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Аскорбиновая кислота (аскорбат, витамин С) играет важную роль в различных метабо-
лических процессах и у растений, и у человека, поэтому увеличение содержания аскорбата в клет-
ках растений при помощи селекционных подходов важно для повышения как пищевой ценности 
плодов, так и устойчивости растений к стрессу. Известно, что томат обладает высоким потенциа-
лом как источник аскорбата в рационе человека. К сожалению, у современных сортов и гибридов 
томата овощного (Solanum lycopersicum L.) содержание аскорбата в спелых плодах мало в сравне-
нии с его дикорастущими родственными видами. Исследования показали, что селекционные про-
граммы с привлечением дикорастущих видов томата могут значительно увеличить содержание ас-
корбата в спелых плодах. Однако для эффективной селекции по этому признаку необходимо более 
детальное изучение генетических детерминант, ответственных за накопление аскорбата в спелых 
плодах. В представляемой работе нами впервые амплифицированы, клонированы и секвенированы 
гомологи гена GME1, играющего ключевую роль в биосинтезе аскорбата, у томата овощного и 11 
дикорастущих видов томата. Структурный анализ показал низкую степень вариабельности гена 
GME1 у изученных образцов. В кодирующих последовательностях GME1 выявлено 28 однонук-
леотидных замен (single nucleotide polymorphisms, SNPs), из которых только две (G2E и E281D) 
приводили к несинонимичным заменам у видов S. neorickii и S. peruvianum var. dentatum. Анализ 
мотивов и доменов белка GME1 томатов не выявил каких-либо специфических мотивов ни на 
межвидовом уровне, ни на более отдаленных таксономических уровнях. Наблюдаемый высокий 
консерватизм GME1 у достаточно эволюционно отдаленных видов томата, по всей видимости, 
служит свидетельством функциональной значимости этого фермента для синтеза аскорбата и, опо-
средованно, для защиты от стрессовых факторов, прежде всего фотостресса. Корреляцию между 
аминокислотными (нуклеотидными) заменами и содержанием аскорбата в плодах мы не обнаружили. 
При сравнительном межвидовом органоспецифическом анализе и анализе зависимости количества 
аскорбата в зрелых плодах у сортов и дикорастущих образцов от уровня экспрессии GME1 мы также 
не выявили связи между транскрипционной активностью GME1 и концентрацией аскорбата. Можно 
также предположить, что определяющее влияние на конечное содержание аскорбата в созревшем 
плоде томата, вероятно, оказывает не интенсивность экспрессии GME1 на завершающей стадии со-
зревания плода, а то, насколько ген GME1 был активен на более ранних стадиях созревания. 

 

Ключевые слова: GME1, уровень экспрессии, однонуклеотидные замены, SNP, Solanum 
lycopersicum L., томат, дикие виды, культивируемые виды, зрелые плоды, содержание аскорбата. 

 

Аскорбиновая кислота (аскорбат, витамин С) играет важную роль во 
многих метаболических процессах у растений — в фотосинтезе, фотоза-
щите, устойчивости к стрессу, контроле роста клеток, биосинтезе гормонов 
и компонентов клеточной стенки (1-5). В растительной клетке аскорбино-
вая кислота выполняет функцию основного антиоксиданта благодаря спо-
собности снижать содержание активных форм кислорода, которые образу-
ются при фотосинтезе и абиотических стрессах (например, при высокой 
интенсивность света, высоких температурах и сильном ультрафиолетовом 
излучении) (6, 7). Человек и некоторые приматы не способны синтезиро-
вать аскорбат, поэтому растительная пища, богатая витамином С, необхо-
дима для поддержания нормальной жизнедеятельности (8), и поиск новых 
источников аскорбата имеет важнейшее значение (9).  

Томат овощной (Solanum lycopersicum L.) — одна из наиболее часто 
употребляемых в пищу овощных культур с широким ареалом возделывания 
(10, 11). Сорта томата могут служить дополнительным источником вита-
мина С при круглогодичном потреблении (12). Однако у современных сор-
тов и гибридов культурного томата содержание аскорбата в спелых плодах 
невелико в сравнении с таковым у родственных дикорастущих видов (13). 
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Исследования показали, что селекционные программы с привлечением ди-
корастущих видов томата, в частности S. pennellii, могут значительно увели-
чить содержание аскорбата в спелых плодах (14-18). Однако для эффек-
тивной селекции по этому признаку необходимо более детальное изучение 
генетических детерминант, ответственных за накопление аскорбата в спе-
лых плодах.   

