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У сучасному світі у зв’язку з постійним
зростанням антропогенного впливу, зміна�
ми кліматичних умов швидкими темпами
збільшується кількість зникаючих видів.
Перед загрозою зникнення опинилися
Saussurea discolor (Willd.) DC. та S. porcii
Degen — представники роду Saussurea DC.
у флорі Буковинських Карпат, що останнім
часом набули статусу «критично загрожува�
ний» вид [1, 2].

Проблему збереження та відтворення
зникаючих видів можна успішно розв’яза�
ти, залучивши досягнення біотехнології,
зокрема інтенсивне розмноження в культурі
in vitro та подальшу реінтродукцію у місця
природного зростання.

Поверненню в природне середовище
підлягає генетично стабільний матеріал [3].
Цієї умови, на жаль, не завжди вдається до�
тримуватись у процесі культивування in
vitro, насамперед через явище сомаклональ�
ної мінливості. З метою контролю генетичної
стабільності культивованого матеріалу вико�
ристовують метод генетичних маркерів, зок�
рема поліморфізму ензимів [4]. Відомо, що
умови вирощування справляють значний
вплив на спектр ізоензимів у рослин [5].

У попередніх дослідженнях нами було
виявлено стабільність ізоензимного спектра
пероксидаз експлантатів S. discolor та
S. porcii, незалежно від гормонального скла�
ду живильного середовища і тривалості

культивування in vitro, що свідчить на ко�
ристь підтримки генетичної стабільності
рослинного матеріалу [6, 7]. 

Естерази [КФ. 3.1.1] — група ензимів,
що гідролізують складні ефіри і присутні
в усіх тканинах та органах рослин. За типом
субстрату їх поділяють на специфічні та не�
специфічні. Саме ізоензимний склад неспе�
цифічних естераз використовують для вста�
новлення ступеня генетичної мінливості
культивованих рослин [8–12]. 

У доступній літературі відсутні дані про
можливість використання неспецифічних
естераз під час вивчення in vitro рослин роду
Saussurea, тому метою даної роботи було до�
слідити електрофоретичні спектри естераз
експлантатів S. discolor та S. porcii з метою їх
використання як генетичних маркерів.

Матеріали і методи

Матеріалом для дослідження слугували
експлантати S. discolor та S. porcii, культиво�
вані in vitro на середовищах, що містили
1 мг/л 6�бензамінопурину (БАП) і різні кон�
центрації індолілацетату (ІОК) (0,1/0,5 мг/л)
та індолілбутирату (ІМК) (0,01/0,05 мг/л).
Основою для приготування середовищ було
середовище Мурасіге−Скуга, в усіх випад�
ках доповнене цистеїном [13].

Умови культивування
Для введення в культуру in vitro вико�

ристовували насіння, зібране в місцях зрос�
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тання природних популяцій. Насіння знеза�
ражували розчином промислового препара�
ту «Білизна» (ТУУ6�05743160.001�93) та
96%�м етиловим спиртом з додаванням
TWEEN�80, після чого його тричі промива�
ли стерильною дистильованою водою. Далі
насіння переносили на живильне  середови�
ще, основою для приготування якого слугу�
вало  середовище Мурасіге–Скуга, доповне�
не цистеїном [13]. Експлантати отримували
шляхом прямого морфогенезу з пазушних
меристем. 

Проростки, що формувалися впродовж
першого пасажу, були пересаджені на сере�
довище для індукції утворення конгломера�
ту пагонів, доповнене 0,1 мг/л ІОК  та 1 мг/л
БАП. Після третього пасажу окремі пагони
висаджували на середовища, які крім БАП
містили ІОК (0,1/0,5 мг/л) чи ІМК
(0,01/0,05 мг/л). 

Рослини вирощували у кліматичній кім�
наті з 16�годинним фотоперіодом та темпе�
ратурою повітря 22 °С. Тривалість пасажу
становила 28 днів.

