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Выявление геномного состава аллополиплоидных  
видов рода Elymus (Poaceae: Triticeae)  
Азиатской России с помощью CAPS-анализа
А.В. Агафонов1 , Е.В. Шабанова (Кобозева)1, С.В. Асбаганов1, А.В. Мглинец2, В.С. Богданова2

1 Центральный сибирский ботанический сад Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия 
2 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия

 e-mail: agalex@mail.ru

Аннотация. Род Elymus L. наряду с пшеницей, рожью и ячменем принадлежит к трибе Triticeae. Помимо своего 
хозяйственного значения, эта триба характеризуется широким распространением аллополиплоидных таксонов, 
которые формируются в ходе межвидовой и межродовой гибридизации и последующих преобразований во-
влеченных в гибридизацию диплоидных геномов. Для идентификации исходных геномов в составе полиплои-
дов удобны малокопийные ядерные гены, менее подверженные процессам реорганизации, чем повторенные 
некодирующие элементы. В настоящей работе разработан удобный CAPS-маркер для различения базисных ге-
номов St, H, Y, входящих в состав азиатских видов рода Elymus, с помощью электрофоретического анализа фраг-
ментов рестрикции ПЦР-амплифицированного участка гена, кодирующего β-амилазу. В России распространено 
около 50 видов Elymus предположительно трех гапломных комбинаций: StH, StY и StHY. Наименее изученными 
остаются бореальные StH-геномные виды – эндемики Российской Федерации. По результатам анализа ранее 
изученных разными авторами нуклеотидных последовательностей гена β-амилазы была отобрана эндонуклеа-
за рестрикции TaqI, которая имела различающиеся по положению сайты узнавания в составе вышеуказанного 
фрагмента из геномов St, H и Y. В результате расщепления ПЦР-продукта эндонуклеазой TaqI у каждого из ис-
ходных гапломов формировался специфичный паттерн фрагментов рестрикции, легко визуализируемый в ага-
розном геле. Проанализирована выборка из 68 образцов, принадлежащих 32 видам. У 15 видов была подтверж-
дена ранее известная геномная конституция, у E. kamoji этот метод не позволил выявить присутствие генома H. 
Предполагается возможное происхождение данного ва рианта генома H от другого вида Hordeum. У 16 видов 
геномная конституция определена впервые. Показано, что большинство изученных видов бореальной группы 
видов из Сибири и Российского Дальнего Востока имеют геномную конституцию StStHH. Исключение составил 
E. amurensis, филогенетически близкий к StY-геномному виду E. ciliaris и также имеющий геномный состав StStYY. 
Сделан вывод, что основное видовое разнообразие StH-геном ной группы находится севернее центра проис-
хождения большинства StY-геномных видов рода.
Ключевые слова: Elymus; таксономия; аллополиплоиды; геномная конституция; CAPS-маркеры.
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Abstract. The genus Elymus L., together with wheat, rye, and barley, belongs to the tribe Triticeae. Apart from its eco-
nomic value, this tribe is characterized by abundance of polyploid taxa formed in the course of remote hybridization. 
Single-copy nuclear genes are convenient markers for identification of source genomes incorporated into polyploids. 
In the present work, a CAPS-marker is developed to distinguish basic St, H, and Y genomes comprising polyploid ge-
nomes of Asiatic species of the genus Elymus. The test is based on electrophoretic analysis of restriction patterns of a 
PCR-amplified fragment of the gene coding for beta-amylase. There are about 50 Elymus species in Russia, and most 
of them are supposed to possess one of three haplome combinations, StH, StY and StHY. Boreal StH-genomic species 
endemic for Russia are the least studied. On the basis of nucleotide sequences from public databases, TaqI restrictase 
was selected, as it produced patterns of restriction fragments specific for St, H, and Y haplomes easily recognizable in 
agarose gel. A sample of 68 accessions belonging to 32 species was analyzed. In 15 species, the earlier known genomic 
constitutions were confirmed, but in E. kamoji this assay failed to reveal the presence of H genome. This unusual H ge-
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nome was suggested to originate from a different Hordeum species. In 16 species, genomic constitutions were identi-
fied for the first time. Fifteen accessions from Asian Russia possessed the genomic constitution StStHH, and E. amuren-
sis, phylogenetically close to the StY-genomic species E. ciliaris, had the genomic constitution StStYY. It is inferred that 
the center of species diversity of the StH-genomic group is shifted to the north as compared to the center of origin of 
StY-genomic species, confined to China.
Key words: Elymus; taxonomy; allopolyploids; genome constitution; CAPS markers.
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Введение
Род Elymus L. – крупнейший род трибы Triticeae Dum. 
и, по оценкам, насчитывает от 150 до 200 видов (Dewey, 
1984; Barkworth, 2000). Он представлен исключительно 
аллополиплоидными таксонами с геномным составом, 
включающим несколько основных геномов (гапломов) в 
разных сочетаниях. Генетическая основа рода Elymus об-
разована пятью гапломами (St, H, Y, P, W), происходящими 
от различных родов трибы Triticeae (St – Pseudoroegneria, 
H – Hordeum, P – Agropyron, W – Astralopyrum, Y – донор 
неизвестен). С момента уста новления геномной консти-
туции видов рода Elymus ее стали предлагать в качестве 
стабильного генетического критерия для классификации 
таксонов (Löve, 1984). За относительно короткий проме-
жуток времени в система тике трибы Triticeae произошли 
существенные изменения в связи с геномной системой 
классификации, предло женной D.R. Dewey (1984). За 20 
последующих лет было идентифицировано шесть само-
стоятельных родов в со ответствии с геномной конститу-
цией входящих в них таксонов: Douglasdeweya C. Yen, J.L. 
Yang & B.R. Baum (PPStSt), Roegneria C. Koch (StStYY), 
Anthosachne Steu del (StStWWYY), Kengylia C. Yen & J.L. 
Yang (PPStStYY), Campeiostachys Drobow (HHStStYY) и 
Elymus L. (StStHH, StStStHH, StStHHHH).

Однако, отклоняясь от принципов A. Löve, многие бо
таники до настоящего времени помещают несколько ге
номных комбинаций в единый род Elymus s. l. При этом 
примерно у 40 % видов геномная конституция еще не 
определена (Okito et al., 2009). Для территории России 
в настоящее время признается 53 вида рода Elymus, под-
разделенного на четыре секции (Цвелев, 2008; Цвелев, 
Пробатова, 2010). При этом в состав двух секций (Elymus 
и Goulardia (Husn.) Tzvelev) включены виды с разными 
геномными формулами, что с очевидностью нарушает 
филогенетический принцип их построения. По нашему 
предположению, в России распространены виды только 
трех гапломных комбинаций: StH, StY и StHY (Агафонов 
и др., 2015). Наименее изученными остаются бореальные 
StHгеномные виды – эндемики РФ. Если придерживаться 
зарубежной системы таксонов, то виды Elymus должны 
быть распределены по трем родам в соответствии с геном-
ной конституцией: Elymus, Roegneria и Campeiostachys. 
На наш взгляд, подразделение видов рода территории Рос
сии на отдельные самостоятельные роды нецелесообраз
но изза сложностей в морфологической идентификации 
таких родов. Но при этом классификация внутриродовых 
таксонов на основе геномной конституции видов абсо-
лютно необходима для построения филогенетически 
ориентированной системы рода.

Ранее для идентификации геномов у представителей 
трибы Triticeae были применены CAPSмаркеры (Cleaved 
Amplified Polymorphic Sequences – полиморфизм рестрик-
ционных фрагментов амплифицированной ДНК) (Gostim-
sky et al., 2005; Li et al., 2007; Hu et al., 2014; Шавруков, 
2015). Из преимуществ использования CAPSмаркеров 
можно отметить кодоминантность наследования, нетре-
бовательность к количеству геномной ДНК и невысокую 
стоимость.

CAPSмаркеры были впервые применены нами в целях 
идентификации геномной конституции видов рода Elymus 
(Кобозева и др., 2017). Для этого были разработаны прай-
меры на основе известных последовательностей гена 
βамилазы (MasonGamer, 2013), которые включали 38 
последовательностей из гаплома St, 23 – из гаплома H и 
15 – из гаплома Y, принадлежащих 24 видам Elymus, в том 
числе 14 – с геномным составом StStHH, 9 – с геномным 
составом StStYY и 1 – StStHHUkUk (Elytrigia repens). Про-
веден поиск вариабельных позиций, которые одинаковы у 
всех представителей одного генома и отличают этот геном 
от двух остальных. При этом особое внимание уделялось 
тем геномспецифичным заменам, которые приводят к 
возникновению/исчезновению сайтов узнавания эндону-
клеазами рестрикции. Установлено, что обработка ПЦР
продукта рестриктазой TaqI приводила к возникновению 
геномспецифичных паттернов рестрикции. В настоящей 
работе мы применяем метод CAPSанализа для изучения 
большой выборки видов Elymus с территории азиатской 
части России для выяснения их геномной конституции, 
которая до настоящего времени не была известна.

Материалы и методы
В анализ были взяты 68 образцов видов, распростра-
ненных на территории России, с ранее установленной 
(табл. 1) и неизвестной (табл. 2) геномной конституцией 
(ГК). Номенклатура видов приведена согласно Н.Н. Цве-
леву и Н.С. Пробатовой (2010). Были использованы об-
разцы из биоресурсной научной коллекции Центрального 
сибирского ботанического сада Сибирского отделения 
Российской академии наук (ЦСБС СО РАН) – «Коллек-
ция живых растений в открытом и закрытом грунте», их 
идентификационные номера приведены в табл. 1 и 2. Пре-
фиксы соответствуют географическому происхождению 
образцов.

Тотальную ДНК выделяли из 20 мг сухой зеленой 
массы с использованием набора NucleoSpin Plant II Kit 
(MachereyNagel, Германия) по протоколу  производителя. 
Реакцию амплификации фрагмента гена βамилазы про-
водили в термоциклере C1000 (BioRad, США) с исполь  
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Таблица 1. Образцы видов рода Elymus с известной геномной конституцией,  
установленной классическим цитогенетическим методом 

№ об-
разца

Вид Elymus; 
образец

Геномная  
конституция 

Местонахождение, авторы сбора

1 E. kamoji;
CCH-1395

StHY (Zhou et 
al., 1999)

КНР, провинция Сичуань, окрестности г. Ченду, фрагмент леса в Панда-парке,  
alt. 527 м, N 30°44.253’ E 104°8.453’ (А. Агафонов, Е. Кобозева)

2 E. kamoji;
SLA-1276

» Приморский край, Хасанский р-н, г. Славянка, прибрежный луг,  
alt. 1 м, N 42°52.101’ E 131°22.987’ (А. Агафонов)

3 E. dahuricus;
BUD-0781

StHY  
(Dewey, 1984)

Республика Бурятия, Джиргинский р-н, окрестности пос. Нижний Торей, долина р. Торейка, 
луговой склон, alt. 863 м, N 50°34.567’ E 104°52.571’ (Н. Бадмаева)

4 E. dahuricus; 
CHJ-1516

» Китайская Народная Республика, провинция Цзилинь, лесопосадки в окрестностях  
оз. Цаган-Нур, alt. 138 м, N 45°12.106’ E 124°25.074’ (С. Асбаганов) 

5 E. schrenkianus; 
AKA-0702

StHY (Lu, 
Bothmer, 1992)

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, каменистый луг в долине р. Каланегир,  
alt. 2283 м, N 49°37.896’ E 88°29.441’ (С. Лукьянчиков)

48 E. schrenkianus; 
AUK-0652

» Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, плато Укок, 80 м севернее автотрассы, каменистый луг 
в долине ручья, alt. 2445 м, N 49°30.418’ E 88°5.012’ (А. Агафонов, B. Salomon)

6 E. pendulinus; 
VOK-0738

StY  
(Jensen, 1990)

Приморский край, окрестности г. Владивосток, кустарник в зоне отчуждения  
у железнодорожной станции Океанская; alt. 7 м, N 43°14.10’ E 132°0.19’ (А. Агафонов)

7 E. pendulinus; 
CHE-1044

» Республика Алтай, окрестности Чемальского р-на, окрестности пос. Чемал, район слияния 
рек Катунь и Чемал, alt. 434 м, N 51°23.533’ E 86°00.197’ (Е. Кобозева)

8 E. gmelinii;
AUS-1013

StY (Jensen, 
Hatch, 1989)

Республика Алтай, Шебалинский р-н, окрестности г. Усть-Сема, галечник в пойме р. Катунь, 
левый берег, alt. 341 м, N 51°37.620’ E 85°45.923’ (А. Агафонов, Е. Кобозева)

9 E. sibiricus;
ACH-1601

StH  
(Dewey, 1974)

Республика Алтай, перевал Чике-Таман, правая обочина автотрассы, 500 м севернее  
смот ровой площадки, alt. 1250 м, N 50°38.911’ E 86°18.789’ (Е. Кобозева)

10 E. caninus;
OSE-1423

StH  
(Dewey, 1968)

Республика Северная Осетия–Алания, Алагирский р-н, экотропа в долине р. Цейдон,  
alt. 1951 м, N 42°47.139’ E 43°53.605’ (А. Агафонов, М. Агафонова)

11 E. caninus;
OSE-1427

» Республика Северная Осетия–Алания, Ирафский р-н, окрестности пос. Стур-Дигора,  
западный склон хр. Большой Кавказ, долина правее притока р. Урух,  
alt. 1996 м, N 42°52.898’ E 43°35.959’ (С. Асбаганов)

12 E. caninus;
UKU-1617

» Республика Башкортостан, Белорецкий р-н, окрестности пос. Новоабзаково, сухой луг  
в смешанном лесу, alt. 618 м, N 53°48.718’ E 58°40.377’ (А. Агафонов, С. Асбаганов)

13 E. gmelinii;
BKA-0962

StY (Jensen, 
Hatch, 1989)

Приморский край, окрестности г. Большой Камень, подножие каменистых осыпей,  
alt. 41 м, N 43°7.513’ E 132°25.133’ (А. Агафонов)

14 E. fedtschenkoi;
KSA-0935

StY (Liu, 
Dewey, 1983)

Казахстан, хр. Южный Алтай, западный макросклон, alt. 1791 м, N 49°05.077’ E 86°04.483’ 
(Д. Герус)

49 E. fedtschenkoi;
KME-1729

» Казахстан, хр. Заилийский Алатау, окрестности пос. Медеу, высокогорный каменистый луг, 
alt. 3223 м, N 43°07.101’ E 77°06.828’ (С. Асбаганов)

50 E. fedtschenkoi;
AUR-1714

» Республика Алтай, Улаганский р-н, долина р. Ярлы-Амры, высокогорный каменистый луг,  
alt. 2180 м, N 50°19.044’ E 087°43.049’ (Е. Кобозева)

51 E. nevskii;
KME-1728

StY  
(Dewey, 1980)

Казахстан, хр. Заилийский Алатау, окрестности пос. Медеу, высокогорный каменистый луг, 
alt. 3223 м, N 43°07.101’ E 77°06.828’ (С. Асбаганов)

15 E. fibrosus;
ABZ-1602

StH  
(Dewey, 1984)

Республика Башкортостан, Белорецкий р-н, окрестности пос. Новоабзаково, обочина грунто-
вой дороги в смешанном лесу, alt. 546 м, N 53°47.845’ E 58°37.291’ (А. Агафонов, С. Асбаганов)

16 E. mutabilis;
KHA-1210

» Красноярский край, Шушенский р-н, Шушенский бор, alt. 495 м, N 52°49.622’ E 91°26.609’ 
(С. Асбаганов)

17 E. mutabilis;
ABZ-1607

» Республика Башкортостан, Белорецкий р-н, окрестности пос. Новоабзаково, обочина грунто-
вой дороги в смешанном лесу, alt. 546 м, N 53°47.845’ E 58°37.291’ (А. Агафонов, С. Асбаганов)

26 E. abolinii;
BUD-0780

StY  
(Jensen, 1989)

Республика Бурятия, Джиргинский р-н, окрестности пос. Нижний Торей, долина р. Торейка, 
опушка лиственничного леса, alt. 863 м, N 50°34.634’ E 104°52.781’ (Н. Бадмаева)

27 E. ciliaris;
VOK-0711

StY  
(Dewey, 1984)

Окрестности г. Владивосток, кустарник в зоне отчуждения между железнодорожными  
станциями Санаторная и Океанская, alt. 4 м, N 43°13.94’ E 131°59.95’ (Д. Герус, А. Агафонов)

38 E. panormitanus; 
H4152*

StY (Lu, 
Salomon, 1992)

СССР, Украина, Крым

39 E. caucasicus;
H3207*

StY (Jensen, 
Wang, 1991)

СССР, Армения, окрестности г. Дилижан

66 E. confusus;
BUM-0505

StH  
(Lu et al., 1995)

Республика Бурятия, Тункинский р-н, окрестности пос. Монды, южный макросклон Тункинско - 
го хребта, каменистый берег ручья, alt. 1738 м, N 51°42.610’ E 100°59.967’ (Д. Герус, А. Агафонов)

67 E. confusus;
TAR-0730

» Республика Тува, Тес-Хемский р-н, перевал Шуурмак–Самагалтай, северо-западные отроги 
хр. Хорумнуг-Тайга, елово-лиственничный лес, alt. 1545 м, N 50°36.870’ Е 95°10.729’ (И. Артемов)

Примечание.  Нумерация образцов соответствует трекам на рис. 2. 
* Образцы получены от д-ра B. Salomon (Шведский аграрный университет, отделение селекции растений, Алнарп, Швеция).
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Таблица 2. Образцы видов рода Elymus с неизвестной геномной конституцией с территории России 

№ об-
разца

Вид Elymus;  
образец

Местонахождение, авторы сбора

18 E. uralensis;
UKU-1617

Республика Башкортостан, Белорецкий р-н, окрестности пос. Новоабзаково, сухой луг в смешанном лесу, 
alt. 618 м, N 53°48.718’ E 58°40.377’ (А. Агафонов, С. Асбаганов)

19 E. viridiglumis;
UKU-1618

Республика Башкортостан, Белорецкий р-н, окрестности пос. Новоабзаково, гора Куркак, высокотравный 
луг в березовом редколесье, alt. 619 м, N 53°48.718’ E 58°40.377’ (А. Агафонов, С. Асбаганов)

20 E. transbaicalensis;
AKU-0422

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, 10 км на север от пос. Чаган-Узун по Чуйскому тракту, лог Куюктанар, 
alt. 1815 м, N 50°9.783’ E 88°19.054’ (А. Агафонов, Д. Герус)

21 E. transbaicalensis;
GAR-0530

Республика Бурятия, Окинский р-н, автотрасса на пос. Орлик, галечник у р. Гарган,  
alt. 1610 м, N 52°05.947’ E 100°23.005’ (А. Агафонов, Д. Герус)

22 E. margaritae;
GUK-1009

Республика Алтай, Усть-Коксинский р-н, гора Красная, комплекс курумов и высокогорных лугов,  
alt. 2028 м, N 50°4.495’ E 85°13.073’ (Д. Никонова, Е. Кобозева)

23 E. margaritae;
AUK-0650

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, плато Укок, 80 м севернее автотрассы, каменистый луг в долине 
ручья, alt. 2438 м, N 49°30.418’ E 88°05.012’ (А. Агафонов, B. Salomon)

24 E. komarovii;
AKU-0458

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, 10 км на север от пос. Чаган-Узун по Чуйскому тракту, лог Куюктанар, 
alt. 1815 м, N 50°9.783’ E 88°19.054’ (А. Агафонов, Д. Герус)

25 E. transbaicalensis;
TUV-9697

Республика Тува, Тоджинский р-н, заповедник Азас, кордон Илги-Чул (Д. Шауло)

28 E. komarovii;
AKT-0417

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, Северо-Чуйский хребет, ущелье Актру, граница леса и грунтовой 
дороги, alt. 2061 м, N 50°6.518’ E 87°48.193’ (А. Агафонов, Д. Герус)

29 E. komarovii;
GAR-0501

Республика Бурятия, Окинский р-н, долина р. Ока, лесная поляна в 50 м от русла р. Гарган,  
alt. 1607 м, N 52°05.947’ E 100°23.005’ (А. Агафонов, Д. Герус)

30 E. komarovii;
JPO-1505

Республика Якутия (Саха), Хангаласский р-н, окрестности г. Покровск, луг у автостанции,  
alt. 131 м, N 61°29.367’ E 129°08.225’ (Е. Кобозева, С. Асбаганов)

31 E. subfibrosus;
ANA-1118

Чукотский автономный округ, окрестности г. Анадырь (Д. Лысенко)

32 E. subfibrosus;
LEN-1524

Республика Саха (Якутия), Хангаласский улус, западные Ленские столбы, alt. 156 м, N 61°6.370’ E 127°21.593’ 
(Е. Кобозева, С. Асбаганов)

33 E. macrourus;
12-0135

Восточный Таймыр, район слияния рек Большая Лесная Рассоха и Новая. Галечная пойма в устье Большой 
Лесной Рассохи, alt. 2 м, N 72°37.363’ E 101°17.793’ (Е. Поспелова)

34 E. jacutensis;
13-0443

Юго-Восточный Таймыр, окраина Анабарского плато, район слияния рек Эриечка и Нямакит-Далдын, 
лужайка под скалами, alt. 218 м, N 71°15.250’ E 105°37.452’ (И. Поспелов)

35 E. sajanensis;
ZUN-0502

Республика Бурятия, Окинский р-н, окрестности пос. Зун-Холбо, alt. 1682 м, N 52°10.092’ E 100°57.581’ 
(А. Агафонов, Д. Герус)

36 E. sajanensis;
ART-0202

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, хр. Чихачева, галечник по левому притоку р. Бугузун,  
alt. 2254 м, N 50°1.914’ E 89°23.620’ (И. Артемов)

37 E. amurensis;
MES-1111

Приморский край, Хасанский р-н, окрестности Морской экспериментальной станции ТИБОХ ДВО РАН,  
луговой фрагмент у обочины грунтовой дороги, alt. 93 м, N 42°37.045’ E 131°8.650’ (Е. Кобозева, А. Агафонов)

40 E. transbaicalensis;
AKT-0628

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, Северо-Чуйский хребет, ущелье Актру, ивняк у альплагеря,  
alt. 2118 м, N 50°5.038’ E 87°46.820’ (А. Агафонов, Д. Герус)

41 E. kronokensis;
BER-0804

Республика Бурятия, Еравнинский р-н, юго-восточнее вахтового пос. Озерный, лиственничник,  
alt. 1154 м, N 52°58.625’ E 111°38.166’ (О. Аненхонов)

42 E. kronokensis;
MMA-1103

Магаданская область, Тенькинский р-н, окрестности пос. Мадаун, горенник в пойме р. Армань,  
alt. 627 м, N 60°35.861’ E 150°40.862’ (Д. Лысенко)

43 E. kronokensis;
KES-9603

Камчатский край, Быстринский р-н, южный склон горы на север от пос. Эссо,  
alt. 627 м, N 55°55.945’ E 158°41.275’ (А. Агафонов, B. Salomon)

44 E. lenensis;
12-0125

Восточный Таймыр, район слияния рек Большая Лесная Рассоха и Новая, байджарах на берегу озера,  
alt. 39 м, N 72°39.613’ E 101°17.079’ (И. Поспелов)

45 E. kamczadalorum;
KSO-9623

Камчатский край, Елизовский р-н, окрестности пос. Сосновка, alt. 247 м, N 53°5.046’ E 158°17.918’  
(А. Агафонов, B. Salomon)

46 E. charkeviczii;
KES-9670

Камчатский край, Быстринский р-н, окрестности пос. Эссо, обочина грунтовой дороги,  
alt. 484 м, N 55°55.014’ E 158°42.116’ (А. Агафонов, B. Salomon)

47 E. charkeviczii;
MSN-1202

Городской округ Магадан, пос. Снежный, тропа у границы леса, alt. 145 м, N 59°43.466’ E 150°52.677’  
(Н. Бадмаева)

52 E. lenensis;
LEN-1520

Республика Саха (Якутия), Хангаласский р-н, луговой склон на правом берегу р. Лена,  
alt. 114 м, N 61°6.369’ E 127°21.593’ (Е. Кобозева, С. Асбаганов)

53 E. lenensis;
ALD-1539-3

Республика Саха (Якутия), Алданский р-н, левый берег р. Алдан, кустарник у песчаной отмели,  
alt. 228 м, N 58°40.878’ E 128°33.081’ (Е. Кобозева, С. Асбаганов)
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зованием праймеров El_balg_F4 (5′GGTACCATCGT 
GGACATTGAA3′) и El_balg_R4 (5′CTGTACCACCA 
GTGAATGCC3′) (Кобозева и др., 2017). Реак ционная 
смесь для ПЦР в объеме 15 мкл содержала одно кратный 
Taq буфер, по 0.2 мМ каждого dNTP, 1.5 мМ MgCl2, 1 мкл 
каждого праймера, 20 нг геномной ДНК, 1 ед. HS Taq 
ДНК полимеразы («Евроген», РФ). Использовали следую
щий режим: первичная денатурация при 94 °С – 4 мин; 
40 цик лов: денатурация при 94 °С – 20 с, отжиг праймеров 
при 60 °C – 25 с, элонгация при 72 °С – 90 с; финальная 
элонгация – 5 мин при 72 °С. CAPSанализ (Konieczny, 
Ausubel, 1993) проводили следующим образом: к 8 мкл 
ПЦРамплификата добавляли TaqI буфер (до 1×), 1 ед. 
TaqI рестриктазы (Thermo Scientific, США), MQ-H2O 
до 15 мкл. Реакционную смесь инкубировали при 65 °С  
в течение 1 ч, затем анализировали электрофорезом в 
1.7 % агарозном геле, содержащем однократный ТАЕ
буфер.

Результаты и обсуждение
Сравнительный анализ последовательностей гена βами
лазы, опубликованных в работе R. Mason-Gamer (2013), 
показал, что изучаемый фрагмент генома Y длиной около 
1100 п. н. не содержал ни одного сайта рестрикции TaqI, 
тогда как в геноме St у него был один сайт узнавания на 
расстоянии ~170 п. н. от праймера El_balg_R4. Этот же 
сайт мог присутствовать в некоторых Hсодержащих об-
разцах, кроме того, все геномы H имели сайт узнавания 
на расстоянии ~280 п. н. от праймера El_balg_F4. Таким 

Окончание табл. 2

№ об-
разца

Вид Elymus;  
образец

Местонахождение, авторы сбора

54 E. kronokensis;
KRT-1611

Красноярский край, Эвенкийский р-н, окрестности пос. Тура, р. Нижняя Тунгуска, лиственничник,  
обочина тропы, alt. 169 м, N 64°16.478’ E 100°16.445’ (Л. Кривобоков)

55 E. kronokensis;
12-0137

Восточный Таймыр, береговой обрыв на р. Большая Лесная Рассоха, alt. 2 м, N 72°35.808’ E 101°15.900’  
(Е. Поспелова)

56 E. kronokensis;
TAL-0602

Республика Алтай, Кош-Агачский р-н, долина р. Талдура, лиственничник по склону горы,  
alt. 2095 м, N 49°57.472’ E 87°57.552’ (Д. Герус, А. Агафонов)

57 E. subfibrosus;
KRT-1612

Красноярский край, Эвенкийский р-н, пос. Тура, обочина грунтовой дороги,  
alt. 309 м, N 64°16.920’ E 100°14.880’ (Л. Кривобоков)

58 E. subfibrosus;
JRO-1733

Республика Саха (Якутия), Томпонский р-н, автотрасса Колыма, южные отроги Верхоянского хребта,  
долина р. Росомаха, приток р. Ильгувеем, alt. 460 м, N 63°2.879’ E 137°52.610’ (Н. Бадмаева)

59 E. jacutensis;
ALU-1711

Республика Алтай, Улаганский р-н, разнотравный луг на левом берегу р. Чулышман под перевалом  
Кату-Ярык, alt. 733 м, N 50°55.497’ E 088°12.226’ (Е. Кобозева)

60 E. jacutensis;
GAN-1516

Республика Алтай, Чемальский р-н, окрестности пос. Анос, склон к левому берегу р. Анос у моста,  
alt. 380 м, N 51°30.014’ E 85°57.160’ (Е. Кобозева)

61 E. jacutensis;
ALD-1541

Республика Саха (Якутия), Алданский р-н, левый берег р. Алдан, кустарник у песчаной отмели,  
alt. 228 м, N 58°40.878’ E 128°33.081’ (Е. Кобозева, С. Асбаганов)

62 E. macrourus;
MTE-1210

Магаданская область, Тенькинский р-н, обочина автотрассы у границы смешанного леса,  
alt. 970 м, N 60°26.034’ E 150°58.558’ (Н. Бадмаева)

63 E. macrourus;
LEN-1524_1

Республика Саха (Якутия), Хангаласский р-н, луговой склон на правом берегу р. Лена,  
alt. 114 м, N 61°6.369’ E 127°21.593’ (Е. Кобозева, С. Асбаганов)

64 E. turuchanensis;
KRE-1440

Красноярский край, Туруханский р-н, пос. Бор, на песке по берегу р. Енисей,  
alt. 30 м, N 61°36.265’ E 90°0.143’ (М. Ломоносова)

65 E. peschkovae;
MJA-1106

Магаданская область, Хасынский р-н, Яблоновый перевал, пойменный луг у дороги,  
alt. 755 м, N 60°19.467’ E 151°10.540’ (Д. Лысенко)

68 E. peschkovae;
AMU-8804

Амурская область, 60 км вниз по р. Гилюй от г. Тында, песчаный берег, alt. 445 м, N 54°56.216’ E 125°21.854’ 
(О. Потемкин)

Примечание. Нумерация образцов соответствует трекам на рис. 2.

образом, при визуализации в геле геномы распознавались 
по самым крупным фрагментам: геном Н – по наличию 
фрагмента длиной около 650 п. н., St – 930 п. н., Y – 
1100 п. н. (рис. 1).

Нами был проведен анализ CAPSмаркера у 68 образ-
цов (см. табл. 1 и 2). Электрофореграммы фрагментов 
рестрикции TaqI эндонуклеазой представлены на рис. 2. 
По результатам этого анализа была определена ГК ис-
следованных образцов. Из 16 видов рода ранее известная 
ГК была подтверждена у 15 видов, за исключением E. ka-
moji. У 16 видов ГК была определена впервые, 15 из них 
имели геномный состав StStHH и 1 вид, E. amurensis, – 
геномный состав StStYY (табл. 3). Вместе с тем были 
обнаружены некоторые ограничения при применении 

H

Длины фрагментов, п. н., 
после обработки TaqI

St

Y

F4

280 650

650 + 280 + 170

930 + 170

1100

(820 + 280)

1100

170

R4+/–TaqI TaqI

Рис. 1. Схема расположения сайтов узнавания эндонуклеазой TaqI 
во  фрагменте гена β-амилазы в трех базисных гапломах, входящих 
в состав полиплоидного генома Elymus.
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Рис. 2. Полиморфизм длин продуктов рестрикции эндонуклеазой TaqI амплифицированного фрагмента гена β-амилазы 
у видов рода Elymus. 
Нумерация образцов соответствует табл. 1 и 2. В качестве маркера длины фрагментов использовали 100+ bp DNA Ladder 
(« Евроген»).

этого метода. Так, у двух генотипов E. kamoji с помощью 
CAPSанализа удалось обнаружить только два гаплома, 
St и Y, хотя, исходя из известного числа хромосом, вид 
является гексаплоидом, следовательно, должен содержать 
три базисных генома (гаплома) (см. рис. 2, 1, 2). Мало-
вероятно, что отсутствие рестрикционных фрагментов, 

Таблица 3. Список бореальных видов Elymus с территории азиатской части России,  
у которых геномная конституция (ГК) впервые определена CAPS-методом

№ п/п Вид Elymus Число изученных 
образцов

ГК № п/п Вид Elymus Число изученных 
образцов

ГК 

1 E. amurensis 1 StY 9 E. margaritae 2 StH

2 E. charkeviczii 2 StH 10 E. sajanensis 2 StH

3 E. jacutensis 4 StH 11 E. subfibrosus 4 StH

4 E. kamczadalorum 1 StH 12 E. transbaicalensis 4 StH

5 E. komarovii 4 StH 13 E. uralensis 1 StH

6 E. kronokensis 6 StH 14 E. viridiglumis 1 StH

7 E. lenensis 3 StH 15 E. turuchanensis 1 StH

8 E. macrourus 3 StH 16 E. peschkovae 2 StH

соответствующих гаплому H, обусловлено неполным 
гидролизом. Поскольку все представители рода содержат 
геном St, имеющий сайт узнавания эндонуклеазой TaqI, 
то наличие фрагментов, специфичных для этого генома, 
служит внутренним контролем прохождения гидролиза. 
Это соответствует зарубежной классификации, где вид 
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E. kamoji отнесен к роду Campeiostachys (Baum et al., 
2011), содержащему виды с геномной формулой StHY. 
Проведенная нами цитологическая проверка показала чис-
ло хромосом 2n = 42 у обоих образцов E. kamoji. Наличие 
у E. kamoji генома H, лишенного двух сайтов узнавания 
эндонуклеазой TaqI, ставит вопрос о его происхождении, 
которое остается невыясненным. Не исключено, что у 
разных представителей рода геном Н получен от разных 
предковых таксонов, что соответствует предположению 
о полифилии доноров базисных гапломов (Mason-Gamer, 
2013). 

Интересный паттерн фрагментов рестрикции показали 
два образца E. confusus (см. рис. 2, 66 и 67), ГК которого 
была определена ранее как StStHH (Lu et al., 1995). У об-
разца TAR0730 (см. рис. 2, 67) более длинный фрагмент, 
соответствующий аллелю из генома St, видимо, укорочен, 
может быть, вследствие делеции. В спектре фрагментов 
образца BUM0505 (рис. 2, 66) отсутствует фрагмент 
длиной около 930 п. н., происходящий из генома St, тогда 
как более мелкий фрагмент длиной около 170 п. н., харак-
терный для этого гаплома, отчетливо виден. Вероятно, 
это объясняется мутацией в составе исследуемого гена 
генома St, например, приводящей к возникновению сайта 
узнавания для TaqI. Не исключена также возможность 
рекомбинации и/или интрогрессии между геномами St и 
H в ходе интенсивных микроэволюционных процессов, 
что косвенно подтверждается высокой морфологической 
изменчивостью внутри этого вида.

Таким образом, по данным CAPSанализа, почти все 
вновь изученные образцы бореальной группы видов из 
Сибири и Дальнего Востока России имеют StHге ном
ный состав. Исключение составил E. amurensis, фило-
генетически близкий к StYгеномному виду E. ciliaris и 
имеющий геномный состав StY. Это означает, что центр 
разнообразия азиатской StHгеномной группы располо-
жен севернее, по сравнению с таковым у StYгеномной 
группы, который, как считается, находится на террито-
рии Китая (Lu, Salomon, 1992). Примечательно, что в 
Северной Америке состав рода Elymus также представлен 
в основном StHгеномными видами, за исключением 
Ely mus californicus с неясным происхождением (Mason- 
Gamer, 2001). Кроме того, там отмечено несколько занос-
ных ази атских StHY и StYгеномных видов (Barkworth 
et al., 2007).

Метод показал высокую точность: в данной работе ра-
нее известная геномная конституция была подтверждена 
CAPSанализом у 15 из 16 видов Elymus. Для 10 видов 
геномная формула, вновь определенная CAPSанализом 
как StH, была независимо подтверждена секвенировани-
ем нуклеотидных последовательностей клонированного 
фрагмента гена GBSS1 (waxy) (Kobozeva et al., 2018; Ага
фонов и др., 2019). При этом необходимо отметить отно-
сительно высокую трудоемкость секвенирования генов у 
полиплоидных видов ввиду необходимости использова-
ния микробиологических процедур при клонировании. 

Заключение
Главное достоинство CAPSанализа фрагмента гена βами
лазы – в его быстроте и методической доступности, позво-
ляющей анализировать большое число образцов у видов 

с обширными ареалами и широкой морфологической и 
генетической вариабельностью. Однако следует иметь в 
виду, что никакой отдельно взятый молекулярный маркер 
не может однозначно идентифицировать вид или геном, 
он служит лишь маркером, но не диагнозом. Поэто му раз-
работка дополнительных простых и доступных ме то дов 
геномной идентификации новых или неизученных био-
типов из локальных местообитаний остается актуальной. 
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Динамика генетического разнообразия сортов овса 
в Тюменской области по авенин-кодирующим локусам
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Аннотация. Для анализа внутривидового генетического разнообразия сельскохозяйственных культур применяют-
ся разнообразные молекулярные и биохимические маркеры. Высокой эффективностью при оценке этого показате-
ля обладают проламин-кодирующие локусы. На базе лаборатории сортовой идентификации семян Государственно-
го аграрного университета Северного Зауралья в 2018–2019 гг. методом электрофореза исследованы 18 сор тов овса 
посевного, включенных в Государственный реестр селекционных достижений по Тюменской области с 1930-х гг. до 
2019 г. Целью работы было изучить динамику генетического разнообразия сортов по авенин-кодирующим локусам. 
Для анализа использовали по 100 зерновок каждого сорта. Электрофорез проводили в вертикальных пластинах 
13.2 % полиакриламидного геля при постоянном напряжении 500  В в течение 4.0–4.5  ч. Установлено, что 44.4 % 
сортов гетерогенны и состоят из двух биотипов. Для трех локусов идентифицировано 20 аллелей, 10 из которых 
выявлены впервые. Частота встречаемости аллелей авенин-кодирующих локусов изменялась с течением времени. 
Аллели, характерные для сортов иностранного происхождения, в процессе сортосмены заместились аллелями, 
присутствующими в отечественных сортах, а затем в сортах местных селекционных учреждений. Наибольшую час-
тоту встречаемости в сортах тюменской селекции имели аллели Avn A4 (50.0 %), A2 (25.0 %), Avn B4 (50.0 %), Bnew6 
(37.5 %), Avn C1 (37.5 %), C2 и C5 (25.0 %). Эти аллели имеют большую ценность как маркеры хозяйственно ценных и 
адаптивно значимых признаков. Величина генетического разнообразия в сортах овса изменялась с течением вре-
мени от 0.33 в 1929–1950 гг. до 0.75 в 2019 г. Высокое значение генетического разнообразия в современных сортах 
селекции  Научно-исследовательского института сельского хозяйства Северного Зауралья, а также увеличение этого 
показателя на протяжении последних 20 лет связаны с использованием в селекционном процессе генетически раз-
нородного исходного материала. Это позволило получить сорта, обладающие высоким адаптивным потенциалом в 
природно-климатических  условиях данного региона.
Ключевые слова: овес; сорт; электрофорез; запасные белки; авенин; авенин-кодирующие локусы; аллель; генетиче-
ское разнообразие.

Для цитирования: Любимова А.В., Тоболова Г.В., Еремин Д.И., Лоскутов И.Г. Динамика генетического разнообра-
зия сортов овса в Тюменской области по авенин-кодирующим локусам. Вавиловский журнал генетики и селекции. 
2020;24(2):123-130. DOI 10.18699/VJ20.607

Dynamics of the genetic diversity of oat varieties  
in the Tyumen region at avenin-coding loci
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Abstract. Molecular and biochemical markers are used to analyze the intraspecific genetic diversity of crops. Prolamin- 
coding loci are highly effective for assessing this indicator. On the basis of the Laboratory of Varietal Seed Identification of 
the State Agrarian University of the Northern Trans-Urals, 18 varieties of common oat included in the State Register of Selec-
tion Achievements in the Tyumen Region from the 1930s to 2019 were studied by electrophoresis in 2018–2019. The aim of 
the work was to study the dynamics of the genetic diversity of oat varieties at avenin-coding loci. For the analysis, 100 grains 
of each variety were used. Electrophoresis was carried out in vertical plates of 13.2 % polyacrylamide gel at a constant vol-
tage of 500 V for 4.0–4.5 h. It was found that 44.4 % of the varieties are heterogeneous, each consisting of two biotypes. For 
three loci, 20 alleles were identified, 10 of which were detected for the first time. The allele frequency of avenin-coding loci 
varied with time. In the process of variety exchange, alleles that are characteristic of varieties of non-Russian origin were 
replaced by alleles present in domestic varieties and then in the varieties developed by local breeding institutions. The fol-
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lowing alleles had the highest frequency in Tyumen varieties: Avn A4 (50.0 %), A2 (25.0 %), Avn B4 (50.0 %), Bnew6 (37.5 %), 
Avn C1 (37.5 %), C2 and C5 (25.0 %). These alleles are of great value as markers of agronomically and adaptively important 
characters for the region in question. The amount of genetic diversity of oats varied with time from 0.33 in 1929–1950 to 
up to 0.75 in 2019. The high value of genetic diversity in modern breeding varieties of the Scientific Research Institute of 
Agriculture of the Northern Trans-Urals and an increase in this indicator over the past 20 years are associated with the use 
of genetically heterogeneous source material in the breeding process. This allowed obtaining varieties with high adaptive 
potentials in the natural climatic conditions of the region.
Key words: oat; variety; electrophoresis; storage proteins; avenin; avenin-coding loci; alleles; genetic diversity.
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Введение
Овес посевной (Avena sativa L.) – ценная сельскохозяй-
ственная культура, используемая как для производства 
продуктов питания, так и на корм животным (Barsila, 
2018). Важный фактор в увеличении производства овса – 
создание новых сортов интенсивного типа, характери
зующихся высокой урожайностью и экологической ус
той чивостью (Гончаренко, 2016). В Тюменской области 
селекционная работа с этой культурой ведется очень ак
тивно. С первой половины ХХ в. до настоящего времени 
в Государственный реестр селекционных достижений по 
области было включено 18 сортов ярового овса. В 1993 г. 
был районирован первый сорт местной селекции – Ме
гион. С этого момента доля сортов, созданных Научноис-
следовательским институтом сельского хозяйства Север-
ного Зауралья (НИИСХ Северного Зауралья), в посевах 
области постоянно увеличивается. В настоящее время в 
Государственный реестр селекционных достижений по 
области входят только сорта местной селекции. 

