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Резюме 
Наведено результати експериментальних досліджень розвитку в різних культуральних 

системах ранніх ембріонів великої рогатої худоби, отриманих in vitro з деконсервованих 
ооцит-кумулюсних комплексів корів. Установлено, що застосування моношару клітин 
гранульози або кумулюса більш ефективно порівняно з кондиційованими середовищами для 
подальшого розвитку в умовах in vitro зигот великої рогатої худоби, отриманих з 
деконсервованих та дозрілих поза організмом ооцитів корів. 

Приведены результаты экспериментальных исследований развития в различных 
культуральных системах ранних эмбрионов крупного рогатого скота, полученных in vitro из 
деконсервованных ооцит-кумулюсных комплексов коров. Встановлено, что применение 
монослоя клеток гранулёзы или кумулюса более эффективно по сравнению с 
кондициированными средами для последующего развития в условиях in vitro зигот крупного 
рогатого скота, полученных из деконсервованных и дозревших вне организма ооцитов коров. 

Results of experimental researches of development in the various cultural systems of early 
bovine embryos used in vitro from frozen-thawed bovine oocyte-cumulus complexes are resulted. 
It’s set that application of monolayer of granulose or cumulus cells more effectively comparatively 
with conditions mediums for subsequent development of in vitro bovine zygote, used from frozen-
thawed and matured in vitro bovine oocytes. 
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ПРОСТРЕЛ ЧЕРНЕЮЩИЙ (PULSATILLA NIGRICANS STORCK) КАК ОБЪЕКТ 

БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 
 
Прострел чернеющий (Pulsatilla nigricans Stоrck.) семейства лютиковых 

(Ranunculaceae) – сокращающийся в численности, уязвимый вид, занесенный в Красную 
Книгу Украины (2-я категория). Растения этого вида издавна использовались в народной 
медицине при различных нервных и сердечнососудистых заболеваниях. На сегодняшний 
день прострел не относят к официальным препаратам, хотя он достаточно популярен в 
гомеопатии и применяется при заболеваниях нервной системы, кровообращения, желудочно-
кишечного тракта и воспалительных процессах. Биологически активные вещества, 
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обуславливающие лекарственное действие, у P. nigricans практически не исследованы [1]. 
Интенсивное изучение родственных видов P. chinensis (Bunge.) Reg. и P. koreanа (Nakai.) 
привело к обнаружению в их корнях сапонинов люпанового и олеананового рядов, 
обладающих противоопухолевой активностью [2-6]. Разработка биотехнологических 
методов у P. nigricans представляет интерес, прежде всего, для сохранения и клонального 
размножения in vitro этого редкого растения, а так же для создания клеточных и корневых 
культур как источника сырья для получения фармакологически ценных веществ. В связи с 
этим целью работы было введение P. nigricans в асептическую культуру, изучение 
особенностей морфогенеза, создание культуры недифференцированных клеток P. nigricans и 
корневых трансгенных культур, трансформированных Agrobacterium rhizogenes. 

Материалы и методы 
Семена P. nigricans были предоставлены Банком зародышевой плазмы растений 

мировой флоры (ИКБГИ НАН Украины). Поверхностную стерилизацию семян проводили 
согласно разработанной ранее методике [7]. Для прорастания семян использовали 
питательную среду MS/2, в которой была вдвое уменьшена концентрация макросолей и 
сахарозы по сравнению с питательной средой MS [8] и добавлена гибберелловая кислота 
(1 мг/л). Асептические растения выращивали на безгормональной среде SН [9] при +240С и 
16 часовом световом периоде с интервалом субкультивирования три недели. 

Для инициации первичного каллуса по срезам листовых эксплантов использовали 
несколько типов сред на базе минерального состава SH с добавлением разных комбинаций 
регуляторов роста: 1) 2 мг/л дикамба (DC2); 2) 2 мг/л дикамба и 1 мг/л 2-iP (DC2iP1); 3) 
1 мг/л 2-iP (iP1); 4) 2 мг/л TDZ (TDZ2); 5) 2 мг/л TDZ и 1 мг/л NAA (TDZ2NAA1); 6) 1 мг/л 
TDZ и 1 мг/л NAA (TDZ1NAA1); 7) 2 мг/л BAP и 1 мг/л NAA (BAP2NAA1); 8) 1 мг/л BAP и 
1 мг/л NAA (BAP1NAA1); 9) 2 мг/л 2,4-D, 0,5 мг/л NAA, 0,5 мг/л IAA и 0,2 мг/л кинетина 
(4x). 

