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Цель. Некоторые сорта спельты (Triticum 

spelta L.) наряду с аллелями глиадинов и высо-

комолекулярных субъединиц глютенинов 

(HMW-GS), идентичных мягкой пшенице, со-

держат специфические аллели, которые являют-

ся источником обогащения генофонда T. aesti-

vum. Цель данной работы – идентификация, мо-

лекулярный анализ HMW-GS образца европей-

ской спельты T. spelta К1731 и оценка его влия-

ния на эластичные свойства клейковины. Ме-

тоды. Идентификация HMW-GS проводилась 

методом SDS-электрофореза и ПЦР-анализа. 

Нуклеотидные последовательности генов опре-

деляли посредством секвенирования по Сэнге-

ру. Вторичную структуру белков предсказывали 

на on-line сервере CFSSP. Результаты. У об-

разца T. spelta К1731 выявлены субъединицы 

6.1+22.1 локуса Glu-B1, которые кодируются 

специфическим для спельт аллелем Glu-В1bе. 

Определены нуклеотидные последовательности 

генов 1Bx6.1, 1By22.1 изученного образца 

спельты, проведен анализ аминокислотной по-

следовательности и вторичной структуры белка 

пары субъединиц 6.1+22.1. Выводы. Молеку-

лярный анализ HMW-GS 1Bх6.1 и 1By22.1 

T. spelta К1731 установил невысокий вклад в 

хлебопекарное качество зерна исследованных 

субъединиц. 

Ключевые слова: Triticum spelta К1731, 

HMW-GS, SDS-электрофорез, секвенирование, 

вторичная структура белка, качество клейкови-

ны. 

 

Запасные белки эндосперма, формирую-

щие клейковину (глиадины и глютенины), оп-

ределяют хлебопекарные качества пшеницы. 

Глиадины относительно мало влияют на силу 

муки, в то время как глютенины, состоящие из 

высоко- и низкомолекулярных субъединиц, иг-

рают большую роль в формировании трехмер-

ной структуры клейковины и оказывают суще-

ственное влияние на качество хлеба [1]. Ведутся 

исследования по идентификации генов, коди-

рующих HMW-GS у различных представителей 

трибы Triticeae: Hordeum, Secale, Thinophyrum, 

Aegilops и Dasypyrum [2, 3]. Однако оценке 

влияния новых аллелей HMW-GSсородичей 

пшеницы на хлебопекарные свойства посвяще-

но пока немного работ. Цель данного исследо-

вания – идентификация, молекулярный анализ 

HMW-GS образца европейской спельты Triticum  

spelta К1731 и оценка его влияния на эластич-

ные свойства клейковины. 

 

Материалы и методы  

В работе использовали образец европей-

ской спельты T. spelta К1731 

(2n=6x=42, AABBDD) из коллекции Всероссий-

ского института генетических ресурсов расте-

ний им. Н. И. Вавилова. Глютенины выделяли 

по методике Singhetal. 1991 [4] и анализировали 

в SDS-PAGE [5] в вертикальной электрофорети-

ческой камере Maxigel (Biometra-

Biomedizinische). HMW-GS определяли по но-

менклатурной системе Payne [6]. Гены HMW-

GS идентифицировали с помощью 8 пар прай-

меров к наиболее распространенным аллелям 

локусов Glu-1 [7-10]. Полимеразную цепную 

реакцию проводили в амплификаторе Biometra-

Professional в условиях, оптимальных для каж-

дого из праймеров. Продукты амплификации 

разделяли методом электрофореза в 1,6 % ага-

розном геле в 1× ТАЕ-буфере (40мМ трис-HCl, 

рН 8,0, 10мМ ЭДТА).  

Секвенирование фрагментов осуществля-

ли на автоматическом секвенаторе ABI PRISM 

310 GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems) c ис-

пользованием набора для секвенирования 

BigDyeTerminator v3.1 CycleSequencingkit 

(AppliedBiosystems). Для компьютерной обра-

ботки данных, полученных в результате секве-

нирования, пользовались программой Sequen-

cingAnalysisSoftware v5.2 (AppliedBiosystems); 

для анализа гомологии нуклеотидных последо-
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вательностей – базой данных GenBank при по-

мощи анализатора BLAST Национального цен-

тра биотехнологической информации США. 

