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Мета. Отримання в умовах in vitro ліній 

картоплі (Solanum tuberosum L.) сорту Вернісаж 

із генетично-опосередкованою стійкістю до 

паразитичної нематоди Heterodera schachtii на 

живильних середовищах МС з мікробними біо-

регуляторами. Методи. В умовах in vitro дослі-

джено процес органогенезу рослин картоплі на 

живильних середовищах МС, що містили мік-

робні біорегулятори у концентраціях 25–100 

мкл/л в комплексі з фітогормонами 2 мг/л БАП 

та 0,1 мг/л НОК. Методом дот-блотінгу визна-

чали ступінь гібридизації між цитоплазматич-

ними si/miРНК, виділеними з клітин рослин-

регенерантів картоплі, вирощених на штучному 

інвазійному фоні, та мРНК нематоди. У безклі-

тинній системі білкового синтезу з проростків 

пшениці in vitro досліджено сайленсингову ак-

тивність препаратів si/miРНК, виділених із клі-

тин рослин-регенераторів картовплі, на матри-

цях мРНК, виділених із клітин нематоди. Ре-

зультати. Дослідження, проведені в умовах in 

vitro, показали, що додавання біорегуляторів у 

концентраціях 25–100 мкл/л до живильного 

середовища МС у комплексі з фітогормонами 2 

мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК підвищує ефектив-

ність регенераціі пагонів до 43–47 % порівняно 

з показниками, отриманими на контрольному 

середовищі МС. Встановлено зростання ступеня 

гібридизації до 19–38 % між цитоплазматични-

ми мРНК, виділеними з клітин нематоди H. 

schachtii, та si/miРНК, виділеними з клітин рос-

лин-регенерантів картоплі, вирощених в умовах 

in vitro на живильних середовищах із додаван-

ням біорегуляторів на штучному  інвазійному 

фоні. Висновки. Застосування в умовах in vitro 

мікробних біорегуляторів як складових компо-

нентів живильного середовища МС сприяє під-

вищенню ефективності регенерації пагонів кар-

топлі та посиленню РНКі-опосередкованої рези-

стентності рослин-регенерантів до паразитичної 

нематоди H. schachtii. 

Ключові слова: мікробні біорегулятори, 

органогенез картоплі in vitro, стійкість картоплі 

до нематоди Heterodera schachtii, РНК-

інтерференція. 

 

Актуальним напрямком у сучасній біоте-

хнології є одержання нових ліній сільськогос-

подарських рослин із підвищеною резистентніс-

тю до хвороб, що спричиняються патогенними 

організмами грибного та бактеріального похо-

дження, а також паразитичними нематодами [1]. 

Щорічне зниження обсягу сільськогосподарсь-

кої продукції внаслідок ураження фітонемато-

дами варіює у межах 10–20 %, в окремих випад-

ках втрати врожаю досягають 70–90 %. У гро-

шовому еквіваленті ці збитки оцінюють у 125 

млрд дол. США, що не може залишатися поза 

увагою захисників рослин. 

Існують різні засоби управління чисельні-

стю нематод: хімічні, фізичні, біологічні та аг-

ротехнічні (покривні культури, сівозміна, сорти 

рослин, стійкі до пошкодження нематоди, соля-

ризація ґрунту, пестициди та ін.), карантин-

ні [2]. Хімічні засоби досі є найбільш ефектив-

ним способом боротьби з шкідниками, проте, 

окрім прямої протинематодної дії, вони завда-

ють шкоди навколишньому середовищу, чинять 

негативну дію на якість урожаю та загрожують 

здоров’ю людей, внаслідок чого застосування 

нематицидів в останні роки призупинено у бага-

тьох країнах [2]. Серед перспективних мікроб-
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них продуцентів речовин із нематицидними 

