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Получены полные нуклеотидные последовательности генов холодового шока BrCSDP2 и BrCSDP4
Brassica rapa. Установлено, что выделенные гены принадлежат к группе генов AtCSP2/AtCSP4 Arabidop�
sis thaliana и TsCSDP2/TsCSDP4 Thellungiella salsuginea, кодирующих белки с доменом холодового шока
(CSD) и двумя мотивами так называемых цинковых пальцев. Описана структура и охарактеризованы
аллельные варианты этих генов. Показано, что аллельный полиморфизм этих генов обусловлен как точF
ковыми нуклеотидными заменами, так и небольшими инделями. Уровни генетического сходства варьиF
ровали от 1.0 (между BrCSDP из отдельных растений образцов B. rapa) до 0.53 (между AtCSDP1 и
AtCSDP4). В свою очередь, коэффициенты сходства нуклеотидных последовательностей BrCSDP2 и
AtCSDP2 составили 0.89, а BrCSDP4 и AtCSDP4 – 0.85. В продуктах in silico трансляции выделенных
генов выявлены аминокислотные замены. При этом, однако, не обнаружено корреляции между полиF
морфизмом полученных последовательностей и признаками устойчивости к холодовому стрессу. 

Ключевые слова: домен холодового шока, структура и аллельный полиморфизм, репа, семейство BrasF
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ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА

Белки с доменом холодового шока (Cold Shock
Domain, CSD) образуют консервативное семей�
ство, широко представленное как у про�, так и у

эукариот. Все белки этого семейства содержат
CSD�домен с двумя консервативными мотивами
RNP1 (KGFGFI)/RNP2 (LFVHQ), обогащенны�
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ми остатками ароматических аминокислот и не�
обходимыми, по всей видимости, для связывания
с нуклеиновыми кислотами [1, 2]. Одна из основ�
ных функций белков этого семейства – участие в
холодовой адаптации, поскольку CSD�домен об�
ладает способностью связываться и дестабилизи�
ровать вторичные структуры РНК, которые обра�
зуются при пониженных температурах, и восста�
навливать тем самым их функции при холодовом
стрессе [2, 3]. Сравнительно недавно показали,
что эти белки участвуют не только в обеспечении
устойчивости растений к пониженным темпера�
турам, но в нормальных условиях они могут во�
влекаться в другие процессы, например, в такие,
как регуляция развития зародыша, времени цве�
тения и формирования плодов у растений [4–6].
Предполагается, что подобная множественность
функций белков с CSD (CSDP) определяется
присутствием в их составе дополнительных доме�
нов и регуляторных мотивов [7–9].

В настоящее время гены CSDP идентифици�
рованы у 19 родов растений [10]. Их число варьи�
рует от двух в геноме Oryza sativa и Zea mays, до се�
ми у Arabidopsis thaliana и Glycine max, причем от�
дельные виды могут содержать различные типы
генов/белков CSD [9, 10]. 

CSDP растений отличаются от всех подобных
белков бактерий и животных тем, что в их С�кон�
цевой части локализованы так называемые моти�
вы цинковых пальцев (ZnF) ретровирусного типа
(CX2CX4HX4C, (CCHC)), разделенные Gly�бога�
тыми участками [3]. У однодольных растений
найдены белки, содержащие от двух до четырех
мотивов CCHC (“цинковые пальцы”), в то время
как у двудольных обнаружены CSDР с двумя–се�
мью такими мотивами. Предполагается, что раз�
личные комбинации ZnF определяют специфич�
ность действия CSDP в растениях [5, 9, 11, 12].

В геноме арабидопсиса найдены четыре гена
CSDР, продукты которых можно разделить на две
группы: с двумя ZnF – AtCSP2 и AtCSP4 и с се�
мью ZnF – AtCSP1 и AtCSP3. Известно, что экс�
прессия генов белков этих групп дифференциаль�
но регулируется в ответ на различные внешние
сигналы [4, 7, 9]. 

У Thellungiella salsuginea (=Eutrema salsugineum) –
растения, обладающего повышенной устойчиво�
стью к низким температурам, также идентифици�
рованы четыре гена белков с CSD�доменом
(TsCSDP1–4) [13]. Все они, как и аналогичные
белки других растений, содержат высококонсер�
вативный N�концевой CSD�домен. У TsCSDP2 и
TsCSDP4 в С�концевом домене локализованы по
два ZnF, а у TsCSDP1 и TsCSDP3 – шесть и семь
ZnF соответственно. 