Одной из важнейших реакций биосинтеза аскорбата в клетках 
высших растений считается превращение GDP-D-маннозы в GDP-1-га-
лактозу, которое катализирует фермент GDP-манноза-3´,5´-эпимераза 
(GME; EC 5.1.3.18). В отличие от большинства растений, которые имеют 
лишь одну копию гена GME, в геноме томата идентифицированы две ко-
пии — GME1 и GME2 на 1-й и 9-й хромосомах (17, 19). Анализ колокали-
зации QTL (quantitative trait loci) указывает на то, что GME может служить 
генетической детерминантой повышенного уровня аскорбата в плодах то-
мата (17, 19). Это предположение подтверждает работа L. Gilbert с соавт. 
(20), где для подавления экспрессии обоих генов — SlGME1 и SlGME2 ис-
пользовался метод РНК сайленсинга. Позднее C. Zhang с соавт. (21) проде-
монстрировали, что сверхэкспрессия обоих генов значительно увеличила 
содержание аскорбата в листьях и спелых плодах томата. Это напрямую 
влияло на стрессоустойчивость модифицированных растений. Положитель-
ную корреляцию между экспрессией GME и содержанием аскорбата пока-
зали также для яблони и черники (22, 23). Анализ эволюционных паттернов 
гена GME на основе сравнения 59 геномов разных видов высших растений 
и зеленых водорослей выявил высокую степень консервативности после-
довательности и структурной организации GME у высших растений (24). 
Однако структуру генов-гомологов GME у дикорастущих видов томата до 
настоящего времени не исследовали. 

В представляемой работе мы впервые выявили и детально охаракте-
ризовали гены-гомологи GME1 у сортов культивируемого томата S. lycoper-
sicum и образцов дикорастущих видов, характеризующихся высоким содер-
жанием аскорбата в плодах. Определена вариабельность нуклеотидных и 
аминокислотных последовательностей, состав функциональных мотивов у 
генов-гомологов GME1. Анализ экспрессии таких генов-гомологов у образ-
цов томата с разным содержанием аскорбата в товарной продукции показал 
отсутствие связи между этим признаком и транскрипционной активностью 
GME1 в зрелых плодах.  

Целью исследования стала идентификация новых генов-гомологов 
GME1 и сравнительный анализ их структуры и транскрипционной актив-
ности у разных видов томата для выявления возможных корреляций между 
различиями этих генов и накоплением аскорбата в плодах. 

Методика. Растительный материал включал 15 образцов томата (сек-
ция Lycopersicon, род Solanum) — 11 дикорастущих видов S. chmielewskii 
(VIR13725), S. neorickii (VIR5033), S. chilense (VIR4300), S. corneliomulleri 
(VIR4367), S. peruvianum (VIR4361), S. peruvianum var. dentatum (VIR3966), 
S. arcanum (VIR13958), S. habrochaites (VIR13964), S. cheesmaniae (VIR3969), 
S. galapagense (VIR3970), S. pimpinellifolium var. racemigerum (VIR1018), дико-
растущий образец томата овощного S. lycopersicum var. humboldtii (VIR2912), 
сорта томата овощного S. lycopersicum Silvestre recordo (VIR1580), Бычье 
сердце и Желтый белорус (предоставлены ФГБНУ ФИЦ Всероссийский 
институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова, г. Санкт-Пе-
тербург, ФНЦО ФНЦ овощеводства и ООО «Гавриш», Московская обл.). 
Растения выращивали в теплице (23 °С, длина светового дня 16 ч, освещен-
ность 5 тыс. лк/м2).  
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При определении содержания аскорбата в плодах для его экстрак-
ции использовали метод G. Giovanelli с соавт. (25) с модификациями. К 
свежим томатам добавляли водный раствор метафосфорной кислоты 
(1 г/100 мл) в соотношении 1:10 (масса/объем) и гомогенизировали в 
блендере Waring 8011 («Waring», США). Полученный гомогенат быстро пе-
реносили в полипропиленовые пробирки и центрифугировали при 11000 g 
в течение 20 мин при 4 °С. Анализ выполняли методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ, жидкостный хроматограф с масс-
детектором LC-QQQ Agilent 6460, «Agilent Technologies», США; колонка 
ACE® 5 C18, «Advanced Chromatography Technologies, Ltd.», Великобрита-
ния) (ЦКП «Промышленные биотехнологии ФИЦ Биотехнологии РАН», 
г. Москва). Подвижная фаза — сверхчистая вода (рH 3), изократическое 
элюирование (скорость потока 0,5 мл/мин, температура 35 °С). Суперна-
танты предварительно фильтровали через мембранные фильтры с размером 
пор 0,45 мкм («Amersham», США). Объем анализируемых проб 20 мл. Кон-
центрацию аскорбиновой кислоты выражали в расчете на 100 г гомогени-
зированной мякоти плода. Содержание аскорбата определяли в двух биоло-
гических повторностях. 

Геномную ДНК выделяли из свежесобранных листьев томата по ме-
тоду K. Edwards с соавт. (26). Оценивали чистоту и определяли концентрацию 
полученных препаратов ДНК (спектрофотометр DU 530, «Beckman», США). 

Для выделения РНК с последующим синтезом кДНК использовали 
листья, корни, цветки и плоды (на стадии полной спелости) дикорастущих 
образцов видов томата S. lycopersicum var. humboldtii, S. peruvianum, S. hab-
rochaites и трех сортов томата овощного S. lycopersicum Silvestre recordo, Бы-
чье сердце и Желтый белорус. РНК выделяли с помощью набора реактивов 
RNeasy Plant Mini Kit («Qiagen», Германия) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя. Полученные препараты РНК обрабатывали ДНКазой I 
(10 ед.) («Invitrogen», США) в соответствии с прилагаемым описанием. Пре-
параты кДНК получали с использованием набора GoScript™ Reverse Trans-
cription System («Promega», США) согласно методике производителя. Кон-
центрацию РНК и кДНК определяли на флуориметре Qubit 4 («Thermo Fisher 
Scientific», США) с помощью соответствующих реактивов («Invitrogen», 
США). Дополнительно качество РНК проверяли методом электрофореза в 
1,5 % агарозном геле.  

