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Ген pro-SmAMP2 из растения мокрицы (Stellaria media L.) кодирует гевеин-подобные пептиды, об-
ладающие in vitro антимикробной активностью по отношению к некоторым вредоносным микроор-
ганизмам. Эти пептиды играют важную роль в защите растений мокрицы от инфекции, а кодирую-
щий их ген ранее был использован для защиты трансгенных растений арабидопсиса и табака от фи-
топатогенов. В данной работе ген pro-SmAMP2 под контролем вирусного промотора CaMV35S или
под контролем собственного промотора pro-SmAMP2 был трансформирован в растения культурного
картофеля двух сортов, различающихся по устойчивости к альтернариозу: Юбилей Жукова (устой-
чивый) и Скороплодный (восприимчивый). Количественным методом ПЦР в реальном времени было
показано, что трансгенные растения картофеля экспрессировали ген pro-SmAMP2 под контролем обоих
промоторов на уровне сопоставимом или превышающем уровень экспрессии гена актина картофеля.
Методом оценки иммунного статуса трансформантов было показано, что экспрессия гена антимикроб-
ных пептидов pro-SmAMP2 способна повышать устойчивость к комплексу фитопатогенов Alternaria sp. и
Fusarium sp. только растений картофеля сорта Юбилей Жукова. В работе обсуждается возможная роль
продуктов гена pro-SmAMP2 в защите картофеля от Alternaria sp. и Fusarium sp.
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Картофель (Solanum tuberosum L.) – наиболее
важная продовольственная культура в мире после
пшеницы, риса и кукурузы. При этом картофель
поражается различными фитопатогенными мик-
роорганизмами, что приводит к экономически
значимому уменьшению урожайности его клуб-
ней и снижению их качества [1]. Создание сортов
с широкой и прочной устойчивостью к болезням
является оптимальным способом для повышения
валового сбора качественных клубней, а также
для контроля над распространением болезней
картофеля. Большинство известных генов расо-
специфичной (вертикальной) резистентности
способны придавать растениям картофеля крат-
ковременную устойчивость, которая преодолева-
ется с появлением новых рас фитопатогенов [2–
4]. Для продления и расширения спектра устой-
чивости к высокоспециализированному патогену
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary в растения
культурного картофеля были одновременно
трансформированы несколько генов вертикаль-
ной устойчивости Rpi-sto1, Rpi-vnt1.1 и Rpi-blb3 из

родственных видов S. stoloniferum, S. venturii и
S. bulbocastanum [5]. Однако не ясно, насколько
долго и надежно эти гены смогут защищать растения
культурного картофеля и не будут ли они способство-
вать появлению новых гибридных рас фитофторы.
Кроме того, в отличие от P. infestans некоторые вредо-
носные микроорганизмы, например возбудитель се-
рой гнили (Botrytis cinerea), являющийся неспециали-
зированным фитопатогеном, способны поражать
многие сельскохозяйственные растения вне зави-
симости от наличия в них генов вертикальной
устойчивости.

С помощью генетической инженерии для по-
вышения неспецифической устойчивости расте-
ний картофеля к болезням были использованы
разнообразные гены антимикробных белков или
пептидов из различных источников: микроорга-
низмов, позвоночных, растений [6–10]. Однако с
экологической точки зрения для защиты карто-
феля целесообразно использовать гены расти-
тельного происхождения, кодирующие антимик-
робные белки или пептиды [11]. Трансгенные
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растения картофеля, экспрессирующие ген де-
фензина из васаби (Wasabia japonica L.) под кон-
тролем вирусного промотора CaMV35S, имели по-
вышенную устойчивость к серой гнили B. cinerea
[10]. Показана задержка в развитии фитофторы на
листьях растений картофеля, экспрессирующих под
контролем промотора CaMV35S ген осмотина из та-
бака (Nicotiana tabacum) [12]. Ген дефензина alfAFP
из семян люцерны (Medicago sativa) способствовал
повышению устойчивости картофеля к Verticilli-
um dahlia, Alternaria solani и Fusarium culmorum, но
не к возбудителю фитофтороза [13]. Повышенная
экспрессия гена антимикробного пептида SN1 из
дикорастущего вида Solanum chacoense под контро-
лем промотора CaMV35S повышала устойчивость
трансгенных растений культурного картофеля к Pec-
tobacterium carotovorum (Erwinia carotovora) и Rhizocto-
nia solani [14].

В целом для создания долговременной устой-
чивости в новых сортах картофеля целесообразно
одновременно комбинировать (пирамидировать) не-
сколько генов вертикальной и неспецифической ре-
зистентности к фитопатогенам. Однако в этом случае
повышается вероятность нахождения в одном расте-
нии нескольких генов резистентности под контро-
лем одного и того же промотора [8, 10]. Как следует
из приведенных выше примеров, в трансгенных рас-
тениях картофеля для экспрессии генов неспецифи-
ческой устойчивости использовался конститутив-
ный промотор CaMV35S, созданный на основе
промоторной области гена белка оболочки 35S
вируса мозаики цветной капусты CaMV [15].
Важно отметить, что в генетических конструкци-
ях для трансформации растений часто целевые и
селективные гены в Т-ДНК находятся под кон-
тролем одного и того же промотора CaMV35S (на-
пример, pCAMBIA 2301 или pCAMBIA 1301).
Промотор CaMV35S обеспечивает стабильный
уровень экспрессии гетерологичных генов в рас-
тениях, но инфицирование трансгенных расте-
ний вирусом CaMV может приводить к сайлен-
сингу гетерологичного гена под его контролем
[16]. Кроме этого, при широком использовании
промотора CaMV35S увеличивается вероятность
инактивации экспрессии гетерологичных генов,
находящихся под его контролем, благодаря эф-
фекту гомологичной рекомбинации [17, 18]. По-
этому в современных исследованиях при созда-
нии генетически модифицированных растений
картофеля для экспрессии зарекомендовавших
себя положительно генов неспецифической
устойчивости стали применяться разнообразные
промоторы генов растений. Например, в транс-
генных растениях культурного картофеля экс-
прессия гена антимикробного пептида GSL2 кар-
тофеля находилась под контролем свето-индуци-
бельного промотора Lhca3 из картофеля [19].
Таким образом, создание растений картофеля с
повышенной неспецифической устойчивостью к

фитопатогенам за счет экспрессии генов анти-
микробных белков или пептидов под контролем
растительных промоторов является актуальной
задачей современных исследований.

