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АКТИВАЦИЯ ГЕНА ПЕРОКСИДАЗЫ В КЛЕТКАХ РАСТЕНИЙ КАРТОФЕЛЯ, 
ЭКСПРЕССИРУЮщИХ ГЕН АНТИМИКРОБНОГО ПЕПТИДА MsrA1

Аннотация. Антимикробный пептид MsrA1 является искусственной рекомбинантной молекулой, полученной 
на основе цекропина А личинки североамериканского шелкопряда и мелиттина пчелы медоносной. Трансгенные 
растения белорусского сорта картофеля Одиссей с конститутивно экспрессируемым геном MsrA1 обладают повы-
шенной устойчивостью к грибным патогенам Phytophthora infestans и Alternaria solani. С использованием методов 
кДНК–ПЦР и ДНК-секвенирования показано, что в клетках данных растений в отсутствие фитопатогенной инфек-
ции наблюдается активация экспрессии гена пероксидазы класса POX. Увеличение экспрессии гена данного фермен-
та косвенно свидетельствует о повышенном образовании активных форм кислорода, что может определять особую 
устойчивость к грибным патогенам. Полученные данные подтверждают также возможность участия внутриклеточ-
ного гетерологичного антимикробного пептида в формировании устойчивости к окислительному стрессу путем ак-
тивации защитной системы растения-хозяина.
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ACTIVATION OF THE PEROXIDASE GENE IN POTATO PLANTS EXPRESSING  
THE GENE OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE MsrA1

Abstract. Antimicrobial peptide MsrA1 is a synthetic hybrid molecule based on cecropin A from giant silk moth larvae 
and on melittin from melliferous bee venom. Transgenic potato plants of the Belarusian variety Odyssey with the constitutive 
expressiоn of msrA1 gene are shown to exhibit increased resistance to fungal pathogens Phytophthora infestans and Alternar-
ia solani. Peroxidase genes expression studies using cDNA-PCR and DNA sequencing revealed the activation of the POX 
peroxidase gene in transgenic plants in the absence of pathogens. This may be indirect evidence of the increased formation of 
reactive oxygen species, which may explain special resistance to fungal pathogens. The data obtained also confirm a possible 
role of intracellular antimicrobial peptide in making the plants more resistant to oxidative stress by the way of activation of 
the host plant defense system.
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Введение. Эндогенные антимикробные пептиды (АМП) являются частью защитной систе-
мы организмов. Более 3000 АМП обнаружено для 6 царств живой природы от микробов до эука-
риот, создаются также синтетические АМП целевого назначения [1; 2]. Большинство АМП явля-
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ются катионными молекулами, хотя существуют и анионные. Эндогенные АМП синтезируются 
преимущественно на рибосомах, являются частью врожденной иммунной системы многокле-
точных организмов, а также могут участвовать в приобретенном иммунном ответе [3]. Основны-
ми мишенями катионных АМП являются отрицательно заряженные фосфолипиды биологиче-
ских мембран. Внешние мембраны клеток эукариот являются преимущественно нейтральными 
или имеют меньший отрицательный заряд, чем мембраны прокариот. Это снижает афинность  
к ним катионных пептидов. У многоклеточных организмов АМП могут секретироваться на по-
верхность клеток, действуя в пристеночном слое, где создаются действующие концентрации 
пептидов, превышающие МИК патогенов. Следует отметить, что существует порог безопасных 
концентраций, при превышении которого эндогенные АМП способны повреждать клетки хозяина. 

Катионные АМП, которые активно взаимодействуют с мембранами, обладают свойством ам-
фипатичности, т. е. формируют структуры, в которых гидрофобные и гидрофильные части мо-
лекулы находятся на противоположных участках действующего домена. После связывания АМП 
с отрицательно заряженными мембранами с помощью электростатических сил их гидрофобные 
участки встраиваются в мембраны, создавая дефекты, вызывающие утечку ионов и метаболи-
тов. Это либо приводит к гибели клетки инфекционного агента из-за деполяризации и разруше-
ния мембран, либо создает условия для проникновения пептида внутрь клетки патогена. Дей-
ствие АМП на внутриклеточные мишени реализуется через такие механизмы, как прямое 
повреждение нуклеиновых кислот и мембран внутри клетки, генерация активных форм кисло-
рода, нарушение синтеза нуклеиновых кислот и белков, ингибирование активности ферментов  
и др. [4]. Однако универсального механизма действия АМП не предложено. Любой антимикроб-
ный пептид уникален по способу взаимодействия с живой системой, причем один и тот же 
пептид способен различно действовать в зависимости от мишени [5]. Кроме того, не удается 
установить, каким образом достигается специфичность действия эндогенных АМП в отношении 
определенного круга патогенов, характерных для какого-либо организма. 

