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GEX2 У ЛИНИЙ КУКУРУЗЫ САРАТОВСКОЙ СЕЛЕКЦИИ
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Исследование явления гаплоиндукции представляет научный и практический интерес в связи с раз-
работкой эффективных методов получения гаплоидов, необходимых, в частности, для ускоренного
создания гомозиготных линий. Обсуждается связь индукции образования гаплоидов у линии кукурузы
саратовской селекции Зародышевый маркер саратовский пурпурный (ЗМСП) с генами HAP2/GCS1 и
GEX2, контролирующими адгезию и слияние мембран гамет у кукурузы. С помощью метода ПЦР-РВ
установлено, что гены GEX2, HAP2/GCS1 экспрессируются не только в спермиях, но и в женских ге-
неративных структурах кукурузы, но гаплоиндуцирующая способность кукурузы не коррелирует с
уровнем их экспрессии. Было показано, что ген GEX2 у гаплоиндуцирующей линии ЗМСП имеет 27
однонуклеотидных замен, вставку размером в девять нуклеотидов и одну двухнуклеотидную замену
и соответственно десять аминокислотных замен и две вставки в белке GEX2, по сравнению с рефе-
ренсной линией В73. Эти замены, возможно, оказывают воздействие на конформацию белка и процесс
взаимодействия мембран гамет. Более эволюционно консервативный белок HAP2/GCS1, обеспечива-
ющий слияние мембран гамет кукурузы, у линии кукурузы ЗМСП имеет только одну аминокислотную
замену, по сравнению с линиями Коричневый маркер и В73.
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У высших растений развитие семян начинается с
двойного оплодотворения, открытого С.Г. Нава-
шиным в 1898 г. [1]. После попадания пыльцы ку-
курузы на рыльце вегетативная клетка пыльцево-
го зерна образует пыльцевую трубку, с помощью
которой два спермия доставляются к зародыше-
вому мешку. Один спермий (1n) сливается с яйце-
клеткой (1n), второй (1n) – с центральной клет-
кой (2n). Из оплодотворенной яйцеклетки развива-
ется диплоидный зародыш. Центральная клетка с
двумя полярными ядрами (2n) в результате слия-
ния со вторым спермием (1n) образует триплоид-
ный эндосперм (3n) [2].

При нарушении двойного оплодотворения у
покрытосеменных растений может формировать-
ся партеногенетический гаплоидный зародыш
(1n) из неоплодотворенной или оплодотворенной
дефектными спермиями яйцеклетки (гиногенез).
У современных сортов кукурузы независимое от
оплодотворения развитие зародыша (гиногенез
или матроклинный партеногенез, как частный

случай) встречается крайне редко (0.1–0.01%) [3].
Однако 60 и более лет назад были выведены ли-
нии кукурузы с повышенной способностью к ин-
дукции гаплоидов (гаплоиндукторы). К ним от-
носятся линии PEM [4], Stock 6 [3] и линии, полу-
ченные с использованием Stock 6: ЗМС, ЗМС-8,
КМС (Саратов, Россия) [5]; Краснодарский мар-
кер (Краснодар, Россия) [6]; MHI (Молдова) [7,
8] и некоторые другие [9, 10]. Было предположе-
но, что способность саратовских линий ЗМС и
КМС к индукции гаплоидов может быть обуслов-
лена нарушением функции спермиев, которые не
могут достичь яйцеклетки и/или слиться с ней [5,
11–13]. Однако причины и механизм повышен-
ной гаплоиндуцирующей способности у саратов-
ских линий-гаплоиндукторов кукурузы по срав-
нению с Stock 6 неясны.

С использованием линии Stock 6 были также
получены партеногенетическая линия AT-1 (Са-
ратов) и ее производная линия AT-3 с высокой ча-
стотой партеногенеза (с наследуемой матроклин-
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ной гаплоидией) [14–16]. Кроме партеногенеза у
линии AT-3 наблюдаются полиэмбриония и нача-
ло эндоспермогенеза без опыления, но эти линии
не являются гаплоиндукторами [16].

