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Цикорій Cichorium intybus L. росте в по�
мірному і тропічному кліматі Євразії та на
півночі Африки. Кореневі й листові форми
цикорію культивують і застосовують
у сільському господарстві для виробництва
замінника кави та отримання інуліну [1].
Листові сорти, що відомі у Бельгії, Франції,
США, використовують як салатні рослини,
окрім того вони мають лікарські властивості
(нормалізація обміну кальцію та ліпідів [2,
3], лікування діабету [4], дисбактеріозів [5]
тощо [6]).

Запасною сполукою, що синтезується
в цикорії й зумовлює наявність лікувальних
властивостей, є інулін — полісахарид, який
має термінальну молекулу глюкози та лан�
цюг із фруктозних залишків. Інулін вироб�
ляють із цикорію бельгійські компанії
Beneo�Orafti та Cosucra, голландська компа�
нія Sensus, а також Shandong Baolingbao
Biotechnology Co. Ltd., Guangzhou Zeyu
Biotechnology Co. Ltd, Shanghai Winway
Biotech Co. Ltd — з Китаю [7, 8]. Застосовують
його у медицині та промисловості. У росли�

нах цикорію інулін знайдено в листках, але
переважна кількість його накопичується
в коренях [1]. У культурі in vitro в рослинах
цикорію теж відбувається синтез інуліну
[9]. Одним зі способів отримання інуліну мо�
же бути культура коренів, що продукує цей
полісахарид. Корені, які мають здатність до
росту в середовищі без регуляторів росту,
можна одержати генетичною трансформа�
цією за допомогою Agrobacterium rhizogenes
[10]. Разом з тим практичний інтерес стано�
вить отримання «бородатих коренів» ци�
корію, які крім інуліну (природного продук�
ту) синтезують ще й інші сполуки, зокрема
інтерферон та бактеріальні антигени.

Трансформація за допомогою A. rhizoge%
nes є досить зручним способом зміни рослин�
ного геному, адже бактерія може переноси�
ти не тільки власну Т�ДНК онкоплазміди
рRi, але й Т�ДНК бінарних векторів із селек�
тивними та цільовими генами [11, 12]. Ко�
рені, отримані після трансформації рослин
за допомогою A. rhizogenes, накопичують
вторинні метаболіти або запасні сполуки,
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Показано можливість швидкого одержання культури «бородатих коренів» цикорію Cichorium
intybus L. var foliosum Hegi з генами туберкульозних антигенів ESAT6 та Ag85B Mycobacterium
tuberculosis або геном інтерферону α2b людини після генетичної трансформації за допомогою
Agrobacterium rhizogenes. Отримані «бородаті корені» мали типовий фенотип та росли на живильно�
му середовищі без регуляторів росту. Частота генетичної трансформації становила 42,3% при транс�
формуванні конструкцією рСВ161 з геном ifn%α2b та 5,9% з використанням вектора рСВ158 зі зли�
тою послідовністю esxA::fbpBΔTMD генів туберкульозних антигенів. ПЛР� та ЗT�ПЛР�аналізи
підтвердили присутність і транскрипцію селективного nptII та цільових fbpBΔTMD, ifn%α2b генів
у трансформованих коренях. Згідно з результатами ПЛР усі проаналізовані кореневі лінії цикорію
містили перенесений TL�фрагмент Т�ДНК плазміди pRi А4. Трансгенні корені, так само як і нетранс�
формовані, накопичували інулін — запасний полісахарид, синтез якого є характерним для рослин
цикорію. Вміст інуліну в одній з отриманих трансгенних кореневих ліній був у 1,7 раза вищий, ніж
у контролі, й перевищував 20% сухої маси.
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які властиві для тієї чи іншої рослини
[13–16], причому в трансформованих коре�
нях вміст таких сполук може бути вищий
порівняно з рослинами дикого типу. Так,
концентрація полісахаридів у трансгенних
коренях Echinacea purpurea була вищою,
ніж у вихідних рослин [17]. Концентрація
вітаноліду (седативної, снодійної та анти�
септичної речовини) в трансгенних коренях
Withania somnifera була більш ніж у 2 рази
вищою порівняно з нетрансформованими
[18]. A. rhizogenes�опосередкованою транс�
формацією одержано корені Glycyrrhiza
uralensis з підвищеним синтезом флаво�
ноїдів [19]. Трансформовані рослини (корені
та регенеровані з трансгенних коренів рос�
лини) є потенційними продуцентами різних
речовин [13], включаючи алкалоїди [20],
вторинні метаболіти [21], фармацевтичні
сполуки [22], моноклональні антитіла [23],
а також можуть використовуватися для
фіторемедіації [24]. Доцільно було б отрима�
ти трансгенні корені цикорію, що мають ге�
ни інтерферону й туберкульозних антигенів,
і порівняти ефективність синтезу природно�
го метаболіту цикорію — інуліну — в транс�
генних та нетрансформованих коренях. Ко�
ло досліджень з генетичної трансформації
цикорію є досить обмеженим. Так, A. rhizo%
genes використовували для одержання рос�
лин цикорію зі зміненим ритмом цвітіння
[10, 25], A. tumefaciens — рослин, стійких до
хлорсульфурону [26]. Окрім того, генетич�
ною трансформацією створено рослини ци�
корію, які синтезують не лише інулін, але
й фруктан типу неоінуліну [27]. З викорис�
танням A. tumefaciens нами створено транс�
формовані рослини цикорію з генами анти�
гена ESAT6 Mycobacterium tuberculosis [28]
та інтерферону α2b людини [29].

