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ПЕРЕНЕСЕННЯ В РОСЛИНИ РЯСКИ ПЕРЕНЕСЕННЯ В РОСЛИНИ РЯСКИ Lemna minorLemna minor L.L.
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Розроблено методику генетичної трансформації ряски Lemna minor L. (Lemnaceae, Monocotyle,
dons) з використанням Agrobacterium rhizogenes без застосування ацетосерингону. Трансгенні росли�
ни ряски з генами туберкульозних антигенів ESAT6 та Ag 85B було отримано з частотою 2% прямою
регенерацією з пазушних меристем без стадій утворення «бородатих коренів» та калюсу. Така мето�
дика дозволяє істотно скоротити час одержання трансгенних рослин та створювати трансформовані
рослини ряски з генами, що становлять практичний інтерес.
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Ряска Lemna minor L. — водна рослина,
що належить до родини Lemnaceae (Araceae)
класу однодольних. Рослини ряски, як й ін�
ші види цієї родини (Lemna gibba, Lemna
minor, Spirodela polyrhiza, Wolffia borealis,
Wolffia arryza та ін.) флотують на поверхні
водойм. У рослин відсутні стебло та листки,
організм являє собою фотосинтезуючу плас�
тинку — листець з боковими листецями та
корінець (корінці). Ряска швидко розмно�
жується вегетативним шляхом [1], за якого
з пазух листеців (кишеньок) утворюються
нові пагони, які потім відділяються від ма�
теринської рослини (рис. 1).

Рослини родини Lemnaceae є стійкими
до високих концентрацій токсичних сполук.
Вони здатні очищувати воду від гербіцидів
[2], важких металів [3–5], органічних спо�
лук [6]. Виходячи з цих особливостей ряску
та інші види можна використовувати для
біомоніторингу [7, 8] та фіторемедіації за�
бруднених водойм [9–13].

У народній медицині ряску застосовують
як спазмолітичний, жарознижувальний, се�
чогінний, антимікробний засіб завдяки на�
явності флавоноїдів, каротиноїдів та інших
сполук [14]. З ряски виділено полісахарид
лемнан, який має імуномодулюючі власти�
вості [15, 16]. Ряска містить до 35% протеї�
ну (для порівняння: сухе насіння сої —
38–42%) [17, 18]. З огляду на це її викорис�
товують як кормову добавку у тваринництві
та птахівництві. Крім того, оскільки росли�
на містить багато протеїну, швидко розмно�
жується, а отримання біомаси не потребує
значних фінансових витрат, вона є ідеальним
об’єктом для генно�інженерних досліджень
з метою створення трансгенних рослин —
продуцентів рекомбінантних протеїнів, зок�
рема цінних фармацевтичних сполук [19].
Використання генетично модифікованих
ряскових як біофабрик дає змогу синтезува�
ти рекомбінантні протеїни у великих кіль�
костях і з низькою собівартістю. До того
ж вони є більш безпечними порівняно з ре�
комбінантними протеїнами бактеріальногоРис. 1. Ріст рослин ряски в культурі in vitro
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чи тваринного походження, оскільки в цьо�
му разі існує ймовірність забруднення
екстрагованого продукту вірусами або інши�
ми патогенами.

Для різних видів родини розроблено ме�
тоди культивування у стерильній культурі,
калюсоутворення та регенерації рослин [20,
21]. Для дедиференціювання, утворення ка�
люсу та регенерації використовують регуля�
тори росту рослин: 2,4�дихлорфеноксіоцтову
кислоту, тидіазурон, бензиламінопурин,
кінетин. Калюсні тканини утворюються
протягом 6–8 тижнів, регенерація рослин
відбувається ще через 4 тижні [21]. Показано
також, що на процес калюсоутворення впли�
вають цукри, які містяться в живильному се�
редовищі (галактоза, сахароза, сорбітол) [22].

Для трансформації рослин родини ряско�
вих застосовують методи бомбардування
[23] та трансформації за допомогою Agrobac,
terium tumefaciens [24]. У результаті цих
експериментів спостерігали транзієнтну
експресію перенесених генів у Wolffia
columbiana  [23, 24], Lemna gibba [25]. Низку
досліджень було спрямовано на розроблення
методик трансформації з використанням се�
лективних nptII та bar [18, 26] або репортер�
них генів [23, 24]. Водночас було створено
рослини родини ряскових, що можуть мати
практичне застосування [27]. Зокрема, отри�
мано рослини Spirodela, що синтезують ап�
ротинін [28], Lemna minor, які накопичують
ензим ендоглюканазу E1 [29], інтерферон
[30], моноклональні антитіла [31] тощо. За�
реєстровано патенти на розроблення методи�
ки трансформації ряски [32�35].

