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Ñ ïîìîùüþ Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîð-
ìàöèè îñóùåñòâëåí ïåðåíîñ ãåíà ëàêòîôåððèíà ÷å-
ëîâåêà (hLf) â ãåíîì ðÿäà ñîðòîâ êàðòîôåëÿ (Sola-
num tuberosum) óêðàèíñêîé ñåëåêöèè (Âåðíèñàæ, Ëå-
âàäà, Ñâèòàíîê Êèåâñêèé è Çàðåâî). Äëÿ ýòîãî èñ-
ïîëüçîâàëè ïëàçìèäíûé âåêòîð pBIN35LF, íåñóùèé
ãåí hLf ïîä êîíòðîëåì 35S ïðîìîòîðà âèðóñà ìîçà-
èêè öâåòíîé êàïóñòû è òåðìèíàòîðà îêòîïèíñèí-
òàçû, à òàêæå ñåëåêòèâíûé ìàðêåðíûé ãåí íåîìè-
öèíôîñôîòðàíñôåðàçû ²² (nptII), îáåñïå÷èâàþùèé óñ-
òîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó. Â ðåçóëüòàòå ñåëåêöèè áûëè 
îòîáðàíû 44 ëèíèè ñîðòà Âåðíèñàæ, 26 ëèíèé ñîðòà 
Ëåâàäà, 25 ëèíèé ñîðòà Ñâèòàíîê Êèåâñêèé è 16 ëèíèé 
ñîðòà Çàðåâî, óñòîé÷èâûõ ê 100 ìã/ë êàíàìèöèíó. 
Èíòåãðàöèÿ öåëåâîãî ãåíà â ãåíîì êàðòîôåëÿ áûëà 
ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàê-
öèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ê ãåíó 
hLf. Èäåíòèôèêàöèþ ðåêîìáèíàòíîãî ëàêòîôåððèíà 
â òêàíÿõ òðàíñãåííûõ ëèíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ 
Âåñòåðí áëîòòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ 
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ëàêòîôåððèíó. Îòîáðàí-
íûå òðàíñãåííûå ëèíèè êàðòîôåëÿ áûëè ïðîòåñòè-
ðîâàíû íà óñòîé÷èâîñòü ê áàêòåðèàëüíûì è ãðèáíîìó 
ôèòîïàòîãåíàì. Ñ ïîìîùüþ òåñòà äèôôóçèè â àãàð 
óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîê òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ 
îáëàäàåò àíòèáàêòåðèàëüíûì ýôôåêòîì ïî îòíîøå-
íèþ ê òàêèì ôèòîïàòîãåííûì áàêòåðèÿì, êàê Ral-
stonia solanacearum (âîçáóäèòåëü áàêòåðèàëüíîé ãíèëè 
êàðòîôåëÿ) è Clavibacter michiganensis subsp. sepedoni-

cus (âîçáóäèòåëü êîëüöåâîé ãíèëè êàðòîôåëÿ). Óñòîé-
÷èâîñòü òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ ê ôèòî-
ôòîðîçó èçó÷àëè ïóòåì çàðàæåíèÿ ðàñòåíèé in vitro
èçîëÿòîì Phytophthora infestans. Â ðåçóëüòàòå áûëà
óñòàíîâëåíà ïîâûøåííàÿ óñòîé÷èâîñòü â ïðîàíàëèçè-
ðîâàííûõ òðàíñãåííûõ ëèíèÿõ êàðòîôåëÿ ê P. infestans 
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå 
äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïåðåíîñ ãåíà hLf â ðàñòåíèÿ 
êàðòîôåëÿ ïîâûøàåò èõ óñòîé÷èâîñòü ê áàêòåðèàëü-
íûì è ãðèáíûì ïàòîãåíàì.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãåí ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà, ãåíå-
òè÷åñêàÿ òðàíñôîðìàöèÿ, Solanum tuberosum, Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus, Ralstonia sola-
nacearum, Phytophthora infestans.

Ââåäåíèå. Ñðåäè âûðàùèâàåìûõ îâîùíûõ êóëü-
òóð êàðòîôåëü çàíèìàåò îäíî èç îñíîâíûõ 
ïîëîæåíèé íà ìèðîâîì ðûíêå, ïðè ýòîì Óê-
ðàèíà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âåäóùèõ ñòðàí-ïðî-
èçâîäèòåëåé ýòîé êóëüòóðû. Â ÷àñòíîñòè, â 2011–
2015 ãã. ñðåäíåãîäîâîé óðîæàé êàðòîôåëÿ â Óê-
ðàèíå ïðåâûøàë 20 ìëí. ò, äàííûé ïîêàçàòåëü 
áûë âûøå òîëüêî â Êèòàå, Èíäèè è Ðîññèè 
[1], â òî âðåìÿ êàê â 2017 ã. âàëîâûé óðîæàé 
êàðòîôåëÿ â íàèáîëüøèõ ñòðàíàõ-ýêñïîðòåðàõ 
Åâðîïû ñîñòàâëÿë: â Ãåðìàíèè – 11,7 ìëí. ò, 
âî Ôðàíöèè – 8,5 ìëí. ò è 9 ìëí. ò â Ïîëü-
øå [2]. Èçâåñòíî, ÷òî âûðàùèâàíèå êàðòîôåëÿ 
ñâÿçàíî ñ âûñîêèì ðèñêîì çàðàæåíèÿ ôèòî-
ïàòîãåíàìè. Âûñîêîé ïîäâåðæåííîñòè çàáî-
ëåâàíèÿì êàðòîôåëÿ ñïîñîáñòâóåò ãóñòàÿ ïëîò-
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íîñòü ïîñàäêè è ãåíåòè÷åñêàÿ îäíîðîäíîñòü 
äàííîé êóëüòóðû, êîòîðóþ ðàçìíîæàþò ïðåè-
ìóùåñòâåííî âåãåòàòèâíûì ñïîñîáîì. Îáðàòíîé
ñòîðîíîé ñåëåêöèè íà óëó÷øåíèå ïèùåâûõ 
êà÷åñòâ êàðòîôåëÿ ÿâëÿåòñÿ åãî ïîâûøåííàÿ 
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ôèòîïàòîãåíàì. Ïîñêîëüêó
êàðòîôåëü íàðÿäó ñ äðóãèìè ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûìè êóëüòóðàìè íàèáîëåå ïîäâåðæåí çàðà-
æåíèþ áàêòåðèàëüíûìè è ãðèáíûìè ïàòîãå-
íàìè, øèðîêî ïðàêòèêóþòñÿ ìåòîäû õèìè÷åñ-
êîé çàùèòû äàííûõ êóëüòóð ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ïåñòèöèäîâ [3, 4]. Ïåðå÷èñëåííûå ôàêòîðû 
ïðîâîöèðóþò âûñîêèå òåìïû óñèëåíèÿ àãðåñ-
ñèâíîñòè ôèòîïàòîãåíîâ ïóòåì ôîðìèðîâàíèÿ 
èõ óñòîé÷èâîñòè ê ïåñòèöèäàì. Ëó÷øèé ñïî-
ñîá óïðåæäåíèÿ óãðîçû çàðàæåíèÿ êàðòîôåëÿ 
ôèòîïàòîãåíàìè – ïîëó÷åíèå íîâûõ óñòîé-
÷èâûõ ê ôèòîïàòîãåíàì åãî ëèíèé è ñîðòîâ 
ìåòîäàìè òðàäèöèîííîé ñåëåêöèè èëè ñ ïî-
ìîùüþ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïîäõîäîâ. Ïîýòî-
ìó íà ñåãîäíÿøíèé äåíü àêòóàëüíîé çàäà÷åé 
ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå ñîðòîâ êàðòîôåëÿ íîâîãî 
ïîêîëåíèÿ, ñî÷åòàþùèõ âûñîêóþ óðîæàéíîñòü, 
àäàïòèâíîñòü ê êëèìàòè÷åñêèì óñëîâèÿì è 
êîìïëåêñíóþ óñòîé÷èâîñòü ê áîëåçíÿì [3–5].

Ê íàèáîëåå îïàñíûì áàêòåðèàëüíûì ïàòî-
ãåíàì êàðòîôåëÿ îòíîñÿòñÿ Clavibacter michi-
ganensis subsp. sepedonicus è Ralstonia solana-
cearum, ïîâðåæäàþùèå â Óêðàèíå äî 25–30 % 
óðîæàÿ ýòîé êóëüòóðû, âûçûâàÿ òàêèå çàáîëåâà-
íèÿ, êàê êîëüöåâàÿ è êîðè÷íåâàÿ ãíèëü [6–9]. 
Êðîìå áàêòåðèàëüíûõ çàáîëåâàíèé, êàðòîôåëü 
ïîäâåðæåí çàðàæåíèþ ãðèáíûìè ïàòîãåíàìè, 
ñðåäè êîòîðûõ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì 
ÿâëÿåòñÿ Phytophthora infestans, âûçûâàþùèì 
ôèòîôòîðîç. Ê ïðèìåðó, â ïåðèîä ñ 2014 ïî 
2017 ãã., áîëåå 91,5 % ïëîùàäåé, íà êîòîðûõ 
âûðàùèâàëñÿ êàðòîôåëü â Óêðàèíå, áûëè ïîâ-
ðåæäåíû òàêèìè ãðèáíûìè çàáîëåâàíèÿìè, êàê 
ôèòîôòîðîç è àëüòåðíàðèîç [6, 10].

