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ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями:
Абиотический фактор – совокупность прямых или косвенных воздействий неорганической среды на живые организмы; подразделяется на физический (климат, орография), химический (состав атмосферы, воды, почвы).
Агробактериальная трансформация – метод получения трансгенных растений путём введения агробактерий (Agrobacterium) — почвенной бактерии, образующей опухоль при заражении растений.
Апикальная меристема – группа меристематических клеток, организованных в ростовой центр, занимающая терминальное положение в стебле и обеспечивающая образование всех органов и первичных тканей побега. 
ANOVA – дисперсионный анализ – метод в математической статистике, направленный на поиск зависимостей в экспериментальных данных путём исследования значимости различий в средних значениях. В отличие от t-критерия, позволяет сравнивать средние значения трёх и более групп.
Каллус – дедифференцированные (потерявшие специализацию) клетки, являющиеся тотипотентными и способными дать начало целому растению.
Культура тканей – это совокупность методов, используемых для поддержания или выращивания растительных клеток, тканей или органов в стерильных условиях на питательной среде известного состава.
Генетическая конструкция – генно-инженерная последовательность ДНК, вносимая в геном растения, обычно один или несколько генов, маркерные гены и регуляторные последовательности (промотор и терминатор).
Генная инженерия – совокупность приемов, методов и технологий, в том числе технологий получения рекомбинантных нуклеиновых кислот, по выделению генов из организма, осуществлению манипуляций с генами и введению их в другие организмы.
Генотип – совокупность генов данного организма, комбинация аллелей гена или локуса у конкретного организма.
Лигирование – термин, используемый в молекулярной биологии, означающий соединение двух молекул нуклеиновых кислот с участием фермента ДНК-лигазы.
Меристемы – обобщающее название для тканей растений, состоящих из интенсивно делящихся и сохраняющих физиологическую активность на протяжении всей жизни клеток, обеспечивающих непрерывное нарастание массы растения и предоставляющих материал для образования различных специализированных тканей.
Микроклональное размножение растений  – один из способов  вегетативного размножения в условиях in vitro.
Плазмиды – небольшие молекулы ДНК, физически обособленные от хромосом и способные к автономной репликации.
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – экспериментальный метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увеличения малых концентраций определенных фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) в биологическом материале (пробе).
Праймер – последовательность однотяжевой ДНК длиной до 25 нуклеотидов, применяемая для проведения асимметричной мультиплексной полимеразной цепной реакции.
Промотор – последовательность нуклеотидов ДНК, узнаваемая РНК-полимеразой как стартовая площадка для начала транскрипции.
Терминатор – последовательность нуклеотидов ДНК, узнаваемая РНК-полимеразой как сигнал к прекращению синтеза молекулы РНК и диссоциации транскрипционного комплекса.
Трансген – фрагмент ДНК, переносимый при помощи генно-инженерных манипуляций либо природой в геном определённого организма с целью модификации его свойств.
Урожайность – количество растениеводческой продукции, получаемой с единицы площади. Урожайность рассчитывают в центнерах или тоннах на 1 гектар.
Элюция, элюирование – извлечение вещества из твердого носителя вымыванием его подходящим растворителем.




ВВЕДЕНИЕ
Сладкий картофель, батат (лат. Ipomoéa batátas (L.) Lam) широко культивируют в более чем 100 странах по всему миру и ежегодно производят по данным ФАО более 100 миллионов тонн, при этом на долю развивающихся стран приходиться 95% от общего производства. Общая площадь возделывания составляет более 8 600 000 гектаров, из которых более 74% площади в Азии и 21% – в Африке. Китай является крупнейшим производителем сладкого картофеля в мире с 67% производства в мире и потребляет 40% от общего производства. Сладкий картофель считается культурой продовольственной безопасности и основным продуктом питания в сельской экономике многих стран. 
В Казахстане возможно выращивание сладкого картофеля в промышленных масштабах. Для достижения повышения продовольственной и сельскохозяйственной безопасности страны, агротехнологические меры позволят повысить урожайность и качество сельскохозяйственного продукта. В конечном итоге сладкий картофель, как ценный диетический продукт, способен пополнить основной список продуктов доступный населению страны.
Для успешного культивирования сладкого картофеля необходимо адаптировать его к условиям Казахстана. Основным ограничивающим условием для широкомасштабного возделывания является отсутствие научно обоснованной агротехники и качественного посадочного материала, устойчивого к биотическим и абиотическим стрессам, характерных для зоны возделывания. Получение безвирусного материала с последующим микроклональным  размножением,  является основным современным способом получения высококачественного посадочного материала для вегетативно размножаемых культур. Проблема повышения устойчивости растений к стрессовым факторам решается различными генно-инженерными методами, наиболее действенным среди которых следует признать получение трансгенных растений. Данные методики широко распространены и наиболее эффективны. Согласно вышеуказанному, были определены цели и задачи диссертации.
Цели и задачи. Цель данной диссертационной работы заключается в получении безвирусного, холодоустойчивого качественного посадочного материала сладкого картофеля (Ipomoea batatas). 
Для достижения цели поставлены следующие задачи:
1. Формирование и характеристика коллекции сладкого картофеля. 
2. Получение и микроклональное размножение безвирусного материала 
3. Получение устойчивых к стрессовым факторам растений, с использованием методов генетической инженерии 
4. Полевые испытания культивирования сладкого картофеля
Объекты исследований. Исходным материалом для трансформации служили генотипы предоставленные Казахстану в рамках «Меморандума о сотрудничестве в области исследований и разработок между Корейским научно-исследовательским институтом биологии и биотехнологии (KRIBB) и Институтом биологии растений и биотехнологии (IPBB)», подписанного в апреле 2013 г. Один генотип («А1») был предоставлен местным фермером.
Предмет исследований. Сладкий картофель. Получение безвирусных  растений и их микроклональное размножение. Полевые испытания выращивания сладкого картофеля. Функция ранее не изученных генов (CBF3, BZR1, WRKY31) в сладком картофеле. 
Методы исследований. В работе применены методы культуры клеток и тканей, клонирования растений in vitro и генетической инженерии.
Научная новизна. Была разработана новая биотехнология производства,  размножения и посадки безвирусного сладкого картофеля в Казахстане. Были изолированы ранее не изученные гены (CBF3, BZR1, WRKY31). Впервые созданы генетические конструкции SWPA2:IbCBF3, SWPA2:IbWRKY31 и CaMV35S:IbBZR1. Получены трансгенные растения сладкого картофеля с вновь созданными генетическими конструкциями. Исследованы их функции при абиотическом стрессе. Была исследована возможность широкомасштабного культивирования сладкого картофеля в Алматинской области Казахстана. 
Основные положения диссертации, выносимые на защиту:
1. Сформированная и охарактеризованная по международным стандартам рабочая коллекция может служить основой для дальнейших исследований по интродукции сладкого картофеля в промышленное возделывание в Казахстане.
1. Отработана методика получения безвирусного материала сладкого картофеля.
1. Показана возможность микроклонального  размножения сладкого картофеля с использованием биореактора.  
1. Отработана методика получения трансгенных растений сладкого картофеля с целевыми генами.
1. На основании экспериментальных данных предположено, что целевая вставка SWPA2:IbCBF3 усиливает экспрессию гена и тем самым повышает устойчивость растения к засухе и холоду, в отличии от целевой вставки SWPA2:IbWRKY31.
1. На основании полевых испытаний показана возможность культивирования сладкого картофеля в Казахстане на уровне общемировых количественных и качественных показателей.
Практическая значимость. В Казахстане разработана перспективная биотехнология получения безвирусного посадочного материала сладкого картофеля от введения апикальной меристемы in vitro до получения безвирусного посадочного материала.
Резкий рост населения мира, по оценкам Продовольственной и сельскохозяйственной организации Объединенных Наций (ФАО), к 2050 году составит более 9,1 миллиарда человек. Более того, изменение климата приводит к серезным вызовам ведения сельского хозяйства. Развитие биотехнологии получения безвирусного посадочного материала, с дальнейшим эффективным клонированием, а также получение генетически модифицированных растений может минимизировать вышеуказанные проблемы. Анализ литературы, проведенный в диссертации доказывает необходимость получения устойчивых растений к различным стрессовым факторам, для возделывания в зонах рискованного земледелия Казахстана.
Социальная значимость. Социальный спрос заключается в получении Казахстаном новых методических подходов, позволяющих сельхоз производителю увеличить разнообразие рентабельных возделываемых культур и повысить качество продукта, что будет способствовать продовольственной безопасности страны. Потребитель получит диетический продукт, который пополнит список основных продуктов питания казахстанского потребителя для всех слоёв населения. 
Потребность в сладком картофеле есть и покрывается она за счет дорогого импорта, поэтому рынок безвирусного посадочного материала и сладкого картофеля как товара в Казахстане перспективен.
Связь темы диссертации с госпрограммами. Данная диссертационная работа выполнена в рамках подпрограммы 2119/ГФ «Разработка биотехнологии получения безвирусного посадочного материала сладкого картофеля (Ipomoéa batátas), в рамках НТП BR05236574 «Разработка биотехнологии получения генетически модифицированных холодоустойчивых растений сладкого картофеля», и в рамках AP09260382 «Создание устойчивых к абиотическим стрессам растений сладкого картофеля и определение приемов его эффективного выращивания».
Апробация работы. Основные положения диссертации доложены на 8-ом Международном Симпозиуме по Сладкому картофелю «Содействие производству сладкого картофеля с высокой добавленной стоимостью для четвертой промышленной инновации» (Чонджу, Корея, 5-8 сентября 2018 г.), Международной научно-практической конференции молодых ученых в рамках Международном симпозиуме «Астана Биотех 2018». (Астана, 12-13 июня 2018 г.), Зимней Международной Школе (Алматы, 11-23 февраля 2019 г. ).
Публикации результатов диссертации. Основные результаты диссертации опубликованы в 3 изданиях, рекомендованных Комитетом по контролю в сфере образования и науки МОН РК, в Известиях Национальной академии наук Республики Казахстан, Доклады Национальной академии наук Республики Казахстан и в журнале Исследования, результаты, а так же 4 в материалах международных конференций, а так же в 2 статьях c импакт-фактором с 40 и 49-ым процентилем, Q3. Н-index 1 автора. (https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=57201671071; https://app.webofknowledge.com/author/record/13315794).
Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 83 страницах, состоит из введения, обзора литературы, результатов исследования, заключения, содержит 14 таблиц, 36 рисунка. Список литературы включает 272 наименований.
Автор выражает благодарность коллективу кафедры защиты и карантин растений КазНАИУ, лаборатории «Селекции и биотехнологии» РГП «ИББР» за помощь при выполнении полевых и лабораторных экспериментов. 

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1.1 Общие сведения о сладком картофеле
Сладкий картофель, батат (лат. Ipomoea batatas) – вид клубнеплодных растений рода Ипомея, семейства Вьюнковых. Это единственный гексаплоид (6x = 90) в этом разделе. Сладкий картофель – это травянистое растение с длинными (1–4 м) ползучими лианами, укореняющимися в узлах. Высота куста 15–18 см, боковые корни сладкого картофеля утолщаются, образуя клубни. Клубни съедобные, с нежной и сочные мякотью, кожица тонкая, глазков не имеет и ростки развиваются из скрытых почек. В зависимости от генотипа клубни могут быть разными по органолептическим свойствам: по форме – круглые, овальные, эллиптические; по цвету мякоти – белая, жёлтая, оранжевая, кремовая, фиолетовая; по вкусу – от пресных до очень сладких; по текстуре – от мягких и сочных до сухих и твёрдых; по цвету кожуры. Большинство выращиваемых генотипов более или менее сладкие из-за содержания сахарозы, глюкозы и фруктозы. На срезе клубня и стебле выступает млечный сок. Один клубень в длину может достигать 30 см и весить от 100 г до нескольких килограмм. Длина стебля зависит от генотипа растений и может достигать от 0,5 до 4 метров. Цвет стеблей сладкого картофеля преимущественно зеленые, но некоторые линии содержат в стеблях фиолетовый пигмент. Листья могут быть разными в размере и форме даже у одного растения, но по форме листа могут быть подразделены в две базовые группы: сердцевидные или пальчато-лопастные [1].
Сладкий картофель выращивается в тропических и субтропических районах земного шара, иногда – в тёплых областях умеренной зоны. Оптимальные условия для выращивания сладкого картофеля: 24℃ и выше, длительный световой период, рыхлая почва с примесью песка и pH 5,6-6,6. Для высокой урожайности основным требованием является высокая средняя дневная температура (не менее 20℃) в течение 4-месяцев. 
Сладкий картофель одна из древнейших сельскохозяйственных культур. Происхождение и окультуривание сладкого картофеля, как считается, было начато в Центральной или в Южной Америке, но точных данных о том, когда человек начал его выращивать, нет [2]. В Центральной Америке сладкий картофель был окультурен по крайней мере 5 тыс. лет назад [3]. В Южной Америке остатки перуанского сладкого картофеля были найдены еще в 8000 г. до н.э. По предположению некоторых ученых, I. batatas начал производится на территории между полуостровами Юкатан в Мексике и в устье р. Ориноко в Венесуэле [4]. I. batatas был скорее всего распространен местными жителями в странах Карибского бассейна и Южной Америки в 2500 г. до н.э. Каким образом шло распространение сладкого картофеля на такие большие расстояния, до сих пор является предметом научных споров. Гипотеза о том, что клубни распространились океанскими течениями, была исключена, так как при контакте с морской водой они портятся. Позднее испанцы завезли сладкий картофель в Испанию и на Филиппины, откуда это растение широко распространилось от стран Средиземноморья до Дальнего Востока. 
Сейчас сладкий картофель известен только в культурном виде [5]. В исследовании, опубликованном в 2015 г., ученые из Гентского университета и Международный центр картофеля обнаружили, что геном культивируемых сладкого картофеля содержит последовательности ДНК из Agrobacterium, гены активно экспрессируются в растениях. Открытие трансгенов было сделано при выполнении метагеномного анализа генома сладкого картофеля при изучении вирусных заболеваний. Трансгены наблюдались как в близкородственных диких родственниках сладкого картофеля, а также были обнаружены в более отдаленных видах. Это наблюдение позволяет сделать вывод, что культивируемый сладкий картофель - первый известный пример естественной трансгенной пищевой культуры [6, 7, 8]. 
По последним данным сладкий картофель широко выращивают в более чем 100 странах по всему миру и ежегодно производят более 100 миллионов тонн, при этом на долю развивающихся стран приходиться 95% от общего производства [9]. Сладкий картофель считается культурой продовольственной безопасности и основным продуктом питания в сельской экономике многих стран [10, 11, 12, 13].
Общая площадь возделывания составляет более 8 600 000 гектаров, из которых более 74% площади в Азии и 21% – в Африке. Китай является крупнейшим производителем сладкого картофеля в мире с 67% производства в мире и потребляет 40% от общего производства (рисунок 1) [9, 13, 14].
Важность сладкого картофеля, как продовольственной культуры, стремительно растет в некоторых частях мира: Юго-Восточная Азия, страны Африки южнее Сахары, Южной Америке. Например, в 2009 году президент США Барак Обама посетил три страны Африки и озвучил проблемы с голодом и улучшениям питания. Он отметил, что сладкий картофель и бобы применяются для увеличения питательной ценности [15]. 
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Рисунок 1 – Распространение сладкого картофеля по миру 
1 точка = 500 га (источник – http://gisweb.ciat.cgiar.org/metadata/.htm)

Состав клубней сладкого картофеля может варьироваться в зависимости от генотипа и условий культивирования (климата, агротехнологий). Сладкий картофель с оранжевой мякотью является важным источником β-каротина, провитамина А. Так в клубне с оранжевой мякотью весом 125г свежего содержится достаточно β-каротинов, чтобы обеспечить суточную потребность дошкольника. Сладкий картофель также является источником витаминов В6, В2, С, Е и содержит достаточное количество меди, марганца, железа и цинка [16].
Диетологи США изучают потенциальную профилактику рака свойствами сладкого картофеля с фиолетовой мякотью. Антоцианы, которые образуют фиолетовую пигментации в клубнях (также в ягодах и овощах, таких как черника и красная капуста) являются мощными антиоксидантами и имеют хорошую биодоступность, что означает, что они легко всасываются из желудочно-кишечного тракта в кровоток [17]. Кроме того, сладкий картофель имеет статус диетического продукта, применяется как витаминное и общеукрепляющее средство [18]. Несмотря на название "сладкий", сладкий картофель может использоваться в питании для диабетиков, он помогает стабилизировать уровень сахара в крови и снизить резистентность к инсулину. По содержанию углеводов, калия и натрия сладкий картофель заметно превосходит шпинат, а его калорийность в 1,2 – 1,5 раза выше картофеля [19]. 
Сладкий картофель используется как для потребления человеком, так и в качестве здорового, дешевого источника корма животным. В зависимости способа приготовления и генотипа сладкий картофель по вкусу может напоминать сладковатый подмороженный картофель или морковь и по цвету и по вкусу в сыром виде сладкий картофель может напоминать. В жареном виде сладкий картофель по вкусу похож на жареную тыкву. Употребляется сладкий картофель сырым, отварным, печёным, а также добавляется в различные виды каш. 
Благодаря переработке можно поставлять на рынок различные продукты из сладкого картофеля, такие как обезвоженные чипсы, джемы, желе, муку, макаронные изделия, алкогольные и безалкогольные напитки (Рисунок 2) [20]. Примеры алкогольных напитков из сладкого картофеля включают водку, ликер и соджу. 
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Рисунок 2 – Различные продукты из сладкого картофеля 
по Уэбер с соавт. [20] 

Из клубней также получают крахмал (лат. Amylum Batatae), сахар, патоку и биоэтанол [21, 22]. Сладкий картофель обеспечивает отличное производство биомассы и углеводов на единицу площади, что делает его отличным источником крахмала для производства биоэтанола. Молодые листья и стебли сладкого картофеля после отваривания или вымачивания, удаляющего горький млечный сок, используют для салатов [23]. Также существуют рецепты изготовления из сладкого картофеля суфле, повидла, пастилы и других блюд. 
Зелёную массу можно применять при приготовлении компоста, и в отличие от картофеля, данный продукт не поражается грибковыми заболеваниями. Последние исследования показывают, что животные питающиеся лианами сладкого картофеля производят меньше метана, чем при питании другими видами кормов, потенциально способствуя сокращению вредных глобальных выбросов. Семена некоторых генотипов используются в качестве замены кофе. Крахмал сладкого картофеля в виде слизистых извлечений применяют в медицине как обволакивающее и мягчительное средство [17].

1.2 Получение безвирусного посадочного  материала сладкого картофеля
Сладкий картофель размножается вегетативно, и поэтому устойчивость к вирусным болезням у посадочного материала очень важно при промышленном производстве. Вирусные заболевания являются вторым по значимости биотическим стрессом для сладкого картофеля после повреждений долгоносиком [24]. Как правило, вирусы сладкого картофеля способны совместно заразить растения и серьезно ограничить производство клубней [25]. Потери урожая, вызванные этими вирусными заболеваниями, достигают от 20% до 40%, но так же могут достигать 100%, что происходит в некоторых африканских странах [26, 27, 28, 29]. 
Более 30 вирусов, как сообщается, могут заражать сладкий картофель по всему миру, но большинство из них протекает бессимптомно [30, 31].
Одиннадцать из этих вирусов были обнаружены в Китае [13], в том числе вирус сладкого картофеля C, вирус сладкого картофеля хлоротичной пятнистости [32], вирус сладкого картофеля хлоротичной карликовости сладкого картофеля [32, 33, 34] колимовирус сладкого картофеля [35] вирус перьевой пятнистости [34, 35, 37,] вирус листовой курчавости сладкого картофеля [37] латентный вирус сладкого картофеля [35, 37] вирус мягкой пятнистости сладкого картофеля, вирус мягкой зернистости сладкого картофеля [35] G вирус сладкого картофеля [35, 37] и Y вирус сладкого картофеля [39, 40]. SPFMV, SPLV и SPCFV были признаны наиболее распространенными вирусами и больше всего повреждают урожай в Китае [13]. Этими вирусами поражены от 21% до 100% основных производственных регионов Китая [32, 37], в результате чего годовые экономические потери в китайской промышленности сладкого картофеля составляют около $ 639 млн. [41].
Вирус перьевой пятнистости сладкого картофеля (SPFMV) наиболее распространённый вирус в мире заражающий сладкий картофель. При синергическом взаимодействии с вирусом хлоротической карликовости сладкого картофеля (SPCSV) развивается вирусная болезнь сладкого картофеля (SPVD). Синергизм также наблюдалось между SPCSV и вирусом легкой крапчатости сладкого картофеля, передаваемый белокрылкой (SPMMV) [42]. SPCSV вызвал синергические заболевания сладкого картофеля со многими другими вирусами сладкого картофеля [44]. 

Таблица 1 – Основные вирусы, поражающие сладкий картофель по Кваку с соав. [43] 
	Название вируса

	Аббревиатура
	Семейство
	Пути передачи инфекции

	Sweet potato feathery mottle virus 
	SPFMV
	Potyviridae (Potyvirus) 
	Тля (непостоянная) 

	Sweet potato virus G 
	SPVG
	Potyviridae (Potyvirus) 
	Тля (непостоянная)

	Sweet potato latent virus 
	SPLV
	Potyviridae (Potyvirus) 
	Тля (непостоянная)

	Sweet potato leaf curl virusa 
	SPLCV
	Geminiviridae (Begomovirus) 
	Белокрылка (постоянный) 

	Sweet potato mild speckling virus 
	SPMSV
	Potyviridae (Potyvirus) 
	Тля (непостоянная)

	Sweet potato mild mottle virus 
	SPMMV
	Potyviridae (Ipovirus) 
	Белокрылка (постоянный) 

	Sweet potato chlorotic stunt virus 
	SPCSV
	Closteroviridae (Crinivirus) 
	Белокрылка (непостоянная) 

	Sweet potato collusive virus 
	SPCV
	Caulimoviridae(Cavemovirus) 
	*

	Sweet potato virus 2 
	SPV2
	Potyviridae (Potyvirus) 
	Тля (непостоянная)

	Sweet potato virus C 
	SPVC
	Potyviridae (Potyvirus) 
	Тля (непостоянная)

	Sweet potato symptomless virus 1 
	SPSMV-1
	Geminiviridae (Mastrevirus) 
	*

	Sweet potato chlorotic fleck virus 
	SPCFV
	Betaflexiviridae (Carlavirus) 
	*

	Sweet potato vein clearing virus 
	SPVCV
	Caulimoviridae (Solendovirus) 
	*

	Sweet potato pakakuy virus 
	SPPV
	Caulimoviridae (Badnavirus) 
	*

	Sweet potato C6 virus 
	SPC6V
	Betaflexiviridae (Carlavirus) 
	*

	Sweet potato leaf speckling virus 
	SPLSV
	Luteoviridae (Polerovirus) 
	*

	Cucumber mosaic virus 
	CMV
	Bromoviridae (Cucumovirus) 
	Тля (непостоянная)


