
ГЕНЕТИКА, 2020, том 56, № 3, с. 361–365

361

РАЗЛИЧИЯ В ЭКСПРЕССИИ ГЕНА ИНГИБИТОРА АМИЛАЗ SbAI
ПРИ ДЛИТЕЛЬНОМ НИЗКОТЕМПЕРАТУРНОМ ХРАНЕНИИ КЛУБНЕЙ

И КРАТКОВРЕМЕННОМ ХОЛОДОВОМ СТРЕССЕ У КАРТОФЕЛЯ
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Анализ экспрессии гена ингибитора амилаз SbAI в клубнях пяти сортов картофеля показал, что в
процессе низкотемпературного долговременного (семь месяцев) хранения у всех исследованных
сортов картофеля происходит снижение уровня транскрипции данного гена. Исследование дина-
мики экспрессии гена SbAI и содержания крахмала в ответ на кратковременный холодовой стресс в
листьях сорта S. tuberosum Надежда и четырех дикорастущих видов картофеля секции Petota выяви-
ло резкую индукцию транскрипции гена SbAI с одновременным падением содержания крахмала в
листьях.
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По объему производства картофель Solanum tu-
berosum является важнейшей незерновой крахмало-
носной культурой в мире. После уборки клубни
картофеля хранят при температуре 2–4°С для
предотвращения прорастания, сохранения про-
цента влажности и снижения патогенеза. Однако
воздействие низких температур приводит к холо-
довому осахариванию клубней (cold-induced
sweetening, CIS), что заключается в накоплении
редуцирующих сахаров в результате гидролиза
крахмала и сахарозы [1, 2].

Крахмал в растениях накапливается в пласти-
дах: запасной – в амилопластах гетеротрофных
органов; транзиентный – в хлоропластах фото-
синтезирующих листьев [3, 4]. Гидролитический
путь деградации крахмала считается основным, что
подтверждается ростом активности крахмал-гидро-
лизующих ферментов [5], прежде всего α-амилаз
(AMY, EC 3.2.1.1) и β-амилаз (BAM, EC 3.2.1.2) [6,
7]. В геноме картофеля идентифицировано десять
генов BAM и пять AMY, активность продуктов
которых специфична к различным субстратам и
клеточным структурам (хлоропласты, амилопла-
сты и др.) [8, 9]. Показано, что в ответ на низкие
температуры в клубнях картофеля происходит ак-
тивация транскрипции генов StAmy23, StBAM1 и

StBAM9 [8, 10]. Продукты этих генов, α-амилаза
StAmy23 и β-амилазы StBAM1 и StBAM9, участ-
вуют в индуцированной холодом деградации
крахмала в амилопластах клубней [8]. StBAM9 не-
посредственно связывается с крахмальными зер-
нами, обеспечивая высвобождение растворимых
глюканов, гидролиз которых продолжается в
амилопластах под действием StBAM1 и заверша-
ется в цитозоле при участии StAmy23 [8].

В свою очередь, активность амилаз регулиру-
ется на посттрансляционном уровне ингибито-
ром амилаз (Amylase Inhibitor, AI) [11, 12]. Про-
странственная структура белков AI высоко кон-
сервативна среди различных видов растений [13].
Показано, что AI способен связываться с амила-
зой либо блокируя активный сайт фермента, либо
изменяя его конформацию, тем самым снижая
каталитическую активность [14, 15]. У картофеля
ген, кодирующий ингибитор амилаз, впервые кло-
нирован у вида S. berthaultii (SbAI) [16]. Экспери-
ментально подтверждено, что белок SbAI взаимо-
действует с каждой из амилаз – StAmy23, StBAM1
и StBAM9 [16].

Показано, что в клубнях CIS-устойчивых рас-
тений картофеля экспрессия гена SbAI выше в
сравнении с CIS-чувствительными, что подтвер-
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ждает наличие негативной корреляции между ко-
личеством транскриптов SbAI и содержанием ре-
дуцирующих сахаров [16]. При этом показано, что
сверхэкспрессия гена SbAI в клубнях CIS-чув-
ствительного картофеля, хранящихся при низких
температурах, сопровождается снижением уров-
ня транскрипции генов амилаз (в том числе St-
BAM1, StBAM9 и StAmy23) и степени деградации
крахмала [16]. Подавление экспрессии гена SbAI в
клубнях CIS-устойчивого картофеля оказывает
незначительное положительное влияние на уро-
вень экспрессии генов амилаз, при этом наблюда-
ется существенный рост содержания редуцирую-
щих сахаров [16]. Таким образом, можно говорить
об обратной корреляции между уровнями экспрес-
сии гена ингибитора и генов амилаз. Учитывая по-
сттрансляционный характер ингибирования ами-
лаз белком SbAI, предполагается, что возможным
сигналом, запускающим экспрессию амилазных ге-
нов в клубнях картофеля, являются концентрации
редуцирующих сахаров [16]. Учитывая вышеска-
занное, подавление каталитической активности
амилаз, индуцируемых низкими температурами, –
одна из функций SbAI картофеля.