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èñïîëüçîâàíèå ìåòî-
äîâ ãåííîé èíæåíåðèè ïîçâîëÿåò ïåðåíîñèòü 
îïðåäåëåííûå öåëåâûå ãåíû â ðàñòèòåëüíûé 
ãåíîì, â ÷àñòíîñòè, è â ãåíîì êàðòîôåëÿ, äëÿ 
ïîâûøåíèÿ åãî óñòîé÷èâîñòè ê ôèòîïàòîãåíàì 
[11–14]. Îäèí èç òàêèõ ãåíîâ-èíòåðåñà – ãåí
ëàêòîôåððèíà [15]. Ëàêòîôåððèí – ýòî ãëèêî-
ïðîòåèí èç ñåìåéñòâà òðàíñôåððèíîâ, ñîäåðæà-
ùèéñÿ â ñåêðåòîðíûõ æèäêîñòÿõ ìëåêîïèòà-
þùèõ – ìîëîêå, ñëþíå, æåë÷è, ñëåçàõ è äð. 

Ýòîò áåëîê ñïîñîáåí ñâÿçûâàòü è ïåðåíîñèòü 
èîíû æåëåçà; êðîìå òîãî, îí ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ 
íåñïåöèôè÷åñêîãî ïðèðîäíîãî èììóíèòåòà ÷å-
ëîâåêà. Áëàãîäàðÿ ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòüñÿ ñ 
ëèïîïîëèñàõàðèäàìè êëåòî÷íîé ñòåíêè áàêòå-
ðèé è ãðèáîâ ëàêòîôåððèíó õàðàêòåðíà àíòè-
áàêòåðèàëüíàÿ è ôóíãèöèäíàÿ àêòèâíîñòü; òàêæå
áûëà ïîêàçàíà àíòèâèðóñíàÿ, àíòèïðîòîçîéíàÿ 
è ïðîòèâîðàêîâàÿ àêòèâíîñòü ëàêòîôåððèíà 
in vitro [15]. Ðàíåå áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà 
ñïîñîáíîñòü ëàêòîôåððèíà ïîâûøàòü óñòîé÷è-
âîñòü ðàñòåíèé ê íåêîòîðûì ôèòîïàòîãåíàì 
ïðè åãî ïåðåíîñå è ýêñïðåññèè â òðàíñãåííûõ 
ëèíèÿõ íåêîòîðûõ âèäîâ ðàñòåíèé [15]. 

Ïîýòîìó öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûë ïåðå-
íîñ ãåíà ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà hLf â ãåíîì 
ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Agro-
bacterium-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè è
èçó÷åíèå óñòîé÷èâîñòè ïîëó÷åííûõ òðàíñãåí-
íûõ ëèíèé ê áàêòåðèàëüíûì (C. michiganensis 
subsp. sepedonicus, R. solanacearum) è ãðèáíîìó 
P. infestans (Mont.) de Bary) ôèòîïàòîãåíàì.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Ðàñòèòåëüíûé ìàòå-
ðèàë. Â êà÷åñòâå èñõîäíîãî ìàòåðèàëà äëÿ ãå-
íåòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè èñïîëüçîâàëè ñîðòà
êàðòîôåëÿ Âåðíèñàæ, Ëåâàäà, Ñâèòàíîê Êèåâ-
ñêèé è Çàðåâî, ñîçäàííûå è ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåííûå Èíñòèòóòîì êàðòîôåëåâîäñòâà Íà-
öèîíàëüíîé àêàäåìèè àãðàðíûõ íàóê Óêðàèíû. 
Äëÿ ìèêðîêëîíàëüíîãî ðàçìíîæåíèÿ êàðòî-
ôåëÿ èñïîëüçîâàëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ÌÑÊ, 
ñîäåðæàùåé ìèêðî- è ìàêðîñîëè Ìóðàøèãå-
Ñêóãà (ÌÑ) (4,3 ã/ë) [16], 10 ã/ë ñàõàðîçû,
0,8 ìã/ë ïèðèäîêñèíà, 2 ìã/ë òèàìèíà, 10 ã/ë 
àãàðà, ðÍ 5,7. 

Agrobacterium-îïîñðåäîâàííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ 
êàðòîôåëÿ ãåíîì ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà. Òðàíñ-
ôîðìàöèþ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ ïðîâîäèëè â 
ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäîì, îïèñàííûì â ðàáîòå 
[17] ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Äëÿ ýòîãî 
èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäíûé âåêòîð pBIN35LF, 
íåñóùèé ãåí ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà hLf ïîä 
êîíòðîëåì 35S ïðîìîòîðà âèðóñà ìîçàèêè öâåò-
íîé êàïóñòû (P35S) è òåðìèíàòîðà îêòîïèí-
ñèíòàçû, à òàêæå ñåëåêòèâíûé ìàðêåðíûé ãåí
íåîìèöèíôîñôîòðàíñôåðàçû ²² (nptII), îáåñ-
ïå÷èâàþùèé óñòîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó. Äàí-
íàÿ ïëàçìèäà áûëà ñòàáèëüíî èíòåãðèðîâàíà â 
ñóïåðâèðóëåíòíûé øòàìì A. tumefaciens EHA 
105 [17]. 
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Â êà÷åñòâå ýêñïëàíòîâ äëÿ òðàíñôîðìàöèè 
èñïîëüçîâàëè ìåæäîóçëèÿ ïîáåãîâ, ñîäåðæàùèå
1–2 áîêîâûå ïî÷êè. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå 
èñïîëüçîâàëè ïî 30–60 ýêñïëàíòîâ. Êëåòêè 
àãðîáàêòåðèè íàðàùèâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 
28 °C íà îðáèòàëüíîì øåéêåðå ELMI S-3M A10 
(ELMI Ltd., Ëàòâèÿ) (ñêîðîñòü âðàùåíèÿ 130 
îá/ìèí) â 20 ìë ñðåäû LB [18] ñ äîáàâëåíèåì 
100 ìã/ë êàíàìèöèíà è 50 ìã/ë ðèôàìïèöèíà. 
Èíîêóëÿöèþ ýêñïëàíòîâ ñóñïåíçèåé àãðîáàê-
òåðèè c îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ OD600 = 600 
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí â ïðèñóòñòâèè 
0,15 ìM àöåòîñèðèíãîíà. Äàëåå ýêñïëàíòû 
ïðîñóøèâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí íà ñòåðèëüíîé 
ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãå è ïîìåùàëè íà ÷àøêè 
Ïåòðè ñî ñðåäîé MÑK-Ê (â ñîñòàâ êîòîðîé 
âõîäèëè 4,3 ã/ë ìèêðî- è ìàêðîñîëåé ÌÑ 
[16], 30 ã/ë ñàõàðîçû, 100 ìã/ë ìèî-èíîçèòî-
ëà, 0,5 ìã/ë ïèðèäîêñèíà, 0,5 ìã/ë íèêîòèíî-
âîé êèñëîòû, 1 ìã/ë òèàìèíà, 2 ìã/ë ãëèöèíà, 
0,5 ìã/ë ÁÀÏ, 0,25 ìã/ë 2,4-Ä, 8 ã/ë àãàðà, ðÍ 
5,7) äëÿ êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àãðîáàêòåðèåé â
òå÷åíèå 16 ÷. Ïîñëå êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýêñ-
ïëàíòû ïåðåíîñèëè íà ñðåäó ÌÑÊ-Ñ1, ñîñòàâ
êîòîðûé áûë èäåíòè÷åí ñðåäå ÌÑÊ-Ê, äî-
ïîëíåííîé 100 ìã/ë êàíàìèöèíà (äëÿ ñåëåêöèè 
òðàíñãåííûõ ëèíèé) è 600 ìã/ë öåôîòàêñèìà
(äëÿ ýëèìèíàöèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê â ñðå-
äå). Ïîñëå 1-ãî ìåñÿöà ñåëåêöèè íà ñðåäå 
MÑK-Ñ1 ðåãåíåðèðîâàâøèå ðàñòåíèÿ âûñîòîé
2–3 ñì ñ ðàçâèòûìè ëèñòüÿìè, ñòåáëÿìè è êîð-
íÿìè îòäåëÿëè îò ýêñïëàíòîâ è ïåðåíîñèëè â
20 ñì ïðîáèðêè ñî ñðåäîé MÑK-Ñ2, ñîñòàâ
êîòîðîé èäåíòè÷íûé ñðåäå MÑK, íî ñ äîáàâ-
ëåíèåì 100 ìã/ë êàíàìèöèíà è 600 ìã/ë öåôî-
òàêñèìà. Ñåëåêöèþ íà ñðåäå ÌÑÊ-Ñ2 ïðîâî-
äèëè â òå÷åíèå 2-õ ìåñÿöåâ äëÿ îáåñïå÷åíèÿ 
ñòàáèëüíîé èíòåãðàöèè ãåíà hLf è èñêëþ÷åíèÿ 
íåòðàíñãåííûõ ëèíèé. ×àñòîòó òðàíñôîðìà-
öèè êàðòîôåëÿ îïðåäåëÿëè êàê ñîîòíîøåíèå 
êîëè÷åñòâà ýêñïëàíòîâ, íà êîòîðûõ ðåãåíåðè-
ðîâàëè ïîáåãè â óñëîâèÿõ ñåëåêòèâíîãî äàâëå-

