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Согласно информации Министерства
здравоохранения Украины [1] по количест�
ву случаев заболевания туберкулезом наша
страна занимает второе после России место
в Европе. Единственной доступной на сегод�
няшний день противотуберкулезной вакци�
ной является Mycobacterium bovis Bacillus
Calmette�Guerin (BCG). Несмотря на то, что
эта вакцина предусматривает достаточно
высокий уровень иммунного ответа у живот�
ных, эффективность ее влияния на организм
человека колеблется от практически полной
защиты от инфекции до отсутствия иммун�
ного ответа как такового [2]. При попытках
создания более безопасной и эффективной

вакцины были изучены иммунопротектор�
ные особенности очищенных внеклеточных
протеинов Mycobacterium tuberculosis [2, 3]
и предложено несколько перспективных ви�
дов вакцин, включая субъединичные, ДНК�
вакцины, рекомбинантные производные
BCG�вакцины и генетически модифициро�
ванные производные M. tuberculosis [4–9].
Первой субъединичной противотуберкулез�
ной вакциной, которая прошла клинические
испытания на животных, стала вакцина
72f, выделенная из M. tuberculosis [5]. Дру�
гими перспективными рекомбинантными
протеинами являются иммунодоминантные,
выделенные из M. tuberculosis, — комплексный
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Последние исследования показали высокую иммуногенность секреторных протеинов Mycobacterium
tuberculosis Ag85B и ESAT6, поэтому было предложено использовать их в качестве компонентов новой
противотуберкулезной вакцины вместо широко используемой ныне BCG. Поскольку растения считают
более безопасной и экономически целесообразной системой экспрессии для получения рекомбинантных
протеинов по сравнению с системами на основе микроорганизмов и культур животных клеток, активно
разрабатывается концепция «съедобных вакцин» на основе продуцентов вакциногенных протеинов —
трансгенных растений, плоды, листья и корнеплоды которых можно употреблять в пищу. В статье по�
казана возможность получения растений моркови сортов Нантская, Каротель, Красный Великан, Амс�
тердамская и Перфекция, способных экспрессировать гены секреторных протеинов Mycobacterium
tuberculosis. Перенос генов происходил с помощью агробактериальной трансформации с использовани�
ем штаммов GV3101 Agrobacterium tumefaciens и A4 Agrobacterium rhizogenes. Бинарные векторы содер�
жали гены протеинов Ag85B, Ag85B(∆TMD), ESAT6 и слитого протеина Ag85B(∆TMD)�ESAT6 под конт�
ролем конститутивного 35S промотора ВМЦК и корнеспецифического Mll промотора сахарной свеклы.
Молекулярно�биологический анализ позволил подтвердить присутствие и транскрипцию селективного
гена nptII для всех анализируемых растений, а также генов fbpB и esxA для 92–95% из них. При этом
частота и эффективность трансформации достоверно не зависела от сорта растений. Вестерн�блот�анализ
подтвердил присутствие рекомбинантных протеинов для некоторых растительных линий.  
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антиген 85 (группа родственных протеинов
А, В и С) [3, 12, 13], MPT64 [15] и ESAT�6
(Early Secretory Antigenic Target, 6kDa), ко�
торый является доминантным целевым про�
теином для клеточно�опосредованного им�
мунитета на ранней стадии туберкулеза [2,
13, 14]. Принимая во внимание то, что пер�
вичным объектом, который поражается ин�
фикантом M. tuberculosis, являются дыха�
тельные пути, мукозальное вакцинирование
имеет значительное преимущество в инду�
цировании защитного иммунного ответа
[16]. В связи с этим разрабатывается кон�
цепция «съедобных вакцин» на основе про�
дуцентов вакциногенных протеинов —
трансгенных растений, плоды, листья и кор�
неплоды которых можно употреблять в пищу
[17, 18]. В таком случае антигены защище�
ны растительными клеточными стенками,
что обеспечивает их более высокую стабиль�
ность к протеолитической деградации при
прохождении через желудочно�кишечный
тракт [19] и доставку к клеткам слизистой
оболочки кишечника, отвечающей за муко�
зальную систему иммунитета [20]. Растения
считают более безопасной и экономически
целесообразной системой экспрессии для по�
лучения рекомбинантных протеинов по
сравнению с системами на основе микроор�
ганизмов и культур клеток животных [21].
Способность экпрессированных в раститель�
ных тканях субъединичных вакцин индуциро�
вать иммунный ответ при оральном введении
человеку или животным была подтверждена
экпериментально [10, 11, 16, 22–24]. В ка�
честве растительного объекта для продуци�
рования компонентов субъединичных вак�
цин внимание привлекают растения
моркови благодаря собственному высокому
уровню содержания общего растворимого
протеина. В настоящее время описано полу�
чение трансгенных растений моркови, спо�
собных к экспрессии таких фармакологичес�
ки активных протеинов, как В�субъединицы
термолабильного энтеротоксина Escherichia
coli (LTB) [25], поверхностного антигена ге�
патита В (HBsAg) [26], МHBS�антигена виру�
са гепатита В [27], интерлейкина 18 [28], гем�
агглютинина вируса кори [29], пептида
цистицерка Taenia solium [30], MPT64 проте�
ина Mycobacterium tuberculosis [15], протеина
диабет�ассоциированного аутоантигена [31],
интерферона альфа�2b [32]. Данная работа
показывает возможность трансформации рас�
тений моркови генами секреторных протеи�
нов M. tuberculosis Ag85B и ESAT�6 при ис�
пользовании различных экспрессионных и
трансформационных систем.

