експлантів листків культивованих in vitro рослин. 

Дещо нижчою виявилася частота отримання коренів з міжвузль. Вона 

становила 80±6,2%, 76±5,9% та 70±5,6% при використанні відповідно 
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дикого штаму агробактерій А4 та A. rhizogenes з векторами  рСВ161 та 

рСВ124. 

Отримані корені різних ліній незалежно від того, якими 

агробактеріями здійснювали трансформацію (трансформування диким 

штамом А4 або бактеріями з векторами рСВ161 та рСВ124) значно 

відрізнялися за фенотипом та швидкістю росту. Ряд ліній коренів 

фенотипові відрізнялися потовщенням та позеленінням при вирощуванні в 

умовах освітлення, частина ліній мала низьку швидкість росту, інші лінії 

відзначалися швидким ростом та значним галуженням.  

Методом ПЛР було визначено, що усі досліджувані зразки ДНК з 

трансгенних коренів мали перенесені гени (rolB ген у випадку 

трансформування диким штамом агробактерій та rolB, nptII та ifn-α2b у 

випадку використання для трансформації бактерій з векторами рСВ161 та 

рСВ124), у всіх аналізованих лініях транскрибувалися перенесені гени. 

Таким чином, використання оптимізованого методу A. rhizogenes-

опосередкованої трансформації дало можливість з високою ефективністю 

(до 100%) отримати культури трансгенних коренів A. officinalis з генами 

rolB, nptII та ifn-α2b. 

 

4.4. Генетична трансформація рослин Artemisia tilesii 

 

4 .4 .1 .  Трансф ормац ія   рослин  полину з  використання м  

Agr obacter ium rh izogenes .  Для трансформації використовували 

рослини A. tilesii з колекції зародкової плазми ІКБГІ. У якості експлантів 

брали листки рослин, культивованих in vitro. Використовували методику, 

описану у розділі 2.11. Трансформування здійснювали бактеріями дикого 

типу A. rhizogenes A4, а також агробактеріями з векторами рСВ 124 та 

рСВ161. Перші корені на експлантах при культивуванні на живильному 

середовищі 1/2МС утворювалися уже через 6 діб після трансформації (рис. 

4.15). Через 10 діб після трансформація визначали частоту отримання 
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«бородатих» коренів (табл. 4.3). Попередньо проведені експерименті 

свідчили про те, що кількість сформованих коренів після нетривалого часу 

культивування експлантів на середовищі без цефотаксиму є невисокою, 

ріст коренів у цьому випадку був повільний, хоча кількість експлантів, на 

яких корені утворювалися, становила 38-60%. Тому для трансформації 

було використано методику, оптимізовану при генетичній трансформації 

рослин цикорію. Так само як і для цикорію, доведено, що збільшення 

терміну культивування без цефотаксиму з 1 до 3 діб призводить до 

підвищення відсотку експлантів, на яких утворювалися корені (з 60 до 

100%), збільшення кількості коренів, утворених на одному експланті 

(2,3+0,57 до 3,85+1,06) та збільшенні середньої довжини коренів (з 

4,5+0.54 до 14+2,07 мм). 

Таблиця 4.3 –  

Параметри  процесу коренеутворення на листових експлантах A. 
tilesii за різних умов культивування після трансформації з 

використанням A. rhizogenes 
Характеристика коренеутворення при різному терміні 

культивування експлантів без цефотаксиму після 
трансформації (доба) 

 
 

Використані 
вектори Частота, % Кількість коренів 

на експлант, шт. 
Довжина 

коренів, мм 
Одна доба 

рСВ 124 40 1 0,23+0,06 
рСВ161 60 2,3+0,57 4,5+0.54 

А4 38,3±3,27 3,57±0,39 3,71±0,56 
Три доби 

рСВ 124 65±5,65 7,1±1,96 14,37±1,7 
рСВ161 100 3,85± 1,06 14±2,07 

А4 100 4,14±0,66 9,86±2,36 
 

Утворені на експлантах корені відділяли від листків та переносили на 

живильне середовище з цефотаксимом для повної елімінації агробактерій. 

Субкультивування коренів проводили на тому самому живильному середовищі 
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кожних два тижні. Через два місяці культивування було проведено ПЛР аналіз 

на наявність агробактеріальної контамінації (визначення присутності virD гена 

агробактерій, який для усіх аналізованих ліній був негативним. Отримані корені 

мали характерний для «бородатих» коренів фенотип, значне галуження та 

виражений від’ємний геотропізм (рис. 4.15).  

         
Рис. 4.15 – Трансформація листових експлантів Artemisia tilesii plants з 

використанням A. rhizogenes : а – вихідні рослини, культивовані у 

стерильних умовах; б – контроль, листки полину на середовищі 1/2МС без 

кокультивування з агробактеріями; в, г – початок формування «бородатих» 

коренів на експлантах за різного часу культивування (1 та 3 доби) на 

живильному середовищі без цефотаксиму 

  
 

Рис. 4.16– Ріст «бородатих» коренів Artemisia tilesii через три тижні  

(а) та два місяці (б) після  кокультивування з A. rhizogenes 
 

4.4.2 .  Визначення ная вност і  та  активност і  перенесени х 

ген ів у «бородатих» кореня х Artemis ia  t i les i i . Для визначення 

наявності перенесених генів у «бородатих» коренях A. tilesii 

використовували ПЛР аналіз загальної ДНК «бородатих» коренів з 

використанням праймерів, специфічних до генів nptII, ifnα2b та rolB (див. 

а б 

б а 

в г 
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табл. 2.6). Усього було проаналізовано 16 ліній коренів, з них 6 отримано з 

використанням дикого штаму A. rhizogenes А4, 6 – з використанням A. 

rhizogenes, які мали вектор рСВ124 та 4 – з використанням A. rhizogenes з 

вектором рСВ161. Отримані результати свідчать про те, що усі аналізовані 

зразки ДНК мали відповідні до використаних для трансформації 

агробактерій та векторів гени – nptII, ifnα2b та rolB при трансформуванні 

векторами рСВ 124 та рСВ161 або лише rolB ген агробактерій після 

трансформування диким штамом агробактерій (рис. 4.17).  

ПЛР аналізи було повторно проведено після шести місяців 

субкультивування ліній коренів. Результати цих аналізів виявилися 

аналогічними попереднім. Таким чином, наявність вказаних генів свідчить 

про трансгенну природу отриманих коренів та ефективність застосованої 

методики трансформації. 

 

 

Рис. 4.17 – Електрофореграма продуктів ПЛР аналізу загальної ДНК 

«бородатих» коренів A. tilesii з використанням праймерів, специфічних до 

генів nptII,  ifn-α2b  та rolB: ДНК контрольної нетрансформованої рослини 

(1, 6, 11); клони, трансформовані A. rhizogenes A4 (3, 8, 13), A. rhizogenes 

pCB124 (2, 7, 12),  A. rhizogenes pCB161 (4, 9, 14); -DNA – без ДНК; nptII, 

ifn та  rolB – аналіз ДНК з використанням праймерів, специфічних до генів 

nptII (622 пн), ifn-α2b (396 пн) та rolB (780 пн); M –маркер Gene Ruler 1 kb 

DNA Ladder, Fermentas 
 

Ряд ліній коренів вибірково аналізували методом полімеразної 

ланцюгової реакції, пов’язаної із зворотньою транскрипцією, для 

визначення транскрибування перенесених генів nptII та ifn-α2b. Такий 

«бородаті» корені «бородаті» корені «бородаті» корені 

-ДНК -ДНК -ДНК пн пн 
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аналіз виявив, до у декількох з аналізованих (4 з 9) ліній мРНК 

досліджуваного гена ifnα2b не детектувалася (рис. 4.18), що свідчить про 

неактивність цього гена. В той же час, у всіх досліджених зразках було 

виявлено зворотні транскрипти гена nptII, що є цілком логічним, оскільки 

культивування зразків проводили у присутності канаміцину. 

 

 
 

Рис. 4.18 – Електрофореграма продуктів аналізу зворотніх 

транскриптів генів nptII (622 п.н) та ifn-α2b (396 п.н) у «бородатих» 

коренях A. tilesii: парні треки – без ревертази, непарні – з ревертазою 

 

Таким чином, при використанні дикого штаму A. rhizogenes A4, A. 

rhizogenes pCB124 та  A. rhizogenes pCB161 з частотою до 100% (залежно 

від умов кокультивування з агробактеріями та використаного вектору) 

отримано культури «бородатих» коренів A. tilesii. Визначено, що 

збільшення часу культивування експлантів після трансформації на 

живильному середовищі без цефотаксиму до трьох діб призводило до 

збільшення частоти трансформації та кількості коренів, утворених на 

одному експланті. Методом ПЛР підтверджено наявність перенесених 

генів в усіх аналізованих зразках. ЗТ-ПЛР аналіз у частини зразків не 

виявив наявності мРНК гена інтерферону-α2b при наявності мРНК для 

гена nptII в усіх аналізованих зразках. Такий факт свідчить про те, що у 

ряді випадків (чотири з дев’яти аналізованих зразків) відбувалося 

мовчання цільового гена інтерферону- α2b. Аналогічне явище нами раніше 

було виявлено і при аналізі отриманих трансгенних рослин цикорію.  

 

   1     2      3       4      5       6       7       8       9       10      11   12 

nptII ifn-α2b 

396 пн 
622 пн 
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Таблиця 4.4 – 

Результати ПЛР та ЗТ-ПЛР аналізів ДНК 

 «бородатих» коренів A. tilesii  

ПЛР аналіз на наявність 

генів 

ЗТ-ПЛР аналіз 

транскрибування 

генів 

№ Зразок 

коренів, № 

лінії 

 ifn-

α2b 

nptII rolB ifn-α2b nptII 

1 контроль - - - - - 

2 рСВ124 
№1 

+ + + + + 

3 рСВ124 
№2 

+ + + + + 

4 рСВ124 
№5 

+ + + + + 

5 рСВ124 
№5/1 

- - + - + 

6 рСВ124 
№10 

+ + + - + 

7 рСВ161 
№2 

+ + + + + 

8 рСВ161 
№2/1 

+ + + + + 

9 рСВ161 
№7 

+ + + - + 

10 рСВ161 
№5 

+ + + - + 

11 А4 №1 - - + * * 

12 А4 №3 - - + * * 

     +   Позитивний ПЛР або ЗТ-ПЛР аналіз; – Негативний ПЛР або ЗТ-
ПЛР аналіз; *   Не аналізували 
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4.5. Генетична трансформація рослин Bidens pilosa  

 

4 .5 .1 .  Отримання культури  трансгенних корен ів  

причепи волосисто ї  з  використанням  A.  rh izogenes . У 

експериментах використовували листки та міжвузля рослин, які 

попередньо було уведено в культуру in vitro з насіння, зібраного у 

природному ареалі виду в Еквадорі (територія Ла Фаворита, висота над 

рівнем моря 1100 м) та які вирощували і розмножували живцюванням на 

агаризованому живильному середовищі 1/2МС при температурі +24°С та 

16-годинному освітленні. Для генетичної трансформації використовували 

бактерії A. rhizogenes з векторними конструкціями рСВ161 та рСВ124, які 

мала гени ifn-α2b (Mll або 35S промотор,  ocs термінатор) та nptII (nos 

промотор, nos термінатор) та дикий штам агробактерій А4. У якості 

контролю використовували експланти, які не культивували у бактеріальній 

суспензії. Після кокультивування з агробактеріальною суспензією 

листових та стеблових експлантів ріст коренів розпочинався через 7-10 діб, 

причому на листових експлантах кількість утворених коренів була значно 

меншою, ніж на стеблових (2-8 та 12-22 відповідно, рис. 4.19).  

Відокремлені від експлантів корені культивували на середовищі 

1/2МС з цефотаксимом для елімінації агробактерій та субкультивували 

щотижня. Частота коренеутворення була вищою при використанні 

стеблових експлантів та становила 56,7±6,5% та 84,4±5,8% при 

використання дикого штаму А4, 43,3±6,5% та 65,7±11,1% при 

використанні вектора рСВ124, 50,0±8,0% та 70,0±8,0% при використанні 

вектора рСВ161 відповідно для листових та стеблових експлантів. Через 3-

4 тижні вирощування на живильному середовищі 1/2МС з 600 мг/л 

цефотаксиму корені мали характерний фенотип – значне галуження, 

від’ємний геотропізм та росли на середовищі без регуляторів росту. Лінії 

«бородатих» коренів уже на начальному етапі культивування відрізнялися 

фенотипові за ступенем галуження, а також за швидкістю росту (рис. 4.20). 
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Рис. 4.19 – Ріст рослин B. pilosa in vitro (а), утворення “бородатих» 

коренів на листових та стеблових експлантах після трансформування з 

використанням Agrobacterium rhizogenes (б) та частота коренеутворення 

при використанні листків та міжвузль у якості експлантів (в)  
 

  

Рис. 4.20 – Відмінності у швидкості росту ліній трансгенних коренів 

B. pilosa: повільний (а) та швидкий (б) ріст (культивування протягом 30 

діб) 
 

а б 

Листки 
Стебло 

в 



 170 

Отже, вперше показано можливість генетичної трансформації рослин 

B. pilosa з використанням A. rhizogenes. Шляхом A. rhizogenes-

опосередкованої трансформації було отримано «бородаті» корені, причому 

більш придатним типом експлантів для генетичної трансформації 

виявилися міжвузля культивованих in vitro рослин B. pilosa. Частота 

отримання «бородатих» коренів за їх використання становила до 

84,4±5,8%, 65,7±11,1% та 70,0±8,0% за використання відповідно дикого 

штаму А4, агробактерій з векторами рСВ124 та рСВ161.  
 

4.5.2 .  Молекулярно -б іолог ічний анал із  «бородатих»  

корен ів B.  pi losa . Молекулярно-біологічний аналіз отриманих коренів 

B. pilosa виявив наявність як rolB генів A. rhizogenes, так і селективного 

гена nptII та цільового гена ifn-α2b (рис. 4.21).  При повторному аналізі, 

проведеному через 6 місяців субкультивування отриманих коренів, 

трансгени також детектувалися.  

Аналіз зворотних транскриптів гена ifn-α2b у 50% аналізованих 

коренів був негативним (рис. 4.22). У той же час, зворотні транскрипти 

гена неоміцинфосфотрансферази ІІ детектувалися у всіх досліджених 

зразках. Отже, для ряду ліній коренів, так само як і у «бородатих» коренях 

цикорію, спостерігалося явище мовчання цільового гена ifn-α2b за 

активності селективного гена. 

  

Рис. 4.21 – Електрофореграма продуктів ампліфікації на наявність 

перенесених генів:  rolB (1- 4, 780 п.н.); ifn-α2b (5, 6, 396 п.н.) та nptII (7, 8, 

622 п.н.); 9 – без  ДНК; 3, 5, 7 – ДНК коренів контрольних рослин, М – 

маркер Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, Fermentas 

ifn-α2b nptII rolB 

622 

396 

780 

пн пн 
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Рис. 4.22 – Електрофореграма продуктів ЗТ-ПЛР з праймерами, 

специфічними до генів nptII (622 п.н) та ifn-α2b (396 п.н) у «бородатих» 

коренях причепи: парні треки – проведення реакції без ревертази, непарні 

– з ревертазою; К – плазмідна ДНК; 1-16 – трансгенні корені 

Таблиця 4.5 –  

Результати ПЛР та ЗТ-ПЛР аналізів ДНК 

 «бородатих» коренів A. tilesii  

ПЛР аналіз на наявність 
генів 

ЗТ-ПЛР аналіз 
транскрибування 

генів 

№ Зразок 
коренів, № 

лінії 
ifn-
α2b 

nptII rolB ifn-
α2b 

nptII 

1 контроль - - - - - 
2 рСВ124 №1 + + + - + 
3 рСВ124 №3 + + + + + 
4 рСВ124 №5 + + + + + 
5 рСВ161 №3 + + + + + 
6 рСВ161 №4 + + + - + 
7 рСВ161 №7 + + + - + 
8 А4 №1 - - + * * 

9 А4 №2 - - + * * 

     +   Позитивний ПЛР або ЗТ-ПЛР аналіз; – Негативний ПЛР або ЗТ-
ПЛР аналіз; *   Не аналізували 

 

Таким чином, було отримано корені, які мали характерний для 

«бородатих» коренів фенотип та росли на середовищі без додавання 

ifn-α2b nptII 

396 622 

пн пн 

   К    1     2     3     4     5     6     7     8       К     9     10   11    12    13    14   15  16 
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регуляторів росту. Методом ПЛР з використанням праймерів, специфічних 

до гена rolB A. rhizogenes, та праймерів до генів ifn-α2b і nptII було 

підтверджено трансгенну природу отриманих культур. Отже, використана 

методика трансформування з використанням A. rhizogenes виявилася 

достатньо ефективною та дала можливість отримати трансгенні корені 

рослин B. pilosa, хоча у декількох випадках виявлено мовчання цільового 

гена. Частота трансформації виявилася значно вищою, ніж у єдиних 

опублікованих у 2012 р. дослідженнях з трансформування B. pilosa Wang зі 

співавторами [586], у яких за використання A. tumefaciens  з 1373 

експлантів було отримано лише 13 трансгенних рослин, тобто, частота 

трансформації становила близько 1%.  

Слід відзначити, що раніше для трансформації B. рilosa використовували 

лише бактерії А. tumefaciens. У наших експериментах уперше було 

запропоновано використання A. rhizogenes для генетичної трансформації рослин 

череди волосистої, розроблено ефективну систему їх трансформування та з 

частотою до 84,4±5,8% отримано культуру «бородатих» коренів з типовим для 

трансгенних коренів фенотипом. Методом ПЛР підтверджено наявність 

перенесених генів rolB, ifn-α2b та nptII. Запропонована нами методика може 

бути використана для ефективного отримання культури трансгенних коренів B. 

рilosa як із застосуванням агробактерій дикого типу, так і для перенесення до 

цих рослин цільових генів, які відповідають за синтез біологічно активних 

сполук. 
 

4.6. Генетична трансформація рослин Ruta graveolens  

 

4 .6 .1 .  Розроблення методики м ікрок лонального  

розмноження рослин рути.  Для отримання рослин рути духмяної 

використовували насіння, яке поверхнево стерилізували за наведеною вище (див. 

розділ 2.2) методикою. Рослини вирощували на агаризованому живильному 

середовищі 1/2МС. Визначали оптимальний тип експланту (листки, черешки, 
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міжвузля, корені) та оптимальний склад живильного середовища для отримання 

максимально ефективної регенерації пагонів. Зазначену методику розробляли, 

виходячи з необхідності мати велику кількість рослинного матеріалу як 

експлантів для генетичної трансформації, оскільки схожість використовуваного 

насіння була невисокою (до 20%), швидкість росту малою та малими розмірами 

сім’ядоль, що утруднювало їх використання. 

Листки, черешки, міжвузля та корені відділяли, робили на експлантах 

надрізи та вирощували їх при 16-годинному освітленні та температурі 24°С на 

живильних середовищах, склад яких наведено у табл. 4.6.  Регенераційна 

здатність міжвузль виявилася найвищою, частота регенерації пагонів становила 

30% - 100% у залежності від використаних регуляторів росту та їх концентрацій. 

Вирощування міжвузль на живильному середовищі з додаванням БАП у 

концентрації 0,5-2,5 мг/л або на середовища з  0,5 – 1,0 мг/л БАП та  0,05 – 0,5 

НОК дозволило через 10 діб отримати  регенеровані пагони з частотою 100% 

(рис. 4.23). 

 

  
Рис. 4.23 – Регенерація рослин Ruta graveolens на живильних 

середовищах, що містили 2.5 мг/л БАП (a), 1 мг/л  Кін (б), 1 мг/л БАП (в), 

0.5 мг/л БАП та 0.05 мг/л НОК (г) 

г в 

б а 
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Таблиця  4.6  –  

Частота регенерації пагонів R. graveolens на живильному середовищі 

МС з додаванням регуляторів росту 

Концентрація 
регуляторів 
росту, мг/л 

Частота регенерації (%) при 
використанні різних експлантів Середовища, 

№ 
БАП НОК Кін листки корені черешки міжвузля 

1 0.5 — — 50 100 100 100 

2 1 — — 20 100 40 100 

3 2.5 — — 60 0 80 100 

4 0.5 0.05 — 50 100 100 100 

5 0.5 0.1 — 30 100 80 100 

6 0.5 0.5 — 80 60 40 100 

7 1 0.05 — 40 100 100 100 

8 1 0.1 — 10 0 40 100 

9 1 0.5 — 0 0 40 100 

10 2.5 0.05 — 30 60 100 100 

11 2.5 0.1 — 0 0 80 30 

12 2.5 0.5 — 0 0 80 100 

13 — — 0.5 20 0 15 0 

14 — — 1 0 0 0 70 

15 — — 2.5 0 0 40 70 

16 — 0.05 — 0 0 0 0 

17 — 0.1 — 0 0 40 10 

18 — 0.5 — 0 0 0 0 
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Частота утворення пагонів на листках була найменшою та варіювала 

у межах 0- 80% у залежності від складу середовища. Найбільшою була 

частота пагоноутворення з цих експлантів при використанні середовища 

МС з додаванням 0,5 та 0,5 мг/л НОК. Використання такої комбінації 

регуляторів росту дозволило підвищити частоту регенерації до 80%. 

Вирощування кореневих експлантів на середовищі, яке містило 0,5-1,0  або 

одночасно БАП та НОК у концентраціях відповідно  0,5 + 0,05 мг/л, 0,5 + 

0,1 мг/л або 1,0 + 0,05 мг/л дозволило отримати пагони з частотою до 

100%. 

При використанні черешків частота регенерації пагонів коливалася 

від 15 до 100% у залежності від складу середовища. Регенерацію з 

частотою 100% спостерігали при культивуванні черешків на середовищі 

МС з додаванням БАП у концентрації 0,5 мг/л  або на середовищі, яке 

містило комбінацію регуляторів росту БАП+НОК у концентраціях 0,5+0,05 

мг/л,  1,0+0,05 мг/л  та 2,5+0,05 мг/л. Слід зазначити, що БАП у найбільшій 

з використаних концентрацій (2,5 мг/л) пригнічував процес регенерації та 

значно знижував кількість експлантів усіх типів, на яких формувалися 

пагони. 

Відомо, що регулятори росту рослин БАП та НОК використовуються 

для індукції регенерації пагонів рослин різних видів. Їх використовували, 

наприклад, для регенерації пагонів лікарських рослин Basilicum 

polystachyon [716], Musa sapientum L. [717], Rauwolfia serpentine [718], 

Citrullus colocynthis [719] та ін. У нашому дослідженні визначено, що 

комбінація двох регуляторів росту, БАП та НОК, є найбільш ефективною 

практично для усіх використовуваних типів експлантів, причому 

підвищення концентрації НОК (0,1-0,5 мг/л) призводило до зменшення 

частоти регенерації пагонів. Використання кінетину не було ефективним 

для регенерації пагонів рослин рути. Так, частота регенерації при 

використанні листків, коренів, черешків та міжвузль у якості експлантів на 

живильних середовищах з додаванням кінетину у концентраціях 0,1-2,5 
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мг/л становила відповідно 0 – 20%, 0%, 0 – 40%, 0 – 70%.  Додавання до 

середовища МС лише ауксину НОК призводило до формування коренів 

при використанні листових та кореневих експлантів та до регенерації 

пагонів з частотою 40% або 10% при використанні відповідно черешків 

або міжвузль.  

Таким чином, регенерація пагонів R. graveolens залежала як від типу 

використовуваного експланту, так і від наявності та концентрації 

регуляторів росту рослин – кінетину, бензиламінопурину та нафтилоцтової 

кислоти. Найкращі результати було отримано при використанні у якості 

експлантів міжвузль. У цьому випадку частота регенерації становила 100% 

у більшості варіантів експерименту, при вирощуванні на 11 живильних 

середовищах з 18 використовуваних. Додавання до живильного 

середовища МС регуляторів росту у концентраціях 0,5 мг/л БАП, 0,5 мг/л 

БАП+0,05 мг/л НОК або  1,0 мг/л БАП+0,05 мг/л НОК  призводило до 

збільшення кількості експлантів, на яких формувалися пагони. Хоча 

частота регенерації на міжвузлях при використання переважної більшості 

живильних середовищ була високою, слід розглядати як перспективний 

також спосіб отримання регенерованих пагонів з використанням черешків. 

Це особливо може мати переваги при необхідності швидкого отримання 

великої кількості рослин, оскільки довжина черешків рослин рути при 

вирощуванні in vitro становила близько 40 мм, а міжвузля – лише 10 мм. 

Крім того, кількість черешків на одній рослини значно перевищувала 

кількість міжвузля, які можна використовувати для високоефективного 

міклоклонального розмноження. Отже, вважаємо, що найкращим типом 

експланту для масової регенерації рослин рути та для отримання 

максимальної кількості рослин доцільним є використання саме черешків та 

їх культивування на живильному середовищі МС з додаванням 0,5 мг/л 

БАП або одночасного додавання 0,5 мг/л БАП та 0,05 мг/л НОК. За таких 

умов при використанні мінімальних концентрацій регуляторів росту 

можна отримати регенеровані пагони рути з частотою 100%. 
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4.6.2 .  Трансф ормування рути з  використанням  A.  

rhizogenes . Для отримання трансгенних коренів рослин Ruta graveolens 

використовували черешки вирощуваних in vitro рослин (рис. 4.24). 

