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УСТОЙЧИВОСТЬ К АЛЬТЕРНАРИОЗУ ТРАНСГЕННЫХ 
РАСТЕНИЙ КАРТОФЕЛЯ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ГЕН 

АНТИМИКРОБНЫХ ПЕПТИДОВ ProSmAMP1 ПОД КОНТРОЛЕМ 
СВЕТОИНДУЦИБЕЛЬНОГО ПРОМОТОРА Cab
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Геном растения звездчатка Stellaria media содержит семейство генов гевеин-подобных антимикроб-
ных пептидов, про некоторые из которых известно, что они кодируют два пептида, высвобождаю-
щиеся из продукта трансляции в результате пост-трансляционного протеолиза. Ранее было показа-
но, что данные пептиды подавляют рост бактерий и грибов, в том числе, патогенов картофеля Alter-
naria solani и Alternaria alternata. В данной работе один из таких генов, ProSmAMP1, был введен в
геном картофеля под контролем светоиндуцибельного промотора гена Cab мягкой пшеницы. Полу-
ченные трансгенные линии экспрессировали мРНК ProSmAMP1 в течение нескольких вегетатив-
ных пассажей и их устойчивость к альтернариозу была оценена по нескольким показателям зараже-
ния отделенных листьев, причем растения с наибольшей экспрессией трансгена продемонстриро-
вали также наибольшую устойчивость.
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ВВЕДЕНИЕ
Картофель является одной из важнейших про-

довольственных культур. Величина и качество
урожая клубней картофеля сильно зависят как от
погодных условий конкретного вегетационного
периода, так и от поражения посадок фитопато-
генами. Второй, по степени вредоносности, урон
урожаю клубней картофеля наносит поражение
посадок возбудителями альтернариоза грибами
рода Alternaria. Поражение листьев растений при-
водит к снижению фотосинтезирующей поверх-
ности и как результат к потерям урожая клубней.
В 2018 г. потери урожая клубней картофеля в Шве-
ции, Дании, Германии, Сербии и России превыси-
ли 50% [1]. Кроме того, было показано, что боль-
шинство видов альтернарии вызывают сильные ал-
лергические реакции у людей, в частности, споры
многих видов альтернарии относят к аэроаллерге-
нам, и средняя концентрация 100 спор/м3 уже пред-
ставляет риск возникновения респираторных ал-
лергических заболеваний, а наличие мицелия аль-
тернарии как на листьях, так и на пораженных
клубнях может нанести значительный вред здо-
ровью человека [2].

Заражение альтернариозом в Европе чаще все-
го начинается в середине июля, особенно когда
погода сухая и жаркая. Наиболее сильно поража-
ются нижние ярусы более старых растений. На
листе появляется некроз, окруженный хлоротич-
ными тканями, с нижних листьев поражение рас-
пространяется на верхние ярусы. Зараженные рас-
тения формируют мелкие клубни с пониженным
содержанием сухого вещества [3]. Во время дождей
конидии смываются с листьев, попадают на почву
и заражают клубни. На клубнях появляются тем-
ные вдавленные некрозы и сухая твердая гниль.
Это вызывает потери при хранении клубней и сни-
жение их пищевых качеств, а также ухудшает их се-
менные качества, снижая способность прораста-
ния [4]. Возбудители альтернариоза Alternaria solani
и Alternaria alternata относятся к надцарству (доме-
ну) Eukaryota, царству Fungi, отделу Deuteromyco-
ta, классу Hyphomycetes, порядку Hyphales и се-
мейству Porosporae [5]. Грибы рода Alternaria явля-
ются полициклическими патогенами, способными
реализовать несколько циклов инфицирования
растений в течение вегетационного периода. Пере-
зимовавший в виде мицелия или конидий в почве с

УДК 581.1

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



320

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 70  № 3  2023

БЕЛЯЕВ и др.

