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Виконано порівняльне оцінювання вмісту поліфруктанів у трансгенних коренях
і нетрансформованих рослинах Artemisia annua, A. tilesii, A. dracunculus, A. ludovi-
ciana, A. absinthium двома простими методами візуалізації даних. Методом «план
експерименту» встановлено варіативність досліджуваного параметра залежно від
градацій кожного з чинників експерименту (біологічний вид, генетичний век-
тор/частина рослини, колекційний зразок). За допомогою точкової діаграми
Клівленда оцінено мінливість накопичення фруктанів для кожного з досліджу-
ваних чинників. Найвищий вміст поліфруктанів зафіксовано в коренях і листках
контрольних рослин А. annua (відповідно 39,4 і 32,5 мг/г сирої речовини), най-
нижчий — у «бородатих» коренях A. dracunculus, отриманих методом генетичної
трансформації з використанням дикого штаму агробактерій А4 (6,4 мг/г), і в ли-
стках контрольних рослин А. ludoviciana (6,5 мг/г). Найбільшу варіативність
вмісту фруктанів визначено у зразках А. annua, найменшу — в A. dracunculus.
Широкий діапазон значень вимірюваного параметра зафіксовано в коренях кон-
трольних рослин. Застосовані методи придатні для первинного оцінювання ма-
сиву експериментальних даних.

Ключові слова: Artemisia spp., поліфруктани, методи візуалізації даних.

Метод Agrobacterium-опосередкованої трансформації, який базується на
здатності ґрунтових бактерій Agrobacterium rhizogenes рoдини Rhizobiaceae
переносити частину свого геному до клітин рослин, застосовують близь-
ко 50 років, це перший розроблений метод перенесення чужорідних
генів. Нині його використовують для отримання культур «бородатих» ко-
ренів різних видів [7]. Методом генетичної трансформації рослин за до-
помогою A. rhizogenes можна переносити не тільки бактеріальну Т-ДНК
онкоплазміди pRi, а й Т-ДНК бінарних векторів, які несуть цільові гени
[8]. Визначено, що трансгенні корені, отримані після генетичної транс-
формації рослин за допомогою A. rhizogenes, накопичують вторинні мета-
боліти або запасні сполуки, властиві тій чи іншій рослині [4, 6, 12, 20],
причому вміст у них таких сполук може бути вищим, ніж у коренях не-
трансформованих рослин. Цей факт привертає особливу увагу, оскільки
можна отримати «бородаті» корені, що є продуцентами цінних сполук із
лікувальними властивостями. До таких сполук належать фруктани —
полісахариди, молекули яких побудовані із залишків D-фруктози. Вони
синтезуються численними видами рослин, зокрема рослинами роду
Artemisia, є біологічно активними і застосовуються як дієтичні добавки
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при порушеннях вуглеводного обміну, дисбактеріозах, діабеті, серцево-
судинних захворюваннях та ін. [13, 16, 18, 19].

У результаті генетичної трансформації зазвичай отримують багато
ліній трансгенних коренів, які відрізняються за параметрами росту та на-
копиченням цільових сполук [14]. Крім того, під час експериментів з
вивчення вмісту таких сполук досліджують лінії різних біологічних видів,
вплив перенесених векторів та умов генетичної трансформації [1]. Отже,
виникає потреба порівняння отриманих коренів за певними ознаками,
зокрема за вмістом фруктанів, у складній системі чинників, що вплива-
ють на накопичення цих речовин. Таке порівняння здійснюють метода-
ми математичної статистики за наявності потрібного обсягу експеримен-
тальних даних. Проте перші оцінки можна дати ще під час проведення
дослідження, скориставшись простими методами візуалізації даних. У
цій роботі ми розглянули можливість та ефективність використання двох
із них [9, 11] для порівняльного оцінювання вмісту фруктанів у транс-
генних коренях рослин різних видів і контрольних нетрансформованих
рослинах та візуалізації отриманих результатів.

