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С помощью Agmbacterium-опосредованной трансфор
мации осуществлен перенос гена лактоферрина че
ловека (hLf) в геном ряда сортов картофеля (Sola
num tuberosum) украинской селекции (Вернисаж, Ле
вада, Свитанок Киевский и Зарево). Для этого ис
пользовали плазмидный вектор pBIN35LF, несущий 
ген hL f под контролем 35S промотора вируса моза
ики цветной капусты и терминатора октопинсин- 
тазы, а также селективный маркерный ген неоми- 
цинфосфотрансферазы II (nptll), обеспечивающий ус
тойчивость к канамицину. В результате селекции были 
отобраны 44 линии сорта Вернисаж, 26 линий сорта 
Левада, 25 линий сорта Свитанок Киевский и 16 линий 
сорта Зарево, устойчивых к 100 мг/л канамицину. 
Интеграция целевого гена в геном картофеля была 
подтверждена с помощью полимеразной цепной реак
ции с использованием специфических праймеров к гену 
hLf. Идентификацию рекомбинатного лактоферрина 
в тканях трансгенных линий проводили с помощью 
Вестерн блоттинга с использованием специфических 
моноклональных антител к лактоферрину. Отобран
ные трансгенные линии картофеля были протести
рованы на устойчивость к бактериальным и грибному 
фитопатогенам. С помощью теста диффузии в агар 
установлено, что сок трансгенных линий картофеля 
обладает антибактериальным эффектом по отноше
нию к таким фитопатогенным бактериям, как Ral- 
stonia solanacearum (возбудитель бактериальной гнили 
картофеля) и Clavibacter michiganensis subsp. sepedoni-
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cus (возбудитель кольцевой гнили картофеля). Устой
чивость трансгенных растений картофеля к фито- 
фторозу изучали путем заражения растений in vitro 
изолятом Phytophthora infestans. В результате была 
установлена повышенная устойчивость в проанализи
рованных трансгенных линиях картофеля к Р. infestans 
по сравнению с контролем. Таким образом, полученные 
данные показывают, что перенос гена hL f в растения 
картофеля повышает их устойчивость к бактериаль
ным и грибным патогенам.

Ключевые слова: ген лактоферрина человека, гене
тическая трансформация, Solanum tuberosum, Clavi
bacter michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia sola
nacearum, Phytophthora infestans.

Введение. Среди выращиваемых овощных куль
тур картофель занимает одно из основных 
положений на мировом рынке, при этом Ук
раина является одной из ведущих стран-про- 
изводителей этой культуры. В частности, в 2011— 
2015 гг. среднегодовой урожай картофеля в Ук
раине превышал 20 млн. т, данный показатель 
был выше только в Китае, Индии и России 
[1], в то время как в 2017 г. валовый урожай 
картофеля в наибольших странах-экспортерах 
Европы составлял: в Германии — 11,7 млн. т, 
во Франции — 8,5 млн. т и 9 млн. т в Поль
ше [2]. Известно, что выращивание картофеля 
связано с высоким риском заражения фито
патогенами. Высокой подверженности забо
леваниям картофеля способствует густая плот

ISSN  0564—3783. Цитологія і генетика. 2020. Т. 54. №  3 3

mailto:buziashvili.an@gmail.com
mailto:yemets.alla@nas.gov.ua


А. Бузиашвили, Л. Чередниченко, С. Кропивко и др.

ность посадки и генетическая однородность 
данной культуры, которую размножают преи
мущественно вегетативным способом. Обратной 
стороной селекции на улучшение пищевых 
качеств картофеля является его повышенная 
чувствительность к фитопатогенам. Поскольку 
картофель наряду с другими сельскохозяйст
венными культурами наиболее подвержен зара
жению бактериальными и грибными патоге
нами, широко практикуются методы химичес
кой защиты данных культур с использованием 
пестицидов [3, 4]. Перечисленные факторы 
провоцируют высокие темпы усиления агрес
сивности фитопатогенов путем формирования 
их устойчивости к пестицидам. Лучший спо
соб упреждения угрозы заражения картофеля 
фитопатогенами — получение новых устой
чивых к фитопатогенам его линий и сортов 
методами традиционной селекции или с по
мощью биотехнологических подходов. Поэто
му на сегодняшний день актуальной задачей 
является создание сортов картофеля нового 
поколения, сочетающих высокую урожайность, 
адаптивность к климатическим условиям и 
комплексную устойчивость к болезням [3—5].

К наиболее опасным бактериальным пато
генам картофеля относятся Clavibacter michi- 
ganensis subsp. sepedonicus и Ralstonia solana- 
cearum, повреждающие в Украине до 25—30 % 
урожая этой культуры, вызывая такие заболева
ния, как кольцевая и коричневая гниль [6—9]. 
Кроме бактериальных заболеваний, картофель 
подвержен заражению грибными патогенами, 
среди которых наиболее распространенным 
является Phytophthora infestons, вызывающим 
фитофтороз. К примеру, в период с 2014 по 
2017 гг., более 91,5 % площадей, на которых 
выращивался картофель в Украине, были пов
реждены такими грибными заболеваниями, как 
фитофтороз и альтернариоз [6, 10].

