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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА ФАКТОРА ТРАНСКРИПЦИИ 
anthocyanin2 И ЕГО ВЛИЯНИЯ НА СОДЕРЖАНИЕ АНТОЦИАНОВ

У ОБРАЗЦОВ Capsicum chinense Jacq. С РАЗЛИЧНОЙ ОКРАСКОЙ ПЛОДА
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Идентифицирована и охарактеризована структура гомологов гена anthocyanin2 (AN2) у двух сортов
перца острого Capsicum chinense с различной окраской экзокарпа плода (фиолетовой и желтой). У
анализируемых сортов в вегетативных и репродуктивных органах, а также в тканях плодов на раз-
ных стадиях развития определены содержание антоцианов, уровень экспрессии гена CcAN2 и регу-
лируемых им структурных генов биосинтеза антоцианов CcDFR и CcUFGT. Показана взаимосвязь
между уровнями транскрипции CcAN2, CcDFR и CcUFGT. Определена прямая зависимость между
уровнями транскрипции этих генов и содержанием антоцианов в кожице плодов. При этом в ли-
стьях такой зависимости не выявлено. Предположено, что в вегетативных тканях исследуемых сор-
тов C. chinense гены AN2, DFR и UFGT участвуют в фотозащите растения, а накопление антоцианов
до уровня видимой фиолетовой окраски может быть связано с регуляторной активностью других
MBW-генов.

Ключевые слова: биосинтез антоцианов, плоды перца острого, экзокарп, anthocyanin2, CcAN2, CcDFR,
CcUFGT, экспрессия генов, R2R3-MYB.
DOI: 10.31857/S0016675820090064

Многообразие окраски плодов растений опреде-
ляется преимущественно пигментами группы каро-
тиноидов и антоцианов и их комбинацией. Кароти-
ноиды придают плодам желтый, оранжевый и крас-
ный цвет [1]. Спектр антоцианов шире – окраска
плодов, семян, цветков и вегетативных тканей
может иметь оттенки оранжевого, красного, фио-
летового и синего [2–4]. Сегодня известно более
600 антоцианов, из которых у высших растений
наиболее распространены производные шести ан-
тоцианидинов (цианидин, дельфинидин, пеларго-
нидин, пеонидин, петунидин и мальвидин) [2].

Путь биосинтеза антоцианов в клетках расте-
ний хорошо изучен, определены все ферменты и
идентифицированы кодирующие их гены [4]. Для
всех пигментов данной группы путь биосинтеза
начинается с субстрата фенилаланина и одинаков
до образования дигидрокемпферола, из которого
далее образуется дигидрокверцетин (флаванон-
3'-гидроксилаза, ген F3'H) или дигидромирицетин
(флаванон-3',5'-гидроксилаза, ген F3 '5 'H). Затем в
результате трех последовательных ферментатив-

ных реакций (опосредованных дигидрофлавонол-
4-редуктазой (ген DFR), антоцианидинсинтазой
(ANS) и UDP-глюкозофлавоноид-3-O-глюкозил-
трансферазой (UFGT)) из указанных соединений
образуются, соответственно, производные пету-
нидина, цианидина и дельфинидина [4, 5].

Исследования структурных генов биосинтеза
антоцианов на внутри- и межвидовом уровне вы-
явили высокую консервативность их последова-
тельностей. Для многих видов растений было
определено, что экспрессия генов биосинтеза ан-
тоцианов активируется факторами транскрипции
семейств R2R3-MYB, bHLH и WDR [4, 6]. Была
предложена модель, предполагающая образова-
ние комплекса из этих факторов транскрипции,
который может регулировать экспрессию струк-
турных генов биосинтеза антоцианов [7].

Ключевую роль в регуляции экспрессии струк-
турных генов биосинтеза антоцианов играют фак-
торы транскрипции семейства R2R3-MYB [4], сай-
ты связывания с которыми обнаружены в промото-
рах этих генов [8]. Показано, что инактивация
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любого, как структурного, так и регуляторного, гена
биосинтеза антоцианов блокирует синтез пиг-
ментов, а ткани таких растений имеют слабую
фиолетовую окраску либо полностью лишены ан-
тоцианов [9, 10]. Например, отсутствие антоциа-
нов в белоплодных сортах Vitis vinifera обусловле-
но выключением экспрессии гена VvMYBA1 из-за
мутации в промоторе [11]. Также на количество
антоцианов в тканях могут влиять аллельные ва-
рианты генов MYB и bHLH, а также мутации в их
регуляторных областях [10, 11].