растительными остатками патоген формирует спо-
ры, которые могут проникать в ткани непосред-
ственно через эпидермис, через устьица или по-
ранения, вызванные механическим путем или
вредителями, а также через увеличенные чече-
вички клубней чаще всего в период хранения и
посадки [6]. К наиболее распространенным меха-
низмам устойчивости к фитопатогенам, в том
числе, возбудителю альтернариоза относится син-
тез в тканях растения алкалоидов и стероидных со-
единений [7]. В лабораторных исследованиях было
выявлено высокое содержание фенолов в листьях
растений, устойчивых к альтернариозу [8]. Кроме
того, было показано, что проникновение этого па-
тогена в клетку ингибируется рядом ферментов
клеточной стенки: фенилаланин аммоний лиа-
зой, пероксидазой, хитиназой и полифенол оксида-
зой [9]. Инфицирование как листьев, так и клубней
растения картофеля происходит на свету. Поэто-
му механизмы защиты растения от проникнове-
ния патогена в условиях освещенности (в днев-
ных условиях, на свету) играют большую роль в
устойчивости растения. Для ускорения прораста-
ния семенных клубней, улучшения дальнейшего
роста растений картофеля в производстве приме-
няется технология предпосадочного озеленения
клубней [10]. С коммерческой точки зрения наи-
больший экономический эффект приносит выра-
щивание сортов картофеля, устойчивых к альтер-
нариозу. Но таких сортов очень немного и они
обычно имеют поздние сроки созревания [11].
Создание устойчивых к патогену сортов картофеля
традиционным способом половой гибридизации
часто затруднено, так как во многих случаях высо-
кая устойчивость к альтернариозу сопровождается
низкой клубневой продуктивностью [12]. В случае
использования межвидовых скрещиваний с ди-
кими видами во многих случаях устойчивость к
патогену определяется повышенным биосинтезом
гликоалкалоидов, флавоноидов и лигнина, что
ухудшает качество клубней и может сделать их
опасными для здоровья человека [13]. Альтернатив-
ным методом создания сортов картофеля, устойчи-
вых к фитопатогенам, является введение в геном
ценных генов с использованием генетических кон-
струкций. В настоящее время большой интерес
представляют гены, кодирующие антимикробные
пептиды из съедобных для человека растений:
пшеницы, ячменя, огурца, люцерны [14–17], а так-
же из лекарственных растений, например, гинкго
билоба [18] и черного тмина Nigella sativa [19].

Ген ProSmAMP1 был выделен из употребляе-
мого в пищу в Ирландии, Великобритании и дру-
гих странах растения звездчатка (Stellaria media)
[20], также используемого и в качестве корма для
промысловых рыб [21]. Кроме того, экстракты из
разных органов этого растения используются в
медицинских целях [22]. Антимикробная актив-
ность AMP из семян растения звездчатки (Stellar-

ia media) была продемонстрирована как in vitro,
так и в трансгенных растениях картофеля и таба-
ка [23–25]. Было показано многими исследовате-
лями, что наиболее часто от заражения вирусами,
фитопатогенными грибами и бактериями страда-
ют надземные органы растений, которые находятся
под воздействием естественного освещения [26]. С
точки зрения биобезопасности, важно отсутствие
в органах сельскохозяйственных культур, у кото-
рых в потребительских целях используют подзем-
ную часть, например, в корнеплодах свеклы или
моркови, или в клубнях картофеля, синтеза любых
посторонних соединений, связанных с устойчиво-
стью к патогенам. Поэтому специфичная экспрес-
сия генов АМР, например, только на свету, пред-
ставляет особый интерес.

