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Экономическая эффективность сорта картофеля обусловлена не только урожайностью, 
но и сохранностью вкусовых качеств в процессе хранения. Хранение клубней картофеля при низ-
ких температурах приводит к деградации крахмала и накоплению редуцирующих сахаров, кото-
рые при термической обработке ухудшают вкусовые качества, а также участвуют в реакции об-
разования канцерогена акриламида. Крахмал разрушается до более простых соединений гидроли-
тически и фосфолитически. Гидролитическое расщепление крахмала осуществляют гидролазы, в 
том числе - и -амилазы, которые могут проявлять различную активность в зависимости от 
ткани, типа органа, клеточной локализации, а также вида растения. Активность амилаз регули-
руется посттрансляционно ингибитором амилаз (AI), который, связываясь с амилазой, блокирует 
активный сайт фермента либо изменяет его конформацию, тем самым снижая каталитическую 
активность. Однако, несмотря на важность роли AI, данные о первичной последовательности как 
гена, так и кодируемого им белка у представителей рода Solanum крайне ограничены. В пред-
ставляемой работе нами были получены и проанализированы последовательности гена ингибито-
ра амилаз AI у 36 сортов и линий картофеля отечественной и зарубежной селекции. При этом 
было выявлено два типа кодирующей последовательности длиной 621 и 630 п.н. в зависимости 
от наличия 9-нуклеотидной вставки GGTGCAWTT в 3´-области. Анализируемый ген характери-
зовался крайне высоким уровнем полиморфизма: экзонные последовательности содержали 134 
SNPs (singe nucleotide polymorphisms) (21,3 %), которые приводили к 69 замещениям аминокис-
лотных остатков в кодируемом белке (33,0 %). Инсерция GAI/F202 в С-терминальной области AI 
соответствовала 3´-вставке в последовательности гена. Из выявленных 69 замещений аминокис-
лотных остатков только 11 считаются радикальными и могут приводить к изменению конформа-
ции белка. Все анализируемые сорта картофеля были гетерозиготными по указанному гену, и 
поэтому им соответствовало несколько аллельных вариантов гена. Всего мы выявили 70 аллель-
ных вариантов нуклеотидной последовательности и 69 вариантов — аминокислотной. Наиболь-
шее число нуклеотидных замен между аллельными вариантами гена обнаружено у сортов Люкс 
(18 замен), Ирбитский (17 замен) и Гала (16 замен). При этом наибольшее число замещений 
аминокислотных остатков в белках, кодируемых аллельными вариантами гена, было найдено у 
сортов Гала (9 замен) и Горняк (8 замен).   
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Картофель (Solanum tuberosum) занимает одно из лидирующих мест 
в сельском хозяйстве многих стран как продовольственная, техническая и 
кормовая культура (1, 2). В Российской Федерации ареал возделывания 
картофеля охватывает различные климатические зоны от Заполярья до 
южных границ, а валовой сбор этой культуры составляет около 30 млн т, 
то есть почти 10 % от мирового производства (380 млн т; данные FAO-
STAT за 2017 год). Картофель — один из четырех наиболее важных пище-
вых источников углеводов после пшеницы, риса и кукурузы, содержит 
большое количество витаминов и минералов (3-5).  

Основная пищевая ценность картофеля определяется содержанием 
и качественным составом крахмала в клубне. Крахмал состоит из смеси 
двух гомополисахаридов — линейной амилозы и разветвленного амило-
пектина, различающихся по структуре и путям биосинтеза. И амилоза, и 
амилопектин представляют собой -1,4-глюкановые цепи, при этом ами-
лопектин состоит их коротких цепей, связанных между собой -1,6-глю-
козидными связями в точках ветвления (6-8). Метаболизм крахмала доста-
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точно хорошо изучен. Известно не менее 40 ферментов, участвующих в 
углеводном обмене в клубнях картофеля и определяющих содержание и 
состав крахмала и других углеводов (9-13). 

