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 Определяли уровни экспрессии генов защитных белков в 
листьях картофеля при бактериальной инфекции и обработке 
глифосатом методом ПЦР в реальном времени. Показано, что 
обработка трансгенных растений глифосатом индуцирует в 
листьях экспрессию генов защитных белков. При заражении 
обработанных глифосатом растений фитопатогенными бак-
териями уровни индукции генов защитного ответа возрас-
тают примерно в 2 раза. Предполагается, что обработка 
трансгенных растений глифосатом способствует повышению 
их резистентности к патогенам.

 The protective proteins genes expressive levels are determined in 
potato leaves at bacterial infection and glyphosate treatment by real 
time PCR method. 

It is shown that transgenic plants treatment by glyphosate induces 
the expression in protective proteins genes leaves. At glyphosate 
treated plants contamination by phytopathogenic bacteria the 
protective answer genes induction levels are increased approximately 
two times. It is supposed that transgenic plants treatment by 
glyphosate facilitates their resistance increase to pathogens. 

Введение
Создание и использование генно-инженерных орга-

низмов в селекции новых сортов растений ведет к увели-
чению продуктивности, повышению качества продукции, 
способствует улучшению экологической обстановки [1]. 
Как известно, реакции растений на инфицирование или 
раневой стресс связаны с индукцией генов, кодирующих 
защитные белки. Эти гены принято называть генами за-
щитного ответа (PR-гены). Характер экспрессии PR-генов 
как видо-, так и органоспецифичен. И хотя индукция ге-
нов, кодирующих защитные белки, описана для ряда рас-
тительных систем, до последнего времени мало было из-
вестно о подобных генах в клубнях и листьях картофеля. 
PR-белки – это особый класс защитных белков, которые 
экспрессируются в ответ на стрессовые воздействия и 
инфекцию патогена. PR-белки (pathogenesis-related pro-
teins) обнаружены у многих видов растений, и в настоя-
щее время описанные белки отнесены к 17 семействам 
[2]. В разных источниках упоминается, что PR-белки со-
держатся в межклетниках, плазмодесмах, цитоплазме и в 
вакуолях клетки, встречаются в ксилемном соке [3], гутта-
ционной жидкости, не транспортируются по растению [4]. 
В инфицированных клетках растения идет синтез данных 
белков de novo. Как правило, PR-белки выделяются в ап-
попласт и действуют кооперативно, разрушая клеточную 
стенку патогена [5]. PR-белки участвуют в формировании 
приобретенной системной устойчивости SAR (systemic 
acquired resistance). Показано, что многие PR-белки обла-
дают фунгицидной и бактерицидной активностью in vivo и 
in planta [6]. Некоторые PR-белки обладают антифризной 
активностью [7]. Впервые эти белки были обнаружены у 
растений табака, проявляющих реакцию сверхчувстви-
тельности в ответ на инокуляцию вирусом табачной мо-
заики [4]. Позднее была показана индукция PR-белков в 

ответ на поражение растений грибами, вирусами и вирои
дами, а также в ответ на проникновение нематод и на-
секомых. Данные белки являются одним из звеньев в ме-
ханизмах неспецифической устойчивости растений. Роль 
PR-белков при патогенезе значительна и разнообразна. 

На картофеле (Solanum tuberosum) было показано, 
что устойчивость сорта картофеля к возбудителю мокрой 
гнили (Pectobacterium carotovorum) связана с интенсивно-
стью синтеза PR-белков: у картофеля устойчивого сорта 
Скарб экспрессия гена PR-5 была значительно выше, чем 
у восприимчивого сорта Веснянка [8]. Связь между нако-
плением PR-белков и развитием приобретенной устой-
чивости привела к предположению, что они являются 
маркерами этой устойчивости. Было показано, что нако-
пление этих белков коррелирует с развитием системной 
приобретенной устойчивости растений [9].