На сегодняшний день использование мето
дов генной инженерии позволяет переносить 
определенные целевые гены в растительный 
геном, в частности, и в геном картофеля, для 
повышения его устойчивости к фитопатогенам 
[11—14]. Один из таких генов-интереса — ген 
лактоферрина [15]. Лактоферрин — это глико
протеин из семейства трансферринов, содержа
щийся в секреторных жидкостях млекопита
ющих — молоке, слюне, желчи, слезах и др.

Этот белок способен связывать и переносить 
ионы железа; кроме того, он является частью 
неспецифического природного иммунитета че
ловека. Благодаря способности связываться с 
липополисахаридами клеточной стенки бакте
рий и грибов лактоферрину характерна анти
бактериальная и фунгицидная активность; также 
была показана антивирусная, антипротозойная 
и противораковая активность лактоферрина 
in vitro [15]. Ранее была продемонстрирована 
способность лактоферрина повышать устойчи
вость растений к некоторым фитопатогенам 
при его переносе и экспрессии в трансгенных 
линиях некоторых видов растений [15].

Поэтому целью данной работы был пере
нос гена лактоферрина человека hLf в геном 
растений картофеля с помощью метода Agro- 
bacterium-опосредованной трансформации и 
изучение устойчивости полученных трансген
ных линий к бактериальным (С. michiganensis 
subsp. sepedonicus, R. solanacearum) и грибному 
P. infestons (Mont.) de Вагу) фитопатогенам.

Материалы и методы. Растительный мате
риал. В качестве исходного материала для ге
нетической трансформации использовали сорта 
картофеля Вернисаж, Левада, Свитанок Киев
ский и Зарево, созданные и любезно предо
ставленные Институтом картофелеводства На
циональной академии аграрных наук Украины. 
Для микроклонального размножения карто
феля использовали питательную среду МСК, 
содержащей микро- и макросоли Мурашиге- 
Скуга (МС) (4,3 г/л) [16], 10 г/л сахарозы, 
0,8 мг/л пиридоксина, 2 мг/л тиамина, 10 г/л 
агара, pH 5,7.

Agmbacterium-опосредованная трансформация 
картофеля геном лактоферрина человека. Транс
формацию растений картофеля проводили в 
соответствии с методом, описанным в работе 
[17] с некоторыми модификациями. Для этого 
использовали плазмидный вектор pBIN35LF, 
несущий ген лактоферрина человека hLf под 
контролем 35S промотора вируса мозаики цвет
ной капусты (P35S) и терминатора октопин- 
синтазы, а также селективный маркерный ген 
неомицинфосфотрансферазы II (nptll), обес
печивающий устойчивость к канамицину. Дан
ная плазмида была стабильно интегрирована в 
супервирулентный штамм A. tumefaciens ЕНА 
105 [17].
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Получение трансгенных растений картофеля, экспрессирующих ген лактоферрина человека

LB P35S ~ М £У {OscT]---- [P n os^ j nptllf ] T35S RB

Рис. 1. Структура фрагмента Т-ДНК плазмидного вектора рВт35ЬЕ ЬВ и ЯВ — левая и правая границы 
Т-ДНК, 0 5 С Т -  терминатор октопинсинтазы, /? //— ген лактоферрина человека, Р35Б~ 358 промотор вируса 
мозаики цветной капусты, Рпо.ч -  промотор нопалинсинтазы, прШ -  ген неомицинфосфотрансферазы, 
Т35Б — 358 терминатор вируса мозаики цветной капусты

В качестве эксплантов для трансформации 
использовали междоузлия побегов, содержащие
1— 2 боковые почки. В каждом эксперименте 
использовали по 30—60 эксплантов. Клетки 
агробактерии наращивали в течение 16 ч при 
28 °С на орбитальном шейкере ELMI S-3M А10 
(ELMI Ltd., Латвия) (скорость вращения 130 
об/мин) в 20 мл среды LB [18] с добавлением 
100 мг/л канамицина и 50 мг/л рифампицина. 
Инокуляцию эксплантов суспензией агробак
терии с оптической плотностью OD600 = 600 
проводили в течение 30 мин в присутствии 
0,15 мМ ацетосирингона. Далее экспланты 
просушивали в течение 5 мин на стерильной 
фильтровальной бумаге и помещали на чашки 
Петри со средой МСК-К (в состав которой 
входили 4,3 г/л микро- и макросолей МС 
[16], 30 г/л сахарозы, 100 мг/л мио-инозито- 
ла, 0,5 мг/л пиридоксина, 0,5 мг/л никотино
вой кислоты, 1 мг/л тиамина, 2 мг/л глицина, 
0,5 мг/л БАП, 0,25 мг/л 2,4-Д, 8 г/л агара, pH 
5,7) для кокультивирования с агробактерией в 
течение 16 ч. После кокультивирования экс- 
планты переносили на среду МСК-С1, состав 
который был идентичен среде МСК-К, до
полненной 100 мг/л канамицина (для селекции 
трансгенных линий) и 600 мг/л цефотаксима 
(для элиминации бактериальных клеток в сре
де). После 1-го месяца селекции на среде 
МСК-С1 регенерировавшие растения высотой
2— 3 см с развитыми листьями, стеблями и кор
нями отделяли от эксплантов и переносили в 
20 см пробирки со средой МСК-С2, состав 
которой идентичный среде МСК, но с добав
лением 100 мг/л канамицина и 600 мг/л цефо
таксима. Селекцию на среде МСК-С2 прово
дили в течение 2-х месяцев для обеспечения 
стабильной интеграции гена hLf и исключения 
нетрансгенных линий. Частоту трансформа
ции картофеля определяли как соотношение 
количества эксплантов, на которых регенери
ровали побеги в условиях селективного давле
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ния, к общему количеству эксплантов, взятых 
для трансформации, умноженное на 100 % 
[19]. После этого устойчивые к канамицину 
побеги переносили на среду МСК-Р (на ос
нове среды МСК с добавлением 600 мг/л 
цефотаксима) и спустя 1 месяц культивиро
вания проводили молекулярно-генетический 
(ПЦР) и биохимический (Вестерн блоттинг гиб
ридизация) анализы для подтверждения стабиль
ной интеграции гена hLf в геноме отобранных 
линий и идентификации лактоферрина в них, 
как результат экспрессии перенесенного гена 
hLf. Проаналированные трансгенные растения 
далее высаживали в горшки диаметром 15 см 
в почву для адаптации в условиях in vivo в 
теплице.

