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Істотною проблемою, пов’язаною із вирощуванням томатів (Lycopersicon esculentum Mill.), 
є зараження фітофторозом — хворобою, яка може ушкоджувати 80—100 % їх врожаю [1]. 
Збудником фітофторозу є Phytophthora infestans (Mont.) de Bary — паразитичний ооміцет, 
який має відносно вузьке коло рослин-господарів, що належать до родини Solanaceae [2]. 
Серед методів контролю фітофторозу важливу роль відіграють хімічні методи захисту і 
створення стійких до нього сортів. Оскільки P. infestans є типовим ендогенним паразитом, 
для його знищення може бути ефективним застосування препаратів системної дії, що здатні 
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Лінії томатів, які експресують ген лактоферину людини, 
характеризуються стійкістю до фітофторозу
Представлено членом-кореспондентом НАН України А.І. Ємець

Трансгенні лінії томатів (Lycopersicon esculentum Mill.) сортів Лагідний та Money Maker, що експресують 
ген лактоферину людини (hLf), було отримано з використанням Agrobacterium-опосередкованої трансфор-
мації. Для перенесення гена hLf застосовували плазмідний вектор pBin35LF, що містив цільовий ген під 
контролем конститутивного 35 S промотору вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV35S), а також ген нео-
міцинфосфотрансферази ІІ (nptII), що забезпечує стійкість до канаміцину. Інтеграцію гена hLf в геном 
трансгенних ліній підтверджували за допомогою полімеразної ланцюгової реакції з використанням специ-
фічних праймерів до hLf. Експресію білка лактоферину визначали за допомогою вестерн-блоту. Стійкість 
трансгенних ліній до Phytophthorа infestans в умовах in vitro досліджували, використовуючи біотести ди-
фузії в агар, зараження асептичних рослин та ізольованих листків. Встановлено підвищену стійкість до 
фітофторозу трансгенних ліній томатів порівняно з контрольними рослинами. Отримані результати 
свідчать про те, що експресія лактоферину сприяє підвищенню стійкості трансгенних рослин томатів до 
агресивних грибних фітопатогенів, таких як P. infestans..
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проникати всередину рослини і діяти віддалено від місця нанесення препарату. Але з ча-
сом ефективність таких препаратів знижується внаслідок високої генетичної мінливості 
штамів фітофтори [3]. Більше того, агресивні фітопатогени, такі як P. infestans, здатні до-
лати природні механізми захисту рослин. Тому генетична трансформація цінних сортів 
рослин генами нерослинного походження, які здатні забезпечити системну стійкість до па-
тогенів, може бути дієвим засобом підвищення їхньої стійкості до хвороб. Прикладами 
таких генів, що застосовуються в генній інженерії рослин, є цекропіни із лускокрилих ко-
мах, дефензини, протегрини, темпорини із тропічних амфібій тощо [4, 5]. Однак деякі з них 
можуть бути токсичними для споживачів, як у випадку із цекропінами, що мають гемо-
літичну активність  [4].

Перспективним та потенційно безпечним антимікробним білком природного похо-
дження є лактоферин людини. Лактоферин — це білок ссавців із родини трансфери нів, 
який є компонентом неспецифічного природного імунітету з антибактеріальною, фунгі-
цидною, противірусною активністю. Цей білок має молекулярну масу 80 кДа і складає-
ться із двох субодиниць, у кожній є Fe-зв’язувальний центр [6]. Противірусна активність 
лактоферину обумовлена його здатністю зв’язуватися з глікопротеїнами вірусних частинок, 
що перешкоджає їх проникненню всередину клітини. Антибактеріальна і фунгіцидна ак-
тивність лактоферину здійснюється за рахунок утворення пор у клітинній оболонці грибів 
та бактерій [7]. Крім того, одним із спільних механізмів захисту рослин і тварин від пато-
генних мікроорганізмів є зниження доступності іонів заліза для патогенів за рахунок їх де-
понування [8]. Лактоферин має спорідненість до Fe у десятки разів вищу, ніж трансферин, 
що робить його важливим компонентом природного імунітету [9]. Численні дослідження 
підтверджують ефективність лактоферину проти бактеріальних і грибних мікроорганіз-
мів, патогенних для людини та рослин [10]. Отже, перенесення гена hLf в геном рослин 
може забезпечити їх стійкість до широкого спектра фітопатогенів [6]. У даній роботі під-
твер джено експресію лактоферину в трансгенних лініях томатів сортів Money Maker та Ла-
гідний, отриманих нами в попередніх дослідженнях [11], і вперше виявлено, що експресія 
лактоферину сприяє підвищенню їх стійкості до фітофторозу.

