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Ефективний метод генетичної 
трансформації картоплі та створення in vitro 
колекції її сортів з генами, що підвищують стійкість 
до абіотичних і біотичних стресів
Представлена академіком НАН України В.В. Швартау

Сьогодні різноманітні сільськогосподарські види рослин зазнають впливу численних стресових факторів 
довкілля — засолення, посухи, екстремальних температур, дефіциту або надлишку мінеральних речовин 
тощо. Картопля (Solanum tuberosum) є важливою продовольчою, кормовою та технічною культурою в 
Україні й усьому світі. Поліплоїдія культурного Solanum tuberosum є серйозною перешкодою в його селекції. 
Порівняно з традиційною селекцією генетична інженерія має певні переваги у підвищенні стійкості цієї 
культури до стресових впливів і дає змогу швидко створювати стійкі рослини на основі наявних комерцій-
них сортів. Стратегії сталого виробництва потребують оптимізації чинних протоколів трансформації 
картоплі та перенесення генів, що підвищують стійкість до стресів, є актуальними і становлять мету 
дослідження. Гени двох ізоформ вакуолярного Na+/H+-антипортера з ячменю (HvNHX2 і HvNHX3) сприя-
ють підвищенню стійкості до посухи, засолення та залуженння ґрунту. Короткий антисенсовий сегмент 
гена проліндегідрогенази (PDH ex1) з Arabidopsis thaliana завдяки частковому пригніченню гена PDH знижує 
активність цього ферменту, що зумовлює підвищення вмісту проліну і стійкості трансгенних рослин до 
посухи, холоду, важких металів та засолення. Ген цитохрому P450 з кори наднирників великої рогатої худо-
би (CYP11A1) підвищує врожайність і стійкість до фітопатогенних грибів. Гени екстраклітинної РНКази 
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цинії (ZRNase) та панкреатичної РНКази бика (bov) підвищують стійкість рослин до вірусних інфекцій. 
Комерційні сорти картоплі було трансформовано за допомогою Agrobacterium tumefacience з використан-
ням векторів зі згаданими вище генами. Отримана колекція трансгенних ліній картоплі є цінним матері-
алом для подальшого дослідження стресостійкості і дає змогу порівняти вплив різних чужорідних генів на 
основі низки комерційних сортів.
Ключові слова: генетична інженерія, Agrobacterium tumefaciens, Solanum tuberosum, гетерологічні гени.

Вступ. Підвищення стійкості сільськогосподарських рослин до різноманітних стресових 
факторів довкілля, зокрема до засолення, посухи, екстремальних температур, нестачі або над-
лишку поживних речовин, зараження фітопатогенами, є надзвичайно актуальним, оскільки 
ситуація погіршується у зв’язку зі змінами клімату. Картопля (Solanum tu be ro sum) — важлива 
харчова, технічна та кормова культура як в Україні, так і в цілому світі. Поліплоїдія сучасних 
сортів картоплі створює певні складнощі у разі використання традиційних методів генетики 
та селекції у випадках, коли потрібно перенести лише окремі гени стійкості. Методи гене-
тичної інженерії дають змогу швидко отримати рослини, стійкі до несприятливих факторів, 
на основі вже наявних цінних комерційних сортів. Попри численні дослідження з генетичної 
тpансфоpмацiї каpтоплi отpимання тpансгенних pослин комерційно важливих соpтiв цієї 
культуpи досі не є рутинною процедурою [1—3]. Для генетичної трансформації переважно 
використовували сорти картоплі Atlantic, Dеsiree, Superior, Taedong Valley, які можна вважати 
модельними [4]. Отже, проблему створення трансгенних ліній на базі комерційних сортів, 
вирощування яких є актуальним в Україні, досі не вирішено.

Методом генетичної інженерії можна переносити гени стійкості до стресових фак-
торів, які були клоновані з філогенетично віддалених організмів, і у такий спосіб вико-
ристовувати пул генів, недоступних за природних умов схрещування. Під час створення 
рослин, стійких до стресів, може бути корисним застосування не лише генів рослинного 
походження, але й генів, що належать тваринам, грибам або навіть прокаріотам [5—10]. 
Наразі є велика потреба у розробленні надійної методики генетичної трансформації кар-
топлі, створенні колекції трансгенних рослин з генами стресостійкості та їх дослідженні. 
Саме перенесення гетерологічних генів стресостійкості та дослідження їх функціонування 
відкриває можливості нових біостратегій для сталого виробництва.