Механизмы формирования гаплоидов кукуру-
зы могут быть разными: партеногенетическое
развитие зародыша из неоплодотворенной яйце-
клетки, апогамия (партеногенетическое развитие
зародыша из яйцеклеткоподобных синергид или
антипод), гиногенез (явление, при котором после
оплодотворения ядро спермия не сливается с яд-
ром яйцеклетки, а затем дегенерирует, и в разви-
тии зародыша участвует только ядро яйцеклетки),
андрогенез. За последние 5–7 лет были изучены не-
которые молекулярно-генетические аспекты фор-
мирования гаплоидов кукурузы [10].

Один из механизмов образования матроклин-
ных гаплоидов у кукурузы был открыт в 2017 г.,
когда три научные группы независимо опублико-
вали пионерские данные по расшифровке спон-
танной мутации в одном из генов у линии Stock 6
[17–19]. Нуклеотидная последовательность, ко-
торая кодирует белок фосфолипазу A, получила
разные обозначения (в порядке появления пуб-
ликаций): MATRILINEAL (MTL) [17], NOT LIKE
DAD (NLD) [18], PLA1 [19]. Вставка четырех нук-
леотидов в четвертый экзон гена, кодирующего
фосфолипазу А у линии Stock 6, сдвинула рамку
считывания, изменив 20 аминокислот [19]. Если та-
кую вставку произвести в ген, кодирующий фосфо-
липазу у обычной линии (негаплоиндуктора), то
это приводит к появлению фенотипа аналогично-
го фенотипу Stock 6 и дает до 2% гаплоидов в
потомстве [19].

Эта спонтанная мутация у линии Stock 6 была
унаследована линиями, полученными с ее уча-
стием [9]. Фермент фосфолипаза А участвует в
биодеградации фосфолипидов и в синтезе лино-
леновой кислоты. Однако авторы, открывшие ген
индукции матроклинных гаплоидов [17–19], не
уточнили его роль в гаплоиндукции. Возможно, что
эта мутация в результате неправильного функцио-
нирования фермента приводит к изменениям ли-
пидного состава мембраны и следовательно к из-
менениям ее свойств, что, возможно, приводит к
потере способности мембраны спермия взаимо-
действовать и сливаться с мембраной яйцеклетки
и центральной клетки [20]. Можно предполо-
жить, что мутации по генам, кодирующим белки,
которые участвуют во взаимодействии (адгезии)
и слиянии мембран спермия с яйцеклеткой и
центральной клеткой, тоже могут привести к на-
рушениям двойного оплодотворения.

Одной из причин нарушения двойного оплодо-
творения могут быть нарушения во взаимодействии
между мембранами гамет. Первые данные о гене
(HAP2/GCS1 (HAPLESS2/Generative Cell Specific 1)),
контролирующем взаимодействие мембран гамет у

Arabidopsis thaliana, были опубликованы незави-
симо исследователями из Японии [21] (электрон-
ная публикация 25 декабря 2005 г.) и США [22].
Белок HAP2(GCS1) необходим для слияния мем-
бран спермия и яйцеклетки, центральной клетки
у A. thaliana [23]. Положительный заряд в С-кон-
цевой области необходим для функционирова-
ния белка HAP2(GCS1) во время слияния гамет
[24]. Была показана значительная (69%) гомоло-
гия между геном HAP2/GCS1 A. thaliana и после-
довательностью ZM_BFb0162K03 (1921 но) у ку-
курузы, которая содержит консервативную об-
ласть, полностью идентичную соответствующим
областям у A. thaliana и лилии (Lilium longiflorum)
[25]. Экспрессия гена HAP2/GCS1 в кукурузе не-
специфична для спермиев, поскольку мРНК бы-
ла обнаружена в образцах, выделенных из завя-
зей, корней и листьев [25], а также из семян, по-
чатков и незрелых метелок [26, 27]. Роль белка
HAP2/GCS1 в способности индуцировать гапло-
иды еще не доказана.

