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Цистеин-богатые пептиды играют важную роль в защитной системе растений. Цель настоящей 
работы состояла в поиске in silico генов антимикробных и сигнальных пептидов в геноме пы-
рея удлиненного Thinopyrum elongatum (Host) D.R. Dewey (2n = 14, EE) − дикорастущего злака, 
обладающего высокой устойчивостью к патогенам и абиотическому стрессу. В результате био-
информатического анализа в геноме пырея было выявлено 154 новых гена предшественников 
антимикробных и сигнальных пептидов, относящихся к девяти семействам. В ряде генов ци-
стеин-богатых пептидов обнаружены интроны. Были определены структура предшественников 
пептидов и локализация генов пептидов в хромосомах пырея. Показано наибольшее сходство 
последовательностей пептидов пырея с гомологичными пептидами растений родов Triticum и 
Aegilops, что подтверждает цитогенетические данные о родстве генома Е с геномом D и близкими 
ему геномами. Полученные результаты вносят вклад в характеристику молекулярных компонен-
тов иммунной системы Th. elongatum и послужат базой для дальнейшего исследования механиз-
мов устойчивости, а также для научно обоснованного практического использования этого вида 
в качестве донора устойчивости в селекции пшеницы.
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В ходе эволюции растения выработали слож-
ную систему защиты от патогенов, которая осу-
ществляется на двух уровнях [1]. Первый базо-
вый уровень защиты, получивший название PTI 
(PAMP-triggered immunity), активируется при уз-
навании расположенными в мембране рецепто-
рами растительной клетки эволюционно кон-
сервативных структур патогена, так называемых 
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) или 
MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns), 
либо компонентов растительной клетки, на-
званных DAMPs (Damage-Associated Molecular 
Patterns), которые высвободились при ее разруше-
нии патогенными микроорганизмами. PTI эффек-
тивно защищает от неспециализированных пато-
генов. Следующий уровень защиты активируется 
после узнавания внутриклеточными рецепторами 
клетки, кодируемыми генами устойчивости, фак-
торов вирулентности (эффекторов) патогена. Уз-
навание эффекторов индуцирует защитный от-
вет, получивший название ETI (effector-triggered 

immunity). В отличие от PTI, ETI направлен на 
борьбу со специализированными патогенами. Уз-
навание патогена при PTI и ETI приводит к сход-
ным процессам, таким как быстрое поступление 
ионов кальция в клетку, синтез активных форм 
кислорода, активация митоген-активируемых 
протеинкиназ (MAPK), перепрограммирование 
экспрессии генов, отложение каллозы в клеточной 
стенке в местах инфицирования, а также синтез 
антимикробных соединений. Среди антимикроб-
ных соединений, образующихся в ответ на зараже-
ние, существенная роль принадлежит защитным 
пептидам.

Важнейшую группу защитных пептидов состав-
ляют антимикробные пептиды (АМП), которые 
непосредственно взаимодействуют с патогенами и 
подавляют их рост. Они обеспечивают защиту про-
тив широкого круга патогенов [2−4]. Эффектив-
ность защиты обеспечивается чрезвычайным раз-
нообразием компонентного состава АМП в преде-
лах одного вида растений, а также многообразием 
их механизмов действия. Кроме того, АМП взаи-
модействуют с другими компонентами врожденной 
иммунной системы растений [5, 6].

______________________________________

1Дополнительные материалы размещены в электронном 
виде по doi статьи.
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Помимо АМП, к группе защитных пептидов 
относятся регуляторные пептиды: являясь участ-
никами сигнальных путей, они координируют 
взаимодействия растений с патогенными и непа-
тогенными микроорганизмами, а также стрессо-
выми абиотическими факторами среды [7−10]. На 
основе особенностей строения пептиды растений 
условно подразделяют на три основные группы: 
цистеин-богатые пептиды; пептиды, не содержа-
щие остатков цистеина, и пептиды с посттрансля-
ционными модификациями [11]. Цистеин-богатые 
пептиды (ЦБП) образуют наиболее многочислен-
ную группу, на их долю приходится около 2% от 
всех экспрессирующихся генов [12, 13]. Гены ЦБП 
обычно образуют кластеры на хромосомах, кото-
рые возникли в результате многократных дуплика-
ций отдельных генов. При большом внутри- и меж-
видовом разнообразии последовательностей ЦБП 
их объединяет наличие у предшественника сиг-
нального пептида и обогащенного остатками ци-
стеина (4−16) зрелого пептида. Несмотря на мно-
гочисленные исследования отдельных пептидов у 
отдельно взятых видов растений, оценка истинно-
го числа, а также структурного и функционального 
разнообразия пептидов представляет значительные 
сложности. Однако быстрое развитие в последние 
годы методов полногеномного секвенирования и 
биоинформатики открывает новые возможности 
для проведения in silico поиска генов ЦБП в геном-
ных и транскриптомных данных для последующих 
функциональных исследований.