Генно-инженерный синтез АМП может быть использован для изучения механизма действия 
как эндогенных, так и гетерологичных пептидов внутри клетки. Особое значение такие исследо-
вания приобретают при разработке генно-инженерных способов защиты сельскохозяйственных 
культур от неблагоприятных факторов. Механизм действия АМП обеспечивает возможность 
универсальной защиты растений от широкого спектра инфекционных агентов (бактерий, гри-
бов, вирусов) [6–8], а также существенно снижает возможность развития резистентности к АМП 
у фитопатогенов [9; 10]. Ранее на основе растений белорусских сортов нами была создана 
трансгенная форма картофеля с геном антимикробного пептида MsrA1. Антимикробный пептид 
MsrA1 является искусственной рекомбинантной молекулой, полученной на основе цекропина А 
личинки североамериканского шелкопряда и мелиттина пчелы медоносной. Данный пептид осо-
бенно эффективен по отношению к грибным патогенам [11]. Показано также, что внутриклеточ-
ный синтез MsrA1 в растениях картофеля сортов Desiree и Russet Burbank сопровождается повы-
шением устойчивости, в том числе к грибным фитопатогенам Phytophthora cactorum и Fusarium 
solani [12]. В [13] в результате анализа транскриптома растений риса, синтезирующих гетероло-
гичный пептид цекропин А, показано, что в отсутствие фитопатогенной инфекции увеличивает-
ся экспрессия ряда генов системы защиты от окислительного стресса, при этом наиболее акти-
вируемыми являются гены пероксидаз. Целью данной работы было изучить базальный уровень 
экспрессии генов пероксидаз в клетках трансгенных растений картофеля белорусского сорта 
Одиссей, экспрессирующих рекомбинантный ген MsrA1 [14].

Материалы и методы исследования. Материалом для исследования были трансгенные ли-
нии с экспрессируемым геном антимикробного пептида MsrA1, созданные на основе растений 
картофеля белорусского сорта Одиссей, полученных из РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по картофелеводству и плодоовощеводству» (Самохваловичи, Минский р-н). Растения 
культивировали in vitro при температуре 20–22 °C с 16-часовым фототопериодом (200 мкм м–2с–1; 
лампы LF 35W/54-765, Philips, Польша) на агаризованных питательных средах.

Олигонуклеотидные праймеры для ПЦР были разработаны с помощью программы «Prim-
er-BLAST» и синтезированы в ГНУ «Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Белару-
си» (г. Минск).
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Выделение суммарной растительной ДНК из листьев растений картофеля проводили с помо-
щью набора реагентов NucleoSpin® PlantII (Macherey-Nagel, Германия).

Суммарную РНК для кДНК(РНК)-ПЦР выделяли из листьев растений, выращенных in vitro, 
с использованием Agilent Plant RNA Isolation Mini kit.

Препараты кДНК получали на матрице суммарной растительной РНК с использованием 
праймеров oligo-dT18 и AMV-обратной транскриптазы производства Thermo Fisher Scientific 
Baltics (Литва). Концентрацию кДНК выравнивали по оптической плотности препаратов, опре-
деляемой на спектрофотометре Ultrospec 3300 pro (Biochrom Ltd). Контроль пригодности кДНК 
для ПЦР-анализа проводили с использованием праймеров для гена актина картофеля (X55749): 
5′-catggtattgtcagcaattg, 5′-ccacgctcagtgaggatc); размеры ПЦР-продуктов составляют 501 п. н. для 
ДНК-матрицы и 373 п. н. для кДНК-матрицы. 