Для получения корневых трансгенных культур «hairy roots» проводили генетическую 
трансформацию, используя агропиновый штамм Agrobacterium rhizogenes A4. Ночную 
агробактериальную культуру осаждали, далее ресуспендировали питательной средой MS/2 с 
0,2 мМ ацетосерингона и инкубировали 2 часа на шейкере (200 об/мин), а затем проводили 
вакуум-инфильтрацию [10] листовых эксплантов, предварительно культивированных на 
питательной среде 4х в течение 3 дней. После инфильтрации экспланты оставляли на 
фильтровальной бумаге на 2 суток при рассеянном свете, а затем переносили на 
безгормональную среду SH с 500 мг/л цефотаксима для элиминации бактерий. 
Образовавшиеся корни отсекали и переносили на питательную среду того же состава. 

ДНК из растительных тканей выделяли СТАВ-методом [11]. Реакцию амплификации 
ДНК проводили в термоциклере Mastercycler® personal (Eppendorf) с использованием пары 
праймеров, специфических к гену rolB: 5'ATGGATCCCAAATTG CTATTCCTTCCACGA3' и 
5'TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC3' (продукт амплификации 780 п.н.). Для ПЦР 
использовали следующую программу: денатурация 940С/3 мин; 34 цикла (денатурация 
940С/30 с, отжиг 650С/30 с, синтез 720С/45 с); заключительный синтез 720С/3 мин. Продукты 
амплификации фракционировали с помощью электрофореза в 0,7% агарозном геле в трис-
боратном буфере. 

Результаты и обсуждение 
Проведенные исследования по введению P. nigricans в асептическую культуру 

показали, что прострел чернеющий обладает низкой всхожестью семян, и для прорастания in 
vitro необходимо присутствие гибберелловой кислоты в питательных средах. Эффективность 
прорастания составила около 10% на питательной среде MS/2 с добавлением гибберелловой 
кислоты (1 мг/л), на безгормональных же питательных средах семена не прорастали.  

Асептические растения выращивали на безгормональной среде SН. При добавлении в 
питательную среду 0,5 мг/л ВАР происходила пролиферация пазушных почек, что вызывало 
кущение побегов. Использование этой же питательной среды при культивировании листовых 
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эксплантов приводило к прямой регенерации побегов, формировавшихся преимущественно 
вдоль центральных жилок листков (рис. 1а). 

При культивировании листовых эксплантов на питательных средах для каллусогенеза, 
содержащих только цитокинины (iP1, TDZ2) либо только ауксины (DC2), каллус не 
формировался (табл.). Низкая частота формирования и, в дальнейшем, медленный рост 
полученных каллусных культур, наблюдался при использовании питательных сред, в 
которых содержание ауксинов превышало содержание цитокининов (DC2iP1, 4х).  

Таблица  
Особенности образования каллуса листовыми эксплантами P. nigricans в 

зависимости от состава питательной среды 

Среда 
Частота 

образования 
каллуса, % 

Тип каллуса 

DC2 0 - 
DC2iP1 20 белый, рассыпчатый, растет медленно 
iP1 0 - 
TDZ2 0 - 
TDZ2NAA1 100 желто-зеленый, гранулярный, растет быстро, с высокой 

частотой формирует эмбриоидоподобные структуры 
TDZ1NAA1 100 желто-зеленый, гранулярный, растет быстро 
BAP2NAA1 75 зеленоватый, гранулярный, регенерация побегов 
BAP1NAA1 75 зеленоватый, гранулярный, регенерация побегов 
4х 20 темный, рассыпчатый, витрифицированный, растет медленно 

Смещение гормонального баланса в сторону цитокининов приводило к формированию 
морфогенного каллуса. При использовании питательных сред BAP2NAA1 и BAP1NAA1 
наблюдали непрямую регенерацию, частота которой составляла около 25% (отношение 
регенерирующих эксплантов к их общему количеству). При использовании сред TDZ2NAA1 
и TDZ1NAA1 формировался первичный гранулярный быстрорастущий каллус желто-
зеленого цвета. При дальнейшем культивировании на тех же средах каллус формировал 
эмбриоидоподобные структуры (рис. 1б), в количестве 16-20 на чашку Петри за пассаж. 
Эмбриоидоподобные структуры развивались в побеги с частотой 80% лишь при переносе их 
на питательную среду SH с 0,4 мг/л гибберелловой кислоты. Полученные результаты 
указывают на различие между действием TDZ и BAP на морфогенез прострела чернеющего. 
Хотя TDZ по своему морфофизиологическому воздействию на растения относят к 
цитокининам [12], он может стимулировать соматический эмбриогенез подобно ауксинам, 
как было показано для некоторых видов [13-17]. 

