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Цель. Цель данной работы – изучение ва-

риабельности нуклеотидных последовательно-

стей двух генов, кодирующих дегидрины пше-

ницы. Один из них относится к типу K-2, дру-

гой – K-3 (соответственно, ТaDHN18 

иТaDHN19.3 по классификации Wang et al.). 

Интерес к данным локусам обусловлен участи-

ем этих генов в защите растения от воздействия 

различных неблагоприятных абиотических фак-

торов. Методы. Полиморфизм двух генов, ко-

дирующих дегидрины, исследовали на примере  

6 сортов пшеницы, среди которых были яровые 

и озимые сорта с разной устойчивостью к холо-

ду, с помощью методов ПЦР-основанного кло-

нирования, секвенирования и программ для об-

работки данных. Результаты. Анализ вырав-

нивания полученных нуклеотидных и гипотети-

ческих белковых последовательностей показал, 

что исследуемый локус в геномах различных 

сортов пшеницы, как яровой, так и озимой, ха-

рактеризуется высокой степенью идентичности. 

Выводы. При выполнении этой работы проде-

монстрирована высокая консервативность двух 

локусов, кодирующих дегидрины К-2 и К-3 ти-

па. 

Ключевые слова: пшеница, дегидрины, 

полиморфизм. 

 

Поскольку растения неподвижны, их 

единственный способ выжить в неблагоприят-

ных условиях окружающей среды заключается в 

быстрой и эффективной адаптации к изменяю-

щимся условиям. В ответ на разнообразные 

стрессовые абиотические факторы окружающей 

среды (засуха, высокие и низкие температуры, 

засоление) запускается экспрессия множества 

генов, продукты которых защищают растение. 

Некоторые из них индуцируются исключитель-

но при воздействии определенных условий, на-

пример, только при засухе или только при низ-

ких температурах, в то время как другие экс-

прессируются при воздействии различных эко-

логических факторов [1–3]. 

Молекулярные механизмы устойчивости 

растений к низким температурам являются од-

ной из наиболее актуальных проблем современ-

ной генетики культурных растений. Значимость 

исследований в этой сфере объясняется боль-

шой экономической важностью проблемы. 

Примерно две трети поверхности суши ежегод-

но подвергаются охлаждению ниже точки за-

мерзания воды, при этом половина из них под-

вержена влиянию температур менее -20°С [4]. 

Низкие температуры могут отрицательно влиять 

на рост и развитие культивируемых человеком 

растений, снижать их продуктивность и ограни-

чивать географию возделывания сортов, не об-

ладающих устойчивостью к холоду, но ценных 

по другим признакам. Изучение механизмов 

формирования устойчивости к низким темпера-

турам может способствовать созданию новых 

сортов, пригодных для возделывания в странах 

с холодным климатом, к которым относится и 

Беларусь. 

Белки дегидрины относятся ко второй 

группе белков позднего эмбриогенеза (так на-

зываемых LEA-белков). Первоначально они бы-

ли охарактеризованы как растворимые белки, 

экспрессия которых индуцируется дегидратаци-

ей. Однако позже было показано их участие в 

защите растения и при наступлении других не-

благоприятных условий: (холода, засоления и 

др.). Семейство дегидринов отличается высоко-

консервативным лизин-богатым мотивом, со-

держащим 15 аминокислотных остатков (кон-

сенсусная последовательность EKKGIMDKIKE-

KLPG), известным как К-сегмент [5]. Считается, 

что К-сегменты белков формируют амфипати-

ческие альфа-спирали [6]. К-сегменты участву-

ют в поддержании функциональной активности 

белков-ферментов в условиях абиотического 

стресса путем предотвращения агрегации бел-

ков [7]. Как правило, один белок содержит бо-
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лее одной копии в комбинации с функциональ-

ными доменами, богатыми глиционм и серином 

(так называемыми S-сегментами). N-концевые 

участки некоторых дегидринов могут содержать 

другую консервативную последовательность 

((V/T)DEYGNP), известную как Y-сегмент. Он 

имеет значительную гомологию с нуклеотид-

связывающими сайтами растений и бактериаль-

ными шаперонами [8]. Дегидрины разделяют на 

несколько классов в соответствии с комбинаци-

ей содержащихся в них консервативных сегмен-

тов [6]. В зависимости от наличия и числа кон-

сервативных доменов их разделяют на несколь-

ко типов: YSK2, SK3, Kn и КS. Известно, что 

экспрессия дегидринов является одним из ком-

понетнов системы защиты растений от абиоти-

ческого стресса. В формировании ответа расте-

ния на холодовой стресс принимают участие 

дегидрины SK3-, Kn- и КS-типов.  

