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Мета. Метою роботи було отримання «бородатих» коренів рослин Bidens pilosa L. з викори-
станням Agrobacterium rhizogenes-опосередкованої трансформації. Методи. Використовували 
A. rhizogenes з векторами рСВ161 та рСВ124, які мали гени nptII (nos промотор та термінатор) та 
ifn-α2b (відповідно Mll або 35S промотор, ocs термінатор). Експланти кокультивували з агробак-
теріальною суспензією протягом 30 хв, переносили на агаризоване середовище 1/2МС. Трансген-
ну природу коренів підтверджували методом ПЛР із праймерами, специфічними до генів rolB, nptII, 
ifn-α2b. Результати. Ріст коренів розпочинався через 7–10 днів, причому на листових експлантах 
кількість утворених коренів була значно меншою, ніж на стеблових (2–8 та 12–22 відповідно). Ча-
стота коренеутворення становила 56,7±6,5 % та 84,4±5,8 % відповідно для листових та стебло-
вих експлантів. Корені мали характерний фенотип – значне галуження, від’ємний геотропізм та 
росли на середовищі без регуляторів росту. Методом ПЛР було підтверджено наявність rolB, ifn-
α2b, nptII генів. Висновки. Розроблено систему генетичної трансформації рослин B. рilosa з викори-
станням A. rhizogenes та отримано культуру «бородатих» коренів. Методом ПЛР підтверджено 
наявність перенесених генів rolB, ifn-α2b, nptII. Отримані лінії коренів відрізнялися фенотипово та 
за швидкістю росту.
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вступ. Bidens pilosa L. (череда волосиста) – рослина, яка належить до родини Asteraceae та 
розповсюджена у тропічному та субтропічному регіонах. У ряді країн Африки, Південної 

Америки, Азії ці рослини використовуються у народній медицині для лікування низки захво-
рювань. так, екстракти з рослин виявляють протимікробну [1,2], противірусну [3], антигель-
мінтну [4], протидіабетичну [5–8], протипухлинну [9–11], протизапальну [12], антиоксидант-
ну [13] активність, попереджують підвищення кров’яного тиску [14], є активними проти ма-
лярійного плазмодія [15, 16], стимулюють синтез інтерферонів [17].

лікувальний ефект екстрактів з череди волосистої зумовлений синтезування у цих росли-
нах біологічно активних сполук, наприклад, поліацетиленів та флавоноїдів [15, 17, 18].

Широкий спектр лікувальних властивостей рослин B. pilosa робить їх надзвичайно при-
вабливим об’єктом для біотехнологічних досліджень, зокрема, для отримання культури 
трансгенних коренів, оскільки «бородаті» корені можуть бути використані для синтезування 
у їхніх клітинах біологічно активних сполук. Однак досі є лише одна публікація, що стосується 
генетичної трансформації рослин B. pilosa [19], причому трансформування здійснювали бак-
теріями Agrobacterium tumefaciens LBA4404. Автори використовували вектор pCHS з геном 
Petunia халконсинтази chs та геном неоміцинфосфотрансферазиII nptII. Частота трансформа-
ції виявилася низькою, оскільки з 1373 експлантів було отримано лише 21 лінію рослин і з 
них тільки 13 мали обидва трансгени. Разом з тим, цей перший успішний експеримент свід-
чить про можливість генетичної трансформації рослин даного виду. 

Метою наших досліджень було розроблення системи трансформування рослин череди 
волосистої з використанням Agrobacterium rhizogenes-опосередкованої трансформації та от-
римання культури трансгенних коренів Bidens pilosa.



Отримання та культивування бородатих коренів рослин Bidens pilosa L.

ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2015, том 13, № 1 47

Таблиця. Праймери, використані для підтвердження наявності перенесених генів у «бородатих» коренях Bidens pilosa 

ген Праймери
Розмір ампліфікова-
ного фрагмента, п.н.

