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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ  
ВИРУСОПОДОБНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ В ГЕНОМЕ ХВОЙНЫХ 

В статье описывается разнообразие вирусоподобных генетических элементов хвойных. Дан-
ные для последующего анализа и поиска вирусоподобных последовательностей в растительном 
геноме были получены в результате высокопроизводительного секвенирования на основе полу-
проводниковой детекции протонов (технология Ion Torrent). Приведены общие сведения о схеме 
секвенирования по этой технологии. В качестве исходного материала использовались геномные и 
транскриптомные ДНК- и кДНК-библиотеки сосны обыкновенной и ели европейской. Поиск среди 
полученных протяженных последовательностей проводился путем сопоставления с записями базы 
данных GenBank (National Center for Biotechnological Information – NCBI), с использованием он-
лайн-программы BLAST. Был аннотирован ряд последовательностей, имеющих сходство с ранее 
описанными вирусоподобными генетическими элементами. Среди них – ретротранспозоны групп 
Ty3/gypsy и Ty1/copia, содержащие длинные концевые повторы (LTR) и широко встречающиеся в 
геноме ели, а также ретротранспозоны, не содержащие LTR и относящиеся к семейству LINE. При 
этом все обнаруженные последовательности были уникальными, а большая их часть содержала 
последовательности различных генов первичного и вторичного метаболизма хвойных, что может 
косвенно свидетельствовать об их роли в формировании адаптивной изменчивости растений. 
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MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF VIRUS-LIKE ELEMENTS 
IN THE GENOME OF CONIFERS 

This article describes a variety of virus-like genetic elements of conifers. Data for later analysis and 
search of the virus-like sequences in the plant genome were obtained by next-generation sequencing 
based on the semiconductor detection of protons (Ion Torrent technology). General scheme of this 
sequencing technology was described. Genomic and transcriptomic DNA and cDNA libraries of scotch 
pine and norway spruce were used as the starting material. Search among the obtained contigs was 
performed by comparing with the GenBank NCBI database records, using BLAST online tool. A series 
of sequences with similarity to the previously described virus-like genetic elements was annotated. We 
have identified the long terminal repeat (LTR)-containing retrotransposons belonging to the Ty3/gypsy 
and Ty1/copia families, that are ubiquitous throughout the spruce genome, and non-LTR 
retrotransposons belonging to the LINE family. In this case all detected sequences were unique and 
most of them contained the sequences of various genes of the primary and secondary metabolism of co-
nifers, which may be indirect evidence of their role in the formation of adaptive variability of plants. 
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Введение. Вирусы растений являются воз-
будителями инфекционных заболеваний, спо-
собны значительно ослаблять растение, ухуд-
шать его хозяйственно ценные признаки [1]. 
Однако по сравнению с другими возбудителя-
ми инфекционных заболеваний фито-вирусы 
(особенно древесных видов) изучены слабо. 

Вирусоподобные генетические элементы 
(ВГЭ) представляют собой нуклеотидные по-

следовательности, интегрированные в геном-
ную ДНК растительных клеток и имеющие 
участки (локусы), гомологичные определенным 
вирусным генам. 

Наиболее распространенным типом ВГЭ в 
геноме как хвойных, так и растений в целом 
являются ретротранспозоны [2, 3], которые со-
гласно современным представлениям имеют 
общего предшественника с ретровирусами [4–6]. 
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Однако несмотря на утрату инфекционных 
свойств, вирусоподобные генетические элемен-
ты имеют существенное негативное значение 
для лесного хозяйства, поскольку результатом 
их транспозиции могут стать различные нару-
шения структурно-функциональной организа-
ции генома: инсерции, приводящие к образо-
ванию транскрипционных разрывов в экзон-
ных участках генов растения или увеличению 
размеров интронов, а также делеции и транс-
локации. Это является причиной возникнове-
ния нежелательных фенотипических эффектов 
[7]. ВГЭ являются также одной из причин воз-
никновения выраженной инбредной депрессии 
у хвойных. 

В связи с этим изучение разнообразия виру-
соподобных генетических элементов в геноме 
хвойных представляет определенный интерес. 

Основная часть. На начальном этапе ис-
следований проводилось выделение из расти-
тельного материала суммарной ДНК модифи-
цированным СТАВ-методом и суммарной РНК 
при помощи набора реагентов GeneJET Plant 
RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific). 
Для последующего создания ДНК-библиотек 
все образцы РНК были переведены в стабили-
зированную форму в виде кДНК. 