К настоящему времени у ряда растений иден-
тифицировано несколько генов R2R3-MYB, ассо-
циированных с регуляцией (позитивной и нега-
тивной) транскрипции ключевых структурных
генов биосинтеза антоцианов (DFR, ANS, UFGT),
однако их вклад в окраску плодов и других орга-
нов различается [4, 11, 12]. Помимо этого, для не-
которых растений была выявлена взаимосвязь
экспрессии отдельных генов R2R3-MYB с накоп-
лением антоцианов в определенных тканях и ор-
ганах [4, 5].

Среди представителей семейства Solanaceae все
шесть основных антоцианидинов синтезируются
только у картофеля Solanum tuberosum, обусловли-
вая многообразие окраски кожуры и мякоти клуб-
ней [3]. У других видов семейства присутствуют 3–
4 типа антоцианидина, а у перца и баклажана
встречается только дельфинидин [3]. Впервые ген
R2R3-MYB, ассоциированный с регуляцией био-
синтеза антоцианов, был идентифицирован у Pe-
tunia × hybrida и назван anthocyanin2 (PhAN2) [13].
Позднее были идентифицированы гомологи это-
го гена у других видов Solanaceae и показана их
роль в биосинтезе антоцианов у томата (Solanum
lycopersicum) [14], картофеля (S. tuberosum) [15],
перца овощного (Capsicum annuum) [16], баклажа-
на (Solanum melongena) [17, 18] и дерезы (Lycium ru-
thenicum) [10].

Род Capsicum (перец) включает, по разным
оценкам, от 30 до 35 видов [19, 20]. В плодах Capsi-
cum антоцианы накапливаются преимущественно
в экзокарпе (кожице), окраска которого, в зависи-
мости от наличия и соотношения различных групп
пигментов, может быть желтой, оранжевой, крас-
ной, фиолетовой и коричневой. Фиолетовый цвет
обусловлен накоплением производных дельфини-
дина [3]. За редким исключением, по мере созре-
вания плодов перца экзокарп меняет окраску с
фиолетовой на красную/оранжевую за счет сни-
жения содержания антоцианов и накопления ка-
ротиноидов [16].

Структурные гены биосинтеза антоцианов и
транскрипционные факторы, регулирующие их
экспрессию, в настоящее время идентифициро-
ваны и изучены только у перца овощного C. ann-
uum [21, 22]. Функция гена anthocyanin2 (AN2) у
C. annuum (CaAN2, GenBank: AJ608992; также ан-

нотирован как CaMYB113, Gene ID: 107844888)
была ассоциирована с наличием антоцианов в ли-
стьях, цветках и незрелых плодах [16]. Позднее клю-
чевая роль этого гена в регуляции транскрипции
структурных генов биосинтеза антоцианов у C. ann-
uum была подтверждена при изучении трансген-
ных растений с выключенной экспрессией гена
AN2 [23].

В данном исследовании нами были идентифи-
цированы и структурно-филогенетически оха-
рактеризованы гомологи гена CcAN2, одного из
ключевых регуляторов биосинтеза антоцианов, у
двух сортов перца острого Capsicum chinense – с
антоциановой (Pimenta Da Neyde) и безантоциа-
новой (Жгучий король) пигментацией. Были
определены содержание антоцианов, а также
профиль экспрессии гена CcAN2 и регулируемых
им структурных генов биосинтеза антоцианов
(CcDFR и CcUFGT) в различных органах, в том
числе в тканях плодов в процессе развития.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения работы были использованы

два сорта острого перца C. chinense. Сорт Pimenta
Da Neyde характеризуется фиолетовой окраской
всех надземных органов растения, включая кожи-
цу плода. Надземные органы сорта Жгучий король
имеют зеленую окраску, в то время как экзокарп
зрелого плода желтый. Растительный материал
был собран в Федеральном научном центре ово-
щеводства (п. ВНИИССОК, Московская обл.) и
включал взрослые листья, чашелистики, лепестки,
а также кожицу и мякоть плодов на двух (плод 1 и
3 у сорта Pimenta Da Neyde) и трех (плод 1, 2 и 3 у
сорта Жгучий король) стадиях развития, где 1 –
незрелый растущий плод, 2 – стадия технической
спелости и 3 – стадия биологической спелости.
Содержания антоцианов в анализируемых орга-
нах сортов перца определяли спектрофотометри-
чески согласно [24].