ПЦР-анализ трансгенных растений картофе
ля. Ееномную ДНК из 200—300 мг ткани (побе
гов и листьев) трансгенных растений выделя
ли с использованием цетилтриметиламмоний 
бромида (ЦТАБ метод) [20]. Наличие гена лакто
феррина в трансгенных линиях определяли пу
тем амплификации фрагмента размером 734 п.о. 
с использованием специфических праймеров к 
гену hLf. GLF (5'-TGTCTTCCTCGTCCTGC- 
TGTTCC-3 ) и GLR (5'-CATACTCGTCCCT- 
TTCAGCCTCG-3') [21]. В состав реакционной 
смеси объемом 25 мкл входили 100 нг геномной 
ДНК, 5*буфер для Taq полимеразы, буфер, со
держащий Mg 2+ (Helicon), 0,2 мкМ каждого 
праймера, 200 мкМ каждого дНТФ, и 0,5 El Taq 
полимеразы («Fermentas», Lithuania). ПЦР про
водили с использованием амплификатора PCR 
Applied Biosystem 2720 Thermocycler (США) 
при следующих условиях: первичная денатура
ция 3 мин при 94 °С; 40 циклов по 30 с 
при 94 °С, 30 с при 62 °С, 1 мин при 72 °С; 
окончательный синтез 7 мин при 72 °С [17]. 
Продукты реакции разделяли в 1%-ном ага
розном геле в присутствии бромистого этидия. 
Эффективность трансформации по результа
там ПЦР анализа определяли как соотноше
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ние количества ПЦР -позитивных трансгенных 
растений к общему количеству канамицин- 
устойчивых растений, умноженное на 100 % [22].

Вестерн блоттинг. Тотальную фракцию бел
ка из надземных тканей (массой 1 г) ПЦР- 
позитивных растений получали согласно ме
тодики [23] с некоторыми модификациями. 
Растительные ткани гомогенизировали в жид
ком азоте с добавлением 100 мкл буфера для 
экстракции, содержащем 50 мМ Трис-НС1 
(pH 6,5), 1 мМ ЭДТА, 100 мМ NaCl, 0,1 % 
Triton Х-100 [24]. Для защиты белков от про- 
теолитичекой деградации в буфер добавляли 
смесь ингибиторов протеаз (Р9599, «Sigma- 
Aldrich», США) в расчете 10 мкл/мл. Гомо
генат осаждали при 16 000 об/мин в тече
ние 30 мин при +4 °С на центрифуге Eppen
dorf centrifuge 5417R (ФРГ) и отбирали супер
натант. Количество белка в образцах измеряли 
с помощью метода Бредфорда [25]. Пробы, 
содержащие по 100 мкг тотального белка, а 
также проба, содержащая 100 нг бычьего лакто- 
феррина (L9507, «Sigma-Aldrich», США) (по
зитивный контроль), разделяли в 12%-ном поли
акриламидном геле в денатурирующих усло
виях [26] и переносили на нитроцеллюлоз
ную мембрану (RPN3032D, «GE Healthcare, 
Mickleton», США) при 250 мА. После переноса 
мембрану блокировали в течение ночи в 5%- 
ном обезжиренном сухом молоке в буфере 
TBS-T (20 мМ Трис-НС1, 15 мМ NaCl, 0,1 % 
Triton Х-100, pH 8) при 4 °С. Затем мембра
ну инкубировали с первичными кроличьими 
антителами против лактоферрина (1 : 15000) 
(«Merck Millipore», США) и вторичными анти- 
кроличьими козьими антителами, конъюгиро
ванными с пероксидазой хрена (1 : 5000) 
(А4914, «Sigma-Aldrich», США). Хемилюминес
ценцию фиксировали после обработки мемб
раны ECL буфером (0,1М Трис-НС1, pH 8,5, 
250 мМ люминола, 90 мМ кумаровой кисло
ты, 30 % Н20 2) для экспозиции в течение 1 мин 
с использованием аппарата ChemiDoc™ XRS+ 
(«BioRad», США). Результаты Вестерн блот- 
тинга анализировали с помощью программно
го обеспечения ImageLab™ 2.0.