Однако активная селекционная работа может приве-
сти к снижению генетического разнообразия вида. Это 
связано с частым вовлечением в селекционный процесс 
одних и тех же генотипов для усиления конкретных хо-
зяйственно ценных признаков. Снижение генетического 
разнообразия отрицательно сказывается на устойчивости 
популяций к болезням и их способности адаптироваться 
к изменяющимся природноклиматическим условиям 
(НовосельскаяДрагович и др., 2007; Афанасенко, Ново-
жилов, 2009; Гончаренко, 2016).

Для анализа внутривидового генетического разнооб
разия применяются разнообразные молекулярные и 
биохимические маркеры (Конарев и др., 2000; Montilla
Bascón et al., 2013; Shavrukov, 2016; Scheben et al., 2017). 
Очень эффективны для оценки этого показателя прола-
минкодирующие локусы (Che, Li, 2007; Мельникова и др., 
2010; Кудрявцев и др., 2014; Лялина и др., 2016; Зобова 
и др., 2018; Любимова, Еремин, 2018; Utebayev et al., 
2019). Проламины овса (авенины) наследуются блоками 
и контролируются тремя независимыми локусами: Avn A, 
Avn B и Avn C, расположенными в трех гомеологичных 
хромосомах группы А. По каждому из авенинкодирую-
щих локусов выявлен множественный аллелизм (Портян-
ко и др., 1987; Portyanko et al., 1998). Благодаря высокому 
уровню полиморфизма авенина, практически каждый 
сорт овса, биотип или линия характеризуются уникаль-
ным компонентным составом запасных белков (Лоскутов, 
2007; Lyubimova, Eremin, 2018). Это позволяет проанали  
зировать частоту встречаемости отдельных аллелей аве

нинкодирующих локусов, динамику изменения их встре-
чаемости во времени и пространстве, а также оценить ге-
нетические преобразования, происходящие под влиянием 
длительного искусственного отбора.

Цель работы – изучить динамику генетического разно
образия по авенинкодирующим локусам в сортах овса 
посевного, включенных в Государственный реестр селек-
ционных достижений по Тюменской области с 1930 х гг. 
до настоящего времени, для оценки эффективности се-
лекционной работы, проводимой в регионе.

Материалы и методы
Исследования проводили в лаборатории сортовой иден-
тификации семян Агробиотехнологического центра Госу-
дарственного аграрного университета Северного Зауралья 
в 2018–2019 гг. Было изучено 18 сортов овса посевного, 
включенных в Государственный реестр селекционных 
достижений по Тюменской области с 1929 г. (табл. 1). 

Растительный материал предоставлен из коллекции 
Федерального исследовательского центра Всероссий-
ский институт генетических ресурсов растений имени 
Н.И. Вавилова и учреждениеморигинатором сортов – 
НИИСХ Северного Зауралья – филиалом Федерального 
исследовательского центра Тюменского научного центра 
Сибирского отделения Российской академии наук.

Для лабораторного анализа использовали по 100 зер-
новок каждого сорта, отобранных методом случайной 
выборки. Для одномерного электрофореза авенинов при-
меняли методику (Portyanko et al., 1998), с модификация
ми. Белки экстрагировали из отдельных измельченных 
зерновок добавлением 90 мкл 70 % этанола. Получен-
ный экстракт центрифугировали и добавляли к нему по 
300 мкл красителя метиленового зеленого. Экстракт белка 
(22 мкл) вносили в полиакриламидный гель. Состав геля: 
13.17 г акриламида, 0.66 г N,N′метиленбисакриламида, 
7.17 г мочевины, 2.0 мг железа сернокислого (III), 80.0 мг 
аскорбиновой кислоты и 0.26 г лактата алюминия; все 
реактивы растворяли в 100 мл алюминийлактатного бу
фера (pH 3.1). Полимеризацию акриламида инициировали 
добавлением 25 мкл 15 % перекиси водорода к 75 мл 
раствора геля. Электрофорез проводили в вертикальных 
электрофоретических камерах с размерами формируемых 
пластин 17.8 × 17.8 × 0.15 см (VE20, Helicon, Россия) в 
течение 4.0–4.5 ч при постоянном напряжении 500 В. Для 
фиксации и окрашивания геля использовали 10 % раствор 
трихлоруксусной кислоты с добавлением 0.05 % краси-
теля Кумасси бриллиантового голубого R250 в эта но  
ле. Идентификацию аллельных вариантов блоков компо-
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нентов, контролируемых авенинкодирующими локуса
ми, осуществляли на основании каталога, разработанного 
В.А. Портянко с коллегами (1987). В качестве стандарта 
использовали овес посевной сорта Астор (Avn A2 B4 C2). 
В случае, если выявленный блок отсутствовал в каталоге, 
его обозначали отметкой «new».

Для того чтобы оценить динамику изменения генети-
ческого разнообразия сортов овса во времени, все иссле-
дованные образцы были объединены в группы. В одну 
группу входили сорта, возделываемые в один и тот же 
десятилетний период времени. Генное разнообразие на 
локус (H) рассчитывали для каждой группы сортов от-
дельно по формуле:

   H = n
n – 1 × (1 – Σk     p2

    i = 1   i ),  

где pi – популяционная частота iго аллеля, k – количе-
ство аллелей локуса, n – объем выборки (Nei, 1987). Для 
расчета среднего генного разнообразия (H) усредняли 
количество аллелей на локус по всем локусам. Вычисле
ния проводили с использованием программы Arlequin 
Ver 3.5.2.2 (Copyright 2015 L. Excoffier. CMPG, University 
of Berne).

Результаты
В результате исследований установлено, что 8 (44.4 %) из 
18 проанализированных сортов были гетерогенными по 
компонентному составу авенина. Сорта Победа, Золотой 
дождь, Орел, Северянин, Нарымский 943, Таежник, Ме
гион и Отрада состояли из двух биотипов. Для этих сортов 

характерно наличие нескольких аллелей по одному или 
нескольким авенинкодирующим локусам. В генетической 
формуле такие состояния локусов записывали со знаком 
«+» (табл. 2). При последующих расчетах каждый биотип 
рассматривался нами как отдельный образец. Всего было 
исследовано 26 образцов.

Анализ электрофоретических спектров авенина по-
зволил нам описать генетические формулы для каждого 
из исследованных сортов. Всего было выявлено аллелей 
по локусам: Avn A – 8, Avn В – 7, Avn С – 5. Необходимо 
отметить, что часть из обнаруженных сочетаний компо-
нентов авенина отсутствовала в каталоге генетической 
номенклатуры. Для идентификации новых блоков ком-
понентов необходимы проведение гибридологического 
анализа и оценка характера наследования компонентов 
авенина. Однако нами были выделены предполагаемые 
блоки компонентов, каждому из которых присваивался 
номер, следующий за ранее описанными блоками в ката-
логе. Перед номером каждого из предполагаемых блоков 
добавляли отметку «new».

Для оценки генетического разнообразия в разные про-
межутки времени нами была рассчитана частота встре-
чаемости аллелей авенинкодирующих локусов (табл. 3).

В разных группах сортов преобладают разные аллели. 
По локусу Avn A до 1950 г. встречались только аллели 2 
и new9. Но частота их встречаемости начала снижаться 
с появлением в посевах области сортов отечественной, а 
затем и местной селекции (рис. 1). Аллели 1, 5 и new12 
были характерны для сортов, возделываемых в период 

Таблица 1. Cорта овса посевного, включенные в Государственный реестр селекционных достижений  
по Тюменской области (1929–2019 гг.)

№ в каталоге 
ВИР

Сорт Происхождение Год  
районирования

Год снятия  
с районирования

Всего в райони-
ровании (лет)

7965 Победа Швеция 1929 1963 34

7947 Золотой дождь 1929 1976 47

8494 Орел 1939 1982 43

8256 Ударник 883 Красноярский край 1957 1960 3

2874 Нидар Норвегия 1957 1963 6

11132 Северянин Архангельская область 1966 1974 8

11717 Скороспелый Кировская область 1974 1981 7

11122 Нарымский 943 Томская область 1975 1996 21

12245 Таежник 1977 2001 24

11379 Астор Нидерланды 1978 2000 22

11584 Сельма Швеция 1981 1993 12

13478 Перона Нидерланды 1985 2018 33

14039 Мегион Тюменская область 1993 – 26

14031 Новосибирский 88 Новосибирская область 1994 2004 10

14784 Тюменский голозерный Тюменская область 2000 – 19

14785 Талисман 2002 – 17

15380 Отрада 2014 – 5

15451 Фома 2015 – 4
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Таблица 2. Аллели авенин-кодирующих локусов сортов овса посевного, включенных в Государственный реестр  
селекционных достижений по Тюменской области (1929–2019 гг.)

Сорт Кол-во биотипов Аллели авенин-кодирующего локуса

Avn A Avn В Avn С

Победа 2 2 + new9 1 new8

Золотой дождь 2 2 1 2 + new8

Орел 2 new9 1 2 + new8

Ударник 883 1 new11 new9 3

Нидар 1 2 1 2

Северянин 2 new11 + new12 new9 + new10 3

Скороспелый 1 new12 new10 3

Нарымский 943 2 5 + 2 1 + 4 1 + 2

Таежник 2 2 + 1 new8 2

Астор 1 2 4 2

Сельма 1 new9 1 3

Перона 1 4 4 2

Мегион 2 2 + new11 new6 5

Новосибирский 88 1 2 4 2

Тюменский голозерный 1 2 new6 3

Талисман 1 4 4 2

Отрада 2 new10 + 4 4 1

Фома 1 4 new7 1

Таблица 3. Частота встречаемости аллелей авенин-кодирующих локусов сортов овса посевного, %

Локус Аллель Годы

1929–1930 1940–1950 1950–1960 1960–1970 1970–1980 1980–1990 1990–2000 2000–2010 2010–2019

Avn A 1 0 0 0 0 8.3 12.5 10.0 12.5 0

2 60.0 60.0 50.0 44.4 41.7 37.5 50.0 50.0 25.0

4 0 0 0 0 0 12.5 10.0 25.0 50.0

5 0 0 0 0 8.3 12.5 10.0 0 0

new9 40.0 40.0 37.5 33.3 16.7 12.5 10.0 0 0

new10 0 0 0 0 0 0 0 0 12.5

new11 0 0 12.5 11.1 8.3 0 10.0 12.5 12.5

new12 0 0 0 11.1 16.7 12.5 0 0 0

Avn В 1 100.0 100.0 87.5 77.8 41.7 25.0 20.0 0 0

4 0 0 0 0 16.7 37.5 40.0 37.5 50.0

new6 0 0 0 0 0 0 20.0 37.5 37.5

new7 0 0 0 0 0 0 0 0 12.5

new8 0 0 0 0 16.7 25.0 20.0 25.0 0

new9 0 0 12.5 11.1 8.3 0 0 0 0

new10 0 0 0 11.1 16.7 12.5 0 0 0

Avn C 1 0 0 0 0 8.3 12.5 10 0 37.5

2 33.3 33.3 37.5 33.3 50.0 62.5 60.0 62.5 25.0

3 0 0 12.5 22.2 25.0 25.0 10.0 12.5 12.5

5 0 0 0 0 0 0 20.0 25.0 25.0

new8 66.7 66.7 50.0 44.4 16.7 0 0 0 0
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с 1960 по 2010 гг. и в настоящее время уже не встреча-
ются; максимально распространен аллель 4 (50.0 %), 
на долю аллеля 2 приходится 25.0 %; new11 и new12 –  
по 12.5 %.

В локусе Avn В современных сортов овса преобладают 
аллели 4 (50.0 %) и new6 (37.5 %); с частотой 12.5 % встре-
чается аллель new7. Полностью элиминированы аллели 1, 
new8, new9 и new10, характерные для сортов зарубежной 
и отечественной селекции, но не обнаруженные нами у 
сортов местной селекции. 

Схожая ситуация отмечается и для локуса Avn C – аллель 
new8, встречавшийся с частотой 66.7 % в 1929–1950 гг., 
к настоящему времени замещен аллелями 1 (37.5 %), 
5 (25.0 %) и 3 (12.5 %). Необходимо обратить вни мание 
на аллель 2, присутствие которого в сортах наблюдается 
во все периоды возделывания, начиная с 1929 г. и до 
сегодняшнего дня. Частота встречаемости этого аллеля 
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Рис. 1. Динамика районированного сортимента овса посевного в 
 Тюменской области (1929–2019 гг.).
Сорта: 1 – зарубежной селекции; 2 – отечественной селекции; 3 – местных 
селекционных учреждений.

Рис. 2. Генетическое разнообразие сортов овса по авенин-кодирующим локусам.
Локусы: 1 – Avn A; 2 – Avn B; 3 – Avn C; 4 – среднее генное разнообразие.

составляла от 25.0 до 62.5 %. В настоящее время наличием 
этого аллеля характеризуются 25.0 % сортов. Такая же 
особенность отмечена для аллеля 2 локуса Avn A.

Величина генетического разнообразия, рассчитанная на 
основе данных о частоте встречаемости аллелей, также 
изменялась с течением времени (рис. 2). 

Минимальным этот показатель был в период до 1950 г. 
(0.38), когда в регионе возделывали лишь три сорта овса: 
Победа, Золотой дождь и Орел. В дальнейшем с по яв
лением в посевах области новых сортов величина ге не
тического разнообразия увеличивалась, достигая сво его 
максимума в период с 1970 до 1980 г. (0.78). В этот про  
межуток времени в регионе проводили активную сорто
смену – были сняты с районирования сорта Победа, Удар-
ник 883 и Нидар, а на смену им пришли несущие новые 
аллели авенинкодирующих локусов сор та Скороспелый, 
Нарымский 943, Таежник и Астор. Период 1970–1980 гг. 
характеризовался самым большим разнообразием аллель-
ных вариантов в сортах – по трем локусам Avn встречалось 
15 аллелей (см. табл. 3). В процессе замены иностранных 
сортов отечественными показатель генетического разно-
образия снизился до 0.70 к 2010 г. К понижению разно
образия привело исключение из районирования большого 
количества сортов, несущих аллели, не встречающиеся в 
сортах местной селекции. Однако к настоящему времени 
отмечается повышение среднего генного разнообразия 
до 0.75.

Обсуждение
В результате проведенного нами анализа с использовани
ем множественных аллелей авенинкодирующих локусов 
описаны генетические формулы для 18 сортов овса по-
севного, включенных в государственный реестр селек
ционных достижений по Тюменской области. Установле-
но, что гетерогенность сортов составляет 44.4 %. Наличие 
нескольких биотипов повышает адаптивный потенциал 
сорта (Metakovsky, 1990; НовосельскаяДрагович и др., 
2013), что крайне важно в природноклиматических ус ло
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виях Тюменской области, являющейся зоной рискованно
го земледелия. 

У части сортов были обнаружены одинаковые спектры 
проламина. Так, первый и второй биотипы сорта Золотой 
дождь идентичны биотипам сортов Победа (первый био-
тип) (2.1.new8) и Нидар (2.1.2) соответственно. Второй 
биотип сорта Победа совпал со вторым биотипом сорта 
Орел (new9.1.new8). Первый и второй биотипы сорта 
Северянин совпадают с сортами Ударник (new11.new9.3) 
и Скороспелый (new12.new10.3). Одинаковые типы 
спектров характерны также для второго биотипа сорта 
Нарымский 943 и сортов Астор и Новосибирский 88 
(2.4.2); совпадают спектры сортов Перона и Талисман 
(4.4.2). Всего в результате анализа установлено, что сор
тоспецифичны только 10 (38.5 %) из 26 исследованных 
генотипов. Это достаточно низкий показатель. 

Идентичность аллелей проламинкодирующих локу-
сов у сортов связывают с вовлечением в селекционные 
программы одних и тех же генотипов (Portyanko et al., 
1998; Мельникова и др., 2010; НовосельскаяДрагович и 
др., 2013). Так, например, сорта Победа и Золотой дождь 
выведены методом отбора из одного сор та овса – Milton 
(=Propsteier), от него же произошел и сорт Орел. Старый 
сорт овса Milton появился в северной части Германии и 
был широко распространен на севере Европы (Portyanko 
et al., 1998). Повидимому, он обладал выдающимися хо  
зяйственными признаками, что привело к частому вклю
чению его в селекционный процесс. Это нашло свое 
отра жение в совпадающем наборе аллелей авенинкоди-
рующих локусов у его потомков. Наличие сортов с совпа-
дающими генетическими формулами проламинов снижа 
 ет эффективность использования метода электрофореза 
для их дифференциации. Ряд исследователей в своих ра
ботах пришли к выводу, что использование авенинкоди-
рующих локусов как единственной маркерной системы 
для различения большого количества сортов овса является 
недостаточным, так как аллельное разнообразие локусов 
проламина овса характеризуется как низкое по сравнению 
таковыми у пшеницы, ячменя и ржи (Cliff, Cooke, 1984; 
Souza, Sorrels, 1990; Portyanko et al., 1998). В таких слу-
чаях возникает необходимость в дополнительном исполь  
зовании других маркерных систем (Wight et al., 2010). 
Однако следует отметить, что современные сорта овса, 
созданные НИИСХ Северного Зауралья, обладают инди-
видуальным аллельным составом авенинкодирующих 
локусов, что позволяет с высокой точностью дифферен-
цировать их генотипы. 

Анализ частот встречаемости аллелей авенинкодиру-
ющих локусов по всем трем локусам позволил отметить 
связь между частотой встречаемости аллелей и набором 
возделываемых сортов, особенно их происхождением. 
В процессе сортосмены совершалось постепенное за-
мещение аллелей, характерных для сортов зарубежной 
селекции, на аллели, присутствующие в отечественных 
сортах, а затем и местной селекции. Подобная замена 
одних аллелей на другие в ходе селекционной работы 
отмечена многими исследователями при изучении про-
ламинкодирующих локусов пшеницы и ячменя (Ново-
сельскаяДрагович и др., 2007; Лялина и др., 2016). На 
большом количестве примеров доказан адаптивный ха

рактер полиморфизма проламинов. Их связь с адаптив-
ными генными комплексами позволяет, основываясь на 
спектрах запасных белков, выделять генотипы, наиболее 
приспособленные к конкретным природноклиматиче-
ским условиям. А.Ю. НовосельскаяДрагович с коллегами 
(2013) отмечали, что генетические отличия сортов разного 
географического происхождения определяются действием 
естественного отбора. При этом причиной достаточно 
быстрой замены «старых» аллелей «новыми» выступают 
направленные процессы, связанные с новыми направлени-
ями в селекции и привлечением генетически отличающе-
гося исходного материала (НовосельскаяДрагович и др., 
2007). Полученные нами данные о частоте встречаемости 
аллелей авенинкодирующих локусов хорошо согласуются 
с этим утверждением. 

С началом селекционной работы по овсу в Тюменской 
области появились сорта, обладающие набором хозяй-
ственно ценных и адаптивно значимых признаков. Это 
привело к повышению частоты встречаемости определен-
ных аллелей авенинкодирующих локусов, которые можно 
считать маркерами таких генотипов или признаков, и в 
то же время вызвало снижение частоты или даже полное 
исчезновение аллелей, характерных для инорайонных   
сортов. Аллели А2 и С2, встречающиеся во всех времен-
ных группах сортов, вероятно, маркируют высококонку-
рентные ассоциации генов, дающие их носителям важ ные 
преимущества в природноклиматических условиях рас-
сматриваемого региона.

Контроль изменения величины генетического разнооб
разия сортов во времени позволяет судить о наличии или 
отсутствии генетической эрозии. В работах, посвященных 
оценке генетического разнообразия в сортах других сель-
скохозяйственных культур, его значения составляли 0.62–
0.76 для сортов мягкой пшеницы, созданных в Сербии и 
Италии (НовосельскаяДрагович и др., 2007); 0.5–0.6 – 
у сортов мягкой пшеницы украинской селекции (Заика и 
др., 2014); 0.42–0.64 – у групп сортов твердой пшеницы с 
происхождением из разных стран мира (Кудрявцев и др., 
2014). При этом отмечается снижение величины этого 
показателя в современных сортах (Кудрявцев и др., 2014; 
Лялина и др., 2016). 

Выявленные в результате нашей работы высокие зна-
чения генетического разнообразия и увеличение с 2000 г. 
этого показателя свидетельствуют об отсутствии генети-
ческой эрозии. Необходимо отметить, что в разные перио-
ды времени вклад отдельных авенинкодирующих локусов 
в величину среднего генного разнообразия в сортах овса в 
области был неодинаков. Если в период с 1970 до 2010 г. 
большую роль в формировании генетического разнообра-
зия играли локусы Avn A и Avn B, то в настоящее время 
максимальное генетическое разнообразие отмечается по 
локусу Avn C. По нашему мнению, это свидетельствует о 
том, что аллели этого локуса могут иметь важное значение 
как маркеры адаптивно значимых признаков. 

Заключение
Частота встречаемости аллелей авенинкодирующих ло
кусов в сортах овса посевного, включенных в Государ-
ственный реестр селекционных достижений по Тюмен-
ской области с 1929 до 2019 г. изменялась с течением 
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вре мени. На смену аллелям, характерным для сортов за-
рубежной селекции, пришли «новые», специфичные для 
сортов местной селекции: Avn A4 (50.0 %), A2 (25.0 %), 
Avn B4 (50.0 %), Bnew6 (37.5 %), Avn C1 (37.5 %), C2 и 
C5 (25.0 %). Эти аллели имеют большую ценность как 
маркеры хозяйственно ценных и адаптивно значимых для 
данного региона признаков.

Современные районированные сорта овса характери-
зуются высоким генетическим разнообразием (0.75), что 
связано с использованием в селекционном процессе раз-
нородного исходного материала. Это позволяет получать 
сорта, обладающие высоким адаптивным потенциалом 
в природноклиматических условиях Западной Сибири.

Высокое значение генетического разнообразия в со-
временных сортах селекции НИИСХ Северного  Зауралья, 
а также увеличение этого показателя на протяжении по
следних 20 лет свидетельствуют о грамотно организован-
ной и эффективной селекционной работе с этой культу
рой в Тюменской области.
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Аннотация. Стеблевая ржавчина пшеницы в последние годы приобрела эпифитотийный характер, нанося значи-
тельный экономический ущерб производству зерна пшеницы в отдельных областях Западной Сибири. По резуль-
татам изучения расового состава популяций стеблевой ржавчины, собранной в 2016–2017 гг. в Омской области и 
Алтайском крае, выявлено 13 патотипов в омской популяции и 10 – в алтайской. Дифференцирование рас стеблевой 
ржавчины проводили с помощью тестерного набора 20 североамериканских линий-дифференциаторов Sr генов. 
Гены патотипов стеблевой ржавчины омской популяции авирулентны только к гену устойчивости Sr31, алтайские 
изоляты авирулентны, помимо Sr31, к генам Sr24, Sr30. Низкая частота вирулентности (10–25 %) патотипов омской 
популяции установлена для Sr11, Sr24, Sr30, а патотипов алтайской – для Sr7b, Sr9b, Sr11, SrTmp, которые неэффектив-
ны в Омской области. Полевая оценка устойчивости к стеблевой ржавчине проводилась в 2016–2018 гг. в Омской 
области в динамике в течение вегетационного периода у сортов и линий мягкой пшеницы из трех различных ис-
точников. Первый набор включал 58 линий и сортов яровой мягкой пшеницы с идентифицированными генами Sr, 
условно называемыми «питомник-ловушка» (ISRTN – international stem rust trap nursery). Второй набор включал ли-
нии яровой пшеницы из коллекции «Арсенал», отобранные ранее по комплексу хозяйственно ценных признаков 
и несущие пирамиду генов устойчивости к стеблевой ржавчине, в  том числе интрогрессированных в геном мяг-
кой пшеницы от дикорастущих видов злаков. Третий набор включал сорта яровой мягкой пшеницы, созданные в 
Омском аграрном университете по программе челночной селекции, имеющие в родословной синтетическую пше-
ницу с геномом Ae. tauschii. Установлено, что линии с генами Sr31, Sr40, Sr2 complex невосприимчивы к стеблевой 
ржавчине в условиях Западно-Сибирского региона. Выделены источники с эффективными генами Sr : из питомника 
ISRTN – (Benno)/6*LMPG-6 DK42 (Sr31), Seri 82 (Sr31), Cham 10 (Sr31), Bacanora (Sr31), RL 6087 Dyck (Sr40), Amigo (Sr24, 
1RS-Am), Siouxland (Sr24, Sr31), Roughrider (Sr6, Sr36), Sisson (Sr6, Sr31, Sr36), Fleming (Sr6, Sr24, Sr36, 1RS-Am), Pavon 76 
(Sr2 complex); из коллекции «Арсенал» – № 1 BC1F2 (96 × 113) × 145 × 113 (Sr2, Sr36, Sr44), № 14а F3 (96 × 113) × 145 (Sr36, 
Sr44), № 19 BC2F3 (96 × 113) × 113 (Sr2, Sr36, Sr44), № 20 F3 (96 × 113) × 145 (Sr2, Sr36, Sr40, Sr44); сорта Омского аграр-
ного университета – Элемент 22 (Sr31, Sr35), Лютесценс 27-12, Лютесценс 87-12 (Sr23, Sr36), Лютесценс 70-13, Лютес-
ценс  87- 13 (Sr23, Sr31, Sr36). Выделенные источники рекомендуются для включения в селекционный процесс при 
создании  сортов, устойчивых к стеблевой ржавчине в условиях региона.
Ключевые слова: мягкая пшеница; стеблевая ржавчина; патотип; эффективные гены устойчивости; селекция.
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Abstract. Stem rust in recent years has acquired an epiphytotic character, causing significant economic damage for wheat 
production in some parts of Western Siberia. On the basis of a race composition study of the stem rust populations col-
lected in 2016–2017 in Omsk region and Altai Krai, 13 pathotypes in Omsk population and 10 in Altai population were iden-
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tified. The race differentiation of stem rust using a tester set of 20 North American Sr genes differentiator lines was carried 
out. The genes of stem rust pathotypes of the Omsk population are avirulent only to the resistance gene Sr31, Altai isolates 
are avirulent not only to Sr31, but also to Sr24, and Sr30. A low frequency of virulence (10–25 %) of the Omsk population 
pathotypes was found for Sr11, Sr24, Sr30, and for Altai population – Sr7b, Sr9b, Sr11, SrTmp, which are ineffective in Omsk 
region. Field evaluations of resistance to stem rust were made in 2016–2018 in Omsk region in the varieties and spring 
wheat lines from three different sources. The first set included 58 lines and spring bread wheat varieties with identified 
Sr genes – the so-called trap nursery (ISRTN – International Stem Rust Trap Nursery). The second set included spring wheat 
lines from the Arsenal collection, that were previously selected according to a complex of economically valuable traits, with 
genes for resistance to stem rust, including genes introgressed into the common wheat genome from wild cereal species. 
The third set included spring bread wheat varieties created in the Omsk State Agrarian University within the framework of 
a shuttle breeding program, with a synthetic wheat with the Ae. tauschii genome in their pedigrees. It was established that 
the resistance genes Sr31, Sr40, Sr2 complex are effective against stem rust in the conditions of Western Siberia. The follow-
ing sources with effective Sr genes were selected: (Benno)/6*LMPG-6 DK42, Seri 82, Cham 10, Bacanora (Sr31), RL 6087 Dyck 
(Sr40), Amigo (Sr24, 1RS-Am), Siouxland (Sr24, Sr31), Roughrider (Sr6, Sr36), Sisson (Sr6, Sr31, Sr36), and Fleming (Sr6, Sr24, 
Sr36, 1RS-Am), Pavon 76 (Sr2 complex) from the ISRTN nursery; No. 1 BC1F2 (96 × 113) × 145 × 113 (Sr2, Sr36, Sr44), No. 14а 
F3 (96 × 113) × 145 (Sr36, Sr44), No. 19 BC2F3 (96 × 113) × 113 (Sr2, Sr36, Sr44), and No. 20 F3 (96 × 113) × 145 (Sr2, Sr36, Sr40, 
Sr44) from the Arsenal collection; and the Omsk State Agrarian University varieties Element 22 (Sr31, Sr35), Lutescens 27-12, 
Lutescens 87-12 (Sr23, Sr36), Lutescens 70-13, and Lutescens 87-13 (Sr23, Sr31, Sr36). These sources are recommended for 
inclusion in the breeding process for developing stem rust resistant varieties in the region. 
Key words: bread wheat; stem rust; pathotype; effective resistance genes; breeding.
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Введение
Стеблевая ржавчина пшеницы (возбудитель Puccinia gra
minis f. sp. tritici Erikss.) длительное время имела сла
бое распространение на территории Западной Сибири 
и только в последние годы приобрела эпифитотийный 
характер, нанося значительный экономический ущерб 
производству зерна пшеницы в регионе. В первую очередь 
это связано с ухудшением фитосанитарной обстановки в 
регионе, обусловленным общей тенденцией потепления 
климата и возделыванием на основной площади посева 
пшеницы сортов, восприимчивых к стеблевой ржавчине 
(Шама нин и др., 2015, 2016). Вероятность заноса расы 
стеблевой ржавчины Ug99 и появление новых биотипов 
этой расы, поражающих сорта с генами Sr24 и Sr36, несут 
серьезную угрозу производству зерна пшеницы в Западно
Сибирском регионе, тогда как генетическое разнообразие 
возделываемых сортов пшеницы по устойчивости к па
тотипам расы Ug99 весьма ограничено (Shamanin et al.,  
2016).

Повышение генетической устойчивости зернового 
агро ценоза к патогенам может решаться посредством 
частой сортосмены, а также возделыванием в регионах 
и хозяйствах сортов с разным уровнем устойчивости к 
бо лезням и к разным расам. Эти приемы предназначе
ны для сдерживания эволюции патогенов и появления 
новых вирулентных рас. Такие программы широко ис
пользуются в странах Европы и Америки. Продолжитель
ность возделывания сорта в передовых странах составляет 
3–4 года, тогда как в России – 7–10 лет (Санин, 2016). 
В этой связи селекция, направленная на создание сортов 
яровой пшеницы, имеющих разнообразную генетическую 
основу по устойчивости к стеблевой ржавчине, весьма 
актуальна.

Начиная с 1950х гг. многие интродуцированные в 
мягкую пшеницу гены устойчивости потеряли свою эф
фективность (Singh et al., 2008). Наиболее значимыми для 

селекционной практики являются гены Sr2, Sr23, Sr24, 
Sr25, Sr31, Sr33, Sr36, Sr38, Sr45, Sr50, SrTmp, Sr1RSAmigo 
(Singh et al., 2015).

Интрогрессия генов устойчивости диких и культур
ных родичей позволяет расширить генетическое разно об
разие сортов и обеспечить их более длительную защиту 
( Леонова и др., 2014). К настоящему времени идентифи
цировано около 86 генов Sr, из них 26 генов устойчивости 
к стеблевой ржавчине перенесены в мягкую пшеницу от 
других видов злаков (McIntosh et al., 2013). Так, T. turgi
dum послужил источником генов устойчивости к стебле
вой ржавчине Sr2, Sr9d, Sr9e, Sr9g, Sr11, Sr12, Sr13, Sr14 и 
Sr17, из которых гены Sr2, Sr13 и Sr14 эффективны против 
расы Ug99; T. monococcum – источником генов Sr21, Sr22 
и Sr35 (Singh et al., 2011).

Гены, обусловливающие устойчивость к стеблевой 
ржавчине, были интрогрессированы в генофонд пшеницы 
из генома различных видов Aegilops L.: Ae. speltoides – 
Sr32, Sr39, Sr47; Ae. comosa – Sr34; Ae. ventricosa – Sr38 
(Schneider et al., 2008). От Ae. tauschii были привнесены 
гены Sr33, Sr45, Sr46 (Kerber, Dyck, 1979). Путем прямой 
гибридизации T. aestivum и Ae. tauschii с последующим 
беккроссированием в геном мягкой пшеницы привне
сены новые гены устойчивости SrTA1662, SrTA1017 и 
SrTA10187 (Olson et al., 2013), которые эффективны про
тив расы Ug99. Продолжается поиск новых генов устой
чивости в генофонде диких сородичей пшеницы; на
пример, G. Yu с коллегами выявили два новых гена Sr у 
Ae. sharonesis (Yu et al., 2017).

Одной из задач программы по улучшению пшеницы в 
КазахстанскоСибирской сети (КАСИБ) на основе мето
да челночной селекции под эгидой СIMMYT (Мексика) 
является расширение генетического полиморфизма соз
даваемых сортов, в том числе по устойчивости к вредо
носным заболеваниям (GomezBecerra et al., 2006). Сорта 
челночной селекции, полученные с участием Ae. tausсhii 
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и T. dicoccum, а также линии коллекции «Арсенал», 
имеющие в своей родословной генетический материал 
чужеродных видов, представляют интерес для селекции 
на устойчивость к стеблевой ржавчине в регионе.

Цель исследований – анализ расового состава запад
носибирской популяции стеблевой ржавчины, оценка 
устой чивости линий и сортов яровой мягкой пшеницы с 
идентифицированными генами к локальной популяции 
и выявление источников с эффективными генами Sr для 
селекции в условиях ЗападноСибирского региона.

Материалы и методы
Расовый состав популяции P. graminis f. sp. tritici, собран
ной с образцов в 2016–2017 гг. в Омской области (15 об
разцов питомника КАСИБ16, Омский государственный 
аграрный университет (ГАУ)) и Алтайском крае (12 се
лекционных образцов, ФГБНУ «Алтайский аграрный на
учный центр»), был определен во Всемирном справочном 
центре ржавчины (Global Rust Reference Center, GRRC, 
Дания; http://agro.au.dk/forskning/internationaleplatforme/
wheatrust).

Выделение монопустульных изолятов проводили в 
соответствии с требованиями протоколов GRRC (www.
wheatrust.org). Монопустульные изоляты были размно
жены для идентификации расы Ug99 с помощью теста 
PCRStage 1. Всего выделено 19 монопустульных изоля
тов из омской популяции и 20 – из алтайской (табл. 1).

Дифференцирование рас стеблевой ржавчины прово
дили с помощью тестерного набора 20 североамерикан
ских линийдифференциаторов, содержащих Sr гены: 
Sr5 (ISr5 Ra), Sr21 (CnS_Triticum monoc. Deriv.), Sr9e 
(Vern stein), Sr7b (ISr7bRa), Sr11 (ISr11Ra), Sr6 (ISr6aRa), 
Sr8a (ISr8aRa), Sr9g (CnSr9g), Sr36 (W2691SrTt1), Sr9b 
(W2691Sr9b), Sr30 (BtSr30Wst), Sr17+13 (Combination VII), 
Sr9a (ISr9aRa), Sr9d (ISr9dRa), Sr10 (W2691Sr10), SrTmp 
(CnsSrTmp), Sr24 (LcSr24Ag), Sr31 (Benno Sr31/6*LMPG), 
Sr38 (VPM1), SrMcN (McNair 701). Инфицированные 
рас тения оценивали через 14–16 дней после инокуляции 
с ис пользованием модифицированной шкалы E.C. Stak
man (Roelfs, Martens, 1988). Фенотипы вирулентности 
классифицировали по североамериканской системе (Jin 
et al., 2008).

На опытном поле Омского ГАУ сорта и линии мягкой 
пшеницы из трех различных источников в течение веге
тационного периода оценивали (в динамике, не менее 
4–5 учетов) на восприимчивость к стеблевой ржавчине 
по шкалам, рекомендуемым CIMMYT (Койшыбаев и 
др., 2014). Учитывали тип реакции по шкале E.B. Mains, 
H.S. Jackson (1926) и степень поражения по модифициро
ванной шкале R.F. Peterson (Peterson et al., 1948): 0 – им
мунитет, уредопустулы не образуются; R (Resistance – вы
сокая устойчивость), 1 балл, степень поражения 5–10 %; 
MR (Moderately resistanсе – средняя устойчивость), 2 бал
ла, степень поражения 10–25 %; M (гетерогенный тип), пу
стулы различного размера, окруженные хлоротическими 
и некротическими пятнами или без них; МS (Moderately 
susceptible – средняя восприимчивость), 3 балла, степень 
поражения 40–50 %; S (Susceptible – восприимчивость), 
4 балла, степень поражения более 60 %.

В 2016–2018 гг. проведена оценка степени устойчиво
сти (восприимчивости) к омской популяции стеблевой 
ржавчины 58 линий и сортов с идентифицированными 
генами Sr. Эти линии и сорта были переданы из Между
народного центра по улучшению пшеницы и кукурузы 
CIMMYT (Мексика) и получили условное название «пи
томникловушка» (ISRTN – International Stem Rust Trap 
Nursery) (табл. 2). Посев сортов и линий питомникало
вушки был осуществлен вручную. Каждый образец вы
севали по два рядка длиной 1 м, через каждые 10 номеров 
размещали стандарт устойчивости к стеблевой ржав
чине – сорт Элемент 22 и стандарт восприимчивости – 
Чернява 13.

В 2015 г. из коллекции «Арсенал», любезно предостав
ленной для исследований И.Ф. Лапочкиной, по комплексу 
хозяйственно ценных признаков было выделено 9 ли ний 
яровой пшеницы, несущих пирамиду генов устой чиво
сти к стеблевой ржавчине (Lapochkina et al., 2017): № 1  
[BC1F2 (96 × 113) × 145 × 113]; № 13, 14а [F3 (96 × 113) × 
× 145]; № 16, 17, 17а [BC1F4 (96 × 113) × 113]; № 19 
[BC2F3 (96 × 113) × 113]; № 20, 22а [F3 (96 × 113) × 145]. 
В течение трех лет (2016–2018) эти линии изучали в се
лекционном питомнике второго года. Площадь делянки 
2 м2, посев сеялкой ССФК7 на глубину 5 см. Способ по
сева – рядовой, норма высева – 500 зерен на 1 м2.

Таблица 1. Фенотипический состав и вирулентность патотипов Puccinia graminis f. sp. tritici  
в Омской области и Алтайском крае (2016–2017 гг.)

Показатель Опытное поле  
Омского ГАУ, 2016 г. 

Опытное поле 
Алтайского аграрного НЦ, 2017 г.

Количество образцов 15 12

Количество монопустульных изолятов 19 20

Количество патотипов 13 10

Индексы патотипов RRGTF, TKRPF, RKRSP, RFRSF, THRTP, RHRTP, TKRTF, 
QHHSF, RCRTF, SHHSF, RCRTP, QFRSF, RFRTF

SFRSF, NFMSF, QKCSF, MPMTC, LHCSF, 
LFRSF, LKCSF, LKMSF, LTMSF, QHMSF

Высокая частота вирулентности, ≥25 % Sr5, Sr6, Sr7b, Sr8a, Sr9a, Sr9b, Sr9d, Sr9e, Sr9g, Sr10, 
Sr17, Sr21, Sr36, Sr38, SrMcN, SrTmp

Sr5, Sr8a, Sr9a, Sr9d, Sr9e, Sr9g, Sr10, 
Sr17, Sr21, Sr36, Sr38, SrMcN

Низкая частота вирулентности, 10–25 % Sr11, Sr24, Sr30 Sr7b, Sr9b, Sr11, SrTmp

Авирулентность Sr31 Sr24, Sr30, Sr31
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Таблица 2. Результаты оценки линий и сортов с идентифицированными генами Sr  
по устойчивости/восприимчивости к стеблевой ржавчине, опытное поле Омского ГАУ, 2016–2018 гг.

№ п/п Сорт, линия Гены Поражение стеблевой ржавчиной, %/тип 
2016 г. 2017 г. 2018 г.