Для выделения препаратов геномной ДНК из
листьев сортов использовали СТАВ-метод. На ос-
нове последовательности гена CaAN2 C. annuum
(GenBank: AJ608992, NM_001324618) были разрабо-
таны специфичные праймеры для амплификации
гомологов гена у сортов C. chinense (MYB113F – 5'-
TTAAAAGTAAGACGAAGGGAT-3', MYB113R –
5'-TACTTGGGATAGTACGAAC-3'). Для секвени-
рования также был подобран внутренний праймер
MYB113-ex2R (5'-AACATGAACTTGCCTGTTGC-
3'). ПЦР-фрагменты клонировали в вектор pAL2-T
(ЗАО “Евроген”, Россия) и секвенировали (по 4
клона) на платформе Applied Biosystems 3730 DNA
Analyzer (ЦКП Биоинженерия). Структурно-фи-
логенетический анализ проводили в программе
MEGA 7.0. В качестве референсной последователь-
ности использовали CaAN2. Консервативные доме-
ны определяли с помощью программы NCBI-CDD
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)
и литературных данных [10]. Консервативные
структурные мотивы идентифицировали на осно-
вании литературных данных [25]. Влияние ами-
нокислотных замен на структуру и функции бел-
ков предсказывали с помощью PROVEAN (http://
provean.jcvi.org).

Профиль экспрессии генов-гомологов AN2
определяли методом количественной ПЦР в ре-
альном времени (РВ-ПЦР) в тканях взрослых ли-
стьев, чашелистиков и лепестков, а также в кожице
и мякоти плодов по мере развития. Суммарную
РНК выделяли и очищали от примесей ДНК с по-
мощью наборов RNeasy Plant Mini Kit и RNase
free DNasyset (QIAGEN, Германия). Препараты
кДНК синтезировали с использованием набора
GoScriptтм Reverse Transcription System (Promega,
США). Для РВ-ПЦР использовали набор “Реак-
ционная смесь для проведения РВ-ПЦР в присут-
ствии SYBR GreenI и ROX” (ООО “Синтол”, Рос-
сия), амплификатор CFX96 Real-Time PCR De-
tection System (Bio-Rad Laboratories, США) и
праймеры MYB113-rtF (5'-GCAGAAAGAGCTG-
TAGATTGAG-3') и MYB113-rtR (5'-TCTCTT
GTCGATGAGGAGCAG-3'). Для оценки воз-
можной зависимости между уровнями тран-
скрипции гена AN2 и структурных генов пути
биосинтеза антоцианов был определен профиль
экспрессии генов DFR и UFGT с использованием
праймеров, специфичных к последовательно-
стям DFR C. chinense (контиг MCIT02000002.1,
координаты 156298863–156301049) (DFR-rtF 5'-
CTGGATTTATCGGCTCTTGG-3' и DFR-rtR 5'-
GTCTGCTTTCCACAGCGTTAAG-3') и UFGT
C. chinense (контиг CM008440.1, координаты
213246961–213248595) (UFGT-rtF 5'-CAATGAAA-
GAGGCAGAGGAGGA-3' и UFGT-rtR 5'-
GCAGTCCAAAATGCAATCCAAGG-3'). Относи-
тельный уровень экспрессии генов оценивали
нормализуя по референсному гену Actin (Qac-
tin2/7 for 5'-CATTGTGCTCAGTGGTGGTTC-3'
и Qactin2/7rev 5'-TCTGCTGGAAGGTGCTA-
AGTG-3') [26]. Реакции проводили в двух биоло-
гических и трех технических повторах в следую-
щих условиях: 95°C – 5 мин; 40 циклов (95°C –
15 с, 62°C – 50 с). Статистическую обработку ре-
зультатов, включая оценку достоверности значи-
мых различий экспрессии между однотипными
тканями двух образцов перца методом t-теста с
коррекцией Велча (Unpaired t-test with Welch’s
correction), проводили с помощью программы
GraphPad Prism v. 7.02 (https://www.graph-
pad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ
С помощью разработанных праймеров были

амплифицированы, клонированы и секвенирова-
ны полные последовательности гена anthocyanin2

(CcAN2) у сортов C. chinense – Pimenta Da Neyde и
Жгучий король, различающихся окраской органов.

Гены СсAN2 у обоих образцов имели одинако-
вый размер (1479 пн) и содержали три экзона.
Размеры экзонов и интронов были идентичны
CaAN2 C. annuum: экзон 1 – 133 пн, экзон 2 – 130 пн,
экзон 3 – 526 пн, интрон 1 – 441 пн, интрон 2 –
249 пн. Гены СсAN2 отличались друг от друга че-
тырьмя нуклеотидными заменами (SNP), только
одна (A1470G) из которых была локализована в
кодирующей последовательности экзона III. От
CaAN2 последовательности СсAN2 отличались де-
вятью заменами, пять из которых находились в эк-
зонах (G36C, A1064G, A1073G, C1094A, A1284T).