Материалы и методы

Растительный материал 
Для генетической трансформации ис�

пользовали асептические проростки (гипо�
котили и семядольные листья) моркови
разных сортов. Семена стерилизовали сог�
ласно общепринятой методике с использова�
нием 40%�го раствора белизны (2%�го ги�
похлорита натрия) и проращивали на среде
MS [33] при температуре 28 °С в темноте в те�
чение 14–18 дней.

Векторные конструкции  и бактериQ
альные штаммы 

Перенос генов происходил с помощью аг�
робактериальной трансформации с исполь�
зованием штамма GV3101 Agrobacterium
tumefaciens, содержавшего плазмиды pCВ061,
pCВ062, pCВ063 и pCВ064 [34], которые несли
гены протеинов Ag85B, Ag85B(∆TMD),
ESAT6, Ag85B(∆TMD)�ESAT6 соответствен�
но под контролем 35S�промотора ВМЦК
(рис. 1). Все конструкции содержали также
селективный ген неомицинфосфотрансфера�
зы (nptІІ), вызывающий устойчивость к ан�
тибиотику канамицинсульфату. Кроме того,
использовали векторную конструкцию
pCВ158 с последовательностью esxA::fbpB∆TMD

(протеин Ag85B(∆TMD)�ESAT6) под корне�
специфическим Mll�промотором [35]. При
конструировании этого вектора (рис. 2) за
основу был взят бинарный вектор pCB064.
Фрагмент EcoRI�NcoI бинарного вектора
pCB064, который содержит промотор 35S
(1338 п.н.), был замещен последователь�
ностью промотора Mll (EcoRI�NcoI размером
1735 п.н.) Все манипуляции с ДНК проводи�
ли согласно [36] и рекомендациям произво�
дителя  эндонуклеаз рестрикции, лигазы и
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit
(Fermentas, Литва). Плазмидная ДНК би�
нарного вектора pCB158 была перенесена
в штаммы A4 A. rhizogenes и GV3101
Agrobacterium tumefaciens, которые в даль�
нейшем использовали для генетической
трансформации растений.

Бактериальную культуру выращивали в
жидкой среде LB (пептон 10 г/л, дрожжевой
экстракт 5 г/л, NaCl 10 г/л, рН = 7,2) с до�
бавлением 50 мг/л карбенициллина (для
обеих бактериальных культур) и 50 мг/л ри�
фампицина, 25 мг/л гентамицина (для
A. tumefaciens) на шейкере при температуре
28 °С и 200 об/мин в течение 24 ч. 
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Генетическая трансформация и селекция
Суспензионную бактериальную культуру

осаждали центрифугированием (5 000 об/мин,
4 °С), ресуспендировали полученный осадок
в жидкой среде MS с добавлением 200 мкМ
ацетосирингона и далее культивировали на
ротационном шейкере при температуре
28 °С и 200 об/мин в течение часа.

Растительные экспланты инкубировали
в бактериальной суспензии 10–15 мин, про�
мывали стерильной дистиллированной во�
дой. Трансформация проходила на стериль�
ной фильтровальной бумаге в течение 2 сут
на рассеянном свету. 

