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Створення рослин з трансформованою хлоропластною ДНК є одним з пріоритетних на­
прямків у сучасній генетичній інженерії рослин, адже протягом останніх двадцяти років 
досягнуто великих успіхів у розробленні стратегії генетичної трансформації пластому 
та зроблено практичні кроки у створенні транспластомних рослин. Це пов’язано з низ­
кою переваг, що мають такі рослини, та можливістю їхнього застосування в сільському 
господарстві і медицині. В огляді наведено основні досягнення у використанні різних 
методів (біолістична, ПЕГ-індукована трансформація та соматична гібридизація) та по­
дано результати, отримані за створення транспластомних рослин родини Solanaceаe, 
стійких до біотичних та абіотичних факторів, а також рослин-продуцентів рекомбінант­
них білків.
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Трансформація хлоропластної ДНК. Хлоропластна трансформація є ці­
льовою інтеграцією чужинного гена або генів у пластидний геном. Можли­

вість трансформування хлоропластного геному було показано у 1988 р. Boyton 
et al., які здійснили перенесення чужинного гена в хлоропласт одноклітинної во­
дорості Chlamydomonas reinhardtii шляхом бомбардування мікрочастками [1].

Інтерес до створення рослин із трансформованою хлоропластною ДНК 
пов’язаний перш за все з високим рівнем експресії та можливістю накопичен­
ня суттєво більшої кількості білкового продукту порівняно з експресією того 
ж гена, що знаходиться в ядерній ДНК [2], що було з’ясовано, зокрема, при 
перенесенні генів β-глюкуронідази та неоміцинфосфотрансферази ІІ [3, 4]. 
У клітинах рослин міститься близько 100 хлоропластів, хоча їхня кількість зна­
чно варіює, а в одному хлоропласті – до 100 копій хлоропластного геному [5]. 
Отже, клітини рослин мають велику кількість копій хлоропластної ДНК (близь­
ко 10000) [6]. Таким чином, якщо чужинний ген вбудовується в хлоропластну 
ДНК, до 10000 його копій будуть присутні в трансформованій клітині. Зокрема, 
це було підтверджено роботою Maliga [7] при трансформації тютюну шляхом 
бомбардування листових дисків вольфрамовими частками з нанесеною на них 
ДНК. Завдяки наявності великої кількості копій можна очікувати на високий рі­
вень експресії внесеного гена [8]. Чужинний білок у клітинах із трансформова­
ною хлоропластною ДНК синтезується у значній кількості, складаючи до 40 % 
загального розчинного клітинного білка [9].
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пластидна гетеропластомність може зали­
шатися навіть при досить тривалому куль­
тивуванні на селективному середовищі, 
адже присутність однієї або декількох ко­
пій трансгенів надає органелі стійкості до 
селективного агента [15].

Основною метою експериментів з 
трансформації пластомної ДНК є досяг­
нення стану стабільної трансформації, за 
якою всі копії пластидного геному є транс­
формованими, тобто, знаходяться в гомо­
пластидному стані, одночасно копії дикого 
типу пластидного геному (з нетрансфор­
мованою ДНК) елімінують у процесі се­
лекції. Стабільну трансформацію хлоро­
пластної ДНК тютюну було здійснено ще в 
1990 р. [16]. Для трансформування вико­
ристано плазміду pZS148 з фрагментом 
пластидної ДНК стійкого до стрептоміцину 
та спектиноміцину мутанту тютюну. В ре ­
зультаті селекції на середовищі, що міс­
тило спектиноміцин, було отримано гомо­
пластомні трансгенні рослини.

Використання стійкості до спектино­
міцину та стрептоміцину, що зумовлю­
ється присутністю бактеріального гена 
аміноглікозид-3-аденілтрансферази 
(aadA), є найчастіше застосовуваним спо­
собом селекції рослин з трансформовани­
ми пластидами. Так, ген aadA використа­
ли Svab et al. як селективний [17]. При се­
лекції на середовищі зі спектиноміцином 
вірогідна поява рослин, що є чутливими 
до стрептоміцину. В той же час проведен­
ня селекції в присутності двох антибіотиків 
дає можливість відібрати рослини, які стій­
кі як до стрептоміцину, так і до спектиномі­
цину, таким чином виключаючи або зводя­
чи до мінімуму вірогідність появи спонтан­
них мутантів.

Селективними генами, які дають мож­
ливість здійснювати селекцію трансплас­
томних рослин за ознакою стійкості до ка­
наміцину, є aphA-6 та пео [18, 19].

Рослини з трансгенами в ядерній ДНК 
можуть становити загрозу довкіллю через 
неконтрольоване розповсюдження цих 
генів з пилком та перенесення їх до інших 
рослин. Разом з тим, відоме материнське 
успадкування цитоплазматичних генів за 
статевої гібридизації [10]. Оскільки пилок 
транспластомних рослин не містить гене­
тично модифікованої ДНК, при культиву­
ванні таких рослин виключається спонтан­
не, неконтрольоване перенесення транс­
генів до геному бур’янів.

