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Мета. Створення потенційних маркерів 

поліморфізму довжини інтронів для генів ATG2, 
ATG7 і ATG8. Методи. Методи класичної біоі-

нформатики для пошуку локусів, що кодують 

білки ATG2, ATG7, ATG8 у геномі Hordeum 
marinum на основі гомології з генами культур-

ного ячменю, аналіз екзон-інтронної структури 

генів, створення ILP-маркерів. Результати. 

Визначено послідовності генів ATG2, ATG7, 
ATG8 у H. marinum. Проаналізовані відмінності 

екзон-інтронної структури локусів ATG2, ATG7, 
ATG8 у культурного (H. vulgare) і солестійкого 

дикого ячменю (H. marinum). Створено 25 поте-

нційні ILP-маркери, що демонструють суттєвий 

міжвидовий поліморфізм довжини: 13 для 

ATG2, 6 для ATG7, 3 для ATG8A, 2 для ATG8B та 

1 для ATG8D. Висновки. На основі порівняль-

ного аналізу структури генів білків ATG2, 

ATG7, ATG8 у H. vulgare і H. marinum визначе-

но ряд інтронів, рекомендованих для подальшо-

го їх використання як потенційного джерела 
ILP-маркерів, для вивчення міжвидової генети-

чної диференціації злаків. 
Ключові слова: сольовий стрес, Hordeum 

marinum, Hordeum vulgare, ILP-маркери, ATG, 
аутофагія. 

 
У порівнянні з пшеницею та іншими сіль-

ськогосподарськими злаковими культурами, 
ячмінь (Hordeum vulgare) вважається солестій-

ким видом, здатним рости при концентраціях 

солі до 150 мМ NaCl [1]. Серед видів дикого 

ячменю є такі, що демонструють вищу солес-

тійкість порівняно з культурним ячменем [2–4]. 
Такі види розглядаються як потенційне джерело 

генів стійкості до сольового стресу. Серед ди-

ких родичів H. vulgare заслуговує на увагу мор-

ський ячмінь H. marinum, який здатний рости 

навіть в умовах солоних боліт і морського узбе-

режжя Середземноморського регіону і Близько-

го Сходу та може виживати навіть при концент-

раціях NaCl 450 мM [5, 6]. 
Відмінності у формуванні відповіді на со-

льовий стрес на фізіологічному рівні між 

H. vulgare і H. marinum включають більше на-

копичення проліну, гліцинбетаїну та дегідринів, 

білків, залучених у процеси енергетичного ме-

таболізму, зміну активності антиоксидантних 

ферментів. Стратегія стійкості до солі H. 
marinum також включає низьке споживання 

енергії, використання неорганічних іонів як 

дешевих осмотичних агентів і зміни в активнос-

ті іонних транспортерів, підвищення рівня екс-

пресії генів, пов’язаних з детоксикацією, таких 

як глутатіон S-трансферази [7, 8]. Ще одним 

потенційно важливим, але невивченим аспектом 

відповіді H. marinum на сольовий стрес можуть 

бути відмінності у протіканні аутофагічних 

процесів. 
Розвиток аутофагії є важливою частиною 

рослинної відповіді на сольовий стрес, оскільки 

високі концентрації NaCl швидко запускають 
аутофагію, щоб полегшити масовий обіг білка і, 
таким чином, забезпечити рослини енергією, 
необхідною для виживання. Також можливою 

стратегією підтримання K+ / Na+ гомеостазу при 

сольовому стресі є секвестрація Na+ у централь-

ній вакуолі за допомогою механізмів аутофагії 

[9]. Окрім того, аутофагія обмежує масштаб 

програмованої клітинної загибелі, щоб уникну-

ти руйнування тканин при сольовому стресі 

[10]. Ключовою подією аутофагії є формування 

аутофагосом, що відбувається за участі таких 

специфічних для аутофагії білків, як, зокрема, 
ATG2, ATG7, ATG8, гени яких стали предметом 