ПЦР проводили в термоциклере CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Био-Рад, 
США) с использованием набора Luna® Universal qPCR Master Mix производства Thermo Fisher 
Scientific Baltics (Ферментас, Литва). Реакционная смесь для ПЦР содержала также специфиче-
ские олигонуклеотидные праймеры (6–10 пмоль на реакцию), 50–150 нг ДНК-матрицы или коли-
чество кДНК-матрицы, соответствующее 50 нг тотальной РНК. В качестве гена-нормализатора 
использовали ген фактора элонгации картофеля. Программа для термоциклера была следующей: 
95 °С – 5 мин; {94 °С – 30 с, 57–59 °С – 30 с, 72 °С – 30 с} 40 циклов; 72 °С – 7 мин. Скорость из-
менения температуры – 1 °С/с.

Конечные продукты ПЦР в реальном времени также определяли методом горизонтального 
гель-электрофореза. Анализ гелей проводили методом детекции флуоресценции в ультрафиоле-
товом свете (λдетекции = 520 нм) с помощью прибора для документирования гелей ГельДок 2000 
(Био-Рад, США). Размеры фрагментов ДНК определяли путем их сравнения с линейкой 
ДНК-маркеров.

Определение нуклеотидных последовательностей проводили методом автоматического 
секвенирования с использованием генетического анализатора флуоресцентно-меченых фраг-
ментов ДНК, разделяемых методом капиллярного гель-электрофореза, ABI PRISM 310 (Applied 
Biosystems, США). В качестве образцов для секвенирования использовали ПЦР-продукты, выде-
ленные из агарозного геля с использованием набора реагентов и колонок Macherey-Nagel™ Nu-
cleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Thermo Fisher Scientific, Германия). Для секвенирования исполь-
зовали те же праймеры, что и для получения ПЦР-продуктов. Реакцию секвенирования 
проводили в термоциклере CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Био-Рад, США)  
с применением набора реагентов Big Dye Termination v.3.1 Sequencing kit (Applied Biosystems, 
США) по протоколу фирмы. Программа для термоциклера была следующей: 1. 96 °C – 60 с; 2. 
{96 °C – 10 с; 50 °C – 5 с; 60 °C – 4 мин} 25 циклов. Очистку проб от флуоресцентно-меченых 
дезоксинуклеотидов проводили методом осаждения ДНК этанолом. Результаты обрабатывались 
с помощью программы ABI Prism Sequencing Analysis 3.7. Анализ полученных нуклеотидных 
последовательностей проводили с использованием программного обеспечения в общественном 
достоянии «BLASTn« (NCBI).

Результаты и их обсуждение. Анализ баз данных GenBank, NCBI показал наличие анноти-
рованных последовательностей генов для трех пероксидаз: пероксидазы раннего ответа на зара-
жение вирусом yNTN картофеля (poxMM, DQ925471.1); мРНКпероксидазы a1 (mRNA, partialcds, 
JX428800.1) и мРНК аскорбат-пероксидазы (APx, mRNA, AB041343.1). С помощью программы 
Primer BLAST был подобран ряд последовательностей праймеров для идентификации данных 
генов методом ПЦР (таблица), которые протестированы на матрицах ДНК и кДНК контрольных 
и трансгенных растений.

Праймеры, подобранные на основе последовательности мРНК пероксидазы a1, оказались не-
эффективными для исследуемых растений, что, вероятно, связано со значительным сортовым 
полиморфизмом. При использовании праймеров, подобранных на основе последовательности 
мРНК аскорбат-пероксидазы, методом кДНК-ПЦР с детекцией в агарозном геле существенных 
различий между контрольными и трансгенными образцами выявлено не было, что может быть, 
в частности, связано с очень высоким уровнем экспрессии исследуемого гена, определяемой по 
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интенсивности гель-электрофоретических полос (данные не представлены). Результаты секвени-
рования полученных ампликонов соответствовали наличию нескольких изоформ данного фер-
мента, что не позволяет достаточно корректно проводить сравнительный анализ образцов мето-
дом ПЦР в реальном времени с красителем SyBR Green.

В результате для дальнейшей работы был выбран poxMM ген. Следует отметить, что  
в данном случае праймеры подбирались к последовательностям гена, содержащим интрон, что 
позволяет исключить артефакты, связанные с примесями ДНК в препаратах кДНК. Праймеры 
для гена poxMM были использованы при проведении ПЦР на матрице ДНК (результаты  
не представлены) и кДНК трансгенных и контрольных растений картофеля. Результаты кДНК-ПЦР 
с праймерами POX4 представлены на рисунке. Аналогичные результаты были получены для 
праймеров POX1. Следует отметить, что представлены результаты гель-электрофореза конечных 
продуктов ПЦР, так как эффект увеличения уровня транскриптов гена пероксидазы был 
обнаружен визуально и не возникло необходимости в классической обработке результатов 
кинетики образования ПЦР-продуктов с использованием порогового цикла амплификации (Ct).

