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Отримання трансгенних рослин арахісу (Arachis Hypogaea l.) З генами білків-стимуляторів імунної відповіді проти ...
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Були отримані трансгенні рослини арахі-
су (Arachis hypogaea L.), які містять гени ag85, 
ESaT6, що кодують білки-стимулятори імун-
ної відповіді проти туберкульозу та маркерний 
ген nptII. Генетичну трансформацію проводи-
ли за допомогою штаму GV3101 Agrobacterium 
tumefaciens, з використанням плазміди pCB064. 
Інтеграція перенесених генів у рослинний ге-
ном доведена за допомогою полімеразної ланцю-
гової реакції (ПЛР-аналізу). Продукування білка 
з протитуберкульозною активністю виявили вес-
терн-блот гібридизацією.

Важливість представників родини бобових 
полягає в тому, що вони є надійним джерелом по-
рівняно недорогого рослинного харчового білка. 
Арахіс (Arachis hypogaea L.) відноситься до зер-
нобобових представників цієї родини, плоди яко-
го можуть вживатися у їжу в необробленому ви-
гляді. Рослини, що вживаються в їжу без терміч-
ної обробки, можуть використовуватись в якості 
так званих їстівних вакцин [1–3]. Наприклад, бі-
лок LTB- ESaT6 синтезований в рослинах викли-
кав антиген-специфічний ефект [4]. Вже існують 
повідомлення про успішний синтез туберкульоз-
них антигенів в рослинах тютюну [5, 6] та ара-
бідопсису [7]. Туберкульоз – небезпечна інфек-
ційна хвороба, яка становить загрозу життю на-
селення та спричиняє господарські втрати у тва-
ринництві. Вакцина БЦЖ не дає повноцінного 
захисту для дорослих від туберкульозу легенів. 
Альтернативою може бути створення нових вак-
цин на основі генів ag85, ESaT6 [6, 8–11]. У лі-
тературі висвітлені роботи по трансформації ара-
хісу генами хітинази рису, який підвищує стій-
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кість рослин до Cercospora arachidicola та мар-
керного гена hpt стійкості до гігроміцину [12]; ге-
ном atNHX, надекспрессія якого поліпшує соле-
стійкість і підвищує посухостійкість в трансген-
них рослинах арахісу [13]; генами фітосинтази з 
кукурудзи (Zmpsy1) та хітинази рису (rchit) [14]; 
cry1EC геном, що надає стійкості до Spodoptera 
litura [15]; cpo-p геном, що інгібує продукцію 
мікотоксину грибів у трансгенного арахісу [16]. 
У роботі [17] арахіс трасформували геном білка 
вірусу чуми великої рогатої худоби гемаглюти-
ніну (H), з можливістю використання трансген-
них рослин у якості їстівних вакцин. Метою на-
шої роботи було отримання трансгенних рослин 
арахісу з генами ag85, ESaT6, що кодують біл-
ки-стимулятори імунної відповіді проти туберку-
льозу.

Матеріали і методи
Рослинний матеріал. У роботі використо-

вувались асептично вирощені в культурі in vitro 
рослини арахісу (Arachis hypogaea L.) – бактері-
альні штами. Генетичну трансформацію прово-
дили за допомогою штаму GV3101 Agrobacterium 
tumefaciens, з використанням плазміди pCB064 
(рис. 1), яка містить гени ag85, ESaT6, що коду-
ють білки-стимулятори імунної відповіді проти 
туберкульозу та маркерний ген nptII.

Генетична трансформація та селекція. 
В даній роботі використовувався метод непрямої 
трансформації рослин арахісу з використанням 
agrobacterium tumefaciens в якості переносника 
генів. В асептичних умовах гіпокотилі та стебла 
рослин нарізались на експланти і переносились 
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Рис. 1. Схематичне зображення плазміди pCB064
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Генетичну трансформацію арахісу проводи-
ли за вищеописаною методикою, з використан-
ням агробактерії, що містила плазміду pCB164 як 
переносника генів ag85, ESaT6. Селекцію про-
водили на агаризованому середовищі для калю-
соутворення з канаміцином у концентрації 100 
мг/л. Після селекції всі відібрані калюсні кло-
ни переносили на регенераційне середовище з 
тими ж селективними агентами. Через 2–3 місяці 
на частині відібраних калюсів утворювались ін-
тенсивно-зелені осередки регенерації, з яких при 
подальшому культивуванні утворювались пагони 
(рис. 2).