Генетичну трансформацію проводили з використанням бактерій A. 

rhizogenes  з вектором рСВ124 (гени ifn-α2b та nptII), а також диким 

штамом  A. rhizogenes  А4.  

При проведенні експериментів за використання оптимізованої нами 

раніше методики (кокультивування експлантів з агробактеріальною 

суспензією протягом 30 хв, культивування експлантів на живильному 

середовищі без канаміцину протягом 3 діб, перенесення їх на середовища з 

цефотаксимом, вирощування на середовищі з канаміцином та 

цефотаксимом) отримати «бородаті» корені на експлантах рути не вдалося. 

Експланти, хоча і не гинули одразу після трансформації, коренів не 

формували. 

Як можливе пояснення проблем, які виникли при трансформації, 

було висунуто припущення щодо наявності сполук у рослинах рути, які 

інгібують ріст A. rhizogenes. Основою для такого припущення є дані щодо 

синтезу у рослинах R. graveolens сполук з антимікробною активністю. 

Наприклад, виявлено протимікробну активність екстрактів з рослин рути 

проти патогенних та умовно патогенних мікроорганізмів Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella premonia та ін. [720-722]. 

  
Рис. 4.24 – Культивовані у стерильній культурі рослини Ruta 

graveolens (а) та культура трансгенних коренів рути (б) 
 

а б 
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  Для підтвердження наявності в рослинах рути сполук, які 

пригнічують ріст агробактерій, готували екстракти з рослин, 

культивованих in vitro. Тестування протимікробної активності 

досліджуваних екстрактів проводили диск-дифузним методом відповідно 

до стандарту (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1993). 

Було визначено, що екстракти з рослин R. graveolens дійсно інгібували ріст 

агробактерій. Так, діаметр зони відсутності росту бактерій навколо диска з 

нанесеним екстрактом для водних, ДМСО, етанольних та ацетонових 

екстрактів  становив відповідно 12±2, 20±2, 22±1 та 19 мм (рис. 4.25).  

 
Рис. 4.25 – Визначення антимікробної активності екстрактів з рослин 

рути диск-дифузним методом: а – наявність зони відсутності росту при 

тестуванні дисків з екстрактами; б – відсутність антибактеріальної 

активності дисків з екстрагентами 
 

Отже, виявлені проблеми отримання «бородатих» коренів після 

кокультивування черешків R. graveolens з суспензією A. rhizogenes, 

вірогідно, можна пояснити саме синтезуванням у цих рослинах сполук з 

протимікробною дією. Такі дані співставні з даними літературних джерел 

щодо наявності у рослин рути біологічно активних сполук. Зокрема, відома 

наявність інсектицидної, фунгіцидної, протизапальної, антиоксидантної 

активності у екстрактах з рослин рути [624, 625, 629, 723, 724]. Визначено 

також наявність антимікробної активності проти патогенних та умовно 

патогенних бактерій [636, 720-722, 723]. 
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Нами визначено, що подовження терміну культивування експлантів 

на живильному середовищі 1/2МС без додавання цефотаксиму, який 

інгібує ріст бактерій, до 6-8 діб дало можливість отримати «бородаті» 

корені (рис. 4.26). У даному дослідженні частота трансформації виявилася 

значно нижчою, ніж при трансформуванні рослин інших видів, та 

становила лише 3±0,47% після трансформації A. rhizogenes А4. Вірогідно, 

за таких умов агробактерії частково виживали, розмножувалися та 

виконували властиву для них функцію перенесення генів до клітин рослин. 

Разом з тим, отримати трансгенні корені при використанні інших 

агробактерій не вдалося.  

 
Рис. 4.26– Утворення та ріст «бородатих» коренів рослин рути 

духмяної на живильному середовищі без регуляторів росту: а – початок 

формування коренів на експлантах; б – ріст отриманих «бородатих» 

коренів на середовищі без регуляторів росту 

 

4 .6 .3 .  Молекулярно-б іолог ічний анал із  отримани х 

«б ородатих» корен ів рути.  Для визначення наявності перенесених 

генів  у отриманих коренях рути духмяної використовували метод ПЛР. 

Молекулярно-біологічний аналіз отриманих коренів R. graveolens було 

проведено через 3 та 6 місяців після кокультивування з агробактеріми. 

Було виявивлено наявність rolB генів A. rhizogenes (рис. 4.27).   

а б 
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Рис. 4.27 – Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК 

«бородатих» коренів рути з використанням праймерів, специфічних до 

гена rolB: К – ДНК контрольних рослин; 1-3 – ДНК з ліній трансгенних 

коренів; М – маркер1kb DNA Ladder SM1163 Fermentas 

Таким чином, методом ПЛР підтверджено трансгенну природу 

отриманих після кокультивування з агробактеріями коренів рути духмяної. 

 

4 .6 .4 .  Регенерац ія  трансгенних рослин з  культури  

«б ородатих» корен ів рути.  При досить тривалому, більше ніж три 

місяці без субкультивування, вирощуванні трансгенних коренів на 

живильному середовищі 1/2МС без додавання регуляторів росту 

спостерігали пряму регенерацію пагонів без стадії формування калусу 

(рис. 4.28). Регенеровані пагони мали фенотип, що не відрізнявся від 

фенотипу нетрансформованих рослин. Для укорінення пагонів їх 

переносили на агаризоване живильне середовище 1/2МС, при 

культивуванні на якому упродовж 5-12 діб формувалися пагони.  

Проведений ПЛР аналіз підтвердив наявність перенесеного гена rolB 

(рис. 4.29). Таким чином, при вирощуванні трансгенних коренів рути, так 

само як і при культивуванні «бородатих» коренів цикорію та козельців, 

спостерігали пряму гормононезалежну регенерацію рослин безпосередньо 

з трансгенних коренів. Однак слід відзначити, що регенерація рослин рути 

відбувалася лише після досить тривалого вирощування коренів, що 

відрізняє регенераційний процес рослин цього виду від регенерації нових 

пагонів, наприклад, у цикорію, для якого характерна швидке спонтанне 

формування пагонів на трансгенних коренях.  

250 

750 

пн 

   М       К      1       2        3      
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Рис. 4.28 – Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК рослин, 

регенерованих з «бородатих» коренів рути з використанням праймерів, 

специфічних до гена rolB: К – ДНК контрольних рослин; 1, 2 – ДНК 

«бородатих» коренів; 3, 4 – ДНК регенерованих рослин; М – маркер1kb 

DNA Ladder SM1163 Fermentas 
 

  
Рис. 4.29 – Регенерація пагонів з «бородатих» коренів рути (а, б), 

укорінення (в) та ріст у ґрунті (г) 

 

Отримані дані щодо можливості регенерації пагонів з трансгенних 

коренів рути є новими, оскільки раніше не було отримано трансгенні 

рослини рути духмяної шляхом A.rhizogenes-опосередкованої 

а б 

в г 
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трансформації. Слід також зазначити, що такі пагони було отримано, 

незважаючи на наявність у рослин рути сполук, які пригнічують ріст 

агробактерій. Отже, шляхом подовження часу культивування експлантів 

після трансформації на живильному середовищі без цефотаксиму дозволяє 

отримати трансгенні корені і потім – регенеровані пагони, які легко 

укорінюються без застосування регуляторів росту. Такий спосіб, вірогідно, 

можна застосовувати і для трансформації інших видів рослин, що 

синтезують сполуки, які пригнічують ріст агробактерій. 

При узагальненні результатів, викладених у даному розділі, можна 

визначити, що для ефективного створення трансгенних рослин чи 

«бородатих» коренів (їстівні та лікарські рослини) було розроблено 

оптимізований протокол трансформації. При проведенні досліджень було 

визначено фактори, які суттєво впливають на частоту отримання 

трансгенних рослин або «бородатих» коренів. Такими визначено час 

вирощування експлантів на живильному середовищі без антибіотика, який 

призначений для елімінування агробактерій, а також час, через який 

необхідно додавати до живильного середовища селективний антибіотик. 

Доведено, що подовження часу вирощування експлантів на живильному 

середовищі без цефотаксиму та зменшення часу вирощування без 

селективного тиску дозволяє підвищити частоту трансформації та 

отримати більшу кількість регенерованих пагонів або ліній «бородатих» 

коренів. Оптимізована методика була перевірена при генетичній 

трансформації рослин цикорію та салату шляхом трансформації з 

використанням агробактерій [725-733].  

Доведено, що запропонована оптимізована методика може бути 

застосована при трансформації як з використанням А. tumefaciens, так і з 

використанням A. rhizogenes для отримання відповідно трансгенних 

рослин та культури «бородатих» коренів. 

 Оптимізована методика трансформації з використанням 

A. rhizogenes була застосована для отримання культури «бородатих» 
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коренів ряду лікарських видів рослин, зокрема, козельців, рути духмяної, 

причепи волосистої, алтеї лікарської, алеутського полину. Підтверджено, 

що за використання пропонованої методики можна отримати культури 

«бородатих» коренів названих видів рослин з високою частотою.  

 Виключенням є рослини рути, частота трансформації яких була 

невисокою, що пов’язано з наявністю сполук, які інгібують ріст бактерій 

A. rhizogenes. Було визначено, що наявність у рослин протимікробної 

активності проти агробактерій вимагає подовження терміну 

кокультивування на середовищі без антибіотиків для отримання 

трансформованих ліній. Такий методологічний підхід дозволив отримати 

трансгенні корені рути незважаючи на протимікробну активність 

екстрактів з цих рослин. 

Отже, оптимізація методики регенерації та селекції рослин в умовах 

in vitro, генетичної трансформації, зокрема, умов кокультивування з 

агробактеріями, часу культивування без антибіотика, який пригнічує ріст 

бактерій, часу додавання селективного антибіотика, складу живильного 

середовища дозволило з високою частотою отримати трансформовані 

рослини та трансгенні корені їстівних (салат, цикорій) та лікарських 

(козельці, алеутський полин, причепа волосиста) рослин. Свідченням 

ефективності застосованої оптимізованої методики генетичної 

трансформації досліджуваних рослин є той факт, що методом ПЛР 

підтверджено наявність перенесених генів у 100% досліджуваних зразків. 

Методом ЗТ-ПЛР визначено, що ген nptII транскрибуватися в усіх 

аналізованих зразках досліджуваних видів рослин, в той час як у ряді 

випадків детектовано «мовчання» цільового гена (зокрема, у 37,5% 

аналізованих рослин цикорію). Незважаючи на це, висока частота 

регенерації пагонів після трансформування з використанням А. tumefaciens 

та отримання «бородатих» коренів після трансформування A. rhizogenes, а 

також наявність мРНК цільового гена у більшості аналізованих зразків 

дозволяє визначити розроблену методику трансформації ефективною та 
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такою, що може бути використана для трансформації рослин ряду видів, 

зокрема, цикорію, салату, причепи волосистої, рути духмяної, козельців, 

алеутського полину.  

Можливість трансформації рослин L. sativa, A. tilesii, B. pilosa, 

T.porrifolius з використанням A.rhizogenes було визначено уперше. Слід 

зазначити, що також уперше запропоновано використання A. rhizogenes 

для отримання трансгенних рослин ряски малої (клас однодольні) [702], 

оскільки у раніше проведених дослідженнях для цієї мети 

використовували або А. tumefaciens-опосередковану трансформацію, або 

метод бомбардменту. Нами було визначено, що за використання 

A. rhizogenes можна отримати напряму саме рослини ряски без проміжного 

етапу формування «бородатих» коренів.  

Таким чином, пропонована оптимізована методика генетичної 

трансформації може бути застосована для отримання як трансгенних 

рослин, так і культури «бородатих» коренів рослин різних видів з 

частотою до 100%. Шляхом збільшення часу культивування рослинних 

експлантів з агробактеріями, очевидно, можна отримати і трансгенні 

корені/рослини тих видів, які у певній мірі пригнічують ріст агробактерій.
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РОЗДІЛ 5 

ВИЗНАЧЕННЯ ВПЛИВУ ГЕНЕТИЧНОЇ ТРАНСФОРМАЦІЇ 

НА МОРФО-ФІЗІОЛОГІЧНІ ПАРАМЕТРИ ТРАНСГЕННИХ ЛІНІЙ 

 

5.1. Особливості отриманих трансгенних коренів рослин різних видів 

 

5 .1 .1 .  Фенотипові  в ідм інност і  л ін ій  «бородатих»  

корен ів. Отримані «бородаті» корені рослин ряду видів, як лікарських, 

так і їстивних, мали специфічні риси. До ознак, які були притаманні усім 

культурам коренів, незалежно від виду трансформованих рослин, належать 

такі: 

- значне галуження; 

- негативний геотропізм; 

- гормононезалежний ріст. 

Разом з тим, «бородаті» корені рослин різних видів мали відмінності. 

Для більшості ліній трансгенних коренів цикорію характерним була 

спонтанна регенерація пагонів на безгормональному середовища 1/2МС 

при вирощуванні в умовах освітлення (рис. 5.1). Однак, при культивуванні 

коренів однієї лінії регенерація пагонів на безгормональному середовища 

1/2МС не спостерігалася. Трансгенні корені різних ліній цикорію 

відрізнялися за швидкістю росту. Так, приріст маси за 30 діб у перерахунку 

на одну точку росту коливався від  21,67±1,72  до 221,67±25,52 мг (рис. 

5.2). Такі відмінності, вірогідно, пов’язані з тим, що при трансформуванні 

ядерної ДНК неможливе контрольоване вбудовування трансгенів у певно 

визначене місце. Так званий ефект положення генів, вірогідно, є причиною 

особливості синтезу ендогенних фітогормонів, що і призводить у 

кінцевому випадку до відмінностей у регенераційній здатності, а також 

швидкості росту коренів різних ліній. 
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Рис. 5.1 – Фенотипові відмінності трансгенних коренів цикорію: а – 

швидка та масова регенерація пагонів на середовищі без регуляторів росту; 

б – регенерація з невисокою ефективністю; в – відсутність регенерації 

пагонів; г – уповільнений ріст коренів 
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Рис. 5.2 – Відмінності у прирості маси трансгенних коренів цикорію 

при вирощуванні на агаризованому живильному середовищі 1/2МС 
 

У лініях трансгенних коренів салату також спостерігали фенотипові 

відмінності. У порівнянні з «бородатими» коренями цикорію, корені 

салату мали злегка жовте забарвлення, були дещо потовщеними та менш 

розгалуженими (рис. 5.3). Регенерації пагонів на безгормональному 

середовищі  не спостерігали, однак додавання регуляторів росту БАП та 

НОК у концентрації 0,5 мг/л та 0,05 мг/л відповідно дозволило отримати 

регенеровані пагони, які укорінювалися на живильному середовищі 

в 

б а 

г 



 187 

1/2МС. Однак, регенеровані пагони вдалося отримати лише з двох ліній 

трансгенних коренів (з шести досліджуваних). 

Трансгенні корені різних ліній салату, так само як і корені цикорію, 

відрізнялися за швидкістю росту, яка коливалася від 17,67±2,84 до 

142±8,16 мг (приріст маси за 30 діб на одну точку росту) (рис. 5.3, 5.4). 

 

Рис. 5.3 – Відмінності ліній (а-в) трансгенних коренів салату у 

швидкості росту (б – найшвидший ріст) та у товщині коренів 
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Рис. 5.4 – Приріст маси трансгенних коренів салату (у перерахунку 

на одну точку росту) за 30 діб 

Усі трансгенні корені козельців росли на безгормональному 

середовищі, однак фенотипово відрізнялися від трансгенних коренів 

цикорію та салату меншим галуженням, значним потовщенням (товщина 

б а 

в 

10 мм 10 мм 
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коренів до 5 мм) та позеленінням (рис. 5.5). У них мало вираженим був 

негативний геотропізм. Так само, як і для коренів цикорію, у випадку 

вирощування «бородатих» коренів козельців спостерігали спонтанну 

регенерацію пагонів на безгормональному середовищі, однак, період, за 

який формувалися нові пагони, був значно довшим, ніж у цикорію, та 

становив 3-6 міс.  

 

Рис. 5.5 – Відмінності росту трансгенних коренів козельців: а – 

регенерація пагонів на середовищі без регуляторів росту; б – регенерація 

відсутня, в – значне потовщення коренів. 

Швидкість росту «бородатих» коренів козельців була невисокою, 

корені рослин цього виду росли повільніше, ніж корені інших 

досліджуваних рослин (цикорію, салату, алтеї, льонку, полину та причепи). 

Так само, як і для трансгенних коренів вищеназваних видів, серед ліній 

«бородатих» коренів козельців спостерігали значні відмінності у 

швидкості росту. Приріст маси за 30 днів становив   31,67±6,67 – 

64,67±5,10  мг у залежності від лінії (рис. 5.6). 
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Рис. 5.6  – Приріст маси ліній трансгенних коренів козельців за 30 

діб 

в а б 
10 мм 
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Для отриманих ліній коренів алтеї був характерний ріст на 

середовищі без регуляторів росту, значне галуження та негативний 

геотропізм. Разом з тим, лінії трансформованих коренів алтеї відрізнялися 

між собою фенотипові. Серед них відзначено такі, для яких була 

характерна більша товщина коренів, до 1,5 мм (рис. 5.7). Дві лінії з 

отриманих зеленіли при вирощуванні в умовах освітлення. На відмінність 

від трансформованих коренів цикорію, козельців та салату, регенерація не 

відбувалася ні при культивування на безгормональному середовищі, ні при 

додаванні регуляторів росту БАП, кінетину, НОК, ІОК у різних 

концентраціях (від 0,05 мг/л до 3 мг/л). 

 
Рис. 5.7 – Фенотипові особливості росту трансгенних коренів алтеї: а 

та б – уповільнений та швидкий ріст відповідно; в – потовщення коренів; г 

– позеленіння коренів 

 

Лінії «бородатих» коренів алтеї значно відрізнялися за швидкістю 

росту. Так, серед 18 ліній дві виділялися дуже швидким ростом, приріст 

маси за 30 діб  становив до 172,3±7,70 мг. Отримано також корені, які 

росли значно повільніше. Так, найменший приріст маси коренів за 30 діб 

культивування становив 51,0±10,91 мг на одну точку росту (рис. 5.8).  
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Рис.  5.8 – Приріст маси ліній «бородатих» коренів алтеї за 30 діб 

 

 «Бородаті» корені причепи мали свої характерні особливості (рис. 

5.9). На відміну від культури трансгенних коренів інших видів (наприклад, 

козельців, алтеї), у них було відсутнє потовщення, діаметр не перевищував 

0,5 мм. Для коренів був характерний явно виражений негативний 

геотропізм, значне галуження, відсутність значного опушення. Швидкість 

приросту маси коренів коливалася від 61,30±13,12 до 153,00±13,97 мг за 30 

діб культивування на середовищі 1/2МС (рис. 5.10). Одна з ліній 

відзначалася наявністю фіолетово-червоного забарвлення при 

культивуванні більш ніж 2 тижні на живильному середовищі 1/2МС. 

Спонтанна регенерація не відбувалася. Регенерація не відбувалася також і 

при культивуванні на середовищі з додаванням регуляторів росту БАП, 

кінетину, НОК, ІОК у концентраціях від 0,05 мг/л до 3 мг/л. 

 
Рис. 5.9 – Ріст трансгенних коренів причепи: а – швидкий ріст, поява 

фіолетового забарвлення; б – ріст з повільною швидкістю, відсутність 

забарвлення  

б а 



 191 

0

20
40

60

80
100

120

140
160

180

1 2 3 4 5 6
Ліній коренів причепи, №№

П
ри

рі
ст

 м
ас

и,
 м

г

 

Рис. 5.10 – Приріст маси ліній трансгенних коренів причепи за 30 діб 

росту 

Для більшості ліній «бородатих» коренів полину найбільш 

характерною ознакою було значне опушення (рис. 5.11). Усі лінії 

характеризувалися негативним геотропізмом, рослин на безгормональному 

живильному середовищі, однак відрізнялися за швидкістю росту. Для двох 

ліній цих коренів також характерною ознакою було позеленіння при 

культивуванні в умовах освітлення, хоча регенерація пагонів не 

відбувалася навіть при додавання до живильного середовища регуляторів 

росту. Приріст маси залежав від лінії та коливався у межах 84,7±14,77 – 

194,3±10,51 мг за 30 діб на одну точку росту (рис. 5.12). 

 
Рис. 5.11– Особливості росту трансгенних коренів полину: а – 

швидкий ріст, значна опушеність коренів; б, в – ріст з повільною 

швидкістю, незначна опушеність коренів; в – позеленіння при 

культивуванні в умовах освітлення 

в 

б а 
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Рис. 5.12– Приріст маси ліній трансгенних коренів полину 

 

Таким чином, визначено, що лінії трансгенних коренів рослин різних 

видів (цикорію, салату, козельців, алтеї, полину, причепи) мали 

характерний «бородатий» фенотип, росли на живильному середовищі без 

регуляторів росту. Для усіх досліджуваних видів рослин визначено 

відмінності між лініями отриманих коренів, які виявлялися в різниці у: 

- швидкості росту ( було характерним для усіх видів рослин); 

- товщині коренів (особливо виявлялося у трансгенних коренів 

козельців та алтеї); 

- наявності значної опушеності (спостерігали лише у трансгенних 

коренів полину); 

- ступені галуження (був невисокий у коренів козельців); 

- наявності специфічного забарвлення коренів (ця особливість була 

характерна для однієї лінії трансгенних коренів причепи); 

- позеленінні при вирощуванні в умовах освітлення (спостерігали у 

ряді ліній коренів алтеї); 

- неявно вираженому негативному геотропізмі (характерно для 

козельців); 

- спонтанній (у «бородатих» коренях цикорію, козельців, рути) або 

індукованій (у салату) регенерації пагонів; 
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- відсутності регенерації при вирощуванні на живильних 

середовищах з додаванням регуляторів росту для алтеї, причепи, 

полину. 

Трансгенні корені усіх досліджуваних видів рослин та усіх ліній 

зберігали свій характерний фенотип, мали перенесені гени при тривалому 

(до п’яти років) культивування in vitro.  

Отже, визначено ряд закономірностей впливу генетичної 

трансформації на фенотипові та фізіологічні ознаки трансгенних коренів 

рослин, які належать до різних видів (Cichorium intуbus, Lactuca sativa, 

Tragopogon porrifolius, Artemisia tilesii, Bidens pilosa, Althaea officinalis, 

Ruta graveolens) та родин (Compositae, Rutaceae, Malvaceae). Вони 

виражалися у лінієспецифічних особливостях росту «бородатих» коренів 

(швидкість росту, ступінь галуження коренів, довжина кореневих 

волосків), появі неспецифічного забарвлення, регенерації пагонів, 

індукованій регуляторами росту або спонтанній. Такі особливості були 

характерні для усіх рослин незалежно від виду.  

Використання різних векторних конструкцій та перенесення різних 

генів (цільових, селективних та генів агробактерій) для трансформування 

призвело до  однакового впливу на рослини та процес формування 

«бородатих» коренів рослин різних видів. Отже, вірогідно, виявлені 

фенотипові та фізіологічні особливості у першу чергу залежали від 

наявності саме перенесених генів агробактерій та не залежали від того, які 

гени додатково були перенесені при трансформації до рослин.  

Разом з тим, виявлено і видоспецифічність фенотипових 

особливостей отриманих «бородатих» коренів, що, вірогідно, пов’язано з 

характерними рисами рослин того чи іншого виду. Наприклад, значне 

потовщення трансгенних коренів рослин козельців співвідноситься з 

характерними рисами, які притаманні кореням рослин цього виду, а дуже 

швидка регенерація пагонів з трансгенних коренів цикорію пов’язана з 

природною особливістю цього виду формувати нові рослини з 
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кореневища. Визначена варіабельність за параметром швидкості росту у 

ліній «бородатих» коренів може становити практичний інтерес, оскільки 

дає можливість відбору саме ліній, які швидко накопичують біомасу, для 

їх подальшого використання у біотехнологіях отримання біологічно 

активних сполук з трансформованих коренів лікарських рослин. 

 

5 .1 .2 .  Виживаність трансгенних та контрольних рослин при 

дії абіотичного стресового фактору. Протягом останніх 30 років 

розроблено методи трансформації ядерного та хлоропластного геномів, а 

коло видів трансформованих рослин дуже широке. Однак, досі докладно, 

комплексно та системно не вивчалися фізіологічні та біохімічні 

характеристики, особливості та відмінності саме трансформованих рослин 

(зокрема, стійкість до абіотичних стресових факторів, вміст 

фотосинтетичних пігментів як показник стресового стану рослин, вміст 

сполук, які синтезуються при дії стресових факторів тощо) у порівнянні з 

вихідними. Разом з тим, перенесення чужорідного гену до геному рослин, 

сам процес трансформування, якій включає контакт з фітопатогенними 

мікроорганізмами у разі використання агробактерій, може розглядатися як 

стресовий фактор та призводити до фізіологічних змін у отриманих 

біотехнологічних рослин. Такі зміни можуть виражатися у появі 

специфічних особливостей метаболізму рослин, варіабельності адаптивних 

здатностей, зокрема, у адаптації до дії стресових чинників. Наявність змін 

може дозволити відібрати лінії, які характеризуються цінними ознаками, 

наприклад, зразки, більш стійкі до дії стресових факторів або такі, що 

продукують більше цінних сполук. 

