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Родина бобових займає важливе місце се-

ред культурних видів у сільському господарстві. 

Важливість представників цієї родини полягає в 

тому, що вони є надійним джерелом порівняно 

не дорогого рослинного харчового білка. Люце-

рна (Medicago sativa L.) відноситься до пасови-

щних бобових і є важливою кормовою культу-

рою. У світі з пасовищних бобових найбільше 

вирощується люцерна, і вона займає близько 

2,5 % від загальної площі сільськогосподарсь-

ких угідь. Арахіс (Arachis hypogaea L.) відно-

ситься до зернобобових представників цієї ро-

дини. Крім того, ці культури використовуються 

також для виготовлення палива. Успіхи та перс-

пективи розвитку трансформації родини бобо-

вих представлені в оглядах [1–4]. 

Широке застосування гербiцидiв у сільсь-

кому господарстві зумовлене, головним чином, 

їх селективним впливом на рослини, який приз-

водить до загибелі бур’янів i не впливає на ріст i 

продуктивність сільськогосподарських культур. 

Pursuit відноситься до класу імідазолінонів. 

Імiдазолiнони за механізмом дії відносяться до 

гербіцидів, що блокують вироблення рослинами 

незамінних для людини і тварин амінокислот 

валiну лейцину та iзолейцину. Ці гербіциди 

iнгiбують один із перших ферментів шляху біо-

синтезу цих амінокислот, блокуючи безпосере-

дньо ацетолактатсинтазу. Стійкість рослин до 

дії цього гербіциду зумовлює мутація гена аце-

толактатсинтази ahas/als, в результаті якої у 

білковому ланцюзі пролін замінюється на серин 

у 197 положенні [5]. Рослини, стійкі до імідазо-

лінонів, отримали як за допомогою мутагенезу 

[6], так і шляхом переносу мутантної ацетолак-

татсинтази в рослини [7–11]. У 2005 році нами 

були отримані трансгенні рослини гороху посі-

вного (Pisum.sativum L.), стійкі до Pursuit [12]. У 

2011 році ми отримали трансгенні рослини ква-

солі звичайної, стійкі до цього ж гербіциду [13].  

Метою цієї роботи було отримання транс-

генних рослин люцерни (Medicago sativa L.) та 

арахісу (Arachis hypogaea L.), стійких до гербі-

циду Pursuit. 

 

Матеріали і методи 

Рослинний матеріал. У роботі використо-

вувалися асептично вирощені рослини люцерни 

(Medicago sativa L.) сортів «Віра», «Луна-2», 

«Полтавчанка» і «Популяція 134» вітчизняної 

селекції та рослини арахісу (Arachis 

hypogaea L.). Бактеріальні штами. Генетичну 

трансформацію проводили за допомогою штаму 

GV3101 Agrobacterium tumefaciens з викорис-

танням плазміди pCB004 (рис. 1) як переносни-

ка мутантного ahas/als гена, що зумовлює стій-

кість до Pursuit, та маркерного nptII гена, що 

зумовлює стійкість до канаміцинсульфату. 

Генетична трансформація та селекція. 

Опосередковану трансформацію рослин 

арахісу та люцерни проводили з використанням 

Agrobacterium tumefaciens. В асептичних умовах 

гіпокотилі, сім’ядольні листки, стебла рослин 

нарізалися на експланти і переносилися на ага-

ризоване середовище MSD, що містило регуля-

тор росту dicamba у концентрації 1мкг/л для 

ініціації калюсогенезу. Через 5–7 днів усі екс-

планти переносили у рідке поживне середовище 

того ж складу для кокультивації з нічною куль-

турою Agrobacterium tumefaciens. 

