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Горох посевной является одним из лучших источников растительного белка, содержащего все незаме-
нимые аминокислоты. Генетические детерминанты, контролирующие биосинтез и накопление запасных бел-
ков усемян гороха, в настоящее время остаются малоизученными. Известно, что данные процессы, наряду 
с развитием и созреванием семян, регулируются генами транскрипционных факторов LEC1, LEC2, ABI3, FUS3. 
В связи с этим целью нашего исследования стал анализ нуклеотидных последовательностей кодирующего 
участка гена LEC1 и уровней его экспрессии у высоко- и низкобелковых сортообразцов для поиска молеку-
лярных маркеров, ассоциированных с содержанием протеина в семенах гороха. Опыты проводили в 2021–
2024 годах. Материалом исследования послужили 110 сортов и линий гороха из коллекции ВИР. Содержание 
запасных белков семян определяли по методу Бредфорда. Выделение ДНК проводили набором «Genomic 
DNA PurificationKit» («ThermoFisherScientific», США). Праймеры к гену LEC1 были подобраны впервые с помо-
щью программы «PrimerSelect» («DNAStar», США). Секвенирование выполняли на генетическом анализаторе 
«ABI Prism 3500» («AppliedBiosystems», США). Нуклеотидные последовательности анализировали с помощью 
программы «MegAlign» («DNAStar», США). В результате исследования нами были отобраны две группы, вклю-
чающие 12 сортов и линий гороха с высоким (23,5±0,4 – 26,1±0,5 %) и 10 – с низким (18,0±0,3 – 19,7±0,3 %) 
содержанием белка в семенах. Сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей гена LEC1 у вы-
соко- и низкобелковых сортообразцов позволил выявить ранее не описанные однонуклеотидные замены в по-
зициях 884 (G/A), 1041 (C/T), 1076 (C/T), 1201 (T/C), 1268 (G/T) п.н. и инсерцию в позиции 696/697 (С) п.н. 
Установлено, что на ранней стадии развития семян (5-е сутки после опыления) у большинства низкобелковых 
сортов и линий гороха уровни экспрессии гена транскрипционного фактора LEC1 были достоверновыше, чем 
у высокобелковых.
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ческий полиморфизм.
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Peas is one of the best sources of plant protein containing all essential amino acids. Genetic determinants that 
control biosynthesis and accumulation of seed storage proteins in peas currently remain poorly studied. It is known 
that these processes, along with seed development and maturation, are regulated by the genes of transcription factors 
LEC1, LEC2, ABI3, FUS3. In this regard, the purpose of the current study was to analyze the nucleotide sequences 
of the coding region of the LEC1 gene and its expression levels in high- and low-protein varieties to identify mole- 
cular markers associated with protein percentage in pea seeds. The experiments were carried out in 2021–2024.  
The study material was 110 pea varieties and lines from the VIR collection. The percentage of seed storage protein 
was determined using the Bradford method. DNA was isolated using the Genomic DNA Purification Kit (“Thermo Fish-
er Scientific”, USA). Primers for the LEC1 gene were first selected using the PrimerSelect program (“DNAStar”, USA). 
Sequencing was performed on an ABI Prism 3500 genetic analyzer (“Applied Biosystems”, USA). Nucleotide sequenc-
es were analyzed using the MegAlign program (“DNAStar”, USA). As a result, there have been selected two groups, 
including 12 pea varieties and lines with high (23.5±0.4 – 26.1±0.5 %) and 10 with low (18.0±0.3 – 19.7±0.3 %) protein 
percentage in seeds. Comparative analysis of the nucleotide sequences of the LEC1 gene in high- and low-protein 
variety samples has allowed identifying previously undescribed single nucleotide substitutions at positions 884 (G/A), 
1041 (C/T), 1076 (C/T), 1201 (T/C), 1268 (G/T) bp and an insertion at position 696/697 (C) bp.There has been 
found that at the early stage of seed development (the 5th day after pollination) of the most low-protein pea varieties  
and lines the expression levels of the gene of the transcription factor LEC1 were significantly higher than  
in the high-protein pea varieties.

Keywords: Pisumsativum L., seed storage protein, transcription factors, LEC1, genetic polymorphism.

