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ЧУÒËИВ²СÒЬ ÒÐАÍСÃÅÍÍИÕ ÐÎСËИÍ ÖИÊÎÐ²Ю  
З ÃÅÍÎÌ ²ÍÒÅÐФÅÐÎÍУ АËЬФА-2B ËЮÄИÍИ  

ÄÎ УÐАЖÅÍÍß В²ÐУСÎÌ ÒЮÒЮÍÎВÎЇ ÌÎЗАЇÊИ

Проведено порівняння стійкості до вірусу тютюнової мо-
заїки трансãенниõ росëин цикорію Cichorium intybus L. з ãеном 
інтерферону-a2b ëюдини та виõідниõ нетрансформованиõ росëин. 
Показано, що перенесення ãена inf-a2b до росëин цикорію супрово-b до росëин цикорію супрово- до росëин цикорію супрово-
джується синтезом фактору з високою інтерферон-специфічною 
активністю проти вірусу везикуëярноãо стоматиту. Однак, це не 
призводить до збіëьшення стійкості росëин цикорію до вірусу тю-
тюнової мозаїки, біëьше тоãо, синтез інтерферону супроводжується 
підвищенням вірусноãо врожаю в трансãенниõ росëинаõ.

Кëючові  сëова :  Cichorium intybus L., трансãенні росëини, ãен 
inf-a2b, вірус тютюнової мозаїки.

Ñó÷àñí³ б³îòåхíîëîг³÷í³ ìåòîäè, зîêðåìà, гåíåòè÷íà ³íжåíåð³ÿ, â 
îñòàíí³ äåñÿòèë³òòÿ àêòèâíî âèêîðèñòîâóюòüñÿ äëÿ ñòâîðåííÿ ðîñëèí з 
íîâèìè êîðèñíèìè îзíàêàìè – ñò³éêèх äî гåðб³öèä³â, бàêòåð³àëüíèх òà 
â³ðóñíèх ³íфåêö³é, òàêèх, щî íå âðàжàюòüñÿ êîìàхàìè, з пîêðàщåíèìè 
ñìàêîâèìè ÿêîñòÿìè òà ³í. Îäíèì з пðîâ³äíèх íàпðÿìê³â є ñòâîðåííÿ òðàí-
ñгåíèх ðîñëèí, щî пðîäóêóюòü фàðìàêîëîг³÷íî àêòèâí³ б³ëêè, âêëю÷àю÷è 
àíòèò³ëà, гîðìîíè òîщî [3]. Дî ðîñëèí, щî ìîжóòü бóòè âèêîðèñòàí³ з 
ë³êóâàëüíîю òà пðîф³ëàêòè÷íîю ìåòîю, íàëåжàòü òàê³, щî пðîäóêóюòü a, 
b òà g-³íòåðфåðîíè ëюäèíè. Iíòåðфåðîíè ÿâëÿюòü ñîбîю пðèðîäí³ б³ëêè, 
ÿê³ ìàюòü пðîòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü òà є ñèгíàëàìè, щî àêòèâ³зóюòü зà-
хèñò пðè â³ðóñíîìó óðàжåíí³.

Пîêàзàíî, щî ³íòåðфåðîíè ñèíòåзóюòüñÿ ó òðàíñгåííèх ðîñëèíàх, äî 
гåíîìó ÿêèх пåðåíåñåíî гåíè ³íòåðфåðîí³â ëюäèíè, пðè÷îìó ³íòåðфåðîí 
ðîñëèííîгî пîхîäжåííÿ ìîжå ìàòè пðîòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü [6, 8, 13]. 
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Щå ó 1982 ð. бóëî з’ÿñîâàíî, щî ³íòåðфåðîí ëюäèíè є àêòèâíèì пðîòè 
â³ðóñíèх ³íфåêö³é ðÿäó ðîñëèí [11]. Пðîâåäåí³ ó пîäàëüшîìó äîñë³äжåííÿ 
пîêàзàëè, щî ó ð³зíèх ðîñëèííèх ñèñòåìàх ëюäñüêèé ³íòåðфåðîí ìîжå 
бóòè àêòèâíèì [14], îäíàê ìîжëèâà ³ â³äñóòí³ñòü зàхèñíîгî åфåêòó ³í-
òåðфåðîíó ó ðîñëèíàх пðè їх óðàжåíí³ ф³òîâ³ðóñàìè [5, 7, 15]. Îñê³ëüêè 
âêàзàí³ äîñë³äжåííÿ пðîâåäåíî íà ð³зíèх âèäàх ðîñëèí, ñòàíîâèòü ³íòåðåñ 
ðîзшèðèòè їх êîëî з ìåòîю âèзíà÷åííÿ òîгî, ÷è є âèäîñпåöèф³÷íèì пî-
зèòèâíèé àбî íåгàòèâíèé пðîòèâ³ðóñíèé åфåêò ³íòåðфåðîíó. Íàìè ðàí³шå 
[1, 2] бóëî ñòâîðåíî òðàíñгåíí³ ðîñëèíè öèêîð³ю з гåíîì ³íòåðфåðîíó-a2b 
ëюäèíè. 