Нуклеотидную последовательность исследован-

ных генов транслировали в аминокислотную 

последовательность с помощью ORFpro-

gramNCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Вто-

ричную структуру белков предсказывали на on-

line сервере CFSSP (Chou and Fasman Secondary 

Structure Prediction server, http://www.biogem.org 

/tool/chou-fasman/). 

 

Результаты и обсуждение  

Анализ состава HMW-GS методом элек-

трофореза в SDS-PAGE показал, что образец 

T. Spelta К1731 имел 5 субъединиц: 1, 6.1+22.1, 

2+12 (рис.). Особый интерес представляют не 

характерные для сортов T. аestivum субъедини-

цы 6.1+22.1 (Mr 99 и 88 kDa соответственно), 

подвижность которых по результатам SDS-

электрофореза близка по подвижности субъеди-

ницам 6+8, и эти субъединицы, согласно лите-

ратурным данным, кодируются специфическим 

для спельт аллелем Glu-В1bе [11]. Данный ал-

лель не характерен для сортов T. аestivum, одна-

ко с высокой частотой встречается в группе ев-

ропейских спельт.  

Идентификация HMW-GS также проводи-

лась при помощи 8 пар праймеров к наиболее 

распространенным аллелям локусов Glu-1, ко-

дирующих синтез высокомолекулярных субъе-

диниц глютенина. ПЦР-анализ подтвердил дан-

ные электрофореза в SDS-PAGE. По локусам 

Glu-А1 и Glu- D1 у изученного нами образца 

T. spelta К1731 выявлены аллели а (кодируют 

субъединицы 1 и 2+12 соответственно), которые 

также широко распространены у сортов мягкой 

пшеницы. Можно отметить, что аллель а явля-

ется доминирующим у европейских спельт по 

локусу Glu-D1 и характеризуется невысоким 

вкладом в качество клейковины [12]. При ис-

пользовании праймеров GluBxF/GluBxR, позво-

ляющих амплифицировать фрагменты, ассо-

циированные с наиболее распространенными 

генами х-типа пшеницы: Bx7 (фрагменты 630 и 

766 п. н.), Bx6 (фрагменты ~660 и ~840 п. н.), 

Bx17 (фрагмент 669 п. н.), у образца T. spelta 

К1731 синтезировались фрагменты ~840 п. н. и 

~700 п. н., не характерные для T. аestivum. При 

амплификации с участием праймеров 

ZSBy9aF1/R3 для определения аллеля, коди-

рующего субъединицу y-типа в локусе Glu-B1, 

обнаружен фрагмент ~ 752 п. н., который не вы-

явлен у сортов мягкой пшеницы. Таким обра-

зом, на основе данных метода электрофореза в 

SDS-PAGE и ПЦР-анализа установлено, что 

синтез фрагментов ~840 п. н. и ~700 п. н. при 

использовании пары праймеров GluBx указыва-

ет на наличие гена Bx6.1, а фрагмент ~ 752 п. н. 

при амплификации с парой праймеров 

ZSBy9aF1/R3 - гена By22.1. 

HMW-GS определяют эластичные свойст-

ва клейковины в большей степени, чем осталь-

ные ее компоненты. Однако окончательно не 

установлена взаимосвязь между строением глю-

тенинов и их функцией. Известно, что HMW-GS 

имеют три структурных домена: N – концевой 

(A, около 80–105 аминокислот), центральный 

(В, около 480–700 аминокислот), C – концевой 

(С, 42 аминокислоты). Домены A и C не содер-

жат повторов, а содержат много цистеиновых и 

положительно заряженных аминокислотных 

остатков. Центральный домен состоит из повто-

ряющихся гексапептидов (последовательность 

QQPGQG) с включением гексапептидов типа 

YYPTSL и трипептидов типа QQP или QPG 

[13]. Вторичная структура белка (α-helix, β-

sheet, β-turns) также играет важную роль в опре-

делении его свойств. Изучение вторичной 

структуры высокомолекулярных глютенинов 

показало, что домены А и С содержат преиму-

щественно α-helix и имеют глобулярную струк-

туру. Также установлено наличие в централь-

ном домене большого количества β-turns, кото-

рые формируют широкие спиральные структу-

ры, в значительной степени определяющие эла-

стичные свойства клейковины [14].  