В дальнейшем экспланты переносили на
агаризированную питательную среду MS
с добавлением 100 мг/л канамицина в качест�
ве селективного агента, 500 мг/л цефотакси�
ма для элиминации бактерий и 2 мг/л 2,4�D
для инициации каллусообразования. Через
4–5 нед первичные каллусные клоны пере�
носили на безгормональную среду MS для
регенерации с добавлением антибиотиков в
указанных концентрациях и культивирова�
ли при  24 °С, 16�часовом фотопериоде. Реге�
нерировавшие побеги укореняли в жидкой
среде MS и переносили в почву согласно опи�
санной ранее методике [37]. 

МолекулярноQбиологический анализ
Суммарную растительную ДНК экстраги�

ровали СТАВ�методом [38]. Присутствие
трансгенов подтверждали с помощью ПЦР�
анализа c использованием праймеров 
5′�tctacagcgactggtacagc�3′, 5′�tcaggttgctgctac�
gaacg�3′, специфических для гена fbpB (про�
дукт амплификации 484 п.о.) 5′�ctg�
a c c a t g g c a g a g c a g c a g t g g a a t t t c g c � 3 ′ ,
5′�gagaattctgcgaacatcccagtgctcg�3′ для гена
esxA (продукт амплификации 299 п.о.) и 5′�
cctgaatgaactccaggacgaggcaa�3′, 5′�gctctagatcca�
gaggtcccgctcagaag�3′ для амплификации фраг�
мента nptII (622 п.о.). Для амплификации
фрагмента гена nptII ПЦР проводили при сле�
дующих условиях: денатурация 94 °С/ 5 мин;
33 цикла (денатурация 94 °С/ 30 с, отжиг
56 °С/ 30 с, синтез 72 °С/ 35 с); заключитель�
ный синтез 72 °С/ 5 мин; для амплификации
фрагмента гена esxA: денатурация 94 °С/
3 мин; 30 циклов (денатурация 94 °С/ 30 с, от�
жиг 60 °С/ 30 с, синтез 72 °С/ 30 с); заключи�
тельный синтез 72 °С/ 5 мин; для амплифика�
ции фрагмента гена fbpB: денатурация 94 °С/
5 мин; 30 циклов (денатурация 94 °С/ 30 с, от�
жиг 56 °С/ 30 с, синтез 72 °С/ 35 с), заключи�
тельный синтез 72 °С/ 5 мин. Продукты реак�
ции фракционировали в 1%�м агарозном геле
в трис�боратной буферной системе. 

ОТQПЦР
Тотальную растительную РНК экстраги�

ровали из листьев асептических растений
согласно Logermann et al [39]. Синтез первой
цепи кДНК на матрице РНК, предваритель�
но обработанной ДНКазой I (Fermentas),
осуществляли с использованием набора
#К1612 (Fermentas) для проведения ОТ�
ПЦР в соответствии с инструкцией фирмы�
производителя. Для каждой пробы РНК
проводили две параллельные реакции —
в присутствии и в отсутствие (отрицатель�
ный контроль) обратной транскриптазы.
Для последующего ПЦР�анализа использо�
вали описанные выше праймеры и условия. 

SDSQPAGE и вестернQблотQанализ
Лиофилизированный растительный ма�

териал (листья моркови) растирали в трех
объемах буфера Laemmli (62,5 мM Tris�HCl,
pH 6,8, 25% глицерола, 2% SDS, 0,01%
бромфенола синего) с 10 мM бета�меркапто�
этанола. Экстракты смешивали с 2x буфером
Laemmli в соотношении 1:1 и кипятили пе�
ред нанесением в гель. Полученные протеи�
новые экстракты разделяли с помощью
SDS/PAGE в 12%�м полиакриламидном ге�
ле, окрашивая кумасси бриллиантовым го�
лубым. Далее для проведения вестерн�блот�
анализа протеины электрофоретически
переносили на мембрану Hybond�P (GE,
Healthcare) с использованием блоттингового
буфера (25 мM Tris, 192 мM глицина, 20%
(об/об) метанола, pH 8,3). Мембраны обраба�
тывали антиполигистидиновыми антитела�
ми с пероксидазой (Sigma). Связанные анти�
тела детектировали с помощью реагента ECL
(GE, Healthcare).

