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ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ЛЮПИНА ЖЕЛТОГО  
ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ ИЗОЛЯТАМИ ВОЗБУДИТЕЛЯ АНТРАКНОЗА

Аннотация. Изучена дифференциальная экспрессия генов у проростков люпина желтого, обработанных су-
спензией спор возбудителя антракноза Colletotrichum lupini. В результате анализа SRAP-профилей выявлены ПЦР-
фрагменты, присутствующие у образцов, демонстрирующих устойчивость к патогену. Соответствующие им генети-
ческие детерминанты, вероятно, участвуют в обеспечении устойчивости (толерантности) растений люпина к ан-
тракнозу.
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Abtract. Seedlings of yellow lupine treated with Colletotrichum lupini isolate were studied by the method of SRAP-anal-
ysis with the purpose to assess the differential expression of genes. As a result, the PCR fragment corresponding to tolerant 
seedlings was found. The genetic determinants found are likely involved in the control of the resistance (tolerance) of lupine 
plants to anthracnose.
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Введение. Значительный успех в обеспечении устойчивого развития кормовых ресурсов,  
а также повышении плодородия почвы может быть достигнут за счет расширения культивирова-
ния видов рода Lupinus. Люпин желтый (Lupinus luteus L.) характеризуется высоким содержани-
ем легкоусвояемого белка, сбалансированного по аминокислотному составу [1]. Благоприятный 
биохимический состав семян и зеленой массы, включающий помимо белка пищевые волокна, 
витамины, микро- и макроэлементы, делает его ценным растительным сырьем для производства 
высококачественных кормов [2; 3].

Тем не менее, за последние несколько десятилетий значимым препятствием выращиванию 
люпина желтого стало поражение этой культуры возбудителем антракноза, грибом Colletotrichum 
(половая стадия – Glomerella, отдел Аскомицеты). В настоящее время для люпина желтого от-
сутствуют сведения о существовании селекционного материала, который обладал бы полной 
устойчивостью к данному заболеванию, хотя есть линии и сорта, обладающие частичной устой-
чивостью [4; 5].
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Повысить эффективность селекционных программ люпина возможно с применением совре-
менных молекулярных технологий при их сочетании с традиционными методами гибридизации 
и отбора. Низкая степень генетического разнообразия у люпина желтого [6] вызывает потреб-
ность в применении надежных методов генетического анализа для дифференциации и паспорти-
зации сортов, а также для маркирования ценных признаков, в том числе и устойчивости к ан-
тракнозу. Исследования генетической детерминации устойчивости к заболеваниям у люпина 
желтого осложнены отсутствием полного геномного сиквенса и значительно более слабой изу-
ченностью по сравнению с люпином узколистным. Тем не менее, к настоящему времени прове-
дено секвенирование транскриптома люпина желтого [7], разработан ряд EST-SSR и InDel мар-
керов для характеристики селекционного материала [8]. Сравнительное изучение генетических 
карт узколистного люпина и люпина желтого позволило обнаружить QTL-локус, связанный  
с устойчивостью к антракнозу и выявить сходство с геном Lanr1 люпина узколистного [9].

Целью нашей работы было выявление дифференциальной экспрессии генов у проростков 
люпина желтого разной степени устойчивости к возбудителю антракноза с помощью SRAP-
генотипирования.

Материалы и методы исследования. Для характеристики устойчивости исходных сортов 
люпина желтого к антракнозу был проведен лабораторный эксперимент оценки устойчивости по 
спорофиту рулонным методом, заключающийся в искусственном инфицировании проростков 
суспензией спор гриба Colletothrichum lupini. Для обработки растений в опытных группах исполь-
зовали смыв спор изолята из коллекции возбудителей антракноза НИЛ молекулярной генетики  
и биотехнологии (НИЛ МГиБ) кафедры генетики биологического факультета БГУ. Споровая на-
грузка у изолята Colletothrichum lupini составила 7,68 · 107 спор в 1 мл суспензии. 

Учет воздействия патогена на образцы разных сортов проводили по количеству пораженных 
болезнью проростков и по разнице в размерах корешка и гипокотиля в опытных группах 
в сравнении с проростками в контрольных группах (без обработки).

