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Отримання трансãенних рослин ендівію Cichorium endivia L. та цикорію C. intybus L.
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Мета. Мета роботи – отримання трансгенних рослин цикорію та ендівію. Методи. Транс-
формацію рослин здійснювали шляхом кокультивування сім’ядоль з Agrobacterium 
tumefacience з вектором рСВ125 (ген bar). Наявність гена bar аналізували за допомогою 
ПЛР. Частоту регенерації трансгенних рослин визначали як співвідношення кількості екс-
плантів, на яких відбувалась регенерація зелених рослин на селективному середовищі, 
до загальної кількості експлантів у відсотках, ефективність – як середню кількість зелених 
рослин на експлант. Результати. Отримано трансгенні рослини Cichorium intybus L. та 
C. endivia L. з геном bar. Частота регенерації рослин цикорію та ендівію після трансфор-
мації становила відповідно 15 та 20 %, ефективність – 8 та 5 рослин на експлант. Виснов
ки. Оптимізовано умови Agrobacterium tumefacience-опосередкованої трансформації 
рослин цикорію та ендівію вектором із геном bar. Частота регенерації трансгенних рос-
лин була вищою у ендівію, проте ефективність регенерації у рослин цього виду виявилась 
нижчою, ніж у цикорію.

Ключові слова: Cichorium intybus, Cichorium endivia, трансформація.

Вñòуп. Ðослини Cichorium endivia L. та C. intybus L. є л³карськиìи, синтезу-
ють ряд б³олог³чно активних речовин – сескв³терпенов³ лактони та гл³козиди 

[1, 2], фенольн³ сполуки [3], ³нул³н [4], куìарини [5], а також використовуються у 
харчуванн³. Ñтановить ³нтерес покращення та ур³зноìан³тнення властивостей 
цих рослин. Îтриìання рослин з новиìи ознакаìи ìожливо за допоìогою ìе-
тод³в б³отехнолог³ї, зокреìа ìетодаìи генетичної ³нженер³ї. 

Äля отриìання трансгенних рослин необх³дною уìовою є наявн³сть ефектив-
них ìетодик регенерац³ї. Íа цей процес у культур³ in vitro впливає наявн³сть коìпо-
нент³в живильного середовища, а саìе ì³неральних елеìент³в та регулятор³в росту. 
Velayutham et al. [6] для усп³шної регенерац³ї рослин цикор³ю in vitro додавали в се-
редовище бензилаì³нопурин (БÀП) та ³ндол³лоцтову кислоту (ІÎÊ). Caffaro et al. [7] та 
Profumo et al. [8] встановили, що для регенерац³ї пагон³в з калюcної тканини доц³льно 
використовувати середовище з 2,4-дихлорфеноксиоцтовою кислотою (2,4 Ä). 

Ìетодаìи генетичної ³нженер³ї створено трансгенн³ рослини C. intybus з³ зì³не-
ниì фенотипоì [9], з геноì ацетолактатсинтази csr1-1, що забезпечує ст³йк³сть до 
герб³циду хлорсульфурону [10], генаìи β-глюкорон³дази (uidA) та неоì³цинфосфо-
трансферази ІІ (npt ІІ) [11], геноì лейкоцитарного ³нтерферону людини іfn-α2b [12]. 
Ñтосовно генетичної трансфорìац³ї рослин енд³в³ю в³доìост³ у доступн³й л³тератур³ 
в³дсутн³.