ПЦР-амплификацию проводили на приборе Veriti™ 96-well Thermal 
Cycler («Applied Biosystems», США) в реакционной смеси объемом 15 мкл, 
содержащей 1,5 мкл Dream™ Taq буфера 10½, 20 мМ dNTP, 10 мкМ спе-
циально разработанных нами праймеров GME F (5´-CACTGTATTAGTGCC-
TCATC-3´) и GME R (5´-CAATTACCAGAATCTAACACATC-3´), 0,25 мкл 
Dream™ Taq DNA Polymerase (5 U/мкл) («Fermentas», Литва) и ∼ 100 нг 
геномной ДНК. Условия амплификации: 5 мин при 95 °С; 15 с при 95 °С, 
10 с при 58 °С, 1 мин при 72 °С (40 циклов); конечная элонгация — 4 мин 
при 72 °С. 

Полученные продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 
1,5 % агарозном геле в 1½ ТВЕ-буфере, окрашенном бромистым этидием. 
Результаты документировали в системе Gel Doc™ XR+ Imaging System («Bio-
Rad», США). Использовали коммерческие стандарты для определения раз-
меров амплифицированных фрагментов ДНК 1 Kb DNA Ladder и 100 bp 
DNA Ladder («Fermentas», Литва).  

ПЦР-продукты клонировали с помощью системы плазмидного век-
тора pGEM®-T Easy Vector («Promega», США) согласно методике, пред-
ложенной производителем, с дополнительной депротеинизацией смесью 
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фенол:хлороформ (1:1). 
Анализ экспрессии генов-гомологов GME1 проводили в четырех ор-

ганах томата — корень, лист, цветок, плод в биологической спелости мето-
дом количественной ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР, RT-qPCR) с ис-
пользованием набора «Реакционная смесь для проведения РВ-ПЦР в при-
сутствии SYBR GreenI и ROX» (ООО «Синтол», Россия) на амплификаторе 
CFX96 Real-Time PCR Detection System («Bio-Rad Laboratories», США). Ре-
акции проводили в двух биологических и трех аналитических повторах. Для 
анализа экспрессии использовался следующий протокол: 5 мин при 95 °С; 
15 с при 95 °С, 30 с при 60 °С (40 циклов), чтение результатов. Для получе-
ния кривых плавления продуктов амплификации увеличивали температуру 
от 55 °С до 95 °С (с шагом 0,5 °С каждые 5 с) с последующим чтением 
результатов. Для анализа экспрессии генов-гомологов GME1 была разрабо-
тана пара праймеров GMErnaF (5´-AGAATGGGAAGCTCTGGTGG-3´) и 
GMErnaR (5´-GGCTTCCAATTGAAATGATGACAG-3´), позволяющая ам-
плифицировать фрагмент длиной 185 п.н. При нормализации использовали 
величину экспрессии референсных генов Expressed и Actin 2/7 согласно опи-
санию (27, 28). 

Биоинформатический анализ нуклеотидных последовательностей 
проводили с помощью программы MEGA 7.0 (29) (https://www.kent.ac.uk/soft-
ware/mega-7). Анализ последовательностей аминокислот и предсказание 
наличия сайтов замен, оказывающих значительное влияние на функцио-
нальность фермента, выполняли в программе PROVEAN (30) (http://pro-
vean.jcvi.org/index.php). Поиск общих скрытых мотивов проводили в про-
грамме MEME 5.3.2 (31) (https://meme-suite.org/meme/tools/meme). Для до-
полнительного анализа аминокислотных последовательностей использовали  
ресурс NCBI-CDD (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) и базу данных UniProt 
(https://www.uniprot.org). Для сравнительного анализа нуклеотидных и ами-
нокислотных последовательностей также были использованы последова-
тельности генов-гомологов GME из базы данных NCBI — S. lycopersicum 
сорт Heinz 1706; S. pimpinellifolium (LA0480), S. arcanum (LA2157); Oryza sativa 
и Arabidjpsis thaliana.  

При определении содержания аскорбата рассчитывали среднеариф-
метические значения.  