Биотесты на устойчивость трансгенных рас
тений картофеля к фитопатогенам. Тест диф
фузии в агар. Из свежих тканей (стеблей и лис

тьев) трансгенных линий картофеля получали 
сок путем их измельчения, прессования и филь
трования. Полученные образцы дополнительно 
центрифугировали 10 мин при 14 500 об/мин на 
центрифуге Eppendorf MiniSpin (ФРГ), а так
же стерилизовали через мембранный фильтр с 
диаметром пор 0,45 мкм. Изучение ингибитор
ного влияния образцов сока [27], полученных 
из трансгенных растений, на рост бактерий 
R. solanacearum (возбудителя бактериальной 
гнили картофеля) и С. michiganensis subsp. sepe- 
donicus (возбудителя кольцевой гнили карто
феля) проводили с помощью метода диффу
зии в агар, описаного ранее [28]. Для этого 
использовали штаммы R. solanacearum АТСС 
11696 [29] и С. michiganensis Ас-1996 из Украин
ской коллекции микроорганизмов Иститута 
микробиологии и вирусологии Национальной 
академии наук Украины [30]. Тест диффузии 
в агар проводили путем внесения 100 мкл вы
ращенных в среде LB культур исследуемых 
штаммов бактерий (с оптической плотностью 
OD600 = 0,1) в чашки Петри диаметром 9 см 
со средой PDA [31]. Бактериальную суспен
зию распределяли с помощью стерильного 
стеклянного шпателя по поверхности среды, 
после чего помещали диски стерильной филь
тровальной бумаги диаметром 5 мм, и на них 
наносили по 20 мкл сока трансгенных расте
ний, а также сок контрольных растений (не
гативный контроль). Далее чашки Петри инку
бировали в течение 16 ч при 28 °С, после чего 
фиксировали наличие зон задержки роста во
круг дисков фильтровальной бумаги с соответ
ствующими образцами.

Оценка устойчивости к фитофторозу карто
феля методом заражения in vitro. Для оценки 
устойчивости картофеля к фитофторозу in vitro 
использовали изолят P. infestons, любезно пре
доставленный Институтом картофелеводства 
Национальной академии аграрных наук Украи
ны. Культуру P. infestons выращивали на среде 
PDA [31], дополненной 600 мг/л цефотаксима 
для элиминации возможной бактериальной кон
таминации изолята. Для определения уровня 
устойчивости трансгенных линий картофеля к 
фитофторозу, трансгенные и контрольные рас
тения высотой 10 см опрыскивали суспензией 
конидий (300 мкл) в концентрации 3,5 х Ю4/мл.
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Рис. 2. Результаты Д^гойас/егш/и-опосредованной трансформации эксплантов картофеля геном hLf. а—г — 
экспланты картофеля сортов Вернисаж, Свитанок Киевский, Левада и Зарево, соответственно, на среде 
МСК-С1 через 1 мес после трансформации; д~з — трансформированные побеги картофеля сортов Верни
саж, Свитанок Киевский, Левада и Зарево на среде МСК-С2 спустя 3 мес после трансформации; и — 
контрольное (нетрансгенное) растение картофеля сорта Зарево; к — трансгенное растение картофеля сорта 
Зарево in vivo. Масштаб: а—з — 1,5 см; и, к — 3 см

Для этого конидии смывали стерильной дис
тиллированной водой с чашек Петри, в кото
рых находилась 10-дневная культура P. infes
tons, подсчет их количества определяли с по
мощью камеры Горяева. Для выхода зооспор 
суспензию выдерживали 4 ч при 4 °С. Резуль
таты заражения наблюдали на 1-й, 4-й и 8-й 
дни эксперимента, регистрируя такие симпто
мы, как увядание, наличие пятен на листьях и 
стеблях, формирование мицелия. Устойчивость 
растений оценивали по 9-бальной шкале [32]: 
8—9 — отсутствие симптомов на стеблях и по
вреждения менее 5 % поверхности листьев; 6— 
7 — отсутствие симптомов на стеблях и по-в- 
реждение 5—25 % листьев; 4—5 — увядание 25 % 
стеблей и повреждение 25—50 % листьев; 2—3 — 
увядание 25-50 % стеблей и 50—75 % листьев; 
1 — повреждено более 75 % всего растения.

Статистическая обработка данных. Все экс
перименты повторяли не менее трех раз, по
лученные данные обрабатывали, используя про
граммный пакет Microsoft Office 2010.

Результаты и обсуждение. Трансформация кар
тофеля. С целью повышения устойчивости кар
тофеля к фитопатогенным бактериям и гри-

бам нами был осуществлен перенос гена лакто
феррина человека /г//в  геном сортов картофе
ля Вернисаж, Левада, Свитанок Киевский и 
Зарево с помощью метода Agrobactenum-опос
редованной трансформации. Сорта картофеля 
Вернисаж, Левада, Свитанок Киевский и За
рево — известные украинские сорта карто
феля, обладающие определенной устойчивос
тью к некоторым заболеваниям и вредителям 
[17, 33—35]. Эти сорта пригодны как для тех
нического (Вернисаж, Левада), так и столово
го употребления (Свитанок Киевский, Зарево) 
[17, 36].