цього дослідження. 
Вивчення відмінностей у структурі генів 

ATG і створення специфічних та інформативних 
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генетичних маркерів для генотипування різних 

ліній культурного ячменю й H. marinum є важ-

ливими кроками для вивчення молекулярних 

механізмів, які лежать в основі фізіологічної 

відповіді на сольовий стрес. У ході роботи про-

ведений аналіз екзон-інтронної структури генів 
білків ATG2, ATG7 і ATG8 та створені потен-

ційні маркери для оцінки поліморфізму довжи-

ни інтронів (ILP, Intron Length Polymorphism) 
генів, які можуть бути використані у подальших 

молекулярно-генетичних дослідженнях. 
 
Матеріали і методи 
Усі послідовності були взяті з бази даних 

GenBank [11]. Вирівнювання послідовностей 

локусів, що кодують ATG2, ATG7, ATG8 H. vul-
gare, проти геному H. marinum проведене за до-

помогою програмного пакета NCBI Genome 
Workbench [12]. Була використана геномна збір-

ка H. marinum ASM2249601v1 [13]. При створен-

ні потенційних ILP маркерів підбір праймерів 

відбувався за допомогою Primer3Plus [14], їх 

перевірка здійснювалась шляхом проведення in 
silico ПЛР за допомогою сервісу PrimerBlast [15] 
та програмного пакета FastPCR [16]. 

 
Результати та обговорення 
Білок ATG2 ячменю кодується генами, 

розташованими у двох локусах – LOC123410864 
(на хромосомі 6Н) та LOC123402294 (на хромо-

сомі 7Н). Для H. marinum бракує даних щодо 

кодуючих послідовностей та розташування ор-

тологів ATG2 у геномі. Була знайдена гомологі-

чна послідовність на хромосомі 7 (геномна збір-

ка ASM2249601v1), позиція: 151314774-
151326370, що потенційно кодує ATG2 у H. 
marinum. Загальний розмір локусів ATG2 H. 
vulgare: для LOC123410864 – 11609 п. о., з яких 

на екзони припадає 6413 п. о.; для 

LOC123402294 – 13499 п. о., з яких на екзони 

припадає 6559 п. о.; потенційний локус ATG2 H. 
marinum – 13499 п. о., з яких імоворні екзони 

загалом включають 6439 п. о. Враховуючи зна-

чення подібності (91,8 % проти 59,5 %) та роз-

ташування, визначена ділянка H. marinum, яка 

імовірно є ортологом LOC123410864 H. vulgare. 
Обидві послідовності мають аналогічну екзон-

но-інтронну структуру, кожна включає 13 екзо-

нів і 12 інтронів. Результати порівняння довжин 

інтронів ATG2 різних видів ячменю подані у 

таблиці 1. 
Для екзонів ATG2 характерний високий 

рівень консервативності. Поліморфізм довжини 

проявляється у першому і останньому екзонах, 

показники ідентичності варіюють від 89,3 % до 

100 %. Дві третини інтронів демонструють пев-

ний поліморфізм довжини, а показники іденти-

чності знаходяться у межах від 74,1 % до 97 %. 
Для інтронів з помітним міжвидовим полімор-

фізмом довжини було розроблено потенційні 

ILP маркери. Маркери створені у двох варіан-

тах: універсальні для LOC123410864, 
LOC123402294 H. vulgare та ортолога з H. mari-
num і більш специфічні для LOC123410864 й H. 
marinum (табл. 2). 

 
Таблиця 1. Порівняння інтронів ATG2 (LOC123410864) H. vulgare і його потенційного ортологу 

у H. marinum 

N інтрону 
Розмір інтрону 
H. vulgare, п. о. 

Розмір інтрону 
H. marinum, п. о. 

Ідентичність 

1 936 899 82,5% 
2 651 652 94,2% 
3 800 892 84,6% 
4 91 91 96.7% 
5 87 87 96,6% 
6 817 656 74,1% 
7 231 241 90,9% 
8 101 101 97% 
9 199 210 81,9% 

10 161 161 90,7% 
11 234 240 94,2% 
12 888 911 90,7% 
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Таблиця 2. Потенційні ILP маркери для ряду інтронів ATG2 H. vulgare і H. marinum 

Інтрон Праймери 
Очікувана довжина амп-

ліконів, п. о. 