Результаты и обсуждение

Гипокотильные проростки растений мор�
кови были получены на среде MS без добавле�
ния фитогормонов при 28 °С в темноте через
2–3 нед после поверхностной стерилизации
семян. При выборе в качестве объекта гене�
тической трансформации именно гипокоти�
лей и семядольных листьев принимали во
внимание высокую регенерационную спо�
собность ювенильных тканей и их повышен�
ную чувствительность к агробактериальной
трансформации [40]. Появление первичных
каллусных клонов на среде MS с добавлени�
ем регулятора роста 2,4�D и 100 мг/л кана�
мицина в качестве селективного агента было
отмечено через 4–5 нед после обработки экс�
плантов бактериальной суспензией. Конт�
рольные нетрансформированные экспланты
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были неспособны к формированию каллусных
клонов на среде MS при добавлении селек�
тивного антибиотика. Полученные каллусные
клоны культивировали на безгормональной
среде MS с добавлением селективных анти�
биотиков при 22–23 °С, 16�часовом фотопе�
риоде. Первые регенеранты сформировались
путем соматического эмбриогенеза через
3–4 мес. Удалось получить до 3–4 растений
из одного каллусного клона, но их принимали
за одно трансформационное событие, учиты�
вая общее происхождение (рис. 1). Экспланты,
обработанные штаммом A. rhizogenes, образо�
вывали каллусные клоны, а затем и регенеран�
ты, минуя стадию Ri�корней. Ранее сообща�
лось о получении трансгенных «бородатых»
корней моркови путем инокуляции листовых
дисков A. rhizogenes [41], а также растений
с нормальным фенотипом, регенерировав�
ших из культуры Ri�корней [42]. Получен�
ные нами трансгенные растения также имели
нормальный фенотип; «бородатые» корни
без добавления регулятора роста 2,4�D демон�
стрировали спонтанную регенерацию расте�
ний моркови практически во всех случаях.
Частота регенерации растений из первич�
ных каллусных клонов после трансформа�
ции достоверно не зависела от сорта. Конт�
рольные нетрансформированные экспланты
были неспособны к формированию каллус�
ных клонов. Трансформированные растения
моркови переместили в условия теплицы че�
рез 2–3 нед после укоренения.

Частота генетической трансформации
моркови представлена в таблице как отно�
шение количества полученных канамици�
нустойчивых растений к общему количеству
эксплантов, которые подвергали трансфор�

мации. Статистически достоверной разницы
по этому показателю для разных сортов и
растений, трансформированных с помощью
различных штаммов, не наблюдали.

Эффективность трансформации рассчи�
тывали как отношение числа трансгенных
растений к количеству полученных при
трансформации канамицинустойчивых рас�
тений�регенерантов, подвергнутых молеку�
лярно�биологическому анализу. ПЦР�анализ
позволил подтвердить присутствие селектив�
ного гена, а также генов fbpB и esxA для
92–95% анализируемых растений (рис. 2).

С целью подтверждения транскрипции
трансгенов выборочно анализировали 8 рас�
тений, которые несли слитый ген  fbpB::esxA
под контролем конститутивного и корнеспе�
цифического промоторов. Для гена nptII по�
казана транскрипция для всех растений,
транскрипцию генов fbpB и esxA наблюдали
у семи растений (рис. 3). 

Вестерн�блот�анализ (рис. 4) подтвердил
присутствие рекомбинантного протеина для
некоторых растений. Учитывая невысокое
содержание исследуемого протеина в тканях
моркови, как полагают, из�за его токсичности
для растительных клеток, а также относи�
тельно невысокую специфичность поликло�
нальных антигистидиновых антител в наших
исследованиях, нет оснований утверждать,
что все сигналы, за исключением ярко выра�
женных, когда присутствие искомого проте�
ина безусловно, являются результатом
экспрессии трансгена. Для подтверждения
накопления рекомбинантного протеина в
клетке считаем необходимым дальнейшее
проведение исследований с использованием
антител к антигенам Ag85B и ESAT6.

Рис. 1. Формирование первичных каллусных клонов на среде с добавлением селективного агента (а);
регенерированные канамицинустойчивые растения (б); укорененные растения моркови (в)

а вб
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Частота генетической трансформации гипокотильных проростков моркови с использованием вектор^
ных конструкций pCВ061, pCВ062, pCВ063, pCВ064 и pCВ158
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рСВ 061 (штамм GV3101 
A. tumefaciens)

рСВ 062 (штамм GV3101 
A. tumefaciens)

рСВ 063 (штамм GV3101 
A. tumefaciens)

Амстердамская  115 20 17,4 158 35 22,2 – – –

Каротель  176 33 18,9 90 17 18,9 162 32 19,7  

Красный великан 192 37 19 83 16 19,3 129 22 17,1  

Перфекция  234 39 16,6 105 25 23,7 60 10 16,8  

Нантская  174  11 16,8 230 44 19,1 292  76 24,1  

рСВ 064 (штамм GV3101 
A. tumefaciens) 