Ранее из семян растения мокрицы (Stellaria me-
dia L.) было выделено два новых гевеин-подобных
пептида SmAMP1.1a (CBJ21248.1) и SmAMP2.2a
(CBJ21249.1), которые обладали высокой анти-
грибной активностью по отношению к ряду фи-
топатогенных грибов: A. solani, A. consortiale, B. ci-
nerea, Bipolaris sorokiniana, R. solani, F. culmorum,
F. oxysporum и Thielaviopsis basicola [20]. Высокий
уровень антигрибной активности выделенных
природных соединений предполагает их актив-
ную роль в защите семян и проростков мокрицы
от почвенных фитопатогенных грибов. Нами бы-
ло показано, что ген антимикробных пептидов
pro-SmAMP2, кодирующий пептиды SmAMP1.1a
и SmAMP2.2a, под контролем вирусного промо-
тора CaMV35S может повышать устойчивость
трансгенных растений арабидопсиса к B. sorokini-
ana, а трансгенных растений табака к T. basicola
[20]. Оказалось также, что гетерологичная экс-
прессия гена pro-SmAMP2 в томате приводила к
небольшому повышению его устойчивости к воз-
будителю фитофтороза [21].

Кроме этого, нами был клонирован и изучен
промотор гена pro-SmAMP2 из мокрицы, который
в агроинфильтрированных растениях Nicotiana
benthamiana или в трансгенных растениях табака
Nicotiana tabacum был по эффективности сравним
или превосходил вирусный промотор CaMV35S
[22, 23].

Цель настоящих исследований состояла в созда-
нии трансгенных растений картофеля с повышенной
устойчивостью к некоторым фитопатогенам путем
гетерологичной экспрессии в нем гена антимикроб-
ных пептидов pro-SmAMP2 под контролем промо-
тора pro-SmAMP2 или вирусного промотора
CaMV35S.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве источника гена pro-SmAMP2 ис-
пользовали растительный экспрессионный век-
тор pBI-SmAMP2, в котором ген pro-SmAMP2 на-
ходится под контролем промотора CaMV35S [20].
С применением праймеров FW 5′-ACGCCATG-
GCTTACATACAAAAGCTAGTCACAC-3′ и RV
5′-ACGCACGTGATTCCGTAGACTTGTGTATG-
ATC-3′, соответственно с сайтами рестрикции
NcoI и PmlI была амплифицирована нуклеотид-
ная последовательность гена pro-SmAMP2. Затем
она была лигирована по сайтам рестрикции NcoI
и PmlI в ранее созданную плазмиду p2120, содержа-
щую делеционный вариант – 2120 пн промотора гена
pro-SmAMP2 [22, 23]. Фрагмент EcoRI-PmlI полу-
ченной плазмиды p2120-SmAMP2, содержащий
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ген pro-SmAMP2 под контролем промотора
pro-SmAMP2, был лигирован в плазмиду pCAMBIA
2301 (Cambia, Австралия). Корректность сборки
генетической конструкции pKm2120-SmAMP2
была проверена секвенированием. Генетические
конструкции для трансформации растений были
использованы для получения агробактериальных
штаммов на основе Agrobacterium tumefaciens AGL0.

Для генетической трансформации использо-
вали растения картофеля сорта Юбилей Жукова и
сорта Скороплодный (любезно предоставлены
ФГБНУ ВНИИКХ им. А.Г. Лорха). В качестве
эксплантов использовали молодые листья разме-
ром около 0.5 см2 от асептически выращенных
растений. При получении трансгенных растений
в качестве базовой использовали питательную
среду МС [24]. Кокультивацию листовых экс-
плантов с агробактериями проводили газонным
методом на агаризованной среде с добавлением
0.1 мг/л НУК и 1 мг/л БАП в течение трех суток
при комнатной температуре в темноте. Для полу-
чения регенерантов экспланты переносили на
среду с добавлением 1.4 мг/л зеатина, 0.02 мг/л
нафтилуксусной кислоты (НУК) и 0.2 мг/л гиббе-
реллина (GA3) и культивировали при температуре
23°C, освещенности 10 клк и 16/8 ч фотопериоде.
На первом пассаже для селекции трансформиро-
ванных клеток растений использовали антибио-
тик канамицин в концентрации 50 мг/л, а для
элиминации агробактерий антибиотик тиментин
в концентрации 300 мг/л. Со второго пассажа
концентрацию канамицина увеличили до 75 мг/л,
а тиментина снижали до 150 мг/л. Полученные
регенеранты растений переносили и селектиро-
вали на безгормональной среде с канамицином
(100 мг/л).

Асептические растения картофеля выращива-
ли при температуре 23°C, освещенности 10 клк и
16/8 ч фотопериоде, затем их адаптировали к поч-
ве в течение трех дней и выращивали в теплице
для получения клубней при температуре 24°C,
освещенности 15 клк и 12/12 ч фотопериоде.

Трансгенные растения картофеля, выращенные
из клубней, для определения уровня экспрессии
целевого гена и устойчивости к фитопатогенам
растили при температуре 24°C, освещенности
15 клк и 16/8 ч фотопериоде.

Молекулярно-биологический анализ ДНК и
РНК из трансформантов картофеля выполняли ме-
тодом полимеразной цепной реакции с использова-
нием специфических праймеров (табл. 1) и в соот-
ветствии с профилем амплификации: 94°C – 5 мин;
94°C – 30 с; 60°C – 30 с; 72°C – 1 мин; циклов 30.

Суммарную РНК из трансформантов выделя-
ли с использованием реагента Trizol (“Invitrogen”,
США) в соответствии c рекомендациями фирмы-
изготовителя. Для устранения примесей геном-
ной ДНК препараты РНК обрабатывали ДНКа-
зой RQ1 RNase-Free (“Promega”, США). Первую
цепь кДНК получали методом обратной тран-
скрипции с использованием олигонуклеотида oli-
godT (“Синтол”, Россия) в качестве затравки и
РНК-зависимой ДНК-полимеразы M-MLV в со-
ответствии c рекомендациями фирмы-изготови-
теля фермента.

Оценку экспрессии гена pro-SmAMP2 (прай-
меры real-f2 и real-r2) относительно величины
экспрессии гена Actin (праймеры Act-f и Act-r)
проводили в трехкратной повторности (табл. 1).
ПЦР в реальном времени проводили на приборе
CFX96™ (BioRad, США) в присутствии интеркали-
рующего красителя SYBR Green I в объеме 25 мкл в
соответствии с профилем: 94°С – 3 мин; 94°С – 15 с;
60°С – 15 с, 72°С – 30 с; 40 циклов. Специфич-
ность амплификации после последнего цикла ре-
акции проверяли анализом кривой плавления (от
55 до 95°С). Эффективность реакции определяли
путем проведения ПЦР при разном разведении
кДНК. Статистическую обработку данных ПЦР
проводили с использованием программы qgene-
96 [25]. Для расчета результатов использовали
[delta][delta]Ct метод [26].