Ген aroA кодирует 5-енолпирувилшикимат-3-фосфат 
синтазу (EPSPS). Данный фермент, локализованный в 
пластидах растений, катализирует предпоследнюю реак-
цию шикиматного пути и необходим для синтеза аромати-
ческих аминокислот в бактериях, грибах и растениях [10]. 
Создание растений, устойчивых к широко используемому 
во всем мире гербициду глифосату (N- (фосфонометил)  – 
глицин), позволит существенно повысить эффективность 
сельскохозяйственного производства, значительно уве-
личить урожайность культур. Так, со времени начала 
коммерциализации трансгенных растений (1996–2007 гг.) 
устойчивость к гербицидам была последовательно выде-
лена как главный желаемый признак. 

В 2008 г. 85 % площадей, отданных под трансгенные 
культуры, занимали гербицидустойчивые растения, среди 
которых почти все были резистентны к глифосату [11]. За 
последние годы картофель стал одной из тех культур, на 
которых интенсивно применяются методы  генной  инже-
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нерии. Ранее нами получены трансгенные растения кар-
тофеля, устойчивые к глифосату с бактериальным геном 
aroA [12]. Полученные трансгенные растения после обра-
ботки глифосатом могут приобретать устойчивость к гриб-
ным патогенам при накоплении гербицида в вегетирую-
щих органах, который токсичен для микроорганизмов [13]. 

Цель данной работы состояла в определении экспрес-
сии генов защитного ответа в листьях трансгенного кар-
тофеля при бактериальной инфекции и после обработки 
глифосатом и влияния обработки на фитопатогенные бак-
терии.

Материалы и методы исследований
Трансгенные растения картофеля сорта Одиссей вы-

ращивали в горшках в условиях климатической камеры 
при температуре 23 °С и длиной светового дня 16 часов. 
Для заражения листьев картофеля использовали бакте-
рии Pectobacterium atrosepticum 21A и Dickeya dadantii 
ENA49. Бактерии выращивали при 28 °С на среде LB в 
течение 20 часов на качалке. Клетки бактерий осаждали 
центрифугированием и рессуспендировали в стерильном 
физиологическом растворе. На поврежденную стериль-
ным скальпелем поверхность листа наносили 10 мкл бак-
териальной суспензии (примерно 2  107 клеток). Листья 
помещали в чашки Петри на увлажненную фильтроваль-
ную бумагу и инкубировали в климатической камере. Для 
подсчета количества клеток в зараженной ткани листья 
помещали в пробирку с физиологическим раствором, 
растирали до гомогенного состояния и из полученной су-
спензии после разведения физиологическим раствором 
делали высевы на чашки с питательным агаром. Под-
счет колоний проводили через 48 часов инкубирования 
посевов при 28 °С. ПЦР в реальном времени (RT-PCR) 
проводили на амплификаторе ДТ-96 (ДНК-технология) с 
модулем детекции продуктов в режиме реального време-
ни. Для определения уровней экспрессии генов растений 
использовали прямой и обратный праймеры (таблица 1), 
Taq буфер «AM» и Taq полимеразу (2,5 ед). Реакционная 
смесь обьемом 100 мкл содержала каждый праймер в 
концентрации 0,2 мкМ, днтф – по 0,1 мМ, а также интер-
калирующий краситель SYBR Green 1 (Sigma) и рефе-
ренсный краситель ROX (Праймтех) в рекомендованных 
производителем концентрациях. Продукты реакции де-
тектировались в ходе 50 циклов чередующихся темпера-
тур 94 °С (10 сек) и 60 °С (1 мин). 

 Расчеты уровней экспрессии генов проводили по сле-
дующей схеме. Определяли разницу значений (∆Сt), вы-
читая из конститутивно экспрессирующегося гена EF-1α 
пороговое значение (Сt) PR-генов. В качестве минималь-
ного значения – min (∆ Ct) – было выбрано наименьшее 
значение из генов. Относительное количество копий 
мРНК – N(мРНК) – определяли по формуле: N(мРНК) = 
2(∆Сt–min(∆Сt)) [14]. 