У роботі ми досліджували, яким чином трансформування впливає на 

реакцію рослин на дію абіотичного стресу на прикладі стресу, 

модельованого сполукою токсичного Cr(VI), зміненим температурним 

режимом, а також на вміст фотосинтетичних пігментів як маркера 

стресового стану організму.  
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Рослини ряски – водні рослини, які відрізняються швидким ростом 

та є чутливими до забруднення води: наявність токсичних сполук 

призводить до пожовтіння, появи темних плям на листецях. Рослини 

використовують як візуальний індикатор якості води [734-736]. Тому ці 

рослини ми використовували як модельні для порівняльного дослідження 

впливу абіотичного стресу, індукованого токсичною сполукою 

шестивалентного хрому, на контрольні та трансгенні рослини ряски. На 

першому етапі визначено характерні особливості росту 

нетрансформованих рослин в стресових умовах, модельованих наявністю у 

живильному середовищі токсичного металу, далі проведено порівняння 

виживаності трансгенних та нетрансформованих рослин, а також їх 

здатність накопичувати та відновлювати Cr(VI) до нетоксичного Cr(III). 

Потягом усього часу спостережень за ростом нетрансформованих 

рослин найбільшим закономірно був приріст кількості листеців у 

контрольних варіантах без хромату. При культивуванні протягом 

нетривалого проміжку часу (3 доби) приріст листеців у варіантах з різними 

концентраціями сполуки суттєво не відрізнявся. Зі збільшенням часу 

культивування у стресових умовах виявлялися відмінності у рості рослин 

при різних концентраціях токсичної сполуки. Так, через 6 діб ріст 

нетрансформованих рослин на середовищах, що містили до 1 мМ Cr(VI), 

достовірно не відрізнявся від росту контрольних рослин – приріст 

становив відповідно 62 та 58 листеців. Більші концентрації пригнічували 

ріст рослин, що відбивалося на прирості кількості листеців, який становив 

29, 18, 19, 10 шт. відповідно на середовищах з 1, 2, 4 та 8 мМ Cr(VI) (рис. 

5.13). 

При дослідженні росту трансгенних рослин у присутності сполуки 

Cr(VI) отримано такі результати. Через три та шість діб ріст трансгенних 

рослин в присутності 1 мМ хрому(VI) (∆N3 = 20,0±9,8; ∆N6 = 33,7±10,5) 

достовірно не відрізнявся від росту цих рослин на середовищі без хромату, 

для яких приріст зелених листеців становив 27,3±8,0 та 44,3±11,6 відповідно за 3 
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та 6 діб. При вищих концентраціях Cr(VI) (2, 4, 8 мМ) приріст кількості листеців 

трансформованих рослин становив 9,7±6,2, 8±2,3, 6,3±1,7 шт. через 3 доби та 

11,0±6,0, 10,0±6,0, 11,0±4,1 шт. через 6 діб, нетрансформованих – відповідно 

10,0±4,9, 9,7±11,2, 7,3±3,5 шт. через 3 доби та 28,7±5,4, 19,0±15,7 та 10,0±2,3 шт. 

через 6 діб (рис. 5.14), фактично значущих відмінностей не спостерігали. Через 

12 діб кількість зелених листеців трансгенних рослин у контролі перевищувала 

кількість листеців у дослідних варіантах (з хроматом) відповідно у 1,5, 2,5, 3,2 та 

4,3 рази при 1, 2, 4 та 8 мМ Cr(VI), а через 21 добу – у 2, 4,2, 10,3 та 21,6 разів. 

При високих концентраціях хрому(VI) – 4 та 8 мМ – спостерігали поступову 

загибель трансгенних рослин: зменшення кількості зелених листеців, 

пожовтіння та відсутність приросту кількості листеців. Через 21 добу кількість 

зелених листеців становила 100, 100, 62,2 та 31,3% від загальної відповідно при 

1, 2, 4 та 8 мМ хрому(VI). 
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Рис.  5.13 – Приріст кількості листеців протягом 3–17 діб 

культивування нетрансформованих рослин ряски в присутності 0; 1; 1,5; 2; 

3; 4 та 8 мМ Cr(VI) 
 

Високі концентрації (4 та 8 мМ) виявилися порівняно менш токсичними 

для рослин дикого типу, ніж для трансгенних. Так, за період культивування на 

середовищі з вмістом 4 та 8 мМ хрому(VI) загибель рослин дикого типу 

(кількість жовтих листеців) становила відповідно 15,8% та 22,4%. У той же 

час, кількість жовтих листеців у трансформованих рослин дорівнювала 39,3% і 

68,7% при тих самих вихідних концентраціях хрому(VI). При менших 
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концентраціях жовті листеці були відсутні для обох типів рослин. Слід 

зазначити, що за однакових умов приріст кількості листеців трансгенних 

рослин ряски ніколи не перевищував такий для рослин дикого типу.  

Зі збільшенням часу культивування у трансгенних рослин ряски при 

концентраціях 4 та 8 мМ, а у ряски дикого типу тільки при 8 мМ хрому(VI) 

спостерігався від’ємний приріст за рахунок загибелі рослин (рис. 5.14). На 

середовищі з вихідною концентрацією 4 мМ хрому(VI) спостерігалися загибель 

частини листеців при збільшення їх загальної кількості (особливо для ряски 

дикого типу). При концентрації 8 мМ хрому(VI) спостерігалося майже повне 

припинення росту листеців та їх швидке пожовтіння. 
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Рис. 5.14 – Зміна кількості зелених листеців під час росту трансгенних (а) 

та нетрансформованих (б) рослин ряски у середовищі з хромом(VI) у 

концентраційному діапазоні 1 … 8 мМ  

 

Відносна швидкість приросту кількості листеців (рис. 5.15) залежала від 

концентрації хрому(VI) та часу культивування. Особливістю трансформованих 

а 

б 
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рослин було зменшення відносної швидкості росту листеців на шосту добу 

порівняно з попередніми вимірами на третю добу з подальшим збільшенням на 

дванадцяту добу, причому такий характер росту спостерігався не тільки в 

присутності 1 та 2 мМ Cr(VI), але і у середовищі без хрому (рис.3). Збільшення 

відносної швидкості росту після шостої доби відмічено тільки при 

культивуванні в присутності до 4 мМ хрому(VI) для нетрансформованих та до 2 

мМ для трансгенних рослин. Додавання 8 мМ хрому(VI) призводило до 

істотного зниження відносної швидкості росту для рослин обох типів.  
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Рис. 5.15 – Відносна швидкість приросту кількості листеців у трансгенних 

(суцільна лінія) та нетрансформованих (пунктирна лінія) рослин ряски 
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Рис. 5.16 – Середній коефіцієнт стійкості трансгенних (суцільна 

лінія) та нетрансформованих (пунктир) рослин ряски при культивуванні в 

присутності хрому(VI). 

Середній коефіцієнт стійкості рослин наочно характеризує кількісні 

параметри впливу хрому(VI) на ріст рослин в залежності від концентрації. 
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Як видно з рис. 5.16, тенденція залежності росту трансгенних рослин та 

рослин дикого типу від концентрації Cr(VI) була однаковою. 

При рості ряски концентрація хрому(VI) у живильному середовищі 

зменшувалася, вірогідно, за рахунок відновлення високотоксичного 

розчинного хрому(VI) до нерозчинного і малотоксичного Cr(OН)3
.nH2O 

рослинними екзометаболітами. Підтвердженням цього є кольорові зміни у 

середовищі, які проявляються у зникненні характерного для хромат-аніону 

яскраво-жовтого забарвлення (рис. 5.17) та появі осаду сіро-блакитного 

кольору, притаманного нерозчинному гідроксиду хрому(ІІІ) Cr(OH)3
.nH2O. 

Крім того, одночасно з вказаними змінами спостерігалося зменшення 

вмісту хромат-аніону за специфічною реакцією кількісного аналітичного 

визначення з дифенілкарбозидом.  

 

Рис. 5.17 – Зникнення жовтого забарвлення середовища, зумовленого 

наявністю розчинного хрому(VI),  3 (а) та 6 (б) діб, 4 мМ 

Швидкість детоксикації середовища трансгенними рослинами, що 

виявляється у зменшенні концентрації хрому(VI), на початковому етапі 

культивування була вищою, ніж рослинами дикого типу (рис. 5.18). Так, 

через 3 доби концентрації хрому(VI) зменшувалися відповідно з 8 мМ до 

2,7±0,3 та 6,2±0,5 мМ, з 4 мМ до 1,5±0,2 та 2,8±0,2 мМ, з 2 мМ до 

0,85±0,08 та 0,95±0,08 мМ (трансгенні та нетрансформовані рослини). Для 

трансгенних рослин такого часу (3 доби) було достатньо для зменшення 

концентрації хрому(VI) з 1мМ до аналітичного нуля (за 

дифенілкарбозидом). У той же час,  при культивуванні рослин дикого типу 

за таких самих умов вміст хрому(VI) становив 0,36±0,21 мМ. Однак, 

а б 
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трансгенні рослини за 12 діб не змогли повністю відновити 4 мМ 

хрому(VI) (залишкова концентрація становила 0,35±0,01 мМ), тоді як 

рослини дикого типу за 10 діб зменшили концентрацію Cr(VI) 4 мМ у 

середовищі до нуля. Вихідна концентрація 8 мМ хрому(VI) виявилася 

токсичною як для трансгенних, так і нетрансформованих рослин. За цих 

умов припинявся ріст, спостерігалась загибель рослин, а концентрація 

хрому(VI) у середовищі зменшувалася лише до 0,4 та 0,7 мМ відповідно.  
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Рис. 5.18 – Зменшення концентрації Cr(VI) у живильному 

середовищі при рості трансгенних (суцільна) та нетрансформованих 

(пунктирна лінія) рослин ряски 

Відомо, що рослини різних родин, у тому числі Lеmnaceae, здатні до 

поглинання токсичних металів (транспорту всередину клітин) [737]. 

Відновлення хрому(VI) до хрому(ІІI) відбувається не тільки у середовищі, 

але й всередині клітин живих організмів [738]. Неспецифічний транспорт 

до клітин хромат-аніону CrО4
2–  здійснюється завдяки близькості його 

іонного радіусу та радіусів аніонів SO4
2- та PO4

3- [739]. Саме тому 

акцепторні та транспортні системи клітин «помиляються», та поглинають 

хромати разом з сульфатами та фосфатами. Після поглинання, всередині 

клітин відбувається подальше відновлення хромат-аніону до нерозчинного 

гідроксиду Cr(OH)3
.nH2O. 

Аналіз водних екстрактів з досліджуваних рослин показав 

відсутність хрому(VI) в тканинах трансгенних і нетрансформованих 

рослин, які культивували у середовищі з 1 мМ хрому(VI) (рис. 5.19). 
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Очевидно, за такої відносно невеликої концентрації здійснювався 

транспорт хрому(VI) до клітин та його подальше повне відновлення 

усередині клітин. Накопичення Cr(VI) в рослинах відбувалося лише за 

його вихідної концентрації у середовищі 2 та 4 мМ. Вміст Cr(VI) становив 

0,221±0,52 і 0,236±0,125 мг/г маси трансгенних рослин та 0,077±0,014 і 

0,313±0,138 мг/г маси рослин дикого типу (відповідна вихідна 

концентрація Cr(VI) у середовищі 2 та 4 мМ). Відсутність Cr(VI) в 

рослинах при вихідній концентрації у середовищі 8 мМ та зменшення його 

концентрації у середовищі свідчить про те, що детоксикація хрому у 

середовищі, можливо, здійснюється не тільки за рахунок його накопичення 

та відновлення у листецях (адже відбувається пожовтіння та загибель 

листеців), але й шляхом відновлення Cr (VI) екзометаболітами рослин.  
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Рис. 5.19 – Вміст Cr(VI) у трансгенних та нетрансформованих  рослинах 

ряски при їх культивуванні в присутності 1, 2, 4, 8 мМ Cr(VI). 

 

Слід відзначити, що трансформація не призвела до значних змін у 

чутливості рослин до токсичної сполуки, хоча шестивалентний хром у 

концентрації від 1 до 8 мМ пригнічував ріст трансгенних рослин ряски у 

більшому ступені, ніж ріст контрольних рослин [740, 741]. Зокрема, 

кількість жовтих листеців трансгенних та рослини дикого типу становила 

15,8% та 22,4% проти 39,3% та 68,7 відповідно при 4 та 8 мМ Cr(VI). Разом 

з тим, стійкість трансгенних та контрольних рослин до дії хрому(VI) 

закономірно зменшувалася з підвищенням його концентрації. Хоча 



 202 

показники середнього кофіцієнту стійкості рослин дикого типу був вищим, 

ніж трансгенних, достовірних відмінностей у цих показниках не виявлено. 

Згідно з отриманими результатами, при культивуванні як контрольних, так 

і трансформованих рослин ряски в умовах стресу, викликаного наявністю 

шестивалентного хрому, вірогідно, відбувається декілька процесів (рис. 

5.20): виділення у середовище екзометаболітів, які відновлюють частину 

Cr(VI) до Cr(ІІI), про що свідчить поява зеленуватого осаду; 

транспортування Cr(VI) до рослинних клітин та накопичення Cr(VI) в 

рослинах (зафіксовано наявність Cr(VI) у суспендованих клітинах); 

відновлення Cr(VI)  до Cr(VI) безпосередньо у рослинах. 

 
Рис. 5.20 – Вірогідні процеси, що відбуваються при культивуванні 

рослин ряски у середовищі з Cr(VI) 

 

5 .1 .3 .  Пор івня ння виживаност і контрол ьних та  

трансгенних рослин ряски при р ізних температурних умовах . 

Тенденції росту трансгенних рослин ряски при різних температурних 

умовах практично не відрізнялися від таких для контрольних рослин. Так, 

культивування при температурі +3°С призводило до зменшення приросту 

маси як трансгенних, так і контрольних рослин. Збільшення терміну 
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вирощування при пониженій температурі з двох до п’ятнадцяти діб 

пригнічувало ріст контрольних та трансгенних рослин, що виявлялося у 

подальшому зменшенні приросту маси. Аналогічним чином впливало і 

короткострокове культивування рослин при підвищеній температурі (рис. 

5.21). 

 
Рис. 5.21 – Ріст трансгенних (а, в, д) та контрольних (б, г, е) рослин ряски 

при різних температурних умовах: при +24°С (а, б); чотири доби при +36°С, 

далі при  +24°С, тепловий стрес (в, г); 25 діб при +3°С, далі при  +24°С, 

холодовий стрес  (д, е) 

Слід зазначити, що зміна температурних умов у досліджуваних 

варіантах культивування рослин не призвела до достовірних відмінностей 

у вмісті загального розчинного білка як у контрольних, так і у трансгенних 

рослинах (рис. 5.22). Разом з тим, короткостроковий холодовий стрес, а 

також короткострокове підвищення температури спричинило достовірне 

збільшення рівня накопичення фруктозовмісних цукрів (рис. 5.23). При 

цьому достовірні відмінності у реакції контрольних та трансгенних рослин 

за швидкістю формування нових листеців не спостерігали. 

 

а б в 

г д е 
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Рис. 5.22 – Залежність приросту маси трансгенних (ряд 1) та контрольних 

(ряд 2) рослин ряски від температурних умови: 1 –  +24° С; 2  –  2 доби +3° С, 

потім +24° С; 3  – 15 діб +3° С, потім +24°С; 4  –  20 діб +3° С, потім +24° С; 5  –  

25 діб +3° С, потім +24° С; 6 –  2 доби +36° С, потім +24° С; 7  –  4 доби +36° С, 

потім +24°С 
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Рис. 5.23 – Вміст кетоцукрів в трансгенних (ряд 1) та контрольних 

(ряд 2) рослинах ряски при вирощуванні за різних температурних умов: 1 – 

+24° С; 2 – 2 доби +3° С, потім +24° С; 3 – 15 діб +3° С, потім +24° С; 7 – 4 

доби +36° С, потім +24° С 

Досить давно відомо, що вміст цукрів, у тому числі фруктанів, у 

рослинах корелює з їх стійкістю до холодового стресу та нестачі вологи 

[742]. Ці сполуки беруть участь у адаптації рослин до дії абіотичних 

стресових факторів, зокрема, шляхом стабілізації мембран, зменшуючи 

таким чином зневоднення клітин [743-745]. Ранні експерименти з 

генетичної трансформації виявили, що перенесення до рослин генів, які 

відповідають за синтез фруктанів, призводить до підвищення стійкості до 

7 
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абіотичних стресів [429]. Останнім часом здійснено численні 

біотехнологічні дослідження, спрямовані на збільшення вмісту фруктанів 

або синтез невластивих фруктозовмісних цукрів у рослинах шляхом 

генетичної трансформації [746-751], а також на вивчення ролі цих сполук у 

адаптації рослин до стресів [430]. 

Таким чином, визначено та порівняно закономірності реакції 

трансгенних та контрольних рослин ряски на зміну температурних умов 

вирощування [752]. Показано, що тенденції щодо зміни швидкості росту 

рослин (за приростом маси), накопичення фруктозовмісних цукрів та білка 

у трансгенних та контрольних рослин ряски при змінах температурних 

умов вирощування не відрізняються. Так, збільшення часу вирощування 

при зниженій температурі для обох рослин призводило до зменшення 

приросту маси, підвищення температури також пригнічувало ріст як 

контрольних, так і трансгенних рослин. Трансформовані та 

нетрансформовані рослини однаково реагували на зниження та 

підвищення температури, у них спостерігали збільшення рівня 

накопичення фруктанів у порівнянні з таким рівнем у рослин за 

стандартних умов вирощування (+24°С).  

Отримані нами дані щодо збільшення вмісту фруктанів у рослинах 

при дії знижених та підвищених температур узгоджуються з 

літературними даними щодо активації ферментів синтезу та підвищення 

рівня накопичення фруктанів у рослинах при дії абіотичних стресових 

факторів [405, 753-755]. Відсутність відмінностей у реакції трансгенних та 

контрольних рослин на дію стресового температурного фактору свідчить 

про те, що перенесення використаних для трансформації генів не вплинуло 

на особливості метаболізму рослин, пов’язаних з синтезом сполук, які 

беруть участь у реагуванні досліджуваних рослин на дію температури як 

стресового фактору. 
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5.1.4  Вміст фотосинтетичних п ігмент ів . Вміст 

фотосинтетичних пігментів може розглядатися як характеристика стану 

рослин після дії генетичної трансформації як біотичного стресу. Ми 

дослідили, чи відбуваються індуковані шляхом перенесення генів зміни 

кількості хлорофілів та каротиноїдів у трансформованих рослинах та 

порівняли вміст фотосинтетичних пігментів при культивуванні 

трансгенних рослин.  

Через 30 діб вміст хлорофілу а при вирощуванні на середовищі MС у 

трансформованих рослинах виявився вищим у 1,7-2,16 рази ніж у 

контрольних рослинах, що вирощувалися в тих же умовах (рис. 5.24, а). 

Подібна картина спостерігалася і для хлорофілу b – вміст його у 

трансгенних рослинах був вищий у  2,38-3,76 рази у порівнянні з 

контрольними (рис. 5.24, б). 
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Рис. 5.24 – Вміст хлорофілів а (а), b (б) і каротиноїдів (в) у 

трансгенних (1-3) та контрольних (4) рослинах   
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Різниця у вмісті каротиноїдів між трансгенними та контрольними 

рослинами виявилася меншою, ніж різниця у вмісті хлорофілів. Так, у 

трансгенних рослин концентрація каротиноїдів була вищою лише у 1,5 -1,7 

рази. Каротиноїди слугують захистом фотосинтетичного апарату від 

стресових факторів та поліпшують адаптаційні характеристики рослин. 

Отже, збільшення кількості каротиноїдів у трансформованих рослинах 

може свідчити про їх можливі більшу адаптаційну здатність у порівнянні з 

вихідними.  

Співвідношення a/b та (a+b)/каротиноїди зазвичай в нормі є 

стабільним, але реагує на вплив екстремальних факторів: співвідношення 

a/b зменшується при несприятливих умовах, а відношення вмісту 

хлорофілів до каротиноїдів збільшується. Відношення a/b у нормально 

розвинених рослин зазвичай може становити 2,5–3 [653]. В наших 

експериментах співвідношення хлорофілів a/b через 30 діб росту на 

середовищі MS коливалося у трансформованих рослин від 1,35±0,1 до 

1,78±0,3, в той час як у контрольних дорівнювало 2,35±0,1 (рис 5.25, а). 

Відношення вмісту хлорофілів до вмісту каротиноїдів у трансформованих 

рослин становило 4-4,4±0,5, а у контрольних було нижчим – 3±0,2 (рис. 

5.25, б).  
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Рис. 5.25 – Відношення вмісту хлорофілів a/b (а) та суми хлорофілів 

до каротиноїдів (б)  у трансгенних (1-3) та контрольних рослин (4)  
 

Пігменти вищих рослин, хлорофіли та каротиноїди є сполуками, 

вміст яких лабільний та відбиває вплив факторів середовища, у тому числі 

а б 
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і негативних стресів, на рослини. Вони забезпечують протікання в клітинах 

світлових реакцій фотосинтезу. За участі пігментів енергія кванту світла 

трансформується в макроергічні сполуки, які далі використовуються для 

синтезу в рослині органічних сполук. Вміст фотосинтетичних пігментів, 

динаміка їх зміни протягом вегетативного періоду є одним з показників 

фізіологічного стану рослин, характеристикою фотосинтетичної здатності 

та продуктивного процесу сільськогосподарських культур. Основними 

фотосинтезуючими пігментами вищих рослин є хлорофіли а та b, що 

являють собою Mg-вмісні порфірини. Основна їх частина включена до 

складу світлозбираючих комплексів, забезпечує поглинання та передачу 

світлової енергії до реакційних центрів, в яких відбуваються 

фотосинтетичні реакції.  Жовті пігменти – каротиноїди – відіграють роль 

світлозбирання та виконують функцію захисту фотосинтетичного апарату 

від фотопошкодження. Найбільша ефективність фотосинтетичного апарату 

забезпечується за таким співвідношенням пігментів: хлорофілів a - близько  

50%, b –  30%, каротиноїдів – 20 %, оскільки основну функцію у складі 

світлозбирального комплексу виконує хлорофіл а, а хлорофіл b та 

каротиноїди є додатковими та захисними пігментами.  Вміст хлорофілів у 

різних рослин зазвичай коливається в межах 0,7-1,1 г на 1 кг зеленої маси 

рослин, а співвідношення хлорофілів а та b зазвичай становить близько 

3:1. Вміст хлорофілів та їх співвідношення залежать від ряду факторів – 

рівня освітленості, температури, наявності добрив, дії токсичних сполук 

(наприклад, токсичних металів), зараженості патогенами тощо та є одним з 

показників фізіологічного стану і адаптивних можливостей рослин [756]. 

Давно відомо, що кількість хлорофілу залежить від освітленості рослин: 

при темновій обробці рослин вміст хлорофілу зменшується, зелене та синє 

світло збільшує вміст хлорофілу [757-759].  

Відомо, що абіотичні стресові фактори, до яких можна віднести 

дефіцит вологи, підвищений вміст солей у ґрунтах, наявність 

антропогенного забруднення токсичними металами, впливають на 
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кількісний вміст пігментів рослин, як хлорофілів, так і каротиноїдів. Так, 

експериментально було підтверджено, що наявність токсичних металів, 

зокрема, таких як кадмій, мідь, нікель, кобальт, цинк, призводить до 

зменшення вмісту хлорофілів. При нестачі води у ґрунті при посусі 

спостерігається зменшенням вмісту хлорофілів а та b. Доведено також, що 

збільшення кількості хлорофілів призводить до збільшення здатності 

рослин утримувати вологу. Вміст хлорофілу також залежить від якісного 

складу ґрунту, концентрації в ньому деяких хімічних сполук та елементів 

(наприклад, вмісту магнію) [760-762]. 

Стресові фактори впливають не тільки на загальний вміст пігментів 

фотосинтетичного комплексу, але й на їх співвідношення. Співвідношення 

хлорофілів а/b та суми хлорофілів (а+b) до каротиноїдів характеризує 

здатність рослин пристосовуватися до різних умов (наприклад, до зміни 

інтенсивності освітлення, зволоження, дії токсичних сполук). Так, при дії 

нікелю в рослинах  кукурудзи співвідношення а/b зростало на початку 

обробки металом (до 8 діб) та зменшувалося при тривалій обробці (більше 

13 діб) [761]. Дефіцит вологи призводив до зміни вмісту хлорофілу у 

рослинах [763].  

У досліджуваних нами трансгенних рослин цикорію було зменшено 

співвідношення хлорофілів a/b [764]. Зменшення співвідношення 

хлорофілів a/b та збільшення відношення вмісту хлорофілів до 

каротиноїдів у трансгенних рослин подібне до реакції рослин на дію 

абіотичних стресових факторів. В той же час, не можна однозначно 

стверджувати, що в даному випадку має місце класична реакція рослин на 

стрес, адже загальний вміст пігментів (хлорофілів та каротиноїдів) у 

трансгенних рослин виявився вищим, ніж у контрольних, в той час як при 

дії стресів зазвичай зменшується і загальний вміст пігментів. 

