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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЕ  ИССЛЕДОВАНИЕ
МАРКЕРОВ АПОМИКСИСА У ФОРМ BOECHERA

И  БЛИЖАЙШИХ РОДСТВЕННИКОВ ИЗ СЕМЕЙСТВА
BRASSICACEAE

Исследования в области генетики апомиксиса у цветковых растений
обоснованно относят к числу прорывных исследований (Ozias-Akins and
van Dijk, 2007). Тем не менее, возможное участие МГЭ в манифестации
апомиксиса выпало из поля зрения исследователей. Как правило, роль МГЭ
в бесполосеменном размножении растений более трудно установить, нежели
у животных, в связи со сложной организацией репродуктивных процессов
(чередование поколений гаметофита и спорофита в жизненном цикле, двой-
ное оплодотворение и т.д.), а также отсутствием подходящего материала.
Все это делает проблемным анализ эпигенетической регуляции апомиксиса
у растений. Возможно по этой причинам, начиная с первых экспериментов
Грегора Менделя на Hieracium и вплоть до настоящего времени, молеку-
лярные механизмы, контролирующие апомиксис у растений, остаются слабо
понятыми. В настоящее время ведется активный поиск биохимических и
молекулярно-генетических маркеров апомиксиса у различных видов цветко-
вых растений, и в том числе у Boechera (Naumova et al, 2001; Gerashchenkov
et al, 2007). Цель исследования: анализ особенностей наследования маркеров
диплоспорического апомиксиса у представителей рода и родственных форм
из семейства Brassicaceae.

Материалы и методы
Диплоспорический вид Boechera holboellii характеризуется рядом

особенностей, позволяющих рассматривать его в качестве перспективного
модельного объекта при исследованиях морфо-физиологической и молеку-
лярной регуляции апомиксиса. Это близкий родственник Arabidopsis thalia-
na, для которого доступны обширные молекулярно-генетические ресурсы
(полностью секвенированный геном, мутанты), что облегчает поиск участву-
ющих в контроле апомиксиса генов. Вид Boechera holboellii высоко поли-
морфен, включает половые и апомиктичные формы различной плоидности
из ряда изолированных друг от друга географически популяций. Развитие
зародышевых мешков характеризуется: при апомейозе диплоспорическим
образованием диад (Taraxacum-тип) и при мейозе мейотическим образова-
нием тетрад (Polygonum-тип) (Naumova et al, 2001). Наконец, это един-
ственный описанный апомикт в семействе Brassicaceae, содержащем ряд
важных для сельского хозяйства видов. В исследовании сравнивали апомик-
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тичные и половые формы Boechera из нидерландской (популяции США
и Гренландии) и германской коллекций, а также ближайшие родственники
из семейства Brassicaceae (табл. 1).

В работе использовали транспозон дисплей – один из вариантов ПЦР
стратегии, основанный на наличии в геноме мобильных генетических эле-
ментов, выступающих в роли своеобразного геномного якоря. Метод позво-
ляет одновременно детектировать множественный полиморфизм в исследуе-
мом геноме. Амплифицированные фрагменты фракционировали в 1,0–1,5%
агарозных гелях, которые окрашивали бромистым этидием, или в 5,1% поли-
акриламидных гелях, которые окрашивали серебром.

Маркерные ПЦР фрагменты вырезали из геля и реамплифицировали.
Секвенирование маркеров апомиксиса осуществляли на автоматическом
секвенаторе ABI PRISM® 310, используя BigDye® терминатор.

Таблица 1
Описание представителей семейства Brassicaceae с бесполосеменным (apo)
и половым (sex) способами репродукции

№№ Виды Способ
размножения Источник происхождения

Представители рода Boechera
1 Arabis holboellii Colorado 3x #36-1 Apo
2 Arabis holboellii Colorado 3x #6-3 Apo
3 Arabis holboellii Colorado 3x #5-10 Apo
4 Arabis holboellii Colorado 2x #4-2 Apo
5 Arabis holboellii Colorado 2x #8-7 Apo
6 Arabis drummondii 2x #10 Sex

Dr. Kim Boutilier,
Netherlands

7 Arabis holboellii Rc#1 Apo
8 Arabis holboellii cg#25 Apo
9 Arabis drummondii 4 Sex

10 Arabis drummondii 11 Sex

Dr. Thomas Mitchell-
Olds, Germany

Другие представители семейства Brassicaceae
11 Arabis canadiensis Sex Dr. Anne E. Hall, USA
12 Boechera beckwithii Unknown
13 Boechera falcifructa Unknown

Dr. Michael Windham,
USA

14 Boechera perennans Unknown
15 Boechera stricta 10 Sex

Dr. David Siemens, USA

16 Arabis drummondii Sex
17 Arabis lyrata Sex

Dr. Diana Wolf, USA

18 Arabis pendula L. Sex Dr. Olga Zhirova, Russia
19 Brassica napus, canola cv. Westar Sex
20 Arabidopsis thaliana DiJohn Sex
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Результаты и обсуждение
Разработан и применен новый вариант транспозон дисплея на основе

