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ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНОВ МОНОДЕГИДРОАСКОРБАТРЕДУКТАЗ 
(MDHAR) ЧЕСНОКА (Allium sativum L.) И ИХ УЧАСТИЕ В ОТВЕТЕ

НА ЗАРАЖЕНИЕ Fusarium proliferatum
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Монодегидроаскорбатредуктазы (MDHAR) восстанавливают образующуюся в результате нейтра-
лизации активных форм кислорода монодегидроаскорбиновую кислоту до аскорбиновой кислоты,
что является одним из основных механизмов поддержания внутриклеточного окислительно-вос-
становительного статуса. В геноме чеснока (Allium sativum L.) идентифицированы последовательно-
сти трех генов MDHAR, кодирующих монодегидроаскорбатредуктазы различной клеточной локали-
зации. В аминокислотных последовательностях AsMDHAR1, AsMDHAR4 и AsMDHAR5 были
идентифицированы домен Pyr_redox_2, домены связывания с кофакторами FAD и NAD(P)H и мо-
тив уникальной длинной петли, необходимый для формирования активного сайта фермента. Опре-
делены профили экспрессии генов MDHAR1, MDHAR4 и MDHAR5 в различных органах растения
чеснока, а также исследовано изменение уровней транскрипции генов AsMDHARs в ответ на зара-
жение патогеном Fusarium proliferatum. Показано, что максимальные уровни транскрипции генов
AsMDHARs характерны для листьев, ложного стебля и в случае AsMDHAR1 – корней. В ответ на за-
ражение F. proliferatum выявлено увеличение транскрипции всех трех генов AsMDHAR в корнях рас-
тений чеснока, при этом активация генов была сходной и не зависела от степени устойчивости сор-
та к фузариозной гнили.
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Образующиеся в процессе метаболизма в клет-
ках растений активные формы кислорода (АФК)
вызывают окисление компонентов клеточных
мембран и деградацию нуклеиновых кислот, бел-
ков и пигментов, что в конечном итоге может
приводить к гибели клеток [1]. Важным компо-
нентом антиоксидантной системы растений яв-
ляется L-аскорбиновая кислота (АК, аскорбат,
витамин С), которая нивелирует действие неко-
торых АФК, напрямую связываясь с ними [2, 3].
Также АК является субстратом для аскорбатпе-
роксидаз (APX; EC 1.11.1.11) и аскорбатоксидаз
(АО; ЕС 1.10.3.3), ключевых ферментов окислитель-
но-восстановительной системы растений [3, 4].

В результате реакций нейтрализации АФК и
деятельности ферментов APX и AO образуется
окисленная форма АК – монодегидроаскорбино-
вая кислота (MDHA), которая затем может само-
произвольно диспропорционировать с образова-
нием дегидроаскорбиновой кислоты (DHA) и мо-
лекулы аскорбата [3]. Образующиеся окисленные

формы АК (MDHA и DHA) способны восстанав-
ливаться до аскорбата специфичными фермента-
ми – монодегидроаскорбатредуктазой (MDHAR;
EC 1.6.5.4) и дегидроаскорбатредуктазой (DHAR;
EC 1.8.5.1) соответственно [3].

Монодегидроаскорбатредуктазы в клетках
растений локализуются в хлоропластах, митохон-
дриях, пероксисомах и цитозоле [5, 6]. К настоя-
щему времени гены MDHAR идентифицированы
у многих видов растений [5–10]. Показано суще-
ственное изменение уровней транскрипции ге-
нов MDHAR и активности кодируемых фермен-
тов в ответ на различные абиотические стрессы
[1, 5, 9–12]. Так, сверхэкспрессия MDHAR повы-
шает устойчивость к солевому стрессу у растений
табака [13] и риса [14]. У лука репчатого Allium cepa в
ответ на солевой стресс выявлено увеличение ак-
тивности MDHAR в симпласте корня и листа
[15]. Исследований изменения экспрессии/ак-
тивности MDHAR в ответ на биотические стрессы
крайне мало. Например, у пшеницы Triticum aes-
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tivum в ответ на заражение различными расами
грибного патогена Puccinia striiformis выявлено
увеличение транскрипции гена TaMDHAR4 через
48 ч после заражения, при этом замалчивание ге-
на TaMDHAR4 повышает устойчивость пшеницы
к P. striiformis [9]. В зерне кукурузы Zea mays после
инокуляции грибами Fusarium proliferatum, F. sub-
glutinans и Aspergillus flavus наблюдается значи-
тельное снижение активности MDHAR [10]. Для
некоторых видов растений была изучена роль
MDHAR в росте и развитии растений, а также в
регуляции накопления сахаров и аскорбата в пло-
дах и листьях. Например, у томата снижение ак-
тивности MDHAR подавляет рост растений, а
также снижает содержание сахарозы в плодах и
урожайность [16], однако специфичное отсут-
ствие экспрессии MDHAR только в плодах томата
на продуктивность не влияет [17]. Сверхэкспрес-
сия MDHAR значительно снижает содержание АК
в спелых плодах томата [18]. У лука-порея Allium
porrum были определены профили экспрессии
трех генов MDHAR, выявлена положительная
корреляция транскрипции гена MDHAR4 с содер-
жанием АК в белой части и зеленых листьях рас-
тений [19]. Таким образом, на различных видах
растений показаны участие MDHAR в определе-
нии стрессоустойчивости, а также взаимосвязь
активности MDHAR и содержания АК.