Целью данной  работы было изучение 

вариабельности  нуклеотидных последователь-

ностей двух генов, кодирующих дегидрины 

пшеницы. Один из них относится к типу K-2, 

другой – K-3 (соответственно, ТaDHN18 

иТaDHN19.3 по классификации Wang et al.). 

Интерес к данным локусам обусловлен участи-

ем этих генов в защите растения от воздейст-

вия различных неблагоприятных абиотических 

факторов. Так, было показано, что экспрессия 

белков, кодируемых генами ТaDHN19, возрас-

тает при дегидратации и охлаждении в корнях 

и листьях растений пшеницы, и только в кор-

нях – при засолении [9]. 

 

Материалы и методы  

Препараты ДНК выделялись из зерен 

пшеницы с помощью Genomic DNA Purification 

Kit (Thermo scientific (EC)) согласно протоколу 

производителя c модификациями. Концентра-

цию и чистоту выделенной ДНК определяли 

спектрофотометрически на спектрофотометре 

Ultrospec 3300 pro UV/Visible (Biochrom Ltd). 

Для проведения ПЦР-анализа транскрипцион-

ных факторов яблони семейства DREB исполь-

зовали праймеры, представленные в таблице 1. 

Праймеры синтезированы компанией 

«Primetech» (Беларусь). Для проведения реак-

ций амплификации использовали амплификатор 

MyCycler™ (BIO-RAD). Реакционная смесь для 

ПЦР объемом 20 мкл содержала 40 нг ДНК, 75 

мМ трис-HCl (pH 8.8 при 250С), 20 мМ 

(NH4)2SO4,  0,01% Tween 20, 0,2 мМ dNTP, 200 

мМ каждого праймера, 1 ед. Taq-полимеразы. В 

качестве отрицательного контроля матрицу 

кДНК в реакции заменяли равным количеством 

деионизированной воды. 

Продукты амплификации после электро-

форетического разделения вырезали из агароз-

ного геля для последующего выделения фраг-

ментов ДНК с помощью Gene JetTM Gel 

Extraction Kit (Thermoscientific (EC)). Выделен-

ные ампликоны лигировали в плазмиду 

pTZ57R/T, которой трансформировали штамм 

E.coli DH5б с помощью Ins TAcloneTM PCR 

Cloning Kit (Thermo scientific (EC)) согласно ре-

комендациям производителя. После выращива-

ния на LB-Amp среде из трансформантов выде-

ляли плазмидную ДНК с помощью Plasmid Gene 

JetTM Miniprep Kit (Thermoscientific (EC)) со-

гласно протоколу производителя. Фрагмент, 

встроенный в плазмидную ДНК, сиквенировали 

с помощью праймеров к последовательности 

полилинкера вектора pTZ57R/T М13F 

(GTAAAACGACGGCCAGT) и М13 R 

(CAGGAAACAGCTATGAC). Для проведения 

реакции использовали BigDye Terminatorv3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 

США). Амплификацию для секвенирования и 

очистку полученных продуктов проводили в 

соответствии с методикой производителя. Про-

дукты амплификации разделяли на секвенаторе 

Geneti cAnalyzer 3500 (Applied Biosystems, 

США). Компьютерный анализ нуклеотидной 

последовательности выполняли с помощью про-

граммы Mega6 [10]. Множественное выравни-

вание нуклеотидных последовательностей было 

выполнено с помощью алгоритма CLUSTALW 

[11]. Дополнительные нуклеотидные последова-

тельности были получены из базы данных 

GenBank c помощью алгоритма BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) [12].  

 

Результаты и обсуждение  

Полиморфизм локуса ТaDHN18 исследо-

вали на примере 6 сортов пшеницы, среди кото-

рых были яровые и озимые сорта с разной ус-

тойчивостью к холоду. Характеристика сортов 

представлена в таблице 2.  