В експериментах з генетичної трансфор�
мації експлантів, які культивують спільно
з агробактеріями, одержують калюсну тка�
нину і потім ініціюють з неї регенерацію
рослин [18, 26]. Такий спосіб потребує вит�
рат часу, адже отримання регенерованих
рослин у ряски — процес тривалий (більше
3–4 місяців). З огляду на це становить інте�
рес отримання трансгенних рослин ряски
безпосередньо з листеців шляхом їх транс�
формації та вегетативного розмноження без
проміжних етапів калюсоутворення та реге�
нерації. Рослини ряски містять меристема�
тичну ділянку у пазухах листеців, з якої
відбувається ріст нових рослин, отже,
є можливість трансформувати саме ці кліти�
ни та одержати трансформовані рослини.
У такому разі термін отримання трансфор�
мованих рослин значно скорочується.

У біотехнології для одержання трансген�
них рослин поряд із A. tumefaciens викорис�
товують також A. rhizogenes — ґрунтову

бактерію, що спричинює захворювання «бо�
родатий корінь» у широкого кола дводоль�
них рослин [36]. Причиною виникнення
хвороби є перенесення, стабільна інтеграція
в геном рослини�хазяїна та експресія части�
ни ДНК (Т�ДНК) онкоплазміди рRi бактерії
A. rhizogenes. In vitro «бородаті корені» ма�
ють ряд специфічних рис: інтенсивний гор�
мононезалежний ріст, відсутність позитивно�
го геотропізму, високий ступінь галуження.
Найчастіше A. rhizogenes використовують
для отримання трансгенних рослин класу
дводольних, хоча нині визначено умови, за
яких є можливість застосовувати цей вид
бактерій для трансформування геному одно�
дольних рослин [37]. Оскільки в здійснених
дослідженнях для одержання трансгенних
рослин ряски використовували лише
A. tumefaciens, становить інтерес вивчення
можливості використання іншого виду —
A. rhizogenes, не застосовуючи при цьому
спеціальних сигнальних сполук. Позитив�
ний результат таких досліджень дасть змогу
зробити висновок не тільки щодо можли�
вості використання цих бактерій для трансфор�
мування геному ряски, але й буде непрямим
свідченням того, що ряска, яка належить до
класу однодольних, здатна до синтезу спо�
лук, що сприяють процесингу та перенесен�
ню Т�ДНК в клітини рослини.

Для трансформації ряски нами було ви�
користано агропіновий штам A. rhizogenes
А4 з векторною конструкцією, що містила
селективний ген неоміцинфосфотрансфера�
зи II (nptII) і цільові гени, що кодують син�
тез туберкульозних антигенів ESAT6 (esxA)
та Ag 85B (fbpBΔTMD).

Матеріали і методи

Об’єктом досліджень були рослини ряс�
ки малої Lemna minor з природної водойми
(озеро Опечень, м. Київ.).

Рослини стерилізували протягом 1 хв
у 70%�му етанолі, 1–10 хв у розчині комер�
ційного препарату «Білизна» (НПФ
«Біолайт», Україна) та промивали стериль�
ною дистильованою водою (60 хв). Після сте�
рилізації рослини вирощували у чашках
Петрі на агаризованому середовищі 1/2 МС
(середовище Murashige, Skoog) [38] зі змен�
шеним удвічі вмістом макроелементів) при
16�годинному світловому фотоперіоді та
температурі 24°С.

У роботі використовували векторну
конструкцію pCB158 (рис. 2). Під час
конструювання вектора pCB158  за основу
було взято бінарний вектор pCB064, який
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містив злиту послідовність генів
esxA::fbpBΔTMD, що кодують антигени ESAT6
та Ag85B (без трансмембранного домену
ΔTMD) з Mycobacterium tuberculosis, під
контролем промотору 35S вірусу мозаїки
цвітної капусти та селективний ген нео�
міцинфосфотрансферази ІІ nptII. Фрагмент
EcoRI�NcoI бінарного вектора pCB064 [39],
який містить промотор 35S (1338 п.н.), було
заміщено послідовністю промотору Mll
(EcoRI�NcoI розміром 1735 п.н.), клоновано�
го нами раніше [40]. Усі маніпуляції з ДНК
проводили відповідно до [41] та рекомен�
дацій виробника ендонуклеаз рестрикції,
лігази і Silica Bead DNA Gel Extraction Kit
(Fermentas, Литва). Плазмідну ДНК бінар�
ного вектора pCB158 було перенесено до аг�
ропінового штаму A. rhizogenes A4, який
у подальшому використовували для гене�
тичної трансформації рослин.