Ìетою даної роботи було створення трансгенних рослин C. endivia та C. inty-
bus з геноì bar та пор³вняння регенерац³ї трансгенних рослин цих вид³в.
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Òàбëèця. Ñклад живильних середовищ для регенерац³ї рослин цикор³ю та енд³в³ю з с³ì’ядольних екс-
плант³в

Складові середовища
Вміст (мг/л) в середовищах №№

1 2 3 4 5 6 7 8
Макроелементи MS * MS MS MS В5** В5 В5 В5
Мікроелементи MS MS MS MS MS MS MS MS
Вітаміни MS MS MS MS MS MS MS MS
Кінетин 2,5 0,5 - - 2,5 0,5 - -
Бензиламінопурин (БАП) - - 2,5 0,5 - - 2,5 0,5
α-нафтилоцтова кислота (НОК) 0,5 0,05 0,5 0,05 0,5 0,05 0,5 0,05
Морфоліноетансульфонова 
кислота

1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Гідролізат казеїну 300 300 300 300 300 300 300 300
Цукроза 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000
Агар 6000 6000 6000 6000 6000 6000 6000 6000

*– ìакро- та ì³кроелеìенти, в³таì³ни за MS [13]; ** ìакроелеìенти за Â5 [14]

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Âих³дниì ìатер³алоì слугувало нас³ння 

C. endivia L. var latifolium Lam (ф³рìа «ÍÊ-
Åл³т») та C. іntybus L. var foliosum Hegi, сорт 
Пала росса («Åл³тсортнас³ння»). Àсептичн³ 
рослини було отриìано шляхоì поверхневої 
стерил³зац³ї нас³ння [12]. Проростки культи-
вували на агаризованоìу безгорìональноìу 
середовищ³ MÑ при теìператур³ 26 оÑ та 
16-тигодинноìу фотопер³од³. 

Äля визначення складу середовища, 
оптиìального для регенерац³ї рослин C. inty-
bus та C. endivia, с³ì’ядольн³ експланти з по-
передньо зроблениìи нас³чкаìи поì³щали у 
чашки Петр³ на поверхню агаризованих се-
редовищ, склад яких наведено в таблиц³. Äля 
визначення чутливост³ до герб³циду Баста 
рослин енд³в³ю та цикор³ю використовували 
в³дпов³дно середовища № 1 та № 2 з дода-
ванняì 1, 2, 4, 6, 8 або 10 ìг/л герб³циду.

Äля трансфорìац³ї рослин використову-
вали A. tumefacience штаì GV3101 з вектор-
ною конструкц³єю рÑÂ125, Ò-ÄÍÊ якої ì³сти-
ла ген bar та ген ³нтерферону людини inf-
α2b [15]. C³ì’ядольн³ експланти ³з 
попередньо зроблениìи нас³чкаìи кокуль-
тивували ³з суспенз³єю агробактер³ї протя-
гоì 30 хв., п³сля чого експланти переносили 
на середовище № 1 (для енд³в³ю) та № 2 

(для цикор³ю) без антиб³отик³в. П³сля куль-
тивування на цьоìу середовищ³ протягоì 2 
д³б експланти переносили на в³дпов³дн³ се-
редовища ³з 600 ìг/л цефотаксиìу для ел³-
ì³нац³ї агробактер³ї. ×ерез 14 д³б експланти 
переносили на т³ саì³ середовища з Баста у 
концентрац³ї 1 ìг/л (для цикор³ю) або 2 ìг/л 
(для енд³в³ю). ×астоту регенерац³ї транс-
форìованих рослин визначали як в³дно-
шення к³лькост³ експлант³в, на яких утворю-
вались зелен³ пагони, до загальної к³лькост³ 
експлант³в. Åфективн³сть регенерац³ї п³дра-
ховували як середню к³льк³сть зелених рос-
лин на експлант.

