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Секция II. МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
ОСНОВЫ СОХРАНЕНИЯ БИОРАЗНООБРАЗИЯ

Ильясов Р.А., Поскряков А.В., Николенко А.Г.
Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН 
450054, г.Уфа, ул. Пр. Октября, 71. e-mail: apismell@hotmail.com

ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЯ ЧАСТОТ ГЕНОВ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОГО ПЕПТИДА
В ПОПУЛЯЦИИ ПЧЕЛ НА УРАЛЕ

Болезнетворные бактерии пчел широко распространены в окружающей среде. Для защиты от 
микроорганизмов пчелы продуцируют антибактериальные пептиды. Мы изучили вариабель­
ность фрагмента гена дефензина ядерной ДНК в популяциях A.m.meflifera на Урале. Было об­
наружено изменение распределения частот генов в популяции пчел на Урале за последние де­
сять лет.

Болезнетворные бактерии пчел широко распространены в почве, воде, воздухе и пи­
ще. В большинстве случаев бактерии попадают в полость тела пчелы через поглощаемый 
корм. Бактерии могут инфицировать пчел и через дыхальца или даже через раны, наносимые 
внешними паразитами -  клещами Varroa jacobsoni [ 1 ]. Любое ранение кутикулы или пище­
варительного тракта является входным путем для бактерий.

Личинки медоносных пчел могут быть поражены американским гнильцом 
Paenibacillus larvae lar\>ae, европейским гнильцом Mellissococcus pluton, Bacillus pulvifaciens, a 
взрослые пчелы - Pseudomonas aeruginosa, Hajhia alvei, Enterococcus faecalis. Сапрофитные и 
патогенные бактерии растений могут также случайно индуцировать болезни пчел при попа­
дании в полость тела.

Как известно, пчелы продуцируют антибактериальные пептиды для защиты от мик­
роорганизмов. На данный момент у пчел известны антибактериальные пептиды - абецин, де- 
фензин и гименоптецин, которые, по Б.В.Зюману (1992), являются необходимыми компонен­
тами групповой и индивидуальной системы иммунитета пчелиной семьи. C.S.McCleskey, 
R.M.Melampy (1938) и H.Yamauchi (2001) продемонстрировали антибактериальные свойства 
маточного молочка пчел, секретируемого фарингеальными железами, которое активно про­
тив бактерий и грибков. K.Casteels-Johnson с соавт. (1994) изучали в гемолимфе у пчел, ин­
фицированных Escherichia coli, четыре различных типа антимикробных каталитических пеп­
тидов -  апидацин, гименоптецин, абецин и дефензин.

Антибактериальный пептид дефензин объединяет большое семейство цистеин- 
богатых каталитических антимикробных пептидов, воздействующих на разнообразные мик­
роорганизмы, составляющих основную защитную систему большинства организмов. Дефен- 
зины пчел - пептцды длиной 36-51 аминокислот, обладающие сходством последовательно­
сти, основная структура которых состоит из концевых аминокислотных повторов, альфа- 
спирали и двух антипараллельных цепочек, стабилизированных 3-дисульфидными мостика­
ми [2]. Дефензин обычно продуцируется последним из всех, но его активность продолжается 
свыше двух недель после инфекции [3]. Дефензин гемолимфы и его предшественник про­
пептид были охарактеризованы по кДНК, выделенных из брюшной полости инфицирован­
ных пчел [4].
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Другой дефензин пчел, названный роялизином, был выделен из маточного молочка 
пчел и был охарактеризован S.Fujiwara с соавт. (1990) на уровне пептидов. Оба дефензина 
пчел содержали 51 аминокислоту. Они отличались по одной аминокислоте и по группе, со­
стоящей из двух аминокислот при сравнении последовательностей, представленных в меж­
дународном GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Пчелиный дефензин, также как шмели­
ный, был амилирован и имел дополнительное удлинение на 11 аминокислот с С-конца, что 
было несхоже с другими насекомыми. Оказалось, что роялизин очень активен против гра- 
мотрицательных бактерий и неэффективен против грамположительных. Также была описана 
антигрибковая активность пчелиного роялизина [5] и его антибактериальная активность к 
патогену Paembacillus larvae, который является возбудителем болезни личинок пчел.

А.В Львов и А.Г.Николенко (2000) обнаружили существование двух, ранее не извест­
ных, аллельных форм А и В фрагмента гена дефензина. J.Klaudiny с соавт. (2005) изучили 
нуклеотидную и аминокислотную последовательности гена дефензина 1 и показали, что об­
наруженный ими антибактериальный пептид отличался от дефензина, описанного 
АВЛьвовым и А.Г.Николенко (2000), заменой Т на А в положении 1471, которая приводила 
к аминокислотной замене Leu на His; отличался от дефензина, описанного K.Casteels-Johnson 
с соавт. (1994) нуклеотидными заменами GGAGT на TTAGA в положении 1507-1511, кото­
рые приводят к аминокислотной замене GlyVal на ValGly; отличался от роялизина, описан­
ного S.Fujiwara с соавт. (1990), нуклеотидными заменами CG на ТА в положении 1832-1833, 
которые приводят к аминокислотной замене Arg на Туг. Кроме того, они показали, что ранее 
известные дефензин и роялизин были не чем иным, как полиморфными формами дефензина
1, тогда как обнаруженная ими новая последовательность гена дефензина 2 лишь на 55,8% 
сходна с последовательностью дефензина 1 и являлся геном новой формы дефензина. Дефен­
зин 1 обладал уникальной среди артропод экзон-интронной структурой. Оба дефензина экс­
прессировались в голове и груди. Дефензин 1 обнаружен в гипофаренгиальных, мандибуляр­
ных и грудных слюнных железах пчел, тогда как дефензин 2 отсутствовал. Различная пред­
ставленность этих генов отражает тканезависимую экспрессию дефензина.