Метою дослідження було отримати трансгенні рослини різних сортів картоплі з гена-
ми, що підвищують стійкість до біотичних і абіотичних стресових факторів.

Матеріали і методи. Рослинний матеріал. В експериментах використовували асеп-
тичні рослини картоплі сортів Слов’янка, Ласунок, Лугівська та Дезіре з колекції Інсти-
туту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України. Рослини вирощували в 
пробірках з агаризованим живильним середовищем Мурасіге—Скуга (MS) [11] за темпе-
ратури 22—24 °С та 16-годинного світлового періоду. Період субкультивування рослин 
становив 3—4 тижні.

Трансформація картоплі за допомогою Agrobacterium tumefaciens. Як експланти для ге-
нетичної трансформації картоплі використано міжвузля асептичних рослин, вирощених 
in vitro. На експлантах міжвузлів асептичних рослин картоплі завдовжки 5—7 мм роби-
ли чотири—п’ять поперечних насічок і переносили на агаризоване живильне середови-
ще MS із додаванням 2 мг/л 2,4-Д та 0,5 мг/л БАП за температури 23 °C на розсіяне світ-
ло на 4—5 діб. Після чого проводили генетичну трансформацію шляхом кокультивації з 
Agrobacterium tumefaciens. Перелік штамів А. tumefaciens, векторів, цільових та селективних 
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Таблиця 1. Штами агробактерії, плазміди 
та гетерологічні гени, використані для трансформації картоплі 

Штам 
А. tumefaciens Вектор Цільовий ген Селективний 

ген Посилання

AGL0 pBI-HvNHX2 HvNHX2 nptII 12
AGL0 pCambia-HvNHX3 HvNHX3 nptII 13
LBA 4404 pBi2E PDH ex1 nptII 7 
GV2260 рC27bov bov nptII 14
AGL0 pbi-RNS ZRNase II nptII 15
GV3101 рСВ093 cyp11A1 bar 6
GV3101 pbNIS desA nptII 16

Таблиця 2. Праймери, використані в реакціях полімеразної 
ланцюгової активності для доведення наявності гетерологічних генів

Ген Праймери Розмір ампліфікованого 
фрагмента, п. н.

nptII 5'-CCTGAATGAACTCCAGGACGAGGCA-3'
5'-CTCTAGATCCAGAGTCCCGCTCAGAAG-3'

622

nptII 5'-GAGGCTATTCGGCTATGACT-3' 
5'-AATCTCGTGATGGCAGGTTG-3'

840

bar 5'-GGAATTCATGAGCGGAGA ATTAAGGGAGT-3' 
5'-CAG ATC TCG GTGACG GGC AGG AC-3'

911

bar 5'-GCG GTC TGC ACC ATC GTC AAC-3' 
5'-CAG ATC TCG GTG ACG GGC AGG AC-3'

494

HvNHX2 5'-CTCATGGCWTACCTTTCRTATATG-3' 
5'-CCTCTCATSAGMCCWGCCCACCA-3'

450

HvNHX3 5'-GCCTCGCTGGAATCAGTA-3'
5'-GGGCTTCTCAGTGCTTATG-3'

640

PDH ex1 5'-AACAAACTGGATCCGGCGATCTTAC-3'
5'-GAGATGTTGGTCTAGATTTGGCAGC-3'

545

bov 5'-ATCATGGCTCTGAAGTCCC-3'
5'-CCTACACTGAAGCATCAAAG-3'

456

ZRNase II 5'-ACACTCGAGCACACAAACATGAAGA-3'
5'-GAATCTAGAAATTTAGAATGAAGGA-3'

720

cyp11A1 5'-GCC ACA TCG AGA ACT TCC AGA AG-3'
5'-CTG GTG TGG AAC ATC TTG TAG ACG-3'

502

desA 5'-GTTGACACCAACGGTAACGCC-3' 
5'-CCAGTTAAAGGTGCGCTCGTAA-3'

949

virD 5'-ATGTCGCAAGGCAGTAAGCCCA-3'
5'-GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA-3'

432
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генів, які вони містили, використаних для трансформації картоплі в Інституті клітинної 
біології та генетичної інженерії НАН України, наведено у табл. 1. 

