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РЕЗЮМЕ

Показано, что трансгенные растения картофеля с экспрессируемым
геном АЛК-синтетазы  Saccharomyces cerevisiae обладают повышенной
АЛК-синтезирующей способностью,  а также более устойчивы  к дей-
ствию низкой температуры по сравнению с диким типом.
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ВВЕДЕНИЕ

Картофель – одна из основных сельскохозяйственных культур в Респуб-
лике Беларусь и проблема устойчивости данной культуры к неблагоприят-
ным факторам окружающей среды, в частности низкотемпературному стрессу,
достаточно актуальна. Особый интерес представляет разработка новых тех-
нологий повышения холодоустойчивости картофеля.

В настоящее время в сельскохозяйственном производстве широко исполь-
зуются регуляторы роста растений. Принципиально новым подходом к со-
зданию экологически чистых регуляторов роста растений является использо-
вание для этих целей естественных метаболитов растений, в частности экзо-
генной 5-аминолевулиновой кислоты (далее – АЛК). Известно, что низкие
концентрации АЛК оказывают стимулирующий эффект на рост и урожайность
ряда сельскохозяйственных культур [1] и повышают защитные свойства рас-
тений за счет снижения интенсивности окислительных процессов в клетках,
повышения активности антиоксидантных ферментов, а также способности
регулировать экспрессию ряда белков, в частности, стимулировать экспрес-
сию нитратредуктазы [2].

Вопрос устойчивости растений к низкотемпературному стрессу в присут-
ствии экзогенной АЛК в литературе освещен достаточно широко. Так, пред-
посевная обработка семян АЛК, а также опрыскивание данным препаратом ли-
стьев проростков перца повышала устойчивость растений к действию низких
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температур, что выражалось в увеличении уровня пролина, сахаров, со-
держания хлорофилла и активности супероксиддисмутазы [3]. Обработка
проростков огурца АЛК до начала стрессового воздействия низкой тем-
пературы (5 оС, четверо суток) приводила к возрастанию активности ан-
тиоксидантных ферментов, содержания аскорбата, пролина, растворимых
сахаров [4]. Экзогенная АЛК в низких концентрациях повышала устойчи-
вость проростков сои к действию низкотемпературного стресса (4 оС, двое
суток), что выражалось в увеличении содержания хлорофилла, активности
каталазы, гемоксигеназы, снижении степени повреждения мембран, уровня
активных форм кислорода и продуктов перекисного окисления липидов (да-
лее – ПОЛ) [5].

В связи с вышесказанным особый интерес представляет исследование
возможностей и перспектив генно-инженерного синтеза АЛК в растительной
клетке.  Образование АЛК является ключевым и в то же время лимитирую-
щим звеном в образовании тетрапирролов. В высших растениях и водорос-
лях АЛК образуется в пластидах из глутаминовой кислоты в реакции, ката-
лизируемой тремя ферментами: глутамил-тРНКГлу-синтетазой, глутамил-
тРНКГлу-редуктазой и глутамат-1-полуальдегидаминотрансферазой (С 5-путь).
Биосинтез АЛК в нефотосинтезирующих организмах (a-подгруппе протео-
бактерий, дрожжах, грибах, клетках животных и др.) проходит в митохондри-
ях из глицина и сукцинил-КоА в реакции, катализируемой АЛК-синтетазой
(С 4-путь). Генно-инженерный синтез данного фермента в растениях откры-
вает потенциальные возможности повышения накопления в растительной клет-
ке эндогенной АЛК, обладающей свойствами  регулятора роста и антистрес-
сового агента.

Показано, что содержание эндогенной АЛК в растительной клетке можно
увеличить путем включения в ядерный геном гена дрожжевой АЛК-синтета-
зы, содержащего последовательность лидерного пептида для транспорта
фермента в хлоропласты [6]. Однако известно, что АЛК, введенная в хлоро-
пласты генно-инженерным способом, может запускать на свету деструктив-
ные фотодинамические реакции, связанные с повышенным содержанием про-
топорфирина IX [7]. Таким образом, актуальной задачей является создание
систем экспрессии гена АЛК-синтетазы в клетках растений, обеспечиваю-
щих локализацию дополнительной АЛК вне хлоропластов, где она не будет
участвовать в синтезе тетрапиролов-фотосенсибилизаторов, но будет прояв-
лять защитные и стимулирующие свойства.

