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Sequencing and comparative characterization of plant 
plastid genomes, or plastomes, is an important tool 
for modern phylogenetic and taxonomic studies, as 
well as for understanding the plastome evolution. The 
genus Allium L. (family Amaryllidaceae) incorporates 
more than 900 species, includes economically signifi-
cant vegetable crops such as garlic A. sativum, onion 
A. cepa, leek A. porrum, etc. In this work, the plastome 
of garlic A. sativum has been completely sequenced. 
The A. sativum plastome is 153172 bp in size. It consists 
of a large unique (LSC, 82035 bp) and small unique 
(SSC, 18015 bp) copies, separated by inverted repeats 
(IRa and IRb) of 26561 bp each. In the garlic plastome, 
134 genes have been annotated: 82 protein-coding 
genes, 38 tRNA genes, 8 rRNA genes, and 6 pseudo-
genes. Comparative analysis of A. sativum and A. cepa 
plastomes reveals differences in the sizes of structural 
elements and spacers at the inverted repeat bound-
aries. The total numbers of genes in A. sativum and 
A. cepa are the same, but the gene composition is dif-
ferent: the rpl22 gene is functional in A. sativum, being 
a pseudogene in A. cepa; conversely, the rps16 gene is 
a pseudogene in A. sativum and a protein-coding gene 
in A. cepa. In the A. sativum and A. cepa plastomes, 
32 SSR sequences have been identified. More than 
half of them are dinucleotides, and the remaining are 
tetra-, penta-, and hexanucleotides at the same time, 
trinucleotides were absent. The compared plastomes 
differ in the numbers of certain SSRs, and some are 
present in only one of the species. 
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Секвенирование и сравнительная характеристика пластидных 
геномов растений – актуальный инструмент для современных 
филогенетических и таксономических исследований. Род Allium L. 
(сем. Amaryllidaceae) объединяет более 900 видов растений, вклю-
чая такие экономически значимые овощные культуры, как чеснок 
Allium sativum, лук репчатый Allium cepa, лук-порей A. porrum и др. 
В настоящей работе впервые определена полная нуклеотидная 
последовательность пластидного генома чеснока A. sativum. 
Пластом A. sativum имел размер 153 172 п. н. и состоял из большой 
уникальной (LSC, 82 035 п. н.) и малой уникальной (SSC, 18 015 п. н.) 
копий, разделенных инвертированными повторами (IRa и IRb) 
размером 26 561 п. н. каждый. В пластидном геноме чеснока анно-
тировано 134 гена, из них 82 белок-кодирующих, 38 тРНК, 8 рРНК 
и 6 псевдогенов. Сравнительный анализ пластидных геномов A. sa
tivum и A. cepa выявил различия в размерах структурных элемен-
тов и спейсеров на границах инвертированных повторов. Общее 
число генов в пластомах A. sativum и A. cepa было одинаковым, 
однако генный состав различался: ген rpl22 был функциональным 
у A. sativum и псевдогеном у A. cepa, а ген rps16 – наоборот, псевдо-
геном у A. sativum и белок-кодирующим у A. cepa. В последователь-
ностях пластидных геномов чеснока A. sativum и лука репчатого 
A. cepa были идентифицированы 32 микросателлитные последова-
тельности, больше половины которых – динуклеотидные, осталь-
ные – тетра-, пента- и гексануклеотидные, а тринуклеотидные 
отсутствовали. Сравниваемые пластидные геномы отличались 
числом повторов ряда микросателлитов, а некоторые микроса-
теллиты встречались только у одного из видов.

Ключевые слова: пластидный геном; чеснок; Allium sativum; 
Allium cepa.
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Крупнейший род однодольных растений Allium L. 
(сем. Amaryllidaceae, Asparagales) объединяет более 
900 видов (Seregin et al., 2015), произрастающих пре-

имущественно в Северном полушарии. К этому роду отно-
сятся овощные культуры, например чеснок, лук репчатый, 
лук-порей и другие, а ряд видов используется в качестве 
декоративных. Многие виды луков являются редкими и 
эндемичными (Friesen et al., 2006). Чеснок Allium sativum и 
лук репчатый A. cepa – наиболее экономически значимые 
виды рода, общемировой объем производства которых, по 
данным Продовольственной и сельскохозяйственной орга-
низации ООН (FAO) за 2016 г., составил 26.5 и 57.2 млн т 
соответственно.

