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Создание растений картофеля с устойчивостью к Y-вирусу (potato virus Y, PVY) позволит успешно
решить проблемы потери урожая этой важной овощной и технической сельскохозяйственной куль-
туры. В процессе репликации и системного распространения PVY использует трансляционный ап-
парат картофеля, взаимодействуя с клеточным фактором инициации трансляции eIF4E. Понизив
экспрессию генов, кодирующих eIF4E растений, можно ограничить репликацию вируса в клетках
растений-хозяев и его дальнейшее распространение. В работе описано получение растений карто-
феля сорта La Strada с ингибированием экспрессии генов SteIF4E1 и SteIF4E2 за счет применения
технология РНК-интерференции. В результате переноса безмаркерной экспрессионной кассеты,
состоящей из фрагментов генов картофеля (промотор и терминатор StLhca3, два инвертированных
повтора SteIF4E1, разделенных интроном Strbcs1), получены трансгенные линии с высокой степе-
нью подавления экспрессии целевых генов. Снижение уровня мРНК SteIF4E1 и SteIF4E2 приводи-
ло к снижению скорости роста и общей продуктивности растений картофеля и в то же время к ста-
бильной резистентности к заражению PVY. Использование безмаркерной стратегии при проведе-
нии генетической трансформации обеспечило получение вирусоустойчивых линий картофеля без
встраивания в их геном чужеродных репортерных генов, что крайне важно с точки зрения экологи-
ческой безопасности и общественного признания генетически модифицированных сельскохозяй-
ственных культур.
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Вирусные заболевания по-прежнему наносят
значительный ущерб сельскому хозяйству, в том
числе картофелеводству. Между тем картофель ‒
четвертая по важности продовольственная культура
в мире. Его урожайность в 2021 г. составила 376 млн т

и мировое производство клубней картофеля посто-
янно растет (http://www.fao.org/faostat/en/#data).
Вегетативное размножение этой культуры спо-
собствует накоплению вирусов, а глобализация
современного сельского хозяйства приводит к их
широкому распространению. Вирус Y картофеля
(PVY), относящийся к семейству Potyviridae, встре-
чается во всем мире и является одним из важней-
ших патогенов, поражающих картофель [1]. PVY
переносится неперсистентным образом более чем
40 видами тлей, а также через зараженные клубни
картофеля [2]. Известно много штаммов PVY, кото-
рые приводят к потере до 50% урожая и, как след-
ствие, к огромному экономическому ущербу [3].
Борьба с PVY на полях крайне затруднена. Наибо-
лее надежным способом противодействия вирус-

1 Список окращений: eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E) – эу-
кариотический фактор инициации трансляции 4E; hpRNA
(hairpin RNA) ‒ шпилечные РНК; PVY (potato virus Y) ‒
вирус Y картофеля; PVYO (ordinary strain) – обычный
штамм; Strbcs1 (Solanum tuberosum gene for ribulose-(1,5)-bis-
phosphate carboxylase/oxygenase small subunit) ‒ ген малой
субъединицы рибулозо-(1,5)-бисфосфаткарбоксилазы/ок-
сигеназы картофеля; StLhca3 (Solanum tuberosum apoprotein
II of the light-harvesting complex of photosystem I) ‒ ген бел-
ка светособирающего комплекса фотосистемы I картофе-
ля; МС – среда Мурасиге и Скуга.
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ной инфекции считается создание сортов картофе-
ля, обладающих устойчивостью к этому вирусу.

Показано, что для инициации трансляции и
репликации вирусов семейства Potyviridae, геном
которых представлен (+)-цепью РНК, необходи-
мо взаимодействие вирусного белка VPg с клеточ-
ным фактором инициации трансляции 4E (eIF4E)
растения-хозяина [4]. Вирусы обычно не кодируют
канонические факторы трансляции, но разработа-
ли широкий спектр стратегий для рекрутирования
факторов трансляции своих хозяев ‒ для синтеза
вирусных РНК в ущерб эндогенным мРНК, а также
для дальнейшего локального и системного распро-
странения по растению. Естественная устойчивость
растений к потивирусам чаще всего обусловлена
наличием мутаций в генах, кодирующих факторы
инициации трансляции, что приводит к наруше-
нию взаимодействия eIF4E‒VPg [4]. Между тем у
современных коммерческих сортов картофеля
природная устойчивость к PVY, ассоциированная
с изменением генов, кодирующих изоформы
eIF4E, не выявлена. В настоящий момент извест-
но крайне мало естественных источников устой-
чивости к PYV ‒ в основном это дикие представи-
тели рода Solanum [5]. Учитывая, что гибридиза-
ция и отбор растений в результате межвидовых
скрещиваний сталкиваются с рядом проблем (не-
совместимость, стерильность потомства, сцеплен-
ность с нежелательными признаками, гетерозигот-
ность и др.), привнести рецессивную устойчивость
в коммерческие сорта достаточно сложно.

