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Биосинтез флавоноидов у растений регулируется специфическим белковым комплексом MBW, ко-
торый формируется при взаимодействии факторов транскрипции типа R2R3-Myb, bHLH и WD40.
Геномы представителей трибы Triticeae характеризуются наличием ортологичных и гомеологичных
копий регуляторных генов биосинтеза флавоноидов. Структурно-функциональная организация се-
мейств R2R3-Myb и bHLH уже хорошо изучена, тогда как гены, кодирующие третью компоненту
комплекса MBW у представителей Triticeae – фактор WD40 – оставались практически неисследо-
ванными. В настоящей работе был проведен поиск и анализ генов WD40 у представителей родов
Hordeum, Triticum и Aegilops. В результате были идентифицированы две паралогичные группы генов
(WD40-1 и WD40-2), располагающиеся на длинных и коротких плечах хромосом шестой группы.
При этом было показано, что консервативность идентифицированных последовательностей WD40
поддерживается отбором. Экспрессия генов WD40-1 и WD40-2 наблюдается на высоком уровне в
различных органах и тканях пшеницы и ячменя вне зависимости от их пигментации. Предполага-
ется, что данные гены могут участвовать в биосинтезе не только флавоноидных пигментов антоци-
анов, но и неокрашенных соединений.
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Регуляция экспрессии генов включает широ-
кий спектр механизмов, используемых клеткой
для изменения количества мРНК, и, как след-
ствие, изменения количества продуктов конкрет-
ных генов. Биосинтез флавоноидов и их произ-
водных антоцианов – один из самых полно оха-
рактеризованных метаболических путей
растений [1–4]. Регуляторные механизмы био-
синтеза данных соединений обусловливаются
взаимодействием факторов транскрипции трех
типов: R2R3-Myb, basic helix-loop-helix (bHLH) и
WD40, образующих вместе комплекс MBW
(R2R3-Myb + bHLH + WD40) [2, 3, 5, 6]. Паттерн
экспрессии и ДНК-связывающая специфичность
белков R2R3-Myb и bHLH определяют множе-
ство активируемых комплексом MBW генов, в то
время как белки WD40 обладают более общей ро-
лью в данном комплексе [3, 6, 7].

Белки семейства WD40 характеризуются нали-
чием высокосимметричных повторов WD40 (обыч-

но 4–10 у растений), состоящих приблизительно
из 40 аминокислотных остатков, начинающихся,
как правило, с дипептида глицин-гистидин (G-H)
и оканчивающихся дипептидом триптофан-ас-
партат (W-D) [8–10]. Четыре и более повторов
WD40 могут образовывать структуру так называе-
мого β-пропеллера, в котором серия четырехце-
почечных антипараллельных бета-листов распола-
гается по кругу вокруг активного сайта, создавая
тем самым тороидальную структуру, облегчающую
белок-белковые взаимодействия [8, 10]. Напри-
мер, у Arabidopsis идентифицировано 237 белков
WD40 с более чем четырьмя повторами [8], среди
которых фактор транскрипции TRANSPARENT
TESTA GLABRA1 (TTG1) проявляет плейотроп-
ное действие как регулятор в процессах биосин-
теза флавоноидов и дифференциации клеток
эпидермиса [5, 6, 11].

Из представителей трибы Triticeae ген HvWD40
до настоящего времени был изучен только у ячме-
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ня Hordeum vulgare L. Была показана транскрип-
ционная активность данного гена в окрашенных
и неокрашенных тканях ячменя, и установлена
идентичность аллелей данного гена у отличаю-
щихся по пигментации генотипов [12]. В настоя-
щей работе проводилась идентификация и струк-
турный анализ генов, кодирующих факторы
транскрипции WD40, потенциально вовлечен-
ные в регуляцию генов системы биосинтеза фла-
воноидов в трибе Triticeae у представителей родов
Triticum, Aegilops и Hordeum. Полученные данные
важны для понимания механизмов формирова-
ния особенностей регуляции синтеза данных со-
единений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Идентификация и анализ генов WD40

На основании последовательности гена H. vul-
gare HvWD40 (GenBank: MF679150) с использова-
нием BLASTN был осуществлен поиск гомоло-
гичных генов у видов трибы Triticeae в базах дан-
ных IPK Barley BLAST Server и URGI [13]. Экзон-
интронная структура генов была предсказана с
помощью программы FGENESH+. Аннотация
функциональных доменов была осуществлена с
помощью InterPro [14]. Кластерный анализ, рас-
чет отношения Ka/Ks и расчет времени диверген-
ции был выполнен с MEGA v6.06; в качестве ре-
ференсной последовательности использовался
ген арабидопсиса AtTTG1 (GenBank: AK227211)
[15]. Построение филогенетического дерева было
осуществлено методом Neighbour-joining [16] на
500 бутстрэп-репликах, на полученных изображе-
ниях показаны данные значений бутстрэпа ≥50%.