 

 
Рис. Электрофореграмма HMW-GS в SDS-PAGE растений T. spelta К1731: 1–10 – T. spelta К1731; 11 – 

сорт пшеницы Новосибирская 67; 12 – сорт пшеницы Целинная 20. 
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Мы провели молекулярный анализ генов 

локуса Glu-В1 образца T. spelta К1731. Секвени-

рование ПЦР-фрагментов длиной ~840 п. н. и 

~700 п. н., полученных при амплификации с 

праймерами GluBxF/GluBxR, показало, что они 

относятся к одной области гена и идентичны 

друг другу в районе перекрытия. Такая ситуация 

возникла из-за того, что прямой праймер 

GluBxF имеет сходство к несколькими близко-

расположенными друг к другу участками ДНК в 

анализируемой области. Нуклеотидная последо-

вательность фрагмента гена 1Bх6.1 

T. spelta К1731 зарегистрирована нами в между-

народной молекулярной базе данных (код дос-

тупа MF686415.1). Для данной последователь-

ности обнаружен очень высокий уровень сход-

ства с нуклеотидной последовательностью 

1BxT. aestivum, LT626208 (99,8 %), поэтому в 

дальнейшем анализе молекулярной структуры 

гена 1Bх6.1 мы использовали нуклеотидную по-

следовательность полноразмерного гена 1BxT. 

aestivum, размещенную в базе GenBank. При 

сравнении нуклеотидных последовательностей 

исследуемого нами гена и 1Bx6 и 1Bx7, которые 

наиболее часто встречаются у сортов пшеницы, 

обнаружено большое сходство с геном 1Bx6. 

Отличия между ними заключались только в 

единичных SNPs, тогда как делеций и инсерций 

не обнаружено.  

ДНК-последовательность гена 1Bх была 

транслирована в гипотетическую последова-

тельность аминокислот, которая имела типич-

ную структуру высокомолекулярных субъеди-

ниц глютенина х-типа: сигнальный пептид 

(21 аминокислоты); N – концевой домен (86 

аминокислот); центральный домен (675 амино-

кислот); C – концевой домен (42 аминокисло-

ты). Данные о предсказанной с использованием 

CFSSP вторичной структуре субъединицы 1Вх 

представлены в таблице 1. Наибольшее сходст-

во вторичной структуры у выявленной нами 

субъединицы обнаружено со структурой субъе-

диницы 1Вх6, вклад в качество хлеба которой 

оценивается невысоко. Отличие между данными 

HMW-GS отмечено только по количеству β-

sheet в центральном домене (табл. 1). 

Секвенированием по Сэнгеру также была 

определена нуклеотидная последовательность 

фрагмента ~ 752 п. н. В базе данных GenBank с 

помощью программы BLAST установили, что 

наибольшим сходством с фрагментом гена 

1By22.1 образца T. spelta К1731 обладают 1ByT. 

Aestivum cultivar Saumurd’ Automneline А, 

LT626209 и 1By8.1 T. aestivum, HQ731654 (уро-

вень идентичности 99,6 % и 99,4 % соответст-

венно). На основании нуклеотидных последова-

тельностей этих генов были подобраны четыре 

пары праймеров, перекрывающие неустанов-

ленные участки полноразмерного гена 1By22.1: 