Иммунный статус трансформантов картофеля
оценивали с использованием комплекса фитопа-

Таблица 1. Праймеры для молекулярно-биологического анализа трансформантов картофеля

Ген Праймер Последовательность (5′-3′) Ампликон, пн

virE
VirE-F CGAATACATTCTCGTGCGTCAAACG

550
VirE-R TTTCGAGTCATGCATAATGCCTGA

pro-SmAMP2

AMP-F
 [20] 500

AMP-R

real-f2 CTGTTTGCCTGATATGCCTAATC
100

real-r2 TTCATTTGCTTGGTTATAAGCCTC

Actin (EU938079.1)
Act-f AATGGAATTGCTGATAGAATGAGC

112
Act-r AGCCTCCAATCCAAACACTATAC
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тогенных грибов Alternaria sp. и Fusarium sp. Из-
вестно, что в последние годы в Средней полосе
России значительное поражение картофеля вы-
зывает комплекс фитопатогенов, включающий
виды родов Fusarium и Alternaria [27]. Комплекс-
ную культуру этих грибов выделили из сильно пора-
женных листьев картофеля в Московской области
непосредственно перед инокуляцией, чтобы сохра-
нить ее максимальную агрессивность – наиболее
принципиальный показатель, необходимый для
объективности проводимых экспериментов. Для
инокуляции использовали листья растений кар-
тофеля, выращенных в теплице в течение восьми
недель с момента высадки клубней. От трех до
шести листьев каждого трансформанта и 7–9 ли-
стьев от трех контрольных растений картофеля
исходного сорта помещали в чашки Петри, по-
вреждали с помощью стерильной препарироваль-
ной иглы и в место поранений наносили по
50 мкл (10000 конидий/мл) суспензии комплекса
патогенов. Чашки инкубировали при температу-
ре 18–20°С во влажных камерах в течение 10 дней.
На 7-е и 10-е сутки инкубирования определяли
показатели поражения, которые переводили в
баллы. Размер хлороза (РХ): 1 – хлороза нет; 2 –
хлороз до 10% поверхности; 3 – 11–25% поверх-
ности покрыто хлорозом; 4 – 26–50% поверхно-
сти покрыто хлорозом; 5 – 51–80% поверхности
покрыто хлорозом; 6 – хлороз занимает 81–100%
поверхности. Размер некроза (РН): 1 – некрозов
нет; 2 – до 10% некротизировано; 3 – 11–30% не-
кротизировано; 4 – 31–60% некротизировано; 5 –
61–90% некротизировано; 6 – 91–100% некроти-
зировано. Интенсивность спороношения (ИС):
1 – спороношения нет; 2 – до 10% покрыто спороно-
шением; 3 – 11–30% покрыто спороношением; 4 –
31–60% покрыто спороношением; 5 – 61–90% по-
крыто спороношением; 6 – более 90% покрыто спо-
роношением. Инкубационный период 1 (ИП-1) – это
период в сутках до появления первых признаков хло-
роза. Инкубационный период 2 (ИП-2) – это период
в сутках до появления некроза. Латентный пери-
од (ЛП) – это период в сутках до появления спо-
роношения [28]. На основе присвоенных баллов
рассчитывали показатель итогового индекса агрес-
сивности (ИИА) комплекса патогенов по формуле
ИИА = (РХ × РН × ИС)/(ИП-1 × ИП-2 × ЛП).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Создание генетической конструкции, в которой ген 

антимикробных пептидов pro-SmAMP2
из растения мокрицы находится под контролем 

собственного промотора pro-SmAMP2
Ранее нами был получен и изучен делецион-

ный вариант –2120 пн промотора pro-SmAMP2 из
растения мокрицы, который в трансформантах
табака проявлял наиболее высокую активность
относительно других изученных делеционных ва-

риантов этого промотора, а также в несколько раз
превосходил по эффективности вирусный промо-
тор CaMV35S [23]. Делеционный вариант –2120 пн
промотора pro-SmAMP2 находился в составе расти-
тельного экспрессионного вектора pCAMBIA 1381Z,
обозначенного нами как p2120, в котором контроли-
ровал экспрессию репортерного гена gus [22, 23]. В
этот вектор вместо гена gus была вставлена нук-
леотидная последовательность гена антимикроб-
ных пептидов pro-SmAMP2 и получена плазмида
p2120-SmAMP2 (см. Материалы и методы). Плаз-
мида pCAMBIA 1381Z в составе Т-ДНК содержит
селективный ген гигромицинфосфотрансферазы
(hptII), придающий трансформированным клеткам
растений устойчивость к антибиотику гигромици-
ну, но который сравнительно редко используется
для генетической трансформации картофеля. По-
этому экспрессионная кассета с геном антимикроб-
ных пептидов pro-SmAMP2 под контролем делеци-
онного варианта –2120 пн промотора pro-SmAMP2
была перенесена из плазмиды p2120-SmAMP2 в рас-
тительный экспрессионный вектор pCAMBIA 2301,
который в составе Т-ДНК содержит селективный
ген неомицинфосфотрансферазы (nptII), прида-
ющий растениям устойчивость к антибиотику ка-
намицину (рис. 1).

Полученная плазмида, обозначенная как
pKm2120-SmAMP2, была перенесена в клетки аг-
робактерий Agrobacterium tumefaciens штамма
AGL0, который был использован для генетиче-
ской трансформации растений картофеля.

Получение трансгенных растений картофеля, 
экспрессирующих ген pro-SmAMP2 под контролем 

собственного промотора и под контролем вирусного 
промотора CaMV35S

Экспрессия генов антимикробных белков или
пептидов в трансгенных растениях может повы-
шать их устойчивость к фитопатогенам, но, как
правило, не создает полного иммунитета к болез-
ням. Степень повышения устойчивости от экс-
прессии гена антимикробного белка может раз-
личаться в зависимости от уровня исходной
устойчивости к фитопатогенам у сорта, растения
которого были использованы для генетической
модификации. В данных исследованиях для гене-
тической трансформации были выбраны два сор-
та картофеля Юбилей Жукова и Скороплодный.
Эти сорта по данным оригинатора имеют сред-
нюю или низкую устойчивость к фитофторе, но
Юбилей Жукова устойчив также к альтернариозу
и парше [29]. Cорт Юбилей Жукова был исполь-
зован для генетической трансформации кон-
струкцией pKm2120-SmAMP2, а сорт Скороплод-
ный – созданной ранее плазмидой pBI-SmAMP2,
в которой ген pro-SmAMP2 находился под контро-
лем вирусного промотора CaMV35S [20]. Транс-
формация двух сортов картофеля генетическими
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конструкциями с разными промоторами для экс-
прессии гена антимикробных пептидов pro-
SmAMP2 предполагала в дальнейшем возмож-
ность комбинирования (пирамидировния) генов
неспецифической устойчивости при минималь-
ном риске их транскрипционной инактивации.