Методика

Рослини Artemisia annua, A. tilesii, A. dracunculus, A. ludoviciana, A. absinthi-
um та їх «бородаті» корені, які ми отримали раніше [1, 10], вирощували
на поживному середовищі Мурасиге—Скуга [15] зі зменшеним удвічі
вмістом макросолей. Культивування проводили за температури +24 °C
та 16-годинного освітлення протягом трьох тижнів. Як контрольні
рослини використовували двотижневі проростки (листки та корені).
Вміст поліфруктанів у «бородатих» коренях і контрольних рослинах виз-
начали за методикою [2]. Корені гомогенізували з дистильованою водою
і залишали на 30 хв для екстрагування. До зразків добавляли 0,1 %-й
спиртовий розчин резорцину, нагрівали на водяній бані при температурі
90 °С протягом 10 хв, охолоджували й вимірювали інтенсивність забарв-
лення за довжини хвилі 540 нм. Концентрацію фруктанів визначали за
калібрувальним графіком, побудованим за розчинами фруктози.

Всі вимірювання проводили у трьох повтореннях. Для візуалізації
отриманих даних і швидкого порівняння трансгенних ліній та контроль-
них рослин за вмістом фруктанів застосовували стандартну функцію
plot.design із програмного оточення для мови програмування R версії
3.3.2 [17] та функцію ggplot із бібліотеки ggplot2 [3, 21] для того ж про-
грамного забезпечення.

Результати та обговорення

Виявлено значні відмінності вмісту фруктанів у контрольних рослинах і
трансгенних коренях рослин п’яти видів роду Artemisia. Вміст цих сполук
в екстрактах з коренів і листків контрольних рослин різних видів поли-
ну коливався в широких межах. Зокрема, вміст фруктанів у сирій речо-
вині коренів Artemisia annua становив 39,4 мг/г, листків — 32,5 мг/г, A.
tilesii — відповідно 15,1 та 7,9 мг/г, A. dracunculus — до 7,7 та 7,8 мг/г, A.
ludoviciana — 23,5 та 6,5 мг/г, A. absinthium — 13,3 та 8,0 мг/г. Отже, з на-
ведених експериментальних даних видно, що вміст фруктанів коливався
в межах 6,5—39,4 мг/г сирої речовини і залежав від виду рослин.
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У зразках трансгенних коренів також виявлено значну
варіабельність вмісту фруктанів, причому як у різних ліній трансгенних
коренів одного виду, так і різних видів. Найбільше від контрольних по-
казників за вмістом фруктанів у коренях і листках відрізнялися транс-
генні лінії A. annua, де вони коливались у межах 9,8—16,5 мг/г сирої ре-
човини; у «бородатих» коренях A. tilesii, A. dracunculus, A. ludoviciana,
A. absinthium ці показники змінювались у межах відповідно 13,9—22,8;
6,4—11,0; 19,7—20,0; 8,6—9,7 мг/г сирої речовини.

Усього в роботі протестовано 28 комбінацій таких чинників, як
біологічний вид, плазміда, частина контрольної рослини (корені, лист-
ки), колекційний зразок «бородатих» коренів або контрольних рослин.
Такі комбінації в подальшому називатимемо зразками. Найвищий вміст
фруктанів зафіксовано в коренях (39,4 мг/г сирої речовини) і листках
(32,5 мг/г сирої речовини) контрольних рослин A. annua, найнижчий —
у «бородатих» коренях A. dracunculus, отриманих методом генетичної
трансформації з використанням дикого штаму агробактерій А4 (6,4 мг/г
сирої речовини), й листках контрольних рослин A. ludoviciana (6,5 мг/г
сирої речовини).

Отже, в результаті досліджень встановлено значне варіювання
вмісту фруктанів у контрольних рослинах і коренях трансгенних рослин
роду полину. У ході експерименту постала необхідність порівняти отри-
мані результати, зокрема оцінити вміст досліджуваних сполук у різних
видах рослин і різних лініях «бородатих» коренів, а також визначити за-
лежності вмісту фруктанів від використаного генетичного вектора й
досліджуваного зразка. Стандартні статистичні методи потребують пе-
ревірки даних на відповідність певним критеріям, що зазвичай веде до
збільшення кількості повторень вимірів, проте попередні висновки чи
припущення можна зробити навіть за неповного обсягу інформації.

