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 ` Горох посевной (Pisum sativum L.) способен вступать в симбиотические отношения с азотфиксирующими бактериями 
из группы ризобий (Rhizobia). В обмен на питательные вещества бактерии поставляют фиксированный азот, необходи-
мый для поддержания роста растения. Фиксация азота происходит в специализированных органах — клубеньках. Форми-
рование и функционирование клубенька — сложноорганизованный процесс, требующий тонкой регуляции работы генов. 
Один из ее механизмов — альтернативный сплайсинг (АС). На данный момент информация о роли АС в установлении 
и поддержании симбиотических отношений между азотфиксирующими бактериями и бобовыми растениями практически 
отсутствует, но известно, что это мощный способ регуляции разнообразия протеома клетки, а потому АС наблюдается 
в реакциях на присутствие микросимбионта. В рамках работы был проведен анализ событий АС в клубеньках и кончи-
ках корней гороха посевного. Показано, что среди функциональных групп генов, демонстрирующих события АС, одной 
из наиболее представленных является группа, принимающая участие в стрессовых реакциях растения на патогены. 
Вероятно, транскрипты с удержанным интроном подвергаются воздействию NMD-системы либо меняют свою функцию 
вследствие изменения первичной и вторичной структуры. Также выявлена in silico, экспериментально подтверждена 
и оценена количественно с применением метода ПЦР в реальном времени представленность мРНК изоформ четырех 
генов гороха: PsIGN1, PsSIP1, PsPR10, PsWRKY40. 
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 ` Background. Legumes establish symbioses with nitrogen-fixing bacteria from the Rhizobium group. In exchange for nutrients, 
bacteria provide fixed nitrogen needed to support plant growth. At the moment, information about the involvement of alternative 
splicing (AS) in the establishment and maintenance this symbiotic relationships is almost absent, but, as it is a powerful mecha-
nism for the regulation of proteome diversity of the cell, it therefore may participate in cellular response to microsymbionts. 
Materials and methods. Alternative splicing was analyzed using the assembly of “supertranscripts” and alignment of the reads 
from nodules and root tips to this reference. Target genes expression levels was estimated in tips of non-inoculated roots, and in 
nodules (2, 4, and 6 weeks post inoculation) with use of RT-qPCR. Results. In this study, the analysis of AS events in the nodules 
and root tips of the pea was carried out. The presence of isoforms of four pea genes (PsSIP1, PsIGN, PsWRKY40, PsPR10) was 
confirmed and their expression level was estimated. Conclusion. Pea nodules were shown to be more enriched with AS events 
compared to root tips. Among the functional groups of genes that demonstrate AS events, one of the most enriched functional 
groups is the pathogens stress response. Intron retention probably leads to degradation of the transcript via NMD-system or to 
change of the protein function, that modulates the activity of genes in nodules.

 ` Keywords: pea; symbiosis; alternative splicing; transcriptomics.

ВВЕДЕНИЕ
Бобовые растения, в том числе горох посевной (Pisum 

sativum L.), способны формировать симбиозы с чрез-

вычайно широким спектром полезных почвенных ми-
кроорганизмов, что служит примером мутуалистических 
растительно-микробных взаимодействий. Одной из наи-
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более экологически важных и хорошо изученных систем 
является симбиоз бобовых растений с азотфиксирую-
щими бактериями. Такой тип взаимодействий выгоден 
и растению, и бактерии, поскольку растение получает 
атмосферный азот, который способны фиксировать 
бактерии, а бактерии — питательные вещества и иные 
метаболиты. Фиксация азота происходит в специализи-
рованных органах — клубеньках [1].

На данный момент, благодаря исследованию мутан-
тов модельных бобовых растений, наилучшим образом 
изучен начальный этап клубенькообразования, и исполь-
зование феномена синтении геномов для клонирования 
гомологичных генов у гороха посевного привело к вы-
явлению последовательностей генов гороха, ответствен-
ных за рецепцию сигнала и специфичность взаимодей-
ствия растения и штаммов клубеньковых бактерий [2]. 
Однако число генетических детерминант, участвующих 
в клубенькообразовании, все еще превышает число из-
вестных симбиотических генов бобовых растений; кроме 
того, чрезвычайно мало известно о роли различных регу-
ляторных механизмов в процессе формирования и функ-
ционирования азотфиксирующих клубеньков.

