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В настоящее время обеспечение глобальной 
продовольственной безопасности в изменяющих-
ся климатических условиях – актуальная задача, 
для решения которой целесообразно использова-
ние самых современных методов исследования 
[1]. Редактирование генома сельскохозяйственных 
растений, стратегии синтетической биологии и но-
вейшие системы молекулярного клонирования по-
зволяют разрешить эту проблему [2–5]. Эти новей-
шие экспериментальные подходы, прежде всего, 
предполагают применение экспрессионных кассет 
(генетических конструкций), которые в настоящее 
время можно быстро создавать вручную или ав-
томатически с использованием соответствующе-
го оборудования [6–9]. Оценка функциональности 
и эффективности новых экспрессионных кассет с 

использованием стабильных трансформантов рас-
тений – наиболее точный и востребованный экс-
периментальный подход, однако для многих видов 
сельскохозяйственных культур его применение не 
оправдано из-за относительно низкой эффектив-
ности генетической трансформации, медленного, 
трудоемкого и дорогостоящего процесса селекции 
трансформированных клеток, необходимости ис-
пользования больших площадей для культивиро-
вания эксплантов и как следствие низкой пропуск-
ной способности метода [10, 11]. Таким образом, 
возможность экспериментальной проверки экс-
прессионных кассет в цикле «конструирование-
сборка-тестирование» ограничена [12].

Устранить это узкое место можно с исполь-
зованием метода транзиентной экспрессии [13]. 
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редактирования генома картофеля.
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Этот экспериментальный подход основан на 
кратковременном функционировании генетичес
ких конструкций в клетках интересующих видов 
сельскохозяйственных растений без длительной 
и дорогостоящей селекции трансформированных 
клеток. В настоящее время многие методы оцен-
ки транзиентной экспрессии в сельскохозяйствен-
ных культурах выполняются с использованием 
почвенной бактерии Agrobacterium tumefaciens в 
качестве переносчика новых экспрессионных кас-
сет, расположенных в Т-ДНК растительных экс-
прессионных векторов [14–17]. Хотя этот метод 
способен обеспечить достаточный уровень экс-
прессии целевых генов в клетках растений, он 
применим не ко всем сельскохозяйственным куль-
турам. Например, не удается стабильно агроин-
фильтрировать листья растений картофеля. Аль-
тернативным подходом является бомбардировка 
растительной ткани микрочастицами с нанесен-
ными на них ДНК экспрессионных кассет, но та-
кие процедуры не особенно производительны и 
для них требуется специальное оборудование и 
дорогостоящие микроносители для ДНК [18, 19]. 

Трансформация (трансфекция) клеток расте-
ний временно лишенных клеточной стенки – про-
топластов также широко используется для оценки 
эффективности создаваемых генетических кон-
струкций и имеет преимущества по сравнению 
с другими методами. В частности, в этом случае 
не требуется специального оборудования, мож-
но проводить скрининг с высокой пропускной 
способностью, быстро и надежно, но, как прави-
ло, экспериментальный протокол оптимизирован 
только под один модельный генотип [12]. Однако 
функциональность и эффективность новых гене-
тических конструкций иногда необходимо оце-
нить в нескольких генотипах одной сельскохозяй-
ственной культуры, которые могут существенно 
различаться по фенотипу и реакции на экспери-
ментальные процедуры.