Результаты. Накопление  а скорба та  в  з релых  плодах. Рас-
пределение изученных образцов по содержанию витамина С в плодах ил-
люстрирует таблица 1. Биохимический анализ показал, что у эволюционно 
более молодых красноплодных видов томата S. lycopersicum и S. pimpinel-
lifolium накопление аскорбата происходит равномерно по мере созревания 
плода с максимум в плоде биологической спелости. У большинства зелено-
плодных перекрестноопыляемых томатов наблюдается обратная динамика с 
максимальным содержанием аскорбата на ранних стадиях развития плода. 
Были выявлены образцы с наименьшим и наибольшим содержанием аскор-
бата в плоде на стадии биологической спелости. Среди представителей S. ly-
copersicum наименьшее количество аскорбата детектировали в образцах 
Желтый белорус (28,1 мг/100 г гомогенизированной мякоти плода) и Бы-
чье сердце (42,8 мг/100 г), наибольшее — у S. lycopersicum var. humboldtii 
(120,1 мг/100 г). Полученные значения несколько превышали данные, по-
лученные ранее для сортов и образцов дикорастущих видов S. pennellii и 
S. pimpinellifolium (32), что может быть результатом специфичности прояв-
ления этого признака у изученных сортов и образцов, а также условий вы-
ращивания растений.  
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1. Скрининг изученных видов томата (Solanum L.) по содержанию аскорбата в 
плодах (М, мг/100 г гомогенизированной мякоти плода) в фазу полной спе-
лости 

Генотип IG MG Br Спелый плод 
S. lycopersicum Silvestre recordo (VIR1580) К/О 0,2 11,9 23,2 68,5 
S. pimpinellifolium var. racemigerum (VIR1018) К/Д 36,5 77,4 99,3 150,3 
S. lycopersicum var. humboldtii (VIR2912) К/Д 19,3 14,7 17,1 120,1 
S. lycopersicum сорт Бычье сердце К/О 2,5 6,8 12,3 42,8 
S. lycopersicum сорт Желтый белорус К/О 0,4 13,1 16,8 28,1 
S. cheesmaniae (VIR3969) К/Д 9,5 32,4 23,3 130,1 
S. galapagense (VIR3970) К/Д 34,2 46,4 65,7 84,2 
S. chmielewskii (VIR13725) З/Д 63,3 74,8 94,1 132,7 
S. chilense (VIR4300) З/Д 21,8 43,7 63,2 93,3 
S. corneliomulleri (VIR4367) З/Д 14,9 18,7 27,2 104,8 
S. peruvianum (VIR4361) З/Д 18,8 17,6 36,4 85,0 
S. peruvianum var. dentatum (VIR3966) З/Д 50,0 84,7 87,3 119,7 
S. arcanum (VIR13958) З/Д 66,9 65,2 37,8 44,7 
S. habrochaites (VIR13964) З/Д 0,2 0,2 0,3 0,3 
S. neorickii (VIR5033) З/Д 58,0 78,4 98,1 127,3 
П р и м е ч а н и е. K — красноплодные, З — зеленоплодные, Д — дикорастущие, О — культивируемые. 
IG — завязавшийся плод, MG — зеленый плод финального размера, Br — бланжевый плод. Измерения 
проводились в двух биологических повторностях (в обобщенных пробах). 

 

Идентификация  и  х арактеристика  в ариабельности  г е -
нов- гомоло гов  GME1. При дизайне праймеров для амплификации ДНК 
генов GME — фермента, вовлеченного в синтез аскорбата, использовали 
представленные в базе данных NCBI геномы томата овощного S. lycoper-
sicum сорта Heinz 1706 (NM_001247914.2), дикорастущего вида томата 
S. pennellii (XM_015214839.2) и картофеля S. tuberosum (GCA_000226075.1) 
и последовательности мРНК. В результате для амплификации гена GME1 
была разработана пара фланкирующих праймеров GME F–GME R (табл. 2). 
Кроме того, для секвенирования были разработаны внутренние праймеры 
с локализацией в последовательностях экзонов. В итоге для амплификации 
и секвенирования генов GME1 получили семь внутренних праймеров (см. 
табл. 2, рис. 1).  

2. Праймеры, разработанные для амплификации и секвенирования генов-го-
мологов GME1 у исследованных сортов и дикорастущих видов томата 
(Solanum L.)  

Праймер Последовательность (5´→ 3´) 
GME F  CACTGTATTAGTGCCTCATC 
GME R CAATTACCAGAATCTAACACATC 
GME1exF CAGCTTCAATATGATGGAAGCT 
GME2exF CAGCCTGAAAGAAGCTGATG 
GME3exR ACCTTTCCAGGTTCCAAAAGG 
GME4exF GCACAAACTGCAACGGATAAG 
GME5exR ATTGTTGGAGCCCAACCAAG 
GME5exF GCCAGTAAACATTGGAAGTGA 
GME4inR CTCCAGTAATTCAGAATAAGTGG 

         

 

Рис. 1. Схематичное изображение структуры гена GME1, полученной при анализе генов-гомологов 
GME1 у 11 дикорастущих видов томата и сорта томата овощного Silvestre recordo с использова-
нием разработанных праймеров. Отмечено расположение фланкирующих и внутренних прай-
меров с локализацией в экзонах (зеленые прямоугольники) и интроне (линии). Римскими циф-
рами отмечены экзоны. Описание видов и сортов см. в разделе «Методика» и в таблице 1. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000226075.1
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С помощью разработанных праймеров GME F—GME R мы ампли-
фицировали последовательности генов-гомологов GME1 у 11 дикорастущих 
видов томата и сорта томата овощного Silvestre recordo как представителя 
вида lycopersicum. Полученные фрагменты были клонированы и секвениро-
ваны с использованием внутренних праймеров.   