Пырей удлиненный Thinopyrum elongatum (Host) 
D.R. Dewey – растение семейства мятликовые, ко-
торое растет повсеместно и является хорошим кор-
мовым растением. Оно устойчиво к грибным забо-
леваниям, низким температурам, засоленности по-
чвы, засухе; кроме того, этот вид обладает высокой 
урожайностью [14]. Устойчивость пырея к биоти-
ческим и абиотическим факторам среды делает его 
уникальным объектом для изучения механизмов 
формирования устойчивости к патогенам и абио-
тическим стрессовым факторам. Этот вид является 
также уникальным донором устойчивости при се-
лекции пшеницы. В геноме пырея локализован це-
лый ряд генов устойчивости к грибным болезням, 
обеспечивающих устойчивость к определенным 
расам патогенов [14]. В то же время гены АМП, 
обусловливающие устойчивость к широкому кру-
гу патогенов, у пырея удлиненного не изучены. В 
литературе отсутствуют также данные о генах ре-
гуляторных пептидов, влияющих на устойчивость 
пырея к патогенам и абиотическому стрессу.

Цель настоящей работы – поиск in silico генов 
АМП и сигнальных пептидов в геноме пырея уд-
линенного Th. elongatum. В результате проведенно-
го биоинформатического анализа в геноме пырея 
нами было выявлено 154 гена АМП-подобных и 
сигнальных пептидов. Дальнейшие исследования 

экспрессии обнаруженных генов пептидов в ответ 
на стрессовые факторы среды, а также биологиче-
ской активности пептидов in vitro позволят понять 
их роль в иммунной системе пырея для научно 
обоснованного использования этого вида в селек-
ции пшеницы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для анализа использовали последнюю вер-

сию сборки генома Th. elongatum isolate D-3458 
(GenBank GCA_011799875.1). Поиск АМП и регу-
ляторных пептидов проводили с использованием 
разработанного нами алгоритма, основанного на 
регулярных выражениях [15]. Для идентификации 
сигнальных пептидов использовали программу 
SignalP v6.0 [16]. Последовательности АМП, в ко-
торых не был найден сигнальный пептид, отбра-
сывали. Для всех найденных последовательностей 
предсказывали антимикробные свойства при по-
мощи программы CAMPR4 [17]. Значение изоэлек-
трической точки (pI) определяли при помощи про-
граммы ProtParam [18]. Наличие С-концевого GPI 
(glycosylphosphatidylinositol) якоря предсказывали 
с помощью программы big-PI Plant Predictor [19]. 
Для аннотации пептидов использовали програм-
му BLAST и базы данных NCBI (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/). Все выравнивания последовательно-
стей проводили с помощью программы Vector NTI 
Advance 9.

РЕЗУЛЬТАТЫ
С использованием разработанного нами ра-

нее алгоритма у пырея было выявлено 154 гена 
АМП-подобных и сигнальных пептидов, связан-
ных с защитными функциями. Обнаруженные 
гены кодируют пептиды следующих семейств: де-
фензины, снакины, липид-переносящие белки, 
тионины, гевеиноподобные пептиды, пептиды се-
мейств Ole e 1, MEG и RALF. Кроме того, найдены 
гены, кодирующие пептиды с новым цистеиновым 
мотивом.

Дефензины/DEFLs

Дефензины представляют собой уникальное 
семейство АМП, поскольку они обнаружены у 
всех многоклеточных организмов [20]. В моле-
кулах “классических” дефензинов восемь остат-
ков цистеина, которые образуют следующий мо-
тив: CX{4,25}CX{2,12}CX{3,4}CX{3,17}CX{4,32}
CXCX{1,6}C. К дефензиноподобным пептидам от-
носят также пептиды со сходным 8-Цис-мотивом, 
который, однако, включает три расположенные 
подряд остатка цистеина в С-концевой области мо-
лекулы: CX{3,21}CX{2,12}CX{3,4}CX{3,15}CX{4,23}
CCC. К дефензиноподобным пептидам относят-
ся также пептиды с шестью и четырьмя остатками 
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цистеина [13]. У 4-Цис DEFLs мотив следующий: 
CX{3,5}CX{8,17}CX{4,6}C.

Считается, что дефензины растений участву-
ют в защите от грибных и бактериальных патоге-
нов и вредителей, используя для этого различные 
механизмы, такие как нарушение проницаемости 
мембран, ингибирование ионных каналов, а так-
же подавление активности ферментов патогенов 
[20−23]. Помимо защиты от патогенов, дефензи-
ны обусловливают устойчивость к абиотическому 
стрессу [24, 25]. Кроме того, они участвуют в про-
цессах развития [26].

В геноме пырея нами было обнаружено 39 генов 
предшественников дефензиноподобных пептидов 
(рис. 1, Приложение). Среди них 30 генов пептидов 
с классическим 8-Цис-мотивом (дефензины груп-
пы 1, DEFL1), два гена пептидов с 8-Цис-мотивом 
и расположенными подряд тремя остатками ци-
стеина (дефензины группы 2, DEFL2), семь генов 
пептидов с 4-Цис-мотивом (дефензины группы 4, 
DEFL4). Во всех (кроме двух) генах классических 
дефензинов обнаружен интрон в области сигналь-
ного пептида. Предшественники DEFL1 имеют 
сходную структуру, характерную для дефензинов 
класса 1, которые секретируются в апопласт, и со-
стоят из сигнального и зрелого пептидов. Лишь 

Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей предшественников DEFLs Th. elongatum (Te) и  
T. kiharae (Tk) [27], а также некоторых дефензинов растений. Консервативные аминокислотные остатки выделе-
ны серым цветом. Остатки цистеина в зрелом пептиде выделены белым цветом на черном фоне. Группы сходных 
пептидов разделены пустой строкой.
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один предшественник TeDEFL1-30 содержит до-
полнительно короткий С-концевой домен (см. рис. 
1). Значения pI большинства зрелых дефензинов 
варьируют от 7.73 до 10.06, но у восьми pI находит-
ся в диапазоне 5.02−6.86 (см. Приложение).