Общеизвестно, что картофель (Solanum tubero-
sum L.) одна из ведущих культур в мировом аграр-
ном секторе, востребованная разными отраслями 
промышленности. Традиционные методы селек-
ции позволяют создавать промышленные сорта 
картофеля, если доступны для скрещиваний рас-
тения-доноры генов хозяйственно-ценных приз
наков [20]. Эти гены могут быть найдены в при-
родных популяциях, но их обнаружение дорогой и 
длительный процесс, не гарантирующий положи-
тельных результатов. Из-за особенностей полового 
размножения и сегрегации аллелей тетраплоидно-
го генома картофеля генетическая инженерия явля-
ется эффективным способом создания новых гено-
типов с комплексом полезных свойств [21]. Новым 

решением проблемы стали технологии редактиро-
вания генома растений TALEN (transcription acti-
vator-like effector nucleases) [4, 22] и CRISPR/Cas9 
(clustered regularly interspaced palindromic repeats/
CRISPR-associated 9) [23, 24]. При самом простом 
применении они позволили целенаправленно со-
здать мутации во всех аллелях выбранного гена 
тетраплоидных сортов картофеля Ranger Russet и 
Kuras, и придать им новые признаки, соответствен-
но, пониженное содержание редуцирующих саха-
ров и акриламида [25] и изменить молекулярную 
структуру крахмала [4]. Для успешного геномно-
го редактирования сортов картофеля российской 
селекции необходимо, прежде всего, оценить уро-
вень экстракции протопластов из мезофилла листа 
конкретного генотипа и эффективность их транс-
фекции генетическими конструкциями.

Цель работы состояла в оценке продуктивно-
сти выделения протопластов из мезофилла лис
тьев картофеля девяти отечественных сортов и эф-
фективности их трансфекции плазмидной ДНК.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Растительный материал. Объектами иссле-
дований служили растения отечественных сортов 
картофеля S. tuberosum L.: Барин, Вектор, Наде-
жда, Северное Сияние, Скороплодный, Утро, 
Фрителла, Юбилей Жукова, Снегирь (Государ-
ственный реестр селекционных достижений, до-
пущенных к использованию; http://reestr.gossortrf.
ru/reestr/culture/159.html), полученные из Феде-
рального государственного бюджетного научного 
учреждения «Всероссийский научно-исследова-
тельский институт картофельного хозяйства име-
ни А.Г. Лорха». Растения культивировали in  vi-
tro на безгормональной питательной среде MS 
[26] при температуре 22–24 °С, режиме освеще-
ния 16/8 ч и освещенности 3000–4000 лк. в тече-
ние 4–7 недель. Все растения были проверены на 
отсутствие бактериальной, вирусной (X, Y, M, L, 
S и A) и вироидной контаминации.

Выделение протопластов. Для получения 
протопластов использовали листья асептических 
растений, размноженных микроклонально. Выде-
ление протопластов выполняли по ранее опубли-
кованной методике [27] с некоторыми изменения
ми. В частности, раствор для ферментации лис
тьев содержал 0,5 % Cellulase «Onozuka R-10» и 
0,5% Macerase R-10, 0,5 М сахарозы, 5  мМ хло-
рида кальция и 0,01 М 2-(N-морфолино)этансуль-
фоновой кислоты (рН 5,6). Раствор готовили непо- 
средственно перед экспериментом и стерилизовали 
фильтрованием (диаметр пор мембраны 22  мкм). 
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Для ферментации одного грамма листьев исполь-
зовали 10 мл раствора. Ферментацию проводили 
при температуре 28–30 °С в течение 15–16 ч. По 
истечении этого времени с использованием ин-
вертированного микроскопа Opton ICM 405 (Carl 
Zeiss, Германия) оценивали качество выделивших-
ся протопластов, которые должны иметь правиль-
ную сферическую форму. Протопласты очищали 
от остатков растительной ткани путем фильтро-
вания через нейлоновую мембрану (диаметр пор 
100 мкм) и центрифугировали (при 80–100 g в те-
чение 3 мин) для получения флотирующего слоя 
клеток, которые промывали и оставляли в среде 
W-5 [27]. Эффективность выделения протопластов 
определяли как количество флотирующих клеток, 
выделенных из одного грамма листьев. Для каждо-
го сорта опыт повторяли не менее трех раз.