Одним из механизмов регуляции белкового разно-
образия эукариотической клетки является альтернатив-
ный сплайсинг (АС) [3]. Данный механизм задействован 
в реакциях растения на биотический и абиотический 
стресс, при этом происходит модуляция количествен-
ного соотношения транскриптов в клетке и регуляция 
экспрессии генов [4–6]. Альтернативный сплайсинг 
у растений, в отличие, например, от млекопитающих, 
изучен значительно хуже, не говоря уже об исследова-
ниях на «немодельных» организмах. Однако показано, 
что АС играет ключевую роль в регуляции протеома 
клетки растения в различных условиях, в том числе 
в стрессовых [6–10].

В зависимости от механизма и конечной экзон-ин-
тронной структуры транскрипта выделяют несколько 
типов сплайсинга. Первые четыре описаны наиболее 
полно и часто встречаются в литературе: 1) пропуск 
экзона (ES) — пропускается, то есть не включается 
в зрелую мРНК, целый экзон, в сравнении с первич-
ным, содержащим этот экзон, транскриптом; 2) удержа-
ние интрона (IR) — интрон не сплайсируется и остает-
ся частью зрелой мРНК; 3) альтернативный донорный 
сайт (AD) — донорный сайт, также известный как 
5’-сайт сплайсинга, отличается от такового в зрелой 
мРНК; 4) альтернативный акцептор (АА) — в изофор-
ме отличается 3’-сайт сплайсинга. На основе структуры 
первичного транскрипта выделяют три дополнительных 
типа событий АС: 1) альтернативные сплайс-сайты — 
оба, и акцепторный и донорный, сайта меняются; 2) но-
вый интрон (NI) — сайт сплайсинга возникает в ранее 
известном экзоне; 3) удержанный экзон (RE) — новый 
экзон заменяет ранее аннотированный экзон в зрелой 
мРНК [11–13].

Взаимодействие растения с бактериями (хотя и не-
патогенными, в случае клубенькового симбиоза), воз-
можно, имеет черты, общие со стрессовыми реакци-
ями, поэтому весьма вероятно, что события АС могут 
протекать в тканях азотфиксирующих клубеньков. Так, 
например, сотрудниками нашей лаборатории в ходе 
анализа транскриптома клубеньков гороха посевно-
го был обнаружен АС гена, гомологичного гену IGN1 
лядвенца японского (от англ. назв. мутантной линии 
ign — ineffective greenish nodules 1, неэффективные 
зеленоватые клубеньки) [14]. Данный ген кодирует 
белок, содержащий трансмембранные домены и анки-
риновые повторы. У лядвенца экспрессия гена IGN1 
не ограничивается симбиотическими органами (тран-
скрипты обнаружены в клубеньках, корнях, листьях 
и цветках), однако у мутантов по гену IGN1 наруше-
но лишь функцио нирование клубеньков — образуются 
бледно-зеленые клубеньки, в которых не происходит 
фиксации азота [15]. Клубеньки демонстрируют при-
знаки преждевременного старения, начиная с этапа, 
когда в нормальных клубеньках начинается азотфикса-
ция. Вероятная функция белка IGN1 — заякоривание 
на мембране клетки других белков, — возможно, свя-
зана с контролем защитных реакций растения; в случае 
отсутствия белка IGN1 активность защитных систем 
растения приводит к гибели бактерий и деградации сим-
биотических структур [15].

Более длинная изоформа гена IGN1 у гороха содер-
жит в своем составе первый интрон (тип «удержание 
интрона») и, вследствие этого, может транслироваться 
в белок, не содержащий начальные 21 аминокислоту 
с N-конца [14]. Но, поскольку белок, вероятно, нара-
батывается с альтернативного старт-кодона, он имеет 
другую сигнальную последовательность на N-конце 
и иную локализацию в клетке: возможно, транспорти-
руется в компартменты, связанные с симбиозом.