Бактерії вирощували на середовищі LB
[41] з карбеніциліном (100 мг/л) упродовж
24 год при температурі 28 °С. Бактеріальні

клітини осаджували центрифугуванням
(3 000g, 10 хв), осад ресуспендували в роз�
чині 10 мМ MgSO4. Рослини розділяли на
окремі листеці, які інкубували в бактеріаль�
ній суспензії 30 хв, промокали фільтруваль�
ним папером та культивували протягом
двох діб на середовищі 1/2 МС. Потім екс�
планти переносили на середовище 1/2 МС,
до якого додали 25 мг/л канаміцину та 600 мг/л
цефатоксиму.

Сумарну ДНК виділяли з асептичних
рослин ЦТАБ�методом [42]. ПЛР геномної
ДНК проводили на ампліфікаторі Master�
cycler personal 5332 (Eppendorf). Реакційна
суміш складалася з однократного ПЛР�буфе�
ра із сульфатом амонію, 0,2 мкМ відповідних
праймерів, 200 мкМ кожного з дезоксинук�
леозидтрифосфатів, 0,5 од. Taq�полімерази,
10–50 нг ДНК�проби. Загальний об’єм ре�
акційної суміші становив 20 мкл. При цьому
використовували праймери, специфічні до
кодувальної частини генів nptII, esxA,
fbpBΔTMD, rolВ (табл.).

Рис. 2. Схематичне зображення ТbДНК бінарних векторів pCB064 та pCB158

Праймери, що їх було використано для ПЛРbаналізу присутності генів 
nptII, esxA , fbpBΔΔTMD, rolВ

Ген Праймери Розмір ампліфікованого 
фрагмента, п. н.

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

esxA 5′�ctgaccatggcagagcagcagtggaatttcgc�3′
5′�gagaattctgcgaacatcccagtgctcg�3′ 299  

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

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

Умови ампліфікації: первинна денатурація — 94 °С, 3 хв, потім 30 циклів амліфікації (94 °С, 30 с — 62 °С,
30 с — 72 °С, 30 с), кінцевий синтез — 72 °С, 3 хв. Для детекції rolВ у циклах ампліфікації тривалість син�
тезу була дещо довша — 40 с (72 °С).
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Результати та обговорення

У процесі стерилізації рослин спостеріга�
лася висока чутливість їх до використовува�
ного стерилізаційного агента. Так, якщо під
час обробки препаратом «Білизна» (1:5) про�
тягом 1 хв виживало 100% експлантів, то зі
збільшенням терміну стерилізації до 5 та 10 хв
виживання рослин становило відповідно 5
і 1%; бактеріальної та мікроміцетної кон�
тамінації виявлено не було. 

Стерильні рослини трансформували за до�
помогою A. rhizogenes за методикою, описа�
ною в розділі «Матеріали і методи». Відомо,
що процес агробактеріальної трансформації
включає кілька етапів: прикріплення бак�
терій до рослинних клітин; перенесення час�
тини бактеріального геному; вбудовування
перенесених генів. У зв’язку з цим необхідно
протягом певного часу культивувати рос�
линні експланти з культурою бактерій, а далі
переносити їх на середовища з антибіотиком,
що перешкоджає росту агробактерій. У на�
ших експериментах листеці протягом двох
днів витримували на середовищі МС, після
чого додавали цефатоксим для елімінації аг�
робактерій та канаміцин для селекції транс�
формованих рослин. Попередніми експеримен�
тами було визначено, що використання
канаміцину в концентрації 25 мг/л дає змогу
проводити селекцію трансформованих рослин
за ознакою збереження зеленого забарвлення. 

Процес росту нових листеців із кишеньок
експлантів, підданих трансформації, розпочи�
нався через 2–3 дні. Через 2 тижні було
відібрано 2 клони, листеці яких мали зелене
забарвлення на селективному середовищі,
що становило 2% від загальної кількості
експлантів. Рослини розмножували шляхом
відокремлення і вирощували впродовж 3 мі�
сяців на селективному середовищі (рис. 3). 