By_1F (GATCCTATGTTAATTTTAGACATG-

AAT) и By_729R (ATGGACTGTTAGTGAA-

TTGATCTC) (ожидаемый ампликон размером 

около 730 п. н.), By_608F (CACACAACC-

ATTGTCCCG) и By_1361R (GCAGAGAA-

GTTGGGTAGTATCC) (ожидаемый ампликон 

длиной около 750 п. н.), By9R-F (GGCATTA-

CACAGCTTCTCT) и By_2720R (GTCCTGG-

TTGGTGTCC), (ожидаемый ампликон размером 

около 740 п. н.), By_2301F (ACCCAGCTTC-

TCTGCAGC) и By_2887R (TCACTGGCTAG-

CCGATAATG) (ожидаемый ампликон длиной 

около 590 п. н.). Полная последовательность 

гена 1By22.1 образца T. spelta К1731, получен-

ная нами, зарегистрирована в базе данных 

GenBank (код доступа MF686414.1). Длина ко-

дирующей последовательности гена составила 

2154 п. н. и имела наибольшее сходство с 1ByT. 

aestivum (LT626209). Отличия между ними были 

только в виде однонуклеотидных замен: 

24 транзиции (А↔G, T↔C) и 8 трансверсий 

(А↔T, T→G, G→C, C→A), которые привели к 

16 заменам в аминокислотной последовательно-

сти белка.  

Белок, кодируемый 1By22.1 (MF686414) 

образца T. spelta К1731, состоит из 717 амино-

кислот, имеет типичную структуру высокомо-

лекулярных субъединиц глютенина y-типа: сиг-

нальный пептид (21 аминокислоты); N – конце-

вой домен (104 аминокислоты); центральный 

(повторяющийся) домен (550 аминокислот); C – 

концевой домен (42 аминокислоты). Согласно 

литературным данным, субъединицы х-типа (за 

исключением Dx5) имеют четыре цистеиновых 

остатка (три – в А-домене и один – в С-домене) 

[15], из которых два остатка домена А форми-

руют внутримолекулярные, а остальные два – 

межмолекулярные дисульфидные связи. Субъе-

диницы y-типа содержат пять цистеиновых ос-

татков в А-домене и по одному в доменах В и С. 

В образовании межмолекулярных S-S-связей у 

данных субъединиц участвуют по одному цис-

теину домена А и В. Возможность формировать 

ковалентные дисульфидные связи за счет цис-

теиновых остатков способствует увеличению 

эластичности клейковинных белков.  
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При сравнении HMW-GS1By22.1 с дру-

гими субъединицами y-типа, информация о ко-

торых размещена в базе данных GeneBank, нами 

не выявлено отличий по числу и расположению 

цистениновых остатков (5 остатков в N-

концевом домене, по 1 повторяющемуся C-

концевом домене, табл. 2).  

Число аминокислотных остатков субъ-

единицы 1By22.1 превышало таковое субъеди-

ницы 1By9, которая обеспечивает невысокие 

качества клейковины, но было немного ниже 

при сравнении с субъединицами 1By8 и 1By15, 

вклад в хлебопекарное качество которых оцени-

вается высоко [6]. Не обнаружено отличий в 

строении концевых доменов и по количеству β-

turns в повторяющемся домене (табл. 3). Иссле-

дованная нами субъединица имела наименьшее 

число такого структурного мотива, как α-helix. 

Количество β-sheet было ниже, чем у высоко-

ранжируемых по качеству субъединиц 1By8 и 

1By15 (табл. 3).  

Рядом исследований установлено, что β-

sheet играют большую роль в обеспечении эла-

стичности белка, повышая его способность про-

тивостоять значительным нагрузкам без нару-

шения целостности структуры, поэтому содер-

жание данных структурных мотивов в молекуле 

высокомолекулярных субъединиц глютенинов 

оказывает положительный эффект на их качест-

венные показатели [16]. Также есть мнение, что 

более высокое содержание α-helix способствует 

формированию высококачественной клейкови-

ны [17]. Выявленное при анализе вторичной 

структуры белка более низкое содержание таких 

мотивов, как α-helix и β-sheetу субъединицы 

1Ву22.1 (по сравнению с высокоранжируемыми 

по качеству субъединицами 1By8 и 1By15), по-

зволяет предположить невысокий вклад в каче-

ство клейковины исследованной субъединицы 

T. spelta.  

 

