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Âïåðâûå â ìèðîâîé ëèòåðàòóðå ïðåäñòàâëåíû ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ïîëèìåðàçíîé 
öåïíîé ðåàêöèè, ñåêâåíèðîâàíèÿ è êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà äîêàçàòåëüñòâà ýêñïðåññèè â ðàñòåíèÿõ ëó-
êà-øàëîòà (Allium cepa L. var. aggregatum G. Don) íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ 
ïîëèïåïòèäû, ãîìîëîãè÷íûå èçâåñòíûì ðàñòèòåëüíûì DCL-áåëêàì (Dicer-like). Â ñîñòàâå èññëåäóå-
ìûõ ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé âûÿâëåíû õàðàêòåðíûå äëÿ ìîëåêóëû DCL-áåëêà äîìåíû dsRNA bind, PAZ 
è RIBOc. Ðåøåíèå ïîñòàâëåííîé çàäà÷è îêàçàëîñü âîçìîæíûì òîëüêî ïðè ïðèìåíåíèè äèàãíîñòè÷å-
ñêèõ ïðàéìåðîâ, äèçàéí êîòîðûõ áàçèðîâàëñÿ íà èñïîëüçîâàíèè èíôîðìàöèè ïî EST-ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿì (expressed sequence tags) ó Allium sativum (áàçà äàííûõ GarlicESTdb). Ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò 
ñäåëàòü âûâîä î âûñîêîé ñòåïåíè äèâåðãåíöèè DCL-áåëêîâ àðàáèäîïñèñà, òîïîëÿ è ðèñà, ñ îäíîé 
ñòîðîíû, è ðàñòåíèé ðîäà Allium — ñ äðóãîé, ÷òî âûÿâëÿåòñÿ íà óðîâíå êàê íóêëåîòèäíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ìÐÍÊ, òàê è àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èññëåäóåìûõ ïîëèïåïòèäîâ. 

 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèÿ, áåëêè Dicer è Dicer-like (DCL), ëóê-øàëîò (Al-
lium cepa L. var. aggregatum), Õ-âèðóñ øàëîòà. 
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Â ðàñòåíèÿõ óðîâåíü ýêñïðåññèè ìíîãèõ ãåíîâ ìîæåò ìîäóëèðîâàòüñÿ 
ýïèãåíåòè÷åñêè ïðè ó÷àñòèè ìåõàíèçìîâ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, êëþ÷åâûìè 
ýëåìåíòàìè êîòîðûõ ñëóæàò ýíäîðèáîíóêëåàçû (RNase III) Dicer èëè Dicer-
like (DCL), ýíäîíóêëåàçû Argonautes (AGOs) è êëåòî÷íàÿ ÐÍÊ-çàâèñèìàÿ 
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà (RDR) (1). Â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ýòèõ ôåðìåíòîâ îáðàçóåò-
ñÿ øèðîêèé ñïåêòð ìàëûõ ÐÍÊ (ìèêðîÐÍÊ è ìàëûõ èíòåðôåðèðóþùèõ 
ÐÍÊ — siRNA), ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â îñóùåñòâëåíèè ðàçíîîáðàçíûõ áèî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ, â ÷àñòíîñòè, ñ ðàçâèòèåì ðàñòåíèé (2). 
Ìîùíûìè ýêçîãåííûìè èíäóêòîðàìè ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè â ðàñòåíèÿõ ñëó-
æàò ôèòîâèðóñû, è âûçâàííûé âèðóñíîé èíôåêöèåé ýôôåêò âûêëþ÷åíèÿ, 
èëè «çàìîëêàíèÿ», ãåíîâ (virus-induced gene silencing, VIGS) (3) ïðåäñòàâëÿåò 
ñîáîé ðåçóëüòàò ñïåöèôè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ ðåïëèêàòèâíûõ (äâóöåïî÷å÷-
íûõ) ôîðì âèðóñíûõ ÐÍÊ ðàñòèòåëüíûìè DCL-áåëêàìè. Äåãðàäàöèÿ âèðóñ-
íîé ÐÍÊ ýíäîðèáîíóêëåàçàìè ýòîãî êëàññà, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ îáðàçîâàíè-
åì âèðóñ-ñïåöèôè÷åñêèõ siRNA, — ýòî ïåðâûé ýòàï àíòèâèðóñíîé çàùèòíîé 
ðåàêöèè ó ðàñòåíèÿ, áàçèðóþùåéñÿ íà ôåíîìåíå ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè (4).  