В качестве материала для молекулярных исследований использовали комплементарную ДНК 
(кДНК) проростков люпина желтого, полученных из семян, подвергнутых обработке суспензией 
спор изолятов Colletotrichum в рамках эксперимента по оценке устойчивости к антракнозу. 

Эксперимент включал 2 группы проростков сортообразца МЛ, сортов Tremosilla, БСХА13, 
Престиж из коллекции НИЛ МГиБ: интактные (контрольный вариант) и обработанные изолятом 
Colletotrichum. Отбор биологического материала проводили в трех повторностях. Корешки от 
трех проростков отбирали индивидуально, после чего растирали с жидким азотом. РНК выделя-
ли из корешков 10-дневных проростков люпина, полученных с использованием рулонного мето-
да. Выделение РНК осуществляли с помощью реагента TRItidy GTM (AppliChem). Синтез цепи 
кДНК осуществляли с помощью обратной транскриптазы RevertAidTM (Thermo Scientific).

Для анализа образцов применен метод SRAP-анализа (Sequence-related amplified polymorphism), 
основанный на амплификации открытых рамок считывания и позволяющий проводить типиро-
вание пула кДНК [10].

Комплементарную ДНК (кДНК) синтезировали на матрице РНК с использованием обратной 
транскриптазы и поли-Т праймера. Таким образом, в результирующем пуле кДНК преобладали 
последовательности мРНК, обладающие поли-А хвостом.

На матрице полученного пула кДНК проводили серию ПЦР с комбинациями из 3 прямых 
(Me8, f12, f16) и 4 обратных (Em5, Em12, r14, r9) SRAP-праймеров (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Список SRAP праймеров, использованных в работе

T a b l e 1. List of the SRAP primers used in the work

Праймер 
Primer

Последовательность 5′–3′ 
Sequence 5′–3′

Ссылка 
Reference

Me8 TGAGTCCAAACCGGACT [11]
F12 CGAATCTTAGCCGGAGC [12]
F16 GATCCAGTTACCGGCAC [12]

Em12 GACTGCGTACGAATTCTC [11]
Em5 GACTGCGTACGAATTAAC [11]

r9 GACACCGTACGAATTTGA [12]
r14 CGCACGTCCGTAATTAAC [12]
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SRAP-ПЦР проводили в реакционной смеси объемом 15 мкл, содержащей следующие компо-
ненты: 1 ед. Taq-полимеразы (ArtTaq, АртБиоТех), 1x ПЦР-буфер, 2 мМ MgCl2, 200 мкМ каждого 
dNTP, 0,5 μМ прямого и обратного праймера, 0,5 мкл препарата кДНК. Амплификацию начина-
ли плавлением ДНК при 94 °С в течение 5 мин, затем проводили 5 циклов: 94 °С – 1 мин, 35 °С –  
1 мин, 72 °С – 1 мин; а затем – 35 циклов: 94 °С – 1 мин, 50 °С – 1 мин, 72 °С – 1 мин; заключи-
тельную элонгацию осуществляли при 72 °С 5 мин.

Полученные профили фрагментов разделяли в 2 %-ном агарозном геле и окрашивали броми-
стым этидиумом.

На основании результатов реакций SRAP-ПЦР были составлены бинарные матрицы, где  
0 обозначал отсутствие бэнда (фрагмента), а 1 – наличие. При составлении матриц учитывали 
только фрагменты длиной 100 п. н. и более. Полученная бинарная матрица была использована 
при поиске корреляций между составом SRAP-профилей и размером вегетативных органов про-
ростков (корешок и гипокотиль). Для оценки величины и достоверности корреляции использова-
ли коэффициент Спирмена, вычисленный в программе Statistica 8.0.

ПЦР-фрагменты, ассоциированные с устойчивостью, были выделены и секвенированы с по-
мощью набора BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific Inc.). Их предполагаемая функция назначена на основе поиска по базам данных 
Nucleotide BLAST и поиска консервативных доменов ([13], база данных CDD).

Результаты и их обсуждение. Оценка устойчивости образцов МЛ, Tremosilla, БСХА13, 
Престиж с помощью рулонного метода показала, что наибольшим баллом устойчивости к ан-
тракнозу обладал образец МЛ (табл. 2).