Гены классических дефензинов локализованы 
в шести из семи хромосом пырея. Число обнару-
женных генов на разных хромосомах варьирует: на 
хромосоме 1E – 10; 2E – 3; 3E − 6; 4E – 5; 5E – 4; 
7E – 2. На хромосоме 6Е генов предшественников 
дефензинов выявлено не было.

Все обнаруженные последовательности предше-
ственников дефензинов пырея обладают наиболь-
шим сходством с изученными нами ранее пептида-
ми Triticum kiharae Dorof. et Migush., а также других 
растений родов Triticum и Aegilops (степень сходства 
≥ 89%). Только у одного пептида TeDEFL1-59 го-
мология была ниже (81%). Единственным исклю-
чением стал пептид TeDEFL1-30, который обла-
дал максимальным сходством с пептидом Hordeum 
vulgare L. (82%).

Сравнение последовательностей γ-коров де-
фензинов пырея − участков полипептидной цепи 
с мотивом GXCXnC, которые связаны с антими-
кробными свойствами, с γ-корами дефензинов 
T. kiharae показало, что для ряда дефензинов они 
совпадают. Это относится к дефензинам пырея 
TeDEFL1-12, -16, -20, -32, -36 и -40. Проведен-
ное нами ранее исследование показало, что эти 
γ-коры проявляют высокую антимикробную ак-
тивность против дрожжеподобных грибов Candida 
albicans и Cryptococcus neoformans, различных видов 
фузариевых грибов и фитопатогенных бактерий 
− Clavibacter michiganensis, Pseudomonas savastanoi 
и Pectobacterium carotovorum [28]. Причем оказа-
лось, что наиболее высокой активностью и наи-
более широким спектром антимикробного дей-
ствия обладает γ-кор DEFL1-16, имеющий после-
довательность GKCRGFRRRC. У пырея, помимо 
TeDEFL1-16, есть еще два дефензина с очень сход-
ными γ-корами: TeDEFL1-15 и TeDEFL1-53 (см. 
рис. 1). По сравнению с TeDEFL1-16 у TeDEFL1-15 
в γ-коре K1 заменен на R1 и R8 заменен на H8; а 
у TeDEFL1-53 F6 заменен на А6. Поскольку все 
перечисленные выше замены являются консер-
вативными, можно ожидать, что пептиды пырея 
TeDEFL1-15 и TeDEFL1-53 сохранят антимикроб-
ную активность, как у γ-кора TeDEFL1-16.

Два предшественника дефензинов с тремя 
подряд расположенными остатками цистеина 
TeDEFL2-1 и TeDEFL2-2 обладают наибольшим 
сходством последовательностей с гипотетическими 
белками T. aestivum KAF7092360.1 и KAF6992008.1: 
идентичность последовательностей составляла 85 и 
91% для TeDEFL2-1 и TeDEFL2-2 соответственно 
(см. рис. 1, Приложение). Гены этих двух дефензи-
нов расположены на хромосомах 6Е и 1Е.

Гены семи предшественников дефензинопо-
добных пептидов DEFL4, синтезирующихся в 
виде препробелков, расположены на хромосомах 
2E, 3E и 6E. Эти предшественники имеют высокое 
сходство с 4-Цис DEFL T. kiharae и гипотетиче-
скими белками растений родов Triticum и Aegilops  
(см. рис. 1, Приложение). Степень идентичности 
последовательностей варьирует от 82 до 97%.

Снакины

Снакины относятся к специфичным для расте-
ний цистеин-богатым АМП, содержащим 12 остат-
ков цистеина, которые образуют следующий мо-
тив: CX{3}CX{3}CX{7,11}CX{3}CX{2}CCX{2}CX{1,3}
CX{11}CX{1,2}CX{11,14}-KCP. Накапливаются дан-
ные о том, что, как и другие АМП, снакины поли-
функциональны. Наряду с тем, что они эффектив-
но подавляют рост патогенных бактерий и грибов 
[29], они участвуют в таких процессах, как деление, 
рост и элонгация клеток, цветение и др. [30, 31]. 
Как и гены дефензинов, гены снакинов образуют 
мультигенные семейства [32]. Их экспрессия регу-
лируется биотическими и абиотическими стрессо-
выми факторами среды, а также гиббереллинами 
[33].