Метою роботи було отримання A. rhizo%
genes�опосередкованою трансформацією
«бородатих коренів» цикорію, що містять
гени туберкульозних антигенів ESAT6
(esxA), Ag85B (fbpBΔTMD) або людського лей�
коцитарного інтерферону ifn%α2b, та
дослідження вмісту інуліну в трансформова�
них коренях.

Матеріали і методи

Вихідним матеріалом були сім’ядолі 
10�денних проростків цикорію C. intybus L.
сорту «Пала росса», які відділяли від рослин
та надрізали скальпелем. Трансформацію
проводили за допомогою агропінового шта�
му A. rhizogenes A4 з векторними конструк�
ціями pCB158 [30] і pCB161 [31]. Вектори

мали відповідно цільові гени: злиту
послідовність esxA::fbpBΔTMD під контролем
коренеспецифічного промотору Mll цукро�
вого буряку та ifn%α2b — промотору гена
35S�протеїну з геном вірусу мозаїки цвітної
капусти. Вектор pCB161 містив кальрети�
куліновий сигнал [32] перед кодувальною
частиною гена ifn%α2b для перенаправлення
протеїну в ендоплазматичний ретикулюм
і далі в апопласт. Обидва вектори містили
селективний ген неоміцинфосфотрансфера�
зи ІІ (nptII) під контролем промотора гена
нопалінсинтетази, наявність якого давала
можливість здійснювати відбір трансгенних
коренів за ознакою стійкості до канаміцину.

Бактеріальну суспензію вирощували
і сім’ядолі рослин цикорію трансформували
за методикою, наведеною в статті [29].

Після кокультивування з бактеріальною
суспензією експланти переносили на 3 доби
на середовище 1/2 МС (Мурасіге — Скуга
[33] зі зменшеним удвічі вмістом макроеле�
ментів), потім — на селективне середовище
1/2 МС, що містило 25 мг/л канаміцину
(«Київмедпрепарат», Україна), оскільки
раніше [29] таку концентрацію було визна�
чено як селективну, та 600 мг/л цефатокси�
му («Дарниця», Україна) для елімінації аг�
робактерій. Субкультивування отриманих
трансгенних ліній здійснювали кожні
3 тижні шляхом перенесення кінчиків ко�
ренів на середовище 1/2 МС з канаміцином
та цефатоксимом. 

Рослинну ДНК виділяли методом ЦТАБ
згідно з [34]. ПЛР геномної ДНК проводили на
ампліфікаторі Mastercycler personal 5332
(Eppendorf). Реакційна суміш складалася з од�
нократного ПЛР�буфера із сульфатом амонію,
0,2 мкМ праймерів, 200 мкМ дезоксинуклео�
зидтрифосфатів, 0,5 од. Taq�полімерази,
10–50 нг ДНК. Загальний об’єм реакційної
суміші становив 20 мкл. Використовували
праймери, специфічні до генів nptII, fbpBΔTMD,
ifn%α2b, rolВ (таблиця).

Умови ампліфікації: первинна денату�
рація — 94 °С, 3 хв, 30 циклів ампліфікації
(94 °С, 30 с — 62 °С, 30 с — 72 °С, 30 с), зак�
лючний синтез — 72 °С, 3 хв (nptII, esxA, ifn%
α2b). Для детекції rolВ у циклах ампліфікації
тривалість синтезу — 40 с (72 °С).