1 Элемент 22 Стандарт устойчивости R 5MR 5MR
2 Чернява 13 Стандарт восприимчивости 80S 60S 80S
3 Morocсo 40S 45S 40S
4 ISr5-Ra Cl 14159 Sr5 70S 50S 40S
5 Na 101/6*Marquis Sr7a 25S 40MS 30S
6 ISr7b-Ra CI 14165 Sr7b – 50S 30S
7 CI 14167/9*LMPG-6 DK04 Sr8a 30MS 5M 25MS
8 Barleta Benvenuto (CI 14196) Sr8b – 50S 30S
9 ISr9a-Ra CI 14169 Sr9a 10MS 65S 40S

10 Prelude*4/2/Marquis*6/Kenya 117A Sr9b 30M 10M 20MS
11 Vernstein PI 442914 Sr9e 20S 10M 20MS
12 Chinese Spring*7/Marquis 2B Sr9g 20S 10M 40S
13 W2691Sr10 CI 17388 Sr10 10S 40MS 60S
14 Lee/6*LMPG-6 DK37 Sr11 10М 5М 20MS
15 Chinese Spring*5/Thatcher 3B Sr12 10М 5M 40S
16 Preude*4/2Marquis*6/Khapstein Sr13 5М 5М 10M
17 W2691*2/Khapstein Sr14 5M 5M 30MS
18 Preiude*2/Norka Sr15 30MS 10M 30MS
19 Thatcher/CS (CI14173) Sr16 20S 5M 30S
20 Plelude/8*Marquis*2/2/Esp518/9 Sr17 60S 60S 50S
21 Little Club/Sr18Mq Marquis “A” Sr18 20S 70S 40S
22 94A 236-1 Marquis “B” Sr19 5MR 20MS 10M
23 94A 237-1 Marquis “C” Sr20 40S 30S 5MS
24 T. monococcum/8*LMPG-6 DK13 Sr21 10M 10MR 20M
25 Einkorn 10MR 3MR 10M
26 Mq*6//Stewart*3/RL 5244 Sr22 20M 40M 50S
27 Exchange CI 12635 Sr23 10МR 5МR 10МR
28 LcSr24Ag + BTSr24Ag Sr24 10МR 10МR 10М
29 Agatha (CI 14048)/9*LMPG-6 DK16 Sr25 25MR 15M 10М
30 Eagle Sr26 Mclntosh Sr26 15MR 3MR 10М
31 WRT 238-5 (1984) Roelfs Sr27 – 20MS 10M
32 Kota RL471 Sr28 60S 15MS 10M
33 Prelude/8*Marquis/2/Etiole de Choisy Sr29 25M 10M 15S
34 Selection from Webster F3:F4#6 Sr30 5M 10M 10М
35 Sr31 (Benno)/6*LMPG-6 DK42 Sr31 5MR 10MR 10MR
36 Seri 82 R R 5MR
37 PBW343=Attila with Sr31 5MR 5MR 10MR
38 Cham 10=Kauz//Kauz/star R R 5MR
39 Bacanora=Kauz’s’ R R 5MR
40 ER5155 S-203 (1995)Roelfs Sr32 – 10MR 10M
41 RL 5405 (1192) Kerber Sr33 15MR 10MR 30S
42 RL 6098 (1997) Dyck Sr34 – 40MS 50S
43 RL 6099 (1995) Dyck Sr35 20M 40MS 30S
44 W2691SrTt-1 CI 17385 Sr36 – 10M 10M
45 Prelude*4/Line W (W3563) Sr37 10M 5M R
46 Trident Sr38 Sr38 5MR R R
47 Trident 5MR R R
48 RL 5711 Kerber Sr39 10MR 5M 10M
49 RL 6087 Dyck Sr40 5MR 10MR 10M
50 Amigo Sr24 + 1RS-Am R R R
51 Siouxland Sr24 + Sr31 R R R
52 Roughrider Sr6 + Sr36 R 5MR R
53 Sisson Sr6 + Sr31 + Sr36 R R R
54 Bt/Wld SrWld-1 15MR 20M 10M
55 Fleming Sr6 + Sr24 + Sr36 + 1RS-Am 10MR 5MR 10MR
56 Chris Sr7a + Sr12 + Sr6 – 10MR 30S
57 CsSSrTmp SrTmp – 40MS 30S
58 Pavon 76 Sr2 complex R R 5M
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В питомнике конкурсного сортоиспытания проведена 
оценка 9 сортов яровой мягкой пшеницы, созданных в 
Омском ГАУ по программе челночной селекции, имею
щих в родословной синтетическую пшеницу с геномом 
Ae. tauschii: Лютесценс 2412 (Касибовская), Лютес  
ценс 2712, Лютесценс 8712, Лютесценс 7013, Лю
тесценс 8713, Лютесценс 8813 (Силантий), Лютес
ценс 124 13, Лютесценс 5315, Лютесценс 12815. Пло
щадь делянки 25 м2, повторность четырехкратная, пред
шественник – чистый пар. Стандарты – Памяти Азиева 
(среднеранний), Дуэт (среднеспелый) и Элемент 22 (сред
непоздний).

Гены Sr в сортах Омской селекции были идентифи
цированы с использованием молекулярных маркеров: 
Xsts638 – Sr15, Хcfa2123 – Sr22, Хgwm210 – Sr23, Xscs73 – 
Sr24, Хwmc221 – Sr25, BE518379 – Sr26, Xscm09 – Sr31, 
SCS421 – Sr34, Xcfa2170 – Sr35, Хstm7732 – Sr36, Ven
triupLN2 – Sr38, Lr34plus – Sr57, согласно установлен
ному протоколу (http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/
StemRust/index.htm). В линиях и сортах яровой мягкой 
пшеницы, входящих в состав питомникаловушки, и в кол
лекции «Арсенал» гены Sr определены ранее (McIntosh et 
al., 2013, 2017; Lapochkina et al., 2017).

В 2016 г. в Омской области погодные условия были 
относительно засушливыми, что способствовало умерен
ному развитию стеблевой ржавчины. В 2017 г. отмечено 
интенсивное развитие болезни, степень поражения вос
приимчивых образцов варьировала в пределах 20S–80S. 
В 2018 г. отмечено сильное поражение стеблевой ржав
чиной, поскольку вегетационный период характеризо
вался более прохладной погодой и большим количеством 
осадков, степень поражения восприимчивых образцов 
составила 30S–80S.

Результаты
Анализ расового состава популяций стеблевой ржавчины 
в Омской области и Алтайском крае показал, что в от
личие от многих регионов мира, где стеблевая ржавчина 
десятилетиями является вредоносной болезнью, например 
Краснодарского края России (Аблова и др., 2016), в Запад
ной Сибири за короткий период со времени ее появления в 
регионе отмечается существенное количество патотипов: 
в омской популяции – 13, в алтайской – 10 (см. табл. 1). 
Большинство патотипов, идентифицированных в популя
ции стеблевой ржавчины на территории Омской области 
и Алтайского края, по вирулентности не идентичны па
тотипам, обнаруженным в последние годы в Азии и Аф
рике (http://wheatrust.org/fileadmin/www). Во всех изучен  
ных западносибирских популяциях не идентифициро ва
ны Ug99 и сицилийская расы P. graminis. Гены патоти пов 
стеблевой ржавчины омской популяции авирулентны 
толь ко к гену Sr31, алтайские изоляты авирулентны к 
Sr31, Sr24 и Sr30.

Низкая частота вирулентности (10–25 %) патотипов 
омской популяции установлена для генов Sr11, Sr24, 
Sr30, алтайской популяции – для Sr7b, Sr9b, Sr11, SrTmp, 
которые неэффективны в Омской области. Результаты ла
бораторной оценки вирулентности патотипов P. grami nis, 
собранных в Омской области, подтверждаются полевы
ми исследованиями по оценке устойчивости/восприимчи

вости к стеблевой ржавчине линий и сортов питом ника
ло вушки с идентифицированными генами Sr (см. табл. 2).

Генотипы с Sr31: Sr31 (Benno)/6*LMPG6 DK42, Seri 82,  
PBW343=Attila with Sr31, Cham 10=Kauz//Kauz/star, Baca
nora=Kauz’s’ проявили высокую устойчивость к омской 
популяции стеблевой ржавчины во все годы исследования 
(2016–2018). Средней устойчивостью отличалась линия 
№ 28 LcSr24Ag + BTSr24Ag с геном Sr24. Следует от
метить, что для некоторых Sr генов отмечен устойчивый 
тип реакции на стадии взрослых растений в условиях 
эпифитотии и восприимчивый – на ювенильной стадии 
в лабораторных условиях.

Например, сорт Trident (№ 46 и 47) с геном Sr38 в поле
вых условиях имел высокую устойчивость (R–5МR), сорт 
Einkorn (№ 25) с геном Sr21 и линия № 44 (W2691SrTt1 
CI 17385) с геном Sr36 в полевых условиях имели сред
нюю устойчивость на уровне 10M, а в лабораторных 
условиях ювенильные растения с указанными генами 
отнесены к группе восприимчивых. Высокой устойчи
востью к стеблевой ржавчине во все годы исследования 
отличались сорта питомника ISRTN с пирамидой генов: 
№ 50 Amigo (Sr24 + 1RSAm), № 51 Siouxland (Sr24 + Sr31), 
№ 52 Roughrider (Sr6 + Sr36 ), № 53 Sisson (Sr6 + Sr31 + 
Sr36 ), № 55 Fleming (Sr6 + Sr24 + Sr36 + 1RSAm).

Результаты оценки устойчивости к стеблевой ржавчи
не линий из коллекции «Арсенал» и лучших сортов кон
курсного сортоиспытания (КСИ), созданных по програм
ме челночной селекции с использованием в гибридиза
ции синтетической пшеницы, представлены в табл. 3.

Линии из коллекции «Арсенал» представляют большой 
интерес как источники для селекции на устойчивость к 
патогену, они являются носителями пирамиды генов Sr2 
(T. turgidum), Sr36, Sr40 (T. timopheevii), Sr44 (Th. interme
dium). В родословной выделенных линий присутствует 
яровая линия пшеницы 13/00/i4, у кото рой идентифи
цировано семь генов устойчивости к стеблевой ржав
чине – Sr2, Sr36, Sr39, Sr40, Sr44, Sr47, Sr15, и озимая 
ли ния GT 96/90 с генами Sr15, Sr24, Sr31, Sr36, Sr40, Sr47 
(Lapochkina et al., 2017).

У сортов селекции Омского ГАУ было идентифициро
вано три гена устойчивости к стеблевой ржавчине: Sr23, 
Sr31, Sr36. Пшеничноржаная транслокация 1BL.1RS 
с геном Sr31 выявлена у сорта Элемент 22, имеющего 
в родословной сорт Аврора (Shamanin et al., 2016). Со
четание эффективных генов устойчивости Sr31 и Sr35 
обусловливает высокий уровень устойчивости к стеблевой 
ржавчине данного сорта. Элемент 22 – один из немногих 
сортов с групповой устойчивостью к стеблевой и бурой 
ржавчине; он включен в Государственный реестр селек
ционных достижений по ЗападноСибирскому региону и 
является стандартом для среднепоздней группы на госу
дарственных сортоучастках в Омской области.

Для селекции в регионе представляют интерес сорта 
Лютесценс 2712, Лютесценс 7013, Лютесценс 8713, Лю
тесценс 8813, которые были выделены из одной гибрид
ной популяции (Lutescens 3094*2/3/T. dicoccon PI 94625/
Ae. squarrosa (372)//3*Pastor), созданной от скрещивания 
казахстанского ярового сорта Лютесценс 3094 с линией 
CIMMYT, полученной гибридизацией синтетической 
пшеницы с сортом Pastor, и сорт Лютесценс 8712 (Ka
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zakhstanskaya 25/2*Attila/3/T. dicoccon PI 94625/Ae. squar
rosa). В сортах КСИ идентифицированы гены Sr23, Sr31 
и Sr36 в различном сочетании. 

Обсуждение
В современных условиях стеблевая ржавчина представ
ляет наибольшую опасность для зернового хозяйства За
падной Сибири. В годы эпифитотий потери урожая пше  
ницы в регионе составляют около 2 млн т зерна. К сожа
лению, устойчивые к стеблевой ржавчине сорта, которые 
включены в Государственный реестр в последние годы, 
занимают не более 10–15 % в структуре посевов пше
ницы в регионе. При оценке в 2015–2016 гг. 57 сор тов 
яровой пшеницы, испытываемых на Москаленском ГСУ 
Омской области (южная лесостепь), устойчивый тип 
ре акции (5–15MR) выявлен только у сортов Элемент 22 
(Sr31 + Sr35), Омская 37, Сигма, Уралосибирская (Sr31), 
Сигма 2 (Sr31 + Sr25), тогда как остальные сорта пора
жались патогеном в средней и сильной степени, что под
разумевает применение средств химической защиты по
севов пшеницы в регионе (Lapochkina et al., 2017). Ранее 
была проведена идентификация генов устойчивости к 
стеблевой ржавчине с использованием молекулярных 
маркеров коллекции сортов, созданных селекционными 
учреждениями Западной Сибири, и показано, что в пред
ставленном материале с наиболее высокой частотой 
встречаются гены Sr25, Sr31 и сочетание генов Sr25 + Sr31 
(Shamanin et al., 2016). Высокая изменчивость расового 
состава популяции патогенов, что продемонстрировано в 
наших исследованиях, и однообразие генов устойчивости 
к стеблевой ржавчине у возделываемых сортов ставят 
под угрозу стабильность производства зерна в условиях 
Западной Сибири.

Стратегия селекции сортов должна решать задачу опе
режения развития болезни в регионе. Популяции P. gra

minis, формирующиеся на производственных посевах 
пшеницы в различных областях региона, определяют 
необходимость ориентироваться на фитопатологические 
сводки по расовому составу популяций. В омской попу
ляции P. graminis нет авирулентных клонов к гену Sr24, 
в Алтайском крае, напротив, не выделено вирулентных 
клонов к Sr24, который сохраняет свою эффективность 
и в Новосибирской области (Сколотнева и др., 2018). Ре
зультаты сравнения расового состава позволяют говорить 
об омской и алтайской субпопуляциях с независимыми 
источниками генетического разнообразия и зоной сопри
косновения. Путем сравнения расового состава образцов 
популяции из Омской, Новосибирской областей и Алтай
ского края выявлена сложная структура западносибирской 
популяции P. graminis. Предполагается существование 
двух субпопуляций: омской и алтайской, с независимыми 
источниками генетического разнообразия и зоной геноти
пического обмена на пшеничных посевах Новосибирской 
области (Сколотнева и др., 2020).

Анализ расового состава омской популяции стебле
вой ржавчины показал, что спектр эффективных генов 
устойчивости в условиях Омской области сужается, что 
обусловлено потерей эффективности ряда генов к местной 
популяции P. grаminis. 

На основании оценки устойчивости к местной попу
ляции стеблевой ржавчины выделены высокоустойчивые 
сорта и линии питомника ISRTN: Sr31 (Benno)/6*LMPG6 
DK42, Seri 82, Cham 10, Bacanora (Sr31), RL 6087 Dyck 
(Sr40), Amigo (Sr24, 1RSAm), Siouxland (Sr24, Sr31), 
Roughrider (Sr6, Sr36 ), Sisson (Sr6, Sr31, Sr36 ), Fleming 
(Sr6, Sr24, Sr36, 1RSAm), Pavon 76 (Sr2 complex). Выде
ленные сорта и линии целесообразно привлекать в селек
ционные программы в качестве источников устойчивости 
для создания сортов пшеницы, устойчивых к стеблевой 
ржавчине. Эффективные гены устойчивости Sr31, Sr40, 

Таблица 3. Устойчивость к стеблевой ржавчине линий и лучших сортов яровой мягкой пшеницы КСИ,  
опытное поле Омского ГАУ, 2016–2018 гг.

Сорт, линия %/тип Гены устойчивости

2016 г. 2017 г. 2018 г.

Памяти Азиева, стандарт восприимчивости 80S 40S 70S –

Элемент 22, стандарт устойчивости R 5MR 5MR Sr31, Sr35

Линии из коллекции «Арсенал»

№ 1 BC1F2 (96 × 113) × 145 × 113 R R 10MR Sr2, Sr36, Sr44

№ 14а F3 (96 × 113) × 145 R R R Sr36, Sr44 

№ 19 BC2F3 (96 × 113) × 113 R R – Sr2, Sr36, Sr44 

№ 20 F3 (96 × 113) × 145 R R 5MR Sr2, Sr36, Sr40, Sr44

Сорта Омского ГАУ

Лютесценс 27-12 R R 25MR Sr23, Sr36

Лютесценс 87-12 R R 40M Sr23, Sr36

Лютесценс 70-13 5MR R 5MR Sr23, Sr31, Sr36

Лютесценс 87-13 5M 5MR 10MR Sr23, Sr31, Sr36

Лютесценс 88-13 5MR R 25MR Sr23
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Sr2 complex и их комбинации с неэффективными генами 
рекомендованы для использования в селекции с учетом 
постоянной ротации, подключения генов неспецифиче
ской устойчивости, а также возможности заноса инфекции 
с сопредельных территорий.

Ген возрастной устойчивости Sr2, широко привлекае
мый в селекцию на устойчивость к вирулентным расам 
стеблевой ржавчины, распространен в коммерческих 
 сортах в ряде стран мира, в частности в США, Австра лии, 
Индии и Мексике. Данный ген практически отсутствует 
в реестровых сортах Российской Федерации, однако для 
эффективной защиты от стеблевой ржавчины рекоменду
ется его пирамидирование с другими генами устойчивости 
(Баранова и др., 2015).

Для создания сортов с длительной устойчивостью раз
работана стратегия объединения в одном генотипе генов, 
отвечающих за разный тип устойчивости. Пирамидиро
вание генов ювенильной устойчивости (Sr11, Sr24, Sr30 и 
Sr31) с геном возрастной устойчивости Sr2, обусловлива
ющим замедленное развитие болезни (slow rusting), будет 
обеспечивать более продолжительную защиту посевов 
пшеницы от стеблевой ржавчины в Западной Сибири в 
условиях сложившейся фитосанитарной ситуации. 

Линии из коллекции «Арсенал» – № 1 BC1F2 (96 × 113) × 
× 145 × 113 (Sr2, Sr36, Sr44); № 14а F3 (96 × 113) × 145 (Sr36, 
Sr44); № 19 BC2F3 (96 × 113) × 113 (Sr2, Sr36, Sr44); № 20 
F3 (96 × 113) × 145 (Sr2, Sr36, Sr40, Sr44) – представляют 
собой перспективный исходный материал в селекции на 
создание сортов с длительной устойчивостью.

В гибридизацию целесообразно включать источники 
устойчивости к стеблевой ржавчине с минимальным 
числом негативных признаков, которые снижают их селек
ционную ценность. В этой связи устойчивые к стеблевой 
ржавчине сорта селекции Омского ГАУ с идентифици
рованными эффективными генами Sr Элемент 22 (Sr31, 
Sr35), Лютесценс 2712, Лютесценс 8712 (Sr23,  Sr36 ), 
Лютесценс 7013, Лютесценс 8713 (Sr23, Sr31,  Sr36 ), 
Лютесценс 8813 (Sr23) являются ценным исходным ма
териалом для селекции в регионе.

Заключение
Таким образом, генетическая однотипность сортов яро
вой пшеницы, возделываемых на больших площадях в 
Западной Сибири, по генам устойчивости к стеблевой 
ржавчине и преобладание сортов с генами расоспецифи
ческой устойчивости способствуют распространению и 
высокой изменчивости патогена. Линии коллекции «Ар
сенал» – № 1 BC1F2 (96 × 113) × 145 × 113 (Sr2, Sr36, Sr44),  
№ 14а F3 (96 × 113) × 145 (Sr36, Sr44), № 19 BC2F3 (96 × 113) × 
× 113 (Sr2, Sr36, Sr44), № 20 F3 (96 × 113) × 145 (Sr2, Sr36, 
Sr40, Sr44), сорта Омского аграрного университета – Эле
мент 22 (Sr31, Sr35), Лютесценс 2712, Лютесценс 8712 
(Sr23,  Sr36 ), Лютесценс 7013, Лютесценс 8713 (Sr23, 
Sr31, Sr36 ) рекомендуются для включения в селекцион
ный процесс при создании сортов, устойчивых к стеблевой 
ржавчине в условиях региона. Дальнейший мониторинг 
вирулентности возбудителя стеблевой ржавчины и ско
ординированная стратегия селекционных программ в 
Западной Сибири и сопредельных районах Республики 
Казахстан по включению разнообразных источников эф

фективных генов устойчивости, в частности Sr2 и Sr40, 
позволит улучшить фитосанитарную обстановку и рас
ширить сегмент устойчивых сортов в регионе.
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Эпифитотический процесс септориоза  
на сортах яровой пшеницы
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Аннотация. Септориоз листьев и колоса яровой пшеницы – одна из наиболее экономически значимых инфек-
ций в Сибирском регионе. В системах контроля септориоза основным экологически безопасным элементом 
являются устойчивые сорта, которые тормозят или останавливают развитие эпифитотического процесса путем 
замедления размножения возбудителей септориоза. Цель работы состояла в уточнении видового состава воз-
будителей септориоза по регионам Западной Сибири и сортам яровой пшеницы, исследовании эпифитотиче-
ского процесса септориоза дифференцированно на листьях и колосьях сортов, а также в оценке активности 
семенной передачи Рarastagonospora nodorum. Исследования проводили в 2016–2018 гг. по общепринятым 
методикам. В Западной Сибири септориоз листьев и колоса яровой пшеницы широко распространен: 35 % по 
показателю развития болезни и 90 % по распространенности. Видовой состав возбудителей септориоза пред-
ставлен Р. nodorum, Septoria tritici и P. avenae f. sp. triticae, причем соотношение видов изменялось по регионам. 
В Новосибирской области отмечено полное доминирование Р. nodorum, S. tritici встречался в 13.8 раза реже, а 
P. avenae f. sp. triticae единично. В Тюменской области доминирование Р. nodorum не было таким безусловным и 
нарушалось в некоторых географических пунктах S. tritici и P. avenae f. sp. triticae. В Алтайском крае во всех точках 
учета преобладал Р. nodorum; S. tritici и P. avenae f. sp. triticae встречались повсеместно, но в 5.6 и 8.6 раза реже 
соответственно. Изучение сортов яровой пшеницы разного происхождения не позволило выявить иммунных 
к септориозу листьев и колоса форм. Установлено дифференцированное проявление признаков устойчиво-
сти к септориозу листьев и колоса, выделены сорта, сочетающие пониженную восприимчивость к септориозу 
и листьев, и колоса. Инфицированность семян фитопатогеном в регионах Сибири достигала 7 экономических 
порогов вредоносности и в значительной степени (52.5 %) определялась погодными условиями августа. Изуче-
ние коллекций сортов из трех регионов Сибири позволило вы явить следующую тенденцию: наиболее активно 
передача P. nodorum с семенами сортов шла в Новосибирской области (7.6 %), в меньшей степени – в Омской 
(5.7 %); самая благополучная фитосанитарная ситуация была в Курганской области: сорта передавали P. nodo rum 
в слабой степени (2.1 %), ниже экологического порога вредоносности.
Ключевые слова: септориоз листьев и колоса; яровая пшеница; мониторинг; Рarastagonospora nodorum; Septoria 
tritici; P. avenae f. sp. triticae; сорт; устойчивость; семенная передача.
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Septoria blotch epidemic process on spring wheat varieties
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Abstract. The Septoria blotch of spring wheat leaves and ears is one of the most economically significant infections in 
the Siberian region. In the control systems of Septoria blotch the main ecologically safe element is resistant varieties, 
which are designed to slow down the pathogens reproduction rate and slow down or stop the development of the epi-
phytotic process. The purpose of the work was to clarify the species composition of Septoria blotch pathogens for West 
Siberian regions and spring wheat varieties, to study the epiphytotic process of Septoria differentially on the leaves and 
ears of varieties, and to evaluate the activity of seed transmission of Parastagonospora nodorum. Studies were carried 
out in 2016–2018 according to generally accepted methods. Septoria leaf and ear blotch of spring wheat is widespread 
in West Siberia and the Trans-Urals, causing a decrease in yield by up to 50 % or more with the deterioration in grain 
quality. The causative agents of the disease are P. nodorum, Septoria tritici, and P. avenae f. sp. triticae, and the species 
ratio varied across the regions and varieties, and within plant organs. In Novosibirsk Region, P. nodorum completely 
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dominated; S. tritici was 13.8 times less common; and P. avenae f. sp. triticae was a singleton. In Tyumen region, the 
dominance of P. nodorum was disrupted in some geographic locations by S. tritici and P. avenae f. sp. triticae. In Altai Krai, 
P. nodorum predominated at all points studied; S. tritici and P. avenae f. sp. triticae were found everywhere, but 5.6 and 
8.6 times less often, respectively. The study of spring wheat varieties of different origins has not revealed any samples 
immune to Septoria blotch. A differentiated manifestation of resistance to Septoria leaf and ear disease has been es-
tablished. Some varieties show complex resistance, combining reduced susceptibility to Septoria leaf and ear disease. 
Seed infection with P. nodorum in the regions of Siberia reached 7 thresholds and was largely (52.5 %) determined by 
the August weather conditions. The study of the collection of spring wheat varieties from three Siberian regions has 
revealed the following trend. Transmission of P. nodorum with the seeds of varieties was the most active (7.6 %) in Novo-
sibirsk Region and somewhat weaker in Omsk Region (5.7 %). The most favorable phytosanitary situation was in Kurgan 
Region, where varieties transmitted P. nodorum to a low degree (2.1 %), below the threshold.
Key words: Septoria leaf and ear blotch; spring wheat; monitoring; Рarastagonospora nodorum; Septoria tritici; P.  avenae 
f. sp. triticae; variety; resistance; seed transmission.
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Введение
В течение длительного периода времени одной из наи-
более распространенных и вредоносных болезней яро-
вой пшеницы во всех зонах ее возделывания остается 
септориоз листьев и колоса (Eyal, 1999; Robert et al., 
2004; Назарова и др., 2010). При поражении пшеницы 
септориозом листья преждевременно засыхают, налив 
зерна идет только за счет зеленых частей стебля и колоса. 
Зерно формируется щуплое, с низкой натурой и массой 
1000 зерен. Зерновая продуктивность яровой пшеницы 
падает на 25–60 %. Всхожесть и энергия прорастания 
семян снижаются на 7–12 % (Чулкина, 1991; Parker et al., 
2004; Robert et al., 2004; Санин и др., 2015).

Основные возбудители болезни на яровой пшенице – 
микромицеты Parastagonospora nodorum (Berk.) Quaedvl., 
Verkley & Crous (син. Depazea nodorum Berk.) и Septoria 
tritici Roberge ex Desm. (син. Zymoseptoria tritici (Roberge 
ex Desm.) Quaedvl. & Crous.). Из этих двух видов грибов на 
яровой пшенице в Сибири преимущественное распростра-
нение имеет P. nodorum, отличающийся более быстрым 
(в 8–10 раз) прорастанием пикноспор и колонизацией 
ткани растения-хозяина по сравнению с S. tritici (Чулки-
на, 1991). Также отмечено распространение на пшенице 
Phaeosphaeria avenaria f. sp. triticae Shoem. & C.E. Babc. 
(син. S. avenae f. sp. triticae) (Торопова и др., 2019). Эти 
же виды наносят наибольший вред посевам озимой пше-
ницы (Коломиец и др., 2018). Каждый из фитопатогенов 
имеет определенные эпидемиологические особенности и 
требования к условиям окружающей среды, что обеспечи-
вает высокую экологическую пластичность заболевания и 
трудность борьбы с ним. Возбудители септориоза могут 
существовать совместно на растении. S. tritici главным об-
разом поражает листья, при этом интенсивнее развивает- 
 ся на молодых, чем на старых тканях. P. nodorum одина-
ково хорошо поражает как листья, так и колосья, способен 
жить и размножаться на мертвых тканях (Коломиец и 
др., 2018). Наибольшая восприимчивость к P. nodorum 
отмечена в фазу колошения и цветения (Cooke, Jones, 
1970). Фаза наивысшей чувствительности пшеницы к 
S. tritici приходится на период кущения–трубкования, что 
преимущественно связано с повышенной влажностью 
воздуха в листовом пологе (Adolf et al., 1993). Представ-
ленность основных возбудителей в патогенном комплексе 
септориоза озимой пшеницы зависит от погоды. S. tritici 

доминирует в годы с низкими зимними температурами 
и с более теплыми и  дождливыми условиями в первой 
половине лета. S. nodorum преобладает в годы с более 
влажной погодой осеннего периода, теплыми зимами и 
большим количеством осадков во вторую половину лета 
(Санин и др., 2017).

Септориоз листьев и колоса зарегистрирован более чем 
в пятидесяти странах мира, преимущественно в широтах 
с умеренным климатом (Европа, Северная Америка, 
Австралия). На территории бывшего СССР септориоз 
особенно сильно распространен на Северном Кавказе, 
Урале, Украине, в Белоруссии (Назарова и др., 2010).

Внедрение ростковых трубок фитопатогенов в ткани 
листьев восприимчивых хозяев после прорастания пик-
носпор в большинстве случаев осуществляется через 
устьичную щель, реже – через эпидермис. Часто в одно 
устьице проникает несколько ростков. После проникно-
вения возбудителей отмечают слабое ветвление и рост 
грибов в межклетниках мезофильных клеток листа, при-
чем большинство гиф растет вдоль листа между клетками 
эпидермиса и мезофилла. Этим, видимо, объясняется тот 
факт, что пятна септориоза часто вытянуты вдоль жилок 
листа. Постепенно происходит ветвление гиф, разрас-
тание их в разных направлениях, при этом несколько раз 
пронизывается толща листа, межклетники заполняются 
мицелием (Robert et al., 2004; Назарова и др., 2010). 
У возбудителя септориоза листьев S. tritici обнаружен 
фитотоксин охрацин, подавляющий ростовые процессы 
растений-хозяев, и септорин, ингибирующий процессы 
окислительного фосфорилирования в растительных клет-
ках (Eyal, 1999).

Заражение растений возбудителями септориозов про-
исходит особенно интенсивно, если период капельного 
увлажнения при оптимальной температуре составляет не 
менее 8 ч, а относительная влажность воздуха – 98–100 %. 
Поэтому септориозы чаще всего развиваются в районах 
с достаточным увлажнением. Однако известны случаи, 
когда септориоз представлял опасность и в сухих районах. 
Это объясняется тем, что патогены могут использовать 
прерывистый влажный период, в результате регулярного 
выпадения рос (Торопова и др., 2002).

Инкубационный период септориозов в зависимости от 
гидротермических условий составляет от 6 до 49 дней. 
Регрессионный анализ показал, что 45 % изменчивости 
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латентного периода возбудителя обусловлено влиянием 
температуры, 12 % – плотностью его популяции, и только 
3 % – длительностью увлажнения (Чулкина, 1991). Это 
свидетельствует о том, что, попав в экологическую нишу, 
возбудитель уже практически не зависит от увлажнения. 
Хотя во внешней среде на протяжении всех фаз механизма 
передачи (отделение от источника возбудителя инфекции, 
передача пропагул воздушно-капельным путем, прорас-
тание и внедрение в ткани восприимчивых растений) его 
жизненный цикл в значительной мере зависит от наличия 
капельно-жидкой влаги (Nolan et al., 1999; Торопова и др., 
2002; Назарова и др., 2010; Пахолкова, 2015).

Репродуктивный потенциал возбудителей септорио-
зов довольно высок, до 10–15 тыс. пикноспор в одной 
пикниде. Между количеством пикнид и пикноспор была 
установлена тесная корреляционная связь (r = 0.901) 
(Чул кина, 1991).

Для образования пикнид необходима высокая отно-
сительная влажность воздуха (более 98 %). Зрелые пик-
ниды P. nodorum формируются в течение 8–14 дней, 
S. tri tici – 14–20 дней после инокуляции (Пахолкова, 
2015). За сезон развивается от 6 до 12 генераций грибов. 
В конце вегетации растений-хозяев число пикнид дости-
гает максимальной величины; на одних и тех же листьях 
формируются пикниды и сумки (плодовые тела) разных 
видов возбудителей септориоза (Коломиец и др., 2018).

Возбудители септориозов зимуют на инфицированных 
растительных остатках в форме мицелия, плодовых тел и 
пикнид, а P. nodorum также на поверхности или внутри 
семян – в форме мицелия, пикнид (Торопова и др., 2016; 
Санин и др., 2018). На инфицированных растительных 
остатках в поверхностном слое почвы или на ее поверх-
ности возбудители сохраняются 6–18 месяцев, а в почве на 
глубине пахотного слоя – до конца июня–июля. При этом 
1 г растительных остатков в почве содержит 1.5–6 млн 
спор возбудителя, на поверхности почвы – 52–63 млн 
спор. Жизнеспособность как пикноспор в пикнидах, так 
и особенно аскоспор в сумках бывает высокой, достигая 
100 % в фазу колошения яровой пшеницы, когда про-
исходит массовое заражение растений (Чулкина, 1991; 
Торопова и др., 2002; Санин и др., 2018).

Способность пикноспор к распространению после 
освобождения из пикнид связана с дождем. Ветер без 
дождя не может переносить споры, так как они покрыты 
клейкой массой, которая в отсутствие влаги приклеивает 
их к субстрату. По мере удаления от источника инфекции 
популяция спор уменьшается. Далее 500 м споры обычно 
не обнаруживаются. В вертикальном направлении споры 
в массе поднимаются до 75 см, а на высоте 150 см они 
отсутствуют (Eyal, 1999; Торопова и др., 2002; Robert et 
al., 2004; Санин и др., 2018).

Освобождение аскоспор из перитециев возможно толь-
ко во время дождя, причем этот процесс растянут и может 
длиться несколько месяцев. Аскоспоры переносятся на 
несколько (2–3) километров.

Развитие септориоза в значительной степени зависит 
от гидротермических условий. При низкой влажности 
воздуха споры не выделяются из пикнид и не распростра-
няются. Поэтому вспышки болезни приходятся на годы 
со значительным выпадением осадков, при максимальной 

температуре воздуха не выше 30 °С, а среднесуточной – 
в пределах 14–21 °С. Поражение корневыми гнилями даже 
в слабой степени (3–10 %) усиливает развитие септориоза 
(Торопова и др., 2002; Торопова, 2005; Назарова и др., 
2010; Санин и др., 2015).

Снижение интенсивности обработки почвы и накоп-
ление на ее поверхности инфицированных растительных 
остатков привело к увеличению в 2–2.5 раза частоты 
эпифитотий септориоза в лесостепи Западной Сибири за 
последние 10 лет. Поскольку в этот период у яровой и ози-
мой пшеницы интенсифицировалась семенная пе редача 
основного возбудителя болезни P. nodorum, еже годно соз-
давались предпосылки для формирования ранних очагов 
болезни (Торопова и др., 2018). Эпифитотийное развитие 
очагов септориоза, при котором болезнь на верхних лис-
тьях достигает экономического порога вредоносности 
(ЭПВ = 15–20 %), происходит, когда за декаду выпадает 
в 3 раза больше осадков по сравнению со среднемного-
летними данными при температуре 14–22 °С. Болезнь 
при этом развивается со скоростью до 2–3 % в сутки, что 
требует применения фунгицидов (Торопова, 2005; Санин 
и др., 2015).

Передача P. nodorum через семена вызывает раннее по-
явление септориоза на колеоптиле и прикорневых листьях 
в фазы всходов–кущения. Между заражением семян и 
всходов нет линейной зависимости. Заражение семян на 
5–10 % уже может привести к развитию эпифитотии сеп-
ториоза при благоприятных погодных условиях (Чулкина, 
1991; Санин и др., 2015; Торопова и др., 2018).

Возбудители септориозов имеют r-стратегию жизнен-
ного цикла. Характерные признаки r-стратегии фитопато-
генов: многочисленные (6–12) генерации конидиального 
(пикниды с пикноспорами) спороношения при благопри-
ятных условиях, высокая скорость передачи возбудителей, 
полициклический, изменчивый тип динамики эпифитоти-
ческого процесса. Стратегия фитосанитарных мероприя-
тий против септориозов состоит в снижении скорости 
размножения возбудителей и развития эпифитотического 
процесса до уровня ниже ЭПВ. Это достигается за счет 
сортовой и физиологической устойчивости растений 
и предупреждения вертикальной передачи P. nodorum 
через семена.

Создание устойчивых сортов является наиболее пер-
спективным и экологически безопасным компонентом 
систем интегрированной защиты яровой пшеницы от 
септориоза листьев и колоса. Трудность практической 
селекции пшеницы на устойчивость к септориозу заклю-
чается в том, что этот признак нестабилен, варьирует во 
времени и в пространстве и контролируется множеством 
механизмов (Коломиец и др., 2018). Редко встречаются 
генотипы с комплексной устойчивостью: сорта могут 
быть устойчивы к одному виду патогена и восприимчивы 
к другому (Jenkins, Jones, 1981). Одно время полагали, что 
пшеница вообще не обладает устойчивостью к P. nodo rum 
(Scharen, Krupinsky, 1970; Broennimann, 1975). Однако 
дальнейшие исследования показали, что ситуация не столь 
однозначна (Mullaney et al., 1981; Du et al., 1999).

Стабильный прогресс наблюдается в выведении устой-
чивых сортов пшеницы к S. tritici. Отечественными иссле-
дователями выделен ряд сортов, которые рекомендованы 
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для включения в селекционные программы в качестве 
источников и доноров устойчивости к возбудителю (Ко-
ломиец и др., 2018).

Устойчивость к септориозу может быть как количест-
венной (горизонтальной), так и изолят-специфичной (вер-
тикальной) (Тырышкин, Ершова, 2004; Коломиец и др., 
2017). В настоящее время у пшеницы идентифицирова-
но 17 генов устойчивости к S. tritici (Stb1–Stb17). Благо-
даря генетическому анализу в патосистеме «пшеница– 
M. gra minicola» было доказано взаимодействие «ген-на-
ген» (Коломиец и др., 2017). Недавними исследованиями 
установлены некоторые биохимические механизмы устой-
чивости мягкой пшеницы к септориозу (Веселова и др., 
2018, 2019). Устойчивые к септориозу формы мягкой пше-
ницы выделены и за рубежом (Van Ginkel, Rajaram, 1999; 
Simón et al., 2003; Robert et al., 2004). Одним из аспектов, 
затрудняющих поиск устойчивых к септориозу форм 
растений, является недооценка многокомпонентности 
видового состава возбудителей септориоза и недостаточ-
ная изученность региональной представленности видов в 
патогенном комплексе болезни. Кроме того, нередко при 
оценке устойчивости растений не проводят дифференци-
рованного учета пораженности листьев и колосьев, хотя 
она может определяться разными механизмами.

Цель работы состояла в уточнении видового состава 
возбудителей септориоза по регионам Западной Сибири и 
сортам яровой пшеницы, исследовании эпифитотического 
процесса септориоза дифференцированно на листьях и 
колосьях сортов, а также в оценке активности семенной 
передачи Р. nodorum.

Материалы и методы
Исследования проводили в 2016–2018 гг. в лесостепной 
зоне Западной Сибири. Учет септориоза листьев и коло-
са выполняли с использованием международной шкалы 
(Чулкина и др., 2017) в производственных условиях 
хозяйств региона. Для уточнения видового состава воз-
будителей септориоза образцы пораженных растений 
и растительные остатки пшеницы собирали на полях в 
конце вегетации пшеницы, отбирая по 10–20 пораженных 
листьев в каждой точке учета. Для определения видов 
грибов фрагменты пораженной ткани с плодовыми те-
лами помещали на предметные стекла в каплю воды и 
через 10–15 мин просматривали при малом увеличении 
микроскопа. По форме и размеру вышедших из пикнид 
спор устанавливали вид гриба и его распространенность, 
в процентах от общего числа исследованных пикнид (Пы-
жикова и др., 1988). Исследование септориоза листьев и 
колоса на сортах и сортообразцах яровой пшеницы было 
проведено на естественном инфекционном фоне с исполь-
зованием коллекции ФИЦ Институт цитологии и генетики 
(ИЦиГ) СО РАН. Коллекция состояла из 10 сортов из 
пяти регионов Российской Федерации и 13 зарубежных 
образцов из восьми стран. Площадь под каждым сортом 
(сортообразцом) составляла от 3 до 10 м2 в трехкратной 
повторности. 

По степени поражения сорта разделяли на следующие 
группы: 0–5 % – высокоустойчивые; 6–20 % – устойчивые; 
21–40 % – слабовосприимчивые; 41–65 % – восприимчи-
вые; 66–100 % – высоковосприимчивые (Санин и др., 2015).

Отбор семян для анализа осуществляли в хозяйствах 
Новосибирской, Томской, Тюменской областей, Алтайско-
го и Красноярского краев. Оценку семян на зараженность 
P. nodorum проводили по авторской методике (Чулкина 
и др., 2017). За годы исследований проанализировано в 
общей сложности 258 партий семенного зерна 53 сортов 
яровой пшеницы.

В северной лесостепи Новосибирской области 2016 г. 
был засушливым (ГТК = 0.81), 2017 и 2018 гг. влажны-
ми (ГТК = 1.26 и 1.33 соответственно), что существенно 
сказалось на напряженности естественного инфекцион-
ного фона.