В клубнях картофеля содержание крахмала может достигать 25 % 
(14). После сбора урожая клубни хранятся до нескольких месяцев при 
низкой температуре (2-4 С). Воздействие низких температур может вызы-
вать холодовое осахаривание клубней (cold-induced sweetening, CIS), что 
проявляется в усилении гидролиза крахмала и, как следствие, в накопле-
нии редуцирующих сахаров (15-18). При высокотемпературной термической 
обработке происходит взаимодействие редуцирующих сахаров с -ами-
нокислотами и образование акриламида, являющегося канцерогеном, а 
также ухудшаются вкусовые качества (19-21). На процесс холодового оса-
харивания влияют такие факторы, как зрелость клубней, механические по-
вреждения, биотический и абиотический стресс (20, 22). 

 Распад крахмала до более простых соединений достигается двумя 
путями: гидролитическим и фосфолитическим. В первую очередь, за рас-
щепление крахмала отвечают гидролазы, в том числе -амилазы (alpha-
amylase, AMY, EC 3.2.1.1) и -амилазы (beta-amylase, BAM, EC 3.2.1.2) (23, 
24). Амилазы представляют собой эндоамилолитические (-амилазы) и эк-
зоамилолитические (-амилазы) ферменты, которые специфически гидро-
лизуют -1,4-глюкозидные связи с образованием линейных и разветвлен-
ных мальтоолигосахаридов (25, 26).   

В настоящее время у растений известно пять изоформ -амилазы и 
десять изоформ -амилазы, которые могут проявлять различную активность 
в зависимости от ткани, типа органа, клеточной локализации, а также вида 
растения (26-28). В клубнях картофеля выявлена экспрессия генов девяти 
амилаз (StAmy1, StAmy23, StBAM1, StBAM3, StBAM4, StBAM5, StBAM7, 
StBAM8 и StBAM9), из них только три (StAmy23, StBAM1 и StBAM9) имеют 
высокий уровень экспрессии при низкотемпературном хранении (26, 29). 

Активность амилаз регулируется посттрансляционно ингибитором 
амилаз (amylase inhibitor, AI), который связывается с амилазой и блокиру-
ет активный сайт фермента, либо изменяет его конформацию, тем самым 
снижая каталитическую активность (30, 31). У картофеля ген, кодирующий 
ингибитор амилаз, впервые идентифицирован у вида S. berthaultii (SbAI) 
(32), однако его последовательность не представлена в базе NCBI.  

В ряде исследований H. Zhang с соавт. (29, 32, 33) показали, что при 
низкотемпературном хранении устойчивые к холодовому осахариванию 
клубни картофеля в сравнении с CIS-чувствительными характеризуются 
более высокой экспрессией гена SbAI, кроме того, была выявлена отрица-
тельная корреляция между числом транскриптов SbAI и содержанием реду-
цирующих сахаров. Дальнейшие исследования на трансгенных растениях 
показали, что при низких температурах подавление гена SbAI в CIS-устой-
чивых линиях картофеля приводит к росту активности амилаз StAmy23, 
StBAM1 и StBAM9 и к увеличению количества редуцирующих сахаров в 
клубнях. В то же время сверхэкспрессия гена SbAI в CIS-чувствительных 
линиях картофеля при низких температурах вызывала подавление активно-
сти этих амилаз (32). 

Несмотря на большую значимость ингибиторов амилаз в процессе 
холодового осахаривания картофеля, сведения о степени вариабельности 
указанного гена и наличии его возможных аллельных вариантов отсут-
ствуют. Так, база данных GenBank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) со-
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держит информацию о полноразмерном гене AI (JX523608.1) и его мРНК 
(JX523606.1) только у одного анонимного образца S. tuberosum. Также в этой 
базе данных имеются последовательности AI других представителей рода So-
lanum: S. lycopersicum (XM_004233967.3, CP023759.1, HG975515.1) и S. pennel-
lii (HG975442.1, XM_015211800.2). 

В настоящей работе мы впервые идентифицировали последова-
тельность гена ингибитора амилаз AI у 36 отечественных и зарубежных 
сортов и линий картофеля и определили возможные аллельные варианты 
этого гена и кодируемого им белка. 

Целью работы стало определение последовательностей гена инги-
битора амилаз (AI) и кодируемых им белков у культивируемых сортов и 
линий картофеля, оценка их генетической вариабельности, а также опре-
деление аллельных вариантов гена AI.   