Пищевая ценность как чеснока, так и лука репчатого 
определяется, прежде всего, углеводным составом листьев 
и луковиц, а также наличием специфических вторичных 
метаболитов (Jones et al., 2004). Образование первичных 
углеводов происходит в хлоропластах в процессе фото-
синтеза. Хотя фотосинтез признается ключевой функцией 
пластид, они играют также важную роль в других аспек-
тах физиологии и развития растений, включая синтез 
аминокислот, нуклеотидов, жирных кислот, фитогормо-
нов, витаминов и множества метаболитов (Daniell et al.,  
2016). 

Пластидный геном растений, за исключением нефото-
синтезирующих видов (Bellot, Renner, 2016; Ravin et al., 
2016) и видов семейства Fabaceae (Sveinsson, Cronk, 
2014), имеет консервативную четырехчастную структу-
ру – большая уникальная (large single copy, LSC) и малая 
уникальная (small single copy, SSC) копии, разделенные 
инвертированными повторами (inverted repeat, IR), а также 
сходный порядок генов (Wicke et al., 2011). По данным 
NCBI, в настоящее время секвенированы полные нуклео-
тидные последовательности пластидных геномов более 
чем у 2 400 видов высших растений. 

Для определения последовательностей пластомов су-
ществует три стратегии: 1) секвенирование тотальной 
ДНК и сборка пластома; 2) выделение и секвенирование 
хлоропластной ДНК; 3) амплификация с использованием 
в качестве матрицы тотальной ДНК перекрывающихся 
фрагментов пластома и их дальнейшее секвенирование 
и сборка (Dong et al., 2013). Геном представителей рода 
Allium имеет большой размер (Ricroch et al., 2005), что 
делает проблематичной сборку пластидного генома при 
секвенировании тотальной ДНК. Второй метод весьма 
трудозатратный и требует больших количеств раститель-
ного материала. С помощью этого метода была получена 
полная последовательность пластидного генома только у 
одного представителя рода Allium – лука репчатого A. cepa 
(von Kohn et al., 2013). Третьим методом определены по-
следовательности пластома многих видов растений, на-
пример кувшинки Nymphaea alba (Goremykin et al., 2004), 
огурца Cucumis sativus (Chung et al., 2007), ряски Lemna 
minor (Mardanov et al., 2008) и др. Так как к настоящему 
времени секвенирована полная последовательность пла-
стидного генома нескольких генотипов Allium cepa, то 
представлялось возможным разработать универсальную 
систему праймеров для амплификации перекрывающих-
ся участков пластома у других видов Allium. Поэтому 
цель нашей работы – разработка системы праймеров и 

определение полной нуклеотидной последовательности 
пластидного генома чеснока A. sativum и ее последующее 
сравнение с пластомом A. cepa.