Растительный материал
Растительный материал, использованный в

данном исследовании, представлен в табл. 1. Для
выделения ДНК и РНК из стебля, зерновки
(алейроновый слой и перикарп) и цветковой че-
шуи, растения были выращены в теплицах при
16-часовом световом дне при температуре 20–
25°C. Для выделения ДНК и РНК из колеоптиле,
растения были пророщены в климатической камере
“Rubarth Apparate” (RUMED GmbH) при 12-часо-
вом световом дне при температуре 20°C. В каж-
дом эксперименте анализировались три биологи-
ческие повторности.

Выделение РНК, синтез кДНК
Выделение РНК из перикарпа, алейрона,

цветковой чешуи и стебля проводили на стадии
восковой спелости через 45–75 дней после посе-
ва. Выделение РНК из колеоптиле было проведе-
но на четвертый день после прорастания. Тоталь-
ная РНК была выделена с использованием набо-

ра RNeasy Mini Kit (QIAGEN). Полученная РНК
была обработана RNase-free DNase set (QIAGEN).
Одноцепочечную кДНК синтезировали в 20 мкл
реакционной смеси, содержащей 0.4 мг РНК-
матрицы с использованием RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Дизайн праймеров, количественная ОТ-ПЦР
Дизайн праймеров был выполнен с использо-

ванием Oligo Primer Analysis Software v. 7 [17] на
основании последовательностей генов, иденти-
фицированных в настоящей работе. Количе-
ственная ОТ-ПЦР была проведена на кДНК в ре-
акционной смеси объемом 15 мкл при использо-
вании набора реагентов SYBR Green I (Синтол) и
системы ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). ПЦР проводили в следую-
щих условиях: 40 циклов 15 мин при 95°С; 15 с
при 94°С, 30 с при 60°С; 30 с при 72°С. Показания
для построения кривых плавления продуктов
ПЦР снимались в условиях: 15 с при 95°С; 15 с
при 60°С; 15 с при 95°С. Графики зависимости
порогового цикла от исходной концентрации
матриц строились на основе трех последователь-
ных 3-кратных разведений. Для стандартизации
количества кДНК матрицы проводилась количе-
ственная ОТ-ПЦР с праймерами к референсному
гену убиквитин (Ubiquitin); праймеры были взяты
в работе Himi et al., 2005 [18]. Каждый образец за-
пускался в трех технических повторностях. Разли-
чия между генотипами были проверены с помо-
щью теста Манна–Уитни (U-тест) или с помощью
критерия Краскела–Уоллиса, при которых значе-
ние p ≤ 0.05 считалось значимым. Последователь-
ности праймеров приведены в табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Идентификация и структурная

организация генов WD40 у представителей
родов Triticum, Aegilops и Hordeum

При использовании последовательности
WD40-кодирующего гена ячменя H. vulgare (2n =
= 2x = 14 (HH)) HvWD40 (GenBank: MF679150),
были in silico идентифицированы последователь-
ности ортологичных генов в геномах диплоидных
и аллополиплоидных представителей родов Triti-
cum (T. urartu, T. monococcum, 2n = 2x = 14 (AA);
T. durum, 2n = 4x = 28 (BBAA); T. aestivum, 2n = 6x =
= 42 (BBAADD)) и Aegilops (Ae. speltoides, Ae. sha-
ronensis, 2n = 2x = 14 (SS); Ae. tauschii, 2n = 2x = 14
(DD)). Идентифицированные последовательно-
сти были выявлены на длинных плечах в хромо-
сомах шестой группы у всех изученных видов и
обозначены как WD40-1 (табл. 3).

Кроме того, на коротких плечах в хромосомах
шестой группы были выявлены паралогичные
WD40-кодирующие копии, обозначенные в дан-
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Таблица 1. Растительный материал, использованный в данном исследовании

Вид Сорт/каталожный номер Орган Цвет (антоциановая 
пигментация)

