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Получение трансгенных растений клевера лугового (Trifolium pratense L.) ...
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Целü. Получение линий трансгенных растений клевера лугового с öелевым геном licB. 
Методы. Методы регенераöии растений в культуре ткани in vitro. Агробактериальная 
трансформаöия в культуре in vitro с использованием векторных конструкöий, содержа-
щих гены GUS и licB. Резулüтаты. Разработан метод регенераöии клевера лугового 
в культуре in vitro с подбором оптимального типа экспланта и фитогормонов, обеспе-
чивающих наибольший выход растений-регенерантов. Проведена трансформаöия ра-
стений клевера с использованием векторной конструкöии, содержащей ген GUS, что 
позволило оптимизировать условия проведения трансформаöии с öелевым геном licB. 
С использованием метода агробактериальной трансформаöии семядольных листьев 
клевера лугового сортов Янтарный, Витебчанин, Слуöкий и Bjursele получены канами-
öин-устойчивые регенеранты клевера лугового. Выводы. Метод мультиплексной ПЦР 
позволил из первичных трансформантов клевера лугового выбрать 12 линий трансген-
ных растений, свободных от агробактериальной контаминаöии, содержащих в геноме 
последовательности селективного и öелевого генов.

Ключевые слова: клевер луговой Trifolium pratense L., культура ткани in vitro, морфо-
генный потенöиал, агробактериальная трансформаöия.

Вâåдåíèå. Íаряду с ìетодаìи традиционной селекции все шире использу-
ются биотехнологии создания трансгенных растений, позволяющие за 

счет расширения источника генов получать растения с целенаправленно изìе-
ненныì геноìоì [1,2]. äостижения в области ìодификации геноìа растений 
стали возìожны благодаря исследованияì по культуре ткани in vitro и разра-
ботке ìетодов регенерации растений. Íаличие видовых и сортовых особенно-
стей регенерации у бобовых в культуре in vitro и необходиìость отбора сортов, 
обладающих высокиì ìорфогенныì потенциалоì, предполагают разработку 
ìетода приìенительно к конкретноìу генотипу. îценка эффективности транс-
форìации с репортерныì геноì GUS по наличию окрашенных зон позволяет 
визуально судить об активности процесса и выявлять преиìущество тех или 
иных типов эксплантов и условий проведения трансфорìации. öелью иссле-
дований явилась разработка ìетода трансфорìации клевера лугового ряда 
сортов с использованиеì векторных конструкций, содержащих гены GUS и 
licB.
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Ìàòåðèàëы è мåòоды
При введении в культуру in vitro клевера 

лугового Trifolium prаtense L. сортов âи-
тебчанин, Bjursele, ñлуцкий и Янтарный 
использовали сеìена, которые проращи-
вали на среде Mñ при 24 оñ, освещенно-
сти 3клк и 16-часовоì фотопериоде. 
îценку развития ìорфогенных процессов 
проводили на эксплантах гипокотилей, се-
ìядольных листьев и сеìядольных узлов 
6–7-дневных проростков. Экспланты куль-
тивировали на среде â5 с различныì со-
четаниеì горìонов для получения актив-
ной регенерации. òрансфорìацию эк-
сплантов клевера проводили штаììоì 
A.tumefaciens ñâå21, содержащиì би-
нарный вектор p35SGUSint, ìетодоì ко-
культивирования их на агаризованной 
среде [3]. Экспрессию GUS в трансфор-
ìированных тканях детектировали гисто-
хиìически [4].

òрансфорìацию эксплантов клевера 
целевыì геноì проводили с использова-
ниеì штаììа A. tumefaciens C58C1 
[pGV3850] с плазìидой E35S-licBSK, со-
держащей ген licB, кодиpующий феpìент 
b-1,3-1-4-глюканазу. èнокуляцию экс-
плантов сеìядольных листьев агробакте-
риальныì штаììоì проводили в среде 
â5, содержащей 100 ìкì ацетосирингона 
и 10 г/л глюкозы, в течение 30 ìин. êокуль-
тивирование проводили в теìноте при 
24 оñ в течение трех суток на среде â5, со-
держащей 0,1 ìг/л α-Íóê, 4 ìг/л БàП. По-
следующее культивирование проводили с 
добавлениеì 500 ìг/л цефотаксиìа.