íèÿ, ê îáùåìó êîëè÷åñòâó ýêñïëàíòîâ, âçÿòûõ
äëÿ òðàíñôîðìàöèè, óìíîæåííîå íà 100 % 
[19]. Ïîñëå ýòîãî óñòîé÷èâûå ê êàíàìèöèíó 
ïîáåãè ïåðåíîñèëè íà ñðåäó MÑK-Ð (íà îñ-
íîâå ñðåäû MÑK ñ äîáàâëåíèåì 600 ìã/ë 
öåôîòàêñèìà) è ñïóñòÿ 1 ìåñÿö êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ïðîâîäèëè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé 
(ÏÖÐ) è áèîõèìè÷åñêèé (Âåñòåðí áëîòòèíã ãèá-
ðèäèçàöèÿ) àíàëèçû äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàáèëü-
íîé èíòåãðàöèè ãåíà hLf â ãåíîìå îòîáðàííûõ 
ëèíèé è èäåíòèôèêàöèè ëàêòîôåððèíà â íèõ, 
êàê ðåçóëüòàò ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííîãî ãåíà 
hLf. Ïðîàíàëèðîâàííûå òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ 
äàëåå âûñàæèâàëè â ãîðøêè äèàìåòðîì 15 ñì 
â ïî÷âó äëÿ àäàïòàöèè â óñëîâèÿõ in vivo â 
òåïëèöå. 

ÏÖÐ-àíàëèç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé êàðòîôå-
ëÿ. Ãåíîìíóþ ÄÍÊ èç 200–300 ìã òêàíè (ïîáå-
ãîâ è ëèñòüåâ) òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé âûäåëÿ-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì öåòèëòðèìåòèëàììîíèé
áðîìèäà (ÖÒÀÁ ìåòîä) [20]. Íàëè÷èå ãåíà ëàêòî-
ôåððèíà â òðàíñãåííûõ ëèíèÿõ îïðåäåëÿëè ïó-
òåì àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòà ðàçìåðîì 734 ï.î.
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ê 
ãåíó hLf: GLF (5�-TGTCTTCCTCGTCCTGC-
TGTTCC-3�) è GLR (5�-CATACTCGTCCCT-
TTCAGCCTCG-3�) [21]. Â ñîñòàâ ðåàêöèîííîé 
ñìåñè îáúåìîì 25 ìêë âõîäèëè 100 íã ãåíîìíîé 
ÄÍÊ, 5×áóôåð äëÿ Taq ïîëèìåðàçû, áóôåð, ñî-
äåðæàùèé Mg 2+ (Helicon), 0,2 ìêM êàæäîãî 
ïðàéìåðà, 200 ìêM êàæäîãî äÍÒÔ, è 0,5 U Taq 
ïîëèìåðàçû («Fermentas», Lithuania). ÏÖÐ ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àìïëèôèêàòîðà PCR
Applied Biosystem 2720 Thermocycler (ÑØÀ) 
ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: ïåðâè÷íàÿ äåíàòóðà-
öèÿ 3 ìèí ïðè 94 °C; 40 öèêëîâ ïî 30 ñ
ïðè 94 °C, 30 ñ ïðè 62 °C, 1 ìèí ïðè 72 °C; 
îêîí÷àòåëüíûé ñèíòåç 7 ìèí ïðè 72 °C [17]. 
Ïðîäóêòû ðåàêöèè ðàçäåëÿëè â 1%-íîì àãà-
ðîçíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè áðîìèñòîãî ýòèäèÿ. 
Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè ïî ðåçóëüòà-
òàì ÏÖÐ àíàëèçà îïðåäåëÿëè êàê ñîîòíîøå-

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà ôðàãìåíòà T-ÄÍÊ ïëàçìèäíîãî âåêòîðà pBin35LF LB è RB – ëåâàÿ è ïðàâàÿ ãðàíèöû 
Ò-ÄÍÊ, OscT – òåðìèíàòîð îêòîïèíñèíòàçû, hLf – ãåí ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà, P35S – 35S ïðîìîòîð âèðóñà 
ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû, Pnos – ïðîìîòîð íîïàëèíñèíòàçû, nptII – ãåí íåîìèöèíôîñôîòðàíñôåðàçû, 
T35S – 35S òåðìèíàòîð âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû 



6 ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2020. Ò. 54. ¹ 3

À. Áóçèàøâèëè, Ë. ×åðåäíè÷åíêî, Ñ. Êðîïèâêî è äð.

íèå êîëè÷åñòâà ÏÖÐ-ïîçèòèâíûõ òðàíñãåííûõ 
ðàñòåíèé ê îáùåìó êîëè÷åñòâó êàíàìèöèí-
óñòîé÷èâûõ ðàñòåíèé, óìíîæåííîå íà 100 % [22].

Âåñòåðí áëîòòèíã. Òîòàëüíóþ ôðàêöèþ áåë-
êà èç íàäçåìíûõ òêàíåé (ìàññîé 1 ã) ÏÖÐ-
ïîçèòèâíûõ ðàñòåíèé ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìå-
òîäèêè [23] ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. 
Ðàñòèòåëüíûå òêàíè ãîìîãåíèçèðîâàëè â æèä-
êîì àçîòå ñ äîáàâëåíèåì 100 ìêë áóôåðà äëÿ
ýêñòðàêöèè, ñîäåðæàùåì 50 ìM Òðèñ-HCl 
(pH 6,5), 1 ìM ÝÄTA, 100 ìM NaCl, 0,1 %
Triton X-100 [24]. Äëÿ çàùèòû áåëêîâ îò ïðî-
òåîëèòè÷åêîé äåãðàäàöèè â áóôåð äîáàâëÿëè 
ñìåñü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (P9599, «Sigma-
Aldrich», ÑØÀ) â ðàñ÷åòå 10 ìêë/ìë. Ãîìî-
ãåíàò îñàæäàëè ïðè 16 000 îá/ìèí â òå÷å-
íèå 30 ìèí ïðè +4 °Ñ íà öåíòðèôóãå Eppen-
dorf centrifuge 5417R (ÔÐÃ) è îòáèðàëè ñóïåð-
íàòàíò. Êîëè÷åñòâî áåëêà â îáðàçöàõ èçìåðÿëè 
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Áðåäôîðäà [25]. Ïðîáû,
ñîäåðæàùèå ïî 100 ìêã òîòàëüíîãî áåëêà, à
òàêæå ïðîáà, ñîäåðæàùàÿ 100 íã áû÷üåãî ëàêòî-
ôåððèíà (L9507, «Sigma-Aldrich», ÑØÀ) (ïî-
çèòèâíûé êîíòðîëü), ðàçäåëÿëè â 12%-íîì ïîëè-
àêðèëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëî-
âèÿõ [26] è ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîç-
íóþ ìåìáðàíó (RPN3032D, «GE Healthcare, 
Mickleton», ÑØÀ) ïðè 250 ìA. Ïîñëå ïåðåíîñà 
ìåìáðàíó áëîêèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â 5%-
íîì îáåçæèðåííîì ñóõîì ìîëîêå â áóôåðå
TBS-T (20 ìM Òðèñ-HCl, 15 ìM NaCl, 0,1 % 
Triton X-100, pH 8) ïðè 4 °C. Çàòåì ìåìáðà-
íó èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè êðîëè÷üèìè 
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ëàêòîôåððèíà (1 : 15000) 
(«Merck Millipore», ÑØÀ) è âòîðè÷íûìè àíòè-
êðîëè÷üèìè êîçüèìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðî-
âàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (1 : 5000)
(A4914, «Sigma-Aldrich», ÑØÀ). Õåìèëþìèíåñ-
öåíöèþ ôèêñèðîâàëè ïîñëå îáðàáîòêè ìåìá-
ðàíû ECL áóôåðîì (0,1Ì Òðèñ-HCl, ðÍ 8,5, 
250 ìM ëþìèíîëà, 90 ìM êóìàðîâîé êèñëî-
òû, 30 % H2O2) äëÿ ýêñïîçèöèè â òå÷åíèå 1 ìèí 
ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà ChemiDoc™ XRS+ 
(«BioRad», ÑØÀ). Ðåçóëüòàòû Âåñòåðí áëîò-
òèíãà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíî-
ãî îáåñïå÷åíèÿ ImageLabTM 2.0.

