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ИНИЦИАЦИЯ КАЛЛУСОГЕНЕЗА IN VITRO У ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ СЕМЕЙСТВА CACTACEAE 

Целью нашего исследования было подобрать оптимальные питательные среды для инициирования каллусогенезаа у некоторых 
представителей семейства Cactaceae. В работе использовали общепринятые методы биотехнологии растений. Первичные экспла-
нты кактусов культивировали на питательной среде Мурашиге и Скуга (MC) с разведенным в два раза содержанием макро- и микроэ-
лементов дополненной витаминами (B6 – 0.5 мг/л, PP – 1 мг/л), мезоинозитом (100 мг/л) и сахарозой (20 г/л). Установлено, что образо-
вания первичного каллуса было эффективным при культивировании эксплантов на агаризованной питательной среде с добавлением 
½ МС с добавлением 20 г/л сахарозы, в сочетании с 3 мг/л 6-бензиламинопурина, 0,2 мг/л индол-3-уксусной кислоты, 0,1 мг/л α-
нафтилуксусной кислоты и витамина С. Выявлено, что для инициации дедифференциации и каллусогенеза необходимы высокие кон-
центрации цитокининактивных регуляторов роста. 
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CALLUS INDUCTION IN VITRO OF CACTACEAE FAMILY 

Our research goal has been to find the optimal nutrient media for initiation of the primary callus in the species of the Cactaceae family. 
Common methods of plant biotechnology were used. Primary explants of the cacti were cultivated on Murashige and Skoog medium (MS medium). 
The content of macro- and microelements has been diluted twice (½ MS) and the vitamins (B1 and B6 – 0.5 mg/l, PP – 1 mg/l) were added, as well as 
100 mg/l meso-isonitol and 20 g/l of sucrose. It was determined that callus formation formed efficiently when cultivated on half MS media with 20 g/l 
sucrose, 3 mg/l 6- benzylaminopurine, 0,2 mg/l indole-3-acetic acid,0,1 mg/l α-napthaleneacetic acid and 5 mg/l ascorbic acid. It was discovered, 
that for initiation of tissue differentiation and cacti callus formation, high concentrations of cytokinine-active growth regulators are required. 

Key words: Cereus pervianus, in vitro, callus. 
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КОНСТРУЮВАННЯ ІМУНОФЕРМЕНТНОЇ ТЕСТ-СИСТЕМИ 
ДЛЯ ВИЯВЛЕННЯ МВК У РОСЛИННОМУ МАТЕРІАЛІ 

 
У результаті проведеної роботи отримано специфічні компоненти, які дозволяють сконструювати вітчизняну 

імуноферментну тест-систему для виявлення МВК, яка є невід'ємною складовою ефективного контролю насіннєво-
го матеріалу картоплі на всіх етапах вирощування. 

Ключові слова: М-вірус картоплі, антиген, рослини-індикатори, діагностична антисироватка, кон'югат, імунофе-
рментна тест-система. 
 

Вступ. Вірусні хвороби є причиною виродження со-
ртів картоплі, і саме вони є об'єктом найпильнішої уваги 
картоплярів у світі. Одним з найпоширеніших та шкодо-
чинних вірусних патогенів в агроценозах з картоплею є 
М-вірус картоплі (Potato virus M, рід Carlavirus, родина 
Betaflexiviridae). За багаторічними даними співробітни-
ків лабораторії вірусології Інституту сільськогосподар-
ської мікробіології та агропромислового виробництва 

НААН (ІСМАВ НААН) МВК спостерігається як у моноін-
фекції (36 % досліджуваних зразків), так і у комплексі з 
іншими мозаїчними вірусами (до 99 %). Крім того, у 20–
70 % виявлено безсимптомний перебіг вірусного захво-
рювання [1 – 5]. Тобто вже при вирощуванні насіннєво-
го матеріалу складаються передумови економічних 
збитків у галузі картоплярства. Втрати врожаю від М-
вірусної інфекції можуть сягати 41 % [6–8]. Захист рос-
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лин від шкодочинної дії МВК передбачає ранню діагно-
стику інфекції, ефективний контроль насіннєвого мате-
ріалу на всіх етапах вирощування, завчасне прогнозу-
вання поширення захворювання, проведення фітовіру-
сологічних прочисток.  