В отличие от традиционной селекции, введение
нового гена, отвечающего за определенный при-
знак, с помощью методов генетической трансфор-
мации требует намного меньше времени, а эф-
фект достигается без изменения основных харак-
теристик коммерческого сорта картофеля. Так, за
счет избыточной экспрессии природных аллель-
ных вариантов генов eIF4E, известных как pvr12,
Eva1 и pot-1, клонированных из перца, дикого
картофеля (Solanum chacoense) и томата соответ-
ственно, был повышен иммунитет ряда сортотипов
картофеля к различным штаммам [5, 6]. Функцио-
нальные гены eIF4E, модифицированные с помо-
щью химического или сайт-направленного мутаге-
неза, были перенесены с помощью генетической
трансформации в геном картофеля, что позволи-
ло получить комплементарные растения, проявля-
ющие дифференциальную устойчивость к потиви-
русам [7, 8]. Однако простая вставка мутантного ге-
на не обеспечивает полноценную устойчивость,
так как немутированные нативные гены eIF4E
по-прежнему остаются функционально активны-
ми и продолжают продуцировать “нормальные”
факторы инициации трансляции.

Известно, что сайленсинг генов eIF4 с помо-
щью РНК-интерференции напрямую ведет к по-
тере восприимчивости табака [9], томата [10], ды-

ни [11], абрикоса [12], сои [13], пшеницы [14] и
вишни [15] к вирусной инфекции. Ранее нами по-
казано, что нокдаун нативных генов eIF4E позво-
ляет повысить устойчивость растений картофеля
сорта Pirol к заражению высокопатогенным штам-
мом PVYNTN, вызывающим некроз клубней карто-
феля [16]. В то же время Н. Duan с соавт. [5] не
удалось получить резистентные к PVY трансген-
ные растения картофеля сорта Russet Burbank, не-
смотря на накопление в клетках малых интерфе-
рирующих РНК, специфичных к генам eIF4E. Кро-
ме того, есть противоречивые данные по поводу
плейотропного эффекта нокдауна генов eIF4E. У
некоторых видов растений снижение функцио-
нальной активности одного или нескольких фак-
торов инициации трансляции оказывает негатив-
ное влияние на рост и развитие растений, а также
на работу генеративной системы и урожайность
[10, 17‒19]. В других исследованиях такой эффект
не наблюдали, по-видимому, из-за компенсаторно-
го повышения функциональной активности других
факторов инициации семейства eIF4E, которые
остались не затронутыми РНК-интерференцией,
в клетках растений [12‒16].

В геноме представителей семейства Паслено-
вые, включая картофель, перец и томат, есть два
паралога гена eIF4E: eIF4E1 и eIF4E2, ‒ гомоло-
гия между которыми составляет 70‒80%. Белок,
кодируемый изоформой eIF(iso)4E, лишь на 50%
сходен по аминокислотной последовательности с
продуктами генов eIF4E1/eIF4E2 [20]. На основа-
нии этих данных мы создали и описали безмаркер-
ную экспрессионную кассету, включающую ис-
ключительно фрагменты генов картофеля [16]. Это
инвертированные повторы длиной 474 п.н. гена
SteIF4E1, разделенные интроном гена Strbcs1 ‒ ма-
лой субъединицы рибулозо-(1,5)-бисфосфаткарбок-
силазы/оксигеназы картофеля. В качестве регу-
ляторных последовательностей использовали
промотор и терминатор гена StLhca3 ‒ белка
светособирающего комплекса фотосистемы I кар-
тофеля. Этот промотор обеспечивает высокую и
стабильную экспрессию в фотосинтезирующих
тканях картофеля, в первую очередь в листьях [21] ‒
главном поражаемом вирусными патогенами орга-
не растения. Вследствие высокой гомологии генов
SteIF4E1 и SteIF4E2 перенос генетической кон-
струкции hpRNA-SteIF4E, содержащей значитель-
ную часть экзонов 1, 2 и 3 гена SteIF4E1, позволил
добиться существенного снижения экспрессии
обоих генов SteIF4E в картофеле сорта Pirol. В ре-
зультате одна из полученных интрагенных линий
стала устойчивой к заражению высокопатоген-
ным штаммом PVYNTN.