Эксперименты по картированию с мутанта-
ми показали, что ген GEX2 (gamete expressed 2,
At5g49150) контролирует раннее взаимодействие
(адгезию) гамет у A. thaliana [28]. Белок EC1, сек-
ретируемый женскими гаметами, запускает акти-
вацию белков HAP2/GCS1 и GEX2 и их экспони-
рование на поверхности мембраны спермиев (см.
обзоры [20, 23]). Мембранный белок GEX2 необ-
ходим для начала взаимодействия спермия (при-
крепления, адгезии) с мембраной яйцеклетки и
центральной клетки A. thaliana [23]. У мутантов по
гену GEX2 нарушается способность к адгезии и,
как следствие, к слиянию мембран спермиев с
яйцеклеткой и центральной клеткой, что приводит
к образованию семян, содержащих либо гаплоид-
ный зародыш, либо неправильно формирующий-
ся эндосперм. Предполагается, что у саратовских
линий кукурузы однократное оплодотворение яв-
ляется результатом функциональных дефектов у
спермиев, которые приводят к образованию гап-
лоидных зародышей [11].

Известны также некоторые другие гены, при
мутации в которых растения приобретают способ-
ность к гаплоиндукции. Установлено, что у A. thali-
ana появление гаплоидов в потомстве связано, в
том числе, с мутацией в белке гистона H3, специ-
фичном для центромеры – CENH3. Эта мутация
приводит к хромосомной несовместимости и по-
тере части или полного набора отцовских хромо-
сом в первых делениях зиготы (анеуплоидия) [29].
У линий-гаплоиндукторов кукурузы, полученных
при скрещиваниях с линией Stock 6, также на-
блюдалась частичная или полная элиминация хро-
мосом [30–32]. Напомним, что линия Stock 6 и ее
производные при использовании их в скрещива-
нии в качестве отцовского родителя (индуцирован-
ный гиногенез) индуцируют гаплоиды в количестве
2–3% [33]. В отличие от A. thaliana, у которого при
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мутации в гене CENH3 возникает анеуплоидия и га-
плоидия, у кукурузы элиминируются хромосомы
мужского родителя после оплодотворения на ран-
них стадиях развития зародыша, приводя к гапло-
идии (до 3.6%) [32].

Мембранный домен белка DUF679, кодируе-
мый геном DMP9, экспрессируется в мембранах
женских и мужских гамет A. thaliana и регулирует
их контакт [34]. У A. thaliana нокаут этого гена на-
рушает оплодотворение яйцеклетки в большей
степени, чем оплодотворение центральной клет-
ки [35]. Роль гена DMP в индукции гаплоидов ку-
курузы была показана с помощью геномного ре-
дактирования (CRISPR-Cas9) в экспериментах
по нокауту генов [36].

Ген PSASGR-BBML относится к семейству
APETALA2/(AP2/ERF), экспрессируется в яйце-
клетке до оплодотворения и его роль в индукции
партеногенеза была показана для проса [37], ку-
курузы и риса [38].

Таким образом, установлено несколько генов,
которые контролируют появление матроклинных
гаплоидов у кукурузы: PLA1, DMP, CENH3, BBML.
В представленной статье мы обсуждаем индукцию
образования гаплоидов, предположительно связан-
ную с нарушением взаимодействия гамет, в частно-
сти с генами, контролирующими адгезию и слия-
ния мембран гамет (HAP2/GCS1, GEX2) у гаплоинду-
цирующих линий кукурузы саратовской селекции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал

В настоящей работе были использованы ли-
нии кукурузы саратовской селекции (Зародыше-
вый маркер саратовский пурпурный (ЗМСП) и
ГПЛ-1) и линия Коричневый маркер (КМ). У ли-
нии ЗМСП, отобранной из потомства самоопы-
ляемых гибридов материнской линии Зародыше-
вый маркер саратовский (ЗМС-8) [39] и отцов-
ской линии-гаплоиндуктора Коричневый маркер
саратовский (КМС, Саратов), частота гаплоин-
дукции достигает 10% [40]. Линии ЗМС-8 и КМС
с частотой гаплоиндукции до 6–8% [39] являются
прямыми потомками линии-гаплоиндуктора Stock 6
[9]. В качестве контроля использовали негапло-
индуцирующие линии КМ и ГПЛ-1. Линия КМ,
созданная С.С. Чейзом (Chase) [41], была получе-
на из Национального зернового центра им. Лу-
кьяненко (Краснодар, Россия). Диплоидная линия
ГПЛ-1 была получена на кафедре генетики Сара-
товского государственного университета (Саратов,
Россия) путем обработки колхицином гаплоидного
растения кукурузы линии Кинельская 113 (Феде-
ральный центр сельскохозяйственных исследований
Юго-Восточного региона, Саратов, Россия [11]).