После 2 недель культивирования и селек
ции на среде МСК-С1 на трансформирован
ных эксплантах картофеля появились регене
рировавшие побеги. В течение следующих 2 
недель культивирования в чашках Петри со 
средой МСК-С1 некоторые побеги замедляли 
рост, желтели и погибали (рис. 2, а— г). После 
1 мес селекции растения высотой 2—3 см с 
темно-зелеными листьями, полностью разви
тыми стеблями и корнями отделяли от экс
плантов и переносили в пробирки со средой 
МСК-С2 (рис. 2, д—з). Потом в течение 2 мес
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К+ М а б в г д е ж з

Рис. 3. Результаты ПЦР-анализа геномной ДНК 
трансгенных линий картофеля с использованием 
специфических праймеров к гену hLf. К+ — 
позитивный контроль (плазмида pBin35LF), М -  
маркер длин ДНК (GeneRuler 100 bp Plus (Ther- 
moScientific, США), а, в, д, ж — геномная ДНК 
контрольных (нетрансгенных) линий, б, г, е, з — 
амплификацированный фрагмент гена hL f размером 
734 п.о. в геномной ДНК трансгенных линий, а, б ~  
сорт Вернисаж; в, г — сорт Левада; д, е — сорт 
Свитанок Киевский; ж, з — сорт Зарево

растения культивировали на среде МСК-С2, 
содержащей канамицин в качестве селектив
ного агента (100 мг/л). Отобранные линии с 
нормальной морфологией, подобной таковой 
у контрольных (нетрансгенных) растений, пе
реносили на среду МСК-Р для дальнейшего 
их роста и развития. Затем растения анали
зировали с помощью метода ПЦР и Вестерн 
блоттинга для подтверждения стабильной ин
теграции гена hLf и идентификации белка 
лактоферрина в тканях трансгенных линий. Ли
нии, экспрессировавшие лактоферрин, были 
адаптированы к условиям in vivo (рис. 2, и, к).

ПЦР анализ трансгенных линий картофеля. 
Для подтверждения интеграции гена hLf в 
геном, 44 линии сорта Вернисаж, 26 линий сор
та Левада, 25 линий сорта Свитанок Киевский 
и 16 линий сорта Зарево, устойчивых к кана- 
мицину, анализировали с помощью ПЦР [17]. 
Интеграцию гена интереса обнаружили во всех 
4 сортах, использованных в ходе экспериментов 
(рис. 3).

Частота трансформации картофеля по ре
зультатам селекции составляла 24,2, 30,2, 24,5 
и 18,5 % (рис. 4, а), а эффективность транс
формации по результатам ПЦР была на уровне 
6,8, 3,8, 4 и 6,25 % (рис. 4, б) для сортов 
Вернисаж, Левада, Свитанок Киевский и За
рево, соответственно. В аналогичных исследо
ваниях эффективность трансформации карто
феля была показана на уровне 0,5—18,4 % [37] 
и 1,2—10,7 % [38], что сопоставимо с нашими 
результатами. В то же время некоторые авто
ры сообщают о гораздо более высокой эффек-

тивности -опосредованной транс
формации картофеля (до 68 %) с использова
нием сегментов стебля в качестве эксплантов 
[39, 40]. Был проведен ряд исследований по 
изучению влияния различных факторов на 
эффективность АргоЬаЛепит-опосредованной 
трансформации, среди которых были отмечены 
как наиболее важные генотип растительного 
организма, тип промоторов в плазмидных 
векторах, тип штаммов А. tumefaciens [41—44]. 
Очевидно, что для дальнейшего повышения 
эффективности АргоЬаМепит-опосрсшжлпнои 
трансформации картофеля можно дополни
тельно подбирать необходимые условия.

Вестерн блоттинг. Для подтверждения экс
прессии лактоферрина человека в трансген
ных линиях картофеля проводили Вестерн 
блоттинг с использованием специфических 
моноклональных антител к лактоферрину. 
В результате проведенного анализа в иссле
дованных образцах был обнаружен рекомби
нантный лактоферрин. Молекулярная масса 
идентифицированного белка находилась в пре
делах 80 кДа, что соответствует позитивному 
контролю (бычий лактоферрин), как это по
казано для трансгенной линии сорта Зарево 
на рис. 5. Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют не только о переносе и ин
теграции гена лактоферрина в геном иссле
дуемых сортов картофеля, а также о его экс
прессии в трансгенных линиях.