Для доказу транскрибування перенесе�
них генів у трансформованих кореневих
ліній проводили полімеразну ланцюгову ре�
акцію, поєднану зі зворотною транскрип�
цією (ЗТ–ПЛР). Сумарну РНК виділяли за
методикою [35]. Препарати сумарної РНК,
оброблені ДНКазою I (вільною від РНКази),
використовували як матрицю для синтезу 
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першого ланцюга кДНК (зворотних тран�
скриптів). Синтез кДНК здійснювали, засто�
совуючи набір реактивів Fermentas, за
інструкцією фірми�виробника. 5 мкл реак�
ційної суміші слугували матрицею для ПЛР
зі специфічними праймерами до відповідно�
го трансгена (таблиця). Аби впевнитися, що
проба РНК не містила залишків ДНК, яка
може бути матрицею для ПЛР, як негативний
контроль застосовували 5 мкл реакційної
суміші без ревертази. Сумарну ДНК з агро�
бактерій, яку використовували як позитив�
ний контроль в ПЛР, екстрагували за мето�
дикою [36].

Вміст інуліну визначали за методикою,
що ґрунтується на здатності кетосахарів за�
барвлюватися резорцином у кислому середо�
вищі [37]. Корені висушували при 100 °С
протягом 10 хв та досушували за кімнатної
температури до постійної маси. До 100 мг су�
хого матеріалу додавали по 5 мл дистильова�
ної води, 0,1% спиртового розчину резорци�
ну та концентрованої соляної кислоти,
нагрівали на водяній бані 20 хв. Після цього
розчини охолоджували і вимірювали інтен�
сивність забарвлення на ФЕК (КФК�2) із зе�
леним світлофільтром (540 нм). Концент�
рацію інуліну визначали за калібрувальною
прямою (калібрування за фруктозою). 

Результати та обговорення

Застосування методу «листових дисків»,
за якого експлантами для трансформації
слугують частини або цілі листки зі зробле�
ними на них надрізами, є зручним способом
генетичної трансформації багатьох рослин
за допомогою бактерій роду Agrobacterium
(А. tumefaciens та A. rhizogenes). Наявність
такого методу трансформації дає змогу в до�
сить короткий термін отримати трансформо�
вані рослини та корені і не потребує додатко�
вого обладнання [38]. Як експланти для 
трансформування бактерією A. rhizogenes ми 

використовували сім’ядолі проростків ци�
корію.

Через 10–12 діб на середовищі 1/2 МС
з канаміцином та цефатоксимом на сім’я�
дольних експлантах спостерігали ріст коре�
нів. Корені завдовжки близько 10 мм відді�
ляли від листків і переносили на селективне
середовище, що не містило регуляторів росту.
Одержані корені характеризувалися швид�
ким ростом, значним галуженням та від�
сутністю позитивного геотропізму (рис. 1).

Відомо, що частота трансформації зале�
жить від низки чинників, зокрема застосова�
ної конструкції [39]. У наших експериментах
частота отримання «бородатих коренів» у разі
використання агробактерій з різними
конструкціями (за однакових умовах транс�
формації) була різною. Так, для конструкції
рСВ161 корені формувалися на 24 експлантах
з 59, а за трансформування агробактерією
з конструкцією рСВ158 ріст коренів відбував�
ся тільки на одному із 17. Отже, частота отри�
мання «бородатих коренів» (відносна кіль�
кість експлантів з коренями до загальної
кількості експлантів у відсотках) для рСВ161
становила 42,3%, а для рСВ158 — 5,9%. 

TL�фрагмент Т�ДНК плазміди рRi аг�
ропінового типу містить гени rolА, B, C, D,
які задіяні в процесі коренеутворення і
відповідають за фенотип «бородатих ко�
ренів» [40, 41]. Для підтвердження факту
перенесення TL�фрагмента Т�ДНК плазміди
pRi до коренів цикорію проводили ампліфі�
кацію сумарної ДНК з використанням прай�
мерів, специфічних до гена rolВ. У резуль�
таті ампліфікації фрагмент ДНК розміром
780 п. н. знайдено в усіх аналізованих зраз�
ках, трансформованих як конструкцією
рСВ161 (8 ліній), так і рСВ158 (1 лінія)
(рис. 2, а). Таким чином, в усіх аналізова�
них лініях дійсно відбулося перенесення TL�
фрагмента Т�ДНК плазміди pRi, що й зумо�
вило утворення гормононезалежних коренів
типового фенотипу. 