Рåзуëüòàòы è обñуждåíèå
ðазработку ìетода регенерации кле-

вера лугового в культуре in vitro проводили 
с подбороì оптиìального типа экспланта 
и фитогорìонов, обеспечивающих наи-
больший выход растений регенерантов [5, 
6]. îценка ìорфогенного потенциала экс-
плантов гипокотилей сортов Bjursele, 
ñлуцкий, Янтарный и âитебчанин показа-

ла невысокую частоту регенерации у всех 
исследованных сортов с ìаксиìуìоì для 
сорта âитебчанин (14,5%), что недоста-
точно для проведения эффективной транс-
форìации. ìорфогенный потенциал экс-
плантов сеìядольных листьев, у которых 
сохраняли черешок с пазушной ìеристе-
ìой у основания, оценивали на среде â5, 
содержащей 0,1 ìг/л α-Íóê и БàП в кон-
центрации 1, 2, 4, 6 ìг/л (табл. 1). îпти-
ìальной средой для получения пряìого и 
непряìого ìорфогенеза являлась среда, 
содержащая 4 ìг/л БàП. 

Òàбëèцà 1. âлияние концентрации БàП на 
ìорфогенную активность сеìядольных ли-
стьев сортов клевера лугового

Сорт Концентрация 
БАП, мг/л

Частота реге-
нерации,%

Bjursele

1 24,5
2 36,0
4 45,8
6 43,4

Витебчанин

1 18,9
2 19,5
4 25,7
6 22,1

Янтарный

1 31,0
2 35,3
4 38,9
6 28,6

Íаибольшую ìорфогенную активность 
на этой среде проявил сорт Bjursele 
(45 %). Íесколько ниже этот показатель у 
сеìядольных листьев сортов Янтарный 
(39 %) и âитебчанин (26%). òакиì обра-
зоì, сеìядольные листья, обладающие 
достаточно высокиì ìорфогенныì потен-
циалоì, ìожно использовать в качестве 
эксплантов при проведения трансфорìа-
ции.

Экспланты сеìядольных узлов показа-
ли высокую ìорфогенную активность на 
среде â5 в широкоì диапазоне концен-
траций БàП (1-6 ìг/л). îпределено влия-
ние генотипа клевера лугового и концен-
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Òàбëèцà 2. âлияние генотипа клевера лугового и концентраций БàП на частоту побегообразования на 
эксплантах сеìядольных узлов сортов клевера лугового в первоì и второì пассажах

Концентрация 
БАП, мг/л

Частота множественного побегообразования,%
Сорт, пассаж

Витебчанин Bjursele Слуцкий Янтарный
1 2 1 2 1 2 1 2

1 21,7 64,7 15,0 56,3 0 55,6 0 30,0
2 49,2 76,2 32,0 70,8 9,5 78,9 5,2 80,1
4 50,3 90,9 36,4 87,5 9,5 89,5 8,2 86,4
6 56,5 95,9 47,4 89,5 14,3 93,5 12,0 90,4

Òàбëèцà 3. âлияние генотипа клевера лугового и концентраций БàП на количество побегов, образо-
вавшихся на сеìядольных узлах

Концентрация 
БАП, мг/л

Среднее число побегов на эксплант, шт.
Витебчанин Bjursele Слуцкий Янтарный

1 3,4±3,1 4,7±3,8 2,6±2,0 1,5±0,8
2 5,2±2,3 5,8±5,1 4,0±3,1 3,2±1,9
4 9,1±6,7 6,9±4,3 8,8±6,1 8,2±5,9
6 9,9±8,1 9,0±6,0 11,3±8,8 8,4±7,5

траций БàП на частоту побегообразования 
на эксплантах сеìядольных узлов сортов 
клевера лугового в первоì и второì пас-
саже (табл.2). Показана высокая ìорфо-
генная активность для всех исследован-
ных генотипов во второì пассаже в интер-
вале концентраций 2–6 ìг/л БàП. 

Пряìой стеблевой органогенез у осно-
вания сеìядольных узлов развивается од-
новреìенно с образованиеì ìорфогенно-
го каллуса с плотной крупнозернистой 
структурой, коìпетентного к регенерации 
растений. Íаибольшая каллусогенная ак-
тивность для всех генотипов наблюдалась 
на среде, содержащей 4 ìг/л БàП. îтìе-
чено, что интенсивность этого процесса у 
сортов âитебчанин, ñлуцкий и Янтарный 
на этой среде была приблизительно оди-
наковой, а на эксплантах сорта Bjursele 
каллусогенез протекал ìенее активно. По-
следующее пассирование сеìядольных 
узлов на среды с такиì же горìональныì 
составоì повышало частоту регенерации 
побегов.