Áèîòåñòû íà óñòîé÷èâîñòü òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé êàðòîôåëÿ ê ôèòîïàòîãåíàì. Òåñò äèô-
ôóçèè â àãàð. Èç ñâåæèõ òêàíåé (ñòåáëåé è ëèñ-

òüåâ) òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ ïîëó÷àëè
ñîê ïóòåì èõ èçìåëü÷åíèÿ, ïðåññîâàíèÿ è ôèëü-
òðîâàíèÿ. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû äîïîëíèòåëüíî 
öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 14 500 îá/ìèí íà 
öåíòðèôóãå Epðendorf MiniSpin (ÔÐÃ), à òàê-
æå ñòåðèëèçîâàëè ÷åðåç ìåìáðàííûé ôèëüòð ñ 
äèàìåòðîì ïîð 0,45 ìêì. Èçó÷åíèå èíãèáèòîð-
íîãî âëèÿíèÿ îáðàçöîâ ñîêà [27], ïîëó÷åííûõ 
èç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, íà ðîñò áàêòåðèé
R. solanacearum (âîçáóäèòåëÿ áàêòåðèàëüíîé 
ãíèëè êàðòîôåëÿ) è C. michiganensis subsp. sepe-
donicus (âîçáóäèòåëÿ êîëüöåâîé ãíèëè êàðòî-
ôåëÿ) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà äèôôó-
çèè â àãàð, îïèñàíîãî ðàíåå [28]. Äëÿ ýòîãî 
èñïîëüçîâàëè øòàììû R. solanacearum ATCC 
11696 [29] è C. michiganensis Ac-1996 èç Óêðàèí-
ñêîé êîëëåêöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ Èñòèòóòà 
ìèêðîáèîëîãèè è âèðóñîëîãèè Íàöèîíàëüíîé 
àêàäåìèè íàóê Óêðàèíû [30]. Òåñò äèôôóçèè 
â àãàð ïðîâîäèëè ïóòåì âíåñåíèÿ 100 ìêë âû-
ðàùåííûõ â ñðåäå LB êóëüòóð èññëåäóåìûõ 
øòàììîâ áàêòåðèé (ñ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ 
OD600 = 0,1) â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 9 ñì 
ñî ñðåäîé PDA [31]. Áàêòåðèàëüíóþ ñóñïåí-
çèþ ðàñïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòåðèëüíîãî 
ñòåêëÿííîãî øïàòåëÿ ïî ïîâåðõíîñòè ñðåäû, 
ïîñëå ÷åãî ïîìåùàëè äèñêè ñòåðèëüíîé ôèëü-
òðîâàëüíîé áóìàãè äèàìåòðîì 5 ìì, è íà íèõ 
íàíîñèëè ïî 20 ìêë ñîêà òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèé, à òàêæå ñîê êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé (íå-
ãàòèâíûé êîíòðîëü). Äàëåå ÷àøêè Ïåòðè èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè 28 °Ñ, ïîñëå ÷åãî 
ôèêñèðîâàëè íàëè÷èå çîí çàäåðæêè ðîñòà âî-
êðóã äèñêîâ ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè ñ ñîîòâåò-
ñòâóþùèìè îáðàçöàìè.

Îöåíêà óñòîé÷èâîñòè ê ôèòîôòîðîçó êàðòî-
ôåëÿ ìåòîäîì çàðàæåíèÿ in vitro. Äëÿ îöåíêè 
óñòîé÷èâîñòè êàðòîôåëÿ ê ôèòîôòîðîçó in vitro
èñïîëüçîâàëè èçîëÿò P. infestans, ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåííûé Èíñòèòóòîì êàðòîôåëåâîäñòâà 
Íàöèîíàëüíîé àêàäåìèè àãðàðíûõ íàóê Óêðàè-
íû. Êóëüòóðó P. infestans âûðàùèâàëè íà ñðåäå
PDA [31], äîïîëíåííîé 600 ìã/ë öåôîòàêñèìà 
äëÿ ýëèìèíàöèè âîçìîæíîé áàêòåðèàëüíîé êîí-
òàìèíàöèè èçîëÿòà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ 
óñòîé÷èâîñòè òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ ê 
ôèòîôòîðîçó, òðàíñãåííûå è êîíòðîëüíûå ðàñ-
òåíèÿ âûñîòîé 10 ñì îïðûñêèâàëè ñóñïåíçèåé 
êîíèäèé (300 ìêë) â êîíöåíòðàöèè 3,5 × 104/ìë.
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Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà

Äëÿ ýòîãî êîíèäèè ñìûâàëè ñòåðèëüíîé äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäîé ñ ÷àøåê Ïåòðè, â êîòî-
ðûõ íàõîäèëàñü 10-äíåâíàÿ êóëüòóðà P. infes-
tans, ïîäñ÷åò èõ êîëè÷åñòâà îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ êàìåðû Ãîðÿåâà. Äëÿ âûõîäà çîîñïîð 
ñóñïåíçèþ âûäåðæèâàëè 4 ÷ ïðè 4 °C. Ðåçóëü-
òàòû çàðàæåíèÿ íàáëþäàëè íà 1-é, 4-é è 8-é 
äíè ýêñïåðèìåíòà, ðåãèñòðèðóÿ òàêèå ñèìïòî-
ìû, êàê óâÿäàíèå, íàëè÷èå ïÿòåí íà ëèñòüÿõ è 
ñòåáëÿõ, ôîðìèðîâàíèå ìèöåëèÿ. Óñòîé÷èâîñòü 
ðàñòåíèé îöåíèâàëè ïî 9-áàëüíîé øêàëå [32]: 
8–9 – îòñóòñòâèå ñèìïòîìîâ íà ñòåáëÿõ è ïî-
âðåæäåíèÿ ìåíåå 5 % ïîâåðõíîñòè ëèñòüåâ; 6–
7 – îòñóòñòâèå ñèìïòîìîâ íà ñòåáëÿõ è ïî-â-
ðåæäåíèå 5–25 % ëèñòüåâ; 4–5 – óâÿäàíèå 25 % 
ñòåáëåé è ïîâðåæäåíèå 25–50 % ëèñòüåâ; 2–3 – 
óâÿäàíèå 25–50 % ñòåáëåé è 50–75 % ëèñòüåâ; 
1 – ïîâðåæäåíî áîëåå 75 % âñåãî ðàñòåíèÿ.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ. Âñå ýêñ-
ïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè íå ìåíåå òðåõ ðàç, ïî-
ëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè, èñïîëüçóÿ ïðî-
ãðàììíûé ïàêåò Microsoft Office 2010. 

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå. Òðàíñôîðìàöèÿ êàð-
òîôåëÿ. Ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ óñòîé÷èâîñòè êàð-
òîôåëÿ ê ôèòîïàòîãåííûì áàêòåðèÿì è ãðè-

áàì íàìè áûë îñóùåñòâëåí ïåðåíîñ ãåíà ëàêòî-
ôåððèíà ÷åëîâåêà hLf â ãåíîì ñîðòîâ êàðòîôå-
ëÿ Âåðíèñàæ, Ëåâàäà, Ñâèòàíîê Êèåâñêèé è
Çàðåâî ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Agrobacterium-îïîñ-
ðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè. Ñîðòà êàðòîôåëÿ 
Âåðíèñàæ, Ëåâàäà, Ñâèòàíîê Êèåâñêèé è Çà-
ðåâî – èçâåñòíûå óêðàèíñêèå ñîðòà êàðòî-
ôåëÿ, îáëàäàþùèå îïðåäåëåííîé óñòîé÷èâîñ-
òüþ ê íåêîòîðûì çàáîëåâàíèÿì è âðåäèòåëÿì 
[17, 33–35]. Ýòè ñîðòà ïðèãîäíû êàê äëÿ òåõ-
íè÷åñêîãî (Âåðíèñàæ, Ëåâàäà), òàê è ñòîëîâî-
ãî óïîòðåáëåíèÿ (Ñâèòàíîê Êèåâñêèé, Çàðåâî) 
[17, 36].