Целевой экспрессии генов АМП на свету мож-
но достигнуть использованием в генетических
конструкциях светоиндуцибельных промоторов.
Свет регулирует множество процессов в расте-
нии, в том числе, путем светоиндуцибельной экс-
прессии регуляторных белков. Сильные светоин-
дуцибельные промоторы также регулируют экс-
прессию эффекторных белков, представленных в
клетке в значительно бóльших количествах, и к по-
иску таких промоторов сохраняется интерес [27].
Нами выбран для данной работы промотор Саb,
контролирующий экспрессию хлорофилл-связы-
вающего белка, участвующего в биосинтезе хлоро-
филлов a и b [28]. Результаты эксперимента с транс-
генными растениями табака показали, что на свету
активность промоторов семейства Саb повыша-
лась, по сравнению с темнотой, в 1.5–60 раз, при-
чем высокий уровень экспрессии наблюдался во
всех фотосинтезирующих органах [29].

Целью нашего эксперимента было создание
устойчивых к возбудителю альтернариоза расте-
ний картофеля с повышенной безопасностью пу-
тем использования гена из съедобного растения
звездчатки (Stellaria media) и его экспрессии толь-
ко на свету, но не в клубнях, которые формируют-
ся и хранятся в темноте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Фрагмент, содержащий кДНК гена proSmAMP1

вместе с терминатором транскрипции гена но-
палинсинтазы [30] был субклонирован из pBI-
proSmAMP1 [23] по сайтам XbaI и EcoRI в соот-
ветствующие сайты полилинкера агробактериаль-
ного вектора pCambia2300. Промотор гена белка,
связывающего хлорофиллы а/б (Cab) [28] был ам-
плифицирован из ДНК мягкой пшеницы T. aes-
tivum с помощью праймеров WC412F и WC898R
(табл. 1), обработан рестриктазами HindIII и XbaI
и клонирован в соответствующие сайты вектора
pCambia2300 с геном proSmAMP1, полученного
как описано выше. На рис. 1 представлена кар-
та Т-ДНК полученной конструкции для агробак-
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териальной трансформации картофеля, назван-
ной Cab-ProSmAMP1.

Для агробактериальной трансформации ис-
пользовали листовые и стеблевые экспланты че-
тырехнедельных асептических растений восприим-
чивого к альтернариозу [25] сорта Удача, предо-
ставленных коллекцией оздоровленных растений
картофеля ФИЦ картофеля им. А.Г. Лорха. Исход-
ные растения выращивали на безгормональной ага-
ризованной среде MS, содержащей тиамин 1 мг/л,
пиридоксин 1мг/л, сахарозу 2%, рН 5.8 в климати-
ческой камере ИФР РАН при температуре +22°С,
16-часовом фотопериоде и влажности 75%. Транс-
формация была проведена в соответствии с методи-
кой [31] с использованием штамма агробактерии
AGL0 [32]. Регенеранты, сформировавшие хоро-
шо развитый зеленый побег и корни на твердой
среде MS с добавлением в качестве селективного
фактора 50 мг/л канамицина и 300 мг/л цефотак-
сима для ингибирования роста агробактерии, бы-
ли тестированы на наличие целевого гена (прай-
меры AMPSmF/R) и отсутствие латентной фор-
мы бактерии (праймеры virE2) с использованием
метода ПЦР-анализа [25].

Для определения уровня экспрессии гена SmAMP
под светочувствительным промотором Cab на

свету, линии с подтвержденной вставкой целево-
го гена выращивали на агаризованной безгормо-
нальной среде МС в пробирках в течение 4 не-
дель. Анализ проводили в трехкратной повторно-
сти. Для получения микроклубней стеблевые
экспланты, имеющие одну пазушную почку, по-
мещали в 250 мл колбы с жидкой безгормональ-
ной МС средой, содержащей 2% сахарозы, в усло-
вия темноты для формирования столонов и затем
среду заменяли на аналогичную с содержанием
8% сахарозы для индукции клубнеобразования и
роста микроклубней в соответствии с разработан-
ной ранее методикой [33]. Часть полученных
микроклубней оставляли в условиях темноты, а
часть – переносили на свет.