Таблица 1. Предсказанная вторичная структура 1Вх субъединиц высокомолекулярных глюте-

нинов пшеницы 

Субъ- 

единица 

Номер доступа 

в GenBank 

Вид Структурные 

мотивы 

Количество структурных 

мотивов в различных доме-

нах белка 

NT CR CT 

1Bx LT626208 T. aestivum 

α-helix 7 18 1 

β-sheet 6 29 - 

β-turns 6 88 3 

1Bx6 KX454509 T. aestivum 

α-helix 7 18 1 

β-sheet 6 31 - 

β-turns 6 88 3 

1Bx7 Х13927 T. aestivum 

α-helix 6 13 1 

β-sheet 6 28 - 

β-turns 5 87 3 

1Bx13 EF540764 T. aestivum 

α-helix 6 15 1 

β-sheet 5 31 - 

β-turns 8 88 3 

 

Таблица 2. Аминокислотная последовательность субъединицы 1By22.1 T. spelta К1731 и 1Ву 

субъединиц высокомолекулярных глютенинов T. aestivum 

Субъ- 

единица 

Номер дос-

тупа в 

GenBank 

Вид Число аминокислотных ос-

татков 

Число цистеиновых 

остатков 

SP NT CR CT всего NT CR CT всего 

1By8 AY245797 T. aestivum 21 104 553 42 720 3 3 1 7 

1By9 X61026 T. aestivum 21 104 538 42 705 3 3 1 7 

1By15 DQ086215 T. aestivum 21 104 556 42 723 3 3 1 7 

1By22.1 MF686414 T. spelta 21 104 550 42 717 3 3 1 7 
Примечания: SP – сигнальный пептид; NT-N – концевой домен; CR - центральный (повторяющийся) до-

мен; CT-C – концевой домен. 
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Таблица 3. Предсказанная вторичная структура субъединицы 1By22.1 T. spelta К1731 и 1Ву 

субъединиц высокомолекулярных глютенинов T. aestivum 

Субъ- 

единица 

Номер доступа 

в GenBank 
Вид 

Структурные 

мотивы 

Количество структурных мо-

тивов в различных доменах 

белка 

NT CR CT 

1By8 AY245797 T. aestivum 

α-helix 5 22 3 

β-sheet 6 24 2 

β-turns 6 83 4 

1By9 X61026 T. aestivum 

α-helix 5 18 3 

β-sheet 6 22 2 

β-turns 6 83 4 

1By15 DQ086215 T. aestivum 

α-helix 5 24 3 

β-sheet 6 23 2 

β-turns 6 83 4 

1By22.1 MF686414 T. spelta 

α-helix 5 20 3 

β-sheet 6 22 2 

β-turns 6 83 4 

 

Таким образом, анализ аминокислотной 

последовательности и вторичной структуры 

белка HMW-GS 1Bх 6.1 и 1By 22.1, в сравнении 

с субъединицами 1Вx и 1By c высоким вкладом 

в качество, не выявил предпосылок для форми-

рования высоких хлебопекарных качеств изу-

ченными субъединицами образца T. spelta. Дан-

ное предположение было подтверждено мето-

дом определения качества клейковины по вели-

чине деформации ее шарика под действием на-

грузки сжатия с использованием прибора ИДК, 

согласно которому образец T. spelta К1731 ха-

рактеризовался невысоким качеством клейко-

вины (III группа качества). Полученные резуль-

таты согласуются с данными научной литерату-

ры, согласно которым зерно спельты содержит 

больше белка и клейковины по сравнению с 

мягкой пшеницей, но уступает ей по хлебопе-

карным свойствам [18]. 