Сучасна високочутлива і високоспецифічна лабора-
торна діагостіка вірусних патогенів картоплі на основі 
методів імуноферментного аналізу (ІФА) набуває все 
більш реальний і практичний інтерес для виробників 
насіннєвої картоплі. 

Сьогодні є ряд закордонних компаній ("Bioreba", 
Швейцарія; "Neogen Europe Ltd.", Шотландія; "SASA", 
Шотландія; "DSMZ", Австрія; "Loewe", Німеччина; 
"Agdia", США; "Pocket Diagnostic ", Англія; "SEDIAG", 
Франція), які виробляють комерційні імуноферментні 
набори для діагностики широкого спектру вірусних па-
тогенів картоплі. Однак вартість імпортних наборів 
вкрай висока, що робить їх малодоступними для масо-
вого використання вітчизняними виробниками сільсько-
господарської продукції. 

В результаті гострої нестачі діагностичних тест-
систем для виявлення широкого кола фітопатогенів 
діагностика вірусних інфекцій основних сільськогоспо-
дарських культур проводиться значною мірою шляхом 
візуальної оцінки симптомів захворювання [9].  

Тому, метою даної роботи було конструювання віт-
чизняної імуноферментної тест-системи для виявлення 
М – вірусу картоплі у рослинному матеріалі. 

Матеріали і методи. В дослідженнях використову-
вали колекційний штам МВК-н, який виділено з рослин 
картоплі сорту Нагорода в лабораторії вiрусологiї Інсти-
туту сільськогосподарської мікробіології та агропромис-
лового виробництва НААН. Накопичення вірусу прово-
дили на тест-рослинах Lycopersicon esculentum Mill., які 
заражали у фазу 3–4-х справжніх листків методом ме-
ханічної інокуляції з попереднім опудрюванням карбо-
рундом (500–600 меш) [10–12]. Рослини вирощували в 
умовах вегетацiйних приміщень за 20–25 °С i фото-
перiоду 16 годин. Інокулюм готували з листків уражених 
рослин з додаванням 0,01 М фосфатного буферного 
розчину, рН 7,2–7,5 в пропорцiї 1:10. Після інокуляції 
поверхню листків промивали дистильованою водою та 
розташовували у затемненому місці на 12 – 24 години 
для того, щоб вони могли краще перенести наслідки 
травмування при інокуляції. Контролем слугували здо-
рові неінокулювані рослини або рослини, інокульовані 
буферним розчином. Через 21 день після інфікування 
рослини томатів перевіряли на наявність МВК, матеріал 
відбирали із верхнього та середнього ярусів.  

Контроль вірусінфікованого матерiалу проводили за 
допомогою електроної мікроскопії нативних препаратів 
негативно контрастованих 2% розчином фосфорно-
вольфрамової кислоти [13–15].  

Підтвердження наявності МВК в рослинному мате-
ріалі проводили за допомогою ЗТ-ПЛР з електрофоре-
тичним методом детекції та використанням специфіч-
них праймерів до ділянки капсидного білка МВК. Отри-
маний продукт гену капсидного білка МВК візуалізували 
за допомогою електрофорезу в 1,5%-му агарозному 
гелі з додаванням бромистого етидію [16–18].  

Отримання очищених препаратів МВК для імунізації 
кролів і подальшого отримання антисироватки прово-
дили з використанням методу осадження 8 % поліети-
ленгліколем (М 6000) та диференціального центрифу-
гування [19]. 

Концентрацію вірусного антигену визначали спектро-
фотометричним методом при довжинах хвиль 260 і 280 
нм та розраховували за формулою Калькара: С= 1.45 А280 
– 0,74 А260, де: С – концентрація білка у мг/мл, А280 і А260 – 
оптична густина вірусної суспензії у кюветах товщиною  
1 см при довжині хвиль 280 нм і 260 нм відповідно.  

Чистоту вірусних препаратів визначали за співвід-
ношенням Е260/Е280. За літературними даними коефіці-
єнт оптичної щільності Е260/280 для МВК становить – 1,2–
1,25 [20]. 