Матеріали і методи. Трансгенні лінії рослин томатів з геном лактоферину людини (hLf) 
було отримано з використанням штаму A. tumefaciens EHA 105, що ніс бінарний вектор 
pBin35LF з геном hLf під контролем 35S промотору вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV35S) 
та геном неоміцинфосфотрансферази ІІ (nptII), як це описано нами раніше [11]. Лінії 
рослин з підтвердженою за допомогою ПЛР інтеграцією hLf в їх геном мікроклонально 
розмножували на середовищі МСТ для подальшого біохімічного аналізу та біотестів на 
стійкість до фітофторозу.

Для підтвердження експресії лактоферину людини в трансгенних лініях проводили 
вестерн-блотинг з використанням специфічних моноклональних антитіл до лактоферину. 
Ізолювання тотальної фракції білка з трансгенних та контрольних рослин і розділення в 
поліакриламідному гелі за денатуруючих умов здійснювали відповідно до методики, опи-
саної в [12]. Розділені зразки переносили на нітроцелюлозну мембрану (RPN3032D, GE 
Healthcare, Mickleton, США) за допомогою апарата Bio-Rad CriterionTM Blotter (Bio-Rad, 
США) при 250 мА. Мембрану блокували прогятом 16 год при 4 °С в 5 %-му знежиреному 
сухому молоці в буфері TBS-T [12]. Інкубування мембрани з первинними кролячими 
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моноклональними антитілами проти лактоферину в розведенні 1 : 15000 (Merck Millipore, 
США) проводили протягом 1 год 30 хв та протягом 40 хв з вторинними антикролячими 
антитілами кози, кон’югованими з пероксидазою хрону (1 : 5000) (A4914, Sigma-Aldrich). 
Результати вес терн-блотингу візуалізували за допомогою апарата ChemiDoc™ XRS+ (Bio-
Rad, США) і аналізували з використанням програмного забезпечення ImageLabTM 2.0.

Стійкість трансгенних ліній томатів до P. infestans визначали в умовах in vitro за до-
помогою тестів дифузії в агар, зараження асептичних рослин та окремих листків. Ізолят 
P. infestans високовірулентної раси 1.2.3.4.5.6.6+0.7.8.9.10.11 xyz [13] був люб’язно нада-
ний Інститутом картоплярства НАН України. Культуру фітофтори вирощували на сере-
довищі PDA [14], доповненому 600 мг/л цефотаксиму для елімінації бактеріальної конта-
мінації ізоляту.

Для визначення фунгістатичного впливу на P. infestans зразків трансгенних ліній то-
матів використовували лінії з підтвердженою експресією лактоферину. Фунгістатичний 
вплив визначали, використовуючи тест дифузії в агар, який проводили за методикою, опи-
саною в [15] з деякими модифікаціями. Для цього в чашки Петрі (d = 9 см) вносили се-
редовище PDA, у середовищі вирізали циліндричні лунки (d = 5 мм), в які додавали по 
100 мкл зразків трансгенних і нетрансгенних рослин, після чого по центру чашки Петрі роз-
міщували диск агару з міцелієм P. infestans. Чашки Петрі інкубували 10 діб при 28 °С і фік-
сували розмір зон затримки росту навколо лунок із соком рослин. Для визначення фун-
гістатичної активності листя та пагони трансгенних і контрольних ліній рослин гомогені-
зували. Тверду фракцію зразків осаджували при 13 400 об/хв за допомогою центрифуги 
Eppendofr Mini Spin, супернатант стерилізували крізь нітроцелюлозні фільтри з діаметром 
пор 0,45 мкм і одразу використовували для аналізу.