Другой случай участия АС в клубенькообразова-
нии был показан в работе Чао Вонга и др., которые 
продемонстрировали [9], что мРНК гена LjSIP1 под-
вергается АС в клубеньках, таким образом давая две 
структурно различные изоформы: короткую (SIP1S) 
и длинную (SIP1L). SymRK-interacting protein 1 (SIP1) 
способен взаимодействовать с рецепторной киназой, 
SymRK, у Lotus japonicus и, вероятно, участвует в об-
щем симбиотическом сигнальном пути. Более длинный 
вариант (SIP1L) содержит дополнительные 17 амино-
кислот, которые формируют полноценный heat shock 
protein 20 (Hsp20)-like домен. Примечательно, что 
у лядвенца конечный продукт данной изоформы не спо-
собен взаимодействовать с рецепторной киназой. Важ-
но, что короткая (SIP1S) форма не была обнаружена 
у других высших растений, а длинная изоформа (SIP1L) 
даже способна взаимодействовать с ортологами рецеп-
торной киназы SymRK. Поэтому, вероятнее всего, по-
теря способности SIP1L взаимодействовать с SymRK 
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у L. japonicus компенсируется повышенной экспрес-
сией более короткого варианта (SIP1S), который свя-
зывает SymRK и играет роль в симбиотическом сигна-
линге [10].

Таким образом, в различных тканях и органах ра-
стений, в том числе в клубеньках различных бобовых, 
должны наблюдаться события АС. Некоторые гены, 
имеющие специфичный паттерн экспрессии в этих ор-
ганах, могут принимать участие в установлении симбио-
тических отношений между растением и азотфиксиру-
ющими почвенными бактериями. Этот факт служит 
основанием для продолжения исследований в данной 
области. Однако ситуацию осложняет то, что для пол-
ноценного и максимально эффективного анализа собы-
тий АС необходим собранный геном организма-объекта 
исследования. Геном гороха еще не секвенирован, од-
нако в нашем распоряжении имеются данные экспери-
ментов по секвенированию транскриптома различных 
тканей этого растения. Стоит отметить, что для работы 
с такого рода данными в рамках поставленной цели тре-
буются особые методы компьютерного анализа.

В данной работе описаны события АС в клубень-
ках и кончиках корней гороха посевного с применени-
ем метода сборки «супертранскриптов» из имеющихся 
транскриптомных данных клубеньков и кончиков корней 
с последующим анализом паттернов картирования про-
чтений на собранные «супертранскрипты». С помощью 
методов ПЦР с обратной транскрипцией и количествен-
ной ПЦР в реальном времени подтверждено наличие АС 
и количественно оценена представленность мРНК раз-
личных изоформ в кончиках корней и клубеньках гороха 
на трех временных точках после инокуляции для четырех 
генов: PsSIP1, PsIGN1, PsWRKY40, PsPR10.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Биоинформатические методы
В качестве материалов для компьютерного анали-

за данных использовали результаты RNA-seq экспе-

риментов: сборка и сырые прочтения клубеньков ли-
нии SGE, сборка и сырые прочтения кончиков корней 
линии SGE [14], сборка транскриптома различных 
тканей гороха линии Cameor [16], cборка транскрип-
тома различных тканей гороха линий JI2822, Terese 
и JI992 (GEUU01.1) [17], а также линий Kaspa 
и Parafield [18].

Для достижения поставленной цели использовали 
алгоритм, рекомендуемый авторами инструмента Lace 
(доступен на https://github.com/Oshlack), с небольши-
ми изменениями (рис. 1).

Качество сырых прочтений контролировали 
в FastQC [19]. Тримминг хвостов и удаление прочте-
ний низкого качества осуществляли с использованием 
Trimmomatic [20]. Деконтаминацию проводили с приме-
нением пакета программ BBtools [21]. Прочтения, про-
шедшие контроль качества, на собранный транскрип-
том выравнивали при помощи программы STAR [22], 
поскольку данный алгоритм позволяет детектировать 
сплайс-сайты.

Для более исчерпывающего и полного анали-
за АС конструирование «супертранскриптов» долж-
но осуществляться из транскриптомов разных тканей. 
Для этой задачи сборки клубеньков и кончиков корней 
были объединены. После объединения двух сборок 
с целью создания более полноценного по экзон-ин-
тронному составу набора контигов сложность сборки 
была понижена с помощью программы CD-HIT [23], 
результат работы которой сводится к кластеризации 
похожих транскриптов и удалению идентичных. Таким 
образом, в объединенном наборе данных из 95 459 кон-
тигов осталось 63 395.