С помощью денситометрического анализа 
было установлено, что содержание лактофер
рина, к примеру, в одной из анализируемых 
трансгенных линий картофеля сорта Зарево 
(рис. 5) составляло 0,05 % от общего количес
тва тотального растворимого белка. Эти ре
зультаты сопоставимы с уровнями экспрессии 
лактоферрина человека в трансгенных расте
ниях люцерны, которые были получены с ис
пользованием аналогичной векторной конст
рукции с геном hLf, экспрессирующимся под 
контролем 35Б промотора [45]. Хотя уровни 
экспрессии рекомбинантного лактоферрина в 
различных видах растений существенно раз
личаются и даже могут быть выше значений, 
приведенных выше [46, 47], известно лишь 
одно аналогичное исследование по трансфор
мации картофеля геном лактоферрина под кон
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тролем Р2 промотора ауксин-индуцибельной 
манопинсинтазы и тандемного 358-промотора 
с уровнем содержания рекомбинантного бел
ка 0,01 % от общего количества тотального 
растворимого белка [48].

Биотесты на устойчивость картофеля к 
фитопатогенам. Тест диффузии в агар. Бакте
риостатическую активность сока трансгенных 
линий картофеля оценивали с использованием 
таких фитопатогенных бактерий, как R. sola- 
пасеагит штамм АТСС 11696 [28] и С. michi- 
ganensis. subsp. sepedonicus штамма Ac-1996 [29]. 
Следует отметить, что эти штаммы фитопа
тогенных бактерий являются карантинными 
микроорганизмами и находятся в списке регу
лируемых патогенов в Украине [49]. Результаты 
теста диффузии в агар при изучении транс
генной линии сорта Зарево представлены на 
рис. 6. При этом следует отметить, что сок 
нетрансгенных растений не оказывал замет
ного антибактериального эффекта на С. michi- 
ganensis (рис. 6, а) и R. solanacearum (рис. 6, б).

Зоны задержки роста бактерий были замет
ны возле дисков, на которые наносили свеже
изолированный сок трансгенных растений, что 
можно объяснить наличием рекомбинантного 
лактоферрина в образце, который обладает 
антибактериальной активностью (рис. 6, а, б). 
Полученные данные соответствуют результа
там, описанным ранее при изучении антибак
териальной активности экстрактов из транс
генных растений, экспрессирующих лактофер- 
рин человека. В частности, экспрессия лакто
феррина в растениях табака [50—52], риса [24, 
53—57], картофеля [48], томатов [58], жень
шеня [59], люцерны [45], груши [60] и др. 
приводила к ингибированию роста различных 
видов бактерий, таких как Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus sub til is, Pseud ото- 
nas syringae, Erwinia amylovora, и Ralstonia sola
nacearum. Полученные ранее линии картофеля, 
экспрессирующие ген hLf, продемонстрирова
ли антибактериальную активность тотального 
белка, выделенного из их клубней, против 
трех видов условно-патогенных для человека 
бактерий (Е. coli, S. aureus, Salmonella paratyphi) 
[48]. В нашей же работе впервые показано, что 
образцы, полученные из трансгенных линий 
картофеля, экспрессирующих лактоферрин, об-

Рис. 4. Частота (а) и эффективность (б) трансфор
мации используемых в работе сортов картофеля 
геном ЕЬ/

L1 К К+ М

95 кДа 

72 кДа

Рис. 5. Результаты идентификации рекомбинантного 
лактоферрина с помощью Вестерн блоттинга: L1 — 
трансгенная линия картофеля сорта Зарево, К — 
контрольное растение, К+ — бычий лактоферрин 
(позитивный контроль), М — маркеры молекулярной 
массы белков (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
ThermoFisher Scientific)

ладают антибактериальным эффектом по отно
шению к таким фитопатогенным бактериям, 
как 7?. 5о1апасеагит и С. michiganensis виЬзр.
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Рис. 6. Результаты изучения антибактериальной 
ак-тивности образцов контрольных и трансгенных 
ли-ний картофеля сорта Зарево: а — ингибирование 
роста С. michiganensis subsp. sepedonicus, б — инги
бирование роста R. solanacearunr, 1 — трансгенная 
линия, экспрессирующая ген hLf, 2 — контроль 
(нетрансгенная линия). Масштаб: 1 см

sepedonicus. Следовательно, такие линии кар
тофеля могут характеризоваться повышенной 
устойчивостью к болезням, вызванными дан
ными бактериями, in vivo.

Оценка устойчивости картофеля к фито- 
фторозу in vitro. Для исследования устойчивости 
трансгенных линий картофеля к P. infestons 
in vitro использовали по 10 трансгенных рас
тений, экспрессирующих лактоферрин, и по 10 
контрольных (нетрансгенных) растений кар
тофеля. Растения опрыскивали суспензией ко
нидий P. infestons в концентрации 3,5 х 104/мл 
после выхода зооспор. Эффекты заражения 
оценивали в течение 8 дней. На следующий 
день после инокуляции симптомы заражения 
отсутствовали как у трансгенных, так и у не
трансгенных растений (рис. 7, а, г). На 4-й 
день после инокуляции более 75 % листьев на 
контрольных растениях увядали, и возле их 
стеблей на питательной среде появился мице
лий, в то время как на трансгенных растениях 
лишь 25—50 % листьев были повреждены, в 
основном листья оставались темно-зелеными 
и непораженными, и на питательной среде у 
основания стебля трансгенных растений не 
развивался мицелий (рис. 7, б, д). На 8-й день 
после заражения все контрольные растения 
увядали и были полностью поражены грибом, 
в то время как поражение трансгенных рас
тений достигало лишь 50-75 %, а некоторые 
растения в условиях заражения продолжали 
расти и развиваться (рис. 7, в, е). Результаты 
оценки заражения in vitro нетрансгенных ли

ний картофеля сорта Зарево и линий, экс
прессировавших ген hLf свидетельствуют о по
вышении устойчивости трансгенных растений 
по сравнению с контрольными с 1 до 7 баллов 
по 9-балльной шкале (рис. 5, б, в, д, е).