Специфічну до МВК антисироватку одержували імуні-
зацією кролів за схемою трьохкратних ін'єкцій з інтерва-
лом 7 днів, розробленою в лабораторії вірусології ІСМАВ 
НААН [21]. Для одержання моноклональних антитіл до 
МВК використовували двох кролів-самців породи Шин-
шилла віком 5 місяців та вагою 3,5–4 кг, яких утримували 
на стандартному раціоні в умовах віварію Інституту сіль-
ськогосподарської мікробіології та агропромислового 
виробництва НААН. Якість антисироватки контролювали 
в реакції аглютинації та непрямому варіанті твердофаз-
ного імуноферментного аналізу (ТІФА) [22].  

Виділення імуноглобулінів класу G з сировотки 
крові кроля проводили в два етапи: висолювання си-
роватки насиченим розчином сульфату амонію 
(NH4)2SO4 (66%) та використанням іонообмінної хро-
матографії на ДЕАЕ-целюлозі. 

Елюцію очищених гаммаглобулінів визначали за до-
помогою спектрофотометрії при довжині хвилі 280 нм. 
Очищений імуноглобулін одержували у фракціях першо-
го білкового піку. Концентрацію імуноглобулінів доводили 
до 1 мг/мл по показнику оптичної густини А280 –1,2. 

Кон'югацію одержаних специфічних антитіл з луж-
ною фосфатазою проводили глутаральдегідним мето-
дом [23].  

Титр та робоче розведення одержаного кон'югату 
визначали у сендвіч-варіанті ТІФА [24]. 

Результати та обговорення. У наших дослідженнях 
електронно-мікроскопічний аналіз інфікованого рослин-
ного матеріалу, показав присутність у препаратах вірус-
них часток, відповідних за морфологією і розмірами МВК: 
довжина – 651 – 661 нм, діаметр 12–15 нм (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Електронограма МВК (інструментальне збільшення × 20000) 
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Методом полімеразно-ланцюгової реакції підтвер-
джено наявність МВК у рослинному матеріалі. Детекція 
в агарозному гелі показала, що довжина пробігу проду-

кту ПЛР аналізованого зразку співпадала із позитивним 
контролем МВК, а його розмір становив 300 пар нукле-
отидів (рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Електрофореграма продуктів ПЛР при визначенні М-вірусу картоплі: 
М – маркери (GeneRuler DNA LadderMix, Fermentas, 100 пн (пар нуклеотидів); МВК – аналізований зразок;  

К(-) – негативний контроль; К(+) – позитивний контроль 
 

Очищені вірусні препарати МВК були прозорими з легкою опалесценцією, концентрація білка в яких становила 
4,0 – 6,0 мг / мл, спiввiдношення Е260/Е280 дорiвнювало – 1,16-1,19 (табл.1)  

 
Таблиця  1. Параметри антигену МВК 

Оптична щільність, о.о. 
Вірусний антиген 

260 нм 280 нм 
Концентрація АГ, мг/мл Співвідношення Е260/Е280 

МВК-1 0,870 0,740 4,0 1,17 
МВК-2 0,973 0,832 5,6 1,16 
МВК-3 1,115 0,933 6,0 1,19 

 
Вірусний антиген використовували для імунізації кролів із застосуванням повного (ПАФ) та неповного (ISA 25) 

адьювантів. Відбір крові здійснювали через 10 днів після останньої імунізації (табл.2). 
 

Таблиця  2. Схема імунізації 

Дні введення АГ Спосіб введення Кількість АГ, мл 
1 – й Підшкірно 1,5 АГ+ 0,7 ПАФ 
7 – й Внутрішньошкірно 1,5 АГ + 0,7 ISA 25 
14 – й Підшкірно 1,5 АГ + 0,7 ISA 25 

 
Титр одержаної антисироватки крові до МВК стано-

вив 1:1024 – 1:4096. Специфічність її підтверджено в 
реакції з екстрактами із здорових рослин картоплі сорту 
Жуковський ранній та тютюну, інфікованих ХВК, SВК, 
МВК, YВК, ВТМ. Спектрофотометричний аналіз імуно-
глобулінових фракцій, одержаних з гіперімунної сиро-
ватки крові, показав, що отримані препарати Ig G до-
статньо очищені (А280/260≈1,2), тобто виділені специфічні 
Ig G можуть використовуватись як покривні антитіла 
для сенсибілізації планшетів та для кон"югації з лужною 
фосфатазою. Імуноглобуліни розфасовували по 1 мл у 
флакони і зберігали при –20°С для виготовлення кон'ю-
гату, або консервували гліцерином у співвідношенні 1:1 
(v/v) для покривних антитіл – зберігали при 4 °С.  