Для измерения экспрессии целевого гена вы-
деляли РНК из образцов листьев и клубней
трансгенных и контрольных растений по мето-
дике, описанной в [34]. Количество РНК гена
proSmAMP1 определяли путем количественной
ОТ-ПЦР (кОТ-ПЦР). Обратную транскрипцию
проводили со случайным праймером (N10) при
температурах от 37 до 45°C, затем продукты реак-
ции амплифицировали с праймерами и зондами
TaqMan для целевого гена proSmAMP1, а также для
гена Cyp1, выбранного нами для нормировки [35].

Таблица 1. Последовательности праймеров для ПЦР и кОТ-ПЦР

Применение Название Последовательность Источник

ПЦР промотора Cab WC412F AAAAAGCTTACGATCACTCCGACAATCA
ПЦР промотора Cab WC898R AATCTAGATGCGCTGCACTTATGGT
Проверка трансгенных растений 
на заражение агробактерией

virE2 agl+ CGAATACATTCTCGTGCGTCAAAC

Проверка трансгенных растений 
на заражение агробактерией

virE2agl- TTTCGAGTCATGCATAATGCCTGAC

кОТ-ПЦР N10 NNNNNNNNNN
кОТ-ПЦР AMPSmF TGTGGTTCAGGCCCTAAGTA [23]
кОТ-ПЦР AMPSmR AGCGTCAGTAGGCTCAATCT [23]
кОТ-ПЦР ProbeAMPS FAM-TGCGCCCACAACACTCCTCTTTCTG-

BHQ1
[23]

кОТ-ПЦР CyP-F AGGTGTTGGAAAGATGGGTA [35]
кОТ-ПЦР CyP-R TCACCTCCTTGACACATGAAC [35]
кОТ-ПЦР TqmCyP ROX-TACAAGGGCTCAACCTTCCACCGT-BHQ2 [35]

Рис. 1. Т-ДНК генетической конструкции Cab-ProSmAMP1.

(248) HindIII
(757) XbaI

(1538) Sacl EcoRI (1805) CaMV 35S promoter (enhanced) LB T-DNA repeat

RB T-DNA repeat
Cab promoter ProSmAMP1 NOS terminator NeoR/KanR

CaMV poly(A) signal

1000 2000 3000

Cab-ProSmAMP1 T-DNA
3995 bp
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Последовательности праймеров для кОТ-ПЦР
приведены в таблице 1.

Оценка устойчивости к возбудителю альтерна-
риоза. Пробирочные растения трансгенных ли-
ний были размножены в культуре in vitro и выса-
жены в теплице в 1 л горшки с торфяным грунтом
“Воздушный” (www.biud.ru) по 5 растений на ге-
нотип. В теплице были естественное освещение и
терморегуляция, полив осуществлялся в соответ-
ствии с необходимостью. В фазе бутонизации
(45‒50 сут. с момента высадки в грунт), с трех хо-
рошо развитых растений из средней части было
взято по одному сложному листу. В лабораторных
условиях были отделены по 3 терминальные доли
каждого из трех листьев (всего 9 долей) и помеще-
ны в подносы на влажную фильтровальную бума-
гу нижней стороной вверх. Показатели устойчи-
вости растений к альтернариозу оценивали, как
описано нами ранее [25].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для создания генетической конструкции для

трансформации картофеля геном ProSmAMP1
был использован вектор pCambia2300 (https://cam-
bia.org/welcome-to-cambialabs/cambialabs-projects/
cambialabs-projects-legacy-pcambia-vectors-pcambia-
legacy-vectors-1/). В отличие от более ранних век-
торов семейства pBI [30], структура его Т-ДНК
позволяет удобно клонировать целевые гены бли-

же к правой границе Т-ДНК по сравнению с се-
лективным геном, что является преимуществом.
Проникновение Т-ДНК в ядро растительной
клетки обычно начинается с правой границы
Т-ДНК [36]. В некоторых случаях, однако, лишь
часть Т-ДНК попадает в ядро и затем встраивает-
ся в хромосому [37], и присутствие селективного
гена рядом с правой границей может привести к
получению растений, у которых в результате та-
кого события присутствует селективный ген
устойчивости к антибиотику, с помощью которо-
го были отобраны трансформанты, а более дале-
кий от правой границы целевой ген отсутствует
или поврежден.