Т а б л и ц а 2. Характеристика сортов люпина желтого (Lupinus luteus L.) по устойчивости к антракнозу 
(изолят Colletothrichum lupini)

T a b l e 2. Characteristics of the varieties of yellow lupine (Lupinus luteus L.) for resistance to anthracnose 
(Colletotrichum lupini isolate)

Наименование образца, вариант опыта 
Name of the sample, variant of the experiment

Длина, см 
Length, cm

Поражаемость, % 
Defeatability,%

Балл 
устойчивости 

Resilience score

корешка 
spine

гипокотиля 
hypocotyl

xx S± Cv, % xx S± Cv, %

МЛ
контроль* 6,36 ± 0,28 15,72 2,00 ± 0,28 50,0 0,0 н/о**
опыт 6,71 ± 0,28 18,63 3,69 ± 0,36 43,90 0,0 9

Tremosilla
контроль 7,38 ± 0,38 22,49 3,80 ± 0,42 47,63 0,0 н/о
опыт 6,21 ± 0,45 32,37 3,91 ± 0,36 40,66 100,0 1

БСХА-13
контроль 6,09 ± 0,24 16,09 3,89 ± 0,48 50,64 0,0 н/о
опыт 5,34 ± 0,46 35,39 4,40 ± 0,42 39,09 100,0 1

Престиж
контроль 5,69 ± 0,24 18,98 3,41 ± 0,35 45,45 0,0 н/о
опыт 5,87 ± 0,49 36,29 4,02 ± 0,31 33,58 89,47 1

П р и м е ч а н и я: * – контроль без воздействия патогена, опыт – с воздействием суспензии спор гриба 
Colletothrichum lupini; ** – невозможно определить.

N o t e s: * – control without the action of pathogene, experiment – with the action of the suspension of mushroom spores 
of Colletotrichum lupini; ** – it is impossible to determine.

В результате реакции амплификации с 9 из 12 использованных комбинаций SRAP прайме-
ров были выявлены четко различимые на электрофоретическом спектре фрагменты. Всего было 
получено 216 (24 образца, 9 комбинаций праймеров) индивидуальных электрофоретических 
профилей, на которых обнаруживались полиморфные фрагменты (рис. 1).

Число фрагментов на профилях варьировало от 1 до 12, число полиморфных фрагментов – от 
1 до 11. Длина полученных фрагментов находилась в диапазоне 120–1000 п. н. (табл. 3).
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Рис. 1. Электрофоретический профиль амплификации кДНК люпина желтого с праймерами f16-r9

Fig. 1. Electrophoretic amplification profile of cDNA of yellow lupine with primers f16-r9

Т а б л и ц а 3. Показатели эффективности генотипирования кДНК люпина желтого с помощью SRAP-ПЦР

T a b l e 3. Indicators of the genotyping effectiveness of cDNA of yellow lupine with the use of SRAP-PCR

Пара праймеров 
Pair of primers

Число фрагментов 
Number of fragments

Диапазон длин фрагментов, bp 
Fragment length range, bp

Количество полиморфных фрагментов 
Number of polymorphic fragments

Me8/Em12 1 220 1
Me8/Em5 0 н/о * н/о
Me8/r9 0 н/о н/о
Me8/r14 0 н/о н/о
F12/Em12 4 120–500 0
F12/Em5 3 120–200 1
F12/r9 6 120–500 3
F12/r14 10 200–700 8
F16/Em12 9 200–1000 8
F16/Em5 6 220–850 6
F16/r9 12 150–950 11
F16/r14 3 180–550 3

П р и м е ч а н и е. * – невозможно определить.
N o t e. * – it is impossible to determine.

В ряде случаев (комбинации Me8/Em5, Me8/r9, Me8/r14) на электрофоретическом геле  
не было выявлено четко детектируемых полос. С использованием пары праймеров F12/Em12 по-
лиморфных фрагментов не было обнаружено.

С целью выявления связи между составом полученных профилей и устойчивостью к антрак-
нозу нами были вычислены значения и определена достоверность корреляции между наличием 
фрагментов на SRAP-профилях и биометрическими показателями проростков (длина корня  
и гипокотиля). При установлении корреляций учитывали на профилях только четкие фрагменты 
размером не менее 200 п. н. Для оценки силы связи использовали коэффициент корреляции 
Спирмена, рассчитанный для контрольной группы проростков и группы, обработанной культу-
рой возбудителя антракноза (табл. 4).