Ãеноìну ÄÍÊ вид³ляли ³з зелених листк³в 
стерильних рослин ÖÒÀБ ìетодоì [16]. 
ПËÐ-аìпл³ф³кац³ю геноìної ÄÍÊ проводили 
на аìпл³ф³катор³ Mastercycler personal 
5332 (Eppendorf) з терìостатованою криш-
кою в проб³рках з ультратонкиìи ст³нкаìи. 
Ðеакц³йна суì³ш (20 ìкл) ì³стила однократ-
ний ПËÐ-буфер ³з сульфатоì аìон³ю, 0,2 
ìкÌ прайìер³в до bar гену [4], 200 ìкÌ 
кожного з дезоксинуклеозидтрифосфат³в, 
0,5 од. Taq-пол³ìерази, 10-50 нг ÄÍÊ-
проби. Óìови аìпл³ф³кац³ї: первинна дена-
турац³я – 94 оÑ, 3 хв., 30 цикл³в аìл³ф³кац³ї 
(94 оÑ, 30 сек.– 60 оÑ, 30 сек.– 72 оÑ), оста-
точна пол³ìеризац³я – 72 оÑ, 5 хв.
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Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Першиì етапоì роботи було визначення 

оптиìальних уìов регенерац³ї рослин цико-
р³ю та енд³в³ю. Äля цього використовували 8 
вар³ант³в середовищ з р³зниì вì³стоì ì³не-
ральних елеìент³в (ÌÑ або Â5) та регулято-
р³в росту (к³нетину або БÀП). Ðегенерац³я 
рослин C. intybus та рослин C. endivia дикого 
типу ефективн³ше в³дбувалась на середовищ³ 
ÌÑ, н³ж на середовищ³ B5 (рис. 1). Òак, при 
використанн³ середовища ÌÑ (№№ 1–4) 
частота регенерац³ї рослин цикор³ю та енд³-
в³ю становила 60–100 % та 50–100 % в³дпо-
в³дно, тод³ як при використанн³ середовища 
Â5 (№№ 5–8) – 20-60 % та 5–7 % в³дпов³дно. 
Ñередовище ÌÑ в³др³знялося в³д Â5 вищиì 
вì³стоì азоту у форì³ кат³он³в NH4+ та NO3-. 
Йìов³рно, п³двищення концентрац³ї азоту 
стиìулювало регенерац³ю рослин цикор³ю 
та енд³в³ю.

Рèñ. 1. ×астота регенерац³ї рослин цикор³ю та енд³в³ю 
з с³ì’ядольних експлант³в (склад середовищ №№ 1–8 

наведено в таблиц³): а – C. intybus; б – C. endivia

×астота регенерац³ї рослин цикор³ю 
була вищої при вирощуванн³ на середовищ³, 
що ì³стило к³нетин. Òак, при культивуванн³ 
на середовищ³ № 2 (0,5 ìг/л к³нетину та 0,05 
ìг/л ÍÎÊ) частота регенерац³ї становила 
100 %, тод³ як на середовищ³ № 4 (0,5 ìг/л 
БÀП та 0,05 ìг/л ÍÎÊ) – 70 %. При досл³-
дженн³ уìов регенерац³ї рослин енд³в³ю ви-
значено, що принципове значення ìає не 
ст³льки тип циток³н³ну, що додається до се-

редовища, ск³льки його концентрац³я. Òак, 
при додаванн³ 2,5 ìг/л к³нетину або БÀП 
частота регенерац³ї складала 100 %, тод³ як 
при зниженн³ концентрац³ї цих циток³н³н³в у 5 
раз³в в³дбувалось зниження частоти регене-
рац³ї до 50–60 % в³дпов³дно. Îтже, опти-
ìальниì для регенерац³ї рослин цикор³ю є 
середовище ÌÑ з 0,5 ìг/л к³нетину та 0,05 
ìг/л ÍÎÊ, а для рослин енд³в³ю – ÌÑ з 2,5 
ìг/л к³нетину або БÀП та 0,05 ìг/л ÍÎÊ. 

Було визначено селективну концентра-
ц³ю герб³циду Баста для в³дбору трансфор-
ìованих рослин. При додаванн³ герб³циду в 
концентрац³ї 4, 6, 8, або 10 ìг/л в³дбувалась 
100 %-на загибель експлант³в цикор³ю та 
енд³в³ю. Îптиìальниìи уìоваìи, за яких 
ìожна було зд³йснювати в³дб³р ст³йких рос-
лин, визначено так³: культивування протя-
гоì 14 д³б у присутност³ 1 або 2 ìг/л герб³-
циду (цикор³й та енд³в³й в³дпов³дно); дал³ пе-
ренесення на середовище без Баста до 
початку регенерац³ї; п³сля появи перших ре-
генерант³в перенесення на середовища, що 
ì³стили 1 або 2 ìг/л Баста (цикор³й та енд³-
в³й в³дпов³дно) для в³дбору ст³йких рослин. 

