
BIOINFORMATICS

UDC 633.15; 577.214.5; 575.22; 575.113

Біоінфор ма тич ний аналіз вто рин ної струк ту ри
три нскриптів інтро на 1 ге на whp1 ку ку руд зи

Г. І. Сліщук, Н. Е. Вол ко ва, Ю. М. Си во лап 

Півден ний біот ех но логічний центр в рос лин ництві НААН Украї ни
Овідіоп ольська до ро га, 3, Оде са, Украї на, 65036 

natavolk@rambler.ru

Мета. Аналіз вто рин ної струк ту ри транс криптів інтро на 1 гена whp1 ку ку руд зи. Ме то ди. Вирівню -
ван ня, фол динг in silico. Ре зуль та ти. Знай де но складні мікро са теліти. Дослідже но вто рин ну струк ту -
ру 74 транс криптів інтро на 1 гена whp1. Вис нов ки. Зроб ле но при пу щен ня щодо впли ву транс криптів
інтро на 1 гена whp1 на віднов лен ня фер тиль ності ку ку руд зи з S-ти пом ци топ лаз ма тич ної чо ловічої
сте риль ності. 

Клю чові сло ва: біоінфор ма ти ка, ген whp1, ЦЧС, ку ку руд за, інтрон, вто рин на струк ту ра.

Вступ. Ци топ лаз ма тич на чо ловіча сте рильність
(ЦЧС) у ку ку руд зи має декілька форм, які різнять ся 
за ха рак те ром му тації міто хондріону, що спри чи -
няє вади роз вит ку ан дро цею і, як наслідок, ви ник -
нен ня ЦЧС, а та кож за скла дом ядер них ло кусів,
асоційо ва них з віднов лен ням фер тиль ності. Так, для 
віднов лен ня фер тиль ності у ку ку руд зи з S-типом
ЦЧС потрібна на явність доміна нтно го але ля гена Rf3
(restorer of fertility) [1]. З трьох на й вив ченіших ти-
пів ЦЧС у ку ку руд зи інте рес вик ли кає саме S-тип
(мол да вський), оскільки він по збав ле ний не доліків
Т-типу, зок ре ма, над чут ли вості до фіто па то ген них
грибів Bipolaris maydis. 

Відо мо, що ділян ка ге на whp1 (white pollen 1)
ядер но го ге но му ку ку руд зи по в’я за на з віднов лен -
ням фер тиль ності з мол да вським ти пом ЦЧС у мек -
си ка нських ліній ку ку руд зи та те осінте [2], то му
цей ген є ціка вим з точ ки зо ру вив чен ня впли ву йо-
го функціону ван ня на віднов лен ня фер тиль ності ку-
куруд зи. Ген whp1 роз та шо ва ний в 3,5–5,5 сМ від
ге на Rf3 [3], містить два ек зо ни і один інтрон [4];
про мо тор на об ласть цьо го ге на ви яв ляє ви со кий рі-
вень го мо логії з pollen-спе цифічним про мо то ром.

Са ме че рез ком плек сний ха рак тер експресії та -
кої склад ної озна ки, як ЦЧС, ви ко рис тан ня ли ше
кла сич них підходів мо ле ку ляр ної ге не ти ки не до-
стат ньо для по вно го ро зуміння ме ханізмів її фор му -
ван ня, то му доцільним є за сто су ван ня ме тодів біоін-
фор ма ти ки. 

Ме та досліджен ня – біоінфор ма тич ний аналіз
ге на whp1 та вив чен ня вто рин ної струк ту ри транс-
криптів інтро на 1 ге на whp1.

Нез ва жа ю чи на те, що інтро ни (на відміну від ек- 
зонів) фор маль но не бе руть участі у фор му ванні біл- 
ка, оскільки виріза ють ся під час сплай син гу, во ни ві- 
дігра ють суттєву функціональ ну роль у клітині. Так, 
відо мо про існу ван ня кла су ма лих ядер них РНК (мя- 
РНК, small nuclear RNA, snRNA), які фор му ють ся
са ме з транс криптів виріза них інтронів [5]. Се ред
рос лин малі РНК є до сить роз пов сюд же ни ми та ви -
ко ну ють важ ливі функції, які за ле жать від вто рин -
ної струк ту ри виріза них інтронів. Зок ре ма, дослід-
жен ня ге но му Arabidopsis thaliana ви я ви ло близь ко
200 но вих ма лих РНК з дво лан цю го вою струк ту-
рою, функції яких об умов лені вто рин ною струк ту -
рою виріза них інтронів [6]. 