 

 
 

Рис. 1. Схематичне зображення Т-ДНК бінарного вектора pCB004. 
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Кокультивацію проводили у темряві при 

температурі 22ºС протягом 4 годин. Проводили 

інфільтрацію, експланти відмивали стерильною 

водою та переносили на агаризоване поживне 

середовище MSD, що містило 1000 мг/л цефато-

ксиму для елімінації агробактерії, та селективні 

агенти: 20–50 мкг/л Pursuit та 100 мг/л канамі-

цину. Через 2 тижні після селекції всі відібрані 

калюсні клони переносили на регенераційне 

середовище MSR, яке містило ВАР у концентра-

ції 1 мкг/л, Ag2S2O3 [14] та ті ж самі селективні 

агенти. Молекулярно біологічний аналіз. Для 

підтвердження інтеграції перенесених генів у 

трансформовані рослини аналізували сумарну 

рослинну ДНК, екстраговану ЦТАБ-методом 

[15] за допомогою ПЛР із використанням прай-

мерів  5’-AGCCACTTCAGGTCCCGGAGC-3’  

5’-TCCAATCGCAGCAGGAAGTCC-3’ для 

ahas/als гена та 5’-CCTGAATGAACTCCAGGA 

CGAGGCA-3’ 5’-GCTCTAGATCCAGAGTCCC 

GCTCAGAAG-3’ для nptII гена. В реакції вико-

ристовували 10 нг тотальної рослинної ДНК. 

Реакійна суміш загальним об’ємом 20 мкл міс-

тила 1 мкг рослинної ДНК, праймери в концен-

трації 0,25мкМ, нуклеозидтрифосфати в конц. 

0,5 мкМ, 0,5 од. ДНК полімерази Tag та буфер-

ний розчин. Ампліфікацію проводили за таких 

умов: 94°С 5 хв→(94°С 30 с, 60°С 30 с, 72°С 

30 с)×30→72°С 5 хв. Після ампліфікації зразки 

фракціонували в 2 % агарозному гелі при на-

прузі електричного поля 100 В/см протягом 1 

години у ТВЕ-буфері. Гелі забарвлювали бро-

мистим етидієм і фотографували, використову-

ючи червоний фільтр. 

 

Результати та обговорення 

У ході проведеної роботи була визначена 

селективна концентрація гербіциду Pursuit і 

канаміцину для калюсних тканин усіх введених 

у культуру in vitro сортів люцерни та арахісу, 

яка склала 50 мкг/л Pursuit для люцерни і 

30 мкг/л Pursuit для арахісу та 100 мг/л канамі-

цину для обох видів. Дія гербіциду на калюсні 

тканини виявлялася у повній відсутності приро-

сту біомаси і в кінцевому результаті призводила 

до загибелі тканин. Результати для гербіциду 

Pursuit представлені в таблиці 1. 

Селекцію проводили на агаризованому 

середовищі для калюсоутворення з додаванням 

dicamba у концентрації 1 мкг/л та Pursuit у кон-

центрації 25–50 мкг/л і канаміцину у концент-

рації 100 мг/л. Після селекції всі відібрані калю-

сні клони переносили на регенераційне середо-

вище з тими ж селективними агентами. Через 1–

2 місяці на частині відібраних калюсів утворю-

валися інтенсивно-зелені осередки регенерації, з 

яких при подальшому культивуванні утворюва-

лися пагони (рис. 2). Результати відбору регене-

раційних ліній представлені в таблиці 2. 

У контрольних експериментах на селек-

тивних середовищах, які містили канаміцин і 

Pursuit, калусогенез і морфогенез експлантів, не 

оброблених агробактерією, не спостерігався. 

Усі отримані регенераційні лінії аналізу-

вали за допомогою ПЛР-аналізу на наявність 

перенесених ahas/als та nptII генів. 3 регенера-

ційні лінії люцерни сорту «Віра», 4 лінії люцер-

ни сорту «Луна-2», 3 лінії люцерни сорту «Пол-

тавчанка» та 4 лінії люцерну сорту «Популяція 

134» дають у результаті ампліфікації фрагменти 

ДНК потрібного розміру як для ahas/als гена 

(рис. 3), так і для nptII гена (рис. 4): 300 п. о. і 

622 п. о. відповідно. Отримані 32 стійкі регене-

раційні лінії арахісу до гербіциду Pursuit були 

проаналізовані методом ПЛР-аналізу на наяв-

ність перенесених генів, 17 ліній містили ген 

ahas/als та nptII гени. 

 
Таблиця 1. Вплив різних концентрацій гербіциду Pursuit на калюсні тканини люцерни та арахі-

су. 