Определение плотности и жизнеспособ-
ности протопластов. Количество выделенных 
протопластов измеряли в камере Фукса-Розента-
ля [28] с использованием микроскопа OLYMPUS 
Bx  51 (OLYMPUS, Япония). Жизнеспособность 
протопластов определяли по флуоресценции 
в ультрафиолетовом свете продуктов гидроли-
за витального красителя флуоресцеиндиацетата 
(ФДА) [29] с использованием микроскопа OLYM-
PUS Bx 51 с системой флуоресценции U-RLF_T 
(OLYMPUS) и фильтром для GFP (41017). Жизне-
способность выражали в процентах флуоресци-
рующих клеток по отношению к общему количе-
ству клеток, взятых для анализа.

Трансфекция протопластов плазмидной 
ДНК. Трансфекцию плазмидной генетической 
конструкцией pHBT-sGFP-NosT [30], с репортер-
ным геном gfp под контролем вирусного промотора 
CaMV35S, осуществляли с использованием поли
этиленгликоля 4000 (ПЭГ), в соответствии с мето-
дикой [31]. Для каждого эксперимента по транс-
фекции использовали 105 жизнеспособных кле-
ток и 20 мкг плазмидной ДНК. Для этого 100 мкл 
суспензии протопластов смешивали с плазмид-
ной ДНК в стерильной пробирке и добавляли ПЭГ 
в соответствующей концентрации. Трансфекцию 
выполняли при комнатной температуре в течение 
15 мин и останавливали путем добавления 1 мл 
жидкой питательной среды W-5 [27]. Затем прото-
пласты осаждали центрифугированием (при 500 g 
в течение 5 мин), ресуспендировали в жидкой пи-
тательной среде WSS [27] и инкубировали 36 ч при 
комнатной температуре. Для каждого сорта опыт 
повторяли трижды в трехкратной повторности. 
Для трансфекции плазмидную ДНК pHBT-sGFP-
NosT очищали в градиенте хлористого цезия.

Анализ флуоресценции репортерного белка 
GFP в протопластах. Количество клеток с флуо

ресценцией репортерного белка GFP определя-
ли через 36 ч после трансфекции на микроскопе 
OLYMPUS Bx 51 (OLYMPUS) с системой флуо-
ресценции U-RLF_T и фильтром для GFP (41017). 
Для этого 1 мл суспензии протопластов с плотнос
тью 105 клеток осаждали центрифугированием, 
ресуспендировали в 70–100 мкл остатков пита-
тельной среды, наносили на предметное стекло и 
накрывали покровным стеклом. При увеличении 
20x в проходящем свете подсчитывали общее ко-
личество протопластов, затем при ультрафиоле-
товом освещении в этом же поле зрения подсчи-
тывали количество флуоресцирующих клеток. 
В нескольких полях зрения анализировали не ме-
нее 200 клеток в каждой повторности каждого ге-
нотипа. Эффективность трансфекции выражали в 
процентах флуоресцирующих клеток по отноше-
нию к общему количеству клеток, использован-
ных для подсчета.

Статистическая обработка данных. Для ста-
тистической обработки данных использовали кри-
терий Стьюдента и программу MS Excel. Пред-
ставлены средние значения и стандартные ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Использование мезофильных протопластов 
описано для нескольких видов растений, в том 
числе для арабидопсиса (Arabidopsis thaliana L.) 
[31], кукурузы (Zea mays L.) [32], табака обыкно-
венного (Nicotiana tabacum L.) и табака Бентхама 
(Nicotiana benthamiana (Domin)) [33], томата (So-
lanum lycopersicum) [34] и риса (Oryza sativa L.) 
[12, 35]. Об использовании протопластов карто-
феля для транзиентной экспрессии генов доступ-
но мало сообщений, хотя протоколы экстракции 
протопластов некоторых индивидуальных гено-
типов представлены в научной литературе [31, 
36–40]. Недавно были опубликованы статьи с 
краткими разделами по транзиентной экспрессии 
репортерных генов gfp и yfp в протопластах кар-
тофеля, соответственно, сорта Desirée [22] и сорта 
Ranger Russet [25]. Однако оставалось неясно, на-
сколько эффективными окажутся предложенные 
в этих публикациях процедуры для эксперимен-
тальных работ с протопластами разных сортов 
картофеля отечественной селекции.