рестриктазы Csp6I и дополнительной рестриктазы с CG- или АТ-богатыми
сайтами узнавания. В качестве рестриктаз c CG-богатым сайтом узнавания
использовали SmaI (ccc“!ggg) и PdiI (gcc“!ggc). Всего 2 варианта рестриктаз
для 19 транспозонов. В итоге, подвергнуто анализу (2х19 МГЭ) = 38 вариан-
тов праймерных комбинаций для 10 форм генотипов с апомиксисом и поло-
вым размножением. В качестве рестриктаз с АТ-богатым сайтом узнавания
использовали VspI (at“!taat), SspI (aat“!att) и DraI (ttt“!aaa). Всего 3 варианта
рестриктаз для 19 транспозонов. В итоге, подвергнуто анализу (3х19 МГЭ) =
= 57 вариантов праймерных комбинаций для 10 форм генотипов с апомик-

Размер, п.о.  1   2    3   4   5    6   7   8   9  10           11 12 13  14  15 16 17 18 19  20

 380

 240

 220

Рис. 1. Экспансия маркеров апомиксиса на основе Cin4a ретротранспозона среди
представителей семейства Brassicaceae. Генотипы растительных форм приведены

в табл. 1
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сисом и половым размножением. Однако новых в сравнении с 2008 годом
ассоциативных с апомиксисом комбинаций для АТ-богатых областей генома
обнаружено не было.

Начато секвенирование обнаруженных в 2008 году молекулярных мар-
керов, ассоциированных с апомиксисом. Обнаружено сходство секвениро-
ванных ДНК фрагментов в GenBank+EMBL+DDBJ+PDB с разным ко-
личеством уже известных ДНК последовательностей. При этом гомология
секвенируемых маркеров с известными последовательностями составляла
от 85 до 100%.

Сформулированы предположения о возможных механизмах возник-
новения и экспансии маркеров апомиксиса в связи с типом размножения,
уровнем плоидности и генетико-географическим происхождением боечер.
Манифестация маркеров апомиксиса, видимо, не связана с уровнем плоид-
ности боечер.

Выводы
1. С целью проверки выдвинутой ранее гипотезы о транспозонной

природе апомиксиса исследовали генетический полиморфизм ДНК спектров
у форм Boechera с апомиксисом и амфимиксисом методом транспозон-
дисплея. Разработан и применен новый вариант транспозон дисплея на
основе рестриктазы Csp6I и дополнительной рестриктазы с CG- или АТ-бо-
гатыми сайтами узнавания. Однако новых маркеров бесполосемянности
обнаружено не было.

2. Исследована экспансия маркеров апомиксиса среди 20 представи-
телей семейства Brassicaceae. Предварительные маркеры апомиксиса
Cin4a+Vtat размером 220 п.о., 240 п.о. и Isaak+Vcaa размером 230 п.о. обна-
ружены только у форм Boechera с бесполосеменным размножением.

3. Начато секвенирование обнаруженных в 2008 году молекулярных
маркеров, ассоциированных с апомиксисом. Обнаружено сходство секвени-
рованных ДНК фрагментов в GenBank+EMBL+DDBJ+PDB с разным ко-
личеством уже известных ДНК последовательностей. При этом гомология
секвенируемых маркеров с известными последовательностями составляла
от 85 до 100%.

Работа поддержана грантами РФФИ № 08-04-97011 р_поволжье_а
и №08-04-97050 р_поволжье_а.
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Резюме
Разработан и применен новый вариант транспозон дисплея на основе рестрик-

тазы Csp6I и дополнительной рестриктазы с CG- или АТ-богатыми сайтами узнавания.
Исследована экспансия выявленных маркеров апомиксиса в пределах семейства
Brassicaceae. Гомология секвенированных маркеров с известными последователь-
ностями составляла от 85 до 100%.

The new variant of the transposon display on the basis of Csp6I and additional
restrictase with CG-or АТ-rich sites of recognition is developed and applied. Expansion
of the revealed markers of apomixis is investigated among some forms of Brassicaceae.
Homology of sequenced markers with known sequences was from 85 up to 100%.
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МЕРЕЖІ ГЕНІВ, ЗАДІЯНИХ У РЕГУЛЯЦІЇ БІОСИНТЕЗУ
ПОЛІКЕТИДНИХ АНТИБІОТИКІВ У СТРЕПТОМІЦЕТІВ
Вивчення механізмів регуляції вторинного метаболізму і морфогенезу

актиноміцетів є однією з центральних проблем генетики та біотехнології
мікроорганізмів. Це зумовлено здатністю цих бактерій продукувати широкий
спектр біологічно активних сполук. Цікавими в цьому плані є штами
S. antibioticus Tü6040, S. aureofaciens Tü117 та S. globisporus 1912 — проду-
центи полікетидних антибіотиків сімоциклінону D8, α-ліпоміцину і лан-
доміцину Е відповідно (рис.). Усі ці антибіотики володіють антибактерійною
активністю, а сімоциклінон D8 та ландоміцин Е виявляють також цитоста-
тичну активність щодо різних типів пухлинних клітин [3, 5, 8, 11]. Проведен-
ні нами дослідження дали змогу з’ясувати деякі нові аспекти генетичного
контролю біосинтезу цих антибіотиків та розробити підходи до отримання
їхніх надпродуцентів.

Регуляція біосинтезу сімоциклінону D8. У кластері генів біосинтезу
сімокилінону D8 S. antibioticus Tü6040 виявлено три регуляторні гени
simReg1, simReg2 і simReg3. Біоінформатичний аналіз амінокислотних послі-
довностей відповідних білків, свідчить про те, що вони кодують регулятори
SARP-, TetR- і MarR-родин відповідно. Продукт гена simReg1 є шлях-спе-
цифічним транскрипційним активатором. Його спрямоване руйнування в