Представленная работа является продолжени-
ем наших исследований, направленных на получе-
ние коммерческих сортов картофеля, устойчивых к
заражению PVY. Чтобы снизить обеспокоенность
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по поводу генетически модифицированных куль-
тур, содержащих чужеродные последовательно-
сти других организмов, в работе использовали
интрагенную стратегию. Интрагенез ‒ одно из
направлений генной инженерии растений, в ко-
тором новую функциональную последователь-
ность, состоящую только из генетических эле-
ментов, происходящих из гена(ов) или локусов
того же вида, вводят обычными методами генети-
ческой трансформации [22]. Неотъемлемая часть
этой стратегии ‒ отсутствие каких-либо последо-
вательностей, кодирующих маркерные гены, в
особенности гены устойчивости к антибиотикам.
Картофель обладает высокой способностью к ре-
генерации множества адвентивных растений из
стеблевых сегментов in vitro. Основываясь на этом,
мы предварительно разработали протоколы полу-
чения безмаркерных растений ряда сортов карто-
феля, в том числе сорта La Strada [23]. Этот сорт
обладает хорошими потребительскими и агроно-
мическими характеристиками (https://www.doka-
gene.ru/semena-kartofelya/la-strada/), но недоста-
точно устойчив к PVY, в частности к общераспро-
страненному штамму PVYO.

Цель исследования – с помощью безмаркер-
ной генетической трансформации получить рас-
тения картофеля La Strada со вставкой экспреcси-
онной кассеты для интерференционного сайлен-
синга генов eIF4E1 и eIF4E2 и проанализировать
устойчивость трансгенных растений к заражению
PVYО, а также показатели их роста, развития и
продуктивности.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Растительный материал и условия выращивания

В работе использовали коммерческий сорт
картофеля La Strada, предоставленный компани-
ей “Дока – Генные Технологии” (Россия). Расте-
ния выращивали in vitro в пластиковых культураль-
ных сосудах на питательной среде Мурасиге‒Скуга
(МС; Duchefa, Нидерланды) без фитогормонов, со-
держащей 30 г/л сахарозы и 7 г/л агара (рН 5.8),
при 21 ± 2°C и 16-часовом фотопериоде в услови-
ях искусственного освещения (40 мкмоль кван-
тов/(м2⋅с)). Для генетической трансформации и
регенерации растений в качестве эксплантатов
использовали сегменты междоузлий длиной 0.5–
1 см 3‒4-недельных растений in vitro. Среда для
индукции адвентивной регенерации побегов со-
стояла из минеральных солей и витаминов МС,
дополненных 30 г/л сахарозы, 100 мг/л миоино-
зитола, 7 г/л агара (pH 5.8–5.9), 3 мг/л зеатин-ри-
бозида (Sigma-Aldrich, США), 2 мг/л индолилук-
сусной кислоты (Sigma-Aldrich) и 1 мг/л гиббе-
реллиновой кислоты (Sigma-Aldrich).

Агробактериальная трансформация растений 
картофеля без применения селективного отбора

Для генетической трансформации использо-
вали штамм Agrobacterium tumefaciens AGL0, несу-
щий вектор pWS-E1-Lhca3 для интерференцион-
ного сайленсинга генов SteIF4E [16]. T-ДНК век-
тора содержала экспрессионную кассету hpRNA-
SteIF4E, структура которой представляет собой ин-
вертированные повторы фрагмента гена SteIF4E1,
разделенные интроном гена Strbcs1, под контро-
лем промотора и терминатора гена StLhca3, и не
содержит селективные гены. Культуру агробакте-
рий растили при 28°C в течение 16 ч в жидкой сре-
де LB (Duchefa), содержащей 100 мг/л канамици-
на сульфата, после чего разбавляли жидкой сре-
дой МС до конечной оптической плотности 0.2
при длине волны 600 нм (OD600). Свежесрезанные
экспланты инокулировали агробактериями в те-
чение 25‒30 мин, подсушивали на фильтроваль-
ной бумаге и культивировали 3 сут в темноте при
(25 ± 1)°C на чашках Петри (9 см в диаметре), со-
держащих 25 мл среды для индукции регенерации.
После этого экспланты переносили на свежую ин-
дукционную среду, дополненную 250 мг/л цефотак-
сима (“Биосинтез”, Россия). Регенерацию побегов
проводили на свету (40 мкмоль квантов/(м2⋅с),
16-часовой фотопериод) при (21 ± 2)°C с субкуль-
тивированием каждые 2 недели. Отбор трансфор-
мированных растений проводили в соответствии
с разработанным нами ранее ПЦР-протоколом [16,
22]. Образовавшиеся на эксплантах растения-реге-
неранты (1.5–3.0 см длиной) срезали и высаживали
не более 10 регенерантов в один культуральный со-
суд, содержащий 90 мл безгормональной среды МС
с добавлением 250 мг/л цефотаксима для элимина-
ции агробактерий и подращивания растений.