Оскільки для трансформації використо�
вували бактерії A. rhizogenes, можна було
очікувати інтенсивного росту коренів та ви�
яву специфічних для трансформованих цією
бактерією особливостей (наприклад, відсут�
ності позитивного геотропізму) [43]. Однак,
відібрані під час селекції рослини за розмі�
рами, морфологією не відрізнялися від конт�
рольних нетрансформованих. Вони так само
утворювали нові листеці та мали по одному
корінцю завдовжки близько 10 мм (або ж ко�
рінці були відсутні). Подібну пряму регене�
рацію трансгенних рослин з експлантів (без
стадії коренеутворення) після трансфор�
мації за допомогою A. rhizogenes описано для
троянди [44], ківі [45], лайму [46] та цукро�
вого буряку [47]. Хоча слід зазначити, що

в цитованих роботах, на відміну від наших екс�
периментів, поряд із регенерованими рослина�
ми формувалися також «бородаті корені».

Як відомо, плазміда рRi агропінових
штамів A. rhizogenes має два окремих фраг�
менти Т�ДНК, що переносяться до рослинної
клітини: правий TR�ДНК і лівий TL�ДНК
[48]. Останній містить гени rolА, B, C, D, які
задіяні в процесі коренеутворення і відпові�
дають за специфічність фенотипу «борода�
тих коренів» [49]. TL� і TR�ДНК переносять�
ся в геном незалежно, тому трансформовані
кореневі культури й отримані з них рослини
можуть розрізнятися за кількістю копій,
довжиною фрагментів, а також сайтами
інтеграції Т�ДНК [50]. Інтеграція Т�ДНК
бінарного вектора також відбувається неза�
лежно, завдяки чому можна одержати транс�
генні рослини, які містять лише Т�ДНК
бінарного вектора без TL� і TR�ДНК з онко�
плазміди рRi у разі прямої регенерації рос�
лин (без стадії «бородатих коренів») на се�
лективному середовищі. У випадку, коли
відбирають кореневі культури, фенотип
яких зумовлений кількістю та експресією
перенесених rol�генів TL�ДНК, трансгенні
рослини, які регенерують з таких культур,
містять як трансгени бінарного вектора, так
і rol�гени. Проте в наступних поколіннях під
час мейозу може відбутися генетична сегрега�
ція Т�ДНК, що дозволяє отримати нормальні

Рис. 3. Трансформовані (А) та контрольні (Б)
рослини ряски на середовищі 

з 25 мг/л канаміцину

А

Б
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за фенотипом трансгенні рослини, які міс�
тять лише Т�ДНК бінарного вектора без ге�
нів рRi та асоційованих із цим морфологіч�
них змін [51, 52].

У наших дослідах відсутність появи ко�
ренів специфічного фенотипу можна пояс�
нити тим, що в процесі трансформування
рослин ряски не відбулося перенесення rol�
генів A. rhizogenes до рослинного геному, що
й було підтверджено ПЛР�аналізом транс�
формованих клонів (рис. 4). Ампліфікацією
сумарної ДНК з використанням праймерів,
специфічних до гена rolВ, який поряд з ін�
шими генами rol�локуса задіяний у процесі
коренеутворення і відповідає за фенотип
«бородатих коренів», не виявлено фрагмен�
та очікуваного розміру (780 п. н.). 

Аналіз ДНК рослин ряски на присут�
ність селективного та цільового генів пока�
зав наявність як селективного, так і цільо�
вих генів (рис. 4). Аналіз на вміст vir�генів
виявився негативним, отже одержані росли�
ни були вільні від бактерій, використовува�
них для трансформації. Таким чином,
дійсно відбулося перенесення селективного
та цільових генів  до рослинних клітин.     

Агробактерії як засіб перенесення генів
використовують переважно для трансфор�
мування дводольних рослин. Застосування
цього способу трансформації для рослин
класу однодольних є обмеженим унаслідок
природного бар’єра, який перешкоджає
взаємодії бактерій та рослинних клітин [53].
Це пов’язано, зокрема, з тим, що рослини
класу однодольних не виділяють специ�

фічних сигнальних сполук, які активізують
гени вірулентності агробактерій. Викорис�
тання таких сполук (наприклад, ацетосе�
рингону) в процесі трансформування рослин
дає можливість зняти природну перешкоду
та отримувати трансгенні однодольні росли�
ни із застосуванням Agrobacterium [18].

В описаних у літературі експериментах
з агробактеріальної трансформації ряско�
вих застосовували ацетосерингон [18, 27],
клітинну суспензію дводольних рослин
(наприклад, 1–10%�ну суспензію клітин
Nicotiana tabacum) та інші сполуки або спе�
цифічні для цих рослин лінії Agrobacterium
(A. tumefaciens EHA105, EHA101, GVE3103)
[35] з метою подолання бар’єру та перенесен�
ня трансгенів. Окрім того, автори зазначе�
них публікацій піддавали трансформуванню
калюсні тканини з метою отримання  шля�
хом регенерації трансгенних рослин. 