Целью данной работы стало определение про-
филя экспрессии гомологов гена ингибитора
амилаз SbAI при длительном низкотемператур-
ном хранении в клубнях различных сортов S. tu-
berosum, а также при кратковременном холодовом
стрессе в листьях разных видов картофеля (род
Solanum, секция Petota).

Профиль экспрессии гена SbAI определяли в
клубнях картофеля (S. tuberosum) пяти сортов рос-
сийской селекции: Барин, Красавчик, Надежда,
Северное сияние и Утро. Растения выращивали в
2017 г. в полевых условиях (ВНИИКХ им. А.Г. Лор-
ха). В сентябре клубни были собраны и заложены
на хранение в картофелехранилище при темпера-
туре 4оС. Экспрессионный анализ был проведен
методом РВ-ПЦР в двух биологических повторах
в трех временных точках: в сентябре (сразу после
сбора урожая), в феврале (спустя пять месяцев
хранения) и в апреле (спустя семь месяцев хране-
ния). Таким образом, представленный анализ
экспрессии отражает сезонные изменения, про-
исходящие в клубнях с момента сбора урожая до
момента начала прорастания.

Профиль экспрессии гена SbAI в ответ на крат-
ковременный холодовой стресс определяли в ли-
стьях S. tuberosum (сорт Надежда) и четырех дико-
растущих видов картофеля – S. demissum (CGN
20568), S. kurtzianum (ВИГРР K-11969), S. chaco-
ense (ВИГРР K-3678) и S. vernei (ВИГРР K-20832).
Данные виды были выбраны, так как обладают
различной степенью устойчивости к холодовому
стрессу [17]. Растения были выращены при нор-
мальных температурных условиях (23/25°С, 16/8 ч –
день/ночь, теплица) и подвергнуты холодовому

стрессу (4°С, 72 ч, 16/8 ч – день/ночь, климокаме-
ра). Также в листьях определяли содержание об-
щего крахмала. Для этого 500 мг листового мате-
риала гомогенизировали в 4.5 мл раствора (33%
v/v DMSO; 0.44 мМ HCl), инкубировали при 60°С
30 мин и охлаждали до 25°С. Смесь разводили 1 : 5
водой (mQ), доводили pH до 4.5 и фильтровали.
Содержание крахмала в фильтрате определяли
спектрофотометрически с использованием набо-
ра Starch (R-Biopharm, Швейцария).

На основе последовательности SbAI S. tubero-
sum (XM_006355976.2) были разработаны специ-
фичные праймеры для определения экспрессии
гена методом количественной ПЦР в реальном
времени (РВ-ПЦР) (SbAIrtF: 5'-TTGTAACATG-
GCTCGCGTTC-3' и SbAIrtR: 5'-TGTTGGT-
GAAGCACTTGGAG-3'). Суммарную РНК из
клубней и листьев и синтезированную на ее основе
кДНК (GoScript, Promega, США) использовали
для определения экспрессии гена SbAI. РВ-ПЦР
проводили с применением набора “Реакционная
смесь для проведения РВ-ПЦР в присутствии
SYBR GreenI и ROX” (ЗАО “Синтол”, Россия) в
следующих условиях: 95°C – 5 мин; 40 циклов
(95°C – 15 с, 60°C – 50 с). Для оценки уровня отно-
сительной экспрессии в качестве референсных
использовали гены ef1α и sec3 с использованием
праймеров: ef1αF (5'-ATTGGAAACGGATATGCTC-
CA-3') и ef1αR (5'-TCCTTACCTGAACGCCTGT-
CA-3') [18]; sec3F (5'-GCTTGCACACGCCATAT-
CAAT-3') и sec3R (5'-TGGATTTTACCACCTTC-
CGCA-3') [19]. Статистическую обработку
полученных данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения GraphPadPrism 7.02
(https://www.graphpad.com).