В геноме пырея нами найдено десять генов 
предшественников снакинов TeSN1−10 (рис. 2, а, 
Приложение). Известно, что гены снакинов обыч-
но имеют один или два интрона [34]. Во всех генах 
снакинов пырея нами обнаружен интрон в обла-
сти сигнального пептида. Второй интрон в обла-
сти зрелого пептида был обнаружен в генах только 
двух снакинов (TeSN7 и TeSN9). Большинство ге-
нов снакинов пырея кодируют предшественники, 
которые состоят из сигнального пептида и зрелого 
цистеин-богатого пептида. Три предшественника 
состоят из трех доменов: сигнального пептида, ва-
риабельного по аминокислотному составу участка, 
и зрелого пептида, содержащего 12 консервативно 
расположенных остатков цистеина (см. рис. 2, а). 
Такая трехдоменная структура предшественника 
описана и для других представителей этого семей-
ства АМП [35]. У снакина TeSN5 обнаружена де-
леция в зрелом пептиде, приводящая к потере 5-го 
остатка цистеина.

Гены снакинов расположены во всех хромо-
сомах пырея, кроме 3Е. Как и в случае дефензи-
нов, число генов снакинов на разных хромосомах 
различно: в хромосомах 2Е и 5Е – по три гена, в 
остальных – по одному.

Зрелые пептиды снакинов являются оснóвны-
ми молекулами. Как и дефензины, снакины пы-
рея наиболее сходны со снакинами растений ро-
дов Triticum и Aegilops (см. рис. 2, а, Приложение). 
Процент идентичности аминокислотных последо-
вательностей варьирует от 88 до 97%. Сравнение со 
снакином TkSN1 пшеницы T. kiharae показало, что 
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зрелый снакин TeSN1 отличается от снакина пше-
ницы лишь одной консервативной заменой алани-
на на глицин. Проведенное нами ранее изучение 
антимикробных свойств γ-кора снакина пшеницы 

выявило его высокую активность: IC50 для различ-
ных грибных и бактериальных патогенов варьиро-
вало от 6 до 160 μМ [28]. Таким образом, можно 
предположить, что снакин пырея обладает такими 

à

á

â

ã

ä

å

æ

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей предшественников: а − снакинов Th. elongatum, TkSN1 
пшеницы [28] и некоторых снакинов растений рода Triticum; б − гевеиноподобного пептида Th. elongatum и пептида 
WAMP-1 пшеницы (P85966.2); в − тиониноподобного пептида Th. elongatum и гомологичной последовательности  
T. aestivum; г − пептидов семейства RALF Th. elongatum и других растений; д − пептидов семейства MEG Th. 
elongatum, пептида MEG2 Solanum lycopersicum [15] и пептидов MEG1 (NP_001384080.1), MEG2-like (NP_001413142.1) 
Zea mays; е − пептидов семейства Ole e 1 Th. elongatum, Ole e 1-like пептида Olea europaea var. sylvestris (XP_022872526.1) 
и гомологичных последовательностей; ж − цистеин-богатых пептидов Th. elongatum с новым мотивом и их ближай-
ших гомологов. Консервативные аминокислотные остатки выделены серым цветом. Остатки цистеина в зрелом 
пептиде выделены белым цветом на черном фоне. Группы сходных пептидов разделены пустой строкой.
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же антимикробными свойствами, как и пептид 
пшеницы. Сравнение последовательностей γ-ко-
ров других снакинов пырея с таковым TkSN1 вы-
явило значительные различия, однако программа 
CAMPR4 указывает на наличие антимикробной 
активности у всех снакинов пырея.

Гевеиноподобные пептиды

Гевеиноподобные пептиды растений разли-
чаются по числу остатков цистеина в молекуле: 
описаны пептиды с шестью, восьмью и десятью 
остатками цистеина [36]. Для них характерно на-
личие хитин-связывающего сайта, состоящего из 
нескольких консервативно расположенных остат-
ков гидрофобных аминокислот, который участвует 
во взаимодействии с хитином и другими полиса-
харидами клеточных стенок патогенов. Гевеино-
подобные пептиды обладают антифунгальными 
и антибактериальными свойствами, которые об-
условлены ингибированием роста гиф грибов 
или клеточной стенки бактерий за счет непосред-
ственного взаимодействия пептида с полимера-
ми клеточных стенок патогена. Альтернативный 
механизм состоит в ингибировании эффекторов 
патогена, таких как металлопротеиназы грибов, 
которые гидролизуют защитные хитиназы расте-
ний [37]. Гевеиноподобные пептиды синтезируют-
ся в виде препробелков. Некоторые представители 
семейства образуются в результате протеолитиче-
ского процессинга хитиназ класса 1 или гололек-
тинов [38, 39].

В геноме пырея нами найден один ген пред-
шественника 10-Цис гевеиноподобного пептида 
TeWAMP1 (см. Приложение). Ген расположен в 
хромосоме 2Е. Предшественник TeWAMP1 имеет 
типичную трехдоменную структуру и состоит из 
сигнального пептида, зрелого пептида и С-конце-
вого продомена. По сравнению с предшественни-
ком гевеиноподобного пептида пшеницы WAMP1 
у TeWAMP1 есть отдельные замены и одна делеция 
в сигнальном пептиде и С-концевом продомене 
(см. рис. 2, б). Идентичность последовательности 
предшественника TeWAMP1 последовательности 
предшественника WAMP1 составляет 95%. Зрелый 
гевеиноподобный пептид пырея TeWAMP1 пол-
ностью совпадает по аминокислотной последова-
тельности с WAMP1 – гевеиноподобным пептидом  
T. kiharae, обладающим антифунгальными и ан-
тибактериальными свойствами (см. рис. 2, б) 
[40]. Так, IС50 ингибирования Bipolaris sorokiniana, 
Fusarium solani и F. oxysporum этим пептидом со-
ставляет 5 µг/мл.