В соответствии с рисунком a наблюдались два ПЦР-продукта, один их которых соответство-
вал по размерам предполагаемому мРНК-транскрипту (около 221 п. н.), другой – фрагменту ДНК 
с интроном (около 328 п. н.). Количество ПЦР-продукта, соответствующего мРНК-транскрипту 
гена poxMM для большинства трансгенных растений, было значительно больше, чем для кон-
трольного нетрансформированного образца. Интенсивность гель-электрофоретических полос, 
представленных на рисунке а, коррелировала с содержанием мРНК-транскриптов гена-нормали-
затора (данные не представлены). Соответствие ПЦР-продуктов последовательностям фрагмен-
тов ДНК или кДНК гена poxMM было подтверждено также методом гнездовой ПЦР с праймерами 
POX2 и POX3 (таблица). В качестве матрицы для реамплификации использовали кДНК-ПЦР-про-
дукты, полученные с применением праймеров POX4. Результаты приведены на рисунке b. Разме-
ры ампликонов соответствовали ожидаемым, указанным в таблице.

Секвенирование ампликонов, полученных методом ДНК- и кДНК-ПЦР, также подтвердило 
соответствие последовательностей фрагментов аннотированной в базе данных GeneBank, NCBI 
последовательности гена poxMM с идентичностью 72–90 %, а также показало наличие интронов 

ПЦР-праймеры для аннотированных последовательностей генов пероксидаз картофеля
PCR-primers for annotated gene sequences of potato peroxidase

Наименование пары праймеров 
Name of primer pair

Ген/мРНК 
Gene/mRNk

Последовательность, 5′–3′ 
Sequence, 5′–3′

Размер ампликона, п. н. 
Size of amplicon, n. p. bp.

ПЦР-матрица 
PCR-matrix

PJX
S

a1 mRNA
AGGCATGGTGTTTTCGGACT

177
ДНК

кДНКA AGAATCGAAGCATCACAACCA

AP1
S

APx mRNA
ACGAGGTGGTCTGTTCGTG

132
ДНК

кДНКA TCAACAGCCTTGAGGTACTCC

AP2
S

APx mRNA
TCTTGCATGGCACTCTGCTG

101
ДНК

кДНКA TGTTTGCACCATGAGCTTGC

AP3 S APx mRNA CGGAGCTTTTGAGTGGGGAA 198 ДНК
A CCTCCTTCCCGTCACCATTT кДНК

POX1 S

poxMM

CGTCCAGTTGTATCTTGTGCG 183 ДНК
A TCCACTTCCCATGTTGGTCC 87 кДНК

POX2
S GGTTGTGACGCTTCCATTCT

195
ДНК

кДНКA CGCAACTACGGAGTCACGA

POX3 S GTCCAGTTGTATCTTGTGCGG 181 ДНК
A CCACTTCCCATGTTGGTCCAT 81 кДНК

POX4 S GGTTGTGACGCTTCCATTCT 318 ДНК
A TCCACTTCCCATGTTGGTCC 221 кДНК

П р и м е ч а н и е: S, A – прямой, обратный праймер.
N o t e:  S, A – direct, reverse primer.
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в ПЦР-продуктах, которые по результатам гель-электрофореза соответствовали последователь-
ностям ДНК. Так как при проверке качества кДНК с помощью праймеров для последовательно-
сти гена актина картофеля, содержащей интрон, примесей ДНК в препаратах обнаружено  
не было (данные не представлены), можно сделать вывод о необходимости использования специ-
фичных праймеров для проверки препарата кДНК на наличие примесей ДНК. Необходимость 
данного приема определяется уровнем экспрессии конкретного гена: чем меньше количество 
кДНК-мишени для используемых праймеров, тем больше вероятность артефактов, связанных  
с примесями ДНК в препаратах, и тем больше необходимость применения праймеров, позволяю-
щих различить ДНК- и кДНК-матрицу.