Введение. В основе продовольственной 
безопасности каждой страны лежит обеспе-
чение населения полноценными продуктами 
питания с оптимальным уровнем калорийно-
сти и содержания белка. Основным источни-
ком растительного протеина выступают зер-
нобобовые культуры, среди которых наиболее 
распространенной является горох посевной 
(Pisumsativum L.) (Браилова и др., 2020). По по-
севным площадям зернового гороха Россия за-
нимает второе место в мире, уступая лишь 
Канаде (Фадеева и Шурхаева, 2020). Широкое 
распространение гороха объясняется его вы-
сокой урожайностью, питательностью зерна, 
сбалансированностью аминокислотного со-
става, замечательными вкусовыми качествами 
(Голопятов и Кондрашин, 2020). 

Тем не менее на большей территории на-
шей страны в условиях достаточно холодного 
климата, короткого светового дня и связанной 
с этим небольшой продолжительностью пе-
риода вегетации, во время которого сочета-
ние метеорологических условий благоприятно 

для развития растений, отмечается тенденция 
к снижению содержания ценного легкоусвоя-
емого белка в семенах гороха (Клочков и др., 
2019). В качестве современного подхода к ре-
шению данной проблемы может рассматри-
ваться внедрение маркер-ориентированной 
селекции (MAS-селекции) для контроля насле-
дования высокого содержания протеина в зер-
не гороха с помощью ДНК-маркеров. Однако 
генетические детерминанты, определяющие 
высокое содержание запасных белков в семе-
нах данной зернобобовой культуры, остают-
ся неизвестными (Гайнуллина и др., 2023). Их 
идентификация позволит значительно уско-
рить работу селекционеров по созданию высо-
кобелковых сортов гороха в условиях изменя-
ющегося климата.

Известно, что у гороха созревание семян 
и интенсивное накопление в них питатель-
ных веществ находится под контролем фак-
торов транскрипции LEC1, LEC2, FUS3 и ABI3 
(Malovichkoetal., 2020). Однако механизмы ре-
гуляции данных процессов транскрипционны-
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ми факторами у гороха все еще остаются мало-
изученными. Было установлено, что у A. thaliana 
транскрипционные факторы LEC1 и LEC1L акти-
вируют синтез транскрипционных факторов 
LEC2, FUSСАЗ (FUS3) и ABI3, совместное дей-
ствие которых стимулирует транскрипцию ге-
нов запасных белков семян (Vermaetal., 2022). 
Кроме того, эктопическая экспрессия гена LEC1 
у арабидопсиса приводит к индукции генов 
SSP (SeedStorageProteins – запасные белки се-
мян) (Vetricietal., 2021). Для гороха информа-
ция о первичной структуре гена LEC1 доступ-
на в базе данных GenBank (X66368), что дает 
возможность подобрать праймеры и провести 
сравнительное изучение нуклеотидных после-
довательностей этого гена, а также уровней его 
экспрессии у сортов и линий, контрастно раз-
личающихся по содержанию запасных белков 
семян. 

Целью исследования стал поиск молеку-
лярных маркеров, ассоциированных с высо-
ким содержанием протеина в семенах гороха. 
В задачи исследования входило: 1 – выделение 
высоко- и низкобелковых сортообразцов горо-
ха посевного; 2 – сравнительный анализ нукле-
отидных последовательностей кодирующего 
участка гена LEC1 у сортообразцов гороха, кон-
трастно различающихся по содержанию запас-
ных белков семян; 3 – изучение динамики экс-
прессии гена LEC1 у высоко- и низкобелковых 
сортообразцов гороха на разных этапах разви-
тия семян.

Материалы и методы исследований. 
Исследования проводили в лаборатории гено-
мики растений Института биохимии и генети-
ки УФИЦ РАН в 2021–2024 годах. Материалом 
для исследования послужили 110 сортообраз-
цов гороха посевного различного эколого-ге-
ографического происхождения из коллекции 
генетических ресурсов зернобобовых куль-
тур ВИР. 

Содержание протеина в семенах гороха 
определяли по методу Бредфорда (Bradford, 
1976). ДНК выделяли из 5–7-дневных пророст-
ков набором «Genomic DNA PurificationKit» 
(«ThermoFisherScientific», США).Для амплифика-
ции кодирующего участка гена LEC1 размером 
972 п.н. использовали праймеры Ps_LEC1_F 
5'-ATAACAATACGACCACCCTCTCC-3' и Ps_LEC1_R 
5'-ACAACATTAGCCTCTTCACCATTC-3' («Евроген», 
Россия), подобранные авторами впервые 
с помощью программы PrimerSelect («DNAStar», 
США). Нуклеотидная последовательность 
данного гена взята из базы данных GenBank 
(EU825771.1). ПЦР проводили в амплифика-
торе «Т-100» («Bio-Rad», США). Конечный объ-
ем реакционной смеси составлял 25 мкл 
и содержал 1 мкл раствора геномной ДНК, 
12,5 мкл раствора DreamTaq™ PCR MasterMix 
(2х) («ThermoFisherScientific», США), по 1 мкл 
каждого праймера и 9,5 мкл стерильной воды 
(«Диаэм», Россия). Амплификацию проводили 
по следующей программе: начальная денатура-
ция при 95 °C – 3 мин; 40 циклов: денатурация 
при 95 °С – 30 с, отжиг праймеров при 55 °С – 