Результаты исследований и их обсуждение
При заражении листьев трансгенного картофеля фи-

топатогенными бактериями зоны поражения появлялись 
на 3 сутки на необработанных глифосатом листьях в 
виде темных мокнущих пятен и формировались в тече-
ние 5–7  суток. Причем более четкие зоны формирова-
лись при заражении Pectobacterium atrosepticum 21A, чем 
Dickeya dadantii ENA49. На листьях, обработанных гли-
фосатом (1,8 г/л) и зараженных фитопатогенными бакте-
риями, не наблюдали развития инфекции и через 7 суток 
после заражения, что свидетельствовало об устойчиво-
сти растений к патогенам.

Для выяснения возможных механизмов развития 
устойчивости трансгенных растений картофеля к бакте-
риальной инфекции после обработки глифосатом были 
проведены эксперименты по изучению экспрессии генов 
защитного ответа в тканях листьев картофеля и по подсче-
ту численности фитопатогенных бактерий в ткани листа. 

 Для определения экспрессии PR-генов из листьев 
картофеля выделяли фракцию мРНК методом экстрак-
ции горячим фенолом и синтезировали кДНК. Индукцию 
системного ответа растений детектировали методом ко-
личественной ПЦР (кПЦР) по уровню экспрессии извест-
ных PR-генов S. tuberosum. Количество полученной кДНК 
определяли методом кПЦР с интеркалирующим красите-
лем SYBR Green. В качестве референсного гена исполь-
зовали EF-1α. 

Использованные олигонуклеотидные праймеры пред-
ставлены в таблице 1. В первой серии экспериментов 
было определено относительное количество копий мРНК 
генов защитного ответа в ткани листьев картофеля, об-
работанных и необработанных глифосатом при бактери-
альной инфекции (таблица 2, 3).

При заражении необработанных глифосатом листьев 
картофеля фитопатогенными бактериями наблюдает-
ся высокий уровень экспрессии генов защитного ответа, 

Таблица 1 – 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

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

GTAATGATAGTTCGGTTGATAAGC
AGAGGTAGGAAGACGGAAAC

St HIN-1f
St HIN-1r

GCAACTGCATTTTCCAAATCATC
CACGTAGAAATTGACCTTGTTAGG

St EF1A f
St EF1A 2r

TTGATGCTCTTGACCAGATTAACG
ACGGGCACAGTTCCAATACC
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особенно гена PR2. Но при заражении обработанных гли-
фосатом листьев трансгенного картофеля уровень экс-
прессии генов защитного ответа значительно возрастает, 
особенно для генов PR2, PR5, HSR-203J и это коррелиру-
ет с устойчивостью обработанных глифосатом листьев к 
бактериальной инфекции.

Во второй серии экспериментов было определено ко-
личество клеток бактерий при заражении листьев карто-
феля обработанных и необработанных глифосатом (та-
блица 4). На необработанных глифосатом листьях коли-
чество клеток бактерий на вторые сутки возрастало в 30–
40 раз (начальное количество – 2  107) и сохранялось на 
этом же уровне и на 7 сутки. На листьях, обработанных 
глифосатом, количество бактерий на 2 сутки возрастало в 
15–25 раз и уменьшалось на 7 сутки, что коррелировало 
с отсутствием симптомов бактериального поражения. Та-
ким образом, в листьях трансгенного картофеля при об-
работке глифосатом наблюдается повышенный уровень 
экспрессии генов защитного ответа и подавление разви-
тия фитопатогенных бактерий, что, в конечном итоге, обе-
спечивает их устойчивость к бактериозам.

 Выводы
Обработка растений картофеля глифосатом индуци-

рует гены защитного ответа, что повышает уровень устой-
чивости растений к фитопатогенным бактериям. Накопле-
ние глифосата в тканях листьев 2  107 ингибирует раз-
множение патогенов. Таким образом, обработка посадок 
трансгенного картофеля глифосатом будет приводить не 
только к гибели сорняков, но и повышать уровень устой-
чивости растений к патогенам.
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