Â ãåíîìàõ ðàñòåíèé ïðèñóòñòâóþò íåñêîëüêî ãîìîëîãè÷íûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ ðàçëè÷íûå DCL-áåëêè (5); òàê, ó Arabidopsis 
thaliana áàçîâûé íàáîð èç ÷åòûðåõ ïàðàëîãîâ êîäèðóåò áåëêè AtDCL 1-4, 
ôóíêöèîíàëüíî ñïåöèàëèçèðîâàííûå è õàðàêòåðèçóþùèåñÿ âûðàæåííîé èç-
áèðàòåëüíîñòüþ â îòíîøåíèè ñóáñòðàòà (6). AtDCL1 ãåíåðèðóåò ìàëûå ÐÍÊ, 
èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà îäíîöåïî÷å÷íûå ÐÍÊ, îòäåëüíûå ó÷àñòêè êî-
òîðûõ èìåþò íåñîâåðøåííóþ äâóöåïî÷å÷íóþ ñòðóêòóðó òèïà stem-loop; 
AtDCL2, AtDCL3 è AtDCL4 îáëàäàþò áîëüøèì ñðîäñòâîì ïî îòíîøåíèþ ê 
ìîëåêóëàì ÐÍÊ ñ ñîâåðøåííîé äâóöåïî÷å÷íîé ñòðóêòóðîé. Ïðè âèðóñíîé 
èíôåêöèè âñå ÷åòûðå òèïà DCL-áåëêîâ àðàáèäîïñèñà ó÷àñòâóþò â ðàñùåïëå-
íèè ðåïëèêàòèâíûõ ôîðì âèðóñíûõ ÐÍÊ, îäíàêî îñíîâíóþ àíòèâèðóñíóþ 
ôóíêöèþ âûïîëíÿåò AtDCL4: â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ýòîãî áåëêà îáðàçóþòñÿ 
âèðóñ-ñïåöèôè÷åñêèå siRNA äëèíîé 21 ï.í., êîòîðûå, âî-ïåðâûõ, ïðèíèìàþò 
àêòèâíîå ó÷àñòèå â ñïåöèôè÷åñêîé äåãðàäàöèè âèðóñíîé ÐÍÊ ýôôåêòîðíûì 
êîìïëåêñîì RISC (RNA-induced silencing complex), âî-âòîðûõ, ôóíêöèîíè-
ðóþò â êà÷åñòâå ìîáèëüíîãî ñèãíàëà ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè (7). Ìàëûå èíòåð-
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ôåðèðóþùèå ÐÍÊ, ãåíåðèðóåìûå AtDCL2, èãðàþò â ýòèõ ïðîöåññàõ ïîä÷è-
íåííóþ ðîëü, à AtDCL1 è AtDCL3, õîòÿ è ñïîñîáíû ðàçðåçàòü âèðóñíûå äâó-
öåïî÷å÷íûå ÐÍÊ íà êîðîòêèå (24 bp) ôðàãìåíòû, àíòèâèðóñíîé àêòèâíî-
ñòüþ íå îáëàäàþò. Íå èñêëþ÷åíî, îäíàêî, ÷òî îïèñàííàÿ ìîäåëü íå óíè-
âåðñàëüíà, è â ðàñòåíèÿõ ñ äðóãèì, íåæåëè ó àðàáèäîïñèñà, íàáîðîì DCL-
áåëêîâ, ôóíêöèîíàëüíûå âçàèìîñâÿçè ìåæäó íèìè ìîãóò áûòü èíûìè.  

 Íàøåé çàäà÷åé áûëî îáíàðóæåíèå ýêñïðåññèè è àíàëèç íóêëåîòèä-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ DCL-áåëêè â ðàñòåíèÿõ Allium cepa 
var. aggregatum — åäèíñòâåííîãî âîñïðèèì÷èâîãî õîçÿèíà Õ-âèðóñà øàëîòà 
(ÕÂØ, ïðîòîòèï ðîäà àëëåêñèâèðóñîâ) (8). Äî ïðîâåäåíèÿ íàñòîÿùåãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ êàêàÿ-ëèáî èíôîðìàöèÿ î DCL-áåëêàõ Allium cepa â ìèðîâîé 
íàó÷íîé ëèòåðàòóðå îòñóòñòâîâàëà.  