Стійкість трансгенних ліній томатів до фітофторозу оцінювали в умовах in vitro за ме-
тодикою, описаною в [13]. У кожному експерименті використовували по 10 трансгенних і 
контрольних рослин томатів. Для зараження рослин використовували інокулят із кількістю 
конідій (3 ÷ 3,5) ⋅ 104/мл. Конідії змивали стерильною дистильованою водою з культури 
P. infestans, яку вирощували протягом 10 діб у чашках Петрі на середовищі PDA. Для ви-
ходу зооспор суспензію конідій витримували 4 год при 4 °С, після чого на рослини нано-
сили по 300 мкл інокуляту за допомогою ручного обприскувача. Облік ураження проводили 
через 8 діб після зараження, враховуючи типові симптоми фітофторозу, такі як в’янення 
стебла і листків, некротичні плями та поява міцелію на живильному середовищі й органах 
рослин. Стійкість трансгенних ліній визначали за 9-бальною шкалою, за якою 9 балам від-
повідає відсутність ураження, 8 — відсутність симптомів на стеблах та поодинокі плями 
на 5 % листків, 6—7 — відсутність симптомів на стеблах та ушкодження 5—25 % листків, 
4—5 — ознаки в’янення на 25 % стебел та плями некрозу на 25—50 % листків, 2—3 — в’янен-
ня та некроз покривають 25—50 % поверхні стебел та 50—75 % листків, 1 балу — ушкоджен-
ня більш ніж 75 % поверхні всієї рослини.

Визначення стійкості до фітофтори відокремлених листків трансгенних і контрольних 
рослин томатів виконували відповідно до методики, описаної в [13], з деякими змінами. 
Прості листочки розміром 1,5—2 см відокремлювали від живців рослин, вирощених у куль-
турі in vitro, і розміщували у чашках Петрі на чотирьох шарах фільтрувального паперу, 
змоченого стерильною дистильованою водою. На адаксіальний бік листків наносили по 
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10 мкл інокуляту з кількістю конідій (3 ÷ 3,5) ⋅ 104/мл. Як контроль на листки наносили 
по 10 мкл стерильної дистильованої води. Частоту ураження відокремлених листків визна-
чали через 8 діб як відношення кількості листків з вираженими некротичними плямами до 
загальної кількості заражених листків.

Кожний експеримент повторювали не менше трьох разів. Статистичну обробку ре-
зультатів досліджень виконували за допомогою програмного пакета Microsoft Office 2010, 
достовірність результатів підтверджували, використовуючи t-критерій Стьюдента для 5 % 
рівня значущості.

Результати та обговорення. Для підтвердження експресії гена hLf в трансгенних лі-
ніях томатів сортів Money Maker та Лагідний, отриманих нами раніше [11], проводили 
вестерн-блотинг з використанням специфічних моноклональних антитіл проти лактофери-
ну. У зразках з трансгенних ліній томатів і в позитивному контролі (бичачий лактоферин) 
був наявний сигнал, що відповідає молекулярній масі 80 кДа, у фракціях тотального білка з 
контрольних ліній томатів сигнал був відсутній (рис. 1). Таким чином, було підтверджено, 
що в трансгенних лініях відбувається експресія гена hLf і синтез білкового продукту цього 
гена. За допомогою денситометричного аналізу було оцінено концентрацію лактоферину в 
зразках з трансгенних ліній на рівні 0,04 % тотального розчинного білка (ТРБ) (8,3 мкг/мг 
тканини) для сорту Лагідний та 0,02 % ТРБ (4,8 мкг/мг) для сорту Money Maker. Такий 
рівень експресії лактоферину в трансгенних рослинах відповідає результатам, отриманим 
раніше в аналогічних дослідженнях [6].