*Нет данных
Вирус перистой крапчатости сладкого картофеля
Вирус перистой крапчатости сладкого картофеля (SPFMV) - это вирус с нитевидным вирионом, без оболочки, обычно изогнутый, длиной 830–850 нм. Геном состоит из одно цепочечной линейной РНК, состоящей из 11,6 т.п.н., с 30-концевой областью поли (А) [45]. Была определена полная нуклеотидная последовательность геномной РНК тяжелого штамма SPFMV (SPFMV-S) [46]. Геном вирусной РНК (штамм S) имеет длину 10820 нт (номер доступа в GenBank D86371), исключая поли (A) хвост, и содержит одну открытую рамку считывания (ORF), потенциально кодирующую 3493 аминокислоты. За исключением областей P1 и P3, полипротеин имеет высокий уровень аминокислотной идентичности с таковыми из других потивирусов [46].
Большинство сортов сладкого картофеля, инфицированных только SPFMV, не обнаруживают симптомов или появляются  только мягкие круглые пятна на листьях. SPFMV передается тлями, включая Aphis gossypii, Myzus persicae, Aphis craccivora и Lipaphis erysimi. Трансмиссивность вируса зависит от кодируемой протеиназы хелперного компонента и триплета DAG в белковой оболочке. Вирус может передаваться механически различным видам Ipomoea. как I. batatas, I. setosa, I. nil, I. incarnata и I. purpurea.
Основная часть распространения SPFMV происходит за счет посадки инфицированных черенков или побегов. 
Вирус SPFMV можно диагностировать с помощью коммерческими наборами ИФА. Однако ИФА надежно обнаруживает SPFMV только в листьях с симптомами и при коинфекции SPCSV [42]. Лучше всего брать образцы с нескольких листьев растения, поскольку вирус, по-видимому, распределен неравномерно. SPFMV также можно обнаружить с помощью иммунного связывания с мембраной (NCM-ELISA) и с помощью рибозонда [47]. SPFMV также был идентифицирован обратной транскрипцией и полимеразной цепной реакцей (ОТ-ПЦР) с использованием специфичных праймеров, предназначенных для амплификации вариабельной 50-концевой области гена белка оболочки потивируса [35].
Хотя сам по себе SPFMV обычно вызывает лишь незначительные повреждения, контроль над ним является обязательным, поскольку в сочетании с другими вирусами его влияние на рост растений и урожайность может стать существенным. Проверенный подход - приготовление проверенных на вирусы растений из меристем. Затем растения выращивают в условиях, защищенных от насекомых, и продолжают черенкование.
Фермеры высаживают определенное количество лоз в открытом грунте и продолжает размножение до тех пор, пока поле не будет сформировано. В следующем году он снова начнет с проверенных на вирусы растений. Эта схема действует в Израиле более 15 лет, и в настоящее время найти SPFMV в стране сложно.
Селекция устойчивых к SPFMV растений была инициирована Международным центром картофеля (CIP) [48]. Несколько клонов, устойчивых к SPFMV в тестах CIP, оказались чувствительными при воздействии израильских и угандийских изолятов [49]. Однако было выявлено, что разнообразие штаммов требует, чтобы селекция проводились в разных местах.
Другой подход заключался в разработке трансгенного сладкого картофеля с опосредованной белком оболочки устойчивости к SPFMV [50]. CP-опосредованная устойчивость была введена в несколько африканских сортов, и сорт CPT-560 был оценен в Кении в рамках совместного проекта между Monsanto Co., США и Кенийским научно-исследовательским институтом сельского хозяйства (KARI) [51]. Однако эти трансгенные линии не были устойчивы к «комплексной» инфекции SPCSV [52].
SPFMV распространен в Египте [53], Израиле [54], Испании [55], Италии [56] и Сирии [57]. Очень вероятно, что SPFMV встречается и в других странах Средиземноморья, где выращивают сладкий картофель. Однако в последние годы в Израиле трудно найти SPFMV из-за использования проверенного на вирусы посадочного материала.
Вирус затонувшей жилы сладкого картофеля
SPCSV – это название, признанное Международным комитетом таксономии вирусов (ICTV). Вирус затонувшей жилы сладкого картофеля – рода Crinivirus. Легкие симптомы, состоящие из небольшого пожелтения жилок, с некоторыми впалыми вторичными жилками на верхней стороне листьев и вздутыми жилками на их нижней стороне (при 28–29 C). Также наблюдали скручивание вверх трех-пяти дистальных листьев. Заболевание легко можно было обнаружить в поле, где у растений встречаются прямостоячие ветви и несколько скрученных вверх листьев. У некоторых сортов изоляты SPCSV не вызывают симптомов или вызывают легкую задержку роста в сочетании с легким пожелтением или багрянистостью старых листьев [42, 58].
SPCSV передаются белокрылкой Bemisia tabaci биотипа B, Trialeurodes abutilonea и Bemisia afer [59,60], требуя не менее 1 часа для заражения. Вирус передался белокрылками I. setosa, Nicotiana clevelandii, Nicotiana benthamiana и Amaranthus palmeri из I. setosa и путем прививки к другим Ipomoeas.
Лучше всего диагностировать вирус на паре растений сладкого картофеля, одно здоровое, а другое инфицированное SPFMV. На здоровых растениях почти не проявятся какие-либо симптомы, в то время как при наличии SPFMV появятся тяжелые симптомы SPVD. Вирус также можно диагностировать с помощью иммуноферментной электронной микроскопии (ISEM) и ИФА.
SPCSV можно очистить от инфицированных I. nil или N. clevelandii при температуре 28°C [61]. Нормальная длина вирусных частиц из очищенных препаратов составляла 850 нм, диаметр 12 нм, с открытой спиральной структурой, характерной для клостеровирусов.
В препаратах листьев I. setosa, инфицированных изолятом SPCSV из Нигерии, была получена длина 950 нм [62]. CP израильских и нигерийских изолятов имел молекулярную массу 34 000 и 29 000 соответственно [61, 63]. Двухцепочечная РНК из израильского изолята состояла из одной основной полосы размером 10,5 т.п.н. и двух второстепенных полос размером 9,0 и 5,0 т.п.н. Нозерн-блот-анализ нигерийского изолята выявил присутствие большой дцРНК с предполагаемым размером 9,0 т.п.н. и нескольких меньших. Несколько кенийских клонов кДНК выявили ORF из 774 нт, кодирующих CP [63]. SPCSV можно серологически разделить на два основных серотипа, которые коррелируют с двумя генетически отдаленно родственными штаммами / группами на основе сходства генов CP и гомолога белка теплового шока 70 (Hsp70h), то есть группы Восточной Африки (EA) и Западной Африки. (WA) группа; последнее также происходит в Средиземном море [63, 64].
Были определены полные нуклеотидные последовательности геномных РНК1 (9407 нуклеотидов) и РНК2 (8223 нуклеотидов), что показало, что SPCSV обладает вторым по величине идентифицированным геномом однонитевой РНК с положительной цепью среди вирусов растений после вируса Citrus tristeza [65]. РНК1 содержит две перекрывающиеся ORF, которые кодируют модуль репликации, состоящий из предполагаемых папаин-подобных цистеиновых протеиназ, метилтрансферазы, геликазы и полимеразных доменов. РНК2 содержит признак Closteroviridae генный массив, представленный Hsp70h, белком 50-60 кДа в зависимости от вируса основной CP и расходящаяся копия CP.
Две геномные РНК SPCSV содержали почти идентичные трехконцевые последовательности длиной 208 нуклеотидов, и ORF для предполагаемого малого гидрофобного белка была обнаружена в SPCSV RNA1. Кроме того, в отличие от любого другого вируса растений или животных, SPCSV несёт ORF для предполагаемого белка, подобного РНКазе III (ORF2 на РНК1). Несколько субгеномных РНК (sgRNA) были обнаружены в SPCSV-инфицированных растениях, что указывает на то, что sgRNA, образованные из RNA1, накапливались раньше при инфицировании, чем RNA2. Недавно было показано, что трехпроксимальная часть РНК1 и частичная последовательность гена Hsp70h израильского SPSVV заметно отличаются по последовательности от большинства изолятов SPCSV [66]. Кроме того, филогенетический анализ частичных генов Hsp70h, CP и p60 у EA и штаммов WA показывает, что они могут принадлежать к разным видам в роду Crinivirus [64, 67].
Заболевание зарегистрировано из Восточной и Южной Африки, Нигерии, Нигера, Индонезии, Израиля, Египта, Испании, Аргентины, Бразилии, Перу [42], а недавно - из США [67].
Перуанский сорт сладкого картофеля трансформировали введенной конструкцией шпильки, нацеленной на кодирующие репликазу последовательности SPFMV и SPCSV [68]. У трансгенных растений наблюдали высокий уровень устойчивости к SPCSV, что, однако, не предотвращало развитие SPVD, когда растение заражалось также SPFMV. По-видимому, небольших количеств SPFMV и SPCSV достаточно для того, чтобы вызвать SPVD.
Болезнь, вызванная вирусом сладкого картофеля
SPVD вызывается взаимодействием SPFMV и SPCSV. Характерные симптомы заболевания включают очищение вен, хлороз и задержку роста. Заболевание было описано Schaefers и Terry [69] в Нигерии и является наиболее важным вирусным (комплексным) заболеванием при EA [49]. Заболевание было описано в Израиле Loebenstein и Harpaz [70], Испания [71] и, вероятно, встречается в Италии [56]. В течение последнего десятилетия растения сладкого картофеля с симптомами, сходными с SPVD, наблюдались в большинстве районов Испании [55]. В Израиле в ходе двухлетнего полевого эксперимента снижение урожайности на 50% наблюдалось на участках, засеянных SPVD-инфицированными черенками [72].
Вирус легкой крапчатости сладкого картофеля 
Вирус легкой крапчатости сладкого картофеля – рода Ipomovirus. До сих пор о SPMMV сообщали, в частности, из Западной и Южной Африки, Индонезии, Китая, Филиппин, Индии, Новой Зеландии и Египта.
SPMMV может вызвать пятнистость листьев, задержку роста и потерю урожая. Сорта очень различаются по своей реакции на вирус. На некоторых из них инфицирование протекает бессимптомно, а другие, по-видимому, обладают иммунитетом. Вирус передается путем прививки и механической инокуляции. Он не передается через семена или при контакте между растениями. Вирус поражает 14 семейств растений [73]. 
Диагностические виды: Nicotiana tabacum, Nicotiana glutinosa. Диагноз подтверждают серологические тесты I. setosa. Доступны коммерческие антисыворотки. Через 3–4 недели инфицирование протекает почти бессимптомно.
Вирионы представляют собой частицы в форме гибких палочек длиной 800–950 нм, содержащие 5% РНК и 95% белка. Геном состоит из одноцепочечной РНК. 
Была клонирована вирусная РНК, и собранна геномная последовательность имела длину 10818 нт с полиаденилированным трактом на 30-конце. Изоляты SPMMV показали высокий уровень вариабельности без дискретного группирования штаммов. Последовательности нескольких изолятов SPMMV выявили идентичность нуклеотидных последовательностей 88,0% и 89,9% или выше для CP-кодирующей области и 3-UTR, соответственно, в то время как аминокислотные последовательности CP (аа) были идентичны на 93,0–100%. Анализ нуклеотидных последовательностей, кодирующих CP, не выявил филогенетически различимых групп изолятов SPMMV. Скорее, анализ показал высокую генетическую изменчивость [64].
Синергизм наблюдался у сладкого картофеля, дважды инфицированного SPMMV и SPCSV, но не SPFMV [44].
Латентный вирус сладкого картофеля
Латентный вирус сладкого картофеля (SPLV) рода Potyvirus широко распространен в Китае, о нем также сообщили из Египта. SPLV может вызвать легкий хлороз, но у большинства сортов инфекция протекает бессимптомно. Симптомы часто исчезают после заражения, но растения остаются инфицированными. Кристаллические включения наблюдаются в ядре и вертушках в цитоплазме. Изоляты SPLV из Японии и Китая были переданы тлей M. persicae [74], и вирус может передаваться путем механической инокуляции и прививки. Диагностическими видами являются N. benthamiana - системная мозаика и задержка роста; N. clevelandii - системные хлоротические поражения булавочными уколами; C. quinoa, Chenopodium amaranticolor - коричневые некротические локальные поражения, системной инфекции нет; I.setosa - системная крапчатость. Диагноз подтверждают серологические тесты I.setosa.
Частицы вируса представляют собой изогнутые стержни длиной 750–790 нм. Белок капсида имеет молекулярную массу 36000. Комбинирование ОТ-ПЦР с вырожденными олигонуклеотидными праймерами, полученными из консервативных областей потивирусов можно было идентифицировать SPLV, а также SPFMV и G-вирус сладкого картофеля [35] и дифференцировать два штамма SPLV [34].
Вирус сладкого картофеля G
Вирус сладкого картофеля G (SPVG) является представителем рода Potyvirus и широко распространен в Китае [35, 75], был зарегистрирован в бассейне Средиземного моря из Египта [53] и Испании [71].
Вирус передается механически и тлями M. persicae и A. gossypii [76]. SPVG вызывает пятнистость у I. nil и хлоротичную пятнистость у I. setosa и Ipomoea tricolor.
Цилиндрические тельца включения, состоящие из вертушек и завитков, наблюдались в цитоплазме эпидермальных, мезофилльных и сосудистых клеток инфицированных I. nil и I. setosa [76]. Изоляты LSU-1 и -3, полученные из растений сладкого картофеля в Луизиане, США[76], реагировали с MAb PTY-1 [77].
Частичная последовательность SPVG (X76944) была получена после RT-PCR, показывая идентичность примерно 70% и 80% в аминокислотной последовательности между полным и консервативным ядром CP SPFMV, соответственно [35]. SPVG CP содержит 355 аминокислот, а SPFMV - 316 аминокислот [75]. Сравнение с последовательностями CP известных потивирусов показывает, что SPVG является членом рода Potyvirus.
Вирус сладкого картофеля 2
Вирус сладкого картофеля 2 (SPV2) является членом рода Potyvirus. Вирус был впервые выделен из растений сладкого картофеля из Тайваня [78] и был обнаружен, среди прочего, в клонах сладкого картофеля в Португалии [76] и Испании [71]. Вирус имеет нитевидные частицы длиной 850 нм и индуцирует цитоплазматические цилиндрические включения, состоящие из вертушек и завитков [40, 76].
Вирус передается M. persicae и механически передается нескольким видам родов Chenopodium, Datura, Nicotiana и Ipomoea. SPV2 вызывает прояснение жилок и деформацию листьев у N. benthamiana; хлоротичные локальные поражения на Chenopodium spp.; мозаика жилок на I. nil, I. setosa и I.tricolor [40, 76].
Хотя SPV2 был выделен из растений сладкого картофеля, показывающих легкие симптомы крапчатости листьев, пожелтения жилок и / или кольцевых пятен [78, 79], значение этого вируса для производства сладкого картофеля неясно, поскольку подобные симптомы могут быть вызваны другими вирусами, и растения сладкого картофеля, инокулированные SPV2 в тепличных условиях, не вызвали явных [40, 76]. Однако SPV2 синергетически взаимодействует с SPCSV, увеличивая тяжесть симптомов сладкого картофеля [79, 80], что позволяет предположить, что SPV2 может быть экономически важным в регионах, где встречается SPCSV.
Похоже, что встречаются биологически и генетически разнообразные штаммы SPV2. Некоторые различия в реакциях тестируемых растений и круге хозяев, по-видимому, до некоторой степени коррелируют с географическим происхождением и молекулярной индивидуальностью изолятов SPV2 [39]. Сравнение последовательностей генов CP нескольких изолятов выявило идентичность нуклеотидных и аминокислотных последовательностей в диапазоне от 81% до 99% и от 86% до 99%, соответственно. Филогенетический анализ последовательностей выделил несколько групп, которые частично коррелировали с географическим происхождением изолятов [39].
Вирус легкой крапинки сладкого картофеля
Вирус легкой крапинки сладкого картофеля (SPMSV) рода Potyvirus был выделен из растений сорта Морада в Аргентине и демонстрирует симптомы «хлоротичной карликовой болезни сладкого картофеля» [81]. Эти растения показали хлороз, карликовость, прояснение жилок и деформацию листьев. Симптомы у растений, инфицированных SPFMV и SPCSV, были слабее, чем у растений, инфицированных тремя вирусами [81]. SPMSV является синергическим для растений, инфицированных SPCSV, но не для растений, инфицированных SPFMV [82].
SPMSV был обнаружен, в частности, в Перу, Китае и Египте. SPMSV передается механически и непостоянно через M. persicae. Однако он не реагирует с MAb PTY-1, который распознает криптотоп, консервативный в большинстве потивирусов, передаваемых тлями [77, 81]. Диапазон его хозяев ограничен Convolvulaceae, Chenopodiaceae и Solanaceae. I. setosa и I. nil реагируют с прояснением жилок, образованием пузырей, деформацией листьев и мозаикой; N. benthamiana с очищением жилок, редукцией, деформацией и скатыванием листьев; и C. quinoa и N. tabacum «Samsun» с местными инфекциями [83]. SPMSV можно легко обнаружить с помощью ELISA.
Этот вирус имеет изогнутые частицы размером около 800 нм. Последовательности CP SPMSV показали 63% идентичности с SPFMV, 68–70% с SPLV, 57% с SPVG и 73% с вирусом Y картофеля [84]. 
Каулимо-подобный вирус сладкого картофеля
Каулимо-подобный вирус сладкого картофеля (SPCaLV) был обнаружен вместе с SPFMV в широко разбросанных географических точках - Мадейре, Новой Зеландии, Папуа-Новой Гвинее [85]. Об обнаружении вируса также сообщили, в частности, из Кении, Нигерии и Египта.
Растения сладкого картофеля, инфицированные SPCaLV, обычно не имеют симптомов, хотя на некоторых листьях иногда появляются хлоротичные или пурпурные пятна, вероятно, вызванные SPFMV [86]. Вирус не передается при механической инокуляции, при контакте между растениями или семенами.
Инокуляция проростков I. setosa SPCaLV привела к появление хлоротичных пятен вдоль мелких жилок или круглых межжилковых пятен на нескольких листьях. Такие листья иногда становятся полностью хлоротичными, увядают и отмирают. Каулимо-подобные частицы размером 50 нанометров могут быть обнаружены в отрицательно окрашенном соке I. setosa (но не I. batatas) и примерно в 10 раз больше с помощью ISEM. В цитоплазме инфицированной I. setosa легко обнаруживаются клетки листа, многочисленные изометрические частицы и внутриклеточные включения. Включения сферической или яйцевидной формы, диаметром до 4 мм с большой центральной лакуной и обычно несколькими более мелкими периферическими лакунами; они не содержат вирионов [86].
Вирус желтой жилки ипомеи
Вирус желтой жилки ипомеи (IYVV) рода Бегомовирусов впервые обнаружен при заражении растений Ipomoea indica с симптомами желтой жилки в Испании [87] и Италии [88], затем был обнаружено заражение культурных растений сладкого картофеля. Полная нуклеотидная последовательность подтвердила его бегомовирусную природу. В отличие от вируса скручивания листьев сладкого картофеля (SPLCV), IYVV не передавался биотипом B B. tabaci (или Q и S).
Филогенетический анализ трех видов бегомовирусов, инфицирующих ипомеи (SPLCV, вирус курчавости листьев сладкого картофеля (SPLCGV) и IYVV), распознаваемых ICTV, показал, что эти вирусы образуют отдельный кластер, который помещает их отдельно от всех других бегомовирусов.
Вирус курчавости листьев ипомеи
В 1992 году Коэн и др. наблюдали на I. setosa, привитых от сладкого картофеля сорта Джорджии Джет, завезенных из неизвестного источника в Северную Америку, проявляются атипичные симптомы - маленькие листочки и морщинистости листьев [89].
Вирус передавается B. tabaci путем прививки, но не механическим путем. Вирус передавается нескольким видам Ipomoea, включая Ipomoea hederacea, Ipomoea trifida, I. nil, Ipomoea littoralis и I. setosa, и вызывал у них симптомы, в том числе на некоторых сортах I. batatas, но не на сорте Джорджия Джет. 
Вирус мозаики огурца
Вирус мозаики огурца (CMV) рода Cucumovirus - один из самых распространенных вирусов растений, зарегистрированный более чем у 190 видов, принадлежащих более чем к 40 семействам [90]. CMV был выделен из I. setifera, и Мартину с соавт. удалось передать CMV механической инокуляцией I. nil, I. purpurea, Ipomoea lacunosa и Ipomoea trichocarpa, но не I.batatas [91, 92]. Коэн и Лебенштейн не смогли передать CMV здоровым растениям сладкого картофеля. Однако сладкий картофель, несущий SPSVV, передаваемый белокрылкой, легко может быть инфицирован CMV [93].. Унтиверос и соав. обнаружили, что CMV способен заразить сладкий картофель без помощи SPCSV [44]. Похоже, что штаммы CMV различаются по своей способности инфицировать сладкий картофель. CMV, выделенный из огурца [93] или Arracacia xanthorrhiza [44], был способен инфицировать растения сладкого картофеля при содействии SPSVV или без него, соответственно. В некоторых областях в Израиле в 1980-х годах тяжелые инфекции CMV вместе с SPFMV и SPSVV вызвали сильное пожелтение и задержка роста. Позже, когда фермеры использовали сертифицированный посадочный материал, такие симптомы практически не наблюдались.
По-видимому, присутствие другого вируса (SPSVV) облегчает репликацию или транслокацию некоторых штаммов CMV в сладком картофеле. Возможно, существует механизм подавления генов, который ингибирует репликацию таких штаммов CMV в здоровом сладком картофеле и подавляется SPSVV, позволяя CMV реплицироваться и / или перемещаться в растении сладкого картофеля.
Интересно отметить, что, хотя CMV встречается во всем мире, в сладком картофеле, о нем пока что сообщалось только из Израиля, Японии, Новой Зеландии [94], Испании, Западной Австралии [95] и Египта. CMV не был обнаружен в Кении [40] и Танзании [96], хотя SPCSV очень широко распространен; Штаммы SPCSV не поддерживают заражение сладкого картофеля CMV, тогда как SPSVV необходим для заражения сладкого картофеля CMV.
Вирус С-6 сладкого картофеля
Вирус был выделен из сладкого картофеля сорта Sosa 29 в Доминиканской Республики с хлоротичными пятнами [97]. В Луизиане он был обнаружен в большинстве декоративных сладких картофелей (Blackie, Ace of Spades и Black Beauty) [98]. Диапазон его хозяев ограничен Convolvulaceae. Вирус вызывает у I. nil и I. setosa мелкие хлоротичные пятна и просветление жилок, но у сорта сладкого картофеля Парамонгино, Костанеро и Джонатана. Далее следует пожелтение и опадание листьев. Вирус был обнаружен, в частности, в образцах из Перу, Уганды, США, Египта, Кении, Южной Африки и Новой Зеландии. 
Частицы вируса представляют собой изогнутые стержни длиной 750–800 нм. «Вертушки» (тельца–включения) не наблюдались у инфицированных I. nil, но хлоропласты и митохондрии демонстрировали гипертрофию.
В настоящее время лучший способ борьбы с вирусными заболеваниями сладкого картофеля - это снабжение растениеводства индексированным по вирусам материалом для размножения. Такие программы действуют в Израиле и в китайской провинции Шаньдун [99]. В Израиле в результате посадки проверенного на вирусы материала урожайность увеличилась как минимум на 100%, в то время как в Китае прирост составляет от 22% до 92%. Вознаграждения для фермеров при участии в программе было высоким, в результате в Израиле использование сертифицированного материала является обычной практикой, в то время как в Китае использование материала, свободного от патогенов, расширяется. В африканских странах такие программы действует только в ограниченном масштабе, так как сладкий картофель выращивается в основном как культура для обеспечения продовольственной безопасности, а не как коммерческая.
Некоторые культурные / фитосанитарные практики могут способствовать борьбе с вирусными заболеваниями. Примеры таких методов культивирования включают отбор здорового посадочного материала, уничтожение (размножение) больных растений и диких видов Ipomoea, особенно молодых культур, изоляцию новых культур (на расстоянии 15-20 м) от старых больных культур, уничтожение растительных остатков и защиту посевы с барьерами или пересечение с кукурузой [100].
В будущем ответом могут стать программы разведения здорового посадочного материала, и такие программы уже действуют в Уганде, сочетая устойчивость к SPVD с желательными агрономическими характеристиками, такими как урожайность, раннеспелость и приемлемые кулинарные качества [101]. Необходимо наблюдать, сохранят ли эти сорта устойчивость в других местах, где могут присутствовать различные штаммы вирусных компонентов SPVD. Таким, например, несколько клонов, устойчивых к SPFMV в тестах CIP, оказались чувствительными при тестировании израильских (неопубликованных) и угандийских изолятов [49].
До сих пор трансгенные подходы не привели к получению сортов, устойчивых к SPVD. По-видимому, небольших остатков SPCSV, присутствующих в растениях, было достаточно, чтобы вместе с SPFMV вызвать тяжелую SPVD.
Поскольку Ipomoea spp. восприимчивы к большинству вирусов сладкого картофеля, важно исследовать сорняки как хозяева и потенциальные резервуары вирусов.
Потеря урожая при SPVD составляет от 65 до 72 % в зависимости от генотипа. Исследование в Перу, по определению влияния SPFMV и SPCSV каждого в отдельности и совокупности на урожай сладкого картофеля показали следующее: инфицированные SPFMV генотипы Джонатан и Костанеро не показали каких-либо симптомов заболевания, и влияние на урожай было незначительно. SPCSV не вызвал значительное снижение урожайности сладкого картофеля, но инфицирование SPFMV и SPCSV вызвало SPVD и резкое снижение урожая [41]. 
До 1995 года большая часть работы по вирусам сладкого картофеля была посвящена изучению SPFMV вируса, но в последние 18 лет, в связи с появлением молекулярной биологии, были проведены различные комплексные исследования по вирусному составу и последствию вирусных заболеваний [30, 102, 103, 104]. Развитие технологии секвенирования (NGS) явилось высокочувствительным методом обнаружения вирусов и диагностики [105].
Широкое распространение вирусных заболеваний сладкого картофеля привело к снижению урожайности, а также снижению качества и вырождению посадочных сортов [106]. Вирусные заболевания считаются основной причиной вырождения сортов и основным ограничивающим фактором повышения урожайности до более высокого уровня [107]. 
Для производства безвирусного материала сладкого картофеля используют культуру меристем in vitro. При изоляции меристем сладкого картофеля необходимо брать верхушечные апикальные меристемы, которые по причине интенсивного деления клеток апекса свободны от вирусов [108].
В то же время нельзя забывать о тотипотентности экспланта в зависимости от взятого размера меристем, так как в зависимости от генотипа рост и развитие растения может быть различным [109].
Выживание меристемы является важным ограничением, и улучшить ее можно при добавлении зачатков листьев примордия. Кроме того, использование верхушечных побегов для изоляции меристем считается лучше, чем использование побегов из боковых почек [109]. Первым кто сообщил об использовании меристем для получения безвирусного сладкого картофеля, был Нилсен [110]. Впоследствии Мори с соавторами [111] показали, элименацию трех распространенных вирусов сладкого картофеля с помощью изоляции меристем (CMV, SPFMV). 
В дальнейшем Альканеро с соавторами [112] посадили на питательную среду MC с добавлением ауксина и цитокинина верхушечные побеги десяти генотипов сладкого картофеля размером 0,4-0,8 мм. В результате 47% привитых растений на растение индикатор Ipomoea setosa, были свободны от вирусов. Стерильная культура меристем размером 0.25-0.4 мм были использованы в работе Фризона и соав. [113], чтобы получить безвирусные растения сладкого картофеля, которые были повторно проверены на наличие вирусов. Результат был отрицательным, то есть оказались не зараженными вирусом путем прививки на Ipomoea setosa. 
Очистка сладкого картофеля от вирусов путем культуры меристем считается гораздо более эффективным, чем термотерапия [109], с 80% получением безвирусных растений [114].
Тем не менее, есть сообщения, о получении безвирусного посадочного материала сладкого картофеля, при термотерапии [115]. Черенки обрабатывали в течение 6 недель при 38 C◦. В результате не удалось найти вирусные частицы под электронным микроскопом, при этом был получен 140% урожая. В Международном Центре Картофеля (CIP), Лима, Перу, используют протокол включающую в себе и культуры меристем, и термотерапию [116, 117]. В этом протоколе проростки сладкого картофеля 3-4 недельной культивирования в пробирке, подвергают термотерапии в течение одного месяца при 34-37 C◦. Меристемы длиной 0,2-0,35 мм изолируют и культивируют на питательной среде, пока не будет получены растения с корневой системой. Эффективности освобождения от вирусов около 100%. Во время культивирования меристем используют три среды MC с добавлением аскорбиновой кислоты, нитрата кальция, пантетонат кальция, путресцина, аргинина, кокосового молока и гибберелловой кислоты. Проверка на наличие вирусов осуществляется путем прививки черенков сладкого картофеля на растение-индикатор (Ipomoea setosa), и симптомы наблюдаются после 4 недель [116]. Растения с положительными симптомами на наличие вирусов проверяются с помощью иммуноферментного анализа (ELISA NCM-) с имеющимися антисыворотками (SPFMV, SPLV, SPMMV, SPVG, SPMSV, SPCFV, SPCSV, CMV). В работе Ляо и Чунг [118], также не смогли получить безвирусный материал сладкого картофеля путем термотерапии 38-42C◦ в течение 30-90 дней при культивировании верхушки побегов длиной 50 мм. 
Невозможно устранить вирусы при культивировании меристем длиной 5мм. В результате проведенных исследовании выявлено, что безвирусный материал сладкого картофеля можно получить путем культивирования меристем длиной 0,3-0,6 мм, взятых из растений, которые подвергли термотерапии 38-42 C◦ в течение 4 недель [118].
Получение безвирусного сладкого картофеля подробно обсуждается Лав с соавторами [119], которые описывают процедуры изоляции меристемы, регенерации растений сладкого картофеля и тестирования на наличие вируса. Они подчеркивают необходимость использования небольших размеров экспланта (0,1 мм), который содержит апикальную меристемы побега без зачатков листа примордия, удаленные во время вскрытия. Освобождение от вирусов путем культуры меристемы было основой программы улучшения сладкого картофеля для штата Калифорния [120]. Получение безвирусного материала сладкого картофеля путем культуры апикальных меристем сообщалась много раз. Нельзя не отметить, что протокол изоляции изменяется незначительно, но при этом меняются питательные среды для культивирования, а также условия культивирования меристем в зависимости от генотипа сладкого картофеля [121, 122]. 
Сладкий картофель имеет очень высокую генетическую изменчивость. Следовательно, различия ответа культуры тканей на среду могут иметь большую значимость в зависимости от генотипа. Поэтому оптимизация питательных сред для культуры меристемы сладкого картофеля очень важна. Преимущество жидкой питательной среды заключается в легкой доступности воды и растворенных веществ по всей поверхности эксплантов. У растительных клеток и тканей в питательной среде отсутствует автотрофная способность. Даже ткани, которые изначально зеленые или приобретают зеленые пигменты в особых условиях в период культуры не автотрофные. Вследствие этого в большинстве случаев нормальные функции хлоропластов либо отсутствуют, либо блокируются [113]. Полученные результаты указывают, что сахароза не только выступает в качестве источника углерода, но также и в качестве осмотического агента. Результаты ясно показали, что среда, которая используется для культуры в пробирке других генотипов сладкого картофеля из разных агроэкологических зон, не совсем подходит для генотипов, участвующих в экспериментах из-за очень высокого уровня генетического разнообразия [112].
В настоящее время основными производителями семенного сладкого картофеля являются садоводы любители, которые продают черенки сладкого картофеля на рынках и стихийно образованных местах. Сладкий картофель передаётся садоводами любителями из рук в руки в основном в виде клубней. Семенной материал местных садоводов производится по традиционной технологии, занимает незначительную часть рынка и не проверяется на присутствие вирусов, поэтому эффективность выращивания и хранения у местных садоводов довольна низкая. 
Получение и размножение безвирусных растений сладкого картофеля нельзя переоценить так как н данный момент вирусов сладкого картофеля достаточно мало. Однако при масштабным культивировании нужно предупредить распространение вирусных заболевании.

