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ТРАНСФОРМАЦИЯ РАЗЛИЧНЫХ СОРТОВ КАРТОФЕЛЯ 
И АНАЛИЗ ПОЛУЧЕННЫХ ТРАНСГЕННЫХ РАСТЕНИЙ 

С помощью Agrobacterium tumefaciens трансформировали листовые диски, сегменты 
стеблей и мини-клубней различных сортов картофеля. Использовали генетические кон-
струкции, содержащие ген неомицинфосфотрансферазы II и мутантный ген ацето-
лактатсинтазы арабидопсиса. Получены трансгенные растения картофеля сортов Де-
зирее и Луговской, что подтверждено блотинг-гибридизацией по Саузерну. 

Введение. Картофель — одна из важнейших сельскохозяйственных куль-
тур — является постоянным объектом исследований. Это объясняется 
его ценностью для многих отраслей народного хозяйства. Получение 
высоких и устойчивых урожаев полноденных и здоровых клубней невоз-
можно !без правильной и своевременной защиты картофеля от вредите-
лей, болезней и сорняков. 

Применение методов генетической трансформации позволяет выра-
щивать растения картофеля с такими ценными свойствами, как устой-
чивость к вирусной инфекции и гербицидам [1—4]. 

В экспериментах по трансформации картофеля использовали раз-
личные типы эксплантатов: срезы клубней [5·—7], диски мини-клубней 
[8], листовые диски [1, 9, 10], сегменты стеблей [II і] . 

Целью нашей работы было изучение возможности трансформации 
нескольких ценных и широко распространенных в отечественном сель-
ском хозяйстве сортов (Луговской, Темп, Приекульский ранний и Oc-
тара ) . Мы проверили различные типы эксплантатов, выявляя наиболее, 
подходящий для трансформации материал. Кроме того, был использо-
ван хорошо изученный и пригодный для трансформации сорт Дези-
р е е [1 , 1 0 ] . 

Трансформацию осуществляли с помощью «обезоруженного» штам-
ма Aigrobacierium tumefaciens. Применяли конструкции на основе плаз-
миды pBIN 19, содержащие мутантный ген ацетолактатсинтазы араби-
допсиса, несущий устойчивость к гербицидам (имидазолинонам). 

Материалы и методы. Р а с т и т е л ь н ы й м а т е р и а л . Растения 
картофеля сортов Луговской, Темп, Приекульский ранний, Остара, Де-
зирее выращивали в асептических условиях, на среде Мурасиге и Скуга 
(MC) [12]. Д л я экспериментов по трансформации использовали листо-
вые диски и сегменты стеблей 1,5—2-месячных растений, а также сег-
менты мини-клубней. Последние получали на среде MC с добавлением 
6 % сахарозы и 2,5 мг/л кинетина в условиях полной затемненности в 
течение 1,5 месяцев [13]. 

Растения табака Nicotiana tabacum SR-I выращивали в асептиче-
ских условиях на среде MC. Д л я экспериментов по трансформации ис-
пользовали листовые диски 1—1,5-месячных растений. 

В в е д е н и е п л а з м и д н ы х в е к т о р о в в A. tumefaciens. 
В качестве плазмидных векторов применяли две конструкции на основе 
ρΒΙΝ19 [14], содержащие ген неомицинфосфотрансферазы II и мутант-
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ный ген ацетолактатсинтазы арабидопсиса — рАС350 и рАС351. С по-
мощью метода прямой трансформации [15] конструкции переносили в 
штамм A. tumefaciens CSeClRifii р (МР90) . Д л я подтверждения факта 
переноса данных конструкций в A. tumefaciens из него выделяли плаз-
мидиую Д Н К [15]. Полученной Д Н К трансформировали Escherichia 
coli (штамм JM83) и вновь выделяли плазмидную ДНК- Осуществля-
ли рестрикцию плазмидной Д Н К с помощью BamHI, электрофорез в 
агарозном геле и сравнивали выделенную из Е. coli плазмидную Д Н К 
с исходной. 