îдновреìенно с увеличениеì частоты 
регенерации увеличивалось число побе-

гов, образовавшихся на одноì экспланте. 
ñреднее число регенерантов на эксплант 
варьировало от 1,5±0,8 побегов у сорта 
Янтарный на среде, содержащей 1ìг/л 
БàП, до 11,3±8,8 побегов у сорта ñлуцкий 
на среде, содержащей 6 ìг/л БàП. õотя 
наибольшую индукцию побегов у всех ис-
следуеìых сортов наблюдали на этой сре-
де, однако полученные регенеранты отли-
чались ìелкиì разìероì и низкой жизне-
способностью. äостоверные отличия 
ìежду сортаìи по числу побегов, образо-
вавшихся на одноì экспланте, не были 
установлены из-за большого разброса 
данных в выборке (табл.3). 

Проведенные исследования ìорфо-
генных процессов на экспланах сеìядоль-
ного узла сортов клевера лугового показа-
ли их высокий ìорфогенный потенциал и 
активное побегообразование в результате 
развития пряìого и непряìого ìорфоге-
неза (рис. 1). При концентрации БàП в 
среде культивирования 4 ìг/л у всех ис-
следованных сортов отìечен сравнитель-
но высокий уровень как пряìого (выше 
80%), так и непряìого ìорфогенеза (выше 
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 а б
Рèñ. 1. ìножественное побегообразование на эксплантах сеìядольных узлов (а) и черешках сеìядольных ли-
стьев (б) клевера лугового сорта âитебчанин на среде Б5, содержащей 4 ìг/ л БàП

50%), что дает возìожность использовать 
эти экспланты при проведении трансфор-
ìации. 

При разработке ìетода генетической 
трансфорìации использовали репортер-
ный ген GUS, позволивший визуально оце-
нивать активность транзиентной экспрес-
сии по окрашенныì зонаì в фиксирован-
ноì растительноì ìатериале. ñ целью 
установления оптиìальных условий агро-
бактериальной трансфорìации проводи-
ли анализ эффективности транзиентной 
экспрессии GUS при кокультивировании 
эксплантов с погружениеì части эксплан-
та сеìядольного узла в среду или на агро-
бактериальноì газоне. äля кокультивиро-
вания использовали среду â5, содержа-
щую 4ìг/л БàП и 0,1ìг/л α-Íóê, которое 
проводили в теìноте при 24 °ñ в течение 
четырех суток. Íаибольшая частота экс-
прессии GUS в ìеристеìной зоне сеìя-
дольного узла получена при погружении 
части экспланта (гипокотиля) в среду (рис. 
2). Этот вариант отìечен наìи как опти-
ìальный, так как эффективная регенера-
ция растений клевера осуществляется за 
счет развития ìеристеìных зон и поэтоìу 
возрастает вероятность получения тран-
сфорìированных регенерантов. òакже 

провели оценку экспрессии GUS на эк-
сплантах сеìядольных листьев, которые 
отделялись от сеìядольного узла с участ-
коì ìеристеìы у основания черешка. õотя 
частота экс прессии на листовых пластин-
ках была выше, чеì в других частях эк-
спланта, интерес представляла экспрес-
сия гена GUS в области черешка, базаль-
ная часть которого обладает высокиì 
ìорфогенныì потенциалоì и возìожно-
стью развития как пряìого, так и непряìо-
го ìорфогенеза. 

Эффективность переноса T-äÍê в 
 ткани растений зависит от присутствия в 
среде веществ, активирующих гены виру-
лентности Agrobacterium tumefaciens. 
ñ целью исследования влияния ацетоси-
рингона на процесс инфицирования агро-
бактерией сеìядольных узлов клевера 
проводили анализ эффективности транзи-
ентной экспрессии GUS при добавлении 
ацетосирингона в концентрации 100 ìкì 
только в среду для инокуляции, а во вто-
роì варианте – дополнительно и в среду 
для кокультивирования (рис. 2). После 30- 
ìинутной инокуляции экспланты высажи-
вали на среду â5, содержащую 4ìг/л БàП, 
0,1ìг/л α-Íóê. êокультивирование прово-
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Рèñ. 2. âлияние продолжительности периода кокультивирования с A.tumefaciens CBE21 и положения экспланта 
(I, II) на среде культивирования на транзиентную экспрессию GUS в различных эксплантах клевера лугового сорта 
Янтарный: а – сеìядольный лист; б – ìеристеìная зона сеìядольного узла; I – на фильтровальной буìаге, лежа-
щей на поверхности агаризованной среды; II – при погружении гипокотиля в среду культивирования

дили в течение 3 суток в теìноте при 
24,5 °ñ. 