Длина кДНК составила 789 пн, последователь-
ность белка CcAN2 (262 а. о.) у анализируемых об-
разцов была инвариантна. На рис. 1 приведено вы-
равнивание CcAN2 и гомологов AN2 других видов
Solanaceae. Выявленные при сравнении последова-
тельностей AN2 C. annuum и C. chinense нуклеотид-
ные замены приводили к четырем аминокислот-
ным замещениям (K125R, N128S, T135K, Q198H).
На основе данных литературы [10, 16] в последо-
вательностях белков были определены консер-
вативные домены R2 и R3. В домене R3 допол-
нительно был выявлен консервативный мотив
[D/E]Lx2[R/K]x3Lx6Lx3R, который может отве-
чать за образование комплекса с белками bHLH
для последующей совместной регуляции тран-
скрипции структурных генов биосинтеза антоци-
анов [25]. Также в домене R3 был обнаружен мо-
тив ANDV с неизвестной функцией, однако, как
было показано ранее, специфичный именно для
тех членов семейства R2R3-MYB, которые опре-
деляют экспрессию структурных генов антоциа-
нового пути [27].

Идентичность полноразмерных последова-
тельностей CcAN2 и CaAN2 составила 98.0%, а
CcAN2 и белками AN2 других видов Solanaceae –
от 55.3% (N. tabacum) до 77.0% (L. rutenicum). Сте-
пень сходства определялась в основном уровнем
полиморфизма внедоменных областей, поскольку
консервативные домены R2/R3 у видов Solanaceae
оказались идентичными на 91/93% (радикальные
замены встречаются в пяти позициях из 56 для R2 и
в трех из 44 для R3). Гомологи AN2 Capsicum, So-
lanum и Lycium (Solanoideae) обладали высоким
сходством внедоменной С-области (72.6–75.0%),
которая значительно отличалась от С-последова-
тельности AN2 Nicotiana и Petunia. Тем не менее
эта область содержала не только участки, иден-
тичные у гомологов AN2 Solanoideae (выделены
серым), но и мотивы (выделены черным), высоко
консервативные на уровне всего семейства Solana-
ceae (рис. 1). Данные мотивы могут участвовать в
обеспечении правильного фолдинга С-области бел-
ков, что, вероятно, важно для осуществления регу-
ляторной роли AN2 в контроле антоцианового пу-
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ти. Отдельного внимания заслуживает внедоменная
вставка из 12 остатков пролина (Pro146–158), спе-
цифичная для SmAN2 S. melongena, присутствие
которой может указывать на структурную гиб-
кость белка и возможные особенности регуляции
биосинтеза антоцианов у баклажана.

Результаты структурной характеристики гомоло-
гов AN2 были подкреплены дальнейшим филогене-
тическим анализом. На дендрограмме, построенной
на основе аминокислотных последовательностей
AN2, образцы C. chinense объединяются с другими
видами Capsicum в отдельный субкластер (ИБ =
= 99), базальную ветвь формирует L. ruthenicum
(род Lycium) (ИБ = 44) (рис. 2). Представители
Solanum образуют сестринский субкластер. Sola-
num и Capsicum вместе формируют единый кла-
стер (ИБ = 98).

У исследуемых сортов C. chinense был опреде-
лен профиль экспрессии гена CcAN2 в листе, ча-
шелистиках, лепестках, кожице и мякоти плодов.
Плоды были взяты на разных стадиях развития –
этапе роста/увеличения размера (плод 1), стадии
технической спелости – незрелый плод макси-
мального размера (плод 2) и стадии биологиче-

ской спелости – зрелый плод максимального раз-
мера (плод 3). У сорта Жгучий король для анализа
были использованы ткани плода на трех стадиях
развития: незрелый зеленый плод (плоды 1 и 2) и
зрелый плод с ярко-желтой окраской кожицы и
мякоти (плод 3) (рис. 3,а). В отличие от других
сортов перца у сорта Pimenta Da Neyde стадия
биологической зрелости плода не выражена, ко-
жица остается темно-фиолетовой на протяжении
всего развития плода, мякоть не окрашена, но на-
блюдаются отдельные вкрапления фиолетового
во внутренних клеточных слоях. Поэтому в слу-
чае сорта Pimenta Da Neyde РВ-ПЦР была прове-
дена для двух стадий развития плода: плод на ста-
дии роста (плод 1) и плод финального размера
(плод 3) (рис. 3,а).