Все линии были выращены на полях Россий-
ского научно-исследовательского, проектно-тех-

нологического института сорго и кукурузы (Ин-
ститут Россорго; Саратов, Россия) в 2020 г. и на
опытном участке Института биохимии и физио-
логии растений и микроорганизмов Саратовско-
го научного центра Российской академии наук
(Саратов) в 2021 г.

Початки кукурузы были изолированы с помо-
щью пергаментных пакетов до того, как появи-
лись пестичные нити (конец июля–начало авгу-
ста). Для получения зародышей предварительно
изолированные початки опыляли вручную пыль-
цой других растений кукурузы и собирали почат-
ки через семь дней после опыления (7 ДПО).
Часть образцов этой же линии была собрана через
семь дней после появления рылец (7 ДППР) из
предварительно изолированных початков без опы-
ления. Все собранные початки были помещены в
контейнеры со льдом, доставлены в лабораторию
и заморожены при температуре –20°C.

Экспрессия генов GEX2, HAP2/GCS1 
в тканях кукурузы

Тотальную РНК выделяли из 100 мг предвари-
тельно замороженных (–20°C) завязей, извлечен-
ных из початков (7 ДППР или 7 ДПО), с исполь-
зованием набора для экстракции РНК (Евроген,
Россия), согласно инструкции производителя. Из
100 мг предварительно замороженных (–20°C)
пыльцевых зерен РНК выделяли с использованием
метода SDS/βME [42] с модификациями: пыльце-
вые зерна измельчали в предварительно заморо-
женной (–20°C) ступке, а фенол исключали из
смеси хлороформ : изоамиловый спирт : фенол.

Для синтеза кДНК проводили обратную тран-
скрипцию мРНК с помощью обратной транскрип-
тазы (номер по каталогу EP0442; Thermo Fisher Sci-
entific, США) и с oligo (dT) праймерами (Евроген,
Россия). Концентрацию кДНК измеряли на флу-
ориметре Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, Синга-
пур) с использованием набора для анализа RNA BR
assay (Q32850; Thermo Fisher Scientific, США). Для
всех образцов концентрация кДНК доведена до 2 нг
путем разбавления более высокой концентрации.
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ) про-
водили на ПЦР-анализаторе Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scien-
tific, США) с использованием набора реагентов
для ПЦР в реальном времени в присутствии кра-
сителя SYBR Green и пассивного референсного
красителя ROX (номер по каталогу M-435; Син-
тол, Россия).

Для оценки экспрессии гена GEX2 методом
ПЦР были подобраны праймеры с помощью
ресурса Primer-BLAST (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) таким обра-
зом, чтобы один из праймеров располагался в ме-
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сте соединения двух экзонов, что обеспечивает
амплификацию только с матрицы кДНК.

В работе использовали праймеры: для гена
GEX2 – TGTTTCGGTGTGGGAGGATG/TGAC-
CCGTGAAGTGGAGAAG, для гена GCS1 – TCG-
GTTCAAATGGCTACAAA/TAGCAGCACCAACA-
TGACGA, для гена UBCE – ACAAACCCTCTC-
CCTCCTGT/GGTAGATGCGACCCTCATGT.

Для каждой точки данных ПЦР выполнялась в
четырех технических повторах для одной кДНК.
Было проведено два или три независимых биоло-
гических эксперимента. В качестве эндогенного
контроля использовали ген, кодирующий убик-
витин-конъюгирующий фермент (UBCE) [43].
Относительные уровни экспрессии генов рассчи-
тывали методом 2–ΔΔCT [44] с нормализацией к экс-
прессии целевого гена у линии ЗМСП (7 ДПО). Мы
считали, что значения не различаются, если раз-
ница между вариантами была <1.3 раза, как пред-
лагается в работе [45].

Секвенирование РНК
Для секвенирования кДНК выделяли РНК из

пыльцы линий кукурузы ЗМС-8, ЗМСП и КМ,
как описано выше. Для получения ПЦР-продук-
тов для последующего секвенирования генов GEX2

и HAP2/GCS1 использовали праймеры, приведен-
ные в табл. 1.

Поскольку последовательности транскриптов ге-
на HAP2/GCS1, аннотированные в базе данных Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100274016),
имели отличия в основном в начальном фрагмен-
те, мы подобрали также пары праймеров для
идентификации всех транскриптов по начально-
му фрагменту (табл. 1).