Чеснок (Allium sativum L.) является экономиче-
ски значимой мировой овощной культурой с еже-
годным производством более 50 млн т (из них более
200 тыс. т в РФ) (FAO 2019; http://www.fao.org). В
процессе роста и хранения чеснок подвержен
воздействию различных абиотических и биотиче-
ских стрессов. Значительные потери урожая чес-
нока связаны с грибными патогенами, наиболее
вредоносными из которых являются грибы рода
Fusarium Link, вызывающие гниль луковиц и/или
увядание листьев чеснока [20–23]. Гены метабо-
лизма АК у чеснока к настоящему времени не
охарактеризованы, их участие в ответе на стрессы
ранее не исследовалось. В настоящей работе бы-
ли проведены идентификация и характеристика
генов монодегидроаскорбатредуктаз в геноме
чеснока A. sativum, определен профиль их экс-
прессии в различных органах растения, в том чис-
ле в ответ на заражение патогеном Fusarium prolif-
eratum.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Идентификация и структурная характеристика

генов MDHARs. Поиск последовательностей генов
монодегидроаскорбатредуктаз проводили в геноме
и транскриптоме чеснока A. sativum cv. Ershuizao,
доступных в базе данных NCBI (PRJNA606385,
сборка Garlic.V2.fa; http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
[24]. В качестве референса использовали после-
довательности мРНК трех генов MDHAR спаржи

Asparagus officinalis (AoMDHAR1 (XP_020260315.1),
AoMDHAR4 (XP_020251572.1), AoMDHAR5
(XP_020241046.1)).

Выравнивание и анализ последовательностей
MDHARs проводили в программе MEGA 7.0
(https://www.megasoftware.net/). Консервативные
домены и мотивы белков MDHARs определяли с
помощью программ NCBI-CDD (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) и MEME
5.1.1 (http://meme-suite.org/tools/meme) в сопостав-
лении с литературными данными. Молекулярный
вес, изоэлектрическую точку (pI) и значение индек-
са гидропатичности (GRAVY) рассчитывали с по-
мощью ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/).
Прогнозирование образования дисульфидных
связей выполняли с помощью сервиса DiANNA
1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/). Для
поиска трансмембранных спиралей использовали
сервис TMHMM server 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM/), для поиска доменов связы-
вания с кофакторами – Cofactory-1.0 (https://ser-
vices.healthtech.dtu.dk/service.php?Cofactory-1.0),
для поиска транспортных и сигнальных пептидов –
TargetP-2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).
Внутриклеточную локализацию белков MDHARs
предсказывали с помощью WoLF PSORT (https://
wolfpsort.hgc.jp/).

Растительный материал. В работе были ис-
пользованы растения чеснока сортов Сармат и
Стрелец. Луковицы сортов Сармат и Стрелец бы-
ли предоставлены Федеральным научным цен-
тром овощеводства (ФНЦО, Московская обл.).

Растения чеснока сорта Сармат были выраще-
ны в 2021 г. в условиях экспериментальной уста-
новки искусственного климата (ЭУИК, ФИЦ
Биотехнологии РАН; день/ночь – 16/8 ч, 22/16°С;
освещенность 190 мкМ/(м2/с)). Через 90 дней
различные органы (корни, донце, луковица, ли-
стья, цветонос, цветоложе и воздушные лукови-
цы) растений были собраны и использованы для
анализа тканеспецифичной экспрессии генов
MDHARs.

