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 ❀ Активное и зачастую бесконтрольное применение антибиотиков в медицине и сельском хозяйстве приводит к воз-

никновению резистентности к используемым веществам, что снижает эффективность их применения. Один из способов 

решения данной проблемы — разработка новых антибиотиков на основе растительных пептидов, обладающих антими-

кробной активностью. К таковым относятся дефензины (характерные для всех растений) и NCR-пептиды, специфически 

синтезируемые в клубеньках некоторых бобовых растений. В настоящем исследовании из доступных данных РНК-секве-

нирования транскриптома клубеньков гороха посевного (Pisum sativum L.) была получена метасборка транс криптома, 

использованная для поиска последовательностей, кодирующих антимикробные пептиды. В результате было идентифици-

ровано 55 и 908 уникальных последовательностей, кодирующих дефензины и NCR-пептиды соответственно. Последова-

тельности, для которых был предсказан сайт узнавания сигнальной пептидазой, были разделены на сигнальную и зрелую 

части пептида. Среди зрелых дефензинов антимикробной активностью, предсказанной in silico, обладают 22 пептида, 

среди представителей семейства NCR-пептидов — 422 последовательности. Таким образом, были идентифицированы 

гены, экспрессирующиеся в азотфиксирующих клубеньках гороха и кодирующие дефензины и NCR-пептиды, являющиеся 

кандидатами для проверки их антимикробной активности в опытах in vitro. 
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 ❀ Background. The active and careless applying of antibiotics in medicine and agriculture leads to the emergence of 

resistance to the existing antimicrobial drugs, which reduces the effectiveness of their use. One of the ways to solve this 

problem is the development of new antibiotics based on plant peptides with antimicrobial activity, for example plant de-

fensins (which identified in all plants) and NCR peptides that are specifically synthesized in nodules of some leguminous 

plants. Materials and methods. In the present study, a meta-assembly of a transcriptome was constructed based on 

publicly available RNA-sequencing transcriptomes of pea nodules (Pisum sativum L.). This meta-assembly was used 

to search for sequences encoding antimicrobial peptides. Results. As a result, 55 and 908 unique sequences encoding 

defensins and NCR peptides, respectively, were identified. The recognition site for the signal peptidase was predicted and 

sequences were divided into the signal and mature part of the peptide. Among mature defensins, 22 peptides possess 

in silico predicted antimicrobial activity, and for the NCR peptides family their number was 422. Conclusion. Sequences 

encoding defensins and NCR peptides expressed in nitrogen-fixing pea nodules were identified. They are candidates for 

testing their antimicrobial activity in vitro.

 ❀ Keywords: plant antimicrobial peptides; nitrogen-fixing nodules; rhizobial-legume symbiosis; P. sativum; transcriptome; 

defensins; NCR peptides.
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ВВЕДЕНИЕ
Для сохранения урожайности сельскохозяйствен-

ных культур и защиты от негативного воздействия 

патогенных микроорганизмов зачастую используют 

препараты, включающие в свой состав антибиотики 

и инсектициды различной природы (вещества бакте-

риальной, грибковой природы и их синтетические ана-

логи). Однако со временем многие антибиотики могут 

вызывать устойчивость у микроорганизмов, что суще-

ственно снижает эффективность их применения и вы-

зывает необходимость разрабатывать новые и модер-

низировать старые препараты [1, 2]. Таким образом, 

большое значение имеет поиск уже существующих 

в природе молекул, обладающих антимикробной ак-

тивностью.

Растения, являющиеся прикрепленными организ-

мами, неспособны к избеганию воздействия биоти-

ческих и абиотических факторов окружающей среды 

и вынуждены подстраиваться под них. По этой причине 

взаимодействие с различными симбиотическими ми-

кроорганизмами, повышающее адаптивный потенциал 

растительно-микробной системы, играет существенную 

роль в жизни растения [3].

Однако, лишь некоторые микроорганизмы могут 

быть полезны для растений, в то время как осталь-

ные проявляют патогенные свойства, у растений 

в ходе эволюции сложились многогранные и разноо-

бразные системы защиты от микроорганизмов. Суще-

ствует ряд систем, которые нацелены на управление 

судьбой микроорганизмов внутри растения, основ-

ной из которых является система иммунного ответа. 