В настоящее время нуклеотидные последова�
тельности всех генов CSDP определены только у
11 видов растений [10]. Несмотря на определен�

ные успехи в изучении структуры CSDP, до сих
пор неясными остаются происхождение и эволю�
ция генов этого семейства у растений, отсутству�
ют данные о генетическом разнообразии и ал�
лельном полиморфизме этих генов и о их роли в
формировании признаков холодоустойчивости.
Взаимосвязь функций генов этого семейства с
устойчивостью к холоду и органогенезом делает
изучение генов семейства CSDP весьма актуаль�
ным для прикладной генетики и селекции куль�
турных растений. 

Таким образом, целью данной работы стала
идентификация генов Brassica rapa (репа), коди�
рующих CSDP, анализ их структуры и полимор�
физма. Известно, что культурный вид B. rapa, ко�
торый характеризуется внутривидовыми разли�
чиями в устойчивости к холодовому стрессу,
является одним из видов, наиболее родственных
A. thaliana (сем. Brassicaceae). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Из коллекции ГНУ ВИР были отобраны образF
цы B. rapa, характеризующиеся различной устой�
чивостью/восприимчивостью к холодовому
стрессу. В качестве контроля использовали образ�
цы A. thaliana и T. salsuginea (=Eutrema salsugine$
um) (сем. Brassicaceae, табл. 1). 

ДНК выделяли из стерильных тканей пророст�
ков отобранных образцов B. rapa, A. thaliana и T.
salsuginea согласно стандартному протоколу [14].

Для ПЦРFамплификации генов CSDP B. rapa
использовали пары праймеров: FB2 5'�GAGAA�
GATGAGTGGMGAMAAC�3'/RB2 5'�GTTCGW�
TTYAACGTCCACC�3' и FB4 5'�GGAGAGAGA�
GDTTYGATCAG�3'/RB4 5'�GTTTTKCTTYARC�
GGSCGCC�3'. Праймеры были подобраны на ос�
нове нуклеотидных последовательностей, кодиру�
ющих CSD�домены у различных видов растений, в
том числе AtCSDP1 (At4g36020/NM_119769.2),
AtCSDP3 (At2g17870/NM_127341.3), AtCSDP2
(At4g38680/NM_120029.2) и AtCSDP4 (At2g21060/
NM_127676.2) A. thaliana, TsCSDP1 (GQ227856),
TsCSDP2 (GQ227854), TsCSDP3 (GQ227855) T. sal$
suginea, а также последовательности B. rapa
L47853, представленной в базе данных NCBI. 

Смесь для ПЦР (15 мкл) готовили на льду.
Смесь содержала 160 мкM каждого dNTP, 1.6 мМ
MgCl2, 0.3 мкM каждого праймера, 0.3 ед. Taq�по�
лимеразы, 1.5 мкл 10× буфера (“Диалат ЛТД”,
Москва) и 50–100 нг ДНК. Реакцию амплифика�
ции проводили в амплификаторе “Applied Biosys�
tems” в следующем режиме: денатурация – 94°С,
30 с; отжиг праймеров при соответствующей тем�
пературе – 30 с; синтез – 72°С, 1 мин, 30–35 цик�
лов; завершающая элонгация 72°С, 10 мин.

Результаты амплификации проверяли путем
электрофореза в 1.5%�ном агарозном геле в 1×
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TBE. Положительным результатом считали по�
лучение фрагмента ДНК длиной примерно
600 п.н. Размер фрагментов оценивали с ис�
пользованием маркера молекулярных масс с ша�
гом 100 п.н. GeneRuler™100bp DNA Ladder Plus
(“Fermentas”, Литва).

ПЦРFфрагменты клонировали в векторе pDrive
Cloning Vector с использованием набора QIAGEN
PCR Cloning Kit и компетентных клеток QIAGEN
EZ Competent Cells (“QIAGEN”, Нидерланды).
Амплифицированные фрагменты секвенировали
как с 5'�, так и с 3'�концов при помощи системы
Big dye (“Applied Biosystems”) на ABI 310 cappilary
DNA Analyzer (Центр “Биоинженерия”, Москва).
Соответствие полученных нуклеотидных после�
довательностей гену CSDP проверяли при помо�
щи программы BLAST 2.2.26+ [15]. Трансляцию и
анализ полиморфизма проводили в программе
MEGA5 [16]. Расчет коэффициентов генетиче�
ского сходства (GS, genetic similarity)/генетиче�
ских расстояний (GD, genetic distance) и рекон�
струкцию эволюционно�филогенетических дере�
вьев выполняли в PAUP 4.0b10 [17].

