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Актуальность. Vigna unguiculata (L.) Walp. относится к важным бобовым культурам. Производители сельскохозяй-
ственной продукции отдают предпочтение сортам, пригодным к механизированному возделыванию, с детерминант-
ным типом роста стебля. Архитектоника растения в большой степени зависит от функционирования клеток апикаль-
ной меристемы, а переход к репродуктивной стадии находится под контролем комплекса генов, к числу которых от-
носится ген TFL1. Анализ генов, отвечающих за характер типа роста стебля, актуален для более эффективного и бы-
строго создания высокотехнологичных сортов.
Материалы и методы. С использованием метода секвенирования по Сэнгеру изучена первичная структура TFL1-
подобных генов у шести образцов вигны с разным типом роста и архитектоникой.
Результаты. Секвенированы и проанализированы промоторные и кодирующие участки TFL1-подобных генов 
VuTFL1.1, VuTFL1.2, VuATC и VuBFT. Информация о генах размещена в базе нуклеотидных последовательностей NCBI. 
Сравнительное исследование показало, что в экзонах отличий между разными генотипами нет. Найдены перестройки 
в интронах и промоторной области, однако связь между этими перестройками и фенотипом по типу роста и архитек-
тонике не прослеживается.
Заключение. Для понимания роли TFL1-подобных генов вигны целесообразно в дальнейшем получить по данным 
генам нокаутные линии и исследовать их фенотип. Вместе с тем полученные результаты указывают на необходи-
мость рассмотрения более широкого круга генов вигны, потенциально связанных с изменчивостью типа роста стебля 
и архитектоники растений.
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TFL1-like genes in Vigna unguiculata (l.) walp. with different 
growth habit types

Background. Vigna unguiculata (L.) Walp. is among important legume crops. Agricultural producers prefer cultivars suitable 
for mechanized cultivation, with a determinate growth habit type. Plant architectonics depends on the functioning of the apical 
meristem, while the transition to the reproductive stage is controlled by a set of genes, including the TFL1 gene. Analyzing the 
genes responsible for the growth habit type is relevant for more efficient and rapid development of high-tech cultivars.
Materials and methods. Using the Sanger DNA sequencing method, the primary structure of TFL1-like genes was studied in 
six cowpea accessions with different growth habit types and architectonics.
results. Promoter regions and coding parts of TFL1-like genes (VuTFL1.1, VuTFL1.2, VuATC, and VuBFT) were sequenced and 
analyzed. Information about the genes is available in the NCBI nucleotide sequence database. A comparative study showed that 
there were no exon differences between different genotypes. Rearrangements were found in the introns and the promoter re-
gion, but no relationship was traced between these rearrangements and the phenotype in terms of growth habit types or archi-
tectonics.
Conclusion. The next step towards understanding the role of TFL1-like genes requires obtaining knockout lines based on these 
genes and studying their phenotype. Meanwhile, the results of this analysis call for a need to consider a wider range of cowpea 
genes potentially associated with the variability of stem growth habit types and plant architectonics.
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Введение

Превращение апикальной меристемы побега в мери-
стему соцветия, последующее формирование флораль-
ных меристем и закладка отдельных органов цветка яв-
ляются важными стадиями в развитии генеративных ор-
ганов растения. Инициация формирования флоральной 
меристемы, хорошо изученная на примере Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh., находится под контролем трех основ-
ных генов идентичности флоральных меристем LEAFY 
(LFY), APETALA1 (AP1) и TERMINAL FLOWER1 (TFL1) (Ben-
lloch et al., 2007). При достижении критического уровня 
экспрессии гена LFY изменяется меристематическая 
функция клеток апикальной меристемы и происходит 
закладка флоральных меристем (Weigel, Nilsson, 1995; 
Benlloch et al., 2007). Антагонистом гена LFY является ген 
TFL1, поддерживающий недетерминированность актив-
ности апикальной меристемы побега и тем самым задер-
живающий переход растения к цветению (Benlloch et al., 
2007; Moraes et al., 2019; Périlleux et al., 2019). TFL1 отно-
сится к небольшому семейству генов CENTRORADIALIS / 
TERMINAL FLOWER 1 / SELF–PRUNING (CETS). У A. thaliana 
в состав данного семейства, кроме гена TFL1, входят еще 
5 генов: MOTHER OF FT AND TFL1 (MFT), FLOWERING 
LOCUS T (FT), TWIN SISTER OF FT (TSF), BROTHER OF FT 
AND TFL1 (BFT), ARABIDOPSIS THALIANA CENTRORADIALIS 
HOMOLOG (ATC) (Goretti et al., 2020; Jin et al., 2021). Данные 
гены можно разделить на 3 группы: ген MFT – участник 
в процессе прорастания семян; группа FT-подобных ге-
нов (FT и TSF) – активаторов цветения; группа TFL1-
подобных генов (TFL1, ATC, BFT) – ингибиторов цветения 
(Jin et al., 2021).