Мы изучили вариабельность фрагмента гена дефензина ядерной ДНК в популяциях 
A.m.mellifera на Урале. В исследовании наблюдалось два аллеля этого локуса. Аллель В 
фрагмента гена дефензина ядерной ДНК встречался с частотой 0,14-0,25, а аллель А -  с час­
тотой 0,75-0,86. В работе А.В Львова и А.Г.Николенко (2002) частота аллелей фрагмента гена 
дефензина ядерной ДНК в популяциях пчел на Урале распределялась более равномерно: ал­
лель В встречался с частотой 0,25-0,45, а аллель А -  0,55-0,75. Для более детального сравне­
ния можно показать, что работах А.ВЛьвова и АГ.Николенко (2002) в западной и северо- 
восточной популяциях пчел на Урале частота встречаемости аллелей В и А фрагмента гена 
дефензина ядерной ДНК была 0,25 и 0,75, соответственно, в янаульской - 0,45 и 0,55, в бур- 
зянской -  0,41 и 0,59, в иглинской -  0,32 и 0,68. В нашем исследовании в бурзянской и иглин- 
ской популяциях аллель В фрагмента гена дефензина ядерной ДНК встречался с частотой 
значительно меньшей таковых в работе А.В Львова (2002). Различалось также распределение 
генотипов фрагмента гена дефензина ядерной ДНК в популяциях. В нашей работе генотип 
ВВ фрагмента гена дефензина ядерной ДНК встречался с частотой 0,06-0,11, генотип АА -
0,61-0,80, генотип АВ - 0,12-0,29, тогда как в работе А.ВЛьвова и А.Г.Николенко (2002) ге­
нотип ВВ встречался с частотой 0,00-0,28, генотип АА - 0,35-0,75, генотип АВ -  0,16-0,48.

Причину такого распределения аллелей и генотипов фрагмента гена дефензина ядер­
ной ДНК на данный момент очень сложно однозначно объяснить, но можно предположить, 
что популяция пчел на Урале за несколько лет претерпела некоторые изменения, которые, 
возможно, связаны с особенностями организации и развития популяций пчел, как общест­
венных насекомых, а также с глобальными изменениями экосистем и загрязнением окру­
жающей среды.
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INTRODUCTION OF DWARF GENE rolC TO PELARGONIUMxDOMESTICUM cv.

‘FLEECY CLOUD’ via AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Pelargonium ^domesticum (Geraniaceae) is horticultural ornamental plant and is produced 
by the conventional breeding among the species of Pelargonium originated in the southern part of 
Africa. These plants have various flower colors such as red, orange, pink, white, red-purple and so on 
and set larger flowers than those of the geraniums. Its inflorescence is setting at leaf axile of newly 
growing stems, therefore its stems elongate remarkably. So horticultural worth becomes down as 
growing. It is time-consuming to prune the stems or it causes environmental problems to treat dwarf­
ing chemicals in order to improve this character. In Japan Pelargonium breeding has been very diffi­
cult since it does not readily get seeds by the cross pollination among the Pelargonium species and 
cultivars, and so it must need more efficient methods. Thus, we attempt to apply genetic engineering 
to breed Pelargonium x domesticum. We introduce rolC via Agrobacterium tumefaciens into P. x 
domesticum cv. 'Fleecy Cloud' and newly produced dwarf form.

A few studies on Pelargonium gene transformation have been done regarding an infection 
study on unknown Pelargonium species via Agrobacterium rhizogenes (Pellegrineschi et al. 1994, 
1996), a study of gene transformation on introducing phtA to P. x domesticum cv. Dubonnet' by 
Boase et al. (1996,1998) and on introducing gus and npt\\ to P. cv. 'Frensham' by Raj et a/.(1997). 
However, these studies have not practically been a point of plant breeding because plant materials 
were unknown species and the introducing genes were maker genes. Therefore, there is significance 
of breeding dwarfism plants on Pelargonium by genetic engineering in standpoint of plant breeding.

The rolC is one of the genes of Agrobacterium rhizogenes plasmid maintain and the 12th 
Open Reading Frame in the TL-DNA region of Agrobacterium rhizogenes. Its effects of the rolC 
gene are (l)weaken of the apical meristem, (2)shorten the intemodes, (3)miniaturize the flower size, 
and (4)reduce of the setting seeds number. If we can introduce successfully the rolC gene into the 
genomes of P. xdomesricum, we can get the dwarf type of P. *domesticum.
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