У наших експериментах не використову�
вали ацетосерингон під час трансформуван�
ня рослин ряски за допомогою A. rhizogenes.
У результаті зі 100 експлантів отримали ли�
ше два трансформованих клони, отже, часто�
та трансформації була невисокою. За дани�
ми літератури, відсоток трансгенних рослин
родини Lemnaceae у разі агробактеріальної
трансформації за допомогою A. tumefaciens,
навіть з використанням спеціальних сиг�
нальних сполук (наприклад, ацетосеринго�
ну), коливається у широких межах та знач�
ною мірою є видозалежним. Так, цей
показник становив 92% для Spirodela punc,
tara, 14% — для Lenma obscura, 8% —

Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфікації rolB (1–4), fbpBΔΔTMD (6–9) та nptII (10–13): 
1, 6, 10 — негативний контроль, без ДНК�матриці; 2, 7, 11 — ДНК вихідної нетрансформованої рослини;

3, 8, 12 — ДНК рослини ряски, трансформованої A. rhizogenes рСВ158; 4, 9, 13 — позитивний контроль, су�
марна ДНК A. rhizogenes рСВ158; 5, 14 — ДНК�маркери (O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, O’GeneRuler™ 
100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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Lemna gibba, 9% — Wolffia australiana,
0,1% — для Wolffia brasiliensis [35]. Разом
з тим, цілком очевидно, що ряска, яка нале�
жить до класу однодольних, може бути
трансформована з використанням агробак�
терій, зокрема A. rhizogenes, і без застосуван�
ня ацетосерингону або інших сполук.

Наші експерименти відрізнялися від попе�
редніх, проведених іншими авторами  [18, 27,
35], тим, що: 1) як засіб перенесення чу�
жорідних генів використовували A. rhizogenes;
2) не застосовували ацетосерингон чи іншу
сполуку, що уможливлює трансформацію рос�
лин, які не синтезують специфічних сигналь�
них сполук; 3) для трансформації використо�
вували листеці та вегетативне розмноження
без стадій калюсоутворення і регенерації.

Отримані результати свідчать про те, що: 
– A. rhizogenes можна застосовувати для пе�

ренесення чужорідних генів до рослин ряски;
– очевидно, ряска L. minor деякою мірою

синтезує сигнальні сполуки, необхідні для
перенесення генів з агробактерій до рослин�

них клітин. Імовірно, концентрація їх є не�
великою, про що свідчить низька ефектив�
ність одержання трансформованих рослин
без використання ацетосерингону (2 клони
зі 100 експлантів);

– трансгенні рослини ряски можна отри�
мати за допомогою A. rhizogenes прямою ре�
генерацією та подальшим вегетативним
розмноженням без проміжних стадій калю�
соутворення і регенерації. Такий спосіб дає
змогу істотно скоротити час, необхідний для
отримання трансформованих рослин, адже
шляхом трансформування калюсних тканин
трансгенні рослини можна одержати приб�
лизно через 12–16 тижнів після кокультиву�
вання з агробактеріями [18], а в разі прямої
регенерації — через 2–3 тижні;

– є можливість отримати трансгенні рос�
лини ряски, що мають цільові гени тубер�
кульозних антигенів ESAT6 та Ag85B. Такі
рослини можуть становити практичний
інтерес виходячи з фізіологічних особливос�
тей ряски — швидкого вегетативного роз�
множення та невибагливості до умов росту.
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Разработана методика генетической транс�
формации ряски Lemna minor L. (Lemnaceae,
Monocotyledons) с помощью Agrobacterium rhi,
zogenes без использования ацетосерингона.
Трансгенные растения ряски с генами тубер�
кулезных антигенов ESAT6 и Ag85B были по�
лучены с частотой 2% прямой регенерацией из
пазушных меристем без стадий образования
«бородатых корней» и каллуса. Такая методи�
ка позволяет значительно сократить время по�
лучения трансгенных растений и создавать
трансформированные растения ряски с гена�
ми, представляющими практический интерес.
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Agrobacterium rhizogenes�mediated method
for genetic transformation of duckweed Lemna
minor L. (Lemnaceae, Monocotyledons) without
acetosyringone treatment was developed.
Transgenic duckweed plants with genes of tuber�
culosis antigens ESAT6 and Ag85B were
obtained with frequency 2% by direct regenera�
tion from axillary meristem without hairy root
or callus stage. Developed technique enables to
scale down the time for transgenic plant obta�
ning and to create duckweed plants transformed
with genes of interest.
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