1.3 Микроклональное размножение растений сладкого картофеля
Микроклональное размножение растений - это метод быстрого размножения исходного растительного материала для получения множества растений-потомков с использованием современных методов культивирования тканей растений.
Культура in vitro является мощным методом быстрого массового производства безвирусных саженцев и не зависит от сезонных изменений и площади выращивания [123, 124]. В обычной культуре используется полутвердая среда, содержащая агар и гельрит [125]. Однако увеличить масштабы традиционной культуры сложно, так как объем сосуда является ограничением в этом методе. Более того, поскольку среда не полностью удаляется с корней растений во время акклиматизации, бактериальные и грибковые инфекции весьма вероятны в обычной культуре, что снижает скорость акклиматизации. Эти факторы увеличивают производственные затраты, связанные с традиционной культурой [126, 127]. 
Для преодоления этих проблем были проведены исследования с использованием жидкой культуры В жидкой культуре ростки находятся в непосредственном контакте со средой для роста, соответственно все клетки способны равномерно поглощать питательные вещества, что способствует росту растений [128]. Кроме того, выделяемые отходы разбавляются в жидкой среде. Однако этот метод может вызвать гипергидритность из-за высокой относительной влажности в сосуде для культивирования [128, 129, 130]. 
Недавно сообщалось, что биореакторная система является отличным методом для массового производства растений, одновременно преодолевая проблемы полутвердых и жидких систем культивирования и снижая себестоимость производства. Биореакторную систему можно легко автоматизировать и масштабировать для увеличения производства [127, 131, 132]. Он также предотвращает накопление этилена и других вредных газов путем принудительной аэрации, тем самым способствуя росту и качеству выращиваемых саженцев [133].
Среди различных биореакторных систем хорошо показала себя система временного погружения (CВП). В этой системе саженцы погружаются в среду только временно, чтобы обеспечить питательные вещества для роста, и за периодом погружения следует период сушки, тем самым уменьшая гипергидритность [134, 135]. Недавно сообщалось о массовом производстве саженцев с использованием TIB в гербере [134], фисташках [136], стевии [137] и оливках [131]. Об использовании биореакторов для микроразмножения впервые сообщалось для бегонии, культивированной в биореакторе с пузырьковой колонкой [138]. Постепенно культивирование в погруженных биореакторных системах стало возможным для многих типов эксплантов, таких как побеги, луковицы, микроклубни, клубнелуковицы и соматические зародыши [139].
Основные преимущества биореакторной системы можно резюмировать как быстрый рост культур, лучший массоперенос питательных веществ и газов, легкость масштабирования процесса и снижение затрат на рабочую силу, что приводит к удорожанию размножаемых растений. Более того, биореакторные системы могут обеспечивать постоянные микроклиматические условия и обеспечивать высокую степень автоматизации процесса культивирования с использованием жидкой среды.
Различные условия культивирования могут влиять на морфогенез растений и накопление биомассы в культурах, выращиваемых в биореакторах. Отсутствие газовой атмосферы требует улучшенного массопереноса растворенного кислорода и питательных веществ, что может быть реализовано только путем точного контроля подачи кислорода и обмена CO2, pH, а также путем оптимизации минералов, углеводов и регуляторов роста в жидкой среде [126, 127, 140]. Решающим фактором в TIS является время погружения, поскольку оно определяет усвоение питательных веществ и проявление гипергидритичности. Следовательно, для оптимизации разрастания побегов и снижения гипергидричности важно найти баланс между частотой погружения и продолжительностью погружения [127, 141, 142, 143].
Разведение в биореакторах становится все более предпочтительным из-за дополнительных преимуществ, таких как точный контроль температуры, света, растворенного кислорода и углекислого газа, улучшенный массоперенос питательных веществ и метаболитов отходов, снижение риска загрязнения, упрощение использования и масштабируемость технологии [144, 145]. Однако некоторые недостатки, такие как высокая чувствительность проростков in vitro к механическим и сдвиговым нагрузкам, замедляют массовое внедрение этой технологии для коммерческого микроразмножения. Появление пороков развития растений и сомаклональных вариаций, окислительный стресс, возникающий в некоторых тканях в виде изменений активности антиоксидантных ферментов, может влиять на анатомию и физиологию растений и их выживаемость. Множество таких проблем можно решить, выбрав наиболее оптимальную конструкцию биореактора для каждого размножаемого генотипа [141].
Успешное использование биореакторов в качестве коммерческих систем микроразмножения было продемонстрировано на таких примерах, как анектохил, яблонях, хризантемах, чесноке, женьшене, винограде, лилия, фаленопсис и картофеле [146]. Однако крупномасштабное производство растений в биореакторах зависит от тщательного изучения специфики генотипа, морфогенеза растений в жидких средах и понимания сложных механизмов контроля развития органов и эмбрионов из меристематических скоплений [147]. 
Эффекты аэрации, смешивания, потребления и истощения различных компонентов, присутствующих в среде, могут предоставить важную информацию для создания полунепрерывной или непрерывной системы культивирования как предпосылки для оптимального роста биомассы, дифференциации и будущего производства качественных растений. Тот факт, что органогенные и эмбриогенные культуры многих экономически важных видов обладают потенциалом для непрерывного размножения и практически неограниченного производства черенков, стимулировал использование биореакторных культур для массового размножения. Следовательно, дальнейшая разработка и использование биореакторов для размножения видов растений и их преобразование в традиционные технологии требуют глубоких междисциплинарных знаний.
Технология культивирования клеток растений, основанная на культивировании в биореакторе элитных видов, постепенно превратилась в эффективную систему для размножения широкого спектра сельскохозяйственных, лесных, диких и лекарственных растений [148, 149]. 
Биотехнология растений также признана альтернативным источником производства ценных вторичных метаболитов (таблица 2).

Таблица 2. Группы натуральных продуктов, выделенных из тканевых и суспензионных культур высших растений по Рамачандре с соав. [150]

	Фенилпропаноиды
	Алкалоиды
	Терпеноиды
	Хиноны
	Стероиды

	Антоцианы
	Акридины
	Каротины
	Антрохиноны
	Сердечные гликозиды

	Кумарины
	Беталаины
	Монотерпены
	Бензохиноны
	Прегненолон

	Флавоноиды
	Хинолизидины
	Сесквитерпены
	Производные нафтохинонов
	

	Гидроксициннамоил
	Фуронохиноны
	Дитерпены
	Харрингтонины
	

	Изофлавоноиды
	Изохинолины
	производные
	
	

	Лигнаны
	Индолы
	Тритерпены
	
	

	Феноленоны
	Пурины
	
	
	

	Проантоцианидины
	Пиридины
	
	
	

	Стилбены
	Тропановые алкалоиды
	
	
	

	Танины
	
	
	
	



Качество и количество продуцируемых активных веществ из дикорастущих или полевых растений варьировалось в зависимости от конкретных условий окружающей среды. При выращивании растений in vitro в биореакторах таких проблем можно было бы избежать за счет точно контролируемой микросреды. Исследования отдельных видов растений доказывают, что технологии биореакторов позволяют получать новые фармацевтически активные соединения, которых нет в полевых условиях выращивания растений [151, 152, 153].
Недавние успехи в разработке и коммерциализации процессов культивирования растительных клеток для синтеза биомолекул, некоторые продукты, коммерчески производимые с помощью культур растительных клеток, и примеры вторичных метаболитов, коммерциализируемых посредством естественного урожая, были рассмотрены [154]. 
В настоящее время научные усилия сосредоточены на геномике растений и синтезе натуральных продуктов, участвующих в разработке современных биофармацевтических препаратов, таких как рекомбинантные белки и вакцины, полученные из трансгенных растений [155] известные как «молекулярное сельское хозяйство» [156] и дает стратегии производства натуральных продуктов из суспензий растительных клеток или культуры волосатых корней для фармацевтической, косметической или пищевой промышленности [157].
Культуры растительных клеток и тканей - это методы, используемые во всем мире, и их основными направлениями применения являются коммерческое микроразмножение различных видов растений, получение растений, свободных от патогенов, получение гаплоидных растений, индуцирование генетической изменчивости. Их дальнейшее развитие связано с облегчением производства за счет автоматизации процессов и компьютеризации информации.

1.4 Генетическая инженерия – эффективный способ получения растений с заданными свойствами
Сладкий картофель, как рас тение тропического происхождения, очень чувствителен к низкотемпературному стрессу и не имеет механизма холодной акклиматизации. Так при 10оС и ниже наблюдается замедление в развитии растения. Низкотемпературный стресс является важным фактором окружающей среды, влияющим на рост, развитие и продуктивность культуры, тем самым ограничивает вегетационный период и географическое распределение. Несмотря на это перспектива выращивания в умеренных зонах достаточно высока. Известно, что такие тропические растения как картофель, томат, кукуруза, соя, ячмень, рис и т.д. успешно культивируются в странах с умеренным климатом [158]. В будущем, благодаря достижениям селекции и биотехнологии возможность по устранению основных лимитирующих факторов распространения теплолюбивых растении в северные регионы, а так же повышение устойчивости и продуктивности уже культивируемых тропических видов растений будет только возрастать.
Для создания устойчивых к стрессовым факторам линий сладкого картофеля, а также с целью повышения урожайности и продуктивности сельскохозяйственных культур, применяют различные методы селекции. Одним из традиционных методов, используемых для получения новых генотипов, является скрещивание между собой генотипов с различными наследственными факторами и получение гибридов, которые могут обладать признаками и свойствами родительских форм. Однако улучшение сладкого картофеля с помощью традиционных методов селекции было очень медленным по сравнению с другими культурами, такими, как кукуруза или соя. Гибриды не могут быть получены даже от половых скрещиваний между генотипами, принадлежащими к одной и той же несовместимой группе. Это ограничивает генетические ресурсы, используемые большинством селекционеров для таких признаков, как устойчивость к болезням, насекомым и нематодам [159]. Несовместимость вызвала многочисленные проблемы при гибридизации желаемых родителей в группе I.batatas. Вероятно, еще большие проблемы в межвидовой или межродовой гибридизации [160]. Некоторые попытки для преодоления несовместимости на основе использования методов опыления почек, старого цветочного опыления и различных физических и химических обработок стигмы до опыления, к сожалению, не увенчались успехом. Соматическая гибридизация посредством слияния протопластов являлась эффективным методом преодоления ограничений половых скрещиваний [161]. Этот метод предлагал большие возможности для достижения межвидовых и широких скрещиваний сладкого картофеля, в надежде перенести желаемые гены из диких видов в культивированный сладкий картофель. 
Стандартные методы селекции демонстрируют ограниченную успешность при получении холодоустойчивых сельскохозяйственных растений, поскольку для большинства чувствительных к холоду растений возникает необходимость в межвидовой или даже в межродовой гибридизации. Данные последних лет показывают, что генетическая инженерия предлагает новые пути для улучшения культуры сладкого картофеля и значительного повышения ее эффективности [162].
С развитием генной инженерии было разработано первое трансгенное растение сладкого картофеля [163]. Впоследствии были предприняты многочисленные усилия по усилению устойчивости к различным абиотическим и биотическим стрессам, для улучшения питательных ценностей и продуктивности сладкого картофеля путем генетической трансформации. 
Генная инженерия представляет собой наиболее эффективный подход для увеличения толерантности растений к биотическим и абиотическим факторам, которые позволят не только переносить целевые гены из одних организмов в другие, но и направленно регулировать экспрессию собственных генов растений, комбинируя различные транскрипционные промоторы и трансляционные энхансеры [164, 165, 166]. 
В настоящее время проблема повышения холодоустойчивости растений достигается различными методами генной инженерии, наиболее действенным среди которых следует признать получение трансгенных растений, конститутивно экспрессирующих ряд белков, имеющих отношение к холодовой адаптации растений. В числе этих белков нужно назвать ряд транскрипционных факторов, таких как CBF1/DREB1а, ThpI, MYBS3, ZAT12 , HOS10, abi3 [167].
Введение чужеродных генов в растения через генетическую трансформацию является весьма перспективным дополнением традиционной селекции. Использование агробактериальной трансформации остается наиболее успешным среди различных стратегий переноса генов, так как при этом не требуется сложного оборудования; и этот метод обладает большей возможностью для получения ожидаемого результата, чем альтернативный биобаллистический метод трансформации [168, 169]. 
Для адаптации к условиям низких температур, растения имеют отдельные механизмы. Многие гены играют роль в передаче холодного сигнала и развивают холодную акклиматизацию. Передача сигнала, индуцированная низкой температурой, может осуществлять несколькими механизмами, которые описаны в нижеследующем тексте.
1. Чувствительностью к низкой температуре. Между исследователями широко распространено мнение, что растения могут ощущать снижение температуры и изменять текучесть клеточных мембран [170]. Интегральные мембранные белки могут воспринимать изменение текучести. Они могут выступать в качестве первичных сенсоров. Недавно новый ген COLD1jap, идентифицированный из риса, был отмечен как предполагаемым низкотемпературным первичным сенсором [171]. Ген локализуется в эндоплазматическом ретикулуме и плазматической мембране и регулирует передачу G-белка путем активации G-белковой αGTP-азы. Трансгенный рис, сверхэкспрессирующий COLD1, обеспечивает устойчивость при низких температурах.
2. Передача сигнала через вторичные мессенджеры. Низкая температура индуцирует передачу сигнала через сигнализацию Ca2+, сигнализацию ROS и опосредованную ABA сигнализацию. Ca2+ предлагается в качестве транспортера при низкотемпературной трансдукции сигнала. Приток Ca2+ может наблюдаться в цитозоле, когда растение реагирует на низкую температуру [172, 173]. Изменение концентрации Ca2+ активирует экспрессию кальций-реагирующих протеинкиназ. Например, CRLK1 передает сигнал Ca2+ и регулирует акклиматизацию к холоду через взаимодействующий каскад MAP-киназы в растениях [174]. Комплексы CBL-CIPK (CBL взаимодействуют с CIPK и регулируют CIPK) опосредуют реакции растений на низкотемпературный стресс в Arabidopsis thaliana [175].
Гормональные сигнальные пути и сигнальные пути ROS играют важную роль среди стресс-сигнализации [176]. ROS - общий сигнал, который вызывает реакции стрессового потока в нисходящем направлении, и они, по-видимому, оказывают сильное влияние на регуляцию экспрессии генов к холоду.
3. Активация киназ и фосфатаз. Модули протеинкиназы MAPK, состоящие из MAPK, MAPKK и MAPKKK, играют функцию трансдукции различных сигналов воздействия окружающей среды. Каскад MPK участвует в регулировании низкотемпературной трансдукции сигнала и толерантности к низким температурам. Низкие температуры могут стимулировать многократное повышение уровня транскрипции MAPK в течение короткого времени, например у Arabidopsis thaliana AtMPK3 и AtMPKK1, люцерна MsMMK4, томат SlMPK3 и кукуруза ZmMPK17 [177, 178, 179].
4. Транскрипционный контроль. Транскрипционная регуляция индуцируемых холодом ICE1 и CBF, по-видимому, участвует в толерантности к низкотемпературному стрессу и регулирует уровни экспрессии генов COR в большом диапазоне. ICE1 может связываться с MYC-элементом в промоторе CBF и активировать экспрессию CBF, затем связывать CBF с элементом CRT / DRE в промоторе COR и активировать экспрессию генов COR [180, 181].
5. Повышение толерантности к низким температурам. Белок генов, регулирующих стресс, и связанные с окислением гены играют жизненно важную роль в повышении толерантности к низкой температуре. В дополнение к белку COR богатый белок AFPs позднего эмбриогенеза (LEA), белки незаерзания (AFP), белки теплового шока (HSP), дегидрины (DHN) и связанные с патогенезом (PR) белки также повышают толерантность к низкой температуре и защищают растения от низкотемпературный повреждения [182]. Растения, сверхэкспрессирующие многие гены из сладкого картофеля, такие как IbLEA14, IbTPS, IbNAC1, IbMIPS1 и IbOR, демонстрируют повышенную толерантность к различным абиотическим стрессам [183, 184, 185, 186]. Кроме того, трансгенные растения сладкого картофеля с повышенной устойчивостью к абиотическому и биотическому стрессу были получены посредством сверхэкспрессии чужеродных генов. Например, были разработаны трансгенные растения сладкого картофеля с повышенной толерантностью к стволовым нематодам из-за избыточной экспрессии OCI изолированного из риса, трансформанты сладкого картофеля, сверхэкспрессирующие гены Arabidopsis thaliana NHX1 или шпината BADH, обладают высокой устойчивостью к солевым и холодным стрессам [187, 188, 189]. Кроме того, сверхэкспрессия гена Arabidopsis thaliana HDG11 улучшила переносимость засухи в сладком картофеле [190]. 
При воздействии на растения низких температур, они реагируют на низкотемпературный стресс путем изменения уровня экспрессии некоторых генов, влияющие на устойчивость к холоду. Используя базу данных, по экспрессии генов при низкотемпературном стресс, можно выделить 3 перспективных гена: CBF3,WRKY31 и BZR1. 
Белки, дегидратационно-реагирующий элемент-связывающий белок / C-повторно связывающие факторы (DREB1/CBF), которые относятся к семейству транскрипционных факторов, чувствительных к APETALA2/ETHYLENE (AP2/ERE), играют важную роль в толерантности к низкотемпературному стрессу в Arabidopsis thaliana [191]. Эти транскрипционные факторы активируют экспрессию своих генов-мишеней путем связывания с цис-действующим C-повторным/ дегидратационно-реагирующим (CRT/DRE, основная последовательность A/GCCGAC) в их промоторах, включая многие гены регулируемые холодом [192, 193].
Как было отмечено выше транскрипционный фактор CBF и его гены одни из важнейших элементов участвующих в ответе на холод. Гены CBF имеют одну из ключевых ролей, в эксперименте Пино с соав. показано, что избыточная экспрессия AtCBF1 и AtCBF3 может эффективно повысить устойчивость картофеля к замораживанию, а AtCBF2 нет [194]. Так же есть данные об успешном подавление экспресии CBF1 и CBF3, что привело к 60-процентному снижению устойчивости к замерзанию при охлаждении [195]. И наоборот, конститутивная сверхэкспрессия CBF1 или CBF3 у растений Arabidopsis вызывает повышенную толерантность к замерзанию. Тот факт, что сверхэкспрессия CBF приводит к конститутивной устойчивости к замерзанию, был отмечен у Thlaspi arvense, Oryza sativa, Lolium perenne и Brassica napus, Ipomoea batatas [196, 197]. 
Кук Д. с соав. утверждают, что путь холодного ответа CBF играет важную роль в определении состава низкотемпературного метаболома. Из 325 метаболитов, которые увеличились в ответ на низкую температуру, 256 (79%) также увеличились у трансгенных растений арабидопсиса, сверхэкспрессирующих CBF3 [198]. 
CBF1/DREB1B и CBF3/DREB1A имеют функции, отличные от CBF2/DREB1C. И хотя CBF1/DREB1B и CBF3/DREB1A контролируют одну и ту же группу генов, они согласованно необходимы для индукции всего CBF/DREB1-регулона и завершения развития акклиматизации к холоду [181, 195].
Среди нескольких путей ответа на холод CBF3/DREB1-зависимый холодный сигнальный путь лучше всего охарактеризован и является ключевым регуляторным путем [199]. У Arabidopsis CBF3 / DREB1 участвуют в регуляции экспрессии гена COR и устойчивости к холоду [181, 200]. ICE1 может связываться с цис-элементами распознавания MYC (CANNTG) в промоторе CBF3/DREB1A и индуцировать экспрессию CBF3/DREB1A и его регулонов во время холодной акклиматизации [182]. Приблизительно 40% генов COR и 46% генов транскрипционных факторов, регулируемых при низких температурах, регулируются ICE1, что позволяет предположить, что ICE1 функционирует в качестве главного регулятора, контролирующего CBF3/DREB1A и многие другие гены COR [201]. 
На рисунке 3 схематично показано, что ICE1 является фактором транскрипции типа MYC и связывается с цис-элементами в промоторе CBF3 / DREB1A для индукции его экспрессии. CBF3/DREB1A является транскрипционным фактором типа AP2 для регуляции экспрессии COR (гены, регулируемые холодом) и устойчивости к холоду. Убиквитилирование ICE1 опосредуется HOS1, убиквитин-E3-лигазой для протеасом-зависимой деградации. SIZ1, лигаза SUMO E3, опосредует сумоилирование (конъюгацию SUMO) ICE1, вероятно, приводя к блокированию убиквитилирования и стабилизации ICE1.
Геномный анализ показал, что гены CBF/DREB1 организованы в тандеме (CBF1/DREB1B-CBF3/DREB1A-CBF2/DREB1C) на хромосоме IV у Arabidopsis. CBF1/DREB1B и CBF3/DREB1A индуцируются одновременно и раньше, чем CBF2/DREB1C при низкотемпературной обработке [197].
Транскриптомный анализ в трансгенных растениях со сверхэкспрессией CBF/DREB1 показывает, что примерно 12% генов COR у Arabidopsis контролируются CBF/DREB1, но значимой специфичности к мишеням среди трех факторов CBF не наблюдается [203, 204]. Некоторые факторы транскрипции, такие как факторы ERF/AP2, RAP2.1 и RAP2.6 и цинковые пальцы C2H2-типа, STZ/ZAT10, относятся к CBF-регулону [204, 205]. 
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Рисунок 3 – Путь холодной сигнализации, который включает ICE1 и CBF3 DREB1A, по Миура  и Фуромото [201]
Сверхэкспрессия генов DREB1 / CBF повышает толерантность к засухе, высокой температуре, высокой солености и низким температурам в Arabidopsis thaliana и других растениях [206, 207, 208, 209], которые указывает на важность генов DREB1 / CBF и элементов CRT / DRE в стресс-ответах [210]. Более того, гомологи генов DREB1 / CBF играют важную роль на множестве других растений, таких как рис, соя и пшеница [184, 211, 212]. Трансгенные растения, сверхэкспрессирующие эти гены, демонстрируют повышенную толерантность к множественным абиотическим стрессам, подразумевая, что гены DREB1 / CBF участвуют в адаптации растений к суровым условиям окружающей среды.
Есть данные о том, что в сладком картофеле IbCBF3 является функциональным транскрипционным фактором, участвующим в ответах на различные абиотические стрессы в частности низким температурам [213]. 
Ли с соав. исследовали функцию брассинастеридных-сигнальных компонентов при низкотемпературном стрессе [214]. Брассинастероидные-сигнальные киназы BZR1 (brassinazole-resistant 1) играет положительную роль в регуляции реакции растений на низкотемпературный стресс. BZR1 положительно регулирует экспрессию генов CBF, напрямую связываясь с их промоторами in vitro и in vivo. Более того, некоторые гены и пути, независимые от пути CBF, регулируются BZR1. Эти данные показывают, что BZR1 положительно регулирует устойчивость растений к отрицательным температурам через CBF-зависимые и CBF-независимые пути (Рисунок 3). 
Брассиностероид нечувствительный 2 (BIN2) является GSK3-подобной киназой в передаче сигналов BR (brassinosteroid) [215]. В отсутствие BR активный BIN2 конститутивно фосфорилирует два гомологичных фактора транскрипции, брассиназол-резистентный 1 (BZR1) и BRI1-EMS-супрессор 1 (BES1), чтобы способствовать их деградации. В присутствии BRs BIN2 дефосфорилируется с помощью BSU1 и расщепляется протеасомой 26S, которая впоследствии высвобождает подавление BZR1 и BES1 с помощью BIN2 [216, 217, 218]. Дефосфорилированные BZR1 и BES1 накапливаются в ядре и связываются с их генами-мишенями, вызывая ответ BR [217, 218, 219, 220]. 
BZR1 и BES1 являются двумя хорошо охарактеризованными основными транскрипционными факторами спираль-петля-спираль в сигнальном пути BR, которые имеют 88% идентичность последовательности на уровне аминокислот. И BZR1, и BES1 связывают BRRE (CGTGT/CG) и E-box (CANNTG) через консервативный N-концевой ДНК-связывающий домен и нацелены на ряд общих генов для регуляции связанных с BR ответов [221, 222].
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Рисунок 4 – Предлагаемая модель для модуляции BZR1 устойчивости к холоду, по Ли с соав. [214]