äобавление 100 ìкì ацетосирингона в 
среду на разных этапах трансфорìации 
повышало частоту транзиентной экспрес-
сии GUS в 1,8 раза по сравнению с конт-
ролеì. èспользование ацетосирингона не 
только при инокуляции, но и при кокульти-
вировании увеличивало частоту транзиент-
ной экспрессии как в сравнении с конт-
ролеì, так и с другиì вариантоì (в 2,2 и 
1,2 раза соответственно). Показано, что 
при добавлении в среду инокуляции ацето-
сирингона частота транзиентной экспрес-
сии GUS в области ìеристеìной зоны се-
ìядольного узла и гипокотиля увеличива-
лась по сравнению с контролеì (в 2,4 и 1,2 
раза соответственно). èспользование глю-
козы при трансфорìации клевера лугового 
штаìì A. tumefaciens CBE21 повышало 
экспрессию GUS. Íаибольшую эффектив-
ность экспрессии GUS наблюдали в вари-
анте, в котороì экспланты, подвергшиеся 
поранению, кокультивировали на среде, 
содержащей 10 г/л глюкозы. îтсутствие 
глюкозы приводило к понижению частоты 
экспрессии GUS в 1, 6 раза. îдновреìен-
но в 1,4 раза понизилось и количество 
окрашенных зон на эксплантах. Подобная 
зависиìость наблюдалась и в вариантах, в 

которых были использованы экспланты не 
подвергшиеся поранению.

При оптиìизации вреìени и концен-
трации агробактерий при кокультивирова-
нии эксплантов сеìядольных листьев 
 показано, что использование агробакте-
риальной суспензии с оптической плотно-
стью (OD600) 0,6 оказалось предпочти-
тельнее по сравнению с оптической плот-
ностью 0,8. ñреднее число окрашенных 
зон на эксплантах в этоì варианте также 
было выше, а после кокультивирования в 
течение 6 дней было ìножественныì. õотя 
наилучшие результаты были получены при 
6-дневноì кокультивировании, в последу-
ющеì при проведении агробактериальной 
трансфорìации целесообразно прово-
дить кокультивирование в течение 4 дней, 
так как в этоì случае уìеньшается опас-
ность нежелательного развития агробак-
терии при дальнейшеì культивировании 
эксплантов даже на среде с антибиотика-
ìи. òакже исследовано влияние поране-
ния эксплантов сеìядольных листьев на 
эффективность транзиентной экспрессии 
GUS при трансфорìации клевера лугово-
го. àнализ результатов показал, что часто-
та транзиентной экспрессии была сравни-
тельно высокой (55–60%). ëокализация 
зон с транзиентной экспрессией GUS на-
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блюдалась во всех частях экспланта. â то 
же вреìя отìечено, что поранение экс-
плантов сеìядольных листьев клевера 
увеличило частоту транзиентной экспрес-
сии GUS в области базальной части че-
решка в 1,3 раза, что ìожет являться од-
ниì из факторов повышения эффективно-
сти трансфорìации. 

Íа основании результатов проведенных 
исследований по трансфорìации агробак-
териальныì штаììоì с векторной кон-
струкцией, содержащей ген GUS, проведе-
на агробактериальная трансфорìация кле-
вера лугового сортов Янтарный, âитебча-
нин и Bjursele с использованиеì штаììа 
A.tumefaciens E35S-licBSK. â качестве 
 эксплантов использовали сеìядольные ли-
стья 7-дневных проростков клевера лугово-
го сортов Янтарный, âитебчанин и Bjursele. 
èнокуляцию эксплантов агробактериаль-
ныì штаììоì проводили в среде â5, со-
держащей 100 ìкì ацетосирингона и 10 г/л 
глюкозы, в течение 30 ìинут. êокультивиро-
вали в теìноте при 24 °ñ в течение трех су-
ток на среде, содержащей 4 ìг/л БàП и 0,1 
ìг/л α-Íóê. êультивирование проводили на 
аналогичной среде для индукции ìорфоге-
неза, содержащей 500 ìг/л цефотаксиìа, в 
люìиностате при теìпературе 22 °ñ, осве-
щенности 3 клк и 16-часовоì фотопериоде. 
После 3 недель культивирования экспланты 
переносили на среду с более низкиì содер-
жаниеì БàП (2 ìг/л).