1 
ATG2-intr1F: CGCTCAACGCCGACTACA; 
ATG2-intr1R: AGAGGAAATTTAACCAGCAGAGATTT 

LOC123410864: 1030 
LOC123402294: 1198 
H. marinum: 993 

3 
ATG2-intr3F: GCATATGGGACTGGACGTGT; 
ATG2-intr3R: CTCAGCAATGGAAGCCCGTA 

LOC123410864: 925 
LOC123402294: 1018 
H. marinum: 1017 

6 
ATG2-intr6F: CTTGCTCGACTGCATTCAAGT; 
ATG2-intr6R: AGAGGCAAAATCTCGAGGCA 

LOC123410864: 914 
LOC123402294: 950 
H. marinum: 753 

7 
ATG2-intr7F: TGTGCCTTGCGAAAATGAGA; 
ATG2-intr7R: TGTTGAGAAGCTCTGCATAATTTCC 

LOC123410864: 422 
LOC123402294: 483 
H. marinum: 432 

9 
ATG2-intr9F: TAAGAATGTTTCTGCAATGGGTGT;  
ATG2-intr9R: TCTTGTAGCTTTTGATTGGTAAGGA 

LOC123410864: 390 
LOC123402294: 445 
H. marinum: 401 

11 
ATG2-intr11F: CCTTTAACCTCACGTGAAGCAAAA; 
ATG2-intr11R: GCTGTCCTTCCAAACCCATCA 

LOC123410864: 356 
LOC123402294: 384 
H. marinum: 362 

12 
ATG2-intr12F: TGCAGTAGCTCCAGTATCAGC; 
ATG2-intr12R: TGAGAAGGCCCGGAATATTTGT 

LOC123410864: 1008 
LOC123402294: 2125 
H. marinum: 1031 

1 
ATG2-intr1Fspec: TCAACGCCGACTACATCAACA, 
ATG2-intr1Rspec: TCTCACAACTCTTTAACTGTAGAGGA 

LOC123410864: 1047 
H. marinum: 1010 

3 
ATG2-intr3Fspec: AGGAAATAGCGGCATATGGGA, 
ATG2-intr3Rspec: CAGGAACACTGGAATCGCCA 

LOC123410864: 994 
H. marinum: 1086 

6 
ATG2-intr6Fspec: ACAGCTCAAAGGATTACCCAAGA, 
ATG2-intr6Rspec: AGGGTTGTTGTTAATTGAGTCATTCT 

LOC123410864: 1017 
H. marinum: 856 

9 
ATG2-intr9Fspec: AGCTTAAGAATGTTTCTGCAATGGG, 
ATG2-intr9Rspec: GTAGCTTTTGATTGGTAAGGAGACC 

LOC123410864: 390 
H. marinum: 401 

11 
ATG2-intr11Fspec: GGTGCACATCAAGGGTTGAA, 
ATG2-intr11Rspec: CAGTGCTACCCCCACGATTA 

LOC123410864: 349 
H. marinum: 355 

12 
ATG2-intr12Fspec: TGGCTACTGCAATCTGTGGA, 
ATG2-intr12Rspec: CGATTGAGAAGGCCCGGAAT 

LOC123410864: 1043 
H. marinum: 1066 

 
ATG7 у H. vulgare кодується геном, роз-

ташованим у локусі LOC123443875 на хромо-

сомі 3. Як і у випадку з ATG2, була визначена 

ділянка геному H. marinum (хромосома 3, пози-

ція: 286039133-286041257), гомологічна 

LOC123443875 H. vulgare. Обидві послідовності 

мають аналогічну екзонно-інтронну структуру, 

кожна включає 20 екзонів і 19 інтронів. Резуль-

тати порівняння інтронів ATG7 різних видів 

ячменю подані у таблиці 3. 
Для екзонів гена ATG7 характерний висо-

кий рівень консервативності. Поліморфізм дов-

жини незначно проявляється у першому і 

останньому екзонах, показники ідентичності в 

цілому варіюють від 89,6 % до 100 %. Більшість 

інтронів демонструють поліморфізм довжини, 

показники ідентичності знаходяться в межах від 

72,5 % до 95 %. Для інтронів, що демонструють 