Отже, вивчення особливостей вмісту фотосинтетичних пігментів, 

хлорофілів та каротиноїдів, у трансгенних рослинах цикорію показало 

достовірні відмінності у кількості хлорофілів a, b та каротиноїдів при 
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культивуванні на середовищі 1/2MS, причому вміст хлорофілів a, b та 

каротиноїдів у трансгенних рослинах був більший відповідно у 1,7–2,16,  

2,38–3,76 та  1,5–1,7 рази у порівнянні з контрольними. Співвідношення 

хлорофілів а/b у трансформованих рослин було меншим, ніж у 

контрольних, а відношення вмісту хлорофілів до вмісту каротиноїдів 

збільшувалося. Це відбувалося за рахунок збільшення відсотку хлорофілу 

b у трансформантів та зменшення відсотку каротиноїдів. Зміни у вмісті 

фотосинтетичних пігментів, у тому числі, у співвідношенні хлорофілів а/b 

та суми хлорофілів до каротиноїдів у порівнянні з контролем, збільшення 

відсотку хлорофілу b (з 22% в контролі до 35 % у трасгенних рослин), 

можливо, є реакцією фотосинтетичного апарату трансгенних рослин до 

стресового фактору – перенесення чужорідних генів.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 211 

РОЗДІЛ 6  

СИНТЕЗ ПРИРОДНИХ ТА РЕКОМБІНАНТНИХ БІОЛОГІЧНО 

АКТИВНИХ СПОЛУК У ТРАНСГЕННИХ РОСЛИНАХ І 

„БОРОДАТИХ” КОРЕНЯХ 

 

 Метод генетичної трансформації як спосіб перенесення чужорідних 

генів до геному рослин дозволяє створювати рослини з новими цінними 

властивостями, у тому числі ті, що синтезують біологічно активні сполуки. 

Серед них слід виокремити сполуки, синтез яких кодується перенесеними 

генами та які не є властивими для певного виду рослин [335-338], а також 

сполуки, які накопичуються у нетрансформованих рослинах у природних 

умовах [202-206]. Генетична трансформація може призводити до 

підвищення рівня накопичення останніх. Цей феномен визначено для 

багатьох видів  рослин та для сполук різного хімічної природи. 

Дослідження трансгенних рослин та «бородатих» коренів дозволяє 

отримати дані щодо функціонування перенесених генів, їх впливу на 

метаболізм рослин і синтез біологічно активних сполук, а також мати 

практичний результат – трансгенні рослини-продуценти БАС, які можуть 

застосовуватися у медицині та ветеринарії.   

Ми використовували створені трансгенні рослини та корені як 

модель для дослідження впливу генетичної трансформації на синтез 

природно синтезованих у рослинах досліджуваних видів БАС: 

фруктозовмісних поліцукрів, які мають лікувальні властивості та є 

гепатопротекторами, пребіотиками, нормалізують обмін кальцію та ліпідів 

тощо, на синтез антиоксидантних сполук, вторинних метаболітів на 

прикладі артемізину (сполуки з антималярійними властивостями). 

Визначали також особливості накопичення рекомбінантних сполук, 

зокрема, інтерферону [765-769] та вміст злитого білка AG85B-ESAT6 

Mycobacterium tuberculosis. Наявність колекції трансформованих рослин та 
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коренів дозволила провести порівняння на ряді видів рослин, таких як 

A.tilesii, А.officinalis, L.sativa, B.pilosa та C. intybus. 

 

6.1 Накопичення рекомбінантних сполук  

 

6 .1 .1 .  Накопичення рекомб інантного злитого б ілка -

аналога  секреторних б ілк ів AG8 5B та  ESAT6 Mycobac ter ium 

tuberculos is  у трансгенних рослинах ряски.  Аналіз присутності 

білкових продуктів експресії гена, що кодує злитий білок-аналог 

секреторних антигенів ESAT6 та AG85B M.tuberculosis, в рослинному 

матеріалі проводили методом Western blotting. Було виявлено присутність 

рекомбінантного протеїну у трансгенних рослинах ряски (рис. 6.1). У 

екстракті з біомаси контрольних рослин ряски цей білок був відсутній. 

Орієнтовну кількість досліджуваного білка визначали, використовуючи у 

якості контролю експресований у Е. coli та хроматографічно очищений 

рекомбінантний білок ESAT6::AG85B(dTMD)::6His, нанесений у 

кількостях 0,04, 0,2 нг та 1 нг на трек. Контрольний білок був нанесений як 

у чистому вигляді, так і у вигляді препарату, приготовленого як грубий 

білковий екстракт з L.minor дикого типу, із додаванням контрольного 

рекомбінантного білка у тих самих кінцевих концентраціях у розчин для 

екстракції безпосередньо перед подрібненням рослинної біомаси. Останнє 

було зроблено з метою визначити можливі втрати рекомбінантного білка 

під час пробопідготовки. Співставлення треків №9 та №8 (рис. 6.1), а 

також треків №7 та №6 демонструє майже ідентичний вміст білка інтересу 

у треках з очищеним препаратом контрольного білка та у треках з 

рослинним екстрактом із додаванням контрольного білка у таких самих 

концентраціях. Отже, процедура пробопідготовки практично не впливала 

на вміст рекомбінантного білка ESAT6::AG85B(dTMD)::6His у розчині. 

Співставлення треків №2, №6 та №8 дозволяє визначити орієнтовну 
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кількість продукту у екстракті та у рослинному матеріалі – 20-25 нг/мл, 

0,4-0,5 мкг на 1 г сирої маси відповідно. 

Порівняльне дослідження було проведено з використанням 

ліофілізованого рослинного матеріалу, що зберігався після ліофілізації у 

закритих пластикових пробірках при кімнатній температурі протягом 1,5 

років. Результати детекції рекомбінантного протеїна 

ESAT6::AG85B(dTMD)::6His у ліофілізований біомасі L. minor 

представлено на рис. 6.2. Отримані дані свідчать про те, що досліджуваний 

білок зберігається протягом тривалого часу у біомасі ліофілізованих 

рослин навіть без використання додаткових заходів для його збереження – 

при кімнатній температурі та без захисного газового середовища. Разом з 

тим, ідентифікований вміст білка виявився меншим, ніж у свіжому 

матеріалі. 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 6.1 – Аналіз методом Western blotting наявності рекомбінінтного 

білка у екстракті з сирої біомаси рослин L. minor, трансформованих 

вектором рСВ158  з послідовністю генів esxA::fbpBΔTMD, які кодують 

злитий білок-аналог секреторних антигенів ESAT6 та Mуcobacterium 

tuberculosis: 1 – екстракт з біомаси трансформованих рослин; 2 - екстракт з 

біомаси рослин дикого типу; 3 – трек маркерів молекулярних мас 

(представлені праворуч у вигляді  відбитків на мембрані, позначений "М"); 

4 – екстракт з біомаси рослин дикого типу із додаванням очищеного 

цільового білка, 40 пкг/трек; 5 – очищений білок, 40 пкг/трек; 6 – екстракт 

з біомаси рослин дикого типу із додаванням очищеного білка 

М 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
72 

55 

43 

34 

26 40 pg 200 pg 1 ng 
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ESAT6::AG85B(dTMD)::6His, 200 пкг/трек; 7 – очищений білок 

ESAT6::AG85B(dTMD)::6His, 200 пкг/трек; 8 – екстракт з біомаси рослин 

дикого типу із додаванням очищеного білка ESAT6::AG85B(dTMD)::6His, 

1 нг/трек; 9 – очищений білок ESAT6::AG85B(dTMD)::6His, 1 нг/трек. 

 

У сучасній біотехнології розробляються підходи для отримання 

рекомбінантних білків, які можуть тривалий час зберігатися у рослинах. 

Наприклад, стратегія, яка базується на продукуванні та накопиченні 

рекомбінантних білків у насінні, вважається ефективною та дозволяє 

підвищити стабільність синтезованих у рослинній системі цільових 

протеїнів [770-772]. Разом з тим, як показали наші дослідження, тривале, 

протягом 1.5 року зберігання рослин L. minor у ліофілізованій формі навіть 

без спеціальних заходів для запобігання руйнування білків не призвело до 

значної втрати цільового рекомбінантного білка, хоча його концентрація і 

зменшилася. Слід зазначити, що навіть «некомфортний» для білка 

температурний режим зберігання не призвів до зникнення шуканого 

продукту у ліофілізованій біомасі рослин. 

 

 

 

 
 

Рис. 6.2 – Порівняльний аналіз методом Western blotting наявності 

рекомбінантного білка екстракту з ліофілізованої та сирої біомаси 

трансгенних рослин Lemna minor з послідовністю генів esxA::fbpBΔTMD: 1 - 

екстракт з біомаси рослин дикого типу; 2 – екстракт з ліофілізованої 

біомаси трансформованих рослин; 3 – екстракт з сирої біомаси 

трансформованих рослин; 4 – маркери молекулярних мас (відбитки на 

мембрані, сфотографовані крізь плівку із результатами Western blotting). 

 

    1                  2                3              4 
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Отже, отримані трансгенні рослини ряски L. minor мали перенесені 

гени esxA::fbpB мікобактерій та дійсно синтезували рекомбінантний білок-

аналог секреторних білків ESAT6 та AG85B M. tuberculosis у кількості 0,4-

0,5 мкг на 1 грам сирої маси або до 0,036 мкг на 1 мг загального 

розчинного білка. Зберігання ліофілізованого рослинного матеріалу 

протягом 1,5 років без охолодження чи заморожування не призводило до 

повної деградації досліджуваного білка, хоча вміст знижувався порівняно з 

вмістом у культивованих in vitro рослинах. Таким чином, рослини ряски 

можуть бути запропоновані як модельна система та об’єкт генетичної 

трансформації з використанням бактерій A. rhizogenes для створення 

рослин-продуцентів антигенів, у тому числі антигенів мікобактерій 

(«їстівних» вакцин). 

 

6 .1 .2  Накопичення інтерферону у трансгенних рослина х 

та  «борода тих» кореня х. Вміст інтерферону визначали у трансгенних 

рослинах та «бородатих» коренях, отриманих після агробактеріальної 

трансформації векторами рСВ124 та рСВ161 з геном інтерферону-α2b 

людини. Проведене дослідження виявило значні відмінності у рівні 

накопичення інтерферону у біотехнологічних рослинах та коренях (табл. 

6.1).  

У екстрактах з контрольних рослин не визначено наявності 

інтерферону, разом з тим сполуку виявлено у трансгенних рослинах та 

«бородатих» коренях усіх досліджуваних видів рослин. На основі 

отриманих даних не можна зробити однозначного висновку щодо 

видоспецифічності рівня накопичення інтерферону у досліджуваних 

зразках через значну варіабельність за цим параметром між лініями 

трансгенних зразків одного виду. Однак, найбільший його вміст визначено 

у трансгенних коренях A.officinalis – до 2766,66 пг/г маси,  C.intybus – до 

2654,89 пг/г маси. Разом з тим, у декількох лініях  L. sativa інтерферон не 

детектували незважаючи на позитивний результат ЗТ-ПЛР аналізу. У 



 216 

листках рослин, регенерованих з «бородатих коренів цикорію або салату, 

трансформованих бактеріями з вектором рСВ161 (Mll промотор гена 

інтерферону-α2b людини), вміст інтерферону був значно нижчим, ніж у 

вихідних лініях коренів і становив відповідно 380,10 та 212,78 пг/г маси. 

Вірогідно, це пов’язано з наявністю саме коренеспецифічного промотора у 

векторній конструкції рСВ161. 

Таблиця 6.1 –  

Вміст інтерферону у трансгенних рослинах та «бородатих» 

коренях 

 
№ 
п/п 

 
Вид рослин 

 
Вектор 

Частина 
рослини 

Вміст інтерферону, 
пг/г маси 

1 Cichorium intybus контроль лист, 
корінь 

0 

2 C.intybus  рСВ124 корені 320,27-1988,24 
3 C.intybus  рСВ161 корені 849,92-2654,89 
4 C.intybus  рСВ161 лист 190,89-380,10 
5 Lactuca sativa контроль лист 0 
6 L. sativa  рСВ161 лист 0-212,78 
7 L. sativa  рСВ161 корені 468,37-873,35 
8 L.sativa  рСВ124 лист 0-155,85 
9 Althaea officinalis контроль корені 0 
10 A.officinalis рСВ161 корені 1761,85-2766,66 
11 A.officinalis рСВ124 корені 303,18-1202,34 

 
12 Artemisia tilesii контроль корені 0 
13 A.tilesii рСВ161 корені 226,51-1140,09 
14 Bidens pilosa контроль корені 0 
15 B. pilosa рСВ124 корені 227,43-1140,00 

 

Отже, визначено, що трансгенні рослини та «бородаті» корені рослин 

Cichorium intybus, Althaea officinalis, Tragopogon porrifolius, Artemisia tilesii, 

Lactuca sativa, які були трансформовані векторами з геном ifn-α2b, дійсно 

синтезували інтерфероноподібну сполуку. Максимальний вміст її становив 

до 2766,66 пг/г маси (у «бородатих» коренях A. officinalis). Вміст сполуки 

був органоспецифічним у тих рослин, які було трансформовано геном ifn-
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α2b під контролем коренеспецифічного промотора Mll. У той же час, 

рівень накопичення інтерферону очікувано не залежав від того, яку 

частину рослини брали для визначення інтерферону при використанні 

зразків, отриманих трансформацією вектором з геном ifn-α2b під 

контролем конститутивного 35S промотора. У трансформованих зразках 

рівень накопичення інтерферону коливався у достатньо широких межах. 

З літературних джерел відомо, що інтерферон може синтезуватися у 

рослинних клітинах, хоча слід відзначити, що кількісні дані щодо 

синтезованого у клітинах трансгенних рослинах інтерферону не наведено у 

більшості публікацій, оскільки основним показником вважають саме 

активність цього рекомбінантного білка. Разом з тим, є дані, що після 

трансформації хлоропластної ДНК рослин тютюну було отримано лінії, які 

продукували інтерферон у великій кількості – до 3 мг/г сирої маси [378]. У 

експериментах з транзієнтної експресії гена ifn-α у листках салату 

інтерферон накопичувався у кількості 0,393 мкг/кг маси [773]. Порівняння 

отриманих нами даних з результатами цих досліджень є не зовсім 

коректним, оскільки було застосовано різні підходи до генетичної 

трансформації (трансформація ядерної ДНК з використанням агробактерій, 

трансформація хлоропластної ДНК та транзієнтна експресія). Разом з тим, 

як свідчать наведені нижче дані щодо інтерфероноподібної біологічної 

активності екстрактів з отриманих нами трансгенних зразків (розділ 6.1.3), 

створені трансгенні рослини не тільки синтезували інтерферон відповідно 

до перенесеного гена, але й екстракти з трансформованих зразків виявляли 

достатньо високу противірусну активність. 

 

6 .1 .3  Противірусна  активн ість екстракт ів  з  трансгенни х 

корен ів,  я к і мали ген інтерф ерону-α2b люд ини. Методом 

трансформації з використанням агробактерій було отримано лінії 

«бородатих» коренів рослин A.tilesii, А.officinalis, L.sativa, B.pilosa та C. 

іntybus з геном ifn-α2b. За умов наявності перенесених генів, їх активності, 
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синтезу цільового білка, відповідності структури цього білка можна 

очікувати наявності противірусної активності екстрактів з трансгенних 

ліній. Наявність та високий рівень такої активності є практичною метою 

біотехнологічних досліджень та дозволяє використовувати трансгенні 

рослини як джерело БАС для профілактики та лікування вірусних 

захворювань.  

Для визначення особливостей противірусної активності екстрактів з 

досліджуваних «бородатих» коренів було оптимізовано методику 

екстрагування, визначено наявність або відсутність видоспецифічності 

противірусної активності  екстрактів (рівень противірусної активності 

різних видів рослин – цикорію, салату, причепи, полину, алтеї), порівняно 

рівень противірусної активності екстрактів з різних частин рослин (корені, 

листки) та коренів, отриманих при трансформуванні різними векторами 

(рСВ161 та рСВ124), а також при тестуванні екстрактів у системі різних 

клітинних ліній (MDBK, L41  та ПТП). 

 

6 .1 .3 .1  Визначення впливу умов  екстрагування  на  

противірусну активн ість  екстракт ів  з  трансгенних корен ів .  

При тестуванні противірусної активності екстрактів з трансгенних рослин 

отриманий результат може змінюватися при використанні різних способів 

екстрагування, оскільки залежить як від ефективності екстракції 

загального розчинного білка, так і від таких факторів як наявність у 

екстрагуючому буфері токсичних сполук, збереження структури цільового 

білка тощо. Велике значення може мати використаний буфер, оскільки 

його компоненти можуть бути токсичними для клітин, на яких 

проводиться тестування. Для визначення впливу умов екстрагування ми 

використовували трансгенні корені салату лінії рСВ161/6 як модельного 

зразка. Використовували фосфатний буфер з рядом модифікацій або Tris 

буфер (табл. 6.2). Модифікації складу буферу стосувалися наявності таких 

сполук як інгібітор протеаз PMSF (1мМ), детергент Triton X100 (0,1%), 
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меркаптоетанол (2,5 мМ), ДСН (1%). З гомогенізованих зразків рослинного 

матеріалу при використанні буферів отримували первинний екстракт. 

Проводили також доекстрагування отриманого осаду (вторинний 

екстракт). Визначали противірусну активність первинних та вторинних 

екстрактів. 

Таблиця 6.2 –  

Варіанти умов екстрагування загального білка для визначення їх 

впливу на противірусну активність екстрактів з трансгенних коренів 

салату 

№ Умови екстрагування 
1 Фосфатний буфер без NaCl, рН 7,0-7,4 +1мМ PMSF 
2 Фосфатний буфер без NaCl, рН 7,0-7,4 +1мМ PMSF+0,1% Triton X100 
3 Tris-HCl+сахароза+1мМ PMSF+2,5 мМ меркаптоетанолу 
4 Фосфатний буфер, рН 7,0-7,4 +1мМ PMSF, стерильно, 

центрифугування 15 000g, +4 С 
5 Фосфатний буфер, рН 7,0-7,4 +1мМ PMSF, стерильно, 

центрифугування 3 000g, +4 С 
6 До осаду варіанту № 1 + Фосфатний буфер, рН 7,0-7,4 + 1% 

ДСН+1мМ PMSF. Ресуспендувати, витримати 10 хв на льодяній бані, 
центрифугувати, відібрати супернатант 

7 До осаду варіанту № 2 + Фосфатний буфер, рН 7,0+ 1% ДСН+1мМ 
PMSF. Ресуспендувати, витримати 10 хв на льодяній бані, 
центрифугувати, відібрати супернатант 

8 До осаду варіанту № 3 + Фосфатний буфер, рН 7,0-7,4 + 1% 
ДСН+1мМ PMSF. Ресуспендувати, витримати 10 хв на льодяній бані, 
центрифугувати, відібрати супернатант 

9 До осаду варіанту № 4 + Фосфатний буфер, рН 7,0-7,4 + 1% 
ДСН+1мМ PMSF. Ресуспендувати, витримати 10 хв на льодяній бані, 
центрифугувати, відібрати супернатант 

10 До осаду варіанту № 5 + Фосфатний буфер, рН 7,0-7,4 + 1% 
ДСН+1мМ PMSF. Ресуспендувати, витримати 10 хв на льодяній бані, 
центрифугувати, відібрати супернатант 

 

Відсутність активності визначено у первинних екстрактах, які 

отримано при використанні Tris буферу. Ці екстракти виявляли 

токсичність, що, вірогідно, і є причиною відсутності противірусної 

активності. Клітини гинули не через наявність та активність вірусу, а саме 
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через високу токсичність екстракту, приготовленого з використанням 

цього буферу. 

Дослідження показали, що при доекстрагуванні у осаді виявляється 

значна кількість ЗРБ. Так, при екстрагуванні буфером №1 вміст білка у 

екстракті становив 910 мкг/мл, а при доекстрагуванні осаду – 1558 мкг/мл; 

при первинному екстрагуванні буфером №2 – 1170 мкг/мл, при 

доекстрагуванні – 1656 мкг/мл (табл. 6.3). Отже, така повторна екстракція 

осаду дозволяє отримати значно більшу кількість білка з рослинного 

матеріалу. 

Додавання 0,1% Triton X100 до фосфатного буферу практично не 

впливало на активність екстрактів. Доекстрагування первинного осаду 

екстрактів №№1 та 2 з використанням фосфатного буферу + 1% ДСН+1мМ 

PMSF виявило активність у вторинних екстрактах (відповідно 2812 та 4687 

МО/г маси, а доекстрагування первинного осаду екстрактів №№ 5 та 6 

фосфатним буфером з 1% ДСН та 1мМ PMSF виявило у вторинних 

екстрактах значно вищу активність – до 14062 МО/г маси. Слід особливо 

відзначити, що таку саму активність визначено і при до екстрагування 

осаду №3, хоча первинний екстракт з Трис буфером був токсичним для 

клітин. Таким чином, додаткове доекстрагування осаду дозволяє 

підвищити ступінь біологічної активності, вірогідно, за рахунок більш 

ефективного вилучення цільових біологічно активних сполук з рослинного 

матеріалу.  

Отже, для ефективного екстрагування біологічно активного зразка 

з досліджуваних трансгенних коренів зі збереженням противірусної 

активності у отриманих екстрактах можна використовувати фосфатний 

буфер. При цьому є доцільним наступне доекстрагування отриманого після 

центрифугування осаду фосфатним буфером з 1% ДСН та 1мМ PMSF. У 

такому разі можна отримати як біологічно активний первинний екстракт, 

так і вторинний екстракт з осаду, який також має високу противірусну 

активність.  
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Таблиця 6.3 –  

Вплив умов екстрагування загального білка на противірусну 

активність екстрактів з трансгенних коренів салату 

№ 
ва
р 

Наважка, 
г 

Конц 
білка, 
мкг/мл 

Вміст білка 

мкг/г 

Активність, 
МО/г маси 

Активність, 
МО/мг ЗРБ 

1 0,2 910,962 2732,886 5625 6181,31 
2 0,2 1170,146 3510,438 5625 4807,69 
3 0,2 1518,425 4555,274 0 0 
6 осад 1558,922 4676,766 2812 1805,19 
7 осад 1656,116 4968,348 4687,5 2830,62 
8 осад 1218,743 3656,229 14062,5 11545,56 
9 осад 1542,723 4628,169 14062,5 9119,32 
10 осад 1372,634 4117,901 14062,5 10249,63 

 

Отже, дослідженнями визначено вплив умов отримання екстрактів 

з трансгенних ліній на рівень противірусної активності, який визначали 

шляхом тестування пригнічення вірусу везикулярного стоматиту. 

Проведені дослідження дозволяють зробити ряд висновків щодо 

процедури отримання біологічно активного екстракту з трансгенних 

коренів, а саме:  

- недоцільним є використання для екстрагування лише Трис-

буферу через його токсичність; 

- фосфатний буфер не є токсичним та може бути використаний для 

екстрагування білка та інтерферону;  

- у осаді залишається велика кількість загального білка (майже 

стільки ж, скільки екстрагується безпосередньо при первинному 

екстрагуванні; 

- у осаді, вірогідно, залишається також і інтерферон, оскільки  

активність екстрактів з осаду у ряді випадків значно вища, ніж у 

первинного супернатанту; 

- враховуючи останні висновки, доцільним є доекстрагування осаду 

з використанням фосфатного буферу з 1% ДСН та 1мМ PMSF, що 
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дозволяє значно підвищити ступінь екстрагування білка та 

підвищити рівень противірусної активності екстрактів. 
 

6.1.3 .2  Визначення противірусно ї активност і екстракт ів  

з  трансгенних рослин та  корен ів у систем і кл ітин MDBK. В 

експериментах використовували екстракти рослин та «бородатих» коренів 

цикорію, салату, алтеї, полину та причепи, які мали ген інтерферону, а 

також екстракти нетрансформованих рослин у якості контролю. 

Приготування екстрактів проводили згідно оптимізованого протоколу з 

використанням доекстрагування фосфатним буфером з 1% ДСН та 1мМ 

PMSF. Тестування специфічної біологічної активності – пригнічення 

цитопатичної дії цитопатогенного вірусу везикулярного стоматиту (ВВС) – 

проводили у клітинній системі, високоспецифічної для альфа-інтерферону 

людини, оскільки відомо, що клітини лінії MDBK несуть на своїй поверхні 

рецептори, які з високою ефективністю взаємодіють саме з інтерфероном-

альфа людини (одна одиниця активності відповідає одній міжнародній 

одиниці). Використовували трансгенні рослини або «бородаті» корені, 

стосовно яких методами ПЛР та ЗТ-ПЛР було визначено наявність і 

активність гена ifn-α2b [726, 728, 729] (табл. 6.4, рис. 6.3).  

 
Рис.6.3 – Електрофореграма результатів ЗТ-ПЛР аналізу трансгенних 

ліній цикорію (1, 2, 5, 6 - корені; 3, 4, 7, 8 - листки), отриманих з 

використанням вектора рСВ161: 1-4 - nptII; 5-8 - ifn-α2b; парні треки – 

синтез зворотних транскриптов у присутності зворотної транскриптази, 

непарні – без зворотної транскриптази 
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Рівень противірусної активності екстрактів мав дуже широку 

варіабельність, як міжвидову, так і між лініями рослин або коренів рослин 

одного виду (табл. 6.4). Висока противірусна активність при тестуванні на 

клітинах MDBK виявлена у екстрактах з трансгенних коренів L.sativa (до 

14062 МО/г маси або 11545 МО/мг ЗРБ), А.officinalis (до 40760 МО/г маси 

або 12453,44 МО/мг ЗРБ). Високу противірусну активність виявлено також у 

екстрактах з трансгенних коренів полину, отриманих при використанні вектора 

рСВ161 - до 98437 МО/г маси або 28065,89 МО/мг ЗРБ, що свідчить про 

високий біотехнологічний потенціал рослин цього виду. 