Сравнение структуры генов-гомологов GME1 у изученных образцов 
томата показало, что у всех анализируемых видов этот ген состоит из шести 
экзонов (см. рис. 1), что совпало с данными по анализу экзон-интронной 
структуры GME1 гена S. lycopersicum, полученными ранее (21). Длина гена 
варьировала от 1962 п.н. (S. galapagense) до 1985 п.н. (S. peruvianum). Размеры 
гена не зависели от того, был ли вид эволюционно более древним (зелено-
плодным) или более молодым (красноплодным). Сравнение с ранее полу-
ченными данными по гену GME у культивируемого томата сорта Ailsa Craig 
также не выявило разницы в нуклеотидных последовательностях (21).  

В полногеномной последовательности GME1 мы обнаружили 139 од-
нонуклеотидных замен (single nucleotide polymorphisms, SNPs), что соста-
вило 6,9 %. Из них 134 SNPs были найдены у зеленоплодных видов тома-
тов и всего лишь 5 — у красноплодных видов. Подавляющее большинство 
(108 SNPs) выявили в интронных последовательностях. Ранее при анализе 
генома томата было показано, что частота встречаемости нуклеотидных за-
мен в интронных последовательностях составляет в среднем 8±2 % (33). 
Описанный нами в представляемой работе уровень полиморфизма интро-
нов у генов-гомологов GME1 в целом соответствует приведенному значе-
нию. Также в результате проекта The 100 Tomato Genome Sequencing Con-
sortium было показано, что вариабельность последовательностей генов у 
красноплодных томатов в 20 раз ниже, чем у зеленоплодных видов (33). В 
нашем исследовании это разница для GME1 оказалась 26,8-кратной, что 
также согласуется с ранее опубликованными данными (33). 

В кодирующей области были обнаружены 28 однонуклеотидных за-
мен — два SNPs у красноплодных видов и 26 SNPs у зеленоплодных (рис. 2, 
см. на сайте http://www.agrobiology.ru). Число синонимичных замен в обла-
сти экзонов составляло от 7-8 SNPs у образцов S. peruvianum до 12 и 13 
соответственно у S. arcanum и S. neorickii. Только две замены — G2E и 
E281D, выявленные у зеленоплодных видов S. neorickii и S. peruvianum var. 
dentatum, оказались несинонимичными.  
 

 

Рис. 2. Распределение SNPs в кодирующей области генов-гомологов GME1 у изученных пере-
крестно- и самоопыляемых дикорастущих видов и сортов томата (Solanum L.). Числовыми зна-
чениями обозначено расположение однонуклеотидных замен. Описание видов и сортов см. в 
разделе «Методика» и в таблице 1. 

 

У томата, помимо нуклеотидных замен в анализируемых последова-
тельностях генов-гомологов GME1, мы обнаружили 22 индела размером от 
1 до 10 п.н. Все инделы, как и ожидалось, локализовались в интронах, 
максимальное число инделов (семь) находилось в V интроне. Интересно, 
что в IV интроне (в положении 1237 от стартового кодона) был выявлен 

http://www.agrobiology.ru/articles/5-2021tyapkina-ris2-rus.pdf
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9-нуклеотидный индел (CCCTTGTA), присутствующий только у само-
опыляемых видов, включая красноплодные виды S. lycopersicum (сорта 
Heinz 1706 и Silvestre recordo), S. pimpinellifolium (LA0480), S. pimpinellifolium 
var. racemigerum, S. cheesmaniae, S. galapagense и зеленоплодный вид S. chmi-
elewskii. Кроме инделей, в анализируемых последовательностях GME1 мы об-
наружили пять SNPs, также характерных для самоопыляемых видов томата 
(рис. 3). 

  

 
Рис. 3. Распределение SNPs в генах-гомологах GME1 у изученных перекрестно- и самоопыляе-
мых дикорастущих видов и сортов томата (Solanum L.). Цветом обозначены красно(оранжево)- 
и зеленоплодные виды. Числовые значения соответствуют положению выявленных однонук-
леотидных замен. Описание видов и сортов см. в разделе «Методика» и в таблице 1. 

  

3. Характеристика идентифицированных генов-гомологов GME1 у изученных сор-
тов и дикорастущих видов томата (Solanum L.) 

Вид 
Номер в базе 
данных Gen-
Bank NCBI 

Длина 
гена, 
п.н. 

Длина 
1 2 

Изоэлек-
трическая 
точка pI  

Молекуляр-
ная масса, 
кДа 

интронов 
общая, п.н. 

кДНК, 
п.н. 

белка, 
а.о. 