Необходимым этапом построения супертранскрип-
тов является кластеризация исходных контигов между 
собой. Первый этап кластеризации — выравнивание 
прочтений на собранный транскриптом. Для более точ-
ного выравнивания и поиска сплайс-сайтов использо-
вали программу STAR в режиме 2-pass. Полученные 

Прочтения 
(клубеньки)

Прочтения       
(кончики корней)

Объединенный транскриптом 
(клубеньки и кончики корней, 

всего 95 459 контигов)

«Супертранскрипты»  
(всего 44 420)

Анализ картирования 
и выявление событий АС

  STAR

ST
AR

STAR

   LACE

 IGV

Рис. 1. Схема сборки «супертранскриптов» с последующим анализом событий альтернативного сплайсинга



56

` экологическая генетика ТОМ  17   № 1   2019 ISSN 1811–0932

ГЕНЕТИчЕСКИЕ ОСНОВы ЭВОЛЮЦИИ ЭКОСИСТЕМ

выравнивания были обработаны утилитой Corset [24], 
результат работы которой — сгруппированные по пат-
терну выравнивания контиги. В программе Lace [25] 
из собранных из сырых прочтений контигов и файла 
с данными о том, как контиги кластеризуются между 
собой, была сконструирована «супертранскриптомная» 
сборка, содержащая «супертранскрипты», комбиниру-
ющие в себе данные из клубеньковой и корневой тка-
ней.

Визуализацию выравнивания и анализ последо-
вательностей выполняли в геномном браузере IGV 
(Integrative Genomics Viewer) [26]. Дополнительную 
валидацию присутствия конкретных изоформ проводили 
путем локального выравнивания последовательностей 
транскриптов с помощью Blast на транскриптомные 
сборки линий гороха Kaspa, Parafield, Cameor, JI2822, 
Terese и JI992.

Дополнительный функциональный анализ последо-
вательностей, демонстрирующих события АС, включал 
в себя анализ рамок считывания и эффекта, оказыва-
емого АС на организацию кодирующей последователь-
ности. Предсказание рамок считывания и трансляцию 
в аминокислотную последовательность выполняли ин-
струментами Augustus [29] и ExPASy [30]. Белковые 
последовательности выравнивали с помощью алгоритма 
Смита – Ватермана, реализованного в BLAST, на базу 
UniProt [31] и при помощи алгоритма скрытых марков-
ских моделей (HMM) на базу Pfam [32] с целью пред-
сказания потенциальной функции белка по гомологии. 
Функциональный анализ последовательностей, демон-
стрирующих АС, проводили в программе REVIGO [27], 
аннотацию супертранскриптов в категориях Gene 
Ontology — через базу EggNog [28].

Биологические методы
В качестве объекта использовали линию гороха по-

севного (Pisum sativum L.) SGE [34]. Для получения 
биологического материала кончиков корней семена 
стерилизовали в концентрированной серной кислоте 
в течение 20 мин с последующей промывкой дистилли-
рованной водой пять раз. Растения выращивали в фи-

тотроне Heraeus Voetsch (Германия) при следующих 
условиях: день/ночь — 16/8 ч, температура — 21 °C, 
относительная влажность воздуха — 75 %.

Для выделения РНК ткани кончиков корней (с каж-
дого бокового корня отрезали по 5 мм) были гомогени-
зированы с применением жидкого азота. РНК выделя-
ли по протоколу NucleoSpin miRNA (Macherey-Nagel, 
Германия). Качество РНК оценивали с использованием 
гель-электрофореза в 1,5 % агарозном геле. Концен-
трацию оценивали на спектрофотометре Shimadzu UV 
mini-1240 (Shimadzu, Япония). Для реакции обратной 
транскрипции применяли РНК в количестве 1,5 мкг. 
кДНК синтезировали с помощью ThermoScientific 
RevertAid First Strand cDNA Syntesis kit (Thermo Fisher 
Scientific, США) по протоколу производителя в ампли-
фикаторе Т 100Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, 
США). Пробы на присутствие ДНК оценивали с помо-
щью ПЦР с праймерами к промотору фактора инициа-
ции трансляции 4E (номер в базе NCBI — DQ641471).