Экспрессионный анализ тканей сорта Pimenta
Da Neyde показал присутствие транскриптов гена
CcAN2 в листе, чашелистиках, кожице плодов и
мякоти зрелого плода, но уровни транскрипции
значительно варьировали (рис. 3,б). В мякоти не-
зрелого плода наблюдалась следовая экспрессия
гена. По мере роста плода уровень экспрессии ге-
на в кожице значительно возрастал (рис. 3,б). В

Рис. 1. Сравнение аминокислотных последовательностей гомологов AN2 у представителей семейства Solanaceae:
C. annuum (CaAN2, AJ608992.1, NM 001324618.1); C. chinense (CcAN2, MN602337 (сорт Pimenta Da Neyde) и MN602338
(сорт Жгучий король)); Capsicum baccatum (CbAN2, MLFT02000010.1); L. ruthenicum (LrAN2, MK125043.1); S. melongena
(SmAN2, KF727477); S. tuberosum (StAN2, KP317179.1); S. lycopersicum (SlAN2, MF197512.1); Solanum pennellii (SpAN2,
XM 015199888.2); Nicotiana tabacum (NtAN2, FJ472647.1); P. × hybrida (PhAN2, AB982128.1). Черным выделены амино-
кислоты, идентичные для всех анализируемых последовательностей; серым – аминокислоты, идентичные для боль-
шинства анализируемых гомологов. Красной рамкой указан домен R2, синей – домен R3. Консервативные мотивы
[D/E]Lx2[R/K]x3Lx6Lx3R и ANDV подчеркнуты фиолетовым.
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лепестках транскрипты гена детектированы не
были, хотя нижняя поверхность лепестков имеет
розовую окраску (рис. 3,а). В отличие от Pimenta
Da Neyde у сорта Жгучий король экспрессия
CcAN2 была обнаружена только в листе (рис. 3,б).

Помимо определения профиля экспрессии ре-
гуляторного гена CcAN2, в тех же тканях образцов
C. chinense была охарактеризована транскрипция
двух структурных генов пути биосинтеза антоци-
анов, CcDFR и CcUFGT, которые являются пред-
полагаемыми мишенями фактора транскрипции
CcAN2. Было показано, что в органах обоих ана-
лизируемых сортов гены СсDFR и СсUFGT повто-
ряют профиль экспрессии CcAN2 (рис. 3,б). По
мере развития плода Pimenta Da Neyde и в кожи-
це, и в мякоти наблюдалась положительная кор-
реляция между уровнем транскрипции CcAN2 и
генов CcDFR и CcUFGT (рис. 3,б).

В тех же образцах тканей исследуемых сортов
C. chinense, из которых была выделена РНК для
РВ-ПЦР, было определено содержание антоциа-
нов (рис. 4). В чашелистиках и лепестках по от-
дельности антоцианы не определяли в связи с не-
достаточным количеством тканей для экстракции.
Вместо них использовали цветки. Было показано,
что у сорта Жгучий король антоцианы отсутствуют
во всех анализируемых органах, за исключением

следовых количеств в листьях. Все исследованные
органы Pimenta Da Neyde характеризовались при-
сутствием антоцианов (рис. 4). Содержание анто-
цианов в листе, цветке и мякоти плодов было
сходным. В то же время в кожице плодов уровень
данных метаболитов был значительно выше (в
3.5–10 раз) в сравнении с остальными тканями,
достигая максимума в кожице зрелого плода (рис. 4).
У сорта Pimenta Da Neyde содержание антоцианов
в листьях и мякоти плодов 1 и 3 оказалось сходным
(рис. 4). В кожице зрелого плода 3 содержание ан-
тоцианов было существенно выше, чем в кожице
плода 1 (в 2.9 раз) и в листе (в 10 раз).

ОБСУЖДЕНИЕ
Появление сигнальных путей биосинтеза вто-

ричных метаболитов считается результатом адап-
тации растений к различным экосистемам [28].
Поэтому пигментация вегетативных и репродук-
тивных органов современных растений зависит от
сигналов окружающей среды и опосредована
сложной пространственно-временной экспресси-
ей множества генов [4, 5]. В ответ на инсоляцию
(включая ультрафиолет) вакуоли эпидермаль-
ных клеток листьев фотосинтезирующих расте-
ний накапливают различные фотозащитные
пигменты, важное место среди которых занима-