40 с, элонгация при 72 °С – 1 мин 10 с; конеч-
ная элонгация при 72 °С – 10 мин. Продукты 
амплификации разделяли методом горизон-
тального электрофореза в камере Sub-Cell GT 
(«Bio-Rad», США) в 1%-магарозном геле в тече-
ние 1 ч при напряжении 120 В. Визуализацию 
и документирование результатов электро-
фореза осуществляли в гель-документирую-
щей системе GelDocTM EZ System («Bio-Rad», 
США) с помощью программного обеспечения 
ImageLabTMSoftware. Перед секвенированием 
полученные ампликоны очищали набором ре-
агентов «diaGene» («Диаэм», Россия). 

Количественное определение содер-
жания мРНК (после конверсии в кДНК) гена 
LEC1 проводили методом количествен-
ной ОТ-ПЦР в режиме реального времени 
в присутствии интеркалирующего красите-
ля SYBR Green I в термоциклере Rotor-GeneTM 
6000 («CorbettResearch», Австралия). После- 
довательности праймеров для ОТ-ПЦР были 
подобраны впервые с помощью програм-
мы PrimerSelect (DNAStar, США): Ps_LEC1_RT_F 
5'-CGGGTTTACGTTCTTCATC-3' и Ps_LEC1_RT_R 
5'-TATCACAACATTAGCCTCTTCAC-3' («Евроген», 
Россия). Размер ПЦР-продукта составил 250 п.н. 
В качестве стандарта использовали мРНК гена 
в-тубулина, уровень экспрессии которого при-
нимали за 100%.

Секвенирование проводили в конечном 
объеме реакционной смеси 10 мкл, содержа-
щей 1 мкл праймера, 1 мкл очищенной ДНК-
матрицы, 7,5 мкл стерильной деионизиро-
ванной воды и 0,5 мкл BigDyeTerminator v3.1  
(«AppliedBiosystems», США). Последователь- 
ность циклов секвенирующей реакции была 
следующей: денатурация при 96 °С в течение  
10  с, отжиг праймера при Tm в течение 5 с  
и элонгация при 60 °С в течение 4 мин 
для всех 30  циклов. Флуоресцентно меченые 
продукты амплификации анализировали с ис- 
пользованием генетического анализатора  
ABI Prism 3500 («AppliedBiosystems», США). 
Секвенирование исследуемого участка гена 
LEC1 каждого сортообразца проводили с двух 
концов при помощи прямого и обратного 
праймеров в трех биологических и двух тех-
нических повторностях. Далее для каждого 
сортообразцапутем выравнивания получен-
ных нуклеотидных последовательностей было 
составлено по одной консенсусной последо-
вательности с использованием программы 
MegAlign («DNAStar, США»). Также с помощью 
данной программы выполняли компьютер-
ный анализ нуклеотидных последовательно-
стей, нумерацию нуклеотидов осуществля-
ли по референсному гену LEC1 из GenBank.
Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с использованиемпро-
граммы MicrosoftExcel.

Результаты и их обсуждение. Содержание 
протеина в семенах гороха мировой коллек-
ции составляет 15,8–32,1 % (Бобков и Уварова, 
2021). В 2021–2024 гг. среди 110 изученных 
нами сортообразцов гороха различного эко-
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лого-географического происхождения было 
выделено 12 сортов и линий с наибольшим 
(23,5±0,4 – 26,1±0,5%) и 10 – с наименьшим 

(18,0±0,3 – 19,7±0,3 %) содержанием белка в се-
менах (табл. 1).

Таблица 1. Характеристика сортообразцов гороха с достоверно (p<0,05) более высоким  
и низким содержанием запасных белков семян (всреднемза 2021–2024 гг.)