помітний міжвидовий поліморфізм довжини, 

було здійснено дизайн потенційних ILP марке-

рів (табл. 4). 
ATG8 H. vulgare кодується генами, роз-

ташованими у локусах LOC123425915 (ATG8 A), 
LOC123427782 (ATG8 B) на хромосомі 2 та 

LOC123452130 (ATG8 D) на хромосомі 5. Були 

визначені гомологічні ділянки геному H. mari-
num – 184790483-184792959, 494207734-
494210222 на хромосомі 2 та 226371867-
226375548 на хромосомі 5. LOC123425915 
(ATG8A) H. vulgare має розмір 2409 п. о., з яких 

на екзони припадає 751 п. о. Його гомолог H. 
marinum має розмір 2484 п. о., з яких екзони 

складають 829 п. о. Обидві послідовності мають 

аналогічну екзонно-інтронну структуру, кожна 

включає 6 екзонів і 5 інтронів. Результати порі-

вняння кожного окремого з інтронів ATG8 різ-
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них видів ячменю подані у таблиці 5. Для екзо-

нів ATG8А характерний доволі високий рівень 

консервативності. Поліморфізм довжини прояв-

ляється у першому, третьому й останньому ек-

зонах, показники ідентичності варіюють від 

81,6 % до 100 %. Найбільші відмінності виявле-

ні у шостому екзоні. Всі інтрони, окрім третьо-

го, демонструють поліморфізм довжини, а пока-

зники їх ідентичності коливаються в межах від 

73,4 % до 93,2 %. 
LOC123427782 (ATG8B) H. vulgare має 

розмір 2525 п. о., з яких на екзони припадає 

691 п. о. Його гомолог H. marinum має розмір 

2489 п. о., з яких екзони складають 690 п. о. 

Обидві послідовності мають аналогічну екзон-

но-інтронну структуру, кожна включає 6 екзонів 

і 5 інтронів. Для екзонів ATG8В також характе-

рний високий рівень консервативності. Полі-

морфізм довжини проявляється у першому, дру-

гому й останньому екзонах, показники ідентич-

ності коливаються від 92,4 % до 100 %. Всім 

інтронам властивий поліморфізм довжини, а 

показники ідентичності варіюють від 78,1 % до 

91,1 %. 
 

Таблиця 3. Порівняння інтронів ATG7 (LOC123443875) H. vulgare і його потенційного ортолога 
у H. marinum 

N інтрону 
Розмір інтрону 
H. vulgare, п. о. 

Розмір інтрону 
H. marinum, п. о. 

Ідентичність 

1 525 562 80,1 % 
2 90 91 91,2 % 
3 87 85 94,3 % 
4 118 118 94,9 % 
5 140 137 95 % 
6 115 116 94 % 
7 81 81 96,3 % 
8 384 370 96,3 % 
9 77 76 93,5 % 

10 211 164 72,5 % 
11 120 116 92,5 % 
12 163 155 90,2 % 
13 80 82 90,2 % 
14 91 93 93,5 % 
15 86 81 82,8 % 
16 75 75 94,7 % 
17 101 122 81,1 % 
18 90 91 93,4 % 
19 86 82 90,7 % 

 
Таблиця 4. Потенційні ILP маркери для ряду інтронів ATG7 H. vulgare і H. marinum 

Інтрон Праймери 
Очікувана довжина 

продуктів, п. о. 