Ïîñëå 2 íåäåëü êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñåëåê-
öèè íà ñðåäå MÑK-Ñ1 íà òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ýêñïëàíòàõ êàðòîôåëÿ ïîÿâèëèñü ðåãåíå-
ðèðîâàâøèå ïîáåãè. Â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ 2 
íåäåëü êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÷àøêàõ Ïåòðè ñî 
ñðåäîé MÑK-Ñ1 íåêîòîðûå ïîáåãè çàìåäëÿëè 
ðîñò, æåëòåëè è ïîãèáàëè (ðèñ. 2, a–ã). Ïîñëå
1 ìåñ ñåëåêöèè ðàñòåíèÿ âûñîòîé 2–3 ñì ñ
òåìíî-çåëåíûìè ëèñòüÿìè, ïîëíîñòüþ ðàçâè-
òûìè ñòåáëÿìè è êîðíÿìè îòäåëÿëè îò ýêñ-
ïëàíòîâ è ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè ñî ñðåäîé 
MÑK-Ñ2 (ðèñ. 2, ä–ç). Ïîòîì â òå÷åíèå 2 ìåñ 

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè ýêñïëàíòîâ êàðòîôåëÿ ãåíîì hLf: a–ã – 
ýêñïëàíòû êàðòîôåëÿ ñîðòîâ Âåðíèñàæ, Ñâèòàíîê Êèåâñêèé, Ëåâàäà è Çàðåâî, ñîîòâåòñòâåííî, íà ñðåäå 
MÑK-Ñ1 ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå òðàíñôîðìàöèè; ä–ç – òðàíñôîðìèðîâàííûå ïîáåãè êàðòîôåëÿ ñîðòîâ Âåðíè-
ñàæ, Ñâèòàíîê Êèåâñêèé, Ëåâàäà è Çàðåâî íà ñðåäå MÑK-Ñ2 ñïóñòÿ 3 ìåñ ïîñëå òðàíñôîðìàöèè; è – 
êîíòðîëüíîå (íåòðàíñãåííîå) ðàñòåíèå êàðòîôåëÿ ñîðòà Çàðåâî; ê – òðàíñãåííîå ðàñòåíèå êàðòîôåëÿ ñîðòà 
Çàðåâî in vivo. Ìàñøòàá: a–ç – 1,5 ñì; è, ê – 3 ñì
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ðàñòåíèÿ êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå MÑK-Ñ2,
ñîäåðæàùåé êàíàìèöèí â êà÷åñòâå ñåëåêòèâ-
íîãî àãåíòà (100 ìã/ë). Îòîáðàííûå ëèíèè ñ 
íîðìàëüíîé ìîðôîëîãèåé, ïîäîáíîé òàêîâîé
ó êîíòðîëüíûõ (íåòðàíñãåííûõ) ðàñòåíèé, ïå-
ðåíîñèëè íà ñðåäó MÑK-Ð äëÿ äàëüíåéøåãî
èõ ðîñòà è ðàçâèòèÿ. Çàòåì ðàñòåíèÿ àíàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ è Âåñòåðí 
áëîòòèíãà äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàáèëüíîé èí-
òåãðàöèè ãåíà hLf è èäåíòèôèêàöèè áåëêà 
ëàêòîôåððèíà â òêàíÿõ òðàíñãåííûõ ëèíèé. Ëè-
íèè, ýêñïðåññèðîâàâøèå ëàêòîôåððèí, áûëè 
àäàïòèðîâàíû ê óñëîâèÿì in vivo (ðèñ. 2, è, ê).

ÏÖÐ àíàëèç òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ. 
Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ èíòåãðàöèè ãåíà hLf â 
ãåíîì, 44 ëèíèè ñîðòà Âåðíèñàæ, 26 ëèíèé ñîð-
òà Ëåâàäà, 25 ëèíèé ñîðòà Ñâèòàíîê Êèåâñêèé 
è 16 ëèíèé ñîðòà Çàðåâî, óñòîé÷èâûõ ê êàíà-
ìèöèíó, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ [17]. 
Èíòåãðàöèþ ãåíà èíòåðåñà îáíàðóæèëè âî âñåõ 
4 ñîðòàõ, èñïîëüçîâàííûõ â õîäå ýêñïåðèìåíòîâ 
(ðèñ. 3). 

×àñòîòà òðàíñôîðìàöèè êàðòîôåëÿ ïî ðå-
çóëüòàòàì ñåëåêöèè ñîñòàâëÿëà 24,2, 30,2, 24,5
è 18,5 % (ðèñ. 4, a), à ýôôåêòèâíîñòü òðàíñ-
ôîðìàöèè ïî ðåçóëüòàòàì ÏÖÐ áûëà íà óðîâíå 
6,8, 3,8, 4 è 6,25 % (ðèñ. 4, á) äëÿ ñîðòîâ 
Âåðíèñàæ, Ëåâàäà, Ñâèòàíîê Êèåâñêèé è Çà-
ðåâî, ñîîòâåòñòâåííî. Â àíàëîãè÷íûõ èññëåäî-
âàíèÿõ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôîðìàöèè êàðòî-
ôåëÿ áûëà ïîêàçàíà íà óðîâíå 0,5–18,4 % [37] 
è 1,2–10,7 % [38], ÷òî ñîïîñòàâèìî ñ íàøèìè 
ðåçóëüòàòàìè. Â òî æå âðåìÿ íåêîòîðûå àâòî-
ðû ñîîáùàþò î ãîðàçäî áîëåå âûñîêîé ýôôåê-

òèâíîñòè Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êàðòîôåëÿ (äî 68 %) ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñåãìåíòîâ ñòåáëÿ â êà÷åñòâå ýêñïëàíòîâ
[39, 40]. Áûë ïðîâåäåí ðÿä èññëåäîâàíèé ïî 
èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ íà 
ýôôåêòèâíîñòü Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé 
òðàíñôîðìàöèè, ñðåäè êîòîðûõ áûëè îòìå÷åíû
êàê íàèáîëåå âàæíûå ãåíîòèï ðàñòèòåëüíîãî 
îðãàíèçìà, òèï ïðîìîòîðîâ â ïëàçìèäíûõ 
âåêòîðàõ, òèï øòàììîâ A. tumefaciens [41–44].
Î÷åâèäíî, ÷òî äëÿ äàëüíåéøåãî ïîâûøåíèÿ 
ýôôåêòèâíîñòè Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé 
òðàíñôîðìàöèè êàðòîôåëÿ ìîæíî äîïîëíè-
òåëüíî ïîäáèðàòü íåîáõîäèìûå óñëîâèÿ.

Âåñòåðí áëîòòèíã. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýêñ-
ïðåññèè ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà â òðàíñãåí-
íûõ ëèíèÿõ êàðòîôåëÿ ïðîâîäèëè Âåñòåðí 
áëîòòèíã ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ 
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ëàêòîôåððèíó. 
Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî àíàëèçà â èññëå-
äîâàííûõ îáðàçöàõ áûë îáíàðóæåí ðåêîìáè-
íàíòíûé ëàêòîôåððèí. Ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà 
èäåíòèôèöèðîâàííîãî áåëêà íàõîäèëàñü â ïðå-
äåëàõ 80 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïîçèòèâíîìó 
êîíòðîëþ (áû÷èé ëàêòîôåððèí), êàê ýòî ïî-
êàçàíî äëÿ òðàíñãåííîé ëèíèè ñîðòà Çàðåâî 
íà ðèñ. 5. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå 
ñâèäåòåëüñòâóþò íå òîëüêî î ïåðåíîñå è èí-
òåãðàöèè ãåíà ëàêòîôåððèíà â ãåíîì èññëå-
äóåìûõ ñîðòîâ êàðòîôåëÿ, à òàêæå î åãî ýêñ-
ïðåññèè â òðàíñãåííûõ ëèíèÿõ.