Ìåòîю äàíîї ðîбîòè бóëî äîñë³äжåííÿ òîгî, ÷è ñпðè÷èíює пåðåíå-
ñåíèé äî öèх ðîñëèí гåí ifn-α2b ñò³éê³ñòü äî â³ðóñó òюòюíîâîї ìîзàїêè 
(ÂÒÌ) òà ñп³âñòàâëåííÿ ñò³éêîñò³ àбî ÷óòëèâîñò³ òðàíñгåííèх ðîñëèí 
äî ÂÒÌ з íàÿâí³ñòю/â³äñóòí³ñòю пðîòèâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ ðîñëèííèх 
åêñòðàêò³â щîäî â³ðóñó âåзèêóëÿðíîгî ñòîìàòèòó.

Ìатерiали та методи дослiджень
Ìàòåð³àëîì äëÿ äîñë³äжåíü ñëóгóâàëè îòðèìàí³ íàìè ðàí³шå òðàí-

ñгåíí³ ðîñëèíè öèêîð³ю Cichorium intybus L. ñîðòó Пàëà ðîññà [1, 2]. Дëÿ 
ñòâîðåííÿ öèх ðîñëèí âèêîðèñòîâóâàëè ìåòîä Agrobacterium rhizogenes- 
àбî A. tumefaciens-îпîñåðåäêîâàíîї òðàíñфîðìàö³ї. Бàêòåð³ї ì³ñòèëè 
âåêòîðí³ êîíñòðóêö³ї pCB161 òà pCB124 з ñåëåêòèâíèì гåíîì nptII òà 
ö³ëüîâèì гåíîì inf-α2b (â³äпîâ³äíî ó A. rhizogenes òà A. tumefaciens). 
Êîíñòðóêö³ї â³äð³зíÿëèñÿ пðîìîòîðàìè гåíà inf-α2b – êîðåíåñпåöèф³÷íèì 
пðîìîòîðîì öóêðîâîгî бóðÿêó Mll àбî 35S пðîìîòîðîì â³ðóñó ìîзàїêè 
öâ³òíîї êàпóñòè. Îòðèìàí³ п³ñëÿ òðàíñфîðìàö³ї ðîñëèíè êóëüòèâóâàëè 
ó ñòåðèëüíèх óìîâàх íà àгàðèзîâàíîìó ñåðåäîâèщ³ Ìóðàñ³гå òà Ñêóгà 
[10] пðè òåìпåðàòóð³ 24 °Ñ, 16-гîäèííîìó ñâ³òëîâîìó пåð³îä³. Ðîñëèíè 
ðîзìíîжóâàëè жèâöюâàííÿì íà òîìó ж ñåðåäîâèщ³ òà пåðåñàäжóâàëè ó 
ґðóíò (â óìîâàх òåпëèö³).

Пðèñóòí³ñòü гåí³â nptII òà ifn-α2b â òðàíñфîðìîâàíèх ðîñëèíàх âè-
зíà÷àëè зà äîпîìîгîю пîë³ìåðàзíîї ëàíöюгîâîї ðåàêö³ї з âèêîðèñòàííÿì 
â³äпîâ³äíèх пðàéìåð³â (5’-CCTGAATGAACTCCAGGACGAGGCA-3’ òà 
5’-GCTCTAGATCCAGAGTCCCGCTCAGAAG-3’, 622 п.í.; 5’-TTGAT-
GCTCCTGGCACAG-3’ òà 5’-TTCTGCTCTGACAACCTC-3’, 396 п.í.) зà 
ìåòîäèêîю, îпèñàíîю íàìè ðàí³шå [2]. Дëÿ äîâåäåííÿ òðàíñêðèбóâàííÿ 
пåðåíåñåíèх гåí³â пðîâîäèëè пîë³ìåðàзíó ëàíöюгîâó ðåàêö³ю, пîєäíàíó 
з³ зâîðîòíîю òðàíñêðèпö³єю, ЗÒ-ПЛÐ [1]. 

Дëÿ пðèгîòóâàííÿ б³ëêîâèх åêñòðàêò³â êîðåí³ àбî ëèñòêè ðîñëèí 
зâàжóâàëè, äîäàâàëè 100 ìÌ Tris/HCl, ðÍ 8,0 (5 ìÌ Na2EDTA, 100 ìÌ 
NaCl, 10 ìÌ ìåðêàпòîåòàíîëó, 2,5% пîë³â³í³ëп³ððîë³äîíó, 1% ñàхàðîзè) 
³ ðîзòèðàëè íà хîëîäó. Ìàòåð³àë пåðåíîñèëè â öåíòðèфóжí³ пðîб³ðêè òà 
öåòðèфóгóâàëè 5 хâ пðè 10000g (+4 °Ñ). Íàäîñàäîâó ð³äèíó â³äбèðàëè, 
пåðåíîñèëè â ÷èñòó пðîб³ðêó ³ öåíòðèфóгóâàëè 25 хâ пðè 16000g (+4 °Ñ). 
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Àë³êâîòó îòðèìàíîгî ñóпåðíàòàíòó âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ âèзíà÷åííÿ 
êîíöåíòðàö³ї б³ëêó зà ìåòîäîì Бðåäфîðäà [4].

Пðîòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü åêñòðàêò³â òðàíñгåííèх ðîñëèí âèзíà÷àëè 
зà ñòàíäàðòíîю ìåòîäèêîю [12] зà зíèжåííÿì öèòîпàòè÷íîї ä³ї â³ðóñó 
âåзèêóëÿðíîгî ñòîìàòèòó (ÂÂÑ) ó êë³òèíàх íèðêè бèêà ë³í³ї MDBK, âè-
ñîêî÷óòëèâèх äî àíòèâ³ðóñíîї ä³ї àëüфà-³íòåðфåðîíó ëюäèíè. Êë³òèííà 
ë³í³ÿ MDBK òà ÂÂÑ шòàì Iíä³àíà бóëè îòðèìàí³ з Êë³òèííîгî бàíêó ë³í³é 
з òêàíèí ëюäèíè òà òâàðèí Iíñòèòóòó åêñпåðèìåíòàëüíîї пàòîëîг³ї, îíêî-
ëîг³ї òà ðàä³îб³îëîг³ї ³ì. Ð.Å. Êàâåöüêîгî ÍÀÍ Óêðàїíè. Cóбñòðàòзàëåжí³ 
êë³òèíè MDBK êóëüòèâóâàëè â жèâèëüíîìó ñåðåäîâèщ³ DMEM (Ñ³гìà, 
ÑШÀ) з 10% ³íàêòèâîâàíîї ñèðîâàòêè íîâîíàðîäжåíîгî òåëÿòè (ÑÍÒ) 
(Ñ³гìà, ÑШÀ), 40 ìêг/ìë гåíòàì³öèíó ó зâîëîжåí³é àòìîñфåð³ з 5% 
ÑÎ2 пðè 37 °Ñ. Пåðåñ³âàííÿ êë³òèí зä³éñíюâàëè зà äîпîìîгîю ðîз÷èíó 
âåðñåíà. Ó ëóíêè 96-ëóíêîâîгî пëàíшåòó (ÑàíòåЛàб, Óêðàїíà) âíîñèëè 
пî 200 ìêë ñóñпåíз³ї êë³òèí MDBK ó ñåðåäîâèщ³ DMEM з 5% ÑÍÒ ³з 
ðîзðàхóíêó 2х104 êë³òèí /ëóíêó. Чåðåз 24 гîäèíè íà ëóíêè пëàíшåòà 
âíîñèëè âèх³äíèé ðîз÷èí зðàзê³â ³ òèòðóâàëè 5- àбî 2-êðàòíèìè ðîзâåäåí-
íÿìè, âèêîðèñòîâóю÷è 4 ðÿäè пàðàëåëåé äëÿ êîжíîгî зðàзêà. Чåðåз 24 
гîäèíè äî ëóíîê âíîñèëè 100 ÖÒД/50 ÂÂÑ ó ñåðåäîâèщ³ DMEM з 2% 
ÑÍÒ. Ðåзóëüòàòè ðåєñòðóâàëè ÷åðåз 24 гîäèíè пðè 100% ÖПД ó êîíòð-
îë³ â³ðóñó шëÿхîì зàбàðâëåííÿ êë³òèí êðèñòàë³÷íèì ф³îëåòîâèì. Зà îäíó 
îäèíèöю àêòèâíîñò³ IФÍ пðèéìàëè ðîзâåäåííÿ зðàзê³â, пðè ÿêîìó 50% 
êë³òèííîгî ìîíîшàðó бóëî зàхèщåíî â³ä öèòîпàòè÷íîї ä³ї ÂÂÑ. Ñåðåä-
í³é òèòð IФÍ âèзíà÷àëè зà Ðèäîì ³ Ìåí÷åì òà âèðàжàëè â ì³жíàðîäíèх 
îäèíèöÿх (ÌÎ/г ìàñè ðîñëèíè àбî ÌÎ/ìг зàгàëüíîгî ðîз÷èííîгî б³ëêó). 
Яê ñòàíäàðò âèêîðèñòîâóâàëè ì³жíàðîäíèé ñòàíäàðò ³íòåðфåðîíó-àëüфà, 
îòðèìàíèé з ÂÎЗ (2nd WHO International Standard 1999. Interferon alpha 
2b Human, rDNA E.Coli derived 95/566, 70000 IU per ampoule).