Подальшим етапом нашої роботи було одержання 
кон'югату з лужною фосфатазою до МВК. Титр та робо-
че розведення одержаного кон'югату визначали у сенд-
віч-варіанті ТІФА. Титр кон'югату з лужною фосфатазою 
становив 1:32, а робоче розведення – 1:16. Позитивним 
контролем для визначення робочого розведення кон'ю-
гату був очищений препарат вірусу, негативним конт-
ролем – сік здорових рослин тютюну та картоплі. Пози-
тивна реакція в лунках з антигеном до МВК відрізняєть-
ся забарвленням реагентів. Значення оптичної густини 
позитивних контролів МВК в два рази перевищує сере-
днє значення оптичної густини негативних контролів. 

Отриманий кон'югат до МВК стабілізували гліцерином 
та зберігали при –20 ˚С. 

Висновки. Одержано очищений вірусний антиген, 
специфічні антитіла та кон'югат з лужною фосфатазою, 
які дозволяють сконструювати вітчизняну імуноферме-
нтну тест-систему для виявлення М – вірусу картоплі в 
рослинному матеріалі. 
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КОНСТРУИРОВАНИЕ ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 

ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ МВК В РАСТИТЕЛЬНОМ МАТЕРИАЛЕ 
В результате проведённой работы получены специфические компоненты, которые позволяют сконструировать отечествен-

ную иммуноферментную тест-систему для выявления МВК, которая является неотъемлемой составляющей эффективного конт-
роля семенного материала картофеля на всех этапах выращивания. 

Ключевые слова: М-вирус картофеля, антиген, растения-индикаторы, диагностическая антисыворотка, конъюгат, иммунофер-
ментная тест-система. 
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DESIGNING OF ELISA TEST SYSTEM FOR DETECTING PVM IN PLANT MATERIAL 

As a result of the work specific components needed to design a domestic ELISA test system for detecting Potato virus M were produced. The 
system is an integral part of the effective control of seed potato material at all stages of cultivation. 
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ДІЯ ХОНДРОЇТИН СУЛЬФАТУ НА ГЛУТАТІОНОВУ СИСТЕМУ У СИРОВАТЦІ КРОВІ  
ПРИ КАРРАГІНАН-ІНДУКОВАНОМУ ГОСТРОМУ ЗАПАЛЕННІ 

 
Встановлено, що при каррагінан-індукованому запаленні задньої кінцівки у сироватці крові зростає вміст окисне-

ного глутатіону та збільшується глутатіонтрансферазна активність. За тих же експерментальних умов рівень 
відновленого глутатіону та активність глутатіонпероксидази и глутатіонредуктази знижується. Показано, що при 
сумісному введенні препарату на основі хондроїтин сульфату та каррагінану тваринам вищевказані показники сут-
тєво відновлювались до контрольних значень. 

Ключові слова: гостре запалення кінцівки, хондроїтин сульфат, глутатіонова система, сироватка крові. 
 

Вступ. На сьогоднішній день захворювання суглобів 
є однією з актуальних медико-соціальних проблем. Згі-
дно статистичних даних 30% земного населення страж-
дає від хвороб суглобів, які призводять до передчасно-
го обмеження працездатності людей та значного погір-
шення якості їх життя [5, 11]. Патогенез більшості за-
хворювань суглобів супроводжує запалення, розвиток 
якого безпосередньо пов'язаний з інтенсифікацією ві-
льнорадикальних процесів [7]. У підтримці окисно-
антиоксидантної рівноваги важливу роль виконує глута-
тіонова система, яка бере участь у метаболічних реак-
ціях, спрямованих на підтримку клітинного гомеостазу 
та захист від окисного стресу. Тривалі запальні процеси 
у суглобі здатні призводити до дегенеративних змін 
хрящової тканини. В зв'язку з цим важливим є пошук 
препаратів, які б володіли регенераційними та протиза-
пальними властивостями [1]. Виявлено, що дистрофічні 
зміни хрящової тканини пов'язані зі зниженням вмісту 
структурного компоненту хряща – хондроїтин сульфату, 
який забезпечує його пружність та щільність. Тому до-
слідження властивостей препаратів на основі хондрої-
тин сульфату є перспективним у профілактиці та ліку-
ванні захворювань суглобів. 