При низких температурах индуцируется накопление дефосфорилированного BZR1, а активация BZR1 индуцирует экспрессию CBF1/2 и CBF-независимых генов путем связывания с консервативными мотивами E-box / BRRE их промоторов, в то время как BIN2 негативно регулирует реакцию растений на стресс от холода, ингибируя индуцированный холодом дефосфорилированный белок BZR1. BZR1 также напрямую регулирует некоторые COR-гены, включая WRKY6, SAG21 и SOC1, которые не зависят от CBF, для модуляции устойчивости растений к замерзанию.
Следующим потенциальным геном является WRKY31. Факторы транскрипции WRKY являются одним из самых больших семейств регуляторов транскрипции в растениях и составляют неотъемлемую часть сигнальных путей, которые регулируют многие растительные процессы. Новые данные показывают, что белки WRKY часто действуют как репрессоры, так и активаторы, важных растительных процессов. Кроме того, становится ясно, что один единственный фактор транскрипции WRKY может участвовать в регулировании нескольких, казалось бы, разрозненных процессов. 
Механизмы сигнализации и регуляции транскрипции распределяются, определяя функции белка WRKY посредством взаимодействия с разнообразным набором белковых партнеров, включая MAP-киназы, MAP-киназых киназ, 14-3-3 белков, кальмодулин, гистондеацетилазы, резистентные белки и другие транскрипции WRKY факторы [223]. В одних ранних исследованиях WRKY было показано, что выделенный ген WRKY из ксерофитного вечнозеленого куста C3, креозот-куста, является активатором передачи сигналов абсцизовой кислоты (АБК) [224]. АБК служит связующим звеном в реакциях растений на абиотические стрессы в том числе и низкотемпературный, следовательно, называется «гормоном стресса». В исследовании клеток алейрона было показано, OsWRKY24 и OsWRKY45 действуют как репрессоры АБК -индуцибельного промотора, а OsWRKY72 и OsWRKY77 являются активаторами одного и того же промотора [225]. АБК так же участвует в ответе на низкотемпературный стресс, а именно, уровень АБК увеличиваются во многих растениях в ответ на низкую температуру [226], включая Arabidopsis [227], и многие реагирующие на холод гены реагируют на АБК [228].
Например, в рисе, индуцируемой белком теплового шока HSP101 при избыточной экспрессии OsWRKY11, повышалась устойчивость к высоким температурам и засухе [229]. Аналогичным образом, избыточная экспрессия OsWRKY45 привела к усилению соле- и засухоустойчивости, в дополнение к повышенной устойчивости к различным болезням [230]. В Arabidopsis thaliana избыточная экспрессия AtWRKY25 или AtWRKY33 повышает солеустойчивость растений [231]. Эти примеры иллюстрируют, что факторы транскрипции WRKY являются частью процессов сигнализации, связанных с ответом растении на различные абиотические и биотические стрессовые условия.
С вышеупомянутыми генами ведутся работы, в частности была разработана конструкция со стресс индуцибельным промотером SWPA2 сладкого картофеля. Промотор SWPA2 содержал несколько последовательностей цис-элементов, вовлеченных в окислительный стресс, таких как GCN-4, AP-1, HSTF, SP-1, обнаруженные в клетках животных и G-бокс, специфичный для растений. Авторы статьи утверждают что индуцируемый окислительным стрессом промотор SWPA2, в частности промотор - 1314 из сладкого картофеля, будет биотехнологически полезным для развития устойчивых к стрессу растений и для развития трансгенных клеточных линий для получения полезных биологических материалов [232].

1.5 Перспективы культивирования сладкого картофеля в Казахстане
В Казахстане возможно выращивание сладкого картофеля в промышленных масштабах. Для достижения повышения продовольственной и сельскохозяйственной безопасности страны, необходимо разработать агротехнологические меры, позволяющие повысить урожайность и качество сельскохозяйственного продукта, в конечном итоге сладкий картофель, как ценный диетический продукт, пополнить основной список продуктов доступный населению страны. То есть, не стоит воспринимать сладкий картофель как альтернатива или замена картофелю. В Казахстане сладкий картофель может служить источником здорового питания и разнообразить потребительскую корзину населения.
В Послании первого Президента Республики Казахстан - Лидера Нации Нурсултана Назарбаева народу Казахстана Стратегия «Казахстан-2050» - в новом политическом курсе сложившегося государства угроза глобальной продовольственной безопасности указана среди десяти глобальных вызовов XXI века для Республики Казахстан, и сладкий картофель может стать помочь в устранении этой угрозы [233].
Так же с учетом поставленной К. Токаевым задачи по правительством проводится работа по диверсификации посевных площадей сельхоз культур путем снижения доли водоемких и монокультур, а также увеличения площадей высокорентабельных альтернативных культур, в первую очередь в южных регионах страны. Сладкий картофель способен быть высокорентабельной альтернативой в данных регионах [234]. 
Исходя из анализа литературы, следует, что одним из главных требований при производстве сладкого картофеля является безвирусный посадочный материал [30-42, 49, 69, 102-104, 235-240]. Данное требование в настоящее время является обязательным при производстве сладкого картофеля, поскольку от этого зависит качество и количество получаемого урожая.
Собранные данные указывают на перспективность применения агробактериальной трансформации для получения сладкого картофеля устойчивого к абиотическому фактору - холоду. 
Изучение и понимание процессов ответа растений на фактор холода имеет фундаментальный и прикладной характер, воздействуя на определенные процессы в растении можно увеличить толерантность и продуктивность растении. 
Согласно литературным данным по выращиванию сладкого картофеля в Турции, изменчивость урожайности с одного растения колебалась от 210 до 620 гр. [241]. В исследовании Ууах с соавт., в Нигерии показали аналогичный результат (380 ~ 460 гр) [242]. И наоборот, Мария и Соаре на юго-западе Румынии достигли большего урожая клубнеплодов с растения (1000 ~ 1600 гр.), как и Слосар с соавт., (1185 ~ 1455 гр.) на юге Словацкой Республики [243, 248].
В отчете FAOSTAT в Азии Китай лидирует по урожайности сладкого картофеля с 22,2 т/га, за ним следуют Республика Корея с 14,5 т/га, Вьетнам и Индия с 11 т/га [9]. В США урожай достиг 25 т/га, а в Европе собрано 26,8 т/га. В среднем урожай сладкого картофеля составляет 11,4 т/га. Полученные результаты сопоставимы с мировыми показателями.
Содержание витамина С в этом исследовании показало 1,0 ~ 6,7 мг/100 г в зависимости от генотипа в течение двух лет 2018 и 2019 гг., что соответствует предыдущим исследованиям [245]. Пича исследовал содержание углеводов в сладком картофеле до и после длительного хранения в сухом виде. После 8 месяцев (30 недель) хранения в генотипе Уайтстар с белой мякотью глюкоза, фруктоза и сахароза показали 0,40, 0,43 и 3,09 г/100 г соответственно [246]. У генотипа «Джевел» с оранжевой мякотью содержание глюкозы, фруктозы и сахарозы достигало 1,32, 1,32 и 5,01 г/100 г соответственно. Полученные нами данные по сахарозе сравнимы с данными Аду-Куартэнг с соавт., которые варьировались от 4,10 до 10,82 г / 100 г, но намного выше, чем у Намитеби с соавт., (1,47–5,74 г/100 г) [247, 278].
Тем не менее, можно значительно повысить качественные и количественные показатели сладкого картофеля, применяя различные агротехнические приемы, включая удобрения и виниловое мульчирование [244]. В относительно прохладном климате рекомендуется использовать черную или цветную пластиковую мульчу из-за повышенной температуры почвы [249]. Согласно обзору литературы, по сравнению с открытой почвой, значительно более высокий урожай товарных корней был получен при использовании мульчи из черной полиэтиленовой пленки [250]. Кроме того, с помощью методов генной инженерии можно повысить устойчивость сладкого картофеля к абиотическим и биотическим стрессам, что приведет к лучшей адаптации к неблагоприятным условиям окружающей среды, включая низкие температуры, и повысит урожайность [213, 251, 252].
Возможно, на результаты по содержанию углеводов и витамина С в изученных генотипах сладкого картофеля влияют несколько факторов. Как высокая внутригенотипическая изменчивость, так и климатические условия года выращивания могли способствовать различиям между генотипами. Помимо витамина C, увеличение количества многих антиоксидантов, таких как витамин E, полифенолы, включая антоцианин, и β-каротин (провитамин A), также очень полезны для здоровья растений и человека [253].
Полученные результаты показывают, что количественные показатели роста сладкого картофеля существенно зависят от генотипа и климатических условий года выращивания. Генотипы «А1» (31,2 т/га) и «К12» (22,1 т/га) могут быть хорошими кандидатами для массового выращивания сладкого картофеля в Алматинской области. При этом по содержанию сахарозы, исследованные генотипы показали в среднем 5,6 и 7,4 г/100г в 2018 и 2019 годах соответственно. 


2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Лабораторные исследования выполнены в лаборатории селекции и биотехнологии растений, «ИББР» и в Корейском научно-исследовательском институте биологии и биотехнологии «KRIBB». 
2.1 Материалы исследований
Исходным материалом для исследований служили 17 генотипов предоставленные Казахстану в рамках «Меморандума о сотрудничестве в области исследований и разработок между Корейским научно-исследовательским институтом биологии и биотехнологии (KRIBB) и Институтом биологии растений и биотехнологии (IPBB)», подписанного в апреле. 2, 2013. Один генотип («А1») был предоставлен местным фермером (Таблица 2). 

Таблица 2 – Перечень объектов исследований и их происхождение
	Наименование
	Происхождение
	Наименование
	Происхождение

	К1
	Южная Корея
	К12
	Южная Корея

	К3
	Южная Корея
	К13
	Южная Корея

	К4
	Южная Корея
	К14
	Южная Корея

	К5
	Южная Корея
	К15
	Южная Корея

	К6
	Южная Корея
	К16
	Южная Корея

	К7
	Южная Корея
	К17
	Южная Корея

	К8
	Южная Корея
	К18
	Южная Корея

	К9
	Южная Корея
	К20
	Южная Корея

	К11
	Южная Корея
	А1
	Казахстан



2.2 Методы исследований
Формирование и характеристика рабочей коллекции. Исходя из морфологических особенностей изучаемых образцов, формирование рабочей коллекции сладкого картофеля проводили согласно стандартам Международного Центра Картофеля (CIP) [254, 255, 256]. Морфологическая оценка проводилась по 11 признакам приведенными в Таблице 2.

Таблица 2 – Перечень признаков и их продля морфологической оценки сладкого картофеля
	Наименование признака
	Шифр признаков и их разновидность проявлений

	1
	2

	Степень скручиваемости растения
	NT – не вьющиеся 
ST – немного вьющиеся 
MT – умеренно вьющиеся 
T – вьющиеся
VT – сильно вьющиеся

	Длина основных лиан



1
	E – меньше 75см
SC – 75-100см
S – 151-250см
ES – больше 250см 

2

	Диаметр междоузлия
	VTh – меньше 4мм 
Th – 4-6мм 
I – 7-9мм 
TH – 10-12мм 
VTH – больше 12мм

	Длина междоузлия
	VS – меньше 3см 
S – 3-5см
I – 6-9см 
L – 10-12см 
VL – Больше 12см

	Пигментация лиан
	G – зеленый
GFPS – зеленый с несколькими фиолетовыми пятнами
GMPS – зеленый со множеством фиолетовых пятен
GMDPS – зеленый со множеством черно-фиолетовых пятен
MP – в основном фиолетовый
MDP – в основном черно-фиолетовый
TP – фиолетовый
TDP – черно-фиолетовый

	Вторичная пигментация лиан
	A – отсутствует
GB – в основном зеленый
GT – зеленый конец
GN – зеленый междоузлие
PB – в основном фиолетовый
PT – фиолетовый конец
PN – фиолетовый междоузлие
O – другой цвет

	Опущение кончика лиан
	N – не опущен
S – редкое
M – умеренное
H – сильное
VH – очень сильное

	Основной контур листа
	RD – круглый
RM – почковидное
C – сердцевидное
T – треугольное
H – копьевидное
L – дольчатое
AD – почти раздельный

	Тип деления контура листа
	NLL – нет долей (целый)
VS – очень небольшое разделение
S – небольшое разделение
M – умеренное разделение
D – глубокое разделение
VD – очень глубокое разделение

	Степень деления контура листа
	NLL – нет долей (целый)
VS – очень небольшое разделение
S – небольшое разделение
M – умеренное разделение
D – глубокое разделение
VD – очень глубокое разделение


	1
	2

	Форма центральных частей листа
	A – отсутствует
TE – зубьями
TR – треугольный
SC – полукруглый
SE – полуэллиптический
E – эллиптический
LA – ланцетовидный
OLA – обратноланцетовидный
LI – линейный

	Размер зрелого листа
	S – меньше 8см
M – 8-15см
L – 16-25см
VL – больше 25см

	Пигментация жилкования листа
	Y – желтый 
G – зеленый
PSBMR – фиолетовые пятна у основания главной жилки
PSSV – фиолетовые пятна в некоторых жилках
MRPP – основная жилка частично фиолетовая
MRMTP – основная жилка в основном или полностью фиолетовая
AVPP – все жилки частично фиолетовые
AVMTP – все жилки в основном или полностью фиолетовые
LSVTP – нижняя поверхность и вся жилка фиолетовая

	Цвет зрелого листа
	YG – желто-зеленый 
G – зеленый 
GPE – зеленый с фиолетовыми краями 
GR – сероватый 
GPVUS – зеленый с фиолетовой верхней поверхностью жилки 
SP – немного фиолетовый 
MP – в основном фиолетовый 
GUPL – зеленый сверху и фиолетовый снизу 
PBS – фиолетовый полностью

	Цвет незрелого листа
	YG – желто-зеленый 
G – зеленый 
GPE – зеленый с фиолетовыми краями 
GR – сероватый 
GPVUS – зеленый с фиолетовой верхней поверхностью жилки
SP – немного фиолетовый 
MP – в основном фиолетовый 
GUPL – зеленый сверху и фиолетовый снизу
PBS – фиолетовый полностью

	Пигментация черешка









1
	G – зеленый 
GPNS – зеленый с фиолетовым краем возле стебля 
GPNL – зеленый с фиолетовым краем возле листа 
GPBE – зеленый с фиолетовым краем на обоих концах 
GPSTP – зеленый с фиолетовыми пятна по всему черешку 
GPS – зеленый с фиолетовыми полосами 
PGNL – фиолетовый с зеленым краем возле листа 
SPPOG – некоторые фиолетовые, некоторые зеленые
TMP – фиолетовый полностью или в основном


2

	Длина черешка
	VS – меньше 10см 
S – 10-20см
I – 21-30см
L – 31-40см 
VL – больше 40см

	Форма клубнеплода
	R – круглый
RE – круглый эллиптический 
E – эллиптический 
OBE – овальный 
OV – обратно-яйцевидный 
OBG – продолговатый 
LOBG – длинно-продолговатый 
LE – длинно-эллиптический 
LIC – удлиненный или изогнутый

	Цвет основной кожуры
	W – белый
C – кремовый
Y – желтый
O – оранжевый
BO – коричнево-оранжевый
P – розовый
R – красный
PR – фиолетово-красный
DP – темно-фиолетовый



Получение и посадка черенков сладкого картофеля. Клубнеплоды высаживали в грунт горизонтально на 2/3 части, для получения большего количество проросших лиан из скрытых почек [11, 113]. Черенкование сладкого картофеля проводили по следующему протоколу: при достижении длины лиан около 1м, разрезали на черенки размером 4-5 междоузлий, при этом конечные 2-3 листа убирали. Затем черенки помещали в раствор корневина (2гр на литр воды) для получения корешков [259]. После появления на черенках корешков их сажали в открытом грунте под углом 45°С, при этом 1/3 часть растений закапывали в землю. Между черенками оставляли расстояние 30-35 см, между линиями 100 см, междурядье составило 80 см [258, 259, 260].
Выделение апикальных меристем сладкого картофеля для получения безвирусного материала. Верхушки побегов, а также пазушные меристемы из активно растущих лиан, срезали и промывали под проточной водой 10 минут, и стерилизовали 50% раствором белизны с водой в течении 5-10 минут, затем в 70% спирте 3-5 секунд, внутри ламинарного бокса. Затем обработанные эксплантаты промывали 4-5 раз стерильной дистиллированной водой. Апикальную меристему побега, состоящую из апикального конуса и одного – двух листьев примордия выделяли с использованием стерильной иглы для подкожных инъекций и скальпеля под бинокулярным микроскопом в ламинарном боксе. Чтобы избежать высыхания, изолированные меристемы (0,3-0,5 мм) переносили на мостики из фильтровальной бумаги в пробирках, пропитанных стерилизованной жидкой средой MC или KN с добавлением Кинетина 2мг/л и Гиббереловой кислоты 0,5мг/л. Через 4 недели, развитые меристемы субкультивировали на полутвердую среду MC с добавлением Кинетина 3мг/л и Гиббереловой кислоты 0,5мг/л для дальнейшего роста [259, 261, 262]. Через 2-3 недели полученные растения пересаживали в баночки с полутвердой средой MC без гормонов с добавлением витаминов, а также 3% сахарозой , 0,8% агара, pH 5,7. Через 4 недели культивирования на среде MC без гормонов проводили клонирование для дальнейшего размножения и испытаний. Протокол оптимизации получения безвирусного материала сладкого картофеля проводилась в трех повторностях для подтверждения результатов.
Метод получения каллусов из меристем. Растения сладкого картофеля выращивали в грунте при 25°C и световом режиме 16/8. Активно растущие лианы, срезали, промывали под проточной водой 10 минут, и стерилизовали  2,5% раствором белизны с водой в течении 5-10 минут, затем в 70% спирте 3-5 секунд, внутри ламинарного бокса. Затем обработанные экспланты промывали 4-5 раз стерильной дистиллированной водой. Меристему побега, состоящую из апикального конуса и одного – двух листьев примордия выделяли с использованием стерильной иглы для подкожных инъекций и скальпеля под бинокулярным микроскопом в ламинарном боксе. Выделенные меристемы выращивали на питательной среде MC1D с полным содержанием макро и микросолей и добавлением гормона 2,4-Д в концентрации 10 мг/л для индукции каллусогенеза.
Метод микроклонального размножения растений сладкого картофеля в биореакторе
Растения сладкого картофеля выращивали в грунте при 25°C и световом режиме 16/8. Активно растущие лианы, резали по междоузлиям , промывали под проточной водой 10 минут, и стерилизовали  2,5% раствором белизны с водой в течении 5-10 минут, затем в 70% спирте 3-5 секунд, внутри ламинарного бокса. Затем обработанные экспланты промывали 4-5 раз стерильной дистиллированной водой. 
Далее растения помещались в стерильные биореакторы (рисунок 5). Биореакторы автоклавировали (стерилизовали) при 121°C и 116 кПа в течение 25-30 мин. Биореакторы были коммерчески доступными биореакторами cистемы временного погружения (CВП) – RITA® (Vitropic, Франция) и SETIS™ (Зелзате, Бельгия). Биореакторы автоклавировали со стерильными фильтрами из ПТФЭ, заполняли 200 и 1000 мл соответственно питательной средой MC без гормонов с добавлением витаминов, а также 3% сахарозой , pH 5,7 и выдерживали при 25°С в течение 16/8 ч фотопериод (10000 люкс) белого флуоресцентного света. Погружение в жидкую среду производили 6 раз в сутки на 1 мин. Все биореакторы содержали по 50 индивидуальных черенков. Через четыре недели регистрировали коэффициент выживаемости.
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Рисунок 5. Микроклональное размножения сладкого картофеля в биореакторах систем временного погружения (СВП)

Клонирование и характеристика генов. Тотальнаую РНК выделяли из растений сладкого картофеля с помощью реагента тризол (Invitrogen, MA, USA), синтез кДНК с использованием TopScript™ RT DryMIX набора (dT18) (Enzynomic, Тэджон, Корея) в соответствии с инструкцией производителя. Полноразмерную кДНК IbCBF3, IbBZR1 и IbWRKY31 анализировали онлайн BlAST на веб-сайте Информационной-справочной системы (NCBI) [263]. 
Для сравнения последовательности белков использовалась программное обеспечение DNAMAN (версия 5.0) на основе аминокислотной последовательности гомологов IbCBF3, IbBZR1 и IbWRKY31. Теоретическая молекулярная масса и изоэлектронная точка (pI) были рассчитаны с использованием инструмента ProtParam [264]. Структурная последовательность белков были проведены с помощью базы данных сохраненных доменов на веб-сайте NCBI [263].
Амплификация ДНК с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). Реакционная смесь для проведения ПЦР-анализа готовили объемом 50 мкл следующего состава: 25мкл KOD буфера для KOD-полимеразы, 10 мкл 2,5мМ смеси dNTP, по 1 мкл смеси праймеров, концентрацией 100 пмоль, 1 мкл KOD -полимеразы, 1-2 мкл кДНК, 10-11 мкл вода свободная от РНК. 