Материалы и методы
Для секвенирования был взят образец A. sativum из Уз-
бекистана (каталожный номер k31) из коллекции Все-
рос сийского института генетических ресурсов растений 
им. Н.И. Вавилова. Тотальную ДНК выделяли из листьев 
методом CTAB (Doyle J.J., Doyle J.L., 1987) с дополни-
тельной депротеинизацией фенол-хлороформом (1:1). 
На основе ранее определенных последовательностей 
пластома нескольких генотипов лука репчатого A. cepa 
(von Kohn et al., 2013; Kim et al., 2015) было разработано 
11 пар праймеров (табл. 1) для амплификации пластидного 
генома у родственного ему чеснока. Размеры участков 
варьировали от 6 до 21 т. п. н., их концы перекрывались 
на 500–1000 п. н. Амплификацию фрагментов проводили 
с использованием набора LongAmp® Hot Start Taq DNA 
Polymerase (New England Biolabs, США). Эквимолярная 
смесь полученных амплификатов, содержащая по 100 нг 
каждого фрагмента, после пробоподготовки была секве-
нирована с помощью Illumina HiSeq 1500 Sequencing 
Sys tem (ЗАО Геноаналитика, Москва, Россия). Сборку 
полученного пула чтений в контиги проводили с по-
мощью Spades v.3.8 (Bankevich et al., 2012). Получено 
11 контигов, которые затем были объединены в единую 
последовательность, в качестве референса использовали 
пластом A. cepa (KF728079). Пробелы были закрыты в 
программе Bandage (Wick et al., 2015), после этого чтения 
были сопоставлены с полученным одиночным контигом 
для обеспечения правильности готовой сборки и опреде-
ления величины покрытия. Покрытие участков составило 
от 900x до 8000х, длина контигов варьировала от 6 до 
21 т. п. н. Полученный пластидный геном был аннотирован 
с помощью программ DOGMA (http://dogma.ccbb.utexas.
edu) и tRNAscan-SE (Lowe, Eddy, 1997). Координаты всех 
генов проверены вручную. Физическая карта пластидного 
генома A. sativum была построена с помощью программы 
OGDRAW (рис. 1) (Lohse et al., 2013). Границы инвертиро-
ванных повторов были перепроверены секвенированием 
с праймерами, специфичными к фланкирующим участ-
кам: ycf1-ndhF (5′-ATTGGTATTATTCTGGATACGGC-3′; 
5′-GATCTGTTTATTCATCTCTACAG-3′), rpl22- rpl2  
(5′-GATGCTCGATAAGGCATAAG-3′; 5′-GTAAGCG 
TCCTGTAGTAAG-3′), rpl2-psbA (5′-CTGTAGTAAGAG 
GAGTAGT-3′; 5′-TTGATAGTCAAGGTCGTGT-3′). 

Для проведения сравнительного анализа пластидных 
геномов использована последовательность стерильного 
генотипа A. cepa (KF728079). Последовательность A. cepa 
KF728079 была аннотирована нами de novo, так как в ис-
ходной аннотации (von Kohn et al., 2013) ряд генов, в част-
ности тРНК, имеют неверные координаты, а, например, в 
гене rps16 не определены границы экзонов, в результате 
чего он был признан псевдогеном, хотя таковым не явля-
ется. Выравнивание последовательностей, определение 
GC- состава проводили в программе MEGA 7.0 (Kumar et 
al., 2016). Поиск микросателлитных последовательностей 
выполняли в программе SSRIT (Temnykh et al., 2001) со 
следующими параметрами: для ди- и тринуклеотидов – не 
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менее пяти повторов, для тетра-, пента- и гексануклеоти-
дов – не менее трех повторов. 

Результаты и обсуждение
Длина полной нуклеотидной последовательности пла-
стидного генома чеснока A. sativum составила 153 172 п. н. 
(см. рис. 1). Последовательность пластома A. sativum была 
депонирована в базу данных NCBI (KX683282). Краткая 
аннотация пластидного генома чеснока A. sativum опубли-
кована нами ранее (Filyushin et al., 2016). Пластидный 
геном A. sativum состоит из большой уникальной копии 
(82 035 п. н.) и малой уникальной копии (18 015 п. н.), 
разделенных инвертированными повторами (IRa и IRb) 
размером 26 561 п. н. каждый. В пластидном геноме анно-
тировано 134 гена, из них 82 белок-кодирующих, 38 тРНК, 
8 рРНК и 6 псевдогенов (Filyushin et al., 2016).