 

 
Рис. 1. Морфогенез прострела чернеющего в культуре in vitro: прямой органогенез (а) и 
формирование эмбриоидоподобных структур (б). 

 
Переход к неорганизованному росту в условиях in vitro может сопровождаться 

снижением интенсивности вторичного биосинтеза и/или изменением спектра 
синтезированных веществ [18], тогда как уровень синтеза и накопления вторичных 
метаболитов в «hairy roots» культурах обычно стабилен и соответствует интактому растению 

а б 
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или даже превышает его [19]. Поэтому следующим этапом нашей работы было получение 
корневых трансгенных культур прострела чернеющего. 

Генетическую трансформацию растений P. nigricans проводили с помощью 
агробактерий агропинового штамма A. rhizogenes A4. Прекультивирование эксплантов на 
питательной среде 4x способствовало повышению эффективности генетической 
трансформации (отношение количества эксплантов, формировавших корни после 
агробактериальной трансформации, к суммарному количеству эксплантов). Было 
обнаружено, что P. nigricans является довольно устойчивой к заражению агробактериями, 
т.к. корни формировались с частотой 0-20% в зависимости от опыта (в среднем около 5%). 
Образовавшиеся корни переносили на безгормональную среду SH с цефотаксимом, где они 
медленно росли. Большая часть из них прекращала рост после 2-3 месяцев культивирования, 
тем не менее нам удалось отобрать 6 клонов, способных расти на безгормональной 
питательной среде. Полученные корни не имели типичного фенотипа «бородатых корней», 
хотя и характеризовались отсутствием положительного геотропизма (рис. 2а). Для 
подтверждения переноса TL-фрагмента Т-ДНК плазмиды pRi проводили ПЦР суммарной 
ДНК, выделенной из 3 образцов корневых культур, с использованием праймеров, 
специфических к гену rolВ. В результате амплификации фрагмент ДНК ожидаемого размера 
(780 п.н.) дали 2 пробы. Проведенный анализ позволяет сделать вывод о трансгенной 
природе полученных клонов. 

 
Рис. 2. Корневая культура P. nigricans, полученная после трансформации A. rhizogenes (а), и ПЦР-
анализ корневых культур с использованием праймеров к rolB гену (б). M - ДНК-маркер (Invitrogen, 1 
Kb Plus DNA Ladder), 1 – позитивный контроль, суммарная агробактериальная ДНК, 2 – 
отрицательный контроль без ДНК-матрицы, 3 – ДНК исходного растения, 4 - 6 – ДНК 
трансформированных корневых культур 

Выводы 
В ходе проведенного исследования прострел чернеющий (P. nigricans Stоrck.) был 

введен в асептическую культуру. При изучении процессов морфогенеза было выявлено 
различие между действием цитокининов TDZ и BAP на каллусную культуру прострела: в 
первом случае регенерация происходила путем соматического эмбриогенеза, во втором - 
побегообразования. Были созданы культуры недифференцированных клеток и корневые 
трансгенные культуры P. nigricans, трансформированные A. rhizogenes. Интеграция rolB гена 
подтверждена с помощью ПЦР анализа. 

Работа выполнена  в рамках проекта «Створення та застосування клітинних культур-
продуцентів для отримання антимікробних та антигрибкових речовин рослинного 
походження» комплексной программы НАН Украины «Новітні медико-біологічні проблеми 
та навколишнє середовище людини». 
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Резюме 
Создана асептическая культура прострела чернеющего (Pulsatilla nigricans Stоrck.) и 

изучены особенности морфогенеза in vitro. Получены культуры недифференцированных 
клеток и корневые трансгенные культуры, трансформированные Agrobacterium rhizogenes. 

 
Створено асептичну культуру сону чорніючого (Pulsatilla nigricans Stоrck.) та 

досліджено особливості морфогенезу in vitro. Отримано культури недиференційованних 
клітин та кореневі трансгенні культури, які були трансформовані Agrobacterium rhizogenes. 

 
Pasqueflower (Pulsatilla nigricans Stоrck.) aseptic culture was created and peculiarities of its 

morphogenesis in vitro were investigated. Undifferentiated cell cultures and hairy roots transformed 
with Agrobacterium rhizogenes were obtained.  
 
 