Аналіз показав, що екстракти з трансгенних коренів одного з 

досліджуваних видів їстивних рослин, цикорію, мали противірусну 

активність по відношенню до ВВС у межах 270...2250 МО/г сирої маси 

рослин або 291…1203 МО/мг загального розчинного білка. Разом з тим, у 

рослин однієї лінії, незважаючи на наявність мРНК за даними ЗТ-ПЛР 

аналізу, інтерфероноподібна активність проти вірусу везикулярного 

стоматиту була відсутня, що може бути результатом порушення наступної 

за транскрипцією ланки, процесу трансляції, посттрансляційних змін та ін. 

Екстракти з коренів аналізованих трансгенних ліній салату виявили 

активність в межах 595...14062 МО/г сирої маси рослин або 132...11545 

МО/мг загального розчинного білка.  

Екстракти з трансгенних коренів лікарських рослин також виявили 

противірусну активність, причому її рівень коливався у широких межах і 

не корелював з використаним для трансформації вектором.  

Загалом противірусна активність екстрактів з трансгенних коренів 

рослин досліджуваних видів варіювала у таких межах: 

- C. intybus -  270 – 2250 МО/г маси; 

- L.sativa  - 595 – 14062 МО/г маси; 

- А.officinalis  - 134 – 40760 МО/г маси; 

- A.tilesii  - 0 – 98437 МО/г маси; 

- B.pilosa - 0 – 19396 МО/г маси. 
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Таблиця  6.4 – 

Противірусна активність білкових екстрактів та результати 

ЗТ-ПЛР аналізу трансгенних коренів та рослин 
Максимальна 

активність 
ЗТ-ПЛР 
аналіз 

 

№ 

 

Вид 

 
№ 

лінії 

 

Вектор 

 

Зразок МО/г 
маси 

МО/мг 
ЗРБ 

nptII іfn-α2b 

корені 2250 358.34 + + 1 C. intybus 161/6 pCB161(Mll::HuINFα-2b) 
листк

и 
288 262,69 + + 

корені 1620 1203,56 + + 2 C. intybus 161/13 pCB161(Mll::HuINFα-2b) 
листк

и 
0 0 + + 

корені 270 55,33 + + 3 C. intybus 161/21 pCB161(Mll::HuINFα-2b) 
листк

и 
0 0 + + 

4 C. intybus 161/14 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 2160 587,72 + + 

C. intybus 161/6 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 367 74,97 + + 5 

C. intybus 161/6 pCB161(Mll::HuINFα-2b) листки 288 291,88 + + 

6 C. intybus к контроль листки 0 0 - - 

7 L.sativa 161/1 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 5400 2808 + + 

8 L.sativa 161/1 pCB161(Mll::HuINFα-2b) листк
и 

0 0 + + 

9 L.sativa 161/10 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 2250 1259,54 + + 

10 L.sativa 161/17 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 2880 2730,55 + + 

11 L.sativa 161/6 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 14062 1154,55 + + 

корені 2500 648,41 + +  

12 

L.sativa 

L.sativa 

161/3 

124/3-1 

pCB161(Mll::HuINFα-2b) 

pCB124(35S::HuINFα-2b) 
корені 2777 163,74 + + 

13 L.sativa 124/3-2 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 595 132,54 + + 

14 L.sativa к контроль корені 0 0 - - 

 А.officinalis 1 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 182 0,446 + + 

15 А.officinalis 2 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 22727 1277,7 + + 

16 А.officinalis 3 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 26086 1602,5 + + 

17 А.officinalis 161бн pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 1041 1047,85 + + 

18 А.officinalis  pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 134 118,323 + + 

19 А.officinalis 124/ 5 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 5276 4064,36
3 

+ + 
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Продовження таблиці 6.4 
20 А.officinalis 124/19/ 1 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 10438 4032,76 + + 

21 А.officinalis 124/ 2 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 2358 1643,79 + + 

22 А.officinalis 124/23/9 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 33112 2547,12 + + 

23 А.officinalis 161/2 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 3551 1025,55 + + 

24 А.officinalis 161/5 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 40760 12453,4
4 

+ + 

25 А.officinalis к контроль корені 0 0 - - 

26 A.tilesii 161/23/2 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 324  310,7 + + 

27 A.tilesii 161/23/5 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 2272 1080,64
2 

+ + 

28 A.tilesii 161/1 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 0 0 - - 

29 A.tilesii 161/2 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 0 0 - - 

30 A.tilesii 124/23/5 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 98437 28065,8 + + 

31 A.tilesii 124/23/10pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 4761 1297,46 + + 

32 A.tilesii 124/23/2 pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 652 234,28 + + 

33 A.tilesii к контроль корені 0 0 - - 

34 B.pilosa 124/28/3pCB124(35S::HuINFα-2b) корені 19396 3821,60 + + 

35 B.pilosa 161/1 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 0 0 - - 

36 B.pilosa 161/2 pCB161(Mll::HuINFα-2b) корені 0 0 - - 

37 B.pilosa к контроль корені 1406 177,68 - - 

38 B.pilosa к контроль листк
и 

937 192,43 - - 

+  детектували зворотні транскрипти; - зворотні транскрипти не виявлено 

 

Проведено порівняння противірусної активності екстрактів з 

трансгенних коренів та регенерованих з них рослин. Таке дослідження 

становило інтерес, оскільки при трансформуванні для отримання культури 

«бородатих» коренів використовували також вектор з геном інтерферону 

під коренеспецифічним промотором У більшості зразків екстрактів з 

регенерованих рослин противірусна активність була відсутня. Разом з тим, 

екстракти з трансгенних коренів відповідних ліній виявляли противірусну 

активність. Наприклад, екстракти з «бородатих» коренів цикорію та салату 

ліній №№161/13 та 161/1 мали активність проти ВВС 1620 та 5400 МО/г 

маси відповідно, а екстракти з регенерованих з цих ліній коренів рослин 
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противірусну активність не мали. Обидві лінії коренів було отримано з 

використанням вектора рСВ161 (Mll::HuINFα-2b), у якому ген іfn-α2b 

знаходився під контролем коренеспецифічного Mll промотора цукрового 

буряка. Цей вектор раніше вже було використано для генетичної 

трансформації рослин моркви [19]. Автори [19] встановили,  що екстракти 

з листків трансгенних рослин мали противірусну активність, причому така 

активність екстрактів з листків була навіть вищою, ніж активність 

екстрактів, отриманих з коренів рослин  та становила відповідно у 

середньому 26,8 х103 МО/г маси та 8,56 х103 МО/г маси, що може бути 

наслідком особливостей синтезу цільового білка у різних органах рослин. 

Разом з тим, у наших дослідженнях виявлено притивірусну активність саме 

у екстрактах з трансгенних коренів, у той же час противірусна активність 

екстрактів з листків регенерованих рослин була невисокою або відсутня. 

Таким чином, використання коренеспеціфічного промотора Mll, можливо, 

недоцільно в тому випадку, коли метою роботи є синтез специфічних 

білків в надземній частині рослин салату і цикорію. Однак, цей промотор 

може бути успішно використаний у векторах при трансформації рослин 

цих та інших видів для синтезу цільових продуктів у коренях. Такий 

висновок підтверджується визначеною противірусною активністю 

екстрактів з трансгенних коренів рослин таких видів як B.pilosa, 

А.officinalis, A.tilesii. 

Раніше у ряді робіт [19, 298, 774, 775] було показано, що екстракти з 

трансгенних рослин, до яких перенесено ген інтерферону людини, мають 

відповідну біологічну активність. Рівень противірусної активності 

екстрактів трансгених рослин коливається у досить широких межах, що, 

вірогідно, пов’язано як з видоспецифічністю синтезу, так і з відмінностями 

у способах екстрагування та тестування на різних культурах клітин. 

Наприклад, у рослинах салату з геном інтерферону-α2b людини активність 

проти вірусу везикулярного стоматиту становила 448 МО/г маси рослин 

[776], активність екстрактів з рослин картоплі  – 560 МО/г маси [379], 923-
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3029 МО/г [299], алое – 625 МО/г загального розчинного білка [304], 

рослин тютюну (транзієнтна експресія) – до 3200 МО/г маси [777], 

трансгенного рису - до 30000 – 45000 МО/г маси насіння [18]. Активність 

залежала від типу досліджуваного материалу (корені, листки, насіння [18]), 

віку матеріалу (наприклад, молоді або зрілі листки [19]). Високий рівень 

активності рослинних екстрактів виявлено у трансгенних рослинах моркви 

– до 50000 МЕ/г сирої маси [19] та жень-шеню – 60000 МО/мл [778].  

Проведене нами дослідження щодо наявності противірусної 

активності  екстрактів з трансгенних рослин та коренів видів рослин 

B.pilosa, A.tilesii, А.officinalis, L.sativa, C. intybus  [728-730, 732, 733] 

виявило значні відмінності у величині такої активності. Варіювання рівня 

активності екстрактів з різних ліній, можливо, є наслідком того, що кожна 

з таких ліній є окремою трансформаційною подією, внаслідок чого може 

відрізнятися за місцем вбудовування перенесених генів, їх активністю, а 

також за особливостями активності інших генів через наявність 

перенесених чужорідних генів та самої трансформації як стресового 

фактору. Екстракти з отриманих нами ліній трансгенних коренів мали 

досить високу противірусну активність. Так, екстракт однієї з ліній коренів 

A.tilesii мав противірусну активність до 98437 МО/г маси, що перевищує 

наявні у літературі дані щодо противірусної активності екстрактів з 

трансгенних рослин різних видів, А.officinalis – 40760 МО/г маси, L.sativa – 

14062 МО/г маси, що співставно з найкращими результатами, отриманими 

при визначенні противірусної активності трансгенних рослин інших видів.  

Результати експериментів показали, що досліджувані рослини є 

достатньо ефективною біотехнологічною системою та можуть бути 

використані для синтезування біологічно активного рекомбінантного 

інтерферону. Слід відзначити також результати дослідження 

інтерфероноподібної противірусної активності екстрактів з контрольних 

рослин причепи. Виявилося, що вони також демонстрували, хоча й 

невисоку,  противірусну активність. Наявність такої робить подальше 
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дослідження  рослин цього виду особливо перспективним як джерело 

природних сполук рослинного походження з противірусною активністю. 

 
6 .1 .3 .3  Пор івняння противірусно ї  активност і  екстракт ів  

з  трансгенних корен ів  з  використання м р ізних кл ітинни х 

л ін ій. Було порівняно противірусну активність екстрактів з ряду ліній 

«бородатих» коренів рослин A.tilesii, А.officinalis, L.sativa, B.pilosa та C. 

intybus при використанні для тестування трьох ліній клітин – культури 

перещеплюваних субстратзалежних клітин тестикул поросят (епітеліальні 

клітини, ПТП), культури перещеплюваних клітин нирки бика (MDBK) та 

культури перещеплювальних субстратзалежних клітин кісткового мозку 

людини, (епітеліоподібні клітини, L41), чутливих до дії інтерферону. 

Результати аналізів свідчать про те, що при використанні вищеназваних 

культур клітин активність екстрактів значно відрізнялася. Так, найбільшою 

противірусна активність була при тестуванні на клітинах MDBK, найнижчою 

для більшості зразків – на культурі клітин  L41 (табл. 6.5).   

Таблиця 6.5 –  

Порівняння активності екстрактів з трансгенних коренів рослин 

різних видів проти вірусу везикулярного стоматиту при тестуванні на 

клітинах MDBK, ПТП та L41 

Максимальна противірусна активність 
клітини MDBK клітини ПТП клітини L41 

 

№ 

 

Вид 

 

№ 

лінії 

МО/г 
маси 

МО/мг 
ЗРБ 

МО/г 
маси 

МО/мг 
ЗРБ 

МО/г 
маси 

МО/мг 
ЗРБ 

1 A.tilesii 124/23/5 98437 28065 6285 1536 0 0 
2 A.tilesii 124/28/5 0 0 0 0 0 0 
3 A.tilesii 124/23/2 652 234 0 0 0 0 
4 A.tilesii контроль 0 0 0 0 0 0 
5 А.officinal

is 
124/23/9 33112 2547 3548 679 1408 269 

6 А.officinal
is 

124/5 5276 4064 638 175 0 0 
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Продовження таблиці 6.5 
7 А.officinal

is 
контроль 0 0 0 0 0 0 

8 L.sativa 161/6 14062 11545 2287 916 0 0 
9 L.sativa 161/1 5400 2808 785 170 0 0 

10 L.sativa контроль 0 0 0 0 0 0 
11 C. intybus 

 
161/13 1620 1337 0 0 0 0 

12 C. intybus 
 

161/14 2160 653 0 0 0 0 

13 C. intybus 
 

124/11/5 4320 103 1884 389 942 194 

14 C. intibus контроль 0 0 0 0 0 0 
15 B.pilosa 124/28/3 19396 3821 0 0 5761 1544 
16 B.pilosa 161/16/3 0 0 0 0 0 0 
17 B.pilosa контроль 1406 177 0 0 1215 293 
 

Синтезовані у рослинній системі молекули інтерферону можуть мати 

особливості структури, що призводить до різного розпізнавання та 

відповідно різної противірусної активності у системі клітин використаних 

ліній. Такі особливості противірусної активності екстрактів з трансгенних 

рослин з геном інтерферону становлять інтерес, однак цей аспект досі 

зовсім не досліджували, оскільки в усіх роботах з отримання трансгенних 

рослин з геном інтерферону та тестування противірусної активності 

екстрактів дослідники використовували лише якусь одну чутливу до 

інтерферону культуру клітин. Наприклад, у експериментах з визначення 

противірусной активності екстрактів з трансгенних рослин моркви 

використовували лише культуру клітин ПТП [19], у роботах Ren [778] та 

Ohya зі співавторами[379] дослідження екстрактів з трансгенних рослин 

проводили тільки на амніотичних клітинах людини, у дослідженнях [304] 

використовували  альвеолярні базальні епітеліальні клітини карциноми 

лінії A549. Отже, нині відсутній необхідний масив даних для проведення 

докладного аналізу особливостей виявлення противірусної активності 
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екстрактів з трансгенних рослин різних видів на ряді клітинних ліній 

(тварин чи людини). Разом з тим, виходячи з наших досліджень, екстракти 

з трансгенних коренів мали різну противірусну активність при 

використанні трьох клітинних ліній,  MDBK, ПТП та L41, хоча усі ці лінії є 

чутливими до інтерферону-альфа. Такий феномен може свідчити про 

особливості будови молекули рекомбінантного інтерферону рослинного 

походження, синтезованого у коренях рослин досліджуваних видів. За 

результатами тестування було відібрано лінії трансгенних коренів, 

екстракти з яких виявляли противірусну активність на усіх використаних 

культурах клітин. Зокрема, екстракти з трансгенних коренів А.officinalis 

124/23/9 мали противірусну активність проти ВВС на клітинах MDBK, 

ПТП та L41 відповідно 33112, 3548 та 1408 МО/г маси; C. intybus 124/11/5 

– відповідно 4320, 1884 та 942 МО/г маси. Екстракти з трансгенних коренів 

A.tilesii 124/23/5, L.sativa 161/6 і 161/1 були активними лише на клітинах 

MDBK та ПТП  – відповідно 98437 та 6285 МО/г маси для A.tilesii 124/23/5, 

14062 та 2287  МО/г маси для L.sativa 161/6, 5400 та 785 МО/г маси для 

L.sativa 161/1. Екстракти з трансгенних коренів B.pilosa лінії 124/28/3 

демонстрували противірусну активність на клітинах MDBK та L41 -  19396 

та 5761МО/г маси. 

Слід відмітити, що екстракти з контрольних рослин цикорію, салату, 

полину та алтеї не містили сполук з противірусною активністю, а також 

сполук, що стимулювали би або пригнічували дію рекомбінантного 

інтерферону. Такий ефект не залежав від культури клітин, на яких 

проводити тестування. Разом з тим, виявлено противірусну активність до 

1406 та 1215 МО/г маси у екстрактах з коренів контрольних рослин 

причепи при тестуванні на клітинах MDBK та L41 відповідно. Отже, 

нетрансформовані рослини причепи синтезували сполуки з противірусною 

активністю, що робить ці рослини, досі практично не використовувані у 

біотехнологічних дослідженнях, особливо перспективними. Слід 

зазначити, що противірусний ефект екстрактів з рослин череди волосистої, 
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зібраної у природі, було досліджено раніше. Так, встановлено, що водний 

екстракт рослин інгібував реплікацію вірусу герпесу [581]. За результатами 

наших досліджень, культивовані in vitro рослини та корені причепи також 

синтезували сполуки з противірусною активністю, що може бути 

використано для розроблення лікарських противірусних засобів. 

Таким чином, було оптимізовано протокол екстрагування загального 

розчинного білка, який дозволяв значно підвищити рівень противірусної 

активності екстрактів з трансгенних коренів. Для цього доцільним є 

первинне екстрагування з використанням фосфатного буферу та 

доекстрагування осаду з використанням фосфатного буферу з 1% ДСН та 

1мМ PMSF, що дозволяє значно підвищити ступінь екстрагування білка та 

збільшити рівень противірусної активності екстрактів. 

Проведено дослідження противірусної активності екстрактів з 

отриманих нами «бородатих» коренів рослин A. tilesii, А. officinalis, L. 

sativa, B. pilosa, C. intybus та регенерованих рослин. Визначено 

варіабельність противірусної активності екстрактів, як отриманих  з 

рослин різних видів, так і з різних ліній коренів рослин одного виду. 

Активність проти вірусу везикулярного стоматиту у системі клітин MDBK 

становила для трансгенних коренів C. intybus –  270 - 2250 МО/г маси; L. 

sativa  – 595 - 14062 МО/г маси; А. officinalis  – 134 - 40760 МО/г маси; A. 

tilesii  – 0 - 98437 МО/г маси; B. pilosa – 0 - 19396 МО/г маси. Найвища 

противірусна активність детектована у екстрактах з однієї лінії 

«бородатих» коренів A. tilesii до – 98437 МО/г маси. Слід відзначити, що 

екстракти з регенерованих з трансгенних коренів рослин мали дуже низьку 

активність проти ВВС або не мали її зовсім.  

Було визначено варіабельність ефективності антивірусної дії 

досліджуваних екстрактів у системі трьох ліній клітин, чутливих до 

інтерферону – MDBK, ПТП та L41. Екстракти з трансгенних коренів А. 

officinalis 124/23/9 мали противірусну активність проти ВВС на усіх лініях 

клітин: до 33112, 3548 та 1408 МО/г маси відповідно на MDBK, ПТП та 
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L41. Екстракти з трансгенних коренів A. tilesii 124/23/5, L. sativa 161/6 і 

161/1 були активними лише на клітинах MDBK та ПТП  - відповідно до 

98437 та 6285 МО/г маси для A. tilesii 124/23/5, до 14062 та 2287  МО/г 

маси для L. sativa 161/6, до 5400 та 785 МО/г маси для L. sativa 161/1. 

Екстракти з чотирьох ліній коренів мали противірусну активність на 

клітинах MDBK та ПТП, двох ліній – лише на клітинах MDBK.  

Екстракти з контрольних рослин A. tilesii, А. officinalis, L. sativa та C. 

intybus не виявляли противірусну активність при тестуванні на усіх 

використаних клітинних лініях, однак екстракти з контрольних рослин  B. 

pilosa були активними проти вірусу везикулярного стоматиту, що свідчить 

про перспективу їх використання для розроблення лікарських 

противірусних засобів. 
 

6.2 Накопичення природних БАС у трансгенних рослинах та 

«бородатих» коренях 

 

6 .2 .1 .  Накопичення пол іфруктан ів . Відомо, що рослини є 

джерелом цілої низки хімічних сполук, які становлять значний інтерес з 

точки зору використання у фармакології та харчовій промисловості. У них 

синтезуються вторинні метаболіти, запасні сполуки, ефірні олії, барвники 

тощо. Зазвичай отримання цінних речовин здійснюють шляхом 

екстрагування з рослин, які вирощуються у природних умовах. Разом з 

тим, такий спосіб пов’язаний з необхідністю або масового збору 

дикоростучих рослин, або їх вирощуванням. При вирощуванні рослин у 

природних умовах вміст цільових сполук залежить від цілого ряду 

неконтрольованих факторів, таких як перезволоження або нестача вологи 

ґрунту, зміни температури при вегетації або при зимуванні (для 

багаторічних культур). Разом з тим, є можливість отримання цінних 

сполук з рослинного матеріалу у суворо контрольованих умовах, 

використовуючи при цьому саме ті рослини, що є найкращими 
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продуцентами. Відомий спосіб отримання біологічно активних сполук з 

культивованих in vitrо клітин. Дійсно, клітинна суспензійна культура є 

альтернативою рослинній сировині для продукування запасних сполук та 

вторинних метаболітів. Цей спосіб розроблявся ще у 80-і роки минулого 

сторіччя [779, 780]. 

Разом з тим, існує ще одно джерело біологічно активних сполук 

рослинного походження – культивовані in vitro «бородаті» корені. Такі 

корені, що ростуть на живильному середовищі без регуляторів росту, 

отримують шляхом трансформування рослин з використанням бактерій 

Agrobacterium rhizogenes. Ці ґрунтові бактерії мають природну здатність до 

перенесення частини власного геному до клітин рослин, що відбувається 

після контакту бактерій з пораненими частинами рослин, у яких 

синтезуються сигнальні сполуки [27, 687, 781, 782].  За допомогою 

агробактерій отримано трансгенні корені різних видів рослин [780-783]. 

Трансгенні корені відрізняються особливим фенотипом, швидким ростом, 

значним галуженням. У трансгенних коренях, так само як і в коренях 

нетрансформованих рослин, синтезуються біологічно активні сполуки 

[196, 690, 711, 784].   

Використання «бородатих» коренів для продукування біологічно 

активних сполук має ряд переваг. Так, для трансгенних коренів 

характерний швидкий приріст маси, навіть більший, ніж у культивованих в 

стерильних умовах культур клітин. Крім того, для вирощування 

«бородатих коренів не потрібні особливі умови – наявність регуляторів 

росту, освітлення, підтримання підвищеної температури. До переваг 

використання «бородатих» коренів як продуцентів біологічно активних 

сполук слід також віднести технічну простоту їх отримання шляхом 

опосередкованої агробактеріями трансформації. Саме це робить культуру 

трансгенних коренів перспективною для біотехнологій синтезування та 

отримання цінних сполук.  
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   До запасних сполук, що синтезуються у рослинах та їх коренях, 

належать фруктани. Вони є полісахаридами з різною кількістю залишків 

фруктози. Фруктани виявляють біологічну активність та використовуються 

у медицині та харчовій промисловості. Ці сполуки синтезуються багатьма 

рослинами, зокрема, показано наявність фруктанів у широко 

культивованих рослинах артишоку, брокколі, цикорію, ендівію, цибулі, 

салату та ін. [785]. Трансгенні корені рослин-продуцентів фруктанів 

можуть бути джерелом для отримання цих сполук.  

 

6 .2 .1 .1  Оптимізування умов екстрагування  

фруктозовм існих цукр ів . Досліджено залежність ефективності 

екстрагування фруктанів з трансгенних коренів цикорію від тривалості 

попереднього замочування, температури і тривалості високотемпературної 

екстракції. Для дослідження використовували висушені і подрібнені 

«бородаті» корені цикорію, одержані  шляхом трансформації з 

використанням A. rhizogenes. Застосовували низько- та 

високотемпературну екстракцію: відповідно екстрагування без нагрівання 

за +22о С протягом 0.5; 1 та 24 год та  екстрагування за +70о С, 80о С і 90о С 

протягом 10, 20 і 30 хв. У ході експериментів були отримані дані щодо 

залежності кількості екстрагованих фруктанів від тривалості попередньої 

екстракції при температурі +22о С (Т1), температури теплової екстракції (tо) 

і її тривалості (Т2)  (рис. 6.4). 

Тривалість попереднього замочування рослинного матеріалу при 

температурі +22 о С практично не впливала на вихід фруктанів при 

подальшій високотемпературній екстракції при +90о С протягом 30 хв. За 

екстрагування при температурі 70 о С (попереднє замочування коренів 

протягом 24 год) вихід фруктанів був найменшим та становив відповідно 

при екстракції протягом 10, 20 та 30 хвилин 74 ±1,69, 77±1,61 та 86±5,82 

мг/г маси відповідно. Підвищення температури екстракції до +90 о С 

призводило до підвищення концентрації фруктанів у екстрактах у 1,7 рази 
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у порівнянні з екстрагуванням при +70о С протягом 30 хв. Подальше 

підвищення температури екстрагування (до +95о С) не призводило до 

достовірного збільшення концентрації  екстрагованих фруктанів. 

Збільшення тривалості температурної екстракції з 10 до 30 хвилин при 

+70о С та +80  С призводило до збільшення концентрації фруктанів у 

екстрактах відповідно у 1,16 та  1,53 рази. Разом з тим, збільшення 

тривалості температурної екстракції при +90о С достовірно не підвищувало 

вихід екстрагованих фруктанів. Максимальна кількість екстрагованих 

фруктанів  за температури +90о С протягом 30 хв становила 146 ± 8,77 мг/г 

сухої маси коренів. 