Тиониноподобные пептиды

Тионины представляют собой высокооснóвные 
пептиды длиной 45−47 аминокислотных остатков с 
шестью или восьмью остатками цистеина, которые 

образуют следующие мотивы: CCX{10,11}CX{8,10}
CX{5}CX{7,10}C или CCX{7}CX{3}CX{8-10}CX{3}
CXCX{7}C [4, 13]. Тионины обнаружены только у 
растений. В соответствии с числом остатков цисте-
ина в молекуле выделяют два основных структур-
ных класса тионинов: тионины класса 1 с восьмью 
остатками цистеина и тионины класса 2 – с шестью 
остатками цистеина [41]. По сравнению с другими 
АМП тионины обладают очень высокой ингибиру-
ющей активностью в отношении как бактериаль-
ных, так и грибных патогенов, в ряде случаев срав-
нимой с активностью антибиотиков [42]. Тионины 
синтезируются в виде предшественников, которые 
состоят из сигнального пептида, зрелого пептида и 
С-концевого кислого домена, который также обо-
гащен остатками цистеина, расположение которых 
консервативно и описывается следующей форму-
лой: CX{3}CX{3,4}CX{4,32}CX{2,3}CX{3,4}C.

В генах предшественников тионинов выявле-
но два маленьких интрона в области С-концевого 
кислого домена [41].

Поиск последовательностей тионинов в данных 
секвенирования 1000 транскриптомов растений 
показал, что тионины значительно более распро-
странены в растительном царстве, чем предполага-
лось ранее. Биоинформатический поиск позволил 
выявить 133 последовательности тиониноподоб-
ных пептидов у голосеменных и покрытосеменных 
растений, а также папоротников [41]. Тионины не 
были обнаружены у водорослей и мхов.

В геноме пырея обнаружен один ген предше-
ственника тионина TeThi1, содержащий два интро-
на в области С-концевого домена (см. Приложе-
ние). Он расположен на хромосоме 1Е. Как и пред-
шественники тионинов других видов растений, 
TeThi1 имеет трехдоменную структуру и состоит из 
сигнального пептида, зрелого пептида и С-конце-
вого продомена. Зрелый тионин содержит восемь 
консервативно расположенных остатков цистеина, 
а С-концевой домен, необходимый для транспорта 
пептида в вакуоль, – шесть (см. рис. 2, в). Сход-
ство последовательностей предшественника TeThi1 
с предшественником альфа-2-пуротионина пше-
ницы T. aestivum составляет 91%. В области зрело-
го пептида шесть замен, из которых три являют-
ся консервативными. Антимикробная активность 
альфа-2-пуротионина пшеницы T. aestivum высо-
кая [43, 44], поэтому можно предположить, что и 
у тионина пырея она высокая, хотя это предполо-
жение нуждается в экспериментальной проверке.

Неспецифические липид-переносящие белки

Неспецифические липид-переносящие белки 
(lipid-transfer proteins, LTPs) обнаружены у всех на-
земных растений [45]. Как и тионины, эти АМП 
выявлены исключительно у растений. Для LTPs ха-
рактерен 8-Цис-мотив: CX{6,15}CX{9,31}CCX{8,21}
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CXCX{13,35}CX{5,18}C [46]. В молекулах LTP есть 
гидрофобная полость, за счет которой происхо-
дят связывание и перенос липидов. Существуют 
несколько типов классификаций LTPs: первая, 
подразделявшая LTPs на два семейства в зависи-
мости от молекулярной массы (9 или 7 кДа), сме-
нилась классификациями, учитывавшими рассто-
яние между остатками цистеина, а также число и 
расположение интронов [45]. LTPs кодируются 
мультигенными семействами, насчитывающи-
ми десятки членов у одного вида, и синтезируют-
ся в виде предшественников, которые состоят из 

сигнального и зрелого пептидов [47]. У некоторых 
LTPs в С-концевой области молекулы есть так на-
зываемый GPI-якорь. Недавние исследования вы-
явили роль LTPs с GPI-якорем в защите от нехо-
зяйских грибных патогенов и синтезе суберина, 
воска и спорополленина [48,49]. LTPs являются 
полифункциональными белками. Они участвуют в 
защите от биотического и абиотического стрессов, 
синтезе полимеров клеточной стенки, в развитии 
семян, прорастании, элонгации клеток и образо-
вании клубеньков [45, 50−52].