 

Выводы 

У образца T. spelta К1731 выявлены субъ-

единицы 6.1+22.1, которые кодируются специ-

фическим для спельт аллелем Glu-В1bе. В ре-

зультате секвенирования фрагментов, синтези-

рованных при участии подобранных нами 

праймеров, определены нуклеотидные последо-

вательности генов 1Bx6.1, 1By22.1 образца 

T. spelta К1731, которые зарегистрированы в 

международной молекулярной базе данных 

GenBank (коды доступа MF686415.1 

-1Bx6.1,MF686414.1 -1By22.1). Молекулярный 

анализ HMW-GS1Bх6.1 и 1By22.1 образца 

T. spelta К1731 установил невысокий вклад в 

качество клейковины данных субъединиц. Од-

нако муку из спельты используют для изготов-

ления кондитерских изделий и круп, поэтому 

исследованный нами образец с новыми генами, 

кодирующими синтез высокомолекулярных 

субъединиц глютенинов, можно использовать 

для обогащения генофонда мягкой пшеницы.  
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HIGH-MOLECULAR WEIGHT GLUTENIN SUBUNITS 1BX6.1 

AND 1BY22.1 FROM TRITICUM SPELTA К1731 ACCESSION 

Aim. Some spelt varieties, along with alleles of gliadins and high-molecular glutenin subunits (HMW-GS), identical to 

common wheat, contain specific alleles, that are source of Triticum aestivum gene pool enrichment. The aim of this 

work is the identification, molecular analysis of HMW – GS from T. spelta K1731 and evaluation of their effect on the 

elastic properties of gluten. Methods. Identification of HMW-GS was carried out by SDS-electrophoresis and PCR 

analysis. Nucleotide gene sequences were determined by Sanger sequencing. The secondary structure of proteins was 

predicted on the on-line CFSSP server. Results. Subunits 6.1 + 22.1 of the Glu-B1 locus encoded by the Glu-B1be allele 

were detected in the T. spelta K1731. The nucleotide sequences of the 1Bx6.1, 1By22.1 genes from spelt were deter-

mined, the amino acid sequence and the protein secondary structure of 6.1 + 22.1 subunits were analyzed. Conclusions. 

Molecular analysis of HMW-GS 1Bх6.1 and 1By22.1 from T. spelta К1731 established a low contribution to the bread-

making quality of these subunits. 

Keywords: Triticum spelta K1731, HMW-GS, SDS electrophoresis, sequencing, secondary protein structure, gluten 

quality. 
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МОЛЕКУЛЯРНА ХАРАКТЕРИСТИКА ВИСОКОМОЛЕКУЛЯРНИХ СУБОДИНИЦЬ ГЛЮТЕНІНУ 

1BX6.1 І 1BY22.1 ЗРАЗКА TRITICUM SPELTA К1731 

Мета. Деякі сорти cпельти поряд з алелями гліадинів і високомолекулярних субодиниць глютенінів (HMW-

GS), ідентичних м’якій пшениці, містять специфічні аллелі, які є джерелом збагачення генофонду Triticum 

aestivum. Мета цієї роботи – ідентифікація, молекулярний аналіз HMW-GS зразка європейської cпельти 

T. spelta К1731 та оцінка його впливу на еластичні властивості клейковини. Методи. Ідентифікацію HMW-GS 
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проводили методом SDS-електрофорезу і ПЛР-аналізу. Нуклеотидні послідовності генів визначали за допомо-

гою секвенування за Сенгером. Вторинну структуру білків передбачали на on-line сервері CFSSP. Результати. 

У зразка T. spelta К1731 виявлені субодиниці 6.1 + 22.1 локусу Glu-B1, які кодуються специфічним для спельт 

алелем Glu-В1bе. Визначено нуклеотидні послідовності генів 1Bx6.1, 1By22.1 вивченого зразка спельти, прове-

дено аналіз амінокислотної послідовності і вторинної структури білка пари субодиниць 6.1 + 22.1. Висновки. 

Молекулярний аналіз HMW-GS 1Bх6.1 і 1By22.1 T. spelta К1731 виявив невисокий внесок у хлібопекарську 

якість зерна досліджених субодиниць. 

Ключові слова: Triticum spelta К1731, HMW-GS, SDS-електрофорез, секвенування, вторинна структура білка, 

якість клейковини. 