Полученные данные показывают, что проростки контрольной группы, образующие при 
SRAP-анализе фрагменты f12-r14-500 и f16-em5-220, характеризовались большей длиной кореш-
ков, тогда как наличие фрагментов f16-r9-800, f16-r9-750 коррелировало с более короткими ко-
решками. В группе проростков, обработанной смывами спор возбудителя антракноза, были вы-
явлены корреляции между присутствием в SRAP-профилях фрагментов f12-r14-280 и f16-
em12-300 и укороченным корешком. Поскольку угнетение роста под воздействием патогена 
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расценивается как признак заболевания, указанные фрагменты могут свидетельствовать о вос-
приимчивости генотипа к антракнозу.

Достоверных корреляций между составом SRAP-профилей и длиной гипокотиля в обеих 
группах проростков выявлено не было.

Поскольку по результатам определения реакции проростков люпина желтого на обработку 
суспензией спор возбудителя антракноза было выявлено, что устойчивость к данной инфекции 
демонстрировали только проростки сортообразца МЛ, нами был осуществлен поиск характер-
ных для проростков МЛ фрагментов на SRAP-профилях. Так, был обнаружен фрагмент f16-
Em12-1000, который преимущественно образовывался у проростков сортообразца МЛ в обрабо-
танной суспензией спор антракноза группе (rs = 0,68, p = 0,014). В контрольной группе проростки 
МЛ четкий фрагмент не образовывали, что может свидетельствовать об индукции экспрессии 
соответствующей мРНК при обработке проростков культурой возбудителя антракноза (рис. 2).

Рис. 2. Результат амплификации кДНК люпина желтого с праймерами f16-Em12

Fig. 2. Results of amplification of cDNA of yellow lupine with primers f16-Em12

Секвенирование данного фрагмента показало высокую степень сходства с последователь- 
ностью РНК 4-гидрокси-3-метилбут-2-ен-1-ил дифосфат синтазы (HMB-PP синтазы) люпина уз-
колистного. Известно, что соответствующий фермент участвует в биосинтезе изопреноидов (по-
крытие составило 100 %, идентичность – 96 %, E-value – 0,0). Изопреноидные соединения имеют 
важное биологическое значение, к ним относят множество физиологически активных веществ. 
Изопреноидную природу имеют многие гормоны растений, некоторые витамины, антибиотики, 
пигменты, в том числе участвующие в фотосинтезе, аттрактанты и прочие вещества [14].

Заключение. Таким образом, SRAP-анализ дифференциальной экспрессии генов люпина 
желтого позволил выявить фрагмент f16-Em12-1000, который преимущественно образовывался 

Т а б л и ц а 4. Корреляции между составом SRAP профилей и длиной корешка проростков люпина желтого

T a b l e 4. Correlations between the composition of the SRAP profiles and the length of the root of yellow lupine seedlings

SRAP-RGA 
праймеры 

SRAP-RGA primers

Длина фрагмента 
Fragment length

Длина корешка 
Spine length

Коэффициент корреляции Спирмена между наличием фрагмента 
и длиной корешка, ρ 

Spearman’s correlation coefficient between the presence of a fragment 
and the length of the root, ρ

Уровень значимости, p 
Significance level, p

Контрольная группа проростков
f12-r14 500 0,65 0,022
f16-em5 220 0,71 0,009
f16-r9 800,750 –0,64 0,024

Проростки, обработанные культурой возбудителя антракноза
f12-r14 280 –0,69 0,013
f16-em12 300 –0,66 0,018
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у проростков наиболее устойчивого к антракнозу сортообразца МЛ в обработанной суспензией 
спор антракноза группе. Секвенирование данного фрагмента показало высокую степень сход-
ства с последовательностью РНК фермента, участвующего в биосинтезе изопреноидов, что мо-
жет свидетельствовать о вовлеченности этого процесса в обеспечение устойчивости к антракно-
зу у люпина желтого.

Наличие в SRAP-профилях генотипов фрагментов f12-r14-280, f16-em12-300 коррелирует 
с восприимчивостью к антракнозу, что следует учитывать при молекулярно-генетическом те-
стировании экспериментального материла.
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