 

  

 

Рис. 6.4 – Залежність ефективності екстракції фруктанів з «бородатих» 

коренів цикорію від тривалості (Т2) та температури (tо) екстрагування; 
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тривалість попередньої екстракції (Т1) при температурі +4о С: а – 0,5 год; б 

– 1 год; в – 24 год (рівень надійної імовірності Р0,95) 

 

Таким чином, розроблено просту та ефективну методику 

екстрагування фруктанів з трансгенних коренв цикорію. Визначено умови, 

за яких екстрагується більша кількість фруктозовмісних цукрів. 

Оптимальним режимом виділення фруктанів з культури «бородатих» 

коренів цикорію є екстракція при температурі +90оС протягом 30 хв.; час 

попереднього замочування не впливав на ефективність такої екстракції. 

Отриманий за даним способом екстракт (рис. 6.5), що містив фруктани, 

використовували у подальшому для дослідження УФ-протекторної 

активності. 

 
Рис. 6.5 – Ліофілізований фруктановмісний екстракт з трансгенних 

коренів цикорію 

 

6 .2 .1 .2  Вміст пол іф руктан ів у  трансгенних кореня х. За 

використання оптимізованої методики нами було визначено та порівняно 

особливості накопичення фруктанів у трансгенних коренях рослин різних 

видів. Для цього використовували культивовані in vitro «бородаті» корені 

рослин A. officinalis, T.  рorrifolius, С. intybus, L. sativa, A. tilesii, B. pilosa.  

При визначенні вмісту фруктанів у трансгенних коренях рослин різних 

видів виявлено значні коливання за цим параметром. У декількох лініях 

вміст ПФ був вищим, ніж у контролі (корені нетрансформованих рослин). 

У той же час, у ряді ліній вміст фруктанів був нижчим, ніж у контролі або 
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достовірно не відрізнявся від вмісту сполук у контрольних коренях. Так, у 

30-денній культурі «бородатих» коренів салату вміст ПФ коливався у 

межах 18.45±3.3 – 122.35± 1.9 мг/г сухої маси. У трансгенних коренях 

козельців, причепи, полину, цикорію вміст ПФ становив відповідно 55.85 

±14.12 – 144.11±14.12, 32.29± 5.34 – 152.73±29.11, 70.59±15.56 – 

136.99±28.12,  41.75±5.6 – 193.31±34.47 мг/г сухої маси. Як видно з 

наведених діаграм, серед ліній трансгенних коренів кожного з 

досліджуваних видів рослин були такі, вміст фруктанів у яких значно 

перевищував вміст сполук у контролі. Зокрема, спостерігалося збільшення 

у 3,8 рази концентрації Пф у коренях цикорію, у 2,4 рази у трансгенних 

коренях салату,  у 1,6 рази у «бородатих» коренях причепи, у 4,2 рази у 

«бородатих» коренях козельців.  

Найбільший вміст фруктанів виявлено у одній з ліній «бородатих» 

корені цикорію, 193.31±34.47 мг/г сухої маси, що є логічним, оскільки 

рослини цього виду відомі як такі, що синтезують фруктами у значній 

кількості. Досить високий вміст фруктанів був і у одній з ліній 

трансгенних коренів причепи волосистої – 152.73±29.11. Взагалі рослини 

родини Складноцвітих відносять до продуцентів фруктозовмісних цукрів, 

у яких вони акумулюються як запасні сполуки. Рівень фруктанів у цих 

рослинах у природних умовах змінюється впродовж вегетації, а також 

може значно підвищуватися при дії стресових факторів як адаптивна 

реакція. Разом з тим, аналогічні зміни спостерігали і у «бородатих» 

коренях рослин алтеї, акі належить до іншої родини (Мальвові). Хоча 

загалом вміст фруктанів у коренях алтеї був нижчим за наведені вище 

цифри у коренях рослин родини складноцвітих, спостерігали як 

збільшення, концентрації ПФ, так і відсутність достовірних відмінностей у 

порівнянні з контролем (рис. 6.6).  

Отримані дані щодо змін у рівні накопичення фруктанів у різних 

лініях трансгенних коренів незалежно від виду досліджуваних рослин, 

вірогідно, є результатом неспецифічного впливу генетичної трансформації 
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та перенесення чужорідних генів, наявність яких може некеровано 

змінювати природну експресію тих чи інших генів рослин, впливаючи 

таким чином на клітинний метаболізм. Такий феномен дії трансформації 

може бути використаний для підвищення вмісту цінних сполук у 

трансгенних коренях, зокрема, для збільшення рівня накопичення 

фруктозовмісних цукрів. 
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Рис. 6.6 – Відмінності у вмісту фруктанів у культурах «бородатих» коренів 

рослин L. sativa (а), T.  рorrifolius (б), С. intybus (в), A. tilesii (г), B. pilosa (д), 

A. officinalis(е), 1 – контроль, далі – лінії трансгенних коренів. 
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Як зазначалося, корені, отримані після трансформації рослин за 

допомогою агробактерій, накопичують вторинні метаболіти або запасні 

сполуки, які властиві для тої чи іншої рослини [195-200], причому в 

трансформованих коренях вміст таких сполук може бути вищий за вміст в 

коренях рослин дикого типу. Так, концентрація полісахаридів в 

трансгенних коренях Echinacea purpurea була вищою, ніж у вихідних 

рослин [200]. Концентрація вітаноліда в трансгенних коренях Withania 

sominifera була більш ніж у 2 рази вищою, ніж у нетрансформованих [200]. 

Шляхом A. rhizogenes–опосередкованої трансформації отримано корені 

Glycyrrhiza uralensis з підвищеним синтезом флавоноїдів [201]. 

У результаті генетичної трансформації можуть змінюватись 

фізіологічні та біохімічні характеристики рослин. Такі зміни можуть бути 

як прогнозовані (у випадку перенесення гена, що відповідає за ознаку, яка 

змінюється), так і непрогнозовані (у випадку перенесення гена, що 

відповідає за іншу ознаку). Так, у трансгенних рослин тютюну із геном 

хлоропластної Cu/Zn-СОД спостерігали прогнозоване підвищення 

активності цього ферменту і, як наслідок, збільшення стійкості до 

оксидативного стресу, спричиненого впливом низьких температур [786]. 

Рослини тютюну, що мали ген VTE1 (токоферолциклази – ферменту, що 

бере участь у біосинтезі токоферолу) з Arabidopsis та культивувались в 

умовах посухи, відрізнялись більш високим вмістом токоферолу та 

низьким рівнем перекисного окислення ліпідів, а також меншим вмістом 

пероксиду водню у порівнянні з рослинами дикого типу в умовах посухи 

[787]. Трансгенні рослини, які мали гени, що кодують ферменти синтезу 

того чи іншого осмоліту, наприклад, гліцинбетаїну або проліну [788, 789], 

мали підвищений вміст цих сполук у порівнянні з рослинами дикого типу 

та були більш стійкими до дії абіотичних стресів. Після перенесення в 

геном рослин генів фруктозілтрансферази (6-SFT) з ячменю відбувалось 

значне підвищення синтезу інуліну (запасного фруктану цикорію) [438].  
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Разом з тим, можуть відбуватися не прогнозовані (неочікувані) 

фізіолого-біохімічні зміни у рослин після генетичної трансформації.  Так, у 

рослин із геном фітоєнсинтетази спостерігали підвищений вміст α- та β-

каротину [790];  кукурудза із геном Bt-токсину містила у стеблі підвищену 

кількість лігніну у порівнянні із контролем [791], рослини рису із геном 

синтезу гліцину сої відрізнялись підвищеним вмістом білка та вітаміну В6 

[792]. Показано пришвидшення росту (зменшення часу проростання 

насіння з 6-8 діб до 3-4 діб) та накопичення сухої маси (на 80-100 %) 

рослинами тютюну з геном гемоглобіну (VHb) [793]. У рослин тютюну з 

геном леггемоглобіну А сої спостерігали зниження рівня накопичення 

сухої маси (50 %) та зниження рівня перекисного окислення ліпідів (на 

19%), і відповідно підвищенням антиоксидантної активності у порівнянні з 

контролем [794].  

Отримані нами дані свідчать про те, що здатність до накопичення 

фруктозовмісних сполук є видоспеціфічною ознакою, а також змінюється у 

трансгенних лініях коренів одного виду.  Оскільки кожна трансгенна лінія 

є незалежною трансформаційною подією, на синтез та накопичення певних 

сполук може впливати як наявність, так і положення перенесених генів. У 

даному дослідженні у генетичних конструкціях, використаних при 

генетичній трансформації, були відсутні гени, які можуть безпосередньо 

впливати на синтез фруктанів. Отже, варіабельність концентрацій 

фруктанів у трансгенних коренях одного виду рослин можна пояснити 

змінами експресії генів синтезу фруктанів у результаті вбудовування у 

геном та активності чужорідних генів. Наші дослідження показали, що 

генетична трансформація рослин різних видів з генами, які теоретично не 

повинні впливати на фізіолого-біохімічні особливості, призводила до змін 

у накопиченні запасних цукрів. Загалом, у 33% досліджуваних 

трансгенних лініях коренів вміст фруктанів перевищував вміст цих сполук 

у контролі, у 37% був на рівні вмісту у контролі, у 30% був меншим, ніж у 

коренях контрольних рослин. У 100% ліній коренів T.  рorrifolius, 37.5%  
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ліній С. intybus, 50%  ліній  L. sativa вміст фруктанів підвищувався у 

порівнянні з контролем. У трансгенних коренях T.  porrifolius  вміст 

фруктанів був вищим до 4.2 разів, L. sativa – до 2.4 разів, С. intybus до 2.8 

рази у порівнянні з вмістом у коренях контрольних рослин.  

Таким чином, визначено видові відмінності у накопиченні фруктанів 

у «бородатих» коренях рослин С. intybus, A. officinalis, L. sativa, T.  

porrifolius, B. pilosa, отриманих після генетичної трансформації. 

Трансгенні корені рослин усіх досліджуваних видів, отримані з 

використанням як дикого штаму A. rhizogenes A4, так і  A. rhizogenes, що 

несли вектори, у 33 % випадків накопичували у 2.8-4.2 рази (залежно від 

лінії та виду) більше фруктанів у порівнянні з контролем. Найбільша 

кількість фруктанів накопичувалася у трансгенних коренях T. porrifolius, 

отриманих після трансформації диким штамом агробактерій А4 та С. 

intybus, трансформованих агробактеріями з вектором, що ніс ген ifn-α2b. 

Створені трансгенні корені цих лікарських рослин можуть бути джерелом 

для отримання біологічно активних фруктозовмісних цукрів.   

 

6 .2 .1 .3  Підвищення ш вид кост і росту та  р івня  

накопичення  ПФ у «бородатих» кореня х за  використання  

регулятор ів росту. Відомо, що використання регуляторів росту 

дозволяє пришвидшувати накопичення біомаси, що може підвищити 

біотехнологічних потенціал цінних ліній. Ми порівнювали ефективність 

застосування синтетичних регуляторів росту ІМК та α-НОК, а також 

стимулятору росту природного походження Біолан та Чаркор 

(«Агробіотех) для збільшення швидкості росту та підвищення синтезу ПФ 

у культурі «бородатих коренів» цикорія (C. intybus L.) сорту Пала росса, 

трансформованих А. rhizogenes.  

Визначено можливість використання хімічних регуляторів – α-

нафтилоцтової та індолілмасляної кислот для збільшення продуктивності 

(маси та вмісту ПФ) біотехнологічних коренів. Додавання цих сполук до 
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живильного середовища у концентрації 0.5 мг/л призводило до 

пришвидшення росту «бородатих» коренів, збільшення їх маси за 

контрольований період часу (рис. 6.6 в), однак достовірних відмінностей у 

питомому вмісті ПФ не спостерігали. Разом з тим за рахунок збільшення 

маси коренів загальний вміст ПФ (на загальну масу, отриману протягом 30 

діб) збільшувався як при використанні НОК та ІМК, так і при використанні 

регуляторів природного походження (рис. 6.7, в, г).  
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Рис. 6.7  –  Порівняння впливу природних (а, б) та синтетичних 

регуляторів росту (в, г) на питомий (а) та загальний (б, г) вміст ПФ і 

приріст маси (в) у «бородатих» коренях цикорію (30 діб культивування): 

ряд 1 та 2 – лінії «бородатих» коренів; а, б: 1 – вирощування на середовищі 

1/2МС; 2 - 4 – додавання до середовища 1/2МС Біолану у концентрації 2.5, 

5.0 та 10.0 мкл/л; 5 – 7 - додавання до середовища 1/2МС Чаркору у 

концентрації 2.5, 5.0 та 10.0 мкл/л; в, г: 1 – 0.5 мг/л НОК; 2 – 0.5 мг/л ІМК;  

3 – 5 мкл/л Чаркору; 4 – контроль (без регуляторів) 
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Стимулюючий ефект додавання Чаркору був подібний до ефекту, 

спричиненого НОК, однак додавання до живильного середовища ІМК 

призводило до більшого накопичення маси коренів. Ефективність 

регулятору Чаркор була вищою, ніж Біолану. Його додавання до 

живильного середовища 1/2МС призводило до активізації росту коренів, 

збільшення маси до 11,5 разів у порівнянні з контролем (за 30 діб).   

Отже, виявлено можливість прискорення росту «бородатих» коренів 

та підвищення вмісту ПФ за використання як синтетичних, так регуляторів 

росту природного походження. Визначено також різну чутливість до 

регуляторів росту ліній трансгенних коренів. Оскільки кожна лінія 

трансгенних коренів є унікальною (окрема трансформаційна подія), тому, 

можливо, що така специфічна чутливість пов’язана з особливостями 

синтезу ендогенних фітогормонів після перенесення чужорідних генів до 

геному рослин та вбудовування цих трансгенів у різні локуси. Разом з тим, 

виявлений ефект стимулювання росту та різної чутливості ліній 

трансгенних коренів до застосованих регуляторів може бути використаний 

у біотехнологіях вирощування «бородатих» коренів з метою отримання 

більшої біомаси та цільового продукту. 

 

6 .2 .2 .  Вміст артем ізин іну. Одним з об’єктів досліджень були 

рослини A. tilesii, шляхом трансформації яких отримано культуру 

«бородатих» коренів. Метою нашої роботи було дослідження 

особливостей отриманих трансгенних коренів практично недослідженого 

виду роду Artemisia, алеутського полину стосовно накопичення 

артемізиніну у порівнянні з коренями контрольних рослин. 

 Отримані трансгенні корені накопичували у процесі культивування 

in vitro артемізинін, сполуку з антималярійними властивостями, у кількості 

до 0,03% сухої маси (рис. 6.8). У коренях контрольних рослин за таких 

самих умов вирощування вміст артемізиніну становив 0,039 % сухої маси, 

вміст артемізиніну у листках рослин – 0,03% сухої маси. При цьому корені 
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вирощували за простих умов на середовищі 1/2МС (не використовували 

елісітори, спеціальні умови вирощування). 

 
 

 

  
Рис. 6.8 – Хроматографічне визначення вмісту артемізиніну у 

трансгенних коренях (а, б), коренях (в) та листках (г) культивованих in 

vitro контрольних рослин A. tilesii 

 

0,016% СМ 
 

0,039% СМ 
 

0,03%СМ 
 

0,03% СМ 
 

г 

в 

б 

а 



 245 

Відомо, що рослини роду Artemisia різних видів синтезують 

артемізинін, сполуку з протималярійними властивостями. Підвищений 

інтерес до артемізиніну пов’язаний з його високою ефективністю при 

лікуванні малярії [795]. Для A. rhizogenes-опосередкованої трансформації з 

метою можливого подальшого отримання ліній з високим вмістом 

артемізиніну використовували рослини A. dubia, A. indica, A. vulgaris, A. 

absinthium, A. annua [461, 556, 562-564]. За літературними даними вміст 

артемізиніну у коренях in vivo культивованих рослин полину різних видів 

становив: для  A.annua – близько 0,025, A.vulgaris - 0,015, A.indica, 

A.dracunculus та A.dubia – 0,01% сухої маси [462]. Разом з тим, вміст 

артемізиніну у рослинах алеутського полину досі не визначали, оскільки 

цей вид рослин практично не досліджений. Отримані дані свідчать про те, 

що у рослинах цього виду також синтезується артемізинін, причому у 

досить великій кількості, до 0,03% сухої маси. Раніше нами було показано, 

що отримані лінії трансгенних коренів відрізняються фенотипово, а також за 

швидкістю росту. Ці лінії також відрізняються і за рівнем накопичення 

артемізиніну. «Бородаті» корені A. tilesii однієї з ліній синтезували артемізинін у 

кількості, яка не відрізнялася від рівня накопичення сполуки у коренях 

контрольних рослин. 

Нині хімічний синтез артемізиніну є комерційно невигідним, тому 

дослідження щодо розроблення системи синтезу спрямовано на отримання з 

рослин, вирощених у природних умовах, або з біотехнологічних рослин, або з 

трансгенних мікроорганізмів [796-799, 800-802]. Артемізинін можна 

отримувати з вирощуваних у польових умовах рослин A.annua у кількості 25-

74 кг/га [797]. Разом з тим, фактори середовища  (склад ґрунту, температура, 

зволоження тощо) впливають на ріст рослин у польових умовах [798]. Щодо 

використання мікроорганізмів для продукування антималярійної сполуки, 

розроблено біотехнологію отримання трансгенних мікроорганізмів 

Saccharomyces cerevisiae та Escherichia coli, які продукують попередників 

артемізиніну аморфа-4,11-дієн та артемізинову кислоту. Рівень продукування 
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цільових сполук є достатньо високим. Наприклад, у модифікованих дріжджах 

S. cerevisiae накопичувався  аморфа-4,11-дієн у кількості до 40 г/л або до 1,6 г 

артемізинової кислоти [800, 801]. Разом з тим, за мікробного синтезу не можна 

отримати кінцевий продукт артемізинін, отже, необхідним є додаткових 

хімічний досинтез. Тому, незважаючи на значно менший рівень накопичення 

артемізиніну у трансгенних коренях, використання «бородатих» коренів, за 

умови отримання ліній, які відрізняються швидким приростом біомаси та 

високим рівнем накопичення сполуки, може бути ефективним. 
 

6.3 Біологічна активність екстрактів з трансгенних коренів  

лікарських рослин різних видів 

 

6 .3 .1 .  Протимікробна  активн ість. Рослини рути духмяної 

відомі як такі, що синтезують сполуки з протимікробною активністю. Тому 

саме ці рослини було обрано для визначення впливу генетичної 

трансформації на наявність/відсутність протимікробної активності у 

екстрактах з трансгенних коренів. Порівнювали протимікробну активність 

етанольних та ДМСО екстрактів з трансгенних коренів та контрольних 

рослин рути.  Тестування проводили диск-дифузним методом. У якості 

тестових використовували бактерії, ізольовані з різних природних 

біотопів: Micrococcus luteus 3201, Sporosarcina aquimarina 188n2, 

Microbacterium trichothecenolyticum 3208 (о. Галіндез, Антарктика), Bacillus 

simplex 3s2, Bacillus mojavensis 2s1 (Крим, Україна, гіперсололе озеро), 

Kocuria carniphila Н7 та Micrococcus luteus Н8 (пустеля Негев, Ізраїль), 

Bacillus subtilis  subsp. Spizizenii 1т3, Bacillus licheniformis 7т1 (Мертве 

море, Ізраїль), Chryseobacterium shigense 15А1, Kocuria sp. 3А (літоральна 

зона оз. Байкал, Росія), Сitrobacter freundii (Сумська обл., Україна), 

Arthrobacter oryzae, Rhodococcus erythropolis (Карстова порожнина 

Мушкарова яма, Україна) [804-808], а також патогенні та умовно патогенні 

бактерії Escherichia coli В906, Staphylococcus aureus В918 з колекції 
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Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К.Заболотного НАН України. 

Отримані дані свідчать про наявність антимікробної активності як у 

екстрактів з вихідних рослин рути, культивованих in vitro, так і у 

отриманих «бородатих» коренів (табл. 6.6, рис. 6.9). 

Таблиця 6.6-  

Протимікробна активність екстрактів з трансгенних коренів 

рути  

Екстракти або антибіотики* № 
 

Вид 
 1 2 3 4 Окс Тет Гм Цф 

  Зона затримки росту, мм 
Ізраїль, Мертве море (гіперсолоні зразки) 

1т3 Bacillus subtilis  
subsp. spizizenii   

15 19 13 15 11 25 17 29 

7т1 Bacillus 
licheniformis 

17 17 15 17 0 27 19 27 

Україна, Крим (гіперсолоні озера) 
2s1 Bacillus mojavensis 17 17 15 15 0 27 17 27 
3s2 Bacillus simplex 19 23 13 13 0 31 27 21 

Антарктика, о. Galindez (грунти)   
3201 Micrococcus luteus 29 27 27 23 0 31 21 19 
3208 Microbacterium 

trichothecenolyticum 
0 0 0 0 0 19 17 31 

Антарктика, о. Galindez (кліф, лишайник)   
188n2 Sporosarcina 

aquimarina 
19 21 19 15 11 35 29 29 

Літоральна зона озера Байкал 
3А Kocuria sp. 17 19 19 15 15 29 27 25 
15А1 Chryseobacterium 

shigense 
0 0 0 0 0 0 0 0 

Грунт пустелі Негев, Ізраїль 
Н7 Kocuria carniphila 27 29 25 29 0 0 0 0 
Н8 Micrococcus luteus 37 45 27 35 0 25 17 18 

Сумська обл., річка Грунь (болото) 
 Сitrobacter frendii 0 0 0 0 0 0 17 29 

Карстова порожнина Мушкарова яма, (глина) 
 Arthrobacter oryzae 37 39 35 35 0 35 13 17 
 Rhodococcus 

erythropolis 
15 17 17 15 0 13 25 37 
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Продовження таблиці 6.6 
 Патогенні 
В918 Staphylococcus 

aureus 
13 15 9 13 32 14 18 26 

В906 Escherichia coli 0 0 0 0 28 11 20 18 
* 1, 2 – спиртовий та ДМСО екстракт з трансгенних коренів; 3, 4 – 
відповідні екстракти з рослин рути; Окс – оксацилін; Тет – 
тетрациклін; Гм- гентаміцин; Цф - ципрфлоксацин 

 

Бактерії Escherichia coli були нечутливими до усіх досліджуваних 

екстрактів. Екстракти з «бородатих» коренів і з контрольних рослин 

пригнічували ріст бактерій Staphylococcus aureus (зона відсутності росту 

до 15мм). Стійкими до дії усіх екстрактів виявилися лише бактерії 

Chryseobacterium shigense і Сitrobacter freundii. Разом з тим, як екстракти з 

асептически вирощуваних рослин, так і з трансгенних коренів, виявили 

активність проти Micrococcus luteus, Sporosarcina aquimarina, Bacillus 

simplex, Kocuria carniphila, Bacillus subtilis subsp. spizizenii, причому в 

деяких випадках активність екстрактів з трансгенних коренів була вищою, 

ніж активність екстрактів з вихідних рослин.  

Наприклад, діаметр зони відсутності росту Micrococcus luteus (Негев) 

при використанні екстракту з трансгенних коренів склав 37 і 45 мм, а при 

використанні екстрактів з рослин - 26 і 35 мм (відповідно етанольний і 

ДМСО екстракти). Дуже чутливими до екстрактів були також бактерії 

Arthrobacter oryzae, ізольовані з грунту карстової печери Мушкарова яма, 

діаметр зони відсутності росту становив 37-39 мм та 35 мм відповідно при 

тестуванні екстрактів з трансгенних коренів та контрольних рослин. Для 

Bacillus simplex ці показники склали відповідно 19 і 23 мм (екстракти з 

коренів), 13 і 13 мм (екстракти з рослин). Слід відзначити, що для 

приготування екстрактів з коренів і рослин використовували однакове 

співвідношення маса зразка / обсяг екстрагента (0,4 г / 1,5 мл). 
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Рис.  6.9 – Визначення протимікробної активності екстрактів з 

рослин та «бородатих» коренів рути духмяної диск-дифузним методом: а – 

Micrococcus luteus, б –  Rhodococcus erythropolis, в – Bacillus subtilis  subsp. 

Spizizenii, г –   Kocuria sp. 
 

Отже, «бородаті» корені рути духмяної зберігали здатність 

синтезувати сполуки з антимікробними властивостями, які притаманні 

рослинам цього виду, причому у ряді випадків (наприклад, при тестуванні 

на Micrococcus luteus) антимікробна активність екстрактів з трансгенних 

коренів виявилася навіть вищою, ніж у контролі. Отримані дані становлять 

інтерес, оскільки екстракти з трансгенних коренів рути пригнічували ріст 

ряду мікроорганізмів, ізольованих з різних біотопів, а також патогенних 

бактерій Staphylococcus aureus. Рослини R. graveolens L., багаторічної 

трав'янистої рослини сімейства Rutaceae, давно відомі наявністю 

алкалоїдів (0,2-1,4%) і ефірних олій (до 0,7% сухої маси) [626]. Є дані 

щодо того, що екстракт із рути може бути використаний як антисептичний, 

інсектицидний засіб [624, 625, 632]. Оскільки екстракти з отриманих 

методом Agrobacterium- опосередкованої трансформації коренів рути 

духмяної проявили протимікробну активність, «бородаті» корені R. 

graveolens можуть бути джерелом для отримання сполук з антимікробними 

властивостями. 

