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Резюме 
В статье приведен анализ конформации белков гиногенеза кукурузы (Zea mays L.) (MTL/NLD/PLA1, 
DMP7/DUF679, BBM1) при спонтанных мутациях в нуклеотидных последовательностях 
кодирующих их генов. Показано, что вставка четырех нуклеотидов в последовательность гена 
Zm_Mtl/Nld/Pla1 у гаплоиндуцирующей линии Stock 6 вызывает изменение аминокислотного 
состава одной из β-складок и замене двух α-спиралей белка неструктурированным участком. 
Установлено, что замена одного нуклеотида у гена Zm_Dmp7/Duf679 гаплоиндуцирующей линии 
кукурузы CAU5 приводит к изменению положения α-спирали 3D модели белка DMP8/DUF679. 
Однонуклеотидные замены в гене Zm_Bbm1 у партеногенетической линии кукурузы не приводят к 
изменению аминокислотного состава и конформации соответствующих белков. 
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Resume 
The article presents an analysis of the 3D models for maize (Zea mays L.) gynogenesis proteins 
(MTL/NLD/PLA1, DMP7/DUF679, BBM1) with spontaneous mutations in the nucleotide sequences of 
their coding genes. It was found that the four-nucleotides insertion into the Zm_Mtl/Nld/Pla1 gene 
sequence of haploid-inducing Stock 6 maize line changes the amino acid composition of the β-fold and 
leads to the replacement of two α-helices with an unstructured section. A single nucleotide substitution of 
the Dmp7/Duf679 gene in the haploid-inducing CAU5 maize line leads to a change in the α-helix position 
and the 3D model protein DMP8/DUF679 conformation. On the other hand, the single nucleotide 
substitutions in the Zm_Bbm1 gene in AT-4 maize line do not lead to a change in the amino acid 
composition and conformation of the BBM1 protein. 
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Введение 
Двойное оплодотворение, присущее всем 

покрытосеменным растениям, было открыто С.Г. 
Навашиным в 1898 г. После проникновения 
пыльцевой трубки в зародышевый мешок растения 
происходит слияние одного из двух спермиев с 
яйцеклеткой, а другого – с центральной клеткой. В 
результате слияния спермия с яйцеклеткой образуется 
зигота, которая дает начало зародышу (эмбриону), а 
центральная клетка после двойного слияния (двух 
полярных ядер и спермия) образует эндосперм. 

При гиногенезе (частный случай партеногенеза) 
происходит образование гаплоидных растений за счет 
развития гаплоидного зародыша при различных 
нарушениях оплодотворения яйцеклетки. Существует 
несколько путей образования гаплоидов у кукурузы, 
механизмы которых рассмотрены в обзоре [Чумаков, 
Мазилов (Chumakov, Mazilov), 2022]. Гаплоидия может 
быть использована в современных 
сельскохозяйственных биотехнологиях для получения 
гомозиготных линий. Обычно на селекцию 
гомозиготных линий растений уходит 6-8 поколений 
растений. Одним из решений более быстрого получения 
гаплоидов у кукурузы является использование в качестве 
опылителей так называемых линий-гаплоиндукторов, в 
потомстве которых наблюдается развитие зародышей с 
гаплоидным набором хромосом. Гаплоидные растения в 
последующем используют для получения диплоидных 
гомозиготных растений. 

Более 60 лет назад американскими 
селекционерами путем многократных скрещиваний 
получены линии-гаплоиндукторы кукурузы (Stock 6 и 
др.), индуцирующие образование до 2% 
матроклинных гаплоидов в потомстве [Coe et al., 
1959]. В ходе последующей селекции кукурузы на 
основе линии Stock 6 способность к гаплоиндукции 
удалось повысить до 6-10% (ЗМС, ЗМС-8, ЗМС-П) 
[Тырнов, Завалишина (Tyrnov, Zavalishina), 1984; 
Еналеева и др. (Enaleeva et al.), 1997] и более (см. 
обзор [Чумаков, Мазилов (Chumakov, Mazilov), 2022]). 

Одна из первых гипотез о возможном 
механизме возникновения матроклинных гаплоидов у 
кукурузы была предположена Чейзом [Chase et al., 
1949] и позже уточнена Еналеевой с соавторами 
[Еналеева и др. (Enaleeva et al.), 1997] формулировкой 
о наличии дефектов при развитии спермиев, что не 
было подтверждено авторами экспериментально. 

