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різні частини рослин, зокрема, стебло [1], сім’я-
долі [2], листки [3] тощо. 

Рослини роду Artemisia та Ruta graveolens 
синтезують ряд біологічно активних сполук. Зо-
крема, A. annua, A. vulgaris, A. vestita, A. dubia ві-
домі як джерело вторинних метаболітів та ефір-
них олій. Рослини використовують для лікування 
малярії [4], вони мають протидіабетичні [5], ан-
типротозойні [6], протипухлинні [7] властивості. 
Тому їх можна визначити як такі, що становлять 
інтерес у біотехнологічних дослідженнях із ме-
тою отримання цінних сполук.

Рута запашна – багаторічна трав’яниста 
рослина, поширена у південно-західній частині 
України, у Середземномор’ї, Китаї, Японії, Аме-
риці. Особливістю її хімічного складу є одночас-
на наявність алкалоїдів (0,2–1,4 %) і ефірної олії 
(у сушеній траві – до 0,7 %), флавоноїдного глі-
козиду рутину, фурокумарину бергаптену, алка-
лоїду рутакридону, органічних кислот, вітамі-
нів. Екстракт із рути може бути використано як 
антисептичний, інсектицидний засіб [8]. Актив-
ні інгредієнти з рути зумовлюють протигрибко-
ві властивості, які можуть бути корисними для 
сільського господарства (як альтернативний при-
родний фунгіцид) і медицини (для лікування мі-
козів) [9]. Рутин, що синтезується у рослинах, 
має високу антиоксидантну активність, знижує 
рівень триацилгліцеридів [10]. Доведено проти-
запальну дію рути [11], протипухлинну актив-
ність [12]. Незважаючи на широке використан-
ня рути у традиційній та народній медицині, рос-
лина досі залишається недостатньо вивченою у 
культурі in vitro. Так, є лише декілька публікацій 
щодо генетичної трансформації рути [13].

Метою нашої роботи було визначення опти-
мального типу експланту та параметрів кокуль-
тивування з агробактеріями для оптимізації умов 
трансформації, які можна було б використовува-
ти у подальшому для отримання трансгенних ко-
ренів полину та рути з цільовими генами, які ко-
дують синтез білків медичного призначення.

Генетична інженерія рослин – галузь біотех-
нологічних досліджень, що динамічно розвива-
ється. Поставлені завдання є різноплановими та 
охоплюють дослідження, метою яких є суто фун-
даментальні роботи стосовно, наприклад, функ-
ціонування перенесених генів, а також приклад-
ні дослідження, спрямовані на розроблення біо-
технологій, 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 під-
ходів. До цільових сполук належать як такі, що 
природно синтезуються в рослинах in vivo, так і 
невластиві для рослин (наприклад, тваринного 
або мікробного походження). Використання ме-
тодів генетичної інженерії дає змогу значно під-
вищити рівень накопичення природних рослин-
них БАС.

Agrobacterium-опосередкована трансфор-
мація рослин є першим розробленим методом 
перенесення чужорідних генів. Вона базуєть-
ся на природній здатності ґрунтових бактерій 
Agrobacterium tumefaciens та A. rhizogenes роди-
ни Rhizobiaceae переносити частину свого ге-
нома до клітин рослин. Трансформація з вико-
ристанням A.  rhizogenes є шляхом одержання 
культури «бородатих» коренів, у яких також від-
бувається накопичення БАС, причому досить ча-
сто у більшій кількості, ніж у вихідних рослин, 
що є наслідком перенесення до генома специфіч-
них генів рослин або агробактерій, неспецифіч-
ного впливу перенесених генів тощо. Трансфор-
мовані корені є потенційними продуцентами різ-
них сполук, включаючи антиоксиданти, вторинні 
метаболіти та ін. Відбір найбільш продуктивних 
ліній «бородатих» коренів, які характеризують-
ся швидким ростом та підвищеним рівнем нако-
пичення БАС, культивування їх у біореакторах є 
шляхом до створення біотехнологій отримання 
сполук із лікувальними властивостями. Вихід-
ним матеріалом для трансформації можуть бути 
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праймерами, специфічними до гена rolB (5’-atgga
tcccaaattgctattccttccacga-3’ та 5’‑ttaggcttctttcttcagg
tttactgcagc-3’). Реакцію проводили на ампліфіка-
торі Mastercycler personal 5332 (Eppendorf) з тер-
мостатованою кришкою в пробірках з ультратон-
кими стінками за методикою, описаною раніше 
[16]. Продукти ПЛР аналізували за допомогою 
електрофорезу в 1,5 % агарозному гелі у Tris-бо-
ратній буферній системі.

Для тестування протимікробної активності 
рослинних екстрактів проти A. rhizogenes засто-
совували диск-дифузний метод (National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards, 1993).