Белок-кодирующие гены, аннотированные в пластид-
ном геноме A. sativum, включали гены большой субъеди-
ницы рибосомы (гены rpl2, rpl14, rpl16, rpl20, rpl22, rpl23, 
rpl32, rpl33 и rpl36), малой субъединицы рибосомы (гены 
rps3, rps4, rps7, rps8, rps11, rps12, rps14, rps15, rps18 и 
rps19), фотосистемы I ( psaA, psaB, psaC, psaI и psaJ ), 
фотосистемы II ( psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, 
psbH, psbI, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT и psbZ ), 
субъединиц АТФ-синтазы (atpA, atpB, atpE, atpF, atpH и 
atpI ) и других семейств. Большинство генов находится 
в пластидном геноме A. sativum в одной копии, только 
18 генов представлены двумя копиями за счет нахождения 
в инвертированных повторах: шесть белок-кодирующих 
генов (rps19, rpl2, rpl23, ycf 2, ndhB и rps7 ), восемь тРНК 

(trnR-ACG, trnL-CAA, trnV-GAC, trnH-GUG, trnI-CAU, 
trnI-GAU, trnA-UGC и trnN-GUU) и все четыре гена рРНК 
(rrn4.5, rrn5, rrn16 и rrn23). Шесть генов были призна-
ны псевдогенами, так как либо содержали внутренний 
стоп-кодон (rps2, rps16, infA, два ycf15 в IRs), либо были 
образованы в результате неполной дупликации ( ycf1). 
Семнадцать генов содержали интроны, из них пятнад-
цать – один интрон (atpF, rpoC1, trnK-UUU, trnG-GCC, 
trnL-UAA, trnV-UAC, ndhA; четыре гена в IRs: rpl2, ndhB, 
trnI-GAU и trnA-UGC ), а два (clpP и ycf3) – два интрона 
(Filyushin et al., 2016).

Сравнение пластидных геномов чеснока A. sativum и 
лука репчатого A. cepa (KF728079) выявило различия как 
в размерах структурных элементов, так и в генном составе 
(табл. 2). В результате анализа нуклеотидных последова-
тельностей сравниваемых пластомов идентифицировано 
2 063 вариабельных сайта (1.33 % от выровненной дли-
ны). Пластомы A. sativum и A. cepa имели одинаковое 
количество белок-кодирующих генов, однако состав 
функ циональных и псевдогенов был различен. Так, rpl22  
у A. cepa – псевдоген, а у A. sativum в этом гене не выяв-
лено внутренних стоп-кодонов. В то же время ген rps16 
у A. cepa – белок-кодирующий, а у A. sativum этот ген 
считается псевдогеном, так как содержит стоп-кодон во 
втором экзоне. 

Последовательности rps2, infA, ycf15 являются псевдо-
генами и у A. sativum и у A. cepa (табл. 2). Ген rps2, как 
было показано в результате массивного параллельного 
секвенирования тотальной ДНК 48 представителей Aspa-
ragales (Steele et al., 2012), содержит преждевременный 

Table 1. Primers used for amplification of A. sativum plastome regions

Plastid genome region Sequences of primers Annealing temperature, °С Amplicon size, kb