Перевагою трансформації саме хлоро­
пластної ДНК є те, що, на відміну від транс­
формації ядерної ДНК, вона здійснюється 
шляхом гомологічної рекомбінації [11, 12]. 
Висока специфічність за місцем вбудову­
вання гена, що переноситься, дає можли­
вість уникнути впливу так званого некон­
трольованого ефекту положення або яви­
ща “мовчання” перенесених генів, що в 
деяких випадках має місце в рослинах з 
трансформованою ядерною ДНК [13]. По­
ліцистронний тип експресії при трансфор­
мації хлоропластів завдяки прокаріотній 
організації пластид дозволяє вводити в 
клітину декілька генів одночасно [14].

Безпосередньо в процесі трансформу­
вання рослинних клітин відбувається вбу­
довування чужинного гена лише в одну або 
декілька копій хлоропластної ДНК. Отже, 
щойно трансформовані клітини містять 
хлоропласти, які, крім трансформованої, 
також мають ДНК дикого типу; таким чи­
ном, спостерігається явище гетероплас­
томності – інтерпластидної або інтраплас­
тидної. У першому випадку в клітині при­
сутні хлоропласти як з трансформованою 
ДНК, так і хлоропласти дикого типу. При 
інтрапластидному стані в одному хлоро­
пласті присутні трансформована та не­
трансформована ДНК. При селекції від­
бувається елімінація хлоропластів дикого 
типу, отже, зникає інтерпластидна гетеро­
пластомність. На відміну від цього, інтра­
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методу можна трансформувати більшість 
сільськогосподарських рослин, як дво­
дольних, так і однодольних, а також мікро­
організми та клітини тварин [26]. Методом 
біолістичної трансформації створено ряд 
рослин родини пасльонових з трансфор­
мованим пластомом – тютюн [19], карто­
плю [27], томат [28], петунію [29].

Метод ПЕГ-індукованої трансформації 
полягає у прямому внесенні ДНК до прото­
пластів із використанням поліетиленгліко­
лю (ПЕГ), розчину з іонами кальцію та луж­
ним рН [30, 31]. Можливість використання 
цього методу для отримання трансплас­
томних рослин було показано більше 20 
років тому. Так, в роботі Spörlein et al. [32] 
виявлено наявність експресії репортер­
ного gas-гена в протопластах Nicotiana 
plumbaginifolia після ПЕГ-індукованої 
трансформації. Цим методом було отри­
мано транспластомні рослини Nicotiana 
tabacum [33], Lycopersicon esculentum 
[34], Solanum tuberosum [35]. Викорис­
тання ПЕГ-індукованої трансформації по­
требує наявності ефективних методик 
культивування ізольованих протопластів, 
що обмежує застосування цього методу.

Соматична гібридизація дає можли­
вість реконструювати не лише ядерний, 
але і пластомний геном [36], адже злиття 
протопластів є системою транспорту гене­
тичної інформації, завдяки якій може бути 
здійснено перенесення генів, зокрема тих, 
що знаходяться в хлоропластах, між рос­
линними клітинами. Завдяки цьому метод 
соматичної гібридизації можна вважати та­
ким, що дозволяє здійснювати конструю­
вання клітин із новим унікальним набором 
генів та отримувати рослини з трансфор­
мованим хлоропластним геномом.

Транспластомні рослини родини 
Solanaceae. До теперішнього часу надій­
ні, відтворювані методики трансформації 
хлоропластної ДНК розроблено тільки для 
рослин роду Nicotiana. Одними з перших 

Для уникнення потенційної шкідли­
вості генів резистентності до антибіотиків 
становить інтерес отримання трансплас­
томних рослин, вільних від маркерів стій­
кості до антибіотиків. Для цього викорис­
товують, зокрема, ген бетаїнальдегіддегі­
дрогенази шпінату (badh), наявність якого 
дозволяє інактивувати токсичний бетаї­
нальдегід, причому така селекція значно 
ефективніша, ніж за використання спек­
тиноміцину [20]. Бактеріальний ген bar, 
який кодує фосфінотрицинацетилтранс­
феразу та зумовлює стійкість до гербіциду 
фосфінотрицину, в поєднанні з геном aadA 
також застосовують для створення транс­
пластомних рослин [21]. Для отримання 
транспластомних рослин використовують 
репортерні гени gus та GFP, наявність яких 
можна визначити візуально [22, 27].

Методи створення транспластом
них рослин. Процес трансформації 
пластидного геному рослин складаєть­
ся з трьох послідовних етапів: інтродук­
ції трансформуючого вектора в пластиди; 
інтеграції трансгена в пластидний геном 
шляхом гомологічної рекомбінації; селек­
ції клітин, що мають трансформований ге­
ном з подальшою регенерацією рослин у 
селективних умовах.

Для введення генів у рослинні клітини 
використовують методи ПЕГ-індукованої 
та біолістичної трансформації. Рослини 
із трансформованими пластидами також 
створюють шляхом соматичної гібриди­
зації.

