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РЕГЕНЕРАЦИЯ ТРАНСГЕННЫХ
РАСТЕНИЙ ИЗ «БОРОДАТЫХ»

КОРНЕЙ ЦИКОРИЯ CICHORIUM 
INTYBUS L. VAR. FOLIOSUM HEGI

После трансформации семядоль цикория Cichorium

intybus L. var. foliosum Hegi диким штаммом Agrobacterium

rhizogenes А4 из культуры «бородатых» корней получены

трансгенные растения, которые несут ген интерферо�

на�α2b человека или гены esxA::fbpB�TMD антигенов

ESAT6 и Ag85B Mycobacterium tuberculosis. Показана воз�

можность прямого (без образования каллусной ткани)

формирования побегов из трансгенных корней на пита�

тельной среде без регуляторов роста. Перенос и транс�

крипция генов в растениях подтверждены результата�

ми ОТ�ПЦР и ПЦР�анализов.

Введение. Генетическая инженерия как

способ получения растений с новыми свойст�

вами представляет интерес не только для фун�

даментальных исследований, но также имеет

практическую ценность, так как этим спосо�

бом получают растения, которые синтезируют

различные соединения, в том числе белки,

имеющие применение в медицине, например

интерферон.

Одним из объектов генетической инженерии

является цикорий, обладающий рядом лечеб�

ных свойств и легко культивируемый in vitro.

Это растение проявляет противовоспалитель�

ную, иммуностимулирующую, антиоксидант�

ную, противоязвенную, противоопухолевую,

кардиотоническую активность и используется

для лечения диабета и других заболеваний

[1–5]. На основе трансгенных растений, в том

числе листового цикория, могут быть созданы

так называемые съедобные вакцины – расте�

ния, экспрессирующие гены бактериальных

антигенов и продуцирующие иммуногенные

белки [6, 7].

Растения, продуцирующие не свойственные

для них соединения, получают путем генети�

ческой трансформации, в том числе с помощью

бактерий рода Agrobacterium. Agrobacterium –

фитопатогены, имеющие природную способ�

ность вызывать у растений образование «ко�

рончатых галлов» (A. tumefaciens) или «борода�

тых» корней (A. rhizogenes) вследствие наличия

Ti� или Ri�плазмид. После инфицирования

растений Т�ДНК этих плазмид переносится в

растительные клетки, в которых экспрессия

бактериальных генов изменяет гормональный

баланс, что и приводит к возникновению у

инфицированных растений специфического

фенотипа [8]. Указанный метод может быть

использован для трансформации разных видов

растений [8]. Для многих видов двудольных

растений после A. rhizogenes�опосредованной

трансформации были получены не только

трансгенные «бородатые» корни, но и регене�

рированы растения [9].

Регенерация растений является неотъемле�

мым этапом получения трансгенных растений

независимо от того, какой метод трансформа�

ции (агробактериальная, биолистическая) ис�

пользуется, а также какие экспланты (листья,

корни, протопласты) подвергаются трансфор�

мации. Очень часто именно этот этап бывает

лимитирующим звеном в процессе получения
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растений с трансформированным геномом,

так как эффективность регенерации растений

видо� и сортозависима. Цикорий обладает вы�

сокой способностью к регенерации растений

из различных эксплантов. Так, нами ранее бы�

ло показано, что частота регенерации расте�

ний сорта Пала росса из семядоли составляет

100 % [10]. Эксплантами для получения расте�

ний цикория также могут быть листья [11–15]

и корни [14, 15]. Возможна регенерация через

стадию образования каллуса [14, 16], эмбрио�

идов [17, 18], а также прямая регенерация [10,

19]. Для получения растений в культуре in vitro
используют такие регуляторы роста: кинетин

[15], α�нафтилуксусную кислоту (НУК) и 2�

изопентениладенин (2�іР) [17], кинетин и ИУК,

кинетин и НУК, бензиламинопурин (БАП)

и ИУК, БАП–НУК, тидиазурон – ИУК [13]

и др. [11, 20].

Целью настоящей работы была регенерация

трансгенных растений цикория после генети�

ческой трансформации диким штаммом A. rhi�
zogenes А4 с векторами, несущими последова�

тельность генов esxA::fbpB�TMD (гены антигенов

ESAT6 и Ag85B Mycobacterium tuberculosis) или

ген лейкоцитарного интерферона человека

ifn�α2b.