Спустя более чем шестьдесят лет после 
получения линии Stock 6, в феврале-марте 2017 года, 
три независимые группы ученых из Америки, 

Франции и Китая опубликовали данные о 
расшифровке спонтанной мутации, которая 
произошла у линии кукурузы Stock 6 [Kelliher et al., 
2017; Gilles et al., 2017; Liu et al., 2017]. Установлено, 
что ген Mtl/Nld/Pla1 кодирует белок фосфолипазу A, и 
аналогичная мутация по этому гену у линии 
кукурузы-негаплоиндуктора дает 1-2% гаплоидов в 
потомстве, т.е. примерно столько же, сколько у линии 
Stock 6 [Liu et al., 2017]. Белок фосфолипаза, 
кодируемый геном Zm_Mtl/Nld/Pla1, локализуется в 
эндоплазматической мембране вегетативной клетки 
пыльцы, которая окружает два спермия [Gilles et al., 
2021]. Фосфолипаза участвует в биодеградации 
фосфолипидов мембран и синтезе линолиновой 
кислоты, но ее конформация и роль в возникновении 
способности к гаплоиндукции пока не исследована. 
Результаты секвенирования показали, что линии-
гаплоиндукторы саратовской селекции ЗМС-8 и ЗМС-
П имеют те же вставки из четырех нуклеотидов в гене 
Zm_Mtl/Nld/Pla1, что и Stock 6 [Moiseeva et al., 2024]. 

В 2018 г. впервые было установлено, что ген 
Dmp9/Duf679 регулирует слияние мембран женской и 
мужской гамет растений и экспрессируется 
специфически как в генеративных клетках, так и в 
спермиях [Takahashi et al., 2018]. В 2019 г. было 
показано, что ген Dmp7/Duf679, расположенный в 
локусе qhir8 (789 тпн) у кукурузы, является ортологом 
гена Dmp9/Duf679 Arabidopsis thaliana L. и 
контролирует гаплоиндукцию [Zhong et al., 2019]. Ген 
Dmp7/Duf679 экспрессируется на поздней стадии 
развития пыльцы кукурузы, а кодируемый им белок 
локализуется в плазматической мембране спермия и 
участвует в прикреплении спермия к поверхности 
яйцеклетки или центральной клетки. Роль гена 
Dmp7/Duf679 в гаплоиндукции кукурузы была 
доказана в экспериментах по нокауту гена с помощью 
геномного редактирования (CRISPR/Cas9) [Zhong et 
al., 2019]. 

Изучение молекулярно-генетического 
механизма партеногенеза (развития зародыша без 
опыления) было начато на двудольных растениях - A. 

thaliana [Luo et al., 1999] и Brassica napus L. (рапсе) 
[Boutilier et al., 2002]. В 2015 г. впервые было 
установлено, что ген апомиктичного 
перистощетинника (Pennisetum squamulatum) (L.) 
R.Br) PsASGR-BABY BOOM-like (PsASGR-Bbml)
экспрессируется в яйцеклетках до оплодотворения и
может индуцировать эмбриогенез (партеногенез) и
появление гаплоидного потомства у трансгенного
полового жемчужного проса (Pennisetum glaucum L.)
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[Conner et al., 2015]. Гены Bbm являются частью 
большого семейства ДНК-связывающих доменов 
APETALA2/(AP2/ERF). Ортологи гена Bbml 

использовались для усиления соматического 
эмбриогенеза, регенерации и органогенеза в растениях 
сладкого перца (Capsicum annuum L. [Heidmann et al., 
2011], какао (Theobroma cacao L. [Florez et al., 2015]. 
Позже роль гена PsASGR - в индукции партеногенеза 
была продемонстрирована у кукурузы и риса (Oryza 

sativa L.) [Conner et al., 2017]. Было показано, что 
перенесенный ген PsASGR-Bbml способствует 
образованию гаплоидных зародышей у риса и 
кукурузы [Conner et al., 2017]. Однако, как 
функционирует собственный ген Bbm1 (гомолог гена 
Bbml P. squamulatum) у кукурузы, осталось неясным. 