Îтриìання трансгенних рослин цикор³ю 
та енд³в³ю зд³йснювали шляхоì Agro-
bacterium-опосередкованої трансфорìа-
ц³ї. Ðегенерац³я рослин цикор³ю починалася 
через 12 д³б п³сля трансфорìац³ї. ×ерез 2 
доби п³сля початку регенерац³ї експланти 
були перенесен³ на середовище з 1 ìг/г 
герб³циду. Ñт³йк³ до Баста рослини залиша-
лись зелениìи, а решта гинули. 

Åкспланти енд³в³ю спочатку також куль-
тивували на середовищ³ без герб³циду. ×е-
рез 5 д³б п³сля трансфорìац³ї почали фор-
ìуватись д³лянки калюсної тканини. Åкс-
планти було перенесено на середовище з 
2 ìг/л герб³циду та культивовано протягоì 
14 д³б. Äал³ зелен³ д³лянки калюсної тканини 
переносили на середовище ÌÑ з 2,5 ìг/л к³-
нетину, 0,5 ìг/л ÍÎÊ та 600 ìг/л цефотак-
сиìу, але без додавання Баста. За таких 
уìов через 56 д³б п³сля трансфорìац³ї в³д-
бувалась регенерац³я зелених пагон³в, як³ 
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дал³ культивували на селективноìу середо-
вищ³.

×астота регенерац³ї зелених рослин ци-
кор³ю та енд³в³ю на середовищ³ з Баста скла-
дала 15 % та 20 % в³дпов³дно. Åфективн³сть 
регенерац³ї на селективноìу середовищ³ 
рослин енд³в³ю була ìеншою, н³ж рослин 
цикор³ю – 5 та 8 рослин на експлант в³дпо-
в³дно. 

Îтриìан³ зелен³ рослини виб³рково про-
анал³зовано за допоìогою ПËÐ на присут-
н³сть гена bar. Показано наявн³сть даного 
гена в ус³х анал³зованих рослин цикор³ю та 
енд³в³ю (рис. 2).

Рèñ. 2. Ðезультати ПËÐ-анал³зу трансгенних рос-
лин цикор³ю та енд³в³ю: Ì – ìаркер; 1 – плазì³дна 
ÄÍÊ; 2 – ÄÍÊ нетрансфорìованої рослини; 3–4 – л³-
н³ї трансгенних рослин цикор³ю, 5–6 – л³н³ї трансген-
них рослин енд³в³ю

Îтриìан³ результати ПËÐ-анал³зу св³д-
чать про те, що визначен³ уìови регенерац³ї 
та трансфорìац³ї, а також використана кон-
центрац³я герб³циду дозволяє з достатньо 
високою ефективн³стю в³д³брати рослини, 
трансфорìован³ вектороì ³з геноì bar.

Вèñíовкè
Показано, що A. tumefacience ìоже 

бути використана для трансфорìування 
рослин роду Cichorium. Îптиìальниìи 
уìоваìи для регенерац³ї рослин цикор³ю 
визначено культивування с³ì’ядольних екс-
плант³в на середовищ³ ÌÑ з 0,5 ìг/л к³нети-
ну, 0,05 ìг/л ÍÎÊ, а рослин енд³в³ю –на се-
редовищах ÌÑ з 2,5 ìг/л БÀП або к³нетину 
та 0,5 ìг/л ÍÎÊ. ×астота регенерац³ї рос-
лин цикор³ю виявилась ìеншою (15 %) в 
пор³внянн³ з частотою регенерац³ї енд³в³ю 
(20 %). Äля рослин цикор³ю ефективн³сть 