Рис. 3. Выравнивание аминокислотных последовательностей липид-переносящих белков Th. elongatum. Консерва-
тивные аминокислотные остатки выделены серым цветом. Остатки цистеина в зрелом пептиде выделены белым 
цветом на черном фоне. Типы сходных пептидов разделены пустой строкой.
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В геноме пырея найдено 78 генов предшествен-
ников неспецифических липид-переносящих бел-
ков (рис. 3, Приложение). Как и у других видов 
покрытосеменных растений, у пырея это наиболее 
многочисленная группа цистеин-богатых пепти-
дов. По разработанной нами ранее классификации 
LTPs пырея относятся к различным структурным 
типам: 1, 2, D, G и X [53]. Среди них есть поли-
пептиды, содержащие GPI-якорь (тип G) и не со-
держащие его (типы 1, 2, D, X). Гены LTP располо-
жены во всех хромосомах пырея. Однако распре-
делены они по хромосомам неравномерно. Гены 
пептидов типа G расположены преимущественно 
на хромосоме 5Е, большая часть генов LTP типа 1 
− на 3Е, типа 2 − на 1Е и 4Е, а типа D − на 2Е. 
Гены LTP X расположены на хромосоме 4Е. В де-
вяти генах LTP, пять из которых относятся к генам 
LTP 1, обнаружен один интрон, в десяти генах − 
два интрона, причем все эти гены кодируют LTP G. 
Также в гене еще одного представителя этого типа 
TeLTPg11.5 было найдено три интрона. Только гены 
LTP 2 не имели интронов. Большая часть LTPs пы-
рея положительно заряжена (см. Приложение). Эти 
LTPs предположительно обладают антимикробны-
ми свойствами. Напротив, отрицательно заряжен-
ные LTPs, вероятнее всего, выступают в качестве 
сигнальных молекул, регулирующих иммунный 
ответ растения. Анализ с помощью программы 
CAMPR4 показал, что все LTPs, кроме трех пепти-
дов, являются антимикробными (см. Приложение).

Пептиды семейства RALF

Пептиды семейства RALF (rapid alkalinization 
factor) относятся к регуляторным цистеин-богатым 
пептидам. Они получили свое название благодаря 
их способности вызывать быстрое защелачива-
ние среды в культуре клеток табака [54]. Пептиды 
RALF образуются из С-концевой области препро-
белка в результате протеолитического процессин-
га. Они участвуют в регуляции роста и развития, а 
также в передаче сигнала, регулирующего взаимо-
действия растение − патоген при патоген-индуци-
руемом иммунном ответе (PTI) [55, 56].

В геноме пырея выявлено 10 генов предше-
ственников пептидов RALF (см. рис. 2, г, Прило-
жение). У всех обнаружен сайт протеолитического 
расщепления RR, необходимый для образования 
зрелого пептида из С-концевой области предше-
ственника. Гены предшественников RALF пырея 
находятся на хромосомах 1Е, 2Е, 3Е, 4Е и 5Е. Все 
предшественники RALF пырея обладают высокой 
степенью сходства последовательностей (83−99%) 
с пептидами семейства RALF родственных видов 
родов Triticum, Aegilops и Hordeum (см. Приложе-
ние). Для всех пептидов RALF, кроме TeRALF1, 
предсказано наличие антимикробных свойств.

Пептиды семейства MEG

Гены семейства MEG (maternally expressed gene) 
обнаружены у многих видов злаков. Первый изу-
ченный у кукурузы ген MEG1 экспрессируется в 
базальном слое транспортных клеток эндосперма и 
кодирует предшественник MEG1, который состо-
ит из сигнального пептида и зрелого пептида. Зре-
лый пептид содержит восемь остатков цистеина, 
образующих следующий мотив: CX{4,9}CX{4,12}
CXCCX{4,10}CX{6,12}CX{3}C [57]. Роль пептидов 
семейства MEG изучена слабо. Предполагают, что 
они могут выступать как структурные, защитные 
или транспортные белки.

В геноме пырея найдено три гена предшествен-
ников пептидов MEG, которые по цистеиновому 
мотиву сходны с пептидами семейства MEG ку-
курузы MEG1 и MEG2-like (см. рис. 2, д, Прило-
жение). Гены предшественников MEG пырея на-
ходятся на хромосомах 2Е, 5Е и 6Е. Все они обла-
дают наибольшим сходством последовательностей 
с неохарактеризованными белками родственных 
видов родов Triticum и Aegilops. Степень идентич-
ности последовательностей составляет 62−96%. У 
двух пептидов TeMEG1 и TeMEG2 предсказано на-
личие антимикробных свойств (см. Приложение).

Пептиды семейства Ole e 1

Пептиды семейства Ole e 1 являются основны-
ми аллергенами пыльцы оливы O. europaea [58]. На 
долю Ole e 1 может приходиться до 20% от общего 
белка пыльцы [59]. Этот низкомолекулярный бе-
лок содержит шесть консервативно расположен-
ных остатков цистеина и обладает сходством по-
следовательности с белками пыльцы других видов 
растений, таких как кукуруза, рис, береза и араби-
допсис. Роль этих полипептидов неизвестна. Пола-
гают, что они участвуют в процессах роста пыльце-
вой трубки [60].

В геноме пырея найдено три гена предшествен-
ников полипептидов Ole e 1, по одному в хромо-
сомах 1Е, 2Е и 3Е (см. рис. 2, е, Приложение). Во 
всех генах Ole e 1 пырея обнаружен интрон в обла-
сти зрелого пептида. Полипептиды пырея облада-
ют максимальным сходством с белками семейства 
Ole e 1 Aegilops tauschii subsp. strangulata (98−99%). 
Два пептида из трех являются кислыми, а один вы-
сокооснóвным, при этом антимикробная актив-
ность предсказана для всех пептидов Ole e 1 (см. 
Приложение).