Агробактерії, які були вирощені в рідкому середовищі Лурія—Бертані (LB) [17] про-
тягом 2 діб, осаджували в стерильних центрифугальних пробірках за обертової частоти 
5000 об/хв, а потім ресуспендували розчином, який містив 10 мМ MgSO4 × 7 H2O та 0,2 М 
ацетосирингону, обробляли експланти та інкубували протягом 2 діб на розсіяному світлі, 
після чого їх переносили на регенераційне середовище MСР (MS з 25 г/л цукрози, 1 мг/л 
зеатину і 2 мг/л гіберелової кислоти), яке містило 600 мг/л цефотаксиму та 100 мг/л ка-
наміцинсульфату або 5 мг/л фосфінотрицину, залежно від використовуваної генетичної 
конструкції. Кожні 14 діб експланти пересаджували на свіже середовище МСР. 

Стійкі пагони, що утворювалися, відсікали і переносили на безгормональне середови-
ще MS з додаванням 100 мг/л цефотаксиму та 100 мг/л канаміцинсульфату або 5 мг/л фос-
фінотрицину для вкорінення.

Аналіз трансформованих рослин за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). 
Для доведення наявності перенесених генів у отриманих рослин картоплі, стійких до ка-
наміцину, аналізували сумарну рослинну ДНК, екстраговану з листової тканини. ДНК ви-
діляли за методикою [18]. Як позитивний контроль для реакції ампліфікації використову-
вали плазмідну ДНК відповідного вектора. Реакційна суміш містила 100 нг сумарної рос-
линної ДНК, сольовий буфер (10 мМ Трис-HCl, рН 9,0, 1,5 мМ MgC12, 50 мМ KC1, 0,01 % 
Тритон Х-100), по 200 мкМ кожного з дезоксинуклеотидтрифосфатів, по 0,2 мкМ кожного 
з праймерів та 1 од. Taq-полімерази. Загальний об’єм суміші становив 20 мкл. Реакцію амп-
ліфікації проводили з використанням праймерів, наведених у табл. 2. 

Результати і обговорення. Сорти Слов’янка, Ласунак, Луговський та Дезіре вибрано, 
оскільки вони є комерційно цінними і, за нашими попередніми даними, міжвузля асептич-
них рослин цих сортів мають достатньо високу регенераційну здатність. 

Для перенесення генів у рослини за допомогою Agrobacterium експланти повинні міс-
тити клітини, здатні не тільки до регенерації, а й до генетичної трансформації бактеріями. 
Для високої ефективності трансформації насамперед необхідно використовувати експлан-
ти з високим регенераційним потенціалом. Тому для трансформації картоплі як експланти 
ми використовували міжвузля. Регенерація адвентивних пагонів відбувається з клітин, які 
глибоко розташовані і тому недоступні для агробактерій, якщо стебло інтактне. Нанесення 
насічок на експланти сприяє проникненню агробактерії до клітин, які придатні для отри-
мання трансгенних пагонів, і збільшенню потенційної площі регенерації.

Важливе значення для агробактеріальної трансформації та регенерації трансгенних 
пагонів картоплі має стадія калусоутворення під час прекультивування експлантів на жи-
вильному середовищі перед співкультивуванням з Agrobacterium. За відсутності цієї стадії 
регенерація трансгенних пагонів практично не відбувається.