Показано, что уже в первоì пассаже 
наблюдалась инициация ìорфогенеза у 
всех исследованных сортов (табл. 4). 
ó сортов âитебчанин и Янтарный частота 
ìорфогенеза была близкой (21,9 и 21,6% 
соответственно). ìорфогенная актив-
ность у сорта Bjursele была в 1,7 раза 
выше, чеì у остальных сортов. â последу-
ющеì пассаже частота регенерации воз-
растала у всех сортов. ×астота ìорфоге-
неза на эксплантах сортов Янтарный и 
Bjursele приближалась к 40%. ó сорта âи-
тебчанин она была несколько ниже 

(29,1%). ñледует отìетить, что ìорфоген-
ная активность на эксплантах, не подверг-
шихся трансфорìации, для всех сортов 
была выше, чеì у трансфорìированных 
эксплантов. òак у сорта Bjursele, характе-
ризующегося наибольшей ìорфогенной 
активностью, частота регенерации в пер-
воì пассаже составила 45,8%. åсли в пер-
воì пассаже частота некроза у сортов от-
личалась и не превышала 14,2% (сорт âи-
тебчанин), то в последующеì пассаже у 
всех сортов этот показатель был прибли-
зительно одинаковыì (около 30%). òакая 
высокая частота некрозов объясняется 
негативныì влияниеì агробактериальной 
трансфорìации на развитие эксплантов. 

При последующеì культивировании 
были использованы селективные среды, в 
которых концентрация канаìицина посте-
пенно увеличивалась. îтìечено, что уже 
при концентрации селективного агента 
20 ìг/л наблюдали побеление и гибель ча-
сти регенерантов (табл. 5). Повышение 
концентрации канаìицина до 50 ìг/л уве-
личивало число погибших регенерантов. 

â результате проведенных исследова-
ний по агробактериальной трансфорìа-
ции сеìядольных листьев клевера лугово-
го сортов Янтарный, âитебчанин и Bjursele 
было получено 15 канаìицин-устойчивых 
регенерантов клевера лугового сорта âи-
тебчанин, 6 регенерантов сорта Янтарный 
и 4 регенеранта Bjursele.

Проведен анализ канаìицин-устойчи-
вых первичных трансфорìантов клевера 
лугового сорта âитебчанин на присутствие 
в геноìе перенесенных генов ìетодоì 
ìультиплексной полиìеразной цепной ре-
акции [7]. Проанализирована геноìная 
äÍê 15 растений-регенерантов клевера 
лугового, укоренившихся на среде с селек-
тивныì агентоì. àнализ проводили с ис-
пользованиеì трех пар прайìеров, специ-
фических к последовательностяì: 1) целе-
вого гена licB; 2) селективного гена nptII; 3) 
гена вирулентности virE использованного 
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Òàбëèцà 4. âлияние генотипа клевера лугового на ìорфогенную активность сеìядольных листьев, 
трансфорìированных штаììоì A.tumefaciens C58 des12licB

Сорт
Частота каллусогенеза,% Частота морфогенеза,% Частота некроза, 

%
I пассаж II пассаж I пассаж II пассаж I пассаж II пассаж

Bjursele 88,2 93,5 36,5 38,9 8,9 33,5
Витебчанин 93,7 97,8 21,9 29,1 14,2 30,6
Янтарный 74,4 88,8 21,6 37,6 2,4 33,2

Òàбëèцà 5. óстойчивость регенерантов сортов клевера лугового к канаìицину

Сорт
Количество канамицин-устойчивых регенерантов,%

Кm 20 мг/л Кm 50 мг/л
Bjursele 23,5 4,7

Витебчанин 11,0 3,3
Янтарный 20,8 2,4

штаììа A. tumefaciens (для подтвержде-
ния отсутствия агробактериальной конта-
ìинации в образцах геноìной äÍê). ìетод 
ìультиплексной Пöð позволил из первич-
ных трансфорìантов клевера лугового вы-
брать 12 линий трансгенных растений, 
свободных от агробактериальной контаìи-
нации, содержащих в геноìе последова-
тельности селективного и целевого генов.