температура відпалу

nptII
5’- cctgaatgaactccaggacgaggca-3’

5’- gctctagatccagagtcccgctcagaag-3’
622 65°C

ifn-a2b
5′-ttgatgctcctggcacag- 3′
5′-ttctgctctgacaacctc-3′ 396 60°C

rolB
5’-atggatcccaaattgctattccttccacga-3’
5’-ttaggcttctttcttcaggtttactgcagc-3’

780 56°C

vir D1
5’-atgtcgcaaggcagtaagccca -3’
5’-ggagtctttcagcatggagcaa-3’

432 60°C

Частоту коренеутворення визначали як відсо-
ток експлантів, на яких формувалися корені після 
кокультивування з агробактеріями. Як контроль 
використовували експланти, які не культивували у 
бактеріальній суспензії.

Загальну ДНК виділяли ЦтАб методом [21]. На-
явність перенесених генів визначали за допомогою 
методу ПлР з використанням праймерів (розро-
блені з використанням програми Fast PCR), специ-
фічних до генів ifn-α2b, nptII та rolB (табл.). Умови 
ампліфікації: початкова денатурація – 94°C, 3 хв; 30 
циклів (94°C, 30 с – 56–67°C, 30–40 с – 72°C, 30 с); 
кінцева полімеризація – 72°C, 10 хв.

результати та обговорення
У результаті поверхневої стерилізації насіння 

було отримано асептичні проростки, які відокрем-
лювали від коренів та розмножували живцюван-
ням, укорінюючи їх на живильному середовищі 
1/2Мс (рис. 1, а). Корені починали формуватися 
протягом 3–5 днів, для їхнього ініціювання дода-
вання регуляторів росту до живильного середови-
ща не було потрібно. листки та міжвузля отрима-
них таким чином асептичних рослин використову-
вали як експланти для генетичної трансформації з 
використанням A. rhizogenes.

Після кокультивування з агробактеріальною 
суспензією листових та стеблових експлантів 
ріст коренів розпочинався через 7–10 діб, при-
чому на листових експлантах кількість утворених 
коренів була значно меншою, ніж на стеблових 
(2-8 та 12–22 відповідно, рис. 1, б). Відокремлені 
від експлантів корені культивували на середови-
щі 1/2Мс із цефотаксимом для елімінації агро-
бактерій та субкультивували щотижня. Частота 
коренеутворення була вищою при використан-
ні стеблових експлантів та становила 56,7±6,5 % 

Матеріали і методи

Вихідним матеріалом слугувало насіння рос-
лин Bidens pilosa, зібране нами на території при-
родного ареалу рослин цього виду на науковій базі 
«ла Фаворита» Північного технічного університе-
ту Еквадору (Республіка Еквадор). Для введення 
в культуру in vitro поверхню насіння стерилізува-
ли, використовуючи комерційний розчин «білиз-
на» у співвідношенні з дистильованою водою 1:4 
(10 хв). Після поверхневої стерилізації насіння про-
мивали стерильною дистильованою водою тричі 
по 10 хв та розміщували на поверхні агаризовано-
го живильного середовища Мс [20] зі зменшеним 
удвічі вмістом макросолей (1/2Мс) і культивували 
у термостатованому приміщенні при температурі 
+24 °с. Отримані проростки вирощували на тако-
му самому середовищі при температурі +24 °с та 
16-годинному освітленні. Асептичні рослини роз-
множували живцюванням в умовах in vitro.

Для генетичної трансформації використову-
вали бактерії Agrobacterium rhizogenes з вектор-
ними конструкціями рсВ161 та рсВ124, які мала 
гени ifn-α2b (Mll або 35S промотор, ocs терміна-
тор) та nptII (nos промотор, nos термінатор). бак-
теріальну суспензію отримували, вирощуючи бак-
терії A. rhizogenes А4 на живильному середовищі 
LB протягом 16–18 год. на ротаційному шейкері 
при температурі +28 °с. листки та стеблові части-
ни культивованих in vitro рослин надрізали та ко-
культивували з бактеріальною суспензією протя-
гом 30 хв, далі експланти переносили на поверхню 
агаризованого живильного середовища 1/2Мс, а 
через три доби – на середовище 1/2Мс із додаван-
ням 600 мг/л цефотаксиму для елімінації агробак-
терій та вирощували при температурі +24°с і 16-го-
динному освітленні.