Материалы и методы. Для трансформации

использовали семядоли 10�дневных пророст�

ков цикория C. intybus L. сорта Пала росса.

Трансформацию проводили путем кокульти�

вирования семядоль с агропиновым штам�

мом A. rhizogenes A4, содержащим векторные

конструкции pCB158 [21] и pCB161 [22], Т�

ДНК которых включали селективный ген нео�

мицинфосфотрансферазы ІІ (nptII) с промо�

тором гена нопалинсинтетазы, а также целе�

вые гены соответственно esxA:: fbpB�TMD и ген

лейкоцитарного интерферона ifn�α2b с каль�

ретикулиновым сигналом под контролем

корнеспецифического промотора Mll сахар�

ной свеклы [23].

Трансформацию растений цикория прово�

дили согласно методике, использованной ранее

[10]. Трансгенные линии корней субкультиви�

ровали каждые 3 недели на среде Мурасиге и

Скуга [24] с уменьшенным в два раза содержа�

нием макроэлементов (1/2 МС), 25 мг/л кана�

мицина («Киевмедпрепарат», Украина) и

600 мг/л цефотаксима («Дарница», Украина).

Для регенерации растений из корней и их суб�

культивирования использовали среду того же

состава.

Геномную ДНК выделяли ЦТАБ�методом

[25]. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР)

проводили на амплификаторе Mastercycler

personal 5332 (Eppendorf). Использовали реак�

ционную смесь такого состава: однократный

ПЦР�буфер с сульфатом аммония, 0,2 мкМ

праймеров, 200 мкМ дезоксинуклеотидтрифос�

фатов, 0,5 ед. Taq�полимеразы, 10–50 нг ДНК;

объем реакционной смеси 20 мкл. Для выяв�

ления генов nptII, ifn�α2b, rolВ, fbpB�TMD ис�

пользовали соответственно праймеры 5'�cctgaat�

gaactccaggacgaggca�3' и 5'�gctctagatccagagtcc�

cgctcagaag�3' (622 п.н.), 5'�ttgatgctcctggcacag�3'

и 5'�ttctgctctgacaacctc �3' (396 п.н.), 5'�atggatcc�

caaattgctattccttccacga�3' и 5'�ttaggcttctttcttcaggtt�
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Рис. 1. Регенерация растений после трансформации с помощью A. rhizogenes: а – рост «бородатых» корней; б, в –

формирование побегов на трансгенных корнях. Масштабный отрезок – 1 см



tactgcagc�3' (780 п.н.), 5'�tctacagcgactggtacagc�3' и

5'�tcaggttgctgctacgaacg�3' (484 п.н). Условия ам�

плификации: первичная денатурация – 94 °С,

3 мин, 30 циклов (94 °С, 30 с – 62 °С, 30 с –

72 °С, 30 с для nptII, ifn�α2b, fbpB�TMD; для rolВ –

длительность синтеза 40 с, 72 °С), заключи�

тельная полимеризация – 72 °С, 3 мин.

Для выявления транскрипции перенесенных

генов в трансформированных корнях и регене�

рированных растениях проводили ПЦР, соп�

ряженную с обратной транскрипцией (ОТ�

ПЦР). Выделяли суммарную РНК [26], обра�

ботанные ДНКазой I (свободной от РНКазы)

препараты которой использовали в качестве

матрицы для синтеза первой цепи кДНК с по�

мощью набора реактивов «Fermentas» (соглас�

но инструкции). Далее 2–5 мкл реакционной

смеси использовали как матрицу для ПЦР с

соответствующими праймерами. Кроме того,

проводили ПЦР для контроля качества препа�

ратов РНК, чтобы убедиться в отсутствии при�

меси ДНК, которая могла бы привести к лож�

ноположительным результатам ОТ�ПЦР.

Результаты исследований и их обсуждение.

Рост «бородатых» корней цикория на семя�

дольных эксплантах инициировался на среде
1/2 МС с канамицином и цефотаксимом уже

через 10–12 сут после трансформации A. rhizo�
genes. Было получено 24 линии корней. При

перенесении участков корней (около 10 мм)

на селективную среду без регуляторов роста

наблюдался их интенсивный рост, причем

корни имели характерный для «бородатых»

корней (Ri�корней) фенотип (рис. 1, а), кото�

рый обусловлен переносом TL�фрагмента Т�

ДНК плазмиды рRi агропинового типа с гена�

ми rolА, B, C, D [8].