Для ПЦР и секвенирования региона гена
PLA1, в который произошла вставка 4 пн у линии
Stoсk 6, использовали праймеры ATGTTCCAGTC-
GCTCCACAG/ATATCGTAGGGCGCACATCT.

ПЦР-продукты экстрагировали из агарозного
геля, очищали с помощью набора Cleanup Stan-
dard (Евроген, Россия) и секвенировали в компа-
нии Евроген. Сравнение нуклеотидных последо-
вательностей транскриптов разных линий прово-
дили с помощью программы Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Пред-
варительно, с использованием программы Blast
проводили выравнивание прочтений с прямых и
обратных праймеров. Учитывали также качество
сигнала и вероятность ошибки на хроматограмме
с помощью программы Chromas (http://technelysi-
um.com.au/wp/chromas/). Собранные транскрипты

Таблица 1. Праймеры для амплификации фрагментов генов GEX2 и HAP2/GCS1 для дальнейшего секвенирования

Праймеры для гена HAP2/GCS1 Праймеры для гена GEX2

GCCCGCTCGACTCTTCTT/ 
TGAAGGTACACGGCGGTTAG

CGCAAATGGGTCTGGTTTGG/ 
ACTTGCAGATGTCAGCCGAA

GACACGCAAATGTGAACCAG/ 
TGTTACATTCGACACCGTCTG

AGCTGCCTCCATGTCCATTC/ 
GGTTCTTCGCACACCGTTTC

GCCCGCTCGACTCTTCTT/ 
CTGATGTAGTTGAGGGCGTAGA

GAAACGGTGTGCGAAGAACC/ 
TCACAGCGATGGACAAGGTC

GCACGTTAACGACACAAAG/ 
AACTTGTACCCTGATGTTGAACC

GCTAGAAGTCCTGGAGGGGA/
ACTCGATCTGCTTGCACCAA

GCATGATCTTGAAGAACCAA/ 
AACTTGTACCCTGATGTTGAACC

CGTTGGATACTCCCCTGCTA/ 
CTATTGTTTACGGCCCCAGA

AAGGAAAAGCTAATACGGCTCA/ 
TGTTACATTCGACACCGTCTG

TTTGCCAGTTGCGATCAATA/ 
CCACACCGAAACAGTGTCAT

CCATGTTTTTGGAATTGGAAC/ 
TGTTACATTCGACACCGTCTG

GTTCAGCCCTGTCGTCGT/ 
AGAGCCGTTGGGGTAGGAG

AAGAAATCCCCCTGTCATCA/ 
GGCTCACCACTACCAGCACT

GGGTATTTACCCATTGCCATC/ 
ACGACGACAGGGCTGAAC

GGTGAGCCACAAAACCTTGG/ 
CATCCTTGTCTGTCGAGTTCAC

TCACTTGGGTTGGGGGTTAT/ 
CGGTGACGTAGCTGCTGTT

ACCGGAGGCACAAGAAAG/ 
CCCACGGTACACCAACTTCA

CTGGCTACTTCAGGGTCTCG/ 
GGGTCCATCTGGTTCTCTCA

TCAGAGGAGTCCAGGGAATA/ 
GGTGATGGTGGTCGTGGT
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генов GEX2 линий ЗМСП и КМ (3646 пн) были
представлены нами в базу данных GenBank
(MN617022.2, OL649773.1 и MW195549.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Линия кукурузы Stock 6 дает максимальную
частоту гаплоидов 3.2% [3], в то время как гапло-
индуцирующие линии саратовской селекции на
основе Stock 6 дают более высокие частоты появ-
ления гаплоидов в их потомстве ≈8% (ЗМС-8) [13]
и даже до 10% (ЗМСП) [40]. Наши результаты се-
квенирования показали, что линии-гаплоиндук-
торы саратовской селекции ЗМС-8 и ЗМСП име-
ют те же вставки четырех нуклеотидов (данные не
показаны) в ген PLA1, кодирующий фосфолипазу А,
что и у линии Stock 6 [19]. Однако не известно
связаны ли повышенные частоты гаплоиндукции
у гаплоиндуцирующих линий саратовской селек-
ции ЗМС-8 и ЗМСП с функцией каких-либо из
ранее обнаруженных генов гиногенеза. Мы ис-
следовали экспрессию генов GEX2, HAP2/GCS1 в
пыльце и неоплодотворенных завязях из неопы-
ленных початков через семь дней после появле-
ния рылец (7 ДППР) и в завязях через 7 дней после
опыления (7 ДПО) у гаплоиндуцирующей (ЗМСП)
и двух негаплоиндуцирующих линий (ГПЛ-1, КМ).
А также секвенировали гены GEX2, HAP2/GCS1 ли-
ний ЗМСП и КМ.