Для подбора оптимальных условий генетиче-
ской трансформации была проведена серия экс-
периментов по определению гормонального со-
става питательных сред для эффективной регене-
рации побегов из сегментов листьев растений
картофеля сортов Юбилей Жукова и Скороплод-
ный. Было установлено, что в течение шести не-
дель около 20–22% эксплантов обоих сортов кар-
тофеля были способны образовать морфогенный
каллус при использовании питательной среды на
основе солей MC [24] c добавлением гормонов зе-
атина (1.4 мг/л), НУК (0.02 мг/л) и гиббереллина
(0.2 мг/л). В дальнейшем в течение двух–трех
месяцев на этой же питательной среде из морфо-
генных каллусов регенерировали многочислен-
ные побеги. Полученные экспериментальные ре-
зультаты свидетельствовали о возможности со-

здавать независимые трансформанты картофеля
обоих сортов в необходимом количестве.

В результате агробактериальной трансформа-
ции растений картофеля генетическими кон-
струкциями pKm2120-SmAMP2 и pBI-SmAMP2
были получены регенеранты, устойчивые к анти-
биотику канамицину в концентрации 100 мг/л
(табл. 2).

Из табл. 2 следует, что при использовании обе-
их конструкций pKm2120-SmAMP2 и pBI-
SmAMP2 соответственно только 37 и 33 из 160
взятых для экспериментов эксплантов формиро-
вали морфогенный каллус, на котором затем про-
исходила регенерация устойчивых к канамицину
побегов картофеля. От каждого каллуса, в зависи-
мости от интенсивности укоренения на среде с
канамицином, был взят один или два регенеранта
для создания двух групп из независимых расте-
ний, обозначенных pR2120-SmAMP2 и pRBI-
SmAMP2.

Молекулярно-биологический анализ расте-
ний pR2120-SmAMP2 и pRBI-SmAMP2 был прове-
ден с использованием метода ПЦР. Для предупре-

Рис. 1. Карта генетической конструкции pKm2120-SmAMP2, полученной на основе вектора pCAMBIA 2301. Промотор
pro-SmAMP2 (делеционный вариант –2120 пн) контролирует экспрессию гена антимикробных пептидов pro-
SmAMP2. CaMV35S – вирусный промотор, nptII – ген неомицинфосфотрансферазы. T-Border – последовательности
левой (L) и правой (R) границ Т-ДНК. Обозначение остальных элементов доступно на сайте Института Cambia (Ав-
стралия).

EcoRI (10821) promoter pro-SmAMP2

pro-SmAMP2

PmlI (2049)
nos (nopaline sythase) 3'UTR (polyA signal)

T-BORDER (R)

pVS1 Sta

pVS1-REP

pBR322 ori

pBR322 bom site

aadA (kanamycin resistance) gene

pKm2120-SmAMP2
11633 bp

CaMV 35S promoter, duplicated

nptII (kanamycin resistance) gene

CaMV 3'UTR (polyA signal)

T-BORDER (L)

Таблица 2. Агробактериальная трансформация растений картофеля

Конструкция

Экспланты, шт.
Канамицин-устойчивые 

растения, шт.ко-культивированные
с агробактериями

регенерирующие 
канамицин-устойчивые 

побеги

pKm2120-SmAMP2 160 37 62
pBI-SmAMP2 160 33 45
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ждения ложноположительных результатов все полу-
ченные нами 107 образцов ДНК из регенерантов
(табл. 2) были предварительно проверены на отсут-
ствие контаминации агробактериями с использова-
нием специфичных праймеров VirE-F и VirE-R
(табл. 1). В результате в препаратах тотальной ДНК у
пяти растений из группы pR2120-SmAMP2 и у семи
из группы pRBI-SmAMP2 была обнаружена по-
следовательность агробактериального гена virE.
Но если среди pR2120-SmAMP2 со всех 37 незави-
симых эксплантов удалось отобрать не менее од-
ного регенеранта без агробактериальной конта-
минации, то среди pRBI-SmAMP2 было только 26
независимых побегов свободных от агробактери-
альной инфекции, которые были отобраны для
последующих экспериментов.

С использованием ПЦР и специфических
праймеров AMP-F и AMP-R (табл. 1) было уста-
новлено, что все регенеранты картофеля, за ис-
ключением одного растения pR2120-SmAMP2
№ 42, содержат полную нуклеотидную последо-

вательность гена антимикробных пептидов
pro-SmAMP2 (рис. 2).

Из рис. 2 следует, что при амплификации ДНК
регенерантов со специфическими праймерами к
последовательности гена pro-SmAMP2 происхо-
дит образование ожидаемого по размеру ПЦР-
продукта длиной около 500 пн. Растения картофе-
ля, содержащие последовательность целевого гена,
были обозначены как pТ2120-SmAMP2 и pТBI-
SmAMP2 и из асептических условий высажены в
почву. Однако шесть трансгенных растений из
группы pТBI-SmAMP2 и три из группы pТ2120-
SmAMP2 были не способны расти в условиях теп-
лицы или имели выраженные аномалии в разви-
тии (задержка в развитии, хлороз) и сильно отли-
чались от растений исходного сорта. Причина
этого, вероятно, связана с тем, что они содержали
инсерции Т-ДНК в функционально значимых
участках генома, повреждение которых не позво-
ляло им полноценно вегетировать в почве.

Полученные результаты позволили оценить
эффективность генетической трансформации

Рис. 2. Анализ ДНК регенерантов pR2120-SmAMP2 и pRBI-SmAMP2 методом ПЦР с праймерами к последовательно-
сти гена pro-SmAMP2. Здесь и далее цифрами указаны независимые растения, “К–” – отрицательный контроль (вода),
“К+” – положительный контроль (pRBI-SmAMP2), М – маркер размера фрагментов ДНК.
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растений картофеля, которую рассчитывали как
отношение количества эксплантов, регенериро-
вавших трансгенные побеги, к общему числу
эксплантов, взятых для ко-культивации с агро-
бактериями. С учетом того, что часть регенеран-
тов pRBI-SmAMP2 не была изучена молекуляр-
но-биологическими методами из-за контамина-
ции агробактериями, эффективность транс-
формации обеими конструкциями составила от
16.3 до 22.5%.