Зубки чеснока сортов Сармат и Стрелец были
использованы для исследования изменения уров-
ней транскрипции генов MDHARs в ответ на ин-
фицирование патогеном F. proliferatum. По дан-
ным полевых наблюдений ФНЦО (2015–2020 гг.)
сорт Сармат устойчив к фузариозной гнили, а сорт
Стрелец – восприимчив (в отдельные годы наблю-
дается гибель 70–90% растений). По 12 зубков
каждого сорта чеснока стерилизовали в 70%-ном
этаноле (3 мин), промывали стерильной дистил-
лированной водой, помещали на чашки Петри с
влажной фильтровальной бумагой и инкубирова-
ли при 25°С в темноте. Через 72 ч, когда наблю-
дался активный рост корней, половину зубков
каждого сорта заражали грибом F. proliferatum изо-
лят Стрелец [23] путем вымачивания в суспензии
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конидий (~106 конидий/мл) в течение 5 мин. По-
сле этого зубки помещали на чашки Петри и ин-
кубировали при 25°С в темноте. Оставшиеся зуб-
ки использовали в качестве контроля: вымачива-
ли в дистиллированной воде в течение 5 мин,
помещали на чашки Петри и далее инкубировали
при 25°С в темноте. Через 24 и 96 ч после зараже-
ния визуально оценивали состояние зараженных
и контрольных зубков чеснока и отбирали корни
(по два биологических повтора для каждого сор-
та) для анализа экспрессии генов MDHARs.

Выделение РНК, синтез кДНК. Собранный рас-
тительный материал растирали в жидком азоте и
использовали для выделения РНК с последую-
щей очисткой от примесей ДНК (наборы RNeasy
Plant Mini Kit и RNase free DNasy set; QIAGEN,
Германия). На основе полученных препаратов
РНК синтезировали кДНК (набор GoScriptтм Re-
verse Transcription System, Promega, США).

Определение профиля экспрессии генов MDHARs.
Профиль экспрессии генов MDHARs определяли
методом ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР).
Для этого на основе идентифицированных коди-
рующих последовательностей генов MDHARs бы-
ли разработаны специфичные праймеры (табл. 1).
Относительный уровень экспрессии исследуе-
мых генов MDHAR оценивали, используя рефе-
ренсные гены GAPDH [25] и UBQ [26]. Для РВ-
ПЦР использовали набор “Реакционная смесь
для проведения РВ-ПЦР в присутствии SYBR
GreenI и ROX” (ООО “Синтол”, Россия) и термо-
циклер CFX96 Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories, США). Реакции проводили
в двух биологических и трех технических повто-
рах в следующих условиях: 95°C – 5 мин; 40 цик-
лов (95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Для визуализации
данных и статистической обработки результатов
использовали программу GraphPad Prism v 8
(https://www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Идентификация и анализ

последовательностей MDHARs чеснока

В результате проведенного поиска в геноме чес-
нока Allium sativum cv. Ershuizao (PRJNA606385) [24]
были идентифицированы три последовательности,
гомологичные генам AoMDHAR1, AoMDHAR4 и
AoMDHAR5 спаржи As. officinalis (табл. 2). Найден-
ные гены были обозначены как AsMDHAR1,
AsMDHAR4 и AsMDHAR5. В версии 01 генома чес-
нока (сборка ASM1415589v1) ген AsMDHAR1 ло-
кализован на хромосоме 5, ген AsMDHAR4 – на
хромосоме 8, ген AsMDHAR5 – на хромосоме 6.
Однако в версии 02 генома чеснока (сборка Gar-
lic.V2.fa) ген AsMDHAR1 локализован на хромосо-
ме 7, а хромосомная локализация генов AsMDHAR4
и AsMDHAR5 не выяснена (табл. 2), что можно объ-
яснить тем, что взаимосвязь между хромосомами
версии 01 (ASM1415589v1) и версии 02 (Garlic.V2.fa)
окончательно не определена.

Проведенный структурный анализ полноге-
номных последовательностей AsMDHARs позво-
лил определить размеры и экзон-интронную
структуру генов (табл. 2). Экзон-интронная
структура полностью соответствовала структуре
гомологов AsMDHARs у спаржи As. officinalis
(AoMDHAR1, AoMDHAR4 и AoMDHAR5) и Arabidopsis
thaliana (AtMDHAR1, AtMDHAR4 и AtMDHAR6).