Інгібіторний вплив зразків з трансгенних ліній томатів на ріст культури P. infestans ви-
значали за допомогою тесту дифузії в агар (рис. 2). Показано, що зразки контрольних рос-
лин істотно не впливають на ріст культури (див. рис. 2, а, в), тоді як зразки з трансгенних 
рослин мають значний фунгістатичний ефект (див. рис. 2, б, г), який виявлявся в затримці 
росту міцелію. Раніше було показано фунгістатичний ефект лактоферину на міцеліальні і 
дріжджові гриби, що спричинюють хвороби людини та рослин [10]. Також було виявлено 
здатність тотальних білкових фракцій рослин, які експресують лактоферин, затримувати 
ріст фітопатогенних грибів (Phytophthora infestans, Fusarium graminearum) [12, 15]. У даному 
дослідженні вперше показано, що зразки з трасгенних рослин томатів, що експресують лак-
тоферин, здатні пригнічувати ріст міцелію P. infestans.

Стійкість трансгенних і контрольних ліній томатів до фітофторозу в умовах штучного 
зараження in vitro оцінювали за 9-бальною шкалою [13]. На 8-му добу після зараження 

Рис.1. Результати імунодетекції лактоферину в трансгенних рослинах томатів сортів Лагідний (L1, K1) та 
Money Maker (L2, K2): L1, L2 — проби з трансгенних ліній; K1, K2 — проби із контрольних ліній томатів; 
К+ — бичачий лактоферин; М — маркер молекулярної маси білків (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
ThermoFisher Scientific)
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відмічено інтенсивне в’янення нетрансформованих рослин досліджуваних сортів томатів — 
більше ніж 75 % поверхні рослин було ушкоджено фітофторою. При цьому на стеблах і 
листках контрольних рослин томату сорту Money Maker спостерігався інтенсивний розви-
ток міцелію (рис. 3, в), тоді як на заражених рослинах томату сорту Лагідний в основному 
відмічали в’янення та некротизацію листків, а міцелій P. infestans розвивався лише на жи-
вильному середовищі (див. рис. 3, а). Отже, стійкість контрольних рослин обох сортів до 
P. infestans можна оцінити на рівні 1 бала. Результати дослідження чутливості до заражен-
ня фітофторою трансгенних рослин томатів сортів Лагідний та Money Maker були подіб-
ними: менш ніж 25 % листків було ушкоджено некротичними плямами, симптоми на сте-
блах були відсутні (див. рис. 3, б, г), що відповідає 7 балам стійкості за 9-бальною шкалою. 
Таким чином, резистентність до фітофторозу трансгенних рослин томатів, що експресують 
hLf, підвищилась з 1 до 7 балів порівняно з нетрансгенними.

Також було протестовано на стійкість до P. infestans відокремлених листків трансген них 
і контрольних ліній томату в умовах in vitro. На 8-му добу після інокуляції на листках і 
контрольних, і трансгенних рослин спостерігали поодинокі плями некрозу. При цьому на 
листках, на які наносили стерильну дистильовану воду, симптоми зараження були відсутні. 
Частота прояву симптомів фітофторозу на листках контрольних рослин томату сорту Ла-
гідний становила 69 %, Money Maker — 75 %; на листках трансгенних рослин — 43 і 55 % для 

Рис. 2. Фунгістатичний ефект соку рослин томатів сортів Лагідний (а, б) і Money Maker (в, г), що екс-
пресують hLf, на культуру P. infestans: а, в — зразки з контрольних рослин; б, г — зразки трансгенних рос-
лин. Масштабна лінія: 1 см

Рис. 3. Результати біотесту на чутливість томатів сортів Лагідний (а, б) та Money Maker (в, г) до заражен-
ня P. infestans в умовах in vitro: а, в — нетрансформовані лінії; б, г — трансгенні лінії, що експресують hLf. 
Масштабна лінія: 1,5 см
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сортів Лагідний та Money Maker відповідно. Отже, результати зараження відокремлених 
листків, як і зараження цілих рослин вказуть на підвищення стійкості трансгенних рослин 
томатів порівняно з нетрансформованими.