Функция гена ATC арабидопсиса до конца не установ-
лена. Предположительно, ген ATC способен функцио-
нально заменять TFL1 при нарушениях в его структуре 
(Huang et al., 2012). Экспрессия гена BFT, вероятно, стиму-
лируется только в стрессовых условиях, вызванных абио-
тическими факторами (Yoo et al., 2010; Chung et al., 2010; 
Ryu et al., 2011, 2014).

Лучше всего охарактеризована функция гена TFL1. 
Накопление транскриптов отмечено в нижней части цен-
тральной зоны апикальной меристемы главного и бо-
ковых побегов, но не во флоральных меристемах. При 
сверхэкспрессии TFL1 у растений наблюдаются продол-
жительная вегетативная стадия развития и более 
поздний переход к цветению с образованием сильно раз-
ветвленных соцветий. По сравнению с растениями дико-
го типа, у мутантов tfl1 раньше отмечается переход к цве-
тению, при этом происходит формирование небольшого 
соцветия с несколькими цветками. С функционировани-
ем апикальной меристемы непосредственно связана ар-
хитектоника растения. В случае продолжительного веге-
тативного роста, при сохранении пролиферативной ак-
тивности апикальной меристемы, растение отличается 
длинным стеблем с индетерминантым (незаконченным) 
типом роста. В то время как у сортов с детерминантным 
(законченным) типом роста стебля формируется терми-
нальное соцветие и тем самым блокируется рост стебля 
в длину. Гомологи гена TFL1 идентифицированы у раз-
личных представителей покрытосеменных растений 
(Krylova, 2020). У вигны ортолог гена TFL1 был впервые 
детектирован в 2015 г. (Dhanasekar, Reddy, 2015). У образ-
цов с детерминантным типом роста идентифицирована 
несинонимичная однонуклеотидная замена в четвертом 
экзоне, приводящая к замене аминокислоты (Pro136His). 
Кроме этого, найдены однонуклеотидные замены в ин-

тронах. В геноме вигны и ряда представителей трибы 
Фасолиевые идентифицировали высокогомологичную 
копию гена TFL1, которая, вероятно, является результа-
том дупликации (Krylova et al., 2021). Также в геномах 
данных таксонов детектированы гены ATC и BFT, функ-
ции которых изучены недостаточно. Секвенирование 
 аллелей TFL1-подобных генов у образцов вигны из кол-
лекции ВИР ранее не проводилось. В связи с этим цель 
данной работы  – выявление аллельных различий TFL1-
подобных генов у образцов V. unguiculata с разными типа-
ми роста стебля.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили шесть об-
разцов вигны с разными типами роста стебля из коллек-
ции ВИР (табл. 1). Результаты изучения изменчивости 
морфологических и фенологических признаков образ-
цов в разных эколого-географических условиях пред-
ставлены в публикации Е. А. Крыловой с соавторами 
(Kry lova et al., 2024). При повышенной влажности воздуха 
и большом количестве осадков у некоторых образцов от-
мечалось значительное увеличение длины стебля, меня-
лись архитектоника растения и даже тип роста.