Результати та обговорення
У ході вирощування експлантів після ко-

культивування з агробактеріальною суспензі-
єю на живильному середовищі без цефотаксиму 
протягом короткого періоду часу (до 3 діб) отри-
мати «бородаті» корені як полину, так і рути не 
вдалося. Експланти, хоча і не гинули одразу піс-
ля трансформації, коренів не формували. Водно-
час із збільшенням до 4–9 діб (залежно від виду 
рослин) тривалості періоду вирощування на се-
редовищі без цефотаксиму, який пригнічує ріст 
агробактерій, було отримано трансгенні корені. 
Визначено, що найкращим типом експлантів є 
листки. Так, частота трансформації з міжвузль та 
листків становила у A. vulgaris 15 % та 100 %; у 
A.annua 10 % та 10 %; у R. graveolens 2 % та 3 % 
відповідно. За використання коренів у якості екс-
плантів трансгенні лінії отримано не було. Мето-
дом ПЛР було підтверджено наявність у отрима-
них лініях коренів агробактеріального гена rolB 
(рис. з).

Матеріали і методи
Асептичні рослини  Аrtemisia vulgaris L, 

Аrtemisia annua L. та Ruta graveolens L. (рис. а, 
в, д) отримували шляхом поверхневої стериліза-
ції насіння. Для цього насіння послідовно витри-
мували в 70 % етанолі (30 с), 25 % розчині комер-
ційного препарату “Білизна” (10 хв) та промива-
ли тричі по 10 хв у стерильній дистильованій 
воді. Оброблене таким чином насіння пророщу-
вали в чашках Петрі на агаризованому безгор-
мональному середовищі Мурасіге і Скуга [14] зі 
зменшеним удвічі вмістом макросолей (1/2 MС) 
у темряві при 24 °С.

Трансформацію проводили за допомогою 
агропінового штаму A. rhizogenes A4. Бактерії 
вирощували на ротаційному шейкері (200 об/
хв) на середовищі LB [15] з карбеніциліном (100 
мг/л) та рифампіцином (50 мг/л) протягом 24 го-
дин при температурі 28°С. Бактеріальні клітини 
осаджували центрифугуванням (3000g, 10  хв), 
осад ресуспендували в розчині 10 мМ MgSO4. 
Суспензію бактерій використовували для гене-
тичної трансформації досліджуваних рослин.

Для трансформації використовували різні 
типи експлантів – листки, міжвузля, корені. Екс-
планти з попередньо зробленими насічками інку-
бували у бактеріальній суспензії протягом 30 хв, 
далі культивували в чашках Петрі на агаризова-
ному середовищі 1/2 MС протягом 1–9 діб. Піс-
ля цього їх переносили на середовище 1/2 МС, 
до якого додавали 600 мг/л цефотаксиму. Ефек-
тивність застосованого протоколу оцінювали за 
частотою утворення коренів із характерними для 
«бородатих» коренів ознаками (негативний ге-
отропізм, значне галуження, ріст на середовищі 
без регуляторів росту). Частоту коренеутворен-
ня визначали як відношення кількості експлантів 
із коренями характерного фенотипу до загальної 
кількості використаних експлантів, виражене у 
відсотках.

Після формування коренів їх відділяли від 
експлантів та вирощували на агаризованому жи-
вильному середовищі 1/2 МС при температурі 
+24°С. На перших етапах культивування протя-
гом 6 місяців після трансформації використову-
вали середовище, яке містило антибіотик це-
фотаксим у концентрації 600 мг/л для повної елі-
мінації агробактерій.

Загальну рослинну ДНК для проведення 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР)  виді-
ляли відповідно до протоколу [15] ЦТАБ мето-
дом. Аналіз «бородатих» коренів здійснювали 
за допомогою полімеразної ланцюгової реакції з 

Рис. Нетрансформовані рослини (а, в, д) та трансген-
ні корені (б, г, ж) А. vulgaris, А. annua та R. graveolens 
відповідно; електрофореграма продуктів ПЛР аналі-
зу (з) присутності генів rolB у трансгенних коренях 

(М – маркер, к- – ДНК контрольної рослини)
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У наших дослідженнях за оптимізації умов 
трансформації та використання оптимального 
типу експланту (листки) було отримано «борода-
ті» корені полину з частотою до 100 %, причо-
му ми не використовували ацетосерингон. Отже, 
шляхом подовження часу вирощування експлан-
тів на середовищі без цефотаксиму можна отри-
мати «бородаті» корені полину з високою часто-
тою і без застосування сигнальних сполук.

A. rhizogenes LBA 9402 та A4 раніше [13] ви-
користовували для отримання трансгенних коре-
нів рути (експланти – гіпокотилі, пагони та ка-
лус). Лише 5  %  гіпокотилів формували корені 
після кокультивування з агробактеріям штаму 
LBA 9402. Отримати «бородаті» корені за ви-
користання штаму А4 не вдалося через висо-
ку чутливість цих бактерій до сполук, які синте-
зуються у рослинах рути. Отримання трансген-
них коренів тільки за використання гіпокотилів 
автори пояснюють тим, що у клітинах цих зраз-
ків токсичні для бактерій кумарини та фураноку-
марини накопичуються у меншій кількості, ніж у 
калусних клітинах або у зрілих частинах рослин. 
Водночас нами було отримано «бородаті» коре-
ні і за використання зрілих листків вирощуваних 
in vitro рослин рути. Важливим моментом отри-
мання трансгенних коренів визначено збільшен-
ня періоду, через який експланти переносили на 
середовище з цефотаксимом. Отже, збільшення 
часу культивування на середовищі без антибіо-
тика, який пригнічує ріст агробактерій, дозволяє 
здійснити трансформацію та отримати трансфор-
мовані корені R. graveolens.