Значна кількість робіт зі створення 
транспластомних рослин виконана із ви­
користанням методу біолістичної транс­
формації. Цей метод полягає в прямому 
внесенні ДНК у клітини за допомогою спе­
ціальної установки “short gun”, в якій част­
ки із золота або вольфраму з нанесеною 
ДНК під тиском гелію рухаються з великою 
швидкістю та транспортують ДНК у кліти­
ни рослин [24, 25]. За використання цього 
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вектора pMON30125 14 ліній, стійких до 
спектиноміцину, було отримано після 104 
бомбардувань. Три з них виявили також 
резистентність до стрептоміцину. Мето­
дом блот-гібридизації за Саузерном було 
показано, що три спектиноміцин/стрепто­
міцинстійкі лінії, отримані після трансфор­
мації плазмідою pZS197, є гомопластом­
ними трансформантами. Вони мали тільки 
трансгенну хлДНК при відсутності ДНК ди­
кого типу. Аналогічні результати отрима­
но після блот-гібридизації за Саузерном 
ліній, регенерованих після трансформа­
ції плазмідою pMON30125. Ефективність 
трансформації, що склала 1 подію на 15 
або 30 бомбардувань, виявилася нижчою, 
ніж та, що описана для тютюну [17] – одна 
подія на 1 постріл. Автори вважають, що це 
може бути результатом різниці ефектив­
ності регенерації тютюну та картоплі або 
внаслідок застосування у векторних кон­
струкціях фланкуючих послідовностей з 
геному тютюну.

Ще однією роботою з трансформації 
хлоропластної ДНК картоплі [35] було по­
казано можливість інтеграції та експресії 
чужинних генів у пластидний геном комер­
ційного сорту картоплі Desiree при вико­
ристанні векторних конструкцій pZS197, 
pMSK18 та pNtcZ70 з селективним ге­
ном aadA. Після бомбардування листових 
пластинок та наступної селекції на середо­
вищі з 3 мг/л зеатинрибозиду, 2 мг/л ін­
долілоцтової кислоти, 1 мг/л гіберелової 
кислоти та 300 мг/л спектиноміцину з 179 
бомбардувань (pZS197) було отримано 21 
стійку до спектиноміцину лінію, 10 з яких 
виявилися стійкими також до стрептомі­
цину в концентрації 300 мг/л. 9 стійких до 
спектиноміцину пагонів отримано після 
трансформації конструкцією pMSK18, 4 з 
яких були стійкими і до стрептоміцину. З 8 
спектиноміцинстійких ліній, трансформо­
ваних вектором pNtcZ70, всі були чутливи­
ми до стрептоміцину. ПЛР-аналіз показав, 

робіт були дослідження Svab et al. [17, 37] 
щодо створення транспластомних рослин 
тютюну з високою ефективністю, Daniell 
et al. [22] щодо експресії гена хлорамфе­
ніколацетилтрансферази в хлоропластах 
тютюну. Koop et al. [31] трансформува­
ли пластидну ДНК Nicotiana tabacum, об­
робляючи розчином ПЕГ протопласти з 
листків тютюну. Авторами було оптимізо­
вано протокол трансформації і селекції на 
середовищі з антибіотиками (спектино­
міцином та стрептоміцином) та отримано 
транспластомні рослини.

Трансформація хлоропластної ДНК ін­
ших рослин, зокрема картоплі та томатів, 
як за допомогою ПЕГ-індукованої транс­
формації протопластів, так і при застосу­
ванні біолістичного методу, вимагає на­
явності високої ефективності регенера­
ції рослин із листків, межвузль, бульб або 
інших експлантів. Об’єктивні труднощі 
трансформування хлоропластної ДНК ви­
кликані як відсутністю ефективних мето­
дик регенерації рослин з протопластів, так 
і значними відмінностями в регенераційній 
здатності рослин різних сортів [38].

Першою з трансформації хлоропласт­
ної ДНК Solanum tuberosum стала ро­
бота Sidorov et al. [27]. За використання 
векторів pZS197 та pMON30125, що були 
сконструйовані для трансформації плас­
тидного геному тютюну, автори методом 
бомбардування отримали рослини кар­
топлі з трансформованими хлоропласта­
ми. Запорукою успіху було використання 
лінії FL1607, для якої спостерігали висо­
коефективну пряму регенерацію пагонів з 
листових пластинок на середовищі з 5 мг/л 
зеатину та 0,1 мг/л НОК. Шість рослин, 
стійких до спектиноміцину, було отримано 
після 46 бомбардувань (pZS197). Три лінії 
з отриманих виявились стійкими до двох 
антибіотиків – спектиноміцину та стрепто­
міціну (концентрації 300 та 500 мг/л відпо­
відно). В експериментах із використанням 
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гена aadA, що підтвердило пластомну при­
роду трансформації отриманих рослин.

Zubko et al. [29] створили трансплас­
томні рослини Petunia hybrida. Вихідним 
матеріалом для експерименту слугува­
ли листові експланти комерційного сорту 
Pink Wave, що відрізнялися високою реге­
нераційною здатністю. Методом бомбар­
дування отримано рослини з геном aadA, 
причому ефективність трансформації була 
досить високою та дорівнювала 1 події на 
10 пострілів. Автори, врахувавши нега­
тивний досвід попередніх експериментів, 
здійснювали селекцію трансформантів на 
середовищі, що містило одночасно спек­
тиноміцин та стрептоміцин для уникнення 
появи спонтанних мутантів. Цей підхід до 
етапу селекції виявився вдалим, адже було 
відібрано трансформовані рослини, які за 
результатами молекулярно-біологічного 
аналізу були гомопластомними трансфор­
мантами. Ці рослини укорінювалися, цвіли 
та за фенотипом не відрізнялися від рос­
лин дикого типу.