 Ìåòîäèêà. Âåãåòàòèâíîå ðàçìíîæåíèå çàðàæåííûõ ÕÂØ ðàñòåíèé 
øàëîòà (Allium cepa L. var. aggregatum G. Don) îñóùåñòâëÿëè â óñëîâèÿõ ìîíî-
âèðóñíîé èíôåêöèè. Â êà÷åñòâå íåèíôèöèðîâàííûõ îáðàçöîâ (êîíòðîëü) èñ-
ïîëüçîâàëè ðàñòåíèÿ øàëîòà ñîðòà Red Sun («Crocus Co.», Âåëèêîáðèòàíèÿ).  

Òîòàëüíóþ ÐÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè èç ëèñòüåâ ÷åðåç 2 íåä ïîñëå âûñàäêè 
ëóêîâèö ñ ïîìîùüþ òðèçîëà (TRIzol Reagent, «Life Technologies», ÑØÀ) â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ âûïîëíÿëè ñëåäóþ-
ùèì îáðàçîì: íà ñòàäèè îòæèãà èíêóáàöèîííóþ ñìåñü, ñîäåðæàùóþ 0,5-
2,0 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ, 2 ìêë îëèãî(dT)18 (40 ìêM) èëè «ñëó÷àéíûõ» 
(random hexamers, 40 ìêM) ïðàéìåðîâ, 4 ìêë ñìåñè dNTP (êàæäûé â êîí-
öåíòðàöèè 2,5 ìM, pH 7,0, Tðèñ-HCl) è ñâîáîäíóþ îò íóêëåàç H2O (îáùèé 
îáúåì ñìåñè 16 ìêë), ïðîãðåâàëè ïðè 70 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí, öåíòðèôóãèðî-
âàëè è íåìåäëåííî ïîìåùàëè íà ëåä; ê ñìåñè äîáàâëÿëè 2 ìêë 10½RT áó-
ôåðà, 1 ìêë (10 åä.) èíãèáèòîðà ðèáîíóêëåàç (RNasin) è 1 ìêë (50 åä.) ðåâåð-
òàçû (M-MLV, Moloney) («Ñèíòîë», Ðîññèÿ). Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ (â 
îáúåìå 20 ìêë) ïðîâîäèëè ïðè 42 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì ôåðìåíò èíàêòè-
âèðîâàëè íàãðåâàíèåì ïðè 90 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïðè äèçàéíå ÏÖÐ-
ïðàéìåðîâ èñïîëüçîâàëè äâå èõ ãðóïïû: äèàãíîñòè÷åñêèå ïðàéìåðû, ñîîò-
âåòñòâóþùèå êîíñåðâàòèâíûì ó÷àñòêàì ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé DCL-
áåëêîâ àðàáèäîïñèñà è ïîçâîëÿþùèå èäåíòèôèöèðîâàòü DCL-áåëêè 1-4 ìå-
òîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (9), è ïðàéìåðû, ïðè êîíñòðóèðîâàíèè 
êîòîðûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë ïðèìåíåí àëüòåðíàòèâíûé ïîäõîä, îñíî-
âàííûé íà èñïîëüçîâàíèè áàçû äàííûõ GarlicESTdb (10). Ïîëèìåðàçíóþ 
öåïíóþ ðåàêöèþ îñóùåñòâëÿëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: äåíàòóðàöèÿ ïðè 94 °Ñ 
2 ìèí, çàòåì 30 öèêëîâ (94 °Ñ, 30 ñ; 60 °Ñ, 30 ñ; 72 °Ñ, 30 ñ) è ôèíàëüíàÿ 
ýëîíãàöèÿ ïðè 72 °Ñ 2 ìèí. Àìïëèêîíû ôðàêöèîíèðîâàëè â 0,8 % àãàðîç-
íûõ ãåëÿõ, ýêñòðàãèðîâàëè è î÷èùàëè ñ ïðèìåíåíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ DNA 
extraction kit # K0513 («Fermentas», Ëèòâà), íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ïðîäóêòà îïðåäåëÿëè â ñåêâåíàòîðå 3130xl («Applied Biosystems», ÑØÀ). 
Êîìïüþòåðíûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âûïîëíÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ áàç äàííûõ è ïàêåòà êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì 
NCBI (The National Center for Biotechnology Information, ÑØÀ). 