1 
ATG7-intr1F: CATCACTAGCTGCGTCGAGA, 
ATG7-intr1R: TGGCACTAACGATTCTGGGG 

LOC123443875: 691 
H. marinum: 728 

8 
ATG7-intr8F: CGGCAGTTCCCTGTTGATTTG, 
ATG7-intr8R: GGACACCACAATCCTTATCTACGT 

LOC123443875: 580 
H. marinum: 566 

10 
ATG7-intr10F: TGGTCTTCTTGTTGACTGACACA, 
ATG7-intr10R: TAATGCTGCAGTGATGGCCA 

LOC123443875: 303 
H. marinum: 256 

12 
ATG7-intr12F: TCAGTCTCTGATGAAACAGTAGCA, 
ATG7-intr12R: TGATAAAACACACCGCGGGA 

LOC123443875: 361 
H. marinum: 353 

15 
ATG7-intr15F: GTCAAATTTGGCAAGACAATCACT, 
ATG7-intr15R: GACGCTCGCAAGCTTTAAGC 

LOC123443875: 277 
H. marinum: 272 

17 
ATG7-intr17F: GGGTGCTATTTCTGCAATGACG, 
ATG7-intr17R: ATGGCCAGATGCTATGGAGG 

LOC123443875: 215 
H. marinum: 236 
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LOC123452130 (ATG8D) H. vulgare має 

розмір 5139 п. о., з яких на екзони припадає 750 

п. о. Його гомолог у H. marinum має розмір 3688 

п. о., з яких екзони складають 810 п. о. Обидві 

послідовності мають аналогічну екзонно-
інтронну структуру, кожна включає 5 екзонів і 4 

інтронів. Для екзонів ATG8D характерний мен-

ший, ніж в інших генів ATG8, проте все ще ви-

сокий рівень подібності ортологів. Поліморфізм 

довжини проявляється у першому й останньому 

екзонах, а показники їх ідентичності варіюють в 

межах від 75,5 % до 98,1 %. Перший і останній 

екзони мають нижчі показники ідентичності 

(75,5 %–80,3 %), ніж екзони 2–4 (понад 96,4 %) 
Всі інтрони демонструють поліморфізм довжи-

ни, а показники ідентичності для інтронів 1, 3, 4 

складають від 82 % до 85,5 %. Найбільш значи-

ма різниця спостерігається в інтроні 2. Його 

розмір складає 4152 п. о. у H. vulgare проти 

2634 п. о. у H. marinum, показник ідентичності 

лише 46,1 %. 
Були створені потенційні маркери полі-

морфізму довжини інтронів для інтронів генів 

ATG8А, ATG8B, ATG8D H. vulgare і H. marinum, 
які демонструють помітний міжвидовий полі-

морфізм довжини (табл. 6). 
3 

 
Таблиця 5. Порівняння інтронів ATG8А (LOC123425915), ATG8B (LOC123427782), ATG8D 

(LOC123452130) H. vulgare і їх потенційних ортологів у H. marinum 

N інтрону 
Розмір інтрону 
H. vulgare, п. о. 

Розмір інтрону 
H. marinum, п. о. 