У результаті вирощування на середовищі із селективним агентом після співкультиву-
вання з Agrobacterium отримано стійкі до селективного агента регенеранти таких сортів: 
Слов’янка (частота регенерації стійких пагонів 4—28 % залежно від використаної гене-
тичної конструкції та штаму Agrobacterium), Ласунак (4—20 %), Лугівська (4—32 %), Дезіре 
(16—20  %). За селективних умов культивування необроблених Agrobacterium експлантів 
регенерації стійких калюсів та пагонів не відбувалося, а нетрансгенні контрольні пагони 
гинули на середовищі із селективним агентом (рис. 1). 
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Стійкі вкорінені пагони, що формували рослини, аналізували за допомогою ПЛР. За-
вдяки використанню специфічних праймерів ми підтвердили наявність як селективних, 
так і цільових генів у всіх отриманих стійких рослинах (рис. 2, 3). Ампліфікація ДНК 
отриманих рослин з праймерами до гена virD не відбувалася, що свідчить про відсутність 
забруднення рослинного матеріалу Agrobacterium і підтверджує, що ген був присутній не 
у вигляді плазмідної ДНК, а інтегрувався в геном рослин. У цій статті ми не наводимо всі 
отримані результати ПЛР, але з електрофореграмами, що демонструють продукти амплі-
фікації із праймерами до генів bar, cyp11A1, desA, PDH ex1, bov, ZRNase II, можна ознайо-
митися детальніше в раніше опублікованих роботах [8, 19—21]. Нами загалом відібрано 
7 незалежних трансгенних ліній різних сортів із геном HvNHX2, 11 ліній з геном HvNHX3, 
9 ліній з геном bov, 18 ліній з геном ZRNase II, 8 ліній з геном cyp11A1, 11 ліній з геном 
PDH ex1 та 19 ліній з геном desA. Так було закладено унікальну колекцію трансгенної кар-
топлі з генами стійкості до біотичних та абіотичних стресових факторів.

Зазначені вище гени, які клоновано з різних організмів, обумовлюють різні стратегії 
захисту рослин від стресових факторів. Так, CYP11A1, що міститься лише у хребетних 
тварин, каталізує перший етап стероїдогенезу, де холестерин перетворюється на прегне-
нолон. Очищений фермент також перетворює десмостерол та рослинні стероли, зокрема 
кампестерол та β-ситостерол, на прегненолон. Дослідження з очищеним ферментом пока-
зують, що 7-дегідрохолестерин (7DHC), ергостерол, люмістерол 3 та вітаміни D3 та D2 та-
кож слугують субстратами для CYP11A1, причому 7DHC є кращим, а вітаміни D3 та D2 — 
біднішими субстратами, ніж холестерин [22]. У роботах Л.О. Сахно з колегами показано 
позитивний вплив експресії цього гена на накопичення біомаси, швидкість проростання 
насіння, склад ліпідів і, як наслідок, термотолерантність у рослин ріпаку [6, 23—25]. У на-
шому дослідженні з перенесення гена cyp11A1 у рослини картоплі показано не лише пере-
несення та інтеграцію цього гетерологічного гена у рослинний геном, але і його успішну 
експресію завдяки методиці ЗТ-ПЛР. Прояв експресії гена cyp11A1 великої рогатої худоби 

1 2 3 4 5

Рис.  1. Регенеранти картоплі сорту Слов’янка, 
трансформовані pCambia-HvNHX3. 1 — негатив-
ний контроль (нетрансгенна картопля в умовах 
селекції); 2—4 — стійкі трансгенні рослини в умо-
вах селекції; 5 — позитивний контроль (без селек-
тивного агента)
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у трансгенному ріпаку такий самий, як і гетерологічна надмірна експресія гена суперок-
сиддисмутази. Рослини, що експресують ген cyp11A1, можуть бути стійкими до багатьох 
стресових умов як абіотичного, так і біотичного походження [6].

Використані гени, що кодують 2-гу і 3-тю ізоформи Na+/H+-вакуолярного антипор-
тера, ізольованого з ячменю (Hordeum vulgare), можуть надавати стійкість до засолення. 
Ген 2-ї ізоформи кодує білок HvNHX2, який складається з 546 амінокислотних залишків і 
має молекулярну масу 59,6 кДа [26]. Ген 3-ї ізоформи Na+/H+-вакуолярного антипортера 
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Рис.  2. Електрофореграма продуктів ампліфікації з праймерами до гена неоміцинфосфаттрансферази 
npt ІІ: М — маркер молекулярної маси DNA Ladder Mix; K+ — позитивний контроль (наявність гена в ге-
номній ДНК рослини); K– — негативний контроль (рослина дикого типу); 1—5 — ДНК стійких до селек-
тивного агента рослин, отриманих у результаті співкультивування з Agrobacterium