Ма теріали і ме то ди. Досліджу ва ли 74 нук ле о -
тидні по слідов ності ге на whp1 ку ку руд зи з ба зи да -

156

ISSN 0233–7657. Biopolymers and Cell. 2012. Vol. 28. N 2. P. 156–160

 Institute of Molecular Biology and Genetics, NAS of Ukraine, 2012 



них Національ но го цен тру біот ех но логічної інфор- 
мації (www.ncbi.nlm.nih.gov). По шук нук ле о тид них
по слідов нос тей ге на whp1 про во ди ли, ло каль но ви-
рівню ю чи нук ле о тидні по слідов ності за до по мо гою
про гра ми blastn. Вив ча ли об ласті про мо то ру, ек зо -
на 1 і про кси маль ну час ти ну інтро на, оскільки са ме
во ни, по-пер ше, про яв ля ють поліморфізм і, по-дру -
ге, нук ле о тидні по слідов ності про кси маль ної ча-
сти ни інтро на здатні утво рю ва ти стабільні дво лан-
цюгові струк ту ри. Гло баль не вирівню ван ня нук лео-
тид них по слідов нос тей за ал го рит мом Нідлма на-
Вунша [7] здійсню ва ли з ви ко рис тан ням підпрог ра-
ми AlignX про гра ми VectorNTI. In silico поліме раз ну
лан цю го ву ре акцію про во ди ли з ви ко рис тан ням під-
про гра ми Aligment PCR про гра ми VectorNTI; умо ви
ПЛР підби ра ли згідно з тер мо ди намічни ми харак те -
рис ти ка ми мат риці і прай мерів, об чис ле них у про-
грамі. Філо ге не тич ну ден дрог ра му ре ко нстру ю ва ли
за ре зуль та та ми вирівню ван ня ме то дом UPGMA [8]
та бу ду ва ли із за сто су ван ням про гра ми MEGA.

Пе ред ба чен ня вто рин ної струк ту ри нук ле о тид-
них по слідов нос тей (фол динг) ділян ки інтро на 1 – як 
опти маль ної струк ту ри (з на й ниж чим рівнем віль-
ної енергії), так і суб опти маль них струк тур (з рівнем 
вільної енергії, який мож на порівня ти з та ким в оп-
ти мальній струк турі) – здійсню ва ли, ви ко рис то ву ю -
чи ал го ритм Цу ке ра за па ра мет ром на й ближ чо го су-
сіда (nearest neighbor parameter) [9, 10] та про гра му
RNAstructure [11]. 

Вірогідність існу ван ня по бу до ва них струк тур об-
чис лю ва ли із за сто су ван ням статис тич ної су ми для
буду ван ня мат риці вірогідності термо ди намічних ха- 
рак те рис тик сис те ми. Точність пе ре дба че них струк -
тур за до по мо гою да ної про гра ми ста но вить 73 % ко -
ректно знай де них пар нук ле о тидів для по слідов нос -
тей розміром мен ше 700 п. н. 

Ре зуль та ти і об го во рен ня. По шук і вирівню ван-
ня нук ле о тид них по слідов нос тей ге на whp1. Про ве -
де но по шук алелів ге на whp1 і знай де но 74 нук ле о -
тидні по слідов ності, ано то вані як whp1. Ген whp1

дов жи ною 4069 п. н. містить про мо тор розміром 394 
п. н., два ек зо ни – 306 і 1210 п. н., а та кож інтрон
2156 п. н. [4]. За ре зуль та та ми вирівню ван ня знай де -
но ділян ки, що містять мікро са телітні по слідов ності
(TCC)2 (GAC)2TACTAG(CT)2CGCTTGCTCC(GAC)n

(у про мо торній об ласті) і (CTA)2GT(CTA)nC(CCCT
A)4(CTA)2 (в об ласті інтро на 1) (рис. 1). Мікро са -
телітам при та манні знач ний рівень поліморфізму і
склад на бу до ва.