При культивировании трансгенных корней

в селективной среде на свету через 1 мес на

них наблюдали прямое (без образования кал�

луса) формирование побегов (рис. 1, б, в). При
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Рис. 2. ПЦР�анализ растений цикория с использованием праймеров к генам rolВ (а), ifn�α2b (б, 1–3), nptII (б,

4–6) и fbpB�TMD (в): а – М – ДНК�маркер (O’GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder, «Fermentas»), 1, 2 – суммарная ДНК

растений, трансформированных рСВ161, 3 – отрицательный контроль, ДНК нетрансформированного растения,

4 – положительный контроль, плазмидная ДНК рСВ161; б – М – ДНК маркер (O’GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder,

«Fermentas»), 1, 4 – отрицательный контроль, ДНК нетрансформированного растения, 2, 3, 5, 6 – суммарная

ДНК растений, трансформированных рСВ161; в – М – ДНК�маркер (O’GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder,

«Fermentas»), 1 – положительный контроль, плазмидная ДНК РСВ158, 2 – отрицательный контроль, ДНК не� 

трансформированного растения, 3–5 – суммарная ДНК растений, трансформированных рСВ158

Рис. 3. ОТ�ПЦР�анализ растений цикория с исполь�

зованием праймеров к генам nptII (1–12) и ifn�α2b

(13–24): 1, 13 – отрицательный контроль, суммарная

РНК нетрансформированного растения, 2, 14 – отри�

цательный контроль, кДНК нетрансформированного

растения; 3, 5, 7, 9, 11, 15, 17, 19, 21, 23 – отрицатель�

ный контроль, суммарная РНК трансгенных расте�

ний; 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 20, 22, 24 – кДНК трансген�

ных растений



этом отмечали позеленение и небольшое утол�

щение корней. Растения формировались на

корнях всех линий растений, полученных пос�

ле трансформации.

Для подтверждения факта присутствия в

регенерированных растениях TL�фрагмента

Т�ДНК плазмиды pRi проводили амплифика�

цию суммарной ДНК с праймерами, специ�

фичными гену rolВ. Анализ выявил во всех

протестированных образцах присутствие фраг�

мента ДНК размером 780 п.н., что указывает

на наличие гена rolВ в трансформированных

растениях цикория (рис. 2, а). Был проведен

ПЦР�анализ растений, регенерированных из

корней (8 линий корней, трансформирован�

ных вектором рСВ161, и 1 линия рСВ158). Все

анализированные с помощью ПЦР растения

имели селективный ген nptII и последователь�

ности целевых генов (рис. 2, б, в). Анализ об�

ратных транскриптов генов ifn�α2b и nptII по�

казал присутствие мРНК селективного и це�

левого генов (рис. 3).

После трансформации с помощью A. rhizo�
genes трансгенные растения могут быть получе�

ны как из образовавшихся «бородатых» корней,

так и в редких случаях непосредственно в ре�

зультате прямой регенерации из эксплантов,

которые обрабатывали агробактериями. Реге�

нерация растений из трансгенных корней мо�

жет быть спонтанной или индуцироваться ре�

гуляторами роста, а формирование растений�

регенерантов может быть светозависимым

или не зависеть от освещенности [8, 27–31].

В наших экспериментах регенерация не�

посредственно из использованных в качестве

эксплантов семядоль отсутствовала, все расте�

ния были получены после формирования кор�

ней (рис. 1, б, в). После A. rhizogenes�опосредо�

ванной трансформации цикория не возникала

необходимость в использовании регуляторов

роста, так как образование побегов происходило

спонтанно при культивировании «бородатых»

корней на среде 1/2 МС. При этом каллусная

ткань не образовывалась, растения регенериро�

вали непосредственно из корней. Побеги об�

разовывались только на свету, причем регене�

рация отмечена для всех полученных трансген�

ных линий «бородатых» корней, а время начала

регенерации с момента трансформации сос�

тавляло 6–8 нед. Регенерация растений из

изолированных корней дикого типа при тех же

условиях отсутствовала.