К р а с н о п л о д н ы е  
Самоопыляемые 

S. lycopersicum  
сорт Silvestre 
recordo (VIR1580)  MK895092 1963 832 1131 376 0 0 5,65 42,456 
S. pimpinellifolium 
var. racemigerum 
(VIR1018)   MK895094 1963 832 1131 376 1 0 5,65 42,456 
S. cheesmaniae 
(VIR3969)   MK895095 1963 832 1131 376 0 0 5,65 42,456 
S. galapagense 
(VIR3970)   MK895096 1962 831 1131 376 0 0 5,65 42,456 

З е л е н о п л о д н ы е   
Самоопыляемые 

S. chmielewskii 
(VIR13725)  MK895097 1966 836 1131 376 0 0 5,65 42,456 

Перекрестноопыляемые  
S. chilense  
(VIR4300)  MK895098 1973 842 1131 376 10 0 5,65 42,456 
S. corneliomulleri 
(VIR4367)  MK895099 1981 850 1131 376 10 0 5,65 42,456 
S. peruvianum 
(VIR4361)  MK895100 1985 854 1131 376 7 0 5,65 42,456 
S. peruvianum var. 
dentatum  (VIR3966)  MK895101 1982 851 1131 376 8 1 5,64 42,515 
S. arcanum 
(VIR13958)  MK895102 1982 851 1131 376 12 0 5,65 42,456 
S. habrochaites 
(VIR13964)  MK895103 1975 844 1131 376 10 0 5,65 42,456 
S. neorickii 
(VIR5033)  MK895093 1981 850 1131 376 13 1 5,56 42,601 
П р и м е ч а н и е. 1 и 2 — число SNPs и аминокислотных замен по сравнению с референсной последова-
тельностью (S. lycopersicum, сорт Heinz 1706; GeneBank NCBI). Данные для сорта Silvestre recordo приведены 
как типичные для изученных сортов. Описание видов и сортов см. в разделе «Методика» и в таблице 1.  
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Кодирующие последовательности генов-гомологов GME1 были транс-
лированы. Полученные белковые последовательности имели одинаковую 
длину — 376 а.о., что соответствовало молекулярной массе 42 кДа (табл. 3). 
В целом аминокислотные последовательности белков оказались сходными. 
В белках GME1 у зеленоплодных видов S. neorickii и S. peruvianum var. 
dentatum присутствовали две аминокислотные замены — G2E и E281D. Про-
веденный анализ этих замен с использованием программы PROVEAN по-
казал, что они не являются радикальными и, предположительно, не могут 
влиять на функциональность GME1. Полученные результаты подтверждают 
данные о том, что GME относится к числу наиболее консервативных бел-
ков, вовлеченных в биосинтез аскорбата (24, 34). 

Следует отметить, что оба образца, у которых были выявлены неси-
нонимичные замены, — S. neorickii и S. peruvianum var. dentatum существенно 
не отличались от других образцов по содержанию аскорбиновой кислоты 
(см. табл. 1) и динамике ее накопления. 

У всех изученных видов томата анализ аминокислотных последова-
тельностей GME1 с использованием базы данных UniProt (35) выявил 
эпимеразный домен (позиции 30-269 а.о.). Внутри домена у всех анализи-
руемых белков были идентифицированы пять сайтов связывания с субстра-
том GME — GDP-маннозой (G105, N204, K226, R307 и S357), а также четыре 
сайта связывания с NAD+ — кофактором GME (D60, D80, Y175 и K179). 

  

 

Рис. 4. Консервативные аминокислотные остатки в белках GME1 у изученных сортов и дикорас-
тущих видов томата (Solanum L.), имеющие критическое значение для функциональности фер-
мента GME (GDP-манноза-3´,5´-эпимераза) (указаны стрелками). Для сравнения взяты амино-
кислотные последовательности гомологов GME риса и арабидопсиса из базы данных NCBI. 
Описание видов и сортов см. в разделе «Методика» и в таблице 1.  

 

Ранее была определена структура и функции GME у Arabidopsis thali-
ana (36). Проведенный нами сравнительный анализ с использованием пакета 
программ MEGA 7.0 показал высокую степень гомологии этого белка у ара-
бидопсиса и томата, что позволяет предположить и функциональное сход- 
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ство аминокислотной последовательности GME1 у томата и арабидопсиса. 
Так, на основе данных сайт-направленного мутагенеза гена GME у араби-
допсиса было показано, что за активность окислительной и восстановитель-
ной эпимеризации отвечают именно аминокислоты С145 и К217 (36). Эти 
аминокислотные остатки совпадают с таковыми в белке GME1 томата и, 
следовательно, тоже могут быть определяющими для его функциональной 
активности. Аминокислоты С145 и К217 были инвариантны во всех про-
анализированных нами последовательностях GME1 у изученных образцов 
томата (рис. 4). 

Анализ также показал, что GME1 является членом семейства удли-
ненной короткоцепочечной дегидратазы/редуктазы (short chain dehydra-
tase/reductase, SDR), хотя и с модифицированным нуклеотид-связываю-
щим мотивом, богатым глицином (37) (GAGGFIA вместо GXXGXXG) (36). 
У изученных нами видов томата в GME1 также был выявлен консерватив-
ный мотив GAGGFIA в положении 34-40 а.о. Столь высокая консерватив-
ность указанного мотива у белков GME, скорее всего, определяется его 
критической функцией, которая обусловлена участием в образовании водо-
родных связей с NAD+. 