Для отбора трансгенных растений картофеля,
экспрессирующих ген pro-SmAMP2, из растущих
в почве образцов была выделена тотальная РНК.
С ее использованием методом обратной тран-
скрипции была получена кДНК, которая предва-
рительно была использована для амплификации
с праймерами Act-f и Act-r (табл. 1) к референсно-
му гену актина картофеля, который представлен у
всех растений. Этот предварительный экспери-
ментальный этап был необходим для исключения
в последующих экспериментах ложноотрица-
тельных результатов при определении экспрес-
сии целевого гена pro-SmAMP2. Было установле-
но, что при ПЦР с использованием препаратов
кДНК от всех трансформантов происходит обра-
зование ожидаемого по размеру продукта около
100 пн (данные не приводятся).

Методом амплификации кДНК с праймерами
AMP-F и AMP-R (табл. 1) в обеих группах
pТ2120-SmAMP2 и pТBI-SmAMP2 были обнару-
жены трансформанты, экспрессирующие полную
последовательность гена pro-SmAMP2 (рис. 3).

Как следует из рис. 3, только у 16 из 20 транс-
формантов pТBI-SmAMP2 (№ 1, 2, 3, 4, 7, 12, 13,

15, 16, 17, 20, 21, 23, 30, 34 и 38) при анализе обна-
руживался ПЦР-продукт гена pro-SmAMP2 ожи-
даемого размера – около 500 пн. Одновременно
из 33 трансформантов группы pТ2120-SmAMP2 у
29 растений (№ 1, 2, 3, 7, 11, 12, 13, 14, 17, 18, 25, 28,
29, 30, 31, 33, 34, 35, 38, 39, 45, 47, 49, 50, 51, 53, 54,
59 и 63) был выявлен ПЦР-продукт ожидаемой
длины.

Полученные на основе одного сорта и расту-
щие в теплице трансгенные растения картофеля,
экспрессирующие ген pro-SmAMP2, по фенотипу
могли различаться между собой и отличаться от
нетрансгенных растений исходного сорта. В част-
ности, трансформанты различались по количе-
ству побегов, размеру листьев, интенсивности их
пигментации, срокам цветения. Вероятно, эти
различия были обусловлены не только инсерци-
онным Т-ДНК мутагенезом или сомаклональной
изменчивостью, но и условиями адаптации расте-
ний при переносе из колб в почву, а также разной
степенью развития корневой системы и побегов.
Для того чтобы исключить влияние последних
факторов на устойчивость растений к фитопато-
генам и унифицировать возраст растений, было
решено получить от трансгенных растений клуб-
ни. Однако часть трансформантов из обеих групп
растений pТBI-SmAMP2 и pТ2120-SmAMP2 была
полностью не способна образовывать клубни,
другая часть формировала мелкие клубни, кото-
рые не сохранились в период покоя. Из некото-
рых морфологически полноценных клубней мас-
сой 30–50 г при последующем прорастании форми-
ровались растения с замедленным ростом и
развитием. В итоге для количественной оценки
уровня экспрессии гена pro-SmAMP2 и определе-

Рис. 3. Анализ кДНК из трансформантов pТ2120-SmAMP2 и pТBI-SmAMP2 методом ПЦР с праймерами к последо-
вательности гена pro-SmAMP2.
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ния устойчивости к фитопатогенам было исполь-
зовано 12 морфологически полноценных независи-
мых трансгенных растений из группы pТBI-SmAMP2
и 13 из pТ2120-SmAMP2.

Отобранные трансгенные растения картофеля
растили в теплице в течение пяти месяцев в усло-
виях длинного дня (16/8 ч). Поскольку сроки про-
растания разных трансформантов могли разли-
чаться до полутора месяцев, первые измерения
уровня экспрессии гена pro-SmAMP2 в листьях
растений проводили не ранее двух месяцев с мо-
мента высадки клубней в почву. Из листьев сред-
него яруса всех трансгенных растений картофеля
была выделена тотальная РНК, которая была ис-
пользована для получения кДНК и количествен-
ной оценки. Результаты измерения методом ПЦР
в реальном времени экспрессии гена pro-SmAMP2
относительно референсного гена актина карто-
феля показаны на рис. 4.

Как следует из рис. 4, уровень мРНК гена pro-
SmAMP2 во всех трансгенных растениях карто-
феля, за исключением растения № 38 из груп-
пы pТBI-SmAMP2 и растений № 63 и 34 из
pТ2120-SmAMP2, был выше, чем уровень мРНК
гена “домашнего хозяйства” – актина картофеля.
Эти результаты свидетельствуют, что вирусный

промотор CaMV35S и промотор гена pro-SmAMP2
в растениях картофеля проявили себя как силь-
ные промоторы. Однако в 11 из 12 трансгенных
растений сорта Скороплодный, экспрессирую-
щих ген pro-SmAMP2 под контролем вирусного
промотора CaMV35S, это превышение составля-
ло от 99 до 1054 раз. Одновременно в 11 из
13 трансгенных растений сорта Юбилей Жукова,
экспрессирующих ген pro-SmAMP2 под контро-
лем промотора pro-SmAMP2, оно было менее зна-
чимо и составляло от 3 до 326 раз.

Экспрессия гена pro-SmAMP2 в трансгенных 
растениях картофеля повышает их устойчивость
к комплексу патогенов Alternaria sp. и Fusarium sp.

Оценку иммунного статуса трансгенных рас-
тений картофеля проводили с использованием
комплекса фитопатогенных грибов Alternaria sp. и
Fusarium sp., одновременно с первым измерением
уровня экспрессии гена pro-SmAMP2 в листьях
(рис. 4). В качестве сравнительного контроля ис-
пользовали нетрансгенные растения картофеля
сорта Юбилей Жукова и Скороплодный. Для
каждого листа трансгенного или контрольного
растения определяли такие показатели пораже-
ния, как размер хлороза, размер некроза, инкуба-

Рис. 4. Экспрессия гена pro-SmAMP2 в листьях y трансгенных растений картофеля, нормализованная относительно
экспрессии гена актина и измеренная методом ПЦР в реальном времени. Для индивидуальных трансгенных растений
приведены средние значения ± стандартная ошибка. Группы трансгенных растений.
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ционный период до появления первых признаков
хлороза, инкубационный период до появления
некроза, интенсивность спороношения, латент-
ный период появления спороношения. На основе
комплекса показателей поражения был рассчи-
тан итоговый индекс агрессивности (ИИА) пато-
генов (см. Материалы и методы) для каждого ин-
дивидуального листа. На основании значений
ИИА индивидуальных листьев рассчитывали
средние значения для каждого трансгенного и
контрольного растения. В целом меньшее значе-
ние ИИА свидетельствует о более высоком им-
мунном статусе у растений к фитопатогенам.