Праймери, що були використані для ПЛР+аналізу присутності генів nptII, fbpBДΔTMD, rolВ, ifnGα2b

Ген Праймери Розмір ампліфікованого
фрагмента, п.н.

nptII 5′�cctgaatgaactccaggacgaggca�3′
5′�gctctagatccagagtcccgctcagaag�3′ 622 

fbpBΔTMD 5′�tctacagcgactggtacagc�3′
5′�tcaggttgctgctacgaacg�3′ 484 

rolВ 5′�atggatcccaaattgctattccttccacga�3′
5′�ttaggcttctttcttcaggtttactgcagc�3′ 780 

ifn%α2b 5′�ttgatgctcctggcacag�3′,
5′�ttctgctctgacaacctc�3′ 396 
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ПЛР�аналіз тотальної ДНК коренів, от�
риманих після трансформації A. rhizogenes з
вектором рСВ161, виявив присутність як се�
лективного (nptII), так і цільового (ifn%α2b)
генів (рис. 2, а). Аналіз коренів, одержаних
після трансформації вектором рСВ 158, та�
кож показав наявність селективного та цільо�
вого генів (рис. 2, б).

Для коренів, трансформованих вектором
рСВ161, було проведено вибірковий ПЛР�
аналіз зворотних транскриптів селективно�
го та цільового генів. Показано, що в усіх чо�
тирьох аналізованих лініях відбувалася
транскрипція цих генів (рис. 3). Таким
чином, в аналізованих лініях не зафіксовано
так званого явища мовчання генів, яке ми
раніше спостерігали під час трансформації
рослин салату і цикорію конструкціями з

генами туберкульозних антигенів esxA,
fbpBΔTMD та інтерферону [31, 32].

Використання A. rhizogenes та
створення «бородатих коренів» дає змогу
отримувати сполуки, що синтезуються
рослинами в природних умовах. Таким
трансформованим кореням притаманний
швидкий ріст, а отже й 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 потребують
освітлення. Такі особливості приверта�
ють увагу до культури «бородатих ко�
ренів» як продуцентів низки сполук,
у тому числі тих, що мають лікарські
властивості.

Рис. 1. Ріст «бородатих коренів» цикорію на середовищі без регуляторів росту (а) та електрофореграма
результатів ампліфікації ДНК «бородатих коренів» цикорію з використанням праймерів до гена rolB (б): 
1 — позитивний контроль, сумарна ДНК A. rhizogenes; 2–6 — сумарна ДНК «бородатих коренів»;

7 — ДНК вихідної нетрансформованої рослини; 8 –маркер (GibcoBRL)

1 8765432

ба

Рис. 2. ПЛР+аналіз тотальної ДНК «бородатих коренів» цикорію на наявність генів ifnGα2b (а),
fbpBΔΔTMD (б), nptII (а, б):

а: М — маркер; 1–4, 6–9 — ДНК трансгенних коренів; 5, 10 — ДНК контрольної рослини; 
б: М — маркер; 1, 3 — ДНК контрольної рослини; 2, 4 — ДНК трансгенного кореня

а б
432110987654321
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Отримані нами трансгенні корені цико�
рію, як і нетрансформовані, накопичували
інулін. Концентрація інуліну в контрольних
коренях коливалася від 54 до 171, а в транс�
формованих (рСВ161) — від 72 до 218 мг/г
сухої маси (рис. 4). Для більшості з аналізо�
ваних ліній трансгенних коренів вміст іну�
ліну достовірно не відрізнявся від вмісту
в коренях контрольних рослин. Однак в од�
ній з ліній (2) вміст інуліну виявився в 1,7
раза вищим, ніж у середньому в контролі.
Після агробактеріальної трансформації було
відібрано лінію трансгенних коренів ци�
корію, вміст інуліну в яких у перерахунку
на 1 г сухої маси значно вищий, ніж у конт�
рольних нетрансформованих рослин, і ста�
новить понад 20% від сухої маси коренів. 

Таким чином, показана можливість ви�
користання A. rhizogenes для отримання
культури трансгенних коренів цикорію з ге�
нами туберкульозних антигенів та інтерфе�

рону, які ростуть на живильному середо�
вищі без регуляторів росту. Трансформовані
корені цикорію одержано з достатньо висо�
кою частотою — 42,3% у разі трансформу�
вання конструкцією рСВ161 з геном ifn%α2b
та 5,9% з використанням вектора рСВ158 зі
злитою послідовністю esxA::fbpBΔTMD генів
туберкульозних антигенів.