ПЦР-анализ
После достижения растениями-регенеранта-

ми высоты 5‒8 см из двух верхних листьев выде-
ляли суммарную геномную ДНК с использовани-
ем набора для выделения ДНК из растительной
ткани diaGene (“Диа-М”, Россия) согласно реко-
мендациям производителя. Наличие в геномной
ДНК вставки Т-ДНК, содержащей последова-
тельность hpRNA-SteIF4E, подтверждали мето-
дом ПЦР с использованием праймеров и усло-
вий, описанных нами ранее [16], и набора Encyclo
Plus PCR kit (“Евроген”, Россия).

Количественная ОТ-ПЦР 
в режиме реального времени

Тотальную РНК из листьев картофеля выделяли
с помощью Aurum Total RNA Fatty and Fibrous Tis-
sue kit (Bio-Rad, США). Первую цепь кДНК синте-
зировали из 2 мкг общей РНК с использованием об-
ратной транскриптазы MMLV и олиго(dT)-прай-
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мера (“Евроген”). Анализ экспрессии генов
проводили методом количественной ПЦР в реаль-
ном времени c использованием смеси 5× qPCRmix-
HS SYBR+LowROX (“Евроген) на термоциклере
QuantStudio™ 5 Cycler (Thermo Fisher Scientific,
США), как описано ранее [16]. Нормализацию
уровня накопления транскриптов генов SteIF4E1
и SteIF4E2 выполняли относительно уровня экс-
прессии гена ef1α картофеля. Данные представле-
ны как среднее ± стандартное отклонение (SD),
рассчитанные на основании трех независимых
биологических экспериментов с тремя аналити-
ческими повторами.

Анализ ростовых характеристик 
и продуктивности растений

Десятидневные укорененные in vitro растения
картофеля адаптировали к условиям зимней тепли-
цы. После периода адаптации растения высаживали
в 3-литровые горшки, наполненные смесью торфя-
ного грунта (“Агробалт”, Россия) и перлита (“Завод
минеральных удобрений”, Россия) в соотношении
10 : 1. Каждые 7 сут проводили подкормку неорга-
ническим удобрением Акварин, NPK 16 : 16 : 16
(“Буйский химический завод”, Россия). В стадии
начала бутонизации измеряли длину листа (длина
черешка от точки его прикрепления к стеблю до
верхушки главной доли листа), ширину трех основ-
ных долей листа и высоту растений. Через 90 сут по-
сле высадки растений в теплицу клубни выкапы-
вали и анализировали их число, массу и общую
урожайность с растения.

Заражение растений вирусом 
и анализ устойчивости

Заражение проводили штаммом PVYО, выделен-
ным из растений, растущих на полях ООО “Дока ‒
Генные технологии” в Московской области (Рос-
сия). Для искусственной инокуляции 2.5 г ли-
стьев ранее инфицированных растений картофе-
ля растирали в 10 мл фосфатного буфера (pH 7.4).
В утренние часы инокулят (150 мкл) наносили на
два листа среднего яруса (стадия 6‒8 настоящих
листьев) и растирали. Процедуру повторяли через
1 сут. Инокулировали 8 растений каждой линии.
Через 20 сут после заражения анализировали ак-
кумуляцию вируса в листьях растений.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Процедура ИФА подробно описана нами ра-

нее [16]. Двойной сэндвич-вариант ИФА на осно-
ве антител к белку оболочки PVY выполняли с ис-
пользованием набора LOEWE Biochemica GmbH
(Sauerlach, Германия). Результаты детектировали
на микропланшетном фотометре iMark Micro-
plate (Bio-Rad) при длине волны 415 нм.

Статистический анализ

Экспериментальные данные анализировали с
помощью программного обеспечения Statistica 10
(©StatSoft Inc.) с использованием дисперсионно-
го анализа ANOVA с последующим применением
теста Тьюки для выявления значимых различий
между контролем и трансгенными линиями с по-
роговым значением p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стратегия безмаркерной генетической транс-
формации исключает возможность использова-
ния каких-либо селективных соединений во время
проведения эксперимента. По этой причине необ-
ходимо провести молекулярную оценку сотен реге-
нерированных растений для выявления нескольких
стабильных трансгенных событий. Ранее нами по-
казано, что для сорта La Strada характерен сред-
ний срок образования адвентивных регенерантов
при культивировании стеблевых эксплантов на
регенерационных средах [23]. Именно поэтому во
время неселективной генетической трансформа-
ции основная часть трансгенных побегов образу-
ется в промежутке от 40 до 60 сут после агробакте-
риальной инокуляции [23]. Основываясь на этих
данных, мы удаляли все регенеранты, образовав-
шиеся на эксплантах в течение первых 40 сут по-
сле совместного культивирования с агробактери-
ями. С целью уменьшить число in vitro манипуля-
ций, связанных с культивированием большого
числа растений, на 60 сутки мы единовременно
отделили все растения-регенеранты, образовавши-
еся на стеблевых эксплантах, и перенесли их на сре-
ду для размножения (рис. 1). Дальнейшую регене-
рацию растений из эксплантов не проводили ‒ что-
бы избежать потенциального дублирования
трансгенных событий, а также сократить число об-
разцов для молекулярно-генетического анализа.
Всего получили 368 полноценных побегов в резуль-
тате инокулирования 51 экспланта. Регенеранты
выращивали группами по 9‒10 шт. в пластиковых
контейнерах до тех пор, когда становилось возмож-
ным собирать листовую ткань для выделения ДНК
с сохранением жизнеспособности растений. Два
верхних листа каждого растения-регенеранта изо-
лировали в асептических условиях и смешивали в
один образец для выделения суммарной ДНК
растений, выращенных в одном культуральном
сосуде (рис. 1). В результате ПЦР-анализа 38 об-
разцов ДНК с использованием праймеров, спе-
цифичных к последовательности hpRNA-
SteIF4E, обнаружен целевой фрагмент в двух объ-
единенных образцах ДНК (рис. 1).