Дîñë³äí³ ðîñëèíè ³íф³êóâàëè â³ðóñîì òюòюíîâîї ìîзàїêè з êîëåêö³ї 
êàфåäðè â³ðóñîëîг³ї ÍÍÖ «Iíñòèòóò б³îëîг³ї» Êèїâñüêîгî íàö³îíàëüíîгî 
óí³âåðñèòåòó ³ìåí³ Òàðàñà Шåâ÷åíêà. Êîíöåíòðàö³ÿ â³ðóñíîгî пðåпàðàòó 
ñòàíîâèëà 200 ìêг/ìë ó 0,1Ì PBS, ðÍ 7,4. Â³ðóñîâì³ñòíèé ìàòåð³àë 
бóâ ³íîêóëюâàíèé â ðîñëèíó ìåхàí³÷íèì âòèðàííÿì â íèжíю ëèñòêîâó 
пëàñòèíêó äîñë³äíèх ðîñëèí. Êîíòðîëÿìè ñëóгóâàëè ³íф³êîâàí³ íåòðàíñ-
фîðìîâàí³ ðîñëèíè òà ðîñëèíè, ÿê³ íå ³íф³êóâàëè â³ðóñîì.

Дëÿ ê³ëüê³ñíîгî âèзíà÷åííÿ â³ðóñó ÂÒÌ ó ðîñëèíàх öèêîð³ю зàñòîñî-
âóâàëè ìåòîä ³ìóíîфåðìåíòíîгî àíàë³зó (IФÀ) ó ìîäèф³êàö³ї «ñåíäâ³÷». 
Бóëî âèêîðèñòàíî êîìåðö³éíó òåñò-ñèñòåìó («Loewe», Í³ìå÷÷èíà). Дëÿ 
пðèгîòóâàííÿ åêñòðàêò³â ëèñòêè àбî êîðåí³ ðîзòèðàëè ó 0,1M фîñфàòíî-M фîñфàòíî- фîñфàòíî-
ìó бóфåð³ (8 г/ë NaCl, 0,2 г/ë KH2PO4, 2,8 г/ë Na2HPO4x12H2O, 0,2 г/ë 
KCl, pH7,4), öåíòðèфóгóâàëè (öåíòðèфóгà Бåêхåì, 5 òèñ. îб/хâ., 20 хâ.), 
ñóпåðíàòàíò â³äбèðàëè. Îòðèìàí³ åêñòðàêòè âèêîðèñòîâóâàëè ÿê àíòèгåí. 
IФÀ пðîâîäèëè зà ñòàíäàðòíîю ìåòîäèêîю [9]. Ðåзóëüòàòè ðåєñòðóâàëè 
íà àâòîìàòè÷íîìó ELISA-ð³äåð³ («Dynex Technologies», Í³ìå÷÷èíà) пðè 
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äîâжèí³ хâèë³ 405 íì. Зà пîзèòèâíèé ðåзóëüòàò пðèéìàâñÿ пîêàзíèê Å405, 
щî âäâ³÷³ пåðåâèщóâàâ пîêàзíèê íåгàòèâíîгî êîíòðîëю. 

Ñòàòèñòè÷íèé àíàë³з åêñпåðèìåíòàëüíèх äàíèх пðîâîäèëè з âèêî-
ðèñòàííÿì ë³öåíзîâàíîгî пàêåòó пðèêëàäíèх пðîгðàì STATISTICA-6,0 
(StatSoft). 

Ðезультати та їх обговорення
Пåðåä âèзíà÷åííÿì ÷óòëèâîñò³ òðàíñгåííèх ðîñëèí öèêîð³ю з гåíîì 

ifn-α2b äî ÂÒÌ пðîâîäèëè: ПЛÐ òà ЗÒ-ПЛÐ àíàë³зè; àíàë³з åêñòðàêò³â 
òðàíñгåííèх ðîñëèí íà íàÿâí³ñòü ³íòåðфåðîíîпîä³бíîї àêòèâíîñò³ пî 
â³äíîшåííю äî ÂÂÑ. Дëÿ п³äòâåðäжåííÿ пåðåíåñåííÿ гåí³â äî ðîñëèí 
öèêîð³ю пðîâîäèëè ПЛÐ. Àíàë³з òîòàëüíîї ДÍÊ ðîñëèí, îòðèìàíèх п³ñëÿ 
òðàíñфîðìàö³ї A. rhizogenes з âåêòîðîì ðÑÂ161, òà ðîñëèí, îòðèìàíèх з 
âèêîðèñòàííÿì A. tumefaciens (âåêòîð ðÑÂ124), âèÿâèâ пðèñóòí³ñòü ÿê 
ñåëåêòèâíîгî гåíà nptII, òàê ³ ö³ëüîâîгî гåíà ifn-α2b. Дëÿ ðîñëèí, òðàíñ-
фîðìîâàíèх âåêòîðàìè ðÑÂ161 òà ðÑÂ124, бóëî пðîâåäåíî âèб³ðêîâèé 
ПЛÐ-àíàë³з зâîðîòíèх òðàíñêðèпò³â ñåëåêòèâíîгî òà ö³ëüîâîгî гåí³â. Пî-
êàзàíî, щî â óñ³х ÷îòèðüîх àíàë³зîâàíèх ë³í³ÿх ðÑÂ161-òðàíñфîðìîâàíèх 
ðîñëèí â³äбóâàëàñÿ òðàíñêðèпö³ÿ ñåëåêòèâíîгî òà ö³ëüîâîгî гåí³â (ðèñ. 1), 
à äëÿ òðüîх ðÑÂ124-òðàíñфîðìîâàíèх ë³í³é (з ÷îòèðüîх äîñë³äжóâàíèх) 
ñпîñòåð³гàëîñÿ ÿâèщå «ìîâ÷àííÿ» гåíà ifn-α2b. 