Проведенный анализ экспрессии SbAI пока-
зал, что у всех исследованных сортов картофеля в
процессе хранения происходит снижение уровня
транскрипции данного гена (рис. 1,а). В свежесо-
бранных клубнях (сентябрь) уровни экспрессии
SbAI существенно различались. Максимальная
экспрессия SbAI была детектирована в клубнях
сорта Северное сияние, минимальная экспрессия
была характерна для сортов Красавчик и Надеж-
да. После пяти месяцев хранения при 4°С (фев-
раль) у сортов Красавчик и Северное сияние про-
изошло наиболее резкое снижение экспрессии
SbAI в клубнях, тогда как у сортов Барин и Утро –
более плавное, а у сорта Надежда экспрессия SbAI
практически не изменилась. После семи месяцев
хранения (апрель) у всех исследуемых сортов кар-
тофеля были детектированы лишь следовые ко-
личества транскриптов гена ингибитора амилаз
SbAI.

Полученные данные соотносятся с тем фак-
том, что при долгосрочном хранении в условиях
пониженной температуры в картофелехранили-
ще клубни переходят в состояние физиологиче-
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ского покоя, и биохимические процессы в клет-
ках замедляются. Распад крахмала – основного
источника энергии в клубнях происходит с низ-
кой интенсивностью, главным образом для дыха-
ния. Так, показано, что за 2–3 нед. хранения при
10°С клубни теряют около 1 г крахмала при ин-
тенсивности дыхания 3–5 мг CO2 кг–1 ч–1 [4]. В за-
висимости от генотипа и внешних условий стадия
физиологического покоя клубней картофеля
длится, как правило, 6–12 нед., но для ряда сор-
тов может достигать и 27 нед. [4]. Переход от ста-
дии покоя к прорастанию сопровождается увели-
чением интенсивности дыхания, потерей воды,
повышением содержания гликоалкалоидов, а
также накоплением редуцирующих сахаров [4].
Редуцирующие сахара образуются в результате
гидролиза крахмала при повышении экспрессии
генов амилаз [10, 20] и подавлении экспрессии ге-
на ингибитора амилаз SbAI, что показано в насто-
ящей работе для всех пяти исследуемых сортов
S. tuberosum (рис. 1,а).

Таким образом, нами было показано сниже-
ние уровня экспрессии гена SbAI в процессе дли-
тельного хранения клубней при низких темпера-
турах в течение семи месяцев. Клубень картофеля –
это специализированный запасающий орган, в
результате эволюционной адаптации приобрет-
ший способность выдерживать длительное воз-
действие пониженных температур в покоящемся
состоянии. Поэтому мы считаем, что полученные
результаты в большей мере отражают характер
поведения SbAI в ответ на состояние физиологи-
ческого покоя клубней, нежели на холодовой
стресс. В связи с этим для оценки ответа SbAI на
воздействие низких температур следующий экс-
перимент был проведен на листьях растений кар-

тофеля, для которых в отличие от клубней темпе-
ратура 4°С является стрессовой.

Ранее экспрессия гена ингибитора амилаз в
листьях картофеля в условиях холодового стресса
не изучалась. Поэтому в настоящей работе была
определена динамика экспрессии гена ингибито-
ра амилаз SbAI в листьях одного из исследуемых
сортов S. tuberosum – Надежда до и после воздей-
ствия холодового стресса. Одновременно было
измерено содержание крахмала в листьях. Как
видно из рис. 1,б, в ответ на стресс происходит
резкое (в 7–8 раз) повышение транскрипции гена
SbAI, что сопровождается полным распадом крах-
мала (от 2.2 до 0 мг/г).

Представлялось интересным сравнить полу-
ченные нами данные для S. tuberosum с ответом
гена SbAI на холодовой стресс у других видов кар-
тофеля, чтобы понять является ли характер экс-
прессии гена SbAI видоспецифичным или же уни-
версальным для видов картофеля секции Petota
[17]. Для этого растения четырех видов картофеля
(S. demissum, S. kurtzianum, S. chacoense и S. vernei)
с различной степенью устойчивости к низким
температурам [17] были проанализированы на
предмет изменения профиля экспрессии гена
SbAI и содержания крахмала в листьях до и после
холодового стресса (рис. 1,б).