Ðåçóëüòàòû. Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è ïðåäïîëàãàëîñü èñ-
ïîëüçîâàòü äèàãíîñòè÷åñêèå ïðàéìåðû, ñîîòâåòñòâóþùèå êîíñåðâàòèâíûì 
ó÷àñòêàì â ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ DCL-áåëêîâ àðàáèäîïñèñà (9). 
Ïîäîáíûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä îñíîâàí íà êîíöåïöèè, ñîãëàñíî êî-
òîðîé äëÿ âñåõ ïîêðûòîñåìåííûõ è, âîçìîæíî, äëÿ âñåõ ìíîãîêëåòî÷íûõ ðàñ-
òåíèé õàðàêòåðåí áàçîâûé íàáîð ÷åòûðåõ òèïîâ DCL-áåëêîâ, îáëàäàþùèõ 
âûñîêîé ñòåïåíüþ ãîìîëîãèè; èìåþùèåñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò, ÷òî òàêèå ïðàéìåðû äåéñòâèòåëüíî ïîçâîëÿþò èäåíòèôèöèðîâàòü 
ãåíû DCL-áåëêîâ 1-4 ìåòîäîì ÏÖÐ íå òîëüêî ó àðàáèäîïñèñà, íî òàêæå ó 
ÿ÷ìåíÿ, êóêóðóçû, õëîï÷àòíèêà è ëþïèíà (9). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ ïî-
ìîùüþ óêàçàííûõ ïðàéìåðîâ áûëè íàäåæíî èäåíòèôèöèðîâàíû DCL-áåëêè 
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1-4 â ðàñòåíèÿõ àðàáèäîïñèñà, îäíàêî èõ ïðèìåíåíèå íà ÿäåðíîé ÄÍÊ èëè 
êÄÍÊ øàëîòà îêàçàëîñü áåçóñïåøíûì: àìïëèêîíû ëèáî íå ñèíòåçèðîâàëèñü 
âîâñå, ëèáî ïðîäóêòû ðåàêöèè íå îáëàäàëè ñêîëüêî-íèáóäü âûðàæåííîé ãî-
ìîëîãèåé ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, êîäèðóþùèìè DCL-áåëêè 1-4 (äàííûå íå 
ïðèâåäåíû). Ìû èíòåðïðåòèðîâàëè ýòî êàê ñâèäåòåëüñòâî âûðàæåííîé äè-
âåðãåíöèè ãåíîâ DCL-áåëêîâ A. thaliana è Al. cepa. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðÿ-
ìîå ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ àðàáèäîïñèñà è ðåï÷àòîãî ëóêà íå-
âîçìîæíî èç-çà îãðàíè÷åííîñòè ñîîòâåòñòâóþùåé èíôîðìàöèè ïî Al. cepa: 
cåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà ó ýòîãî âèäà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òðóäíóþ è äî ñèõ 
ïîð íå ðåøåííóþ ïðîáëåìó; îïóáëèêîâàííûå íåäàâíî ðåçóëüòàòû ìíîãîëåò-
íåé ðàáîòû ïî ñåêâåíèðîâàíèþ ãåíîìà ðåï÷àòîãî ëóêà (11) âûÿâèëè ëèøü 
ïðîòÿæåííûå ó÷àñòêè âûðîæäåííûõ ðåòðîâèðóñíûõ ýëåìåíòîâ è òðàíñïîçî-
íîâ, îäíàêî íèêàêîé èíôîðìàöèè î ãåíàõ DCL-áåëêîâ ïîëó÷åíî íå áûëî. Â 
ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðåäïðèíÿëè ïîïûòêó ïðèìåíèòü áàçó äàííûõ GarlicESTdb 
(http://garlicdb.kribb.re.kr), âêëþ÷àþùóþ èíôîðìàöèþ î 21,595 EST-ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿõ (expressed sequence tags) ó Al. sativum (10). Èñïîëüçîâàíèå â àíà-
ëîãè÷íûõ öåëÿõ áàçû äàííûõ ïî Al. cepa (12), ñîäåðæàùåé çíà÷èòåëüíî ìåíü-
øåå ÷èñëî EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îêàçàëîñü áåçóñïåøíûì.   