Сорти 
Pursuit 

10мкг/л 

Pursuit 

20мкг/л 

Pursuit 

30мкг/л 

Pursuit 

40мкг/л 

Pursuit 

50мкг/л 

Віра +++ +++ +++ +- - 

Луна-2 +++ +++ +++ +- - 

Полтавчанка +++ +++ +++ +- - 

Популяція 134 +++ +++ ++ +- - 

Арахіс +++ +- - - - 
Примітки: +++ всі калюсні тканини дають приріст біомаси при цій концентрації; +- зупинка приросту 

біомаси калюсних тканин; - загибель усіх калюсних тканин. 
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Рис. 2. Селекція та регенерація люцерни (а) та арахісу (б) на селективному середовищі з Pursuit у концен-

трації 50 мкг/л 

 
Таблиця 2. Кількість регенераційних ліній люцерни та арахісу, відібраних на селективних сере-

довищах із гербіцидом, та кількість рослин, трансгенна природа яких доведена за допомогою  

ПЛР-аналізу 

Лінії 

Кількість отриманих 

рослин, стійких до Pur-

suit 

Кількість трансгенних 

рослин 

Віра 23 3 

Луна-2 19 4 

Полтавчанка 15 3 

Популяція 134 6 4 

Арахіс 32 17 

 
 

 
          1     2     3      4      5      6     7     8 

Рис. 3. Електрофореграма ПЛР-аналізу на ная-

вність ahas/als гена в рослинній ДНК трансформова-

них ліній люцерни: 1 – ДНК контрольної лінії; 2–6 – 

ДНК трансформованих ліній (2 – Л3R3, 3 – Л1R4, 4 – 

Л1R7, 5 – Л1R8, 6 – Л2R2); 7 – ДНК плазміди 

pCB004; 8 – ДНК молекулярного маркера. 

 
Рис. 4. Електрофореграма ПЛР-аналізу на ная-

вність nptII гена в рослинній ДНК трансформованих 

ліній арахісу: 1 – ДНК плазміди pCB004(nptII); 2 – 

проба без ДНК; 3–11 – ДНК трансформованих ліній 

арахісу; 12 – ДНК контрольного арахісу.  

На сьогодні отримані трансгенні рослини 

люцерни, стійкі до фосотріцину [16]. Спільними 

зусиллями компаній Monsanto і Forage Genetics 

були отримані рослини люцерни з бактеріаль-

ним геном стійкості до гліфосату. Ген EPSPS, 

який надає стійкості, до гліфосату був перене-

сений у рослини люцерни за допомогою штаму 

Agrobacterium CP4 [17]. 

У наших попередніх [12, 13] роботах ми 

отримали трансгенні рослини гороху посівного 

(Pisum sativum L.) та квасолі звичайної 

(Phaseolus vulgaris) з цінною сільськогосподар-
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ською ознакою, а саме стійкістю до гербіциду 

нового покоління Pursuit. 

 

Висновки 

У результаті проведеної нами роботи вперше 

були отримані трансгенні рослини люцерни 

(Medicago sativa L.) та арахісу (Arachis hypo-

gaea L.), які містять мутантний ген ahas/als, що 

зумовлює стійкість до гербіциду Pursuit, та до-

ведена їх трансгенна природа. 
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OBTAINING OF TRANSGENIC ALFALFA (MEDICAGO SATIVA L.) AND PEANUT (ARACHIS HYPOGAEA 

L.) PLANTS RESISTANT TO THE HERBICIDE PURSUIT BY AGROBACTERIUM-MEDIATED TRANS-

FORMATION 

Aim. The production of alfalfa and peanut cultivars with new properties is necessary. The purpose of this work was to 

develop Agrobacterium-mediated transformation protocol and to construct transgenic alfalfa and peanut plants resistant 

to herbicide Pursuit Methods. Genetic transformation was carried out using cocultivation of peanut and alfalfa explants 

with Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 carrying genetic construct pCB004 containing mutant ahas/als gene 

and nptII gene. Selection was held on the solidified callus inducing medium with 50 mkg/l Pursuit. The selected callus 

clones were put on the regeneration medium with the same selective agents. Obtained regeneration lines were analysed 

using PCR-analysis. Results. 17 peanut and 14 alfalfa regeneration lines had positive signals after PCR analysis with 

DNA fragments of required molecular size for ahas/als and nptII genes. Conclusions. Transgenic alfalfa and peanut 

plants resistant to the herbicide Pursuit were obtained.  

Keywords: alfalfa, peanut, ahas/als gene, transformation. 


