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Культура «волохатих» коренів — це поширена трансгенна культура, отримана за 
допомогою Agrobacterium rhizogenes. Культури трансгенних коренів використовують у 
фармакології (для накопичення цінних вторинних метаболітів [1], для біосинтезу 
рекомбінантних фармацевтичних сполук [2] тощо), для фіторемедіації (наприклад, важких 
металів [3]) тощо. До переваг використання трансгенних кореневих культур для 
фармакологічних або фіторемедіаційних цілей відносять відносно низьку собівартість їх 
отримання та культивування через невибагливість до складу середовища, температурного та 
світлового режиму, швидкий приріст біомаси, відсутність геотропізму тощо. 

Для нашого дослідження була обрана Robinia pseudoacacia L. через її здатність до 
ремедіації ґрунтів від важких металів [4]. Але в той же час акацію з 2023 року в Україні 
вважають інвазивним видом [5], тому інтродукція акації на території нашої країни для 
ремедіації стічних вод чи ґрунтів є неможливою. Отже, ми пропонуємо використання культури 
трансгенних коренів для очищення ґрунтів та стічних вод від забруднення важкими металами, 
в тому числі зумовленого воєнними діями. 

Відповідно, метою даного дослідження було отримати культуру волохатих коренів 
R. pseudoacacia шляхом Agrobacterium rhizogenes-опосередкованої трансформації для 
подальшого дослідження їх здатності до фіторемедіації. 

Насіння R. pseudoacacia L. промивали у мильному розчині (приблизно 15 хв), потім 
стерилізували у 70% розчині етанолу протягом 1 хв, надалі — в 50% розчині H2O2 протягом 
10 хв та культивували на середовищі Мурасіге-Скруга (MS) [6],  за температури +22-24 °C.  

Для Agrobacterium-опосередкованої генетичної трансформації використовували штам A4 
Agrobacterium rhizogenes, любʼязно наданий Інститутом клітинної біології та генетичної 
інженерії НАН України. Нічну бактеріальну культуру отримували у мʼясо-пептонному 
бульйоні на шейкер-інкубаторі при температурі +28 °C та 200 об./хв. Надалі бактеріальні 
клітини осаджували центрифугуванням (4000 об./хв), та ресуспендували у рідкому середовищі 
MS з додаванням 200 мкМ ацетосирингону. Агробактеріальну трансформацію стеблових 
експлантів проводили шляхом співкультивування з бактеріальною культурою. За добу 
інокульовані експланти перенесили на тверде середовище MS із додаванням 400 мг/л 
антибіотика цефотаксиму для елімінації бактерії, де отриману культуру пасажували кожні 2 
тижні. 
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Рис.1. Рослини акації в умовах in vitro 
 

Ініціацію Ri-різогенезу на середовищі MS з додаванням 400 мг/л антибіотика цефотаксиму 
спостерігали приблизно на другий тиждень. Частоту генетичної трансформації визначали як 
співвідношення кількості точок ініціації ri-різогенезу до загальної кількості експлантів. Вона 
складала 29,6% у наших дослідженнях. Попри наші сподівання, збільшення тривалості 
культивування під час трансформації рослинних експлантів з суспензійною бактеріальною 
культурою призводило до зниження частоти трансформації внаслідок підвищення відсотка 
некротизації рослинних тканин.  

 

 
 

Рис. 2. Ініціація Ri-коренетворення на стеблових експлантах 
 
Утворені корені на стеблових експлантах характеризувалися Ri-фенотипом (відсутністю 

геотропізму та характерною опушеністю), але спершу активна ініціація коренетворення надалі 
сповільнювалася, приріст біомаси був відносно невисоким, через що ініційовану культуру 
коренів переносили на середовище Гамборга (B5) [6] із додаванням 400 мг/л цефотаксиму та 
вдавалися до зміни температурного режиму та умов освітлення. Проте жодні зміни умов 
культивування не призвели до активізації темпів накопичення біомаси, можливо, внаслідок 
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видових особливостей розвитку культури коренів Robinia pseudoacacia L. 
Тотальну рослинну ДНК екстрагували згідно Doyle J.L. та Doyle J.J. [8].  Присутність rolB 

гену підтверджували за допомогою аналізу методом ПЛР (розмір фрагмента780 п.н., 
нуклеотидна послідовність праймерів: 5'-atggatcccaaattgctattccttccacga-3', 5'-
ttaggcttctttcttcaggtttactgcagc-3'). Продукти реакції фракціонували в 1% агарозному гелі у 
присутності бромистого етидію в трис-боратній буферній системі. ПЛР-аналіз дозволив 
виявити присутність агробактеріального rolB гену у досліджуваних зразках, що підтверджує 
трансгенну природу отриманої кореневої культури. 

 

 
Рис.3. Електрофореграма ПЛР-аналізу на присутність rolB гену:  

М – Маркер (2 kb Plus DNA Ladder, Fermentas); 1 – негативний контроль (проба без 
ДНК); 2,5 — позитивний контроль (плазмідна ДНК Agrobacterium rhizogenes A4); 3,4 – ДНК 

аналізованих зразків культури «волохатих» коренів. 
 
Таким чином, було отримано культуру «волохатих» коренів рослин R. pseudoacacia L. та 

підтверджено їх трансгенне походження. В подальшому нами планується проведення 
досліджень фіторемедіаційної здатності отриманих культур.  
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