Процедуры стерилизации семян, инокуляции расте-
ний, условия выращивания, выделение РНК и синтез 
кДНК клубеньков проводили по методике, описанной 
ранее [35]. Материалы для анализа были собраны на 2, 
4 и 6-й неделе после инокуляции штаммом Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae Rlv 3841. Эксперимент был 
выполнен в трех биологических повторностях.

Оценку представленности мРНК обнаруженных 
генов осуществляли с применением количественной 
ПЦР в реальном времени. Праймеры для процедуры 
ПЦР в реальном времени подбирали таким образом, 
чтобы последовательность прямого праймера прихо-
дилась на участок экзона выше 5’-сайта сплайсинга 
примерно на 100 пар оснований, а последовательность 
обратного праймера — на стык двух экзонов. Такой 
способ подбора позволил оценить представленность 
транскрипта, подвергшегося конститутивному сплай-
сингу, то есть не демонстрирующего паттерн АС, так 
как ожидалось, что в продукте нет интрона (рис. 2). 
Для оценки количества длинной изоформы (с интро-
ном в составе) использовали праймеры, разрабо-
танные также в соответствии со схемой (см. рис. 2): 

Рис. 2. Схема расположения праймеров для количественной оценки изоформ. Верхний рисунок — схема изоформы с интроном 
(широкие блоки — экзоны, узкий — интрон). Нижний рисунок — схема изоформы, не содержащей интрон (черные бло-
ки — экзоны, серый — граница экзонов)
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прямой праймер приходится на середину интрона, 
а обратный — на участок экзона, расположенного 
ниже 3’-сайта сплайсинга.

Статистическая обработка данных
Для сравнения экспрессии генов между образцами 

использовали однофакторный дисперсионный анализ 
с последующим применением критерия Тьюки. Это дало 
возможность выявить, какие именно группы значимо 
различаются между собой и внести поправку на мно-
жественные сравнения [33]. Анализ и визуализацию 
данных проводили в среде программирования R (вер-
сия 3.4.3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В общей сложности супертранскриптомная сборка 

содержала 44 420 «супертранскриптов» (см. рис. 1). 
Таким образом, каждый «супертранскрипт» представ-
ляет собой совокупность экзонов и интронов из всех 
транскриптов, синтезированных с одного предполагае-
мого гена из различных тканей одного организма. Сре-
ди 44 420 «супер транскриптов» утилита Augustus пред-
сказала 40 884 кодирующих последовательностей (CDS).

Повторное выравнивание корневых и клубень-
ковых прочтений на «супертранскриптом» позволило 
детектировать и визуализировать события АС. В об-
щей сложности для клубеньковой ткани нами было об-

наружено 311 477 сайтов сплайсинга. 278 265 сайтов 
были представлены GT/AG, 4355 — GC/AG и 1285 — 
AT/AC. 27 572 сайтов были представлены неканониче-
скими динуклеотидными последовательностями (рис. 3). 
Благодаря анализу сборки кончиков корней удалось де-
тектировать 47 917 сайтов сплайсинга, среди которых 
GT/AG — 40 583, GC/AG — 912, AT/AC — 216 
и 6206 неканонических.

Анализ экзон-интронной структуры транскриптов 
клубеньковой сборки с помощью Augustus показал, что 
как минимум 10 233 транскрипта содержат один и бо-
лее интронов в своем составе. Общее количество со-
бытий удержания интрона — 16 119. Общая длина всех 
интронов — 2 198 563, а средняя его длина — 136 пар 
оснований. Общая длина в парах нуклеотидов всех ин-
тронов в сборке кончиков корней составила всего лишь 
928 087, то есть в 2,3 раза меньше, что, скорее всего, 
связано не только с меньшим разнообразием событий 
АС, но и с невысокой глубиной покрытия. Средняя 
длина интрона составила 113, общее количество ин-
тронов — 8224, а число транскриптов, содержащих 
хотя бы один интрон, — 5977 (табл. 1).

Анализ выравнивания позволил выявить 5486 тран-
скриптов, демонстрирующих события АС. Аннотацию 
обнаруженных транскриптов проводили через базу 
EggNog. Из 5486 уникальных транскриптов 812 было 
аннотировано.