Филогенетические деревья строили с исполь�
зованием метода максимальной экономии (Maxi�
mum Parsimony, MP) в программе PAUP 4.0b10
(Swofford, 2002). Устойчивость (статистическую
поддержку) филогенетических деревьев в MP�

анализе оценивали с помощью 1000 реплик бут�
стрепа [18]. Значения процента бутстрепа (Boot�
strap Percentage, BP) менее 50 не рассматривали. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для идентификации генов CSDP и анализа их
нуклеотидного полиморфизма использовали
шесть образцов B. rapa c различной способностью
к холодовой акклиматизации. Каждый образец
был представлен одним–четырьмя генотипами
индивидуальных растений. 

Использование разработанных праймеров
позволило у всех образцов B. rapa амплифициро�
вать ПЦР�фрагменты ДНК длиной около
600 п.н., 27 из которых клонировали и секвениро�
вали. Последующий анализ подтвердил специ�
фичность амплификации и природу амплифици�
рованных последовательностей. 

Все нуклеотидные последовательности содер�
жали открытую рамку считывания, старт� и стоп�
кодоны. Полная длина генов варьировала от 549
до 603 п.н. (табл. 2). Анализ продуктов трансля�
ции этих последовательностей подтвердил при�
сутствие в них всех ключевых доменов и мотивов,
характерных для белков семейства с CSD. Все они
содержали CSD с каноническими инвариантны�
ми мотивами RNP1 (KGFGFI)/RNP2 (LFVHQ)

Таблица 1. Oбразцы видов семейства Brassicaceae и их устойчивость к холодовому стрессу (данные ГНУ ВИР)

№ Образец Каталожный номер
(ГНУВИР) Сорт Происхождение Устойчивость

 к холодовому стрессу 

1 B. rapa 6/1 381 – Вьетнам Неустойчивый

2 B. rapa 6/2 381 – Вьетнам Неустойчивый

3 B. rapa 6/3 381 – Вьетнам “–”

4 B. rapa 6/4 381 – Вьетнам “–”

5 B. rapa 8/1 391 Xing Jang Китай Устойчивый

6 B. rapa 8/2 391 Xing Jang Китай Устойчивый

7 B. rapa 8/3 391 Xing Jang Китай “–”

8 B. rapa 8/4 391 Xing Jang Китай “–”

9 B. rapa 12/1 155 Майцай Китай Устойчивый

10 B. rapa 12/2 155 Майцай Китай Устойчивый

11 B. rapa 12/3 155 Майцай Китай “–”

12 B. rapa 12/4 155 Майцай Китай “–”

13 B. rapa 14/1 157 Аншун Китай Неустойчивый

14 B. rapa 14/2 157 Аншун Китай Неустойчивый

15 B. rapa 14/3 157 Аншун Китай “–”

16 B. rapa 14/4 157 Аншун Китай “–”

17 B. rapa CR – Россия Устойчивый

18 B. rapa HT – Россия Неустойчивый

19 A. thaliana – Россия Не определен

20 T. salsuginea – Россия Не определен
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(рис. 1), а также по два мотива CCHC, чередую�
щихся с Gly�богатыми повторами. Длина продук�
тов трансляции генов B. rapa составила 183 и
200/201 а.о. (табл. 2). 

Полиморфизм нуклеотидных 
последовательностей генов BrCSDP2 и BrCSDP4 

Сравнительный анализ полиморфизма полу�
ченных нами генов CSDP B. rapa и всех четырех
генов A. thaliana показал, что у B. rapa эти гены
представлены двумя типами последовательно�
стей, гомологичных последовательностям корот�
ких генов AtCSDP2 и AtCSDP4 A. thaliana, кодиру�
ющих белки с двумя мотивами ZnF (рис. 1). 