Температурный режим реакции:
Стадия 1 - 94оС 2 мин.				 - 1 цикл,
Стадия 2 - 98оС 10с, 58оС 30с, 68оС 30с. 	- 35 циклов.
Стадия 3 - 68оС 7 мин.	- 1 цикл

Элюция ДНК из агарозного геля
Для элюции ДНК из агарозного геля использовали кит “Gel&PCR purification system” комании BioFact (Юж.Корея). Далее протокол согласно производителю. Вырызали часть агарозного геля содержащую ПЦР продукт на трансилюминаторе с соблюдением техники безопастности. Вырезанный фрагмент помещяли в автоклавироанный эппендорф и измеряли его массу на весах. Далее добавляли в 3-х кратный обьем UB буффера ПЦР продукта, инкубировали 10 минут при 65оС, вортексировать каждые 2,5 минуты и добавляли изопропанол равный ПЦР продукту. Перемещали раствор в спин колонку для сбора и центрифугировали при 7000 об.мин. 1 минуту. Удаляли раствор внизу колонки и добавляли на колонку 80%, центрифугировали при 13000 об.мин. 30 секунд. Сливали осадочную жидкость и центрифугировали пустую колонку 3 минуты при 13000 об.мин. Затем перемещяли колонку в эппендорф добавляли 30-50 микролитров ЕВ буффера, инкубировли 1 минуту и центрифугировали при 13000 об.мин. 2 минуты. 
Лигирование. Для лигирования ДНК продуктов использовалась лигаза ДиаСтар компании Солгент (Юж.Корея). Реакционная смесь для проведения лигирования готовили обьемом 40 мкл. следующего состава: 5 мкл векторная ДНК, 7,5 мкл вставочной ДНК, 2х лиг. буффера 20 мкл, лигаза ДиаСтар 2 мкл, дист. вода 5,5 мкл. Далее реакционную смесь целтрифугировали и инкубировали 5 минут при 25 оС. Остудить на льду, далее добавить в микс с компетентными клетками 4 мкл. Хранить при +4 оС.
Изоляция генов и построение плазмид. Полноразмерную кДНК IbCBF3 и WRKY31 получали путем ПЦР из тотальной РНК, выделенной из сладкого картофеля, с использованием специфической пары праймеров IbCBF3, IbBZR1 и IbWRKY31. Продукты ПЦР очищали и первоначально клонировали в T-blunt вектор (BioFACT, Daejeon, Корея) и секвенировали. Для генерации кострукции SWPA2::IbCBF3 и SWPA2::IbWRKY31 полноразмерная кДНК IbCBF3 и IbWRKY31 встраивалась в плазмиду pCAMBIA2300 под индуцибелным промотером SWPA2. 
Агробактериальная трансформация. Для агробактериальной трансформации были использованы компетентные клетки штамма Agrobacterium tumefaciens GV3101. Конструкции с искомыми генами 4 мкл вводили в пробирку с компетентными агробактериальными клетками. Инкубировали 40 мин во льду, затем 1 минуту в жидком азоте, для проведения теплового шока инкубировали в водяной бане при 37оС 5 мин. После чего добавляли 900 мкл YEP без антибиотиков, и устанавливали на качалку при 28оС. Для высева брали пробирку и центрифугировали при 11000 rpm в течении 3 минут, затем растворяли осадок в 200 мкл среды. Высевали на чашки Петри на слективной питательной среде YEP или LB с антибиотиками рифампицин и канамицин. Чашки Петри инкубировали 48-72 часа при 28оС. При помощи ПЦР реакции проводилась первичная проверка на наличие гена, промотера и плазмиды, для этого одиночные клетки растворяли в 10 мкл в дистилированной воде. В качестве матрицы использовали 1 мкл ночной культуры. 
В колонии которые показали положительный результат добавляли в 3,8 мл питательную среду с антибиотиками, инкубировали 28оС 12 часов. После 12 часовой инкубации отбирали по 10 и 100 мкл, добавляли 10 мл питательной среды с антибиотиками и инкубировали 16 часов при 28оС на качалке. После 16 часовой инкубации рост клеток имеряли на спектрофотометре при OD600, затем пробирки центрифугировались 8000 rpm. К образовавшему осадку добавляли 20 мл жидкой среды MC1D с добавлением ацетосирингона, каллусы в количестве 100 шт помещали в пробирку и инкубировали 30 минут в темноте при постоянном перемешивании. По истечению 30 минут каллусы сушили используя фильтровальную бумагу и перемещали на чашку Петри с питательной средой MC1D и ацетосирингоном, где инкубировали 3 дня в темноте при 25оС. После 3 дней каллусы промывали в дистиллированной воде и в дальнейшем пассировали на среде MC1D с антибиотиками. Агробактериальная трансформация проводилась в трех повторностях для получения достоверных результатов.
Полевые испытания. Полевые испытания сладкого картофеля проводились на опытном поле Института биологии растений и биотехнологии в Алматинской области в селе Узынагаш (43°10'41,1”с.ш 76°19'53,5”в.д.) в течении 3 лет, 2018, 2019 и 2020 годы. месторождение находилось на абсолютной высоте 829 м над уровнем моря. Средняя температура воздуха в Узынагаше составляет 7,9°C, а годовое количество осадков - 426 мм [265]. Состав почвы преимущественно лугово-каштановый, согласно почвенной карте Алматинской области. Предыдущей культурой возделывания был лук репчатый (Allium cepa).
Для получения проростков сладкого картофеля длиной 30 см запасающие корни сладкого картофеля высаживали горизонтально в 2/3 части почвы с вермикулитом. После формирования лиан, лиану разрезали на 4-5 междоузлии, удаляя нижние 2-3 листа. Затем проростки помещали в воду для образования корней (5-6 дней). Саженцы высаживали по гребневой системе. Расстояние между грядами и растениями составило 0,8 м и 0,3 м соответственно, что дает 41667 растений / га. Посадка проводилась в конце мая. Орошение проводилось с интервалом 4-6 дней. Окучивание и прополка производились вручную. Химические и натуральные удобрения во время эксперимента не применялись. Сбор сладкого картофеля производился в один этап в конце сентября.
Анализы углеводов и витамина С. Произвольно выбранные 500 г свежего веса каждого генотипа сладкого картофеля использовали для качественного анализа углеводов. Углеводный состав определялся научно-исследовательской лабораторией Алматинского технологического университета по номеру ГОСТ (31669-2012). Метод основан на высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с рефрактометрическим детектором и термостатической хроматографической колонкой.
Для качественного анализа витамина С случайным образом отбирали 500 г свежего веса каждого генотипа сладкого картофеля. Содержание витамина С в составе определялось прибором «Нутритест» по номеру Госстандарта (РЕН 14130-2010). Метод основан на экстракции витамина С из образцов раствором метафосфорной кислоты, последующем восстановлении L (+) - дегидроаскорбиновой кислоты до L (+) - аскорбиновой кислоты и определении общего содержания L (+) - аскорбиновой кислоты методом ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием при длине волны 265 нм.
Статистический анализ. Результаты были проанализированы стандартными методами ANOVA с использованием программного обеспечения SPSS 23. Данные выражены как среднее значение ± стандартная ошибка (всего n = 20). Стандартная ошибка среднего подсчитывается следующим образом:   

где s - стандартное отклонение, подсчитанное по выборке, n– число наблюдений в выборке. 
Стандартное отклонение (или среднеквадратичное отклонение выборки) оценивается по формуле:

где - среднее значение выборки.
Разделение средних значений было выполнено с использованием теста наименьшей значимой разницы (LSD), когда эффекты модели и лечения были значительными (P <0,05).

3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
3.1 Формирование и характеристика коллекции сладкого картофеля
Были выявлены следующие мировые центры гермоплазмы сладкого картофеля: CIP – Международный Центр Картофеля [266], USDA – Департамент сельского хозяйство США [267], SPRI – Научно-исследовательский институт сладкого картофеля Китайской академии сельскохозяйственных наук [268].
Характеристику и формирование рабочей коллекции сладкого картофеля провели по стандартам CIP (рисунок 6, таблица 4). 
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Рисунок 6 – Форма контура листа некоторых генотипа
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Таблица 4 – Характеристика коллекции сладкого картофеля
	Название генотипа
	Степень скручиваемости лиан
	Длина основных лиан
	Диаметр междоузлия
	Длина междоузлия
	Пигментация лиан
	Вторичная пигментация лиан
	Опущение кончика лиан
	Основной контур листа
	Тип деления контура листа
	Степень деления контура листа
	Форма центральных частей листа
	Размер зрелого листа
	Пигментация жилкования листа
	Цвет зрелого листа
	Цвет незрелого листа
	Пигментация черешка
	Длина черешка
	Форма Клубнеплода
	Цвет основной кожуры

	К1
	ST
	E
	I
	S
	GFPS
	PN
	N
	C
	NLL
	VS
	A
	M
	MRPP
	G
	G
	GPBE
	VS
	OV
	C

	К3
	ST
	E
	Th
	I
	G
	GB
	S
	H
	D
	D
	OLA
	M
	G
	G
	G
	G
	S
	OBG
	C

	К4
	VT
	S
	Th
	TH
	MP
	PB
	N
	C
	VS
	VS
	TE
	M
	PSBMR
	G
	G
	GPSTP
	S
	E
	P

	К5
	ST
	SC
	Th
	S
	G
	PN
	S
	L
	S
	S
	TR
	M
	PSBMR
	G
	G
	GPBE
	S
	
	

	К6
	ST
	SC
	I
	S
	GMPS
	PB
	N
	L
	M
	M
	E
	M
	AVMTP
	G
	G
	GPBE
	S
	OBE
	W

	К7
	T
	SC
	Th
	S
	GFPS
	PB
	S
	L
	VS
	S
	SC
	M
	G
	G
	GPE
	GPSTP
	S
	LE
	DP

	К8
	ST
	E
	Th
	S
	G
	PT
	N
	C
	VS
	S
	TE
	M
	G
	GPE
	GPE
	GPSTP
	S
	OBG
	O

	К9
	T
	S
	Th
	S
	GFPS
	PN
	S
	T
	S
	M
	TR
	M
	G
	G
	MP
	SPPOG
	VS
	OBE
	PR

	К11
	T
	S
	Th
	I
	GFPS
	PT
	S
	T
	VS
	VS
	A
	M
	G
	G
	G
	GPSTP
	S
	E
	

	К12
	T
	SC
	Th
	S
	G
	GB
	N
	T
	VS
	VS
	A
	M
	G
	G
	G
	G
	VS
	LIC
	W

	К13
	T
	SC
	I
	S
	GMPS
	PN 
	M
	L
	D
	M
	SE
	M
	G
	GPE
	PBS
	GPSTP
	VS
	OBE
	P

	К14
	T
	SC
	Th
	S
	G
	PT
	S
	T
	S
	S
	SE
	M
	PSBMR
	G
	G
	GPBE
	VS
	OBE
	

	К15
	ST
	E
	I
	S
	GFPS
	GB
	M
	C
	VS
	VS
	A
	M
	G
	G
	PBS
	SPPOG
	S
	E
	P

	К16
	ST
	E
	Th
	S
	GMDPS
	PN
	M
	C
	VS
	VS
	A
	M
	G
	GPE
	G
	SPPOG
	S
	LIC
	DP

	К17
	VT
	S
	VTh
	I
	G
	GB
	S
	T
	VS
	VS
	A
	M
	G
	G
	G
	G
	S
	LE
	Y

	К18
	NT
	E
	Th
	S
	MP
	PB
	N
	T
	VS
	VS
	A
	M
	PSBMR
	G
	GPE
	GPNL
	VS
	LIC
	PR

	К20
	NT
	E
	Th
	S
	MP
	PB
	H
	C
	VS
	VS
	E
	S
	AVMTP
	MP
	PBS
	GPSTP
	VS
	OBG
	DP

	А1
	MT
	SC
	Th
	S
	G
	GB
	M
	C
	VS
	VS
	A
	M
	G
	G
	G
	GPNS
	VS
	OV
	P
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Таким образом, был создан принцип формирования рабочей коллекции по морфологическим особенностям растений и клубней.
После проведения характеристики полученных генотипов из Корейского Исследовательского Института Биологии и Биотехнологии, были определены для дальнейших работ 17 генотипов сладкого картофеля. Все 17 генотипов были высажены в грунт в контролируемых условиях с целью получения лиан и последующего их черенкования (Рисунок 7). Клубнеплоды вышеуказанных генотипов были посажены в грунт при температуре 23-26°С и световом режиме 16ч./8ч. и выращивались до размера лиан 0,8 – 1 м для последующего обрезания. Аммофос вносили в землю перед посадкой за 3-4 дня, орошение проводился 2 раза в неделю. Первые 2-3 недели лианы растут достаточно медленно, однако затем идет быстрый рост в зависимости от кустистости генотипа. Было установлено, что для получения черенков лучше сажать Клубнеплоды среднего размера 300-400 гр. 
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Рисунок 7 – Получение черенков сладкого картофеля

Посадочный материал высаживали на экспериментальных участках института. Для подготовки экспериментального участка, вносили песок в грунт, для улучшения структуры почвы. Посадочный материал высаживали под углом в 45°, ¾ растения закапывали в землю. Между растениями оставляли расстояние 30-35 см, между рядами 80 см. После посадки, черенки обильно орошали. В первый месяц культивирования на открытом грунте прополку и орошение проводили минимум 2 раза в неделю (Рисунок 8). 
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Рисунок 8 – Посадка растений сладкого картофеля на экспериментальном участке

Фенологические наблюдения на экспериментальном участке показали, что через 15-20 дней после посадки в грунт растения начинают активный рост. Во время вегетационного периода наблюдалось цветение у двух генотипов К13 и К7. Начало образования клубней происходило через два месяца с момента посадки в открытый грунт. Генотипа К11, К14, К18 и К19 не образовали Клубнеплоды. Наилучшее образование клубней наблюдалось у генотипа К7 и К17. Во время вегетационного периода наилучшее кущение показали генотипа К7 и К12. При достижении длины лиан более 1-го метра нами производилась их обрезка для лучшего формирования урожая. Полное созревание клубней было завершено в середине сентября. Полив на открытом грунте проводили один два раза в неделю, удаление сорной травы и окучивание 2 раза, для аэрации которая положительно влияет на урожай.
В первых числах сентября был выполнен сбор урожая сладкого картофеля. В результате анализа были получены следующие данные по урожаю сладкого картофеля. Наибольшей урожайности достигли генотипы К7, К13 по 11,45 кг и 9,7 кг соответственно. Каждое растение этого генотипа дали по 5-6 клубней. Урожай получили без видимых бактериальных заболевании. Наименьший урожай дали генотипы К9, К12, К18 по 0,73кг, 0,9кг и 0,25кг соответственно, но стоит отметить что у генотипа К12 были правильные по форме клубнеплоды. При сборе урожая выяснилось, что 4 генотипа сладкого картофеля К11, К14, К18 и К19, при выращивании в полевых условиях изначально не образовали клубнеплоды и как следствие не дали урожай. Урожайность остальных тринадцати можно увидеть в таблице 5.

Таблица 5 – Средний урожай сладкого картофеля с одного куста 
	Наименование генотипов
	Урожайность с одного куста, кг
	Наименование генотипов
	Урожайность с одного куста, кг

	К1
	2,45
	К12
	0,9

	К3
	0,36
	К13
	0,38

	К4
	0,35
	К15
	0,51

	К6
	0,29
	К16
	0,21

	К7
	0,76
	К17
	0,34

	К8
	0,43
	К20
	0,33

	К9
	0,73
	
	



Из таблицы 5 мы можем сделать вывод, что линия К1 дала наибольший урожай с куста, но форма клубней и размер не соответствует пищевому направлению. Однако генотипа К15 и К20 имеют ровные и одинаковые по диаметру Клубнеплоды, что соответствует линиям и генотипам пищевого направления.
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Рисунок 8 – Сбор урожая сладкого картофеля

Таким образом, сформирована и охарактеризована рабочая коллекция сладкого картофеля для дальнейших исследований. Проведены фенологические наблюдения с определением потенциальной урожайности, которые свидетельствовали о возможности дальнейшего возделывания сладкого картофеля в Алматинской области. 

3.2 Получение безвирусного материала
Подбор и сравнения параметров отбора меристем и их выделения. При подборе параметра участка лианы сладкого картофеля для выделения меристем мы брали три участка: конечную ближе к клубню, центральную и начальную. Лиану разрезали по междоузлиям, и стерилизовали отдельно три части. В результате установлено, что нежелательно брать междоузлия с начальной и центральной часть, так как меристемы этих частей меньше повреждаются при стерилизации. Во время выделения апикальных меристем установлено, что меристемы длиной меньше 0,3 мм, у которых были удалены зачатки листьев примордия плохо регенерируют в растение. Таким образом, оптимальные параметры отбора меристем для получения безвирусного материала является выделение меристем с начальной и центральной части лиан, а также размер апикальной меристемы больше 0,3 мм для успешной регенерации.
Подбор и сравнение параметров питательных сред для культивирования меристем. Для оптимизации параметров питательных сред для культивирования апикальных меристем мы использовали две среды для культивирования сладкого картофеля MC и KN с одинаковым содержанием кинетина 2 мг/л и гиббереловой кислоты 0,5мг/л (Таблица 6). Согласно результатам эксперимента выявлено, что при культивировании на питательной среде MC с добавлением кинетина 2 мг/л и гиббереловой кислоты 0,5 мг/л регенерационный процесс достигает 85% от общего количества посаженных меристем, что на 21% выше, чем при культивировании на питательной среде KN. Из чего следует вывод, что питательная среда MC с содержанием кинетина 2 мг/л и гиббереловой кислоты 0,5мг/л является наилучшей для культивации меристем сладкого картофеля. 



Таблица 6 – Количество растений полученных при культивировании меристем на питательных средах MC и KN
	Параметры среды
	Название питательной среды

	
	MC
	KN

	Твердая
	58
	41

	Жидкая 
	27
	15



Также оптимизировали параметры жидкой и полутвердой питательных сред. В результате при культивировании на мостике пропитанной жидкой средой идет прямая регенерация растения, что составило 78% от общего количества посаженных меристем на жидкую среду. В то же время при культивации меристем на полутвердой среде в 50% процесс регенерации идет через каллусообразование, а остальные 14% идет прямая регенерация растения. При этом выход полученных растений больше при культивировании на полутвердой среде, так как через каллусообразование мы получили по 3-4 растения с одной меристемы. Таким образом был получен протокол введения и культивирования апикальных меристем in vitro. 
Протокол введения и культивирования апикальных меристем in vitro до образования регенерантов:
1) Верхушки активно растущих побегов из междоузлия первых 2/3 лианы промыть под проточной водой 1 час или более, стерилизовать по стандартной методике 2,5% раствором гипохлорида, затем в 70% спирте 3-5 секунд, внутри ламинарного бокса. Затем промыть в стерильной дистиллированной воде.
2) Апикальную меристему побега размером 0,3-0,4 мм выделить с использованием стерильной препарировалной иглы и скальпеля под бинокулярным микроскопом в ламинарном боксе.
3) Изолированные апикальные меристемы (0,3-0,4 мм) пересадить на мостики из фильтровальной бумаги, пропитанные жидкой питательной средой MC с содержанием гормонов кинетина 2 мг/л и гиббереловой кислоты 0,5 мг/л.
4) Полученные регенеранты из апикальных меристем пересадить на безгормональную питательную среду MC с содержанием антибиотика цефотаксим в концентрации 300 мг/л. 
Был разработан протокол введения и культивирования апикальных меристем in vitro до образования растений.
Оптимизация питательных сред для клонирования регенерантов in vitro. При оптимизации питательных сред для клонирования регенерантов in vitro сладкого картофеля, были использованы две среды MC с содержанием 1% сахарозы, и добавления гормона БАП 0,05 мг/л, и MC ½, 3% сахарозы и без добавления гормонов. 
Для оптимизации питательных сред регенеранты клонировали, оставив стебель с одним листом, клоны делали одного размера по 10 штук каждой генотипа, размером около 3 см. (таблица 7).

Таблица 7 - Развитие клонов на питательных средах 
	Генотип
	Начало появления корешков
	Полноценные корешки
	Прорастание пазушной почки
	Появление листочка пятого 

	
	MC б/г +3% сахароза
	MC +БАП 0,05 мг/л +1% сахароза
	MC б/г +3% сахароза
	MC +БАП 0,05 мг/л +1% сахароза
	MC б/г +3% сахароза
	MC +БАП 0,05 мг/л +1% сахароза
	MC б/г +3% сахароза
	MC +БАП 0,05 мг/л +1% сахароза

	К7
	4
	10
	15
	27
	7
	12
	22
	34

	К8
	5
	12
	15
	30
	7
	16
	24
	34

	К12
	4
	14
	18
	25
	6
	12
	27
	36

	К13
	3
	11
	15
	25
	9
	13
	23
	34

	К15
	4
	11
	16
	29
	7
	11
	23
	37

	К20
	4
	12
	15
	30
	9
	10
	27
	34



В итоге полученных данных было установлено, что при культивировании на питательной среде MC без гормонов с половинным содержанием солей и 3%-ой сахарозы прорастание пазушной почки и корнеобразование было гораздо быстрее, а так же растения быстрее достигали фазы пятого листочка. Однако в то же время, у всех испытанных генотипов на исследуемых питательных средах отмечается интенсивное корнеобразование. Соответственно, была подобрана предпочтительная питательная среда для клонирования регенерантов в культуре in vitro. В частности, без гормональная среда МS с 3% сахарозой (рисунок 10).
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Рисунок 10 – Развитие изолированных апикальных меристем на питательной среде
Разработка условий адаптации регенерантов in vitro в грунте и выращивание их до образования лиан соответствующего размера в контролируемых условиях. Нами были отобраны 6 генотипа дающие наибольшую урожайность: К7, К8, К12, К13, К15, К20 и пересажены в контролируемые условия по 3 каждой генотипа, были подращены до фазы пяти листочков и пересажены из пробирок в грунт в контролируемые условия (рисунок 11). Адаптация растений проводилась при двух параметрах влажности: 1 – при постепенном понижении влажности с 90% до 50 % в течении 7 дней и дальнейшем выращивании при влажности 50%, 2 - при постепенном понижении влажности с 90% до 70% и дальнейшем выращивании растений при 70% влажности, при освещении 10000 Люкс и температуре 25ºС и световом периоде 16/8 (день/ночь). После пересадки растений в грунт, мы проводили подкормку удобрениями «Кемира Гидро» (10гр/10л воды) имеющий в составе магний, серу, и микроэлементы, орошение проводили 1-2 раза в течении двух недель. Также для наилучшего стимулирования роста поливали раствором «Корневин» (1гр/1л воды) 1 раз во время посадки. Пластиковые стаканчики после 10 дней постепенно открывали, чтобы растения могли приспособиться к открытым условиям в боксе. Полив растений проводили каждые 2 дня. При повышенной влажности 70% активный рост лиан сладкого картофеля отмечался раньше на 5-6 дней. При повышенной влажности активный рост лиан отмечался через 20 дней, при влажности 50% через 25-26 дней. Скорость роста и качество лиан практически не отличалась от лиан получаемых нами из клубней. При достижении лианами размера 15-20 см, следовало их черенкование и посадка черенков в закрытый грунт.
Таким образом, были определены оптимальные условия адаптации регенерантов в грунте в контролируемых условиях. После пересадки в грунт при освещении 10000 Люкс, температуре 25ºС и световом периоде 16/8 (день/ночь) обеспечить постепенное понижение влажности с 90% до 70% и дальнейшем выращивании растений при влажности 70% до начала активного роста лиан. 
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Рисунок 11 – Адаптация регенерантов в грунте в контролируемых условиях до образования лиан

Оптимизация размножения посадочного материала в закрытом грунте – теплице. Лианы сладкого картофеля начинают активно расти примерно после трёх недель после посадки черенков, следовательно, на начальной стадии, когда черенок приживается и начинает свою жизнедеятельность очень важен субстрат из которого он берёт питание. Продолжительность периода приживаемости и адаптации черенка, характеризует качество субстрата. Для оптимизации адаптации черенков сладкого картофеля в грунте мы выбрали 3 вида субстрата: смесь 1: песок, почва и органические удобрения 2:2:1; смесь 2: песок, почва и органические удобрения 1:2:2; смесь 3: песок, почва и органические удобрения 2:1:2.
Для эксперимента брали песок речной мытый, в качестве органических удобрений служил конский навоз пятилетней давности, вместо чернозёма служил садовый грунт. Смесь смешивали соответственно в вышеуказанных пропорциях (по объёму), затем были сформированы три гребня по одному с каждой смесью, высотой 30 сантиметров. Черенки генотипа К7 по 10 штук были высажены в каждый гребень на расстоянии 80 сантиметров под плёнкой в теплице. Полив производился 2 раза в неделю, обработка препаратом анти-клещь проводилась 2 раза в августе с интервалом 7 дней. Первое окучивание проводили через двадцать дней после посадки, последующие с интервалом в две недели. Лианы по мере роста обрезались при достижении размера 0,8-1 м. Для защиты растений от вредителей, проводили обработку инсектицидом «Фитоверм» (1мл на 5 л воды), обработку проводили 2 раза в месяц, в интервале 10 дней. Подкормку «Кемира Гидро» (10гр/10л воды)растений проводили 1 раз в 2 неделю, которая содержала магний, серу, и микроэлементы. Для профилактики от грибных и бактериальных болезней, был использован биофунгицид «Фитоспорин-М» (10 мл/10л воды), обработку проводили 1 раз в 2 недели, полив осуществляли 1- 2 раза в неделю.
Фенологические наблюдения показали (Таблица 7), что наиболее оптимальными являются смеси Смесь 1 и Смесь 3, при этом растения на смеси Смесь 3 были более кустистые, возможно из-за большего количества органических удобрений (Рисунок 12).
Таблица 8 – Фенологические наблюдения за развитием растений генотипа К7 с посадки черенков и до начала образования клубней в различных составах субстрата (в днях). 
 