Ранее в Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси были
получены трансгенные растения картофеля с генетической конструкцией для
экспрессии дрожжевой (Saccharomyces cerevisiae) АЛК-синтетазы в клет-
ках растений [8]. Целью данной работы было изучение функциональной ак-
тивности данной генетической конструкции на уровне ее экспрессии, влияния
на АЛК-синтезирующую способность и устойчивость трансгенных растений
картофеля к действию низкой температуры.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Растения картофеля Solanum tuberosum L. сорта белорусской селекции
Скарб, регенерированные из меристемной ткани, были получены из РУП
«Научно-практический центр Национальной академии наук Беларуси по кар-
тофелеводству и плодоовощеводству» (аг. Самохваловичи, Минский р-н).

В работе использовали плазмиду pALASС, предоставленную профессо-
ром Б. Гриммом (Берлинский университет им. Гумбольдта, Германия). Дан-
ная плазмида, полученная на основе бинарного вектора pBINAR, содержит
рекомбинантный ген для экспрессии АЛК-синтетазы Saccharomyces cerevisiae
в клетках растений. При проведении генетической трансформации растений
использовали агробактериальный штамм AGLO::pALASC [8].

Праймеры, использованные для анализа, были разработаны с помощью
программы «Primer-BLAST» и синтезированы в ГНУ «Институт биофизики
и клеточной инженерии Национальной академии наук Беларуси» (г. Минск).

Суммарную растительную ДНК выделяли при помощи набора «NucleoSpin®
Plant II» («Macherey-Nagel», Германия) согласно протоколу фирмы-произво-
дителя.

Тотальную РНК выделяли с использованием реагента «TRIzol» («Sigma-
Aldrich», США) по протоколу фирмы-производителя, кДНК синтезировали с ис-
пользованием AMV-обратной транскриптазы («Thermo Scientific, Fermentas») и
олиго-dT18 праймера.

Накопление эндогенной АЛК в клетках растений определяли по методу,
изложенному в работе [9]. Активность реакций ПОЛ в листьях растений оце-
нивали по накоплению продуктов ПОЛ, реагирующих с тиобарбитуровой кис-
лотой. Проницаемость клеточных мембран определяли по выходу электро-
литов из клеток листьев растений в дистиллированную воду с помощью кон-
дуктометра «HI9932» («HANNA instruments», Германия) [10].

Статистическую обработку экспериментальных данных проводили с по-
мощью программ «SigmaPlot 10.0» («Systat Software», США) и «Excel 2007»
(«Microsoft», США). Оценивали среднюю квадратичную ошибку среднего
арифметического.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Особенностью используемого в данной работе рекомбинантного гена АЛК-
синтетазы дрожжей было отсутствие сигнальной последовательности, коди-
рующей пептид для транспорта фермента в хлоропласты. Следует отметить,
что сигнальная последовательность митохондриального лидерного пептида
также отсутствовала. Предварительно было показано, что используемая гене-
тическая конструкция функционально активна в клетках растений табака [9].
Трансгенные растения табака обладали повышенной АЛК-синтезирующей спо-
собностью и характеризовались улучшенными ростовыми показателями.

Исследование функциональной активности трансгенной конструкции вклю-
чало определение наличия мРНК-транскриптов в клетках трансформированных
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растений картофеля,  изучение способности последних к накоплению АЛК, а
также определение устойчивости к низкотемпературному  стрессу трансген-
ных линий (вегетативных клонов, соответсвующих одному событию транс-
формации). Наличие мРНК-транскриптов целевого и маркерного генов было
подтверждено методом кДНК-ПЦР (рис. 1). Размеры ампликонов соответ-
ствуют ожидаемым: 429 пн для праймеров ALA3 (ген АЛК-синтетазы) и
264 пн для праймеров NPT (маркерный ген неомицинфосфотрансферазы). Ве-
гетативное потомство 3-х полученных линий (№ 1–3) было проанализировано
на способность к накоплению эндогенной АЛК в листьях. Объектом иссле-
дования были 4-недельные растения, выращенные в условиях in vitro.

Установлено, что способность листьев трансформированных растений
линий 1, 2 и 3 синтезировать АЛК на свету превысила данный показатель
растений дикого типа на 75 ± 27, 3 8 ± 8 и 45 ± 12 % соответственно (рис. 2),
что свидетельствует об образовании дополнительной АЛК в клетках транс-
формированных растений за счет дрожжевой АЛК-синтетазы.

Следует отметить, что трансгенные растения представленных линий от-
личались от растений дикого типа и по своим морфометрическим показа-
телям (рис. 3). В большинстве случаев они обладали большей длиной по-
бегов и шириной листовой пластинки в сравнении с нетрансформированны-
ми растениями.