GEX2

Ген GEX2 экспрессируется в зрелой пыльце,
бутонах и открытых цветках A. thaliana [28]. В пе-
стиках его экспрессия выражена в гораздо мень-
шей степени, чем в пыльниках [46]. Ген GEX2 ку-
курузы высоко и специфично экспрессируется в
спермиях, как показано с помощью секвенирова-
ния РНК [26, 27]. Однако данных об экспрессии
GEX2 в других тканях кукурузы нет. В настоящем

исследовании мы впервые наблюдали экспрес-
сию гена GEX2 в завязях кукурузы до и после
оплодотворения (рис. 1,а).

Гаплоиндуцирующая линия ЗМСП не отлича-
лась по экспрессии гена GEX2 в исследованных
тканях (завязях до и после опыления и пыльце) от
контрольной линии КМ, но демонстрировала
повышенную экспрессию в неопыленных завя-
зях (7 ДППР) и в пыльце, в сравнении с другой
контрольной линией ГПЛ-1 (рис. 1,а). В целом
можно отметить, что исследованные линии куку-
рузы отличаются по экспрессии генов GEX2, но
уровень экспрессии не коррелирует со способно-
стью линии ЗМСП к гаплоиндукции, поскольку
может значительно различаться у контрольных ли-
ний (КМ, ГПЛ-1), которые не обладают способно-
стью к гаплоиндукции.

Мы также секвенировали транскрипт гена GEX2
с целью выявления мутаций. У трех линий было об-
наружено 59 однонуклеотидных замен (ОНЗ) в
последовательностях гена GEX2. В частности,
нуклеотидная последовательность гена GEX2 у
линии ЗМСП имела делецию одного нуклеотида
в положении 506 но, а также 27 и 34 ОНЗ по срав-
нению с B73 и КМ соответственно (не показано).
У линии ЗМСП была также обнаружена вставка
из девяти нуклеотидов и одна двухнуклеотидная
замена по сравнению с линией B73. Следует отме-
тить, что линии ЗМСП и КМ имели одинаковую
вставку из девяти нуклеотидов в положениях
3096–3104 но по сравнению с B73 (не показано).

Мы исследовали влияние ОНЗ, делеций и вста-
вок в гене GEX2 на аминокислотную последова-
тельность белка GEX2 и обнаружили 15 несоответ-
ствий между аминокислотными последовательно-
стями белков GEX2 у линий КМ и ЗМСП (рис. 2).

Кроме того, в аминокислотной последователь-
ности белка GEX2 у линии ЗМСП, по сравнению
с последовательностью белка B73, обнаружено 10

Рис. 1. Экспрессия генов GEX2 (а) и HAP2/GCS1 (б) в пыльце и завязях (без опыления – 7 дней после появления рылец
(7 ДППР)) и 7 дней после опыления (7 ДПО) линий ГПЛ-1, КМ и ЗМСП. ПЦР-РВ проводилась в четырех технических
повторах для одного образца кДНК и в трех биологических повторах для каждого варианта. В качестве эндогенного
контроля использовали ген UBCE (см. Материалы и методы). Относительные уровни экспрессии генов рассчитывали
методом 2–ΔΔCT [44] с нормализацией к экспрессии целевого гена в линии ЗМСП. * Значимые различия между образ-
цом и калибратором (завязи ЗМСП, 7 ДПО) обозначены как p ≤ 0.05.
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аминокислотных замен и две вставки (рис. 2).
Можно предположить, что изменения аминокис-
лотной последовательности в белке GEX2 у ли-
нии ЗМСП могут влиять на его конформацию и
функцию во время адгезии мембран гамет и быть
связаны с индукцией гаплоидов.