С целью выявить отдельные трансгенные линии
каждое растение, культивируемое в двух ПЦР+-со-
судах, отсаживали и растили индивидуально для
повторного выделения ДНК. Второй раунд ПЦР-
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анализа с использованием праймеров к последова-
тельности hpRNA-SteIF4E, позволил идентифи-
цировать среди 20 растений две трансгенные ли-
нии, обозначенные как LSpws 37.4 и LSpws 54.7
(рис. 1).

Эффективность генетической трансформации
при неселективном отборе растений обычно рас-
считывают относительно общего числа проанали-
зированных растений, тогда как трансформацию с
использованием селективных соединений опреде-
ляют как долю эксплантов, образовавших транс-
генные растения. Таким образом, эффективность
проведенной нами безмаркерной трансформации
картофеля La Strada составила 0.5% (2 трансген-
ные линии среди 368 растений-регенерантов). За-
метим, что такой же процент трансгенных расте-
ний мы регистрировали и для сорта картофеля Pi-
rol после трансформации тем же неселективным

вектором pWS-E1-Lhca3 [16]. В этих двух иссле-
дованиях мы практиковали выбраковку “ранних”
и “поздних” регенерантов. Отличие заключалось
лишь в том, что Pirol относится к медленно реге-
нерирующим сортам, поэтому растения-регене-
ранты срезали несколько раз в период 55‒70 сут
после инокуляции агробактериями, тогда как для
La Strada эту процедуру проводили единожды.
Полученные нами данные согласуются с резуль-
татами других авторов [24, 25]. Это позволяет
предположить, что трансформация картофеля со
“слепым” безмаркерным отбором в меньшей сте-
пени зависит от генотипа по сравнению с прото-
колами c использованием антибиотиков.

Недавно нами показано [23], что при “полу-
слепом” методе отбора трансгенных растений по
экспрессии зеленого флуоресцентного белка эф-
фективность трансформации La Strada составля-

Рис. 1. Схема получения безмаркерных трансгенных растений картофеля сорта La Stada с использованием вектора
pWS-E1-Lhca3. На электрофореграммах представлен ПЦР-анализ ДНК растений на присутствие фрагмента, соответ-
ствующего последовательности hpRNA-SteIF4E, где M – ДНК маркер 1000/10C (“diaGene”, Россия), NT – нетранс-
генное растение, P – вектор pWS-E1-Lhca3, Н2O – ПЦР-смесь без ДНК-матрицы, V1‒V10 – объединенный пул ДНК,
выделенной из 10 растений-регенерантов, растущих в одном культуральном сосуде; 1‒10 – ДНК индивидуальных рас-
тений-регенерантов.
Fig. 1. Generation of marker-free transgenic plants of potato cv. La Stada using the pWS-E1-Lhca3 vector. Electrophoregrams
show PCR analysis of plant DNA for the presence of a region corresponding to hpRNA-SteIF4E. M, a DNA molecular mass
marker 1000/10C (diaGene, Russia); NT, a non-transgenic plant; P, the pWS-E1-Lhca3 vector; H2O, a PCR mixture without
the DNA template; V1‒V10, a combined pool of DNA isolated from 10 regenerated plants growing in the same culture vessel;
1‒10, DNAs of individual regenerated plants.
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ла 2%, то есть выше, чем при “слепом” (0.5%).
Различия в эффективности, скорее всего, обуслов-
лены тем, что ранее мы анализировали все побеги,
формирующиеся за время эксперимента (90 сут),
часть из которых могла представлять собой дуб-
ликаты, образовавшиеся из одних и тех же транс-
генных каллусов на поздних этапах регенерации.
По данным проанализированной нами литерату-
ры, эффективность безмаркерной трансформа-
ции картофеля в различных исследованиях ва-
рьировала от 0.4 до 4.5% [24‒26]. Результаты, по-
лученные для сорта La Strada, в целом
соответствуют значениям, описанным ранее. Ва-
рьирование эффективности выхода трансгенных
растений в разных исследованиях обусловлено
тем, что сорта картофеля в силу генетических
особенностей отличаются как по эффективности
регенерации (доля регенерирующих эксплантов),
так и по числу сформированных растений за один
и тот же период времени. Кроме того, в опублико-