Table 1.Characteristics of pea varieties with significantly (p<0.05) higher  
and lower percentage of seed storage protein (mean in 2021–2024)

№ Каталожный номер ВИР Сорт, линия Происхождение Содержание белка в семенах
Высокобелковые сортообразцы

1 К-9774 Степняк Россия, Самарская обл. 23,5±0,4%
2 К-10224 Асс 339 Сирия 23,5±0,4%
3 К-1768 Штамбовый Мальцева Россия, Воронежская обл. 23,7±0,3%
4 К-9407 Аванс Россия, Алтайский край 23,7±0,4%
5 К-9432 Эффектный Украина 26,1±0,5%
6 К-9457 3698/04 Россия, Тюменская обл. 24,1±0,4%
7 К-9524 – Франция 25,0±0,3%
8 К-8788 Орел-326 Россия, Орловская обл. 23,7±0,4%
9 К-8793 Орел-332 Россия, Орловская обл. 23,7±0,3%

10 К-9383 Северянин Россия, Кировская обл. 23,8±0,4%
11 К-5459 Батрак Россия, Орловская обл. 23,5±0,3%
12 К-6109 Cobri Нидерланды 25,5±0,5%

Низкобелковые сортообразцы
13 К-8613 Wav 27101 Англия 18,0±0,3%
14 К-8972 SH 91-6-5-1-1-5 Болгария 19,0±0,2%
15 К-9950 Chlorotica Швеция 18,0±0,3%
16 К-9772 Фрегат Россия, Татарстан 19,5±0,3%
17 К-3196 – Турция 19,7±0,3%
18 К-7503 76-16-16 США 19,4±0,2%
19 К-8902 Ascona Нидерланды 18,7±0,4%
20 К-9392 L-29201282 Австралия 18,6±0,3%
21 К-9393 L-29201428 Австралия 18,6±0,2%
22 К-9479 PeragisBeisaaterbse Германия 19,7±0,3%

У сортообразцов, представленных в табли-
це 1, было проведено секвенирование, срав-
нительный анализ нуклеотидных последова-
тельностей и уровней экспрессии гена LEC1. 
В результате амплификации геномной ДНК 

этих сортообразцов с праймерами, подобран-
ными к кодирующему участку гена LEC1, были 
получены фрагменты размером около 972 п.н. 
(рис. 1).

 

Рис. 1. Электрофоретические спектры, полученные при амплификации кодирующего участка гена LEC1  
у высоко- и низкобелковых сортов и линий гороха*

Fig. 1. Electrophoretic spectra obtained by amplifying the coding region of the LEC1 gene  
in high- and low-protein pea varieties and lines*

Примечание. * – нумерация сортообразцов соответствует таблице 1. М 100 – ДНК-маркер 1000/10С 
(«diaGene», Россия), М 1000 – ДНК-маркер High DNA Mass Ladder («Thermo Fisher Scientific», США).
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После секвенированияампликонов про-
водили выравнивание нуклеотидных после-
довательностей и их сравнительный анализ. 
В результате было обнаружено пять ранее 

не описанных однонуклеотидных замен и од-
наоднонуклеотиднаяинсерция, по которым на-
блюдались различия между изученными нами 
сортообразцами (табл. 2).

Таблица 2. Результаты сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей 
кодирующего участка гена LEC1 у высоко- и низкобелковых сортов и линий гороха 

Table 2. Comparative analysis of nucleotide sequences  
of the coding region of the LEC1 gene in high- and low-protein pea varieties and lines

Номер последовательности  
в GenBank, каталожный номер 

сортообразца ВИР

Различия в нуклеотидных последовательностях, позиция (п.н.)*

696–697 884 1041 1076 1201 1268

EU825771.1 – G C C T G
Высокобелковые сорта и линии

К-9524 (Франция) С*** A** C C T G
К-9457 (Тюменская область) – G C C T G
К-9383 (Северянин) – G C C T G
К-1768 (Штамбовый Мальцева) С*** A** C C T G
К-9407 (Аванс) – G C C T G
К-5459 (Батрак) – G C C T G
К-6109 (Cobri) – G C C T G
К-9432 (Эффектный) – G C C T G
К-8793 (Орел-332) – G C C T G
К-10224 (Сирия) – G C C T T***
К-8788 (Орел-326) – G C C T G
К-9774 (Степняк) – G C C T G

Низкобелковые сорта и линии
К-9392 (Австралия) – A** T*** T*** T G
К-9393 (Австралия) – A** T*** T*** T G
К-9479 (PeragisBeisaaterbse) – G C C T G
К-9772 (Фрегат) – G C C C*** G
К-7503 (США) – G C C T G
К-8972 (Болгария) – G C C T G
К-8613 (Великобритания) – G C C T G
К-9950 (Швеция) – G C C T G
К-8902 (Нидерланды) – G C C T G
К-3196 (Турция) – A** C C T G

Примечание. * – нумерация нуклеотидов приведена в соответствии с референсной последовательностью 
гена LEC1 из GenBank (EU825771.1); ** – изменения в нуклеотидных последовательностях гена LEC1, 
обнаруженные как у высокобелковых, так и у низкобелковых сортообразцов; *** – изменения в нуклеотидных 
последовательностях гена LEC1, по которым сортообразцы с высоким и низким содержанием белка 
отличались друг от друга.