 

6 .3 .2 .  Антиоксидантна активн ість екстракт ів . Першим 

етапом було визначення активності рослин, культивованих in vitro (табл. 

6.8). DPPH-активність варіювала у екстрактах з рослин A.tilesii, 

А.officinalis, L.sativa, B.pilosa, C. intybus у межах 61- 92%. 

г в б а 
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Екстракти, отримані з трансгенних коренів різної видової 

приналежності, відрізнялися за здатністю відновлювати DPPH радикал. 

Рівень активності досліджуваних екстрактів трансгенних клонів коренів 

одного виду також значно варіював. Так, антиоксидантна активність 

екстрактів з трансгенних коренів салату коливалася в межах 28±2.56 – 

88±1.60% і у чотирьох лінії з шести досліджуваних перевищувала АОА 

екстракту з коренів контрольних рослин. Протирадикальна активність 

екстрактів з «бородатих» коренів цикорію була досить високою та 

становила 42±12.16 – 95±3.94% у залежності від лінії коренів (рис. 6.10). 

Активність екстрактів з трьох ліній достовірно не відрізнялася від 

активності у контролі, у чотирьох лініях – менша за контрольні показники 

активності. 
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Рисунок 6.10 - Активність екстрактів з трансгенних коренів салату 

(а) та цикорію (б); К – АОА екстрактів з коренів контрольних рослин 

 

Досліджувана активність екстрактів з трансгенних коренів 

лікарських рослин не перевищувала DPPH активність екстрактів з 

контрольних коренів.  Так, DPPH активність екстрактів з «бородатих» 

коренів козельців не відрізнялася від активності екстрактів з коренів 

контрольних рослин (у трьох лініях), або була меншою за АОА у контролі 

(у двох лініях) та становила 37±5.34 – 82±12.09% (рис. 6.10, а). У 

екстрактах з трансгенних коренів полину та причепи рівень 

антиоксидантної активності достовірно не відрізнявся від АОА екстрактів 

з контрольних коренів та становив відповідно 68±10.96 – 94±6,96% і 

б а 
к к 
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49±16.00 - 72±10.40%, а у контролі – 82±6.11 та 65±5.60% (рис. 6.10, б, в).  

Водні екстракти з трансгенних коренів алтеї проявляли DPPH активність у 

границях   28±4.2 – 81±13.8% . (рис. 6.11, г). 
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Рисунок 6.11 - Антиоксидантна активність екстрактів з трансгенних 

коренів козельців (а),  полину (б), причепи (в), алтеї (г); К – АОА 

екстрактів з коренів контрольних рослин 

 

Біологічна роль антиоксидантної системи в організмі повязана із 

захистом геному, мембран та ферментів від активних форм кисню [809]. 

Система антиоксидантного захисту включає ряд сполук різної хімічної 

будови, у тому числі низькомолекулярні, які блокують вільні радикали 

(вітаміни Е та С), а також ферменти (наприклад, супероксиддисмутаза, 

каталаза) та інші сполуки (у тому числі глутатіон, флавоноїди), які здатні 

знижувати рівні активних форм кисню [810-812]. Вільні радикали, які 

містять кисень, у тому числі супероксид радикал, пероксид водню Н2О2, 

гідроксильні радикали є реактивними молекулами, які окислюють 

сполуки-компоненти клітин, зокрема, ліпіди, білки та ДНК [811-812]. 

а б 

в г 
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Вони, як правило, знаходяться у балансі зі сполуками з антиоксидантними 

властивостями, які є системою захисту організму від окисного 

ушкодження.  Дисбаланс між наявними вільними радикалами та активність 

системи антиоксидантного захисту призводить до виникнення 

оксидативного  стресу, який, у свою чергу, може викликати пошкодження 

ДНК та провокувати розвиток захворювань, в тому числі онкологічних 

[812].  Антиоксиданти допомагають підтримувати більш низькі рівні 

наявності вільних радикалів і, таким чином, відіграють захисну роль у 

клітинах [813]. Сполуки з антиоксидантними властивостями 

використовуються у лікарських формах для захисту організму від 

оксидативного стресу та для нейтралізації вільних радикалів. Є синтетичні 

сполуки з антиоксидантними властивостями, але їх використання не 

завжди безпечне – вони є токсичними для клітин печінки та можуть 

виявляти мутагенний ефект. Тому начасі стає пошук більш безпечних 

природних антиоксидантів рослинного походження, тобто сполук, які 

природно синтезуються у рослинах. Рослини є природним джерелом 

біологічно активних сполук, у тому числі з антиоксидантною властивістю, 

що дозволяє використовувати їх для профілактики захворювань, які 

викликаються збоями у системі антиоксидантного захисту організму [814, 

815]. Існують рослини, як їстівні, так і лікарські, які мають підвищений 

вміст сполук з антиоксидантними властивостями [817-821]. Разом з тим, 

використання біотехнологічних методів дозволяє у ряді випадків 

підвищити рівень накопичення у клітинах рослин сполук з цінними 

лікувальними властивостями, зокрема, антиоксидантів. Це відбувається як 

наслідок генетичної трансформації, яку рослинний організм сприймає як 

стресовий фактор та реагує зміною біохімічних та фізіологічних реакцій. 

Рівень антиоксидантної активності може бути показником ступеню дії 

стресових факторів на рослини, за яким можна оцінити інтенсивність дії 

таких факторів, у тому числі, генетичної трансформації як стресового 

фактору.  
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 Отримано  дані стосовно того, що перенесення чужорідного гена 

(трансгенез) до геному рослин є біотичним стресовим фактором [822]. 

Відповідь рослин на дію стресорів проявляється у зміні фізіологічних та 

біохімічних параметрів, зокрема,  кількості білка , запасних речовин, вмісті 

фотосинтетичних пігментів та їх співвідношенні, активності 

антиоксидантної системи, в тому числі ферментів – супероксиддисмутази, 

пероксидази та ін. [402, 823- 825].  

У рослин після дії стресових факторів, може підвищуватися рівень 

накопичення цінних сполук [825, 826]. Аналогічний ефект справляє і  

генетична трансформація як біотичний стрес. Так, раніше нами було 

показано відмінності у активності пероксидази та супероксиддисмутази у 

трансгенних рослинах цикорію, отриманих шляхом трансформування з 

використанням Agrobacterium tumefaciens [827].  Підвищення рівня 

накопичення сполук з антиоксидантною протирадикальною активністю у 

трансгенних рослинах є позитивним моментом для практичного 

використання цих рослин як джерело антиоксидантів. 

  У наших дослідження використовували їстівні та лікарські рослини, 

які відомі як джерело сполук з антиоксидантними властивостями. Так, 

екстракти з рослин B.pilosa містять антиоксиданти – флавоноїди та 

поліфеноли [828, 829], зокрема, екстракти з рослин цього виду захищали 

еритроцити від оксидативного пошкодження [830]. Рослини козельців 

також синтезують сполуки з антиоксидантними властивостями [831-833].  

Широко використовувані як салатні культури рослини Lactuca sativa 

та Сichorium intybus також мають антиоксидантні властивості [834-839].  

Наприклад, було визначено наявність антиоксидантів в рослинах L. sativa, 

а також можливість підвищення антиоксидантних властивостей шляхом 

термічної обробки при 80°С і, таким чином, температурного інгібування 

поліфенолоксидази [837]. Цикорій салатних сортів, особливо забарвлених,  

визнано як джерело антиоксидантів -  антоцианів та поліфенолів [838]. У 

моделі іn vivo при використання екстрактів цикорію виявлено дозозалежне 
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підвищення активності каталази, супероксиддисмутази та глутатіон-S-

трансферази [839]. 

Рослини алтеї накопичують сполуки з антиоксидантними 

властивостями, оскільки вони містять поліцукри, альфа-токоферол, 

флавоноїди з протекторними властивостями [540, 841]. Так, водний 

екстракт з алтеї виявляв протирадикальну активність, демонстрував до 

96.4%  інгібування перокислення лінолевої кислоти [841]. Рослини A.tilesii 

досі практично не досліджені. Разом з тим відомо, що у рослин роду 

Artemisia синтезуються  біологічно активні сполук, зокрема, алкалоїди, 

флавоноїди  та поліфеноли, а екстракти з цих рослин мають 

антиоксидантні властивості  [842-845].   

У проведених нами дослідженнях визначено, що генетична 

трансформація тільки у декількох випадках призводила до підвищення 

рівня антиоксидантної DPPH активності екстрактів з трансгенних коренів. 

Наприклад, у двох ліній «бородатих» коренів  L. sativa  DPPH активність 

була вищою за активність екстрактів з коренів контрольних рослин. 

Активність екстрактів з трансгенних коренів цикорію і козельців також 

залежала від лінії досліджуваних коренів. Вона або не відрізнялася від 

активності у контролі, або була нижчою за активність екстрактів з коренів 

контрольних рослин. Екстракти з трансгенних коренів A. tilesіі та B. pilosa 

за рівнем DPPH активності не відрізнялися від контролю. Отже, генетична 

трансформація у ряді випадків призвела до зміни (підвищення або 

зниження) рівня антиоксидантної протирадикальної активності, що є 

свідченням впливу трансформування та перенесення чужорідних генів до 

рослин. Слід відзначити, що такі зміни не є детерміновані перенесеними 

генами, оскільки не виявлено залежності від того, які агробактерії (дикого 

типу або такі, що несли вектори з генами ifn-α2b або esxA), було 

використано для трансформування, а також від використаного для 

трансформації вектора (відрізнялися, зокрема, промоторами гена ifn-α2b). 

Отже, отримані дані щодо відмінностей у рівні антиоксидантної 
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протирадикальної активності є результатом саме процесу трансформації та 

наявності чужорідних генів, а відмінності у рівні АОА екстрактів з різних 

ліній коренів, очевидно, є наслідком неконтрольованості місця 

вбудовування трансгенів. Отримання ліній «бородатих» коренів салату та 

алтеї з підвищеним рівнем протирадикальної активності свідчить про 

можливість підвищення природного рівня АОА у рослин після генетичної 

трансформації, а такі рослини/корені є джерелом природних 

антиоксидантів рослинного походження. 

 

6 .3 .3.  УФ-протекторна активність . Вивчаючи УФ-

протекторну активність екстрактів з трансгенних рослин та коренів 

цикорію, мотивовувалися наявними даними щодо УФ-протекторної 

активності екстрактів з рослин Cichorium endivia. Зокрема, Enk зі 

співавторами [846] було визначено, що екстракти з рослин цього виду 

попереджували УФ-індуковану появу піримідінових димерів та експресію 

мРНК IL-6 у культивованих кератиноцитах людини. Метою наших 

досліджень було визначення наявності УФ-протекторної активності у 

екстрактів з рослин цикорію, близького до C. endivia виду, та порівняння з 

відповідною активністю екстрактів з трансгенних рослин та «бородатих» 

коренів з метою визначення впливу генетичної трансформації на 

відповідну активність. 

При визначенні можливої протекторної активності екстрактів з 

трансгенних коренів використовували у якості моделі «бородаті» корені та 

трансгенні рослини цикорію (рис. 6.12). Тестування на ізольованих 

лімфоцитах людини проводили методом кометного електрофорезу, який 

дозволяє аналізувати рівень пошкоджень молекул ДНК на рівні окремих 

клітин [847]. Дію стресового фактору моделювали, опромінюючи клітини 

УФ променями, 40 Дж/м2 (довжина хвилі 280 нм). При дії УФ на молекулу 

ДНК відбувається утворення тимінових димерів та можлива одночасна 

активація фотоліази, яка повинна забезпечувати репарацію. Тимінові 
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димери виникають унаслідок взаємодії між собою в одному ланцюгу 

ДНК сусідніх тимінових залишків з утворенням ковалентної зшивки.  

Було визначено, що у позитивному контролі (без опромінення 

клітин, без обробки їх екстрактом) відсоток ДНК у хвості комети становив 

6,0-9,8%. У негативному контролі без додавання екстрактів та з УФ-

опроміненням відсоток ДНК становив 13,7 – 16%, що свідчить про 

наявність індукції розривів, тобто про ефективний вплив УФ-опромінення 

(табл. 6.7, рис. 6.13, 6.14).  

 
 

 

 

 

Рисунок 6.12– «Бородаті» корені цикорію, які були використані для 

приготування екстрактів для тестування ДНК-протекторної активності 

В оброблених екстрактом і опромінених клітинах відсоток ДНК у 

хвості комети становив 3,4-4,0% при додаванні 200 мкл екстракту до 

живильного середовища. Отримані результати вказують на те, що 

використані екстракти виявляли захисні властивості, знижуючи ступінь 

пошкодження ДНК в опромінених ультрафіолетом клітинах у 3,6-4 рази. 

Слід відзначити, що не було достовірних відмінностей при використанні 

екстрактів з трансгенних та контрольних коренів. Попереднє інкубування 

екстрактів при температурі +60°С не призводило до достовірних 

відмінностей у отриманих результатах щодо відсотку ДНК у хвості комет. 

Таким чином, можна визначити, що у захисті клітин від пошкоджуючої дії 

ультрафіолетового опромінення беруть учать сполуки небілкової природи. 

Можливо, такий ефект обробки рослинним екстрактом пов’язаний з 

антиоксидантними властивостями фруктозовмісних цукрів, виявлених 

раніше [848], а також з участю фруктанів у регуляції генів, що активуються 
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у відповідь на оксидативний стрес [478]. Оскільки екстракт, підданий 

температурній обробці, не мав містити фізіологічно активних білків, 

можна припустити, що небілкові сполуки, флавоноїди або фруктани, 

виконували роль УФ-протектора. Такі припущення узгоджуються із 

даними ізраїльських дослідників [846], які визначили наявність УФ-

протекторних властивостей у екстракту з рослин C. endivia, рослини, які у 

природних умовах, так само як і C. intybus, накопичують значну кількість 

фруктанів. 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.13 – Результати кометного електрофорезу: а – контроль 

без УФ-опромінення; б – УФ-опромінення, без обробки екстрактом; в -  

УФ-опромінення, обробка екстрактом  

 

Табл. 6.7–  

Відсоток ДНК у хвості комет при дослідженні дії екстрактів  

Cichorium intybus 

% ДНК у хвості комет при використанні 
екстрактів зі зразків* 

 

№ 

 

Варіант експерименту 1 2 3 
1 Без опромінення 7,6±2,3% 9,8±2,6% 6,0±2,1%, 
2 УФ опромінення 16±3% 13,7±3,2% 13,9±4,1% 
3 УФ опромінення 

+ 100 екстракт 10,0±2%, 7,1±2,5% 5,2±1,0% 
4 УФ опромінення 

+ 200 екстракт 4,0±1,0%. 3,4±0,8%. 3,8±1,0%. 
* 1 – корені контрольних рослин, 2, 3 – «бородаті» корені 

 

a б в 
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Рис. 6.14 – Порівняння частки ДНК у хвостах комет, детектовані при 

кометному електрофорезі лімфоцитів, підданих УФ-опроміненню та 

оброблених екстрактом з коренів цикорію 
 

Отже, короткочасне, протягом 30 хв, інкубування лімфоцитів 

периферійної крові з екстрактами рослин C. intybus призводило до 

значного зниження пошкоджуючої клітини дії УФ опромінення, що 

визначалося в зменшенні відсотка ДНК, детектованого у хвості комет при 

кометному електрофорезі.  

Не виявлено достовірних відмінностей у відсотку ДНК у хвості 

комет при використанні контрольних та трансгенних рослин. Отже, у 

рослинах цикорію є сполуки, які здатні захищати клітини від 

пошкоджувальної дії ультрафіолетових променів, а у трансгенних коренях 

зберігається ця природна здатність.  

Отримані нами дані щодо наявності УФ-протекторної активності 

екстрактів з трансгенних та контрольних зразків цикорію узгоджуються з 

даними Enk зі співавторами [846], які проводили експерименті на рослинах 

іншого виду роду Cichorium. Виявлення такої активності свідчить про те, 



 259 

що екстракти рослин цикорію, зокрема, з культури «бородатих» коренів, 

можуть бути використані як УФ-протектори в косметології та медицині.  

 

Отже, було досліджено можливість накопичення у трансгенних 

коренях біологічно активних сполук, властивих для певного виду рослин, а 

також можливість синтезування рекомбінантних білків та наявність 

біологічної активності у екстрактів з трансформованих ліній. 

Підсумовуючи отримані результати, можна визначити, що створені 

трансгенні корені або рослини синтезували як природні для рослин 

сполуки, зокрема, фруктани та артемізинін [654, 850, 851], так і 

рекомбінантні білки відповідно до перенесених генів (інтерферон або 

антигени мікобактерій [668, 849, 854]).  

Вміст природних біологічно активних сполук коливався у значних 

межах у різних трансгенних лініях та міг бути як вищим, так і дещо 

меншим, ніж у контролі. Визначено, що екстракти з трансгенних ліній 

виявляли біологічну активність, порівняну з активністю екстрактів з 

контрольних рослин, або навіть вищу, ніж у контролі [668, 827, 852]. Такий 

феномен підвищення рівня біологічної активності (наприклад, 

антимікробної активності екстрактів з трансгенних коренів рути духмяної 

[853]) може бути використаних для відбору зразків з підвищеною 

продукцією біологічно активних сполук. Трансгенні корені або рослини 

також накопичували рекомбінантний інтерферон, причому активність 

екстрактів (визначена як інтерфероноподібна активність проти вірусу 

везикулярного стоматиту) мала значну варіабельність як міжвидову, так і 

між окремими лініями коренів одного виду [668, 729, 768, 849]. Рівень 

такої активності у обраних лініях був достатньо високим та сягав 98000 

МО/г маси.  

Таким чином, доведено, що отримані трансгенні лінії здатні 

синтезувати рекомбінантні білки, при цьому не втрачаючи здатність 
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накопичувати природні для того чи іншого виду біологічно активні 

сполуки.  

Особливий інтерес становить створення культури «бородатих» 

коренів, оскільки такі корені можуть вирощуватися у біореакторах. При 

цьому контрольованими є параметри культивування (температура, склад 

живильного середовища) та вихід синтезованих у коренях сполук.  

Прикладом практичного використання біотехнологічних коренів є 

практика компанії «Rootec», яка пропонує як джерело біологічно активних 

сполук (атропін, антиоксиданти, анабазин, УФ-протекторні сполуки, 

камфотецин, кумарини, алкалоїди та ін.) культивовані in vitro корені таких 

видів рослин як Atropa belladonna, Carlina acaulis, Nicotiana glauca, 

Nicotiana tabacum, Ocimum basilicum, Ophiorrhiza mungos, Pelargonium 

reniforme, Solanum dulcamara та ін. 

(http://www.rootec.com/en/products/health). 

 Отримані нами культури «бородатих» коренів рослин різних видів, у 

тому числі лікарських, які відрізняються підвищеним рівнем синтезу 

біологічно активних сполук, можуть також бути використані при їх 

вирощуванні у біореакторах як джерело цінних БАС з широким спектром 

активності (противірусна, антимікробна, антиоксидантна тощо). 
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РОЗДІЛ 7 

СТВОРЕННЯ КОЛЕКЦІЇ ТРАНСФОРМОВАНИХ РОСЛИН І 

КОРЕНІВ ЛІКАРСЬКИХ ТА ЇСТИВНИХ КУЛЬТУР 

 

Результатом проведеної роботи з генетичної трансформації рослин 

стало створення колекції трансформованих рослин та «бородатих» коренів. 

У колекціє є трансгенні рослини п’яти видів, Cichorium intybus, Lactuca 

sativa, Tragopogon porrifolius, Ruta graveolens, Lemna minor, а також також 

«бородаті» корені рослин семи видів – Cichorium intybus, Lactuca sativa, 

Tragopogon porrifolius, Artemisia tilesii, Bidens pilosa, Althaea officinalis, 

Ruta graveolens (табл. 7.1). 

Таблиця 7.1 –  

Видовий та кількісний склад колекційних зразків трансгенних 

рослин та наявність перенесених генів 

№ 
п/п 

Вид рослин Трансформація Перенесені 
гени 

Зразок Кількість 
зразків 

1 Cichorium 
intybus 

A. rhizogenes rolB «Бородаті» 
корені 

2 

2 Cichorium 
intybus 

A. rhizogenes rolB, nptII, 
esxA 

«Бородаті» 
корені 

2 

3 Cichorium 
intybus 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

«Бородаті» 
корені 

10 

4 Cichorium 
intybus 

A. rhizogenes rolB Рослини 2 

5 Cichorium 
intybus 

A. rhizogenes rolB, nptII, 
esxA 

Рослини 2 

6 Cichorium 
intybus 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

Рослини 10 

7 Cichorium 
intybus 

A. tumefaciens nptII, esxA Рослини 4 

8 Lactuca 
sativa 

A. rhizogenes rolB «Бородаті» 
корені 

2 

9 Lactuca 
sativa 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

«Бородаті» 
корені 

10 

10 Lactuca 
sativa 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

 

Рослини 2 
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Продовження таблиці 7.1 
11 Lactuca 

sativa 
A. tumefaciens nptII, ifn-α2b Рослини 2 

12 Tragopogon 
porrifolius 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

Рослини 2 

13 Tragopogon 
porrifolius 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

«Бородаті» 
корені 

2 

14 Tragopogon 
porrifolius 

A. rhizogenes rolB «Бородаті» 
корені 

5 

15 Artemisia 
tilesii 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

«Бородаті» 
корені 

8 

16 Bidens 
pilosa 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

«Бородаті» 
корені 

6 

 Bidens 
pilosa 

A. rhizogenes rolB «Бородаті» 
корені 

2 

17 Althaea 
officinalis 

A. rhizogenes rolB, ifn-α2b 
nptII 

«Бородаті» 
корені 

13 

18 Althaea 
officinalis 

A. rhizogenes rolB «Бородаті» 
корені 

5 

19 Ruta 
graveolens 

A. rhizogenes rolB «Бородаті» 
корені 

2 

20 Ruta 
graveolens 

A. rhizogenes rolB Рослини 2 

21 Lemna 
minor 

A. rhizogenes nptII, esxA Рослини 1 

 
Колекція нараховує 96 зразків, у тому числі 27 ліній трансгенних 

рослин та 69 ліній «бородатих» коренів.  

Визначено, що екстракти з колекційних зразків виявляють: 

- УФ-протекторну  (C. intybus),  

- антимікробну (R. graveolens),  

- противірусну (C. intybus, A. officinalis, B. pilosa, L. sativa, A. tilesii) 

біологічну активність.  

Наявність такої активності  дає підстави вважати отримані колекційні 

зразки потенційним джерелом цінних біологічно активних сполук, що 

можуть бути використані у медицині, ветеринарії та косметології. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ 

Важливим етапом біотехнологій отримання трансгенних рослин та 

культури «бородатих» коренів є створення ефективної системи генетичної 

трансформації. Наявність ефективної методики дозволяє скорочувати час, 

необхідний для створення трансгенних ліній, а також отримувати більшу 

кількість рослин або кореневих ліній.  

У результаті досліджень нами було оптимізовано методику 

генетичної трансформації рослин, яка може бути застосована для 

трансформування з використанням як A. rhizogenes, так і A. tumefaciens 

рослин різних видів. Доведено, що оптимальними умовами трансформації, 

які дають можливість ефективно отримати трансформовані рослини або 

«бородаті» корені, є такі: культивування протягом трьох діб на 

живильному середовищі без антибіотиків; на четверту добу додавання до 

середовища цефотаксиму; ще через добу – додавання селективного 

антибіотика. Використання такої оптимізованої схеми трансформації 

дозволило отримати зелені у селективних умовах рослини з частотою до 

100% (за виключенням трансформування рослин рути та ряски). За 

використання оптимізованої методики з високою частотою було створено 

трансгенні рослини та «бородаті» корені цикорію та салату, причому не 

спостерігали утворення нетрансформованих (білих, чутливих до 

канаміцину) рослин, що свідчить про ефективність відбору 

трансформованих ліній [663, 666, 667, 726]. 

Низька частота генетичної трансформації рути та ряски пов’язана з 

фізіологічними особливостями рослин цих видів – наявністю 

протимікробної активності у рослин рути духмяної та невразливості 

рослин ряски, що належить до класу однодольних, до ураження 

агробактеріями. Разом з тим, доведено принципову можливість отримання 

трансгенних рослин цих видів за використання запропонованої методики. 

Отже, проведеними дослідженнями щодо генетичної трансформації 

ряду їстівних та лікарських видів рослин визначено, що метод 
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Agrobacterium-опосередкованої трансформації може бути успішно 

застосований для отримання трансгенних рослин та культури «бородатих» 

коренів. Так, отримано трансгенні рослини C. intybus  з селективним геном 

nptII та цільовим геном антигена Mycobacterium tuberculosis, а також 

культури трансгенних коренів з використанням бактерій A. rhizogenes A4 з 

генами esxA, ifn-α2b та з використанням дикого агропінового штаму 

A. rhizogenes A4. Створено трансгенні рослини (трансформація A. 

tumefaciens) та «бородаті» корені (трансформація A. rhizogenes) Lactuca 

sativa з цільовим геном ifn-α2b з частотою трансформації до 83%; культури 

трансгенних коренів A. officinalis, B. pilosa, A. tilesii з геном ifn-α2b з 

частотою трансформації відповідно до 100%, 84% та 100% [729, 730, 733].  

Підтверджено, що усі аналізовані рослини мали перенесені гени. 