Аминокислотные последовательности, кодируе-
мые идентифицированными генами монодегид-
роаскорбатредуктаз чеснока, были высоко гомоло-
гичны последовательностям MDHARs As. officinalis
(сходство 83% (MDHAR5), 84% (MDHAR4) и 86%
(MDHAR1)). Сходство последовательностей
AsMDHARs и AtMDHARs составило 70–72%.

С помощью ресурса NCBI-CDD в аминокис-
лотных последовательностях AsMDHARs был
идентифицирован консервативный домен
Pyr_redox_2 (pfam07992) (рис. 1). Домен Pyr_re-
dox_2 специфичен для семейства пиридиннуклео-
тиддисульфидоксидоредуктаз (PNDR) и содержит

Таблица 1. Последовательности праймеров для проведения РВ-ПЦР

Ген Последовательности праймеров (5'–3')

MDHAR1 TTTGAACCCTGGCGAGCTTG
CTGGCAGTAAGCGTTCTCCA

MDHAR4 CGCAGGTTATGCAGCTCTTG
CGCCTACGCAAGTATGAAATGC

MDHAR5 GGGGCTCGCATAGATAAGTTGA
TCCCACGGACTTATTCAGCC

GAPDH CCATGTTTGTTGTTGGTGTGAATGAG
TGGTGCAGCTAGCGTTGGAGAC

UBQ AAGCCAAGATACAGGACAAG
GCATACCACCTCTCAATCTC
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консервативные мотивы связывания с кофактора-
ми FAD/NAD(P)H [11]. С помощью программы
Cofactory-1.0 данные мотивы были идентифици-
рованы в белках AsMDHARs (рис. 1). Было пока-
зано, что AsMDHAR1 и AsMDHAR4 имеют в сво-
ем составе по два мотива (в положениях 5–47 и
163–203 ао (AsMDHAR1), 4–47 и 161–200 ао
(AsMDHAR4)), а AsMDHAR5 – три мотива (48–
89, 204–243 и 272–310 ао). Характерный для
FAD/NAD(P)H-связывающих доменов консен-
сус GxGxxG [27] был выявлен в обоих
FAD/NAD(P)H-связывающих мотивах белков
AsMDHAR1 и AsMDHAR4 и в первых двух моти-
вах белков AsMDHAR5 (рис. 1). Также у всех трех
AsMDHARs была обнаружена последователь-
ность уникальной длинной петли (unique long
loop; AsMDHAR1 – RLPGFHVCVGSGGERLLP,
AsMDHAR4 – RLPAFHTCVGANEDRLTP,
AsMDHAR5 – RLPGFHTCVGSGGERQTP), не-
обходимой для формирования активного сайта
фермента [11, 28].

Важную роль в определении функций и под-
держании пространственной структуры белка, а
также устойчивости к действию денатурирующих
агентов и протеолитических ферментов играют
дисульфидные связи, формируемые остатками
цистеина [11, 29]. Образование дисульфидной
связи защищает молекулу фермента от окисли-
тельного повреждения, что продемонстрировано
на примере глутатионтрансферазы A. thaliana
[30]. Нами было обнаружено, что последователь-
ность белка AsMDHAR1 содержит три остатка
цистеина в положениях 70, 179 и 199, при этом два
из них, Cys179 и Cys199, согласно предсказанию
сервиса DiANNA 1.1, могут формировать дисуль-
фидную связь Cys179–Cys199 (YIGLECAAALK–
YPEPWCMPRLF). Для шести остатков цистеина
AsMDHAR4 (положения 34, 68, 142, 160, 177 и 197)
самая высокая вероятность (score 0.99) образования
дисульфидной связи была предсказана для
Cys68–Cys160 (PAFHTCVGANE–DVMKSCNGG-
NA), Cys68–Cys197 (PAFHTCVGANE–FPEAHC-

MARLF) и Cys142–Cys197 (DAENVCYLRNL–
FPEAHCMARLF). В последовательности
AsMDHAR5 было выявлено пять остатков цистеи-
на в положениях 34, 79, 115, 170 и 368, из которых
дисульфидную связь могут образовывать Cys34–
Cys170 (MQRVPCRRSFV–IVSTGCESARL) и
Cys79–Cys115 (ADGKLCIVTKE–PGFHTCVGS-
GG). Предсказанные дисульфидные мостики у
AsMDHARs могут оказывать стабилизирующее
влияние на структуру данных белков в процессе
их функционирования в окислительно-восстано-
вительной системе растения чеснока.