Цистеин-богатые пептиды с новым мотивом

В геноме пырея найдено девять генов предше-
ственников пептидов TeCRP1−6 с новым цисте-
иновым мотивом: СХ{3}CX{3}CX{8}CX{3}CX{3}C 
(см. рис. 2, ж, Приложение). Они высоко гомоло-
гичны, отличаясь единичными аминокислотными 
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заменами. Кроме того, было обнаружено, что че-
тыре гена кодируют идентичный по аминокислот-
ной последовательности продукт − TeCRP2. Гены 
TeCRP1−6 локализованы в хромосоме 5Е. Кодиру-
емые ими слабощелочные пептиды имеют макси-
мальное сходство с неохарактеризованными бел-
ками Ae. tauschii (см. Приложение). Антимикроб-
ные свойства у этих пептидов, по всей видимости, 
отсутствуют. Функции этих пептидов остаются 
неизвестными.

ОБСУЖДЕНИЕ
Пырей Th. elongatum – дикорастущий злак, 

который обладает высокой устойчивостью к па-
тогенам и абиотическому стрессу. Механизмы 
устойчивости пырея к разным видам стресса сла-
бо изучены. В литературе имеются данные о генах 
устойчивости пырея, “узнающих” факторы ви-
рулентности патогенов и обеспечивающих расо-
специфическую устойчивость по типу ETI. Так, 
было установлено, что длинное плечо хромосомы 
7 (7EL) Th. elongatum несет участок с локусом вы-
сокоэффективной устойчивости к фузариозу коло-
са (fusarium head blight, FHB) [61, 62], в нем также 
находятся локусы устойчивости к листовой (Lr19 и 
Lr29) и стеблевой (Sr25 и Sr43) ржавчине [63, 64]. 
Всего в геноме E Th. elongatum было аннотирова-
но 1897 аналогов генов устойчивости [14]. Помимо 
устойчивости к патогенам, Th. elongatum является 
также источником устойчивости к абиотическим 
стрессовым факторам среды, таким как низкие 
температуры, переувлажнение и засоление почв. 
В частности, было показано, что в хромосоме 2Е 
расположены локусы устойчивости к переувлажне-
нию, а в хромосоме 3E − локусы солеустойчивости.

В отличие от ETI факторы устойчивости, свя-
занные с PTI, такие как защитные белки и пепти-
ды, у пырея не изучены. Цель настоящей работы 
состояла в поиске in silico всего комплекса генов 
защитных пептидов в геноме диплоидного вида 
пырея Th. elongatum, который несет базовый для 
этого рода геном E (2n = 2x = 14, EE) [65]. Выяв-
ление всего пула генов защитных пептидов у пы-
рея представляло интерес, с одной стороны, для 
характеристики молекулярных компонентов им-
мунной системы у этого вида, что послужит базой 
для дальнейшего исследования механизмов устой-
чивости. С другой стороны, эти исследования не-
обходимы для научно обоснованного практическо-
го использования Th. elongatum в качестве донора 
устойчивости в селекции пшеницы, что приобре-
тает в последнее время особую актуальность. На 
фоне быстрого роста населения земного шара не-
обходимо увеличение производства пшеницы. Это 
увеличение может быть достигнуто в основном за 
счет повышения урожайности с помощью интегри-
рованных методов борьбы с болезнями и вредите-
лями и повышения устойчивости к абиотическим 

стрессам. Ежегодно около 20% урожая пшени-
цы теряется из-за болезней [66]. Абиотический 
стресс, вызванный засухой, засоленностью почвы 
и загрязнением тяжелыми металлами, также суще-
ственно снижает продуктивность этой важнейшей 
сельскохозяйственной культуры.

Для поиска генов антимикробных и сигнальных 
пептидов в геноме пырея мы использовали разра-
ботанный ранее алгоритм поиска по цистеиновым 
мотивам, характерным для различных семейств 
цистеин-богатых пептидов [15].

В результате в геноме пырея нами выявлено 154 
гена антимикробных и сигнальных пептидов (см. 
Приложение). Следует отметить, что число генов 
пептидов различных семейств видоспецифично и 
различается у разных видов растений [13]. Обна-
руженные нами в геноме пырея гены кодируют 
пептиды следующих семейств: дефензины, LTPs, 
снакины, гевеиноподобные пептиды, тионины, 
пептиды семейств MEG, Ole e 1 и RALF. Обнару-
жено также новое семейство генов пептидов CRP с 
ранее неизвестным 6-Цис-мотивом, функции ко-
торых еще предстоит изучить. Поиск сходных по-
следовательностей с помощью программ BLAST 
показал, что пептиды пырея обладают максималь-
ным сходством с пептидами растений семейства 
мятликовые, прежде всего относящихся к родам 
Triticum и Aegilops (см. Приложение). Этот результат 
согласуется с цитогенетическими данными о наи-
большем из всех злаков сходстве генома Е пырея с 
геномом D Ae. tauschii [67, 68].