Рис. 2. Филогения некоторых видов Solanaceae, построенная с помощью программы MEGA7 (метод Maximum Likeli-
hood, модель JTT+G+I) с использованием аминокислотных последовательностей гомологов AN2: CcAN2 C. chinense
(сорта Pimenta Da Neyde и Жгучий король); CaAN2 C. annuum; CbAN2 C. baccatum; LrAN2 L. ruthenicum; SmAN2 S. mel-
ongena; StAN2 S. tuberosum; SlAN2 S. lycopersicum; SpAN2 S. pennellii; NtAN2 N. tabacum; PhAN2 P. × hybrida. Для укоре-
нения в качестве внешней группы взяты белки VvMYBA1 V. vinifera (AB111100.1) и AtMYB113 Arabidopsis thaliana
(NM 105308.2). Длины ветвей отражают эволюционные расстояния и рассчитаны с учетом количества аминокислот-
ных замен на сайт. В основании ветвей указаны существенные значения бутстрэп для 1000 реплик.
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ют антоцианы [29]. Помимо этого антоцианы
эффективны для защиты растений от теплового
и биотического стресса, а также способствуют
восстановлению растительных тканей в случае
механических повреждений [3]. В цветках и пло-
дах антоцианы привлекают опылителей и распро-
странителей семян [30]; богатые антоцианами
плоды менее склонны к перезреванию и имеют
долгие сроки хранения [3].

Одним из основных объектов при изучении
пути биосинтеза и накопления антоцианов выступа-
ет семейство Solanaceae, включающее в себя важ-
нейшие сельскохозяйственные культуры. При этом
некоторые из них (томат, картофель, петуния, та-
бак) одновременно являются модельными объекта-
ми для углубленных исследований процессов разви-
тия высших растений и их взаимодействий с окру-
жающей средой. Томат, картофель, баклажан и
перец, а также их дикорастущие родственные виды
способны накапливать антоцианы в вегетативной
ткани, цветках и плодах (кожице, реже – в мяко-
ти). А вид Solanaceae, P. × hybrida, накапливаю-
щий антоцианы в цветках и вегетативной ткани,

стал одной из классических модельных систем
для изучения регуляции биосинтеза антоцианов
[5]. Современная модель формирования сложных
рисунков пигментации вегетативных и цветко-
вых органов, предложенная на основе исследова-
ний петунии, объясняет регуляцию антоцианово-
го пути комбинаторной активностью факторов
транскрипции семейств R2R3-MYB (DPL, PHZ,
AN2, AN4), bHLH (AN1) и WDR (AN11) – так на-
зываемых MBW-активаторов, а также MYB-ре-
прессоров [5, 13].

В настоящей работе были идентифицированы
полногеномные гомологи одного из MBW-акти-
ваторов – AN2 у двух сортов C. chinense с различ-
ной окраской вегетативных органов, цветков и
плода, что связано с наличием/отсутствием анто-
циановой пигментации. Выявленная экзон-ин-
тронная структура и полиморфизм генов, а также
идентифицированные в последовательности ко-
дируемых ими белков консервативные домены и
мотивы, специфичные для R2R3-MYB-регулято-
ров биосинтеза антоциана, предполагают функци-
ональную гомологию CcAN2 и ранее охарактери-

Рис. 3. Профиль экспрессии генов CcAN2, CcDFR и CcUFGT в различных тканях C. chinense, сортов Жгучий король и
Pimenta Da Neyde. а – исследуемые органы C. chinense, слева направо: лист, цветок и плоды 1, 2 и 3 (Жгучий король);
лист, цветок и плоды 1 и 3 (Pimenta Da Neyde); масштабная линия = 1 см. б – относительная экспрессия генов AN2,
DFR и UFGT в органах изучаемых сортов C. chinense: Л – лист, Ч – чашелистик, ЛП – лепесток, К – кожица плода, М –
мякоть плода. Различия уровней экспрессии анализируемых генов между органами сорта Pimenta Da Neyde были до-
стоверны (P-value ≤ 0.05), за исключением “чашелистик vs. мякоть плода 3” для CcAN2 (0.719) и “лист vs. кожица плода 1”
(0.2241) для DFR. Различия уровней экспрессии генов в листьях двух сортов были достоверны (P-value 0.005 (CcAN2),
0.0097 (CcDFR) и 0.0001 (CcUFGT)).
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зованных AN2-белков других видов (в частности,
C. annuum, S. lycopersicum и P. × hybrida). Таким
образом, можно говорить о сохранении извест-
ной регуляторной функции гомологов AN2 среди
видов Solanaceae.