властивостями значне місце належить ґрунто-

вим стрептоміцетам та їх унікальним властивос-

тям синтезувати антибіотики, ліпіди, лектини, 

вітаміни, рослинні гормони та інші біологічно 

активні сполуки. Співробітниками відділу зага-

льної та ґрунтової мікробіології Інституту мік-

робіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного 

НАН України на основі метаболітів ґрунтових 

стрептоміцетів розроблено нові полікомпонент-

ні біорегулятори (Аверком, Фітовіт, Віолар), які 

можуть гальмувати розвиток гельмінтів рослин 

та шкідливих комах, сприяючи поліпшенню 

санітарного стану ґрунту [3]. Новим аспектом 

використання розроблених біорегуляторів є 

застосування їх для отримання ліній сільського-

сподарських рослин із підвищеною резистентні-

стю до нематод в умовах in vitro. Проведені 

нами раніше дослідження на культурі пшениці 

(Triticum aestivum L.) двох сортів (Ятрань 60 і 

Зимоярка) показали, що додавання композицій-

них біорегуляторів, створених на основі проду-

ктів метаболізму ґрунтових стрептоміцетів Аве-

рком, Аверком нова-2, Віолар та Фітовіт, до 

живильного середовища МС значно підвищує 

резистентність до паразитичних нематод рос-

лин-регенерантів, отриманих в умовах in vitro, 

які надалі вирощувались в умовах теплиці на 

природному інвазійному фоні [4, 5]. Молекуля-

рно-генетичні дослідження показали, що підви-

щена під впливом біорегуляторів стійкість рос-

лин до паразитичних нематод є генетично зумо-

вленою та виникає внаслідок індукції у клітинах 

рослин процесу РНК-інтерференції, тобто шля-

хом підвищення синтезу імунозахисних 

si/miРНК [4, 5]. 

Метою нашої роботи є селекція в умовах 

in vitro нових ліній клітин рослин картоплі 

(Solanum tuberosum L.) сорту Вернісаж, виро-

щених на живильних середовищах із біорегуля-

торами мікробного походження, які мають під-

вищену стійкість до паразитичної нематоди 

Heterodera schachtii, відповідно до молекуляр-

но-генетичних показників. 

 

Матеріали і методи 

Отримання рослин рослин-регенерантів 

картоплі в умовах in vitro. В експериментах 

було використано сорт картоплі Вернісаж укра-

їнської селекції, для якого в Державній установі 

«Інститут харчової біотехнології та геноміки 

НАН України» (ДУ ІХБГ НАНУ) було розроб-

лено протоколи індукції калюсогенезу та реге-

нерації рослин в умовах in vitro [6]. Стерильні 

рослини сорту Вернісаж було отримано із коле-

кції ДУ ІХБГ НАНУ; їх мікроклонування in 

vitrо проводили на живильному середовищі 

МC [7]. 

Визначення впливу біорегуляторів мікро-

біологічного походження на індукцію морфоге-

незу в культурі ізольованих клітин та тканин 

рослин картоплі проводили на експлантах між-

вузлів стебел. Рослинний матеріал переносили 

до кліматичної камери і кожні 3 тижні пасували 

на свіжоприготовлені живильні середовища для 

регенерації. Як контроль застосовували середо-

вище МC, доповнене фітогормонами 2 мг/л 

БАП та 0,1 мг/л НОК, як дослідне живильне 

середовище застосовували середовище МC, 

доповнене фітогормонами 2 мг/л БАП та 0,1 

мг/л НОК у комплексі з біорегуляторами мікро-

біологічного походження Аверком, Аверком 

нова-2, Віолар та Фітовіт, які було використано 

в діапазоні концентрацій 25–100 мкл/л. Регене-

ровані пагони пасували протягом 2,5–3-х міся-

ців на живильних середовищах МС, які містили 

25–100 мкл/л біорегуляторів, для подальшого 

росту рослин-регенерантів і формування корін-

ня. Кожен експеримент проводився у трьох по-

вторах. Ефективність регенерації (%) визначали 

через п’ять тижнів після початку експерименту 

як співвідношення кількості пагонів (регенеран-

тів), отриманих на контрольних та експертимен-

тальних середовищах MC, до загальної кількості 

висаджених експлантів (гіпокотилів) [8]. 

Дослідження молекулярно-генетичних 

показників стійкості рослин-регенерантів 

картоплі, отриманих в умовах in vitro, до не-

матоди H. schachtii. Виділення цитоплазмати-

чних мРНК та фракцій низькомолекулярних 

si/miРНК із клітин контрольних та дослідних 

рослин-регенерантів картоплі, вирощених в 

умовах in vitro на штучному інвазійному фоні 

на живильних середовищах з біорегуляторами, 

проводили за допомогою розробленого нами 

методу [9]. Оцінку розміру (21–25 нт) виділе-

них і з клітин рослин si/miРНК (попередньо 

[33Р]-мічених in vivo за допомогою Na2HP33O4) 