Ñ ïîìîùüþ äåíñèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ëàêòîôåð-
ðèíà, ê ïðèìåðó, â îäíîé èç àíàëèçèðóåìûõ 
òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ ñîðòà Çàðåâî 
(ðèñ. 5) ñîñòàâëÿëî 0,05 % îò îáùåãî êîëè÷åñ-
òâà òîòàëüíîãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà. Ýòè ðå-
çóëüòàòû ñîïîñòàâèìû ñ óðîâíÿìè ýêñïðåññèè 
ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà â òðàíñãåííûõ ðàñòå-
íèÿõ ëþöåðíû, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì àíàëîãè÷íîé âåêòîðíîé êîíñò-
ðóêöèè ñ ãåíîì hLf, ýêñïðåññèðóþùèìñÿ ïîä 
êîíòðîëåì 35S ïðîìîòîðà [45]. Õîòÿ óðîâíè 
ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ëàêòîôåððèíà â
ðàçëè÷íûõ âèäàõ ðàñòåíèé ñóùåñòâåííî ðàç-
ëè÷àþòñÿ è äàæå ìîãóò áûòü âûøå çíà÷åíèé, 
ïðèâåäåííûõ âûøå [46, 47], èçâåñòíî ëèøü 
îäíî àíàëîãè÷íîå èññëåäîâàíèå ïî òðàíñôîð-
ìàöèè êàðòîôåëÿ ãåíîì ëàêòîôåððèíà ïîä êîí-

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ-àíàëèçà ãåíîìíîé ÄÍÊ 
òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ê ãåíó hLf: K+ – 
ïîçèòèâíûé êîíòðîëü (ïëàçìèäà pBin35LF), M – 
ìàðêåð äëèí ÄÍÊ  (GeneRuler 100 bp Plus (Ther-
moScientific, ÑØÀ), a, â, ä, æ – ãåíîìíàÿ ÄÍÊ 
êîíòðîëüíûõ (íåòðàíñãåííûõ) ëèíèé, á, ã, å, ç – 
àìïëèôèêàöèðîâàííûé ôðàãìåíò ãåíà hLf ðàçìåðîì 
734 ï.î. â ãåíîìíîé ÄÍÊ òðàíñãåííûõ ëèíèé, a, á –
ñîðò Âåðíèñàæ; â, ã – ñîðò Ëåâàäà; ä, å – ñîðò 
Ñâèòàíîê Êèåâñêèé; æ, ç – ñîðò Çàðåâî
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òðîëåì P2 ïðîìîòîðà àóêñèí-èíäóöèáåëüíîé 
ìàíîïèíñèíòàçû è òàíäåìíîãî 35S-ïðîìîòîðà 
ñ óðîâíåì ñîäåðæàíèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî áåë-
êà 0,01 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà òîòàëüíîãî 
ðàñòâîðèìîãî áåëêà [48].

Áèîòåñòû íà óñòîé÷èâîñòü êàðòîôåëÿ ê
ôèòîïàòîãåíàì. Òåñò äèôôóçèè â àãàð. Áàêòå-
ðèîñòàòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ñîêà òðàíñãåííûõ 
ëèíèé êàðòîôåëÿ îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 
òàêèõ ôèòîïàòîãåííûõ áàêòåðèé, êàê R. sola-
nacearum øòàìì ATCC 11696 [28] è C. michi-
ganensis. subsp. sepedonicus øòàììà Ac-1996 [29].
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýòè øòàììû ôèòîïà-
òîãåííûõ áàêòåðèé ÿâëÿþòñÿ êàðàíòèííûìè 
ìèêðîîðãàíèçìàìè è íàõîäÿòñÿ â ñïèñêå ðåãó-
ëèðóåìûõ ïàòîãåíîâ â Óêðàèíå [49]. Ðåçóëüòàòû 
òåñòà äèôôóçèè â àãàð ïðè èçó÷åíèè òðàíñ-
ãåííîé ëèíèè ñîðòà Çàðåâî ïðåäñòàâëåíû íà 
ðèñ. 6. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñîê 
íåòðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íå îêàçûâàë çàìåò-
íîãî àíòèáàêòåðèàëüíîãî ýôôåêòà íà C. michi-
ganensis (ðèñ. 6, a) è R. solanacearum (ðèñ. 6, á). 

Çîíû çàäåðæêè ðîñòà áàêòåðèé áûëè çàìåò-
íû âîçëå äèñêîâ, íà êîòîðûå íàíîñèëè ñâåæå-
èçîëèðîâàííûé ñîê òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, ÷òî 
ìîæíî îáúÿñíèòü íàëè÷èåì ðåêîìáèíàíòíîãî 
ëàêòîôåððèíà â îáðàçöå, êîòîðûé îáëàäàåò
àíòèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòüþ (ðèñ. 6, a, á).
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîîòâåòñòâóþò ðåçóëüòà-
òàì, îïèñàííûì ðàíåå ïðè èçó÷åíèè àíòèáàê-
òåðèàëüíîé àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ èç òðàíñ-
ãåííûõ ðàñòåíèé, ýêñïðåññèðóþùèõ ëàêòîôåð-
ðèí ÷åëîâåêà. Â ÷àñòíîñòè, ýêñïðåññèÿ ëàêòî-
ôåððèíà â ðàñòåíèÿõ òàáàêà [50–52], ðèñà [24, 
53–57], êàðòîôåëÿ [48], òîìàòîâ [58], æåíü-
øåíÿ [59], ëþöåðíû [45], ãðóøè [60] è äð. 
ïðèâîäèëà ê èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà ðàçëè÷íûõ 
âèäîâ áàêòåðèé, òàêèõ êàê Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomo-
nas syringae, Erwinia amylovora, è Ralstonia sola-
nacearum. Ïîëó÷åííûå ðàíåå ëèíèè êàðòîôåëÿ, 
ýêñïðåññèðóþùèå ãåí hLf, ïðîäåìîíñòðèðîâà-
ëè àíòèáàêòåðèàëüíóþ àêòèâíîñòü òîòàëüíîãî 
áåëêà, âûäåëåííîãî èç èõ êëóáíåé, ïðîòèâ 
òðåõ âèäîâ óñëîâíî-ïàòîãåííûõ äëÿ ÷åëîâåêà 
áàêòåðèé (E. coli, S. aureus, Salmonella paratyphi) 
[48]. Â íàøåé æå ðàáîòå âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî 
îáðàçöû, ïîëó÷åííûå èç òðàíñãåííûõ ëèíèé 
êàðòîôåëÿ, ýêñïðåññèðóþùèõ ëàêòîôåððèí, îá-

ëàäàþò àíòèáàêòåðèàëüíûì ýôôåêòîì ïî îòíî-
øåíèþ ê òàêèì ôèòîïàòîãåííûì áàêòåðèÿì, 
êàê R. solanacearum è C. michiganensis subsp.

Ðèñ. 4. ×àñòîòà (a) è ýôôåêòèâíîñòü (á) òðàíñôîð-
ìàöèè èñïîëüçóåìûõ â ðàáîòå ñîðòîâ êàðòîôåëÿ 
ãåíîì hLf

Ðèñ. 5. Ðåçóëüòàòû èäåíòèôèêàöèè ðåêîìáèíàíòíîãî 
ëàêòîôåððèíà ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí áëîòòèíãà: L1 – 
òðàíñãåííàÿ ëèíèÿ êàðòîôåëÿ ñîðòà Çàðåâî, K – 
êîíòðîëüíîå ðàñòåíèå, K+ – áû÷èé ëàêòîôåððèí 
(ïîçèòèâíûé êîíòðîëü), M – ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé 
ìàññû áåëêîâ (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
ThermoFisher Scientific)
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sepedonicus. Ñëåäîâàòåëüíî, òàêèå ëèíèè êàð-
òîôåëÿ ìîãóò õàðàêòåðèçîâàòüñÿ ïîâûøåííîé 
óñòîé÷èâîñòüþ ê áîëåçíÿì, âûçâàííûìè äàí-
íûìè áàêòåðèÿìè, in vivo.

Îöåíêà óñòîé÷èâîñòè êàðòîôåëÿ ê ôèòî-
ôòîðîçó in vitro. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ óñòîé÷èâîñòè 
òðàíñãåííûõ ëèíèé êàðòîôåëÿ ê P. infestans
in vitro èñïîëüçîâàëè ïî 10 òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé, ýêñïðåññèðóþùèõ ëàêòîôåððèí, è ïî 10 
êîíòðîëüíûõ (íåòðàíñãåííûõ) ðàñòåíèé êàð-
òîôåëÿ. Ðàñòåíèÿ îïðûñêèâàëè ñóñïåíçèåé êî-
íèäèé P. infestans â êîíöåíòðàöèè 3,5 × 104/ìë 
ïîñëå âûõîäà çîîñïîð. Ýôôåêòû çàðàæåíèÿ 
îöåíèâàëè â òå÷åíèå 8 äíåé. Íà ñëåäóþùèé 
äåíü ïîñëå èíîêóëÿöèè ñèìïòîìû çàðàæåíèÿ 
îòñóòñòâîâàëè êàê ó òðàíñãåííûõ, òàê è ó íå-
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé (ðèñ. 7, a, ã). Íà 4-é 
äåíü ïîñëå èíîêóëÿöèè áîëåå 75 % ëèñòüåâ íà 
êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèÿõ óâÿäàëè, è âîçëå èõ 
ñòåáëåé íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïîÿâèëñÿ ìèöå-
ëèé, â òî âðåìÿ êàê íà òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ 
ëèøü 25–50 % ëèñòüåâ áûëè ïîâðåæäåíû, â 
îñíîâíîì ëèñòüÿ îñòàâàëèñü òåìíî-çåëåíûìè 
è íåïîðàæåííûìè, è íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ó 
îñíîâàíèÿ ñòåáëÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé íå 
ðàçâèâàëñÿ ìèöåëèé (ðèñ. 7, á, ä). Íà 8-é äåíü 
ïîñëå çàðàæåíèÿ âñå êîíòðîëüíûå ðàñòåíèÿ 
óâÿäàëè è áûëè ïîëíîñòüþ ïîðàæåíû ãðèáîì, 
â òî âðåìÿ êàê ïîðàæåíèå òðàíñãåííûõ ðàñ-
òåíèé äîñòèãàëî ëèøü 50–75 %, à íåêîòîðûå 
ðàñòåíèÿ â óñëîâèÿõ çàðàæåíèÿ ïðîäîëæàëè 
ðàñòè è ðàçâèâàòüñÿ (ðèñ. 7, â, å). Ðåçóëüòàòû 
îöåíêè çàðàæåíèÿ in vitro íåòðàíñãåííûõ ëè-