Первоначально в наших исследованиях для по-
лучения протопластов побеги девяти сортов кар-
тофеля отечественной селекции Барин, Вектор, 
Надежда, Северное Сияние, Скороплодный, Утро, 
Фрителла, Юбилей Жукова и Снегирь культиви-
ровали в сосудах под ватно-марлевыми пробками 
в течение 4-5 недель в соответствии с общепри-
нятыми рекомендациями по микроклональному 
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размножению. Первые результаты экспериментов 
показали, что эффективность выделения протоп
ластов из трех сортов картофеля Фрителла, Вектор 
и Надежда оказалась достаточно низкой и не пре-
вышала 5,0 ∙105 клеток из грамма листьев. Ранее из 
листьев растений сорта Desirée авторам Nicolia A. 
и др. удавалось выделять не менее 7,6 ∙105 клеток 
[22]. Низкая эффективность продукции протоп
ластов из использованных отечественных сортов 
картофеля обуславливает необходимость значи-
тельных объемов экспериментальных работ, по-
вышает трудоемкость и снижает пропускную спо-
собность последующих экспериментов.

Анализ причин низкой эффективности пока-
зал, что листья растений в недостаточной степе-
ни подвергаются гидролизу ферментами за 15–
16 ч инкубации, что не позволяет отдельным про-
топластам высвободиться из растительной ткани 
в раствор. Увеличивать время инкубации листьев 
в растворе для ферментации нецелесообразно, 
поскольку это снижает качество (целостность 
клеток) и выход протопластов [27]. Поэтому в 

следующем эксперименте с этими же сортами 
картофеля в растворе для ферментации повы-
сили количество ферментных препаратов Cellu-
lase «Onozuka R-10» и Macerase R-10 в два раза 
(до 1,0%). Однако и этот экспериментальный под-
ход не имел успеха, листья растений оставались 
относительно жесткими и в недостаточной степе-
ни подвергались гидролизу. Дополнительное уве-
личение количества ферментов нецелесообразно, 
поскольку также снижает качество выделяемых 
протопластов [27].

Для того чтобы сделать листья картофеля бо-
лее восприимчивыми к ферментам побеги вырас
тили в сосудах с пробками из фольги, которые 
препятствовали газообмену с окружающей сре-
дой. Данный экспериментальный подход привел 
к тому, что побеги и листья растений росли мед-
леннее, достигали необходимого размера только 
через 6–7 недель культивации и имели немного 
хлоротичный фенотип. Тем не менее, в результа-
те этого эксперимента выделили протопласты из 
всех девяти сортов картофеля (рис. 1).

Рис. 1. Протопласты из листьев асептических растений картофеля разных сортов в проходящем свете. a– Юбилей 
Жукова, b – Скороплодный, c – Фрителла, d – Северное Сияние, e – Вектор, f – Снегирь, g – Надежда, h – Утро, i – 
Барин. Увеличение 20×.

Fig. 1. Protoplasts from the leaves of the aseptic potato plants of various cultivars in transmitted light: а – Yubiley Zhukova, 
b – Skoroplodniy, c – Fritella, d – Severnoye Siyaniye, e– Vector, f – Snegir, g – Nadezhda, h – Utro, and i – Barin. Magni-
fication 20×.
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d e

g h

f
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Как видно из рис. 1, протопласты растений 
сортов Барин, Вектор, Надежда, Северное Сияние, 
Скороплодный, Утро, Фрителла, Снегирь и Юби-
лей Жукова имели правильную сферическую фор-
му, различались по размеру клеток и соотноше-
нию клеток разного размера. Особенно много мел-
ких клеток присутствовало у сорта Скороплодный 
(рис. 1b). Следует отметить, что протопласты из 
сорта Desirée также различались по размеру, но не 
известно сказывалось ли это на эффективности их 
последующей трансфекции плазмидной ДНК [22].