Внутриклеточная локализация ферментов
связана с той функцией, которую выполняет кон-
кретный компартмент клетки. Растения могут ге-
нерировать большое количество АФК через хло-
ропластные, пероксисомные или митохондри-
альные пути [31]. При этом ответственными за
улавливание АФК посредством ферментативных
процессов являются, прежде всего, цитоплазма и
хлоропласты [32]. Мы использовали программу
WoLF PSORT для предсказания возможной внут-
риклеточной локализации белков AsMDHAR.
Было показано, что активность анализируемых
ферментов может быть ассоциирована с АФК-
связанными процессами в цитоплазме и органел-
лах: AsMDHAR1 – в цитоплазме, AsMDHAR5 – в
митохондриях и хлоропластах, а AsMDHAR4 – в
пероксисомах. Дополнительным свидетельством
локализации AsMDHAR4 явилось присутствие
на его С-конце мотива WYGRRRRRW (рис. 1),
характерного для пероксисомных монодегид-
роаскорбатредуктаз [11]. Наличие трансмембран-
ной спирали (VYNWHAAAGIAVSVSIAAFAYWY)
в положении 445–467 ао, предсказанное с помо-
щью TMHMM server 2.0, определило AsMDHAR4
как интегральный мембранный белок. Подтвер-
ждением локализации AsMDHAR5 в митохон-
дриях и хлоропластах стал предсказанный с по-
мощью TargetP-2.0 N-концевой митохондриаль-
ный транспортный пептид (1–39 ао).

Таблица 2. Характеристики генов AsMDHARs и кодируемых ими монодегидроаскорбатредуктаз Allium sativum cv.
Ershuizao (PRJNA606385)

* Сборка ASM1415589v1.
** Сборка Garlic.V2.fa.

Ген Ген ID [19] Локализация в геноме Длина 
гена, пн

Число
экзонов

Размер
кДНК, 

пн

Белок,
ао

MW, 
кДа pI

AsMDHAR1 Asa7G02482.1 chr5:1670600630–1670609439*; 
chr7:671746557–671755367** 8810 10 1308 435 47.1 5.81

AsMDHAR4 Asa0G05211.1 chr8:228808527–228829319*;
scaffold6471:143589–164381** 20793 7 1425 474 52.1 9.03

AsMDHAR5 Asa5G00445.1 chr6:153009626–153033684*;
– 24059 17 1458 485 52.9 6.54
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Филогенетический анализ аминокислотных
последовательностей AsMDHARs и их гомологов
у Allium cepa, Arabidopsis thaliana и Aporagus officina-
lis показал четкое разделение на три группы, соот-
ветствующие предполагаемой внутриклеточной
локализации белков (рис. 2,а). В проводимых ра-
нее исследованиях также наблюдалось разделе-
ние MDHARs высших растений на три группы [6,
33]. В этой связи интересно, что все три изофор-
мы фермента, обнаруженные у мха Physcomitrella
patens, PpMDHAR1, PpMDHAR2 и PpMDHAR3,
напоминали исключительно цитозольную форму
монодегидроаскорбатредуктазы, сохранившую-
ся у всех наземных растений [33]. Это может сви-
детельствовать о цитозольной форме MDHAR
как основной, в результате эволюции которой
возникли сначала пероксисомная, а затем хлоро-
пластная/митохондриальная изоформы фермен-
та (рис. 2,а).

В дополнение к результатам филогенетическо-
го анализа была проведена сравнительная харак-
теристика консервативных мотивов (MEME 5.1.1) в
последовательностях белков MDHARs A. sativum,
A. cepa, As. officinalis и A. thaliana. Всего был иден-
тифицирован 21 консервативный мотив, 12 из ко-
торых были общими для всех трех изоформ фер-
мента (рис. 2,б). Цитозольные и пероксисомные
MDHARs отличались только консенсусом корот-
ких N-концевых мотивов 18 и 21 и присутствием
у пероксисомной формы С-концевого мотива 11
(рис. 2,б), который включал консенсус WYGRR-
RRRW, специфичный для данного типа моноде-
гидроаскорбатредуктаз [11]. Цитозольные MDHARs
(кроме AoMDHAR1) выделялись также наличием
мотива 20 (NNPESP) (рис. 2,б). Хлоропластные/
митохондриальные MDHARs отличались от
остальных изоформ присутствием С-концевого мо-
тива 15, мотива 19, а также N-концевого мотива 13,
соответствующего транспортному митохондри-
альному пептиду, предсказанному в последова-
тельности AcMDHAR5 и AoMDHAR5 (рис. 2,б).
Таким образом, пероксисомная изоформа могла
произойти в результате дупликации и модифика-
ции гена цитозольной изоформы, сопровождаю-
щейся изменением N-области и увеличением раз-
мера кодирующей последовательности на С-конце,
что предполагает участие данных консенсусов в
обеспечении пероксисомной локализации белка.
Дальнейшие модификации N- и С-концевых участ-
ков (мотивы 13, 15, 19), по всей вероятности, спо-
собствовали возникновению хлоропластной/мито-
хондриальной изоформы MDHAR.