Умови проведення електрофорезу
Для отримання ензимного препарату на�

важку експлантатів (0,5 г) розтирали у фар�
форовій ступці з 1 мл середовища для
екстракції, що містило: 0,05 М трис�цитрат�
ний буфер, рН 7,5; 0,1%�й цистеїн; 0,1%�ну
аскорбінову кислоту; 1%�й поліетиленглі�
коль; 6,84%�ну сахарозу [14]. Екстрагування
здійснювали протягом 40 хв за постійного пе�
ремішування при температурі 4–6 °C, після
чого суміш центрифугували при 5 000 g. 

Розподіл катодних та анодних естераз
проводили методом диск�електрофорезу
в ПААГ (7%�му концентрувальному та
13%�му розділювальному гелях) у верти�
кальних блоках при температурі 4–6 °С
в 0,01 М трис�гліциновому (рН 8,3) та 0,1 М
трис�ацетатному (рН 4,0) буферах відповід�
но [15]. Як лідерний барвник використову�
вали бромфеноловий синій та брильянтовий
зелений. Зони естеразної активності вияв�
ляли гістохімічно в інкубаційному середо�
вищі, що містило в 0,2 М фосфатному бу�
фері (рН 6,0) α�нафтилоцтову кислоту та
діазолій синій у цьому самому буфері [14].
Електрофорез проводили в 5�кратній пов�
торності. Гелі аналізували за допомогою
сканера Bio Rad 2000 (США) з програмним
забезпеченням Gel Doc. Статистичну оброб�
ку отриманих результатів виконано із
застосуванням програмного забезпечення
Microsoft Exel.

Результати та обговорення

У роботі досліджували вплив умов куль�
тивування, зокрема гормональних факто�
рів, на зміну спектрів катодних та анодних
естераз двох представників роду Saussurea.
Слід зазначити, що генетику цього роду
зовсім не вивчено, тому описуючи ізоензим�
ний склад,  ми брали до уваги  виключно фе�
нотипи ізоестераз. 

Електрофоретичне дослідження про�
теїнових препаратів S. discolor та S. porcii по�
казало, що катодні естерази цих видів ма�
ють досить різноманітний якісний склад та
низьку електрофоретичну рухливість. Так,
для S. discolor було виявлено дев’ять компо�
нентів з Rf1 0,01, Rf2 0,03, Rf3 0,06, Rf4 0,09,
Rf5 0,12, Rf6 0,16, Rf7 0,18, Rf8 0,23, Rf9 0,26
(рис. 1). Мажорними є компоненти з Rf3, Rf4,
Rf5 та Rf8. Мінімальна інтенсивність забарв�
лення характерна для смуг з Rf7 та Rf9.

Спектр катодних естераз S. роrсіі пред�
ставлений десятьма компонентами, електро�
форетична рухливість яких становить
відповідно 0,01; 0,03; 0,07; 0,09; 0,12; 0,15;
0,16; 0,18; 0,20; 0,22 (рис. 2). Серед них ізо�
форми з Rf2, Rf7, Rf9, та Rf10 є мажорними,
а смуги з Rf5 та Rf6 — мінорними. 

Загалом катодні естерази обох досліджу�
ваних видів мають значну подібність і від�
носно низьку електрофоретичну рухливість.

Здійснюючи порівняльний аналіз електро�
фореграм катодних естераз експлантатів S. dis,
color та S. porcii, вирощених на живильних се�
редовищах, що відрізнялись якісним та
кількісним вмістом ауксинів, ми не виявили
змін їхнього ізоензимного спектру. Відмін�
ності стосувалися лише інтенсивності забарв�
лення окремих смуг. Так, у разі збільшення
концентрації обох гормонів, як і у випадку
S. discolor, для S. роrсіі спостерігається збіль�
шення інтенсивності забарвлення окремих ком�
понентів спектра, особливо найповільніших. 