Кроме того, мы проанализировали аминокислотные последователь-
ности, полученные нами для GME1 у изученных видов томата и у гомологов 
других видов (O. sativa, A. thaliana) в программе MEME 5.3.2, что позволило 
выявить 10 консервативных мотивов. Все обнаруженные мотивы (см. до-
полнительные материалы на сайте http://www.agrobiology.ru) показывали 
высокую консервативность в сравнении с гомологами у других представи-
телей рода Solanum и с гомологом GME арабидопсиса. Полученные нами 
результаты подтвердили данные о сходстве как гомологов GME1, так и 
GME2 у растений (24). Во втором мотиве (12-61 а.о.) выявлена последова-
тельность GAGGFIA, нуклеотид-связывающие функции которой опреде-
лены ранее для A. thaliana (36). 

Также мы сравнили выявленные мотивы с использованием ресурса 
NCBI-CDD, что позволило отнести их к NAD-связывающим доменам — 
NAD(P)(+)-binding Rossmann-fold (NADB_Rossmann). Домен NADB харак-
терен для многих дегидрогеназ метаболических путей и различных окисли-
тельно-восстановительных ферментов. Считается, что присутствием этого 
домена обусловлена эпимеразная активность GME1 (24). 

 Таким образом, проведенный анализ мотивов и доменов белка 
GME1 у изученных образцов томата и сравнение с гомологичными белками 
риса и арабидопсиса не выявил каких-либо специфических мотивов ни на 
межвидовом уровне, ни на более отдаленных таксономических уровнях. 
Наблюдаемый низкий уровень вариабельности белков GME1 у эволюционно 
достаточно отдаленных видов томата, например S. neorickii и S. lycopersicum 
(сорт Silvestre recordo), и наличие лишь двух радикальных замен подтверждает 
его консервативность, показанную ранее (34), и, по всей видимости, свиде-
тельствует о функциональной значимости этого фермента (а также катализи-
руемой им биохимической реакции) для синтеза аскорбата и, опосредованно, 
для защиты от стрессовых факторов, прежде всего от фотостресса.  

Анализ  экспрессии  г енов- гомоло гов  GME1. Ввиду того, 
что структурный анализ последовательностей генов-гомологов GME1 не 
выявил полиморфизмов, коррелировавших с накоплением аскорбата, мы 
предположили, что влияние фермента GME1 на биосинтез аскорбата может 
осуществляться на уровне транскрипции. 

При изучении органоспецифичности транскрипционной активно-
сти генов-гомологов GME1 мы сравнили активность транскрипции этого 

http://www.agrobiology.ru/articles/5-2021tyapkina-rissuppl-rus.pdf
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гена в четырех органах (корень, лист, цветок и плод в стадии биологической 
спелости) у растений S. lycopersicum сорта Silvestre recordo и образца дико-
растущего вида S. peruvianum, которые характеризовались контрастным со-
держанием аскорбата в плодах (см. табл. 1, рис. 5).  

Проведенный анализ выявил 
наибольшую транскрипционную ак-
тивность GME1 в листьях незави-
симо от вида томата и накопления 
аскорбата в плодах. Подобный ре-
зультат ожидаем, так как листья бо-
лее всего подвержены фотоокисли-
тельному стрессу. При этом самый 
низкий уровень экспрессии гена 
GME1 отмечали в плодах (см. рис. 5).  

Однако именно содержание 
аскорбата в плодах (и в частности, 
выяснение механизмов, обеспечи-
вающих формирование этого при-
знака) представляет наибольший 
практический интерес. Для более 
детального изучения возможной 
связи между накоплением аскор-
бата в товарной продукции и коли-
чеством транскриптов GME1 мы оп-
ределили уровень экспрессии GME1 

в плодах биологической спелости у пяти образцов — томата овощного 
S. lycopersicum сортов Silvestre recordo, Бычье сердце, Желтый белорус и об-
разцов дикорастущих видов S. lycopersicum var. humboldtii и S. peruvianum 
(рис. 6, А). Отобранные образцы были контрастными по содержанию ас-
корбата в плодах и представляли как сорта и дикорастущий образец крас-
ноплодного культивируемого вида, так и образец дикорастущего зелено-
плодного вида. У тех же пяти образцов мы проаннотировали экспрессию 
GME1 в зрелых плодах (см. рис. 6, Б).  

 

 

Рис. 6. Содержание аскорбата (А, АК) в сопоставлении с экспрессией гена GME1 (Б) в плодах в 
фазу биологической спелости у линии и сортов томата овощного Solanum lycopersicum Желтый 
белорус (1), Бычье сердце (2), Silvestre recordo (3) и образцов дикорастущих видов S. peruvianum 
(4), S. lycopersicum var. humboldtii (5). Нормализацию экспрессии проводили по двум стандарт-
ным референсным генам Expressed и Actin 2/7. 