Профиль экспрессии генов AsMDHARs
в различных органах растения чеснока

Транскриптомные данные A. sativum cv. Er-
shuizao (PRJNA607255, GSE145455) [24] были ис-
пользованы для in silico оценки уровней экспрес-

сии генов AsMDHARs в различных тканях расте-
ния чеснока (рис. 3). Наибольшая транскрипция
гена AsMDHAR1 была обнаружена в корнях, ли-
стьях, ложном стебле и на некоторых стадиях раз-
вития луковицы. Максимальная экспрессия гена
AsMDHAR4 наблюдалась в зеленых фотосинтезиру-
ющих тканях – листьях, ложном стебле и пророст-
ках. Высокие уровни транскрипции AsMDHAR5 вы-
явлены в процессе формирования луковицы (ста-
дии 1–5), листьях, бутонах и проростках.

Методом РВ-ПЦР был определен профиль
экспрессии генов AsMDHAR1, AsMDHAR4 и
AsMDHAR5 в корне, луковице, донце, псевдостеб-
ле, листе, цветоносе, цветоложе и воздушной лу-
ковице растения чеснока сорта Сармат (рис. 4,а). В
целом было показано, что уровень транскрипции
AsMDHAR1 значительно превышает экспрессию
двух других генов. К примеру, экспрессия в кор-
нях AsMDHAR1 была выше таковой AsMDHAR5 и
AsMDHAR4 почти в 6 и 60 раз соответственно
(рис. 4,а). Транскрипты всех трех генов были вы-
явлены во всех анализируемых тканях. Уровни
транскрипции AsMDHAR1 в корнях, ложном стебле
и листьях были сопоставимо высокими. В донце,
цветоносе, цветоложе и воздушных луковицах
уровень экспрессии AsMDHAR1 был одинаков и
минимален. Максимальный уровень экспрессии
гена AsMDHAR4 наблюдался в листьях, а мини-
мальный – в корнях и донце. В луковице и воз-
душных луковицах уровни транскрипции
AsMDHAR4 были сходными. Максимальные уров-
ни экспрессии гена AsMDHAR5 выявлены в лож-
ном стебле и листьях, тогда как в корнях, цвето-
носе, цветоложе и воздушных луковицах уровни
транскрипции гена были в 2 раза ниже (рис. 4,а).
Полученные результаты в целом согласуются с
данными экспрессионного in silico анализа A. sa-
tivum cv. Ershuizao (рис. 3) – максимальные уров-
ни транскрипции генов AsMDHARs характерны
для листьев, ложного стебля и, в случае
AsMDHAR1 – корней (рис. 4,а).

С целью определить, участвуют ли гены
AsMDHARs в ответе на стрессы, нами было иссле-
довано изменение уровней транскрипции генов
AsMDHARs в корнях чеснока в ответ на заражение
патогеном F. proliferatum (рис. 4,б) через 24 и 96 ч
после заражения зубков сортов Сармат (устойчив
к фузариозной гнили) и Стрелец (восприимчив к
фузариозной гнили). Признаки фузариозной
гнили (развитие белого пушистого мицелия на
корнях и неровных светло-коричневых пятен на
зубках) появились через 96 ч после заражения
только у растений восприимчивого сорта Стрелец.