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû
ñêðèíèíãà EST-ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé, êîì-
ïëåìåíòàðíûõ ìÐÍÊ
AtDCL2, â áàçå äàí-
íûõ GarlicESTdb. Îá-
íàðóæåííûå EST (ex-
pressed sequence tags)
ñîîòâåòñòâóþò ïîñëå-

äîâàòåëüíîñòÿì íóêëåîòèäîâ ìÐÍÊ â ïîçèöèÿõ 3100-3750 è 4100-4250. Àíàëîãè÷íûå äàííûå 
áûëè ïîëó÷åíû ñ ó÷àñòèåì ìÐÍÊ, êîäèðóþùèõ âñå èçâåñòíûå ðàñòèòåëüíûå DCL-áåëêè. 

 

Êîíñòðóèðîâàíèå ïðàéìåðîâ íà îñíîâå áàçû äàííûõ GarlicESTdb   
âûïîëíÿëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû BLAST/tblastx, 
êîòîðàÿ òðàíñëèðóåò ïðåäëîæåííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è 
çàòåì ñðàâíèâàåò ïîëó÷åííûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó 
ñîáîé, â áàçå äàííûõ GarlicESTdb áûë îñóùåñòâëåí ïîèñê EST-ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ ïîëèïåïòèäû ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ãîìîëîãèè ñ 
ðàçëè÷íûìè DCL-áåëêàìè. Íà ðèñóíêå 1 ïðåäñòàâëåí ðåçóëüòàò òàêîãî 
ñêðèíèíãà ñ ó÷àñòèåì ìàòðè÷íîé ìÐÍÊ AtDCL2; àíàëîãè÷íûå äàííûå ïî-
ëó÷èëè äëÿ ìÐÍÊ âñåõ èçâåñòíûõ ðàñòèòåëüíûõ DCL-áåëêîâ. Ïîäîáíûì 
îáðàçîì èç áàçû äàííûõ GarlicESTdb âûáðàëè òðè EST-ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè — EPP005KGAA12S003959 (783 bp), EPP004KGAA12S004834 (679 bp) è 
EPP004KGAA12S005240 (675 bp); âñå îíè ñîäåðæàëè ïî îäíîé îòêðûòîé 
ðàìêå ñ÷èòûâàíèÿ, è ñòåïåíü ãîìîëîãèè òðàíñëèðóåìûõ ñ ýòèõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ïîëèïåïòèäîâ ñ ðàçëè÷íûìè DCL-áåëêàìè àðàáèäîïñèñà, ðèñà 
è òîïîëÿ âàðüèðîâàëà â ïðåäåëàõ 60-70 %. Ïðè ýòîì ñîîòâåòñòâóþùèé êîì-
ïüþòåðíûé àíàëèç âûÿâèë â ñîñòàâå èññëåäóåìûõ ïîëèïåïòèäíûõ öåïåé õà-
ðàêòåðíûå äëÿ ìîëåêóëû DCL-áåëêà dsRNA bind, PAZ è RIBOc (RNase IIIa 
è RNase IIIb) äîìåíû (äàííûå íå ïðèâåäåíû). Íà îñíîâå ïîëó÷åííîé èí-
ôîðìàöèè áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû ïðàéìåðû, ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì 
ó÷àñòêàì òðåõ âûáðàííûõ EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (òàáë.). 

Ïðè ïðîâåäåíèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è ïîëèìåðàçíîé öåïíîé 
ðåàêöèè ñ ó÷àñòèåì òîòàëüíîé ÐÍÊ çäîðîâûõ èëè èíôèöèðîâàííûõ ðàñòåíèé 
øàëîòà â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè è ïîçâîëÿþùèìè 
ïîëó÷àòü ñòàáèëüíûå ðåçóëüòàòû îêàçàëèñü ïàðû ïðàéìåðîâ L-106—R-644 
(EPP005KGAA12S003959), L-133—R-632 (EPP004KGAA12S004834) è L-38—
R-552 (EPP004KGAA12S005240) (ðèñ. 2, À, Á, Â). Ïîñëå ýêñòðàêöèè èç ãåëÿ, 
î÷èñòêè è ñåêâåíèðîâàíèÿ àìïëèêîíîâ êîìïüþòåðíûé àíàëèç íå âûÿâèë â ñî- 
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Äèàãíîñòè÷åñêèå ÏÖÐ-ïðàéìåðû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ àìïëèôèêàöèè íóêëåî-
òèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ DCL-áåëêè â ðàñòåíèÿõ øàëîòà 