Н.А. Матвєєва, А.М. Шаховський

48 ISSN 1810-7834. Вісн. Укр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2015, том 13, № 1

таким чином, отримані після трансформування 
корені мали характерний для «бородатих» коренів 
фенотип та росли на середовищі без додавання ре-
гуляторів росту. Методом ПлР із використанням 
праймерів, специфічних до гена rolB A. rhizogenes, 
та праймерів до генів ifn-α2b і nptII було під-
тверджено трансгенну природу отриманих культур 
(рис. 3). ПлР аналіз із праймерами, специфічними 
до агробактеріального гена virD1 виявився нега-
тивним, що свідчило про відсутність контамінації 
A. rhizogenes. Отже, використана методика транс-
формування з використанням A. rhizogenes вияви-
лася достатньо ефективною та дала можливість от-
римати трансгенні корені рослин B. pilosa. Частота 
трансформації виявилася значно вищою, ніж у єди-
них опублікованих у 2012 р. дослідженнях з транс-
формування B. pilosa Wang зі співавторами [19], 
у яких за використання A. tumefaciens з 1373 екс-
плантів було отримано лише 13 трансгенних рос-

та 84,4±5,8 % відповідно для листових та стебло-
вих експлантів. Через 3–4 тижні вирощування на 
живильному середовищі 1/2Мс з 600 мг/л це-
фотаксиму та 30 мг/л канаміцину (селективний 
антибіотик) корені мали характерний фенотип – 
значне галуження, від’ємний геотропізм та рос-
ли на середовищі без регуляторів росту. 

Швидкість росту трансгенних коренів є важли-
вим технологічним показником з точки зору мож-
ливого використання для продукування певних 
сполук. тому наявність ліній, які мають швидкий 
приріст біомаси, дає можливість відбору найпро-
дуктивнішого матеріалу. Отримані нами лінії ко-
ренів відрізнялися фенотипічно за кількістю/дов-
жиною кореневих волосків та за швидкістю ро-
сту. так, максимальну швидкість росту коренів 
спостерігали для лінії №1, мінімальну – для лінії 
№ 2. Приріст маси при стартовій масі 100 мг для 
ліній №1, №2 та №3 за 30 діб становив відповідно 
4,8±0,68 г, 1,5±0,34 та 2,8±0,3 г (рис.1, в, г; рис.2). Ві-
докремлені корені контрольних рослин на безгор-
мональному середовищі практично не росли, хоча 
і спостерігалося їхнє короткотермінове видовжен-
ня (на 0,5–1,0 см за 30 діб), вірогідно, за рахунок 
наявності у клітинах залишкових регуляторів росту. 

 

рис. 1. Ріст рослин B. pilosa in vitro (а), утворення «боро-
датих» коренів після трансформування з використанням 
Agrobacterium rhizogenes (б) та відмінності у швидкості росту 
ліній трансгенних коренів (в, г)

рис. 2. Приріст маси коренів Bidens pilosa за 30 діб при культи-
вуванні на безгормональному середовищі: 1–3 – лінії «борода-
тих» коренів; 4 – ізольовані корені контрольних рослин

рис. 3. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК з коренів 
причепи волосистої: rolB (1, 2, 3, 4, 780 п.н.); ifn-α2b (5, 6, 396 
п.н.) та nptII (7, 8, 622 п.н.); 9 – без ДНК; 3, 5, 7 – ДНК коренів 
контрольних рослин, М – маркер
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лин, тобто, частота трансформації становила близь-
ко 1 %. Запропонована нами методика може бути 
використана для ефективного отримання культури 
трансгенних коренів B. рilosa як із застосуванням 
агробактерій дикого типу, так і для перенесення до 
цих рослин цільових генів, які відповідають за син-
тез біологічно активних сполук.