Результаты и обсуждение
Мониторинг септориоза в агроценозах озимой и яровой 
пшеницы Новосибирской, Томской, Кемеровской, Курган-
ской, Тюменской областей и Алтайского края, проведен-
ный в 2016–2018 гг., установил повсеместное распростра-
нение септориоза на яровых сортах пшеницы. Развитие 
болезни варьировало от 5 до 35 %, а распространенность 
достигала 90 %. Несмотря на значительное разнообразие 
погодных условий, сортов и технологий возделывания 
яровой пшеницы, к фазе колошения в большинстве агро-
ценозов возникала критическая ситуация, требующая 
принятия оперативных мер защиты яровой пшеницы от 
септориоза листьев и колоса (Торопова и др., 2019).

Первые единичные очаги септориоза на нижних ли с-
тьях яровой пшеницы при передаче возбудителя с инфи-
цированных растительных остатков наблюдались в 2016 
и 2017 гг. во второй-третьей декадах июня, в 2018 г., в 
свя зи с поздним посевом, в первой-второй декаде июля. 
При этом сначала появлялся Р. nodorum (июнь–начало 
июля), затем S. tritici (конец июля–август).

Сравнение погодных условий в годы, контрастные по 
развитию и распространенности септориоза, показало, что 
эпифитотии болезни умеренной и значительной интен-
сивности начинались при выпадении от 76 до 111 мм 
осадков при средней температуре воздуха 16.7 °С. Благо-
приятные для септориоза годы отличались увеличением 
количества осадков в критические для заражения растений 
периоды в среднем в 6.7 раза и понижением температу ры 
воздуха в среднем на 2.5 °С.

Климатический тренд, характеризующийся потепле-
нием и повышением контрастности погодных условий 
вегетационного периода, оказался благоприятным для 
возбудителей инфекции, привел к повышению частоты 
эпифитотий септориоза яровой пшеницы в регионах его 
распространения, включая Западную Сибирь (Левитин, 
2015; Торопова и др., 2016). Результаты наших исследо-
ваний совпадают с данными публикаций по росту рас-
пространения септориоза пшеницы в европейской части 
России (Санин и др., 2017; Гультяева и др., 2019).

Видовой состав возбудителей септориоза листьев и 
колоса яровой пшеницы был представлен Р. nodorum, 
S. tri tici и P. avenae f. sp. triticae, причем соотношение 
видов изменялось по регионам (табл. 1). На инфициро-
ванных листьях возделываемых в Сибири сортов яровой 
пшеницы присутствовали пикниды P. nodorum, S. tritici 
и P. avenae f. sp. triticae. По усредненным данным, в 
шести точках отбора образцов в Новосибирской области 
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выявлено безусловное доминирование Р. nodorum. S. tri tici 
встречался в 13.8 раза реже, представленность P. ave nae 
f. sp. triticae в патогенном комплексе септориоза была 
единичной.

Исследование видового состава возбудителей септорио-
за в Тюменской области показало значительное разно-
образие по точкам отбора проб. Так, в двух точках при 
доминировании Р. nodorum вторую позицию занял P. ave-  
nae f. sp. triticae, а не S. tritici, тогда как на листьях пше-
ницы из третьей точки, кроме Р. nodorum, других возбу-
дителей не выявлено. На листьях пшеницы из четвертой 
точки отбора Тюменской области выявлено доминиро-
вание S. tritici, причем в трех пунктах из пяти P. avenae 
f. sp. triticae вносил существенный вклад в патогенный 
комплекс возбудителей септориоза на яровой пшенице, 
чего не отмечалось в Новосибирской области.

В Алтайском крае во всех точках учета доминировал 
Р. nodorum. S. tritici и P. avenae f. sp. triticae встречались 
повсеместно, но в 5.6 и 8.6 раза реже основного возбу-
дителя болезни соответственно. P. avenae f. sp. triticae 
встречался на листьях яровой пшеницы в агроценозах 
Алтая в 11.3 раза чаще, чем в Новосибирской области, т. е. 
его вклад в патогенный комплекс септориоза был гораздо 
более существенным.

Таким образом, выявлены существенные различия в ви-
довом составе возбудителей септориоза яровой пше ницы 
по регионам Западной Сибири, что следует принимать 
во внимание при создании популяций возбудителей для 
искусственного заражения растений в ходе практической 
селекции на устойчивость сортов. Сравнение представ-
ленных выше данных с результатами аналогичных ис-
следований в 1980-х гг. (Чулкина, 1991) свидетельствует 
о некоторых изменениях видового состава возбудителей 
септориоза, который стал более разнообразным по регио-
нам. Следует отметить появление в патогенном комплексе 
септориоза во всех точках отбора проб P. avenae f. sp. tri-
ticae, чего не наблюдалось 40 лет назад. Изменение ви-
дового состава, возможно, связано как с климатическими 
вариациями, так и с изменением технологий возделыва-
ния яровой пшеницы.

Различия видового состава возбудителей септориоза 
листьев по сортам коллекции ФИЦ ИЦиГ СО РАН Ново-
сибирского района Новосибирской области показаны в 
табл. 2. Согласно представленным данным, на сортах кол-
лекции в фазу полной спелости яровой пшеницы встре-
чались три возбудителя септориоза: Р. nodorum, S. tritici,  
P. avenae f. sp. triticae. Основным возбудителем септо-
рио за листьев и колоса был Р. nodorum (в среднем 85.4 % 
патогенного комплекса). Второе место по распростране-
нию на листьях принадлежит пикнидам S. tritici (11.8 %) 
с максимальным показателем 20 % на сортах Кайыр и 

KBC Аквилон. Самую ограниченную распространенность 
имел P. avenae f. sp. triticae, он выявлен только на восьми 
сортах, средняя распространенность составила 2.8 %. По-
лученные данные свидетельствуют о преимущественно 
региональной приуроченности видовой композиции фи-
топатогенов. Сорта разного географического происхожде-
ния инфицировались фитопатогенами по региональному 
типу, характерному для Новосибирской области.

Оценка устойчивости коллекции из 23 сортов яровой 
пшеницы к септориозу листьев и колоса в северной 
ле состепи Приобья показала отсутствие иммунных к воз-
будителям септориоза форм растений (табл. 3). 

Формирование очагов септориоза ежегодно начиналось 
на злаковых травах – мятлике луговом и еже сборной, где 
развитие болезни на первую дату учета (5–7 июля) уже 
достигало 60 %. К этому времени на озимой пшенице 
симптомы септориоза выявлялись на втором и третьем 
листе сверху и составляли в среднем 10 %. На яровой 
пше нице в первой декаде июля признаки септориоза (3 %) 
были отмечены только на нижних листьях.

Годы исследований были влажными, и погодные факто-
ры благоприятствовали развитию болезни. На фазе нача- 
 ла налива все сорта имели признаки поражения септорио-
зом, однако напряженность эпифитотического процесса 
существенно различалась как по сортам, так и по учетным 
органам в оба года. Так, в 2017 г. на флаговых листьях сор-
тов яровой пшеницы развитие болезни колебалось от 0 до 
40 %, а пораженность колоса варьировала от 0 до 10 %. 
В 2018 г. флаговые листья поражались на тех же сортах 
более равномерно – от 0 до 15 %, а колосья, напротив, 
более контрастно – от 0 до 30 %. Была выявлена тенденция 
дифференцированного проявления устойчивости сортов 
к септориозу листьев и колоса. Коэффициент корреляции 
развития септориоза листьев и септориоза колоса по сор-
там составил: r = 0.414 ± 0.280.

Наиболее устойчивыми к септориозу листьев, при уме-
ренном поражении колоса, были сорта новосибирской се-
лекции Сибирская 17 и Обская 2. В оба года исследований 
флаговый лист у них поражался на спорадическом уровне, 
обеспечивая налив зерна. Однако полученное зерно могло 
инфицироваться P. nodorum и приводить к возникновению 
ранних очагов септориоза при посеве семян в следующем 
году. 

Устойчивость к септориозу колоса показали сорта Орен-
бургская 23 (Оренбургская область), Ария (Курганская 
область), а также зарубежные сорта NIL Thatcher Lr13 
(Канада), Кайыр (Казахстан), Mayon 1 (Сирия), KBC Ак-
вилон (Германия), которые имели на фазе налива или 
непораженные, или спорадически пораженные колосья в 
оба года исследований. Флаговые листья перечисленных 
сортов поражались септориозом на уровне 10–20 %.

Таблица 1. Видовой состав возбудителей септориоза на листьях яровой пшеницы по регионам Сибири, 2016–2018 гг., %

Регион P. nodorum S. tritici P. avenae f. sp. triticae

Алтайский край 77.2 ± 6.6 13.8 ± 1.9 9.0 ± 1.1

Новосибирская область 92.5 ± 8.9    6.7 ± 0.9 0.8 ± 0.1

Тюменская область 68.0 ± 7.1 24.0 ± 3.2 8.0 ± 1.2
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Таблица 2. Видовой состав возбудителей септориоза на сортах яровой пшеницы в фазу полной спелости, % 

Происхождение Сорт, сортообразец P. nodorum S. tritici P. avenae f. sp. triticae

Россия, Новосибирская область Новосибирская 15 85 10 5

Новосибирская 31 90 10 0

Сибирская 17 95 5 0

Обская 2 85 15 0

Россия, Оренбургская область Оренбургская 23 90 10 0

Россия, Кировская область Вятчанка 95 5 0

Россия, Тюменская область Тюменочка 80 10 10

Россия, Курганская область Ария 85 10 5

Фора 80 10 10

Зауралочка 90 10 0

Канада NIL Thatcher Lr13 90 10 0

NIL Thatcher Lr2c 85 10 5

Китай Long Chun 7 Hao 85 15 0

Ke Zhuang 90 10 0

США UI Alta Blanca 80 5 10

UI Pettit 75 15 10

Казахстан Кайыр 80 20 0

Достык 85 15 0

Швейцария Quarna 90 10 0

Сирия Mayon 1 85 15 0

Германия KBC Аквилон 70 20 10

Таджикистан К65835 90 10 0

К65834 85 15 0

Среднее 85.4 11.8 2.8

Комплексную устойчивость к септориозу и листьев, и 
колоса на фазе начала налива продемонстрировали сорта 
Вятчанка (Кировская область), Тюменочка (Тюменская 
область), Зауралочка (Курганская область), а также за-
рубежные сорта NIL Thatcher Lr2c (Канада), Long Chun 7 
Hao и Ke Zhuang (Китай), Достык (Казахстан), Quarna 
(Швейцария). Эта группа сортов поражалась листовой 
и колосовой формами септориоза в слабой степени, а 
отечественные сорта Тюменочка и Зауралочка имели на 
фазе начала налива полностью здоровый колос при слабом 
поражении флагового листа.

Учеты, проведенные на фазе молочной спелости, по-
казали, что распространенность септориоза достигла 
100 % на всех без исключения сортах. Комплексную 
пониженную восприимчивость на фазе молочной спе-
лости проявили отечественные сорта Оренбургская 23 и 
Вятчанка, а также Long Chun 7 Hao из Китая. Они имели 
умеренную, на уровне ЭПВ (20 %), пораженность листьев 
и колоса в конце вегетации.

Дисперсионный анализ показал, что сила влияния 
фактора «условия года» на развитие септориоза листьев 
составила 17.9–25.4 % и была достоверна на 1 % уровне 
значимости, тогда как сила влияния фактора «сорт» была 
в 3.5–10 раз ниже и не всегда статистически достоверна.

Учитывая способность одного из возбудителей септо-
риоза, микромицета P. nodorum, использовать семена в 

качестве фактора передачи во времени и создавать ранние 
очаги болезни, мы оценили интенсивность инфицирова-
ния семян сортов яровой пшеницы по регионам Сибири 
(табл. 4).

Максимальная инфицированность партий семян септо-
риозом весной 2016 г. (год производства семян 2015) была 
отмечена в Томской области, где она достигала 36 %, что 
составляет более 7 ЭПВ (Чулкина и др., 2017). В Красно-
ярском крае инфицированность семян достигала 2.5 ЭПВ, 
в остальных регионах – около 2 ЭПВ. Исключением стал 
Алтайский край, где в 2015 г. сложились благоприятные 
для получения качественных семян условия и максималь-
ная инфицированность составила 7 %.

Весной 2017 г. инфицированность отдельных партий 
семян яровой пшеницы возбудителем септориоза дости-
га ла 4.4 ЭПВ. При этом средняя зараженность семян толь-
ко из Новосибирской области достигала ЭПВ, остальные 
регионы предоставили на анализ семена умеренного ин-
фицирования, в среднем ниже ЭПВ.

По весенним исследованиям 2018 г. инфицированность 
семян яровой пшеницы P. nodorum достигала экономиче-
ского порога вредоносности только в отдельных партиях, 
при этом средняя зараженность семян из всех обследо-
ванных регионов не достигала ЭПВ. Самая высокая ин-
фицированность семян была отмечена в более увлажнен-
ной Томской области, самая благополучная ситуация по 
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Таблица 3. Развитие септориоза листьев и колоса на сортах яровой пшеницы в фазу начала налива по годам, %

Происхождение Сорт, сортообразец Флаговый лист Колос

2017 г. 2018 г. Среднее 2017 г. 2018 г. Среднее

Россия

Новосибирская область Новосибирская 15 10.0 1.0 5.5 5.0 30.0 17.5

Новосибирская 31 10.0 1.0 5.5 0 20.0 10.0

Сибирская 17 1.0 0 0.5 1.0 20.0 10.5

Обская 2 1.0 1.0 1.0 0 20.0 10.0

Оренбургская область Оренбургская 23 15.0 5.0 10.0 0 0 0

Кировская область Вятчанка 5.0 1.0 3.0 1.0 0 0.5

Тюменская область Тюменочка 5.0 5.0 5.0 0 0 0

Курганская область Ария 20.0 5.0 12.5 1.0 0 0.5

Фора 20.0 5.0 12.5 1.0 10.0 5.5

Зауралочка 5.0 5.0 5.0 0 0 0

Зарубежные страны

Канада NIL Thatcher Lr13 1.0 15.0 8.0 1.0 1.0 1.0

NIL Thatcher Lr2c 5.0 5.0 5.0 1.0 0 0.5

Китай Long Chun 7 Hao 5.0 5.0 5.0 1.0 1.0 1.0

Ke Zhuang 0 5.0 2.5 0 5.0 2.5

США UI Alta Blanca 20.0 5.0 12.5 1.0 5.0 3.0

UI Pettit 15.0 5.0 10.0 5.0 0 2.5

Казахстан Кайыр 10.0 5.0 7.5 1.0 0 0.5

Достык 5.0 5.0 5.0 1.0 0 0.5

Швейцария Quarna 0 1.0 0.5 1.0 1.0 1.0

Сирия Mayon 1 20.0 1.0 10.5 1.0 0 0.5

Германия KBC Аквилон 0 10.0 5.0 1.0 1.0 1.0

Таджикистан К65835 20.0 5.0 12.5 10.0 1.0 5.5

К65834 40.0 10.0 25.0 10.0 5.0 7.5

Среднее 9.9 4.6 7.2 1.9 5.2 3.6

Таблица 4. Инфицированность семян яровой пшеницы P. nodorum по регионам Сибири и годам производства, %

Регион 2015 г. 2016 г. 2017 г. 2018 г. Среднее

Томская область 15.0 ± 2.64 3.3 ± 0.61 4.0 ± 0.53 14.3 ± 2.56 9.2 ± 1.65

Кемеровская область    6.0 ± 0.92 4.6 ± 0.69 1.6 ± 0.22    5.3 ± 0.82 4.4 ± 0.68

Новосибирская область    5.2 ± 0.85 5.2 ± 0.81 1.7 ± 0.20 10.2 ± 2.21 5.6 ± 1.12

Красноярский край    5.0 ± 0.82 3.5 ± 0.52 1.8 ± 0.22 – –

Тюменская область    4.2 ± 0.71 1.8 ± 0.23 1.8 ± 0.24 12.2 ± 2.40 5.0 ± 0.95

Алтайский край    2.9 ± 0.48 2.7 ± 0.46 0.6 ± 0.13    7.3 ± 1.21 3.4 ± 0.62

Среднее    6.4 ± 1.12 3.5 ± 0.70 1.9 ± 0.21    9.9 ± 1.89

Примечание. Сила влияния фактора «регион» – 15.1 % (уровень значимости 5 %), фактора «год» – 52.5 % (уровень значимости 1 %). Прочерк – измере-
ния не проводились.

септориозу выявлена в Алтайском крае, где созревание 
зерна летом и в сентябре 2017 г. в большинстве районов 
проходило в сухую погоду. В целом инфицированность 
семян яровой пшеницы под посев в 2018 г. была ниже, 
чем в предыдущие годы.

На семенах яровой пшеницы производства 2018 г. 
P. nodorum был выявлен в значительных количествах, во 

всех регионах среднее инфицирование семенных партий 
превышало ЭПВ. На семенах из Томской и Тюменской об-
ластей распространенность септориоза достигала 7 ЭПВ, 
что следует считать сильной эпифитотией (Чулкина, 1991; 
Торопова и др., 2002). Порог вредоносности септориоза 
был превышен на 70 % партий, причем на 38.5 % он был 
превышен более чем в 2 раза. В большинстве регионов 
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За падной Сибири вегетация 2018 г. была достаточно 
увлаж ненной, характеризовалась эпифитотийным распро-
странением септориоза листьев и колоса, что обеспечило 
P. nodorum благоприятные условия для инфицирования 
семян. В целом весенний анализ 2019 г. выявил самую 
высокую за последние годы инфицированность семян, 
что создало предпосылки для раннего возникновения 
эпифитотического процесса септориоза во всех регионах 
Сибири. Согласно дисперсионному анализу, сила влияния 
фактора «регион», отражающего климат и технологии 
возделывания, на инфицированность семян яровой пше-
ницы P. nodorum в 3.4 раза ниже, чем влияние погодных 
условий года. В более влажной Томской области инфици-
рованность семян яровой пшеницы влаголюбивым фито-
патогеном P. nodorum была в среднем по годам в 2 раза 
выше по сравнению с наименее увлажненным Алтайским 

краем, где производство зерна яровой пшеницы сосре-
доточено преимущественно в засушливых теплых зонах. 
Коэффициенты корреляции между инфицированностью 
семян P. nodorum и суммой осадков в августе составляли 
по годам и регионам (0.746 ± 0.135)…(0.872 ± 0.126) и были 
достоверны на 5 % уровне значимости. Представленные 
данные свидетельствуют об актуальности контроля и огра-
ничения вертикальной передачи P. nodorum с семенами 
сортов яровой пшеницы.

Анализ семян яровой пшеницы с селекционных участ-
ков Новосибирской, Курганской и Омской областей сви-
детельствует о некоторых различиях в активности се мен-
ной передачи P. nodorum в благоприятные для септорио-
за годы (табл. 5). Все сорта коллекции ИЦиГ СО РАН 
обеспечили передачу патогенного микромицета на уров-
не ЭПВ или в 2.4 раза выше; устойчивых к вертикальной 
передаче сортов выявлено не было. Разница в активно-  
сти вертикальной передачи P. nodorum между сортами 
достигала 2.4 раза. В Курганской области сорта пере-
давали P. nodorum в 3.8 раза слабее, ни на одном из сор-
тов зараженность семян не достигла ЭПВ. По признаку 
инфицированности семян сорта различались до 3 раз. 
В Ом ской области ситуация была промежуточной: пере-
дача фитопатогена с семенами происходила в среднем на 
25 % менее активно, чем в Новосибирской области, и в 
2.7 раза активнее по сравнению с Курганской областью. 
В коллекции Омского ГАУ были выявлены четыре сорта 
с передачей возбудителя септориоза на уровне или выше 
пороговой до 1.8 раза. Межсортовые различия по изуча-
емому параметру достигали 2.3 раза. 

Заключение
Многолетние исследования показали, что септориоз лис-
тьев и колоса яровой пшеницы широко распространен в 
регионах Сибири (до 35 % по показателю развития болез-
ни и 90 % по распространенности), что свидетельствует об 
актуальности селекции сортов на устойчивость к болезни. 
При разработке селекционных программ следует прини-
мать во внимание видовой состав возбудителей септори-
оза, который представлен Р. nodorum, S. tritici и P. avenae 
f. sp. triticae и характеризуется существенными разли-
чия ми по регионам. В Новосибирской области отмечено 
полное доминирование Р. nodorum; S. tritici встречался в 
13.8 раза реже, а представленность P. avenae f. sp. triticae 
была единичной. В Тюменской области наряду с общим 
доминированием Р. nodorum в некоторых географических 
пунктах преобладали S. tritici и P. avenae f. sp. triticae. 
В Алтайском крае во всех точках учета доминировал 
Р. no dorum; S. tritici и P. avenae f. sp. triticae встречались 
повсеместно, но в 5.6 и 8.6 раза реже соответственно.

Современные сорта яровой пшеницы разного проис-
хождения не имеют полного иммунитета к септориозу, 
а характеризуются только устойчивостью или слабой 
восприимчивостью к болезни. Было установлено незави-
симое проявление признаков устойчивости к септориозу 
листьев и септориозу колоса. Коэффициенты корреляции 
развития септориоза листьев и колоса составили по го-
дам и сортам: r = (0.323 ± 0.241)…(0.414 ± 0.280). Часть 
сортов показала относительную устойчивость к септо-
риозу листьев при сильном поражении колоса, другие, на-

Таблица 5. Зараженность септориозом семян яровой 
пшеницы коллекций сортов по регионам производства

Сорт Зараженность септориозом, %

Селекционный участок ИЦиГ СО РАН, Новосибирская область

Новосибирская 47 9.0

Новосибирская 16 6.0

Новосибирская 41 6.0

Новосибирская 14 5.0

Новосибирская 31 7.0

Новосибирская 18 12.0

Новосибирская 29 6.0

Новосибирская 15 10.0

Обская 2 10.0

Среднее 7.9

Селекционный участок Курганского НИИСХ,  
Курганская область

Зауралочка 3.0

Исеть 2.0

Терция 2.0

Десятка 1.0

Ария 1.0

Радуга 3.0

Арка 3.0

Среднее 2.1

Селекционный участок Омского ГАУ, Омская область

Уралосибирская 9.0

Омская 36 8.0

Сигма 2 4.0

Элемент 22 3.0

Омская 42 7.0

Сигма 2 5.0

Столыпинская 4.0

Среднее 5.7
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против, были устойчивы к септориозу колоса при силь-  
ном поражении листового аппарата. На основании этих 
данных можно сделать осторожное предположение о 
различной генетике устойчивости к септориозу колоса 
и листьев. Комплексную пониженную восприимчивость 
показали сорта Оренбургская 23 (Оренбургская об-
ласть), Ария (Курганская область) и зарубежные сорта 
NIL Thatcher Lr13 (Канада), Кайыр (Казахстан), Mayon 1 
(Сирия), KBC Аквилон (Германия). Они поражалась  
лис товой и колосовой формами септориоза в слабой сте-
пени, а отечественные сорта Тюменочка (Тюменская об-
ласть) и Зауралочка (Курганская область) имели на фазе 
начала налива полностью здоровый колос при слабом 
по ражении флагового листа и могут считаться наиболее 
перспективным источником устойчивости.

В селекционном процессе следует также контроли-
ровать активность вертикальной передачи P. nodorum с 
семенами, поскольку семенная передача возбудителя сеп-
ториоза значительно усиливает инфекционную нагрузку 
на растения. Инфицированность семян фитопатогеном 
в регионах Сибири достигала 7 ЭПВ и в значительной 
степени определялась погодными условиями августа. 
Изучение коллекций сортов яровой пшеницы из трех 
регионов Сибири позволило выявить следующую тенден-
цию: наиболее активно передача P. nodorum с семенами 
сортов шла в Новосибирской области (7.6 %), несколько 
слабее в Омской области (5.7 %), наиболее благополучная 
фитосанитарная ситуация была в Курганской области, 
сорта передавали P. nodorum в слабой степени (2.1 %), 
ниже ЭПВ.
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Аннотация. Метилотрофные дрожжи используются в качестве платформы для экспрессии гетерологичных бел-
ков с 1980-х гг. Они имеют высокий уровень продукции и позволяют получить белки эукариот с приемлемым 
уровнем гликозилирования. Первая система для экспрессии рекомбинантного белка на основе Pichia pastoris 
была разработана на основе штамма, выделенного из сокотечения деревьев на юго-западе США. Система рас-
пространялась бесплатно в научных целях и применяется во всем мире. В ходе классификации метилотрофных 
дрожжей по молекулярно-биологическим маркерам штаммы, используемые для получения рекомбинантного 
белка, были реклассифицированы как Komagataella phaffii. Они находятся в свободном доступе согласно па-
тентному законодательству, однако распространялись на договорной основе. Это делает неопределенным их 
статус для коммерческого использования и, соответственно, стимулирует поиск альтернативных штаммов для 
экспрессии рекомбинантного белка. Были адаптированы штаммы других видов метилотрофных дрожжей, среди 
которых преобладают представители рода Ogataea. Несмотря на филогенетическую удаленность представите-
лей рода Ogataea и Komagataella, во всех случаях оказалось возможным использовать классические векторы и 
промоторы для экспрессии рекомбинантного белка. Существуют системы экспрессии на основе других штаммов 
рода Komagataella, а также рода Candida. Потенциал этих микроорганизмов для генной инженерии далеко не ис-
черпан. Перспективно как усовершенствование имеющихся систем экспрессии, так и создание новых на основе 
штаммов, выделенных из природных источников. Исторически до 2009 г. в качестве систем экспрессии исполь-
зовались штаммы, выделенные на юго-западе США. В настоящее время начали развиваться системы экспрессии 
на основе штаммов, полученных в Таиланде. Поскольку эта группа микроорганизмов широко представлена по 
всему миру как в природной, так и в городской среде, можно ожидать появления систем экспрессии рекомби-
нантных белков, созданных на основе штаммов, выделенных и в других регионах планеты.
Ключевые слова: метилотрофные дрожжи; Pichia pastoris; Ogataea; Komagataella; рекомбинантные ферменты.
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Diversity and occurrence of methylotrophic yeasts  
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Abstract. Methylotrophic yeasts have been used as the platform for expression of heterologous proteins since the 
1980’s. They are highly productive and allow producing eukaryotic proteins with an acceptable glycosylation level. The 
first Pichia pastoris-based system for expression of recombinant protein was developed on the basis of the tree-juice-
derived strain obtained in the US southwest. Being distributed free of charge for scientific purposes, this system has 
become popular around the world. As methylotrophic yeasts were classified in accordance with biomolecular markers, 
strains used for production of recombinant protein were reclassified as Komagataella phaffii. Although patent legisla-
tion suggests free access to these yeasts, they have been distributed on a contract basis. Whereas their status for com-
mercial use is undetermined, the search for alternative stains for expression of recombinant protein continues. Strains 
of other species of methylotrophic yeasts have been adapted, among which the genus Ogataea representatives prevail. 
Despite the phylogenetic gap between the genus Ogataea and the genus Komagataella representatives, it turned out 
possible to use classic vectors and promoters for expression of recombinant protein in all cases. There exist expres-
sion systems based on other strains of the genus Komagataella as well as the genus Candida. The potential of these 
microorganisms for genetic engineering is far from exhausted. Both improvement of existing expression systems and 
development of new ones on the basis of strains obtained from nature are advantageous. Historically, strains obtained 
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on the southwest of the USA were used as expression systems up to 2009. Currently, expression systems based on 
strains obtained in Thailand are gaining popularity. Since this group of microorganisms is widely represented around 
the world both in nature and in urban environments, it may reasonably be expected that new expression systems for 
recombinant proteins based on strains obtained in other regions of the globe will appear.
Key words: methylotrophic yeasts; Pichia pastoris; Ogataea; Komagataella; recombinant enzymes.
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Введение
Метилотрофы – группа микроорганизмов, способных 
ис пользовать одноуглеродные производные метана, такие 
как метанол, метиламин и др., в качестве единственного 
источника углерода и энергии. При этом все связи С–С 
должны ферментативно формироваться клеточным ме-
таболизмом, что является достаточно трудной для клетки 
задачей. На это способны некоторые грамотрицательные 
протеобактерии и грамположительные бактерии (Antony, 
1986), а также дрожжи (Wegner, Harder, 1987), имеющие 
метаболические пути окисления метанола для производ-
ства энергии и формирования С–С-связей. Как у дрожже-
вых, так и у бактериальных микроорганизмов формиро-
вание С–С-связей идет через формальдегид (Yurimoto et 
al., 2005), токсичный промежуточный продукт, который 
затем либо диссимилирует в СО2, либо ассимилируется 
в биомассу.

Метилотрофные дрожжи были открыты в конце 
1960- х гг., когда метилотрофные бактерии уже были хо-
рошо известны. Расхождение во времени открытия связа-
но главным образом со сложностью выделения дрож жей 
и высоким бактериальным загрязнением образ цов (Тро-
ценко, Торгонская, 2011). Среды обитания метилотрофных 
дрожжей – все те, где есть разложение растительного 
материала с образованием метоксильных групп (почва, по-
валенные деревья, испорченные фрукты и т. д.). В природе 
метанол образуется в ходе окисления метана (например, 
метаноокисляющими бактериями в ризосфере растений), 
а также при разложении пектина и лигнина (MacDonald, 
Fall, 1993; Nakagawa et al., 2000). Большинство природных 
изолятов метилотрофных дрож жей были обнаружены в со-
котечении (экссудатах) деревьев или гниющей древесине 
(Kurtzman, Robnett, 1998; Kurtzman, 2005).

Биотехнологический интерес к метилотрофным орга-
низмам возник в начале 1970-х гг., когда метанол был де-
шевым и считался практически неограниченным сырьем 
на основе ископаемых ресурсов. Но после нефтяного 
кризиса 1973 г. цены на углеводороды уже не опускались 
до прежних значений. Вместо кормового белка из одно-
клеточных метилотрофов разработчики сосредоточились 
на получении белка растительного происхождения, в 
первую очередь сои.

Начиная с 80-х гг. прошлого века метилотрофные дрож-
жи опять нашли широкое применение, но уже в других 
областях. Они используются в качестве платформы для 
генной инженерии и получения рекомбинантных белков 
в промышленных масштабах и служат удобным объектом 
для изучения особенностей организации эукариотической 
клетки. Разрабатываются возможности использования 
метилотрофных дрожжей в прикладных целях: как мар-

керов загрязнения морского берега, для очистки стоков 
сульфат-целлюлозного производства и ликеро-водочных 
заводов, очистки воздуха, загрязненного формальдегидом, 
и т. д. (Kutty, Philip, 2008; Троценко, Торгонская, 2012; dos 
Reis et al., 2018).

Наиболее часто в науке и производстве используют ме-
тилотрофные дрожжи вида Pichia pastoris ( Komagataella 
phaffi i). Они способны усваивать как сахар, так и метанол 
и дают высокий выход белка. Первоначально в 1970-х гг. 
компанией Phillips Petroleum было предложено использо- 
 вать P. pastoris в качестве продуцента белка одноклеточ-
ных, благодаря их способности расти до высокой плот-
ности как на глюкозе, так и на метаноле (Mishra, Ba ranwal, 
2009). Максимальная плотность клеток, достигаемая в 
процессе ферментации, превышает 100 г/л сухой массы 
(Wegner, 1981). В 1980-х на основе P. pastoris была раз-
работана система экспрессии гетерологичного белка с ис-
пользованием сильного и строго регулируемого промотора 
AOX1 алкогольоксидазы (Cregg et al., 1985). В сочетании с 
уже существующими технологиями ферментации для про-
изводства кормового белка промотор AOX1 обеспечивал 
исключительно высокий уровень экс прессии рекомби-
нантных белков. Важная особенность промотора AOX1 
при производстве рекомбинантных белков – высокий 
уровень его экспрессии в присутствии метанола и на-
дежное ингибирование при его отсутствии, что позволяет 
регулировать процесс наработки целевых белков, включая 
аутотоксичные варианты (Kurtzman, 2009). Одним из 
первых крупномасштабных процессов промышленного 
производства, созданным в 1990-х гг., стало производство 
растительной ферментной гидроксинитрильной лиазы с 
выходом более 20 г рекомбинантного белка на литр куль-
туры (Hasslacher et al., 1997).

Другое преимущество P. pastoris, помимо промотора 
AOX1, – это низкий уровень гликозилирования. Например, 
S. cerevisae сейчас вытеснены из производства рекомби-
нантных белков, так как нередко гипергликозилируют 
белки, вплоть до их инактивации (Darby et al., 2012).

К настоящему времени системы экспрессии на основе 
P. pastoris широко используются в фундаментальных 
исследованиях. P. pastoris были разработаны первыми 
среди метилотрофных дрожжей и оказались удобными 
для биотехнологического получения эукариотических 
белков, не экспрессирующихся должным образом в бак-
териях. Активному их распространению в качестве плат-
формы для экспрессии рекомбинантного белка особенно 
способствовало дальновидное решение компании Phil-
lips Petroleum сделать систему экспрессии доступной 
для научного сообщества в исследовательских целях. 
К востребованным коммерчески доступным штаммам 
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относятся: штамм GS115, ауксотрофный по гистидину; 
вос становленный прототрофный штамм X-33; нокаут-
ные по aox1 штаммы KM71 и KM71H, а также дефицит-
ные по протеазам штаммы SMD1168 и SMD1168H и 
ауксотрофный штамм ade2 PichiaPink™. Однако приме-
нение этих штаммов в коммерческих целях ограничено 
политикой распространения материала. В связи с этим 
встал вопрос о поиске альтернативных вариантов, которые 
могли бы прийти на замену запатентованным штаммам  
P. pastoris.

Филогенетический анализ
С развитием методов молекулярной биологии и накопле-
нием данных о последовательностях генов для разных 
видов стало возможным разобраться в филогении метило-
трофных дрожжей. И здесь был выявлен ряд неожиданных 
моментов.

Анализ последовательности генов показал, что дрожжи, 
известные под общим родовым наименованием Pichia, не 
являются монофилетичными, несмотря на фенотипиче-
ское сходство большинства видов. Авторы первых работ 
установили, что ассимилирующие метанол виды P. pasto
ris, P. angusta и Hansenula polymorpha отдаленно связаны 
друг с другом и с P. membranifaciens, типовым видом рода 
Pichia. Ямада с коллегами (Yamada et al., 1994, 1995) пред-
ложили перенести P. pastoris в новый род Komagataella, а 
P. angusta классифицировать как Ogataea polymorpha во 
вновь описанный род Ogataea. Основанием для выделения 
новых родов послужил анализ дивергенции в частич-
ных последовательностях рибосомальной РНК (рРНК) 
большой ядерной субъединицы (LSU) и малой ядерной 
субъединицы (SSU). Поскольку в каждый анализ было 
включено относительно немного видов, оставалось не-
ясным, насколько тесно связаны P. pastoris и P. angusta 
(H. po lymorpha) с многочисленными неисследованными 
видами, и предложение о включении в классификацию 
новых родов не было принято (Kurtzman, 1998). Однако 
анализ доменов D1/D2 последовательностей генов рРНК 
LSU для всех известных в настоящее время аскомицетных 
дрожжей подтвердил разделение на Komagataella, Oga taea 
и Pichia (Kurtzman, Robnett, 1998), а филогенетическое 
разделение, продемонстрированное при изучении по-
следовательности одного гена, было подтверждено в ходе 
анализа мультигенных последовательностей (Kurtzman 
et al., 2008). Таким образом, Komagataella, Ogataea и 
Pi chia филогенетически представляют собой отдельные 
роды. С точки зрения таксономии более правильным на-
званием является Komagataella pastoris, но исторически 
и по сей день наиболее распространенным остается на-
звание P. pastoris.

Позднее было установлено, что под видовым назва-
нием P. pastoris объединено по меньшей мере два вида 
дрож жей – Komagataellafi phafifi иfiK.fi pastoris (Cregg et 
al., 1993; Kurtzman, 2009). Анализ последовательности 
генов показал, что это не единственные представители 
рода Komagataella. К роду Komagataella были отнесены 
P. pseudopastoris на основе анализа рРНК LSU и SSU 
(Dlauchy et al., 2003), а также вид K.fiphafi на основании 
анализа фрагмента D1/D2 гена рРНК LSU (Kurtzman et 
al., 2008).

Развитие методов массового параллельного секвени-
рования привело к накоплению информации о геномных 
последовательностях большого числа микроорганизмов, 
в том числе и метилотрофных дрожжей, что позволяет 
проводить более подробный филогенетический анализ. 
Наиболее распространенным и консервативным марке-
ром для анализа филогенетических отношений между 
раз личными представителями грибов является последо-
вательность гена 18S rRNA. Соответствующие гены были 
экстрагированы из геномов метилотрофных дрожжей, 
представленных в базе данных NCBI, и использованы 
для построения филогенетического дерева (см. рисунок).

Нуклеотидные последовательности были выровне-
ны с помощью алгоритма MAFFT в программе MAFFT 
v7.312 (Katoh, Standley, 2013). Филогенетическое дере-
во по строено методом максимального правдоподобия 
в программе IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016). Для 
определения лучшей схемы моделей нуклеотидных замен 
ис пользовались параметры –auto и +R (FreeRate hete-
roge nity), основ ным параметром служило наименьшее 
зна че ние критерия Акаике (AICc). Для статистической 
поддержки максимального правдоподобия в программе 
IQ-TREE применялись два коэффициента: SH-like aLRT 
(1000 репликаций) и сверхбыстрый бутстреп (UfBoot, 
1000 репликаций).

Метилотрофные дрожжи, используемые для произ-
водства рекомбинантного белка, разделились на три кла-
ды: Pichia, Ogataea и Komagataella (см. рисунок). Можно 
сделать вывод о том, что род Ogataea филогенетически 
более гетерогенный в сравнении с Pichia и Komagataella.

Филогенетическое дерево, построенное на основе последователь-
ностей гена 18S рРНК видов семейства Saccharomycetaceae с помо-
щью метода максимального правдоподобия.
Коэффициенты поддержки SH-Like aLTR и UfBoot (%) обозначены в узлах 
ветвей дерева. Справа от видовых названий приведены идентификацион-
ные номера соответствующих последовательностей в базе данных NCBI. 
Звездочкой помечены виды, на которых созданы системы экспрессии 
 гетерологичного белка.
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Diversity and occurrence of methylotrophic 
yeasts used in genetic engineering

Метилотрофные дрожжи, используемые 
для производства рекомбинантного белка 
в качестве альтернативных штаммов,  
и их распространение в природе 
P. pastoris (K. рhaffii и K. kurtzmanii). Группа дрожжей 
P.fiрastoris, большинство представителей которой после 
ревизии классификации было отнесено к роду Komaga
taella, наиболее изучена среди метилотрофных дрожжей. 
Типичная среда обитания – сокотечение деревьев от уме-
ренного до тропического регионов. Впервые P. pastoris 
были выделены из сокотечения каштана во Франции, в 
дальнейшем обнаружено их широкое распространение в 
Венгрии и США (Spencer et al., 1996; Negruta et al., 2010; 
Kurtzman, 2011a). Кроме того, дрожжи P. pastoris найдены 
в сокотечении масличной пальмы в Нигерии (Faparusi, 
1974), соке белого альгарробо в Аргентине (Spencer et al., 
1995) и красного дуба в Канаде (Bowles, Lachance, 2007). 
Интересно отметить зональность их распространения: в 
лесах тихоокеанского побережья северо-западной части 
США это доминирующий вид метилотрофных дрожжей, 
в Европе, Африке и Южной Америке они встречаются, 
но не преобладают, а в Японии их вообще не обнаружено 
(Lachance et al., 1982).

Несмотря на распространенность системы экспрессии, 
запатентованной Philips Petroleum на основе P. pastoris, 
идет поиск альтернативных штаммов метилотрофных 
дрожжей с целью разработки платформ для производ ства 
рекомбинантного белка, не защищенных патентами от 
коммерческого использования. 

Штамм P. pastoris (K.fiphafi) CBS7435 наиболее бли-
зок к предложенным в свое время компанией Philips 
Petroleum. Полученные на его основе штаммы патентно 
не защищены (Ahmad et al., 2014). При этом он является 
предшественником запатентованных штаммов, наибо-
лее используемых в настоящее время в производстве 
рекомбинантного белка. С одной стороны, это облегчает 
применение производных штамма CBS7435 ввиду широ-
кой базы знаний, полученных с их помощью, с другой 
стороны, не все модификации генома для данного штам ма 
можно патентовать из-за их описания в академической 
литературе и патентах.

Использование штамма K. kurtzmanii Y-727/КБП 2878/
Starmer 75-208.2/CBS 12817/NRRL Y-63667 в качестве 
ре ципиента для конструирования продуцентов целевого 
белка былo запатентовано в Российской Федерации. Этот 
штамм выделен проф. Стармером из сокотечения пихты, 
растущей в горах Аризоны, США (Naumov et al., 2013), 
и является одним из наиболее близких родственников 
штамма P. pastoris (K.fiphafi) CBS7435. 

P. guilliermondii (Meyerozyma guilliermondii). Ис-
точники выделения представителей спорообразующего 
вида P. guilliermondii разнообразны: растения, озерная 
вода, ко ровий рубец, загрязненные нефтью почвы. Кроме 
того, дрожжи были обнаружены в насекомых, живущих 
на вязах; в незагрязненной почве и воде (Negruta et al., 
2010a); в креветках и других беспозвоночных; в морской 
воде со сниженной концентрацией соли (Kutty, Philip, 
2008). Ранее дрожжи этого вида использовались в ген-
ной инженерии, но как источник генов, которые в том 
числе были экспрессированы в P. pastoris (Handumrongkul 

et al., 1998; Zhang et al., 2009), а не в качестве системы  
экспрессии.