Рис. 3. Распределение различных типов сайтов сплайсинга в транскриптоме клубеньков гороха

Орган растения
Количество транскриптов 
с >1 интроном (процент 

от общего числа контигов)

Общее количество 
невырезанных  

интронов

Общая длина 
интронов (в парах 

нуклеотидов)

Средняя длина интрона  
(в парах нуклеотидов)

Клубеньки  10 233 (17,5 %) 16 119 219 8563 136 

Кончики корней 5977 (16 %) 8224 928 087 113

Таблица 1
Количественное описание событий сплайсинга в сборках клубеньков и кончиков корней
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Функциональный анализ последовательностей 
(в терминах Gene Ontology), демонстрирующих АС, 
показал, что событиями АС обогащена группа генов, 
связанных с нуклеотидным обменом. Альтернативный 
сплайсинг в рамках этой группы, скорее всего, оказы-
вает влияние на процессы репликации и транскрипции, 
то есть имеет общий эффект в отношении функциони-
рования клубенька (рис. 4). Вторая по обогащенности 
событиями АС группа включает в себя гены, отвечаю-
щие за реакцию на стресс. Дальнейший анализ событий 
АС был проведен в рамках данного кластера.

Для экспериментального подтверждения и количест-
венной оценки представленности мРНК были выбраны 
четыре гена: PsSIP1, PsPR10, PsWRKY40, PsIGN1.

В результате анализа методом количественной 
ПЦР в реальном времени было установлено, что 
на 2-й и 4-й неделях после инокуляции происходит 
небольшое повышение экспрессии обеих изоформ 
гена SIP1, что может свидетельствовать о важности как 
длинной, так и короткой изоформы, а также позволяет 
предположить, что у гороха, как и у лядвенца, корот-
кая изоформа является участником симбиотического 
сигналинга и компенсирует неспособность длинного 
варианта взаимодействовать с SymRK (рис. 5), но эти 
различия статистически не значимы. Однако, посколь-
ку экспрессия длинной изоформы также индуцируется 
в клубеньках на 2, 4 и 6-й неделях после инокуляции, 
можно предположить, что она способна выполнять ка-
кую-либо другую функцию, важную для функциониро-
вания клубенька. Паттерн экспрессии гена гороха SIP1 

согласуется с результатами, полученными Чао Вонг 
и др. в исследовании, проведенном на лядвенце [9]. 
Для более детального описания функции гена SIP1 не-
обходимы дальнейшие исследования.

Анализ транскриптомных данных, выравнива-
ние последовательностей мРНК гена PsIGN1 на базу 
Transcriptome Shotgun Assembly (через NCBI) позво-
лили предположить, что пре-мРНК этого гена действи-
тельно подвергается АС. Как уже было сказано выше, 
данный ген кодирует белок, содержащий трансмем-
бранные домены и анкириновые повторы. Ген имеет 
две изоформы: более длинную, содержащую в своем 
составе первый невырезанный интрон c преждевре-
менным стоп-кодоном, и короткую, без интрона в этой 
позиции. По всей видимости, длинная форма (с интро-
ном) присутствует в клубеньках, но отсутствует в дру-
гих тканях, поскольку об этом свидетельствовал анализ 
транскриптомных данных линии SGE. По данным эк-
спериментальной проверки обе изоформы представлены 
и в кончиках корней и в клубеньках, так как в резуль-
тате ПЦР с обратной транскрипцией и анализа про-
дуктов амплификации с помощью гель-электрофореза 
наблюдались продукты ожидаемого размера, амплифи-
цированные как с праймеров, подобранных к интро-
ну, так и с праймеров, положение которых исключало 
амплификацию интрона. Причем количественный ана-
лиз представленности мРНК обеих изоформ методом 
ПЦР в реальном времени показал, что их соотноше-
ние в клубеньках разного возраста находится на одном 
уровне и значимо не изменяется, что говорит о важно-

Рис. 4. Обогащение различных функциональных групп событиями альтернативного сплайсинга. Частота представляет собой 
процент транскриптов от общего количества, демонстрирующих альтернативный сплайсинг, попадающих в данную функ-
циональную группу
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сти обеих изоформ (см. рис. 5). Вероятно, удержание 
интрона в случае с длинной изоформой приводит к тому, 
что белок нарабатывается с альтернативного старт-ко-
дона, находящегося выше удержанного интрона, вслед-
ствие чего конечный белковый продукт приобретает 
другую по своей структуре сигнальную последователь-