Із застосуванням методу біолістичної 
трансформації отримано транспластом­
ні рослини Solanum rickii [39]. Для транс­
формації використано векторну конструк­
цію з геном aadА під контролем промотору 
16S рДНК тютюну та термінатор гена rbcL 
із пластому Chlamydomonas reinhardtii. 
Селективний ген aadА фланкований ді­
лянками хлоропластної ДНК, які включали 
гени rpl32 (рибосомний білок) і trnL (тРНК 
лейцину) тютюнового пластому, що мав 
забезпечувати вбудовування гена aadА у 
гомологічну ділянку хлоропластного ге­
ному. Частота трансформації становила 1 
подія на 10 бомбардувань, що, очевидно, 
пов’язано з високою здатністю до реге­
нерації використаних стеблових та листо­
вих експлантів S. rickii, частота регенерації 
яких становила до 100 %. Показано, що ви­
користання одночасно двох антибіотиків, 
стрептоміцину та спектиноміцину, дозво­

що всі спектиноміцин/стрептоміцинстій­
кі лінії містять ген aadA, в той час як рос­
лини, стійкі лише до одного антибіотику, є 
спонтанними мутантами та не містять се­
лективного гена.

Ефективність трансформації картоплі 
сорту Desiree в обговорюваному дослі­
дженні (1 трансформант на 18 пострілів 
для конструкції pZS197 та 1 на 25 пострілів 
для конструкції pMSK18) наближається до 
результатів, отриманих Sidorov et al. [27]. 
На думку авторів, досить висока ефектив­
ність є результатом використання вектор­
них конструкцій pZS197 та pMSK18, в яких 
фланкуючі послідовності тютюну до 98 % є 
ідентичними ділянкам accD-rbcL (pZS197) 
та rps12-rrn16 (pMSK18) хлоропластного 
геному картоплі.

Рослини Lycopersicon esculentum та­
кож були об’єктом трансформації з ме­
тою отримання транспластомних рослин. 
Так, Ruf et al. [28] трансформували хлоро­
пластну ДНК рослин томату шляхом бом­
бардування листових дисків, хоча ефек­
тивність трансформації виявилася ниж­
чою, ніж за пластидної трансформації 
тютюну. Трансген експресувався як в лист­
ках, так і в плодах, хоча в плодах трансфор­
мованих рослин трансген експресувався в 
кількості, що становила приблизно 50 % 
від рівня експресії в листках. Автори вва­
жають, що запропонована система отри­
мання транспластомних томатів може бути 
застосована для продукування їстивних 
вакцин, антитіл та фармацевтичних препа­
ратів.

Транспластомні рослини томату отри­
мано не тільки шляхом бомбардування 
мікрочастками, але й за допомогою ПЕГ-
індукованої трансформації. Таку роботу 
було проведено з використанням векто­
ра з геном стійкості до спектиноміцину та 
стрептоміцину [34]. Вивчаючи успадку­
вання ознаки стійкості до антибіотиків, ав­
тори виявили материнське успадкування 
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sinuatа) методом ПЕГ-індукованої транс­
формації вводили ген стійкості до спек­
тиноміцину [42, 43]. Для отримання тран­
спластомних рослин здійснювали соматич­
ну гібридизацію протопластів Salpiglosis 
sinuatа з протопластами з мезофілу листків 
транспластомних рослин N. tabacum+(S. 
sinuatа), опроміненими γ-промінням в дозі 
500–600 Гр. В результаті було отримано 
рослини S. sinuatа, стійкі до спектиномі­
цину та стрептоміцину. Таким чином, по­
єднання двох методів –  трансформації та 
соматичної гібридизації – дає можливість 
створення трансгенних рослин, які не вда­
ється за певних причин отримати шляхом 
прямой трансформації.

Транспластомні рослини, стійкі до 
гербіцидів та комах. Експерименти зі 
створення рослин родини Solanaceae з 
трансформованою хлоропластною ДНК 
було спрямовано як на розроблення ме­
тодології трансформації із використанням 
лише селективних генів, так і на створен­
ня рослин з практично корисними влас­
тивостями. Такими властивостями є, зо­
крема, стійкість до гербіцидів і шкідників 
та можливість синтезування в трансген­
них рослинах біологічно активних або фар­
мацевтичних речовин. Об’єктом, з яким 
було проведено переважну більшість екс­
периментів, є тютюн, загально визнаний 
модельний об’єкт біотехнологічних дослі­
джень. У численних експериментах у хло­
ропластний геном рослин тютюну було ін­
тродуковано більш ніж 40 трансгенів, що 
надавали рослинам бажаних агрономічних 
властивостей або експресія яких призво­
дила до синтезування в трансгенних рос­
линах антигенів та інших білків медичного 
призначення [44, 45].