Эффективность выделения мезофильных про-
топластов из листьев разных отечественных со-
ртов картофеля представлена в табл. 1. В зависи-
мости от сорта из одного грамма листовой ткани 
картофеля выделили от 2,4 ∙106 до 4,6 ∙106 клеток. 
Таким образом, эффективность экстракции прото-
пластов из всех девяти отечественных сортов ока-
залась сопоставима или выше, чем показано ра-
нее для сорта Desirée – не более 1,9 ∙106 клеток из 
грамма свежих листьев [22]. Наиболее отзывчи-
выми оказались отечественные сорта Фрителла и 
Северное Сияние, демонстрирующие продуктив-
ность от 4,3 ∙106 до 4,6 ∙106 клеток, а наименее  – 
сорта Юбилей Жукова, Утро, Вектор, Снегирь и 
Надежда – от 2,4 ∙106 до 2,7 ∙106 клеток. Между 
двумя этими группами существовали различия по 
количеству выделяемых протопластов, но они не 
были статистически значимыми. Поскольку из-
вестно, что на постановку одного эксперимента 
используется не более 2,0 ∙105 клеток [4, 22, 25], 
можно предполагать, что 1 грамма листьев любо-
го изученного сорта будет достаточно для десяти-
кратной повторности эксперимента. 

Известно, что для транзиентной экспрессии 
генов необходима не только высокая эффектив-
ность выделения протопластов из единицы мас-
сы листьев, но и их жизнеспособность. В рабо-
те Nicolia A. и др. было показано, что жизнеспо-
собность протопластов картофеля сорта Desirée, 
впоследствии использованных для трансфекции 
плазмидной ДНК, составляла более 98% [22]. Для 
определения жизнеспособности протопласты оте
чественных сортов картофеля окрашивали ви-
тальным красителем ФДА, продукты гидролиза 
которого накапливаются только в живых клетках 
и флуоресцируют под действием ультрафиолета. 
Большинство протопластов после процедур вы-
деления и очистки флуоресцировали в ультра-
фиолете (рис. 2), т.е. были жизнеспособными и 
могли быть использованы для трансфекции ге-
нетическими конструкциями. В целом жизнеспо-
собность протопластов изученных сортов карто-
феля оставалась высокой и варьировала от 93 до 
99%, составляя в среднем около 97,0 ± 2,0%.

С целью ускорения экспериментального про-
цесса протопласты выделили из растений, выра-
щенных в течение 4–5 недель в сосудах под крыш-
ками из фольги. Однако выход протопластов из 
единицы массы листовой ткани у сортов Фрител-
ла, Вектор и Надежда снизился в 2–3 раза по срав-
нению с предыдущими экспериментами. Следо-
вательно, экспериментально подобранный период 

Та бл и ц а  1

Эффективность экстракции протопластов  
из одного грамма асептических листьев растений 
картофеля разных сортов
The extraction efficiency of protoplasts from one gram 
of aseptic leaves of potato plants of different varieties

Сорт Плотность, 106 клеток/мл*
Барин 3,0±0,5
Вектор 2,6±0,5
Надежда 2,4±0,4
Северное Сияние 4,6±1,5
Скороплодный 3,1±0,8
Снегирь 2,7±0,8
Утро 2,4±0,4
Фрителла 4,3±1,1
Юбилей Жукова 2,4±0,3

*представлены средние значения ± стандартные ошибки.
*average values ± standard errors are presented.