Полученные данные об увеличении базального уровня мРНК-транскриптов гена пероксида-
зы (в отсутствие фитопатогенной инфекции) в клетках трансгенных растений картофеля с кон-
ститутивно экспрессируемым геном антимикробного пептида MsrA1 согласуются с данными 
[13] по активации генов пероксидаз в клетках трансгенных растений риса. Растения риса, кон-
ститутивно экспрессирующие ген антимикробного пептида цекропина в эндоплазматическом 
ретикулуме, обладали повышенной устойчивостью к грибному патогену Magnaporthe grisea, вы-
зывающему пирикуляриоз риса. Исследуемые в данной работе растения белорусского сорта 
Одиссей, экспрессирующие ген msrA1, также обладают повышенной устойчивостью к инфици-
рованию Phytophthora infestans и Alternaria solani, как показано нами ранее [14]. Особая устойчи-
вость по отношению к грибным патогенам может быть связана со спецификой взаимодействия  
с мишенями таких пептидов, как цекропин и MsrA1. Решающей стадией данного взаимодействия 
может являться, как показано для некоторых АМП с выраженным фунгицидным действием, 
АФК-индуцированная программируемая гибель клетки грибного патогена [15]. В связи с этим 
можно предположить, что синтезируемый внутри клетки АМП, как и в случае прямого взаимо-

Экспрессия гена poxMM пероксидазы картофеля: a – кДНК-ПЦР с праймерами POX4: К – контрольное (нетрансфор-
мированное) растение; 1–7 – линии трансгенных растений; b –реамплификация фрагментов, полученных с помощью 
праймеров POX4: 1, 2, 3 – праймер POX4, POX3, POX2 соответственно (контрольное растение); 4, 5, 6 – праймер POX4, 
POX3, POX2 соответственно (трансгенное растение). М – маркеры линейных размеров ДНК Thermo Scientific Gene 

Ruler 100 bp DNA Ladder. ПЦР-продукт, соответствующий мРНК-транскрипту гена poxMM, обозначен стрелкой

Expression of potato poxMM gene: a – cDNA-PCR with POX4 primers: К – wild type plant; 1–7 – transgenic lines; b – ream-
plification of fragments obtained with POX4 primers: 1, 2, 3 – POX4, POX3, POX2 primers respectively (wide type plants);  
4, 5, 6 – POX4, POX3, POX2 primers respectively (transgenic plants). М – DNA molecular weight marker Thermo Scientific 

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder. PCR product corresponding to mRNA transcript of poxMM, gene is indicated by arrow

а

b
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действия с патогеном, воздействует на мишени внутри клетки растения-хозяина, вызывая повы-
шение уровня активных форм кислорода (АФК) и активности пероксидаз. Данные процессы мо-
гут вносить вклад в механизм повышения устойчивости к фитопатогенной инфекции, особенно 
к грибной. Известно, например, что пероксидазы способны выходить на поверхность клетки  
и создавать участки, которые менее уязвимы для проникновения грибного патогена, а АФК яв-
ляется не только фактором разрушения и триггером апоптоза клетки, но и индуктором защит-
ных реакций. В результате внутриклеточный гетерологичный АМП в определенных концентра-
циях может индуцировать процессы, которые, не принося серьезного вреда клеткам растений, 
приводят их в состояние готовности (предадаптации) к окислительному стрессу, как это показа-
но для трансгенных растений риса в [13].

Заключение. Таким образом, было установлено, что в клетках трансгенных растений карто-
феля с геном АМП цекропин-мелиттинового типа, обладающих повышенной устойчивостью  
к грибным патогенам, в отсутствие фитопатогенной инфекции происходит активация гена пе-
роксидазы. Так как пероксидазы участвуют в клеточных процессах, в которых задействованы 
АФК, то увеличение экспрессии гена данного фермента может косвенно свидетельствовать о по-
вышенном образовании АФК в клетках трансгенных растений. Конститутивно повышенный 
уровень пероксидазы и АФК в клетках исследуемых трансгенных растений может вносить вклад 
в развитие специфической устойчивости по отношению к грибным патогенам. Полученные дан-
ные также свидетельствуют в пользу того, что механизмы антибиотического действия гетероло-
гичных антимикробных пептидов в клетках растений могут включать не только прямое воздей-
ствие на клетки фитопатогенов, но и активацию защитной системы растения-хозяина.
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