У даному дослідженні за допомогою вестерн-блот гібридизації підтверджено експре-
сію гена hLf в отриманих раніше трансгенних лініях томату сортів Лагідний та Money Maker 
на рівні 0,04 і 0,02 % ТРБ відповідно. Також показано фунгістатичний вплив зразків тран-
сгенних рослин, що експресують лактоферин, на культуру P. infestans. Крім того, результати 
зараження листків і асептичних рослин томатів в умовах in vitro вказують на підвищення 
стійкості до фітофторозу трансгенних рослин, що експресують лактоферин, порівняно з 
контрольними рослинами.

Дослідження виконано за фінансової підтримки проєкту “Застосування гена лактофе-
рину для створення стійких до фітопатогенів ліній рослин родини Solanaceaе” цільової 
комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України “Молеку-
лярні та клітинні біотехнології для потреб медицини, промисловості та сільського господар-
ства” (2015—2019 рр.) (номер державної реєстрації 0115U005021).
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ЛИНИИ ТОМАТОВ, КОТОРЫЕ ЭКСПРЕССИРУЮТ 
ГЕН ЛАКТОФЕРРИНА ЧЕЛОВЕКА, ХАРАКТЕРИЗУЮТСЯ 
УСТОЙЧИВОСТЬЮ К ФИТОФТОРОЗУ

Трансгенные линии томатов (Lycopersicon esculentum Mill.) сортов Лагидный и Money Maker, которые экс-
прессируют ген лактоферрина человека (hLf), были получены с помощью Agrobacterium-опосредованной 
трансформации. Для переноса гена hLf использовали плазмидный вектор pBin35LF, который содержал 
целевой ген под контролем конститутивного 35 S промотора вируса мозаики цветной капусты (CaMV35S), 
а также ген неомицинфосфотрансферазы ІІ (nptII), который обеспечивает устойчивость к канамицину. 
Интеграцию гена hLf в геном трансгенных линий подтверджали с помощью полимеразной цепной реак-
ции с использованием специфичных праймеров к hLf. Экспрессию белка лактоферрина определяли с по-
мощью вестерн-блот анализа. Устойчивость трансгенных линий к Phytophthora infestans в условиях in vitro 
исследовали, используя биотесты диффузии в агар, заражения асептичных растений и изолированных 
листьев. Установлена повышенная устойчивость к фитофторозу трансгенных линий томатов в сравнении 
с контрольными растениями. Полученные результаты свидетельствуют о том, что экспрессия лактофер-
рина способствует повышению устойчивости трансгенных растений томатов к агрессивным грибным фи-
топатогенам, таким как P. infestans.
Ключевые слова: Lycopersicon esculentum Mill., ген лактоферрина человека, устойчивость, Phytophthora 
infestans.
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TOMATO LINES EXPRESSING HUMAN LACTOFERRIN GENE 
ARE CHARACTERIZED BY ENHANCED RESISTANCE TO LATE BLIGHT

Transgenic lines of tomatoes (Lycopersicon esculentum Mill.) of cultivars Lahidny and Money Maker expressing 
human lactoferrin gene (hLf) were obtained with the use of Agrobacterium-mediated transformation. For the 
transfer of hLf gene, the pBin35LF plasmid vector was used with the gene-of-interest under control of 35 S 
promoter of cauliflower mosaic virus (CaMV35S) and the gene of neomycinephosphotransferase ІІ (nptII) 
conferring the resistance to kanamycin. Integration of hLf into genome of transgenic lines was confirmed with 
the use of PCR with specific primers to hLf. Expression of lactoferrin protein was detected with the use of Western 
blot analysis. The resistance of transgenic lines to Phytophthora infestans was studied in vitro with the use of the 
disk diffusion assay, infection of aseptic plants, and detached leaves. The enhanced resistance to late blight of 
transgenic tomato lines was shown as compared to control lines. The obtained results demonstrate that the 
expression of lactoferrin improve the resistance of transgenic tomato plants to aggressive fungal pathogens such 
as P. infestans.

Keywords: Lycopersicon esculentum Mill., human lactoferrin gene, resistance, Phytophthora infestans.