Т р а н с ф о р м а ц и я и с е л е к ц и я. Агробактерию выращивали 
на среде MinA с 50 мг/л канамицина на качалке при температуре 26— 
28 °С в течение 24—30 ч (до достижения лог-фазы роста— IO9 кл /мл) . 

Картофель трансформировали по методу Д е Блок [1] с некоторыми 
модификациями. Сегменты стеблей, мини-клубней и листовые диски 
помещали в чашки Петри, содержащие 10 мл жидкой среды S2. В каж-
дую из них добавляли по 50 мкл суспензии агробактерии, достигшей 
лог-фазы роста. После 2—3 сут кокультивирования эксплантаты отмы-
вали средой S2 с 500 мг/л цефотаксима и помещали на агаризованную 
селективную среду S3, содержащую 50 мг/л канамицина и 500 мг/л це-
фотаксима, а затем последовательно переносили на S5 и S7. Образовав-
шиеся побеги проверяли на способность к корнеобразованию и росту на 
среде MC с 50 мг/л канамицина и 150 мг/л цефотаксима. 

Табак трансформировали по методу Хорша [17] с использовани-
ем листовых дисков. Полученные после трансформации побеги выса-
живали для корнеобразования на среду MC, содержащую 100 мг /л 
канамицина и 150 мг /л цефотаксима. 

Т е с т н а к а н а м и ц и н у с т о й ч и в о с т ь . Все растения после 
экспериментов по трансформации проверяли на способность к каллу-
сообразованию в присутствии канамицина: сегменты стеблей помеща-
ли на поверхность агаризованной среды PS-10 (минеральная основа 
по MC с добавлением 3 мг /л 2,4-Д, 0,3 мг /л кинетина и 2,5 % сахаро-
зы) , содержащей 100 мг /л канамицина. 

Б л о т и н г - г и б р и д и з а ц и я п о С а у з е р н у . Д Н К из расте-
ний картофеля и табака выделяли по методу Д е л л а п о р т а [18], рас-
щепляли рестриктазой EcoRV, фракционировали в 1 %-й агарозе и пе-
реносили на нейлоновые фильтры [15]. В качестве зонда использова-
ли Hindi 11-BamHI-фрагмент плазмиды pGA472 размером 2 тыс. п. н. 
В других случаях в качестве зонда применяли BamHI-фрагмент плаз-
миды рАС351 размером 0,8 тыс. п. н. Фрагменты метили 3 2 P по методу 
Фейнберг [19] с помощью набора Random Primed DNA Label l ing Kit 
(«Boehringer Mannheim», Германия) до удельной активности 10~9 и м п Х 
Х м и н - 1 · мкг~ !. 

Результаты и обсуждение. Конструкции рАС350 и рАС351 были 
интродуцированы в A. tumefaciens C58ClRi f R (гМР90), их наличие в 
данном штамме и идентичность исходным подтверждали с помощью 
рестрикционного анализа и электрофореза. 

Д л я проверки конструкций рАС350 и рАС351 трансформировали 
табак. Листовые диски кокультировали с A. tumefaciens в течение 
2 сут, затем отмывали и помещали на регенерационную среду, содер-
жащую 100 мг /л канамицина и 500 мг /л цефотаксима. 25 дисков ис-
пользовали для трансформации с помощью A. tumefaciens, несущей 
рАС351. После селекции и регенерации получены пять растений таба-
ка, растущих и образующих корни в присутствии 100 мг /л канамици-
на. Блотинг-гибридйзацией по Саузерну с использованием в качестве 
зонда фрагмента плазмиды pGA472 (2 тыс. п. н.) доказана трансген-
ная природа этих растений. Результаты анализа трех независимых 
трансгенных растений табака по сравнению с контролем ^ т р а н с ф о р -
мированное растение) представлены на рис. 1 , а . Д л я трансформации 
табака с помощью A. tumefaciens, несущей рАС350, использовали 20 
листовых дисков; через 1,5—2 месяца были получены три трансгенных 
растения. 
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Таким образом, на модельном объекте трансформация проходила 
достаточно эффективно при использовании обеих генетических кон-
струкций. 