У виконаному нами дослідженні вимірюваний параметр (вміст
фруктанів) варіював залежно від кількох чинників (різні види рослин,
різні векторні конструкції для трансформації, різні зразки «бородатих»
коренів), усього 28 комбінацій, що з урахуванням вимірювання в трьох
повтореннях дало 84 значення. В зв’язку з цим для оцінювання й зістав-
лення такого масиву даних необхідно було застосувати систему графічної
візуалізації. Для цього ми скористались методом «план експерименту»
(«plot design») [5, 11, 17]. Таким методом можна оцінити отримані дані
за кожним із чинників окремо, зокрема за видом рослин, згрупувавши
дані відповідно до градацій чинника. В усіх групах, наприклад по кож-
ному біологічному виду, знаходяться середні значення, які нанесені на
діаграмі в стовпчик (рис. 1). Це дає можливість за довжиною відрізка між
найбільшим і найменшим значеннями візуально оцінити ступінь залеж-
ності вмісту фруктанів від виду рослин. Для інших чинників використа-
ний генетичний вектор (зразки «бородатих» коренів), побудовано окремі
незалежні стовпчики середніх значень. Отже, оскільки для побудови
різних стовпчиків використано один і той самий набір даних, можна
візуально оцінити, який із чинників більше впливав на досліджуваний
параметр.

Як бачимо, мінливості вмісту фруктанів залежно від виду рослини
та генетичного вектора/частини рослини подібні. В середньому зразки
A. annua накопичували поліфруктанів найбільше, A. dracunculus — най-
менше. Найнижчий вміст досліджуваних речовин у «бородатих» коренях
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рослин, отриманих методом генетичної трансформації їх із використан-
ням дикого штаму агробактерій А4, найвищий — у коренях контрольних
рослин. Крім того, у зразках 28 (корені) та 27 (листки) контрольних рос-
лин A. annua вміст фруктанів значно вищий. Стовпчик «Зразок» (див.
рис. 1) відображає істотну варіабельність за вмістом фруктанів у різних
лініях трансгенних коренів і частин контрольних рослин у межах 6,5—
39,4 мг/г сирої речовини. Слід зазначити, що окремі зразки «бородатих»
коренів справді можуть відрізнятися за низкою параметрів, зокрема за
швидкостями росту, накопичення вторинних метаболітів та ін. [22]. Та-
ка варіабельність є закономірною й пов’язана з особливостями транс-
формації ядерної ДНК, оскільки місце вбудовування гена, що перено-
ситься, не є детермінованим. Отже, так званий ефект положення
перенесених генів може бути причиною фізіологічних і біохімічних
відмінностей різних зразків трансгенних рослин або «бородатих» ко-
ренів, отриманих Agrobacterium-опосередкованою трансформацією. 

Метод «план експерименту» дає можливість порівняти середні зна-
чення, але не відображує варіативності відповіді системи за певного зна-
чення того чи іншого чинника. Для вирішення цього завдання доцільно
скористатись точковою діаграмою Клівленда [9], позначивши отримані
експериментальні дані в усіх повтореннях. 

Найбільшою варіативність вмісту фруктанів була у зразках A. annua,
найменшою — в A. dracunculus (рис. 2, а). Широкий діапазон значень
вимірюваного параметра мали корені контрольних рослин (див. рис. 2, б),
що відповідає біологічним особливостям рослин досліджуваних видів.
Вміст поліфруктанів у кожному зразку відрізнявся не настільки, щоб це
значно впливало на розрахунок математичного сподівання (див. рис. 2, в).
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Рис. 1. Середні значення вмісту поліфруктанів у рослинах і «бородатих» коренях роду
Artemisia, згруповані за біологічними видами, векторами/частинами рослин і зразками; cl,
cr — відповідно листки й корені контрольних рослин. Горизонтальну лінію проведено на
рівні середнього значення для всієї вибірки



Параметри, виміряні для зразків 27 і 28, більші за всі інші, тому їх ви-
сокі середні значення для цих зразків швидше не результат статистичної
похибки, а, вірогідно, біологічна властивість рослин A. annua.

Отже, метод «план експерименту» і точкова діаграма Клівленда да-
ють змогу швидко візуально оцінити вплив різних чинників багатофак-
торного експерименту на накопичення поліфруктанів у «бородатих» ко-
ренях і частинах рослин та варіативність цього параметра за заданого
значення того чи іншого чинника. Найвищий вміст фруктанів зафіксо-
вано в коренях (39,4 мг/г сирої речовини) та листках (32,5 мг/г сирої ре-
човини) контрольних рослин A. annua, найнижчий — у «бородатих» ко-
ренях A. dracunculus, отриманих методом генетичної трансформації з
використанням дикого штаму агробактерій А4 (6,4 мг/г сирої речовини)
та контрольних листках рослин A. ludoviciana (6,5 мг/г сирої речовини).
Найбільша варіативність вмісту фруктанів у зразках A. annua, найменша —
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Рис. 2. Варіабельність вмісту поліфруктанів залежно від виду рослини (а); частини росли-
ни або плазміди, використаної для отримання «бородатих» коренів (б); протестовані зраз-
ки (в). Кільця відповідають індивідуальним вимірюванням; cl, cr — відповідно листки й ко-
рені контрольних рослин