íèé êàðòîôåëÿ ñîðòà Çàðåâî è ëèíèé, ýêñ-
ïðåññèðîâàâøèõ ãåí hLf, ñâèäåòåëüñòâóþò î ïî-
âûøåíèè óñòîé÷èâîñòè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé 
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ñ 1 äî 7 áàëëîâ 
ïî 9-áàëëüíîé øêàëå (ðèñ. 5, á, â, ä, å).

Ôóíãèöèäíàÿ àêòèâíîñòü ëàêòîôåððèíà áû-
ëà ïîêàçàíà â äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ â óñëî-
âèÿõ in vitro è in vivo ïðîòèâ äðîææåâûõ è 
ìèöåëèàëüíûõ ãðèáîâ [50, 61–64]. Òàê, áûë 
ïîêàçàí ôóíãèñòàòè÷åñêèé ýôôåêò áû÷üåãî 
ëàêòîôåððèíà (bLf) ïðè åãî ýêñïðåññèè â ãå-
íîìàõ ðàñòåíèé A. thaliana è N. tabacum ïðîòèâ 
Rhizoctonia solani [61]; òàêæå áûë ïîêàçàí åãî 
àíòèìèêîòè÷åñêèé ýôôåêò ïðîòèâ otrytis cine-
rea ïðè ýêñïðåññèè bLf â N. tabacum [50] è 
ïðîòèâ Fusarium graminearum ïðè ýêñïðåññèè â 
ïøåíèöû [62]. Â íàøåé ðàáîòå âïåðâûå áûëî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ðàñòåíèÿ êàðòîôåëÿ,
ýêñïðåññèðóþùèå ëàêòîôåððèí, îáëàäàþò ïî-
âûøåííîé óñòî÷èâîñòüþ ê âûñîêîâèðóëåíò-
íîìó ôèòîïàòîãåííîìó ãðèáó P. infestans. 

Õîòÿ ñîðò Çàðåâî è îáëàäàåò îòíîñèòåëüíîé 
óñòîé÷èâîñòüþ ê íåêîòîðûì áîëåçíÿì [32–35], 
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ôèòîôòîðîç êàæäûé ãîä 
ïðè÷èíÿåò óáûòîê ïðîèçâîäèòåëÿì íà áîëåå, 
÷åì 3 ìëðä. äîëë. ÑØÀ [2, 65, 66]. Áîëåçíè 
ðàñòåíèé, âûçûâàåìûå áàêòåðèàëüíûìè è ãðèá-
íûìè ïàòîãåíàìè, ñëîæíî ïîääàþòñÿ êîíò-
ðîëþ èç-çà áûñòðûõ òåìïîâ ïîÿâëåíèÿ íîâûõ 
âûñîêîïàòîãåííûõ øòàììîâ. Áîëåå òîãî, ãëî-
áàëèçàöèÿ è óíèôèêàöèÿ ìèðîâîé òîðãîâîé 
ïîëèòèêè, à òàêæå ãëîáàëüíûå èçìåíåíèÿ êëè-
ìàòà îêàçûâàþò âñå âîçðàñòàþùåå âëèÿíèå íà 
ðàñïðîñòðàíåíèå ôèòîïàòîãåíîâ âî âñå áîëü-
øèõ ìàñøòàáàõ [2, 65, 66]. Èíòåíñèâíîå ðàçâè-
òèå ìåòîäîâ áèîòåõíîëîãèè ðàñòåíèé çà ïî-
ñëåäíèå 30 ëåò, à òàêæå èçó÷åíèå áèîõèìè-
÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåõàíèç-
ìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ðàñòåíèÿ ñ ïàòîãåíîì, 
ïðåäîñòàâëÿåò ìíîæåñòâî âîçìîæíîñòåé äëÿ ïî-
âûøåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ê çàáîëåâàíèÿì êóëü-
òóðíûõ ðàñòåíèé [11–14]. 

Â 1994 ã. áûëè îïóáëèêîâàíû ðåçóëüòàòû 
ïåðâîãî èññëåäîâàíèÿ ïî ïåðåíîñó ãåíà hLf â
ðàñòèòåëüíûé ãåíîì [22]. Â 1998 ã. òåìè æå
àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî çíà÷èòåëüíîå ïîâû-
øåíèå óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé òàáàêà (N. taba-
cum), ýêñïðåññèðóþùèõ hLf, ê ôèòîïàòîãåí-
íûì áàêòåðèÿì [48]. Ñ òîãî âðåìåíè ïðîâåäå-
íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðàáîò ïî ïåðåíîñó 

Ðèñ. 6. Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ àíòèáàêòåðèàëüíîé 
àê-òèâíîñòè îáðàçöîâ êîíòðîëüíûõ è òðàíñãåííûõ 
ëè-íèé êàðòîôåëÿ ñîðòà Çàðåâî: à – èíãèáèðîâàíèå
ðîñòà C. michiganensis subsp. sepedonicus, á – èíãè-
áèðîâàíèå ðîñòà R. solanacearum; 1 – òðàíñãåííàÿ 
ëèíèÿ, ýêñïðåññèðóþùàÿ ãåí hLf, 2 – êîíòðîëü 
(íåòðàíñãåííàÿ ëèíèÿ). Ìàñøòàá: 1 ñì 
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Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà

ãåíà ëàêòîôåððèíà â ãåíîìû ðàçíûõ âèäîâ 
êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé ñ öåëüþ óëó÷øåíèÿ êà-
÷åñòâà ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ è ïîâûøåíèÿ óñòîé-
÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ôèòîïàòîãåíàì [15]. Â ïðå-
äûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿùåííûõ ýêñ-
ïðåññèè ëàêòîôåððèíà â ðàçíûõ òðàíñãåííûõ 
ðàñòåíèÿõ, áûëà ïîêàçàíà àíòèìèêðîáíàÿ è 
ôóíãèöèäíàÿ àêòèâíîñòü ëàêòîôåððèíà in vitro
è in vivo ïðîòèâ ðÿäà âèäîâ áàêòåðèé è ãðè-
áîâ, âûçûâàþùèõ áîëåçíè ðàñòåíèé è ÷åëîâåêà 
[17, 24, 36, 45–48, 50–62]. Òàê, â ðàáîòå [62] 
ïîêàçàíî, ÷òî òîòàëüíûé áåëêîâûé ýêñòðàêò èç 
òðàíñãåííîé ïøåíèöû, ýêñïðåññèðóþùåé bLf,
îêàçûâàë ôóíãèñòàòè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà
F. graminearum, â ðàáîòå [61] – òàêîé æå 
ýêñòðàêò èç òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé A. thaliana
è N. tabacum,ýêñïðåññèðóþùèõ bLf, èíãèáè-
ðîâàë ðîñò ãðèáà R. solani. Â ðàáîòàõ [24, 48,
50–59] â îïûòàõ in vitro ïîêàçàíà àíòèáàêòå-
ðèàëüíàÿ è ôóíãèñòàòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü òî-
òàëüíîãî áåëêîâîãî ýêñòðàêòà èç òðàíñãåííûõ 
ðàñòåíèé êàðòîôåëÿ, òàáàêà, æåíüøåíÿ è ðèñà,

ýêñïðåññèðóþùèõ áû÷èé, ñâèíîé, âåðáëþæèé 
è ÷åëîâå÷åñêèé ëàêòîôåððèí, ïðîòèâ E. coli, 
B. thuringiensis, S. aureus, Candida albicans è ò.ä.
Â ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ ïîëó÷åíèþ òðàíñãåí-
íîãî òàáàêà [48], à â ðàáîòå [58] – ãåíåòè÷åñêè-
ìîäèôèöèðîâàííûõ ðàñòåíèé òîìàòà, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ hLf, áûëî ïîêàçàíî ïîâûøåíèå óñ-
òîé÷èâîñòè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ê R. sola-
nacearum. Â ðàáîòå [60] áûëî ïîäòâåðæäåíî 
ïîâûøåíèå óñòîé÷èâîñòè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôè-
öèðîâàííîé ãðóøè, íåñóùåé ãåí bLf, ê E. amy-
lovora, à òàêæå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà óñòîé÷è-
âîñòü ëþöåðíû, òðàíñôîðìèðîâàííîé ãåíîì 
hLf, ê P. syringae è C. michiganensis [45].