В экспериментах по-трансформации различных сортов картофеля 
также применяли обе генетические конструкции. Листовые ДИСКИ, сег-
менты стеблей и мини-клубней после кокультивирования помещали на 
селективную среду S3; с 50 мг /л канамицина и 500 мг /л цефотаксима. 
Через 4—6 недель на отдельных эксплантатах образовывалась ком-
пактная зеленая каллусная ткань, хорошо растущая в присутствии 

канамицина, причем это наблю-
ί "ч*»» ' далось у всех изучаемых сортов. 
I <л В соответствии с методикой Д е 
і 9 - α'- Блок эксплантаты последова-

Рис. 1. Блотинг-гибридизация по Cay-
зерну. Обработка рестриктазой EcoRV и 
фракционирование в 1%-й агарозе; а 
(зонд — фрагмент pGA472 размером 
2 тыс. п. н., меченный 3 2 P) : 1 — Д Н К 
нетрансформированного растения таба-
ка; 2—4 — Д Н К трех независимых ли-
ний (1, '2, 4) табака , трансформирован-
ных с помощью рАС351; 5 — Д Н К не-
трансформированного растения карто-
феля; 6—8 — Д Н К трех независимых 
линий (7, 18, 55) картофеля сорта Л у -
говской, трансформированных с по-
мощью рАС351; б (зонд — BamHI-фраг-
мент плазмиды рАС351 размером 
0,8 тыс. п. н., меченный 3 2 P) : 1—3 — 
Д Н К трех трансгенных линий (7, 18, 
55) картофеля сорта Луговской, транс-
формированных с помощью pACSSl 

тельно переносили на селективные среды S5 и S7. Результаты этих 
экспериментов представлены в таблице. Через 3—4 месяца были по-
лучены регенеранты. У некоторых сортов не удалось добиться регене-

Сравнение эффективности использования различных типов эксплантатов для трансфор-
мации картофеля с помощью A. tumefaciens, несущей конструкции рАС350 и рАС351 

Количество Общее коли-
Количество 
линий, уко-
реняющихся 

Сорт 
Тип эксплан- Количество зеленых кал- чество регене-

Количество 
линий, уко-
реняющихся 

Сорт тата эксплантатов лусов на среде 
с 50 мг /л 

канамицина 
де с 50 мг /л 
канамицина 

на среде 
с 50—100 мг /л 

канамицина 

ρ AC 351 
Остара с.с. 83 — — — 

л.д. 77 — — — 

м.к. 64 16 1 3 — 

Дезирее с.с. 75 — — — 

л.д. 93 — • — — 

Темп с . с . 110 16 — — 

л.д. 84 5 — — 

Приекульский с.с. 67 4 — — 

ранний л.д. 78 • — — 

Луговской с.с. 81 15 13 5 
Л.д. 61 14 4 4 
м . к . 10 3 — ' •— 

рАС350 с . с . 88 15 15 7 
Дезирее л.д. 68 •— :— — 

П р и м е ч а н и е . с.с. — сегменты стеблей; л.д. — листовые диски; м.к. — сегменты ми-
ни клубней. 
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рации при использовании данной методики. По нашему мнению, для 
этих сортов (Темп, Приекульский ранний) необходимо оптимизировать 
условия селекции и регенерации, исходя из их индивидуальных осо-
бенностей. 