Для проведения эксперимента был выбран
раннеспелый сорт картофеля Удача. По результа-
там наших предыдущих исследований [25], во вре-
мя оценки устойчивости к альтернариозу несколь-
ких сортов картофеля, раннеспелый сорт Удача
продемонстрировал высокую восприимчивость к
возбудителю альтернариоза Alternaria solani. В ре-
зультате агробактериальной трансформации листо-
вых эксплантов сорта Удача было получено 12 реге-
нерантов, в 9 из которых была обнаружена вставка
целевого гена. Эффективность трансформации (на
1 исходный эксплант) составила 8.2%, а на 1 по-
лученный регенерант – 75.0%. C использованием
пары праймеров virE2 (табл. 1) подтвердили от-
сутствие латентной формы агробактерии у транс-
генных линий.

Чтобы выявить активность светоиндуцибель-
ного промотора Cab в клубнях, были получены
микроклубни для трансгенных линий и исходного
сорта картофеля. Анализ экспрессии гена SmAMP
под промотором Cab в микроклубнях трансген-
ных линий картофеля на свету или в темноте под-
твердил литературные данные об активации про-
мотора Cab светом [28], хотя разница в накоплении
мРНК трансгена на свету и в темноте варьировала у
разных трансгенных линий (рис. 2).

На рис. 3 в виде двумерной диаграммы даны,
по оси абсцисс, экспрессия трансгена, и по оси
ординат, показатели восприимчивости к альтер-
нариозу контрольных (8) и трансгенных линий:
диаметр поражения, интенсивность спороноше-
ния и комплексный параметр индекс поражения,
полученный, в частности, с использованием пер-
вых двух показателей. Во всех трансформирован-
ных линиях присутствует экспрессия трансгена,
которая относительно однородна от линии к ли-
нии: наименьшее значение (линия 493) составляет
43% от наиболее сильной экспрессии (линия 499).
Трансформированные линии отличаются также
по устойчивости к альтернариозу. С точки зрения
селекции, наиболее интересна линия 499, у кото-
рой наибольшая экспрессия ProSmAMP1 сочета-
ется с наибольшей устойчивостью к заражению
альтернарией. У остальных линий устойчивость ва-

Рис. 2. Уровень РНК ProSmAMP1 в клубнях, выра-
щенных на свету (h) или в темноте (j). Уровень тран-
скриптов ProSmAMP1 выражали как отношение ко-
личества транскриптов ProSmAMP1 к количеству
транскриптов Cyp1 в образце РНК, измеренное с по-
мощью кОТ-ПЦР. 8 – исходный сорт Удача, трех-
значные числа – трансгенные линии.
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рьирует от величины устойчивости исходного
сорта (8) до абсолютной устойчивости в смысле,
количественно определенном использованными
нами методами. Помимо наличия антимикроб-
ных пептидов, устойчивость растений к патоге-
нам определяется многими другими факторами:
механическими барьерами, тургором, рецепцией,
фитоалексинами, что может быть объяснением раз-
личий в устойчивости трансгенных линий с близки-
ми значениями экспрессии трансгена на рис. 2.

На рис. 4 показаны типичные симптомы зара-
жения листьев грибами Alternaria, использован-
ные для определения показателей восприимчи-
вости исходной и трансгенных линий. Видно, что

листья исходного сорта и линий с умеренной
устойчивостью желтеют и увядают даже там, где
рост гриба не виден, в то время как у линий с вы-
сокой устойчивостью поражение остается лока-
лизованным вокруг места укола суспензией гри-
бов (линия 499).

