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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ЗАЩИТНОГО ОТВЕТА  
В ЛИСТЬЯХ ТРАНСГЕННОГО КАРТОФЕЛЯ  

ПОСЛЕ ОБРАБОТКИ ГЛИФОСАТОМ 
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Бактериальный ген аrоА введен в растения картофеля методом агробактериальной трансформации. Наличие целевого 
гена и его экспрессия в геноме трансформированных растений подтверждены методом полимеразной цепной реакции. Изо-
лированные листья со стеблей картофеля проявляли устойчивость к обработке глифосатом в концентрации 1,8 г/л. Изучена 
экспрессия гена aroA и генов защитного ответа в трансгенных растениях картофеля, резистентных к глифосату. Отмечена экс-
прессия гена aroA в тканях картофеля методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (RT-PCR). Показано, что 
обработка трансгенных растений глифосатом индуцирует экспрессию в листья генов защитного ответа.
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The bacteria aroA gene has been integrated into cultivated potato (S. tuberosum) using Agrobacterium-mediated transformation. 
The transgenic plants contained and expressed aroA gene as tested by PCR. The foliar of transgenic plants were resistant to glyphosate 
treatment in dose 1,8 g/l. It was studied expression of aroA gene and pathogenesis related genes in the transgenic potato plants resistant 
to glyphosate. It was demonstrated expression of aroA gene in potato tissue by RT-PCR. We have observed induction of PR-genes in 
leaves after treatment transgenic plants by glyphosate. 
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Получение трансгенных гербицидустойчивых культур – актуальное направление современной сель-
скохозяйственной отрасли. Создание растений, устойчивых к широко используемому во всем мире 
гербициду глифосату (N-(фосфонометил)-глицин), позволит существенно повысить эффективность 
сельскохозяйственного производства, значительно увеличить урожайность культур. В настоящее время 
гербицид глифосат широко используется во всем мире, что обусловлено его высокой эффективностью, 
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дешевизной и низкой токсичностью. При этом, однако, природная устойчивость растений к нему встре-
чается достаточно редко. Глифосат ингибирует 5-енолпирувилшикимат-3-фосфат синтазу (EPSPS) рас-
тений – фермент шикиматного пути, локализованный в хлоропластах, определяющий биосинтез аро-
матических аминокислот [1]. 

Существует несколько подходов к получению растений, устойчивых к глифосату. Первый заклю-
чается в амплификации или модификации собственных растительных генов EPSPS; второй состоит 
в том, чтобы клонировать ген, кодирующий устойчивый к глифосату фермент, из бактерий или грибов 
и ввести в растения; третий способ, который стал использоваться относительно недавно, заключается 
в поиске в природной среде и последующей модификации ферментов, способных расщеплять глифо-
сат до нетоксичных продуктов, и введении таких генов в растения [2, 3]. В устойчивых к глифосату 
растениях, которые получены первыми двумя способами, глифосат все равно накапливается в мери-
стемах [4, 5]. При использовании третьего подхода остатки глифосата расщепляются до безопасных 
продуктов, что в конечном счете благоприятно для растений и приводит к уменьшению загрязнения 
почвы. 

Картофель – наиболее широко распространенная овощная культура в Республике Беларусь. Ранее 
нами получены трансгенные растения картофеля, устойчивые к глифосату, с бактериальным геном 
aroA [6]. После обработки глифосатом они могут приобретать устойчивость к грибным патогенам при 
накоплении гербицида в вегетирующих органах, который токсичен для микроорганизмов [5]. Устой-
чивость растений к патогенам связана с накоплением PR-белков [7] – особого класса защитных бел-
ков, которые экспрессируются в ответ на стрессовые воздействия и инфекцию патогена. PR-белки 
обнаружены у многих видов растений, и в настоящее время описанные белки отнесены к 17 семей-
ствам [8]. Связь между накоплением PR-белков и развитием приобретенной устойчивости привела 
к предположению, что они являются маркерами этой устойчивости. Было показано, что накопление 
этих белков коррелирует с развитием системной приобретенной устойчивости растений [8]. 