Практика досить широкого викорис­
тання гербіцидів, зокрема, гліфосату та 
фосфінотрицину, вимагає створення сор­
тів сільськогосподарських культур, що є 
стійкими до цих сполук. Застосування ін­

ляє ефективно проводити селекцію транс­
формантів та уникати появи спонтанних 
мутантів, що підтверджено результатами 
ПЛР аналізу регенерованих рослин.

Ще одним можливим шляхом отриман­
ня транспластомних рослин є соматич­
на гібридизація. Це може бути здійснено 
при злитті ізольованих протопластів рос­
лин, які мають цільовий ген у хлоропласт­
ній ДНК, із протопластами рослин, в які 
цей ген необхідно перенести. Такий спо­
сіб використано для перенесення транс­
формованих хлоропластів S. rickii до гі­
бридів з L. рeruvianum [40] та Solanum 
tuberosum [41]. Для перенесення хлоро­
пластів S. rickii до гібридів L. рeruvianum + 
(S. rickii) застосовано метод γ-злиття. Ви­
користання хлорофілдефектного мутанта 
L. peruvianum та рослин S. rickii з селек­
тивним геном у хлоропластах дозволило 
відібрати зелені рослини, що мали саме 
трансформовані пластиди S. rickii, а опро­
мінення донора хлоропластів та викорис­
тання поживного середовища для реге­
нерації рослин L. peruvianum дозволило 
відібрати рослини з ядерним матеріалом 
реципієнта.

Перенесення трансформованих хлоро­
пластів із геном від дикого виду S. rickii до 
картоплі також здійснено шляхом соматич­
ної гібридизації мезофільних протопластів 
[41]. Рослини картоплі двох сортів – Лугів­
ський і Слов'янка – містили в ядерній ДНК 
ген nptII, S. rickii – ген aadA у пластидах. 
Селекцію клонів із трансформованою хло­
ропластною ДНК з геном aadA здійсню­
вали на середовищі з трьома антибіоти­
ками  – канаміцином, стрептоміцином та 
спектиноміцином. Наявність у гібридних 
рослин гена aadА свідчила про перенесен­
ня хлоропластів із трансформованою ДНК 
в гібриди S. tuberosum+ S. rickii.

О’єктами трансформації можуть бути 
гібридні та цибридні рослини. У цибридні 
рослини Nicotiana tabacum+(Salpiglossis 
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ну інтеграцію в хлоропластний геном гена 
сry2Aa2 у великій кількості (5000–10000 
копій на клітину).

McBride et al. [2] показано, що амплі­
фікація химерного гена B. thuringiensis в 
хлоропластах тютюну призводить до син­
тезу інсектицидного білка. Суперекспре­
сія в хлоропластному геномі гена cry2Aa2 
дозволила отримати рослини з високим 
рівнем синтезу протеїну. Вони виявили­
ся токсичними для H. virescens, H. zea, 
Spodoptera exigua, причому загибель ко­
мах склала 100 % [9]. Рослини тютюну з 
геном cry2Aa2 у хлоропластній ДНК також 
отримано Chakrabarti et al. [49], концен­
трація цільового білка становила близько 
10 %.

Рослини з трансформованим хлоро‑
пластним геномом – продуценти фар‑
мацевтичних білків та антигенів. Росли­
ни як біофабрики фармацевтичних білків 
мають низку переваг порівняно з бактері­
альними або тваринними системами. Рос­
лини з трансформованим ядерним гено­
мом можуть бути використані для продуку­
вання терапевтичних протеїнів [50], однак 
низький рівень експресії стає на перешко­
ді комерціалізації таких продуктів. Транс­
пластомні рослини також можуть синтезу­
вати фармацевтичні білки, бактеріальні та 
вірусні антигени. Їхні переваги пов’язані 
перш за все з відносно невеликою собівар­
тістю білків рослинного походження, що у 
10–30 разів менша за вартість бактері­
альних білків, адже рослини для росту по­
требують лише мінеральні елементи ґрун­
ту, світло та воду. Використання рослин з 
трансформованою хлоропластною ДНК 
дозволяє досягнути високої продуктив­
ності синтезу цільових білків. Позитивни­
ми моментами використання трансгенних 
рослин є більша безпека генно-інженерних 
продуктів через відсутність у рослинних 
клітинах вірусів і пріонів, можливість три­
валого зберігання (наприклад, у зерні) та 

сектицидних препаратів для захисту рос­
лин від комах може бути небезпечним та 
завдає шкоди довкіллю. Отже, виникає 
потреба у створенні сортів сільськогоспо­
дарських культур, які не ушкоджуються ко­
махами. Такі рослини можуть бути отри­
мані шляхом генетичної трансформації, а 
створення саме транспластомних рослин 
із генами стійкості до гербіцидів або комах 
має суттєві переваги, адже через мате­
ринське успадкування попереджає пере­
несення цих генів до інших рослин.