Белок GEX2 необходим для прикрепления (ад-
гезии) спермия как к яйцеклетке, так и к цен-
тральной клетке [23]. Однако рецептор для белка
GEX2 спермия в мембранах яйцеклетки и цен-
тральной клетки неизвестен. Ранее было предпо-
ложено, что у саратовских линий кукурузы может
быть нарушена функция спермиев, которые не
могут прикрепиться к мембране яйцеклетки [11].

Мы обнаружили ряд аминокислотных замен у
белка GEX2 линий ЗМСП и КМ (рис. 2). Чтобы
определить могут ли эти аминокислотные замены
в белке GEX2 изменять его конформацию, предсто-
ит выяснить трехмерную структуру белка GEX2 у
линий кукурузы ЗМСП (гаплоиндуктор) и КМ (не-
гаплоиндуктор).

HAP2/GCS1

Экспрессия гена HAP2/GCS1 у A. thaliana ранее
считалась спермий-специфичной [21, 22]. Позже,
однако, было показано, что транскрипт этого ге-
на присутствует в завязях и плодах A. thaliana [47].
Из данных РНК-секвенирования следует, что
экспрессия гена HAP2/GCS1 в зрелых пыльниках
кукурузы практически отсутствует [26, 27]. Ген
HAP2/GCS1 экспрессируется в пыльце кукурузы,
завязях и корнях [25], а также в листьях, семенах,
початках и незрелых метелках [26, 27]. Экспрес-
сия гена HAP2/GCS1 в вегетативных тканях пред-
полагает, что этот ген участвует не только в слия-
нии гамет, но, возможно, и в других процессах в
тканях кукурузы.

В наших исследованиях зарегистрирована вы-
сокая экспрессия гена HAP2/GCS1 в завязях всех
исследованных линий кукурузы как до, так и по-
сле оплодотворения (рис. 1,б). Экспрессия гена
HAP2/GCS1 в пыльце и завязях линии ЗМСП по-
сле оплодотворения (7 ДПО) существенно не от-
личалась от таковой в ГПЛ-1 (7 ДПО). Однако в
неопыленных завязях линии ЗМСП (7 ДППР) экс-
прессия гена HAP2/GCS1 была в 2.4 раза ниже, чем

Рис. 2. Фрагменты белков GEX2 у линий B73, КМ и ЗМСП с измененными аминокислотными последовательно-
стями. Парные совпадающие аминокислоты отмечены серым цветом, а замены и делеции аминокислот отмечены
белыми буквами на черном фоне. Выравнивание последовательностей белков было выполнено с помощью Clust-
alO (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

180
180
180

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

540
540
540

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

600
600
600

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

660
660
660

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

720
720
720

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

780
780
780

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

900
900
900

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

1017
1020
1020

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

1077
1080
1080

GEX2–B73
GEX2–КМ
GEX2–ЗМСП

1137
1140
1140



ГЕНЕТИКА  том 59  № 3  2023

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ HAP2/GCS1, GEX2 333

у ГПЛ-1 (7 ДППР). Экспрессия гена HAP2/GCS1 у
линии ЗМСП в пыльце и в неопыленных завязях
(7ДППР) в 5 и 4 раза соответственно ниже по
сравнению с линией КМ. Однако после оплодо-
творения в завязях (7 ДПО) у линии ЗМСП экс-
прессия гена HAP2/GCS1 выше в 2.7 раза по срав-
нению с линией КМ (7 ДПО). Самая высокая экс-
прессия гена HAP2/GCS1 была зарегистрирована
в неопыленных завязях линии ЗМСП (7 ДППР) и
в опыленных завязях у линии КМ (7 ДПО).

Таким образом, гаплоиндуцирующая линия
ЗМСП достоверно отличалась по экспрессии
HAP2/GCS1 в пыльце и завязях только от одной
контрольной линии КМ – в 2.7 раза больше в за-
вязях (7 ДПО) и в 5 и 4 раза соответственно мень-
ше в пыльце и в зявязях (7 ДПО), и не отличалась
в пыльце и завязях 7 ДППР от другой контроль-
ной линии ГПЛ-1. То есть у ЗМСП нет однознач-
ной связи между экспрессией гена HAP2/GCS1 и
индукцией гаплоидов.