В целом у анализируемых образцов чеснока,
контрастных по устойчивости к фузариозной
гнили, наблюдалась сходная динамика экспрес-
сии генов AsMDHARs в ответ на заражение F. pro-
liferatum. В результате анализа у обоих сортов чес-
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Рис. 2. а – филогенетическое дерево на основе последовательностей белков MDHARs чеснока A. sativum (AsMDHARs,
полужирным шрифтом), лука репчатого A. cepa (AcMDHAR1 (GEOY01092914.1), AcMDHAR4 (GFAK01049639.1),
AcMDHAR5 (GFAK01071117.1)), спаржи As. officinalis (AoMDHAR1 (XP_020260315.1), AoMDHAR4 (XP_020251572.1),
AoMDHAR5 (XP_020241046.1)), A. thaliana (AtMDHAR1 (At3g52880, NP_190856), AtMDHAR2 (At5g03630,
NP_568125.1), AtMDHAR3 (At3g09940, NP_566361.1), AtMDHAR4 (At3g27820, NP_189420.1), AtMDHAR6 (At1g63940,
NP_849839.1)) и P. patens (PpMDHAR1 (ABA47446.1), PpMDHAR2 (ABA47447.1) и PpMDHAR3 (ABA47448.1)). Дендрограм-
ма построена с помощью программы MEGA 7.0 (метод Maximum Likelihood, 1000 бутстреп-реплик). Предсказание локали-
зации белков сделано с помощью программы WoLF PSORT, а также UniProtKB (для AtMDHARs); б – идентифицирован-
ные с помощью MEME 5.1.1 консервативные мотивы в белках MDHARs A. sativum (As), A. cepa (Ac), As. officinalis (Ao) и
A. thaliana (At).
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нока была выявлена значительная активация
транскрипции всех трех генов AsMDHAR1,
AsMDHAR4 и AsMDHAR5 в ответ на заражение
F. proliferatum, при этом пик увеличения экспрессии
приходился на 24 ч после заражения (рис. 4,б). В
случае незараженного контроля, в точке (24 ч)

уровни транскрипции генов AsMDHARs были в
1.4–2.3 раза выше у восприимчивого сорта Стре-
лец, чем у устойчивого сорта Сармат; в точке (96 ч)
уровни экспрессии генов AsMDHARs у обоих сор-
тов чеснока снизились в 1.3–2.7 раза по сравне-
нию с точкой (24 ч) (рис. 4,б).

Рис. 3. Тепловая карта экспрессии генов AsMDHAR1, AsMDHAR4 и AsMDHAR5 у A. sativum cv. Ershuizao в корнях, лу-
ковицах (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 и 8 соответствуют 192, 197, 202, 207, 212, 217, 222 и 227 дням развития луковицы), листьях, лож-
ном стебле, бутонах, цветках и проростках. Цвета от красного к зеленому показывают градиент экспрессии гена от
низкого к высокому.

–2 –1 0 1 2
Row Z-Score

AsMDHAR1
AsMDHAR4
AsMDHAR5

Корни

Луковица

Листья Ложный
стебель

Бутоны ЦветкиПроростки1 2 3 4 5 6 7 8
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мат); б – изменение уровней транскрипции генов AsMDHARs в корнях чеснока сортов Сармат (устойчивый) и Стрелец
(восприимчивый) через 24 и 96 ч после заражения F. proliferatum. Данные нормализовали по уровням транскрипции ге-
нов GAPDH и UBQ и представляли как кратное изменение (среднее ± стандартная ошибка) от контроля (24 ч) сорта
Сармат, принятого за 1; * p < 0.01 по сравнению с неинфицированным контролем. hpi – часов после заражения.

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0

Кор
ни

Дон
це

Лук
ов

ица

П
се

вд
ос

те
бе

ль
Лист

ья
Ц

ве
то

нос
Ц

ве
то

ло
же

Воз
д. 

лу
ко

ви
цы

AsMDHAR4
0.15

0.10

0.05

0

Кор
ни

Дон
це

Лук
ов

ица

П
се

вд
ос

те
бе

ль
Лист

ья
Ц

ве
то

нос
Ц

ве
то

ло
же

Воз
д. 

лу
ко

ви
цы

AsMDHAR50.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

Кор
ни

Дон
це

Лук
ов

ица

П
се

вд
ос

те
бе

ль
Лист

ья
Ц

ве
то

нос
Ц

ве
то

ло
же

Воз
д. 