проводили за допомогою методу одномірного 

електрофорезу в 15 %-ному поліакриламідному 

гелі (ПААГ), просоченому етидіумбромідом 

перед фотографуванням фракцій РНК в  

УФ [4, 5]. Отримані гелі висушували за допо-

могою теплової вакуумної сушарки (LKB, 

Швеція). Флюорографування здійснювали 

шляхом додавання в гель флуоресцентного 
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реагенту 2,5-дифенілоксазолу та експозиції 

гелю протягом двох місяців з Х-рентге-

нівською плівкою за – 70°C. Виділення цито-

плазматичних мРНК із клітин личинок парази-

тичної нематоди H. schachtii проводили відповідно 

до методу, детально описаного в опублікованій 

нами раніше работі [9]. За допомогою дот-блот 

методу [4, 5] визначали ступінь гібридизації 

між цитоплазматичними мРНК, виділеними з 

клітин нематоди H. schachtii, та si/miРНК, 

виділеними з клітин дослідних рослин-

регенерантів картоплі, вирощених на штучно-

му інвазійному фоні на живильних середови-

щах із додаванням біорегуляторів. Радіоактив-

ність гібридних молекул (імп./хв/20мкг мРНК) 

визначали на склофільтрах «Millipore» AP-15 в 

толуольному сцинтиляторі, що містив флуоре-

сцентний реагент 2,5-дифенілоксазол (ППО) в 

сцинтиляційному лічильнику LS 100C фірми 

«Beckman» [4, 5]. Ступінь гібридизації (%) визна-

чали за різницею показників гібридизації між 

молекулами цитоплазматичних мРНК, виділе-

ними з клітин нематоди H. schachtii, та 

si/miРНК, виділеними з клітин дослідних рос-

лин-регенерантів картоплі, вирощених в умо-

вах in vitro [4, 5]. Сайленсингову активність 

si/miРНК, ізольованих із клітин контрольних та 

дослідних рослин-регенерантів картоплі, виро-

щених в умовах in vitro, на матриці мРНК, виді-

лених із клітин нематод, визначали у безклі-

тинних системах білкового синтезу з пророст-

ків пшениці [4, 5, 10]. У цих експериментах 

використовували немічені мРНК та si/miРНК, у 

якості міченої амінокислоти для синтезу полі-

пептидів на матриці мРНК використовували 

[S35]-метионін. Радіоактивність синтезованих у 

безклітинній системі поліпептидів визначали за 

кількістю включення [S35] мітки у синтезовані 

поліпептиди (імп./хв/мг білка) на склофільтрах 

«Millipore» AP-15 у толуольному сцинтилято-

рі, що містив ППО у сцинтиляційному лічиль-

нику LS 100C (Beckman). Сайленсингову акти-

вність si/miРНК (%) визначали за показниками 

радіоактивності синтезованих на мРНК матриці 

поліпептидів, отриманих у дослідних стосовно 

шодо контрольних рослин-регенерантів картоп-

лі, вирощених в умовах in vitro [4, 5]. 

Статистичну обробку даних здійснюва-

ли методом дисперсійного аналізу за допомо-

гою стандартного t–критерію Стьюдента [11] та 

з використанням комп’ютерних програм 

Statistica 6.0 та Microsoft Excel 2002, відмінності 

між експериментом і контролем є статистично 

достовірними за рівня значущості р≤0,05.  

 

Результати та обговорення 

Дослідження впливу біорегуляторів на 

органогенез рослин картоплі в умовах in vitro. 

Для досліджень особливостей морфо-

генетичних реакцій картоплі в умовах in vitro 

раніше вже оптимізовано склад живильних се-

редовищ, визначено найбільш оптимальні типи 

експлантів, підібрано найкращі умови для оде-

ржання калюсних клітин та рослин-

регенерантів, мікробульб та процесів ризогене-

зу [12, 13]. В дослідженнях нами були викорис-

тані протоколи індукції клітин калюсу та паго-

нів в умовах in vitro, розроблені саме для сорту 

Вернісаж [6]. Оскільки більш висока здатність 

до регенерації рослин характерна для експлантів 

міжвузлових ділянок стебел порівняно з листко-

вими експлантами, у яких виявлено незначну 

здатність до утворення пагонів, то дослідження 

ми проводили, враховуючи раніше отримані 

результати [6, 12]. Результати проведеного ста-

тистичного аналізу даних з регенерації пагонів у 

клітинах і тканинах картоплі показали, що на 

живильному середовищі МC, доповненому біо-

регулятором Аверком у концентраціях 25 та 50 

мкл/л відповідно в комплексі з фітогормонами 

БАП (2 мг/л) і (НОК 0,1 мг/л), відбувається під-

вищення ефективності регенерації пагонів до 

45 % (порівняно з меншою ефективністю реге-

нерації пагонів – до 38 %, отриманою на конт-

рольному середовищі, яке не містить біорегуля-

торів (рис. 1).  