Ее функции сводятся к распознаванию и уничтоже-

нию патогенных бактерий и грибов. Один из компо-

нентов этой системы представляют антимикробные 

пептиды (АМП, или AMP — anti-microbial peptides), 

называемые дефензинами [4]. Дефензины — это бо-

гатые цистеином пептиды, состоящие из 45–54 ами-

нокислот. Структурно и функционально дефензины 

растений, грибов и млекопитающих сходны между 

собой. Большинство дефензинов участвует в инги-

бировании грибного заражения. Некоторые предста-

вители данного семейства проявляют также антибак-

териальную активность и участвуют в формировании 

устойчивости к некоторым абиотическим факто-

рам [5]. Дефензины и другие АМП (например, ге-

веинподобные пептиды и тионины) осуществляют 

контроль за микроорганизмами на уровне целого 

растения и вырабатываются во всех тканях и орга-

нах. Помимо них сложились и локальные системы, 

обеспечивающие ответные реакции на проникнове-

ние бактерий. Например, такая система существует 

в азотфиксирующих клубеньках бобовых растений, 

принадлежащих к кладе IRLC (inverted repeat-lacking 

clade), представителями которой являются люцерна 

слабоусеченная (Medicago truncatula Gaertn.), горох 

посевной (Pisum sativum L.), конские бобы (Vicia 

faba L.), клевер ползучий (Trifolium repens L.) и др. 

[6–9].

Как известно, бобовые растения обладают селек-

тивным преимуществом — способностью вступать 

в симбиотические взаимоотношения с почвенными 

бактериями, принадлежащими к группе ризобий. Бак-

терии проникают через корневые волоски в специ-

альный de novo формирующийся орган — клубенек, 

в котором происходят процессы дифференцировки 

эндосимбионта — превращение бактерий в симбио-

тическую форму, называемую «бактероиды» [10]. 

В результате данного процесса бактерии преобразуют 

(фиксируют) атмосферный азот в форму, доступную 

растению-хозяину [11]. Недавно было показано, что 

у IRLC бобовых процессом терминальной (необра-

тимой) дифференцировки эндосимбионта управляет 

семейство дефензинподобных NCR-пептидов (NCR, 

от англ. Nodule-specific Cysteine Rich), которые, ве-

роятно, также являются частью иммунной системы 

клубенька [7]. Предполагают, что NCR-пептиды, как 

и дефензины, выполняют свои биологические функции 

в том числе за счет проявления антимикробной актив-

ности [12–16].

Дефензины и NCR-пептиды весьма вариатив-

ны по своей нуклеотидной и аминокислотной после-

довательности, что позволяет им подавлять жизне-

деятельность широкого спектра микроорганизмов 

и не вызывать при этом устойчивости [17]. Ввиду все 

возрастающей проблемы антибиотикорезистентности 

самых различных бактерий, поиск и изучение данных 

молекул у различных растений, как модельных, так 

и немодельных, представляет важное и перспективное 

направление исследований.

Для гороха посевного, в отличие от модельного 

растения люцерны слабоусеченной, поиск предста-

вителей данных семейств весьма затруднен отсутст-

вием данных геномного секвенирования. С другой 

стороны, существует значительное количество об-

щедоступных баз данных транскриптомов различных 

органов и тканей P. sativum, в том числе клубень-

ков. Однако применение «готовых» транскриптомов 

в работе не является оптимальным, поскольку они 

были собраны различными способами (программа-

ми-сборщиками) с разными параметрами, вследствие 

чего часть информации может быть утеряна. Для по-

лучения более полной информации о транскриптах го-

роха посевного нами, с использованием опубликован-

ных прочтений транскриптомов разных линий гороха, 

была создана метасборка транскриптома клубеньков. 

Эта метасборка представляет собой комбинацию 

раздельно собранных (с помощью одной программы-

сборщика с одинаковыми параметрами) транскрипто-

мов клубеньков гороха различных линий. Ее анализ 

позволяет повысить эффективность поиска целевых 
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последовательностей по сравнению с работой на дан-

ных, сгенерированных разными рабочими группами 

и с использованием разных программных средств. 