Рис. 2. Протопласты картофеля, окрашенные ви-
тальным красителем ФДА, продукты гидролиза ко-
торого флуоресцируют ярко-зеленым цветом под 
действием ультрафиолета (возбуждение 488 нм, 
испускание 530 нм). Некоторые жизнеспособные 
протопласты показаны белой стрелкой. Темно-се-
рой стрелкой отмечены нежизнеспособные клетки. 
Увеличение 20×.

Fig. 2. Potato protoplasts dyed with the fluorescein di-
acetate (FDA) vital stain. Products of FDA hydroly-
sis fluoresce bright green under UV illumination (exci-
tation 488 nm, emission 530 nm). Some of viable pro-
toplasts are marked with white arrows. Non-viable cells 
are marked with dark-grey arrows. Magnification 20×.
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культивирования растений в течение 6–7 недель с 
использованием крышек, препятствующих газо-
обмену с окружающей средой, в данных исследо-
ваниях можно считать наиболее приемлемым для 
высокой эффективности получения жизнеспособ-
ных протопластов из растений картофеля изучен-
ных сортов.

Известно, что параметры трансфекции про-
топластов картофеля могут зависеть от генети-
ческой конструкции, количества ДНК, времени 
инкубации с ПЭГ и его концентрации, количе
ства протопластов [4, 22, 25]. Для оценки эффек-
тивности трансфекции протопластов картофе-
ля отечественных сортов использовали плазмиду 
pHBT-sGFP-NosT [30] с геном зеленого флуорес-
центного белка GFP под контролем сильного и 
конститутивного вирусного промотора CaMV35S, 
эффективное применение которой ранее проде-
монстрировали на сорте Desirée [22].

Для трансфекции применяли 20 мкг препарата 
плазмидной ДНК, что по количеству было сопос
тавимо с 10-15 мкг, использованными для транс-
фекции различными генетическими конструкци-
ями сортов картофеля Desirée, Ranger Russet, At-
lantic, Russet Burbank, Shepody и Kuras [4, 22, 25].

В этих же исследованиях для трансфекции 
плазмидной ДНК к протопластам добавляли на 3 

или 30 мин ПЭГ в концентрации от 12,5 до 40%, 
но четкой зависимости эффективности создания 
трансформантов от времени экспозиции и кон-
центрации ПЭГ не получили. Однако известно, 
что использование более низкой концентрации 
ПЭГ и более короткого времени инкубации луч-
ше сохраняло жизнеспособность протопластов 
картофеля [39]. Поэтому в наших исследованиях 
трансфекцию выполняли путем экспозиции про-
топластов в течение 15 мин с ПЭГ в двух вариан-
тах концентраций 10 и 20%. 

В различных экспериментах для трансфек-
ции использовали от 5,0 ∙104 до 2,0 ∙105 клеток [4, 
22, 25], в наших экспериментах задействовали 105 
жизнеспособных протопластов для каждого экс-
перимента (повторности). 

Транзиентную экспрессию гена gfp опреде-
ляли по флуоресценции его белкового продукта 
внутри протопластов. Как видно из рис. 3 часть 
трансфецированных протопластов картофеля про-
дуцировала репортеный белок GFP, вне зависимо-
сти от размера клеток. Остальные клетки либо не 
получили плазмиду, либо были нежизнеспособны 
на момент анализа флуоресценции. Не исключе-
но, что часть протопластов, в которые плазмида 
проникла, могли погибнуть при трансфекции или 
после нее за 36 ч инкубации. 

Рис. 3. Протопласты картофеля после трансфекции плазмидой pHBT-sGFP-NosT. Слева – в проходящем свете, спра-
ва – под действием ультрафиолета (возбуждение 395, 475 нм, испускание 498 нм). В качестве примера сверху прото-
пласты сорта Северное Сияние, снизу – сорта Барин. Увеличение 20×.