ность на N-конце и, как следствие, иную локализацию 
в клетке. Примечательно, что изоформа с удержанным 
интроном, по-видимому, характерна только для горо-
ха, поскольку выравнивание данной изоформы на тран-
скриптомы M. truncatula, L. japonicus и Glycine max 
показало ее отсутствие, в то время как в транскриптомных 

Рис. 5. Сравнение экспрессии изоформ генов гороха PsPR10, PsWRKY40, PsIGN, PsSIP1. На рис. а линиями соединены группы 
сравнения, демонстрирующие статистически значимые различия (корни относительно клубеньков на сроках 2, 4, 6 не-
дель), на рис. г значимые различия показаны для изоформ в корнях относительно клубеньков на сроке 2, 4, 6 недель 
и отдельно изоформы с интроном и без в клубеньках на сроке 2 недели (* p < 0,05, ** p < 0,0001)
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сборках гороха линий SGE, Kaspa и Parafield данная 
изоформа присутствует.

Среди группы генов, демонстрирующих собы-
тия АС, также был выявлен ген из семейства WRKY. 
WRKY — большое семейство транскрипционных фак-
торов с WRKY-доменом. Промоторы многих генов 
защитных систем обогащены W-box-элементами, ко-
торые служат сайтами-мишенями транскрипционных 
факторов семейства WRKY [36]. Результаты вырав-
нивания с помощью blast показали, что ближайшими 
гомологами этого гена являются MtWRKY40 (GenBank 
accession XP_003604245) у люцерны и TpWRKY56 
(GenBank accession PNY02664.1) у клевера, поскольку 
процент идентичности аминокислотных последователь-
ностей продукта гена гороха и этих гомологов состав-
ляет 87 и 88 % соответственно. Известно, что WRKY40 
позитивно регулирует защитные реакции растений по-
средством индуцирования экспрессии ряда защитных 
генов, однако лишь при коэкспрессии с двумя другими 
членами семейства — WRKY18, WRKY60, возможно, 
посредством взаимодействия или образования гетеро-
димеров [38].

В транскриптоме гороха посевного обнаружены две 
изоформы гена PsWRKY40: длинная, с невырезанным 
интроном, находящемся в позиции с 667-й по 825-ю 
и содержащем в своей последовательности прежде-
временный стоп-кодон, и короткая, из состава которой 
интрон вырезан в ходе сплайсинга. Как следствие, с ко-
роткой изоформы транслируется полноразмерный бе-
лок с функциональным WRKY-доменом, сохраняющим 
способность связывать сайты-мишени и индуцировать 
экспрессию защитных генов.

Количественный анализ показал, что экспрессия 
обеих изоформ гена PsWRKY40 в кончиках корней на-
ходится на одном уровне, в то время как в клубень-
ках наблюдается резкое понижение количества обеих 
изоформ на двух-, четырех- и шестинедельном сроке. 
При этом количество изоформы с удержанным интро-
ном повышается относительно изоформы без интрона 
на статистически значимом уровне (p-value — 0,0166) 
на сроке 2 недели (см. рис. 5). Эти данные могут сви-
детельствовать о том, что для полноценного функцио-
нирования клубеньков растению необходимо подавить 
экспрессию транскрипционных факторов, которые 
позитивно регулируют работу защитных генов. Поми-
мо понижения общего уровня экспрессии гена, одним 
из способов подавления служит повышение количества 
изоформы с удержанным интроном с преждевремен-
ным стоп-кодоном в своем составе посредством АС, что 
мы и наблюдаем согласно результатам ПЦР в реаль-
ном времени. Транскрипты с преждевременным стоп-
кодоном могут становиться мишенями для системы 
Nonsense-Mediated Decay (NMD). Система идентифи-
цирует аберрантные мРНК, несущие преждевременный 
стоп-кодон в интроне, и избирает их для дальнейшей 

деградации, тем самым препятствуя накоплению потен-
циально вредных и опасных усеченных белков [37, 39]. 
Такой механизм также является более простым и бы-
стрым (в эволюционном смысле) способом регуляции 
экспрессии гена, активность которого необходимо по-
давить, чем, например, изменение последовательности 
промотора.