Стійкі до гербіциду рослини тютюну 
створено Daniell et al. [46] шляхом стабіль­
ної інтеграції гена 5-енол-пірувілшикимат-
3-фосфатсинтази петунії в хлоропластний 
геном. Рослини першого покоління, отри­
мані після самозапилення транспластом­
них рослин, залишалися нормальними в 
присутності селективного агента. Транс­
генні рослини, на відміну від контрольних, 
витримували обробку високими концен­
траціями гліфосату. Робота, виконана Dan­
iell et al. становить інтерес, адже викорис­
тання саме транспластомних рослин, що 
мають гени стійкості до гербіцидів у хло­
ропластному геномі, може попередити не­
контрольоване розповсюдження цих генів 
з пилком.

Білок дельта-ендотоксин, синтезова­
ний Bacillus thuringiensis [47], є токсич­
ним для комах та застосовується для бо­
ротьби з ними у інсектицидних препаратах. 
Отже, становило інтерес створити росли­
ни з трансформованим хлоропластним 
геномом, в яких синтезується цей білок. 
У трансгенних рослинах тютюну, що були 
зконструйовані Kota et al. [48], спостері­
галося накопичення в листках білкового 
продукту в концентрації, що дорівнювала 
2–3 % від загального розчинного білка. Ці 
рослини були резистентні до ураження тю­
тюновою листовійкою Heliothis virescens, 
бавовниковою совкою Helicoverpa zea. 
Блот-аналіз за Саузерном виявив стабіль­



ISSN 1810-7834. Â³ñí. Óêð. òîâ-âà ãåíåòèê³â ³ ñåëåêö³îíåð³â. 2009, òîì 7, ¹ 2296

Н.А. Матвєєва

дини. Високий рівень експресії цього білка 
(до 11,1 %) в трансформованих рослинах 
показано Fernández-San Millán et al. [59].

Виявлено, що інтерферон-α2b синте­
зується в рослинах картоплі та тютюну з 
трансформованою ядерною ДНК [60, 61], 
однак рівень експресії гена виявився низь­
ким. Разом з тим, інтеграція гена ifn- α2b у 
хлоропластний геном дає можливість зна­
чно збільшити синтез інтерферону. Так, 
рослини тютюну були трансформовані ге­
ном ifn-α2b [62]. Трансгенні рослини син­
тезували інтерферон у кількості до 20 % 
загального розчинного білка або 3 мг на 
грам листків. Інтерферон рослинного по­
ходження мав біологічну активність, ана­
логічну комерційному препарату PEG-In­
tronTM, та інгібував розвиток вірусів імуно­
дефіциту і везикулярного стоматиту.

Бактеріальні гени також можуть екс­
пресуватися у тканинах рослин. Зокрема, 
у хлоропластах рослин синтезувався анти­
ген TetC, що зумовлює стійкість до прав­
цевої інфекції, причому кількість цільового 
білка становила 10–25 % загального роз­
чинного білка [63, 64].

Для створення рослин-продуцентів ан­
тигенів сибірської виразки інтегровано 
ген pagA у хлоропластний геном тютюну 
[65]. У листках отриманих транспластом­
них рослин концентрація антигена стано­
вила 14,2 % загального розчинного білка. 
Дослідження показали, що активність ан­
тигена, виділеного з тютюну, не відрізня­
ється від активності антигена, синтезова­
ного Bacillus anthracis, а імунізація мишей 
антигеном хлоропластного походження у 
100 % випадків дозволяла запобігти заги­
белі тварин після введення летальних доз 
токсину.

Здійснено експерименти з метою ви­
користання транспластомних рослин для 
створення вакцини проти сибірської ви­
разки. Показано, що антиген рослинно­
го походження викликає ефективну імунну 

використання без додаткової переробки 
як їстівні вакцини.

Тютюн є привабливим об’єктом експе­
риментів зі створення рослин-продуцентів 
антигенів завдяки мінімізації ризиків по­
трапляння трансгенних рослин до харчо­
вих ланцюгів. Крім того, для тютюну роз­
роблено високоефективні методики куль­
тивування in vitro, регенерації рослин, 
генетичної трансформації, що дає можли­
вість використання рослин цього виду як 
одного з основних об’єктів для створення 
трансгенних рослин – продуцентів фарма­
цевтичних білків. Наявність нікотину є пе­
решкодою для використання трансформо­
ваних рослин як їстівних вакцин, але ство­
рення рослин із низьким вмістом нікотину 
відкриває перспективи для орального за­
стосування трансгенного тютюну [51].

У хлоропластах тютюну показано екс­
пресію секреторного білка соматотропі­
ну в розчинній фізіологічно активній формі 
[52]. Концентрація цього білка виявилася 
досить високою – більш ніж 7 % тотального 
розчинного білка. Такий показник значно 
вищий за концентрацію білка при ядерній 
трансформації, що є свідченням безумов­
ної переваги трансформації саме хлоро­
пластної ДНК.

Guda et al. [53] порівняли рівні накопи­
чення у трансгенних та транспластомних 
рослинах тютюну полімерів РВР (bioelastic 
protein-based polymers), що застосову­
ються в медицині для попередження після­
операційних спайок. Авторами показано, 
що цей рівень у рослинах із трансформо­
ваним пластомом у 100 разів вищий, ніж 
в рослинах із трансформованою ядерною 
ДНК.

Транспластомні рослини можуть син­
тезувати гідроксибензойну кислоту [54], 
полігідроксибутират [55], ксилоназу [56], 
триптофан [57], монеллін [58].