Целью работы является анализ конформации 
белков MTL/NLD/PLA1, DMP7/DUF679, BBM1) 
кукурузы под влиянием изменений нуклеотидного 
состава в кодирующих их генах. 

Материалы и методы 
Моделирование трехмерной структуры белков 

Моделирование трехмерной структуры белков 
проводили с использованием программного обеспечения 
AlphaFold 2 и 3 [Abramson, et al., 2024]. Доступ к ресурсу 
осуществлялся по ссылке (https://alphafoldserver.com). 

Аминокислотные последовательности белков 
получали с помощью ресурса 

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/st/emboss_transeq на 
основе секвенированных нами нуклеотидных 
последовательностей гена Zm_Mtl/Nld/Pla1 линий 
ЗМС-8 и ЗМС-П кукурузы саратовской селекции 
[Moiseeva et al., 2024] и линии Stock 6 
(GRMZM2G471240_ST6), взятой из работы [Kelliher et 
al., 2017]), а также референсной линии B73, взятой из 
базы данных (GenBank, XM_008658300). Нуклеотидные 
последовательности гена Zm_Dmp7/Duf679 

референсной линии B73 были взяты также из базы 
данных (GenBank, NM_001151404.2), а 
гаплоиндуцирующей линии CAU5 из работы [Zhong et 
al., 2019]. Нуклеотидная последовательность гена 
Bbm1 референсной линии B73 была взята из базы 
MaizeGDB (Zm00001eb247080), а линии АТ-4 
секвенирована нами (Моисеева Е.М. (Moiseeva E.M.), 
личное сообщ./pers.comm.). Анализ полученных 
моделей проводился с использованием программного 
обеспечения RasMol (http://www.rasmol.org), PyMol 
(https://github.com/schrodinger/pymol-open-source).  

Результаты и обсуждение 
У гаплоиндуцирующей линии кукурузы 

Stock 6 [Gilles et al., 2017] и у гаплоиндуцирующих 
линий саратовской селекции [Moiseeva et al., 2024] 
вставка четырех нуклеотидов в четвертом экзоне гена 
Mtl/Nld/Pla1 приводит к укорочению белка и замене 
двадцати аминокислот. 

Рис. 1. Трехмерная модель белков MTL/NLD/PLA1 для линий кукурузы B73 (А) и Stock 6 (B), полученная с 
помощью AlphaFold 3 [Abramson et al., 2024]).  
Примечание. β-складка и две α-спирали белка MTL/NLD/PLA1 линии B73, выделенные зеленым цветом на 
рисунке 1A, в результате четырехнуклеотидной вставки в белок-кодирующем участке гена заменены 
неструктурированным участком и измененной по аминокислотному составу β-складкой в белке 
MTL/NLD/PLA1 линии Stock 6, отмеченными красным цветом на рисунке 1B. 
Fig. 1. 3D model of the MTL/NLD/PLA1 proteins for the B73 (A) and Stock 6 (B) maize lines obtained using 
AlphaFold 3 [Abramson et al., 2024].  
Notes: B73 α-helices are marked in green in 1A, which are replaced by an unstructured section are marked in red in 
Stock 6 (1B) owing to the four-nucleotide insertion. 
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В соответствии с трехмерной моделью, 
полученной нами, белок MTL/NLD/PLA1 у 
негаплоиндуцирующей линии кукурузы B73 состоит 
из 10 β-складок и 24 α-спиралей (рис.1, А), тогда как 
белок MTL/NLD/PLA1 у гаплоиндуцирующей линии 
Stock 6 представлен 10 β-складками и 22 α-спиралями 
(Рис.1, B). Вставка 4-х нуклеотидов в ген 
Zm_Mtl/Nld/Pla1 линии Stock 6 приводит к замене 
двух α-спиралей неструктурированным участком и 
изменению аминокислотного состава одной из β-
складок по сравнению с линией B73 (Рис. 1, B). 
Данное конформационное изменение в фосфолипазе А 
является причиной изменения ее функции и появления 
1-2% гаплоидов у негаплоиндуцирующих линий
кукурузы после CRISPR/CAS9 - редактирования гена
Zm_Mtl/Nld/Pla1 [Liu et al., 2017].