Методика. Растительный материал был собран во Всероссийском  
НИИ картофельного хозяйства им. А.Г. Лорха (Московская обл., Россия). 
Для проведения сравнительной оценки полиморфизма гена AI в анализ бы-
ли включены последовательности гена (JX523608.1) и мРНК (JX523606.1) у 
S. tuberosum, доступные в базе данных GenBank NCBI. 

ДНК выделяли из молодых листьев модифицированным калий-аце-
татным методом (34). 

На основе доступных в GenBank NCBI последовательностей гена 
AI представителей рода Solanum (JX523608.1, JX523606.1, XM_004233967.3, 
CP023759.1, HG975515.1, HG975442.1, XM_015211800.2) была разработана 
система праймеров, позволяющая амплифицировать полноразмерный ген 
AI (SbaI_F 5´-ACTATGGCTTTTCATTACTCTA-3´; SbaI_R 5´-TTACATCA-
AAGAATAGTTGTATAAC-3´) и перекрывающиеся внутренние участки гена 
(SbaI_in1R 5´-TCGTGAGAATAGTCTCTTGC-3´; SbaI_ex1F 5’-GTAACATG-
GCTCGCGTTC-3’; SbaI_ex3F 5´-AACAGAGGCTCCAAGTGC-3´; SbaI_in3R 
5´-GGATAGTTTGAGCAACATAACTT-3´). Амплификацию проводили с ис-
пользованием набора реактивов ЗАО «Диалат ЛТД» (Россия). Реакционная 
смесь объемом 15 мкл содержала 10½ буфер, 1,5 мкМ MgCl2, 0,2 мМ каждо-
го dNTP, по 0,5 мкМ праймеров SbaI_F и SbaI_R; 0,2 ед. BioTaq ДНК по-
лимеразы (ЗАО «Диалат ЛТД», Россия) и 100 нг геномной ДНК. Реакцию 
проводили в следующем режиме: денатурация — 40 с при 95 С; отжиг 
праймера — 30 с при 54 С, элонгация ДНК — 2 мин при 72 С (35 циклов);  
заключительная элонгация — 7 мин при 72 С (термоциклер BioRad C1000, 
«Bio-Rad», США). 

Полученные амплификаты длиной около 2 т.п.н. визуализировали 
в 1 % агарозном геле, вырезали и очищали с помощью набора Zymoclean™ 
Gel DNA Recovery Kit («Zymo Research», США). При клонировании пол-
норазмерных последовательностей гена AI у анализируемых сортов и ли-
ний картофеля использовали набор Quick-TA Kit («Евроген», Россия). Нук-
леотидные последовательности фрагментов определяли на автоматическом 
секвенаторе ABI 310 Сapillary DNA Analyzer («Applied Biosystems», США) 
(ЦКП «Биоинженерия» РАН).   

Выравнивание и анализ полученных последовательностей проводи-
ли в программе MEGA 7.0 (35). Возможное влияние аминокислотных за-
мен на структуру и функции белков оценивали с помощью web-сервиса 
PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php) (36). 

Результаты. Нуклеотидный полиморфизм гена ингибитора 
амилаз. Мы амплифицировали и затем клонировали гены ингибитора 
амилаз (AI) у 36 сортов и линий картофеля отечественной и зарубежной 
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селекции (табл. 1). Так как современные сорта картофеля тетраплоидные, 
для выявления возможных аллельных вариантов гена AI были секвениро-
ваны пять клонов каждого анализируемого образца.  

В результате для всех анализируемых образцов картофеля была 
определена полная нуклеотидная последовательность гена AI. Сравнение 
полученных нуклеотидных последовательностей с доступными в GenBank 
NCBI данными по генам и мРНК AI выявило их высокую гомологию 
(> 90 %) у изученных нами образцов и других представителей рода Solanum.  