Вна слідок вирівню ван ня зроб ле но диз айн прай-
мерів для про мо тор ної об ласті, ек зо на 1 та інтро на
1 (таб ли ця). Мар ке ри, які ге не ру ва ли ся в поліме раз-
ній лан цю говій ре акції (ПЛР) in silico, доз во ля ють
ди фе ренціюва ти лінії ку ку руд зи. 

По бу до ва но філо ге не тич ну ден дрог ра му (рис.
2). Виділено сім клас терів. Нук ле о тидні по слідов -
ності за но мера ми AY731322 і AY731301 не на ле -
жать до жод ного клас те ру та утво рю ють окремі
дочірні гілки клас терів IV і VII, відповідно. Клас те ри 
ІІ і ІІІ, у свою чергу, чітко роз поділя ють ся на два
підклас те ри кож ний.

Пе ред ба чен ня вто рин ної струк ту ри нук ле о тид-
них по слідов нос тей (фол динг). Про ве де но ком п’ю -
тер не мо де лю ван ня транс криптів вто рин ної струк -
ту ри нук леотид них по слідов нос тей ділян ки інтро на
1 ге на whp1. Струк ту ри (фол ди) мож на роз поділи ти 
на шість класів (рис. 3–5). Для 1-го кла су (рис. 3, а)
ха рак терні тер модінамічно стабільні (вірогідність
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(TCC)2(GAC)2TACTAG(CT)2CGCTTGCTCC(GAC)n

(CTA)2GT(CTA)nC(CCCTA)4(CTA)2
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Рис. 1. Схе ма гена whp1. Ділян ку про мо -
то ру за штри хо ва но клітин ка ми, чор ним
коль о ром по зна че но ек зо ни, зіроч ка ми – 
ло калізацію мікро са телітів, циф ри пока- 
зують по зиції пев них діля нок у парах
нукле о тидів 

Прай мер

Наз ва Послідовність (5'-3') Ло калізація

VSGI1 SP aagaagagaaacaccatagggccg Промотор

VSGI1 ASP tagtagttagttgggtcgcg

VSGI2 SP tggacgatgtgaggaagggc Екзон 1

VSGI2 ASP ttgaggtcggtgaggtggtc

VSGI3 SP tctctactacccctacccta Інтрон 1

VSGI3 ASP agaagaaacaagagagcgag

Прай ме ри, які флан ку ють різні ділян ки гена whp1 ку ку руд зи



утво рен ня більше 80 %) вто ринні струк ту ри, сфор -
мо вані паліндро ма ми кла су 1-го ти пу (шпиль ка І)
GCTCGCTCTACGCATCAAAACCGCAAGAGCTT
GC і кла су ти пу 2 (шпиль ка ІІ) CGTCGTCGTCATC
GTCGTCG(N)40CGTCGACGATCGACCACGCACG.

Струк ту рам кла су 2 (рис. 3, б) та кож при та ман -
на на явність шпиль ки І, але шпиль ка ІІ у них на 20
нук ле отидів дов ша. Обидві шпиль ки є тер мо ди на-
мічно стабільніши ми. Вірогідність утво рен ня ними
двоспіраль ної струк ту ри є ви щою порівня но зі струк-
ту ра ми кла су 1, однак роз та шу ван ня об ох шпиль ок
вик ли кає більше на пру жен ня лан цю га.

Для струк тур кла су 3 (рис. 4, а), як і двох по пе -
редніх класів, ха рак тер ною є шпиль ка І. Шпиль ка ІІ 
має проміжну бу до ву віднос но струк тур класів 1 і
2. За ре зуль та та ми об чис лен ня ста тис тич ної су ми
для цих струк тур відміче но ви со ку стабільність дво-
лан цю го вих струк тур (як у кла су 2) та не знач не на -
пру жен ня між лан цю га ми (як у кла су 1), що свід-
чить про пе ре ва жан ня утво рен ня са ме та ких струк-
тур у порівнянні з вірогідністю фор му ван ня струк-
тур класів 1 і 2.