Из листьев проростков выделяли тотальную геном-
ную ДНК с помощью набора «Сорб-ГМО-Б» («Синтол», 
Москва) с модификациями. Оценку качества выделенной 
ДНК проводили с помощью электрофоретического ана-
лиза в 1-процентном агарозном геле, измерение концен-
трации – с использованием спектрофотометра Nano-
Drop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.). На осно-
вании ранее идентифицированных последовательно-
стей TFL1-подобных генов вигны сконструированы 
и проанализированы праймеры с использованием он-
лайн-ресурса Integrated DNA Technologies – PrimerQuestTM 
Tool (https://eu.idtdna.com/primerquest/home). Последо-
вательности использованных в работе праймеров приве-
дены в таблице 2. Амплификацию геномной ДНК прово-
дили в 20 мкл реакционной смеси, содержащей 50–100 нг 
ДНК-матрицы, по 0,5 мкМ прямого и обратного прайме-
ра, 1 ед. Taq-полимеразы («Синтол»), 1х реакционный бу-
фер (67 мM трисHCl, pH 8,8; 2 мM MgCl2; 18 мM (NH4)2SO4; 
0,01% Tween 20), 1,5 мМ MgCl2, 0,25 мМ dNTP’s. Програм-
ма амплификации состояла из первоначальной денату-
рации при 95°C в течение 2 минут, а затем 35 циклов при 
95°C в течение 30 секунд, 50–62°C в течение 30 секунд 
и 72°C в течение 1–2 минут; последующая финальная 
элон гация – при 72°C в течение 5 минут. Для каждой 
пары праймеров подбиралась оптимальная температура 
отжига с учетом нуклеотидного состава. Электрофоре-
тический анализ геномной ДНК, а также разделение 
продуктов амплификации выполняли в 1–3-процент-
ных агарозных гелях, приготовленных на основе буфе-
ра ТАЕ (40 мМ Трис-НСl, pH 8,0; 20 мМ ацетат натрия; 
1 мМ ЭДТА). В качестве интеркалирующего красителя 
использовали бромистый этидий в конечной концен-
трации 0,01 мкг/мл. Для визуализации полученных ре-
зультатов использовали гель-документирующую систе-
му BioRad ChemiDoc MP, в качестве маркеров молекуляр-
ного веса – маркеры Step 100, Step 250, Sky-High 250 b – 
10 kb («Биолабмикс», Новосибирск). Выделение ампли-
фицированных фрагментов из 1-процентного агарозного 
геля проводили с использованием набора реагентов 
diaGene («Диаэм», Москва) согласно инструкции произ-
водителя. Секвенирование ДНК выполняли с помощью 
набора для секвенирования BigDyeTM Terminator v3.1 Cy-
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Таблица 2. Использованные в исследовании праймеры

Table 2. Primers used in the study

Ген / 
Gene

Прямой праймер (5′→3′) / 
forward primer (5′→3′)

Обратный праймер (5′→3′) / 
reverse primer (5′→3′)

VuTFL1.1 
(Vigun01g173000)

CACTTGGTTTCTGAGCAGGAC TCACCACCCTCAATCTCAAC

GGTTGAGATTGAGGGTGGTG CATCTGTTGTGCCTGGAATG

CATTCCAGGCACAACAGATG AGAGCAAGCAGGAGCAGAAG

ATGGCAAGAATGCCTTTAGAACC CTAGCGTCTTCTTGCAGCTGTTT

AGGACCCACAAACAGGATTAC CTCTCTCACTCACACACTCTTTC

TGCGGTGTAGACAAGAAAGAG TTGGGTCGACTAGGATGTTTG

ACCCACAAACAGGATTACAC TGATTGGCTCTACACAGATG

TTTCAGCACAAACATCCTAGTC GGGTAAGAGAACAAAGTTTAGAGAG

VuTFL1.2 
(Vigun07g059700)

TTCTTCTGTTTCCTCCTTCACC TCAAATCTCCTCCACCAATCTC

AGATTGGTGGAGGAGATTTGAG ACCAGTGCAGATGTTCTCTCAG

TCTGAGAGAACATCTGCACTGG CATTTGTTGTGCCTGGTATGTC

CAGACATACCAGGCACAAC GTCTTCTAGCAGCAGTTTCC

TTCTTCTGTTTCCTCCTTCACC ATTTCTGCGAGCTATTTCAAGC

TAGGTTAGAGTAGCGGAGAAGAG AAGGTGAAGGAGGAAACAGAAG

CCAAACACCGAATCTTCAAGC CCGCTACTCTAACCTACAGAAATG

VuATC 
(Vigun05g236900)

TCTTGTGATTGGGAGGGTGA TGCCCCACAAACCCTTAGAA

ACCGTCTCCTACAACAATAAGC GTGTAAGTGTTCCCTGAGATATGG

TGCTCAGCAGAAGACAACAC TCATAGTGGGAAGCCAGAAATC

GTTGAAGTCATGTCAAGGTAAC GAAGTCATAGTGGGAAGCC

VuBFT 
(Vigun04g159500)

TCCCTTCATAAACCCTTTTGGC CCCTAAGAAAACCAGAGAAACA

GGAAGAGTGATAGGAGAAGTGG CTAGGACTTGGAGCATCTGG

GAGTTAGTACGAACGGTCCTC TTTCCACAAGGTGCTCAATTAC

TCGGGACAAATAGCACAAATTC AGAGAGATTCCATACACGCTTATC

Таблица 1. Использованные в работе образцы вигны

Table 1. Cowpea accessions used in the study

Номер по каталогу 
ВИР / VIR catalogue No.