Фунгицидная активность лактоферрина бы
ла показана в других исследованиях в усло
виях in vitro и in vivo против дрожжевых и 
мицелиальных грибов [50, 61—64]. Так, был 
показан фунгистатический эффект бычьего 
лактоферрина (bLf) при его экспрессии в ге
номах растений А. thaliana и N. tabacum против 
Rhizoctonia solani [61]; также был показан его 
антимикотический эффект против otrytis cine
rea при экспрессии hLf в N. tabacum [50] и 
против Fusarium graminearum при экспрессии в 
пшеницы [62]. В нашей работе впервые было 
продемонстрировано, что растения картофеля, 
экспрессирующие лактоферрин, обладают по
вышенной усточивостью к высоковирулент
ному фитопатогенному грибу Р. infestans.

Хотя сорт Зарево и обладает относительной 
устойчивостью к некоторым болезням [32—35], 
следует отметить, что фитофтороз каждый год 
причиняет убыток производителям на более, 
чем 3 млрд. долл. США [2, 65, 66]. Болезни 
растений, вызываемые бактериальными и гриб
ными патогенами, сложно поддаются конт
ролю из-за быстрых темпов появления новых 
высокопатогенных штаммов. Более того, гло
бализация и унификация мировой торговой 
политики, а также глобальные изменения кли
мата оказывают все возрастающее влияние на 
распространение фитопатогенов во все боль
ших масштабах [2, 65, 66]. Интенсивное разви
тие методов биотехнологии растений за по
следние 30 лет, а также изучение биохими
ческих и молекулярно-биологических механиз
мов взаимодействия растения с патогеном, 
предоставляет множество возможностей для по
вышения устойчивости к заболеваниям куль
турных растений [11—14].

В 1994 г. были опубликованы результаты 
первого исследования по переносу гена hLf в 
растительный геном [22]. В 1998 г. теми же 
авторами было показано значительное повы
шение устойчивости растений табака (N. taba
cum), экспрессирующих hLf к фитопатоген
ным бактериям [48]. С того времени проведе
но большое количество работ по переносу
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Рис. 7. Результаты биотеста на чувствительность картофеля сорта Зарево к P. infestons in vitro: а~в — 
контрольные линии, г~е — трансгенные линии, а, г — 1 день после заражения (day post-inoculation, dpi), 
б, д — 4 dpi, в, е — 8 dpi. Стрелка указывает на регенерировавший побег, не поврежденный P. infestons. 
Масштабная линейка: 1.5 см

гена лактоферрина в геномы разных видов 
культурных растений с целью улучшения ка
чества продуктов питания и повышения устой
чивости растений к фитопатогенам [15]. В пре
дыдущих исследованиях, посвященных экс
прессии лактоферрина в разных трансгенных 
растениях, была показана антимикробная и 
фунгицидная активность лактоферрина in vitro 
и in vivo против ряда видов бактерий и гри
бов, вызывающих болезни растений и человека 
[17, 24, 36, 45—48, 50—62]. Так, в работе [62] 
показано, что тотальный белковый экстракт из 
трансгенной пшеницы, экспрессирующей bLf 
оказывал фунгистатическое воздействие на 
F. graminearum, в работе [61] — такой же 
экстракт из трансгенных растений A. thaliana 
и N. tabacum,экспрессирующих bLf, ингиби
ровал рост гриба R. solani. В работах [24, 48, 
50—59] в опытах in vitro показана антибакте
риальная и фунгистатическая активность то
тального белкового экстракта из трансгенных 
растений картофеля, табака, женьшеня и риса,

экспрессирующих бычий, свиной, верблюжий 
и человеческий лактоферрин, против Е. coli, 
В. thuringiensis, S. aureus, Candida albicans и т.д. 
В работах, посвященных получению трансген
ного табака [48], а в работе [58] — генетически - 
модифицированных растений томата, экспрес
сирующих hLf было показано повышение ус
тойчивости трансгенных растений к R. sola- 
пасеатт. В работе [60] было подтверждено 
повышение устойчивости генетически модифи
цированной груши, несущей ген bLf к Е. ату- 
lovora, а также продемонстрирована устойчи
вость люцерны, трансформированной геном 
hLf к P. syringae и С. michiganensis [45].