У струк тур кла су 4 (рис. 4, б)  бу до ва шпиль ки ІІ
є складнішою, шпиль ка І при цьо му за ли шається не -
змінною. Дов жи на шпиль ки ІІ проміжна між струк -
ту ра ми класів 1 і 2. За стабільністю двоспіраль ної
струк ту ри во на на бли жається до струк тур кла су 2.

Струк ту рам кла су 5 (рис. 5, а) влас ти ве ви ник -
нен ня подвійної не стабільності на кінці шпиль ки ІІ. 
Ли ше не ве ли ка ділян ка розміром 10 п. н. на дис-
тальній час тині шпиль ки ІІ мо же утво рю ва ти ся з ви-
со кою вірогідністю (більше 80 %) і стабільністю, бу-
до ва про кси маль ної час ти ни подібна до та кої струк-
тур кла су 1. Шпиль ка І за ли шається не змінною і
спільною для інших струк тур.

Для струк тур кла су 6 (рис. 5, б) ха рак тер на ана -
логічна з інши ми струк ту ра ми бу до ва шпиль ки І та
низ ь ка можливість фор му ван ня шпиль ки ІІ. 

Інші 19 транс криптів не ви я ви ли здат ності до ут- 
во рен ня стабільних двоспіраль них струк тур. Даний
факт дає мож ливість при пус ти ти не функціональ-
ність цих типів транс криптів че рез їхнє пе ре бу ван -
ня у клітині в од но лан цю го во му стані (за ре зуль та -
та ми пе ре дба чен ня транс криптів in silicо). 
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Рис. 2. Філо ге не тич на ден дрог ра ма за ре зуль -
та та ми вирівню ван ня 74 послідов нос тей гена
whp1 ку ку руд зи. І–VII – клас те ри



Змо дель о вані струк ту ри де мо нстру ють пев ний
ступінь струк тур ної подібності до вже опи са них
мяРНК, які мо жуть зміню ва ти рівень експресії ге-

нів. Нап рик лад, 7SK РНК лю ди ни і де я ких тва рин
здатні інгібу ва ти ак тивність ком плексів CDK9/цик-
лін T [12], а U1 мяРНК мо же інтен сифіку ва ти екс-
пресію генів [13]. 

Вра хо ву ю чи те, що са ме ділян ка ге на whp1 є дже-
ре лом генів – віднов ників фертиль ності у ку ку руд зи 
з мол да вським ти пом ЦЧС [2], а та кож ре зуль та та-
ми вив чен ня вто рин ної струк ту ри тра нскриптів
ділян ки інтро на 1 ге на whp1 мож на зро би ти при пу-
щен ня що до впли ву цих транс криптів на про цес
віднов лен ня фер тиль ності. Так, відо мо, що віднов -
лен ня фер тиль ності у ку ку руд зи з мол давським ти -
пом ЦЧС відбу вається внаслідок зміни рівня екс-
пресії міто хондріаль них генів. Однак для підтвер -
джен ня гіпо те зи і з’я су ван ня можли во го ме ханізму
дії знай де них струк тур не обхідною є ек спери мен -
таль на ве рифікація.

Та ким чи ном, про ве де но біоінфор ма тич ний ана-
ліз ге на whp1; за до по мо гою ме то ду вирівню ван ня
дослідже но поліморфізм ге на се ред 74 нуклео тид них
по слідов нос тей; по бу до ва но філо ге не тич ну ден дро- 
гра му, за якою ге но ти пи роз поділя ють ся на сім клад.