Поскольку большинство метилотрофных дрожжей 
име ют сходный метанол-индуцируемый промотор в пу-
тях утилизации метанола (Hartner, Glieder, 2006), группа 
исследователей из Малайзии проверила предположение 
о возможности использования экспрессирующих кон-
струкций, разработанных на K.fi phafi, для экспрессии 
рекомбинантного белка в других метилотрофных дрож-
жах (Oslan et al., 2015). Они выделили штамм, названный 
Pichia sp. strain SO, из испорченного апельсина; после-
довательность SSU показала его 100 % сходство с P. guil
liermondii. Далее авторы установили, что зеоцин может 
быть использован в качестве селекционного маркера 
для штамма SO (Oslan et al., 2012), и провели работы по 
клонированию конструкции, экспрессирующей рекомби-
нантную липазу. Исследование получило дальнейшее раз-
витие, и в 2017 г. была опубликована статья с описанием 
оптимизации экспрессии ранее полученного на основе 
P. guilliermondii продуцента липазы T1 из Geobacillus 
zalihae. В работе продемонстрировано трехкратное уве-
личение продукции липазы (Abu et al., 2017). 

P. (Ogataea) methanolica была предложена компанией 
Invitrogen (США) в качестве платформы для продукции 
рекомбинантных белков несколько позже, чем P. pasto
ris. Впервые ее выделили из пробы почвы в Японии в  
1974 г., штаммы этого вида также были выделены в США 
(Sibir ny, 1996; Kurtzman, 2011b). В 2008 г. дрожжи этой 
группы (гетерогенной, как и P. pastoris) были выделены 
на территории России из галлов ивы (Glushakova et al., 
2010). P. (O). methanolica не нашла широкого применения 
как платформа для получения рекомбинантного белка, 
хотя есть отдельные сообщения о ее использовании, на-
пример, для экспрессии глутаматдекарбоксилазы человека 
(Raymond et al., 1998). Возможно, низкое распространение 
P. (O). methanolica с целью получения рекомбинантного 
белка обусловлено наличием у Invitrogen другой платфор-
мы – на основе P. pastoris (K.fiphafi).

Hansenula (O.) polymorpha – это широко распростра-
ненные в природе термотолерантные метилотрофные 
дрожжи, способные расти при температуре до 50 °С. 
Одной из характерных сред обитания H. polymorpha, по-
мимо обычных для метилотрофных дрожжей гниющих 
фруктов и других растений, является организм насекомых, 
в том числе лабораторных линий Drosophila melanoga ster 
(Spencer J., Spencer D., 1997).

В науке H. polymorpha использовали как модельный 
организм для изучения механизмов пероксисомального 
биогенеза и деградации, регуляции метаболизма метанола, 
ассимиляции нитратов и реакции на стресс (van der Klei 
et al., 2006). Дрожжи оказались достаточно эф фектив-
ны и для продукции рекомбинантных белков (Gellissen, 
2005). Наиболее значимым терапевтическим белком, по-
лученным с использованием H. polymorpha, является ре-  
комбинантный антиген вируса гепатита B (HBsAg), ко то-
рый был успешно коммерциализирован под торговыми 
марками HepaVax-Gene и AgB (Seo et al., 2008). На основе 
H. polymorpha разработаны продуценты рекомбинант-
ных белков с высоким потенциалом для фармацевтиче-
ских целей: гирудин из пиявки Hirudinaria manillensis 
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(Weydemann et al., 1995) и некоторые человеческие белки, 
включая α1-антитрипсин (Kang et al., 1998), IFNα-2a 
(Degelmann et al., 2002), сывороточный альбумин (Kang et 
al., 2001), эпидермальный фактор роста (Heo et al., 2002) и 
паратиреоидный гормон (Sohn et al., 2012). Помимо белков 
медицинского назначения, были разработаны продуцен-
ты пищевых и промышленных ферментов: гексозоокси-
дазы (Cook, Thygesen, 2003), фитазы (Mayer et al., 1999), 
левансукразы из Zymomonas mobilis (Park et al., 2004) и 
глюкозооксидазы из Aspergillus niger (Kim et al., 2004). 

P. (O.) thermomethanolica. Одним из наиболее прора-
ботанных вариантов метилотрофных дрожжей для про-
дукции рекомбинантного белка, кроме представленных 
в Invitrogen, в настоящее время можно считать штамм 
O. thermomethanolica BCC16875. Распространение O. ther
momethanolica практически не изучено, поскольку этот 
вид дрожжей открыт совсем недавно – в 2005 г. в образ-
цах почвы в Таиланде (Limtong et al., 2005).

Информация о штамме BCC16875 впервые была опуб-
ликована группой исследователей из Таиланда в 2012 г. 
Они описали проверку возможности использования мо-
лекулярно-биологических инструментов для наработки 
рекомбинантного белка в выбранном штамме. Классиче-
ские промоторы гена метанол-индуцируемой алкоголь-
оксидазы (AOX1) и конститутивные гена глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназы (GAP), используемые для 
работы с P. pastoris, проявили свою активность в новом 
штамме. Рекомбинантная фитаза и ксиланаза экспресси-
ровались с обоих промоторов в виде секретируемых бел-
ков, при чем первый демонстрировал различные паттер-
ны N-гли козилирования в зависимости от промотора и 
культуральной среды. Основным видом олигосахаридов 
гликопротеинов, продуцируемым O. thermomethanolica 
BCC16875, является Man8-12GlcNAc2, который аналоги-
чен таковому у других метилотрофов. Кроме того, обна-
ружены также модификации маннозил фосфата и α-1,6- 
и α-1,2-маннозы гетерологичного секретируемого белка. 
Уровень экспрессии рекомбинантного белка оказался 
на уровне промышленных штаммов, что делает предло-
женную платформу хорошей альтернативой штаммам от 
Invitrogen (Tanapongpipat et al., 2012).

В последние годы были изучены промоторы, харак-
терные для штамма O. thermomethanolica BCC16875 
(Harnpicharnchai et al., 2014; Promdonkoy et al., 2014), ис-
следовались методы культивирования высокой плотности 
для экспрессии рекомбинантных белков (Charoen rat et al., 
2016). Кроме того, начаты работы по оптимизации мета-
болизма штамма для увеличения выхода целевых продук-
тов. Так, с этой целью был увеличен уровень экспрессии 
вспомогательных белков эндоплазматического ретикулу-
ма (Roongsawang et al., 2016). Особенно активно штамм 
стал изучаться после 2016 г.; появилось значительное 
число работ по доведению его до современного уровня в 
качестве экспрессирующей системы. В 2018 г. для работы 
со штаммом была адаптирована система CRISPR-Cas9 
(Phithakrotchanakoon et al., 2018b), сконструирована новая 
система экспрессии, основанная на индукции сахарозой 
(Puseenam et al., 2018; Boonchoo et al., 2019), были продол-
жены исследования метаболизма на протеомном и транс-
криптомном уровне (Phithakrotchanakoon et al., 2018a).

Candida boidinii – первый описанный вид метилотроф-
ных дрожжей и, по-видимому, наиболее распространен-
ный в естественной среде (Ogata et al., 1969). В основном 
это различные растительные субстраты (сок деревьев, 
испорченные фрукты, некоторые цветы). Дрожжи обильно 
представлены также в оливках натуральной ферментации 
(Coton et al., 2006), обнаружены в кактусах – в их гнилых 
частях встречается как C. boidinii, так и O. polymorpha, 
хотя и не преобладают среди выделенных в этих пробах 
дрожжей. С.fiboidinii являются важным маркером загряз-
нения морского берега. Их линии доминируют во многих 
пробах воды и песка в Бразилии (Kutty, Philip, 2008).

Согласно филогенетическому дереву, построенному по 
гену 18S rRNA (см. рисунок), C. boidinii скорее можно от-
нести к роду Ogataea. Группа исследователей из Японии 
до 2009 г. разрабатывала C. boidinii как платформу для 
продукции рекомбинантных белков, альтернативную 
P. pastoris (Yurimoto, Sakai, 2009). Система экспрессии 
рекомбинантного белка на основе C. boidinii имеет не-
которые характеристики, которые могут быть полезными 
по сравнению с другими метилотрофными дрожжами. 
Выбор различных источников углерода приводит к трем 
различным уровням экспрессии в C. boidinii: промотор 
AOD1 показывает высокий уровень экспрессии в клетках, 
выращенных на метаноле или метаноле с глицерином в 
качестве источника углерода, средний уровень экспрессии 
в клетках, выращенных на глицерине, и бло кирование 
экспрессии при культивировании на глюкозе или этаноле 
(Sakai et al., 1995; Yurimoto et al., 2000). Уровень экспрес-
сии у C. boidinii значительно выше, чем у O. polymorpha. 
Кроме того, высокий уровень экспрессии у C. boidinii мо-
жет быть получен с использованием среды метанол + гли-
церин, что позволяет сократить время культивирования 
для достижения высокой плотности клеток. У P. pastoris 
глицерин подавляет экспрессию генов, индуцируемых 
метанолом, поэтому требуется контроль полного выеда-
ния глицерина в среде до индукции метанолом. Как и для 
P. pastoris, для C. boidinii доступен штамм с нокаутиро-
ванной вакуолярной протеиназой A (PEP4) и протеина-
зой B (PRB1) (Komeda et al., 2002). В ходе исследований 
с использованием системы экспрессии генов у C. boidinii 
были разработаны штаммы для производства токсичных 
белков – мембраносвязанная пероксисома, позволяющая 
накапливать токсичные белки (Nishikawa et al., 2000; 
Yurimoto et al., 2001), и эффективная система секреции 
для продукция активной трансглутаминазы (Yurimoto et 
al., 2004).

Выделение метилотрофных дрожжей  
из природных источников
Дрожжи выделяют из водных, морских, атмосферных 
и наземных мест обитания. Они обитают в гниющих 
овощах и фруктах, плесени, соке и коре деревьев, в на-
секомых-ксилофагах, пищеварительном тракте свиней, 
молоке больных маститом коров, в лесных, садовых и за-
болоченных почвах, особенно орошаемых сточными во-
дами, в водорослях и т. д. (Negruta et al., 2010; Троценко, 
Торгонская, 2011). Эти экологические предпочтения свя-
заны, по всей видимости, с образованием метоксильных 
групп при разложении лигнина и пектина (Nakagawa et al., 
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2005). Помимо соков фруктов и почвенных образцов, ме-
тилотрофные дрожжи обнаруживают в продуктах питания 
(Mu et al., 2012; Kozhakhmetov et al., 2016; Syromyatnikov 
et al., 2018).

Многие дрожжи распространены широко, тогда как не-
которые имеют ограниченный ареал обитания. Они редко 
встречаются в природе в отсутствие мицеллярных грибов 
и бактерий. Следовательно, для их выделения необходимы 
селективные методы, которые позволяют дрожжам иметь 
преимущество в скорости роста. При разработке сред для 
селективного выделения дрожжей обычно используют 
низкий рН, поскольку в таких условиях дрожжи имеют 
преимущество перед бактериями. Среда может также 
содержать антибиотики для подавления бактерий и фун-
гистатические агенты для подавления плесени (Kurtzman 
et al., 2011).

Когда дрожжи присутствуют в большом количестве, 
они могут быть выделены путем непосредственного 
нанесения материала или суспензий материала на под-
кисленную агаризованную среду, которая тоже может 
содержать антибиотики или иметь другие селективные 
свойства. Агар в среде с низким рН гидролизуется при 
автоклавировании. Поэтому агар и среду стерилизуют 
отдельно, охлаждают до температуры ~45 °С, смешивают 
и разливают в чашки Петри. Большинство видов дрожжей 
можно культивировать при рН 3.7, но некоторые виды, 
такие как представители рода Schizosaccharomyces, тре-
буют более высокого рН, в диапазоне от 4.5 до 5.0. Если 
в образце присутствует небольшое количество дрожжей, 
размер популяции можно увеличить, предварительно 
инкубировав образец в жидкой среде при рН до 3.8 (Kurtz-
man et al., 2011).

Для выделения конкретных физиологических групп 
дрожжей необходимо подбирать дополнительные селек-
тирующие параметры. Метилотрофные дрожжи могут 
быть отселектированы путем применения метанола в 
качестве единственного источника углерода и энергии 
в среде. Так, при выделении метилотрофных дрожжей с 
листьев винограда в Таиланде для получения накопитель-
ной культуры была использована среда YNB с добавле-
нием 0.5 % метанола. Культивирование проводилось при 
27 °С в течение четырех-пяти дней, после чего произво-
дился рассев накопительных культур на агаризованную 
среду YNB + 0.5 % метанола. В результате выделено два 
новых вида, отнесенных к роду Ogataea (Limtong et al.,  
2013).

Заключение
Метилотрофные дрожжи применяются в качестве плат-
формы для производства рекомбинантного белка. Перво-
начально они были вовлечены в сферу интересов био-
технологических компаний в качестве продуцентов белка 
одноклеточных, но в связи с нефтяным кризисом 1973 г. 
стоимость метанола повысилась и получение кормового 
белка из него стало неактуальным. В то же время, по 
мере открытия ключевых для молекулярной биологии 
белков, таких как термостабильные полимеразы, лигазы 
и рестриктазы, стали развиваться методы модификации 
микроорганизмов, в том числе для продукции рекомби-
нантных белков.

Производство белков с использованием микроорганиз-
мов активно развивалось с 1940-х гг. для различных це лей, 
прежде всего для пищевой, кормовой и технологической 
отраслей. В первую очередь это было связано с исполь-
зованием природных продуцентов, во многих случаях 
улучшенных с помощью ненаправленного мутагенеза. 
С появлением методов молекулярной биологии стало воз-
можным разрабатывать продуценты белков, нетипичных 
для конкретного организма (гетерологичных или рекомби-
нантных белков), в том числе с использованием дрожжей.

На этой волне компания Phillips Petroleum разработа-
ла свою систему экспрессии рекомбинантных белков на 
основе P. pastoris (позднее переименована в Komagataella 
phafi). Благодаря своим высоким технологическим каче-
ствам, а также принятому в Phillips Petroleum решению 
о ее свободном распространении для научных исследо-
ваний, эта система широко применяется в качестве плат-
формы для продукции рекомбинантного белка.

Важным для дальнейшего развития белок-экспрессиру-
ющих платформ является понимание ключевых свойств, 
способствовавших распространению экспрессирующих 
систем на основе P. pastoris. Первое свойство – высокий 
уровень продукции белка. Он ниже, чем у бактерий и 
мицеллярных грибов, но выше, чем у других систем – 
клеток млекопитающих, растений и насекомых. Второе: 
дрожжи – это эукариоты. Они имеют все клеточные ком-
партменты, необходимые для синтеза и сборки эукарио-
тических белков, что позволяет им синтезировать белки, 
которые нельзя получить, используя бактериальные экс-
прессирующие системы. Третье – способность к синтезу 
внеклеточного белка, что удешевляет процесс производ-
ства. Четвертое – низкий уровень гликозилирования бел-
ков в сравнении со многими другими дрожжами.

Помимо K.fiphafi, в качестве платформы для экспрессии 
рекомбинантного белка разрабатывались и другие метило-
трофные дрожжи. Прежде всего отметим, что как патент-
но-независимую платформу было предложено использо-
вать исходный для системы Invitrogen штамм P. pasto ris 
CBS7435. В России запатентован штамм Komagataella 
kurtzmanii американского происхождения. В США в ка-
честве альтернативных были созданы экспрессирующие 
платформы на основе рода Ogataea: Hansenula (Ogataea) 
polymorpha и Pichia (Ogataea) methanolica, последняя 
принадлежит Invitrogen. В Японии разработана альтер-
нативная платформа на основе Candida boidinii; система 
развивалась до 2009 г., но позже этот организм не упоми-
нался в качестве платформы для производства рекомби-
нантного белка. Исследователи Малайзии для продукции 
белка предложили штамм P. guilliermondii (Meyerozyma 
guilliermondii), а Таиланда – P. thermomethanolica.

Интересно отметить, что все штаммы дрожжей, с 
помощью которых создавали гетерологичные белки до 
2009 г., имеют американское происхождение. В связи с 
этим возникает вопрос, не являются ли свойства, спо-
собствующие продукции белка в дрожжах, уникальными 
для американских изолятов. Более поздние исследования 
свидетельствуют о том, что это не совсем так. В те годы 
бурное развитие биологической науки, в том числе от-
крытие новых базовых методов молекулярной биологии, 
происходило на юго-западе СШ А, а разработка амери-



Разнообразие и распространение метилотрофных 
дрожжей, используемых в генной инженерии

А.С. Розанов, Е.Г. Першина, Н.В. Богачева 
В. Шляхтун, А.А. Сычев, С.Е. Пельтек

2020
24 • 2

155ГЕНЕТИКА МИКРООРГАНИЗМОВ / MICROBIAL GENETICS

канскими исследователями первых штаммов велась в 
одном штате. По-видимому, этот факт стал основной при-
чиной использования штаммов именно этого региона. 
Российский же патент копирует известные системы, что 
требует использования наиболее близких видов, которые 
в большинстве случаев имеют близкие географические 
ареалы обитания.

В целом альтернативные системы на основе метило-
трофных дрожжей пока не получили значительного рас-
пространения. Причин для этого может быть множество. 
Наиболее вероятными представляются отсутствие за-
интересованности у основных игроков рынка рекомби-
нантных белков и неспособность новых участников этого 
рынка вклиниться в процесс с новой системой. Например, 
китайские производители активно используют штаммы, 
полученные на основе штаммов Invitrogen. Тем не менее 
исследования новых систем экспрессии на основе мети-
лотрофных дрожжей ведутся, возможны также доработки 
путем геномного редактирования уже имеющихся систем 
с целью повышения продукции белка и оптимизации его 
гликозилирования.
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Abstract. Arbuscular mycorrhiza fungi (AMF) form one of the most common symbiosis with the majority of land 
plants. AMF supply the plant with various mineral elements, primarily phosphorus, and improve the water supply. 
The search for the most effective AMF strains for symbiosis and the creation of microbial preparations on that ba-
sis is an important task for modern biology. Owing to the difficulties of cultivation without a host plant and their 
high genetic polymorphism, identifying AMF is very difficult. A high number of cryptic species often makes mor-
phological identification unreliable. Recent years have seen a growth in the number of AMF biodiversity studies 
performed by modern NGS-based methods, Illumina MiSeq in particular. Currently, there are still many questions 
that remain for the identification of AМF. The most important are whether conservative or variable sequences 
should be used to select a marker for barcoding and whether universal primers or those specific to AMF should be 
used. In our work, we have successfully used universal primers ITS3 and ITS4 for the sequencing in Illumina MiSeq 
of the 5.8S rDNA – ITS2 region of the 35S rRNA genes, which contain both a conservative and variable regions. The 
molecular genetic approach for AMF identification was quite effective and allowed us to reliably identify eight of 
nine isolates to the species level: five isolates of Rhizophagus irregularis, and one isolate of R. invermaius, Paraglo-
mus laccatum, and Claroideoglomus etunicatum, respectively. For all five R. irregularis isolates, high variability in 
the ITS region and the absence of ecotopic-related molecular characters in the ITS2 region were demonstrated. 
The NCBI data is still insufficient for accurate AMF identification of Acaulospora sp. isolates from the genus to the 
species level. 
Key words: Glomeromycotina; arbuscular mycorrhiza; Illumina MiSeq; Rhizophagus irregularis; R. invermaius; Para-
glomus laccatum; Claroideoglomus etunicatum; Acaulospora.
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Аннотация. Грибы арбускулярной микоризы (АМГ) образуют один из наиболее распространенных сим-
биозов с большинством наземных растений. АМГ снабжают растение различными минеральными элемен-
тами, в первую очередь, фосфором, а также улучшают водоснабжение. Поиск наиболее симбиотически эф-
фективных штаммов АМГ и создание на их основе микробных препаратов – важная задача современной 
биологии. Идентификация AМГ очень сложна. Это связано, прежде всего, с высоким генетическим поли-
морфизмом AMГ, а также с трудностями их выращивания без растения-хозяина. Морфологическая иден-
тификация AMГ часто ненадежна из-за большого числа криптических видов. В последние годы увеличива-
ется число работ по изучению биологического разнообразия AMГ, проводимых современными методами 
на основе NGS (Next Generation Sequencing), в частности Illumina MiSeq. В настоящее время остается много 
вопросов по идентификации АМГ. К наиболее важным из них относятся: выбор маркера для генетическо-
го штрих-кодирования AMГ – консервативных или вариабельных последовательностей, а также выбор 
праймеров – специфичных для AMГ или универсальных. В настоящей работе мы успешно использовали 
универсальные праймеры ITS3 и ITS4 для секвенирования с Illumina MiSeq региона 5.8S рДНК – ITS2, со-
держащего как консервативные, так и вариабельные участки. Этот подход для идентификации AMГ ока-
зался достаточно эффективным и позво лил достоверно идентифицировать 8 из 9 изолятов до уровня вида: 
5 – Rhizophagus irregularis, 1 – R. inver maius, 1 – Paraglomus laccatum, 1 – Claroideoglomus etunicatum. Для всех 
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изолятов R. irregularis показаны высокая вариабельность в области ITS и отсутствие связи c экотопом клад, 
образуемых ITS на филогенетических деревьях. Для изолята Acaulospora sp., определенного до рода, дан-
ные NCBI все еще недостаточны для точной идентификации AMГ рода Acaulospora до вида.
Ключевые слова: Glomeromycotina; арбускулярная микориза; Illumina MiSeq; Rhizophagus irregularis; 
R. invermaius; Paraglomus laccatum; Claroideoglomus etunicatum; Acaulospora.

Introduction 
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) belonging to the sub
division Glomeromycotina are a relatively small yet diverse 
group. Various estimations report from 240 (Stockinger et al., 
2014) to 348 species (Öpik et al., 2014). At the same time, 
AMF form mycorrhizal relationships with more than 200,000 
species of land plants (Lee et al., 2013). Identification the AMF 
strains with the highest symbiosis efficiency is of great value 
for agricultural applications. To do it, we isolated, identified 
(Kryukov et al., 2017; Kryukov, Yurkov, 2018; Yurkov et al., 
2018b), and evaluated the symbiotic efficiency (Yurkov et 
al., 2017a, b; Yurkov et al., 2018a) for a number of strains 
from the collection.

AMF are traditionally identified by more than 20 morpho
logical characters (Schenk, Perez, 1990; Blaszkowski, 2019; 
INVAM, 2019; Schüßler, 2019). However, in some cases 
morphological identification fails to discriminate closely re
lated species. A number of AMF species are morphologically 
indistinguishable. Furthermore, interspecific genetic polymor
phism can sometimes be mistakenly treated as intraspecific 
polymorphism (Savary et al., 2017). Everything mentioned 
above may result in wrong estimations of AMF species. AMF 
usually cannot be cultivated on artificial media, thus making 
the identification very hard. As a result many AMF species 
are not studied at all, and so have not received the proper 
morphological description essential to their identification 
(Bruns et al., 2017). The type genus Glomus is a striking 
example of the taxonomic problems concerning species and 
genera identification. In the last twenty years, Glomus taxon 
has been revised a number of times, so that many Glomus 
species put under 14 other genera instead: Ambispora, Cla
roideoglomus, Corym biglomus, Diversispora, Dominikia, 
Entrophospora, Funneliformis, Kamienskia, Pacispora, Para
glomus, Redeckera, Rhizophagus, Sclerocystis, Septoglomus 
(Schüßler, 2019). In this key, molecular-genetic identification 
of Glomeromycotina is very significant as the exponential 
increase in the number of AMF DNA sequences deposited in 
databases over the last ten years attests (NCBI, 2018). 

The forementioned problems make the choice of the best 
method to identify Glomeromycotina genera and species very 
topical (Kryukov et al., 2017; Kryukov, Yurkov, 2018; Yurkov 
et al., 2018a).

The study of Glomeromycotina by molecular genetic me
thods is associated with a number of difficulties. One of the 
main problems is the high degree of genetic polymorphism, 
including polymorphism at the intraspecific level in the 
SSU–ITS1–5.8SrRNA–ITS2–LSU region commonly used 
for molecular-genetic identification (Stockinger et al., 2010; 
Yurkov et al., 2018a). The reasons for this variability may be: 
1) the ability of AMF to form anastomoses and exchange 
genetic material (Daubois et al., 2016); 2) the formation of 
a very large number of nuclei – from 576 to 35,000 in one spore 
(Hosny et al., 1998). Copies of DNA markers independently 
evolve in different nuclei (Lin et al., 2014).

The ITS region is the main marker for AMF barcoding, it is 
well represented in different databases, among which are the 
UNITE (Userfriendly Nordic ITS Ectomycorrhiza) (UNITE, 
2017) and MaarjAM (Öpik et al., 2010). It should be noted that 
the ITS is also often used for the barcoding of vascular plants 
and the construction of phylogeny (Rodionov et al., 2016). 
But the main advantage of the ITS region is the possibility 
of identifying AMF up to the species level. A majority of 
papers where less variable markers have been used report on 
identification up to the genus level or even to the order level 
(Schoch et al., 2012; Tedersoo et al., 2015).

In the case of Illumina MiSeq it is recommended that ITS2 
or the full ITS region be used as the fungal barcode (Tedersoo 
et al., 2015). ITS2 provides a higher taxonomic resolution than 
SSU or LSU genes, which are suitable for identifying genera 
and higherlevel taxa. ITS1 in fungi is usually shorter that 
ITS2, also ITS1 is considered as a hypervariable region and 
thus less suitable for barcoding fungi (Tedersoo et al., 2015). 
To increase efficiency of molecular-genetic identification, 
modifications of the universal primers ITS3 and ITS4 specific 
for various fungal divisions were proposed. In comparison 
with other primer combinations, the primer pair ITS3tagmix 
and ITS4ngs gave a significantly larger number of sequen-
cing reads as well as OTUs (Operational Taxonomic Units) 
(Tedersoo et al., 2015). At the same time, the contribution 
of AMF in the total OTUs pool was less than 3 %, whereas 
Agaricomycetes represented half of all OTUs. For AMF we 
proposed using the slightly modified primer ITS3 – CATC 
GATGAAGAACGTAG (the modification is in bold) as a 
direct primer and the primer ITS4 without changes as reverse.

Various aspects of using specific primers for the AMF 
identification were reviewed earlier (Kryukov et al., 2017; 
Kryukov, Yurkov, 2018; Yurkov et al., 2018a). Identification 
using universal primers allows us to investigate the maxi
mal broad range of AMF species and genera. But this then 
introduces the problem of foreign DNA admixture. Another 
problem with molecular genetic identification of AMF is the 
generation of chimeric sequences during the sequencing pro
cess (SenésGuerrero et al., 2014). Phusion DNApolymerase, 
which generates high accuracy PCRproducts, serves to reduce 
the chances of introducing chimera (SenésGuerrero et al., 
2014). At the same time, special software has been developed 
for detecting chimeric sequences and excluding them from 
analysis, USEARCH for example (Edgar, 2010).

Before 2015, the main method of AMF moleculargenetic 
identification was cloning followed by Sanger sequencing. This 
method applied to AMF demands careful selection of efficient 
and highly specific primers, as well as the use of nested PCR. 
In addition, due to the high variability of marker sequences, 
only multiple sequence cloning can be used (Krü ger et al., 
2009), which is very timeconsuming and laborin tensive.

NGS has turned into a powerful and attractive method 
of AM fungi identification since it can overcome the weak 
points in the Sanger-based identification. One of the earli
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est techniques of NGS was 454 pyrosequencing, which has 
been employed for AMF identification since 2009. Using the 
universal fungal primers NS31 and AM1 179,279 sequences 
were obtained, of which 77.5 % belonged to 47 taxa of AMF 
isolated from the roots of 10 plant species (Öpik et al., 2009). 
However, these primers (NS31 and AM1) are not suitable 
for the analysis of the SSU region in Archaeosporaceae and 
Paraglomeraceae families (Helgason et al., 1998). Nonethe
less, 454 pyrosequencing revealed in the roots of the Hepatica 
nobilis Mill. 1.5 times more fungal taxa than Sanger sequen
cing (Öpik et al., 2009). This clearly showed the advantage 
of NGS methods over cloningSanger sequencing methods. 
454 pyrosequencing following nested PCR was successfully 
used for AMF identification with a barcode in the LSU region 
(SenésGuerrero, Schüßler, 2015). An interesting result of this 
work is that about 60 % of the studied plants each formed a 
symbiosis with at least 10 AMF taxa, and 2 % of plants had 
more than 25 AMF species in their root system. The authors 
used the LSU-D1f modified primer (Senés-Guerrero, Schüßler, 
2015) together with the LSUmBr primer (Krüger et al., 2009) 
in the second round of nested PCR. This modification allowed 
us to obtain 698,297 sequences, of which 0.17 % were the 
target AMF sequences, 41 taxa were detected, of which 15 
are unknown, not registered in the databases (SenésGuerrero, 
Schüßler, 2015). 454 pyrosequencing has its advantages 
over cloningSanger sequencing, but this technique is more 
expensive than the Illumina MiSeq technology that replaced 
pyrosequencing.

With the development of Illumina technology, Illumina 
MiSeq has been becoming more and more widely used due to 
its relative low cost. Illumina MiSeq compared to HiSeq 2000 
allows for processing sequences of reads 2.5 times longer, 
and each sequencing in this case is cheaper. The advantage 
of HiSeq is more deep sequencing, which allows us to obtain 
reads at a rate of three orders greater than MiSeq. But this is 
less significant for fungi identification than sequence read 
length (Razzauti et al., 2015).

A comparative study of the efficiency of 454 pyrosequen-
cing and Illumina MiSeq showed a difference of five times in 
the diversity of sequences (in favor of the second method), but 
both approaches revealed the same species composition (Vasar 
et al., 2017). A comparative study of the Illumina MiSeq and 
Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) showed that 
the second method generated a 2–5 fold greater rate of error 
than Illumina MiSeq (Salipante et al., 2014).

The objectives of this study included the identification of 
nine strains of AM fungi from the collection of the All Russian 
Research Institute for Agricultural Microbiology using the 
Illumina MiSeq approach and universal primers for the ITS2 
region, supplemented by the morphological characteristics of 
the analyzed AMF spores.

Materials and methods
AMF isolation. AMF were isolated in 2015 from samples, 
collected in various habitats in two different regions (author 
of the analyzed AMF isolates: A.P. Yurkov). Only isolates 
with spores with an unambiguously identifiable morphology 
were used for molecular-genetic identification. Four strains 
were isolated from samples taken in the Rostov region (1.4 km 
NW from Zernograd): 46°52ʹ2″ N, 40°16ʹ8″ E, a tree belt 

area with oaks, maples and alders: 1) isolate (strain) 01053 
was isolated from Ambrosia artemisiifolia roots, 2) isolate 
(strain) 01056a and, 3) isolate 01056b both were isolated 
from one ordinary chernozem soil sample, but differentiated 
via reinoculations of spores with a different morphology, 
4) at 46°52ʹ7″ N, 40°16ʹ8″ E, a maize field, the isolate (strain) 
02060 was isolated from a Zea mays 282МВ Zelenogradckij 
hybrid roots. Five isolates were obtained from samples taken 
in the Moscow region (Lobnya town, academic village in 
Lugovaya): 1) 56°02ʹ33.80″ N, 37°29ʹ13.70″ E, natural 
meadow, the isolate (strain) 03097 was isolated from Vicia 
sepium roots, 2) 56°02ʹ24.30″ N, 37°29ʹ20.00″ E, a Festuca 
rubra field, isolate (strain) 04-067 was isolated from Festuca 
rubra roots, 3) isolate (strain) 04068 was isolated from 
Agrostis vulgaris roots, 4) 56°02ʹ31.40″ N, 37°29ʹ17.60″ E, 
Medicago × varia field, isolate (strain) 05-077 was isolated 
from Trifolium pratense roots, 5) isolate 05104 was isolated 
from a sodpodsol gleyic soil sample.

AMF cultivation. AMF collection at the AllRussian Re
search Institute for Agricultural Microbiology is cultivated 
in the Plectranthus australis R. Br. (taxonomical synonyms 
P. verticillatus (L.f.) Druce, P. nummularius Briq.) line of 
Swedish ivy. For AMFinoculated plants a soilsand mix was 
used, described earlier (Yurkov et al., 2015). The substrate had 
a low level of plantavailable phosphorus (3.0 mg P205/100 g). 
Plectranthus cuttings 12–15 cm length with two leaves were 
sterilized in 0.1 % sodium hypochlorite, then germinated in 
water. On the 7th day Plectranthus plants were inoculated by 
root fragments, containing AMF vesicles and abruscules. Root 
fragments of mycorrhizal  Plectranthus were selected by visual 
analysis in stereomicroscope MBS-10 (LZOS, Russia). For 
further reinoculations (each 6–8 months) sporocarps, or an 
arrangement of spores in an outroot area, or 5 mm length root 
fragments with large quantities of observable vesicles were 
used. Each inoculated plant was cultivated in an individual 
container with 350 g of sterile substrate at +24–26 °C, 18 h 
light day. Two luminescent lamp LB-40 (Russia) and OSRAM 
L36/77 Fluora (Germany) on a 1:1 ratio with output lumen 
~4000 were used. Plants were watered every other day by 
60 % of soil full water capacity. For the culture purification 
AMF spores were reinoculated at least three times. 

Morphological identification of АМF. More that 20 fea
tures were used for morphological identification (Schenck, 
Pérez, 1990; Blaszkowski, 2003; INVAM, 2019): color, trans
parency, size and shape of extraradical (outroot) spores; 
shape of the place of attachment of spores to subtending 
hypha; number, thickness, density, elasticity or fragility, color 
in Melzer’s reagent of layers of spore walls and subtending 
hypha; presence/absence/disappearance/appearance of spore 
wall layers and subtending hypha during ontogenesis (from 
juvenile to mature spore); presence/absence of a septum in 
the place of attachment of the spores to subtending hypha; 
structural characteristics of AMF and intraradical spores.

In order to assess mycorrhization parameters and the type 
of mycorrhiza, the roots were macerated and stained by try
pan blue according to the method developed by J.M. Phillips 
and D.S. Hayman (1970). Mycorrhization parameters were 
determined by light microscopy (Trouvelot et al., 1986) using 
a special computer program, developed earlier in our research 
group (Vorob’ev et al., 2016).
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DNA extraction, PCR and sequencing. DNA extractions 
were carried out using the method of J.J. Doyle and J.L. Doyle 
(1987), with modifications. Micorrhizated roots of P. australis 
were washed twice in distilled water, placed in 2 ml tubes, dried 
at +45 °C, and mechanically homogenized with glass beads 
2–4 mm in the FastPrep24 (MP Biomedicals, USA), followed 
by CTAB-protocol. The target region ITS2 was amplified 
with universal primers ITS3 (5ʹ-GCATCGATGAAGAACG 
CAGC-3ʹ) and ITS4 (5ʹ-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ) 
(White et al., 1990). Readymix ScreenMix (Evrogen, Russia) 
was used for PCR. Amplicons were sliced from agarose gel 
and purified by the silica approach. Illumina library prepara
tion was made according to MiSeq Reagent Kit Preparation 
Guide in the Core Center of “Genomic Technologies, Pro
teomics and Cell Biology” at the AllRussia Research Insti
tute for Agricultural Microbiology (St. Petersburg, Russia). 
Libraries were sequenced on the Illumina MiSeq platform 
with MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) according to the 
manufacturer’s instruction (Illumina Inc., USA).

Bioinformatics and fungal OTUs analysis. Two pipelines 
were used for sequencing data analysis. 1. Illumina reads 
processing were done by USEARCH software (Edgar, 2010). 
The key steps for USEARCH data treatment are described on 
https://www.drive5.com/usearch/. In further paragraphs we 
are briefly describing these steps. In the case of paired-end 
sequencing, Illumina sequencer makes sequences from both 
ends of a fragment and generates two files with forward and 
reverse reads. This data is written in FASTQ format, where 
each nucleotide corresponds with its quality score. For fur
ther treatment forward and reverse reads are merging using 
fastq_mergepairs command to give consensus sequences. This 
step includes resolving any mismatches found in the overlap 
alignments and calculation the posterior quality scores for 
the consensus sequences (Edgar, Flyvbjerg, 2014). To discard 
low-quality reads expected error filtering with fastq_filter 
command is used.

The next step is a dereplication, which means sorting unique 
sequences in order of decreasing abundance in the dataset. 
After this, singletons (sequences that are present exactly once) 
are discarded, since they are likely to have errors. However 
the remaining reads can still have errors. So the goal of the 
final step (denoising) is to identify a set of correct biological 
sequences. The denoising can be made by UPARSE algorithm 
which clusters sequences with 97 % or more (Edgar, 2018) 
similarity and then chooses the most abundance sequence in 
each cluster. Also chimeric sequences, which occurs by com
bining parts of two or more biological sequences are detected 
and deleted at this step.

Raw forward and reverse reads were merged with minimal 
length parameter (“fastq_minmergelen”) 130 bp and maximal 
difference parameter (“-fastq_maxdiffs”) 30 bp. Then low-
quality read ends including primer sequences were trimmed, 
reads were filtered based on expected error value (E_max = 1). 
Singletons were removed from the dataset. Then data were 
divided on operational taxonomic units (OTUs) with a 97 % 
similarity cut-off by UPARSE algorithm (Edgar, 2013). Chi
meric sequences were removed. For further analysis the most 
represented sequence from each OTU was chosen. Data were 
checked for crosstalk errors. Sequences of AMF species were 
selected by BLAST+ (Altschul et al., 1990).

2. The primers we used are universal for a broad range of 
species; and after amplification in the ITS2 region the ex
tracted plant DNA prevail over fungi DNA. A second pipeline 
was made for the selection of rare and unique reads with a high 
homology of AMF sequences. After quality control (FastQC) 
forward and reverse reads were trimmed and merged with 
minimal length parameter 230 bp by trimmomatic (Bolger 
et al., 2014) and fastqjoin software (Aronesty, 2013). Then 
sequences were demultiplicated and sorted in the descen
ding order of their frequency. AMF sequences were selected 
via character for AMF motifs, then aligned and checked via 
BLAST.

Obtained sequences were submitted to the GenBank data
base (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Evolutionary analyses 
were conducted by using the Maximum Likelihood method 
in MEGA7 software (Kumar et al., 2016) with implementa
tion of the TamuraNei model (Tamura, Nei, 1993) and 1,000 
bootstrap analyses.

Results
Sequencing of 9 isolates yielded approximately 381,249 pair 
of reads, from 19,236 to 81,054 joined sequences for each iso
late. The following OTUs of AMF isolates were identified via 
BLAST at the genera or species level and submitted to NCBI: 
MK948362MK948371 (isolate number 01053), MK948403
MK948404 (01056a), MK968150 (01056b), MK948427
MK948429 (02060), MK948492MK948496 (03097), 
MK948434MK948436 (04067), MK948447 (04068), 
MK948486MK948491 (05077), MK948503MK948504 
(05104). The length of obtained sequences varied from 340 
to 366 bp. Variability in GC content was distinct in different 
genera: a narrow range was shown in genera Claroideoglo
mus (38–39 %), Rhizophagus (36–39 %) and Paraglomus  
(42–46 %), whereas GC content in Acaulospora varied from 
31 to 46 %. Owing to the significant variability of the ITS 
region in AM, alignment of sequences belonging to different 
genera and orders is ineffective, and in some cases impossible. 
As a result, four separate phylogenetic trees were constructed 
for the four genera mentioned above (Fig. 1–4).

Unusual deletion was determined by ITS2 sequence align
ment. This deletion of 5–6 bp in alignment positions 97–102 
was identified in various species of genus Rhizophagus, and in 
all OTUs of genus Paraglomus, and in Racocetra weresubiae 
(FR750135) (NCBI, 2019). This fact can serve to indicate 
the presence of a deletion-specific site related to secondary 
RNA structure. However, it can also indicate a relationship 
of sequences in this region, which is of greater interest be
cause it is well known that AM mycelia contain a significant 
number of nuclei (Hosny et al., 1998), some of which carry 
this deletion in ITS.