Еще один ген, подвергающийся АС, — это PR10. 
Белки PR-10 (Pathogenesis-related proteins) — это се-
мейство маленьких мономерных белков, для которых 
характерна конформация с внутренним гидрофобным 
карманом, сформированным семью антипараллельны-
ми бета-слоями и C-терминальной альфа-спиралью. 
Не так давно установлено, что некоторые белки из се-
мейства PR-10 принимают участие в процессах клу-
бенькообразования [40]. Помимо прочего, белки этого 
семейства обладают сродством к широкому диапазону 
лигандов: цитокинины, гиббереллины, жирные кисло-
ты и флавоноиды. Таким образом, белки PR-10 могут 
участвовать в гормон-опосредованной устойчивости 
к патогенам или регуляции развития клубеньков, но по-
скольку конкретный PR-10 белок может нести в своей 
структуре сайты связывания разных лигандов одновре-
менно, то его функции могут различаться в зависимости 
от ткани и условий, в которых он экспрессируется [41].

В транскриптоме клубеньков гороха посевного 
были обнаружены две изоформы гена PsPR10 гомо-
лога MtPhBP люцерны (GenBank accession number 
XP_003600177.1): длинная, содержащая дополнитель-
ный интрон в позиции c 241-й по 541-ю с прежде-
временным стоп-кодоном в своем составе, и короткая, 
подвергающаяся конститутивному сплайсингу и, сле-
довательно, не содержащая интрон. Таким образом, 
активной является форма без интрона, в то время 
как транскрипт с интроном транслируется в усечен-
ный белок либо подвергается деградации посредством 
NMD-системы еще до этапа трансляции.

Количественный анализ экспрессии гена PsPR10 
показал, что на сроке 2 и 6 недель наблюдается по-
нижение экспрессии функционального варианта без 
интрона в клубеньках, а на сроке 2 и 4 недели — по-
вышение экспрессии нефункциональной изоформы 
с интроном в клубеньках относительно кончиков кор-
ней (однако не на уровне статистической значимости) 
(см. рис. 5). Вероятно, это свидетельствует о том, что 
функциональный продукт данного гена может прини-
мать участие в стрессовых реакциях растения в ответ 
на инфицирование, а потому подлежит негативной регу-
ляции. Возможно, что экспрессия этой изоформы будет 
находиться на высоком уровне в первые 3–4 дня после 
инокуляции, а на более поздних сроках снижаться, как 
это происходит и у M. truncatula (см. экспрессионный 
атлас MtGEA [42]). Повышенный уровень экспрессии 
нефункциональной изоформы с удержанным интроном, 
однако не на уровне статистической значимости, может 
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свидетельствовать о том, что транскрипт не подвергает-
ся деградации посредством NMD-системы, а приобре-
тает новую функцию (например, в сигналинге) по при-
чине изменения вторичной и третичной структур.

Как и ожидалось, количество изоформы с вырезан-
ным интроном (функциональная форма) генов PsPR10 
и PsWRKY40 оказалось понижено, поскольку растению, 
вероятно, необходимо подавлять защитные реакции 
в клубеньках при взаимодействии с азотфиксирующи-
ми бактериями, в то время как изоформа с удержанным 
интроном может быть широко представлена либо пото-
му, что не способна служить транскрипционным фак-
тором (в случае с PsWRKY40) и подлежит деградации 
посредством NMD-системы, либо потому, что приобре-
тает новую функцию вследствие изменения структуры 
белка (в случае с PsPR10).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе впервые был применен метод сборки «су-

пертранскриптов» [25] для анализа АС в клубеньках 
гороха посевного. Полученные результаты позволяют 
заключить, что в азотфиксирующих клубеньках наблю-
даются специфичные соотношения изоформ некоторых 
генов (PsPR10, PsWRKY40) и в целом более интенсив-
но осуществляется АС в сравнении с кончиками корней. 
Установлено также, что в клубеньках гороха посевного, 
как и в клубеньках лядвенца японского, присутствует 
две изоформы гена PsSIP1: с удержанным интроном 
и без, хотя ранее считалось [9], что присутствие корот-
кой изоформы в клубеньках — явление, специфичное 
для L. japonicus. Для более детального и достоверного 
изучения АС у гороха требуется выполнение комплек-
сного анализа на основе данных геномного и тран-
скриптомного секвенирования, над которым в настоя-
щее время и работают авторы.
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