Библиотеки ДНК-фрагментов для после-
дующего секвенирования готовили согласно 
протоколу фирмы-производителя с использова-
нием набора реактивов Ion Plus Fragment 
Library Kit (Ion Torrent – Life Technologies). 
Шесть библиотек были получены с использо-
ванием суммарной ДНК сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris L.) и три – с использованием 
кДНК, синтезированной на матрице суммарной 
РНК ели европейской (Picea abies (L.) H. Karst.). 
При подготовке библиотек также использовал-
ся набор реагентов Ion Library Equalizer Kit, 
благодаря чему их ожидаемая концентрация 
должна составлять ≈100 pM. 

Качество библиотек фрагментов проверяли 
с применением методов электрофоретического 
фракционирования, спектрофотометрии и ПЦР 
(полимеразной цепной реакции) в режиме ре-
ального времени (real-time PCR). 

Real-time ПЦР проводили на амплификато-
ре Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies) c 
использованием готовой смеси Maxima SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) 
и праймеров для амплификации библиотек 
Library Amplification Primer Mix из набора Ion 
AmpliSeq Library Kit 2.0 (Ion Torrent – Life 
Technologies). Данные эксперимента были пред-
ставлены в виде графика зависимости интен-
сивности флуоресценции от количества про-
шедших циклов ПЦР, при этом резкое возрас-
тание интенсивности флуоресценции началось 

с 6–10-го цикла, что свидетельствует о доста-
точной концентрации исходных библиотек. 

С целью установления соответствия реаль-
ного размера полученных библиотек рекомен-
дованному (согласно протоколу E-Gel Size 
Select Agarose Gels Quick Reference) был прове-
ден электрофоретический анализ. Для него ис-
пользовался 2%-ный (масса/объем) агарозный 
гель на основе ТВЕ-буфера, напряженность 
электрического поля составляла 6 В/см. Гель 
окрашивался бромистым этидием, оценку дан-
ных проводили визуально при помощи УФ-
трансиллюминатора. Проведенное электрофо-
ретическое фракционирование выявило отсут-
ствие деградации ДНК в препаратах. Было ус-
тановлено, что амплифицированные фрагменты 
библиотек имеют размер более 300, но менее 
400 п. н., что соответствует ожидаемому значе-
нию, приведенному в протоколе фирмы-произ-
водителя (≈ 330 п. н.). Фрагменты размером 
около 600 п. н., которые также были обнаруже-
ны в ходе визуального анализа, являлись кон-
катемерами, образовавшимися в ходе ПЦР. 

Был проведен спектрофотометрический 
анализ библиотек для секвенирования, который 
показал, что средняя концентрация полученных 
препаратов нуклеиновых кислот библиотек на-
ходилась в пределах 4,5–7,5 нг/мкл образца. 
Соотношение экстинкций А260/А280 находилось 
в диапазоне 1,83–2,10, что указывает на высо-
кую степень очистки препаратов ДНК. 

Далее готовили матрицу для секвенирова-
ния с использованием полученных библиотек. 
Секвенирование выполнялось на полногеном-
ном анализаторе Ion PGM System (Life Tech-
nologies). Все этапы подготовки проводили в 
соответствии с инструкцией фирмы-произво-
дителя, с использованием наборов реагентов, 
поставляемых вместе с оборудованием. 

На следующем этапе проводили отмывку 
микрочастиц, не несущих амплифицированной 
ДНК (стадия обогащения). Данная операция 
осуществлялась с использованием системы ав-
томатической пробоподготовки Ion OneTouch 
ES и наборов реагентов Ion PGM Template OT2 
Solutions 200 Kit, Ion PGM Enrichment Beads 
(Life Technologies). 

Секвенирующая реакция протекала на чипе 
Ion 314 Chip v2. Финальную пробоподготовку и 
загрузку чипа проводили в соответствии с про-
токолом фирмы-производителя. 

Первичная обработка данных, поступаю-
щих от геномного анализатора Ion PGM System, 
осуществлялась в автоматическом режиме при 
помощи программного обеспечения Ion Torrent 
Suite, поставляемого вместе с оборудованием. 

В результате первичного анализа были по-
лучены следующие показатели для различных 
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образцов: плотность загрузки чипа – от 60 до 
92%, доля моноклональных микросфер – 70–
87%, доля пустых микросфер – 1–5%, а боль-
шая часть полученных прочтений (reads) имела 
длину от 206 до 269 п. н. 