Some samples (01053, 01056a, 02060, 04068, 05077, 
and 03097) demonstrated a high similarity with Rhizophagus 
(see Fig. 1). OTU isolates 01-053, 01-056a, 02-060, 04-068, 
05077 fell with high accuracy into the clade formed by 
Rhizophagus irregularis, while OTUs of 03-097 were placed 
in one clade with R. invermaius (bootstrap index = 97). This 
genus includes a small number of species, about 20 accor
ding to A. Schüßler (2019), but in the NCBI only 8 species 
are represented by ITS sequences. Thus one may consider 
that Rhizophagus is a genus that requires further sequencing 
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053-3 MK948364 Rhizophagus irregularis

053-7 MK948368 Rhizophagus irregularis
060-2 MK948428 Rhizophagus irregularis
053-1 MK948362 Rhizophagus irregularis

077-1 MK948486 Rhizophagus irregularis
053-9 MK948370 Rhizophagus irregularis
053-4 MK948365 Rhizophagus irregularis

053-10 MK948371 Rhizophagus irregularis
060-1 MK948427 Rhizophagus irregularis

097-3 MK948494 Rhizophagus invermaius

097-5 MK948496 Rhizophagus invermaius
097-1 MK948492 Rhizophagus invermaius

097-4 MK948495 Rhizophagus invermaius
HG969390 Rhizophagus invermaius

LN624112 Rhizophagus invermaius

GQ205083 Rhizophagus clarus

HG964399 Rhizophagus melanus
AF413089 Funneliformis mosseae

097-2 MK948493 Rhizophagus invermaius

077-4 MK948489 Rhizophagus irregularis

GQ205076 Rhizophagus custos
JN847437 Rhizophagus custos

068-1 MK948447 Rhizophagus irregularis

056a-2 MK948404 Rhizophagus irregularis

077-2 MK948487 Rhizophagus irregularis
056a-1 MK948403 Rhizophagus irregularis

053-8 MK948369 Rhizophagus irregularis
060-3 MK948429 Rhizophagus irregularis

053-5 MK948366 Rhizophagus irregularis
077-3 MK948488 Rhizophagus irregularis

077-6 MK948491 Rhizophagus irregularis
077-5 MK948490 Rhizophagus irregularis
FM865610 R org Rhizophagus irregularis DAOM197198 W3182/Att1192-52

FM865608 R org Rhizophagus irregularis DAOM197198 W3182/Att1192-52

FM865591 org Rhizophagus irregularis BEG195 W5272/Att1485-12

FR750191 org Rhizophagus irregularis from Blaskowski
FR750187 org Rhizophagus irregularis W4682/Att857-12

FR750078 R org Rhizophagus irregularis MUCL43195

FM992402 R org Rhizophagus proliferus MUCL41827
FN547500 R org Rhizophagus proliferus MUCL41827 W4728/Att1296-0
FM865545 org Rhizophagus intraradices MUCL49410 W5070/Att1102-9

FM865546 org Rhizophagus intraradices MUCL49410 W5070/Att1102-9

FM865541 org Rhizophagus clarus W3776/Att894-7

FR750073 org Rhizophagus fasciculatus MUCL46100
FR750071 org Rhizophagus fasciculatus MUCL46100

FM865606 R org Rhizophagus intraradices FL208 W5166/Att4-38
FM865602 R org Rhizophagus intraradices FL208 W5166/Att4-38

Fig. 1. Phylogenetic tree of ITS-sequences from the genus Rhizophagus.

research. At the same time, it is beyond doubt that this study 
provides a molecular genetic identification at the species level 
of isolates 01053, 01056a, 02060, 04068, 05077, 03097.

Due to the ambiguous position of OTUs of isolate 05-104 
on a prebuilt phylogenetic tree of the Acaulospora genus, as 
well as due to the possibility that OTUs of this isolate could 
incorporate other close genera from the Acaulosporaceae 

fa mily, species from the Archaeospora, Ambispora, Diversi
spora, Gigaspora, Racocetra, Redeckera and Scutellospora 
genera were added to the tree. We found that both OTUs of 
05104 isolates were included in the Acaulospora clade with 
high bootstrap support (see Fig. 2).

However, owing to the significant differences from other 
species of Acaulospora, we define the MK948503 sequence 
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AM076375 org Acaulospora sneverdingii ZS2005

AJ239115 org Acaulospora denticulata CL139-3
AJ891114 org Acaulospora paulinae voucher CW4

104-2 MK948504 Acaulospora sp.
FM876792 R org Acaulospora sneverdingii WUM18 W2941/Att869-3

FM876790 R org Acaulospora cavernata BEG33 W3293/Att209-37

FM876821 org Acaulospora kentinensis TW111A W5346/Att1499-9
FN547523 org Acaulospora kentinensis TW111A W5346/Att1499-9

FR750151 R org Acaulospora spinosa EX-Type W3574/Attnone

FR692348 org Acaulospora cavernata BEG33
FR846383 Acaulospora punctata

HE60364 Acaulospora nivalis

HG422732 Acaulospora spinosissima

JF439203 org Acaulospora delicata isolate G11 2
JF439090 org Acaulospora mellea isolate G34-6
JF439093 org Acaulospora delicata isolate G67-5

KM057070 Acaulospora excavata

LN881564 Acaulospora rugosa
AM905249 Acaulospora morrowiae

FR692349 org Acaulospora scrobiculata FO316

AJ891104 org Acaulospora alpina environmental ST2700
FN825903 R org Acaulospora brasiliensis W4699/Att1211-0

FR750168 org Acaulospora entreriana W5469/Att1541-1
FN547502 R org Acaulospora laevis W3247/Att423-4
FN547513 org Acaulospora laevis BEG26

JF439140 org Scutellospora calospora isolate B25-5

HM625899 org Scutellospora pellucida isolate scut1
Fi1cons*17 org Racocetra castanea BEG1 ex-type

FR750136 R org Racocetra fulgida W2993/Att-none
FR750134 R org Racocetra weresubiae W2988/Att-none
FN547547 R org Gigaspora margarita BEG34
FR750184 R org Gigaspora rosea DAOM194757 W2856/Att1509-20

FN547598 R org Scutellospora gilmorei W5342/Att590-16

AB048683 R org Scutellospora cerradensis MAFF520056
FM876837 R org Scutellospora heterogama BEG35 W3214/Att334-16 clone MK029-3
FR750013 org Scutellospora dipapillosa W5611/Att1577-4

AM268197 R org Ambispora fennica glomoid W3569/Att200-11 multi spore culture

AB048663 R org Ambispora callosa OK1 MAFF520057 W4769/Att1323-7 single spore isolate
AB048654 R org Ambispora leptoticha F3b MAFF520055 W4770/Att315-11 single spore isolate

JF439210 org Ambispora gerdemannii isolate n8 9

FN820282 org Ambispora granatensis JEP-2010
FR750022 org Archaeospora schenckii W5673/Att212-4

AM713403 R org Diversispora celata BEG231 FACE234 W4718-19/Att1278-2
AY842567 R org Diversispora epigaea BEG47

AY035648 org Claroideoglomus claroideum JJ42 isolate Mr133

AJ849468 org Diversispora aurantia Holotype. Blaszkowski J. 2444 (DPP)
FN547637 R org Diversispora spurca ex-type W4119/Att246-18

AM418545 org Redeckera fulva environmental
AM418551 org Redeckera megalocarpa environmental

FR750150 R org Scutellospora spinosissima W3009/Att664-1 pMK024-03+08+06

FR750173 Acaulospora entreriana
AF133768 Acaulospora colossica

LS398085 Acaulospora koskei
104-1 MK948503 Acaulospora sp.

FR750063 org Acaulospora colombiana W5795/Att1476-8
AJ239117 org Acaulospora colombiana CIAT C18-3

AJ891110 R org Acaulospora lacunosa BEG78
LN736025 Acaulospora foveata

FR869691 org Acaulospora minuta

KP191472 Acaulospora ignota
LN810996 Acaulospora baetica

Fig. 2. Common phylogenetic tree of ITS-sequences from Acaulospora, Archaeospora, Ambispora, Diversispora, Gigaspora, Racocetra, Redeckera 
and Scutellospora genera.
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77 AF165919 org Paraglomus brasilianum ITH43

FR750046 org Paraglomus brasilianum W5793/Att260-8
AF165922 org Paraglomus brasilianum WV224

AF165920 org Paraglomus brasilianum WV224
AF165921 org Paraglomus brasilianum WV224

AF005062 org Paraglomus occultum FL703
AF005065 org Paraglomus occultum CL383

AF005480 org Paraglomus occultum CL383
AF005481 org Paraglomus occultum CL383

FJ769330 org Paraglomus laccatum environmental

FR750196 org Rhizophagus irregularis from Blaszkowski

056b MK968150 Paraglomus laccatum
AM295494 org Paraglomus laccatum

0.20

067-2 MK948435 Claroideoglomus etunicatum
067-3 MK948436 Claroideoglomus etunicatum

067-1 MK948434 Claroideoglomus etunicatum
AY236328.1 Claroideoglomus etunicatum

FN547634 org Claroideoglomus etunicatum W5347/Att1505-8 CA-OT-126-3-2

LT963496 Claroideoglomus lamellosum
FR750055 org Claroideoglomus claroideum W5794/Att1063-4

FR750191 org Rhizophagus irregularis from Blaszkowski
AJ972467 org Claroideoglomus walkeri Holotype. Blaszkowski J. 2609 (DPP)

AJ972464 org Claroideoglomus drummondii check paper

AY035653 org Claroideoglomus luteum JJ47 isolate Nr132
FM876812 R org Claroideoglomus luteum SA101-3 W3184/Att676-0

AY035648 org Claroideoglomus claroideum JJ42 isolate Nr133
AY330597 org Claroideoglomus etunicatum isolate 3-5-4
FN547630 org Claroideoglomus etunicatum W5347/Att1505-8 CA-OT-126-3-2
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Fig. 4. Phylogenetic tree of ITS-sequences from Claroideoglomus genus.

Fig. 3. Phylogenetic tree of ITS-sequences from Paraglomus genus.

(05104 isolate) as a virtual taxon. The MK948504 sequence 
(05104 isolate), though it has a high similarity with the 
A. sieverdingii and A. paulinae species, did not show simi
larities with the indicated species according to morphological 
data, therefore it was also identified as a virtual taxon. At the 
same time, it can be reliably stated that these two OTUs belong 
to different taxa, since they have significant differences in GC 
content (31 and 46 %). But differences did not appear in the 
case of morphological analysis, highlighting the obstacles of 
distinguishing among Acaulospora species.

The OTUs of 01-056b isolate formed a well-supported 
subclade in the Paraglomus genus (bootstrap index = 99) (see 
Fig. 3). Furthermore, the Paraglomerales order hosts two more 
genera (Innospora and Pervetustus) in addition to the Para
glomus genus, but the ITS sequences for them are unknown. 
Thus the outgroup for the phylogenetic tree was taken from 
another order. The 01-056b isolate was identified as Para
glomus laccatum. The sequences of the P. laccatum 01 056b 
isolate turned out to be the shortest in comparison with isolates 
of other genera and ITS. Only three of eight species of this 
genera have ITS sequences in NCBI (Schüßler, 2019).

The Claroideoglomus genus is the most studied of the above 
mentioned genera. The ITS data were reported for six out of 

eight species (Schüßler, 2019). The OTU of isolate 04-067 
with high support belongs to the clade formed by the species 
Claroideoglomus etunicatum (see Fig. 4).

To verify whether the molecular genetic identification of 
AMF was effective, we conducted a morphological identifi
cation of nine isolates (Supplementary)1. The principal mor
phological characteristics for comparison were: size, shape, 
and color of the spores in air by the CMYK standard; shape, 
thickness and color of spore layers in Melzer’s reagent by the 
CMYK standard; the shape and thickness of subtending hypha; 
the wall thickness of subtending hypha; the pre sence of a sep
tum in subtending hypha, type of mycorrhiza in P. aus tralis; 
mycorrhization parameter (F – frequency of mycorrhizal 
infection in P. australis roots). 

On the basis of morphological analysis of spores, it was 
concluded that the AM isolates under examination – supported 
on P. australis culture in the ARRIAM collection – are of the 
following taxa: 1) 01053 isolate – Rhizophagus irregularis; 
2) 01056a – R. irregularis; 3) 01056b – Paraglomus lac
catum; 4) 02060 – R. irregularis; 5) 03097 – R. invermaius; 
6) 04067 – Claroideoglomus etunicatum; 7) 04068 – R. irre
1 Supplementary are available in the online version of the paper: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx0.pdf
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gularis; 8) 05077 – R. irregularis; 9) 05104 – Acaulospo
ra sp. defined only at the genus level, since it was not possible 
to clearly determine distinguishing morphological features.

Among the morphological features of the spores formed by 
various isolates of AMF the following should be highlighted. 
The spores of all AMF isolates classified as R. irregularis (iso
lates 01053, 01056a, 02060, 04068 and 05077) have the 
cylindrical subtending hypha in oblong spores or slightly flared 
(expanded) in spherical spore at a distance of more than 10 µm 
from the spores. The size, shape and color of the spores in air 
in these isolates were similar. Only spores of isolates 01- 053 
and 01-056a with a greenish tint, had insignificant differ
ences: color varied from 195540 (pistachio) and 23443 0 
(very light yellowgreen) to 2617660 (yellowgreen) and 
2925580 (dark khaki). It should be noted that the color of 
the L3 layer in spores of R. irregularis isolates had significant 
polymorphism: from 10379910 (cornyellow), 1459125 
(deep yellow), 105398 0 (yelloworange), 13 54991 (deep 
orangeyellow) and 2652972 (deep yellow) to 174899 2 
(almost pure orange), 1562980 (deep orangeyellow), 
2678258 (brownred), 30809930, 32789925 (saturated 
redbrown). The spore color of the 01056b isolate, referred to 
the Paraglomus laccatum species, on the contrary varied in a 
narrow range: from colorless to 4400 (ghostly white). The 
second difference in the P. laccatum 01056b isolate was the 
absence of a septum in the subtending hypha in the presence of 
narrowing at the site of attachment of the spore as determined 
by the greater thickness of the L2 layer. The spores of isolate 
04067, referred to Claroideoglomus etunicatum, were more 
yellow: from 5500 (ghostly white) to 21062 5 (orange
yellow Craiol) in air and in Melzer’s reagent L2 had a yellow 
color from 215602 (orangeyellow Craiol) to 335925 
(saturated yellow). The darkest spores were observed in the 
isolate 03097, referred to the Rhizophagus invermaius spe
cies: from 30528851 (deep yellowbrown) to 59676372 
(brownolive) in air. The spore morphology of isolate 05104 
was significantly different from the other AMF. The spore 
color of isolate 05104 attributed to the Acaulospora genus, 
ranged from colorless (transparent) to 315704 (yellow 
ivory), spores cycatrix (the scarring is a remnant of the con
nection between the spore wall and the wall of the spore of the 
saccule during spore synthesis is 5.5–7.1 µm. Since this isolate 
is poorly maintained in P. australis culture, the morphology 
of the spores could not be studied in detail. According to mo
lecular genetic analysis data, it may be approximately the same 
probability as A. paulinae, A. denticulata or A. sieverdingii.

All isolates of the Rhizophagus genus (01053, 01056a, 
02060, 03097, 04068 and 05077), collected both in the 
forest belt and arable land, had a higher activity in P. austra
lis roots (F > 80 %) than isolates of other AMF genera (see 
Supplementary). All the AMF isolates under examination 
formed mycorrhiza of the Arumtype, but only seven of nine 
isolates were able to be isolated into culture: 01053, 01056a, 
02060, 03097, 04067, 04068, 05077 isolates should be 
considered as AMF strains.

Because their mycorrhization activity in P. australis is low 
(see Supplementary), sustained maintenance of the P. laccatum 
01056b isolate and the Acaulospora sp. 05104 isolate will 
depend on the selection of optimal conditions for their growth 
(substrate composition and type of host plant).

Discussion
The Illumina MiSeq approach allowed us to determine eight 
out of nine AMF isolates from the All Russian Research 
Institute for Agricultural Microbiology collection. It is very 
powerful method, which enables the identification of a large 
number of AMF taxa in fungal communities, especially if 
the proportion of targeted marker sequences in a sample is 
small. There are other effective methods of NGS, but several 
comparative studies indicate that MiSeq in some cases is more 
efficient as it can provide longer reads and fewer errors in 
comparison to HiSeq and IonTorrent techniques, respectively 
(Salipante et al., 2014; Razzauti et al., 2015).

These comparisons show the clear advantage of the se quen
cetargeted NGS approach as contrasted with the alternative 
cloning-sequencing method for AMF species identification. 
However, the main disadvantage of the Illumina MiSeq are 
relatively short reads (250 bp ×2), which do not allow the use 
of long markers, such as the entire cloned SSUITS15.8S
ITS2LSU region that was most often used for AMF barcod
ing from 2009 to 2012 (Krüger et al., 2009; De Castro et al., 
2018). A prerequisite for the correct AMF identification by the 
MiSeq method is the employment of a short marker region for 
sequencing (400–500 bp). The most commonly used length
appropriate marker is ITS2. The advantage of this region is 
that it provides sufficient variability for identification at the 
species level. Other less variable regions such as D1–D2 of 
the LSU allow identification only at the genus level (Krüger 
et al., 2009).

The use of universal primers for ITS2 region is the optimal 
choice for the identification of poorly studied taxa, which 
in recent years has helped to identify a significant number 
of virtual taxa of AMF (Öpik et al., 2014). These taxa can 
subsequently receive species names in the presence of in
dividual morphological features and stable maintenance of 
isolates/strains in culture. For example, we studied the 05 104 
sample in which there are two OTUs that belong to two dif
ferent virtual Acaulospora sp. taxa. Another advantage of 
using the ITS2 region for identification is that a substantially 
representative sequence database has been stored in NCBI 
in comparison to other marker regions, for example, for the 
SSU region (NCBI, 2018).

It is important to note that OTUs related to one R. irregularis 
species and collected in different ecotopes (isolates 01-053, 
01056a, 02060, 04068 and 05077) did not cluster separately 
on the phylogenetic tree (see Fig. 1). This suggests that all 
studied R. irregularis isolates shared one ribotype. Thus, it 
was not possible to identify the ecotyperelated features of 
R. irregularis isolates, perhaps they are objectively missing.

Also, it should be noted that NGS methods produce huge 
data arrays. We paid special attention to choose the correct 
tools for data treatment. Several pipelines have been developed 
to process rDNA sequences that are generated using Illumina’s 
MiSeq platform. Among them mothur (Schloss et al., 2016), 
QIIME (Caporaso et al., 2010), USEARCH and VSEARCH  
(Rognes et al., 2016) are the most popular. Generally, all of 
them have similar steps in sequences treatment. We used 
 USEARCH since it has a large set of tools and detailed docu
mentation. However, two approaches were used to search for 
AMF OTUs among a great pool of sequences. Both approaches 
were equally effective since they allowed us to identify the 
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same set of taxa. At the same time the use of the USEARCH 
software has significantly reduced the time spent on data 
processing, which makes it possible to recommend it as the 
main tool to identify AMF from NGS data.

Combining the results of molecular genetics and morpho
logical identification, we assert that the effectiveness of the 
Illumina MiSeq method as applied to AMF identification is 
not inferior to morphological methods that are significantly 
more labor intensive. However, the NCBI database is still in
sufficient for identification of some AMF species. The reason 
for this is that more than half of the known AMF taxa are still 
absent in the database. For example, according to A. Schüßler 
(2019), there are up to 56 species in the genus Acaulospora. 
The NCBI contains 37 species just for Acaulospora sp., and 
ITS sequences are presented for only 28 species. Thus, the 
obtained OTUs of the 05-104 isolate may belong to one of 
Acaulospora species that has yet to be studied.

Conclusion
We have determined that the most effective method for AMF 
identification is Illumina MiSeq supplemented by applica
tion of universal primers for the ITS2 region. Considerable 
efforts of morphologists in collaboration with molecular ge
neticists are required to establish a reliable taxonomy of the 
Glomeromycotina subdivision and to improve the efficiency 
of the molecular genetic AMF identification as a key method 
in the future.
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Аннотация. Микробиота кишечника человека – это динамическая система, находящаяся под воздействием 
организма хозяина и внешних факторов. Возникающие нарушения кишечной микробиоты могут привести к 
патологическим состояниям, включая воспалительные и онкологические заболевания желудочно-кишечно-
го тракта. Одним из возможных способов воздействия на микробиоту кишечника является фекотрансплан-
тация (ФТ) – введение кишечной микробиоты от здорового донора в кишечный тракт пациента. В настоящее 
время в ряде стран этот метод используется для нормализации микробиоты кишечника, в основном при 
хронических воспалительных заболеваниях кишечника. В России (Новосибирск) уже несколько лет ведутся 
пилотные исследования эффективности ФТ при язвенном колите. Цель данной работы – оценить изменение 
микробиома кишечника 20 пациентов с язвенным колитом после однократного проведения ФТ. Основной 
метод – сравнительный анализ библиотек последовательностей 16S рибосомальной РНК, созданных на осно-
ве образцов, полученных от пациентов с язвенным колитом до и после ФТ и секвенированных на платформе 
Illumina MiSeq. Результаты исследования показали, что ФТ привела к увеличению среднего биоразнообразия 
последовательностей в образцах, полученных после ФТ, по сравнению с образцами, собранными до ФТ, хотя 
разница не была статистически достоверной. Доля последовательностей Firmicutes, являющихся доминирую-
щей компонентой кишечной микробиоты здоровых людей, уменьшилась (~32 % vs. >70 %), а доля последова-
тельностей Proteobacteria увеличилась (>9 % vs. <5 %). В некоторых образцах, собранных до ФТ, были обнару-
жены последовательности патогенных представителей Firmicutes и Proteobacteria, включая Acinetobacter spp., 
Enterococcus  spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophylia, 
Streptococcus spp. В  большинстве случаев после ФТ доля таких последовательностей резко сократилась. Ис-
ключение составили последовательности Clostridium difficile, содержание которых в образцах почти половины 
пациентов составляло менее 0.5 %; после ФТ доля последовательностей C. difficile значительно уменьшилась 
лишь у трех пациентов. Следует отметить, что после ФТ повысилось на порядок содержание Lactobacillus spp. 
и существенно расширился их видовой состав. По результатам исследования можно сделать предварительное 
заключение о том, что даже однократная процедура ФТ приводит к повышению биоразнообразия микробиоты 
пациентов и оптимизации ее таксономического состава.
Ключевые слова: микробиом; язвенный колит; 16S рРНК профилирование; трансплантация кишечной микро-
биоты.
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Abstract. Intestinal human microbiota is a dynamic system that is under the pressures of its host organism and ex-
ternal factors. Microbiota disruption caused by these factors can lead to severe diseases including inflammatory and 
oncological diseases of the gastrointestinal tract. One of the possible approaches in managing the intestinal micro-
biota is fecal microbiota transplantation (FT) – transfer of the microbiota from the stool of a healthy donor to the 
intestinal tract of a recipient patient. Currently, this procedure is recognized as an efficacious method to normalize the 
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intestinal microbiota mainly in inflammatory diseases of the gastrointestinal tract. In Russia, pilot studies of the effec-
tiveness of FT in patients with ulcerative colitis have been conducted for several years, and these studies were started 
in Novosibirsk. The aim of this study was to assess the change of intestinal microbiome in 20 patients with ulcerative 
colitis after a single FT procedure. The main method is a comparative analysis of 16S ribosomal RNA sequence  libraries 
constructed using fecal samples obtained from patients with ulcerative colitis before and after FT and sequenced 
on the Illumina MiSeq platform. The obtained results showed that FT led to an increase in average biodiversity in 
samples after FT compared to samples before FT; however, the difference was not significant. In the samples stud-
ied, the proportion of Firmicutes sequences, the major gastrointestinal microbiota of healthy people, was decreased 
(~32 % vs. >70 %), while the proportion of Proteobacteria sequences was increased (>9 % vs. <5 %). In some samples 
collected before FT, sequences of pathogenic Firmicutes and Proteobacteria were detected, including Acinetobacter 
spp., Enterococcus spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophy-
lia, Streptococcus spp. In most cases, the proportion of such sequences after FT substantially decreased in appropri-
ate samples. The exception was the Clostridium difficile sequences, which accounted for <0.5 % of the sequences in 
samples from almost half of the patients and after FT, the share of such C. difficile sequences was significantly reduced 
only in samples from three patients. It should be noted that the proportion of Lactobacillus spp. increased ten-fold 
and their species composition significantly expanded. According to the obtained results, a preliminary conclusion can 
be made that even a single FT procedure can lead to an increase in the biodiversity of the gastrointestinal microbiota 
in patients and to the optimization of the taxonomic composition of the microbiota.
Key words: microbiome; ulcerative colitis; 16S rRNA profiling; fecal microbiota transplantation.
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Введение
Широкое применение технологий NGS (next generation 
sequencing) обеспечило детальную характеризацию мик
робных сообществ, преимущественно бактериальных, 
ас социированных с организмом человека. В настоящее 
вре мя микробиота кишечника человека рассматривается 
как динамическая система, находящаяся под воздействием 
организма хозяина и внешних факторов (Fujimura et al., 
2010; Qin et al., 2010). Известно, что основными компо
нентами нормальной кишечной микробиоты человека яв
ляются представители Firmicutes и Bacteroidetes, хотя ко
ро вая группа конкретных видов бактерий не совпадает у 
разных здоровых индивидуумов (Donaldson et al., 2016), 
и различные по составу варианты нормальной микробио
ты способны обеспечить стабильное функционирование 
этого сложного микробного сообщества (Lozupone et al., 
2012).

Дисбаланс кишечной микробиоты, возникающий под 
действием внешних или внутренних факторов, может 
привести к патологическим состояниям, включая не толь  
ко воспалительные и онкологические заболевания желу
дочнокишечного тракта, но и нарушения иммунной си
стемы, диабет второго типа, сосудистые заболевания и 
даже нарушения функций головного мозга (O’Hara, Sha
nahan, 2006). Одним из возможных способов воздействия 
на микробиоту кишечника, наряду с использованием ан
тибиотиков, пробиотиков и пребиотиков, является феко
трансплантация (ФТ) – введение кишечной микробиоты 
от здорового донора в кишечный тракт пациента. Счита
ется, что до нашей эры применение ФТ практиковали в 
Китае, а в наше время эту процедуру впервые провели в 
1958 г. при лечении пациента с энтероколитом (Eiseman 
et al., 1958). Однако лишь недавно метод стал успешно 
использоваться для нормализации микробиоты кишеч
ника при различных заболеваниях, включая хронические 
воспалительные заболевания кишечника (Aas et al., 2003; 
Khoruts et al., 2010; Angelberger et al., 2013; Pigneur, Sokol, 

2016; Vaughn et al., 2016; Kang et al., 2017; Paramsothy et 
al., 2017; Staley et al., 2017).

Наибольшая результативность применения ФТ показа
на при псевдомембранозном колите, ассоциированном с 
Clostridium (Clostridioides) difficile (Drekonja et al., 2015; 
Khoruts, Sadowsky, 2016; Cheng, Fisher, 2017; Staley et al., 
2017; Goldenberg et al., 2018). Быстрое улучшение со
стояния пациентов и высокая эффективность ФТ (более 
80 %) при этих инфекциях была подтверждена в много
центровых рандомизированных клинических испытаниях 
(van Nood et al., 2013; Cammarota et al., 2015), и сейчас в 
США и в европейских странах рекомендуется применять 
ФТ уже после второго или третьего эпизода C. difficileас
социированного колита (Debast et al., 2014).

Имеются свидетельства того, что ФТ может быть по
лезной и при язвенном колите (ЯК). Эффективность при
менения ФТ для лечения пациентов с ЯК в различных 
исследованиях существенно варьировала – от 20 до 92 % 
(Angelberger et al., 2013; Kellermayer et al., 2015). В ран
домизированных клинических испытаниях ремиссия 
зарегистрирована на уровне 25–27 %, что, впрочем, стати
стически значимо превышало эффект плацебо (Moayyedi 
et al., 2015; Rossen et al., 2015; Paramosthy et al., 2017). 
Патогенез ЯК не вполне ясен; полагают, что он имеет 
сложную природу и опосредован нарушениями кишеч
ной микробиоты, генетической предрасположенностью 
и экологическими факторами (Shen et al., 2018). Как и 
при C. difficileассоциированном колите, биоразнообразие 
микробиоты кишечника при ЯК существенно снижено, 
уменьшено количество представителей Bacteroidetes и 
Firmicutes. При этом в микробиоте пациентов с ЯК уве
личивается количество представителей Proteobacteria и 
Actinomycetes, выявляются C. difficile, Helicobacter pylori, 
Salmonella spp., Yersinia spp. и энтероинвазивные Esche
richia coli (Okhusa et al., 2003; Saebo et al., 2005; Gradel et 
al., 2009; Sonnenberg, Genta, 2012; Deshpande et al., 2013; 
Reddy, Brandt, 2013; Shen et al., 2018). До сих пор не ясно, 
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является ли ЯК результатом нарушенного иммунного 
ответа на нормальную микробиоту, или это нормальный 
иммунный ответ на дисбаланс в микрофлоре кишечника 
(Cheng, Fisher, 2017).

Несмотря на кажущуюся очевидность, механизмы по
ложительного действия ФТ при ЯК не вполне ясны. По
лагают, что эффективность ФТ связана с увеличением 
разнообразия микробиоты кишечника, что приводит к 
повышению обилия «полезных» бактерий и препятствует 
колонизации кишечника патогенными бактериями (Bro
ecker et al., 2016; Chehoud et al., 2016; Khoruts, Sadowsky, 
2016). Однако неизвестно, вовлечены ли в этот процесс 
другие механизмы, включая возможное влияние виробио
ты, действие иммунной системы пациента, привнесение 
регуляторных высоко и низкомолекулярных соединений 
при ФТ; также до сих пор не определен список видов 
бактерий, обусловливающих нормализацию микробиоты. 
Цель данного исследования – оценить изменение микро
биома кишечника пациентов с ЯК после проведения ФТ 
на основе профилирования 16S рибосомальной РНК в 
образцах, полученных до и после лечения.

Материалы и методы
В работе использовали образцы фекалий, полученные от 
20 пациентов (27–57 лет) с диагнозом ЯК. Диагноз под
тверждали на основании результатов изучения уровня 
фекального кальпротектина, данных фиброколоноско
пии и гистологического исследования биоптатов, взятых 
из разных отделов толстой и подвздошной кишок. Образ
цы пациентов, в которых рутинными методами были об
наружены C. difficile, в исследование не вовлекались. Все 
пациенты предоставили информированное согласие с 
проводимым исследованием и анонимной обработкой 
дан ных. Образцы собирали за одиндва дня до ФТ и через 
7–12 дней после ФТ. Донорами были молодые здоровые 
добровольцы (20–39 лет) без хронических заболеваний, 
не перенесшие инфекции и не подвергавшиеся госпита
лизации по крайней мере последние два месяца. Все до
норы прошли обследование, включающее в себя общий 
и биохимический анализы крови, а также ИФА крови на 
наличие лямблий, токсокар, описторхов, аскарид, трихи
нелл. Кроме того, с использованием стандартных тест
си стем подтверждали отсутствие у доноров возбудителя 
сифилиса, ВИЧ1 и ВИЧ2, вирусов гепатита В и С. Также 
рутинными методами проводили анализ фекалий на дис
биоз и на отсутствие патогенной микрофлоры (C. difficile, 
Campilobacter jejuni, Salmonella spp., Shigella spp., энте
роинвазивная Escherichia coli, Cryptosporidium spp., Cy
clospora spp., Giardia spp., Isospora spp.), ротавирусов А, 
норовирусов I и II и аденовирусов F, а также гельминтов 
и их яиц. Пилотное исследование было одобрено Локаль
ным этическим комитетом Автономной некоммерческой 
организации «Центр новых медицинских технологий в 
Академгородке».

По 50 мг каждого образца от пациентов суспендировали 
в 300 мкл 0.9 % NaCl и центрифугировали при 2 тыс. об. 
в течение 10 мин. Суммарную ДНК очищали из 100 мкл 
осветленной клеточной суспензии с помощью набора 
для выделения ДНК из клеток тканей и крови («БиоЛаб
Микс», Россия) с добавлением лизоцима для повышения 

эффективности извлечения ДНК из грамположительных 
бактерий. С использованием полученной ДНК в качестве 
матрицы, фьюжнпраймеров (NEBFF 5ʹACACTCTTTC 
CCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTACGGGAGGCA 
GCAG3ʹ, NEBFR 5ʹGTGACTGGAGTTCAGACGTGT 
GCTCTTCCGATCTGGACTACCGGGGTATCT3ʹ) и вы
сокоточной полимеразы Q5 (New England Biolabs, США) 
проводили амплификации фрагмента гена 16S рРНК, 
со держащего вариабельные участки V3–V4. Продукты 
ам плификации очищали электрофоретически в геле из 
лег коплавкой SeaKem GTGагарозы (Lonza, США). Обо
гащение полученных ампликонов, введение баркодов и 
служебных последовательностей для дальнейшего сек
венирования на платформе MiSeq выполняли, используя 
полимеразу Q5 и набор олигонуклеотидов Dual index set 
(New England Biolabs), согласно инструкции произво
дителя. Полученные библиотеки очищали на магнитных 
частицах AMPure XP (Beckman Coulter, США); концентра
цию ДНК измеряли с помощью набора Qubit dsDNA HS 
(Life Technologies, США). По результатам измерений 
биб лиотеки объединяли в пул таким образом, чтобы со
отношение ДНК библиотек в пуле было приблизитель
но равным. Секвенировали на высокопроизводитель ном 
секвенаторе MiSeq с набором реагентов MiSeq reagent 
kit v2 2 × 250cycles (Illumina, США). 

Результаты секвенирования анализировали с использо
ванием пакета программного обеспечения UGENE v.1.32 
(Unipro UGENE, Россия). Полученные риды картирова
ли на базу данных 16S рРНК, размещенную на Националь
ном сервере NSBI (США), с использованием пакета Clark. 
Предварительно из последовательностей ридов удаляли 
последовательности адаптеров и проводили фильтрацию 
ридов по качеству. Риды анализировали двумя метода  
ми: с помощью генерации операционных таксономиче
ских единиц (OTU) с последующим картированием по
следовательностей на полученные OTU в пакете программ 
Usearch9.2 и путем классификации ридов алгоритмом 
Kraken по базе данных известных последовательностей 
16S рРНК Silva v.132 (full). В первом случае OTU гене
рировали алгоритмом unoise2 с отбраковкой химерных 
последовательностей и учетом ошибок чтения. Таблицы 
полученных частот встречаемости OTU были обработаны 
в среде R3.3.3. Во втором случае риды картировали на 
базу данных 16S рРНК Silva с помощью алгоритма seed
kraken с использованием разреженного kмера со специ
альной решеткой, позволяющей увеличить специфичность 
классификации. Индекс Шеннона рассчитывали в пакете 
программ R; достоверность различий между индексами 
Шеннона определяли с помощью tтеста Хатчесона. Ви
зуализацию результатов анализа библиотек последова
тельностей методом главных координат PCoA проводили 
на основе матриц дистанций с использованием пакета 
программ vegan.

Результаты и обсуждение
На основе ДНК, выделенной из образцов фекалий от 
20 пациентов с ЯК до и после ФТ, было сконструировано 
40 библиотек фрагментов гена 16S рРНК. Фрагменты гена 
включали вариабельные участки V3 и V4, используемые 
обычно для таксономической классификации бактерий 
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(Chak ravorty et al., 2007; Wang, Qian, 2009). В результате секвенирования 
библио тек, которые были созданы на основе образцов, собранных до ФТ, по
лучено от 106 411 до 1 751 663 ридов (в среднем 141 010). Библиотеки из об
разцов, собранных после ФТ, содержали от 107 042 до 173 855 ридов (в среднем 
142 060). По результатам классификации в библиотеках из первой и второй 
групп к определенному типу прокариот были таксономически отнесены в 
среднем 99.7 и 99.6 % ридов соответственно. Лишь незначительная часть 
последовательностей осталась неклассифицированной. Всего выявлены по
следовательности 13 типов бактерий, основными из которых были Firmicutes, 
Bacteroidetes и Proteobacteria. В трех образцах выявлены последовательности 
архей, принадлежащих к роду Methanobrevibacter (тип Euryarchaeota), однако 
доля таких последовательностей в соответствующих библиотеках не превы
шала 0.1 %. 

Анализ полученных данных показал, что биоразнообразие бактериальных 
сообществ в образцах от пациентов до и после ФТ различается. Так, индекс 
Шеннона для выборки образцов от пациентов после лечения (3.43 ± 0.71) был 
выше, чем для образцов, взятых до лечения (3.05 ± 0.67), хотя разница стати
стически недостоверна (рис. 1). Однако при попарном сравнении индексов 
Шеннона для образцов, полученных от одного пациента до и после ФТ, раз
личия были во всех случаях статистически достоверными (SD, 0.011–0.019); 
при этом у 15 пациентов биоразнообразие микробных сообществ значимо 
увеличилось и лишь у 5 пациентов – уменьшилось.

Большее биоразнообразие сообществ в образцах, полученных после ФТ, под
твердилось при анализе данных методом главных координат (рис. 2). Видно, 
что 60 % образцов, собранных до лечения, находятся в области отрицатель
ных значений первой главной координаты, тогда как 65 % образцов, взятых 
после лечения, находятся в области положительных значений. Аналогично 
в области положительных значений второй главной координаты находится 

лишь 45 % образцов, полученных до 
лечения, и 70 % образцов после ФТ. 
Отметим, что в образцах от 15 паци
ентов (75 %) после проведения ФТ 
значение уве личилось в области и 
первой, и второй главных координат; 
еще у четырех па циентов значение 
увеличилось в области хотя бы  одной 
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До ФТ После ФТ

Рис.  1.  Индекс Шеннона, отражающий био-
разнообразие выборки последовательно-
стей в образцах, полученных от пациентов 
до и после ФТ.

Рис. 2. Визуализация результатов анализа библиотек последовательностей методом главных координат PCoA на основе 
матриц дистанций.
1  – данные для библиотек последовательностей из образцов, полученных до ФТ; 2  – данные образцов, полученных после ФТ;  
3,  4  – линии, соединяющие пару образцов от одного пациента, для которой отмечено увеличение  (3) или уменьшение  (4) био-
разнообразия после ФТ. S1–S20 соответствуют номерам образцов до ФТ. По осям ОХ и ОУ приведены значения первой и второй 
главных координат.
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из главных ко ординат; только для пары образцов от одного 
пациента (№ 18) биоразнообразие уменьшилось после ФТ 
в области значений обеих главных ко ординат (см. рис. 2). 
Тем не менее при уменьшении значений в области хотя 
бы одной главной координаты после ФТ индекс Шен
нона для этой же пары образцов статистически значимо 
уменьшался.

Полученные данные подтверждают возможность по
вышения биоразнообразия бактериального сообщества 
кишечника после проведения ФТ. Следует подчеркнуть, 
что в настоящем исследовании мы сравнивали исходный 
микробиом пациентов и микробиом после первой про
цедуры ФТ. Согласно опубликованным сведениям за ру
бежных авторов, даже после нескольких процедур ФТ 
статистически значимое повышение биоразнообразия 
микробиоты регистрируется не у всех пациентов (Angel
berger et al., 2013).

Анализ таксономического состава показал, что в образ
цах до и после ФТ в среднем 55.7 % (от 12.7 до 72.8 %)  
и 48.3 % (от 15.9 до 92.3 %) выявленных последователь
ностей соответственно принадлежали к типу Firmicutes 
(рис. 3), 32.3 % (от 4.4 до 64.4 %) и 33.7 % (от 1.7 до 
60.7 %) – к типу Bacteroidetes, а 9.2 % (от 0.4 до 81.3 %) и 
6.2 % (от 0.7 до 31.5 %) – к типу Proteobacteria. Четвертыми 
по встречаемости были последовательности Fusobacteria, 
в среднем 3.4 % по всем библиотекам, однако их доля 
значительно увеличилась после ФТ: от <0.1 (0–0.3 %) 
до 6.7 % (0.1–9.4 %). После ФТ увеличилась также доля 
последовательностей Actinobacteria, хотя и не так значи
тельно – от 1.9 (0.1–10.7 %) до 3.1 % (0.2–19.4 %). После

довательности Verrucomicrobia присутствовали в каждом 
образце в небольших количествах, а их встречаемость 
после ФТ уменьшилась в среднем с 0.4 до 0.2 %. Осталь
ные последовательности встречались лишь в отдельных 
образцах, не превышая 0.1 % от всех последовательностей 
в этом образце.