Рисунок 1 – Результаты кДНК-ПЦР с
праймерами NPT и ALA3 для растений
картофеля сорта Скарб in vitro после

трансформации AGLO::pALASC: 1, 2 –
варианты растений in vitro после транс-

формации; К- – отрицательный контроль
(нетрансформированное растение); 0 –
контроль без ДНК-матрицы; М – ДНК-

маркеры «GeneRuler 100 bp DNA Ladder»

Рисунок 2 – АЛК-синтезирующая
способность 4-недельных растений

картофеля дикого типа и трансгенных
растений картофеля с геном АЛК-
синтетазы дрожжей Saccharomyces
cerevisiae:ДТ – растения картофеля

дикого типа; линия 1, линия 2 и
линия  3 – линии трансгенных

растений  картофеля
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С целью анализа устойчивости полученных трансгенных линий к низко-
температурному стрессу растения картофеля помещали в морозильную ка-
меру при температуре –4 оС на 40 мин. Ответная реакция растений дикого
типа и трансгенных растений с геном АЛК-синтетазы на действие стрессо-
вого фактора была хорошо видна визуально. В частности, в условиях стресса
все листья растений дикого типа темнели,  теряли тургор и скручивались.
Листья трансгенных растений также теряли свой тургор, но в меньшей сте-
пени, чем в диком типе (полная потеря тургора наблюдалась только у наибо-
лее старых листьев).

Повреждающее действие низкотемпературного стресса оценивали также
по накоплению продуктов ПОЛ и по выходу электролитов из листовой ткани
растений (рис. 4 и 5).

В результате установлено, что при низкотемпературном стрессе количе-
ство ТБК-продуктов в диком типе возрастало в 1,4 раза, в клетках растений
линий 2 и 3 – в 1,2 раза по сравнению с исходным уровнем (одинаковым для
всех линий). Наименьшее содержание ТБК-продуктов было зафиксировано в
трансгенных растениях картофеля линии 1. Трансгенные растения линии 1
характеризовались также пониженной проницаемостью мембран к электро-
литам по сравнению с диким типом (в 1,4 раза в соответствии с рис. 5). Полу-
ченные данные свидетельствуют о высокой степени защищенности клеточ-
ных мембран трансформированных растений линии 1 от окислительных по-
вреждений, индуцированных низкотемпературным стрессом.

Рисунок 3 – Внешний вид 4-недельных растений картофеля сорта Скарб in vitro:
ДТ – растения картофеля дикого типа; 1, 2, 3 – линии трансгенных растений

картофеля с геном дрожжевой АЛК-синтетазы
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Рисунок 5 – Выход электролитов из ткани листьев трансгенных растений
картофеля и растений дикого типа в нормальных условиях выращивания

и после действия низкотемпературного стресса: ДТ – растения дикого типа;
1, 2 и 3 – линии трансгенных растений картофеля с геном дрожжевой

АЛК-синтетазы; контроль – нормальные условия выращивания;
стресс – низкотемпературный стресс (–4 оС, 40 мин)
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Рисунок 4 – Содержание ТБК-продуктов в листьях трансгенных растений
картофеля и растений дикого типа в нормальных условиях выращивания

и после действия низкотемпературного стресса: ДТ – растения дикого типа;
1, 2 и 3 – линии трансгенных растений картофеля с геном дрожжевой

АЛК-синтетазы; контроль – нормальные условия выращивания;
стресс – низкотемпературный стресс (–4 оС, 40 мин)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, показано, что экспрессия рекомбинантного гена АЛК-син-
тетазы Saccharomyces cerevisiae в клетках трансгенных растений картофе-
ля Solanum tuberosum L. сопровождается повышением их АЛК-синтезирую-
щей способности, что свидетельствует в пользу функциональной активности дан-
ного гена.  Дополнительное увеличение эндогенной АЛК в клетках сопровожда-
ется также  повышенной устойчивостью трансгенных растений к действию низ-
кой температуры по сравнению с диким типом. Установлено также, что наи-
меньший уровень продуктов ПОЛ, а также более низкий выход электролитов в
условиях низкой температуры наблюдается в клетках трансгенных растений кар-
тофеля, обладающих наибольшей АЛК-синтезирующей способностью.
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FUNCTIONAL  ACTIVITY OF GENETIC CONSTRUCTION
FOR THE SYNTHESIS OF 5-AMINOLEVULINIC ACID
IN TRANSGENIC POTATOES PLANTS

SUMMARY

The transgenic plants of potatoes expressing the gene for the synthesis
of Saccharomyces cerevisiae ALA-synthase have been shown to possess the
increased ALA-synthesizing ability and higher resistance to low temperature
in comparison with the wild type.

Key words: Solanum tuberosum, 5-aminolevulinic acid, transgenic plants, low
temperature stress.