В настоящем исследовании созданная нами метасбор-

ка была успешно применена для поиска антимикроб-

ных пептидов, относящихся к семействам дефензинов 

и NCR-пептидов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
На первом этапе работы поиск пептидов, обладаю-

щих антимикробной активностью, был проведен с по-

мощью уже существующих сборок транскриптомов 

клубеньков гороха посевного, доступных в базе данных 

NCBI. Для работы использовали сборки линий Kaspa, 

Parafield, Cameor, SGE [18–20].

Второй этап предполагал улучшение имеющихся 

сборок с помощью пересборки их с применением по-

следней, обновленной, версии программы-сборщи-

ка Trinity и объединения в метасборку.

Качество прочтений контролировали с помо-

щью FastQC [21], удаление прочтений низкого ка-

чества и адаптеров проводили в BBduck из па-

кета BBmap [22]. После фильтрации данных 

секвенирования клубеньков гороха линии Cameor 

из 166 803 965 прочтений осталось 148 408 730 

(89 %), для SGE из 52 021 865 — 42 054 133 (81 %), 

для Kaspa из 31 256 637 — 30 945 747 (99 %), для 

Parafield из 20 842 187 — 20 637 281 (99 %). Сборку 

транскриптомов из прошедших обработку прочтений 

осуществляли в программе Trinity (ver. 2.8.4) [23]. 

Качество сборок оценивали с помощью transRate [24] 

(табл. 1).

Структурную аннотацию контигов провели с по-

мощью Transdecoder [25]. Сборка транскриптома для 

количественного анализа (квантификации) и анали-

за однонуклеотидных полиморфизмов предполагает 

удаление транскриптов, не имеющих рамку считыва-

ния или имеющих рамку считывания менее 100 нук-

леотидов, удаление дуплицированных транскриптов 

и последовательностей, перекрывающихся на 50 % 

и более со 100 % сходством, а также удаление всех 

контигов, для которых не удалось обнаружить го-

мологичные последовательности в доступных базах 

данных. Однако цель нашей работы предполагает 

поиск коротких антимикробных пептидов, и пере-

численные выше операции могут привести к потере 

части целевых последовательностей, что критич-

но в нашем случае. Именно поэтому были удале-

ны лишь идентичные на 100 % последовательности 

(397 транскриптов — 0,09 % общего количества), 

а все контиги, содержащие рамку считывания длин-

нее 90 нуклеотидов, были оставлены. Таким образом, 

дальнейший анализ проводили на транскриптомной 

сборке клубеньков гороха различных линий, включа-

ющей 349 953 контига.

Поиск антимикробных пептидов в созданной de novo 

метасборке транскриптома клубеньков гороха выпол-

няли с применением программы SPADA [26], которая 

представляет пайплайн, организующий последователь-

ный запуск ряда других инструментов: Augustus [27], 

Glimmer [28], GeneWise [29], SignalP [30].

Обнаружение сигнальной последовательности в вы-

явленных пептидах и отделение сигнального пептида 

от зрелой части осуществляли в программе SignalP.

Присутствие 4 или 6 цистеинов в составе зрелой ча-

сти NCR-пептида валидировали с помощью множест-

венного выравнивания в программе mafft [31] с опцией 

G-INS-i для более точного выравнивания.

Физико-химические свойства зрелого пептида пред-

сказывали с применением сервиса DBAASP [32]. Ре-

зультаты работы сервиса обрабатывали с помощью 

скрипта, написанного на языке php.

Антибактериальную активность обнаруженных пепти-

дов предсказывали посредством веб-сервиса CAMP3 [33]. 

Результаты анализировали с помощью скрипта, напи-

санного на языке программирования Python.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Первый раунд поиска последовательностей, коди-

рующих NCR-пептиды, в уже полученных транскрип-

томных сборках клубеньков гороха посевного позво-

лил идентифицировать de novo 553 NCR-пептида. 

В результате пересборки транскриптомов и повтор-

ного поиска с помощью SPADA удалось идентифи-

цировать дополнительно 355 последовательностей, 

не обнаруженных в прежних сборках. Таким обра-

зом, было выявлено 908 уникальных последователь-

ностей, кодирующих NCR-пептиды. Для 838 из них 

был предсказана граница между сигнальной последо-

вательностью и зрелой частью пептида, в соответст-

вии с чем для дальнейшего анализа была использова-

на только предсказанная последовательность зрелого 

пептида.