В зв'язку з цим, метою роботи було дослідити дію 
препарату на основі хондроїтин сульфату на стан глу-
татіонової системи у сироватці крові щурів при каррагі-
нан-індукованому гострому запаленні задньої кінцівки. 

Об'єкт та методи досліджень. Дослідження прове-
дені на білих нелінійних статевозрілих щурах-самцях 
масою 180-240 г з дотриманням загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, ухвалених Пер-
шим національним конгресом України з біоетики (вере-
сень 2001 року), інших міжнародних угод та національ-
ного законодавства у цій галузі. 

Всіх тварин розділяли на три експериментальні групи. 
Перша група – інтактний контроль. Другій групі тварин 
моделювали гостре запалення кінцівки щурів шляхом 
субплантарного введення 0,1 мл 1% розчину каррагінану 
у задню праву лапу [9]. Третій групі тварин за одну годи-
ну до введення каррагінану внутрішньом'язово вводили у 
терапевтичній дозі 3 мг/кг препарат "Драстоп", основною 
складовою частиною якого є хондроїтин сульфат, (об'єм 

речовини складав 1 мл/кг). Сироватку крові щурів отри-
мували через 3 години після введення препаратів. 

Глутатіонпероксидазну активність (КФ 1.11.1.9) оці-
нювали за зменшенням вмісту GSH в реакції з реактивом 
Елмана [2]. Глутатіонтрансферазну активність 
(КФ 2.5.1.18) визначали за швидкістю утворення кон'юга-
ту GSH з 1-хлор-2,4-динітробензолом [2]. Глутатіонреду-
ктазну активність (КФ 1.8.1.7) вимірювали за зменшен-
ням оптичної густини проб в результаті окиснення НАД-
ФН [2]. Вміст відновленого та окисленого глутатіону 
визначали спектрофлюориметричним методом із вико-
ристанням ортофталевого альдегіду за різних значень 
рН середовищ [4, 8]. 

Статистичну обробку результатів дослідження про-
водили загальноприйнятими методами варіаційної ста-
тистики. Вірогідність різниці між контрольними та дослі-
дними вимірами оцінювали методом однофакторного 
дисперсійного аналізу. 

Результати та їх обговорення. Важливим чинником, 
від якого залежить концентрація вільних радикалів у кро-
ві та тканинах організму є кооперативна робота фермен-
тів антиоксидантної системи, однією із ланок якої є сис-
тема глутатіону. Глутатіонова антиоксидантна система, 
яка включає глутатіонпероксидазу, глутатіонтрансфера-
зу, глутатіонредуктазу та глутатіон перешкоджає накопи-
ченню токсичних продуктів вільнорадикального окиснен-
ня, відіграє важливу роль в детоксикації, деградації та 
виведенні із організму чужорідних субстанцій. 

Встановлено, що у щурів при гострому запаленні 
задньої кінцівки, індукованого каррагінаном, у сироватці 
крові знижується глутатіонпероксидазна активність – в 
1,5 раза, глутатіонредуктазна активність – в 1,7 раза, 
при цьому глутатіонтрансферазна активність зростає в 
1,6 раза відносно контролю (табл. 1). За даних експери-
ментальних умов у сироватці крові вміст відновленого 
глутатіону знижується в 1,6 раза, а рівень окисненого 
глутатіону зростає в 1,5 раза порівняно з показниками 
контрольної групи. При введенні препарату "Драстоп" 
щурам з експериментальною моделлю гострого лока-
льного запалення в сироватці крові спостерігається 
зростання глутатіонпероксидазної активності –  
в 1,3 раза, глутатіонредуктазної активності – в 1,4 раза, 

© Дворщенко К., Ашпін М., Торгало Є., Тимошенко М., Остапченко Л., 2017 