Амплификация полноразмерной рамки 

считывания была проведена с помощью прай-

меров, разработанных на основании нуклеотид-

ных последовательностей из базы данных 

GenBank (номера доступа TAU73212, 

AM180932, а также их гомологи). Последова-

тельности праймеров представлены в разделе 

материалы и методы. С их помощью были ам-
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плифицированы полноразмерные последова-

тельности генов, каждый из которых содержал 

открытую рамку считывания длиной 282 п.н. 

Анализ выравнивания полученных нуклеотид-

ных последовательностей показал, что иссле-

дуемый локус в геномах различных сортов 

пшеницы, как яровой, так и озимой, характери-

зуется высокой консервативностью. Об этом 

свидетельствует степень идентичности последо-

вательностей, кодирующих открытую рамку 

считывания, колеблющаяся в пределах 97,52 – 

100%. Причем все обнаруженные мутации 

представляли собой однонуклеотидные замены. 

Наибольшее их число было обнаружено в по-

следовательности гена, выделенной из ярового 

сорта пшеницы Бонпэйн. При этом трансляция 

in silico показала, что гипотетический белок, 

кодируемый этим геном, не имеет значительных 

отличий от гипотетических белков, кодируемых 

геномами других сортов. Так, гены, выделенные 

из сортов Капылянка, Ritmo, Щара, являются 

полностью идентичными, в то время как гены, 

выделенные из сортов Сукцесс, Бонпэйн и Фан-

тазияи мели  отличия  в  одну аминокислоту 

(рис. 1). 

Изучение молекулярной вариабельности 

локуса ТaDHN19.3 проводили на 6 сортах пше-

ницы, среди которых были яровые и озимые 

сорта с разной устойчивостью к холоду. Харак-

теристика сортов представлена в таблице 3.  

 

Таблица 1. Последовательности праймеров, разработанных для амплификации полноразмерных 

рамок считывания генов, кодирующих дегидрины пшеницы 

Название Последовательность 

TaDHN18F AACCAAGACAAGTAAACAG 

TaDHN18R TCATATACGGTGGAGTATTA 

TaDHN19F AGATTTCCCGAGGGACAA 
TaDHN19R GAAGTTGGCCATCTTATTAT 

 

Таблица 2. Характеристика сортов пшеницы, использованных для изучения молекулярной ва-

риабельности гена, кодирующего дегидрин ТaDHN18 (по классификации Wanget. all.) 

Название Время посадки Страна происхождения Устойчивость к холоду 
Бонпэйн Яровая Франция - 

Капылянка Озимая Беларусь Высокая 
Сукцесс Озимая США Средняя 

Фантазия Озимая Беларусь Высокая 
Щара Озимая Беларусь Высокая 
Ritmo Яровая Нидерланды - 

 

 
Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей гипотетитческих белков дегидринов K-3 

типа, кодируемых генами ТaDHN18. 
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Таблица 3. Характеристика сортов пшеницы, использованных для изучения молекулярной ва-

риабельности гена, кодирующего дегидрин ТaDHN19.3 (по классификации Wanget. all. 

Название Вид Страна  
происхождения 

Устойчивость 
к холоду 

Капылянка Озимая Беларусь Высокая 
Каравай Озимая Беларусь Высокая  
Фантазия Озимая  Беларусь Высокая 
Сукцесс Озимая США Средняя 
Бонпэйн Яровая Франция  
Ростань Яровая Беларусь  
 

На основании нуклеотидной последова-

тельности мРНК, кодирующей исследуемый 

дегидрин (номер доступа в GenBankAB272228 а 

также гомологичные последовательности) были 

разработаны праймеры, позволяющие амплифи-

цировать полноразмерную открытую рамку 

считывания гена ТaDHN19.3 (представлены в 

разделе материалы и методы): С помощью этих 

праймеров были получены последовательности 

генов ТaDHN19.3 из 6 сортов яровой и озимой 

пшеницы. В случае сорта Фантазия нам удалось 

выделить 2 аллельных варианта этого гена. 