Для зрелой части каждого из 838 NCR-пептидов ме-

тодами машинного обучения были предсказаны физико-

Линия 

гороха

Средняя длина 

контига

Процент 

транскриптов 

с рамками 

считывания

Всего 

контигов

SGE 932,3 65,5 48 649

Cameor 877,7 47,4 212 147

Kaspa 487,1 62,7 113 512

Parafield 484,6 61,9 91 831

Таблица 1

Описание собранных в рамках работы транскрипто-
мов клубеньков гороха
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химические свойства и антибактериальная активность 

(табл. 2, 4).

Мы также идентифицировали 55 дефензинов, 41 из ко-

торых имел сигнальную последовательность и сайт-гра-

ницу между сигнальной и зрелой последовательностями. 

Результаты предсказания антибактериальной активности 

для 41 дефензина представлены в табл. 3, 5.

ОБСУЖДЕНИЕ
В процессе эволюционного развития у растительных 

организмов сформировался ряд уникальных механиз-

мов, направленных на защиту от патогенов. К данным 

механизмам относятся как физические барьеры, так 

и широкий спектр синтезируемых вторичных метабо-

литов и антимикробных пептидов. Одним из наиболее 

больших семейств антимикробных пептидов являются 

дефензины, которые относятся к эволюционно древ-

ним последовательностям, встречающимся у большин-

ства эукариотических организмов [5]. За исключением 

консервативных остатков цистеина данные пептиды 

демонстрируют очень низкое сходство последователь-

ностей, с чем и связан широкий спектр активностей 

Количество пептидов Метод опорных векторов Случайный лес Дискриминантный анализ

С антибактериальной 

активностью
328 422 332

Без антибактериальной 

активности
510 416 506

Таблица 2

Предсказание антибактериальной активности зрелой части NCR-пептидов

Таблица 3

Предсказание антибактериальной активности зрелой части дефензинов

Таблица 4

Аминокислотные последовательности пяти NCR-пептидов, обладающих наибольшей предсказанной антими-
кробной активностью

Таблица 5

Аминокислотные последовательности пяти дефензинов, обладающих наибольшей предсказанной антимикроб-
ной активностью

Количество пептидов Метод опорных векторов Случайный лес Дискриминантный анализ

С антибактериальной 

активностью
15 22 16

Без антибактериальной 

активности
26 18 25

Последовательность
Метод опорных 

векторов

Случайный 

лес

Дискриминант-

ный анализ

QACIHDRQCRCTQHTVSKCINGFCKCYISNT 0,937 0,893 0,994

IKCDVQADCPKIPNLFPAIYKCINKKCRLIG 0,951 0,923 0,995

IVVTVDIKEIFKCESHKQCRKQMPNCKRPKIARCVSRTCKCW 0,865 0,698 0,988

KRACTYHHQCSDISCSYGYISLCIEKYCHCVKN 0,987 0,860 0,994

KKIKCRTDSDCPKQMCRFPTYNKCVIRNHCKCVLSRII 0,891 0,751 0,990

Последовательность
Метод опор-

ных векторов

Случайный 

лес

Дискриминант-

ный анализ

KVCEKRSKTWSGFCGKTRNCKKQCINVENAVFGACHRQGFFGFACFCYFKC 0,984 0,967 0,998

KTCENLSGTFKGPCIPDGNCNKHCRNNEHLLSGRCRDDFRCWCTRNC 0,826 0,945 0,902

RLCGRTSKTWRGPCYINLSCNAECTMKEQAIFGTCQHFECFC 0,664 0,851 0,816

RDCESKSHKFKGTCLSDTNCASVCQTERFTGGHCRGFRHRCYCTTHC 0,923 0,845 0,917

KFCRSKSRTWSGACIDNSPCSTECKQLEHASHGACRHNGFCFCYFNC 0,913 0,935 0,962
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(противогрибковая, антибактериальная, активация при 

абиотических факторах), проявляемых данными пепти-

дами [5]. Помимо дефензинов у растений выявляется 

также несколько семейств дефензинподобных последо-

вательностей, часть из которых обладает более специ-

фичным характером экспрессии и более направленной 

функциональностью. Так, у части бобовых растений 

обнаружена группа клубенек-специфичных NCR-пеп-

тидов, играющих важную роль в дифференцировке бак-

тероидов и таким образом контролирующих развитие 

симбиоза [34]. Целью данного исследования была иден-

тификация и характеристика представителей семейств 

дефензинов и NCR-пептидов у гороха посевного.