Рослини можуть бути використані для 
отримання сироваткового альбуміну лю­
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мованих рослин пригнічували ріст Pseu­
domonas syringae pv tabaci. Крім того, ці 
екстракти інгібували ріст спор Aspergillus 
flavus, Fusarium moliniforme, Verticillium 
dahlia.

Проведено дослідження створення 
рослин з геном gag, які можуть стати осно­
вою для створення вакцини проти ВІЛ. Ін­
теграція гена в хлоропластах призводила 
до значно більшої концентрації синтезова­
ного цільового білка ( до 7–8 % загального 
розчинного білка або 312–363 мг/кг ваги) 
порівняно з кількістю білка в рослинах з 
трансформованою ядерною ДНК [76].

Трансформацію хлоропластної ДНК 
було використано для створення рослин – 
потенційних джерел HPV-16 L1 вакцини, 
що дасть можливість запобігти розвитку 
захворювання, яке спричиняється папіло­
мавірусом людини (HPV). Транспластом­
ні рослини тютюну отримано після транс­
формації векторами з химерним геном, 
що кодує синтез L1 білка, причому акуму­
лювання цільового білка становило 1,5 % 
загального білка [77].

Рослини тютюну з імуногенним про­
теїном A27L (вірус коров’ячої віспи) було 
створено Rigano et al. [78]. Так само, як і 
в дослідженні [77], автори порівнювали 
ефективність синтезування цільового біл­
ка в рослинах з трансформованою ядер­
ною та хлоропластною ДНК. Показано, що 
вбудовування трансгена в хлоропластний 
геном дає можливість у 500 разів збільши­
ти накопичення білка, концентрація яко­
го в транспластомних рослинах становила 
18 % загального білка.

Вивчено синтезування VP6 білка в хло­
ропластах тютюну для створення вакцини 
проти ротавірусної інфекції [79]. VP6 про­
теїн накопичувався в проростках та моло­
дих листках у кількості близько 0,6 – 3 % від 
загального розчинного білка, а концентра­
ція білка залежала від використаного про­
мотора та віку листків.

відповідь [66]. Створено трансформовані 
рослини тютюну з геном pag, які місти­
ли функціонально активний імуногенний 
білок у кількості 2,5 мг/г сирої ваги листя 
[67]. За розрахунками, з одного акру пло­
щі посівів трансгенних рослин можна от­
римати до 360 млн доз вакцини. Проведе­
ні експерименти дають підстави сподіва­
тися, що розроблені методики отримання 
транспластомних рослин, зокрема, біо­
лістична трансформація, можуть бути ви­
користані для створення їстивних вакцин 
проти сибірської виразки [68].

Шляхом бомбардування отримали рос­
лини тютюну з генами термолабільного 
та термостабільного токсину Escherich­
ia coli [69–71]. Кількість термолабільного 
ентеротоксину становила 2,5 % загально­
го розчинного білка, що у 250 разів вище 
за концентрацію цього білка при ядерній 
трансформації. Методами ПЛР та гібриди­
зації за Саузерном показано інтегрування 
генів у хлоропластний геном.

Рослини тютюну, що синтезують бак­
теріальні білки (Gal/GalNAc лектин 
Entamoeba histolytica, ліпопротеїн OspA) 
є джерелом для створення вакцин проти 
амебіазу [72] та хвороби Лайма [73].

Прикладом успішної реалізації ідеї 
створення рослин-продуцентів фарма­
цевтичних білків є отримання трансплас­
томних рослин із геном холерного токси­
ну. Інтеграція в хлоропластний геном гена 
з Vibrio cholerae дала можливість отрима­
ти трансгенні рослини тютюну, які мали ці­
льовий білок у кількості 4,1 % від загально­
го білка, що в 400 разів більше, ніж при екс­
пресії того ж гена в ядерному геномі [74]. 
Інтродуковані гени стабільно успадковува­
лися рослинами наступних поколінь.

Антимікробні пептиди, виділені з різних 
організмів (жаб, комах, ссавців) мають ан­
тибіотичну активність. Пептид MSI-99 син­
тезувався в транспластомних рослинах 
тютюну [75]. Білкові екстракти з трансфор­
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антигени протозойних, бактеріальних (хо­
лера, сибірська виразка, правець) [64, 65, 
67, 74], вірусних патогенів (собачий папі­
ломавірус, ротавірус) [79, 80].