В 2017 г. мы впервые секвенировали консерва-
тивную (1467 но) область гена HAP2/GCS1 линий
кукурузы ЗМСП и ГПЛ-1 [25]. В базе данных
GenBank в 2020 г. для гена HAP2/GCS1 кукурузы
методом компьютерного прогнозирования пред-
сказано шесть транскриптов. Было установлено,
что последовательность гена HAP2/GCS1, секве-
нированная нами для линий КМ и ЗМСП, соответ-
ствует транскрипту NM_001320812.1 референсной
линии B73, кодирующему белок NP_001307741.1
(Protein HAPLESS 2 isoform 1 precursor). У линии
КМ выявлены два несовпадения нуклеотидных
последовательностей в позициях 1412, 1626 но по
сравнению с референсной линией B73.

Белок HAP2/GCS1 имеет домен, называемый
фактором слияния мужских гамет, который явля-
ется высококонсервативным и присутствует в раз-
личных семействах растений и животных [48].
Предполагается, что слияние мембран гамет цвет-
ковых растений происходит с помощью амфи-
фильной спирали белка HAP2/GCS1 [49]. Белок
HAP2/GCS1 у линии кукурузы ЗМСП имеет толь-
ко одну аминокислотную замену по сравнению с
линиями КМ и В73 (рис. 2).

Таким образом, установлено, что гены GEX2,
HAP2/GCS1 экспрессируются не только в спер-
миях, но и в женских генеративных структурах ку-
курузы, однако гаплоиндуцирующая способность
кукурузы не коррелирует с их экспрессией. Уста-
новлено, что гены GEX2 гаплоиндуцирующей ли-
нии ЗМСП и негаплоиндуцирующей линии КМ
имеют 29 и 34 изменений нуклеотидных последо-
вательностей соответственно, в том числе одина-
ковую вставку размером девять нуклеотидов, по
сравнению с референсной линией В73. Анализ ами-
нокислотной последовательности белка GEX2 гап-
лоиндуцирующей линии ЗМСП выявил 15 амино-
кислотных замен по сравнению с линией КМ и 10

аминокислотных замен по сравнению с рефе-
ренсной линией (рис. 2), что, возможно, оказы-
вает воздействие на процесс взаимодействия
мембран гамет. Для уточнения роли генов GEX2
и HAP2/GCS1 в явлении гаплоиндукции у кукурузы
требуется исследование их функций в биологиче-
ских экспериментах, в том числе CRISPR/Cas-ре-
дактирование этих генов, а также анализ трехмер-
ных моделей белков GEX2 и HAP2/GCS1 из раз-
личных линий кукурузы и возможного влияния
нуклеотидных и аминокислотных замен на кон-
формацию и функцию белков.
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тересов.
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Comparative Analysis of the HAP2/GCS1, GEX2 Genes 
Expression in Maize Lines of Saratov Selection

E. M. Moiseevaa, Yu. S. Guseva, b, O. V. Gutorovab, and M. I. Chumakova, *
aInstitute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms – Subdivision of the Federal 

Research Center, Saratov Scientific Centre of the Russian Academy of Sciences, Saratov, 410049 Russia
bChernyshevsky Saratov National Research State University, Saratov, 410012 Russia

*e-mail: chumakov_m@ibppm.ru

The haploinduction phenomenon have a scientific and practical aspects for development the effective hap-
loid-inducing maize line and diploid homozygous lines creation. The article discusses the relationship between the
maize haploid–induction and the violation of the gamete interactions, in particular for GEX2-HAP2/GCS1-me-
diated adhesion and fusion of gamete membranes in Zarodishevii Marker Saratovskii Purpurnii (ZMSP) maize
lines. Using real-time RT-PCR method, it was found that the GEX2, HAP2/GCS1 genes are expressed in
sperm and ovules, but the maize haploid-inducing ability does not correlate with their expression. It was
shown that the ZMSP haploid-inducing line have 27 SNP, one 9-bp insertion, 2-bp SNP and the corre-
sponding 10 amino acid substitutions with two insertions in the GEX2 protein in comparing with reference
B73 line. It was found that HAP2/GCS1, as a conservative protein for membrane fusion has only one amino
acid substitution in ZMSP in comparing with B73 maize and Brown Marker maize lines.

Keywords: maize, Zea mays, gynogenesis genes, expression.
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