Анализ выравниваний нуклеотидных по-

следовательностей открытых рамок считвыва-

ния, кодирующих дегидрины ТaDHN19.3, пока-

зал их высокую консервативность. Степень 

идентичности колебалась в пределах 98,23 – 

100 %. Так, полностью идентичными оказались 

последовательности, выделенные из сортов Ка-

равай, Капылянка, Сукцесс, один из аллельных 

вариантов сорта Фантазия, а также последова-

тельность из базы данных GenBank AB272228, 

полученная из японского сорта Chihoku. Наи-

большее число отличий от других гомологич-

ных генов имела одна из аллелей, выделенная из 

пшеницы сорта Фантазия. Сравнение нуклео-

тидных последовательностей генов ТaDHN19.3, 

выделенных из геномов пшеницы различного 

генетического происхождения, показало при-

сутствие точечных мутаций. Все они являлись 

однонуклеотидными заменами, инсерций и де-

леций обнаружено не было. 

Трансляция открытых рамок считывания 

и анализ последовательностей (рис. 2) гипоте-

тических белков показали, что их степень иден-

тичности колеблется в пределах 96,43–100 %.

 

 
Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей гипотетитческих белков дегидринов K-3 

типа, кодируемых генами ТaDHN19.3. 
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Больше всего отличий по аминокислот-

ному составу имел один из аллельных вариан-

тов высокоустойчивой к холоду пшеницы сорта 

Фантазия (3 аминокислотных замены). По од-

ной аминокислотной замене было выявлено в 

аллельных вариантах гена ТaDHN19.3, выде-

ленных из сортов Бонпэйн и Ростань. Примеча-

тельно, что оба эти сорта относятся к яровым. 

Полностью идентичными оказались гипотети-

ческие последовательности белков из сортов 

Каравай, Капылянка, Сукцесс, Chihoku и один 

из аллельных вариантов из сорта Фантазия. 

Следует отметить, что все эти сорта пшеницы 

являются озимыми. 

 

Выводы  

При выполнении этой работы было про-

демонстрирована высокая консервативность 

двух локусов, кодирующих дегидрины К-2 и К-

3 типа в геноме пшеницы.  
Исследование поддержано грантом БРФФИ 

Б18Р-166 и РФФИ №18-54-00026. 
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POLYMORPHISM OF TWO WHEAT DEHYDRINS GENES 

Aim. The aim of this work is to study the nucleotide sequences variability of two genes encoding wheat dehydrins. One 

of them belong to K-2 group, the other refers to K-3 type (respectively, TaDHN18 and TaDHN19.3 according to the 

classification of Wang et al.). These loci sre interesting due to their's genes participation in protection of plants from the 

various adverse abioti ecffects. Methods. Polymorphism of two genes encoding dehydrins was investigated using 6 

wheat varieties as examples, among which were spring and winter varieties with different cold resistance, using PCR-

based cloning, sequencing, and data processing softwares. Results. An analysis of the obtained nucleotide and hypothet-

ical protein sequences alignment showed that the locus under study in the genomes of different wheat varieties, both 

spring and winter, is characterized by a high identity degree. Conclusions. The high conservatism of two loci encoding 

K-2 and K-3 dehydrins was demonstrated. 

Keywords: wheat, dehydrins, polymorphism. 
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ПОЛІМОРФІЗМ ДВОХ ГЕНІВ, ЯКІ КОДУЮТЬ ДЕГІДРИНИ ПШЕНИЦІ 

Мета. Мета роботи – вивчення варіабельності нуклеотидних послідовностей двох генів, що кодують дегідрини 

пшениці. Один з них належить до типу K-2, другий – K-3 (відповідно, ТaDHN18 і ТaDHN19.3 за класифікацією 

Wang et al.). Інтерес до цих генів обумовлений їх участю у захисті рослини від впливу різних несприятливих 

абіотичних чинників. Методи. Поліморфізм двох генів, що кодують дегідрини, досліджували на прикладі 6 

сортів пшениці, серед яких були ярі та озимі сорти з різною стійкістю до холоду, за допомогою методів ПЛР-

заснованого клонування, секвенування і програм для обробки даних. Результати. Аналіз вирівнювання отри-

маних нуклеотидних і гіпотетичних білкових послідовностей показав, що досліджені локуси у геномах різних 

сортів пшениці як ярої, так і озимої, характеризуються високим ступенем ідентичності. Висновки. У результаті 

було продемонстровано високу консервативність двох локусів, що кодують дегідрини К-2 і К-3 типу. 

Ключові слова: пшениця, дегідрини, поліморфізм. 