регенерац³ї – 8 рослин на екплант – була 
б³льшою, н³ж у рослин енд³в³ю – 5 рослин на 
експлант. 
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ПÎËÓ×ÅÍÈÅ ÒÐÀÍÑÃÅÍÍЫÕ ÐÀÑÒÅÍÈЙ 
ЭÍÄÈÂÈЯ CICHORIUM ENDIVIA L.  
È ÖÈÊÎÐÈЯ C. INTYBUS L.

Е. Ю. Кваско, Н. А. Матвеева, А. М. Шаховский, 
Н. В. Кучук

Èнститут клеточной биологии и генетической ин-
женерии ÍÀÍ Óкраины 
Óкраина, 03680, Êиев, ул. Заболотного, 148 
e-mail: kvasko.olena@gmail.com

Цåëü. Öель работы – создание трансгенных 
растений эндивия и цикория. Ìåòоды. Òранс-
форìацию растений проводили путеì ко-
культивирования сеìядоль с Agrobacterium 
tumefacience с вектороì рÑÂ125 (ген bar). 
Присутствие гена bar анализировали с поìо-
щью ПÖÐ. ×астоту регенерации трансгенных 
растений определяли как отношение количе-
ства эксплантов, на которых наблюдалась реге-
нерация зеленых растений на селективной сре-
де, к общеìу количеству эксплантов в процен-
тах, эффективность – как среднее количество 
зеленых растений на эксплант. Рåзуëüòàòы. 
Получены трансгенные растения Cichorium 
endivia и C. intybus с геноì bar. ×астота регене-
рации растений цикория и эндивия после транс-

форìации составила соответственно 15 и 20 %, 
эффективность – 8 и 5 растений на эксплант. 
Выводы. Îптиìизированы условия Agrobac-
terium tumefacience-опосредованной тран-
софрìации растений эндивия и цикория векто-
роì с геноì bar. ×астота регенерации зеленых 
растений после трансфорìации была выше у 
эндивия, чеì у цикория, но эффективность ре-
генерации у эндивия оказалась ниже.

Кëючåвыå ñëовà: Cichorium intybus, Cichori-
um endivia, трансфорìация.

OBTAINING OF TRANSGENIC ENDIVE CICHO-
RIUM ENDIVIA L. AND CHICORY C. INTYBUS 
L. PLANTS 

O. Y. Kvasko, N. A. Matvieieva, A. M. Sha-
hovsky, N. V. Kuchuk

Institute of cell biology and genetic engineering 
NAS of Ukraine 
Ukraine, 03680, Kiev, Zabolotnogo str., 148 
e-mail: kvasko.olena@gmail.com

Aim. Îbtaining of transgenic endive and chico-
ry plants was the purpose of our work. Methods. 
Plant transformation was carried out by co-culti-
vation of cotyledons with Agrobacterium tumefa-
cience (vector pCB125). The bar gene presence 
was analyzed by PCR. The frequency of trans-
genic plant regeneration was counted as a pro-
portion of the explants number with regenerat-
ed plants under selective conditions to the total 
number of explants. The efficiency of transge nic 
plant regeneration was estimated as a number of 
green plants per explants. Results. The trans-
genic endive and chicory plants with bar gene 
were obtained using Agrobacterium- mediated 
transformation. The frequency of chicory and 
endive plant regeneration after transformation 
constituted 15 and 20 %, and efficiency – 8 and 5 
plants per explants, respectively. Conclusions. 
The conditions of Agrobacterium tumefacience-
mediated transformation of endive and chicory 
plants by vector with bar gene were optimized. 
The frequency of green endive plants regenera-
tion after transformation was higher than chicory 
plants regeneration but efficiency of endive 
plant regeneration was  lower.

Key words: Cichorium intybus, Cichorium endi-
via, transformation.