Первый учет ИИА проводили на 7-е сутки при
проявлении симптомов поражения листьев всех
контрольных растений, затем повторно на 10-е
сутки. Две последовательные оценки ИИА позво-
ляли измерить динамику нарастания поражения
листьев растений. Для этого рассчитывали отно-
шение значений ИИА на 10-е сутки к значениям
ИИА на 7-е сутки для каждого индивидуального
листа. На основании полученных отношений ин-
дивидуальных листьев определяли средние значе-
ния для каждого трансгенного и контрольного
растения. Полученные результаты приведены в
табл. 3.

Из табл. 3 следует, что у контрольных растений
сорта Юбилей Жукова ИИА на 7-е и 10-е сутки
составляют соответственно 0.09 ± 0.03 и
0.15 ± 0.04, что существенно ниже (p = 0.05), чем у
контрольных растений сорта Скороплодный –
0.88 ± 0.23 и 1.48 ± 0.47. Однако по динамике раз-
вития симптомов на листьях (Скороплодный
2.4 ± 0.9 и Юбилей Жукова 1.8 ± 0.2) эти два сорта

не отличаются, поскольку в обоих случаях с 7-е по
10-е сутки ИИА увеличился в среднем вдвое.

На 7-е сутки у отдельных трансгенных расте-
ний картофеля ИИА был ниже (Скороплодный
№ 16 и Юбилей Жукова № 31) или выше (Скоро-
плодный № 3 и Юбилей Жукова № 3, 11, 34, 45, 47,
53 и 59), чем у соответствующих контрольных
растений, но эти различия не были существенны-
ми (табл. 3).

На 10-е сутки не было отмечено трансгенных
растений картофеля на основе сорта Скороплод-
ный, у которых ИИА был бы ниже, чем у соответ-
ствующих контрольных растений (табл. 3, рис. 5,а).
Одновременно среди этих растений образец № 3
имел ИИА выше, чем в контроле, но различия не
были статистически значимы.

У трансгенных растений картофеля № 31, 39 и
63 на основе сорта Юбилей Жукова ИИА был ни-
же, чем у контроля, но только у образца № 31 эти
различия были статистически существенными
(табл. 3, рис. 5,б). Образцы из этой группы № 3,
34, 45, 47, 53 и 59 показали более высокий ИИА, чем
у контрольных растений сорта Юбилей Жукова, од-
нако только один из них (№ 45) по устойчивости был
существенно хуже контроля (рис. 5,б).

Только у двух (№ 1 и 3) из 12 трансгенных об-
разцов, полученных на основе сорта Скороплод-
ный, итоговые индексы агрессивности с 7-е по
10-е сутки практически не изменились, и их соот-
ношение составило, соответственно, 1.2 ± 0.2 и
1.1 ± 0.2, что было несущественно ниже, чем у
контрольных растений (табл. 3). Одновременно в
этой группе у образца № 16 аналогичный показа-

Рис. 5. Листья контрольных и некоторых трансгенных растений картофеля, экспрессирующих ген pro-SmAMP2, на
10-е сутки после инокуляции Alternaria sp. и Fusarium sp. а – группа Скороплодный pТBI-SmAMP2; б – группа Юбилей
Жукова pТ2120-SmAMP2. Контроль – нетрансгенные растения соответствующего сорта.

а

б

Контроль

№ 1 № 3

№ 31 № 39 № 63 № 45

Контроль
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тель составил 7.0 ± 1.8 и был выше, чем у контро-
ля, но также статистически незначимо.

В другой группе растений соотношение ИИА
на 10-е и 7-е сутки было иным. В частности, из
13 образцов у шести (№ 3, 30, 31, 34, 39 и 63) ито-
говые индексы агрессивности на 10-й и 7-й день
практически не отличались, и их соотношение
было от 1.0 до 1.3, что ниже, чем у контрольных
растений сорта Юбилей Жукова (табл. 3). Однако
только у трех из них (№ 31, 39 и 63) различия но-

сили существенный характер и свидетельствова-
ли о задержке в развитии фитопатогенов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как отмечалось, гевеин-подобные пептиды
SmAMP1.1a и SmAMP2.2a, кодируемые геном
pro-SmAMP2, обладали in vitro антимикробной ак-
тивностью по отношению к A. solani, A. consortiale,
B. cinerea, B. sorokiniana, R. solani, F. culmorum,
F. oxysporum и T. basicola. В дополнение к этому

Таблица 3. Значения итогового индекса агрессивности (ИИА) комплекса патогенов Alternaria sp. и Fusarium sp.
в отношении растений картофеля

Примечание. Представлены средние значения ± стандартные ошибки.
* Значения, существенно отличающиеся от соответствующего контроля (при p = 0.05).

Образец Число
листьев

ИИА, балл ИИА (10-е сутки):
ИИА (7-е сутки)сорт группа на 7-е сутки на 10-е сутки