Общим предком для линий саратовской 
селекции и линии CAU5 китайской селекции является 
линия Stock 6 [Xu et al., 2013]. Интересно отметить, 
что линии-гаплоиндукторы саратовской селекции 
ЗМС-8, ЗМС-П и китайской селекции – CAU5 имели 
более высокий процент (6-10%) гаплоидов в 
потомстве по сравнению с родительской линией Stock 
6. Одной из возможных причин такого повышения у
линии кукурузы CAU5 является ОНЗ
(однонуклеотидная замена) в положении 131 от

стартового кодона последовательности гена 
Dmp7/Duf679, которая приводит к аминокислотной 
замене (метионин на треонин), что повышает 
гаплоиндукцию в 2-3 раза в присутствии мутантного 
гена Zm_Mtl/Nld/Pla1 [Zhong et al., 2019]. 

Анализ нуклеотидной последовательности 
гена Zm_Dmp7/Duf679 показал, что помимо ОНЗ в 
положении 131 у гаплоиндуцирующей линии ЗМС-8 
имеется еще 5 ОНЗ и 3 ОНЗ и одна делеция из трех 
нуклеотидов имеются у гаплоиндуцирующей линии 
ЗМС-П, по сравнению с контрольной линией B73 
[Moiseeva et al., 2024]. Интересно отметить, что ген 
Zm_Dmp7/Duf679 у линии ЗМС-8 несет ту же ОНЗ (в 
положении 131 от стартового кодона), что и 
гаплоиндуцирующая линия кукурузы CAU5, в 
отличие от ЗМС-П. Все исследованные 
гаплоиндуцирующие линии кукурузы (CAU5, ЗМС-8 
и ЗМС-П) обладают повышенной гаплоиндукцией в 
присутствии мутантного гена Zm_Mtl/Nld/Pla1 по 
сравнению с референсной линией В73. 

С помощью программы AlphaFold 2 нами 
предсказаны трехмерные структуры белков 
DMP8/DUF679, кодируемых генами Dmp7/Duf679, для 
референсной (B73) (голубая) и гаплоиндуцирующей 
(CAU5) (белая) линий кукурузы (Рис. 2). 

Рис. 2. Предсказанные AlphaFold 2 трехмерные структуры белков DMP8/DUF679, кодируемых генами 
Dmp7/Duf679, для линий кукурузы B73 (голубая, справа) и CAU5 (белая, слева). Примечание: место 
аминокислотной замены (метионин на треонин) обозначено красным цветом. 
Fig. 2. Predicted by AlphaFold 2 3D-DMP8/DUF679 protein models encoded by the Dmp7/Duf679 genes from the B73 
(blue) and CAU5 (white) maize lines.  
Note: the place of amino acid substitution (methionine for threonine) is indicated in red).  

Как видно из Рис. 2, ОНЗ в положении 131 у 
гена Zm_Dmp7/Duf679 линии кукурузы CAU5 
приводит к изменению конформации белка 
(образование неструктурированного участка в α-
спирали, изменяющего положение α-спирали) (Рис. 2, 

слева). Другие мутации у гаплоиндуцирующих линий 
(5 ОНЗ ‒ у ЗМС-8, а также 3 ОНЗ и одна 
трехнуклеотидная делеция ‒ у ЗМС-П) не влияют на 
аминокислотный состав и конформацию белков 
DMP8/DUF679 исследованных линий. 
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Анализ нуклеотидных последовательностей 
гена Zm_Bbm1 у партеногенетической линии AТ-4 
показал наличие шести ОНЗ, по сравнению с 
референсной линией B73 (Моисеева Е.М. (Moiseeva 
E.M.), личное сообщ./pers.comm.). Обнаруженные
нуклеотидные замены не влияют на аминокислотную
последовательность белка Zm_BBM1 и его
конформацию.

Таким образом, установлено, что лишь 
незначительная часть мутаций в генах гиногенеза 
приводит к изменению аминокислотной 
последовательности, вторичных структур, 
конформации и функции белков. Этот факт следует 
учитывать при CRISPR/Cas9-редактировании и 
подборе гидРНК. 

Финансирование: Исследование выполнено по 
Программе фундаментальных исследований 
Государственных академий наук на 2021–2023 гг. 
(№121031700141-7) и 2024–2026 гг. (№ 
1022040700974-4). 

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объекта 
животных. Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием в качестве объекта людей. 
Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов. 
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