Порівнюючи отримані елекрофореграми,
встановили, що S. discolor та S. роrсіі мають
шість спільних ізоформ катодних естераз,
електрофоретична рухливість яких стано�
вить 0,01; 0,03; 0,09; 0,12; 0,16 та 0,18.

Одержані результати дають підстави ствер�
джувати існування стабільності якісного скла�
ду катодних естераз екслантатів S. discolor та
S. porcii незалежно від умов вирощування. Ви�
явлені відмінності стосуються тільки кількісно�
го вмісту окремих ізоформ. Так само встановили
сталість ізоензимного спектру неспецифічних
естераз під час дослідження in vitro деяких
сортів пшениці [16], кактуса [17, 18]; інтен�
сивність забарвлення їхніх ізоформ залежала
лише від віку проростка та типу тканини.
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Рис. 1. Електрофоретичні спектри катодних естераз експлантатів S.discolor,  
культивованих у присутності ІОК (a) чи ІМК (б)

а

б

Рис. 2. Електрофоретичні спектри катодних естераз експлантатів S. pоrсіі, 
культивованих у присутності ІОК (a) чи ІМК (б)

а

б
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Анодні естерази експлантатів S. discolor
та S. porcii, так само як і катодні, характери�
зуються низькою електрофоретичною рух�
ливістю (рис. 3, 4). Rf найбільш швидкого
компонента не перевищує 0,25. Окрім того,
їм властива менша різноманітність. 

Стосовно анодних естераз передусім слід
зауважити, що на їхній якісний спектр суттє�
во впливає гормональний склад середовища.
Як випливає з рис. 3, загальна кількість ізо�
форм анодних естераз для S. discolor залежно
від гормонального складу живильного середо�
вища коливається від двох до п’яти. Мажор�
ними серед них є смуги з Rf 0,06 та 0,15, які
присутні на всіх електрофореграмах цього ви�
ду. Мінорну ізоформу з Rf 0,20 виявлено лише
за умов вирощування на середовищі з 0,1 мг/л
ІОК чи 0,05 мг/л ІМК. Зі збільшенням конце�
нтрації ІОК у живильному середовищі зника�
ють компоненти з Rf 0,18, 0,20, 0,25, тимча�
сом як зі зростанням концентрації ІМК,
навпаки, з’являється ізоформа з Rf 0,20.

Для електрофоретичних спектрів анод�
них естераз листків S. porcii за тотожних умов
культивування також встановлено якісні
зміни (рис. 4.). Так, у них виявлено від п’яти
до семи компонентів. У разі зростання кіль�
кості ІОК зникає компонент з Rf 0,12, водно�
час з’являється з Rf 0,09. Зі збільшенням

концентрації ІМК ідентифікуються нові сму�
ги з Rf  0,12, 0,15, та 0,21, тоді як ізоформа
з Rf 0,09 зникає. Будь�яких закономірностей
у виникненні цих змін не виявлено. 

Аналіз отриманих електрофореграм пока�
зав, що обов’язковими компонентами електро�
форетичного спектра анодних естераз експлан�
татів S. porcii є ізоформи з Rf 0,02, 0,06 та 0,25. 

Стосовно лабільних компонентів суміші
встановлено, що в більшості випадків вони
представлені ізоформами, яким властива од�
накова електрофоретична рухливість. Окрім
відмінностей в якісному складі спектра, як
і для катодних форм ензиму, виникають зміни
кількісного характеру, про що свідчить збіль�
шення чи зменшення інтенсивності забарв�
лення протеїнових смуг на електрофореграмі.

Хоча в більшості випадків ізоензимний
спектр естераз, отриманих з різних тканин, за�
лишається стабільним під час зміни стадії ди�
ференціації культивованих рослин і з перехо�
дом від диференціації до дедиференціації [5,
16, 18, 19], у нашому випадку спостерігалася
зміна кількості ізоформ у разі зміни концент�
рації фітогормонів у живильному середовищі.