С
ко

ро
пл

од
ны

й

– Контроль 7 0.88 ± 0.23 1.48 ± 0.47 2.4 ± 0.9

pТ
B

I-
Sm

A
M

P2

1 6 1.31 ± 0.38 1.45 ± 0.61 1.2 ± 0.2

2 4 1.41 ± 0.31 2.44 ± 0.55 1.8 ± 0.2

3 3 3.08 ± 0.79 3.33 ± 0.88 1.1 ± 0.2

4 3 0.79 ± 0.18 1.25 ± 1.0 1.5 ± 0.1

7 3 1.90 ± 1.06 1.98 ± 1.0 2.1 ± 1.1

12 6 1.12 ± 0.55 1.83 ± 0.65 2.0 ± 0.2

13 5 0.94 ± 0.40 1.32 ± 0.34 1.8 ± 0.3

15 4 1.09 ± 0.27 1.72 ± 0.13 1.7 ± 0.2

16 6 0.19 ± 0.08 0.85 ± 0.22 7.0 ± 1.8

17 4 0.82 ± 0.23 1.05 ± 0.25 1.4 ± 0.2

20 6 0.83 ± 0.30 1.32 ± 0.36 2.5 ± 0.7

38 6 1.08 ± 0.46 2.04 ± 0.60 3.7 ± 1.2

Ю
би

ле
й 

Ж
ук

ов
а

– Контроль 9 0.09 ± 0.03 0.15 ± 0.04 1.8 ± 0.2

pТ
21

20
-S

m
A

M
P2

3 3 0.30 ± 0.06 0.40 ± 0.12 1.3 ± 0.1

11 6 0.33 ± 0.24 0.36 ± 0.21 2.1 ± 0.7

30 4 0.15 ± 0.06 0.16 ± 0.09 1.0 ± 0.2

31 5 0.02 ± 0.01 0.02 ± 0.01* 1.0*

34 3 0.30 ± 0.15 0.34 ± 0.14 1.3 ± 0.1

39 5 0.05 ± 0.03 0.05 ± 0.03 1.0*

45 4 1.41 ± 0.47 3.40 ± 0.88* 2.7 ± 0.6

47 3 0.85 ± 0.54 1.78 ± 0.96 2.4 ± 1.3

49 3 0.08 ± 0.04 0.10 ± 0.04 1.7 ± 0.3

51 3 0.45 ± 0.44 0.57 ± 0.55 2.1 ± 1.0

53 6 0.49 ± 0.29 0.82 ± 0.53 2.7 ± 1.5

59 3 0.58 ± 0.34 0.61 ± 0.24 2.4 ± 1.2

63 3 0.10 0.10 1.0*
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экспрессия гена pro-SmAMP2 повышала устойчи-
вость трансгенных растений арабидопсиса экоти-
па Columbia к B. sorokiniana, трансгенных расте-
ний табака сорта Samsun NN к T. basicola [20]. Эти
результаты позволяли предполагать, что экспрес-
сия гена pro-SmAMP2 в растениях культурного
картофеля также позволит повысить их неспеци-
фическую устойчивость к некоторым приведен-
ным выше фитопатогенам. Для проверки этого
предположения были использованы два различа-
ющихся по устойчивости к альтернариозу сорта:
Юбилей Жукова (устойчивый) и Скороплодный
(восприимчивый) [29]. Этот экспериментальный
подход позволяет оценить эффект влияния “ис-
ходного” уровня устойчивости сорта к фитопато-
генам на защитные свойства картофеля в связи с
экспрессией в нем гена антимикробных пептидов
pro-SmAMP2. Кроме этого, для экспрессии гена
pro-SmAMP2 в растениях картофеля были исполь-
зованы разные промоторы: вирусный CaMV35S и
промотор гена pro-SmAMP2. Предполагается, что в
будущем это позволит комбинировать (пирамидиро-
вать) в одном генотипе картофеля путем повторной
генетической трансформации или скрещиванием
несколько разных антимикробных генов и каждый
под контролем собственного промотора для исклю-
чения подавления их экспрессии.

В результате экспериментальных процедур
было получено 25 независимых трансгенных рас-
тений картофеля, экспрессирующих ген pro-
SmAMP2 под контролем разных промоторов (рис. 4)
и также сходных с соответствующими растения-
ми исходных сортов по морфологии (размер ли-
стьев, интенсивность их пигментации, наличие и
размер клубней) и по развитию (времени прорас-
тания клубней и зацветания растений). Следует
отметить, что некоторая часть трансформантов
картофеля, экспрессирующих ген pro-SmAMP2,
была неспособна формировать полноценные
клубни или имела другие аномалии в росте и раз-
витии, поэтому в исследованиях по определению
устойчивости к фитопатогенам не участвовала.
Вероятно, нарушение фенотипа этих растений
было вызвано инсерцией Т-ДНК в функциональ-
но значимые участки их генома.

У большинства трансгенных растений вирус-
ный промотор CaMV35S и промотор pro-SmAMP2
обеспечивали экспрессию гена pro-SmAMP2 на
высоком уровне, превышающем экспрессию гена
“домашнего хозяйства” – актина картофеля. Од-
нако в целом экспрессия гена pro-SmAMP2 была
примерно в 5 раз выше при использовании вирус-
ного промотора CaMV35S, чем при применении
промотора гена pro-SmAMP2 (рис. 4). Эти резуль-
таты оказались неожиданными, поскольку ранее
в трансгенных растениях табака сорта Samsun NN
промотор гена pro-SmAMP2 был по эффективно-
сти сопоставим или превосходил вирусный про-
мотор CaMV35S [23]. Возможно, на активность

промоторов CaMV35S и pro-SmAMP2 могли ока-
зать влияние специфические сортовые свойства
растений картофеля. В частности, ранее отмеча-
лось, что активность вирусного промотора
CaMV35S может различаться от 3 до 11 раз в
трансгенных растениях табака в зависимости от
их сорта [30–32].

Комплекс грибов Alternaria и Fusarium пред-
ставляет реальную опасность для картофеля в
разных регионах России [27]. Оценка на листьях
картофеля их иммунного статуса к комплексу фи-
топатогенных грибов Alternaria sp. и Fusarium sp.
позволила дифференцировать растения в соот-
ветствии с их сортовой принадлежностью, а так-
же выделить некоторые образцы с повышенным
уровнем устойчивости к данному фитопатоген-
ному комплексу. В частности, все растения на ос-
нове сорта Скороплодный, независимо от уровня
экспрессии гена pro-SmAMP2, поражались фито-
патогенами наравне с исходным сортом и суще-
ственно не различались как по ИИА, так и по ско-
рости распространения симптомов заболевания
(табл. 3, рис. 5). Контрольные растения сорта Юби-
лей Жукова были по значениям ИИА существенно
более устойчивы к Alternaria sp. и Fusarium sp., но
скорость распространения на них симптомов по-
ражения была такая же, как у сорта Скороплод-
ный (табл. 3, рис. 5). Одновременно один транс-
генный образец № 31 из группы Юбилей Жукова
по нарастанию симптомов заболевания и ИИА
был существенно лучше контроля (табл. 3, рис. 5).
Еще два образца № 39 и 63 из этой группы пора-
жались на уровне контроля, но скорость распро-
странения симптомов поражения на них была су-
щественно ниже, чем в контроле. Вероятно, сорт
Юбилей Жукова, в отличие от сорта Скороплод-
ный, имеет дополнительный механизм неспеци-
фической защиты, который задерживает проник-
новение фитопатогенов в лист, однако в дальней-
шем не способен существенно препятствовать их
распространению. В то же время усиление этого
защитного механизма посредством экспрессии
гена pro-SmAMP2 позволит некоторым трансген-
ным растениям картофеля сорта Юбилей
Жукова успешно противостоять Alternaria sp. и
Fusarium sp. Следовательно, белковые продукты
гена pro-SmAMP2 являются дополнительным пре-
пятствием для инфекции при заражении.

Кроме того, сопоставимая скорость распро-
странения симптомов поражения у контрольных
растений сорта Юбилей Жукова и всех растений
на основе сорта Скороплодный могла быть обу-
словлена активностью другого фитопатогена, ко-
торый присутствовал в смеси – Fusarium sp. и к
которому “исходная” устойчивость обоих сортов
была не известна. Повышенная устойчивость об-
разцов № 31, 39 и 63 из группы Юбилей Жукова
предполагает, что “исходная” устойчивость этого
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сорта может быть расширена экспрессией гена
pro-SmAMP2.