Филогения видов Solanaceae, определенная
нами на основе аминокислотной последователь-
ности гомологов AN2, в целом соответствовала
современной таксономической классификации и
филогении семейства [31]. Белки AN2 Solanum,
Capsicum и Lycium формировали единый субкластер
Solanoideae, дистанцированный от Nicotinoideae и
Petunieae (рис. 2). Данные дендрограммы указывают
на недавнее происхождение Capsicum по отношению
к Solanum и еще более древним родам Solanaceae, а
также на то, что аминокислотные последовательно-
сти AN2-гомологов пригодны для филогенетиче-
ской классификации внутри семейства на уровне
рода и, возможно, видов.

Для подтверждения предполагаемого участия
CcAN2 в регуляции биосинтеза антоцианов нами
были определены профили экспрессии гена в
различных органах двух сортов перца C. chinense.
Известно, что падение экспрессии AN2 в плодах
перца подавляет биосинтез антоцианов [16]. По-
этому ожидалось, что фиолетовая окраска тканей
сорта Pimenta Da Neyde должна сопровождаться
наличием экспрессии CcAN2, в отличие от тканей
сорта Жгучий король, не имеющих фиолетовой
окраски.

Кроме CcAN2, была определена экспрессия
структурных генов биосинтеза антоцианов, CcDFR
и CcUFGT, которые являются мишенями MBW-
активаторов, в частности AN2 [4]. Многие образ-
цы видов перцев характеризуются фиолетовой
окраской плодов в процессе их роста и развития,
но при созревании окраска меняется на красную,
что сопровождается снижением содержания ан-
тоцианов и повышением биосинтеза каротинои-
дов. Так, у C. annuum в процессе развития плода с
фиолетовой окраской транскрипция CaDFR и
CaUFGT растет, а когда плод начинает созревать и
изменять окраску на красную – падает [16, 21, 22].
В отличие от сортов C. annuum, плод баклажана
S. melongena сохраняет фиолетовую окраску ко-
жицы на протяжении всего развития, что сопро-
вождается повышенными уровнями экспрессии
SmDFR и других структурных генов антоцианово-
го пути [17, 18].

Среди сортов перца с фиолетовым плодом сорт
Pimenta Da Neyde является исключением – экзо-
карп остается фиолетовым вплоть до созревания
плода, как в случае баклажана. Проведенный нами
анализ экспрессии генов CcAN2, CcDFR и CcUFGT
выявил рост уровня их транскрипции в кожице
плода Pimenta Da Neyde с максимумом в зрелом
плоде, что положительно коррелировало с макси-
мальным содержанием антоцианов в данной тка-

ни (рис. 3,б; 4). В мякоти зрелого плода Pimenta
Da Neyde, в которой присутствует вкрапление анто-
цианов, уровень экспрессии СсAN2 и генов CcDFR и
CcUFGT оказался низким, что соответствовало ма-
лому содержанию антоцианов (рис. 3,б; 4).

Плоды сорта Жгучий король по мере развития
меняют окраску с зеленой на желтую. Нами было
выявлено отсутствие транскрипции анализируе-
мых генов при развитии плода данного сорта, что
полностью совпадало с отсутствием в этих орга-
нах антоцианов (рис. 3,б; 4).

Результаты экспрессионного и биохимическо-
го анализа свидетельствуют о положительной вза-
имосвязи между уровнями транскрипции СсAN2
и структурных генов биосинтеза антоцианов CcDFR
и CcUFGT в кожице плодов Pimenta Da Neyde, что
было продемонстрировано ранее для гомологич-
ных генов других видов растений [4, 5]. Более то-
го, наблюдается взаимосвязь между экспрессией
генов СсAN2, CcDFR и CcUFGT и содержанием ан-
тоцианов. Так, было выявлено, что в кожице зре-
лого плода Pimenta Da Neyde содержание антоци-
анов практически в 3 раза превышало их количе-
ство в кожице незрелого плода, что в целом
коррелировало с ростом (почти в 4 раза) уровней
экспрессии структурных генов в этих органах.
При этом в мякоти плодов 1 и 3 количество анто-
цианов и уровни экспрессии генов одинаково
низки.