Fig. 3. Potato protoplasts after pHBT-sGFP-NosT plasmid transfection. On the left: in transmitted light; on the right: under 
UV illumination (excitation 395, 475 nm, emission 498 nm). Upper part: protoplasts of Severnoye Siyaniye cultivar; lower 
part: protoplasts of Barin cultivar (as the examples). Magnification 20×.
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В табл. 2 представлены данные по эффек-
тивности трансфекции, которую определяли 
как отношение флуоресцирующих протоплас
тов к общему числу проанализированных кле-
ток. Рассчитанная таким образом эффективность 
трансфекции протопластов находилась в интер-
вале от 10 до 49%. Наиболее высокую эффектив-
ность при использовании ПЭГ в концентрации 
10% демонстрировал сорт Снегирь (47,0 ± 6,0), а 
наименьшую – сорт Вектор (10,0 ± 2,0). При кон-
центрации ПЭГ равной 20% наиболее эффек-
тивными и стабильными оказались сорта Фри-
телла (37,0 ± 7,0) и Надежда (49,0 ± 4,0), а наиме-
нее – сорта Юбилей Жукова (17,0 ± 5,0), Вектор 
(22,0 ± 10,0) и Снегирь (18,0 ± 3,5). Не обнаружено 
значимого влияния концентрации ПЭГ на эффек-
тивность трансфекции протопластов всех сортов, 
за исключением сорта Снегирь, для которого ПЭГ 
в концентрации 20% достоверно снижал процент 
флуоресцирующих клеток в 2,6 раза.

В исследованиях зарубежных авторов эф-
фективность трансфекции протопластов карто-
феля сорта Desiree плазмидой pHBT-sGFP-NosT 
составляла от 38 до 39% [22]. Этого оказалось 
достаточно для последующего использования 
протопластов картофеля для транзиентной экс-
прессии разнообразных генетических конструк-
ций с целью редактирования некоторых генов и 
получения регенерантов из индивидуальных кле-
ток с нокаутом всех четырех аллелей тетраплоид-
ного генома [4, 22, 25]. Параметры эффективно-
сти транcфекции отечественных сортов Скоро-
плодный, Фрителла, Северное Сияние и Надежда 
оказались наиболее близки к опубликованным ра-
нее результатам зарубежных исследователей [22]. 
Следовательно, все изученные отечественные 
сорта картофеля при необходимости могут быть 

использованы для транзиентной экспрессии гене-
тических конструкций в протопластах. Наилуч-
шим сочетанием параметров экстракции прото-
пластов и их трансфекции плазмидной ДНК от-
личаются сорта Фрителла и Северное Сияние, 
примерно в три раза более низкую эффективность 
демонстрировал наименее пригодный для данных 
экспериментов сорт Юбилей Жукова.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о возможности выделения необхо-
димого количества жизнеспособных протоплас
тов из растений картофеля отечественных сортов. 
Уровень эффективности их трансфекции плаз-
мидной ДНК достаточен для успешного прове-
дения последующих экспериментов по редакти-
рованию генома картофеля. Создание системы 
оценки генетических конструкций методом тран-
зиентной экспрессии в протопластах нескольких 
сортов отечественной селекции обеспечивает тех-
ническую платформу для будущих исследований 
в области геномного редактирования картофеля.
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Abstract–Production of mesophilic protoplasts in potato (Solanum tuberosum L.) for transient gene 
expression is a mandatory technological stage in testing efficiency of new genetic constructs and  
CRISPR/Cas genome editing. In this study, isolation of protoplasts was carried out from leaves of potato 
plants of nine Russian cultivars grown in vitro for 6–7 weeks in vessels with foil caps, which prevented 
gas exchange with the environment. We first ever demonstrated the possibility of obtaining 2.4 ∙106 to 
4.6 ∙106 viable protoplasts from one gram of aseptic plant leaves depending on the used potato cultivar. 
We established that the level of transfection of protoplasts with the genetic construct pHBT-sGFP-NosT 
amounts from 10 to 49% depending on the cultivar, which is sufficient for subsequent successful analysis 
of the efficiency of genetic constructs and potato genome editing.
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