Рис.  3. Електрофореграма продуктів ПЛР на ген третьої ізоформи Na+/H+-вакуолярного антипортера 
(HvNHX3): М — маркер молекулярної маси DNA Ladder Mix; K0 — негативний контроль (ТЕ-буфер); K– — 
негативний контроль (нетрансформована рослина сорту Ласунак); K+ — позитивний контроль (плазмідна 
ДНК виділена з Agrobacterium tumefaciens); 1—3 — трансформовані рослини сорту Ласунак
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кодує продукт (HvNHX3), що складається з 540 амінокислотних залишків [27]. Білкові 
продукти обох генів містяться в тонопласті (мембрані вакуолі) і здійснюють переміщення 
іонів Na+ у вакуолю з цитоплазми, чим досягається зменшення концентрації іонів Na+ у 
цитоплазмі. У результаті знижується токсична дія натрію і він набуває властивості бути 
осмотично активною речовиною [12, 28]. Отже, експресія цих генів корисна для підви-
щення толерантності картоплі до підвищеного вмісту натрію в ґрунті за умов вирощуван-
ня на солончаках [13].

Показано що ген PDH ex1, який кодує антисенсну послідовність проліндегідрогенази, 
впливає на метаболізм проліну, інгібуючи фермент, який каталізує деградацію проліну, що 
призводить до накопичення цього осмотика. Виявлено позитивний вплив експресії цього 
гена за модельованого на манітолі осмотичного стресу у соняшника [7]. Отримані нами 
рослини картоплі з цим геном мають потенціал стійкості до посухи та засолення і потре-
бують подальшого вивчення [29].

З розширенням уявлення про роль РНКаз у захисті рослин від вірусних інфекцій було 
започатковано новий напрямок створення стійких трансгенних рослин, що містять гени 
гетерологічних РНКаз. Розпочато дослідження зі створення трансгенних ліній рослин з 
гетерологічними генами РНКаз, клонованими з організмів різного філогенетичного по-
ходження. Розглядаючи варіанти використання генів РНКаз, отриманих із різних видів, 
необхідно зазначити, що цікавим напрямом є використання власне рослинних РНКаз. Ри-
бонуклеазу, ген якої починає експресуватися у відповідь на поранення, виявлено в Zinnia 
elegans [30]. У подальшому клонований ген, що отримав назву ZRNase II, показав здатність 
підвищувати стійкість рослин до вірусів [8, 15, 21]. Гіпотетичний механізм противірусної 
дії позаклітинної РНКази цинії може полягати в пошкодженні геномної РНК вірусів на 
певних етапах їх проникнення в рослинну клітину та запусканні механізму апоптозу в по-
шкодженій клітині. Порушення цілісності тканин, коли вміст апопласта може проникати 
в цитоплазму пошкоджених клітин, призводить до того, що активні РНКази спрацьову-
ють як білки-“кілери” і перешкоджають реплікації геномної РНК вірусу, що потрапив у 
неї, й ускладнюють подальше системне ураження рослини [9]. З досліджених нами генів 
рибонуклеаз ZRNase II та bov саме РНКаза цинії надавала кращий противірусний захист 
трансгенним рослинам картоплі [8].

Гетерологічний ген desA з ціанобактерій Synechocystis sp. PCC6803 змінює склад лі-
підів клітинної мембрани у трансформованої рослини, внаслідок чого збільшується 
кількість ненасичених зв’язків у ненасичених жирних кислотах [16]. У рослин картоплі 
з цим геном підвищується стійкість до гіперосмотичного стресу, модельованого за допо-
могою манітолу. Такі рослини S. tuberosum, що містять у своєму геномі та експресують 
ген desA::licBM3, також мають вищу стійкість до холоду завдяки збільшенню частки не-
насичених жирних кислот [31]. 