Отже, оптимізована методика дозволяє в умовах селекції отримати саме 

такі рослини або корені, які дійсно мають перенесені гени. Однак, у ряді 

біотехнологічних ліній спостерігали явище «мовчання» цільового гена, 

зокрема, у 37,5% аналізованих ліній цикорію. Разом з тим, у 

біотехнологічних лініях L. sativa «мовчання» цільового гена не виявлено. 

Незважаючи на наявність у декількох ліній «мовчання» цільового гена (що 

зустрічається досить часто при трансформуванні ядерної ДНК), 

застосування запропонованої методики є достатньо ефективним, оскільки 

дозволило отримати рослини/корені, які мають цільовий ген, що 

транскрибується. 

Запропонована оптимізована методика трансформації була 

застосована також для трансформації рослин класу однодольних, які 

раніше не трансформували з використанням A. rhizogenes через 

невразливість рослин цього виду. Методом генетичної трансформації з 

використанням A. rhizogenes уперше створено трансгенні рослини ряски 

L.minor, причому формування трансгенних рослин відбувалося шляхом 

прямої регенерації з пазушних меристем без стадій утворення «бородатих 

коренів» та калюсу [702]. Запропонований спосіб трансформації рослин 
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ряски та пряме отримання рослин при трансформуванні A. rhizogenes 

дозволяє значно скоротити час отримання трансгенних рослин та 

створювати трансформовані рослини ряски з генами, що становлять 

практичний інтерес. 

Метод A.rhizogenes-опосередкованої трансформації нами вперше 

використано для отримання культури трансгенних коренів лікарських 

рослин A.tilesii, T.porrifolius, B. pilosa [730, 733], причому частота 

коренеутворення була високою та становила відповідно до 100%, 59.4% та 

84%. Методом ПЛР загальної ДНК було підтверджено наявність 

селективного та цільового генів. Отримані дані свідчать про те, що бактерії 

A. rhizogenes можуть бути використані з високою ефективністю для 

перенесення до рослин названих видів генів інтересу. 

Незважаючи на те, що екстракти з рути духмяної пригнічували ріст 

агробактерій, шляхом подовження терміну кокультивування експлантів з 

суспензією агробактерій до 6-8 діб було отримано «бородаті» корені.  

Таким чином, запропонована методика трансформування, модифікована 

зміною терміну кокультивування з агробактеріями, може бути застосована 

і для трансформації рослин, що мають протимікробну активність. 

Дослідженнями визначено можливість та особливості регенерації 

пагонів з «бородатих» коренів рослин салату, цикорію, козельців та рути. 

Формування пагонів на біотехнологічних коренях цикорію, козельців та 

рути відбувалося спонтанно в умовах освітлення та не вимагало наявності 

регуляторів росту у живильному середовищі. У той же час, регенерація 

пагонів салату з культури біотехнологічних коренів виявилася 

гормонозалежною та вимагала додавання до живильного середовища 

регуляторів росту кінетину та НОК. Дослідженнями регенерованих пагонів 

визначено наявність у аналізованих зразках перенесених генів, так само як 

і у вихідних коренях. Отже, метод A.rhizogenes-опосередкованої 

трансформації може бути використаний не тільки для отримання культури 



 266 

«бородатих» коренів рослин L. sativa, C. intybus, R. graveolens та 

T.porrifolius, але також і для створення трансгенних рослин цих видів. 

Отже, метод Agrobacterium-опосередкованої трансформації був 

ефективно використаний для отримання біотехнологічних рослин та 

культури «бородатих» рослин ряду лікарських та їстивних культур – L. 

minor,  C. intybus,  L. sativa, T. porrifolius, A. officinalis, B. pilosa, R. 

graveolens, A. tilesii. Оптимізація методики трансформації дозволила 

отримати трансформовані лінії кожного з досліджуваних видів рослин з 

високою ефективністю (наприклад, для рослин цикорію, салату, алтеї, 

причепи, полину) або визначити умови для отримання трансгенних коренів 

рослин, які мають антимікробні властивості (рута). Також уперше 

показано можливість прямого отримання трансгенних рослин  L. minor з 

використанням  бактерій A. rhizogenes. Уперше здійснено трансформацію 

рослин B. pilosa, A. tilesii та отримано ряд ліній «бородатих» коренів. 

Продемонстровано, що при використанні оптимізованої методики можна 

не тільки з високою частотою отримати трансгенні корені з 

бактеріальними rol генами, але й перенести до рослин різних видів гени, 

які кодують синтез білків медичного призначення. Так, ген ifn-α2b людини 

було вперше перенесено до рослин цикорію, салату, козельців, полину,  

алтеї, причепи, гени антигенів мікобактерій – до рослин цикорію та ряски. 

Результатом роботи є колекція досі відсутніх трансгенних рослин та 

коренів їстивних та лікарських рослин, які мають гени інтерферону-α2b 

людини або гени esxA та fbpB антигенів M. tuberculosis  та які є джерелом 

біологічно активних сполук.  

Визначено ряд особливостей впливу генетичної трансформації на 

фенотипові та фізіологічні ознаки трансгенних коренів рослин, які 

належать до різних видів трьох родин (Compositae, Rutaceae, Malvaceae). 

Вони виражалися у лінієспецифічних особливостях росту «бородатих» 

коренів (швидкість росту, ступінь галуження, довжина кореневих 

волосків), появі неспецифічного забарвлення, регенерації пагонів, 
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індукованій регуляторами росту або спонтанній. Такі особливості були 

характерні для усіх досліджуваних рослин незалежно від виду. 

Використання різних векторних конструкцій та перенесення різних генів 

(цільових, селективних та генів агробактерій) для трансформування 

призвело до  однакового впливу на рослини та процес формування 

«бородатих» коренів рослин досліджуваних видів. Отже, виявлені 

фенотипові та фізіологічні особливості у першу чергу залежали від 

наявності саме генів агробактерій та не залежали від того, які гени 

додатково були перенесені при трансформації до рослин. Разом з тим, 

виявлено і видоспецифічність фенотипових особливостей отриманих 

«бородатих» коренів, що, вірогідно, пов’язано з характерними рисами 

рослин того чи іншого видів. Наприклад, значне потовщення трансгенних 

коренів рослин козельців співвідноситься з характерними рисами, які 

притаманні кореням рослин цього виду, а дуже швидка регенерація пагонів 

з трансгенних коренів цикорію пов’язана з особливістю цього виду 

формувати нові рослини з кореневища. 

Отримані «бородаті» корені усіх видів рослин мали характерні риси 

–галуження, негативний геотропізм, гормононезалежний ріст. Однак, 

виявлено і фенотипові особливості, зокрема, ступінь галуження, 

опушеність та товщина коренів, їх забарвлення, фізіологічні особливості  – 

різна швидкість росту, здатність до спонтанної або індукованої 

регенерації. Відмінності між лініями отриманих коренів виявлялися у 

швидкості росту (для усіх видів рослин); товщині коренів (особливо для 

козельців, алтеї); значної опушеності (у полину); ступені галуження 

(невисокий у козельців); наявності специфічного забарвлення коренів 

(причепа); позеленінні при вирощуванні в умовах освітлення (алтея); 

неявно вираженому негативному геотропізмі (козельці); спонтанній 

(цикорій, козельці, рута) або індукованій (салат) регенерації пагонів; 

відсутності регенерації при вирощуванні на живильних середовищах з 

додаванням регуляторів росту для алтеї, причепи, полину. Трансгенні 
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корені усіх досліджуваних видів рослин та усіх ліній зберігали свій 

характерний фенотип та мали перенесені гени при тривалому (до п’яти 

років) культивування in vitro. 

Важливим завданням, яке ставилося, було дослідження можливості 

одночасного синтезування у трансгенних лікарських рослинах ряду видів 

рекомбінантних та природних сполук, можливість підвищення рівня 

накопичення останніх у трансгенних рослинах, а також дослідження того, 

чи є видові особливості у накопиченні та біологічні активності 

рекомбінантних білків. Створення трансгенних рослин/коренів, які 

одночасно здатні синтезувати декілька біологічно активних сполук, у тому 

числі рекомбінантних, дає можливість отримувати ці сполуки, синтезовані 

у рослинних клітинах, а відбір найбільш продуктивних ліній – 

підвищувати ефективність та технологічність отримання БАС.  

Ми використовували створені трансгенні корені як модель для 

дослідження впливу перенесених генів на синтез природно синтезованих у 

рослинах досліджуваних видів БАС: фруктозовмісних поліцукрів з 

широким спектром лікувальних властивостей; рівень антиоксидантної 

активності; на синтез вторинних метаболітів на прикладі артемізиніну. 

Визначено особливості накопичення рекомбінантного інтерферону у лініях 

різних видів, отриманих після трансформування, рівень противірусної 

активності екстрактів з трансгенних ліній рослин досліджуваних видів 

[778-782], а також можливість накопичення у біотехнологічних рослинах 

антигенів мікобактерій. Створені трансгенні рослини L. minor, що несли 

гени esxA::fbpB мікобактерій, дійсно синтезували рекомбінантний білок-

аналог секреторних білків ESAT6 та AG85B Mуcobacterium tuberculosis у 

кількості 0,4-0,5 мкг на 1 грам сирої маси. Зберігання ліофілізованих 

рослин протягом 1,5 років не призводило до повної деградації 

досліджуваних білків, хоча вміст цих білків знижувався порівняно з 

вмістом у культивованих in vitro рослинах. Таким чином, рослини L. minor 
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можуть бути запропоновані як об’єкт генетичної інженерії для створення 

рослин-продуцентів антигенів, у тому числі антигенів мікобактерій. 

Доведено, що рослини C. intybus, A. officinalis, T. porrifolius, A. tilesii, 

L. sativa, які мають перенесений ген інтерферону-α2b людини, можуть 

синтезувати  рекомбінантний інтерферон (до 2766,66 пг/г маси, «бородаті» 

корені A. officinalis), причому виявлено видо- та лінієспецифічні 

відмінності у рівні накопичення сполуки [668, 729, 850]. Вміст 

інтерферону був органоспецифічним у тих рослин, які було 

трансформовано геном ifn-α2b під контролем коренеспецифічного 

промотору Mll, оскільки сполуку детектовано у екстрактах з 

біотехнологічних коренів та вона була майже відсутня у екстрактах з 

регенерованих пагонів. Необхідно відзначити також, що рівень 

накопичення інтерферону не мав органоспецифічності у зразках, 

отриманих трансформацією вектором з геном ifn-α2b під контролем 

конститутивного 35S промотора. 

Раніше [298, 299, 304, 377-379] було показано, що інтерферон-α2b 

людини не тільки може синтезуватися в рослинних клітинах, але й має 

відповідну біологічну активність. Детектована у отриманих нами 

біотехнологічних коренях кількість інтерферону є невеликою порівняно з 

рівнем накопичення сполуки після транзієнтної експресії або після 

трансформування хлоропластної ДНК. Разом з тим, експериментальні дані 

підтверджують біологічну (противірусну) активність інтерферону, 

синтезованого у рослинній системі, а саме у використаних в 

експериментах лікарських та їстівних рослинах. Наприклад, екстракти з 

трансгенних коренів салату при тестуванні на клітинах MDBK виявили 

активність в межах 595...14062 МО/г сирої маси рослин або 132...11545 

МО/мг загального розчинного білка. Висока противірусна активність 

виявлена у екстрактах з трансгенних коренів A.tilesii  (до 98437 МО/г маси 

або 28065,89 МО/мг ЗРБ), А.officinalis (до 40760 МО/г маси або 12453,44 

МО/мг ЗРБ). Виявлені відмінності рівня активності екстрактів з різних 
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ліній одного виду рослин, вірогідно, є наслідком вбудовування 

перенесених генів до різних локусів, що може призводити до зміни їх 

активності, а також активності інших генів через наявність перенесених 

чужорідних генів та самої трансформації як стресового фактору. Отримані 

результати [849] дали можливість відібрати лінії, що відрізнялися високою 

противірусною активністю, зокрема, «бородаті» корені A.tilesii з 

активністю до 98437 МО/г маси, що перевищує наявні у літературі дані 

щодо противірусної активності екстрактів з трансгенних рослин різних 

видів, А.officinalis з активністю 40760 МО/г маси, L.sativa – 14062 МО/г 

маси, що є співставним з найкращими результатами, отриманими при 

визначенні противірусної активності трансгенних рослин інших видів. 

Результати експериментів дають підстави стверджувати, що досліджувані 

рослини є ефективною біотехнологічною системою та можуть бути 

використані для синтезування біологічно активного рекомбінантного 

інтерферону.  

Результатами досліджень підтверджено припущення щодо того, що 

створені трансформовані рослини/корені здатні синтезувати не тільки 

рекомбінантні білки, але й сполуки, притаманні досліджуваним видам. 

Зокрема, визначено, що у трансгенних лініях накопичуються 

фруктозовмісні цукри [765-767, 850, 851], запасна сполука артемізинін 

[769], антиоксиданти [768, 852], сполуки з антимікробними властивостями 

[853]. Відмічено варіабельність вмісту цукрів у біотехнологічних лініях. 

Так, у 33% досліджуваних трансгенних лініях коренів вміст фруктанів 

перевищував вміст цих сполук у контролі, у 37% був на рівні вмісту у 

контролі, у 30% був меншим, ніж у коренях контрольних рослин. У 100% 

ліній коренів T.  рorrifolius, 37.5%  ліній С. intybus, 50%  ліній  L. sativa 

вміст фруктанів підвищувався у порівнянні з контролем. У трансгенних 

коренях T.  porrifolius  вміст фруктанів був вищим до 4.2 разів, L. sativa – 

до 2.4 разів, С. intybus до 2.8 рази у порівнянні з вмістом у коренях 

контрольних рослин. Оскільки у експериментах з трансформації не 
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використовували гени, які можуть безпосередньо впливати на синтез 

фруктанів, відмінності у концентрацій цих сполук  у лініях «бородатих» 

коренів одного виду рослин можна пояснити змінами експресії генів 

синтезу у результаті вбудовування у геном чужерідних генів.  

Визначено, що використання у якості стимуляторів росту препаратів 

природного походження «Чаркор» та «Біолан», розроблених ДП МНТЦ 

«Агробіотех» дозволяє прискорити ріст «бородатих» коренів та збільшити 

загальний вміст фруктанів [766]. Аналогічний ефект щодо росту 

біотехнологічних коренів спричинювали НОК та ІМК. Отже, ці сполуки 

також можуть бути використані для інтенсифікації росту отриманих 

культур «бородатих» коренів.  

Рівень АОА екстрактів з трансгенних коренів варіював у різних 

лініях трансгенних коренів. Так,  АОА салату коливалася у межах 28±2,56 

– 88±1,60% і у чотирьох лінії з шести досліджуваних перевищувала АОА 

екстракту з коренів контрольних рослин. У трансгенних коренях 

відбувався також синтез сполук з протимікробною активністю. Тестування 

проводили з використанням рослин рути, яка відома за наявністю такої 

активності. Доведено, що антимікробна активність етанольних та ДМСО 

екстрактів з трансгенних коренів R. graveolens була навіть вищою, ніж у 

екстрактах з контрольних рослин [853].  

Отже, отримані трансгенні корені лікарських та їстівних рослин – 

причепи, полину, рути, алтеї, козельців, салату та цикорію – зберігали свої 

природні властивості, зокрема, синтезували запасні цукри, вторинні 

метаболіти, сполуки з антиоксидантними та протимікробними 

властивостями. Одночасно у клітинах  «бородатих» коренів синтезувалися 

і рекомбінантні сполуки, кодовані наявністю перенесених при генетичній 

трансформації генів. Таким чином, створені трансгенні рослини та корені 

можуть бути використані одночасно як джерело природних та 

рекомбінантних біологічно активних сполук. 
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Базуючись на отриманих даних, можна стверджувати, що 

біотехнологічні підходи за використання Agrobacterium-опосередкованої 

трансформації є ефективним шляхом для створення їстівних та лікарських 

рослин, які є продуцентами природних для рослин та рекомбінантних 

біологічно активних сполук. Визначено, що рослини різних видів (B.pilosa, 

A.tilesii, А.officinalis, L.sativa, C. intybus) здатні синтезувати інтерферон 

людини, який є біологічно активним та виявляє противірусну активність.  

Наявність перенесених генів та синтез рекомбінантного білка не 

призводять до припинення синтезу природних для даних видів біологічно 

активних сполук, зокрема, фруктозовмісних цукрів, артемізиніну, сполук з 

антиоксидантною та антимікробною активністю. Раніше не досліджена 

можливість накопичення у біотехнологічних рослинах та коренях 

одночасно декількох сполук з різною біологічною активністю, як 

природних, так і рекомбінантних, є новим знанням у фундаментальному 

вивченні активності перенесених при генетичній трансформації, їх впливу 

на природний метаболізм трансгенних рослин, а також підвищує 

технологічність та перспективність використання створених колекційних 

ліній їстівних та лікарських рослин, особливо «бородатих» коренів, для 

продукування цінних сполук медичного призначення у рослинній системі.  

Новизна отриманих результатів полягає у тому що уперше: 

- запропоновано підходи для оптимізації методики генетичної 

трансформації та їх застосування при отриманні біотехнологічних 

лікарських рослин різних видів; 

- методом Agrobacterium tumefaciens-опосередкованої 

трансформації отримано трансгенні рослини C. intybus та L. sativa 

з геном інтерферону-α2b людини або генами антигенів 

Mycobacterium tuberculosis; 

- застосовано A.rhizogenes для трансформування рослин Lemna 

minor  та створено напряму без отримання культури «бородатих» 

коренів трансгенні рослини Lemna minor, які несуть  гени esxA та 
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fbpB антигенів ESAT6 та AG85B M. tuberculosis і синтезують 

цільовий білок; 

- визначено можливість генетичної трансформації лікарських та 

їстивних рослин L. sativa, A. tilesii, B. pilosa, T. porrifolius з 

використанням A.rhizogenes та створено культури «бородатих» 

коренів, у тому числі такі, що мають ген інтерферону-α2b 

людини; 

- кількісно визначено, що у культурі трансгенних коренів 

одночасно накопичуються як природні для рослин сполуки 

(фруктозовмісні цукри, артемізинін), так і рекомбінантні білки 

(інтерферон-α2b людини, антигени M. tuberculosis). 

Результати проведених досліджень дають можливість розв’язати 

важливу наукову проблему, яка стосується розроблення високоефективної 

біотехнології генетичної трансформації та синтезу біологічно активних 

сполук у рослинних клітинах, що може бути застосована для створення 

біотехнологічних рослин різних видів, у тому числі лікарських та їстівних. 

Було отримано трансгенні лінії та створено колекцію «бородатих» коренів 

і трансгенних рослин лікарських та їстівних культур видів C. intybus, L. 

sativa, R. graveolens, A. tilesii, A. officinalis, B. pilosa, T. porrifolius, L. minor, 

які є одночасно продуцентами природних для цих видів та рекомбінантних 

біологічно активних сполук. 
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ВИСНОВКИ 

 

Розроблено ефективні біотехнологічні підходи з використанням 

Agrobacterium-опосередкованої трансформації (Аgrobacterium tumefaciens 

та A.rhizogenes) для отримання «бородатих» коренів або трансгенних ліній 

рослин класу Дводольних (Cichorium intybus, Lactuca sativa,  Ruta 

graveolens, Artemisia tilesii, Althaea officinalis, Bidens pilosa, Tragopogon 

porrifolius) та Однодольних (Lemna minor) з генами, що кодують синтез 

інтерферону-α2b людини або антигенів ESAT6-Ag85B мікобактерій. У 

отриманих біотехнологічних рослин та «бородатих» коренів зберігається 

здатність до синтезу природних біологічно активних сполук, а також 

одночасно синтезуються рекомбінантні білки. Створені колекційні 

рослини і «бородаті» корені лікарських та їстівних видів є джерелом 

сполук з антиоксидантною, протимікробною, УФ-протекторною, 

противірусною активностями. 

1. Вперше шляхом A. rhizogenes-опосередкованої трансформації отримано 

культури «бородатих» коренів рослин L. sativa, A. tilesii, B. pilosa, 

T.porrifolius.  

2. Оптимізований метод A. tumefaciens та A. rhizogenes-опосередкованої 

трансформації  дозволяє отримати «бородаті» корені або трансгенні 

рослини шести видів класу Дводольних (C. intybus, L. sativa,  A. tilesii, 

A.officinalis, B.pilosa, T. porrifolius) з частотою трансформації до 100%. 

Найбільш важливими факторами, які збільшують частоту 

трансформації, визначено час культивування на середовищі без 

цефотаксиму, тривалість росту без селективного тиску. Встановлено, 

що для трансформації рослин, які виявляють протимікробну активність, 

необхідно подовжити термін кокультивування експлантів з суспензією 

агробактерій. 

3. Продемонстровано можливість перенесення генів інтерферону-α2b 

людини або генів антигенів ESAT6-Ag85B мікобактерій до їстівних та 
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лікарських рослин C. intybus, L. sativa, A. tilesii, A. officinalis, B. pilosa, 

T.рorrifolius шляхом агробактеріальної трансформації.  

4. Встановлено, що трансгенні рослини L. minor (клас Однодольні) можна 

отримати шляхом A. rhizogenes-опосередкованої трансформації, 

уникаючи етапу отримання культури «бородатих» коренів.  

5. Доведено, що трансгенні рослини та «бородаті» корені C. intybus, 

L.sativa, A. tilesii, A.officinalis, B. pilosa, T. porrifolius, L. minor здатні 

синтезували рекомбінантний інтерферон або антигени мікобактерій. 

Зокрема, «бородаті» корені рослин C. intybus, L. sativa,  A. tilesii, 

A.officinalis, B. pilosa, T. porrifolius, до яких було перенесено ген ifn-α2b, 

здатні накопичувати інтерферон-α2b людини у кількості до 2766,66 пг/г 

маси, а трансгенні рослини з геном esxA::fbpB здатні синтезувати 

відповідний рекомбінантний антиген ESAT6-Ag85B мікобактерій у 

кількості 0,5 мкг/г сирої маси (ряска). 

6. Екстракти з трансгенних рослин досліджуваних видів та «бородатих» 

коренів з геном ifn-α2b людини виявляють противірусну активність. 

Рівень такої активності є видо-, ткане-  та лінієспецифічним і становить, 

зокрема,  у A.tilesii до 98437 МО/г маси, А.officinalis – до 40760 МО/г 

маси, L.sativa – до 14062 МО/г маси, C.intybus – до 2250 МО/г маси. 

7. Встановлено, що у трансгенних рослинах та «бородатих» коренях 

C.intybus, L.sativa,  A. tilesii, A.officinalis, B. pilosa, T. porrifolius 

синтезуються не тільки рекомбінантні білки, але й одночасно сполуки, 

які накопичуються у цих рослинах у природних умовах, зокрема, 

запасні фруктозовмісні цукри – до 190 мг/г маси (у трансгенних 

коренях T. porrifolius) та вторинний метаболіт артемізинін – до 0,03% 

сухої маси (у «бородатих» коренях A. tilesii). 

8. Виявлено як видові, так і лінієспецифічні відмінності у накопиченні 

фруктанів у «бородатих» коренях рослин С. intybus, A. officinalis, 

L.sativa, T.  porrifolius, B.pilosa незалежно від використаного для 

трансформації вектора. Продемонстровано, що трансгенні корені усіх 
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досліджуваних видів рослин, отримані з використанням як дикого 

штаму A. rhizogenes A4, так і  A. rhizogenes, що несли вектори з 

цільовими генами, у 33 % випадків накопичують у 2.8-4.2 рази (залежно 

від лінії) більше фруктанів порівняно з контролем.  

9. Продемонстрована УФ-протекторна (C. intybus), протимікробна 

(R.graveolens) та антиоксидантна  (C. intybus, L. sativa,  A. tilesii, 

A.officinalis, B.pilosa, T.porrifolius) активність екстрактів з трансгенних 

ліній або культури «бородатих» коренів досліджуваних видів. 

10. Встановлено, що генетична трансформація може призводити до 

підвищення рівня протимікробної активності екстрактів з 

досліджуваних біотехнологічних зразків. Рівень такої активності 

екстрактів з трансгенних коренів R. graveolens був вищим, ніж у 

контролі, при тестуванні на культурах бактерій Staphylococcus aureus 

В918, Bacillus subtilis subsp. spizizenii 1т3, Bacillus simplex 3s2, 

Micrococcus luteus 3201, Sporosarcina aquimarina 188n2.  

11. Показано, що лінії трансгенних коренів усіх досліджуваних видів 

рослин C.intybus, L. sativa,  A. tilesii, A. officinalis, B. pilosa, T. porrifolius, 

R. graveolens  відрізняються за фізіологічними параметрами, зокрема за 

швидкістю росту, наявністю специфічного забарвлення, ступенем 

галуження, що дозволяє використовувати цю особливість для відбору 

найбільш продуктивних зразків. 

12. За використання розроблених підходів для Agrobacterium-

опосередкованої трансформації створено колекцію продуцентів спектру 

природних та рекомбінантних біологічно активних сполук, яка 

нараховує 96 колекційних зразків, з них 27 ліній трансгенних рослин та 

69 ліній «бородатих» коренів восьми видів рослин. Екстракти з цих 

рослин є біологічно активними, що може бути використано у 

косметології (як УФ-протектори, антиоксиданти), медицині, ветеринарії 

(екстракти з антимікробними та противірусними властивостями). 
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