Проведенный анализ экзон-интронной структуры показал, что, как 
и другие известные гены ингибиторов амилаз растений, все последова-
тельности гена AI S. tuberosum содержали четыре экзона. Длина гена AI ана-
лизируемых сортов картофеля варьировала от 1781 п.н. (у сорта Метеор 1) 
(здесь и далее цифры в названии сорта обозначают номер аллельного ва-
рианта) до 1872 п.н. (у сорта Ред Скарлет 2). В изученных последовательно-
стях был выявлен крайне высокий полиморфизм: нуклеотидные последова-
тельности AI содержали 530 вариабельных сайтов (single nucleotide polymor-
phisms, SNPs), а общая степень полиморфизма составила 27,0 %.  

1. Аллельные варианты нуклеотидной последовательности гена AI у изученных 
сортов и линий картофеля 

 

П р и м е ч е н и е. Цифры в названии сорта обозначают номер аллельного варианта. Полностью таблицу 
см. на сайте http://www.agrobiology.ru. 

 

Мы обнаружили два типа экзонных последовательностей с разной 
протяженностью — 621 и 630 п.н., что обусловлено присутствием у боль-
шинства образцов 9-нуклеотидной инсерции (GGTGCAWTT) в 3´-области 
гена. Следует отметить, что вариабельность последовательности экзонов у 
изученных нами образцов оказалась неожиданно высокой. В кодирующих 

http://www.agrobiology.ru/articles/5-2019dyachenko-tab1-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/5-2019dyachenko-tab1-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/5-2019dyachenko-tab1-rus.pdf
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последовательностях было обнаружено 134 вариабельных сайта, а степень 
полиморфизма составила 21,3 %, что значительно выше, чем у других из-
вестных генов углеводного обмена. Так, исследования специально вы-
бранного полиморфного фрагмента гена кислой вакуолярной инвертазы 
Pain-1 (экзон V—стоп-кодон) у сортов S. tuberosum показали, что вариа-
бельность этого участка не превышает 9 % (37, 38). У 192 линий картофеля 
из Новой Зеландии при анализе генов, ассоциированных с фосфорилирова-
нием крахмала, наиболее полиморфным оказался ген -гликан-Н2О-дики-
назы (GWD), вариабельность которого составила < 5 %, полиморфизм же 
изоформ гена крахмал-синтазы (SS I-III) не превышал 3,4 % (39).  

Интроны в изученных последовательностях значительно различа-
лись по длине и вариабельности и, помимо большого числа нуклеотидных 
замен (всего 396), содержали инсерции и делеции. Размер интронных по-
следовательностей гена AI варьировал в пределах от 1151 до 1251 п.н. 
Наибольшие различия были выявлены в интроне I, который включал 
протяженные (до 47 п.н.) инсерции. У некоторых сортов в положении 347-
400 п.н. гена был обнаружен участок, содержащий разные по длине негомо-
логичные инсерции. Последовательности интронов II и III имели делеции, 
не превышающие 18 н. (например, GATATATTTCTCTY1406, GTAT1452), и 
инсерцию TATACC1298. 

Как упоминалось выше, для каждого образца были секвенированы 
и проанализированы по пять клонов гена AI, что позволило охарактеризо-
вать возможный гомо-/гетерозиготный статус этого гена. Вcе изученные 
образцы картофеля оказались гетерозиготными по указанному гену и им 
соответствовали несколько его аллельных вариантов (см. табл. 1) 

Проведенный анализ экзонных последовательностей позволил вы-
явить 70 вариантов для 36 сортов и линий. Ранее для полноразмерной ко-
дирующей последовательности гена кислой вакуолярной инвертазы у 19 
сортов сообщалось только об 11 аллельных вариантах (37). Примечательно, 
что в результате исследования мы не выявили аллельного варианта, типич-
ного для группы сортов: все анализируемые образцы характеризовались 
специфичным аллельным вариантом гена AI. Следует, однако, отметить, что 
ряд аллельных вариантов отличались друг от друга лишь 1-2 нуклеотидными 
заменами. Наибольшее число различий по аллельным вариантам имели 
сорта Люкс (18 SNPs), Ирбитский (17 SNPs) и Гала (16 SNPs). Столь высо-
кая вариабельность генов и большое число аллельных вариантов не совсем 
типичны для генов растений и в частности для картофеля.  