Оптимизация алгоритмов работы с данными, в том 

числе пересборка доступных транскриптомов гороха 

унифицированным способом с помощью обновленной 

версии программы Trinity с последующим их комбини-

рованием, позволила детектировать 908 экспрессирую-

щихся в клубеньках последовательностей, кодирующих 

NCR-пептиды, и 55 последовательностей, кодирующих 

дефензины. Для экономии времени и ресурсов пе-

ред поиском антибактериальных пептидов с помощью 

SPADA рекомендуют уменьшить сложность метасборки 

транскриптомов путем удаления дубликатов, а также 

транскриптов, не содержащих рамок считывания либо 

с рамками считывания короче 90 нуклеотидов. Одна-

ко полученный в процессе поиска набор пептидов не-

обходимо подвергать дополнительной проверке с помо-

щью анализа множественного выравнивания на наличие 

ложноположительных результатов, которые неизбежно 

возникают в ходе работы алгоритмов.

Роль дефензинов в развитии растительно-микроб-

ных симбиотических взаимоотношений изучена слабо. 

Лишь в нескольких исследованиях было показано учас-

тие дефензинов в симбиозе. Сравнительный транскрип-

томный анализ корней и клубеньков, образуемых в ходе 

развития актиноризного симбиоза растением Datisca 

glomerata и представителями рода Frankia, позволил 

выявить отдельную группу дефензинов, специфич-

но экспрессирующихся в клубеньках и отличающихся 

от других дефензинов наличием особого терминального 

домена [35]. Клубенек-специфичная экспрессия ряда 

генов, кодирующих дефензины, была продемонстриро-

вана и в исследованиях M. truncatula [34]. Активация 

экспрессии ряда генов, кодирующих дефензинподобные 

пептиды, была выявлена и при взаимодействии лядвенца 

японского (Lotus japonicus (Regel.) K. Larsen) с грибом 

арбускулярной микоризы Rhizophagus irregularis [36]. 

Однако конкретная роль обнаруженных пептидов в раз-

витии данных симбиозов остается неизвестной.

Несмотря на сходство с дефензинами — наличие 

консервативного цистеинового паттерна, высокой ва-

риабельности последовательностей, возможности про-

явления антимикробной активности, что, вероятно, 

объясняется родством этих двух генных семейств, 

основной функцией NCR-пептидов является диффе-

ренцировка свободноживущей бактерии в азотфиксиру-

ющий бактероид в пределах симбиотического компарт-

мента [37–39]. Известно, что NCR-пептиды, особенно 

обладающие высоким положительным зарядом, могут 

взаимодействовать с электроотрицательной бактери-

альной мембраной, обусловливая формирование пор 

на поверхности бактериальной клетки. В случае силь-

ного воздействия такого рода пептидов данный процесс 

может привести к лизису бактериальной клетки [16]. 

Однако в случае симбионтов формирование пор носит 

временный характер, и, по-видимому, поры необходи-

мы для проникновения других NCR-пептидов, кото-

рые взаимодействуют с внутриклеточными мишенями, 

изменяя физиологию и морфологию клетки [15, 40]. 

Предполагают, что важным условием является наличие 

белка BacA на бактериальной мембране, которой так-

же способствует импорту NCR-пептидов внутрь клетки, 

где они могут обезвреживаться бактериальной системой 

деградации белков [41, 42].

В данном исследовании найдено 908 уникальных 

последовательностей, кодирующих NCR-пептиды, 

у P. sativum. Стоит отметить, что для люцерны слабо-

усеченной на данный момент описано более 700 пред-

ставителей данного семейства, что неудивительно, по-

скольку геном гороха превосходит по размеру геном 

люцерны почти в десять раз. С другой стороны, среди 

найденных в данной работе последовательностей пеп-

тидов у гороха вследствие несовершенства алгоритмов 

сборки могут присутствовать химерные последователь-

ности; кроме того, некоторые обнаруженные после-

довательности могут представлять собой аллельные 

состояния одного и того же AMP-кодирующего гена. 