Також встановлено, що на живильному 

середовищі МC, доповненому біорегуляторами 

Аверком нова-2, Віолар та Фітовіт у концентра-

ціях 75 мкл/л та 100 мкл/л мкл/л відповідно, в 

комплексі з фітогормонами БАП та НОК, засто-

сованими у концентраціях 2 мг/л і 0,1 мг/л, від-

бувається підвищення ефективності регенерації 

пагонів до 47 %, 43 % та 45 % відповідно у клі-

тинах і тканинах S. tuberosum (порівняно з мен-

шою ефективністю регенерації пагонів – до 

38 %, отриманою на контрольному середовищі, 

яке не містить біорегуляторів) (рис. 1). Надалі 

лінії рослин картоплі сорту Вернісаж, отримані 

в умовах in vitro на живильних середовищах 

МС, доповнених фітогормонами БАП і НОК та 

біорегуляторами Аверком, Аверком нова-2, 

Віолар та Фітовіт, досліджувалися на стійкість 

до нематоди H. schachtii за молекулярно-

генетичними показниками. 
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Дослідження молекулярно-генетичних 

показників стійкості рослин-регенерантів 

картоплі до паразитичної нематоди H. 

schachtii. Методом дот-блот гібридизації вста-

новлено зростання показника гібридизованих 

молекул цитоплазматичних мРНК, виділених із 

клітин нематоди H. schachtii, та si/miРНК, виді-

лених із клітин рослин-регенерантів картоплі, 

вирощених в умовах in vitro на живильних сере-

довищах із додаванням біорегуляторів: Аверко-

мом – до 38 %, Аверкомом нова-2 – до 31 %, 

Фітовітом – до 25 %, Віоларом – до 19 % відпо-

відно (порівняно з аналогічним показником 

контрольних рослин-регенерантів картоплі) 

(рис. 2). Менш виражені зміни за показником 

гібридизованих молекул виявлено між популя-

ціями цитоплазматичних мРНК, виділених із 

клітин нематоди, та si/miРНК, виділених із клі-

тин дослідних рослин-регенерантів картоплі, 

вирощених в умовах in vitro на штучному інва-

зійному фоні на живильних середовищах без 

додавання біорегуляторів, – до 13 % (порівняно 

до аналогічного показника контрольних рослин-

регенерантів картоплі) (рис. 2).  

 

 
Рис. 1. Ефективність регенерації пагонів картоплі сорту Вернісаж, отриманих в умовах in vitro на живи-

льних середовищах МС, доповнених фітогормонами БАП та НОК, застосованими у концентраціях 2 мг/л і 

0,1 мг/л, та біорегуляторами мікробіологічного походження Аверком, Аверком нова-2, Віолар та Фітовіт у кон-

центраціях 25–100 мкл/л. 

 

 
Рис. 2. Показник гібридизації (%) між цитоплазматичними мРНК, виділеними з клітин нематоди 

H. schachtii, та si/miРНК, виділеними з клітин дослідних рослин-регенерантів картоплі, вирощених в умовах 

in vitro на штучному інвазійному фоні на живильних середовищах із додаванням біорегуляторів: 1 – мРНК з 

личинок нематод (ЛМ) та si/miРНК з контрольних неінфікованих рослин; мРНК із ЛМ та si/miРНК з дослідних 

рослин, вирощених за наявності: 2 – ЛМ; 3 – ЛМ і Bioлapу; 4 – ЛМ і Фітовіту; 5 – ЛМ і Аверкому нова-2;  

6 – ЛМ і Аверкому. 
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У безклітинній системі білкового синтезу 

з проростків пшениці in vitro встановлено під-

вищення сайленсингової активності на матриці 

цитоплазматичних мРНК, виділених із клітин 

паразитичної нематоди H. schachtii, популяцій 

цитоплазматичних si/miРНК, виділених із клі-

тин дослідних рослин-регенерантів картоплі, 

вирощених в умовах in vitro на штучному інва-

зійному фоні на живильних середовищах із біо-

регуляторами: Аверкомом нова-2 – до 37 %, 

Аверкомом – до 33 %, Фітовітом – до 28 %, Віо-

ларом – до 25 % (порівняно до контролю) 

(рис. 3).  