Все полученные линии трансгенных кор�

ней (как с вектором рСВ158, так и рСВ161)

имели высокий регенерационный потенциал.

Из каждой линии были получены растения�

регенеранты, причем при этом корни не теря�

ли способности к регенерации и при длитель�

ном пассировании в оптимальных условиях

(на свету).

Известно, что степень выраженности Ri�

фенотипа трансгенных растений зависит

от экспрессии rol генов. «Молчание» этих ге�

нов приводит к формированию побегов с фе�
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Рис. 4. Формирование цветоноса у трансгенного расте�

ния с геном ifn�α2b (а, в) и розеточная форма (б, г) кон�

трольного растения в культуре in vitro (а, б) и в почве

(в, г)



нотипом дикого типа. Для розеточных расте�

ний, к которым относится и цикорий в пер�

вый год вегетации, после трансформации A.
rhizogenes укорочение междоузлий не является

характерным признаком Ri�фенотипа. Полу�

ченные нами трансформированные растения

цикория как в культуре in vitro, так и в услови�

ях теплицы не отличались от контрольных,

хотя в них присутствовал TL�фрагмент Т�ДНК

pRi плазмиды. Вместе с тем трансгенные рас�

тения быстрее формировали корни, для кото�

рых был характерен плагиотропный рост.

Для растений, трансформированных A. rhi�
zogenes с геном ifn�α2b, наблюдалось быстрое

(через 2–3 месяца после трансформации) in
vitro формирование цветоноса, что отличало их

от контрольных растений, имеющих типичную

для цикория розеточную форму (рис. 4). Ана�

логичное явление нами ранее наблюдалось у

растений цикория, трансформированных век�

тором рСВ124 с геном ifn�α2 [10]. В то же вре�

мя цветение в первый год растений цикория,

полученных нами после трансформации век�

торами рСВ063 [32] и рСВ158 с генами тубер�

кулезных антигенов ESAT6 и Ag85B, отсутст�

вовало. Обнаруженный феномен полученных

трансгенных растений представляет интерес

и требует дополнительного изучения.

Таким образом, из полученных после транс�

формации с помощью A. rhizogenes корней ре�

генерированы растения, имеющие гены ин�

терферона (ifn�α2b) и туберкулезных антиге�

нов (esxA::fbpB�TMD). Регенерация растений

наблюдалась непосредственно на корнях (без

образования каллусной ткани), была светоза�

висимой и гормононезависимой. Анализиро�

ванные растения имели селективные и целе�

вые гены, а также ген rolВ A. rhizogenes. Анализ

обратных транскриптов генов ifn�α2b и nptII
показал присутствие мРНК селективного и

целевого генов.
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REGENERATION OF TRANSGENIC PLANTS

FROM CICHORIUM INTYBUS L. VAR. FOLIOSUM

HEGI HAIRY ROOTS

Transgenic plants were regenerated from Cichorium

intybus L. hairy roots transformed with genes of tuberculo�

sis antigenes ESAT6 and Ag85B or human interferon α2b.

The plant regeneration was light�dependent and occurred

on the media without growth regulators. The DNA PCR

and RT�PCR analyses have shown the presence and

expression both selective and target genes in all root lines

and regenerated plants.

Н.А. Матвєєва, O.М. Кіщенко, 

А.М. Шаховський, А.О. Потрохов, М.В. Кучук

РЕГЕНЕРАЦІЯ ТРАНСГЕННИХ РОСЛИН ІЗ

«БОРОДАТИХ» КОРЕНІВ ЦИКОРІЮ CICHORIUM

INTYBUS L. VAR. FOLIOSUM HEGI

Після трансформації сім’ядоль цикорію Cichorium

intybus L. var. foliosum Hegi диким штамом Agrobacterium

rhizogenes А4 із культури «бородатих» коренів отрима�

но трансгенні рослини з геном інтерферону�α2b лю�

дини та генами esxA::fbpB�TMD антигенів ESAT6 і

Ag85B Mycobacterium tuberculosis. Показано можливiсть

прямого (без утворення калюсної тканини) форму�

вання пагонів із трансгенних коренів на живильному

середовищі без регуляторів росту. Перенесення та

транскрипція генів підтверджені результатами ЗТ�

ПЛР та ПЛР�аналізів.
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