Количество полученных в результате сек-
венирования парноконцевых чтений варьиро-
валось от 695 467 до 923 775. Оценка качества 
полученных последовательностей, а также уда-
ление из сиквенсов последовательностей прай-
меров и адаптеров осуществлялись автоматиче-
ски в ходе постобработки первичных данных 
программным комплексом Ion Torrent Suite. Из 
массива данных удалялись последовательности 
короче 20 п. н., а также с показателем качества 
Q < 20 (т. е. с вероятностью ошибки секвениро-
вания более 1%). Таким образом, для каждого 
образца было получено 273 181–394 954 высо-
кокачественных парноконцевых чтений или 
45,3–65,1 млн п. н.  

Сборка парноконцевых чтений в протяжен-
ные последовательности (контиги) осуществля-
лась при помощи программы DNASTAR SeqMan 
NGen 12. Для различных библиотек число полу-
ченных контигов составляло от 13 711 до 27 712. 

Поиск перспективных последовательностей 
для дальнейшего анализа проводился путем со-
поставления всех контигов с последовательно-
стями базы данных GenBank [8] с использова-
нием программного комплекса BLAST [9], раз-
мещенного на этом сервере, при этом поиск 
осуществлялся по базе данных нуклеотидных 
последовательностей (nucleotide blast), а в каче-
стве определяющего параметра поиска с целью 
расширить выборку была выбрана опция «по-
иск по частичному сходству» (somewhat similar 
sequences (blastn)). 

В результате был выявлен 81 контиг – по-
тенциальные кандидаты в вирусы и вирусопо-
добные генетические элементы. 

Предварительно стоит отметить, что рет-
ротранспозоны подразделяются на две группы: 
элементы, содержащие длинные концевые по-
вторы (long terminal repeat – LTR), и элементы, 
не содержащие их [10, 11]. Среди последних 
различают длинные диспергированные повторы 
(LINE – long interspersed elements) и короткие 
диспергированные повторы (SINE – short inter-
spersed elements) [12]. В свою очередь, среди 

всех ретротранспозонов в геномах эукариот 
наибольшее распространение получили мигри-
рующие генетические элементы, содержащие 
длинные концевые повторы. 

Проведенный анализ выявил большое коли-
чество контигов, имеющих сходство с различ-
ными типами мигрирующих генетических эле-
ментов. При этом 74 из идентифицированных 
последовательностей относились к LTR-содер-
жащим ретротранспозонам группы Ty3/gypsy 
(семейство Metaviridae), а 2 контига – к группе 
Ty1/copia (Pseudoviridae). 

Также было выявлено 5 контигов, относя-
щихся к ретротранспозонам семейства LINE, 
представляющих собой альтернативную группу 
мигрирующих генетических элементов, не со-
держащих в своей нуклеотидной структуре 
длинные концевые повторы. 

Стоит обратить внимание, что наибольшая 
часть (91%) контигов, идентифицированных 
как участки LTR-ретротранспозонов, относи-
лась к семейству Ty3/gypsy. 

Также следует отметить, что все выявленные 
последовательности являлись уникальными, что 
указывает на их самостоятельность. При этом 
большая часть ретротранспозонов ели европей-
ской содержала последовательности различных 
генов первичного и вторичного метаболизма:  
3-каренсинтетазы, энт-каурен-синтетазы, цито-
хрома P450 подсемейства CYP720B и др., что 
указывает на их определенную роль в формиро-
вании адаптивной изменчивости хвойных. 

Заключение. В результате была аннотиро-
вана 81 последовательность, среди них было 
выявлено сходство с LTR-содержащими рет-
ротранспозонами групп Ty3/gypsy и Ty1/copia, 
описанных ранее для ели, а также ретротранс-
позонами, не содержащими LTR и относящи-
мися к семейству LINE. При этом все выявлен-
ные последовательности оказались уникальны-
ми, а большая их часть содержала участки раз-
личных генов первичного и вторичного мета-
болизма хвойных, что может свидетельствовать 
об их роли в формировании адаптивной измен-
чивости растений. 

Полученные результаты могут представлять 
интерес для генетики и селекции лесных древес-
ных видов, расширить знания о вирусоподобных 
генетических элементах хвойных и их значении. 
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