Название образца / 
Name of the accession

Происхождение / 
Origin

Подвид / 
Subspecies

Тип роста стебля / 
Type of stem growth habit

6 ‘Clay’ США unguiculata индетерминантный

639 Китай sesquipedalis индетерминантный*

640 Китай sesquipedalis индетерминантный*

642 Китай sesquipedalis индетерминантный*

2056 ‘Лянчихе’ Россия, Примор-
ский край sesquipedalis детерминантный

1783 Германия cylindrica индетерминантный**

Примечание: * – в условиях Астраханской опытной станции растения кустовые с вьющейся верхушкой, в условиях Дальневосточной 
опытной станции – лианы; ** – в условиях Астраханской опытной станции растения кустовые, в условиях Дальневосточной опытной 
станции – кустовые с вьющейся верхушкой (Krylova et al., 2024)

Note: * – bushes with a curly top under the conditions of Astrakhan Experiment Station, and lianas under the conditions of the Far East 
Experiment Station; ** – bushy plants under the conditions of Astrakhan Experiment Station, and bushy plants with a curly top under the 
conditions of the Far East Experiment Station (Krylova et al., 2024)
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cle Sequencing Kit согласно протоколу производителя 
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Секвенирование осуще-
ствляли на генетическом анализаторе 3500 Genetic Ana-
lyzer Series Applied Biosystems™. Анализ полученных се-
квенограмм проводили с использованием программного 
обеспечения Unipro UGENE v39.0 (Okonechnikov et al., 
2012). В качестве референсного генома выступала после-
довательность Vigna unguiculata v1.2 с сервера Phyto-
zome 13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov; Goodstein 
et al., 2012). Множественное выравнивание нуклеотид-
ных последовательностей проводили с помощью про-
граммы MULTALIN v5.4.1 (http://multalin.toulouse.inra.fr/
multalin; Corpet, 1988).

Результаты и обсуждение

Ранее в геноме V. unguiculata с помощью поиска по го-
мологии мы идентифицировали четыре последователь-
ности TFL1-подобных генов (Krylova et al., 2021). Две из 
них высокогомологичны гену TFL1 арабидопсиса и обо-
значены нами как TFL1.1 (Vigun01g173000) и TFL1.2 (Vi-
gun07g059700). Гены расположены в разных хромосомах. 
Кроме этого, в геноме вигны мы идентифицировали по 
одной последовательности генов ATC (Vigun05g236900) 
и BFT (Vigun04g159500). По результатам анализа струк-
турной организации, а также аннотации функциональ-
ных доменов и предсказания трехмерных структур бел-
ков высказано предположение о том, что все идентифи-
цированные белки могут выполнять функции блокато-
ров перехода растений вигны к цветению (Krylova et al., 
2021).

В рамках данной работы выполнено секвенирование 
по Сэнгеру аллелей всех детектированных TFL1-подоб-
ных генов, а также промоторной зоны (примерно 500 пн 
от старт-кодона) у 6 анализируемых образцов вигны. 

По сравнению с референсной последовательностью 
гена Vigun01g173000 из базы данных Phytozome, обнару-
жены различные перестройки в интронах TFL1.1 (Elec-
tronic Supplementary Materials, Suppl. 1)1. У всех образцов, 
за исключением к-1783, детектирована инсерция трех 
нуклеотидов (GTT) в 5’-нетранслируемой области гена. 
Вставка тимина во втором интроне (в положении 609 от 
старт-кодона у группы образцов к-639, к-640, к-642 
и к-2056 и в положении 607 от старт-кодона у к-6) была 
характерна также для большинства изученных образцов, 
кроме к- 1783. У всех образцов обнаружена инсерция ци-
тозина (в положении 973 от старт-кодона, в положении 
972 от старт-кодона у к-1783) в третьем интроне. Только 
у образца к-6 найдены две инсерции во втором интроне 
(в положении 773 и 883 от старт-кодона), а также деле-
ция двух нуклеотидов в первом интроне в положении 
334 от старт-кодона. Различия по сравнению с референс-
ной последовательностью (однонуклеотидная замена 
A/T) в промоторной области гена выявлены только у об-
разцов, относящихся к подвиду sesquipedalis (L.) Verdc. (к-
639, к-640, к-642 и к-2056).