Ðис. 1. – ПËÐ аналiз зворотних транскриптiв генiв nptII (1–8) та ifn-α2b (9-16), 
рСВ161: парнi треки – синтез зворотних транскриптiв у присутностi ревертази, 

непарнi – ЗÒ-ПËÐ без ревертази.

Fig. 1. – PCR analysis of reverse transcripts of genes nptII (1–8) and ifn-α2b 
(9-16), рСВ161: even tracks – the synthesis of reverse transcripts in the presence 

of revertase, odd – RT-PCR without revertase.
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Дëÿ âèзíà÷åííÿ íàÿâíîñò³ àбî â³äñóòíîñò³ àíòèâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ 
â åêñòðàêòàх òðàíñгåííèх ðîñëèí з гåíîì ³íòåðфåðîíó, ñòâîðåíèх пðè 
âèêîðèñòàíí³ ð³зíèх âåêòîð³â, бóëî пðîâåäåíî òåñòóâàííÿ åêñòðàêò³â íà 
êë³òèíàх íèðêè бèêà ë³í³ї MDBK ó пðèñóòíîñò³ öèòîпàòîгåííîгî â³ðóñó 
ÂÂÑ. Åêñòðàêòè íåòðàíñфîðìîâàíèх ðîñëèí (êîíòðîëü) íå âèÿâèëè ³íòåð-
фåðîíîпîä³бíîї àêòèâíîñò³. Åêñòðàêòè з ðÿäó òðàíñгåííèх ðîñëèí òàêîж 
íå ìàëè пðîòèâ³ðóñíîї àêòèâíîñò³ (òàбë. 1), хî÷à ðåзóëüòàòè ЗÒ-ПЛÐ бóëè 
пîзèòèâíèìè. Ó òîé жå ÷àñ, ó äåê³ëüêîх ë³í³é âèÿâëåíî äîñèòü âèñîêó 
àíòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü – äî 9327 ÌÎ/г ìàñè ðîñëèí. Пðîòèâ³ðóñíà àê-
òèâí³ñòü êîðåíåâèх åêñòðàêò³â ðîñëèí, òðàíñфîðìîâàíèх âåêòîðîì ðÑÂ161 
з гåíîì ³íòåðфåðîíó п³ä êîðåíåñпåöèф³÷íèì пðîìîòîðîì, бóëà зíà÷íî 
âèщîю, í³ж àêòèâí³ñòü ëèñòîâèх åêñòðàêò³â òèх ñàìèх ðîñëèí (òàбë. 1). 

Òàбëèöÿ 1
Противiрусна активнiсть по вiдношенню до вiрусу везикулярного стоматиту 

бiлкових екстрактiв трансгених рослин цикорiю

Table 1 
Vesicular stomatitis virus antiviral activity of protein extracts of transgenic 

chicory plants

Ëiнiя Вектор Зразок

Активнiсть

ÌÎ/г маси
ÌÎ/мг 

загального 
бiлку

161/6 pCB161(Mll::HuINFa-2b)
êîðåí³ 2250 358,34

ëèñòÿ 288 262,69

161/13 pCB161(Mll::HuINFa-2b)
êîðåí³ 1620 1203,56

ëèñòÿ 0 0

161/21 pCB161(Mll::HuINFa-2b)
êîðåí³ 0 0

ëèñòÿ 0 0

161/14 pCB161(Mll::HuINFa-2b) êîðåí³ 2160 587,72

124/22 pCB124(35S::HuINFa-2b) ëèñòÿ 0 0

124/8 pCB124(35S::HuINFa-2b) ëèñòÿ 0 0

124/8/6 pCB124(35S::HuINFa-2b) ëèñòÿ 0 0

124/7 pCB124(35S::HuINFa-2b) ëèñòÿ 0 0

124/5 pCB124(35S::HuINFa-2b) ëèñòÿ 9327 3291,44

Ê
Êîíòðîëü 
(íåòðàíñфîðìîâàí³ ðîñëèíè)

ëèñòÿ 0 0
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Дëÿ äîñë³äжåííÿ ÷óòëèâîñò³ òðàíñгåííèх ðîñëèí äî ф³òîâ³ðóñó ÂÒÌ 
бóëè âзÿò³ ë³í³ї ðîñëèí, òðàíñфîðìîâàí³ äâîìà âåêòîðàìè з гåíàìè IФÍ 
– ðÑÂ161 òà ðÑÂ124. Яê пîзèòèâíèé êîíòðîëü âèêîðèñòîâóâàëèñÿ ³íф³êî-
âàí³ â³ðóñîì íåòðàíñфîðìîâàí³ ðîñëèíè öèêîð³ю. Íåгàòèâíèì êîíòðîëåì 
ñëóгóâàëè ðîñëèíè äèêîгî òèпó, ÿê³ íå зàðàжàëè â³ðóñîì.