Îáîçíà÷åíèå ïðàéìåðà Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðà 
E S T - ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò ü  EPP004KGAA12S005240 

L-8  CGCTCAGCCCTTTTAAACAA 
L-38à TATGAGCTGGCCATTGCTAA 
L-102 ACTTCTTTGCATTGGGCAGA 
L-378 ACGAGGAAGCCAAAAAGGAT 
R-552á GCATCCCCAAGATACTCCAA 
R-397 ATCCTTTTTGGCTTCCTCGT 
R-120 CTGCCCAATGCAAAGAAGTT 
R-628 AAATCTGAAATTTGACCTGGTTTC 

E S T - ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò ü  EPP004KGAA12S004834 
L-133à GTCCCCGTTTTGTGATTGAC 
L-90 TTCTACTGCTCCCGACTTCC 
L-38 TGAATCAACTGGAGCAAAACC 
L-323 AGCAGAGCTTGCTTCTGAGG 
L-395 GGTTGATTCTTGGTCCTCGT 
R-567 CGCCCTGGTCTTCTTCTATG 
R-632á AGCCATCAAAACCTGCTCAC 
R-415 ACGAGGACCAAGAATCAACC 
R-4834 ATATTCTGACGAATCAGTAAATTGA 

E S T - ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò ü  EPP005KGAA12S003959 
L-285 CCGGAACTTTGCAAAATCAT 
L-106à TGAAGAGCAGGGAAACTCTCA 
L-3 CATTGTGCCTTTGAAAATTCTG 
R-432 TGACATTTTGCATGCAGTGATCC 
R-644á TCCTATCCGGCATAAGTTGG 
Ï ð è ì å ÷ à í è å. à, á — íàèáîëåå ýôôåêòèâíûå ïàðû ïðàéìåðîâ. 

 

À Á Â Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììû àìïëèêîíîâ ïðè 
âûÿâëåíèè ýêñïðåññèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ DCL-áåëêè â ðàñòåíèÿõ 
øàëîòà, ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè 
ñ ó÷àñòèåì äèàãíîñòè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ, ñêîíñò-
ðóèðîâàííûõ íà îñíîâå áàçû äàííûõ GarlicESTdb: 
À — ïðàéìåðíûå EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 
EPP005KGAA12S003959 (1 è 2 — ñîîòâåòñòâåííî 
ïàðà L-106—R-644 è ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ 
ìàññ); Á — ïðàéìåðíûå EST-ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè EPP004KGAA12S005240 (1-8 — ñîîòâåòñò-
âåííî ïàðû L38—R552, L38-F—R628, L102—R397, 
L102—R552, L102—R628, L378—R552, L378—R628 
è ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ); Â — ïðàéìåðíûå 
EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè EPP004KGAA12S004834 

(1, 2, 4, 5 è 6 — ñîîòâåòñòâåííî L133—R632, L395—R632, L90—R4834, L90—R408, L90—
R415, 3 — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ). EST — expressed sequence tags; ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ 
ìàññ M25 100-3000 bp DNA Ladder (ÍÏÎ «Cèáýíçèì», Ðîññèÿ). 

 

îòâåòñòâóþùèõ áàçàõ äàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îáëàäàþùèõ ñêîëüêî-íè-
áóäü çàìåòíîé ãîìîëîãèåé ñ èññëåäóåìûìè; â òî æå âðåìÿ òðàíñëèðóåìûå ñ 
ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîëèïåïòèäû ïðîÿâëÿëè âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëî-
ãèè ñî âñåìè ðàñòèòåëüíûìè DCL-áåëêàìè, â ÷àñòíîñòè íàèáîëüøóþ (81 %) — 
 

À 
EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè EPP005KGAA12S003959 

 
Á 

EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè EPP004KGAA12S004834 

 
Â 

EST-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè EPP004KGAA12S005240 

 

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû êîìïüþòåðíîãî äîìåííî-
ãî àíàëèçà ïîëèïåïòèäîâ, êîòîðûå òðàíñëè-
ðóþòñÿ ñ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé, àìïëèôèöèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíûõ ïàð ïðàéìåðîâ ñ òîòàëüíîé 
êÄÍÊ ðàñòåíèé øàëîòà: À — L-106—R-644, 
Á — L-133—R-632, Â — L-38—R-552; EST —
expressed sequence tags. 
 