В нашей работе было показано, что экс
прессия гена лактоферрина человека в карто
феле значительно повышает его устойчивость 
к бактериальным (С. michiganensis и R. sola- 
пасеагит) и грибному (P. infestons) патогенам. 
Данные результаты, также как и результаты 
приведенных выше исследований, указывают 
на перспективность использования технологии
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переноса гена лактоферрина для повышения 
устойчивости культурных растений к 
фитопатогенам.
Соответствие этическим стандартам. Насто
ящая статья не содержит каких-либо исследо
ваний с использованием организмов или ор
ганов людей и животных в качестве объектов. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об от
сутствии конфликта интересов. 
Финансирование. Это исследование не полу
чало финансирования от учреждений в госу
дарственном, коммерческом или некоммерчес
ком секторах.
Работа выполнена в рамках проекта «Исполь
зование гена лактоферрина для получения линий 
растений семейства Solanaceae, устойчивых к 
фитопатогенам» комплексной междисциплинар
ной программы исследований «Молекулярные и 
клеточные» Национальной академии наук Укра
ины (2015—2019 гг.) (№ государственной регис
трации — 0115U005021).
OBTAINING OF TRANSGENIC POTATO PLANTS 
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AND ANALYSIS OF THEIR RESISTANCE 
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The transfer of human lactoferrin gene was carried out 
into genomes of a number of potato (Solanum tu
berosum) varieties of Ukrainian selection with the use 
of Agrobacterium-mediated transformation. For this, the 
plasmid vector pBIN35LF was used carrying human 
lactoferrin gene hLf controlled by 35S promoter of 
Cauliflower mosaic virus (CaMV35S) and octopine 
synthase terminator, and a selective marker gene neo- 
mycinephpsphotransferase II conferring the resistance to 
kanamycin was used. As a result of selection, 44 lines of 
Vernisage cultivar, 26 lines of cv. Levada, 25 lines of cv. 
Svitanok Kyivskyi and 16 lines of cv. Zarevo resistant 
to 100 mg/1 of kanamycin were obtained. PCR and

Western blot analyses of transformed lines with specific 
primers to hLf gene and a monoclonal antibody against 
lactoferrin were performed to confirm the transgenic 
nature of selected tomato plants and hLf gene expression. 
The selected transgenic potato lines were tested on the 
resistance to bacterial and fungal phytopathogens. With 
the use of agar diffusion assay, the antibacterial effect 
of the juice of transgenic potato lines was established 
against phytopathogenic bacteria Ralstonia solanacearum 
(causing potato brown rot) and Clavibacter michiganensis 
subsp. sepedonicus (causing potato ring rot) was found. 
The resistance of transgenic potato plants to late blight 
was investigated by in vitro infection of plants with 
Phytophthora infestans isolate. As a result, the enhanced 
resistance to P. infestans of obtained transgenic potato 
lines was established compared to control. Thus, the 
obtained data show that transfer of hL f gene into potato 
genome enhance potato resistance to bacterial and fun
gal pathogens.

ОТРИМАННЯ ТРАНСГЕННИХ РОСЛИН 
КАРТОПЛІ, ЩО ЕКСПРЕСУЮТЬ 
ГЕН ЛАКТОФЕРИНУ ЛЮДИНИ,
ТА АНАЛІЗ ЇХ СТІЙКОСТІ ДО ФІТОПАТОГЕНІВ

А. Бузіашвілі, Л. Чередніченко, С. Кропивко,
Я. Блюм, А. Ємець

За використання Agrobacterium-on осе ред ко ва н ої
трансформації було здійснено перенесення гена 
лактоферина людини в геном ряда сортів картоплі 
(,Solanum tuberosum) української селекції (Вернісаж, 
Левада, Світанок Київський та Зарево). Для цього 
використовували плазмідний вектор pBIN35LF, 
який ніс ген лактоферина людини h L f під контро
лем 35S промотора віруса мозаїки цвітної капусти 
та термінатора октопінсинтази, а також селектив
ний маркерний ген неоміцинфосфотрансферази II 
(nptLL), що забезпечує стійкість до канаміцина. В 
результаті селекції були відібрані 44 лінії сорта Вер
нісаж, 26 ліній сорта Левада, 25 ліній сорта Світанок 
Київський та 16 ліній сорта Зарево, стійких до 
100 мг/л канаміцина. Інтеграція цільового гена в 
геном картоплі була підтверджена за допомогою 
метода полімеразної ланцюгової реакції за вико
ристання специфічних праймерів до гена hLf. Іден
тифікацію рекомбінатного лактоферина в тканинах 
трансгенних ліній проводили за допомогою Вес
терн блоттинга за використання специфічних моно- 
клональних антитіл проти лактоферину. Відібрані 
трансгенні лінії картоплі були протестовані на 
стійкість до бактеріальних та грибних фітопатогенів. 
За допомогою теста дифузії в агар було встановлено, 
що сік трансгенних ліній картоплі володіє анти
бактеріальним ефектом по відношенню до таких 
фітопатогенних бактерій, як Ralstonia solanacearum
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(збудник бактеріальної гнилі картоплі) та Clavibacter 
michiganensis subsp. sepedonicus (збудник кільцевої 
гнилі картоплі). Стійкість трансгенних ліній картоп
лі до фітофторозу досліджували шляхом зараження 
рослин in vitro ізолятом Phytophthora infestans. У ре
зультаті було встановлено підвищену стійкість у про
аналізованих трансгенних лініях картоплі до Р. in
festans у порівнянні з контролем. Таким чином, от
римані дані вказують на те, що перенос гена hLf в 
геном картоплі підвищує її стійкість до бактеріаль
них та грибних патогенів.
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