Меншу сайленсингову активність на мат-

рицях мРНК, виділених із клітин нематоди H. 

schachtii, встановлено для si/miРНК, ізольова-

них із дослідних рослин-регенерантів картоплі, 

вирощених в умовах in vitro на штучному інва-

зійному фоні на живильних середовищах  без 

додавання біорегуляторів, – до 16 % (рис. 3). 

 

Висновки 

Таким чином, результати проведених мо-

лекулярно-генетичних досліджень свідчать про 

те, що у клітинах рослин-регенерантів картоплі, 

вирощених в умовах in vitro на живильних се-

редовищах з мікробними біорегуляторами на 

інвазійному фоні, значно підвищується рівень 

синтезу малих регуляторних si/miРНК, що 

містять послідовності компліментарні еволю-

ційно консервативним послідовностям мРНК 

нематод [4, 5, 9]. У результаті цих процесів пок-

ращується ріст та розвиток рослин-регенерантів 

картоплі на інвазійному фоні завдяки підви-

щенню їх резистентності до паразитичної нема-

тоди H. schachtii. 
Дослідження було виконано за підтримки про-

екту цільової комплексної міждисциплінарної про-

грами наукових досліджень НАН України «Молеку-

лярні та клітинні біотехнології для потреб медици-

ни, промисловості та сільського господарства» на 

2015–2019 рр. «Отримання ліній клітин сільськогос-

подарських рослин з підвищеною стійкістю до пато-

генних та паразитичних організмів шляхом індукції 

процесу РНК-інтерференції біорегуляторами мікро-

бного походження» (№ Держреєстрації 

0115U005201). 

 

 
Рис. 3. Сайленсингова активність (%) si/miРНК, виділених із клітин контрольних та дослідних рослин-

регенерантів картоплі, вирощених в умовах in vitro на штучному інвазійному фоні на живильних середовищах 

із додаванням біорегуляторів, на матрицях мРНК, виділених із клітин нематоди H. schachtii: 1 - мРНК з личи-

нок нематод (ЛМ) та si/miРНК з контрольних неінфікованих рослин; мРНК з ЛМ та si/miРНК з дослідних рос-

лин, вирощених за наявності): 2 – ЛМ; 3 – ЛМ і Bioлapу; 4 – ЛМ і Фітовіту; 5 – ЛМ і Аверкому; 6 – ЛМ і Авер-

кому нова-2. 
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THE APPLICATION OF MICROBIAL ORIGINATING BIOREGULATORS TO OBTAIN IN VITRO LINES 

OF POTATO WITH INCREASED RESISTANCE TO PARASITIC NEMATODES 

Аim. Obtaining in vitro new lines of potato (Solanum tuberosum L.) cultivar Vernissage with genetically mediated 

resistance to the parasitic nematode H. schachtii on nutrient MS media with microbial bioregulators. Methods. In 

vitro conditions the process of organogenesis of potato plants on nutrient MS media containing microbial bioregula-

tors used at concentrations 25-100 μl/l in combination with phytohormones 2 mg/l BAP and 0,1 mg/l NAA was 

investigated. Using dot blotting method the degree of hybridization between cytoplasmic si/miRNA isolated 

from cells of potato plants-regenerants, grown on the artificial invasive background, and nematode mRNA was 

studied. In the wheat seedlings cell-free system in vitro the silencing activity of si/miRNA isolated from cells of 

potato plants-regenerants on the template of nematode mRNA was investigated. Results. The experiments conducted 

in vitro conditions showed that the addition of microbial bioregulators at concentrations 25-100 μl/l in combination 

with phytohormones 2 mg/l BAP and 0,1 mg/l NAA into MS media increased the efficiency of regeneration of potato 

shoots to 43–47 %  as compared with similar indices obtained on control MS media. The increase of the degree of 

hybridization to 19-38 % between cytoplasmic mRNA isolated from cells of nematode H. schachtii and si/miRNA 

isolated from cells of experimental potato plants-regenerants grown in vitro conditions on nutrient media contain-

ing bioregulators on the artificial invasive background was shown. Conclusions. Using microbial bioregulators in vitro 

conditions as components of nutrient MS medium increases potato shoot regeneration efficiency and enhances 

RNAi-mediated resistance of plants-regenerants to parasitic nematode H. schachtii. 

Keywords: microbial bioregulators, potato organogenesis in vitro, potato resistance to nematode Heterodera 

schachtii, RNA interference. 
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