	Параметры
	Смесь 1
	Смесь 2
	Смесь 3

	Количество выживших черенков
	10
	10
	10

	Начало активного роста лиан 
	25
	25
	20

	Начало образования клубней
	50
	60
	50
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Рисунок 12 – Посадочный материал в закрытом грунте – теплице
Нами было определено, что смесь песка, почвы и органического грунта в соотношении 1:2:2, соответственно является оптимальным субстратом для размножения посадочного материала в теплице.
Подбор условий выращивания сладкого картофеля в открытом грунте, до получения клубней
Определение оптимальных приёмов агротехники. Главными условиями развития растений и формирование плодов являются подготовка грунта к посадке, полив и окучивание.
Нами были посажены черенки сладкого картофеля генотипа К7, в гребни по 30 см, в смесь 1: песок, почва и органические удобрения 2:2:1. Затем два участка с одинаковым субстратом и поливом обрабатывались двумя способами: 1) участок, после начала активного роста лиан поливали 1 раз в 4 дня и окучивали 1 раз в 15 дней; 2) участок, после начала активного роста лиан поливали 1 раз в 4 дня и окучивали 1 раз в 30 дней.
Такой эксперимент был заложен в связи с экономией трудовых затрат, но при сборе урожая при окучивании растений один раз в 30 дней Клубнеплоды были в полтора раза меньше, и имели более продолговатую форму, не смотря на то что черенковались с лиан одного растения. Из этого можно сделать вывод, что снижение затрат на проведение окучивания не даст необходимого эффекта так как будет потеря в урожае и получены не кондиционные Клубнеплоды. Поэтому такое условие как окучивание для нормального развития растений сладкого картофеля необходимо проводить один раз в 12-15 дней.
Определение оптимальных сроков посадки черенков в открытом грунте
При подборе условий выращивания сладкого картофеля в открытом грунте, были взяты 3 срока высаживания черенков в открытый грунт: 1-й срок черенки высаживались 20 апреля при температуре прогревания почвы в условиях Алматинской области 25оС, 2-й срок - 20 мая при прогревании почвы 30оС и 3-й срок 20 июня при прогревании почвы 35оС. Было посажено в каждый срок по 5 черенков генотипов К7, К8, К12, К13, К15, К20. Все агротехнические мероприятия проводились согласно предыдущим исследованиям. 
Исходя из данных таблицы 9, можно сделать вывод, что для получения высокого урожая сладкого картофеля, оптимальной температурой для высадки черенков в наших условиях является середина июня, когда почва прогревается до 35оС. 
Таблица 9 – Средний урожай сладкого картофеля с одного куста при различной температуре почвы
	Генотипы
	Температура почвы

	
	25оС
	30оС
	35оС

	К7
	0,2
	0,32
	0,42

	К8
	-
	0,76
	0,8

	К12
	0,18
	0,4
	0,55

	К13
	0,07
	0,2
	0,38

	К15
	0,14
	0,2
	0,41

	К20
	0,16
	0,7
	0,9


 Для получения клубнеплодов была определена оптимальная температура почвы (35°С) и смесь оптимальная смесь 1: песок, почва и органические удобрения 2:2:1. Расстояние между растениями 30 см между растениями и 80 см между рядами (рисунок 13). 
А
Б
В

[image: 2017-09-05 11] [image: 2017-09-05 11] [image: 2017-09-05 11]
А – Клубнеплоды при 35оС, Б – Клубнеплоды при 30оС, В – Клубнеплоды при 25оС
Рисунок 13 – Урожай сладкого картофеля
Контроль на отсутствие вирусов. Из полученных клубней были пророщены растения и выделена методом Тризола тотальная РНК, из которой получена обратной транскрипцией кДНК и проверена методом ПЦР анализа на наличие двух основных вирусов SPFMV (Вирус перьевой пятнистости сладкого картофеля) и SPLV (латентный вирус сладкого картофеля) (рисунок 14). Для идентификации вирусов были использованы праймеры SPFMV и SPLV (таблица 9). 

Таблица 9 – Праймеры используемые для ОТ-ПЦР анализа для обнаружения вирусов сладкого картофеля

	Название
	Олигонуклеотидная последовательность праймеров
	Размер фрагментов (п.н.)
	Температура отжига (t0)

	SPFMV
	F. TACACACTGCTAAAACTAGG
R. AGTTCATCATAACCCCATGA
	356
	58

	SPLV
	F. GGAGTCAGTTCAATCAATGGTA
R. AGTGGCTTTATTGGGTATGAT
	184
	60
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М – маркер, К – контроль
Рисунок 14 – Электрофорез в 1% агарозном геле
За контроль были взяты растения заражённые вышеуказанными вирусами. В результате проверки было установлено отсутствие вирусов SPFMV и SPLV в растениях, полученных из посадочного материала.
Полученные Клубнеплоды прорастить и выделить тотальную РНК методом Тризола, методом обратной транскрипции получить кДНК и провести ПЦР анализ на присутствие вирусной РНК [269].
В ходе проверки полученных на отсутствие вирусов с позитивным контролем клубнеплоды и растения показали отсутствие вирусов. 
Этапы получения безвирусного посадочного материала сладкого картофеля (Ipomoéa batátas). 
1. Клубнеплоды весом 300-400 грамм сладкого картофеля, высадить в грунт в контролируемые условия при температуре 23-26°С и световом режиме 16/8 и выращивать с частотой полива 2 раза в неделю до размера лиан 0,8 – 1м.
2. Верхушки активно растущих побегов из междоузлий первых 2/3 лианы промыть под проточной водой и стерилизовать по стандартной методике 2,5% раствором гипохлорида, затем в 70% спирте 3-5 секунд, внутри ламинарного бокса. Затем промыть в стерильной дистиллированной воде.
3. Апикальную меристему побега размером 0,3-0,4 мм выделить с использованием стерильной препарированной иглы и скальпеля под бинокулярным микроскопом МБС-10 в ламинарном боксе.
4. Изолированные апикальные меристемы (0,3-0,4 мм) пересадить на мостики из фильтровальной бумаги, пропитанные жидкой питательной средой MC с содержанием гормонов кинетина 2 мг/л и гиббереловой кислоты 0,5 мг/л.
5. Полученные регенеранты из апикальных меристем пересадить на безгормональную питательную среду MC с содержанием антибиотика цефотаксим в концентрации 300 мг/л. 
6. Из регенерантов in vitro выделить тотальную РНК методом Тризола, методом обратной транскрипции получить кДНК и провести ПЦР анализ на присутствие вирусных РНК. 
7. Регенеранты in vitro, свободные от вирусов клонировать, оставив стебель с одним листочком (клоны делать одного размера) и пересадить на среду MC без гормонов с половинным содержанием солей и 3%-ой сахарозы и подрастить до фазы пяти листочков.
8. In vitro регенеранты в фазе пяти листочков и развитыми корешками пересадить в контролируемые условия в грунт при освещении 10000 Люкс, температуре 25ºС, световом периоде 16/8 (день/ночь) и обеспечить постепенное снижение влажности в течении семи дней с 90% до 70% постепенным сдвиганием или приподниманием верхнего колпачка. 
9. После адаптации растения и до начала роста лиан обеспечить влажность 70% и вырастить лианы до 0,8 – 1 м.
10. Лианы черенковать следующим образом: лианы разрезать на черенки размером 7-8 междоузлий, при этом конечные 2-3 листа убрать. 
11. Черенки поместить в раствор корневина (2 грамма на 1 литр воды) до образования корешков.
12. Подготовить почву в закрытом или открытом грунте для посадки черенков в пропорции (песок, почва, органическое удобрение) 2:2:1. Если сладкий картофель высаживать в открытый грунт в условиях Алматинской области оптимальный срок посадки середина июня, для закрытого грунта поддерживать температуру внутри теплицы около 35оС.
13. Внести в почву аммофос и посадить черенки на расстоянии 30-40 см под углом 45°, 1/3 часть растений закапывали в землю. Между рядами оставить расстояние 80 см и обильно полить.
14. Прополку проводить 2 раза в неделю, окучивание 1 раз в 15 дней, обработку инсектицидом «Фитоверм» (1 мл на 5 л воды), проводить с интервалом 10 дней.
15. По мере созревания клубней собрать урожай (через 3-4 месяца после посадки черенка в грунт, в зависимости от генотипа).
16. Полученные Клубнеплоды прорастить и выделить тотальную РНК методом Тризола, методом обратной транскрипции получить кДНК и провести ПЦР анализ на присутствие вирусных РНК.

3.3 Микроклональное размножение  растений сладкого картофеля
Как было показано в предыдущем разделе микроклональное размножение, как правило, проводится на твердой  питательной среде с использованием пробирок для каждого отдельного растения. Такой способ размножения безвирусного посадочного материала в мировой практике широко распространен практически для всех вегетативно размножаемых культур. Главными  недостатками этой методики является низкий коэффициент размножения и необходимость в относительно большой площади и соответсвенно высокой энергозатратности.
Анализ литературы, который  был изложен выше, показал высокое преимущество культивирования растений в жидкой  питательной среде перед твердой питательной средой. При этом используются закрытые асептические системы – биореакторы. В наших исследованиях  для микроклонального размножения растения сладкого картофеля помещали в два различных биореактора: биореактор произведенный компанией SETIS™ (Зелзате, Бельгия) а так же биореактор RITA® (Vitropic, Франция). В биореактор компаний SETIS™ помещали по 50 растений. В биореактор компаний RITA® помещали по 10 растений. В качестве питательной среды, в обоих вариантах, была выбрана ранее оптимизированная жидкая питательная среда для микроклонального размножения картофеля [269] с небольшими модификациями. Замена питательной среды производилось каждые 2 недели. 
Корнеобразование сладкого картофеля началась примерно через 2-3 недели после переноса в биореактор. Так же не были замечены симптомы гипергидратации (полупрозрачные, хрупкие стебли и листья). После четырех недель размножения растения сладкого картофеля пересаживали в грунт в контролируемых условия.
Чтобы оценить влияние культивирования в различных системах на выживаемость во время акклиматизации, для каждой варианта оценивали десять 2-х недельных проростков. Они были выращены в грунте из песка, почвы и органического грунта в соотношении 1:2:2 с использованием полипропиленовых лотков в контролируемых условиях  при температуре 28±5°C, 75 ± 10% относительная влажность и свет 10000 Люкс. После 14 дней пребывания в данных условиях для каждой системы культивирования определяли процент выживания по следующей формуле: Процент выживаемости растений = (число выживших растений  / общее число растений) x100                             
Все эксперименты были распределены в полностью случайном порядке и повторены трижды. Данные были подвергнуты ANOVA и сравнение средств в соответствии с Тьюками (р ≤ 0,05) с использованием программы SPSS программного обеспечения. 
В результате сравнения выживаемости эксплантов при культивировании 3 методами: на твердой среде, в биореакторе SETIS™ и в биореакторе RITA®, было выявлено, что процент выживаемости сладкого картофеля полученного в биоректорах обоих типов не имела существенной разницы. Так процент выживаемости эксплантов сладкого картофеля культивированного в биоректоре SETIS™  составило 93%,  в биореакторе RITA® 91%. Растения культивировавшие в твердой среде показали более низкий процент выживаемости  76%.
Так в результате, можно сделать выводы, что акклиматизация сладкого картофеля после культивирования в биореакторах проходит лучше, чем при культивировании в твердой среде. Разница в проценте выживаемости растений в сравнении с двумя типами биоректора небольшая. Однако преимущество биореактора SETIS™ перед биореактором RITA® в том, что SETIS™ вместительнее, удобнее в работе (замена среды), тем самым это делает его наиболее подходящим в целях автоматизации и масштабирования производства рассады.
Биоракторная система временного погружения (СВП) это перспективная альтернативная система массового размножения сладкого картофеля. Данный метод размножения применим для сладкого картофеля так как сладкий картофель размножается вегетативно. Поведение разных видов (сладкого картофеля) при размножении в жидкой среде во многом зависит от генотипа. 
Выращивание растений в биореакторе целесообразно, если целью является быстрое накопление свежей биомассы. Различные цели применения биореакторной системы СВП требуют дальнейшей оптимизации питательной среды и точных условий выращивания каждого генотипа.
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А – Схематичная  структура биореактора SETIS. Б и В – Микроклональное размножение  растений сладкого картофеля (Ipomoea batatas) в биореакторе  SETIS

Рисунок 15. Структура биореакторной системы SETIS
.
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А – Схематичная  структура биореактора RITA. Б и В – Микроклональное размножение  растений сладкого картофеля (Ipomoea batatas) в биореакторе  RITA

Рисунок 16. Структура биореакторной системы RITA

3.4 Полевые испытания культивирования сладкого картофеля
Количественные данные урожая сладкого картофеля. Листья и стебли у всех генотипов развивались одинаково. Листья генотипов «К7» и «К20» имели темно-фиолетовый оттенок из-за высокого содержания антоцианов; остальные генотипа имели стандартный зеленый цвет. Длина лиан у всех генотипов в среднем составила 1,4 м. В ходе эксперимента оценивали производственные характеристики, включая количество клубней и массу клубней на растение. Согласно статистическому анализу, между тестируемыми генотипами обнаружены статистически значимые различия.
Как видно на рисунке 17, 18, 19, исследуемые генотипы показали значительную разницу в средней массе на растение и количестве клубней на растение. Например, в 2018 году «К8» показал самый высокий результат по средней массе одного растения (507,5 ± 33,9 гр на растение), тогда как в 2019 и 2020 году генотип «А1» 919,5 ± 64,5 и 922 ± 93,6 г на растение соответственно. По перечисленным выше генотипам рассчитывается урожайность т/га. Клубневые корни генотипов «А1» и «К8» были потрескавшимися или слишком крупными в отличие от других изученных генотипов. Самый низкий результат в 2018 и 2019 годах показал генотип «К20» (192,5 ± 12,3 и 224 ± 12,1 гр на растение). Однако в 2020 году почти все генотипа показали увеличение показателя веса на одно растение, в том числе «К20» (489,5 ± 53,6 грамма на растение).

[image: D:\Photo\Масса.png]

Рисунок 17 – Вес (грамм) клубнеплода на одно растение сладкого картофеля. Генотипа; «К7», «К8», «К12», «К13», «К15», «К20» и «A1» в Алматинской области, Казахстан, в 2018-2020 годах (n = 20). Средняя разница значима на уровне p ≤ 0,05, а линия ошибки представляют собой ± стандартную ошибку среднего.
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Рисунок 18 – Лист 1.
Рисунок 18 – Количество клубнеплода на одно растение сладкого картофеля. Генотипа; «К7», «К8», «К12», «К13», «К15», «К20» и «A1» в Алматинской области, Казахстан, в 2018-2020 годах (n = 20). Лист 1.
Средняя разница значима на уровне p ≤ 0,05, а линия ошибки представляют собой ± стандартную ошибку среднего. Лист 2.
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Рисунок 19 – Урожайность клубнеплода сладкого картофеля (т / га); «К7», «К8», «К12», «К13», «К15», «К20» и «A1» в Алматинской области, Казахстан, в 2018-2020 годах (n = 20). Средняя разница значима на уровне p ≤ 0,05, а линия ошибки представляют собой ± стандартную ошибку среднего.

По совокупным результатам за 3 года (таблица 11) генотип «А1» показал самую высокую урожайность (31,2 т с га) и среднюю массу растения (751,3 г с растения). «К8» (19,5 т / га) и «К12» (22,1 т / га) показали высокую урожайность. Если рассматривать только высокую урожайность, эти генотипа следует отбирать в основном для промышленных целей. 
В результате проведенных экспериментов можно сделать вывод, что генотипа с белой мякотью являются более подходящими и наиболее урожайными для Алматинской области Казахстана. Напротив, генотипа пурпурной и оранжевой мякоти («К7», «К20» и «К15») показали более низкие результаты, однако они более подходящие для пищевых целей. В дальнейшем можно провести полевые испытания с другими генотипами для окончательного заключения.





Таблица 11 – Средние результаты урожая сладкого картофеля по данным за 2018–2020 гг.
	Генотип
	Масса клубнеплода *
	Количество клубнеплода *
	Урожайнсть т/га**

	A1
	751.3± 58.1
	3.5± 0.3
	31.2± 2.4

	К7
	420± 35.7
	2.8± 0.2
	17.4± 1.4

	К8
	471.3± 28.2
	3.5± 0.3
	19.5± 1.1

	К12
	533± 34.3
	3.7± 0.4
	22.1± 1.4

	К13
	406.1± 22.7
	2.8± 0.2
	16.7± 0.9

	К15
	423± 23.6
	3.6± 0.4
	17.5± 0.9

	К20
	302± 26
	2.6± 0.3
	12.5± 1


* Средняя разница значимости на уровне p ≤ 0,05. 
** 41667 растений / га.
Качественный анализ состава клубней сладкого картофеля урожая 2018-2019. Из Таблицы 12 видно, что содержание витамина С и углеводов в разные годы и генотипа сладкого картофеля значительно различались. Содержание витамина C составляло 1,0 ~ 6,7 мг / 100 г в зависимости от генотипа в течение двух лет 2018 и 2019 гг. что касается содержания сахарозы (г на 100 г), то изучаемые генотипа показали в среднем 5,6 в 2018 г. и 7,4 в 2019 г. 
Данные по фруктоза варьировались от 0,5 г («К8») до 1,3 г («A1») в 2018 г. и от 0,3 г («К15», «К8») до 0,9 («К13») в 2019 г. Данные по глюкозе варьировались от 0,6 г («К20») до 1,0 г («К13») в 2018 году и от 4,3 г («A1») до 5,7 г («К15») в 2019 году. Сахароза была основным компонентом общего количества растворимых твердых веществ (TSS) в изученных генотипов, что согласуется с другими литературными данными [110].

Таблицы 12 – Количественный анализ витамина С и углеводов в генотипах сладкого картофеля.

	
Генотип

	Витамин С
мг/100 гр
	Сахароза
гр/100 гр
	Глюкоза
гр/100 гр
	Фруктоза
гр/100 гр

	
	2018г
	2019г
	2018г
	2019г
	2018г
	2019г
	2018г
	2019г

	К7
	5.7
	4.1
	6.8
	9.2
	0.8
	4.9
	0.6
	0.4

	К8
	1.1
	6.0
	5.3
	5.7
	0.6
	4.7
	0.5
	0.3

	К12
	3.7
	6.7
	5.2
	6.8
	0.8
	4.8
	0.9
	0.3

	К13
	1.0
	5.6
	5.4
	5.5
	1.0
	5.7
	0.6
	0.9

	К15
	5.3
	4.4
	5.2
	10.1
	0.8
	5.7
	0.5
	0.3

	К20
	5.9
	4.8
	6.1
	6.7
	0.6
	4.5
	1.2
	0.4

	A1
	5.8
	4.5
	5.5
	7.6
	0.7
	4.3
	1.3
	0.1


Следует отметить, что в 2018 году через 10 дней после посадки рассады зафиксированы атипичные отрицательные температуры (в среднем -5 ° C). Растения пережили холодовой шок, некоторые листья были некротизированы. Как видно из приведенных выше данных, в 2018 г. холодовой шок повлиял на формирование клубнеплода, в частности, увеличил их количество, но снизилась урожайность у испытанных генотипов, за исключением генотипа К8. Этим можно объяснить разницу в количественных данных по годам.
Данные результаты сопоставимы с зарубежными и показывают перспективность культивирования данной культуры в Казахстане.
Дополнительно данная работа продолжается в рамках проекта AP09260382 «Создание устойчивых к абиотическим стрессам растений сладкого картофеля и определение приемов его эффективного выращивания», начаты работы по научно-обоснованная агротехника выращивания сладкого картофеля в Алматинской области Казахстана, в частности оптимизация сроков посадки растений, покрытия гребней различной пленкой и мульчой. По предворительным данным использование черной пленки в качестве мульчи показали хороший результат в сравнений с другими видами мульчи.
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Рисунок 20. Различная мульча для повышения урожайности сладкого картофеля


3.5 Получение устойчивых к стрессовым факторам растений, с использованием методов генетической инженерии.
Для получения устойчивых к стрессовым факторам растений сладкого картофеля был проведен поиск соответствующих генов по литературным данным и во время стажировки в научно исследовательски центр КНИИББ согласно базе данных инженерно научно-исследовательского центра систем растений. Отобранные гены, которые показали высокую экспрессию при абиотических стрессах. Отобранные гены: NHL3, XTH15, HMG, BZR1, WRKY31, CBF3 список и краткая информация приведена в таблице 10.
Для каждого из выбранных генов конструировались специфические праймеры для выделения полноразмерного гена. Из этого списка генов для дальнейших работ были выбраны 3 гена. Так как они показали более высокие цифры при секвенировании.
Так же были выбраны промотеры, стресс индуцибельный промотер SWPA2 и констутивно экспрессирующи промотер CamV35S и Nos терминатор. Оба промотера предоставил проф. Квак из КИИББ, последовательность промотеров предоставлена на рисунке 21-22.
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Таблица 13 - Краткая информация по генам согласно базам данных НЦБ (NCBI)
	Наименование гена
	Описание гена
	Метка локуса
	Тип гена
	Наименование
РНК
	Также известен как
	Локализация
	Резюме

	NHL3
	NDR1/HIN1-like 3
	AT5G06320
	Белок-кодирующие
	NDR1/HIN1-like 3
	MHF15.16; MHF15_16; NDR1/HIN1-like 3
	5 Хромосома - NC_003076.8 
	Участвует в защитном ответе на вирусы и бактерии.

	XTH15 
	Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 15
	AT4G14130
	Белок-кодирующие
	xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 15
	DL3105C; FCAALL.173; XTR7; xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 15; xyloglucan endotransglycosylase 7
	4 Хромосома - NC_003075.7
	Имеет структурную роль в первичных клеточных стенках, возможно, связывая соседние микрофибриллы и сдерживая рост клеток.

	HMG
	Группа высокой мобильности
	AT3G28730
	Белок-кодирующие
	Группа высокой мобильности
	ATHMG; high mobility group; NFD; NUCLEOSOME/CHROMATIN ASSEMBLY FACTOR D; SSRP1
	3 Хромосома - NC_003074.8
	кодирует компонент комплекса облегчения транскрипции хроматина (FACT), SSRP1. Наряду с STP16 связывается с промотором FLC.

	BZR1 
	Белок семейства позитивных регуляторов сигналов брассиностероидов (BZR1)
	AT1G75080
	Белок-кодирующие
	
	BRASSINAZOLE-RESISTANT 1; F9E10.7; F9E10_7
	1 Хромосома - NC_003070.9
	Кодирует позитивный регулятор пути передачи сигналов брассиностероида (BR), который опосредует как ответные реакции BR, так и регуляцию биосинтеза BR по отрицательной обратной связи. Имеются доказательства зависимого от фосфорилирования ядерно-цитоплазматического перемещения BZR1. GSK3-подобные киназы (включая BIN2), белки 14-3-3 и фосфатаза BSU1, по-видимому, участвуют в этом процессе. Фосфорилирование, также влияет на транскрипционную активность BZR1.

	WRKY31 
	ДНК-связывающий белок WRKY 31
	AT4G22070
	Белок-кодирующие
	
	ATWRKY31; F1N20.170; F1N20_170; WRKY DNA-binding protein 31
	4 - Хромосома NC_003075.7
	член фактора транскрипции WRKY; Группа II-b

	CBF3 (DREB1A)
	Элемент реакции на обезвоживание B1A
	AT4G25480
	Белок-кодирующие
	Элемент реакции на обезвоживание B1A
	ATCBF3; C-REPEAT BINDING FACTOR 3; C-REPEAT BINDING FACTOR 3; CBF3; dehydration response element B1A; T30C3.3; TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR CBF3
	
	кодирует члена подсемейства DREB A-1 семейства факторов транскрипции ERF / AP2 (CBF3). Белок содержит один домен AP2. Это подсемейство состоит из шести членов, включая CBF1, CBF2 и CBF3. Ген участвует в реакции на низкую температуру и абсцизовую кислоту.