Знай де но об ласті ге но му, що містять раніше не -
виз на чені та не вив чені мікро са телітні по слідов ності 
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а б

Рис. 3. Вто ринні струк ту ри нук ле о тид них послідов нос тей ділян ки 
інтро на 1 гена whp1 класів 1 (а) і 2 (б). Сірим коль о ром по зна че но
ділян ки, для яких вірогідність утво рен ня двоспіраль ної струк ту ри 
ста но вить більше 80 %. Роз га лу же на струк ту ра 1 (до мен) містить
шпиль ки І і ІІ; струк ту ра 2 є лінійною, окрім шпиль ок І і ІІ, вона
містить дві мінорні шпиль ки з низ ь кою вірогідністю утво рен ня

а б

Рис. 5. Вто ринні струк ту ри нук ле о тид них послідов нос тей ділян ки 
інтро на 1 гена whp1 класів 5 (а) і 6 (б). Сірим коль о ром по зна че но
ділян ки, для яких вірогідність утво рен ня двоспіраль ної струк ту ри 
ста но вить більше 80 %. Струк ту ра 5 в апікальній час тині шпиль ки 
ІІ містить ко роткі (10 і 11 п. н.) шпиль ки 

а б

Рис. 4. Вто ринні струк ту ри нук ле о тид них послідов нос тей ділян ки 
інтро на 1 гена whp1 класів 3 (а) і 4 (б). Сірим коль о ром по зна че но
ділян ки, для яких вірогідність утво рен ня двоспіраль ної струк ту ри 
ста но вить більше 80 %. Роз га лу же на струк ту ра 4 (до мен) містить
шпільки І і ІІ 
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склад ної бу до ви; роз роб ле но диз айн прай мерів, які
доз во ля ють ди фе ренціюва ти лінії ку ку руд зи. Вста- 
нов лені за до по мо гою біоінфор ма тич них ме тодів
струк ту ри те о ре тич но здатні впли ва ти на рівень
експресії міто хондріаль них генів.

Вис нов ки. За ре зуль та та ми біоінфор ма тич но го 
аналізу 74 нук ле о тид них по слідов нос тей ге на whp1 
виз на че но струк ту ру ге на, знай де но складні мікро -
са телітні по вто ри. Обра но прай ме ри, які флан ку -
ють на й поліморфніші об ласті, ви ко рис тан ня яких
при ПЛР-аналізі in silicо доз во ляє ди фе ренціюва ти
лінії ку ку руд зи. Дослідже но вто рин ну струк ту ру
транс криптів інтро на 1 ге на whp1. За ре зуль та та ми
ком п’ю тер но го мо де лю ван ня вто рин ної струк ту ри
нук ле о тид них по слідов нос тей зроб ле но при пу щен -
ня що до мож ли во го впли ву транс криптів ге на whp1 
на віднов лен ня фер тиль ності у ліній ку ку руд зи з
мол да вським ти пом ЦЧС.

G. I. Slishchuk, N. E. Volkova, Yu. M. Sivolap

Bioinformatics analysis of the secondary structure of maize whp1 gene
intron 1 transcripts

South Plant Biotechnology Center, NAAS of Ukraine
3, Ovidiopolska doroga, Odesa, Ukraine, 65036
Summary

Аim. Analysis of the secondary structure of maize whp1 gene intron 1
transcripts. Methods. Аlignment, in silico folding. Results. Novel
сomplex microsatellites of the whp1 gene were discovered. 74 whp1 in- 
tron 1 transcripts secondary structures were predicted. Conclusions.
The influence of whp1 gene intron 1 transcripts on restoration of CMS- 
S sterile maize fertility has been proposed.

Keywords: bioinformatics, whp1 gene, CMS, maize, intron, secon-
dary structure.
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Би о ин фор ма ти чес кий ана лиз вто рич ной струк ту ры 
три нскрип тов ин тро на 1 гена whp1 ку ку руд зи

Ре зю ме 

Цель. Анализ вто рич ной струк ту ры транс крип тов ин тро на 1 гена
whp1 ку ку ру зы. Ме то ды. Вы рав ни ва ние, фол динг in silico. Ре зуль- 
таты. Най де ны слож ные мик ро сател ли ты. Иссле до ва на вто -
рич ная струк ту ра 74 транс крип тов интрона 1 гена whp1. Вы во -
ды. Сде ла но пред по ло же ние о вли я нии транскрип тов ин тро на 1

гена whp1 на вос ста нов ле ние фер тиль нос ти ку ку ру зы с S-ти пом
ци топ лаз ма ти чес кой муж ской сте риль нос ти. 

Клю че вые сло ва: би о ин фор ма ти ка, ген whp1, ЦМС, ку ку ру за,
ин трон, вто рич ная струк ту ра.
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