Известно, что микробиота здоровых людей состоит из 
постоянных и транзиторных видов, относящихся более 
чем к 17 типам, включая Firmicutes (>70 %), Bacteroidetes 
(>30 %), протеобактерии (<5 %), актинобактерии (<2 %), 
Fusobacteria и Verrucomicrobia (<1 %) (Belizário et al., 
2018). Полученные нами результаты коррелируют с дан
ными других исследователей, свидетельствующими о 
пониженном биоразнообразии микробиоты кишечника 
при ЯК (Manichanh et al., 2012; Machiels et al., 2014; Bajer 
et al., 2017). Так, в исследуемых образцах от пациентов 
в среднем присутствовало существенно меньше после
до вательностей Firmicutes, что хорошо согласуется с на  
блюдениями других авторов (Machiels et al., 2014). В ос
новном Firmicutes были представлены последовательно
стями классов Clostridia (рис. 4), в среднем 47.4 и 40.6 % 
в библиотеках из образцов, полученных до и после ФТ 
соответственно. Из них доминировали Faecalibacterium 
prausnitzii  (15.7 и 11.3 % соответственно) и Roseburia 
hominis (2.3 и 0.5 %), ответственные за расщепление ши
рокого спектра углеводов, включая крахмал и инулин, с 
образованием бутиратов (Duncan et al., 2007; Machiels et 
al., 2014). Также были представлены последовательности 
классов Negativicutes (6.8 и 4.0 %) и Bacilli (1.3 и 2.8 %). 
Следует отметить, что, несмотря на относительно невы

Firmicutes Не определеныVerrucomicrobiaActinobacteriaProteobacteriaBacteroidetes Fusobacteria Другие
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Рис. 3. Таксономическая классификация операционных таксономических единиц (OTU) на уровне типов, проведенная на основе базы данных 
Silva v.132 (full).
Здесь и на рис. 4: образцы 1–20 получены от пациентов до ФТ (нумерация соответствует представленной на рис. 2); образцы 21-40 собраны после ФТ. 
Пары образцов 1 и 21, 2 и 22 и т. д. получены от первого, второго и т. д. пациентов соответственно. Показаны типы, представленность которых в среднем 
превышает 0.1 %. 
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сокую встречаемость Bacillus spp. и Lactobacillus spp., их 
доля после ФТ повысилась в 3.5 и 11 раз соответственно. 
При этом существенно расширился видовой состав лак
тобацилл, которые, как известно, не только участвуют в 
расщеплении лактозы и других углеводов, но и являются 
антагонистами по отношению к патогенным микроорга
низмам, вытесняя их из микробного сообщества кишеч
ника человека.

Доля последовательностей, принадлежащих к типу 
Bacteroidetes, в исследуемых образцах от пациентов с ЯК 
не была снижена (см. рис. 3 и 4) и составила около трети 
от всех последовательностей, что отличается от наблю
дений других исследователей (Machiels et al., 2014). В ос
новном этот тип был представлен последовательностями 
Bacteroides spp. и Prevotella spp., причем после ФТ доля 
последовательностей бактероидов уменьшилась в среднем 
с 19.7 до 9.6 %, а последовательностей, принадлежащих к 
роду Prevotella, существенно увеличилась, с 3.7 до 14.6 %. 
Известно, что большинство бактероидов, обитающих в 
кишечнике человека, способны разлагать разнообразные 
растительные полисахариды (Flint et al., 2012), причем в 
кишечной микробиоте жителей западных стран преобла
дают Bacteroides spp., а в микробиоте населения из стран 
с преимущественно растительной диетой – Prevotella spp. 
(Ley, 2016).

Отметим, что доля последовательностей Proteobacte
ria (см. рис. 3) в образцах, собранных до ФТ (в среднем 
9.2 %), превышала таковую, обычно регистрируемую у 
здоровых людей (<5 %) (Belizário et al., 2018). Это объ
ясняется повышенным содержанием Salmonella spp. в 
микробных сообществах пациентов с ЯК и наличием в 
отдельных образцах в большом количестве последователь
ностей патогенных бактерий, способных вызвать желудоч
нокишечные заболевания (более 9 % Acinetobacter spp., 

0.5–1 % Klebsiella pneumoniae), что установлено и в дру
гих исследованиях (Gradel et al., 2009; Shen et al., 2018). 
В единичных образцах были обнаружены также Proteus 
mirabilis и Stenotrophomonas maltophilia, доля которых не 
превышала 0.1 %. Надо сказать, что после проведения ФТ 
содержание перечисленных последовательностей патоген
ных Proteobacteria в образцах существенно уменьшилось, 
порой до 0.02 % и менее.

Кроме последовательностей патогенных Proteobacteria, 
в некоторых образцах, полученных от пациентов до ФТ, 
были обнаружены последовательности патогенных пред
ставителей Firmicutes. Так, в девяти образцах найдены 
последовательности C. difficile, доля которых превышала 
0.5 %. Повышенная встречаемость C. difficile в кишечной 
микробиоте пациентов с ЯК отмечалась и ранее (Desh
pande et al., 2013; Reddy, Brandt, 2013). Помимо последова
тельностей C. difficile, в некоторых образцах обнаружены 
последовательности Staphylococcus  aureus (0.1–0.9 %), 
Streptococcus spp. и Enterococcus spp. (~0.1 %). Как и в 
слу чае с патогенными Proteobacteria, доля этих последо
вательностей после ФТ в соответствующих образцах резко 
уменьшилась. Исключение составили образцы с C. dif
ficile: доля их последовательностей уменьшилась пос ле 
ФТ только в трех образцах из девяти, составив <0.2 %.

Заключение
Таким образом, исследованы биоразнообразие и таксо
номический состав последовательностей фрагмента гена 
16S рРНК, ассоциированных с кишечной микробиотой у 
20 пациентов с ЯК до и после ФТ. Результаты показали, 
что однократное проведение процедуры ФТ привело к 
увеличению среднего биоразнообразия последователь
ностей в образцах, полученных после ФТ, по сравнению 
с образцами, собранными до ФТ, хотя разница не была 
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Рис. 4. Таксономическая классификация OTU на уровне классов, проведенная на основе базы данных Silva v.132 (full).
Показаны классы, представленность которых в среднем превышает 0.1 %.
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статистически достоверной. Доля последовательностей 
Fir micutes, являющихся доминирующей компонентой 
кишечной микробиоты здоровых людей, была снижена 
(~32 % vs. >70 %), а доля последовательностей Proteobac
teria увеличена (>9 % vs. <5 %). В некоторых образцах, 
собранных до ФТ, обнаружены значимые содержания 
последовательностей патогенных представителей Firmi  
cutes и Proteobacteria, включая Acinetobacter spp., Ente ro
coccus spp., K. pneumoniae, P. mirabilis, S. aureus, St. mal
tophilia, Streptococcus spp. В большинстве случаев после 
однократной процедуры ФТ доля таких последовательно
стей резко сократилась. Исключение составили последо
вательности C. difficile, которые были обнаружены (около 
0.5 % и выше) в образцах почти половины пациентов 
с ЯК; после ФТ доля последовательностей C. difficile зна
чительно уменьшилась лишь у трех пациентов. Следует 
отметить, что после ФТ содержание Lactobacillus spp. по
высилось на порядок и существенно расширился видовой 
состав лактобацилл.

Результаты исследования позволяют сделать предва
рительный вывод, что даже однократная процедура ФТ 
может привести к повышению биоразнообразия микро
биоты и оптимизации ее таксономического состава. Одна
ко для того чтобы сделать заключение об эффективности 
такого лечения, длительности ремиссии и стабильности 
изменений микробиоты кишечника у пациентов с ЯК, 
требуются дальнейшие наблюдения за этими пациента
ми и анализ кишечного микробиома после последующих  
процедур ФТ. 
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Аннотация. Настоящий обзор представляет современные достижения и подходы по сохранению репродук-
тивных клеток животных in vitro, такие как криоконсервация и лиофилизация, а также эпигенетические пред-
посылки для получения жизнеспособных сперматозоидов и женских гамет после реконсервации. Криокон-
сервация – эффективный путь сохранения репродуктивных клеток различных видов сельскохозяйственных 
животных, включая птиц. Метод сохранения генофонда in vitro через поддержание в криогенных условиях 
клеток или тканей в основном направлен на восстановление исчезнувших пород/популяций, на поддержа-
ние генетического разнообразия в популяциях, подверженных генетическому дрейфу. Именно сочетание 
методов ex situ in vivo и ex situ in vitro может сформировать основу эффективной стратегии сохранения ге-
нетического разнообразия животных. Кроме того, использование криконсервированного семени лучших 
представителей линии или породы позволяет ускорить прогресс селекции в промышленном птицеводстве. 
Несмотря на многочисленные достижения в области криобиологии половых клеток, продолжается поиск 
методов, обеспечивающих более эффективное восстановление жизнеспособности спермиев после крио-
консервации. Механизмы, лежащие в основе влияния процедуры криоконсервации на параметры семени 
сельскохозяйственных птиц, полностью не изучены. В обзоре отражены результаты современных исследо-
ваний в области проблематики криоконсервации женских и мужских половых клеток, эмбриональных кле-
ток, поиска новых путей решения в области сохранения генетического разнообразия in vitro (разработка 
новых криопротекторных сред и новых технологий сохранения). Освещены молекулярно-генетические 
аспекты криоконсервации и механизмы влияния криоконсервации на эпигенетическое состояние клеток. 
Представлены данные по результатам исследований в области лиофильной сушки репродуктивных клеток 
самцов. Интерес к технологии лиофилизации семени как возможности более дешевого способа сохране-
ния и транспортировки генетического материала диких и домашних животных, по сравнению с криоконсер-
вацией, в мире стремительно растет; исследования ведутся в Японии, Израиле, Египте, Испании, Франции. 
Растет и интерес к использованию лиофилизированного семени в технологиях генной инженерии. Методы 
лиофильной сушки разрабатываются с учетом видовой принадлежности. В обзоре предложены также орга-
низационно-правовые пути решения проблемы сохранения генетических ресурсов сельскохозяйственных 
животных, включая птиц, in vitro.
Ключевые слова: семя; сперматозоид; маркерные белки; криоконсервация; лиофилизация; птицеводство; 
 сохранение генетических ресурсов; криобанк; криорезистентность.
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Abstract. This review presents the current progress in and approaches to in vitro conservation of reproductive 
cells of animals, including birds, such as cryopreservation and freeze-drying, as well as epigenetic conditions for 
re storing viable spermatozoa and female gametes after conservation. Cryopreservation is an effective way to pre-
serve reproductive cells of various species of animals and birds. In vitro gene pool conservation is aimed primarily 
to the restoration of extinct breeds and populations and to the support of genetic diversity in populations prone 
to genetic drift. It is the combination of ex situ in vivo and ex situ in vitro methods that can form the basic principles 
of the strategy of animal genetic diversity preservation. Also, use of cryopreserved semen allows faster breeding 
in industrial poultry farming. Despite numerous advances in semen cryobiology, new methods that can more ef-
ficiently restore viable semen after cryopreservation are being sought. The mechanisms underlying the effect of 
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cryopreservation on the semen parameters of cocks are insufficiently understood. The review reflects the results of 
recent research in the field of cryopreservation of female and male germ cells, embryonic cells, the search for new 
ways in the field of genetic diversity in vitro (the development of new cryoprotective media and new conservation 
technologies: freeze-drying). Molecular aspects of cryopreservation and the mechanisms of cryopreservation influ-
ence on the epigenetic state of cells are highlighted. Data on the results of studies in the field of male reproductive 
cell lyophilization are presented. The freeze-drying of reproductive cells, as a technology for cheaper access to the 
genetic material of wild and domestic animals, compared to cryopreservation, attracts the attention of scientists 
in Japan, Israel, Egypt, Spain, and France. There is growing interest in the use of lyophilized semen in genetic engi-
neering technologies. Freeze-drying methods are developed for particular species. Organizational and legal ways 
of solving the problems of in vitro conservation of genetic resources of farm animals, including birds, are proposed.
Key words: semen; spermatozoa; marker proteins; cryopreservation; freeze-drying; poultry; gene pool preserva-
tion; cryobank; cryoresistance.
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Введение
Проблема сохранения генетических ресурсов сельско
хозяйственных животных (ГРЖ) является глобальной, и 
на ее решение направлены усилия мирового сообщества. 
Координирующую роль в области сохранения ГРЖ вы
полняет FAO – Продовольственная и сельскохозяйствен
ная организация при ООН, и ее профильные подразделе
ния (FAO, 2015).

Программы сохранения для ГРЖ решают следующие 
задачи: экономические (поддержание сектора животно
водства, способность реагировать на экологические из
менения, меняющиеся потребности рынка, меняющиеся 
нормативные требования, изменения в доступности им
порта–экспорта); социальные и культурные; сохранение 
биоразнообразия; поддержание ресурсов для исследова
тельских или образовательных целей, генетики, геноми
ки и адаптации к климатическим и другим изменениям 
окружающей среды. 

Метод сохранения генофонда ex situ in vitro через под
держание в криогенных условиях (криобанк) клеток или 
тканей, которые могут быть использованы для восстанов
ления породы/популяции, признан необходимым допол
нением к методу in vivo (FAO, 2015). Именно сочетание 
методов ex situ in vivo и ex situ in vitro может сформировать 
основу эффективной стратегии сохранения генетического 
разнообразия животных.

Разработанные для сельскохозяйственных птиц мето
ды по замораживанию репродуктивных клеток самцов 
можно с успехом применять для диких видов с целью со
хранения генетического разнообразия: например, крас
ная джунглевая курица (Rakhaa et al., 2016), глухарь (Ko
walczyk et al., 2012), фазан (Galliformes) (Saint Jalme et al., 
2003). В промышленных линиях птицы наблюдает ся зна
чительное снижение генетического разнообразия (Muir et 
al., 2008), и использование криконсервированного семени 
лучших представителей линии или породы в искусствен
ном осе менении в условиях промышленного птицеводства 
позволяет расширить размах изменчивости и ускорить 
прогресс селекции.

Низкотемпературное хранение семени
Криоконсервация репродуктивных клеток самцов – 
важнейший и практически единственный на сегодня 
метод сохранения генофонда сельскохозяйственных птиц 

in vitro. Для консервации семени сельскохозяйственных 
птиц разработаны различные протоколы, результатив
ность которых зависит от многих условий (Целютин, 
Тур, 2013; Thélie et al., 2019). До сих пор не решена про
блема снижения функциональной способности семени 
после цикла замораживания–оттаивания и недостаточно 
высок уровень оплодотворяющей способности декон
сервированного семени. По данным разных авторов, в 
зависимости от методов замораживания, индивидуаль
ных и породных особенностей кур, оплодотворяемость 
яиц колеблется от 2 до 85 % (Blesbois et al., 2007; Long et 
al., 2010; Seigneurin, Blesbois, 2010; Çiftci, Aygün, 2018), 
средний же уровень показателя оплодотво ренности при 
использовании криоконсервированного семени низок, как 
правило, не превышает 30 % (Fulton, 2006). В некоторых из 
последних публикаций говорится о средней фертильности 
замороженооттаянного семени на уровне 65 % (Silyukova 
et al., 2019). Снижение жизнеспособности эмбрионов, 
полученных от использования криоконсервированного 
семени за счет фрагментации ДНК (Watson, 2000; Liptói, 
Hidas, 2006; Morris et al., 2012), ставит под сомнение эко
номическую целесообразность его применения для прак
тической селекционной работы. Поэтому продолжаются 
исследования по совершенствованию состава разбави
телей для криоконсервации, подбору криопротекторов 
и способов замораживания (в пайетах, в гранулах), со
вершенствованию протоколов заморозки (lowfast) и т. д. 
(Thieu Ngoc Lan Phuong et al., 2014; Svoradová et al., 2017). 

Большинство исследований по криоконсервации семе
ни птиц проводится с использованием смешанных эяку
лятов нескольких самцов, хотя известно, что генетический 
вклад каждого самца неодинаков в связи с эффектом из 
 бирательности оплодотворения (Сахарова, Попов, 2001) 
и самцы имеют различные показатели сохранности спер
матозоидов после криоконсервации (Pleshanov et al., 2018, 
2019). Поэтому остаются опасения, что использование 
криоконсервированного семени от смешанных эякулятов 
из криобанков может приводить к увеличению степени 
инбридинга в популяции. Во избежание подобной про
блемы при сохранении редких и исчезающих пород кур 
необходимо закладывать в криобанк семя от индивиду
альных эякулятов.

В России исследования в данном направлении ведут
ся в ФГБНУ «Федеральный научный центр животновод
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ства – ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста» и его филиале, 
Всероссийском научноисследовательском институте ге
нетики и разведения сельскохозяйственных животных 
(Иолчиев и др., 2018; Mavrodina et al., 2018a, b; Pleshanov, 
Stanishevskaya, 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018a–c). 

Используемые технологии. Во многих научных публи
кациях описаны различные протоколы криоконсервации 
семени птиц одомашненных и диких видов. Технологии 
различаются по типу криопротектора, по способу упаков
ки (пайеты, гранулы и др.), по скоростям замораживания 
и оттаивания (fast/slow) и по температурным режимам. 
Эффективность протоколов может быть оценена с по
мощью анализа функционального состояния семени 
in vitro (определение концентрации и подвижности спер
матозоидов, морфологии, соотношения живые/мертвые) 
и оценки оплодотворяющей способности спермы in vivo 
при искусственном осеменении (Varadi et al., 2013; Thieu 
Ngoc Lan Phuong et al., 2014). Установлено, что высокие 
скорости замораживания–оттаивания семени птиц более 
предпочтительны с точки зрения повышения его выжива  
емости в отличие от протокола для семени млекопита
ющих (Shahverdi et al., 2015; Madeddu et al., 2016). Су
ществует значительная индивидуальная, межпородная 
и межвидовая изменчивость по криоустойчивости семе 
 ни птиц, из чего следует необходимость разработки раз
личных стратегий криоконсервации для разных видов и 
по род (Blesbois et al., 2007).

Методы оценки качества семени. Криоконсервация 
семени очень важна для управления генетическим раз
но образием птиц ex situ, но применение данного метода 
ограничено высокой вариабельностью показателей ус  
пеха. Для расчета количества спермодоз при формиро
вании криобанка необходимо прогнозирование оплодо
творяющей способности криоконсервированного семени. 
К сожалению, при определении эффективности своих 
разработок многие исследователи ограничиваются только 
оценкой подвижности сперматозоидов. Этот тест недоста
точно информативен в плане прогноза оплодотворяющей 
способности спермы.

Более эффективный прогноз по оплодотворяющей спо
собности семени дают методы оценки морфологических 
нарушений с использованием флуоресцентного окраши
вания живых и мертвых клеток, проточной цитометрии, 
оценки параметров подвижности спермы при помощи 
компьютерного анализа (CASA). Использование системы 
CASA позволяет оценить количество жизнеспособных и 
морфологически нормальных клеток (PVN), массовую 
подвижность (MMOT) и различные параметры движения, 
включая процентное содержание подвижных спермато
зоидов (PMOT), и биофизические тесты – устойчивость 
к осмотическому стрессу (OSM), проницаемость мем
бран (FLUID) (Blesbois et al., 2008; Svoradová et al., 2018). 
Тем не менее комплекс этих тестов не отражает в полной 
мере функциональную полноценность спермы.

Функциональная способность оттаянного семени мо
жет быть достоверно определена in vitro путем анализа 
взаимодействия сперматозоида с внутренним слоем ви
теллиновой мембраны желтка куриных яиц (Robertson et 
al., 1997; Long et al., 2010). Оценка проводится в ла бо
раторных условиях по количеству точек гидролиза (про

никновений сперматозоидов) на единицу площади внут
реннего перивителлинового слоя (Robertson et al., 1997). 
По сравнению с традиционной оценкой качества этот 
метод более информативен для прогнозирования опло
дотворяющей способности сперматозоидов.

Сохранение женских гамет. В настоящее время не 
разработан способ сохранения половых клеток самок 
птиц. Наличие большого количества желтка в яйцеклет
ках птиц не позволяет применять существующие мето
ды  криоконсервации (Fulton, 2006). Это представляет 
серьезную проблему при сохранении породы/популяции, 
поскольку она не может быть полноценно сохранена без 
генетиче ского вклада особей обоих полов, происходит 
потеря ма теринской наследственности, включая мито
хондриальный геном. Существующие на сегодняшний 
день методы сохранения репродуктивных клеток птиц 
(спермиев) позволяют восстанавливать исчезающие 
породы/популяции только за счет поглотительного скре
щивания. 

Относительно инновационная технология – трансплан
тация криоконсервированных клеток гонад неонатальных 
цыплят взрослым особямреципиентам для репродукции 
донорского потомства. Метод трансплантации может 
способствовать сохранению исчезающих видов птиц и 
поддержанию их генетической изменчивости (Benesova, 
Trefil, 2016). Криоконсервация ткани яичника является 
фактически единственным эффективным способом со
хранения in vitro женской зародышевой плазмы у птиц. 
Предложен метод витрификации тканей донорских яич
ников в пайете. Фрагменты ткани яичника от самок не
дельного возраста переносят на металлический стержень, 
затем витрифицируют в жидком азоте при использовании 
специальных сред. Данный метод позволяет хранить и 
транспортировать ткани яичника птиц. В опыте была по
казана успешная приживаемость трансплантата (Liu et al., 
2012). Кроме того, трансплантацию яичника можно при
менять для исследований в области генетики и биологии 
развития (Song, Silversides, 2007; Liptoi et al., 2013). По
скольку этот метод включает в себя значительное хирур
гическое вмешательство и подразумевает использование 
иммунодепрессантов, то в каждодневной реализации он 
представляется затратным и технологически сложным.

Сохранение эмбриональных клеток. Первичные за
родышевые клетки (PGC) кур могут быть выделены и 
культивированы in vitro. PGC являются ценным исход
ным материалом для клеточной генной инженерии, полу
чения зародышевой плазмы и генетического сохранения 
видов и популяций (Kino et al., 1997). Действительно, PGC 
птиц могут размножаться в культуре и быть законсерви
рованы без необратимого изменения их биологических 
свойств (van der Lavoir et al., 2006; Nandi et al., 2016; To 
nus et al., 2016). Для криоконсервации PGC птиц при
меняют два основных метода: медленное замораживание 
(SLF) и ультрабыстрое замораживание (Vitrif) (Tonus et 
al., 2017). Эти клетки могут быть использованы для вос
становления гонадных тканей с зародышевыми клетками 
донорской линии. Данная методика неприменима в на
стоящее время для сохранения всего эмбриона (Fulton, 
2006). Оба метода требуют дальнейших исследований, но 
можно уже сейчас определенно сказать, что сохранение 
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клеток in vitro в будущем обеспечит основу для разработ
ки практического банка генов и систематизированного 
геномного банка для птиц.

Генетика криоустойчивости  
репродуктивных клеток
Криоустойчивость семени является генетически обуслов
ленным признаком (Pleshanov et al., 2019), но механиз  
мы влияния криоконсервации на эпигенетическое состо
я ние клеток еще не полностью исследованы. Процесс за
мораживания–оттаивания сперматозоидов может влиять 
на повреждения в генах, например, связанных с рождае
мостью SNORD116/PWSAS и UBE3A (Valcarce et al., 2013).

При изучении изменений сперматозоидов кабана после 
криоконсервации были выявлены различия по 41 белку 
(Chen et al., 2014). В качестве маркерных белков, влия
ющих на устойчивость семени к замораживанию, были 
предложены SOD1, TPI1, ODF2 и AKAP3. У Gallus gallus 
domesticus для SOD1, TPI1 и ODF2 найдены геныонто
логи. Рассмотрим их подробнее. Белок, кодируемый ге
ном SOD1 (superoxide dismutase 1), связывает ионы меди 
и цинка и способствует разрушению супероксидных ра
дикалов в молекулярный кислород и перекись водорода 
(Bogle et al., 2017; Wu, 2019). Другой изозим этого белка 
находится в митохондриях, и функции его пока не изуче
ны. Фермент TPI1 (triosephosphate isomerase 1), который 
состоит из двух идентичных белков, катализирует изоме
ризацию глицеральдегидов 3фосфата (G3P) и дигидрок
сиацетонфосфата (DHAP) в гликолизе и глюконеогенезе 
(Chen et al., 2014).

Обнаружено, что белки HSP90 (heat shock protein 90) 
связаны с подвижностью сперматозоидов, количество 
их значительно уменьшается после замораживания–от
таивания (Huang et al., 2009).

Значительные белковые изменения в сперматозоидах 
человека до и после криоконсервации были выявлены 
Wang с коллегами (Wang et al., 2014). Белки митохондри
ального матрикса ACO2 (aconitase 2) и OXCT1 (3oxo acid 
CoAtransferase 1), нитевидный белок TEKT1 (tektin 1), 
который необходим для образования цилиарных и жгути
ковых микротрубочек, гликолитический фермент ENO1 
(enolase 1), белок промежуточных филаментов виментин 
и аминокислота тирозин связаны подвижностью сперма
тозоидов, жизнеспособностью и целостностью акросомы 
(Wang et al., 2014).

В результате замораживания–оттаивания было показано 
снижение количества антиоксидантных белков, таких как 
SOD1, PRDX6 (peroxiredoxin 6), TXNDC2 (thioredoxin do
main containing 2), GSTM3 (glutathione Stransferase mu 3), 
мембранных белков CYB5R2 (cytochrome b5 reductase 2), 
белков зоны пеллюцида ZPBP1 и ZPBP2 (zona pellucida 
binding protein), акросомальных белков ACRBP (acrosin 
binding protein) и SPACA3 (sperm acrosome associated 3). 
В то же время увеличивалось количество других белков, 
накопление которых наблюдается при стрессовом состоя
нии клетки: ANX1, ANX3 и ANX4 (annexin A); кластерин 
(CLU clusterin), импортин1b (KPNB1) karyopherin subunit 
beta 1, HIST1H4A (histone cluster 1 H4 family member a), 
TUBA1A (tubulin alpha 1a) и SPAG17 (sperm associated 
antigen 17) (Bogle et al., 2017).

Изучение влияния криоконсервации на сперматозоиды 
Gallus gallus domesticus показало увеличение на 36 белков 
и сокращение на 19 белков после оттаивания. Эти белки 
были связаны с метаболизмом сперматозоидов (Cheng et 
al., 2015). Такие белки, как ACRBP, FN1 (fibronectin 1), 
HSP90AA1 (heat shock protein 90) и VDAC2 (voltage depen
dent anion channel 2), служат биомаркерами, предсказыва
ющими устойчивость спермы хряков к криоконсервации 
(Vilagran et al., 2015, 2016).

Во время оплодотворения сперматозоиды доставляют 
отцовскую мРНК в яйцеклетку и, таким образом, играют 
важную роль в начале развития эмбриона. В процессе за
мораживания транскрипты и взаимодействие мРНКбелок 
в сперматозоидах могут быть потеряны, что может влиять 
на развитие эмбриона (Valcarce et al., 2013). Ранее были 
выявлены корреляции между мРНК спермы и развитием 
эмбриона на ранних стадиях у человека и некоторых жи
вотных (Hezavehei et al., 2018). Исследования Valcarce et 
al. (2013) показали уменьшение экспрессии генов PRM1, 
PRM2, PEG1/MEST и ADD1, связанных с фертильностью 
спермы человека после криоконсервации. В ряде иссле
дований наблюдали изменение транскриптов некоторых 
белков и микроРНК. Предпринимаются попытки объяс
нить некоторые эпигенетические модификации, которые 
могут возникнуть в сперматозоиде во время процесса 
замораживания (Hezavehei et al., 2018).

Криоконсервация семени – очень важный метод вспо
могательной репродукции, но сам процесс заморажива
ния–оттаивания вреден, поскольку приводит к снижению 
подвижности и жизнеспособности сперматозоидов, к пре
ждевременной капацитации и, как следствие, к снижению 
эффективности искусственного оплодотворения. Поэтому 
добавление некоторых белков нормализует процесс кон
денсирования и ускоряет процесс оплодотворения in vitro. 
Использование, например, TrxAFNIIx4His6 является 
многообещающим биотехнологическим подходом для 
криоконсервации сперматозоидов барана и поддержания 
жизнеспособности сперматозоидов (Ledesma et al., 2019).

Кроме сохранения генетического материала в спермо
банке, возможно создание криобанка эмбрионов. У круп
ного рогатого скота оценивали влияние ресвератрола на 
эмбрионы после криоконсервации. Изучено его влияние 
на сохранность функций митохондрий, целостность ДНК, 
экспрессию SIRT1 (sirtuin 1) и способность эмбрионов к 
развитию. Выживаемость эмбрионов значительно улуч
шалась, когда после оттаивания их инкубировали в сре
де, содержащей 0.5 мкМ ресвератрола. Кроме того, экс
прессия SIRT1 и содержание бесклеточной мтДНК в 
среде были выше в случае эмбрионов, обработанных рес
вератролом. Следует отметить, что медленное заморажи
вание влияет на целостность и функцию митохондрий 
в бластоцистах (Hayashi et al., 2019). Важно улучшить 
условия созревания in vitro (IVM) для незрелых ооцитов 
после криоконсервации, особенно если ограниченное 
количество ооцитов собрано у конкретных доноров. Си
стемы культивации со свежими ооцитами значительно 
ускоряют мейотическое развитие витрифицированных 
ооцитов и существенно увеличивают скорость образова
ния бластоцист после партеногенетической активации и 
переноса ядер соматических клеток (Jia et al., 2019).
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Понимание молекулярногенетических механизмов, 
об условливающих эпигенетические процессы, которые 
происходят в репродуктивных клетках при заморажива
нии–оттаивании, позволит повысить результативность 
используемых технологий по сохранению видов/пород/
популяций редких и исчезающих животных и птиц.

Лиофилизация
Сохранение спермы путем лиофилизации является инно
вационным методом. Преимущества лиофилизированных 
сперматозоидов состоят в том, что они могут храниться 
при температуре 4 °С в течение длительного времени, а 
также храниться и транспортироваться при комнатной 
температуре без использования жидкого азота или сухого 
льда в качестве охлаждающих агентов.

Ожидается, что именно лиофилизация спермы, а не 
криоконсервация, может стать новым простым методом 
сохранения генетических ресурсов и использоваться в 
том числе для получения трансгенных животных (Kaneko, 
2012). Состояние исследований в области сублимацион
ной сушки семени диких и домашних животных свиде
тельствует о возрастающем интересе к этому способу 
со хранения генетических ресурсов. Методы лиофилиза
ции применительно к микроорганизмам и растительным 
клеткам разработаны и успешно применяются. Интерес к 
лиофилизации репродуктивных клеток как возможности 
более дешевого способа сохранения и транспортировки 
(в том числе в космос) генетического материала диких и 
домашних животных, по сравнению с криоконсерваци
ей, в мире стремительно растет; исследования ведутся 
в Японии, Израиле, Египте, Испании, Франции. Методы 
лиофильной сушки разрабатываются с учетом видовой 
принадлежности. Достигнуты положительные результа
ты на мышах, крысах, хомяках, крупном рогатом скоте, 
баранах, кроликах, шимпанзе, жирафах, ягуарах и др., 
но говорить о решении проблемы пока преждевременно, 
поскольку функциональные характеристики сперматозои
дов сохраняются не в полном объеме (Hopshi et al., 1994; 
Foote, 2002; Liu et al., 2004; Kawase et al., 2005; Li et al., 
2009; Gil et al., 2014; Kaneko et al., 2014; Shahba et al., 2016; 
Wakayama et al., 2017; Arav et al., 2018). Основные труд
ности связаны с повреждениями двигательного аппарата 
сперматозоидов, мембран и ДНК. Что касается птиц, в 
том числе сельскохозяйственных, то исследования по 
лио фильной сушке их семени не проводились, во всяком 
случае не опубликованы.

Проблемы криоконсервации
Криоконсервация запускает не только процессы повреж
дения на механическом уровне повреждений мембран, 
но и химикофизические процессы денатурации белков и 
липидов бислоев мембран, что приводит к сублетальному 
замерзанию и запуску процессов криокапацитации, об
разования активных форм кислорода и изменения белков 
сперматозоидов, липидов и сахаров (Pini et al., 2018).

Общеизвестно, что устойчивость к холодовому шоку и 
криоустойчивость сперматозоидов различных видов сель
скохозяйственных животных, в том числе сельскохозяй
ственных птиц, сильно разнятся. Криоконсервированное 
семя любого вида животных имеет пониженную фертиль

ность по сравнению со свежей спермой. Причины потери 
фертильности различны: восприимчивость к холодовому 
шоку, скорость охлаждения, состав разбавителя и осмо
тический стресс. Существуют также факторы, влияющие 
на функциональное состояние замороженооттаянных 
сперматозоидов: стабильность мембран, окислительные 
повреждения, целостность мембранного рецептора, струк
тура ядра (Watson, 2000; Иолчиев и др., 2018). В процессе 
криоконсервации и деконсервации сперматозоиды могут 
получать как необратимые повреждения, выражающие  
ся в отсутствии подвижности и различных морфологи
ческих нарушениях, так и обратимые, связанные в основ
ном с временным нарушением структуры и проницаемо
сти мембран.

Есть мнение, что высокое содержание внутриклеточно
го протеина вместе с осмотической «усадкой» мембраны 
сперматозоида, вызванной образованием внеклеточного 
льда, приводит к внутриклеточной витрификации спер
матозоидов во время охлаждения. При высоких скоростях 
охлаждения повреждение сперматозоидов является ре
зультатом осмотического дисбаланса, возникающего во 
время оттаивания, а не внутриклеточного образования 
льда во время замораживания. Осмотический дисбаланс 
возникает при высоких скоростях охлаждения изза огра
ниченной диффузии кристаллизации льда во внеклеточ
ной жидкости, т. е. количество льда, образующегося во 
время охлаждения, меньше, чем ожидалось от диаграммы 
фазового равновесия (Morris et al., 2012).

В криоустойчивости семени петухов существует значи
тельная межпородная изменчивость, оцененная по пока
зателю активности деконсервированных сперматозоидов; 
коэффициент вариации (Cv) может достигать 23–25 % 
(Pleshanov et al., 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018a). 
В исследованиях показана большая индивидуальная из
менчивость активности спермы петухов в цикле замора
живания–оттаивания (Плешанов и др., 2017; Pleshanov, 
Stanishevskaya, 2018; Stanishevskaya, Pleshanov, 2018a, b). 
Коэффициент вариации (Cv) активности нативной спермы 
составил 6.1 %, а деконсервированной – 19.5 %, что сви
детельствует о широкой норме реакции сперматозоидов 
на влияние низких температур. 

Общепринятыми параметрами отбора эякулятов для 
целей криоконсервации являются: объем эякулята, кон
центрация и подвижность сперматозоидов. Эти критерии 
не дают полного прогноза степени криотолерантности 
ре продуктивных клеток, которая во многом обусловлена 
состоянием мембран (именно мембраны в первую очередь 
повреждаются в процессе замораживания–оттаивания).

Одним из способов оценки степени криоповреждения 
клеточных мембран спермиев является метод окрашива
ния с помощью красителя Sperm VitalStain (Nidacon Inter
national AB, Швеция), который позволяет оценить крио
повреждения за счет изменения окраски поврежденных 
клеток (Pleshnov, Stanishevskaya, 2018). Изучаются такие 
липидные фракции мембран, как гликолипиды, фосфоли
пиды, стерины; холестерин и соотношение холестерин/
фосфолипиды и др., влияющие на состояние клеточных 
мембран, их проницаемость, микровязкость, текучесть и 
молекулярную подвижность липидов в мембране, на про
цесс капацитации, взаимодействие мембран яйцеклетки 
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и сперматозоида и на результат оплодотворения (Blesbois 
et al., 2005; Ahmed et al., 2014; Eubaid et al., 2015; Partyka 
et al., 2016; Плешанов и др., 2017).

В последних исследованиях в области криоустойчиво
сти сперматозоидов было установлено влияние амино
кислотного профиля семенной плазмы у разных пород 
кур на фрагментацию ДНК (SantiagoMoreno et al., 2019) 
и связь состава внутриклеточного протеина спермато
зоида с показателями осмотического дисбаланса после 
размораживания (Morris et al., 2012). Результаты этих 
исследований раскрывают новые аспекты криобиологии 
сперматозоидов, что является предпосылкой к разработке 
новых технологий сохранения сперматозоидов, включая 
витрификацию и лиофилизацию.

Проблемы ранней эмбриональной смертности. Об
щеизвестно, что при использовании замороженооттаян
ных сперматозоидов снижается не только показатель их 
фертильности, но и жизнеспособность эмбрионов. Смерт
ность эмбрионов на ранних стадиях развития может до
стигать 8–17 % (Stanishevskaya, Pleshanov, 2018c). Данная 
область недостаточно изучена, так как технически труд 
но исследовать причины замершего развития, поскольку 
при знаки ранней эмбриональной смерти не определяе
мы. Ве роятно, одной из основных причин ранней эмбрио
нальной смертности является повреждение ДНК, вызвав
шее функциональные повреждения ядерных структур 
сперматозоида (Watson, 2000; Liptói, Hidas, 2006). Кроме 
того, не следует исключать влияния используемых при 
замораживании сперматозоидов токсичных криопротек
торов эндо/экзоцеллюлярного действия и их концентра
ции, которые также могут быть причиной гибели эмбрио
на на ранней стадии развития (Mosca et al., 2019).

Таким образом, генетическое разнообразие сохраня
емого материала снижается на различных стадиях пост
сингамии по причине выбытия особи с пониженной 
крио резистентностью репродуктивных клеток.

Криопротекторы. Необходимым условием успеш
ной криоконсервации репродуктивных клеток является 
использование криопротекторов. Криопротекторы эн
доцеллюлярного действия проникают в клетки и преду
преждают образование внутриклеточного льда, но при 
высоких концентрациях могут оказывать повреждающее 
действие. Экзоцеллюлярные криопротекторы действуют 
вне сперматозоидов во внеклеточном пространстве и 
защищают клетки, обезвоживая внутриклеточное про
странство и ограничивая действие осмотического шока 
во время оттаивания.

Глицерин, один из самых известных криопротекторов, 
наиболее эффективен и наименее токсичен для спермато
зоидов петухов. К сожалению, он оказывает контрацеп
тивное действие после осеменения кур и требует удале
ния перед осеменением. Наиболее широко используемые 
проникающие криопротекторы – диметилсульфоксид, 
диметилацетамид, диметилформамид и этиленгликоль. 
Образцы семени можно разморозить без дальнейшей об
работки, и с этими веществами были получены высокие 
уровни фертильности в зависимости от скорости охлаж
дения и типа упаковки семени (SantiagoMoreno et al., 
2011). Непроникающие криопротекторы, известные так  
же как осмопротекторы, представляют собой низкомоле

кулярные гидрофильные нетоксичные молекулы, которые 
помогают стабилизировать внутренние растворенные ве
щества при осмотическом стрессе в клетках. Эти криопро
текторы часто используют в сочетании с проникающи
ми (Bene sova, Trefil, 2016; Mosca et al., 2016; Svoradová et  
al., 2017).

Последние исследования в области разработок крио
протекторов принципиально иного действия основаны 
на антифризных гликопротеинах (АФГП) и антифриз
ных протеинах (АФП), обнаруженных в крови и тканях 
пой килотермических организмов, живущих в морозных 
сре дах (насекомые, морские рыбы). Полученные вещества 
ингибируют рост ледяных кристаллов неколлигативным 
образом. Использование АФП открывает перспективное 
направление для криоконсервации живых тканей и кле
ток. Сообщалось об эффективности некоторых АФП или 
АФГП рыб против гипотермического повреждения при 
сохранении ооцитов свиней и крупного рогатого скота, 
цельной печени крысы и модельных мембран. Для со
хранения спермы были предприняты попытки разрабо
тать методы криоконсервации с добавлением АФП рыб 
у разных видов с различной эффективностью. Недавно 
обнаружено, что АФП и АФГП морских рыб улучшают 
результаты криоконсервации сперматозоидов буйволов 
(Qadeer et al., 2016).

Проводятся исследования по использованию реком
бинантных АФП на основе АФП личинок Dendroides 
canadensis (DAFP) для криоконсервации. Добавление 
DAFP в разбавитель защищает семя быка буйвола (Bu
ba lus bubalis) на стадиях замораживания–оттаивания и 
повышает фертильность криоконсервированного семе ни 
(Qadeer et al., 2016).

Криобанки и их вклад  
в сохранение генетических ресурсов
Коллекции генетических банков имеют неоценимое зна
чение для предотвращения исчезновения пород изза экс
тремального генетического состояния, такого как малая 
численность породы/популяции, высокая частота встреча
емости генетических дефектов в результате интенсивной 
селекции и генетического дрейфа. Хранящийся материал 
от животных, не несущих нежелательных и летальных 
мутаций, может быть использован для снижения частоты 
дефектов до приемлемого уровня.

Биобанки служат готовым источником генетически 
раз нообразной и специализированной ДНК. Сохраняемые 
материалы используются для исследований генетического 
разнообразия, изучения геномных ассоциаций, функций 
генов и др. Важно, что со временем генетические банки 
могут предоставлять образцы от разных поколений, тем 
самым способствуя повышению точности геномной се
лекции. Это последнее преимущество будет легче реали
зовать, если каталогизировать информацию с учетом фе
нотипа и генотипа и провести геномную паспортизацию 
закладываемых образцов (Wildt, 2000; Comizzoli, 2015).

Проблемой сохранения генетического разнообразия 
in vitro, в том числе сельскохозяйственных птиц, зани
маются во многих странах мира. Одним из преимуществ 
сохранения генетического разнообразия in vitro в крио
банках является экономическая составляющая (Woelders, 
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2006; SantiagoMoreno et al., 2011; Silversides et al., 2013; 
FAO, 2015).

В последнее время развивается новый подход к взаи
модействию между организациями, сохраняющими ге
нофонд ex situ in vivo и ex situ in vitro. Деятельность ге
не тического банка заключается не только в получении и 
сохранении резервного биологического материала, но и 
в активном сотрудничестве с коллекциями в живом раз
ведении для расширения генетического разнообразия при 
сохранении ex situ in vivo.