CCATGATCAGATCGATAATACCAAATGGTACCACCTAACTAGGTGATATATATTATGTATGTCATTATTTTAAACTGTATTACAAAGACTATTTTTTCATTAATTGGTAAAAGAAAAATTAAACAGAAAAGAAAGGAAAAAATGACTCACCACCTAGCACCTAGACACCTAGACACCAAGTACCCAAACCCTCTATTTTCAACATCTATTTTCAGATGTAAATATGAGTTGGACGAAGAAGGTGTTAGCAATTATTTGATTAATCTTGCTACGATAATTATGATCCACTCACTTAGTCATTTTTTTCAGACCAAGACAACTAGCTTGAGTTTTTTATTGTATGTGGTCGGAACGTTTTTTGTAATTAAAAAAATAAAAGTTGCGTCATTATATATGGTAGATTAAGTAATTGATCAATCAACGTTTAATTTTGCATTTATCGGCAAGGTGGAGGTTCGAACTTCAGTCGAAACTTAGAGAGTCATTGGAGACCTTGACCAGTTAACTAGCGGTGTCGAAAACCTGCACAACTTGAGATTTAATTGCATACCTTTTATATATGACGCGTTTTATTTTATTTTCCTAGAAAATAATTTGGAAGAAAATAAGAATATGTATTCTGTGAAAGCTAGGCCAAAACGAATGTCTTTTCGTCGTTCTCGTTAAAGGTTTAGATCATATTTCATCTGGTCCAACACTCAAACTTGTATAATGGACGAATTATTAGTCATTTTAGACCTACCGGCTAGCGCGACTTTTTTGTTTTCCATAAAGATTCGATAATTGCATGGCCAGATGCAAAGTTTGAAATTTAATGTTTGCCAAATCCTACCATACACCACAACACATGTCTCGGGGCCAAGTGGCACCAGCAAACATTCCTGTCATAATTAATTTTTTTAATGAGAAGGAGGAAACTCACAGCTATTACTCGAAGGTATATAATATTGAGTAAATCTTACTTTGTGATTCTAGTTGACAAAACACCGCAAGATAAACTATACTAAGTTCAAATCACCTCACCGGGTTGGCTCAGATTGGTTTTTTCAATACAAGAGGGGGTGTGAACTCCCGTGCCGACCCCTTTTGAGGGACAATAATGTACGGTCACGCCAACCAACCTTGATTTTTTCTGGCAAATATATTACTACATATATTACACGGTCAAATAATTAATCAAAAAATAAAAAAAGACCCCAATTAAAGTCCCCAACCACTCTCAAATATTCTATTTATGGGAAACCTTAGAGGCAATTCATGCATCCTCAACCCCTTCTTCTTCATTTTCTTAATCTTACATTTTCCTTTGACC

Рисунок 21 – Сиквенс промотера SWPA2

GGATCCTCTAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGATTCCAGATAGGCCTAACGCTTGTCCAAGATCTATTCAGGATATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTTCAACGATGGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCATTTGTAGGAGCCACCTTCCTTTTCCACTATCTTCACAATAAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATTGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTGATATTTTTGGAGTAGACAAGTGTGTCGTGCTCCACCATGTTGACGA
Рисунок 22 – Сиквенс промотера CamV35S
Получения культуры каллусов для дальнейшей трансформации генетическими конструкциями. Первым этапом работ по получению трансгенных растений сладкого картофеля, было получение каллусных культур из меристем для дальнейшей трансформации целевыми генами по индуцибельными промоторами. Существенным фактором для успешного переноса генов при агробактериальной трансформации, является индукция эмбриогенного каллуса. 
Для получения культуры каллусов были отобраны 2 генотипов сладкого картофеля. На первом этапе проводилась стерелизация междоузлии. Междоузлия отбирались ближе к клубню, то есть начальная и центральная часть проростка, считается, что меристемы этих частей меньше повреждаются при стерилизации. Экспланты в виде меристем проростков сладкого картофеля были высажены на питательную среду для индукции каллусогенеза. В стерильных условиях под микроскопом выделялась меристема, которая переносилась на питательную среду MC1D без добавления гормонов и антибиотиков и инкубировалась 3 месяца в темноте при 25оС. В процессе культивирования часть меристем развивалось в целое растение, клетки других меристем подвергались дедифференцировке – каллусогенезу. Около 80% всех культивируемых меристем образовали каллус. В дальнейшем можно было увидеть различие в индукции морфогенеза каллусных культур. Так было отмечено появление эмбриональных каллусов, способных к образованию первичных биполярных структур проростков и корней сладкого картофеля, а также однородных, неморфогенных каллусов. Полученные каллусы в дальнейшем пассировались на свежие среды для поддержания роста и развития клеток. В дальнейшем для проведения агробактериальной трансформации использовались только эмбриональные каллусы.
Выделение целевых генов IbCBF3, IbWRKY31 и IbBZR1 из растенительного материала и клонирование под индуцибельным промотором. Для получения исследуемых генов была выделена тотальная РНК сладкого картофеля при помощи реагента TRIzol по стандартному протоколу, далее была снтезирована кДНК с использованием готового микса TopScript™ RT DryMIX (dT18) (Enzynomic, Daejeon, Корея) в соответствии с инструкцией производителя. Используя базу данных NCBI [263], Мичиганского университета [270] и наших коллег из KRIBB (Корейского Института Биологии и Биотехнологии) были составлены специфические праймера для изучаемых генов (таблица 11) . 
Затем были выделены вышеуказанные гены (рисунок 16), определена их длинна (IbCBF3 – 786bp, IbWRKY31– 1716bp, IbBZR1– 981bp) и гены были клонированы в T-blunt™ вектор. Набор для клонирования T-Blunt™ PCR обеспечивает жизнеспособную систему отбора, которая выращивается только во встроенной колонии путем автоматического вымирания самолигированного клона из-за гена ccdB вектора T-Blunt™. Затем был проведен полный секвенс полученных генов компанией Genotech (www.genotech.co.kr) (рисунки 17, 18, 19) и проведен сравнительный анализ данных с базами NCBI применяя программу BioEdit. Для сиквенса IbWRKY31 были составлены праймеры так как длинна гена IbWRKY31 составляет 1716bp что затрудняло проведения полного сиквенса гена. 

Таблица 14 – Последовательность использованных в работе праймеров.

	Праймер
	Сиквенс (5'-...-3')
	Применение

	IbCBF3-F
	ATGGATATGGATATGGATATAGTTG
	Для выделения гена

	IbCBF3-R
	TTAAATGGAGAAAGACCAGAGTGA
	Для выделения гена

	IbCBF-F. RS
	GGATCCATGGATATGGATATGGATATAGTTG
	Для сайта рестрикции SmaI

	IbCBF-R. RS
	CCCGGGTTAAATGGAGAAAGACCAGAGTGA
	Для сайта рестрикции BamHI

	IbWRKY31-F
	ATGGACAAAGGTTGGGGTTTGA
	Для выделения гена

	IbWRKY31-R
	TTAGTTCCCCGGGAAACTGC
	Для выделения гена

	IbWRKY31-F RS
	TCTAGAATGGACAAAGGTTGGGGTTTGA
	Для сайта рестрикции XbaI

	IbWRKY31-R RS
	CTCGAGTTAGTTCCCCGGGAAACTGC
	Для сайта рестрикции SacI

	IbWRKY31-F.SA
	TGGGATGCTGTCGCAGGTT
	Дополнительно для сиквенса

	IbWRKY31-R.SA
	TGGTTGTGCGTCCCTTCGT
	Дополнительно для сиквенса

	IbBZR1-F
	ATGATGTGGGAGCCCGGA
	Для выделения гена

	IbBZR1-R
	TCATATACGAGTACTGCCACTTCC
	Для выделения гена

	IbBZR1-F.RS
	CCCGGGATGATGTGGGAGCCCGGA
	Для сайта рестрикции SmaI

	IbBZR1-R.RS
	GGATCCTCATATACGAGTACTGCCACTTCC
	Для сайта рестрикции BamHI





[image: ]А) 

[image: ]

Б) 




[image: ]
В) 




Рисунок 23 – Электрофорез генов А) IbCBF3, Б) IbWRKY31 и В) IbBZR1 после ПЦР, 1% агарозный гель

	ATGGATATGGATATGGATATAGTTGGGAATTATTATTCTGGGAATTTTCTAAGTGCTGCTGCGGCGGCGTCGAGTTTTTGGTCGCCGGAAATGGGTGCAGTAGTGTCTTCGCCACTGTCTTCTTCTGATACTGGGAGTTGCAGCGCTACTATGAAAGCGAATTTGTCGGATGAAGAGGTGTTGTTGGCTTCTAATAATCCGAAGAAACGCGCTGGGAGGAAGAAGTTTCGGGAGACTCGACACCCGGTGTACCGGGGAGTGAGGAGGAGGAACTCCGGGAAGTGGGTGTGTGAGGTGAGGGAGCCCAACAAGAAGTCCAGGATATGGCTGGGAACTTTCCCCACGGCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGACGTGGCCGCCATCGCTCTCAGAGGCCGCTCCGCCTGTCTCAACTTCGCCGACTCGGCTTGGAGGCTTCCAATCCCGGCGTCCGCCGACCCCAAGGACATCCAGAAAGCTGCGGCGGAGGCGGCGGAGGCTTTCCGTCCAGTGGCACTGCCAGCAAACCAAAACCAAACCCAACGGATTATTCTAGAAGCTGAAGAAGAAGAAGAAGAGTGCAACAGTAGTATGAAAGAGGAACAAGTGTCCACAACCAACGAAAACGTGTTCTTCATGGACGAGGAAGCGTTTTTCGACATGCCCGGATTGCTTGCTGACATGGCTCAAGCCCTGATGCTACCTCCACCTCAATGCGCACTAGTGGACCGTACCAATGACGTGGAGCTTGATGCTGACGTGTCACTCTGGTCTTTCTCCATTTAA



Рисунок 24 – Сиквенс гена IbCBF3

	ATGGACAAAGGTTGGGGTTTGACCCTCGAGAATCCTGATCAGCGCTCTGCTGGGTTCTTCACGAACAAGCCGGTTTTTGGGTTTAATCTTAGCCCGCGCTTGAATCCGATCAACGCCGGCGGTAGTGGCGGTATGATTCCGATCAACGCCGCCGCCGAGAAACGTGGGCCGCCCAACGAAGTTGACTTCTTCTCCGACAAGAAACTGCCGCCGCCGCAGGCGGCGGCGGCGGATATCGTCGTCAAGAAGGAGATAACCTTGCACGGAGAACCCGTCACCAAATCCGATTTGAATGTAAATACTGGACTGCAACTTGTGATTGCTAACGCCGGGAGTGATCAATCCACGGTGGACGATAGTGTTTCATCGGATATGGAGGAGCGAAGAGCCAAGAACGATCTGTCAGTGTTGCAAGTGGAGCTGGAAAAGATGAACGCCGAGAATCAGAGATTGCGTGGGATGCTGTCGCAGGTTTCCACCAACTACAGCGCTTTAAAGCAGCATCTCGAGAATCTAATGCAATCCCAGAATCAGCAAAGTTCCAGAATAGGAAGCACACAAGATCGTGAGGTTGTTGACAGAAAATCCGAGGAAAAGAAGCCTGAGAAAGAAGAAACGACTGTTCCGAGACAGTTCCTGGAGTTGGTTCCCGCCGGCGGCGGTGCGGCAGCGGATGAGCCGTCGCAGTCTCATACTTCGTCGGAGGAGAGAACACTGTCTGCGGGTTCTCCGAGGAACAACACGGAATTGTCGAGGCATAAAGGGATTGCCAGGGAAGACAGTCCAGATTCAGAAAGCTGGGCTCCTAATAAACTCCCAAAGCTGAATTCTTCCAAGCCTGTTGATCAAGCTGCCGAGGCTACCATGAGGAAAGCCCGTGTCTCCGTTCGGGCCCGATCCGAAGCCCCCATGATTAGTGATGGATGTCAATGGCGGAAATATGGACAGAAAATGGCGAAAGGAAACCCGTGTCCCCGAGCTTATTATAGGTGCACCATGGCGGTTGGGTGTCCGGTTCGAAAACAAGTACAAAGGTGTGCGGAGGATAGGACGATTTTGATCACGACTTACGAAGGGACGCACAACCACCCGCTGCCGCCGGCCGCCATGGCGATGGCGTCGACGACCTCGGCGGCGGCGAACATGCTACTTTCCGGCGCCATGCCGAGCGCCGACGGGATGATGAATACTAACTTTCTTGCAAGGGCAATTCTGCCTTGTTCTTCTAGCATGGCTACAATTTCAGCTTCGGCGCCTTTTCCAACCGTTACCCTTGACCTCACACAAACCCCCAATTCTTTGCCTAATTACCAAAGACCCCCAACTCAATTCCAACCCCCTTTCGCGGGAGCCCCTCAAATTCCCCAAAATTACCCTCAGCTCCCCCAGGTTTTCGGTCAAGGTTTGTACAACCAGTCAAAGTTCTCCGGCCTGCATGTTTCCCACCAAGACATCGGCGCAGCCGCGGCTCAGGCGGCGCAGTTGGCTCAACAGCCGCGCGTGCAGCCACCGCCGCCGCAACACCCTTTGTTCGCCGACACGCTCAGCGCCGCCACGGCCGCCATCACCTCCGACCCCAACTTCACCGCCGCCCTCGCCGCCGCCATCTCCTCCATCATGGGCGGTGGCTCCCAGCCGAATAACGCCACTAATGCCGCCGCCGCCGCCACTAGCAACACCAACAAGACTAGCAGTTTCCCGGGGAACTAACCATGG



Рисунок 25 – Сиквенс гена IbWRKY31


CCCGGGATGATGTGGGAGCCCGGAGGATCAGCGGGATCATTGTCGGAAGCTGCCGGCGGAGCGGGAGGGGGAGAGATGGGAGCTGGCTCGGGGAGCGGGAGGAGGAAACCGTCGTGGAGGGAGAGGGAGAACAACAGGAGGAGAGAGAGGAGGAGGCGAGCCATAGCGGCGAAGATATACACAGGGTTGAGAGCTCAGGGGAACTACAATCTCCCCAAGCACTGTGACAACAACGAGGTTCTCAAGGCGCTGTGTGCCGAGGCTGGCTGGATCGTCGAGCCCGATGGCACCACCTATCGCAAGGGAGGCAGGCCAACCCCAATGGAGATTGGAGGTACATCAACCAACATCACCCCAGGCTCTTCCAGGAATCCCAGCCCGCCATCTTCATACTTTGCTAGTCCTATTCCGTCTTACCAACCCAGCCCGATGTCGTCCTCTTGTCCGAGTCCAACACATGGTGATGCCACCAATGTGTCACCGCATCCTTTTGCTTTTCTCCGTAATGCAATCCCTTCCTCCCTCCCTCCCCTGCGAATATCAAACAGTGCTCCTGTAACGCCACCTCTGTCTTCGCCGACCAGAGTTCCTAAGCCAACTTTCAATCTGGAGAGTTTGACCAAAGAGTCCATGTCTGCCCTGAACATTCCTCTCTTCGCTTCTTGCCCCACCAGTCCAACTCGTGGTCCTCGCTTCCCTGCTACTATTCCAGAATGCGACGAGTCAGAAACATCCACTGTTGATTCAGACCAGTGGATGAGCTTACAGAAGTGTGGGCCTAATGCAGTTCCTACTTCCCCTACTTTCAATCTCGTGAAACCAGTTGCTCAGCGAATTCCTCCTAACAGCATGATGTTCGATAAGGGTAAAAGCATCGATTTTGGGTTTGAGAATGTGGCGATGAAGGCGTGGGAAGGGGAAAGAGCCCACGAGGTTGGATTGGACGATCTGGAGCTCAAACTTGGAAGTGGCAGTACTCGTATATGAGGATCC

Рисунок 26 – Сиквенс гена IbBZR1

Создание конструкций с генами CBF3, WRKY31 и BZR1
Полученные гены IbСBF3 и IbWRKY31 были клонированы в тело агробактериального бинарного вектора pCAMBIA2300 с индуцибельным промотором SWPA2 по сайтам рестрикции с последующим лигированием. Промотор SWPA2 предоставлен профессором С.С.Кваком (KRIBB) (рисунок 20). Полученный ген IbBZR1 был клонированы в тело агробактериального бинарного вектора pCAMBIA1300 с индуцибельным промотором CaMV35S по сайтам рестрикции с последующим лигированием (рисунок 21). Наличие вставок было проверено методом ПЦР анализа и сиквенсом [271].
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Рисунок 27 – Конструкции SWPA2: IbСBF3 и SWPA2: IbWRKY31 с целевыми генами полученные в теле плазмиды pCAMBIA2300 под индуцибельным промотором SWPA2, лист 1
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Рисунок 28 – Конструкции SWPA2: IbСBF3 и SWPA2: IbWRKY31 с целевыми генами полученные в теле плазмиды pCAMBIA2300 под индуцибельным промотором SWPA2, лист 2
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Рисунок 29 – Конструкция CaMV35S:IbBZR1 с целевым генамом IbBZR1 в теле плазмиды pCAMBIA1300 под промотором CaMV35S

В результате были успешно выделены целевые гены из растительного материала сладкого картофеля и созданы генетические конструкции с различными бинарными векторами и промоторами. Данные конструкции будут применятся в дальнейшей агробактериальной трансформации.
Генетическая трансформация растительных тканей сладкого картофеля конструкциями с целевыми генами. Для наработки плазмидной ДНК, клетки штамма E.coli DH5α были трансформированы конструкциями SWPA2:IbСBF3, SWPA2:IbWRKY31 и CaMV35S:IbBZR1 методом теплового шока, размножены и отселектированы на среде с рифампицином и канамицином с концентрацией 50 мг/л. Полученные штаммы был размножены в среде LB, с последующим выделение плазмидной ДНК и сиквенсом. Затем полученной плазмидной ДНК были трасформированы агробактерии штамма GV3101, отселектированы на твёрдой среде YEP c рифампицином и канамицином с концентрацией 50 мг/л, размножены и подготовлены для трансформации тканей. 
Для проведения агробактериальной трансформации были использованы безвирусные эмбриональные каллусные культуры. Агротрансформацию проводили по стандартной методике. Затем трансформированные каллусы подсушивались на фильтровальной бумаге и пересаживались на питательную среду MC с добавленим антибиотиков канамицин и цефотаксим и без добавления гормонов роста. Для лучшей регенерации питательную среду меняли каждые 2 недели. 
В результате проведенной работы была получена каллусная культура для трансформации конструкциями с целевыми генами под индуцибельными промоторами. Были выделены гены из сладкого картофеля (Ipomoea batatas.L) IbCBF3, IbBZR1 и IbWRKY31, получены две конструкции с вышеуказанными генами под контролем индуцибельного промотора SWPA2 и промотора CaMV35S. Из трасформированных каллусных культур в течении 6 месяцев были получены трансгенные растения сладкого картофеля на селективной среде (рисунок 30). 
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А – трансформированный эмбриональный каллус Б – каллус с хлорофиллсодержащими участками В – регенерант
Рисунок 30 – Процесс образования регенерантов сладкого картофеля из каллусов до растения

3.4 Получение холодоустойчивых форм, с использованием методов генетической инженерии 
Клонирование растений сладкого картофеля in vitro с целевыми генетическими конструкциями. Из трансформированных растений in vitro была выделена ДНК и проведёнен ПЦР анализ со специфическими праймерами на присутствие целевых генов SWPA2:IbCBF3, SWPA2:IbWRKY31 и CaMV35S:IbBZR1. 
Из 28 полученных растений из трансформированных каллусов конструкцией SWPA2:IbCBF было получено 10 растений с целевой генетической вставкой (рисунок 31 А). 
Из 21 полученного растения из трансформированных каллусов конструкцией SWPA2:IbWRKY31 было получено 12 растений с целевой генетической вставкой (рисунок 31 B). 
Из 17 полученных растений из трансформированных каллусов конструкцией Rd29А:AtCBF3 было получено 2 растения с целевой генетической вставкой (рисунок 31 С).
[image: ПЦР анализ на присутствие целевой генетической вставки2]
М – маркер, 1-12 номера трансформированные растения in vitro. А - SWPA2:IbCBF3, B - SWPA2:IbWRKY31, C - CaMV35S:IbBZR1
 
Рисунок 31 – ПЦР анализ на присутствие целевой генетической вставки

Целевые генетические вставки SWPA2:IbCBF, SWPA2:IbWRKY31 и CaMV35S:IbBZR1 были подтверждены дополнительно сиквенс-анализом. Два растения имеющие вставку CaMV35S:IbBZR1 значительно отставали в росте и корнеобразовании, поэтому исключены нами из дальнеших исследований [272].
Далее все растения, имеющие целевые вставки были клонированы in vitro для дальнейших исследований (рисунок 24). 
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Рисунок 32 – Лист 1
А- Регенерация в трансформированных калусах сладкого картофеля на селективной среде МС с добавлением антибиотиков Канамицина 50 мг/л и Рифампицина 50 мг/л. B – Растения in vitro из трансформированных калусов на вышеуказанной селективной среде. С – Растения in vitro из трансформированных калусов на базовой среде МС выращенные для анализа на целевую вставку. D – Клоны растений in vitro с целевой генетической вставкой.

Рисунок 32 – Получение растений сладкого картофеля in vitro из трансформированных каллусов на селективной среде и клонирование растений in vitro имеющих целевую генетическую вставку, лист 2

Тестирование трансгенных растений сладкого картофеля in vitro на холод и засуху. Перед началом экспериментоы на устойчивость нами было определено следующее: каждое растение с целевой генетической вставкой является линией, от которой мы получаем клоны для проведения исследований. Растения с целевой вставкой SWPA2:IbCBF – имеют 10 линий и растения с целевой вставкой SWPA2:IbWRKY31 имеют 12 линий.
Исследования на устойчивость к холоду. Предварительно перед проведением исследований на устойчивость растений сладкого картофеля in vitro к холоду нами была определена примерная летальная точка для контрольных растений. 
120 контрольных растений инкубировались в климокамере при +4°С в течении с 1 суток до 40 суток. Через каждые 24 часа вынимались из климокамеры по 3 растения и помещались в контролируемые условия на +25°С при световом режиме 16/8 ч. наблюдался процесс их восстановления.
В ходе эксперимента было выяснено, что контрольные растения не восстанавливаются после 30 суток инкубирования в вышеуказанных условиях. Однако установлено, что через 2 суток после инкубирования в климокамере растение имеет заметные повреждение на листьях, места повреждения желтеют, но растение восстанавливается. В связи с этим, для дальнейших экспериметов по испытанию трансгенных растений мы выбрали режим 2 суток инкубирования в климокамере при +4°С и световом режиме 16/8 ч. с последующим восстановлением при +25 °С и световом режиме 16/8 ч.
Для испытания на холодовой стресс было отобрано по три контрольных и по три трансгенных растения in vitro в трёх недельном возрасте каждой линий и инкубировали в климокамере 2 суток при +4°С, световом режиме 16/8 ч. ночь, восстанавливали в течении суток и сравнивали с контролем. В результате по морфологическим признакам была замечена разница между контрольными и трансгенными растениями с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3, в то же время разницы между контрольными и трансгенными растениями с целевой вставкой SWPA2:IbWRKY31 не наблюдалось (рисунок 33).
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A - Контрольные растения сладкого картофеля in vitro, B - Трансгенные растения сладкого картофеля с целевой вставкой IbCBF3 in vitro, C - Трансгенные растения сладкого картофеля с целевой вставкой IbWRKY31 in vitrо.

Рисунок 33 – Контрольные и трансгенные растения сладкого картофеля in vitro при проверке на устойчивость к холоду при инкубировании в климокамере при +4°С в течении 2 суток

Исследования на устойчивость к засухе. Предварительно перед проведением исследований на устойчивость к засухе нами была определена оптимальная концентрация ПЭГ 6000, для этого изучив литературные данные современных исследований мы взяли 2 концентрации ПЭГ6000 - 20% и 30%. 
У трёх-недельных контрольных растений сладкого картофеля in vitro, под ламинарным боксом в асептических условиях отрезали корни, затем растения помещали на базовую питательную среду МС с вышеуказанными концентрациями ПЭГ6000 на 5 суток при +25°С при световом режиме 16/8 ч. В результате экперемента установлено, что при концентрации ПЭГ6000 30% у контрольных растений в течении 5 суток корнеобразование практически было подавлено.
Для проведения исследования на устойчивость к засухе были взяты по три контрольных растения и по три трансгенных растения in vitro в нескольких повторностях (10 линий с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3 и 12 линий с целевой вставкой SWPA2:IbWRKY31). 
У всех растений предварительно отрезали корни в асептических условиях под ламинарным боксом, затем все растения помещали на базовую среду МС с концентрацией ПЭГ6000 30% и инкубировали в течении 5 суток при +25°С при световом режиме 16/8 ч. 
В результате получены следующие данные:
Трансгенные растения со вставкой SWPA2:IbCBF3 имели некоторое отличие от контрольных растений в корнеобразовании (рисунок 5), растения с целевой вставкой SWPA2:IbWRKY31 практически не отличались от контроля (рисунок 26).
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А - Контрольные растения сладкого картофеля in vitro. B - Трансгенные растения сладкого картофеля in vitro с целевой вставкой SWPA2: С- IbWRKY31Трансгенные растения сладкого картофеля in vitro с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3.