rpl2atpA 5′-GGCTATAATTGGAGATACCATT-3′
5′-GAAATTAGTAATATTATCCGYGAA-3′

54 12

atpArpoC1 5′-TAATCGTTGACCTCTTGCCAATT-3′
5′-TCCCATCGAAGTTCACTATGAAT-3′ 

57 10

rpoC1psaB 5′-TGTAKRGCTTCTTCKATTTCTCG-3′
5′-ATTTCCAAGGTTTAGCCAAG-3′

53 20

psaBrbcL 5′-CATAAAGATTCCAYTGACC-3′
5′-GTTGTCCAKGTACCAGTAGAAG-3′ 

53 18

rbcLpsaJ 5′-ATGTCACCMCAAACAGARACT-3′
5′-TACTGGGTCATTCATAGCATTAC-3′

57 10

psaJpsbB 5′-ACTAAATTCATCRAGTTGTTCC-3′
5′-GGAATGCTCCAAATTCSACTT-3′

54 10

psbBycf2 5′-GAATTAGAYCGKGCTACTTT-3′
5′-TCTCTGGATTGATCAGARGAT-3′

55 15

ycf2ndhB 5′-TTAGACAATGTGTGGTTGKTA-3′
5′-ACGAAACCAAGAAATAACCC-3′

53 8

ndhBrrn23 5′-AGGGTATCCTGAGCAATTKCAA-3′
5′-CAAACCTCCTGGCTGTCTCT-3′ 

58 11

rrn23ndhF 5′-TGATCTATCCATGACCAGG-3′
5′-GATGAAATTCTTAATGATAGTTGG-3′ 

54 6

ndhFtrnN 5′-GTAAATAGATMCGAAACATATAA-3′
5′-CTCCCCAAGTAGGATTCGA-3′

52 21
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Сравнительный анализ пластидных геномов 
Allium sativum и Allium cepa
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стоп-кодон лишь у некоторых представителей этого по-
рядка, включая виды Allium. Анализ доступных в NCBI 
последовательностей пластомов показал, что ycf15 – 
псевдоген не только у видов Allium, но и у видов других 
родов порядка Asparagales, в то время как infA (пседоген 
у A. sativum и A. cepa) у видов A. altaicum (MH159130; 
собственные неопубликованные данные) и A. obliquum 
(NC_037199; Filyushin et al., 2018) – белок-кодирующий.

Для функционирования пластид необходимо более 2 000 
белков, при этом в самом пластидном геноме кодируются 
не более 90 белков (Синявская и др., 2015). Перенос ге-
нетического материала из цитоплазматических геномов в 
ядерный геном считается характерной чертой эволюции 
современных растений (Brandvain, Wade, 2009; Sloan, 
2015). Для ряда видов растений ранее был показан пере-
нос гена rps16 в ядерный геном, при этом в пластидном 
геноме он либо сохраняется, либо отсутствует (полностью, 
частично или содержит стоп-кодон), а рибосомальный бе-
лок S16 транспортируется в пластиды из ядра (Keller et 
al., 2017). Наличие/отсутствие гена rps16 у видов одного 
рода было описано ранее, например, для видов Arabidopsis 

Fig. 1. Circular gene map of the A. sativum (KX683282) plastid genome. 
Genes drawn inside the circle are transcribed clockwise, and those outside, counterclockwise. The darker gray color in the inner circle indicates the GC content.

Table 2. Comparison of major structural features of complete 
plastid genomes of A. sativum and A. cepa 

Parameter A. sativum  
(KX683282)

A. cepa  
(KF728079)

Genome size, bp 153 172 153 355

LSC 82 035 82 467

SSC 18 015 17 918

IRs 26 561 26 485

GC percentage 36.7 36.8

Total number of genes 134 134

Number

protein-coding genes 82 82

number of tRNA genes 38 38

number of rRNA genes 8 8

Pseudogenes 6 (rps2, rps16, 
infA, ycf15 (IRs), 
ycf1 (IRa)*)

6 (rps2, rpl22, 
infA, ycf15 (IRs), 
ycf1 (IRa)*)

* ycf1 rom IRa is considered a pseudogene because of incomplete duplication.
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(Roy et al., 2010). Можно предположить, что гены рибосо-
мальных белков rps16 (у A. sativum), rpl22 (у A. cepa), rps2 
и ген infA, кодирующий фактор инициации трансляции, 
были перенесены в ядерный геном, так как без этих белков 
был бы невозможен процесс трансляции в пластидах. Что 
касается гена ycf15, то, во-первых, достоверно не известно 
о его функциях в пластидах, во-вторых, не известно его 
происхождение, так как ортологи этого гена не иденти-
фицированы у эубактерий (Shi et al., 2013).

В пластидном геноме A. sativum в сравнении с пласто-
мом A. cepa было обнаружено семь протяженных деле-
ций, локализованных в межгенных спейсерах trnC-petN 
(221 п. н.), rps18-rpl20 (62 п. н.), rpoB-trnC (56 п. н.), cemA-
petA (53 п. н.) и trnT-trnL (три делеции 38, 23 и 18 п. н.).