Ñèìпòîìè â³ðóñíîгî óðàжåííÿ ñпîñòåð³гàëè ÿê íà ³íф³êîâàíèх íå-
òðàíñфîðìîâàíèх ðîñëèíàх (пîзèòèâíèé êîíòðîëü), òàê ³ íà òðàíñгåííèх. 
Óñ³ ³íф³êîâàí³ ÂÒÌ ðîñëèíè ìàëè хàðàêòåðí³ ñèìпòîìè óðàжåííÿ, ÿê³ 
з’ÿâëÿëèñÿ ÷åðåз 3 òèжí³ òà â³зóàëüíî пðîÿâëÿëèñÿ хëîðîòè÷íèì пîжîâ-
ò³ííÿì òà äåфîðìàö³ÿìè ëèñòêîâèх пëàñòèíîê. Â³ðóñîì óðàжàëèñÿ ÿê 
ðîñëèíè, åêñòðàêòè з ÿêèх ìàëè ³íòåðфåðîíîпîä³бíó àêòèâí³ñòü щîäî ÂÂÑ 
(íàпðèêëàä, ë³í³ї ¹ 161/6, 161/13), òàê ³ ò³, ÿê³ òàêîї àêòèâíîñò³ íå ìàëè.

Дëÿ âèзíà÷åííÿ ó äîñë³äíèх ðîñëèíàх âì³ñòó â³ðóñó â³äбèðàëè ëèñòêè 
òà êîðåí³ ðîñëèí, ðîзòèðàëè ó фîñфàòíîìó бóфåð³ òà гîòóâàëè âèòÿжêè. 
Â³äпîâ³äíî äî ðåзóëüòàò³â IФÀ, êîíòðîëüí³ (íåòðàíñфîðìîâàí³) ðîñëèíè 
óðàжóâàëèñÿ ÂÒÌ. Дâ³ з äîñë³äжóâàíèх òðàíñгåííèх ë³í³é öèêîð³ю (¹ 1, 
âåêòîð ðÑÂ161 òà ¹ 5, âåêòîð ðÑÂ124, ðèñ. 2) ì³ñòèëè ê³ëüê³ñòü ÂÒÌ, 
ñп³âñòàâíó з òàêîю ó ðîñëèíàх пîзèòèâíîгî êîíòðîëю. Iíш³ ë³í³ї (¹ 2, 
3, 4, ðÑÂ161 òà ¹ 6, ðÑÂ124) ì³ñòèëè зíà÷íî б³ëüшó ê³ëüê³ñòü â³ðóñó, 
í³ж êîíòðîëüí³ (ðèñ. 2). 

Ðис. 2. Iмуноферментний аналiз рiвня реплiкацiї вiрусу ВÒÌ в контрольних та 
трансгенних рослинах цикорiю з геном iнтерферону-α2b людини: 1–6 – трансгеннi 

рослини, 7 – контроль позитивний; 8 – контроль негативний.

Fig. 2. ELISA analisis of TMV level replication in control and transgenic chicory 
plants with interferon-α2b gene: 1–6 – transgenic plants, 7 – positive control, 

8 – negative control.
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Рис. 2.  Імуноферментний аналіз рівня реплікації вірусу ВТМ в контрольних та 

трансгенних рослинах цикорію з геном інтерферону-α2b людини: 1–6 – трансгенні 

рослини, 7 – контроль позитивний; 8 – контроль негативний. 

Fig. 2.  ELISA analisis of TMV level replication in control and transgenic chicory 

plants with interferon-α2b gene: 1–6 – transgenic plants, 7 – positive control, 8 – negative 

control. 

 