У результаті проведених досліджень підібрано методику генетичної трансформації 
картоплі, придатну для використання не лише на модельних, але й на промислових сор-
тах з метою розроблення новітніх біостратегій для сталого виробництва цієї культури в 
сучасних умовах під тиском абіотичних та біотичних стресів. Створено колекцію рослин 
картоплі з гетерологічними генами стійкості до стресів, яка може бути використана як для 
дослідження впливу цих генів на рослини та їх безпеку, так і в подальшому як цінне дже-
рело цих генів для потреб селекції. Вступ у дію у 2026 р. Закону України “Про державне 
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регулювання генетично-інженерної діяльності та державний контроль за розміщенням на 
ринку генетично модифікованих організмів і продукції” [32] уможливлює польові дослі-
дження отриманої колекції картоплі з гетерологічними генами стресостійкості. 

Висновки. Отримано низку ліній трансгенних рослин картоплі різних сортів із гете-
рологічними генами стійкості до абіотичних та біотичних стресових факторів. Генетичні 
трансформанти з деякими з цих генів досліджено in vitro і в умовах теплиці, де вони по-
казали підвищену стійкість до стресорів. Отримані лінії потребують подальших польових 
випробувань і можуть бути використані в селекційних програмах. 

Робота виконана за державної фінансової підтримки за бюджетними темами: ІІІ-1-
20 “Цілеспрямовані зміни геному та плейотропні ефекти у генетично трансформованих 
рослинних системах”, III-5-22 “Механізми стресової адаптації та створення стійких лі-
ній рослин методами генетичної інженерії”, III-5-25 “Біотехнології для підвищення стресо-
стійкості рослинних систем та їх використання для фіторемедіації”, відомчої теми НАН 
України (держреєстрація № 0123U100462), III-1-25 “Фізіолого-генетична та епігенетична 
складові функціонування гетерологічних генів в біотехнологічних рослинних системах”, 12-
30 — ІІ-1-25 “Біотехнологічні рослини для боротьби з інфекційними бактеріальними захво-
рюваннями та фітодеструкції речовин-забруднювачів мілітарного походження”. 
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EFFECTIVE METHOD FOR GENETIC TRANSFORMATION 
OF POTATOES AND CREATION OF IN VITRO COLLECTION OF TRANSGENIC PLANTS 
WITH GENES THAT INCREASE RESISTANCE TO ABIOTIC AND BIOTIC STRESSES

Currently, various agricultural crops are exposed to multiple environmental stresses, including salinity, drought, 
extreme temperatures, mineral deficiencies or excesses, etc. Potatoes (Solanum tuberosum) are an important food, 
feed, and industrial crop in Ukraine and worldwide. Polyploidy in cultivated Solanum tuberosum is a serious obsta-
cle to its breeding. Genetic engineering has a number of advantages over traditional breeding in terms of increasing 
the crop’s resistance to stress and allows for the rapid creation of resistant plants based on existing commercial va-
rieties. Sustainable production strategies require the optimization of existing protocols for potato genetic transfor-
mation and the transfer of stress-resistant genes, which remain relevant and were the focus of our work. Genes of 
two isoforms of the vacuolar Na+/H+-antiporter from barley (HvNHX2 and HvNHX3) contribute to increased re-
sistance to drought, salinity and soil alkalinity. A short antisense segment of the proline dehydrogenase (PDH ex1) 
gene from Arabidopsis thaliana reduces the activity of this enzyme by partially suppressing the PDH gene, thereby 
increasing proline content and resistance of transgenic plants to drought, cold, heavy metals and salinity. The cy-
tochrome P450 gene from the bovine adrenal cortex (CYP11A1) increases yield and resistance to phytopathogenic 
fungi. Genes for extracellular RNase from Zinnia (ZRNase) and bovine pancreatic RNase (bov) increase plant re-
sistance to viral infections. Commercial potato varieties were transformed via Agrobacterium tumefacience route 
using vectors containing the above-mentioned genes. The resulting collection of transgenic potato lines represents 
valuable material for future investigation on stress resistance and allows comparison of the influence of different 
alien genes across the certain backgrounds of a number of commercial varieties. 
Keywords: genetic engineering, Agrobacterium tumefaciens, potato (Solanum tuberosum), heterologous genes.