Выâоды
ðазработанный ìетод регенерации 

рас тений позволил определить экспланты 
сеìядольных листьев и сеìядольного узла 
как наиболее подходящие для проведения 
трансфорìации. îценка уровня транзиент-
ной экспрессии GUS эксплантов сеìя-
дольного узла и сеìядольных листьев кле-
вера лугового сорта Янтарный также пока-
зала перспективность использования этих 
эксплантов при проведении трансфорìа-
ции. àнализ эффективности транзиентной 
экспрессии GUS позволил использовать 
полученные результаты для оптиìизации 
условий трансфорìации клевера целевыì 
геноì. â результате трансфорìации кле-
вера целевыì геноì licB сортов âитебча-
нин и Янтарный получены опытные образ-
цы трансгенных растений.
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îòðèìàÍÍЯ òðàÍñãåÍÍèõ ðîñëèÍ 
êîÍЮШèÍè ëó×ÍîЇ (TRIFOLIUM 
PRATENSE L.) З âèêîðèñòàÍÍЯì ìåòîäó 
àãðîБàêòåðІàëüÍîЇ òðàÍñФîðìàöІЇ
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Л.Г. Бердічевеöь, М.К. Малюш
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Ìåòà. îтриìання л³н³й трансгенних рос-
лин конюшини лучної з ц³льовиì геноì 
licB. Ìåòодè. ìетоди регенерац³ї рослин 
в культур³ тканини in vitro. àгробактер³аль-
на трансфорìац³я в культур³ in vitro з вико-
ристанняì векторних конструкц³й, що ì³с-
тять гени GUS ³ licB. Рåзуëüòàòè. ðозро-
блено ìетод регенерац³ї конюшини лучної 
в культур³ in vitro з п³дбороì оптиìального 
типу експланта ³ ф³тогорìон³в, що забез-
печують найб³льший вих³д рослин-реге-
нерант³в. Проведено трансфорìац³ю рос-
лин конюшини з використанняì вектор-
ної конструкц³ї, яка ì³стить ген GUS, що 
дозволило оптиì³зувати уìови проведен-
ня трансфорìац³ї з ц³льовиì геноì licB. Із 
застосуванняì ìетоду агробактер³альної 
трансфорìац³ї с³ì’ядольних листк³в ко-
нюшини лучної сорт³в Янтарний, â³тебча-
нин, ñлуцький ³ Bjursele отриìан³ канаì³-
цин-ст³йк³ регенеранти. Вèñíоâкè. ìетод 
ìультиплексної Пëð дозволив з первинних 
трансфорìант³в конюшини лучної вибра-
ти 12 л³н³й трансгенних рослин, в³льних в³д 
агробактер³альної контаì³нац³ї, що ì³стять 
в геноì³ посл³довност³ селективного та ц³-
льового ген³в.

Кëючоâ³ ñëоâà: конюшина лучна Trifolium 
pratense L., культура тканини in vitro, ìорфо-
генний потенц³ал, агробактер³альна трансфор-
ìац³я.

TRANSGENIC RED CLOVER (TRIFOLIUM 
PRATENSE L.) PLANTS OBTAINING BY AGRO-
BACTERIAL TRANSFORMATION METHOD

V.N. Reshetnikov, T.I. Fomenko, L.G. Berdich-
evets, M.K. Malyush 
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Aim. The obtaining of red clover transgenic lines 
carrying licB target gene. Methods. Methods of 
plant regeneration in vitro culture. Agrobacterial 
transformation in vitro culture with use of vector 
constructions containing gus and licB genes. 
Results. The method of red clover regeneration 
in vitro culture with selection of optimum type 
explants and phytohormones providing the 
greatest amount of plant regenerants was 
developed. Transformation of clover plants 
with use of vector construction containing 
gene gus is carried out that allowed to optimize 
transformation conditions with target gene licB. 
With use cotyledonous leaves agrobacterial 
transformation method of red clover cultivars 
Yntarny, Vitebchanin, Slutskiy and Bjursele 
kanamycin resistant regenerants were obtained. 
Conclusions. The method of multiplex PCR 
allowed to choose12 lines of transgenic plants 
from primary red clover transformants free from 
agrobacterial contamination and carrying within 
genome sequences of selective and target 
genes.

Key words: red clover Trifolium pratense L., 
in vitro tissue culture, morphogenic potential, 
agrobacterial transformation.