Выявленные нами однонуклеотидные за- 
мены в позициях 884 (G/A), 1041 (C/T), 1076 (C/T), 
1201 (T/C), 1268 (G/T) п.н. и инсерция в позиции 
696/697 (С) п.н. не влияли на содержание бел-
ка в семенах, однако три из них – 884A, 1041T 
и 1076T – встречались только у линий К-9392 
и К-9393 австралийской селекции, что позво-
ляет использовать их в качестве маркеров 
для экспресс-идентификации указанных ли-
ний.

Анализ уровней экспрессии гена LEC1 
в семенах изученных сортообразцов гороха 
на 5-, 8- и 12-е сутки после опыления показал, 
что на ранней стадии развития семян у боль-
шинства (8 из 10) низкобелковых сортов и ли-
ний количественное содержание транскриптов 
данного гена было достоверно выше, чем у вы-
сокобелковых (рис. 2, а).

На 8-е сутки после опыления у всех две-
надцати высокобелковых сортообразцов на-
блюдалось повышение уровня экспрессии 
гена LEC1, причем у десяти из них очень зна-

чительное – на 90,5–312,5 %, и лишь у двух 
(К-9407 (Аванс) и К-9383 (Северянин)) – в мень-
шей степени (на 24,0 и 21,1 % соответственно). 
В то же время у половины изученных низкобел-
ковых сортообразцов произошло снижение 
количественного содержания транскриптов 
гена LEC1 на 1,2–34,0 %. Среди оставшихся со-
ртообразцов из этой группы было отмечено 
повышение уровня экспрессии гена LEC1 у сор-
тов Ascona  (К-8902), Chlorotica (К-9950), линий 
L-29201428 (К-9393), Wav 27101 (К-8613) на 2,1–
57,9 % и только у одного образца – на 177,8 % 
(К-9772 (Фрегат)) (рис. 2, б).

На 12-е сутки после опыления в обеих груп-
пах сортообразцов наблюдалось снижение ко-
личественного содержания транскриптов гена 
LEC1. Исключение составили низкобелковые 
сортообразцы Chlorotica (К-9950), Wav 27101 
(К-8613) и высокобелковый сорт Северянин (К-
9383), у которых уровень транскрипции изуча-
емого гена все ещё продолжал незначительно 
повышаться (на 6,4–16,0%) (рис. 3, в).
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Рис. 2. Результаты анализа экспрессии гена LEC1 у высоко- и низкобелковых сортообразцов гороха:  
а – на 5-е сутки после опыления, б – на 8-е сутки после опыления, в – на 12-е сутки после опыления*

Fig. 2. Analysis of the expression of the LEC1 gene in high- and low-protein pea varieties:  
a – on the 5th day after pollination, b – on the 8th day after pollination, c – on the 12th day after pollination*

Примечание. * – нумерация сортообразцов соответствует таблице 1. Звездочкой обозначены достоверные 
различия на 5%-м уровне значимости.

Выводы. В результате сравнительного ана-
лиза нуклеотидных последовательностей коди-
рующего участка гена транскрипционного фак-
тора LEC1 усортообразцов гороха, контрастно  

различающихся по способности к биосинте-
зу и накоплению запасных белков семян, вы-
явлены ранее не описанные однонуклеотид-
ные замены в позициях 884 (G/A), 1041 (C/T),  
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1076 (C/T), 1201 (T/C), 1268 (G/T) п.н. и инсерция 
в позиции 696/697 (С) п.н.Анализ уровней экс-
прессии гена LEC1 в семенах гороха на раннем 
этапе их развития показал достоверные раз-
личия в количественном содержании транс-
криптов данного гена между высоко- и низ-
кобелковыми сортообразцами. Полученные 
данные могут быть использованы при раз-
работке технологий молекулярного анализа 

для идентификации высокобелковых геноти-
пов гороха посевного.
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