H. vulgare L. Bowman (BW, NGB22812) Алейроновый слой Нет

Перикарп Нет

Цветковые чешуи Нет

Стебли Нет

Intense blue aleurone (BA, NGB20651) Алейроновый слой Голубой

Purple lemma and pericarp (PLP, NGB22213) Перикарп Фиолетовый

Цветковые чешуи Нет

Стебли Фиолетовый

Саратовская 29 Колеоптиле Светлый

(Saratovskaya 29, S29, i:S29Pp-A1pp-D1pp3) Перикарп Нет

T. aestivum L. i:S29Ppurple Колеоптиле Темно-красный

(i:S29Pp-A1Pp-D1Pp3P) Перикарп Фиолетовый

i:S29pp-A1(YP) Колеоптиле Нет

(i:S29pp-A1pp-D1pp3) Перикарп Нет

i:S29Pp-A1Pp-D1pp3P Перикарп Нет

i:S29Pp-A1pp-D1Pp3P Перикарп Светлый

i:S29Pp-A1Pp-D1Pp3PF Перикарп Фиолетовый

i:S29Pp-A1Pp-D1pp3PF Перикарп Нет

i:S29Pp-A1pp-D1Pp3PF Перикарп Светлый

i:S29Ra Колеоптиле Темно-красный

Новосибирская 67 (N67) Колеоптиле Темно-красный

Chinese spring (CS) Колеоптиле Нет

Chinese spring (Hope7A) (CS(H7A)) Колеоптиле Темно-красный

Chinese Spring (Hope 7B) (CS(H7B)) Колеоптиле Светлый

Purple chance Колеоптиле Темно-красный

Голубка Колеоптиле Нет

T. durum L. TRI 15744 Колеоптиле Темно-красный

Таблица 2. Последовательности ПЦР-праймеров, использованных для количественной ОТ-ПЦР в настоящей
работе

Ген Прямой праймер (5' → 3') Обратный праймер (5' → 3') Температура 
отжига, °C

Длина
ПЦР-продукта, 

пн

HvWD40-1 AGCACTCCACCATCGTCTA CACTGCAGCTGGTTTATCT 60 349
HvWD40-2 AAGGTGGTTGTGCTTGATATTC CAGCATTGCCATTTCCATTG 60 205
TaWD40-1 CACCGCAGGCTGCAAGAC CACCCGCATCATAAACAAGAAC 60 129
TaWD40-2 CCTCACTCTTCTTGCCACATT TTTCCATTGCCTCCGCTATT 60 104
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Рис. 1. Анализ филогенетического сходства генов WD40 (CDS). Серым фоном выделены гены 6L и 6S гомеологиче-
ской группы хромосом. AtTTG1 – AK227211, MdTTG1 – GU173814, ZmPAC1 – AY115485.
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ном исследовании как WD40-2 (табл. 3). Данные
последовательности были обнаружены в геномах
всех проанализированных видов (включая H. vul-
gare), за исключением мягкой пшеницы T. aes-
tivum – в ее D-геноме генWD40-2 не был идентифи-
цирован. Уровень идентичности между полными
кодирующими последовательностями копий генов
WD40-1 и WD40-2 составляет около 60%.

Все выявленные последовательности генов
WD40 у представителей трибы Triticeae обладают
только одним экзоном, несущим специфический
для данного семейства домен, содержащий WD40-
повторы (InterPro: IPR036322). Какие-либо мута-
ции в составе данных генов, приводящие к нару-
шению рамки считывания, идентифицированы
не были.

Эволюционный анализ генов WD40 трибы Triticeae
Для идентифицированных генов было подсчи-

тано число несинонимичных замен на несинони-
мичные сайты (Ka), число синонимичных замен
на синонимичные сайты (Ks) и отношение Ka/Ks.
Соотношения несинонимичных и синонимич-
ных замен варьировались между 0.115–0.127 и
0.346–0.396 соответственно (табл. 4). Путем ана-
лиза соотношения Ka/Ks определили, что иден-
тифицированные последовательности WD40 на-
ходятся под действием стабилизирующего отбо-

Таблица 4. Оцененное число несинонимичных замен
на несинонимичные сайты (Ka), количество синони-
мичных замен на синонимичные сайты (Ks) и соотно-
шение Ka/Ks для генов WD40 трибы Triticeae

Ген Ka Ks Ka/Ks

HvWD40-1 0.128 0.396 0.226
HvWD40-2 0.115 0.372 0.197
TaWD40-A1 0.127 0.393 0.197
TaWD40-B1 0.127 0.382 0.203
TaWD40-D1 0.127 0.382 0.201
TaWD40-A2 0.116 0.351 0.217
TaWD40-B2 0.116 0.346 0.226
TdWD40-A1 0.127 0.386 0.200
TdWD40-B2 0.116 0.344 0.237
TdWD40-A2 0.117 0.349 0.239
TmWD40-A1 0.127 0.385 0.201
TuWD40-A1 0.127 0.396 0.196
TmWD40-A2 0.116 0.354 0.209
TuWD40-A2 0.115 0.353 0.208
AespWD40-S1 0.127 0.381 0.205
AetWD40-D1 0.127 0.382 0.201
AeshWD40-S2 0.116 0.349 0.206
AespWD40-S2 0.116 0.346 0.226
AetWd40-D2 0.116 0.347 0.210
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ра, поскольку в среднем значение Ka/Ks для
WD40 было близко к 0.21.

