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The aim of the work was to investigate the short-term effects of high temperature on the flavonoid 
accumulation in Artemisia vulgaris L. and A. dracunculus L „hairy“ roots. The roots were cultivated for 
one, two, and five days at +36 °C, then were grown at +24 °C for up to four weeks. The flavonoid content 
(expressed in rutin equivalent, RE) of ethanolic extracts was determined using a AlCl3 method. “Hairy“ 
root lines differed in their sensitivity to short-term high-temperature exposure. Both stimulation and 
inhibition of flavonoid accumulation, as well as no changes were observed in “hairy” root lines. Significant 
(1.7–6.4 times) decrease in the flavonoid content was observed in lines which characterized by a higher 
flavonoid content under standard conditions (+24 °C) without the temperature stress exposure. For 
both species, the average or strong negative correlation (R2 = 0.37... 0.85) was observed for weight gain 
from the time of thermal stress. Thus, A. vulgaris and A. dracunculus “hairy” roots differed in the cellular 
metabolism activity. They differed in the ability of flavonoids synthesis and sensitivity to the short-term 
high temperature exposure. Such exposure can lead both to activation and inhibition of the synthesis of 
biologically active compounds, particularly, flavonoids.
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Вступ
Генетична трансформація з використанням грунтових фітопатогенних бактерій 
Agrobacterium rhizogenes, яка є способом отримання «бородатих» коренів, приводить 
не тільки до зміни геному рослин, але й до значних змін у функціонуванні клітин 
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та їх біосинтетичної активності. Доведено, що наслідком перенесення rol генів 
A. rhizogenes, які є у Т-ДНК агробактеріальної плазміди (Huffman, 1984) та які здатні 
інтегруватися в геном рослин, є активація вторинного метаболізму (Bonhomme, 2000; 
Komarovská, 2010). Виявлено, що ці гени стимулюють синтез фітоалексинів (Bulgakov, 
2011), впливають на синтез вторинних метаболітів у клітинах рослин(Bulgakov, 
2008a), а також зменшують кількість активних форм кисню (ROS) (Bulgakov, 2008b), 
хоча механізм цього явища досі недостатньо з‘ясований (Bulgakov, 2018). Отже, 
трансформування приводить до численних змін у функціонуванні клітин, і, таким 
чином, може впливати на адаптацію до дії стресових факторів.

Результатом дії абіотичних стресів, таких як низька або висока температура, нестача 
вологи, підвищений вміст солей у грунті, дія ультрафіолетового випромінювання 
є зміни у процесах біосинтезу та накопичування ряду сполук, що є як відповіддю 
на дію стресу, так і захисною реакцією клітин, яка дозволяю рослинам вижити 
за критичних умов (Gupta, 1993). Крім того, оскільки за дії стресу відбувається 
накопичення активних форм кисню (Choudhury, 2017; Mittler, 2015; Ramel, 2012), 
рослини можуть реагувати шляхом активізації синтезу природних антиоксидантів, 
зокрема, флавоноїдів (Bandurska, 2013; Brunetti, 2013). У процесі відповіді на дію 
стресів задіяні сполуки білкової природи, у тому числі регуляторні та сигнальні 
молекули (Grativol, 2012; Krasensky, 2012; Umezawa, 2004; Walter, 2011; Wang, 2009; Zhu, 
2010; Zhu, 2016), а також сполуки небілкової природи, зокрема, з антиоксидантними 
властивостями (Аhmad, 2010). Вивчення цих процесів дозволяє охарактеризувати 
метаболічну відповідь трансформованих організмів на дію стресового фактору, 
визначити молекулярно-біологічні аспекти цього процесу, зокрема, виявити гени, які 
беруть участь у регулюванні адаптації рослин до дії стресових факторів, та регуляцію 
їх активності.

«Бородаті» корені рослин, отримані після трансформування A. rhizogenes, відрізняються 
не тільки наявністю перенесених до їх геному генів, але й функціональними 
характеристиками. Так, вони характеризуються високою швидкістю росту, 
незалежністю від наявності у середовищі регуляторів росту, специфічним фенотипом, 
що зумовлено активністю агробактеріальних генів (Павлова, 2013). Разом з тим, 
наявність цих генів також може призводити до появи специфічної відповіді на 
дію стресових факторів. Тому метою цієї роботи було визначення особливостей 
росту культур «бородатих» коренів рослин полину А. vulgaris та A. dracunculus за дії 
короткотривалого високотемпературного стресу, а також оцінка впливу таких умов 
вирощування на накопичення флавоноїдів.