лу
ко

ви
цы

AsMDHAR1

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
эк

сп
ре

сс
ия

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
эк

сп
ре

сс
ия

6

4

2

0

Кон
тр

ол
ь

24
 hp

i
Кон

тр
ол

ь
96

 hp
i

Кон
тр

ол
ь

24
 hp

i
Кон

тр
ол

ь
96

 hp
i

AsMDHAR1
сv. Сармат cv. Cтрелец

*

*

*

*

10

4

6

8

2

0

Кон
тр

ол
ь

24
 hp

i
Кон

тр
ол

ь
96

 hp
i

Кон
тр

ол
ь

24
 hp

i
Кон

тр
ол

ь
96

 hp
i

AsMDHAR4
сv. Сармат cv. Cтрелец

*
*

*

*

15

5

10

0

Кон
тр

ол
ь

24
 hp

i
Кон

тр
ол

ь
96

 hp
i

Кон
тр

ол
ь

24
 hp

i
Кон

тр
ол

ь
96

 hp
i

AsMDHAR5
сv. Сармат cv. Cтрелец

*
*

*

*

а

б



762

ГЕНЕТИКА  том 58  № 7  2022

АНИСИМОВА и др.

Известно, что при воздействии различных
абиотических и биотических стрессов в тканях
растений увеличивается производство АФК, вы-
зывающих неконтролируемое окисление компо-
нентов клеток [2, 34, 35]. Антиоксидантная система
растений, важным компонентом которой является
АК и аскорбат-зависимые ферменты, предотвра-
щает накопление АФК и минимизирует негатив-
ные последствия их перепроизводства [1, 36].

Ранее сообщалось об увеличении активности
MDHAR у растений в ответ на различные абиоти-
ческие стрессы, такие как засоление, повышен-
ная освещенность, УФ-излучение, низкая темпе-
ратура, засуха, тяжелые металлы, гормоны и др.
[12, 35, 37]. Исследования реакции генов MDHAR
или активности кодируемых ими ферментов на
биотические стрессы ограничиваются несколькими
работами. У кукурузы Z. mays в ответ на заражение
грибами F. proliferatum, F. subglutinans и A. flavus на-
блюдалось значительное снижение ферментатив-
ной активности MDHAR в зерне [10]. В листьях
томата S. lycopersicum, начиная со второго дня
грибной инфекции Botrytis cinerea, снижались ан-
тиоксидантные свойства митохондрий за счет
снижения активности MDHAR [38]. В ответ на
заражение тлей в листьях кукурузы было выявле-
но повышение транскрипции генов MDHAR [39].

С учетом вышесказанного можно предположить,
что активация транскрипции генов AsMDHARs в
корнях чеснока в ответ на заражение F. proliferatum
связана с необходимостью восстановления образу-
ющихся при нейтрализации АФК окисленных
форм АК для поддержания окислительно-восста-
новительного баланса. На это также указывает по-
вышенная (в сравнении с другими тканями расте-
ния) экспрессия генов MDHAR в листьях и корнях
растений – органах, первыми получающих стрессо-
вые сигналы от окружающей среды.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РНФ (№ 21-76-00007) и Министерства на-
уки и высшего образования РФ.

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

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Identification of Monodehydroascorbate Reductase Genes (MDHAR) in Garlic
(Allium sativum L.) and Their Role in the Response to Fusarium proliferatum Infection

O. K. Anisimovaa, A. V. Shchennikovaa, E. Z. Kochievaa, and M. A. Filyushina, *
aFederal Research Center Fundamentals of Biotechnology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: michel7753@mail.ru

Monodehydroascorbate (MDHA) reductase catalyzes the reduction of monodehydroascorbic acid, formed
as a result of reactive oxygen species neutralization to ascorbic acid, which is one of the main mechanisms for
maintaining the intracellular redox status. In the garlic genome (Allium sativum L.) three MDHAR genes en-
coding monodehydroascorbate reductases of different cellular localization were identified. In the amino acid
sequences AsMDHAR1, AsMDHAR4, and AsMDHAR5, the Pyr_redox_2 domain, FAD and NAD(P)H
cofactors binding domains and a unique long loop motif required for the enzyme active site formation were
identified. The expression profiles of MDHAR1, MDHAR4, and MDHAR5 genes in various organs of garlic
plant were determined, and the alteration in the transcription levels of AsMDHARs in response to infection
with the pathogen Fusarium proliferatum was studied. The maximum transcription levels of AsMDHARs was
shown in leaves, pseudostem, and, in the case of AsMDHAR1, in roots. In response to F. proliferatum infec-
tion, in the roots of garlic plants an increase in the transcription levels of all three AsMDHAR genes was re-
vealed, and expression patterns of the genes were similar and did not depend on the cultivar level of resistance
to Fusarium rot.

Keywords: garlic, Allium sativum, ascorbic acid recycling, monodehydroascorbate, Fusarium proliferatum.
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