ñ DCL-áåëêàìè Populus trichocarpa. 
Ïðè ýòîì àìèíîêèñëîòíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ó âñåõ òðåõ ïîëèïåï-
òèäîâ íå áûëè èäåíòè÷íûìè, è â 
ñòðóêòóðå êàæäîãî èìåëèñü ðàçëè÷-
íûå ñïåöèôè÷íûå äëÿ ìîëåêóëû

DCL-áåëêà äîìåíû (dsRNA bind, PAZ èëè RIBOc, ðèñ. 3, À, Á, Â). Àíàëèç 



 55

àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äîìåíîâ RIBOc, îáíàðóæåííûõ â äâóõ 
ïîëèïåïòèäàõ, ïîêàçàë, ÷òî â êàæäîì èç òðåõ õàðàêòåðíûõ ó÷àñòêîâ äîìåíîâ 
(active site, metal binding site è dimerization interface) ïðèñóòñòâóþò ïî äâå 
àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû, òîãäà êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòèõ ó÷àñòêîâ âî âñåõ 
äðóãèõ èçâåñòíûõ ðàñòèòåëüíûõ DCL-áåëêàõ èäåíòè÷íû.   

Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå â ìèðîâîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðå ìû ïðåäñòàâè-
ëè äîêàçàòåëüñòâî ýêñïðåññèè â çäîðîâûõ è èíôèöèðîâàííûõ Õ-âèðóñîì øàëî-
òà ðàñòåíèÿõ Allium cepa L. var. aggregatum G. Don íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé, êîäèðóþùèõ òðè äîìåíà ðàçëè÷íûõ DCL-áåëêîâ — dsRNA bind, PAZ è 
RIBOc (RNase IIIa è RNase IIIb). Êðîìå òîãî, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò 
ñäåëàòü âûâîä î âûñîêîé ñòåïåíè äèâåðãåíöèè DCL-áåëêîâ ó àðàáèäîïñèñà è 
ðÿäà äðóãèõ âèäîâ, ñ îäíîé ñòîðîíû, è ðàñòåíèé ðîäà Allium — ñ äðóãîé, ÷òî 
âûÿâëÿåòñÿ íà óðîâíå êàê íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ, 
òàê è àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èññëåäóåìûõ ïîëèïåïòèäîâ. Ïðè 
ýòîì ýâîëþöèîííûå âçàèìîñâÿçè ìåæäó íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿ-
ìè, êîäèðóþùèìè óêàçàííûå äîìåíû, ïîêà îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. 
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THE DICER-LIKE PROTEINS CODING NUCLEOTIDE  

SEQUENCES IN SHALLOT Allium cepa L. var. aggregatum G. Don 
 

A.V. Arkhipov, V.K. Vishnichenko 
 

S u m m a r y 
 

For the first time in the world literature the authors presented the evidence of expression in 
shallot plants (Allium cepa L. var. aggregatum G. Don) of nucleotide sequences coding the polypeptides 
homologous to known plant Dicer-like protein (DCL), obtained by PCR, sequencing and computer 
analysis. The investigated polypeptides contain specific for DCL-protein the dsRNA bind, PAZ and 
RIBOc domens. The solution of assigned task is available only with use of diagnostic oligonucleotide 
primers, the design of which was accomplished on the basis of information on EST-sequences (ex-
pressed sequence tags) in Allium sativum (GarlicESTdb integrated database). The results permit to 
draw a conclusion about high extent of divergence of DCL-proteins in Arabidopsis, poplar, rice, on 
the one hand, and the plants of Allium genus, on the other hand, that is revealed on level both nu-
cleotide sequences of mRNA, and amino acid sequences of studied polypeptides. 