Из 23 последовательностей B. rapa 11 характе�
ризовались наибольшим сходством с геном
AtCSDP2 (0.89 GS) и были названы BrCSDP2.
Оставшиеся 12 были наиболее сходны с геном
AtCSDP4 (0.85 GS), их обозначили как BrCSDP4. В
целом уровни генетического сходства варьирова�
ли от 1.00 (между BrCSDP отдельных растений в
образцах B. rapa) до 0.53 (между AtCSDP1 и
AtCSDP4).

Сравнение нуклеотидных последовательно�
стей BrCSDP2/BrCSDP4 и генов другого охаракте�
ризованного представителя Brassicaceae – T. sal$
suginea – выявило также несколько большее сход�
ство между генами BrCSDP4 и TsCSDP2 (0.86 GS),
чем между BrCSDP4 и AtCSDP4 (0.85 GS), что со�
гласуется с филогенетическими данными. Виды
T. salsuginea и B. rapa относят к одной эволюцион�
ной линии, в то время как A. thaliana по ряду мо�
лекулярных данных принадлежит к другой эво�
люционной линии Brassicaceae [19]. 

Интересно, что уровни генетического сходства
между AtCSDP2 и AtCSDP4 (0.91) были больше,
чем между BrCSDP2 и BrCSDP4 (0.88), BrCSDP2 и
AtCSDP2 (0.89), а также BrCSDP4 и AtCSDP4 (0.85).
Это может говорить о том, что CSDP4 произошел
от CSDP2 уже после разделения эволюционных
линий A. thaliana и B. rapa. Кроме того, у B. rapa
гены BrCSDP2 и BrCSDP4 разделились, по всей
видимости, до того, как произошла дивергенция
генов AtCSDP2 и AtCSDP4 у A. thaliana.

В генах BrCSDP2 и BrCSDP4 замены локализо�
вались в области, кодирующей как CSD и ZnF, так
и Gly�богатые повторы. В целом нуклеотидные
последовательности генов BrCSDP2 и BrCSDP4
различались 138 заменами (22% от выровненной
последовательности длиной 621 п.н.). Из них 30
(14.5% из 207 а.о.) приводили к аминокислотным
заменам, специфичным для каждого из белков
BrCSDP2 и BrCSDP4. Нуклеотидные последова�
тельности BrCSDP2 и BrCSDP4 различались не
только SNP, но и рядом инделей, локализован�
ных, главным образом, в областях, кодирующих
Gly�богатые участки и CSD. 

Анализ полиморфизма отдельных структурных 
элементов генов BrCSP2 и BrCSP4 B. rapa

Домен холодового шока. Как у BrCSDP2, так и
у BrCSDP4 CSD состоял из 79 а.о., что сравнимо с
длиной CSD у A. thaliana (AtCSDP2 – 77 а.о.,
AtCSDP4 – 81 а.о.) и T. salsuginea (TsCSDP2 – 78 а.о.)
(рис. 1, табл. 2).

Как и ожидалось, аминокислотные/нуклео�
тидные последовательности консервативных мо�
тивов RNP1 (KGFGFI) и RNP2 (LFVHQ) в CSD�до�
менe были идентичными как в BrCSDP2/BrCSDP4,
так и в AtCSDP2/AtCSDP4 у A. thaliana и в
TsCSDP2/TsCSDP4 у T. salsuginea. Другие участки
CSD в исследованных генах/белках были гораздо бо�
лее полиморфными. В области CSD�домена гены
BrCSDP2 и BrCSDP4 различались 50 SNP, 15 из кото�
рых приводили к аминокислотным заменам. По�
мимо точковых замен, кодирующие CSD после�
довательности генов BrCSDP2 и BrCSP4 различа�
лись двумя трехнуклеотидными инделями и,
соответственно, присутствием дополнительных
аминокислотных остатков – Gly в BrCSDP4 и Ser
в BrCSDP2 (рис. 1).

Мотивы ZnF. Как упоминалось выше, С�кон�
цевые области белков BrCSDP2 и BrCSDP4 содер�
жат по два консервативных мотива ZnF ретровирус�
ного типа (С2ХС4ХН4ХС). Аминокислотная по�
следовательность второго ZnF характеризовалась
наибольшей консервативностью. Единственная
аминокислотная замена Ser → Аla была специфич�

 
Таблица 2. Сравнительная характеристика генов и белков CSD B. rapa, A. thaliana, T. salsuginea

Вид, ген ДНК
CSDP, п.н.