Цель настоящей работы – определение экспрессии гена аrоА в трансгенных растениях картофеля 
и влияния обработки глифосатом на уровень экспрессии генов защитного ответа.

Материалы и методы исследования
Трансгенные растения картофеля выращивали в горшках в условиях климатической камеры при 

температуре 23 °С и длине светового дня 16 ч. Наличие гена aroA в геноме растений анализировали 
с помощью реакций амплификации с праймерами (таблица), с которыми синтезируется фрагмент раз-
мером 750 и 250 п. н. В реакции использовали геномную ДНК растений, а также кДНК, полученную 
путем обратной транскрипции с мРНК трансгенных растений. Реакционная смесь включала 1 мкл ге-
номной ДНК (или кДНК) каждого образца, по 2 мкмоль/л каждого из праймеров, 2 ммоль/л смеси че-
тырех дезоксинуклеотидтрифосфатов, 5 ед./мкл Taq-полимеразы в однократном реакционном буфере. 
Общий объем смеси составлял 15 мкл. Программа амплификации: денатурация при 94 °С в течение 
4 мин; 30 циклов при 94 °С – по 30 с; 55 °С – 1 мин; 72 °С – 1 мин 30 с; заключительный цикл – 7 мин 
при 72 °С – для фрагмента размером 750 п. н.; денатурация при 94 °С – 4 мин; 35 циклов при 94 °С – 
по 15 с; 65 °С – 15 с; 72 °С – 20 с; заключительный цикл – 5 мин при 72 °С – для фрагмента размером 
250 п. н. Продукты полимеразной цепной реакции (ПЦР) анализировали при помощи электрофореза 
в 1,5 % агарозном геле в трис-ацетатной буферной системе.

Праймеры, используемые в работе

Праймеры Последовательность праймеров

aroAseq2
aroAr_ch 

CAGGAAACAGCTATGACGCATTAAAGGCGATCTGGTTTC 
TCAGAGCTCAGCCGTGCTGACTCAGA 

nt CTP-f
nt CTP-r 

GTTTCTAGAAAAATGGCACAGATTAGCAGCATG
CAATGAGCTCCATGGTCTGTGCAGTGACCACTGAT

St PR2f
St PR2r

CTAATGCGGTGGTACAAGATGG
TGACACAACAATTCCTACAGATCC

St PR3f
St PR3r

ATAAGCCATCATGCCACAACG
GCAGTATTCGGACCCATCC

St PR5f
St PR5r

ATCTCCCGTCTCGCATTTGC
GGGCCAAACTTGGAACCTTAATG



Биология

33

Праймеры Последовательность праймеров

St HSR-203j-f
St HSR-203j-r

GTAATGATAGTTCGGTTGATAAGC
AGAGGTAGGAAGACGGAAAC

St HIN-1f
St HIN-1r

GCAACTGCATTTTCCAAATCATC
CACGTAGAAATTGACCTTGTTAGG

St EF1Af
St EF1A2r

TTGATGCTCTTGACCAGATTAACG
ACGGGCACAGTTCCAATACC

Полимеразную цепную реакцию в реальном времени – RT-PCR – проводили на амплификаторе  
ДТ-96 (ДНК-технология) с модулем детекции продуктов в режиме реального времени. Для опреде-
ления уровней экспрессии генов растений использовали прямой и обратный праймеры (см. таблицу), 
Taq-буфер и Taq-полимеразу (2,5 ед.). Реакционная смесь объемом 100 мкл содержала каждый праймер 
в концентрации 0,2 мкмоль/л, дНТФ – по 0,1 ммоль/л, а также интеркалирующий краситель SYBR 
Green 1 (Sigma) и референсный краситель Rox («Праймтех») в рекомендованных производителем кон-
центрациях. Продукты реакции детектировались в ходе 50 циклов чередующихся температур – 94 °С 
(10 с) и 60 °С (1 мин). Расчеты уровней экспрессии генов проводили по следующей схеме. Определяли 
разницу значений (∆ Сt), вычитая из конститутивно экспрессирующегося гена EF-1α пороговое значе-
ние (Сt) PR-генов. Статистическую обработку полученных данных и построение графиков проводили 
с использованием программ Origin Pro 8 и Rest 2009.