Â íàøåé ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíà ëàêòîôåððèíà ÷åëîâåêà â êàðòî-
ôåëå çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò åãî óñòîé÷èâîñòü
ê áàêòåðèàëüíûì (C. michiganensis è R. sola-
nacearum) è ãðèáíîìó (P. infestans) ïàòîãåíàì. 
Äàííûå ðåçóëüòàòû, òàêæå êàê è ðåçóëüòàòû 
ïðèâåäåííûõ âûøå èññëåäîâàíèé, óêàçûâàþò 
íà ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè 

Ðèñ. 7. Ðåçóëüòàòû áèîòåñòà íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êàðòîôåëÿ ñîðòà Çàðåâî ê P. infestans in vitro: a–â – 
êîíòðîëüíûå ëèíèè, ã–å – òðàíñãåííûå ëèíèè, a, ã – 1 äåíü ïîñëå çàðàæåíèÿ (day post-inoculation, dpi), 
á, ä – 4 dpi, â, å – 8 dpi. Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà ðåãåíåðèðîâàâøèé ïîáåã, íå ïîâðåæäåííûé P. infestans. 
Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà: 1.5 ñì 
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À. Áóçèàøâèëè, Ë. ×åðåäíè÷åíêî, Ñ. Êðîïèâêî è äð.

ïåðåíîñà ãåíà ëàêòîôåððèíà äëÿ ïîâûøåíèÿ 
óñòîé÷èâîñòè êóëüòóðíûõ ðàñòåíèé ê 
ôèòîïàòîãåíàì.

Ñîîòâåòñòâèå ýòè÷åñêèì ñòàíäàðòàì. Íàñòî-
ÿùàÿ ñòàòüÿ íå ñîäåðæèò êàêèõ-ëèáî èññëåäî-
âàíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì îðãàíèçìîâ èëè îð-
ãàíîâ ëþäåé è æèâîòíûõ â êà÷åñòâå îáúåêòîâ.
Êîíôëèêò èíòåðåñîâ. Àâòîðû çàÿâëÿþò îá îò-
ñóòñòâèè êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.
Ôèíàíñèðîâàíèå. Ýòî èññëåäîâàíèå íå ïîëó-
÷àëî ôèíàíñèðîâàíèÿ îò ó÷ðåæäåíèé â ãîñó-
äàðñòâåííîì, êîììåð÷åñêîì èëè íåêîììåð÷åñ-
êîì ñåêòîðàõ.
Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ïðîåêòà «Èñïîëü-
çîâàíèå ãåíà ëàêòîôåððèíà äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèíèé 
ðàñòåíèé ñåìåéñòâà Solanaceaå, óñòîé÷èâûõ ê
ôèòîïàòîãåíàì» êîìïëåêñíîé ìåæäèñöèïëèíàð-
íîé ïðîãðàììû èññëåäîâàíèé «Ìîëåêóëÿðíûå è
êëåòî÷íûå» Íàöèîíàëüíîé àêàäåìèè íàóê Óêðà-
èíû (2015–2019 ãã.) (¹ ãîñóäàðñòâåííîé ðåãèñ-
òðàöèè – 0115U005021).
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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-
mycinephosphotransferase 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/l 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 hLf gene into potato 
genome enhance potato resistance to bacterial and fun-
gal pathogens.  

ÎÒÐÈÌÀÍÍß ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÈÕ ÐÎÑËÈÍ 
ÊÀÐÒÎÏË², ÙÎ ÅÊÑÏÐÅÑÓÞÒÜ
ÃÅÍ ËÀÊÒÎÔÅÐÈÍÓ ËÞÄÈÍÈ,
ÒÀ ÀÍÀË²Ç ¯Õ ÑÒ²ÉÊÎÑÒ² ÄÎ Ô²ÒÎÏÀÒÎÃÅÍ²Â

À. Áóç³àøâ³ë³, Ë. ×åðåäí³÷åíêî, Ñ. Êðîïèâêî,
ß. Áëþì, A. ªìåöü 

Çà âèêîðèñòàííÿ Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿  
òðàíñôîðìàö³¿ áóëî çä³éñíåíî ïåðåíåñåííÿ ãåíà 
ëàêòîôåðèíà ëþäèíè â ãåíîì ðÿäà ñîðò³â êàðòîïë³ 
(Solanum tuberosum) óêðà¿íñüêî¿ ñåëåêö³¿ (Âåðí³ñàæ, 
Ëåâàäà, Ñâ³òàíîê Êè¿âñüêèé òà Çàðåâî). Äëÿ öüîãî 
âèêîðèñòîâóâàëè ïëàçì³äíèé âåêòîð pBIN35LF, 
ÿêèé í³ñ ãåí ëàêòîôåðèíà ëþäèíè hLf ï³ä êîíòðî-
ëåì 35S ïðîìîòîðà â³ðóñà ìîçà¿êè öâ³òíî¿ êàïóñòè
òà òåðì³íàòîðà îêòîï³íñèíòàçè, à òàêîæ ñåëåêòèâ-
íèé ìàðêåðíèé ãåí íåîì³öèíôîñôîòðàíñôåðàçè ²²
(nptII), ùî çàáåçïå÷óº ñò³éê³ñòü äî êàíàì³öèíà. Â
ðåçóëüòàò³ ñåëåêö³¿ áóëè â³ä³áðàí³ 44 ë³í³¿ ñîðòà Âåð-
í³ñàæ, 26 ë³í³é ñîðòà Ëåâàäà, 25 ë³í³é ñîðòà Ñâ³òàíîê 
Êè¿âñüêèé òà 16 ë³í³é ñîðòà Çàðåâî, ñò³éêèõ äî
100 ìã/ë êàíàì³öèíà. ²íòåãðàö³ÿ ö³ëüîâîãî ãåíà â 
ãåíîì êàðòîïë³ áóëà ï³äòâåðäæåíà çà äîïîìîãîþ 
ìåòîäà ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ çà âèêî-
ðèñòàííÿ ñïåöèô³÷íèõ ïðàéìåð³â äî ãåíà hLf. ²äåí-
òèô³êàö³þ ðåêîìá³íàòíîãî ëàêòîôåðèíà â òêàíèíàõ 
òðàíñãåííèõ ë³í³é ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ Âåñ-
òåðí áëîòòèíãà çà âèêîðèñòàííÿ ñïåöèô³÷íèõ ìîíî-
êëîíàëüíèõ àíòèò³ë ïðîòè ëàêòîôåðèíó. Â³ä³áðàí³ 
òðàíñãåíí³ ë³í³¿ êàðòîïë³ áóëè ïðîòåñòîâàí³ íà 
ñò³éê³ñòü äî áàêòåð³àëüíèõ òà ãðèáíèõ ô³òîïàòîãåí³â. 
Çà äîïîìîãîþ òåñòà äèôóç³¿ â àãàð áóëî âñòàíîâëåíî, 
ùî ñ³ê òðàíñãåííèõ ë³í³é êàðòîïë³ âîëîä³º àíòè-
áàêòåð³àëüíèì åôåêòîì ïî â³äíîøåííþ äî òàêèõ 
ô³òîïàòîãåííèõ áàêòåð³é, ÿê Ralstonia solanacearum 
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(çáóäíèê áàêòåð³àëüíî¿ ãíèë³ êàðòîïë³) òà Clavibacter 
michiganensis subsp. sepedonicus (çáóäíèê ê³ëüöåâî¿ 
ãíèë³ êàðòîïë³). Ñò³éê³ñòü òðàíñãåííèõ ë³í³é êàðòîï-
ë³ äî ô³òîôòîðîçó äîñë³äæóâàëè øëÿõîì çàðàæåííÿ 
ðîñëèí in vitro ³çîëÿòîì Phytophthora infestans. Ó ðå-
çóëüòàò³ áóëî âñòàíîâëåíî ï³äâèùåíó ñò³éê³ñòü ó ïðî-
àíàë³çîâàíèõ òðàíñãåííèõ ë³í³ÿõ êàðòîïë³ äî P. in-
festans ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì. Òàêèì ÷èíîì, îò-
ðèìàí³ äàí³ âêàçóþòü íà òå, ùî ïåðåíîñ ãåíà hLf â 
ãåíîì êàðòîïë³ ï³äâèùóº ¿¿ ñò³éê³ñòü äî áàêòåð³àëü-
íèõ òà ãðèáíèõ ïàòîãåí³â.  
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