При анализе полученных секвенограмм последова-
тельностей генов TFL1.2 у образца к-1783 детектировали 
двунуклеотидную делецию (в положении 667 от старт- 
кодона) во втором интроне (Electronic Supplementary Ma-
terials, Suppl. 2)2. Кроме этого, у образца к-642 обнаруже-

1 Приложение 1 представлено в онлайн-формате. Электронная 
версия статьи: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-
149 / Electronic Supplementary Materials, Suppl. 1. The online version 
of this article: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-149
2 Приложение 2 представлено в онлайн-формате. Электронная 

на замена A/G в промоторной области. Других измене-
ний нуклеотидной последовательности относительно 
референса обнаружено не было. 

При выравнивании относительно референса полу-
ченных секвенограмм гена VuATC у всех образцов, за ис-
ключением к-6, идентифицировали три однонуклеотид-
ных замены в промоторной области гена (Electronic Sup-
plementary Materials, Suppl. 3)3. При анализе последова-
тельностей гена VuBFT у пяти образцов (кроме к-1783) 
в 3’-нетранслируемой области гена детектирована про-
тяженная делеция девяти нуклеотидов (Electronic Sup-
plementary Materials, Suppl. 4)4. Кроме этого, у боль шин-
ства образцов (кроме к-1783) во втором интроне иден-
тифицировали вставку тимина в позиции 453 от старт- 
кодона, а также однонуклеотидную замену G/А в 459 по-
зиции от сайта начала транскрипции.

Все последовательности генов шести эксперимен-
тальных образцов депонированы в международную 
базу NCBI под следующими номерами: PQ296068 
(VuTFL1.1, к-6), PQ358534 (VuTFL1.1, к-639), PQ296065 
(VuTFL1.1, к-640), PQ296064 (VuTFL1.1, к-642), PQ296067 
(VuTFL1.1, к-1783), PQ296066 (VuTFL1.1, к-2056), PQ296074 
(VuTFL1.2, к-6), PQ296069 (VuTFL1.2, к-639), PQ296070 
(VuTFL1.2, к-640), PQ296071 (VuTFL1.2, к-642), PQ296073 
(VuTFL1.2, к-1783), PQ296072 (VuTFL1.2, к-2056), 
PQ296080 (VuATC, к-6), PQ296075 (VuATC, к-639), 
PQ296076 (VuATC, к-640), PQ296077 (VuATC, к-642), 
PQ296079 (VuATC, к-1783), PQ296078 (VuATC, к-2056), 
PQ450489-PQ450494 (VuBFT).

Заключение

По результатам секвенирования аллелей всех TFL1-
подобных генов вигны у образцов с различным типом 
роста стебля, различий в кодирующей части генов по 
сравнению с референсными последовательностями 
идентифицировано не было. Уникальных перестроек, ха-
рактерных только для сорта ‘Лянчихе’ (к-2056) с детер-
минантным типом роста стебля, а также специфичных 
только для группы образцов к-639, к-640, к-642 подвида 
sesquipedalis с индетерминантным типом роста стебля, не 
обнаружено. Наиболее точной проверкой роли изучае-
мых генов могло бы стать дальнейшее исследование 
в области обратной генетики, нацеленное на нокаут 
и изучение фенотипа нокаутных линий. Не исключено, 
что проявление на уровне фенотипа детерминантности 
у сорта ‘Лянчихе’ связано с другой группой генов, отлич-
ных от TFL1-подобных генов. В связи с этим необходим 
дальнейший поиск других генов, контролирующих тип 
роста стебля. Идентификация и анализ генов, отвечаю-
щих за формирование флоральной меристемы на вер-
хушке побега и детерминантный характер роста расте-
ния, необходимы для более эффективного и быстрого со-
здания современных сортов, пригодных к механизиро-
ванному возделыванию.

версия статьи: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-
149 / Electronic Supplementary Materials, Suppl. 2. The online version 
of this article: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-149
3 Приложение 3 представлено в онлайн-формате. Электронная 
версия статьи: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-
149 / Electronic Supplementary Materials, Suppl. 3. The online version 
of this article: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-149
4 Приложение 4 представлено в онлайн-формате. Электронная 
версия статьи: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-
149 / Electronic Supplementary Materials, Suppl. 4. The online version 
of this article: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2024-4-143-149
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