рСВ 064 (штамм А4 
A. rhizogenes)

Нантская 295 46   15,6 122 24 19,6  

Каротель 302 52 17,2 174 31 17,8  

Красный великан 242 44 18,2 99 21 21,2  

Перфекция  318 64 20,1 95 23 24,1   

рСВ 158 (штамм GV3101 
A. tumefaciens)

рСВ 158 (штамм А4 
A. rhizogenes)

Нантская 231  66  28,6 251 73 29,03  

Каротель 124  42  33,9 234 62 26,5  

Красный великан 187  46  24,5 211 47 22,3  

Перфекция  196  52  27,1 187 48 25,6  

Амстердамская 213 53 28,4 151 48 31,7  

Рис. 2. Схемы векторных конструкций pCВ061, 062, 063, 064, 158, несущих гены секреторных протеинов
M. tuberculosis (а);  ПЦР^анализ трансформированных растений моркови на присутствие гена fbpB (б):

М — маркер (1 kb Plus DNA Ladder, Fermentas); 1 — отрицательный контроль (проба без ДНК); 
2 — отрицательный контроль (ДНК нетрансформированного растения); 
3 — положительный контроль (плазмидная ДНК — рСВ 064); 
4–7 — ДНК анализируемых растений моркови

а

б

М        1        2        3        4       5       6        7

484
п.н.
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В ряде работ описаны исследования, по�
священные созданию трансгенных растений
арабидопсиса [16, 20], сои [43], цикория
[34], салата [44], табака [45], трансформи�
рованных с помощью векторных конструк�
ций, которые несли ген вакциногенного про�
теина ESAT6. Уровень экпрессии этого
антигена в растениях арабидопсиса состав�
лял 11–25 мкг/г сырой массы [20], а в расте�
ниях табака — 0,5–1% суммарного раство�
римого протеина [45]. Показано также
получение транспластомных растений таба�
ка, несущих гены M. tuberculosis fbpB
и esxA. [46]. Высокий уровень накопления
антигена Ag85b — до 800мг/кг сырой массы
наблюдали при его транзиентной экспрес�
сии в растениях табака Nicotiana benta*
miana L. [47]. Наши исследования показы�
вают возможность получения трансгенных
растений моркови, способных к экспрессии
и аккумулированию секреторных протеинов
M. tuberculosis Ag85B и ESAT�6 при исполь�
зовании различных экспрессионных и
трансформационных систем, и в дальней�
шем будут направлены на изучение уровня
накопления целевого протеина, его биологи�
ческой активности и особенностей наследо�
вания приобретенного признака.

Авторский коллектив выражает благо�
дарность канд. биол. наук, заведующему ла�
бораторией молекулярной генетики, стар�
шему научному сотруднику Института
клеточной биологии и генетической инже�
нерии НАН Украины Б. В. Моргуну за по�
мощь в проведении молекулярно�биологи�
ческих исследований. 

Рис. 3. ОТ^ПЦР трансформированных растений
моркови для подтверждения транскрипции 

генов nptII и fbpB:
М — маркер (1 kb Plus DNA Ladder, Fermentas);
К+ — положительный контроль (плазмидная
ДНК — рСВ 064); 
К– — отрицательный контроль (проба без ДНК); 
1+, 2+ — кДНК анализируемых растений моркови
(реакция в присутствии обратной транскриптазы);
1–, 2– — отрицательный контроль для анализиру�
емых растений моркови (реакция в отсутствие
обратной транскриптазы)

2+ 2– 1+ 1– К+ К– М К– К+ 1– 1+ 2– 2+

622
п.о.

fbpnptII 

484
п.о.