ванных работах для стимуляции регенерации
применяли различные комбинации фитогормо-
нов, использовали различные генетические кон-
струкции и разную продолжительность отбора
растений-регенерантов [24‒27].

Ранее нами показано [23], что при отборе на
неселективной среде от 20 до 35% первоначально
идентифицированных трансгенных растений кар-
тофеля представляют собой химеры, состоящие из
трансгенных и нетрансгенных клеток. Наш опыт
показывает, что необходимо не менее 10 последо-
вательных пассажей, чтобы произошло “расхи-
меривание” растений, которые в конечном итоге
становятся либо полностью трансгенными, либо
нетрансгенными.

После многократных пересадок in vitro мы
выделили суммарную РНК из растений линий
LSpws 37.4 и LSpws 54.7, чтобы не только убедиться
в наличии последовательности hpRNA-SteIF4E в
геноме растений, но и оценить ее функциональ-
ность. Переносимая экспрессионная кассета скон-
струирована для одновременного нокдауна двух го-
мологичных генов eIF4E1 и eIF4E2. Подавление их
эндогенной экспрессии подтверждает эффектив-
ную работу интегрированной последовательности
hpRNA-SteIF4E. Анализ ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени выявил значительное снижение уровня РНК-
транскриптов с генов SteIF4E1 и SteIF4E2 в клетках
линий LSpws 37.4 и LSpws 54.7 по сравнению с не-
трансгенными растениями La Stada (рис. 2). В сред-
нем эндогенный уровень экспрессии гена SteIF4E1
в трансгенных линиях LSpws 37.4 и LSpws 54.7 ока-
зался более чем в 70 раз ниже, чем в контрольных
растениях, а уровень накопления транскриптов
гена SteIF4E2 снизился в 7‒9 раз (рис. 2).

Высаженные в теплицу трансгенные растения
линий LSpws 37.4 и LSpws 54.7 уже на ранних эта-
пах роста фенотипически отличались от кон-
трольных растений. Так, трансгенные линии от-
ставали в росте и развитии (рис. 3а), при этом их
листовая пластинка характеризовалась меньши-
ми размерами, а доли листа ‒ повышенной вол-
нистостью (рис. 3b).

Высота растений на стадии бутонизации была
ниже у трансгенных линий LSpws 37.4 и LSpws 54.7
на 16.9 и 27.7% по сравнению с контрольными рас-
тениями, а длина листового черешка ‒ меньше на
20.5 и 41.8% соответственно. У линии LSpws 54.7 по-
давление экспрессии генов SteIF4E негативно от-
разилось на ширине трех верхних долей листа, тогда
как для листьев растений линии LSpws 37.4 досто-
верных различий с нетрансгенными растениями не
обнаружили (рис. 4).

Ранее нами показано, что подавление экспрес-
сии генов SteIF4E1 и SteIF4E2 не оказывало нега-
тивного влияния на рост и развитие растений
картофеля сорта Pirol [16]. В работе H. Duan [5]
также не было отмечено негативных плейотроп-

Рис. 2. Относительная экспрессия генов SteIF4E1 и
SteIF4E2 в контрольных растениях La Strada и двух
трансгенных линиях картофеля, LSpws 37.4 и LSpws
54.7, содержащих в геноме последовательность
hpRNA-SteIF4E. Здесь и далее: данные представлены
как среднее ± SD, рассчитанные на основании 3 неза-
висимых экспериментов с 3 аналитическими повто-
рами. Cтатистически значимые различия между кон-
трольными растениями и трансгенными линиями со-
гласно оценке ANOVA с последующим post-hoc
тестом Тьюки: ** p < 0.01, *** p < 0.005
Fig. 2. Relative expression of SteIF4E1 and SteIF4E2 genes
in non-transgenic La Strada plants and two transgenic po-
tato lines, LSpws 37.4 and LSpws 54.7, containing the
hpRNA-SteIF4E construct in the genome. Hereinafter:
data are presented as a mean ± SD for three independent
experiments with three analytical replicates. ** p < 0.01,
*** p < 0.005, according to post-hoc testing ANOVA.
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Рис. 3. Рост контрольных (La Strada) и трансгенных линий (LSpws 37.4 и LSpws 54.7) картофеля. а – Развитие растений
ex vitro, общий вид через 35 сут после высадки в теплицу; b – типичные листья анализируемых растений, из среднего
яруса; с – размер, форма и число клубней, собранных с 10 растений.
Fig. 3. Growth of control (La Strada) and transgenic lines (LSpws 37.4 and LSpws 54.7) of potato. a – Development of plants ex
vitro, general view 35 days after planting in a greenhouse; b – typical leaves of the analyzed plants, from their middle part; c –
size, shape and number of tubers collected from 10 plants.