Неспецифическая устойчивость растений
обеспечивается работой многих генов с аддитив-
ным эффектом, каждый из которых в отдельно-
сти, по-видимому, не способен на высоком уров-
не противостоять возбудителям болезней. При
генетической трансформации растений некото-
рые из этих генов могут изменять характер своей
экспрессии в результате инсерций Т-ДНК или
сомаклональной изменчивости, что может при-
водить к снижению “исходного” уровня устойчи-
вости. Например, среди группы трансгенных рас-
тений на основе сорта Юбилей Жукова был обра-
зец № 45, который по степени поражения
проигрывает контрольным растениям и сопоста-
вим со всеми растениями картофеля сорта Ско-
роплодный (табл. 3, рис. 5). Отрицательно на-
правленное действие от инсерционного мутаге-
неза значимых для устойчивости участков генома
может быть причиной отсутствия выраженной за-
висимости между уровнем экспрессии гена pro-
SmAMP2 и устойчивостью первичных трансфор-
мантов картофеля к фитопатогенам (табл. 3 и рис. 4).
Этим же обстоятельством, вероятно, обусловлено
отсутствие положительного эффекта в повыше-
нии устойчивости среди растений из группы
Юбилей Жукова с высоким уровнем экспрессии
гена pro-SmAMP2, которые, вероятно, имеют не-
сколько инсерций Т-ДНК.

Ранее также было описано отсутствие связи
между уровнем биосинтеза белка дефензина из
васаби у трансгенных растений картофеля сорта
Waseshiro и степенью их устойчивости к серой
гнили B. cinerea [10]. В частности, только одно
трансгенное растение из трех одновременно име-
ло относительно высокий уровень наработки де-
фензина васаби и было более устойчиво к патоге-
ну, чем контроль. Два других трансгенных расте-
ния, несмотря на высокий уровень биосинтеза
дефензина из васаби, повышенной устойчивости
к патогену не проявили.

Схожий эффект наблюдался нами ранее у пер-
вичных трансформантов табака, экспрессирующих
ген pro-SmAMP2 и не имеющих четкой зависимости
между уровнем транскрипта pro-SmAMP2 и устойчи-
востью растений к патогену T. basicola [20]. Однако в
потомстве Т1 этих растений табака и особенно в
поколении Т3 трансгенных растений арабидопси-
са с моногенным наследованием Т-ДНК была от-
мечена тесная положительная связь между уровнем
транскрипта гена pro-SmAMP2 и устойчивостью
растений к фитопатогенам. Вероятнее всего, прояв-
ление этой корреляционной зависимости стало воз-
можно в результате двух причин: во-первых, полу-
чения гомозигот по локусу с геном pro-SmAMP2 и,
во-вторых, за счет элиминации негативно действу-

ющих на устойчивость Т-ДНК-инсерционных му-
таций генов неспецифической устойчивости.

Из данных табл. 3 следует, что трансгенный обра-
зец № 31 из группы Юбилей Жукова с повышенной
устойчивостью к фитопатогенам имеет достаточно
высокий уровень экспрессии гена pro-SmAMP2 от-
носительно большинства других растений этой груп-
пы (рис. 4). Следовательно, в будущем при получе-
нии трансгенных растений картофеля целесообразно
создавать более многочисленную группу независи-
мых трансформантов для повышения вероятности
выявления растений, сочетающих высокую экспрес-
сию целевого гена с высокой устойчивостью к фито-
патогенам. Кроме этого, при пирамидировании ге-
нов устойчивости путем гибридизации целесообраз-
но отбирать в потомстве гибридов, полученных на
основе различных трансформантов картофеля, рас-
тения с моногенным наследованием каждого целе-
вого гена.

Таким образом, экспрессия гена антимикроб-
ных пептидов pro-SmAMP2 из мокрицы под кон-
тролем промотора pro-SmAMP2 способна повы-
шать устойчивость растений картофеля к изучен-
ным фитопатогенам. В то же время повышать и
расширять неспецифическую защиту от фитопа-
тогенов с помощью экспрессии гена pro-SmAMP2
целесообразно на сортах картофеля, уже имею-
щих к ним определенный уровень устойчивости.
В дальнейших исследованиях по повышению
устойчивости растений картофеля к фитопатоге-
нам путем комбинирования в одном генотипе
разных генов устойчивости целесообразно ис-
пользовать трансгенные растения картофеля
№ 31, 39 и 63 из группы Юбилей Жукова.

Работа поддержана грантом Министерства об-
разования и науки России № 14.604.21.0028
(№ RFMEFI60414X0028) и выполнена с
использованием оборудования Центра коллек-
тивного пользования “Биотехнология” ФГБНУ
ВНИИСБ.
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ЭКСПРЕССИЯ РАСТИТЕЛЬНОГО ГЕНА АНТИМИКРОБНЫХ ПЕПТИДОВ 
pro-SmAMP2 ПОВЫШАЕТ УСТОЙЧИВОСТЬ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ 

КАРТОФЕЛЯ К ВОЗБУДИТЕЛЯМ АЛЬТЕРНАРИОЗА И ФУЗАРИОЗА
Е. М. Ветчинкина1, В. В. Комахина1, Д. А. Высоцкий1, Д. В. Зайцев2,
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Ген pro-SmAMP2 из растения мокрицы (Stellaria media L.) кодирует гевеин-подобные пептиды, об-
ладающие in vitro антимикробной активностью по отношению к некоторым вредоносным микроор-
ганизмам. Эти пептиды играют важную роль в защите растений мокрицы от инфекции, а кодирую-
щий их ген ранее был использован для защиты трансгенных растений арабидопсиса и табака от фи-
топатогенов. В данной работе ген pro-SmAMP2 под контролем вирусного промотора CaMV35S или
под контролем собственного промотора pro-SmAMP2 был трансформирован в растения культурного
картофеля двух сортов, различающихся по устойчивости к альтернариозу: Юбилей Жукова (устой-
чивый) и Скороплодный (восприимчивый). Количественным методом ПЦР в реальном времени
было показано, что трансгенные растения картофеля экспрессировали ген pro-SmAMP2 под контро-
лем обоих промоторов на уровне сопоставимом или превышающем уровень экспрессии гена актина
картофеля. Методом оценки иммунного статуса трансформантов было показано, что экспрессия
гена антимикробных пептидов pro-SmAMP2 способна повышать устойчивость к комплексу фитопа-
тогенов Alternaria sp. и Fusarium sp. только растений картофеля сорта Юбилей Жукова. В работе об-
суждается возможная роль продуктов гена pro-SmAMP2 в защите картофеля от Alternaria sp. и Fusar-
ium sp.

Ключевые слова: антимикробные пептиды, Stellaria media, трансгенные растения, картофель.
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