В усіх аналізованих лініях коренів ци�
корію згідно з результатами ПЛР�аналізу
відбулося перенесення TL�фрагмента Т�ДНК
плазміди pRi, що зумовило утворення гор�
мононезалежних коренів типового феноти�
пу. Методом ПЛР та ЗТ — ПЛР підтвердже�
но наявність перенесених генів і їх
транскрибування. Трансгенні корені, так са�
мо як і нетрансформовані, накопичували
інулін — запасний полісахарид, синтезуван�
ня якого є характерним для рослин ци�
корію, причому в одній з ліній вміст інуліну
був в 1,7 раза більший, ніж у контролі, і пе�
ревищував 20% сухої маси. 

Рис. 3. ПЛР+аналіз зворотних транскриптів генів nptII (1–6) та ifnGα2b (7–12):
парні треки — синтез зворотних транскриптів у присутності ревертази, непарні — ЗТ–ПЛР без ре�

вертази; 1, 2, 7, 8 — корені контрольної рослини, 3–6, 9–12 — трансгенні корені цикорію

12987654321 10 11

Рис. 4. Вміст інуліну в трансгенних лініях 
«бородатих коренів» (1–3) та коренях контрольних рослин (4)
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«БОРОДАТЫМИ КОРНЯМИ» ЦИКОРИЯ,

ТРАНСФОРМИРОВАННОГО 
С ПОМОЩЬЮ Agrobacterium rhizogenes
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Показана возможность быстрого получе�
ния культуры «бородатых корней» цикория
Cichorium intybus L. var foliosum Hegi с генами
туберкулезных антигенов ESAT6 и Ag85B
Mycobacterium tuberculosis или геном интер�
ферона α2b человека после генетической
трансформации с помощью Agrobacterium rhi%
zogenes. Полученные «бородатые корни» име�
ли типичный фенотип и росли на питательной
среде без регуляторов роста. Частота генети�
ческой трансформации составила 42,3% при
трансформации конструкцией рСВ161 с геном
ifn%α2b и 5,9% с использованием вектора
рСВ158 со слитой последовательностью
esxA::fbpBΔTMD генов туберкулезных антигенов.
ПЦР� и ОT–ПЦР�анализы подтвердили прису�
тствие и транскрипцию селективного nptII и
целевых генов fbpBΔTMD, ifn%α2b в трансформи�
рованных корнях. Согласно с результатами
ПЦР все проанализированные корневые ли�
нии цикория содержали перенесенный TL�фраг�
мент Т�ДНК плазмиды pRi А4. Трансгенные кор�
ни, так же как и нетрансформированные,
накапливали инулин — запасной полисахарид,
синтез которого характерен для растений ци�
кория. Содержание инулина в одной из полу�
ченных трансгенных корневых линий был
в 1,7 раза выше, чем в контроле, и превышал
20% сухой массы.

Ключевые слова: инулин, Cichorium intybus,
Agrobacterium rhizogenes, генетическая транс�
формация, гены туберкулезных антигенов
ESAT6 и Ag85B, ген интерферона ifn%α2b.

INULIN SYNTHESIS 
IN CHIHORY HAIRY ROOTS 

TRANSFORMED 
WITH Agrobacterium rhizogenes
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A fast reproducible transformation proce�
dure employing Agrobacterium rhizogenes with
genes of tuberculosis antigens ESAT6 and
Ag85B from Mycobacterium tuberculosis or
human interferon αб2b was developed for
Cichorium intybus L. var foliosum Hegi.
Obtained hairy roots have typical phenotype and
were able to growth on hormone�free nutrient
medium. Frequency of genetic transformation
was 42.3% for construction рСВ161 with ifn%
α2b gene and 5.9% when vector рСВ158 har�
bouring fused sequence of esxA::fbpBΔTMD genes
coding for tuberculosis antigens was used. PCR
and RT�PCR analysis have shown the presence
and transcription of both selective nptII and tar�
get fbpBΔTMD, ifn%α2b genes in transformed hairy
root lines. According to PCR data, all the
analysed chicory root lines transferred TL�frag�
ment Т�DNA plasmid pRi А4. Transgenic roots
like untransformed ones accumulated inulin nat�
ural chicory, reserve polysaccharide, which syn�
thesis is typical for chicory plants. The content
of inulin in one of the obtained transgenic root
lines was in 1.7 times more than in the control
root line and was over 20% of dry weight.

Key words: inulin, Cichorium intybus,
Agrobacterium rhizogenes, genetic transforma�
tion, genes of tuberculosis antigenes ESAT6 and
Ag85B or human interferon α2b.