(a)

(b)

(c)

Рис. 4. Сравнительный анализ высоты растений, длины листа и ширины трех верхушечных долей листа в контрольной (La
Strada) и трансгенных (LSpws 37.4 и LSpws 54.7) линиях картофеля. ns – нет различий при p ≤ 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01
Fig. 4. Comparative analysis of plant height, leaf length and width of three apical leaf lobes in control (La Strada) and transgenic
(LSpws 37.4 and LSpws 54.7) potato lines. ns – differences are not significant at p ≤ 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01.

0

50

100

150

ns

В
ы

со
та

 р
ас

те
ни

й,
 с

м

ns

L
a 

St
ra

da

L
Sp

w
s 3

7.
4

L
Sp

w
s 5

4.
3

0

10

20

30

Д
ли

на
 л

ис
та

, с
м

L
a 

St
ra

da

L
Sp

w
s 3

7.
4

L
Sp

w
s 5

4.
3 0

20

40

60

Ш
ир

ин
а 

до
ле

й 
ли

тс
та

, м
м

L
a 

St
ra

da

L
Sp

w
s 3

7.
4

L
Sp

w
s 5

4.
3



62

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 6  2024

МИРОШНИЧЕНКО и др.

ных эффектов у картофеля сорта Russet Burbank в
результате интеграции конструкции для сайлен-
синга гена SteIF4E на основе его 286-нуклеотид-
ного фрагмента. С другой стороны, у ряда расте-
ний, например томата и дыни, дефицит функци-
ональной активности генов SteIF4E негативно
влиял на рост и морфологию растений [10, 11].

Особенности работы генов инициации транс-
ляции в различных сортах и видах могут быть ос-
новной причиной различного ответа трансген-
ных растений при сайленсинге того или иного гена

[4, 12]. Нельзя также не отметить, что подавление
экспрессии целевых генов в трансгенных линиях
LSpws 37.4 и LSpws 54.7 в результате переноса
конструкции hpRNA-SteIF4E оказалось сильнее,
чем в аналогичных линиях сорта Pirol [16]. След-
ствием этого может быть значительный функцио-
нальный дефицит факторов eIF4E1 и eIF4E2, что
повлекло ощутимые негативные изменения в ро-
сте и развитии растений обеих трансгенных ли-
ний La Strada, а также их продуктивности. Не-
смотря на то, что в линии LSpws 54.7 несколько
увеличилось число клубней, собранных с одного
растения (3.3 против 2.9 в контроле), их общая
масса снизилась у обеих трансгенных линий: в 2.2
для LSpws 54.7 и в 2.5 раза для LSpws 37.4, ‒ а
средний вес одного клубня ‒ в 2.3 и 3 раза соот-
ветственно (рис. 5). Ранее было высказано предпо-
ложение, что дефицит одной или нескольких изо-
форм факторов инициации трансляции растений
(вследствие сайленсинга или нокаута) компенси-
руется более высокой экспрессией другого гомоло-
га и не приводит к негативным плейотропным эф-
фектам [4, 12]. По-видимому, эта гипотеза “не ра-
ботает” в случае сорта La Strada картофеля ‒
такой компенсации мы не обнаружили.

В предварительных экспериментах нами пока-
зано, что La Strada относится к сортам картофеля
с уровнем вирусоустойчивости выше среднего,
при этом чувствительным к штамму PVYO. При
заражении PVYO мозаичность листьев наблюдали

Таблица 1. Накопление PVYO в листьях растений кар-
тофеля через 20 сут после инокуляции по результатам
твердофазного иммуноферментного анализа с антите-
лами к белку оболочки PVY
Table 1. Accumulation of PVYO in leaves of potato plant
20 days after inoculation according to the results of ELISA
with antibodies to the PVY coat protein

Примечание: Данные представлены как среднее ± SD, рассчи-
танные на основании 6 независимых экспериментов с 3 анали-
тическими повторами. 
Note: Data are presented as mean ± SD calculated from 6 indepen-
dent experiments with 3 analytical replicates.