Анализ нуклеотидных последовательностей границ ин-
вертированных повторов в пластидных геномах A. sativum 
и A. cepa выявил различия в размерах фланкирующих 
спейсеров (рис. 2). Так, размер спейсера между ycf1 и ndhF 
у A. sativum составляет 52 п. н., а у A. cepa – всего 2 п. н. 
У A. sativum и A. cepa различаются также длины спейсера 
LSC-IRb. Следует отметить, что в пластомах A. sativum и 
A. cepa гены rps19 и trnH так же, как и у другого предста-
вителя порядка Asparagales, Asparagus off icinalis (Steele 

et al., 2012), полностью расположены в инвертированных 
повторах. В то же время у представителей других родов, 
например Solanum, в IRs находится только фрагмент гена 
rps19. Однако присутствие генов rps19 и trnH в IRs не 
специфично для видов Asparagales, а также встречается у 
других порядков однодольных, например у Poales (Redwan 
et al., 2015).

Поиск микросателлитных последовательностей в пла-
стомах A. sativum и A. cepa выявил всего 32 SSRs, из ко-
торых 17 были динуклеотидными (табл. 3). Интересно 
отметить отсутствие тринуклеотидных микросателлитов. 
Сравниваемые пластомы отличались числом повторов 
некоторых микросателлитов, при этом для девяти микро-
сателлитов было показано их отсутствие у одного из ис-
следуемых видов. Большая часть SSRs была локализована 
в межгенных спейсерах, в то время как в генах и интронах 
обнаружены только четыре и пять микросателлитов со-
ответственно. У A. sativum в межгенных спейсерах ndhF-
rpl32 и rpl32-trnL, локализованных в SSC, было иденти-
фицировано три микросателлита ((AT)9 и два повтора 
(ТА)5), которые полностью отсутствуют у A. cepa. Нужно 
отметить, что спейсер rpl32-trnL высоко вариабельный у 
разных групп растений (Shaw et al., 2007), в связи с этим 

Table 3. Characterization of microsatellite sequences  
in plastid genomes of A. sativum (KX683282) and A. cepa (KF728079)

Location Region Motif Number of repeats Location Region Motif Number of repeats

A. sativum A. cepa A. sativum A. cepa

atpHatpI Intergenic AT 5 4 psaCndhE Intergenic TA 6 –

rpoC2 Gene AT 5 5 trnK Intron AATT 3 –

trnTpsbD Intergenic AT 6 6 trnKrps16 Intergenic ATAA 3 3

trnSpsbZ » TA 6 6 ycf3 Intron TTTC 3 3

rps4trnT » TA 5 5 ndhFrpl32 Intergenic ATTG – 3

rps4trnT » TA 6 5 cemA Gene AATG 3 3

trnTtrnL » AT 8 5 petApsbJ Intergenic TAAA 3 3

ycf4cemA » AT 5 5 clpP Intron TAAA 3 3

cemA Gene TC 5 5 rpoC2rpoC1 Intergenic ATTT 3 3

psaJrpl33 Intergenic AT 7 8 atpF Intron AATA 3 2

rps18rpl20 » TA 8 5 petBpetD Intergenic GGAT 3 3

ycf2 Gene GA 5 5 trnTtrnL » TTTTA 3 –

ndhFrpl32 Intergenic AT 9 – accDpsaI » TATAA 2 3

rpl32trnL » TA 5 – trnK Intron TAAAA – 3

rpl32trnL » TA 5 – petNpsbM Intergenic ATTGA 3 3

psaCndhE » TA 7 5 rpl16rps3 » TTTATT – 3

Fig. 2. Comparison of the inverted repeat border regions of A. cepa (KF728079) and A. sativum (KX683282).
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Сравнительный анализ пластидных геномов 
Allium sativum и Allium cepa

он наиболее часто используется для филогенетических 
исследований, в том числе и для рода Allium (Wheeler et 
al., 2013; Herden et al., 2016; Sinitsyna et al., 2016).

Таким образом, впервые определена и охарактеризо вана 
полная нуклеотидная последовательность пластид но го 
генома A. sativum и проведено ее сравнение с пластомом 
родственного вида A. cepa. Полученную последователь-
ность пластома A. sativum можно использовать в даль-
нейшем для филогенетических исследований рода Allium.
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