Ідентичність 

ATG8А 
1 127 129 92,2 % 
2 1047 1066 73,4 % 
3 87 87 93,2 % 
4 280 288 86,2 % 
5 90 85 82,8 % 

ATG8B 
1 207 205 85,6 % 
2 953 924 78,1 % 
3 90 89 91,1 % 
4 466 469 87,3 % 
5 118 108 78,3 % 

ATG8D 
1 82 86 82,0 % 
2 4152 2634 46,1 % 
3 80 82 85,4 % 
4 75 76 85,5 % 

 
Таблиця 6. Потенційні ILP маркери для ряду інтронів ATG8 H. vulgare і H. marinum 

Інтрон Праймери Очікувана довжина про-

дуктів, п.о. 
ATG8А 

2 ATG8А-intr2F: GATGGCCAAGACTTGCTTCAAGA, 
ATG8А-intr2R: GGAATTCTNTCAGCGTACTTCTCACGG 

LOC123425915: 1140 
H. marinum: 1157 

4 ATG8А-intr4F: TGTCCCGGAAATTGATAAGAAGA, 
ATG8А-intr4R: CCACGTAGACAAACTGGCCA 

LOC123425915: 378 
H. marinum: 386 

5 ATG8А-intr5F: GAATAGCACCTTGCCACCGA, 
ATG8А-intr5R: GGCAGACCCGAAAGTGTTCT 

LOC123425915: 205 
H. marinum: 200, 236 

ATG8B 
2 ATG8В-intr2F: TGGCNAAGAGCTCGTTCAAGC, 

ATG8В-intr2R: AGGAATTCTGTCAGAGTACTTCTC 
LOC123427782: 1045 
H. marinum: 1016 

5 ATG8В-intr5F: TGGACAGTTTGTGTACGTGGT, 
ATG8В-intr5R: AGCGATTCGAGCGATCCAAA 

LOC123427782: 310 
H. marinum: 300 

ATG8D 
2 ATG8В-intr5F: AGGAGAGGGCGAATGAGTC, 

ATG8В-intr5R: CCATNTCTGGAAGGTTACTCCTCGA 
LOC123452130: 4251 
H. marinum: 2733 
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Висновки 
Для генів ATG2, ATG7 і ATG8 характер-

ний високий міжвидовий рівень консервативно-

сті послідовностей екзонів. Рівень ідентичності 

екзонів генів ATG2 й ATG7 від 89,3 % до 100 %, 
ATG8 – від 75,5 % до 100 %. Характерний полі-

морфізм довжини першого та останнього екзо-

нів. Інтрони ортологів демонструють загалом 

дещо нижчий рівень ідентичності, для більшості 

характерний міжвидовий поліморфізм довжини. 

Рівень ідентичності інтронів загалом варіює від 

46 % до 97 %. Найнижчі показники ідентичності 

й значні відмінності у довжині спостерігаються 

у 2 інтроні ATG8 (LOC123452130). Інтрони, для 

яких встановлений значний міжвидовий полі-

морфізм, рекомендуються для подальших дос-

ліджень у контексті їх потенційного застосу-

вання для молекулярно-генетичного маркування 

солестійких генотипів дикого і різних сортів 

культивованого ячменю. Для інтронів генів, що 

представляють інтерес, створено 25 потенцій-

них ILP-маркерів, що можуть бути використані 

у подальших дослідженнях. 
Робота виконана в рамках проєкту «Клітинно-

біологічні та молекулярно-генетичні механізми соле- та 

посухостійкості ячменю та перспективи їх регуляції для 

поліпшення злакових культур» (ДР № 0123U103005). 
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DESIGN OF POTENTIAL ILP MARKERS FOR HORDEUM VULGARE AND H. MARINUM ATG2, ATG7, 
ATG8 GENES 
Aim. Design of potential intron length polymorphism markers for ATG2, ATG7, ATG8 genes. Methods. Use of classical 
bioinformatics methods to search for loci encoding ATG2, ATG7, ATG8 in the Hordeum marinum genome based on 
homology with cultivated barley genes; analysis of exon-intron structure of genes, design of ILP markers. Results. The 
sequences of ATG2, ATG7, ATG8 genes in H. marinum were determined. Analyzed differences in the exon-intron 
structure of the ATG2, ATG7, ATG8 loci in cultivated (H. vulgare) and salt-resistant wild barley (H. marinum). 25 
potential ILP markers were designed for introns that showed significant interspecies length polymorphism: 13 for ATG2, 
6 for ATG7, 3 for ATG8A, 2 for ATG8B and 1 for ATG8D. Conclusions. Based on gene structure comparative analysis 
of the autophagosome formation proteins ATG2, ATG7, ATG8 of cultivated H. vulgare and salt-tolerasnt H. marinum, a 
number of introns are recommended for further use as a potential source of ILP markers for the study of interspecies 
genetic differentiation of cereals. 
Keywords: salt stress, Hordeum marinum, Hordeum vulgare, ILP markers, ATG, autophagy. 

 