в A. dracunculus. Широкий діапазон значень вимірюваного параметра ви-
явлено в коренях контрольних рослин, що відповідає біологічним особ-
ливостям рослин досліджуваних видів. Застосовані методи придатні для
первинного оцінювання масиву експериментальних даних, що було про-
демонстровано на прикладі порівняльного оцінювання вмісту поліфрук-
танів у «бородатих» коренях і тканинах (листках, коренях) рослин роду
Artemisia.

Публікація містить результати досліджень, проведених при гран-
товій підтримці Державного фонду фундаментальних досліджень за кон-
курсним проектом № 73/2-2017.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА СОДЕРЖАНИЯ ПОЛИФРУКТАНОВ В «БОРОДАТЫХ»
КОРНЯХ И РАСТЕНИЯХ РОДА ARTEMISIA

В.П. Дуплий, Е.А. Дробот, Я.И. Ратушняк, Н.А. Матвеева

Институт клеточной биологии и генетической инженерии Национальной академии наук
Украины, Киев

Выполнена сравнительная оценка содержания полифруктанов в трансгенных корнях и
нетрансформированных растениях Artemisia annua, A. tilesii, A. dracunculus, A. ludoviciana,
A. absinthium двумя простыми методами визуализации данных. Методом «план экспери-
мента» установлена вариативность исследуемого параметра в зависимости от градаций
каждого из факторов эксперимента (биологический вид, генетический вектор/часть расте-
ния, коллекционный образец). С помощью точечной диаграммы Кливленда оценена из-
менчивость накопления фруктанов для каждого из исследуемых факторов. Наивысшее со-
держание полифруктанов зафиксировано в корнях и листьях контрольных растений А. annua
(соответственно 39,4 и 32,5 мг/г сырого вещества), наинизшее — в «бородатых» корнях А.
dracunculus, полученных методом генетической трансформации с использованием дикого
штамма агробактерий А4 (6,4 мг/г), и в листьях контрольных растений A. ludoviciana (6,5
мг/г). Наибольшая вариативность содержания фруктанов определена в образцах А. annua,
наименьшая — у А. dracunculus. Широкий диапазон значений измеряемого параметра за-
фиксирован в корнях контрольных растений. Примененные методы пригодны для первич-
ной оценки массива экспериментальных данных.

COMPARATIVE EVALUATION OF FRUCTAN CONTENT IN ARTEMISIA SPP. «HAIRY»
ROOTS AND PLANTS

V.P. Duplij, K.A. Drobot, Ya.I. Ratushnyak, N.A. Matvieieva

Institute of Cell Biology and Genetic Engineering, National Academy of Sciences of Ukraine
148 Academika Zabolotnogo St., Kyiv, 03680, Ukraine

It was carried out a comparative assessment of polifructan content in transgenic roots and control
plants Artemisia annua, A. tilesii, A. dracunculus, A. ludoviciana, A. absinthium. For this purpose
two simple methods of data visualization were used. Variability of studied parameter depending on
the gradation of each experimental factor (species, genetic vector/part of plant, collection sample)
was demonstrated by the plot design method. Volatility of fructan content depended of each of the
this factors was shown by Cleveland dot plots. The highest content of fructans was found in con-
trol leaves and roots of А. annua (39.4 and 32.5 mg/g fresh weight, respectively), the lowest — in
the «hairy» roots of A. dracunculus, obtained by Agrobacterium A4 wild strain transformation
(6.4 mg/g) and in the leaves of control A. ludoviciana plants (6.5 mg/g). The largest variation of
fructan content was measured in samples of А. annua, the lowest — in A. dracunculus. Wide range
of measured parameter was found in the roots of control plants. It was concluded, that applied
methods can be used for preliminary evaluation of the array of experimental data.

Key words: Artemisia spp., fructans, methods for data visualization.
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