Однозначно разрешить проблему химерных последо-

вательностей возможно лишь после проведения пол-

ногеномного секвенирования. Проблема аллельных 

вариантов может быть решена посредством секвениро-

вания транскриптома каждой из изучаемых линий го-

роха и оценки покрытия прочтениями каждого пеп-

тида. Таким образом, для верификации обнаруженных 

пептидов следует применять методы секвенирования 

следующего поколения, что будет являться предметом 

дальнейших исследований.

Среди дефензинов и NCR-пептидов обнаружены 

представители с предсказанной антимикробной ак-

тивностью. При этом среди NCR-пептидов найдено 

большее количество последовательностей с высокой 

степенью вероятности проявления антимикробной ак-

тивности по сравнению с идентифицированными де-

фензинами, что отражает их большую представлен-

ность в транскриптомных данных. Такое разнообразие 

NCR-пептидов по составу и, соответственно, возмож-

ности и степени проявления антимикробной активности 

в клетках клубенька может свидетельствовать о том, 

что NCR-пептиды внутри клубенька функционально 
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замещают дефензины и образуют локальную иммунную 

систему растения, которая элиминирует нежелательные 

бактерии и в то же время способствует дифференци-

ровке симбиотических партнеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявление и характеристика дефензинов и дефен-

зинподобных пептидов важна не только для понимания 

их роли в защитных реакциях растений, но и для обна-

ружения новых антимикробных соединений. Данное на-

правление исследований весьма актуально, поскольку 

патогенные бактерии сельскохозяйственных растений 

наносят значительный экономический ущерб и влия-

ют на продовольственную безопасность [43]. Интерес 

к дефензинам продиктован, таким образом, возмож-

ностью создания на их основе новых типов защитных 

агентов. При этом, поскольку антимикробные пептиды 

могут сильно варьировать у различных видов растений, 

важной задачей представляется идентификация АМП 

у большого числа видов, в том числе и относящихся 

к сельскохозяйственно ценным культурам. При этом 

бобовые растения представляют собой интересный 

объект для изучения АМП, поскольку у них обнаруже-

ны не только дефензины, но и уникальные для бобовых 

дефензинподобные NCR-пептиды. Поскольку дефен-

зины и NCR-пептиды весьма многочисленны и вариа-

бельны по своему составу, атакуют различные мишени 

в клетках патогенных микроорганизмов и при этом вы-

рабатываются совместно, микроорганизмам не удается 

противостоять такому коктейлю из АМП и приобре-

тать к ним устойчивость. Идентифицированные АМП 

с широким спектром действия могут найти применение 

не только в области противодействия патогенам расте-

ний, но и в отношении патогенов животных и человека.

Характеристика природных антимикробных молекул 

весьма важное и перспективное направление иссле-

дований. Как видно на примере белковых семейств, 

изученных в данной работе, поиск и описание данных 

молекул вносит существенный вклад в понимание про-

цессов взаимоотношения растений и бактерий, а так-

же позволяет раскрыть механизмы, лежащие в основе 

различных реакций на взаимодействие с патогенными 

и полезными бактериями. Понимание характеристик, 

лежащих в основе их антимикробной активности, по-

зволит конструировать/модернизировать имеющиеся 

пептиды, которые можно использовать в качестве ан-

тибиотиков нового поколения, а также управлять эф-

фективностью азотфиксирующего симбиоза.
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13. Nagy K, Mikuláss KR, Végh AG, et al. Interaction of 

cysteine-rich cationic antimicrobial peptides with in-

tact bacteria and model membranes. Gen Physiol Bio-

phys. 2015;34(2):135-144. https://doi.org/10.4149/

gpb_2015002.

14. Ordögh L, Vörös A, Nagy I, et al. Symbiotic plant 

peptides eliminate Candida albicans both in vi-

tro and in an epithelial infection model and in-

hibit the proliferation of immortalized human cells. 

Biomed Res Int. 2014;2014:320796. https://doi.

org/10.1155/2014/320796.

15. Farkas A, Maro ́ti G, Durgő H, et al. Medicago trun-

catula symbiotic peptide NCR247 contributes to bac-

teroid differentiation through multiple mechanisms. 

Proc Natl Acad Sci USA. 2014;111(14):5183-5188. 

https://doi.org/10.1073/pnas.1404169111.
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