Филогенетический анализ проводили на осно-
вании предсказанных полных кодирующих после-
довательностей генов WD40. Было установлено,
что: (1) копии, обозначенные WD40-1, кластеризу-
ются с WD40-кодирующим геном кукурузы Zm-
PAC1; (2) дупликация WD40-1/WD40-2 произошла
намного раньше дивергенции Triticum и Hordeum
и Zea и Triticum, т.е., возможно, на ранних этапах
эволюции однодольных растений (рис. 1).

Анализ транскрипцонной активности 
регуляторных генов WD40 ячменя и пшеницы
Экспрессия генов WD40 ячменя. Сравнительный

анализ относительного уровня экспрессии генов
проводили на кДНК тканей алейронового слоя, пе-
рикарпа, цветковой чешуи и стебля почти изоген-
ных линий сорта Bowman, контрастных по антоци-
ановой пигментации: “BW” (Bowman, NGB22812),
“BA” (Intense blue aleurone, NGB20651) и “PLP”
(Purple lemma and pericarp, NGB22213) (табл. 1).
Экспрессия генов WD40 ячменя наблюдалась на
высоком уровне во всех проанализированных об-
разцах вне зависимости от их окраски (рис. 2).
При этом была отмечена тенденция к повыше-
нию количества мРНК гена HvWD40-2 в сравне-

нии с геном HvWD40-1 в тканях зерновки (алей-
роновый слой, перикарп, цветковая чешуя) как у
неокрашенного сорта BW, так и у пигментиро-
ванных линий BA и PLP (рис. 2). Значимо данное
отличие проявляется в алейроновом слое ячменя –
экспрессия гена HvWD40-2 в среднем выше в
3.5 раза в BW и в 5.2 раза в BA.

Экспрессия генов WD40 пшеницы. На основе ко-
личественной ОТ-ПЦР, был определен суммар-
ный уровень мРНК групп генов TaWD40-1 и
TaWD40-2 в колеоптиле и перикарпе сортов и ли-
ний пшеницы, отличающихся антоциановой
пигментацией (табл. 1). Показано, что данные ге-
ны экспрессируются на высоком уровне во всех
проанализированных генотипах со значимым по-
вышением уровня мРНК в окрашенном ко-
леоптиле аллотетраплоидной линии T. durum TRI
15744 и неокрашенном колеоптиле аллогексапло-
идной пшеницы сорта Голубка (рис. 3,а).

Уровень экспрессии TaWD40 был проанализи-
рован в перикарпе линий пшеницы Саратовская 29,
отличающихся присутствием доминантных генов
Pp-A1, Pp-D1 и Pp3 (гены TaMpc1-A1, TaMpc1-D1 и
TaMyc-A1, соответственно), которые контролируют
биосинтез антоцианов в этой ткани (табл. 1). Для
групп генов TaWD40-1 и TaWD40-2 была отмечена
тенденция к увеличению уровня мРНК в геноти-
пах, несущих доминантные гены TaMpc1-A1,

Рис. 2. Относительный уровень мРНК генов HvWD40 ячменя в алейроновом слое, перикарпе, цветковых чешуях и
стеблях почти изогенных линий сорта Bowman. Цвет колонки соответствует наличию антоцианового пигмента в ана-
лизируемой ткани. Планки погрешности отражают стандартную ошибку. Статистическая значимость определялась
U-тестом. * – различия статистически значимы между сортом Bowman и NIL при p ≤ 0.05.
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TaMpc1-D1 и TaMyc-A1, т.е. обладающих интен-
сивной окраской перикарпа (рис. 3,б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Белки семейства WD40 являются немногочис-
ленным классом факторов транскрипции. Они
вовлечены в регуляцию многих процессов в клет-
ке, таких как клеточная дифференцировка, реак-
ция на биотические и абиотические стрессы, об-
разование корневых волосков и трихом, а также
синтез фенольных соединений, включая как не-
окрашенные флавоноиды, так и их окрашенные
производные антоцианы [5, 8–10]. У представи-
телей трибы Triticeae долгое время не было ин-
формации о локализации и первичной структуре
WD40-кодирующих генов, способных регулиро-
вать синтез флавоноидов. Первым идентифици-
рованным геном данного класса стала последова-
тельность HvWD40 (в настоящем исследовании
HvWD40-1), идентифицированная в геноме ячме-
ня обыкновенного в 2017 г. [12]. В настоящей ра-