Все регенеранты высаживали на среду MC, содержащую 50 мг /л 
канамицина. В этих условиях полностью ингибируется рост и образо-
вание корней у нетрансформированных (контрольных) растений. В ре-
зультате оказалось, что 7 линий сорта Дезирее и 9 линий сорта JIy-

J 
Рис. 2. Трансгенные растения картофеля, растущие в присутствии 50 мг/л канамицина, 
по сравнению с контролем: а — сорт Дезирее (трансформация с помощью рАС350; 
слева направо: контроль, линии 3, 4, 5, '12, 13, 14, 15); б — сорт Луговской1 (транс-
формация с помощью рАС351; слева направо: контроль, линии '2, 5, 6, 9, 18·, 46, 47, 51) 

говской обладали способностью нормально расти и образовывать кор-
ни в присутствии 50 мг /л канамицина (рис. 2). По морфологии они 
не отличались от нетрансформированных растений. 

Был проведен тест на каллусообразование в присутствии 100 мг /л 
канамицина: сегменты стеблей нетрансформированных и полученных 
после трансформации растений картофеля (сорт Луговской и Дезирее) 
высаживали на среду для каллусообразования, содержащую 100 мг /л 
канамицина. Через 3—4 недели эксплантаты растений после транс-
формации (7 линий сорта Дезирее и 9 линий сорта Луговской) обра-
зовали каллус, тогда как нетрансформированные растения были не 
способны к каллусообразованию в присутствии канамицина. 
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Таким образом, из всех изучаемых сортов (Приекульский ранний, 
Остара , Луговской и Темп) наиболее подходящим для трансформации 
оказался сорт Луговской. Эффективность трансформации у сортов Лу-
говской и Дезирее была сходной. 

Сравнивая различные типы эксплантатов, мы пришли к выводу о 
том, что наилучшая ткань для трансформации картофеля — сегменты 
стеблей (диаметр стебля должен быть не менее 2 мм) . 

Конструкции рАС351 и рАС350, используемые в данных экспери-
ментах, содержали ген неомицинфосфотрансферазы II и мутантный 
ген ацетолактатсинтазы арабидопсиса. Д л я доказательства интегра-
ции этих генов в геном картофеля применяли блотинг-гибридизацию 
по Саузерну. 

Суммарную Д Н К каждой из полученных после трансформации ли-
ний, а т а к ж е нетрансформированного растения обрабатывали рестрик-
тазой EcoRV, фракционировали в 1 %-й агарозе, переносили на ней-
лоновые фильтры Sartolon и гибридизовали с HindIII-BamHJ-фраг-
ментом плазмиды pGA472 (2 тыс. п. н.). Результаты представлены 
на рис. 1, а. 

Д Н К растений, полученных после трансформации, гибридизуется 
с зондом, тогда как в контроле сигнал отсутствует. 

Кроме того, в качестве зонда использовали BamHI-фрагмент 
плазмиды рАС351 (0,8 тыс. п. н.) (рис. 1 , 6 ) . Все трансгенные расте-
ния давали гибридизационный сигнал. Также была доказана 
трансгенная природа растений картофеля сорта Дезирее, трансформи-
рованных с помощью A. tumefaciens, несущей рАС350 (данные не опуб-
ликованы) . 

Таким образом, данные блотинг-гибридизации по Саузерну сви-
детельствуют об интеграции генов, ответственных за устойчивость к 
канамицину и гербицидам, в геном растений картофеля. 

В результате экспериментов по трансформации с помощью А. 
tumefaciens, несущей конструкции рАС350 и рАС351, получены транс-
генные растения табака и картофеля. 

S u m m a r y . Kanamyc in res i s tan t p lan t s of Solanum tuberosum L. (cv. Lugov-
skoy, Desiree) and Nicotiana tabacum SR-I were obtained fo l lowing the cocult ivat ion 
of s tem s e g m e n t s and leaf discs wi th Agrobacterium tumefaciens. A disarmed b inary 
vector sys tem con ta in ing the neomycin phospho t r ans fe ra se ( N P T II) gene and gene 
encod ing m u t a n t ace to lac ta te syn thase (ALS) f rom Arabidopsis thaliana w a s used. 
T r a n s f o r m a t i o n w a s conf i rmed by the abili ty of s tem s e g m e n t s to ini t ia te cal lus on me-
d ium con ta in ing 100 mg/1 kanamyc in and Southern blot analysis . 
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