на агаризоване середовище Гамборга В5, що мі-
стило регулятор росту dicamba у концентрації 
1мкг/л для ініціації калюсогенезу. Через 1–2 тиж-
ні всі калюси переносили у рідке поживне сере-
довище того ж складу для кокультивації з нічною 
культурою Agrobacterium tumefaciens. Кокульти-
вацію проводили у темряві при температурі 22 °С 
протягом 24 годин. Проводили інфільтрацію, ка-
люс відмивали стерильною водою та переноси-
ли на агаризоване поживне середовище, що мі-
стило 750 мг/л цефатоксиму, для елімінації агро-
бактерії та селективний агент 100 мг/л канаміци-
ну. Через 4 тижні після селекції всі відібрані ка-
люсні клони переносили на регенераційне сере-
довище, яке містило ВАР у концентрації 1 мкг/л, 
ag2S2O3, гідролізат казеїну у концентрації 300 
мг/л, цефатоксим та канаміцин. Тіосульфат срі-
бла чинить антиетиленову дію і таким чином під-
вищує регенераційну здатність калюсів [18]. Мо
лекулярно-біологічний аналіз. Для підтверджен-
ня трансгенної природи отриманих регенеран-
тів, аналізували сумарну рослинну ДНК, екстра-
говану ЦТАБ-методом [19] за допомогою ПЛР 
із використанням відповідних праймерів : nptII 
5’CCTGaaTGaaCTCCaGGaCGaGGCa3’, 
5’GCTCTaGaTCCaGaGTCCCGCTCaGaaG3’ 
ag85 5’-aGCaGTCCCTGaCCaaGCTC-3’, 
5’-TCaGGTTGCTGCTaCGaaCG-3’ ESaT6 
5 ’ - aT T T C G C G G G TaT C G a G G C C G - 3 ’ , 
5’-GGTCGaaGCCaTTGCCTGaCC-3’.

В реакції використовували 10 нг тоталь-
ної рослинної ДНК. Реакійна суміш загальним 
об’ємом 20 мкл містила 1 мкг рослинної ДНК, 
праймери в концентрації 0,25 мкМ, нуклеозид-
трифосфати в конц. 0,5 мкМ, 0,1 од. ДНК поліме-
рази Tag та буферний розчин. Ампліфікацію про-
водили при таких умовах: 94 °С 5 хв → (94 °С 
30 с, 60 °С 30 с, 72 °С 30 с)Ч30→72 °С 5 хв. Піс-
ля ампліфікації зразки фракціонували в 1 % ага-
розному гелі при напрузі електричного поля 100 
В/см протягом 1 години у ТВЕ-буфері. Гелі за-
барвлювали бромістим етидієм і фотографували, 
використовуючи червоний фільтр.

Для виявлення продукування білка з про-
титуберкульозною активністю проводили Вес-
терн-блот гібридизацію.

Результати та обговорення
У ході проведеної роботи була визначена се-

лективна концентрація канаміцину для калюсних 
тканин введених у культуру in vitro рослин арахі-
су, яка склала 100 мг/л.

Рис. 2. Селекція та регенерація арахісу на селектив-
ному середовищі з канаміцином концентрації 100 мг/л

Рис. 3. ПЛР-аналіз на наявність гена ag85 в рос-
линній ДНК трансгенних ліній арахісу: 1 – ДНК 
молекулярного маркера, 2 – ДНК плазміди pCB064 
(розмір ампліфікованого фрагмента 484 пн), 3–10 – 
ДНК трансгенних ліній, 11 – ДНК контрольної не-

трансформованої лінії арахісу
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Рис. 4. ПЛР-аналіз на наявність гена білка ESaT6 в 
рослинній ДНК трансформованних ліній арахісу: 1 – 
ДНК молекулярного маркера, 2–3 – зразки без ДНК, 
4 – ДНК плазміди pCB064 (розмір ампліфікованого 
фрагмента 103 пн), 5 – ДНК контрольної нетрансфор-
мованої лінії арахісу, 6–12 – ДНК трансгенних ліній

Було відібрано 23 регенераційні лінії, які в 
подальшому аналізували на наявність перене-
сених генів за допомогою ПЛР-аналізу, з яких 
8 ліній виявилися трансгенними і містили гени 
ag85, ESaT6 та nptII. Результати ампліфікації 
фрагментів ДНК потрібного розміру 484 пн для 
гена ag85, та 103 пн для ESaT6 представлені на 
малюнках (рис. 3, 4) відповідно.

Продукування протеїну ESaT6-ag85 
(dTMD)-6His у біомасі трансгенної рослини ара-
хісу лінії r15 виявлене методом Вестерн-блот гі-
бридизації.

Висновок
У результаті проведеної нами роботи впер-

ше були отримані трансгенні рослини арахісу з 
генами ag85, ESaT6, що кодують білки-стимуля-
тори імунної відповіді проти туберкульозу, дове-
дена їх трансгенна природа та виявлене продуку-
вання рекомбінантного білка.
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OBTAINING OF TRANSGENIC PEANUT (ARACHIS HYPOGAEA L.) PLANTS AG85, ESAT6 
GENES BY AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANSFORMATION
Aims. The production of peanut cultivars with new properties is necessary.The purpose of this work was to develop a 
method of transgenesis Ag85, ESAT6 genes in peanut genome by Agrobacterium-mediated transformation. Methods. 
Transformation of peanut lines was carried out using cocultivation of peanut explants with Agrobacterium tumefaciens 
strain GV3101 carrying genetic construct pCB064 containing Ag85, ESAT6 genes and nptII gene. Selection was held on 
the solidified callus inducing medium with 100 mg/l kanamicyne. The selected callus clones were put on the regeneration 
medium. Obtained regeneration lines were analysed using PCr-analysis and Western-blot analysis. Results. 8 peanut 
regeneration lines had positive signals after PCr analysis with DNa fragments of required molecular size for nptII gene, 
Ag85 and ESAT6 genes. 1 regeneration line of peanut had positive signals after Western-blot analysis. Conclusions. 
Transgenic peanut plants containing Ag85, ESAT6 genes were obtained. We have developed transgenic peanut plants 
expressing the Ag85, ESAT6 proteine.
Keywords: peanut, Ag85, ESAT6 genes, transformation.