Отже, перенесення гена ifn-α2b людини у рослини цикорію не тільки не 

призводило до підвищення стійкості рослин до ВТМ, але й для ряду ліній  – до 

збільшення симптомів ураження вірусом та значного зростання вірусного 

врожаю за даними ІФА. Такі результати співпадають з дослідженнями інших 

авторів [5, 7, 15], в яких було показано можливість відсутності захисної дії 

інтерферону. Очевидно, що синтезування інтерферону-α2b людини у рослинах 

цикорію, незважаючи на наявність інтерфероноподібної активності щодо ВВС, 

не надавало цим рослинам підвищеної стійкості до фітовірусу. На цей час 

невідомі механізми активації антивірусного стану в деяких рослинах, 

наприклад, у тютюні, інтерфероном-α2b людини, який виконує свої функції в 

клітинах через взаємодію з специфічним поверхневим рецептором. Разом з тим, 

було показано, що екстракти нетрансформованих рослин тютюну виявляють 
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Îòжå, пåðåíåñåííÿ гåíà ifn-α2b ëюäèíè ó ðîñëèíè öèêîð³ю íå ò³ëüêè 
íå пðèзâîäèëî äî п³äâèщåííÿ ñò³éêîñò³ ðîñëèí äî ÂÒÌ, àëå é äëÿ ðÿäó 
ë³í³é – äî зб³ëüшåííÿ ñèìпòîì³â óðàжåííÿ â³ðóñîì òà зíà÷íîгî зðîñ-
òàííÿ â³ðóñíîгî âðîжàю зà äàíèìè IФÀ. Òàê³ ðåзóëüòàòè ñп³âпàäàюòü з 
äîñë³äжåííÿìè ³íшèх àâòîð³â [5, 7, 15], â ÿêèх бóëî пîêàзàíî ìîжëè-
â³ñòü â³äñóòíîñò³ зàхèñíîї ä³ї ³íòåðфåðîíó. Î÷åâèäíî, щî ñèíòåзóâàííÿ 
³íòåðфåðîíó-α2b ëюäèíè ó ðîñëèíàх öèêîð³ю, íåзâàжàю÷è íà íàÿâí³ñòü 
³íòåðфåðîíîпîä³бíîї àêòèâíîñò³ щîäî ÂÂÑ, íå íàäàâàëî öèì ðîñëèíàì 
п³äâèщåíîї ñò³éêîñò³ äî ф³òîâ³ðóñó. Íà öåé ÷àñ íåâ³äîì³ ìåхàí³зìè àê-
òèâàö³ї àíòèâ³ðóñíîгî ñòàíó â äåÿêèх ðîñëèíàх, íàпðèêëàä, ó òюòюí³, 
³íòåðфåðîíîì-α2b ëюäèíè, ÿêèé âèêîíóє ñâîї фóíêö³ї â êë³òèíàх ÷åðåз 
âзàєìîä³ю з ñпåöèф³÷íèì пîâåðхíåâèì ðåöåпòîðîì. Ðàзîì з òèì, бóëî 
пîêàзàíî, щî åêñòðàêòè íåòðàíñфîðìîâàíèх ðîñëèí òюòюíó âèÿâëÿюòü 
пðîòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü [15]. Ìîжëèâî, êë³òèíè ðîñëèí öèêîð³ю íå ìàюòü 
ðåöåпòîðíèх пîâåðхíåâèх ñòðóêòóð, пîä³бíèх äî òàêèх ó ðîñëèíàх òюòюíó, 
щî зàбåзпå÷èëè б зàпóñê â³äпîâ³äíèх пðîòèâ³ðóñíèх ñèгíàëüíèх шëÿх³â 
пðè їх âзàєìîä³ї з гåòåðîëîг³÷íèì IФÍ. Íå âèêëю÷åíî, щî â ðîñëèíàх 
òюòюíó, íà â³äì³íó â³ä öèêîð³ю, ³ñíóюòü âíóòð³шíüîêë³òèíí³ фàêòîðè, 
ÿê³ ó âзàєìîä³ї з IФÍ ëюäèíè, щî ñèíòåзóєòüñÿ ó öèòîпëàзì³, пðîÿâëÿ-
юòü зàхèñíó àíòè-ÂÒÌ àêòèâí³ñòü. Â³äñóòí³ñòü пðîòèâ³ðóñíîї àíòè-ÂÒÌ 
àêòèâíîñò³ òà зðîñòàííÿ âðîжàю ÂÒÌ пðè ³íфåêö³ї òðàíñгåííîгî öèêîð³ю 
ìîжå бóòè пîâ’ÿзàíî ³ з òèì, щî ðîñëèíè пðîäóêóâàëè íåñпåöèф³÷íèé 
їì пðîäóêò, щî пåðåîбòÿжèëî ñèíòåòè÷íèé àпàðàò ³ ó â³äñóòíîñò³ пðîòè-
â³ðóñíîї ä³ї öèòîê³íó пðèзâåëî äî ðîзâèòêó б³ëüш пðîäóêòèâíîї â³ðóñíîї 
³íфåêö³ї, í³ж ó êîíòðîëüíèх ðîñëèíàх. Ðàзîì з òèì, äîñèòü íåîäíîзíà÷íà 
ðåàêö³ÿ ð³зíèх ë³í³é òðàíñгåííèх ðîñëèí äî ä³ї ÂÒÌ пîòðåбóє пðîäîâжåííÿ 
äîñë³äжåíü з âèêîðèñòàííÿì б³ëüшîї ê³ëüêîñò³ äîñë³äíèх ðîñëèí, à òàêîж 
òåñòóâàííÿ ÿê äîäàòêîâîгî êîíòðîëю òðàíñгåííèх ðîñëèí öèêîð³ю, щî 
ìàюòü ³íш³ òðàíñгåíè.