Результаты исследования и их обсуждение
Для постановки экспериментов трансгенные растения картофеля выращивали из клубней в горшках 

в условиях климатической камеры при температуре 22 °С и длине светового дня 16 ч в течение 60 сут. Для 
выделения ДНК и обработки глифосатом отбирали листья с середины стеблей. Все отобранные листья 
анализировали методом ПЦР на наличие гена aroA. Выросшие растения тестировали на экспрессию гена 
aroA по синтезу кДНК. С этой целью выделяли фракцию мРНК с использованием набора Nucleospin® 
(Macherey-Nagel) RNA Plant и синтезировали кДНК. С полученной кДНК проводили ПЦР с праймерами 
к гену aroA. Наличие фрагмента ДНК размером 250 п. н. указывало на экспрессию гена (рис. 1).

Для определения устойчивости растений к глифосату проводили обработку листьев его раствором 
с концентрацией 0,45; 0,9 и 1,8 г/л. Листья помещали на увлажненную фильтровальную бумагу в чашки 
Петри и инкубировали в условиях климатической камеры при температуре 24 °С и 16-часовом свето-
вом дне. В качестве контроля использовали листья нетрансгенных растений. Через три дня после об-
работки глифосатом в концентрации 0,45 г/л наблюдали лишь слабое пожелтение листьев контрольных 

О ко н ч а н и е  т а б л и ц ы

Рис. 1. Экспрессия гена aroA в образцах трансгенных листьев картофеля.  
Дорожки 1, 2 – отрицательный контроль (нетрансгенный картофель); 3 – контроль ПЦР плазмиды 

с геном aroA; 4 –10 – образцы кДНК; М – маркерная ДНК (1 kb DNA ladder Mix, Fermentas)
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растений. Концентрация глифосата 0,9 г/л вызвала более четкое пожелтение листьев контрольных рас-
тений. Но максимальное действие глифосата проявлялось при концентрации 1,8 г/л: листья, собранные 
с контрольных растений, пожелтели и покрылись темными пятнами. Листья трансгенных растений не 
изменили окраски, что свидетельствует об их устойчивости к глифосату (рис. 2).

Индукцию системного ответа растений детектировали методом количественной ПЦР (кПЦР) по 
уровню экспрессии известных PR-генов S. tuberosum. Количество полученной кДНК определяли ме-
тодом кПЦР с интеркалирующим красителем SYBR Green. В качестве референсного гена применяли 
EF-1α. Использованные олигонуклеотидные праймеры представлены в таблице. Развитие системного 
защитного ответа S. tuberosum оценивалось по уровню экспрессии набора PR-генов листьев растений 
через 3 сут после обработки их глифосатом в концентрации 1,8 г/л. В данном эксперименте удалось за-
фиксировать увеличение уровня экспрессии для всех PR-генов (рис. 3). 

Рис. 2. Листья растений картофеля через три дня после обработки глифосатом в концентрации 1,8 г/л.  
Верхний ряд – листья контрольных растений, неустойчивых к глифосату.  

Нижний ряд – листья трансгенного картофеля

Рис. 3. Экспрессия генов защитного ответа в листьях картофеля после обработки глифосатом
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Экспрессия возрастала примерно в 4 раза для генов PR-3, PR-5, чуть более чем в 2 раза – для гена 
hin1. Наиболее сильной оказалась индукция генов PR-2 и экспрессия маркера гиперчувствительно-
сти HSR-203j [9], т. е. обработка растений картофеля глифосатом индуцирует гены защитного отве-
та, что должно повышать уровень устойчивости растений к инфекции патогенами. Накопление гли-
фосата в тканях листьев также способствует повышению устойчивости к патогенам, даже таким, как 
Phytophthora infestans, которые ингибируются глифосатом. Таким образом, обработка посадок транс-
генного картофеля глифосатом будет приводить не только к гибели сорняков, но и повышать уровень 
устойчивости растений к патогенам.
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