Рисунок 34 – Корнеобразование у контрольных и трансгенных растений сладкого картофеля in vitro на питательной базовой среде МС с концентрацией ПЭГ6000 30%

Определение экспрессии гена в растениях сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3. Для измерения экспресии гена IbCBF3 в трансгенных растениях в состоянии покоя с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3 был проведён ПЦР в реальном времени (рисунок 27). В качестве эталонного гена использовались UBI (Ubiquitin) и ARF (ADP ribosylation factor). 
[image: ][image: ]
Рисунок 35 – Экспрессия гена IbCBF3 в состоянии относительного покоя 10 линий трансгенных растений в сравнении с контрольным растением
Из графиков полученных на ПЦР в реальном времени можно сделать вывод, что в состоянии покоя (без стресса) все десять трансгенных линий с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3 имеют экспрессию гена IbCBF3 сравнимую с контролем, что значит вставка не свехэкспрессирует ген в состоянии покоя, то есть индуцибельный промотор SWPA2 работает нормально в данной генетической конструкции.
Исследования по устойчивости к холоду трансгенных растений сладкого картофеля в контролируемых условиях и отбор холодоустойчивых растений. Предварительно перед проведением исследований на устойчивость растений сладкого картофеля в грунте к холоду нами была определена примерная летальная точка для контрольных растений. 
Контрольные растения инкубировались в климокамере при +4°С в течении до 6 суток. Через каждые 24 часа вынимались из климокамеры по 1 растению и помещались в контролируемые условия на +25°С при световом режиме 16 ч. день и 8 ч. ночь и наблюдался процесс их восстановления.
В ходе эксперимента было выяснено, что контрольные растения не воcстанавливаются после 3 суток инкубирования в вышеуказанных условиях. Установлено что через сутки после инкубирования в климокамере растение имеет заметные повреждение на листьях, места повреждения желтеют, и наблюдается увядание листьев, но растение восстанавливается. В связи с этим, для дальнейших экспериментов по испытанию трансгенных растений мы выбрали режим 2 суток инкубирования в климокамере при +4°С и световом режиме 16 ч. день и 8 ч. ночь с последующим восстановлением при +25 °С и световом режиме 16 ч. день и 8 ч. ночь.
Для испытания на холодовой стресс были отобраны контрольные и трансгенные растения в грунте в 3 недельном возрасте каждой линий и инкубировали в климокамере 2 суток при +4°С, световом режиме 16 ч. день и 8 ч. ночь, восстанавливали в течении суток и сравнивали с контролем. В результате по морфологическим признакам была замечена разница между контрольными и трансгенными растениями с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3, в то же время разницы между контрольными и трансгенными растениями с целевой вставкой SWPA2:IbWRKY31 не наблюдалось (рисунок 36).
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До обработки
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После 
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Востановление
при 25°С


A – Контрольные растения сладкого картофеля, 
B – Трансгенные растения сладкого картофеля с целевой вставкой IbWRKY31, C – Трансгенные растения сладкого картофеля с целевой вставкой IbCBF3

Рисунок 36 – Контрольные и трансгенные растения сладкого картофеля в грунте при проверке на устойчивость к холоду при инкубировании в климокамере при +4°С в течении 2 суток
В результате проведенной работы были получены трансгенные линий сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3, SWPA2:IbWRKY31 и CaMV35S:IbBZR1; 
Проведены исследования устойчивости к холоду in vitro трансгенных линий сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3. Входе проведения эксперимента трансгенные линий показали меньшее повреждение после двух суток воздействия температурой +4°С чем контрольные растения. На основании вышеизложенного можно предположить что целевая вставка SWPA2:IbCBF3 усиливает экспрессию гена IbCBF3 и придаёт трансгенным растениям дополнительную устойчивость к положительно низким температурам.
Проведены исследования на устойчивость к засухе in vitro 10 трансгенных линий сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3, которые показали что трансгенные растения в отличии от контрольных образовали корни в течении 5 суток на базовой среде МС с концентрацией ПЭГ6000 30%. По полученным результатам так же можно предположить что целевая вставка усиливает экспрессию гена тем самым повышает устойчивость растения к засухе. 
Проведены исследования устойчивости к холоду in vitro 12 трансгенных линий сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbWRKY31, которые показали что трансгенные растения всех 12 линий имели уровень повреждения схожий с контрольными растениями. Так же проведены исследования на устойчивость к засухе вышеуказанных трансгенных линий, которые показали что контрольные и трансгенные растения не образовали корешки в течении 5 суток на базовой среде МС с концентрацией ПЭГ6000 30%. На основании результатов экспериментов на устойчивость к холоду и засухе можно предположить что ген IbWRKY31 не отвечает за устойчивоть сладкого картофеля к холоду и засухе. Но для подтверждения предположения, необходимо провести тесты на вышеуказанные абиотические стрессы трасгенных растений in vivo.
Проведено определение уровня экспрессии гена IbCBF3 в трансгенных растениях сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3 в состоянии покоя (без стресса). Все десять трансгенных линий с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3 имеют экспрессию гена IbCBF3 сравнимую с контролем, что значит вставка не свехэкспрессирует ген в состоянии покоя, тоесть индуцибельный промотор SWPA2 работает нормально в данном трансгенном растений.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Сформирована и охарактеризована рабочая коллекция сладкого картофеля. Проведены фенологические наблюдения с определением потенциальной урожайности. 
Был отработан протокол введения и культивирования апикальных меристем in vitro до образования свободных от вирусов растений. Определена оптимальная питательная агаризованная среда для клонирования растений в культуре in vitro – среда МС с 3% сахарозой, без гормонов.
Показаны преимущества использования биореатора для эффективного микроклонального размножения безвирусного посадочного материала сладкого картофеля. 
Выделены целевые гены IbCBF3, IbWRKY31, IbBZR1 из растительного материала сладкого картофеля. Были созданы генетические конструкции с 2 промоторами. 
Получены трансгенные линий сладкого картофеля с целевой вставкой SWPA2:IbCBF3, SWPA2:IbWRKY31 и CaMV35S:IbBZR1; 
Определено, что целевая вставка SWPA2:IbCBF3 усиливает экспрессию гена IbCBF3 и придаёт трансгенным растениям дополнительную устойчивость к положительно низким температурам, в отличии от целевой вставки SWPA2:IbWRKY31.
В результате выполненных эксериментов отработана биотехнологии получения безвирусного качественного холодоустойчивого посадочного материала сладкого картофеля (Ipomoea batatаs).
Показано, что количественные и качественные показатели роста сладкого картофеля существенно зависят от генотипа и климатических условий года выращивания. Генотипы «А1» (31,2 т / га) и «К12» (22,1 т / га) могут быть хорошими кандидатами для массового выращивания сладкого картофеля в Алматинской области. Полученные результаты сопоставимы с зарубежными количественными и качественными показателями и доказывают перспективность культивирования сладкого картофеля в Казахстане.


ПРЕДЛОЖЕНИЯ К ПРОИЗВОДСТВУ

1. Сформированная коллекция, а также генетически модифицированные растения сладкого картофеля могут быть использованы в селекционной практике и полевых испытаниях в различных сельскохозяйственных формированиях. 
2. Разработанная биотехнология получения безвирусного посадочного материала сладкого картофеля может быть использована в семеноводческих хозяйствах.
3. Производству предлагаются агротехнические мероприятия по возделыванию сладкого картофеля в Алматинской области Казахстана. 
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Приложение А

Награды на 8-ом Международном Симпозиуме по Сладкому картофелю «Содействие производству сладкого картофеля с высокой добавленной стоимостью для четвертой промышленной инновации»
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Публикации результатов диссертации
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Приложение В

Акт внедрения диссертационной работы
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Current status and prospects of plant biotechnology in Kazakhstan
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Production of Virus-free
outheast of Kazakhstan

weet Potato Planting Material for the
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Malika Shamekova and Kabyl Zham bakin
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Abstract

Sweet potato s culture of food security n the rural cconomy of many counries as it s a highly process ability and casily
cultivated, also sweet potato has the status of @ dietary product. n this research article, our main goal was 1o develop the first
in Kazakhstan biotechnology 10 obtsin virus-ree planting material of sweet potato from the introduction of apical meristem in
9itr0 10 produce virus-ree planting material. In culture of apical meristem induced callus with subscquent regencration of
plants and for cloning in it nurient solution was optimized. As a result of PCR analysis,all obtained plants were free from
viruses. Tubing plants were planted in the soil for propagation and subsequent production of tubers. Obtained results showed
the possibility of growing virus-ree planting material for further asge-scale production of sweet potato in Kazakhstan. © 2018
Friends Scicnce Publishers

Key words: Sweet potato; Apical merister: RNA: Virusfree

Abbreviation

SPFMV., Siweet potato feathery motle virus; SPCSV. Sweet potato chlorotic stunt virus; SPVD, Sweet potato

virus discase; MS, Murashige and Skoog; BAP, 6-benzylaminopurine; NTP, deoxynucleoside tiphosphate; M-MLY,

Moloney Murine Leukemia Virus
Introduction

Swect potato can be o good addion 10 the dicary
deficiency in Kazakhstan. Since sweet potato is not
raditona cuture in the Kuwaklstn, for  indusril
production it s necessary 1o crate culivaton technology of
‘high-quality planting material. Sweet potato ([pomoea
bataras o wher plant. belongs to the Comoivulaceae
family, and Jpomoea genus, valuable food crop and fodder
culur. Sweet potato is a prssy liana with long 1-5 m
‘creeping lianas rooted in the nodes. The height of the bush is
15-18 cm. The lateral roots of sweet potato thicken strongly
and form wbers with white, yellow, orange, pink, cream, red
orviie dible pulp, One tber wighs rom 200 grams 10 3
‘or more kilograms (Sunetie et al., 2015).

Swect potto s cultvted in ropical and subiroical
regions of the globe, sometimes in warm regions o the
temperste zone. 1 i cspecilly widey grown in China
Tndia and Indonesia. Woriwide, swee ot s the sxth
most important food crop afler rice, wheat, potato, com.
More than 106 millon tons of Swedt potlo  produced
annually, fthermor developing countris produce 95% of
ot production (Willams et al. 2013). Due to the
simpliciy of cultvation and high technoloz. sweet potto
is comsidered  food saft culture and a aple food i the
sl cconomy  of many countries (Yamakawa, 1998,

Importance of sweet potato s a food crop is srowing
rapidly in some parts of the world: Southeast Asia, sub-
Saharan Afica, South America

“Tubers of sweet potato up (0 30 cm long, juicy, with
tender pulp and thin skin pecl. They do not have “cyes”, and
Sprouts develop from hidden buds. Tubers of different
varieties can vary greally in form - ound, oval, ellptical; by
the color of the pulp - whitc yellow, orange, eream, violet;
by the taste - from insipid 10 very sweets by the texture -
fiom soft and juicy 10 dry and hard; by the color of the pecl -
almost all the colors of the rainbow. Most of the cultivated
varieies are more o less swee, because of sucrose, glucose
and fructose. Mik juice appears on the rupture of the tuber
(Zhang et al., 2009).

“The composition of ubers can vary depending on the
paticular_cultivar and _growing_conditions  (climae,
agrotechnology). Sweet potato with orange pulp is an
imporiant source of beta-carotene, and provitamins of A
‘zroup. For example, in 125 grams of fresh tubers of swect
potato of most vaicties with orange flesh, are enough beta
carotenes to provide a daiy requirement with pro-vitamin A
of the preschool child. Sweet potato is als0 a valuable
Source of vitamins B, B2, C, E and contains a suflicient
‘amountof copper, manganese,iron and in. Nutriionists in
the United States e studying the poteniial prevention of
cancer with the propertis of sweet potato with violet pulp.

“To ce s paper: Darov, DK Ziapa, A Daurova, D Volior, M Fakrserova, D Taegerora, M Shamekova and K_Zaniak s, 2018
Produtionof Vi e SwcetPotto Planting Mawrial Tt the Southesstof Kz, ¢ £ Agnc . 2051656
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GENE ENGINEERING FOR PRODUCTION COLD-TOLERANT
SWEET POTATO (IPOMOEA BATATAS)

Abstract: Sweet polato is produced in more than 100 couniries as food security product and, More than 105
million tons are produced annually. Despite the fat that sweet potato are tropial plant, cultivation prospects in
temperate zones is optimistic. The main limiting factor in the distrbution of sweet patato in Kazakhsta i the cold
factr,

Traditional breeding methods have limitations for success production of cold tolerant agriculural plants,
Genetic engincering s the mast cffecive approach for increasing plant tolerance to biotic and abiotic factor, method
allows gene transfer and dircetionaly regulate the gene expression. The aricl discusses the use of various gencs and
transcrption fators for producing cold tolerant sweet potato cultvars

Key words: Sweet potato, agrobacterium-mediated transformation, cold factor, cold tolerance.

Sweet potato s an important crop that is grown in more than 100 countris, annually produced over
105 millon tons, while developing countries account for 95% of total production (FAO). Sweet potalo is
considered s a food security cultivar and the staple food i the rural cconomy of many counties [1, 2, 3,
4]. The tota area under cultivation is more than 8,600,000 hectares, of which more than 74% s produced
in Asia and 21% in Afica. China is the largest sweet potato producer in the world, 67% of world
production and consumes 40% of the total production [5]. The importance of sweet potato as a food crop
s rapidly growing in some parts of the world: Southeast Asia, sub-Saharan Afica, South America

In the Message of the President of the Republic of Kazakhstan - Leader of the Nation Nursultan
Nazarbayey to the People of Kazakhstan "Strategy” Kazakhstan-2050 *- a new political course of the
established state, the threat of global food security has identified among the ten global challenges of the
XXI century for the Republic of Kazakhstan and sweet potato can be the answer to challeneges (6],

‘Tubers of sweet potato are juicy, with delicate pulp and thin skin. Sprouts develop from hidden buds.
Tubers of different varieties can vary greatly in shape - round, oval, ellptical; the color of the pulp is
white, yellow, orange, cream, purple; 1o taste - from fresh o very sweet; in texture - from soft and juicy to
dry and hard; the color of the pee! - almost all the colors of the rainbow. Most cultivated varieties are more
or less sweet, due to the sucrose, glucose and fructose content. Milky sap protrudes on a tuber cut (or on a
stem cut) 7]

‘The composition of ubers may vary depending on the specific cultivar and growing conditions.
‘Orange pulp sweet potato are an important source of f-carotene, provitamin A, 125g of fresh sweet potato
tubers, from most varieties with orange pulp, contain enough -carotene to provide the preschooler with
daily requirement. Sweet potato s also a valuable source of By, By, C, E vitamins and contains suffcient
amounts of copper, manganese, iron and zinc. Nutitionists in the United States are exploring the potential
prevention of cancer with the propertes of violet flesh sweet potato [8]. Anthocyanins that form purple
pigmentation in tubers (also in berries and vegetables for example blucberries and red cabbage) are
powerful antioxidants and have good bioavailabilty, which means that they are easily absorbed from the
gastrointestinal tractinto the bloodstream [9]. In addition, sweet potato has the status of a dietary product,
s used as a vitamin and fortifying agent [10]. Despite the name *sweet”, sweet potato can be used in
diabetic. nutrtion, helps. stabilize blood sugar levels and reduce insulin resistance. The level of

——
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Gajarov NM.
ASSESSMENT OF DAIRY CATTLE BREEDING IN THE REPUBLIC OF BELARUS

Annotation
The article assesses the current state of the dairy industry. We analyzed milk production
parameters and on the basis of analysis directions are offered to enhance an intensification of the
industry.
Key words: dairy cattle, milk, livestock intensific
seasonality of production.
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Jaypos JLIL, Kanap K.K., layposa A.K., Boakos J1.B.,
Bopxan I., KamGakun KK., Wavexona MX.

Hucmumym Guonozuu u Guomesnonozuu pacmenuii KH MOH PK. 2. Awams:
KYJILTYPA H30JIHPOBAHHBIX MEPHCTEM CJIAZIKOTO KAPTOGEJISI

Aunorauns

B aaunoll CTaThe OMACAH METOX KYAVTYPH WSOTHPOBAHHX AMMKATLHAIX MepHCTEM
©1a1K0r0 Kaproghen in vitro. Ha cerozina HCTOMs30BaNHE AaHHOTO MeTORa ABASETCS 0N 13
OCHOBHSIX CI0COG0B GOPLGH © BUPYCHEIMH GOTE3HAMM BETETATHBHO PASMHOKIENHIX KYABTYp.
IR pereHepaibin B KYAKTYpE ATMKATLHGX MEPHCTEM CAAAKOTO KAPTOGENA Memons0omaacy
miTaTenbas cpesa MS ¢ COApIAHHEM TOPMOHOB: KHMeTHH — 2,5 Mr/n, W rnGGepenonoil
KHCAOTH — 0,5 MF/1. KOINNECTBO MORyeHHSIX percHpaTon coctasniio ot 20 2o 60% &
SABYCHMOCTH OT reHOTHIIESKIX OCOGEHHOCTEN 3y saembix mminit caaKoro Kaprodens. ITpi
NITHMI3QUI MHTATETHbIX CPEA 1A KIOHHPOBAHHS PEreHEPAITOB, GBI HCTOTEI0BANH Ane
epeasi: MS ¢ coxepiarem 1% caxapossi, u noGasneris ropwora BAIT 0,05 wr/s, u MS Ges
FOpMOHATBHOfi ¢ moMoBHHON KOHUGHTPaUHl COMelt H 3% caxapossi. AHATH3 MOTYHEHHHX
pactennii merozom [ILIP nokasan oTcyTcTsme AByX OckoBMEIX BHPYcos SPFMV (apyc
nepheBoli MATHACTOCTH  caaKoro Kaprogens) u SPLV  (navewriuii Mpyc crakoro
Kaprogen).

Knioueause caosa: Garar, supyc, anmkanshas wepncrema, JIHK, PHK.

Breaenne

Crankuii xaprogens, Gavar (aar. jpomoéa batdtas) — wua  KayGuemnommx
pacrennfi, poza Hnowes, cewericraa Biokosble. LIeHHas MMIBas W KopMosas KynbTypa.
Batar - 510 TPABANHCTAR THAHA © AAMHHEIMH (1—S M) TOTSYHMH AHAHAMH, YKOPEHAIOLIMHCS
B y31ax. BuicoTa kycra 15—18 cu. BOKOBe KOpHi GITaTa CHILHO YTOMLAIOTCA W 0Gpa3yioT
K1yGHM ¢ Genoi, KENTOl, opankesol, PO3oBOM, Kpewomofi, KpacHofi Wi QwoneTOBON
©beA0GHOH MAKOTHIO. Otk KnyGe bechT 0T 200 rpauvos 10 3 i Gostee Knzorpaunios, [1].
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PRODUCTION OF TRANSGENIC SWEET POTATO PLANTS
‘WITH DREB1A GENE

Abstract. In tis work present the method fo obtaining resistan t abioic factors of swest potato plas using
Agrobacterium-mediated transformaion. To date, the most successful among the various gene transfer wrategies o
the Agrobacterium-mediated transformation method. The best explant fo genetc transformation of sweet potato was.
petiole 4 weeks old. During the optimization of the medium for regeneration, it was found that the MS medium
comtainingauxin and cytokinin (NAA 1 mg/l Kinetin | mg/) yielded higher regeneration than only cytokinin (BAP
1 mgf). As a resul of experiments on the Agrobacterium-mediated transformation of leaf discs, petiole and fner.
ode sweet poiato using consiruct containing a target gene in DREB1A 355, it was produced ransgenic plants.
Key words: sweet potato, Agrobacterium-mediated tranformation, DREB1A, explant, ransgenic plant
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A. K. flaypona, 1. L. Mlaypon, K. K. Kanap,
AL B. Boawos, K. 5K. KauGaxiun, M. X, Wasexosa

PITI i TIXB Ty Gionors 1 Goreionorsn pacremin, Anwars, Kasaxcrai

TOJIYUYEHHE TPAHCTEHHBIX PACTEHHI
CJIAIKOTO KAPTO®EJISI C TEHOM DREBIA

AunoTauns. B paSore mpeCTaBnen MCTOR noRyesHs YCTOMHBLIX K aGHOTHECKHM daxTopast pactenil
GHAKOTO KAPTOGEM ¢ HenoTLIOBAHIEM arpoSaKTEPHATHOTI TpachopwA. Ha ceromammh A sauGonee
GTILINMIN. GPEAH PRSTHIMBLX CTPRTETIi ICPEHOC TEHOS ABIACTCA ArpOGAXTEpMATLNI MeTOR TPaHCoOpNAIN,
Hauny st SKCrTaiToM 274 FeserIntecKoi TpaCOpMALIN GATATA ABIACA HEPELION 4-X HEACTMORD BOAPACTS.
TlpH TpOBCACHHI ONTANIISALUIN TUTATEALHOR CPesi AT pereHepaLI, G0 yeraHoBAGHO, 470 cpets MS &
‘20Gamncihen ayxcinnos w wrroximos (HYK | \r/a i ket | wrla) aaér Gonce ncoxyio pereiepauiio, wew
HAPEAR TOBKO © wrrokmmsow (BATI | ur/a). B pesyauTare JKCrepmueiTon 1o arpodaxTepanuoi Thac-
OPMBLUIN HCTOBBIX TICKOB, NCPCIIKOB H MEXIOYITHA CTRIKOFO KAPTOGens ¢ HCTOM30aMHOM KOHCTPYNLUI,
conepmaniit b KatecTae UeneBoro rewa DREB/A 35S, coraass TpanCreNHe pacrerns,

Kaioveowte caoma: cramnh Kaprofens, arpoSaxrepuannan Tpancopaiu, DREBLA, swennan, Tpanc.
Fennoe pacrere

Baeaeune. Barar, cnaxiii xaprogens(iar Jpomoda baidias) mupanvsaerca s Gonee vew
100 CTpaa b KaeCTBE UEHHOTO HCTOMHHKA LK, KOpA 1 NPONBILLACHHOTO CHips. TTpiMepio 98,5%
FOI0BOTO. MIHPOBOFO. MPOIIBOICTRA NPOUSSONTCA & PAIBHBAIOUINCA CTPAINAX, B ASHH H CTpaRAY
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Functional analysis of sweetpotato IbBZRI gene in cold stress response
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Introduction
Swectpotato [fpomoea bararas (L.) Lam] culivated in more than 100 countris as a valuable source of food,
feed and indosirial v matrial. Accarding to FAO in 2016, more than 103 millon tons of sweetpotato were
produced. mainly at Asia (74.7%) and sub-Saharan Afrca (20.3%). Sweetpoato in Kazakhstan can be pivotal
Source of healthy food and row materal for indusry in the fture owing 1o is high nurition valuc.
‘Sweetpotato normally grows and develops at a average femperature mre than 20C (optimal femperature
C) (1), In Kazakhstan, cold stess is a major environmental factor that adversely affects plant growth and
development. Therefor it s important to make new culivars with enhanced tolerance to cold tolerance for
maintaining productivity. Genctic engineering i the most fTective pproach fr increasing plant olerance o bioric:
and sbiote stress actors, which will alow not only ransfer targe genes from one organism to another, but lso
10 regulte the expression o their own plant genes (2-4).

Brassinazole resistant | (AZRI) regulte plant low temperature olerance through well-tnown CBF (C-
repeat/DRE binding fictor 1) pathway (5). However,lte is known sbout the cold-sres signaling pathway in
sweetpotato even though molecular and physiological sudics o transgenic sweetpolato with enhanced tolerance.
1o low temperature sress (6).Jin et a characteized the ransgenis sweetpotao plants expressing JACBES gene
e (7). In this stady, we are rying 1o isolate JABZRI gene from
sweetpotato and o generae transgenic sweerpota
olerance

with enhanced tolerance 1o low temp

plants expressing IBBZR1 gene o increase low temperature

Results

The cDNA of /hBZR! with a fulllenth of 931 by was solatd from Xushu 29 cultivar using gene-specific
primers. The IBZR] encodes putative 326 amino acids proein with a predicted malecular weight of 359 kDa,
and isoclectric point of 7.91. The PCR products were cloned info pGEM-TEasy vector (Promega. USA) and
sequenced. A BLAST search of the deduced amino acid sequence of IDBZR1 was classfied a5 brassinosteroid
signalng positive regulator (BZR1) family proteins. We consrucied a phylogeneic tree based on the genctic
distances oftheprotein sequences withthe ClustalW method using MEGA software, Comparison of the deduced
amino acid sequence of IbBZR with BZR from other plant revealed that IBBZR1 is most closely to morning
slory (lpomoea i) (Fig. 1). To investigate the physiological function of the IbBZRI i sweetpotato, we
constructed a veetor for development of transgenic sweetpotato overexpressing BBZRI under the control of
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AKT BHEJAPEHMUSI
pe3yabpTaToB auccepranoHHoi pabotel ZAKAITIAP K. K.
Ha TeMy: «Ilosry4eHHe KauecTBeHHOro GE3BHPYCHOIO MOCAJ04YHOr0 MaTepHaIa
caaakoro kaprodeus (Ipomoea batatas) ¢ npu3HAKAMH X0J1010yCTOYHBOCTH

Ha monsix namero xossiicTBa couckarens JKamap K.K. ¢ corpygHukamu
IPOBOZAAT ONBITHI MO H3YYEHHIO BO3MOXXHOCTH BO3JENBIBAHUS  CJIAAKOTO
kaprodenst.  [IpenocTaBneHHble JIMHHM  CIIQJKOTO  KapTOdes  SBISIOTCS
MWHTEPECHBIM MaTepHallOM Il BO3JENbIBaHMs, IOCKOJIbKY OartaT sBIsSeTCS He
TPaZMLIMOHHON CeNbCKOXO03HCTBEHHOH KyIbTYpOU AJisl HAIIEro pernoHa. B Toxe
BpeMsi HalIlFo[aeTCs CIpOC Ha 3Ty KYJIBTYPY Cpeld MoTpeOuTeneil, ocoGeHHO
TOPOJICKOTO HaceJIeHHs.

Cunraro, 4rto  paspabGaTeiBaeMble arpOTEXHHYECKHE MEPONPHATHS U
OMOTEXHOJIOrUM MOJTYy4YeHUs] KayeCTBEHHOro, GEe3BUPYCHOTO [10CAI0YHOT0
matepuana couckaresneM JKamap K.K. mo3BonuT Hamemy Xo3sifcTBY moJy4ats
CTaOHMJIbHBIA BHICOKMH ypoXkall pa3iIMuHBIX COPTOB CIIAAKOr0 KapTodelts.

[Tosy4yenHsle 2 JNMHMM CIagKoro kKaprodesis ObLIM BHEAPEHB B HAIIeM
xo3stiicTBe B 2020 rosy ¥ B HaCTOSIIIMN MOMEHT BBIPAILMBAIOTCS B MOJIE.
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*  Sweet Potato - 1 dot = 500 ha
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