Профиль экспрессии CcAN2, CcDFR и CcUFGT
в листьях изучаемых сортов не показал зависимо-
сти “фиолетовая окраска/содержание антоциа-
нов – экспрессия”. Все три гена транскрибирова-
лись в листьях и с фиолетовой (Pimenta Da Neyde), и
с зеленой (Жгучий король) окраской (рис. 3, 4). Од-

Рис. 4. Содержание антоцианов (мг/г сырой ткани) в
органах сорта Pimenta Da Neyde.
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нако в последнем случае уровни экспрессии были
достоверно ниже, чем у Pimenta Da Neyde. На
примере петунии было показано, что индукция
синтеза и накопления антоцианов в вегетативной
ткани может быть связана с ответом растения на
высокую освещенность и активацией транскрип-
ции PHZ (филогенетический гомолог AN2) и AN1
[5]. В листьях растений перца с выключенной
экспрессией СaMYB (CaAN2) отсутствовали антоци-
аны, а структурные гены (включая DFR и UFGT) не
транскрибировались [23].

Заслуживает особого внимания тот факт, что,
несмотря на сходное содержание антоцианов в ли-
стьях и мякоти плодов сорта Pimenta Da Neyde,
уровень экспрессии генов CcAN2, CcDFR и CcUFGT
в листьях был существенно выше, чем в мякоти
плодов. В листьях сорта Жгучий король уровень
транскрипции этих генов был лишь немного ни-
же, чем в листьях Pimenta Da Neyde, однако со-
держание антоцианов в первом случае (среднее
значение 0.029 мг/г сырой массы) было значи-
тельно меньше, чем у Pimenta Da Neyde (среднее
значение 0.42 мг/г, рис. 4). Визуально следовые
количества антоцианов (фиолетовая окраска) в
листьях сорта Жгучий король незаметны, так как
маскируются хлорофиллом (зеленая окраска),
как это было продемонстрировано Zhang et al.
[23]. Можно предположить, что в листьях сорта
Жгучий король гены AN2, DFR и UFGT участвуют
в синтезе и накоплении антоцианов в количестве,
достаточном для защиты растения от фотострес-
са, но не для проявления окраски. Вероятно, в ли-
стьях сорта Pimenta Da Neyde гены AN2, DFR и
UFGT также работают на фотозащиту растения, а
накопление антоцианов до уровня видимой фио-
летовой окраски может быть связано с регулятор-
ной активностью (позитивной и негативной) дру-
гих MBW-генов, как это было показано для пету-
нии [5]. Полученные нами результаты
согласуются с данными Stommel et al. [21] об от-
сутствии существенной разницы в уровне CaAN2-
транскриптов в ткани антоциан-пигментированных
и непигментированных листьев C. annuum.

Имеется ряд объяснений отсутствия пигмен-
тации при наличии экспрессии регуляторных и
структурных генов антоцианового пути. Один из
возможных механизмов включает микроРНК, с
помощью которых может происходить регуляция
на основе посттранскрипционного сайленсинга
генов [21]. Кроме того, существуют различные
ферменты, участвующие в деградации антоцианов
(вакуолярные пероксидазы класса III, бета-глю-
козидазы и полифенолоксидазы), а также другие
факторы (например, гликозилирование, ацили-
рование, рН-зависимость и др.), которые влияют
на стабильность антоцианов и, как следствие, на
их содержание [3]. Все это свидетельствует о том,
что регуляция синтеза антоцианов в вегетативной
ткани, с учетом ответа на фотостресс, а также дру-

гие виды стрессов гораздо сложнее, чем в плоде и
цветке, и требует дополнительных исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 19-16-
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Expression Features of the Transcription Factor Gene anthocyanin2
and its Effect on the Anthocyanin Content in Capsicum chinense Jacq.

Cultivars with Different Fruit Coloration
M. A. Filyushina, b, *, E. A. Dzhosb, A. V. Shchennikovaa, and E. Z. Kochievaa, c

aFederal Research Center Fundamentals of Biotechnology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
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The homologous anthocyanin2 (AN2) genes were identified and structurally characterized in two cultivars of
hot pepper Capsicum chinense with different fruit exocarp coloration (purple and yellow). In the analyzed cul-
tivars, the anthocyanin content, and the expression of CcAN2 and AN2-regulated anthocyanin pathway
structural genes DFR and UFGT, were determined in the vegetative and reproductive organs, including fruit
tissues at different developmental stages. A positive correlation between transcription levels of CcAN2, CcDFR, and
CcUFGT was shown. A direct link between transcription levels of analyzed genes and the anthocyanin content
was observed in fruit peel, but not in the leaves. It was assumed that in the vegetative tissues of the studied
cultivars, the AN2, DFR, and UFGT genes can participate in plant photo-protection, and the visible purple
color due to the anthocyanin accumulation may be associated with the regulatory activity of other MBW
genes.

Keywords: biosynthesis of anthocyanins, pepper fruits, exocarp, anthocyanin2, CcAN2, CcDFR, CcUFGT,
gene expression, R2R3-MYB.
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