Â ðåзóëüòàò³ äîñë³äжåíü бóëî пîêàзàíî, щî ðîñëèíè Cichorium 
intybus L. з гåíîì ifn-α2b ëюäèíè ñèíòåзóюòü фàêòîð, щî пðîÿâëÿє 
ñпåöèф³÷íó äëÿ ³íòåðфåðîíó пðîòèâ³ðóñíó àêòèâí³ñòü â êë³òèíàх MDBK 
щîäî ÂÂÑ, ÿêà ñòàíîâèëà 262,69–3291,44 ÌÎ/ìг зàгàëüíîгî б³ëêó.  
Â òîé жå ÷àñ, ö³ òðàíñгåíí³ ðîñëèíè íå ìàëè ñò³éêîñò³ äî ф³òîâ³ðóñó – 
â³ðóñó òюòюíîâîї ìîзàїêè, пðè÷îìó â³ðóñîì óðàжàëèñÿ óñ³ äîñë³äжóâàí³ 
ðîñëèíè öèêîð³ю íåзàëåжíî â³ä âèêîðèñòàíîгî äëÿ òðàíñфîðìàö³ї âèäó 
àгðîбàêòåð³é (A. rhizogenes àбî A. tumefaciens) òà âåêòîð³â, щî â³äð³зíÿ-
ëèñÿ пðîìîòîðàìè гåíà ³íòåðфåðîíó (âåêòîð ðÑÂ161, êîðåíåñпåöèф³÷íèé 
пðîìîòîð Mll àбî âåêòîð ðÑÂ124, 35S пðîìîòîð). Íå âèÿâëåíî пðÿìîї 
зàëåжíîñò³ ì³ж ñèíòåзîì IФÍ ó ðîñëèíàх öèêîð³ю з гåíîì ifn-α2b ëюäè-
íè òà ñò³éê³ñòю äî ÂÒÌ, б³ëüшå òîгî, пåðåíåñåííÿ гåíà ifn-α2b ëюäèíè 
äî ðîñëèí öèêîð³ю пðèзâîäèëî ó ðÿä³ âèпàäê³â äî п³äâèщåííÿ âðîжàю 
ф³òîâ³ðóñó â òðàíñгåííèх ðîñëèíàх.
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ЧУВСÒВИÒÅËЬÍÎСÒЬ ÒÐАÍСÃÅÍÍЫÕ ÐАСÒÅÍИЙ ÖИÊÎÐИß С 
ÃÅÍÎÌ ИÍÒÅÐФÅÐÎÍА АËЬФА-2B ЧÅËÎВÅÊА Ê ЗАÐАЖÅÍИЮ 

ВИÐУСÎÌ ÒАÁАЧÍÎЙ ÌÎЗАИÊИ

Ðеферат

Пðîâåäåíî ñðàâíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê âèðóñó òàбà÷íîé ìî-
зàèêè òðàíñгåííых ðàñòåíèé öèêîðèÿ Cichorium intybus L. ñ гåíîì 
èíòåðфåðîíà-α2b ÷åëîâåêà è èñхîäíых íåòðàíñфîðìèðîâàííых ðàñòåíèé. 
Пîêàзàíî, ÷òî пåðåíåñåíèå гåíà inf-α2b â ðàñòåíèÿ öèêîðèÿ ñîпðîâîжäà-
åòñÿ ñèíòåзîì фàêòîðà ñ âыñîêîé èíòåðфåðîí-ñпåöèфè÷åñêîé àêòèâíîñ-
òüю пðîòèâ âèðóñà âåзèêóëÿðíîгî ñòîìàòèòà. Îäíàêî, эòî íå пðèâîäèò ê 
óâåëè÷åíèю óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé öèêîðèÿ ê âèðóñó òàбà÷íîé ìîзàèêè, 
бîëåå òîгî, ñèíòåз èíòåðфåðîíà ñîпðîâîжäàåòñÿ пîâышåíèåì âèðóñíîгî 
óðîжàÿ â òðàíñгåííых ðàñòåíèÿх.

Êëю÷åâыå ñëîâà : Cichorium intybus L., òðàíñгåííыå ðàñòåíèÿ, 
гåí inf-α2b, âèðóñ òàбà÷íîé ìîзàèêè.
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SENSITIVITY OF TRANSGENIC CHICORY PLANTS WITH 
HUMAN INTERFERON ALPHA-2B GENE TO DAMAGE BY 

TOBACCO MOSAIC VIRUS

Summary

The sensitivity to tobacco mosaic virus of transgenic chicory Cichorium 
intybus L. with interferon-α2b gene was compared with non-transformed 
chicory plants. There were proved that transfer of inf-α2b gene in chicory 
plants was accompanied by synthesis of the factors with high interferon-
specific activity against vesicular stomatitis virus. However, inf-α2b gene 
expression did not lead to increasing of chicory plants resistance to tobacco 
mosaic virus infection, moreover, IFN synthesis was accompanied by 
increased viral yield in transgenic plants.

Key words: Cichorium intybus L., transgenic plants, inf-α2b gene, 
tobacco mosaic virus.