ОБСУЖДЕНИЕ
В работе продемонстрирована повышенная

устойчивость к альтернариозу растений картофе-
ля, трансформированных геном антимикробных
пептидов ProSmAMP1 под контролем светоинду-
цибельного промотора гена Cab из мягкой пше-
ницы. Устойчивость растений была сравнима с

Рис. 3. Двумерная диаграмма взаимосвязи экспрессии трансгена proSmAMP1 (уровней РНК) в листьях, выращенных
на свету, и показателей восприимчивости трансгенных линий (трехзначные числа) и контрольных растений (отмече-
ны 8). Уровень транскриптов ProSmAMP1 выражали как отношение количества транскриптов ProSmAMP1 к количе-
ству транскриптов Cyp1 в образце РНК, измеренное с помощью кОТ-ПЦР. Ординаты точек равны: e – индексу пора-
жения; h – диаметру поражения; n – 10Х (интенсивность спороношения).
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таковой у растений, трансформированных этим
же геном под контролем неспецифичного промо-
тора 35S [25]. В целом, наши результаты подтвер-
ждают литературные данные об активации экс-
прессии cab светом [28], хотя некоторое количе-
ство транскриптов присутствует и в выращенных
в темноте клубнях. Однако по литературным дан-
ным для других видов растений, экспрессия гена
cab D. tertiolecta, например, повышалась при умень-
шении уровня освещенности, что было показано
путем измерения уровня транскрипции данного
гена, накопления его мРНК и белка [38]. По-ви-
димому, данная водоросль компенсирует умень-
шение освещенности увеличением содержания
хлорофилла и светособирающих комплексов, и
этот эффект длится несколько часов, после чего
экспрессия cab опять падает.

В современной литературе [39] различия в экс-
прессии гена считаются существенными, если
уровни накопления его транскрипта отличаются
более чем в два раза. Наши данные показывают,
однако, весьма небольшие различия в уровне со-
держания транскрипта трансгена: наименьшая
экспрессия (у линии 493) составила 43% от уров-
ня экспрессии трансгена в линии 499 с максималь-
ной экспрессией. Такие небольшие колебания
уровня генной экспрессии между линиями, воз-
можно, являются следствием процедуры трансфор-
мации, во время которой происходил отбор транс-
формированных клеток на среде с канамицином.
Для регенерации был необходим высокий уро-
вень экспрессии гена NPTII, когда Т-ДНК, в ко-
торой содержался и целевой ген, была интегриро-
вана в транскрипционно активную область хро-
мосомы картофеля. Таким образом, селекция на
канамицине также отбирает для дальнейшей ре-
генерации трансформированные клетки с силь-
ной экспрессией целевого гена. В ряде работ, од-
нако, трансформация растений проводилась дву-
мя Т-ДНК на одной или различных плазмидах
агробактерий, причем одна Т-ДНК несла селек-
тивный ген, а другая – целевой ген, и большин-
ство полученных трансгенных линий содержали,
помимо селективного, также и целевой ген, инте-
грированный в удаленный от места интеграции
целевого гена локус. В таких трансгенных расте-
ниях экспрессия целевого гена больше не находит-
ся под давлением отбора и может варьировать в бо-
лее широких пределах, чем когда и селективный, и
целевой ген присутствуют на одной Т-ДНК [40].
Помимо растений с сильной экспрессией целе-
вого гена, в этом случае можно получить линии со
слабой экспрессией, что может быть преимуще-
ством, если продукт гена, антимикробный пеп-
тид, в высокой концентрации образует неактив-
ные олигомеры. В случае пептидов семейства
SmAMP1.x, однако, это представляется малове-
роятным, так как они имеют лидерный пептид и,
по-видимому, экскретируются в апопласт [23].

Достоинством методики трансформации расте-
ний с помощью раздельных Т-ДНК для целевого
и селективного генов является возможность по-
лучить безмаркерное потомство в последующих
семенных поколениях [40].

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (тема № 122042600086-7).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая работа не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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