Образец Инокуляция PVYO OD415

La Strada ‒ 0.04 ± 0.03
La Strada + 0.64 ± 0.13
LSpws 37.4 + 0.06 ± 0.03
LSpws 54.3 + 0.07 ± 0.01

Рис. 5. Сравнительный анализ показателей урожайности контрольных (La Strada) и трансгенных (LSpws 37.4 и LSpws 54.7)
линий картофеля. ns – нет различий при p ≤ 0.05, * p < 0.05.
Fig. 5. Comparative analysis of yield indicators of control (La Strada) and transgenic (LSpws 37.4 and LSpws 54.7) potato lines.
ns – differences are not significant at p ≤ 0.05, * p < 0.05.
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редко: только при плохом состоянии растений, в
неоптимальных условиях выращивания. Тем не
менее, как и у большинства неустойчивых сортов
картофеля, в листьях La Stradа регистрировали
накопление вирусных частиц через 2‒3 недели
после экспериментального заражения (табл. 1).
Как следует из данных, представленных на рис. 2,
в полученных нами трансгенных линиях La Strada
эффективная РНК-интерференция привела к
сильному подавлению экспрессии целевых генов
SteIF4E. Согласно результатам анализа на присут-
ствие белка оболочки вируса в листьях контроль-
ной и трансгенных линий картофеля (табл. 1)
прослеживается влияние проведенного сайлен-
синга на чувствительность растений к PVYO-зара-
жению, так как обе трансгенные линии оказались
устойчивы к инокуляции. Таким образом, эф-
фективный сайленсинг генов SteIF4E1 и SteIF4E2
позволил получить линии картофеля La Strada,
резистентные к заражению PVYO.

Ранее H. Duan и др. [5] сообщали, что нок-
даун генов SteIF4 в картофеле сорта Russet Bur-
bank не приводил к увеличению устойчивости
растений к заражению PVY, тогда как трансфор-
мация геном, представляющим собой мутант-
ный вариант SteIF4E, позволила достичь приемле-
мой невосприимчивости к заражению этим виру-
сом. Для экспрессии целевых конструкций авторы
использовали промотор вируса мозаики цветной
капусты CaMV 35S. В отличие от Н. Duan и др.
[5], в нашей работе конструкция hpRNA-SteIF4E
для подавления экспрессии генов SteIF4E нахо-
дилась под контролем промотора гена StLhca3,
кодирующего хлорофилл a/b-связывающий бе-
лок светособирающего комплекса фотосистемы I.
У картофеля этот промотор активен только в хло-
рофиллсодержащих тканях; при этом в листьях,
ткани которых являются основной мишенью PVY,
промотор гена StLhca3 работает более эффективно,
чем конститутивный промотор CaMV 35S [21].

В целом, результаты изменения функциональ-
ной активности генов SteIF4E, полученные нами
на двух сортах картофеля, подтверждают пригод-
ность использования технологии РНК-интерфе-
ренции для подавления экспрессии генов SteIF4E
с целью повышения устойчивости к PVY. Хотя со-
здание генномодифицированных линий элитных
сортов картофеля без использования селективных
маркерных генов менее эффективно, чем при гене-
тической трансформации с маркерами, отсутствие
чужеродных последовательностей в геномах расте-
ний, предназначенных для пищевой промышлен-
ности, расширяет перспективы их дальнейшей
реализации.
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SteIF4E Silencing Increases Resistance of Potato cv. La Strada to Potato Virus Y, 
with Pleiotropic Effects on Plant Growth and Productivity
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Abstract—The creation of potato cultivars with resistance to virus Y (PVY) will allow one to solve successfully
the problems of yield losses of this important vegetable and industrial agricultural crop. For replication and
systemic spread, PVY recruits the translational apparatus of potato cells by interacting with host eIF4E trans-
lation initiation factors. By reducing the expression of genes encoding plant eIF4E, it is possible to limit the
potyvirus replication in the host cell and further spread. Here, the production of potato cv. La Strada plants
with inhibition of SteIF4E1 and SteIF4E2 gene expression through the use of RNA-interference technology
is described. As a result of transformation with the marker-free expression cassette consisting of potato gene
fragments (promoter and terminator of StLhca3 gene, two inverted repeats of SteIF4E1 gene separated by the
Strbcs1 intron), transgenic lines with a high degree of suppression of target genes were obtained. Downregu-
lation of SteIF4E1 and SteIF4E2 expression resulted in stunted growth and reduced overall productivity of
potato plants and, at the same time, stable resistance to PVY infection. The use of a marker-free strategy in
genetic transformation ensured the production of virus-resistant potato lines without inserting foreign report-
er genes into their genome, which is extremely important from the point of view of environmental safety and
public acceptance of genetically modified agricultural crops.

Keywords: Solanum tuberosum L., potato virus Y, resistance, RNA interference, eIF4E1, genetically engi-
neered plants