Белок
CSDP, а.о.

Домен
CSD, а.о.

Gly1,
а.о. ZnF1 Gly2,

а.о. ZnF2

A. thaliana AtCSP2 612 204 77 53 CYKCGEPGHMARDC 40 CYSCGESGHFARDC

A. thaliana AtCSP4 606 202 81 56 CFKCGEPGHMAREC 30 CYSCGESGHFARDC

T. salsuginea TsCSDP2 606 202 78 47 CYKCGEPGHMARDC 44 CYSCGESGHFARDC

T. salsuginea TsCSDP4 – – – 47 CYKCGEPGHMARDC 31 CYSCGESGHFARDC

B. rapa BrCSP2 549 183 79 50 CYKCGEPGHMAREC 20 CYSCGESGHFSRDC

B. rapa BrCSP4 600/603 200/201 79 60/62 CYKCGEPGHMARDC 26/27 CYSCGESGHFARDC
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ной для мотива второго ZnF в BrCSDP2. Интерес�
но, что этот же белок BrCSDP2 содержал специфи�
ческий мотив первого ZnF с заменой Asp → Glu. 

GlyFбогатые повторы. Наиболее полиморфны�
ми в генах B. rapa, A. thaliana и T. salsuginea были
участки, кодирующие Gly�богатые повторы, сле�
дующие за CSD и первым ZnF, при этом значи�
тельные различия обнаружены как на уровне
ДНК, так и белка. Так длина Gly�участка, флан�
кирующего CSD�домен в BrCSDP4, варьировала
от 60 до 62 а.о, а в BrCSDP2 была равна 50 а.о. В
свою очередь, у арабидопсиса этот участок состо�
ял из 53 и 56 а.о., а у T. salsuginea – 47 а.о. (табл. 2).

Еще большие различия обнаружены во втором
Gly�богатом повторе, следующем за первым ZnF.
У B. rapa его длина составила 20 а.о. в BrCSDP2 и
26/27 а.о. в BrCSDP4, у A. thaliana и T. salsuginea –
40 и 30 а.о. в AtCSDP2 и AtCSDP4 соответствен�
но, 44 и 31 а.о. – в TsCSDP4 и TsCSDP2 соответ�
ственно (табл. 2). Помимо инделей Gly�богатые
повторы содержали множественные SNP.

Внутривидовой полиморфизм

Помимо идентификации и характеристики
двух генов CSDP с двумя мотивами ZnF особый
интерес представлял анализ внутривидового ал�
лельного полиморфизма каждого из этих генов с
поиском возможной корреляции между амино�
кислотными заменами и известными признака�
ми, в том числе со способностью B. rapa к быст�
рой холодовой акклиматизации. Всего в растени�
ях из шести образцов B. rapa с разным уровнем
холодоустойчивости выявлено 11 различных по�
следовательностей гена BrCSDP2 и 12 – BrCSDP4
(табл. 1). Так как B. rapa относится к перекрестно
опыляемым растениям, каждый образец был
представлен несколькими (1–4) генотипами. 

В данном наборе генотипов найдено всего три
аллеля гена BrCSDP2 и пять аллелей гена
BrCSDP4. При этом ни один из трех генотип�спе�
цифичных SNP в гене BrCSDP2 не приводил к
аминокислотным заменам в соответствующих
белках. В свою очередь, два из пяти генотипспе�
цифичных SNP гена BrCSDP4 приводили к ами�
нокислотным заменам в белке, что указывает на
несколько больший уровень полиморфизма гена
BrCSDP4.

Обнаруженные генотип�специфичные аллели
гена BrCSDP4 B. rapa также были связаны с инделя�
ми в Gly�богатых повторах. Эти индели соответство�
вали инсерции 9 п.н., GGAGGAGGA373�381, и двум
трехнуклеотидным делециям GGC361�363 и GGT487�489

в образцах B. rapa 14/1 (#157) и B. rapa HT. 
Таким образом, по числу нуклеотидных/ами�

нокислотных замен, а также инделей внутриви�
довой полиморфизм гена BrCSDP4 был выше, чем
у гена BrCSDP2, а аминокислотная последова�

тельность белка BrCSDP2 оставалась полностью
консервативной во всех анализируемых образцах.
В этой связи следует отметить, что хотя функцио�
нальные особенности генов BrCSDP2 и BrCSDP4
не установлены, их ортологи AtCSDP2 и AtCSDP4
в геноме A. thaliana имеют сходный паттерн экс�
прессии в процессе развития растения [5]. Кроме
того, было установлено, что содержание белка
AtCSDP2 выше, чем AtCSDP4, что указывает на
меньшее значение белка AtCSDP4, однако суще�
ствует возможность функциональной взаимоза�
меняемости этих двух генов [7].