Самое многочисленное семейство генов пепти-
дов у пырея представлено генами LTP (78). Сле-
дующим по численности семейством оказались 
дефензины (39). Эти данные согласуются с лите-
ратурными данными о численном преобладании 
генов LTP и дефензинов в геномах растений [13, 
53, 69, 70].

Гены антимикробных и сигнальных пепти-
дов обнаружены во всех семи хромосомах пырея 
(рис. 4). Однако обогащенность генами пептидов 
для разных хромосом пырея различается. Больше 
всего генов пептидов выявлено в хромосоме 5Е 
(34), а меньше всего – в хромосоме 6Е (7) (рис. 5). 
Гены пептидов распределены по хромосомам не-
равномерно, встречаются обогащенные и бедные 
генами пептидов участки (см. рис. 4 и 5). Для мно-
гих хромосом пырея генами пептидов обогащены 
области, примыкающие к теломерным районам. 
Гены пептидов отдельных семейств также распре-
делены по хромосомам неравномерно (см. рис. 5). 
Гены DEFL и LTP находятся на всех хромосомах. 
Напротив, гены цистеин-богатых пептидов CRP с 
новым мотивом локализованы только на хромосо-
ме 5Е. Гены снакинов не обнаружены в хромосоме 
3Е. Гены RALFs не найдены в хромосомах 6Е и 7Е.
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Рис. 4. Карта расположения генов АМП и сигнальных пептидов на хромосомах Th. elongatum.
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Интересно распределение по хромосомам пы-
рея генов различных подсемейств пептидов (рис. 
6). Так, гены “классических” дефензинов располо-
жены на всех хромосомах, кроме 6Е. Гены дефен-
зинов с 4-Цис-мотивом находятся только на трех 
хромосомах 2Е, 3Е и 6Е. Подавляющее число ге-
нов LTP 1 находится на хромосоме 3Е; гены LTP 2, 
за единичными исключениями, – на хромосомах 
1Е и 4Е; гены LTP D – на хромосомах 2Е, 4Е, 5Е; 

гены типа LTP G – преимущественно на хромосо-
ме 5Е. В ряде случаев гены пептидов одного семей-
ства образуют кластеры, кодирующие сходные по 
последовательности пептиды, что свидетельствует 
о том, что они возникли в результате тандемных 
дупликаций (см. рис. 4). К таким кластерам отно-
сятся, например, кластер генов дефензинов, коди-
рующих TeDEFL1-20, -23, 24, -40, на хромосоме 1Е 
(см. рис. 1 и 4); кластер генов LTP 1 на хромосоме 
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Рис. 5. Распределение генов АМП и сигнальных пептидов по хромосомам пырея.
Snakin − снакин, Hevein-like − гевеиноподобный пептид, Thionin − тионин.
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Рис. 6. Представленность генов пептидов разных подгрупп в хромосомах пырея.
Snakin − снакин, Hevein-like − гевеиноподобный пептид, Thionin − тионин.
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3Е, кластер генов LTP D подтип 6 на хромосоме 2Е 
(см. рис. 3 и 4). Гены снакинов, кодирующие близ-
кородственные пептиды TeSN2, 3 и 4, а также гены 
цистеин-богатых пептидов CRP с новым мотивом 
образуют отдельные кластеры на хромосоме 5Е 
(см. рис. 2 и 4).

Таким образом, в геноме диплоидного вида Th. 
elongatum нами выявлено 154 новых гена цисте-
ин-богатых пептидов, относящихся к девяти се-
мействам. Изучена локализация генов пептидов 
в хромосомах пырея. Дальнейшие исследования 
биологической активности обнаруженных пепти-
дов с использованием трансгенных технологий и 
тестирования in vitro позволят понять их роль в за-
щите от стресса, а также в других физиологических 
процессах.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 22-16-00010 (М.П. Слезина, Е.А. 
Истомина, Т.И. Одинцова) и государственного за-
дания № 122022600163-7 (А.Н. Шиян).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
животных. 

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Cysteine-Rich Peptide Genes of Wheatgrass Thinopyrum elongatum

M. P. Slezinaa, E. A. Istominaa, A. N. Shiyana, T. I. Odintsovaa, *
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Cysteine-rich peptides play an important role in the plant defense system. The aim of the present 
work was to search in silico for genes encoding antimicrobial and signaling peptides in the genome of 
Thinopyrum elongatum (Host) D.R. Dewey (2n = 14, EE) − a wild grass species with high resistance 
to pathogens and abiotic stress. Bioinformatic analysis revealed 154 new genes of antimicrobial and 
signaling peptide precursors belonging to 9 families in Th. elongatum genome. Introns were detected in 
a number of cysteine-rich peptide genes. The structure of peptide precursors and localization of peptide 
genes in wheat chromosomes were determined. The greatest similarity of the sequences of Th. elongatum 
peptides with homologous peptides of plants of the genera Triticum and Aegilops was shown, which 
confirms the cytogenetic data on the relatedness of genome E with genome D and similar genomes. 
The results obtained contribute to the characterization of molecular components of the immune system 
of Th. elongatum and will serve as a basis for further studies of resistance mechanisms, as well as for 
scientifically justified practical use of this species as a resistance donor in wheat breeding.

Keywords: plant immunity, Thinopyrum elongatum, cysteine-rich peptides, gene biodiversity.