 

Сопоставление результатов анализа экспрессии генов GME1 и 
биохимического анализа (см. рис. 6) не обнаруживает четкой корреляции 
между полученными показателями, допустимо лишь говорить о слабой об- 

 

Рис. 5. Экспрессия генов-гомологов GME1 в орга-
нах растений томата двух видов с контрастным со-
держанием аскорбата в плодах: A — Solanum 
lycopersicum (сорт Silvestre recordo), Б — S. 
peruvianum; К — корень, Л — лист, Ц — цветок, 
П — плод в фазу биологической спелости. Нор-
мализацию экспрессии проводили по двум стан-
дартным референсным генам Expressed и Actin 2/7. 
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ратной зависимости экспрессии гена в зрелых плодах и содержания в них 
аскорбата. Можно также предположить, что на конечное содержание аскор-
бата в созревшем плоде у анализируемых видов томата определяющее вли-
яние может оказывать не интенсивность экспрессии GME1 на последней 
стадии созревания плода, а то, насколько этот ген был активен на более 
ранних стадиях созревания, что было показано ранее для S. lycopersicum 
сорта West Virginia 106 (38). Для подтверждения или опровержения такого 
предположения необходимо изучить активность GME1 в процессе созрева-
ния плодов. Кроме того, следует рассматривать возможные альтернативные 
метаболические пути накопления аскорбата в спелых плодах томата, напри-
мер L-галактозный путь, в котором в качестве субстрата используются по-
лисахариды из клеточной стенки плода. 

Проведенный биохимический анализ содержания аскорбата в зре-
лых плодах у изученных видов томата не показал корреляции с уровнями 
транскрипции GME1 или выявленными SNPs (см. рис. 6). Возможное объ-
яснение в дополнение к сформулированному выше предположению, что 
транскрипционная активность гена GME1 может влиять на содержание ас-
корбата в плодах на стадиях, предшествующих полной зрелости, состоит в 
том, что GME1, помимо биосинтеза аскорбата, активно вовлечен в синтез 
клеточной стенки во время роста плода (38). Также следует учитывать, что 
помимо L-галактозного пути, для образования аскорбата в плодах томата 
могут быть использованы другие альтернативные пути биосинтеза, напри-
мер мио-инозитольный (39).    

Итак, в представленной работе нами впервые получены и проанали-
зированы последовательности генов-гомологов GME1 в 11 видах культиви-
руемого и дикорастущего томата. Проведенный структурно-функциональ-
ный анализ показал крайне высокую консервативность генов-гомологов 
GME1 и кодируемых ими белков как у эволюционно более древних зелено-
плодных видов, так и у эволюционно более молодых красноплодных тома-
тов. В генах-гомологах GME1 найдены 28 SNPs, характерные для самоопы-
ляемых видов томата, что может быть использовано в селекционной работе. 
Не выявлена корреляция между содержанием аскорбата в зрелых плодах, 
с одной стороны, и обнаруженными SNPs или уровнями транскрипции 
GME1 — с другой. Результаты проведенного исследования показывают, что 
у изученных нами видов томата белок GME1 не имеет значимого влияния 
на накопление аскорбата в спелых плодах и косвенно подтверждают, что 
биосинтез аскорбата в плодах томата могут обеспечивать другие альтерна-
тивные пути, такие как мио-инозитольный или L-галактозный. 
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A b s t r a c t  
 

Ascorbic acid (ascorbate, vitamin C) plays an important role in various metabolic processes 
both in plants and humans. Increasing the ascorbate content in plants using breeding approaches is 
important, both from the point of view of increasing the nutritional value of fruits, and from the point 
of view of plant resistance to stress. It is known that tomato has high potential as an ascorbate source 
in the human diet. Unfortunately, the ascorbate levels in ripe fruits of modern tomato (Solanum lyco-
persicum) cultivars and hybrids are low in comparison with relative wild tomato species. Use wild 
tomato accessions in breeding programs can significantly increase the ascorbate content of ripe fruits. 
However, for effective breeding for this trait, a more detailed study of the genetic determinants 
responsible for the ascorbate levels increase in in ripe fruits is necessary. In this study, we cloned 
and sequenced novel GME1gene homologous, which plays a key role in ascorbate biosynthesis in 
cultivated tomato and 11 wild tomato species. Structural analysis showed a low GME1variability 
level of in tomato species. In the GME1 coding sequences, 28 SNPs were identified, of which only 
two led to nonsynonymous aminoacid substitutions (G2E and E281D) in S. neorickii and S. peru-
vianum var. dentatum. Analysis of GME1 motifs and domains did not reveal any specific motifs 
either at the interspecific level or at more distant taxonomic levels. The high GME1 conservatism 
observed in quite evolutionarily distant tomato species is most likely due to the functional signifi-
cance of this enzyme for the ascorbate synthesis and, indirectly, for protection from stress factors, 
primarily photostress. No correlation was found between amino acid or nucleotide substitutions and 
ascorbate levels in fruits. Expression analysis, including comparative interspecies organ-specific anal-
ysis and analysis of the dependence of the ascorbate content in mature fruits in tomato cultivars and 
wild species accessions and the GME1 expression level, also did not reveal a relationship between 
transcriptional levels and ascorbate concentration. It can also be assumed that the final ascorbate 
content in the ripe tomato fruit may be influenced not by the intensity of GME1 expression at the 
last stage of fruit ripening, but by how this gene was active at earlier stages of ripening.  

 

Keywords: GME1, gene expression, SNP, Solanum lycopersicum, wild tomato species, to-
mato cultivars, ripe fruits, ascorbate content.   
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