В результате было выявлено, что у всех анали-
зируемых образцов четырех видов картофеля, как
и у S. tuberosum, уровень экспрессии гена ингиби-
тора амилаз SbAI в ответ на холодовой стресс уве-
личивался (рис. 1,б). Как и у S. tuberosum, у
остальных четырех видов увеличение уровня экс-
прессии SbAI сопровождалось резким уменьше-
нием содержания крахмала в листьях: S. demissum –
с 0.07 до 0 мг/г, S. kurtzianum – с 1.34 до 0.44 мг/г,

Рис. 1. Изменение экспрессии гена ингибитора амилаз SbAI: а – в процессе низкотемпературного долговременного
хранения клубней культивируемого картофеля (С – сентябрь, Ф – февраль, А – апрель); б – в листьях различных ви-
дов картофеля в нормальных условиях (н. у.) и в ответ на холодовой стресс (хол.).
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S. chacoense – с 2.68 до 0 мг/г; S. vernei – с 1.49 до
0.14 мг/г.

Надо отметить, что анализируемые виды до-
вольно сильно различались как по исходной кон-
центрации крахмала в листьях, так и по степени
уменьшения его количества после стресса. Так, у
S. tuberosum и S. chacoense после стресса крахмал
распался полностью, тогда как исходное его ко-
личество было практически одинаковым у дан-
ных видов и при этом максимальным среди ана-
лизируемых образцов. Уровни экспрессии гена
SbAI в листьях S. tuberosum и S. chacoense после
стресса были статистически сопоставимы и также
характеризовались максимальными значениями.
У S. demissum, S. kurtzianum и S. vernei наблюдалась
другая динамика. Транскрипция гена SbAI в ли-
стьях этих видов также выросла в ответ на стресс,
но существенно меньше, чем у S. tuberosum и
S. chacoense (рис. 1,б). Минимальный рост экс-
прессии наблюдался у S. demissum, что очевидно
соотносится с наименьшим исходным количе-
ством крахмала в листьях среди анализируемых
образцов четырех видов. Таким образом, просле-
живается корреляция между исходным количе-
ством крахмала в листе и уровнем экспрессии ге-
на ингибитора амилаз в ответ на холодовой
стресс. Можно предположить, что воздействие
низких температур стимулирует накопление и ак-
тивность амилаз и, как следствие, усиленную де-
градацию крахмала. Это согласуется с ранее пока-
занным ростом экспрессии генов амилаз и актив-
ности соответствующих ферментов в ответ на
воздействие низких температур в листьях карто-
феля, Arabidopsis thaliana и других видов растений
[21–23]. При этом высвобождающиеся сахара мо-
гут, в свою очередь, служить сигналом для повы-
шения транскрипции гена ингибитора амилаз
SbAI, продукт которого способен предотвращать
распад крахмала и/или регулировать данный про-
цесс, и чем больше сахаров, тем выше экспрессия
SbAI.

Представленные результаты в совокупности с
ранее полученными [2, 12, 22] будут способство-
вать более глубокому пониманию молекулярно-
генетических механизмов ответа картофеля на
низкие температуры как при длительном хране-
нии клубней (состояние физиологического по-
коя), так и при холодовом стрессе.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (грант
№17-29-08017) и Министерства науки и высшего
образования РФ и ФНТП развития сельского хо-
зяйства РФ на 2017- 2025 годы (подпрограмма “Раз-
витие селекции и семеноводства картофеля в Рос-
сийской Федерации”). Растения выра щивались с
использованием эксперимен- тальной установки
искусственного климата ЭУИК (Институт биоин-
женерии ФИЦ Биотехнологии РАН).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.
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Differences in the SbAI Amylase Inhibitor Gene Expression in Potato
during Long-Term Tuber Cold Storage and in Response to Short-Term Cold Stress

M. A. Sluginaa, *, M. A. Filyushina, A. A. Meleshinb,
A. V. Shchennikovaa, and E. Z. Kochievaa

aFederal Research Center “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bLorch Potato Research Institute, Moscow oblast, pos. Kraskovo, 140051 Russia

*e-mail: mashinmail@mail.ru

Expression analysis of amylase inhibitor gene SbAI in five potato cultivars (S. tuberosum) revealed SbAI down-
regulation in tubers during long-term (seven months) cold storage. Estimation of SbAI gene expression and
starch content in leaves of S. tuberosum cv. Nadezhda and four wild potato species (Solanum sect. Petota)
showed dramatic increase in SbAI transcription accompanied with starch content drop in response to short-
term cold stress.

Keywords: potato, Solanum tuberosum, wild tuber-bearing potato species, cold stress, SbAI amylase inhibitor,
starch content, gene expression.
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