боте in silico были идентифицированы WD40-ко-
дирующие гены, локализованные в хромосомах
6L и 6S других представителей трибы Triticeae
(рис. 1, табл. 3). Несмотря на то, что дивергенция
между данными копиями произошла раньше рас-
хождения рода Zea и трибы Triticeae, степень го-
мологии между полными кодирующими последо-
вательностями копий WD40-1 и WD40-2 остается
высокой и составляет около 60%. Поскольку бел-
ки данного класса могут регулировать столь раз-
нообразные и важные клеточные процессы, то
рабочее состояние генов, как и их первичная по-
следовательность, вероятно, поддерживается от-
бором.

Экспрессия данных генов также поддержива-
ется на высоком уровне в различных органах и
тканях пшеницы и ячменя. При этом связь между
уровнем экспрессии и пигментацией анализируе-
мой ткани была выявлена только в перикарпе
пшениц, обладающих насыщенной антоциано-
вой окраской (рис. 3). Возможно, данные гены
участвуют в биосинтезе неокрашенных флавоно-

Рис. 3. а – относительный уровень мРНК генов TaWD40 в колеоптиле пшениц, имеющих различную окраску (на пя-
тый день после прорастания); б – относительный уровень мРНК генов TaWD40 в перикарпе пшениц, имеющих раз-
личную окраску. Цвет колонки соответствует наличию антоцианового пигмента в анализируемой ткани. Планки по-
грешности отражают стандартную ошибку. Статистическая значимость определялась с помощью критерия Краске-
ла–Уоллиса. * – различия статистически значимы при p ≤ 0.05.
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идов в проанализированных тканях. При этом ге-
ны WD40 других видов растений (например, кар-
тофеля) имеют несколько другой профиль экс-
прессии, который соотносится с интенсивностью
цвета ткани [19]. Обнаруженное отсутствие связи
между уровнем мРНК в колеоптиле пшениц и
окраской ткани может свидетельствовать о пери-
карп-специфической вовлеченности данных генов
в синтез антоцианов. У ячменя слабая тканевая спе-
цифичность была отмечена для HvWD40-2 – дан-
ный ген проявил повышенную экспрессию в тка-
нях зерновки ячменя (рис. 2). Предполагаем, что
HvWD40-2 вместе с R2R3-Myb-кодирующим геном
HvMpc1-H3 и bHLH-кодирующим геном HvMyc2
[12, 20] в алейроновом слое образует регулятор-
ный комплекс MBW, который необходим для акти-
вации структурных генов биосинтеза антоцианов в
данной ткани. Таким образом, данная работа рас-
ширяет существующие представления о молеку-
лярно-генетических механизмах, лежащих в осно-
ве появления антоциановой окраски различных
органов ячменя и пшеницы.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием животных в каче-
стве объектов.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
исследований.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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СТРЫГИНА, ХЛЕСТКИНА

Structural and Functional Organization and Evolution of the WD40 Genes Involved
in the Regulation of Flavonoids Biosynthesis in Triticeae Tribe

K. V. Stryginaa, b, * and E. K. Khlestkinaa, b

aFederal Research Center, the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources, Saint Petersburg, 190121 Russia
bFederal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch,

Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: k.strygina@vir.nw.ru

A specific protein complex MBW, which is forming by interaction of R2R3-Myb, bHLH and WD40 tran-
scription factors, regulates the biosynthesis of f lavonoids in plants. The genomes of Triticeae tribe members
are characterized by the presence of orthologous and homeologous copies of the f lavonoid biosynthesis reg-
ulatory genes. The structural and functional organization of the R2R3-Myb and bHLH factors is well studied,
while the genes encoding the third component of the MBW complex in Triticeae – the WD40 factor – re-
mained poorly studied. In the current work, a search and analysis of WD40 genes in genomes of the Hordeum,
Triticum and Aegilops genera members was carried out. As a result, two paralogous groups of genes (WD40-1
and WD40-2) located on the long and short arms of chromosomes of the sixth group were identified. It was
shown that the conservatism of the identified WD40 sequences is supported by selection. The expression of
WD40-1 and WD40-2 genes was at a high level in various organs and tissues of wheat and barley, regardless
of the pigmentation. It is assumed that these genes could be involved in the biosynthesis of uncolored flavo-
noid pigments as well as in the biosynthesis of anthocyanins.

Keywords: Aegilops, f lavonoid biosynthesis, Hordeum, MBW, transcription factor, Triticeae, Triticum,
WD40.
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