Трансформація хлоропластної ДНК є 
привабливою та може стати ефективним 
інструментом для створення рослин, стій­
ких до гербіцидів, таких, що не вражають­
ся комахами, тих, що можуть бути вико­
ристані як фабрики для синтезу фарма­
цевтичних речовин або як їстівні вакцини. 
Значні досягнення у розробленні методик 
конструювання рослин тютюну з вище на­
званими властивостями відкриває пер­
спективи для створення рослин родини 
Solanaceаe з трансформованим пласто­
мом та їхнього подальшого використан­
ня в сільському господарстві і медицині. 
Такі сподівання знаходять підтвердження 
в нових публікаціях. Так, Singh et al. [82] у 
2009 р. опубліковано результати роботи з 
трансформування хлоропластного гено­
му Solanum melongena L., таким чином, 
до переліку видів родини Solanасеае з 
трансформованим пластомом додано ще 
один. Перспективи щодо практичного ви­
користання транспластомних рослин ро­
дини Solanасеае є реальними, адже, крім 
зазначених вище досліджень зі створення 
транспластомних рослин тютюну – проду­
центів фармацевтичних білків, є розробки 
щодо отримання транспластомних рослин 
томату, які можуть знайти застосування у 
медицині як їстівні вакцини: Zhou et al. [83] 
отримали транпластомні рослини, що син­
тезують антигени p24 та Nef вірусу імуно­
дефіциту людини, які є компонентами вак­
цини проти СНІДу, в концентрації до 40 % 
загального білка.

Отже, за останні 20–30 років досягну­
то значних успіхів в отриманні рослин із 
трансформованими пластидами. Розро­
блено методики трансформування хлоро­
пластної ДНК (біолістична, ПЕГ-індукована 
трансформація і соматична гібридиза­

Вакцини, що можуть бути використа­
ні у ветеринарії, становлять інтерес, отже, 
увага дослідників та комерційних компа­
ній зосереджена на створенні трансгенних 
рослин, що синтезують антигени до пато­
генів тварин. Рослини є перспективними 
продуцентами таких антигенів, адже одні­
єю з основних вимог, крім безпечного ви­
користання, є економічність їхнього проду­
кування. Привабливою також є можливість 
орального застосування вакцин рослинно­
го походження, адже при такому викорис­
танні відпадає необхідність етапу очищен­
ня, що значно скорочує виробничі витрати.

Molina et al. [80] отримали рослини, що 
синтезували 2L21 пептид, який може за­
безпечити захист від собачого папіломаві­
русу. Експресія рекомбінантного протеїну 
залежала від віку рослин, що трансформу­
вали, адже високий рівень продукування 
білка спостерігали у зрілих рослин під час 
цвітіння, значно нижчий – у молодих рос­
лин. Максимальна кількість СТВ-2L21 біл­
ка дорівнювала 7,49 мг/г сирої ваги (31 % 
загального білка), GFP-2L21 білка – 5,96 
мг/г сирої ваги (22,6 % загального білка).

Рослини тютюну виявилися ефектив­
ною системою для продукування антигенів 
вірусу ящуру, що є небезпечною хворобою 
тварин. Біолістичним методом Yinü Li et al. 
[81] створили рослини з трансформова­
ною хлоропластною ДНК, що мали ген VP1. 
Три отримані спектиноміцинстійкі лінії ви­
явилися також стійкими до стрептоміцину 
та мали інтегрований у хлоропластний ге­
ном ген VP1, причому концентрація цільо­
вого білка становила 2–3 % .

Перспективи використання тран‑
спластомних рослин. Рослини з транс­
формованою хлоропластною ДНК є сис­
темою, що може продукувати білки як ма­
лого (20 амінокислот) [75], так і великого 
розміру [2], мономерні [52, 59] або полі­
мерні білки [74]. У трансформованих хло­
ропластах рослин можуть синтезуватися 
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ція) та створено транспластомні росли­
ни, зокрема, такі, що належать до родини 
Solanaceаe. Такі особливості трансфор­
мації хлоропластної ДНК як материнське 
успадкування генів, високий рівень екс­
пресії, специфічність за місцем інтеграції 
трансгена, поліцистронний тип експресії, 
є безумовними перевагами використан­
ня транспластомних рослин, а можливість 
синтезування цими рослинами білків ме­
дичного призначення робить їхнє створен­
ня перспективним.
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Конструирование растений с трансформиро­
ванной хлоропластной ДНК является одним 
из приоритетных направлений современной 
генетической инженерии растений. На про­
тяжении последних двадцати лет достигнуты 
значительные успехи в разработке страте­
гии генетической трансформации пласто­
ма и сделаны практические шаги по созда­
нию транспластомных растений. Это свя­
зано с рядом преимуществ, которые имеют 
растения с трансформированной хлоропласт­
ной ДНК, а также возможностью их практи­
ческого использования в сельском хозяйстве 
и медицине. В обзоре приведены основные 
достижения в использовании различных ме­
тодов получения транспластомных расте­
ний семейства Solanaceae (биолистическая, 
ПЭГ-индуцированная трансформация, сома­
тическая гибридизация), а также результаты в 
направлении создания растений – продуцен­
тов рекомбинантных белков. 

Ключевые слова: Solanaceae, биотехнология, 
трансформация пластома, рекомбинантные 
белки.
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of plastome transformation was achieved 
and practical steps towards transplastomic 
plants production were made. In this review 
the basic achievements in genetic engineering 
of Solanaceae plants (biolistic and PEG-
induced transformation, somatic hybridization) 
and also the results in the construction of 
plants, producers of recombinant proteins are 
discussed.

Key words: Solanaceae, biotechnology, 
plastome transformation, recombinant proteins.
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Designing of plants with transformed plastome 
is one of priority directions of modern genetic 
plants engineering. During last twenty years 
significant success in development of strategy 