Рис. 4. SDS^PAGE (a) и вестерн^блот^анализ (б)
протеиновых экстрактов трансгенных растений

моркови для определения присутствия 
рекомбинантных протеинов Ag85B, ESAT6,

Ag85B(∆∆TMD)^ESAT6:
M — протеиновый маркер; 
U — протеиновый экстракт нетрансформирован�

ного растения; 
протеиновые экстракты растений моркови,
трансформированных с помощью:
1, 2 — векторной конструкции pCВ158; 
3 — векторной конструкции pCВ062; 
4, 5 — векторной конструкции pCВ063

а

б

М      1       2       3       4      5      U      M

М      1       2       3      4      5      U      M
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ОТРИМАННЯ ТРАНСГЕННИХ 
РОСЛИН МОРКВИ (Daucus carota L.), 

ЩО ЕКСПРЕСУЮТЬ ГЕНИ СЕКРЕТОРНИХ
ПРОТЕЇНІВ Mycobacterium tuberculosis

Ю. С. Лучаківська
О. М. Кіщенко

М. Ю. Василенко
Ю. В. Симоненко

Н. В. Кучук

Інститут клітинної біології та генетичної
інженерії НАН України, Київ

E*mail:Yu.luchakivskaya@gmail.com

Останні дослідження показали високу іму�
ногенність секреторних протеїнів Mycobacte*
rium tuberculosis Ag85B та ESAT6, тому було
запропоновано використовувати їх як компо�
ненти нової протитуберкульозної вакцини
замість широко застосовуваної нині BCG.
Оскільки рослини вважають більш безпечною
й економічно доцільною системою експресії
для отримання рекомбінантних протеїнів
порівняно із системами на основі мікроор�
ганізмів та культур тваринних клітин, актив�
но розробляється концепція «їстівних вак�
цин» на основі продуцентів вакциногенних
протеїнів — трансгених рослин, плоди, листя
й коренеплоди яких можна вживати в їжу.
У статті показано можливість отримання рос�
лин моркви сортів Нантська, Каротель, Черво�
ний велетень, Амстердамська та Перфекція,
здатних експресувати гени секреторних про�
теїнів Mycobacterium tuberculosis. Перенесен�
ня генів відбувалося агробактеріальною транс�
формацією з використанням штамів GV3101
Agrobacterium tumefaciens та A4 Agrobacte*
rium rhizogenes. Бінарні вектори містили гени
протеїнів Ag85B, Ag85B(∆TMD), ESAT6 та
злитого протеїну Ag85B(∆TMD)�ESAT6 під
контролем конститутивного 35S промотору
ВМКК та коренеспецифічного Mll промотору
цукрового буряку. Молекулярно�біологічний
аналіз підтвердив присутність і транскрипцію
селективного гена nptII для всіх аналізованих
трансформованих рослин, а також цільових
генів fbpB та esxA для 92–95% з них. Вестерн�
блот�аналіз підтвердив присутність рекомбі�
нантих протеїнів для деяких рослинних ліній.  

Ключові слова: морква, рекомбінантний про�
теїн, секреторні протеїни, Mycobacterium
tuberculosis, агробактеріальна трансформація. 

OBTAINING OF TRANSGENIC CARROT
(Daucus carota L.) PLANTS EXPRESSING

THE GENES OF SECRETORY
Mycobacterium tuberculosis PROTEINS

Yu. S. Luchakivs’ka
O. M. Kishchenko
M. Yu. Vasylenko
Yu. V. Simonenko

N. V. Kuchuk

Institute of Cell Biology and Genetic
Engineering of National Academy 

of Sciences of Ukraine, Kiyv

E*mail:Yu.luchakivskaya@gmail.com

Recent studies have shown high immunoge�
nicity of secretory Mycobacterium tuberculosis
Ag85B and ESAT6 proteins. That's why it was
suggested to use them as components of a new
tuberculosis vaccine instead of the widely used
BCG nowadays.

Production of recombinant proteins, espe�
cially vaccines, in transgenic plants has many
economic and safety advantages as compared to
animal and bacterial production systems, thus
transgenic plants with raw�edible leaves, fruits
and taproots could be discussed as so�called «edible
vaccines». In this study we report the obtaining
of carrot plants of Nantskaya, Karotel, Red
Giant, Perfektziya and Amsterdamskaya varie�
tes expressing the genes of secretory Mycobacte*
rium tuberculosis proteins. The genes were trans�
ferred into plants via Agrobacterium�mediated
transformation using Agrobacterium tumefa*
ciens GV3101 and Agrobacterium rhizogenes A4
strains. The binary vectors contained genes of
Ag85B, Ag85B(∆TMD), ESAT6 and fused
Ag85B(∆TMD)�ESAT6 proteins driven by consti�
tutive 35S CaMV promoter and root�specific Mll
sugar beet promoter. PCR and RT�PCR analysis
proved the presence and transcription for nptII
selective gene and fbpB and esxA genes for all the
analyzed carrot plants in case of nptII and for
92–95% of them in case of target genes.
Western�blot analysis proved presence of the
recombinant proteins for several plant lines. 
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