висновки
Вперше розроблено ефективну систему гене-

тичної трансформації рослин B. рilosa з викори-
станням A. rhizogenes та з частотою до 84,4±5,8 % 
отримано культуру «бородатих» коренів із типо-
вим для трансгенних коренів фенотипом. Мето-
дом ПлР підтверджено наявність перенесених 
генів rolB, ifn-α2b та nptII. лінії коренів відрізняли-
ся за швидкістю росту, причому приріст маси ко-
ренів за 30 діб коливався від 1,5±0,34 до 4,8±0,68 г 
залежно від лінії.
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ESTABLISHmENT OF BIdens pILosa L. ‘HAIRY’ ROOT 
CULTURE
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Ukraine 
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Aim. The aim of the work was the establishment of Bidens 
pilosa L. «hairy» root culture using Agrobacterium rhizogenes-
mediated transformation. methods. A. rhizogenes strain 
А4 carried pCB161 and pCB124 vectors with the selective 
nptII (nos promoter and terminator) and ifn-α2b (Mll or 35S 
promoter respectively, and ocs terminator) genes were used 
for genetic transformation. Explants were cocultivated with 
bacterial suspension for 30 min and transferred to 1/2MS 
solidified medium. PCR analysis with primers specific for rolB, 
nptII, and ifn-α2b genes was used to confirm the transgenic 
nature of obtained roots. Results. The growth of roots 
started in 7-10 days after the transformation. The number of 
roots generated on the leaf explants was significantly lower 
than of those formed on the stem explants (2-8 and 12-22, 
respectively). The frequency of root formation for leaf and 
stem explants was 56.7±6.5 % and 84.4±5.8 %, respectively. 
The roots demonstrated the typical phenotype with significant 
branching, negative geotropism and were able to grow without 
growth regulators in the nutrient medium. The presence of 
rolB, ifn-α2b, and nptII genes was confirmed by PCR analysis. 
Conclusions. An effective system for genetic transformation of 
B. pilosa plants using A. rhizogenes-mediated transformation 
method was developed and «hairy» root culture was 
established. The presence of transferred genes was confirmed 
by PCR analysis. The obtained «hairy» root lines differed in 
growth rate.

keywords. Bidens pilosa L., Agrobacterium rhizogenes, 
transformation, «hairy» root culture.
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Цель. Целью работы было получение «бородатых» корней 
растений Bidens pilosa L. с использованием Agrobacterium 
rhizogenes-опосредованной трансформации. Методы. 
использовали A. rhizogenes А4 с векторами рсВ161 и 
рсВ124, которые имели гены nptII (nos промотор и тер-
минатор) и ifn-α2b (соответственно Mll или 35S промотор, 
ocs терминатор). Экспланты кокультивировали с агробак-
териальной суспензией в течение 30 мин., переносили на 
агаризованную среду ½Мс. трансгенную природу получен-
ных корней подтверждали методом ПЦР с праймерами, 
специфичными к генам rolB, nptII, ifn-α2b. результаты. Рост 
корней начинался через 7–10 суток, причем на листовых 
эксплантах количество корней было значительно мень-
ше, чем на стеблевых (2–8 и 12–22 соответственно). Час-
тота корнеобразования составляла 56,7±6,5 % и 84,4±5,8 % 
для листовых и стеблевых эксплантов. Корни имели харак-
терный фенотип – ветвление, отрицательный геотропизм 
и росли на среде без регуляторов роста. Методом ПЦР 
подтверждено наличие rolB, ifn-α2b, nptII генов. выводы. 
Впервые разработана система генетической трансформа-
ции растений B. рilosa с использованием A. rhizogenes, по-
лучена культура «бородатых» корней. Методом ПЦР под-
тверждено наличие перенесенных генов rolB, ifn-α2b, nptII. 
Полученные линии корней отличались по скорости роста.

ключевые слова. Bidens pilosa L., Agrobacterium rhizogenes, 
трансформация, «бородатые» корни.