Матеріали та методи досліджень
«Бородаті» корені рослин А. vulgaris та A. dracunculus, отримані нами раніше (Дробот, 
2015; Drobot, 2016.), вирощували у стерильних умовах в чашках Петрі на живильному 
середовищі Мурасіге-Скуга (Murashige, 1962) зі зниженою удвічі концентрацію 
макросолей. Вплив підвищеної температури досліджували культивуванням коренів 
протягом 1, 2 та 5 діб за температури +36 °С та подальшого вирощування (загальна 
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тривалість до 4 тижнів) при температурі +24 °С. Контролем слугували корені, які 
вирощували за стандартних умлв при температурі +24 °С протягом чотирьох тижнів. 
Приріст маси коренів визначали шляхом зважування. Концентрацію флавоноїдів (RE) 
визначали, використовуючи якісну реакцію з AlCl3 (Pękal, 2014). Дані переставлені 
у вигляди середнього значення та довірчого інтервала на рівні значимості 95%.
Порівняння середніх проводили за результатами дисперсійного аналізу та теста Тьюкі 
на рівні значимості 95%. Для з’ясування взаємозв’язку між величинами проводили 
кореляційно-регресійний аналіз і визначали коефіцієнт детермінації (R2).

Результати та обговорення
Результати дослідження свідчать про наявність загальної тенденції до зменшення 
швидкості росту «бородатих» коренів двох видів полину при збільшенні часу 
культивування при +36 °С. Усі досліджувані зразки коренів A. dracunculus (№№1-3) 
були чутливими до підвищеної температури, оскільки вирощування за таких умов 
протягом 5 діб приводило до зменшення приросту маси відповідно у 3,1, 2,6 та 
2,4 рази у порівнянні. Для А. vulgaris (№№1-3) це зменшення становило 1,8, 2,4 та 
2,3 рази, проте однодобова теплова обробка приводида до підвищення приросту маси 
у ліній №1 та №2 у 1,2 та 1,9 рази. Для обох видів спостерігалася середня або сильна 
негативна кореляція (R2 = 0.38... 0.85) приросту маси від часу теплового стресу. 

Трансгенні корені двох видів полину при їх культивуванні за стандартних умов (+24 °С) 
відрізнялися за вмістом флавоноїдів (рис.1а, б). Зокрема, найбільшим вмістом сполук 
відрізнялися корені №2 А. vulgaris (12,45 мг РЕ.г-1 СМ) та № 3 A. dracunculus (2,93 мг РЕ.г-1 
СМ). Найменше флавоноїдів накопичували корені №1 та № 2 A. dracunculus – відповідно 
0,59 та 0,62 мг РЕ.г-1 СМ. Вірогідно, причиною таких відмінностей для трансгенів 
утворених із одного батьківського генотипу є різне місце вбудовування перенесених 
генів і, відповідно, відмінності у функціонуванні змінених геномів. 

Спостерігалося три типи реакції на тепловий стрес: толерантність A. dracunculus №2; 
стимулювання синтезу флавоноїдів внаслідок тієї чи іншої тривалості теплового 
стресу A. dracunculus №1 та А. vulgaris № 1, №3; зниження концентрації флавоноїдів 
у A. dracunculus №3 та А. vulgaris №2. Останній тип реакції помічено у ліній, що 
мали відносно високу концентрацію флавоноїдів за стандартних умов. Про лінійну 
залежність концентрації флафоноїдів у «бородатих» коренях можна говорити тільки у 
випадках №2 А. vulgaris, де спостерігалась середня негативна кореляція (R2 = 0.64), та 
№1 A. dracunculus, середня позитивна кореляція (R2 = 0.68).

Вирощування при підвищеній температурі приводило у ряді варіантів (лінії № 2 
А. vulgaris, №3 A. dracunculus) до зменшення вмісту флавоноїдів. У той же час, такі умови 
активізували синтез флавоноїдів у коренях №1 А. vulgaris. Так, вміст досліджуваних 
сполук у цих коренях при дії підвищеної температури протягом однієї, двох та п’яти діб 
був більшим, ніж у контролі відповідно у 1.9 (р ˂0.05), 1.1 та 1.7 (р ˂0.05) рази. В інших 
випадках стимулюючий ефект спостерігався тільки в результаті певної тривалості 
дії фактору (р ˂0.05). Так, для лінії №3 А. vulgaris це була 1 доба (2.3 рази), а для №1 
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A. dracunculus – 5 діб (2.3 рази). Треба відмітити слабку позитивну кореляцію вмісту 
флавоноїдів від приросту маси як для А. vulgaris (R2 = 0,27), так і для A. dracunculus 
(R2 = 0.21).

Рисунок 1 Вміст флавоноїдів у “бородатих» коренях А. vulgaris (а) та A. dracunculus (б) при їх 
вирощуванні за температури +36 °С протягом однієї, двох та п’яти діб
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Отже, досліджувані зразки «бородатих» коренів рослин полину двох видів досить 
відрізнялися за їх чутливістю до короткотермінової дії підвищеної температури, що 
виражалося у зменшенні приросту біомаси та у більшості випадків вмісту флавоноїдів. 
Проте кількісні значення цих показників сильно різнилися як при вирощуванні 
«бородатих» коренів за нормальних умов, так і характером реакції на температурний 
стрес. 

Висновки
Отже, генетична трансформація з використанням грунтових бактерій Agrobacterium 
rhizogenes веде до утворення «бородатих» коренів, що різняться за активністю 
клітинного метаболізму. Такі розбіжності виражаються у різній здатності коренів 
до синтезу флавоноїдів та різній чутливості трансформованих коренів до дії 
короткочасового температурного стресу. Результатом такої дії може бути як активізація, 
так і пригнічення метаболізму.
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