Таким образом, если белки BrCSP2 и BrCSP4
выполняют такие же функции, как и AtCSDP2 и
AtCSDP4 [4, 5, 8], можно предположить, что ген
BrCSP4 представляет собой дивергентную копию
BrCSP2 и не оказывает критического влияния на
признак. Белковые продукты этих генов могут
быть взаимозаменяемыми, как AtCSDP2 и
AtCSDP4, а основное значение BrCSP4 связано,
предположительно, с поддержанием геномного
полиморфизма генов этого семейства и его эво�
люцией [20]. 

Отдельный интерес представлял анализ воз�
можных корреляций между аминокислотным по�
лиморфизмом белков BrCSDP2/BrCSDP4 и при�
знаком холодовой устойчивости. В настоящее
время скрининг популяций и образцов, представ�
ленных в банках данных, довольно успешно ис�
пользуется для поиска аллельных вариантов, ас�
социированных с искомыми признаками расте�
ний [20–23]. 

Нами показано, что в целом на основе иденти�
фицированных инделей и замен в гене BrCSDP4
B. rapa можно выделить две основные группы ге�
нотипов. При этом, однако, не выявлено корре�
ляции между обнаруженными аминокислотными
заменами и признаками устойчивости к холодо�
вому стрессу. Кроме того, идентифицированные
аллели не были специфичными для образца. Со�
гласно полученным данным, генотипы отдель�
ных растений сорта Аншун #157 характеризова�
лись присутствием двух различных аллелей гена
BrCSDP4 (табл. 3), что указывает на генетическую
гетерогенность сорта и возможное существование
не только двух типов гомозиготных, но и гетеро�
зиготных генотипов. Аналогичные ситуации до�
статочно часто встречаются у перекрестно опыля�
емых и полиплоидых видов [24–26]. 

В данном случае отсутствие корреляции между
выявленными заменами и признаками устойчи�
вости к холодовому стрессу может говорить о бо�
лее сложном механизме формирования холодо�
вой устойчивости у B. rapa, которая определяется
не только идентифицированными генами, но и
целым рядом других генов и ферментов. Кроме
того, подобно генам AtCSDP2/AtCSDP4 A. thaliana
выделенные гены B. rapa могут участвовать в дру�
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гих регуляторных реакциях в клетке, в частности,
в регуляции эмбриогенеза и прорастания семян
[6, 7]. 

Филогенетический анализ нуклеотидных 
последовательностей генов

На основе установленного полиморфизма рас�
считаны генетические расстояния и проведен фи�
логенетический анализ генов CSDP B. rapa, а так�
же ранее известных генов CSDP A. thaliana и T. sal$
suginea, входящих в семейство Brassicaceae. 

Анализ проводили с использованием как по�
следовательностей, кодирующих CSD�домен
(данные не приведены), так и полных генов CSDP. 

Все построенные деревья имели в целом сход�
ную топологию. Основное различие состояло в
том, что использование полных нуклеотидных
последовательностей генов давало более досто�
верную поддержку клад, по всей видимости, свя�
занную с увеличением числа филогенетически
информативных признаков при увеличении дли�
ны анализируемой последовательности и вклю�
чением в анализ 3'�концевых областей, кодирую�
щих ZnF. Аналогичное повышение достоверно�
сти клад наблюдалось также при анализе генов,
кодирующих белки с CSD у гребешка Chlamys far$
reri [27]. По всей видимости, несмотря на сравни�
тельно высокий полиморфизм области, кодирую�
щей мотивы ZnF и Gly�богатые повторы, эта
часть гена также несет важную эволюционно�фи�
логенетическую информацию.