Отже, ізоензимні спектри анодних естераз
S. discolor та S. porcii залежать як від кількісно�
го, так і від якісного вмісту ауксинів у живиль�
ному середовищі. Це може свідчити, що саме

Рис. 3. Електрофоретичні спектри анодних естераз експлантатів S. discolor,  
культивованих у присутності ІОК (a) чи ІМК (б)

а

б
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анодні естерази в рослин цих видів несуть
функціональне навантаження у процесах адап�
тації до змін умов існування. Тому є підстави
стверджувати, що як маркери, які дозволяють
ідентифікувати сомаклональні варіанти, слід
використовувати катодні ізоформи естераз
листків S. discolor та S. роrсіі, оскільки зі
зміною умов культивування вони характеризу�
ються сталістю компонентного складу. 

Таким чином, встановлено, що електрофоре�
тичний спектр катодних естераз експлантатів
S. discolor та S. роrсіі незалежно від умов культи�

вування характеризується стабільністю і міс�
тить відповідно 9 і 10 компонентів з низькою
електрофоретичною рухливістю. Це свідчить
про можливість їх використання як генетич�
них маркерів. Спільними для обох видів є ізо�
форми з Rf 0,01; 0,03; 0,09; 0,12; 0,16.

Електрофоретичні спектри анодних есте�
раз листків експлантатів S. discolor та
S. роrсіі представлені ізоформами з низькою
електрофоретичною рухливістю, що виявля�
ють залежність від якісного та кількісного
вмісту ауксинів у живильному середовищі. 

Рис. 4. Електрофоретичні  спектри анодних естераз експлантатів S. роrсіі,  
культивованих у присутності ІОК (a) чи ІМК (б)

а

б
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ХАРАКТЕРИСТИКА 
ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКИХ СПЕКТРОВ

ЭСТЕРАЗ ЭКСПЛАНТАТОВ 
Saussurea discolor (Willd.) DC.

И Saussurea porcii Degen

М. М. Марченко
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Л. Н. Чебан

Черновицкий национальный университет
имени Юрия Федьковича
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Изучены особенности развития Saussurea
discolor и S. porcii, культивируемых  in vitro
в условиях разного качественного и количест�
венного содержания в питательной среде аук�
синов индолилацетата и индолилбутирата.
Осуществлен анализ электрофоретических
спектров эстераз культивированных in vitro
организмов. Как катодные, так и анодные изо�
формы энзимов характеризуются низкой
электрофоретической подвижностью. Доказа�
на стабильность спектра катодных эстераз
эксплантатов обоих исследуемых видов неза�
висимо от качественного и количественного
содержания ауксина в питательной среде, что
свидетельствует о возможности их использова�
ния в качестве генетических маркеров.   

Ключевые слова: Saussurea discolor, Saussurea
porcii, эстераза, электрофоретические спектры.

CHARACTERISTICS OF THE ESTERASE
ELECTROPHORETIC SPECTRA 

OF EXPLANTS
Saussurea discolor (Willd.) DC.

AND Saussurea porcii Degen

M. M. Marchenko
A. E. Shelifist
L. M. Cheban

Fedkovich Chernivtsy National University, 

Е,mail: larisa.cheban@mail.ru

The analyses of the electrophoretic spectra of
Saussurea discolor and S. porcii esterases culti�
vated in vitro have been done. Both cathode and
anode enzyme isoforms specified by low elec�
trophoretic mobility. In contrast to the anode
forms, it is proved spectrum stability of cathode
esterase of explants for both studied species,
regardless of qualitative and quantitative con�
tent of auxin in the culture media (0.1/0.5 mg/l
IAA or 0.01/0.05 mg/l IBA). Thus acid esterase
may be used as genetic markers. 

Key words: Saussurea discolor, S. porcii, esterase,
electrophoretic spectra.