Аминокислотный полиморфизм ингибитора амилаз. Полу-
ченные нуклеотидные последовательности гена AI были транслированы. 
Соответствующие аминокислотные последовательности составили 206 и 
209 а.о. Выявленные различия в длине белка обусловливались наличием 
инсерции GAI/F202 в терминальной области, образованной в результате 
3´-вставки GGTGCAWTT. Из 134 экзон-специфичных SNPs 69 приводили 
к замещению аминокислот, при этом аминокислотный полиморфизм со-
ставил 33,0 %. Проведенный PROVEAN-анализ определил, что 11 из 69 
замещений являются радикальными и могут влиять на конформацию бел-
ка. Таким образом, в результате выполненного исследования было выяв-
лено 69 вариантов аминокислотной последовательности AI, характеристи-
ки которых приведены в таблице 2. Наибольшее количество замещений 
аминокислотных остатков содержали последовательности AI у сортов Гала 
(9 замещений) и Горняк (8 замещений).   
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2. Аллельные варианты аминокислотной последовательности ингибитора амилаз 
у изученных сортов и линий картофеля 

 
П р и м е ч а н и е. Цифры в названии сорта обозначают номер аллельного варианта. Вариабельные амино-
кислотные сайты выделены зеленым цветом, из которых радикальные отмечены темно-зеленым цветом. 
Полностью таблицу см. на сайте http://www.agrobiology.ru. 

 

Итак, в представленной работе мы впервые описали последова-
тельность гена ингибитора амилаз AI у 36 культивируемых сортов и линий 
картофеля, возможные аллельные варианты этого гена и кодируемого им 
белка. При этом выявлен крайне высокий как нуклеотидный (21,3 %), так и 
аминокислотный полиморфизм (33,0 %). Однако стоит отметить, что обна-
руженные замещения аминокислотных остатков в подавляющем большин-
стве (58 из 69) нейтральны и теоретически не должны приводить к кон-
формационным изменениям белка. Полученные результаты позволят про-
должить поиск корреляции аллельных вариантов гена AI с чувствительно-
стью сортов и линий картофеля к холодовому осахариванию. 
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A b s t r a c t  
 

The economic efficiency of potato varieties includes not only yield characteristics, but also 
taste preservation during storage. Storing potato tubers at low temperatures leads to the degradation 
of starch and the accumulation of reducing sugars; the latter during heat treatment contribute to the 
deterioration of taste and participate in acrylamide synthesis. Starch degradation to simpler com-
pounds is achieved in two pathways: hydrolytic and phosphorolytic. In the hydrolytic pathway, hy-
drolases, including - and -amylase, are responsible for cleavage of starch, and exhibit different 
activities depending on the tissue, organ type, cell localization, and plant species. Amylase activity is 
regulated at the post-translational level by an amylase inhibitor (AI), which binds amylase and blocks 
the active site of the enzyme, or changes its conformation, thereby reducing the catalytic activity. 
Although AI role in plant is very important, present data on the AI genes and encoded proteins in 
representatives of the genus Solanum are extremely limited. In this study, AI sequences were obtained 
and analyzed in 36 potato varieties and lines of domestic and foreign selection. Two types of AI cod-
ing sequence were identified, 621 and 630 bp, depending on presence of 9-bp insert GGTGCAWTT 
at the 3´-end of the cDNA. The analyzed gene was characterized by an extremely high polymor-
phism level: exonic sequences contained 134 SNPs (singe nucleotide polymorphisms) (21.3 %), 
which resulted in 69 amino acid substitutions (33.0 %) in the encoded proteins. Detected GAI/F202 
insertion in the C-terminal region of some AI proteins resulted from the 9-bp 3´-gene insertion. 
Among the 69 amino acid substitutions identified, only 11 are radical and may lead to a change in 
the protein conformation. All of the analyzed potato accessions were heterozygous and possessed 
several allelic variants of the gene. In total, 70 allelic variants of the gene and 69 associated pro-
tein variants are identified. The largest number of single nucleotide polymorphisms is among the 
allelic variants of the gene in the varieties Lux (18 substitutions), Irbitskii (17 substitutions) and 
Gala (16 substitutions). The largest number of amino acid substitutions is in the AI proteins in the 
Gala (9 substitutions) and Gornyak (8 substitutions) varieties. 
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