В остальном анализируемые нуклеотидные
последовательности формировали на дендро�
граммах три основные эволюционные ветви – ге�
ны CSDP1 (BP 91%), гены CSDP3 (BP 98%), коди�
рующие белки с шестью–семью мотивами ZnF, и
гены CSDP2/CSDP4 B. rapa, A. thaliana и T. salsug$
inea, кодирующие белки с двумя мотивами ZnF
(BP 100%) (рис. 2). Полученная топология строго
подтверждает принадлежность идентифициро�
ванных BrCSDP2/BrCSDP4 B. rapa к группе генов
Brassicaceae, кодирующих два мотива ZnF. 

Как видно на дендрограмме (рис. 2), все 11 нук�
леотидных последовательностей гена BrCSDP2
B. rapa формируют единую группу (BP 100%), вхо�
дящую в один кластер с генами AtCSDP2/TsCSDP2
(BP 87%), который, в свою очередь, объединяется с
AtCSDP4. В то же время, нуклеотидные последова�
тельности гена BrCSDP4 B. rapa образуют отдель�
ный удаленный кластер, показывая более высокую
дивергенцию генов BrCSDP2 и BrCSDP4 B. rapa по
сравнению с генами AtCSDP2 и AtCSDP4 араби�
допсиса.

На обеих дендрограммах прослеживается яв�
ная дифференциация образцов в соответствии с
аллельным полиморфизмом генов BrCSDP2 и
BrCSDP4. 

Мы использовали также последовательность
L47853 B. rapa, полученную ранее [28] и проана�
лизированную [10]. Результаты проведенного на�
ми сравнительного исследования показывают,
что эта последовательность кодирует только CSD
и не содержит 3'�концевой области, соответству�

Таблица 3. Идентифицированные SNP гена BrCSP4 и аминокислотные замены в соответствующем белке у про�
анализированных генотипов B. rapa

Вид/образец

SNP Аминокислотные замены

C12T G15C C120T C177T G217T G502A

E/D5

синони�

мичная

замена

S/A73

несинони�

мичная

замена

S/G
несинони�

мичная

замена

B. rapa 6/1 T С T T K A D S/A S

B. rapa 6/2 T С T T G A D A S

B. rapa 6/3 T С T T T A D S S

B. rapa 6/4 T С T T T A D S S

B. rapa 8/2 T С T T T A D S S

B. rapa 8/4 T С T T T A D S S

B. rapa 12/2 T С T T G A D A S

B. rapa 12/3 T С T T T A D S S

B. rapa 14/1 С G C T G G E A G

B. rapa 14/2 T С T T T A D S S

B. rapa CR T С T T C A D S S

B. rapa HT С С T С G G D A G

Примечание. Подчеркнуты SNP, приводящие к замене аминокислотных остатков. 

8



114

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 1  2013

РЫЖОВА и др.

ющей мотивам ZnF. Однако при включении
L47853 в филогенетический анализ аминокислот�
ных последовательностей CSD отмечено наиболь�
шее сходство этого участка именно с последова�
тельностями гена BrCSDP2. Помимо нескольких
специфических замен L47853 содержала все
SNP/аминокислотные замены, специфичные для
группы генов CSDP2 Brassicaceae (рис. 1).

Таким образом, в результате проведенной ра�
боты были разработаны праймеры для дифферен�
циальной амплификации генов B. rapa, кодирую�
щих белки с CSD�доменом. С использованием
этих праймеров определены полные нуклеотид�
ные последовательности двух типов генов
(BrCSDP2 и BrCSDP4) из шести образцов B. rapa.
Идентифицированные гены принадлежат к груп�
пе коротких генов AtCSP2/AtCSP4 A. thaliana и
TsCSDP2/TsCSDP4 T. salsuginea, кодирующих
CSD�домен и два ZnF�мотива. Охарактеризована
структура и полиморфизм идентифицированных
генов, выявлены и описаны их аллели. Не выяв�
лено корреляции этих аллелей с признаками
устойчивости к холодовому стрессу, что может
указывать на сложную генетическую природу

формирования адаптивности к холодовому стрес�
су у B. rapa. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Минобрнауки (ГК №16.512.11.2157) и програм�
мы Президиума Российской академии наук “Мо�
лекулярная и клеточная биология”. 
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Рис. 2. Дендрограмма, отражающая сходство нуклеотидных последовательностей генов CSDP B. rapa, A. thaliana и
T. salsuginea, полученная с использованием метода максимальной экономии (MP, Maximum Parsimony). В узлах ветвей
указаны значения процента бутстрепа (Bootstrap Percentage, BP).
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