Висновки
Визначено, що A. rhizogenes може бути ви-

користана для отримання трансгенних коренів 
рослин A. vulgaris, A. annua та R. graveolens. Час-
тота трансформації залежала від типу використа-
ного експланту та часу культивування на живиль-
ному середовищі без цефотаксиму, який призна-
чений для елімінації агробактерій. Найбільша 
частота трансформації (до 100 %), отримана за 
використання листків культивованих in vitro рос-
лин A. vulgaris. Частота трансформації R. grave-
olens була найнижчою (3 %), що пов’язано з на-
явністю сполук, які пригнічують ріст агробакте-
рій. Визначено, що для отримання трансгенних 
коренів рути необхідно значно подовжити термін 
культивування експлантів на живильному сере-
довищі без цефотаксиму.

Оскільки частота трансформації рути вия-
вилася досить низькою, було проведено тесту-
вання екстрактів на наявність активності, що 
пригнічує ріст агробактерій. Визначено, що 
екстракти з рослин R. graveolens дійсно інгібу-
вали ріст A. rhizogenes А4. Діаметр зони відсут-
ності росту бактерій навколо диска з нанесе-
ним екстрактом для водних, ДМСО, етанольних 
та ацетонових екстрактів становив відповід-
но 12±2, 20±2, 22±1 та 19 мм. Отже, виявлені 
проблеми отримання «бородатих» коренів після 
кокультивування експлантів R. graveolens з су-
спензією A. rhizogenes, ймовірно, можна пояс-
нити саме синтезуванням у використаних рос-
линах сполук із протимікробною дією. Подов-
ження терміну культивування експлантів на 
живильному середовищі 1/2 МС без додавання 
цефотаксиму, який інгібує ріст бактерій, до 6–8 
діб дало можливість отримати «бородаті» коре-
ні (рис. ж). Імовірно, за таких умов агробактерії 
частково виживали, розмножувалися та викону-
вали властиву їм функцію перенесення генів до 
клітин рослин.

Досі є лише невелика кількість публіка-
цій з A. rhizogenes-опосередкованої трансфор-
мації A. vulgaris. У проведених експериментах 
[17] частота трансформації варіювала від 38 
% (за використання апексів у якості експлан-
та) до 92,6 % (за використання листя). Визна-
чено відмінності у вірулентності різних шта-
мів агробактерій під час трансформації A. vul-
garis. Найвірулентнішою виявилася бактерія 
A4, що несла вектор, у той час як за транс-
формації агробактерією штаму ATCC15834 
отримати трансгенні корені вдалося лише 
на апексах із частотою до 12,3 %. A. rhizo-
genes-опосередкована трансформація A. an-
nua здійснювалася для дослідження впливу пе-
ренесених генів на накопичення артемізиніну. 
Використовували як дикі штами агробактерій 
A4, 15834, K599, LBA9402, 9365 та 9340 (при 
додаванні ацетосерингону) [18], так і агробак-
терії, що несли гени, які регулюють синтез ар-
темізиніну, наприклад, ген синтезу фарнезил 
дифосфат синтази FDS [19]. За умови викори-
стання диких штамів частота трансформації 
варіювала від 75 % (А4) до 100 % (LBA 9402) 
на листкових та стеблових експлантах, а за ви-
користання агробактерій, що містили вектор із 
геном FDS, частота трансформації листкових 
експлантів становила 40–60 %.
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FEATURES OF AGROBACTERIUM RHIZOGENES-MEDIATED GENETIC TRANSFORMATION 
OF ARTEMISIA VULGARIS L., ARTEMISIA ANNUA L. AND RUTA GRAVEOLENS L. 
MEDICINAL PLANTS
Aim. Аrtemisia vulgaris, Аrtemisia annua, Ruta graveolens «hairy» roots obtaining was the aim of the work. Methods. 
We used A4 A. rhizogenes wild strain for genetic transformation. Leaf, internode and root explants were cocultivated 
with bacterial suspension and transferred onto MS medium. Cefotaxime were added to the medium in 3–9 days after 
transformation. The presence of rolB gene were determined by PCR analysis. Results. Transformation frequency (TF) 
was found to be 15% and 100% (A. vulgaris); 10% and 10% (A. annua); 2 % and 3% (R. graveolens) in case of internodes 
and leaves using respectively. This parameter depended in type of explants and time of it cultivation on the medium 
without cefotaxime. Prolongation of this period has led to TF increasing. PCR analysis proved the presence of rolB genes 
in obtained “hairy” roots. Conclusions. A. vulgaris, А. annua and R. graveolens «hairy» root cultures can be obtained 
using A4 A. rhizogenes-mediated transformation. Leaves were found to be the optimal explants for the effective “hairy” 
roots establishment.
Keywords: “hairy” roots, Artemisia vulgaris, Аrtemisia annua, Ruta graveolens.