Генетические банки по сохранению сельскохозяйст
венных птиц могли бы принять во внимание опыт Ев ро
пейского союза, Европейской ассоциации животновод
ства (EAAP) и FAO, которыми созданы европейские и 
международные консультативные форумы для обсуждения 
и принятия конкретных мер по сохранению генетических 
ресурсов во всем мире. Однако претворение этой идеи в 
жизнь – сложный процесс, требующий междисциплинар
ного сотрудничества и разработки четко определенных 
целей (Mara et al., 2013).

Законодательством Российской Федерации преду смот
рена нормативноправовая база (Стратегия) для сохра
нения редких и находящихся под угрозой исчезнове
ния видов животных, растений и грибов (Распоряжение  
Правительства РФ от 17.02.2014 № 212р), предполагаю
щая сохранение в том числе in vitro. Что касается про
блемы сохранения генетического разнообразия сельско
хозяйственных животных и птиц, то Федеральный закон 
«О племенном животноводстве» от 03.08.1995 № 123ФЗ 
не предусматривает регулирование этой формы. Необхо
димы разработка и принятие закона и подзаконных актов, 
определяющих правовой статус генетических криобанков 
в общей системе сохранения генетических ресурсов.
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Полногеномные ассоциативные исследования 
распространения пороков развития и других селекционно 
значимых качественных признаков у потомства хряков 
крупной белой породы российской селекции
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Аннотация. Выявление областей генома, прямо или опосредованно связанных с признаками пороков раз-
вития у домашних свиней, может способствовать идентификации генетических мишеней, используемых в ка-
честве биомаркеров индивидуальных особенностей формирования экстерьера, их метаболического статуса, 
а также подверженности генетическим заболеваниям. Такие исследования напрямую связаны с повышением 
экономической эффективности, поскольку позволяют выявлять и исключать из селекционного процесса жи-
вотных-носителей нежелательных генов, фенотип которых может не проявляться. В данной работе проведен 
поиск подобных целевых генов и геномных регионов с помощью полногеномных ассоциативных исследований 
(GWAS) с использованием ДНК-чипов PorcineSNP60K BeadChips (Illumina, San Diego, USA). Проанализировано 
48 хряков свиней крупной белой породы селекционно-гибридного центра «Знаменский» Орловской области 
по 21 недостатку экстерьера и дефектам развития у 39 153 их потомков. Расчеты производили по линейной мо-
дели смешанного типа в программном пакете GEMMA. Из изначального сета в 61 000 SNP были отобраны 36 704 
полиморфных SNP, в которых найдены 24 полиморфизма, входящих в 11 генов (P < 0.1), статистически значимо 
коррелирующих с признаками аномалий развития в геноме свиней, такими как атрезия анального отверстия 
(ARMC7, FANCC, RND3, ENSSSCG00000017216), проблемы с конечностями (PAWR, NTM, OPCML, ENSSSCG00000040250, 
ENSSSCG00000017018) и тремор поросят (RIC3, ENSSSCG00000032665). Также была выявлена коэкспрессия генов 
NTM, OPCML и RND3, участвующих в регуляции клеточной адгезии. Проведенная работа подтвердила актуаль-
ность применения подобного подхода в полногеномно-ассоциативных исследованиях для детектирования 
единичных SNP, связанных с отдельными признаками, даже для небольших выборок.
Ключевые слова: маркер-зависимая селекция; количественные признаки; SNP-чипы; полногеномные ассоциа-
тивные исследования; пороки развития свиней.
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Abstract. Identifying genome regions that are directly or indirectly associated with developmental defects and mal-
formations in domesticated pigs can help identify genomic traits used as biomarkers of the structural and functional 
composition of the body, their metabolic status and genetic diseases as well. Such studies are directly related to the 
improvement of the economic efficiency, as they allow identification and exclusion of defect animals, who may carry 
target genes not appearing phenotypically, from the breeding process. In the current work, we have searched for these 
kind of target genes and genome regions with conducting the genome-wide association studies using PorcineSNP60K 
BeadChips (Illumina, San Diego, USA). A total of 48 boars of a large white breed of the nucleus farm “Znamenskoe” were 
analyzed for 21 traits of indicated shortcomings of the exterior and defects of development in 39,153 their offspring. 
Calculations were made using a mixed type linear model in package GEMMA. In this study, we selected only 36,704 
polymorphic SNPs from an initial 61,000-strong SNP set. After GWAS, we obtained 24 alleles in 11 corresponding genes 
(P < 0.1) in the genome of pigs, which are significantly correlated with traits of developmental abnormalities such as 
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anal atresia (ARMC7, FANCC, RND3, ENSSSCG00000017216), limb problems (PAWR, NTM, OPCML, ENSSSCG00000040250, 
ENSSSCG00000017018) and tremor of piglets (RIC3, ENSSSCG00000032665). Also, co-expression of the NTM, OPCML and 
RND3 genes was revealed. This study confirms the relevance of using the single SNP detection according to the single 
trait approach in associative studies, even for small sample numbers.
Key words: marker assign selection; quantitative trait loci; SNP-chips; genome-wide association studies; mal for- 
mations.
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Введение
В свиноводстве болезни приводят к большим экономи-
ческим потерям не только из-за затрат на медикаментоз-
ное лечение, но и вследствие снижения продуктивных 
показателей больных животных. На данный момент у 
до машних свиней насчитывается более 130 болезней 
как наследственной, так и инфекционной этимологии 
(https:// thepigsite.com/disease-guide). Расширение знаний 
о причинах болезней позволит нивелировать их влияние 
на ор ганизм благодаря более совершенным программам 
раз ведения (Boddicker et al., 2012). Отклонения от нор-
мального развития могут затрагивать различные органы 
и системы, ухудшая физическое состояние животного или 
даже приводя к смерти. Анатомические аномалии или 
дефекты, вызванные генетическими или экологическими 
факторами, встречаются по крайней мере у 1 % новорож-
денных поросят. В отдельных стадах такие аномалии мо-
гут встречаться с достаточно высокой частотой, приводя 
к значительным экономическим потерям (See et al., 2006).

Одна из стратегий снижения экономических потерь, 
обусловленных наследственными болезнями, – это выяв-
ление и исключение из разведения животных, генетически 
чувствительных к таким заболеваниям. Например, уже с 
начала 1990-х гг. селекционеры используют технологию 
маркерной селекции для выявления нежелательных ал-
лелей гена HAL, вызывающего синдром стресса свиней, 
и гена RN, обусловливающего дефект «кислого мяса» 
(Sa las, Mingala, 2017). Дополнение индексов племенной 
ценности (EBV) информацией, полученной на основа-
нии анализа непосредственно генотипа животного, дела-
ет возможным создание нового типа индекса – GEBV (ge-
netic evaluation breeding value), характеризующегося более 
высокой точностью. Таким образом, дополнение тради-
ционных методов оценки молекулярно-генетическими 
данными стало шагом вперед в направлении повышения 
интенсивности искусственного отбора (Племяшов, 2014). 
Выявление молекулярных маркеров, ответственных за 
желательные фенотипические эффекты, облегчает селек-
ционный процесс и ускоряет получение прибыли в про-
изводстве (Ernst, Steibel, 2013). Исследования ассоциаций 
ДНК-маркеров в свиноводстве привлекают внимание уче-
ных как в нашей стране (Долматова, Сковородин, 2010), 
так и за рубежом (Bruun et al., 2006; Ciobanu et al., 2011). 
Понимание генетических механизмов, ответственных за 
конкретные генетические аномалии, поможет производи-
телям племенной продукции в разработке методов отбора, 
поскольку разные типы маркеров в геноме отвечают за 
разные фенотипические признаки. Так, с помощью MAS 

(маркер-зависимая селекция) можно проводить не только 
выбраковку, но и целевой отбор животных, устойчивых 
к заболеваниям. К примеру, отбор индивидуумов с от-
сутствием рецепторов адгезии E. coli на поверхности 
кишечника (K88) позволяет получить от них потомство, 
устойчивое к колибактериозу (Nyachoti et al., 2012). Рас-
крытие механизмов появления генетических аномалий 
поможет производителям в разработке методик отбора 
животных с «желательными» генотипами.

Современные методы полногеномных исследований 
(детекция SNP, полногеномное секвенирование) находят 
применение в выявлении генетических факторов и, как 
следствие, в понимании биологических процессов, ле-
жащих в основе развития экстерьера у свиней. С учетом 
возможного сцепленного наследования и коэкспрессии 
соседних генов, детекции отдельных SNP может быть 
недостаточно для детального изучения комплексных 
признаков заболеваний или резистентности к ним. Вклю-
чение в селекционные программы ДНК-маркеров QTL в 
качестве дополнительного критерия позволяет повысить 
точность оценки племенной ценности животных в аспекте 
их продуктивности, с учетом потенциального носитель-
ства генетических дефектов или наличия резистентности 
к ряду заболеваний (Sermyagin et al., 2016, 2018).

Материалы и методы
Исследования проводили на хряках крупной белой по-
роды и их потомках, разводимых в ООО «Знаменский 
селекционно-гибридный центр» Орловской области. Было 
произведено полногеномное генотипирование хряков 
(n = 48) с использованием ДНК-чипа средней плотности 
Porcine SNP60BeadChip (Illumina Inc., США). Контроль 
качества геномных данных выполняли в программном 
пакете Plink 1.9. Использовались параметры качества ге-
нотипирования 90 % для одного SNP (geno 0.1), для одного 
образца (mind 0.1), а также для частот минорных аллелей 
не более 0.5 % (maf 0.05) (Purcell et al., 2007). Всего филь-
трацию прошли 36 704 полиморфных SNP.

База фенотипов потомков хряков была получена из 
ООО «Знаменский селекционно-гибридный центр». База 
данных содержала 31 нежелательный показатель для каж-
дого животного. У потомков хряков (n = 39 153) рассчиты-
вали частоту встречаемости изучаемых признаков путем 
деле ния числа носителей фенотипического показателя на 
общее число потомков. Для проверки гипотезы о нормаль-
ном распределении использовали критерий со гласия 
Пирсона (χ2 для уровня значимости 0.05) с последую щей 
нормализацией данных в пакете bestNormalize для язы ка R 
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(Peterson, 2017). В итоге мы получили 21 нормализиро-
ванный показатель, характеризующий пороки экстерьера 
и другие нежелательные качественные показатели: крип-
торхизм (CR), недоношенность (AF), атрезия ануса (AA), 
черные и серые пятна на шкуре (BD, GD), недовес при 
рождении (LW), несоответствие породе (WB), общий вес 
при рождении (CW), проблемы с пищеварением (DP), 
гермафродитизм (HM), наличие пупочной и паховой грыж 
(CH, UH), низкий материнский индекс (LSI), пониженное 
либидо у хряков (LL), несовершенный эпителиогенез (SL), 
низкая интенсивность роста (SG), некачественное семя 
у хряков-производителей (LSQ), синдром спастического 
тре мора поросят (TP), уродства (UP), искривление конеч-
ностей (CL) и аномалии копыт (HA).

Полногеномный анализ ассоциаций (GWAS) выполняли 
в программном пакете GEMMA, используя линейную 
модель смешанного типа для частот встречаемости:

y = Wα + xβ + u + ϵ;  
u ∼ MVNn(0, λτ−1 K), ϵ ∼ MVNn(0, τ−1 In),

где y – ковариантный признак (наличие/отсутствие забо-
левания или другого изучаемого качественного признака 
в виде бинарных значений 0 или 1); W = (w1, … , wc ) – 
матрица коварианс (фиксированные эффекты), α – пере-
хватывающий коэффициент, x – маркерные генотипы; 
β – эффект маркера, u – случайные эффекты; ϵ – ошибки; 
τ−1 – дисперсия остаточных ошибок; λ – отношение между 
двумя компонентами дисперсии; K – матрица родства, 
соотнесенная с идентификационной матрицей In; MVNn – 
многомерное нормальное распределение.

Матрица родства рассчитывалась по формуле (в данном 
случае X – матрица n × P генотипов)

Gc = 1p 
p
Ʃ

i = 1
(xi – 1n xi) (xi – 1n xi)T,

Gc = 1p 
p
Ʃ

i = 1
 1vxi

 (xi – 1n xi) (xi – 1n xi)T,

где xi – каждая i-я колонка с генотипами каждого i-го 
SNP;  xi – среднее для образца; vxi – варианса для каждого 
образца i-го SNP; 1n – вектор для каждого (n × 1) первого  
образца.

В частности, SNP с меньшей малой частотой аллелей 
имеют тенденцию оказывать больший эффект (который 
обратно пропорционален его вариации в генотипе), и в 
подобном случае выбирается первая модель матрицы 
(Zhou, Stephens, 2012). Проверка альтернативной гипотезы 
H1: β ≠ 0 и H0: β = 0 для каждого SNP, в свою очередь, 
проводилась по трем наиболее распространенным ста-
тистическим тестам (Wald, likelihood ratio test или score). 
В данной работе пакетом GEMMA была автоматически 
получена оценка максимального правдоподобия пара-
метров λ и β (Maximum Likelihood Estimate) для дальней-
шего вычисления соответствующего значения P (Zhou, 
Ste phens, 2012). Фильтрация дисперсионных компонент λ 
была проведена с пороговым значением P < 1e–10. Для 
подтверждения достоверного влияния SNP и определе-
ния значимых регионов в геноме животных были приме-
нены тесты Бонферрони (BFR) с пороговым значением  
P ≤ 0.1 (P < 2.86 × 10–6) и ожидаемой долей ложных откло-
нений B. Efron по количеству SNP отдельно для каждого 

признака (Benjamini, Hochberg, 1995). При вычислении 
скорректированных индексов Q использовался список 
P-значений, полученных в результате одновременного 
тестирования многих гипотез (Wald, likelihood ratio или 
Score) (Benjamini, Hochberg, 1995). Q-значения измеряли 
долей ложно-позитивных индексов P в случае прохожде-
ния порогового интервала (Storey et al., 2017). В данном 
исследовании основным критерием был установлен по-
роговый интервал P < 0.1. 

Для поиска генов, ассоциированных с изучаемыми 
признаками, использовали данные VEP (variant effect pre-
dictor) (McLaren et al., 2016). Для визуализации значений 
P и геномного контроля λ были построены Manhatten и 
QQ графики в пакете qqman с помощью языка програм-
мирования R (Storey et al., 2017; Turner, 2017). Идентифи-
кацию генов и их функциональную аннотацию осущест-
вляли по базе взаимосвязей STRING (https://string-db.
org/cgi/input.pl). Матрицы гаплотипов были построены 
посредством программного пакета Haploview (Barrett et 
al., 2005).

Результаты
По результатам исследования были установлены зна-
чимые (согласно критериям BFR, с пороговым значени-
ем P < 0.1) ассоциативные связи для трех из 21 проана-
лизированного качественного показателя хряков-произ-
водителей: атрезия ануса, AA; синдром спастического 
тре мора поросят, TP; аномалии копыт, HA. Пять SNP 
с высокими значениями достоверности обнаружены 
для признака AA (P = 1.16e–06…3.68e–09), пять – для 
TP (P = 1.721e–06…1.24e–08) и четырнадцать – для HA 
(P = 1.766e–06…1.737e–09) (см. таблицу).

Для AA и TP (λ ~ 1) уровень инфляции статистики был 
на номинальном уровне, а для всех признаков коэффи-
циент геномного контроля был близок к единице, как 
показано на графиках квантиль–квантиль (QQ-график, 
рис. 1). Однако у HA выявлено наличие близкорасполо-
женных SNP, входящих в одинаковые группы генов со 
значительными превышениями P порога (ASGA0104521, 
P = 1.737e–09). Значимые нуклеотидные полиморфиз-
мы были локализованы внутри отдельных генов. В ходе 
расчета LD между SNP с самыми высокими значения-
ми P были отобраны полиморфизмы со значениями r2, 
наиболее близкими к 1 по отношению к ALGA0053356  
(P = 3.115e–07, Pos 9:64845247). В результате в один 
блок с ним вошли ALGA0053410, MARC0024097, 
MARC0051180, DRGA0009397, что подтверждает ожи-
даемое функциональное родство отобранных SNP и ге-
нов, их включающих (рис. 2).

Анализ SNP, статистически значимо связанных с по-
роками развития поросят крупной белой породы, выявил 
несколько генов, имеющих отношение к различным 
биологическим процессам. Так, гены ARMC7, FANCC 
участвуют в репарации ДНК и клеточном цикле. FANCC 
принимает участие в передаче анемии Фанкони, RND3 
выступает как регулятор цитоскелетных структур клетки, 
препятствующих адгезии. UBAP2 функционирует в про-
цессе убиквитинирования и может проявлять повышен-
ную экспрессию в надпочечниках и лимфатических узлах. 
Ген PAWR является опухолевым супрессором, который 
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селективно индуцирует апоптоз в раковых клетках через 
внутриклеточные и внеклеточные механизмы. RIC3 вли-
яет на свертывание и сборку рецепторных субъединиц в 
эндоплазматическом ретикулуме и адгезию на поверх-
ности клетки. 

Гены NTM и OPCML экспрессируются совместно 
и находятся на соседних участках 9-й хромосомы:  
58700168–58967505 и 59037716–59271936 п. н. соответ-
ственно (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100519556, www.ncbi.
nlm.nih.gov/gene/100738337) (рис. 3). NTM способствует 
росту и адгезии на поверхности нейронов и тесно связан 
с родственным членом семейства, опиоидным связыва-
ющим белком-активатором клеточной адгезии OPCML.

Заключение
Полученные нами данные могут быть использованы при 
разработке селекционных программ, направленных на 
элиминацию пороков развития и других нежелательных 

количественных и качественных признаков свиней, в том 
числе являющихся сложными признаками. Увеличение 
степени разрешения сканирования от 100 000 SNP и выше, 
а также увеличение размера выборки от нескольких со-
тен животных и более сделает возможным выявление 
значительно большего количества SNP-кандидатов с 
высоким уровнем достоверности (P < 0.01), а также 
уменьшение «генетического шума» (false positive compo-
nents). В итоге такой метод детекции позволит не только 
выяв лять животных-носителей генов-кандидатов нежела-
тельных признаков, но и создать дешевые тест-системы 
для их идентификации. Хряков-производителей, имею-
щих подобные генетические особенности, необходимо 
оценивать с помощью комплексных моделей расчета 
племенной ценности с учетом выявленных маркеров  
(GEBV) и выбраковывать в случае крайне низких по-
казателей продуктивности, а их потомство исключать из 
воспроизводства.

Достоверные ассоциации единичных нуклеотидных полиморфизмов (SNP),  
сопряженных с оцениваемыми признаками у поросят, и их локализация в геноме Sus scrofa

Признак SNP RS Ch Pos P А а β AF Gene

AA

ALGA0051997 rs81407818 9 27603177 2.666e–06 A C 2.001394e–03 0.056 –

ASGA0106167 rs81306460 10 31302650 1.158e–06 A G 2.081251e–03 0.056 FANCC

MARC0082230 rs81265837 12 6136945 1.419e–07 G A 2.193750e–03 0.056 ARMC7

ASGA0052617 rs81435284 12 6229056 1.419e–07 G A 2.193750e–03 0.056 ENSSSCG00000017216

ASGA0068580 rs80936660 15 1015164 3.681e–09 G A 2.383802e–03 0.056 RND3

TP

H3GA0025901 rs81415828 9 1626616 1.24e–08 A G 6.081343e–03 0.056 ENSSSCG00000032665

ASGA0099429 – 9 4656663 1.24e–08 C A 6.081343e–03 0.056 –

ASGA0040658 rs81413027 9 1417890 3.107e–07 G A 4.690571e–03 0.083 –

MARC0013008 rs81275805 9 1438136 1.721e–06 G A 3.828089e–03 0.097 RIC3

ASGA0054790 rs81435622 12 45034446 9.638e–07 G A 3.975254e–03 0.083 –

HA

ASGA0104521 rs81304512 2 141925578 1.737e–09 C A 2.346000e–03 0.056 ENSSSCG00000040250

ALGA0014069 rs81360100 2 85105474 1.755e–06 G A 1.872074e–03 0.083 PAWR

ASGA0027165 rs81386880 5 106682107 1.266e–07 A G 2.036564e–03 0.069 –

ASGA0090791 rs81309195 6 34358134 1.953e–06 A G 1.764154e–03 0.1 –

ALGA0053356 rs81412069 9 64845247 3.115e–07 A C 2.010894e–03 0.083 NTM

ALGA0053410 rs81412202 9 65286501 3.115e–07 A C 2.010894e–03 0.083 NTM

MARC0024097 rs81292427 9 65379314 3.115e–07 A G 2.010894e–03 0.083 OPCML

MARC0051180 rs81242341 9 65591835 3.115e–07 A C 2.010894e–03 0.083 OPCML

DRGA0009397 rs81294295 9 65650293 3.115e–07 A G 2.010894e–03 0.083 –

M1GA0012732 rs81415754 9 12012638 1.766e–06 A C 1.807143e–03 0.083 –

ALGA0053344 rs81412038 9 64410416 2.514e–06 G А 1.799440e–03 0.1 ENSSSCG00000017018

MARC0041414 rs81235185 16 60218765 1.766e–06 G A 1.807143e–03 0.083 ENSSSCG00000017018

MARC0112574 rs81283873 16 60220801 1.766e–06 G A 1.807143e–03 0.083 –

H3GA0055670 – 17 52247420 1.766e–06 G A 1.807143e–03 0.083 –

Примечание. SNP – однонуклеотидный полиморфизм; RS – обозначение SNP в базе NIH dbSNP; Ch – хромосома; Pos – позиция; P – достоверность; 
A – эффекторный аллель; а – референсный аллель; β – эффект аллеля; AF – частота эффекторного аллеля; Gene – наименование гена, включающего в себя 
исследуемый SNP. Прочерк – отсутствие значения.
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Рис.  1.  График Manhatten plot, иллюстрирующий GWAS (левая колонка) и соответствующие вероятности распределения достоверностей  P 
(правая колонка) в исследованных популяциях свиней породы крупная белая (Знаменский СГЦ).
а – животные с атрезией анального отверстия (АА); б – с аномалиями копыт (НА); в – со спастическим тремором поросят (ТР). Сплошная линия – уровень 
Бонферрони (0.05); ромбами отмечены достоверные значения P, для которых нулевая гипотеза принимается.

Рис. 2. LD диаграмма, иллюстрирующая 17 SNP с наибольшими значениями сцепления r2 между ALGA0053356 и четырьмя 
полиморфными вариантами (ALGA0053410, MARC0024097, MARC0051180, DRGA0009397) с образованием гаплоблока раз-
мером 363 kb в группе НА.
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GWAS-analysis of malformations  
in large-white boars of Russian selection

Проделанная работа иллюстрирует необходимость про-
ведения дополнительных исследований с использовани ем 
методов GWAS в аспекте характеристики популяций сель-
скохозяйственных животных по ДНК-маркерам и иденти-
фикации комплексных генотипов, ассоциированных с се-
лекционно значимыми признаками как пороков развития, 
так и продуктивных качеств. Данное направление крайне 
необходимо в современных условиях высокоэффектив-
ного воспроизводства сельскохозяйственных животных.
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Коэкспрессия глутаматергических генов  
и генов аутистического спектра в гиппокампе  
у самцов мышей с нарушением социального поведения
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Аннотоция. В настоящее время существует представление о вовлеченности глутаматергической системы (ГГ) 
в  механизмы развития аутизма. В предыдущих исследованиях нами было показано, что негативный социаль-
ный опыт, приобретенный в ежедневных межсамцовых конфронтациях, приводит к нарушениям в социальном 
поведении: снижению коммуникативности, нарушению социализации, появлению стереотипных форм пове-
дения, которые могут рассматриваться как симптомы аутистического спектра. В связи с этим целью нашей ра-
боты было изучение с помощью транскриптомного анализа изменений экспрессии генов, кодирующих белки, 
вовлеченные в функционирование глутаматергической системы, и генов, связанных с патологией аутизма (ГА), 
в гиппокампе. В эксперименте использовали животных с нарушениями социального поведения, вызванными 
повторным опытом социальных побед или поражений в ежедневных агонистических взаимодействиях. Для 
формирования групп животных с контрастными типами поведения использовали модель сенсорного контакта 
(хронического социального стресса). Полученные образцы мозга были секвенированы в ЗАО «Геноаналитика»  
(http://genoanalytica.ru/,, Россия, Москва). Транскриптомный анализ показал, что у агрессивных животных снижа-
ется экспрессия генов Shank3, Auts2, Ctnnd2, Nrxn2, для которых показано участие в развитии аутизма, а также глу-
таматергического гена Grm4. В то же время у животных с негативным социальным опытом экспрессия ГА Shank2, 
Nlgn2, Ptcdh10, Reln, Arx возрастает. При этом ГГ (Grik3, Grm2, Grm4, Slc17a7, Slc1a4, Slc25a22), за исключением гена 
Grin2a, повышают свою экспрессию. Корреляционный анализ выявил статистически значимую взаимо связь из-
мененной экспрессии ГГ и ГА. Полученные результаты, с одной стороны, могут служить подтверждением участия 
ГГ в патофизиологии развития симптомов аутистического спектра, с другой – свидетельствовать о коэкспрессии 
ГГ и ГА в гиппокампе, развивающейся под влиянием социальной среды. Так как большинство ГА, изменивших 
экспрессию в настоящем исследовании, являются генами, связанными с клеточным скелетом и внеклеточным 
матриксом, в частности участвующими в формировании синапсов, а ГГ, изменившие свою экспрессию, – генами, 
кодирующими субъединицы рецепторов, то можно предположить, что вовлечение ГГ в патофизиологию аутиз-
ма происходит на уровне рецепторов.
Ключевые слова: RNA-seq; аутизм; гиппокамп; гены аутизма; глутаматергические гены; социальный опыт.
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Co-expression of glutamatergic and autism-related genes  
in the hippocampus of male mice with disturbances  
of social behavior
I.L. Kovalenko , A.G. Galyamina, D.A. Smagin, N.N. Kudryavtseva 

Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
 e-mail: koir@bionet.nsc.ru

Abstract. There is a hypothesis of the involvement of the glutamatergic system in the development of autism. It has 
been shown that the chronic experience in daily intermale confrontations leads to disturbances in social behavior: 
a decrease in communicativeness, disturbances of socialization, emergence of stereotypical behaviors that can be con-
sidered as symptoms of the autistic spectrum disorders. So, the aim of this study was to investigate changes in the 
expression of glutamatergic (GG) and autism-related (GA) genes in the hippocampus of animals with impaired social 
behavior caused by repeated experience of social defeat or aggression in daily agonistic confrontations. To form groups 
of animals with contrasting behaviors, a model of sensory contact (chronic social stress) was used. The collected brain 
samples were sequenced at JSC Genoanalytica (http://genoanalytica.ru/, Moscow, Russia). Transcriptomic analysis re-
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vealed a down-regulation of autism-related (Shank3, Auts2, Ctnnd2, Nrxn2) and glutamatergic (Grm4) genes in aggres-
sive mice. At the same time, the expression of GA-related genes (Shank2, Nlgn2, Ptcdh10, Reln, Arx) and GG genes (Grik3, 
Grm2, Grm4, Slc17a7, Slc1a4, Slc25a22) excluding Grin2a was increased in defeated mice. Correlative analysis revealed 
a statistically significant association between GG and GA expression. These results can serve as a confirmation of the 
participation of the glutamatergic system in the pathophysiology of the autistic spectrum disorder. 
Key words: RNA-seq; autism; hippocampus; glutamatergic genes; autism-related genes; social experience.

For citation: Kovalenko I.L., Galyamina A.G., Smagin D.A., Kudryavtseva N.N. Co-expression of glutamatergic and autism-
related genes in the hippocampus of male mice with disturbances of social behavior. Vavilovskii Zhurnal Genetiki 
i  Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2020;24(2):191-199. DOI 10.18699/VJ20.42-o (in Russian)

Введение
Полагают, что выраженные нарушения в социальном 
поведении могут свидетельствовать об аутизме, который 
проявляется в детском возрасте и представляет собой 
нарушения развития нервной системы (Bauman, Kemper, 
2005; Zablotsky et al., 2015). Согласно DSM-IV (American 
Psychiatric Association…, 1993), диагностические кри-
терии аутизма включают триаду основных признаков: 
ухудшение социализации, под которой можно понимать 
способность индивида адекватно встраиваться в социум 
в новой обстановке, низкий уровень общительности и 
повторяющееся/стереотипное поведение. Хотя изучение 
близнецов свидетельствует о высокой наследуемости 
аутизма (Hallmayer et al., 2011), ни один ген не определен 
как единственная причина развития этого заболевания. 
Недавние геномные и генетические исследования по-
казали, что сотни генетических вариантов, включающие 
общие и редкие взаимодействия генов, способствуют воз-
никновению аутизма (Miles, 2011). Согласно различным 
базам данных (http://omim.org/, http://www.genecards.org/, 
http://autism.mindspec.org/autdb/Welcome.dohttp://www.
malacards.org), в базе генов аутизма насчитывается около 
1500 генов, которые в той или иной мере вовлечены в 
механизмы аутизма. Многие гены, связанные с развити-
ем головного мозга, – потенциальные гены-кандидаты 
аутизма, к ним относятся гены и семейства генов Shank 
(1–3), Nlgn, Reln, Arx, Pcdh, Mecp2, Auts2 (Kleijer et al., 
2014; Liu et al., 2015). 

Литературные данные свидетельствуют об участии 
раз личных нейромедиаторных систем (например, серо-
тонергической, дофаминергической) в развитии аутизма 
(Pa văl, 2017). В последнее время большое внимание уде-
ляется глутаматергической гипотезе аутизма (Rojas, 2014). 
В пользу этой теории говорит то, что глутамат является од-
ним из наиболее распространенных нейротрансмиттеров 
в мозге млекопитающих, его рецепторы сосредоточены в 
областях мозга (мозжечок, гиппокамп, префронтальная 
кора), в которых обнаружены нейропатологические изме-
нения при аутизме. Во взрослом мозге глутаматные рецеп-
торы участвуют в обучении и памяти (Riedel et al., 2003; 
Simonyi, 2010). Глутамат-опосредованные межнейронные 
взаимодействия также играют роль в формировании эмо-
ционального поведения (Morgane et al., 2005; Faure et al., 
2010). Показано, что для больных аутизмом характерен 
повышенный уровень глутамата в плазме крови, который 
может даже служить одним из биомаркеров этого заболе-
вания (Zheng et al., 2016). У пациентов с аутизмом обна-
руживаются и молекулярно-генетические повреждения 
глутаматергической системы (ГГ). Так, например, есть  

сообщения о мутациях в генах глутаматного рецептора 
GluR6 (Jamain et al., 2002), а также митохондриального 
переносчика глутамата (AGC1, ген Slc25a12) (Ramoz et al., 
2004). Изменения наблюдаются на уровне м-РНК, белков-
транспортеров и рецепторов ГГ в посмертных образцах 
мозга больных аутизмом (Purcell et al., 2001). В целом 
некоторые исследователи связывают аутизм с дефицитом 
глутаматергической системы в мозге (Сarlsson, 2015). 

Ранее нами было показано, что в условиях хрониче-
ского социального конфликта, вызванного повторным 
опытом побед или поражений в ежедневных межсамцо-
вых конфронтациях (Kudryavtseva, 1991), у самцов мы-
шей формируются не только повышенная тревожность, 
агрессивность или депрессивноподобное поведение, но и 
нарушения коммуникативного поведения и социального 
взаимодействия. Такие животные демонстрировали сни-
женную коммуникативность, а также стереотипные фор-
мы поведения (аутогруминг, вставание на задние лапы, 
кружение, разрывание и разбрасывание подстилки, пово-
роты в прыжке и др.), что позволяет рассматривать данную 
модель как модель, воспроизводящую некоторые черты 
аутистического поведения (Коваленко, Кудрявцева, 2010), 
формирующиеся под влиянием социальной среды. При 
этом наши предыдущие исследования показали, что в этот 
процесс были вовлечены гены аутистического спектра, 
экспрессия которых изменялась под влиянием агонисти-
ческих взаимодействий (Kudryavtseva et al., 2017). 

В связи с этим целью настоящей работы было изучить 
у животных с альтернативным опытом социального пове-
дения, позитивным и негативным, взаимосвязь изменения 
экспрессии генов, кодирующих белки, вовлеченные в 
функционирование ГГ, и генов, связанных с патологией 
аутизма (ГА) в гиппокампе. Выбор этой структуры голов-
ного мозга основан на многочисленных литературных 
данных о том, что гиппокамп непосредственно участвует 
в патогенетических про цессах аутизма (DeLong, 1992), 
в развитии тревожных расстройств (Irle et al., 2010) и 
депрессии (Savitz, Drevets, 2009). Гиппокамп отвечает за 
эмоциональную саморегуляцию, обучаемость и память. 
А, как известно, нарушение именно этих функций часто 
наблюдается у людей, демонстрирующих симптомы аути-
стического спектра.

Материалы и методы
Животные. Эксперименты проводили на самцах мышей 
линии С57BL/6J в возрасте 2.5 мес. и массой тела 26–28 г. 
Животные были привезены из питомника лабораторных 
животных Института биоорганической химии Российской 
академии наук (Пущино, Московская область). Экс пе-
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римент проводили в виварии конвенциональных живот - 
ных Института цитологии и генетики Сибирского отде-
ления РАН. Воду и корм (гранулы) животные получали в 
достаточном количестве. Световой режим был 12С : 12Т. 
Все процедуры осуществляли в соответствии с между-
народными правилами проведения экспериментов с жи-
вотными (Directive 2010/63/EU of the European Parliament 
and of the Council on the Protection of Animals Used for 
Scientific Purposes). Применяемые методики для изучения 
поведения у мышей были одобрены Научной комиссией 
(№ 9) Института цитологии и генетики СО РАН (Протокол 
№ 613 от 24.03.2010).

Поведенческие исследования. Для формирования 
альтернативного опыта социального поведения у самцов 
мышей использовали модель сенсорного контакта (Kud-
ryavtseva et al., 2014). Животных попарно помещали в 
экспериментальные клетки, разделенные пополам про-
зрачной перегородкой с отверстиями, позволявшей мы-
шам видеть, слышать, воспринимать запахи друг друга 
(сенсорный контакт), но предотвращавшей физическое 
взаимодействие. Ежедневно во второй половине дня 
(15:00–17:00) убирали перегородку, что приводило к 
агонистическим взаимодействиям. В течение первых 
двух-трех дней тестов выявляли победителей (агрессоров/
агрессивных животных) и особей, терпящих поражения 
(жертв) при взаимодействии с одним и тем же партне ром. 
В дальнейшем ежедневно после теста побежденного самца 
пересаживали в новую клетку к незнакомому агрессивно-
му партнеру, сидящему за перегородкой. Взаимодействие 
самцов прекращали, если интенсивные атаки со стороны 
нападающей особи во время агрессивных столкновений 
длились более трех минут, устанавливая между ними 
перегородку. В исследование были взяты аг рессивные 
животные с 20-дневным опытом побед (агрес соры) и с 
20-дневным опытом поражений (жертвы). В качестве 
контроля использовали самцов, не имевших последова-
тельного опыта агонистических взаимодействий. В каж-
дой группе было по 14–16 животных.

Количественную оценку реакции экспериментальных 
животных на незнакомого партнера на нейтральной тер-
ритории проводили при помощи теста «социальные взаи-
модействия» (Kudryavtseva et al., 2017). Как параметры 
социального поведения мы рассматривали избегание 
незнакомого партнера или же замирание при его подходе 
и приближение к партнеру: подходы, обнюхивания, сле-
дование за партнером; как параметры индивидуального 
поведения выделяли стойки – вставания на задние лапы, 
являющиеся показателем исследовательской активно-
сти, аутогруминг, служащий показателем смещенной 
активности и неадекватного стереотипного поведения, и 
двигательную активность, оценивающую интенсивность 
передвижений по клетке. 

Статистическую обработку полученных данных вы-
полняли с использованием пакета программ STATISTICA 
(ver. 8.0; StatSoft, Inc., 2001). Проверка нормальности рас-
пределения количественных признаков была проведена с 
использованием критерия Шапиро-Уилка (Shapiro-Wilk’s 
W-test). Поскольку выборки исследованных параметров 
поведения удовлетворяли гипотезе о нормальном рас-
пределении, были использованы методы параметриче-

ской статистики: однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) с фактором «группа» (контроль, агрессивные 
самцы, жертвы); последующее попарное сравнение по-
казателей осуществляли с помощью LSD-теста Фишера. 

При помощи корреляционного анализа по методу Пир-
сона мы исследовали взаимосвязь экспрессии ГГ и ГА. 
В экспериментальных поведенческих группах было по 
10–12 животных. 

RNA-Seq-анализ проводили с помощью ЗАО «Гено-
аналитика» (http://genoanalytica.ru, Москва). Методика 
анализа подробно описана ранее (Галямина и др., 2017). 

Мы провели проверку результатов, сравнив их с дан-
ными B.M. Kadakkuzha (Kadakkuzha et al., 2015), пред-
ставившими полный транскриптомный анализ генов 
в гиппокампе интактных мышей. Обнаружен высокий 
уровень корреляции (0.74 по Спирмену) между экспрес-
сией генов аутизма и ГГ у контрольных особей в нашем 
эксперименте и у интактных животных в работе (Kadda-
kuzha et al., 2015), что может быть дополнительным до-
казательством адекватности применяемого метода. Кро-  
ме того, осуществляли кросс-верификацию результатов 
(Ba benko et al., 2017) с данными, полученными в Стэнд-
фордском университете (Zhang et al., 2014), и обнаружили 
значительную корреляцию между ними. Это доказывает, 
что метод транскриптомного анализа позволяет выявить 
происходящие в мозге молекулярные процессы.

В качестве верификации данных настоящего экспери-
мента использовали результаты, полученные нами ранее 
при помощи RT-PCR (Smagin et al., 2013), экспрессия ко-
торых, по методу RNA-Seq, была изменена. Было показано 
совпадение направленности и выраженности изменений 
экспрессии для генов, кодирующих белки серотонерги-
ческой системы в ядрах шва среднего мозга, полученных 
при применении этих методов, что позволяет говорить о 
высокой надежности результатов этого исследования и 
о стабильности примененного метода. 

Декапитацию всех трех групп экспериментальных 
животных проводили одновременно на следующий день 
после последней конфронтации. Гиппокамп извлекался 
одним исследователем в соответствии с анатомическим 
атласом мозга (Allen Mouse Brain Atlas; http://mouse.
brain map.org/static/atlas). Все образцы помещали в рас-
твор RNAlater (LifeTechnologies, США) и хранили при 
температуре –70 °С до секвенирования. Проводили два 
типа сравнения: контроль–агрессоры и контроль–жертвы. 

Для изучения изменений глутаматергической системы 
в гиппокампе животных с нарушенным социальным по-
ведением были исследованы: гены переносчиков глутама-
та: Slc17a6, Slc17a7 и Slc17a8; гены, кодирующие 1–4-ю 
субъединицы ионотропного AMPA-рецептора: Gria1, 
Gria2, Gria3, Gria4; гены, кодирующие 1–5-ю субъеди-
ницы ионотропного каинатного глутаматного рецептора: 
Grik1, Grik2, Grik3, Grik4, Grik5; гены, кодирующие 1, 
2а, 2b, 2c, 2d, 3a, 3b субъединицы ионотропного NMDA-
рецептора: Grin1, Grin2a, Grin2b, Grin2c, Grin2d, Grin3a, 
Grin3b; гены, кодирующие метаботропные рецепторы 
1–8-го подтипов: Grm1, Grm2, Grm3, Grm4, Grm5, Grm6, 
Grm7, Grm8; гены, кодирующие 1 и 2-ю субъединицы глу-
таматного ионотропного рецептора дельта Grid1 и Grid2; 
GRID2IP – белок, взаимодействующий с Grid2; гены 
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фермента глутаматдекарбоксилазы, метаболизирующей 
глутамат в ГАМК: Gad1 и Gad2.

По генетическим базам данных OMIM (http://omim.
org/), GeneCards (http://www.genecards.org/), MalaCards 
(http://www.malacards.org/) из 1.5 тыс. аннотированных 
генов было выбрано около 80 основных генов-кандидатов 
аутизма, которые в дальнейшем были просмотрены в гип-
покампе у контрольных особей и животных с нарушенным 
социальным поведением. При анализе сравнивали по три 
пробы от каждой группы животных.

Результаты
Исследование нарушений социального поведения 
у самцов мышей под влиянием хронического социаль-
ного стресса. ANOVA выявил достоверное влияние фак-
тора «группа» (контроль, агрессоры, жертвы) на избе га-
ние партнера (F(2.29) = 52.30, p < 0.001), приближение 
(F(2.28) = 1097.4, p < 0.001), время стоек (F(2.29) = 661.7, 
p < 0.001), время двигательной активности (F(2.29) = 2549, 
p < 0.001). Сравнение групп LSD-тестом Фишера (рис. 1) 
выявило увеличение времени избегания у жертв, по срав-
нению с контролем и агрессивными животными ( p < 0.001 
для обеих групп). По сравнению с контролем у агрессоров 
и жертв также было показано снижение времени стоек 
( p < 0.001 для обеих групп) и времени приближения 
к партнеру ( p < 0.001 для обеих групп). Кроме того, у 
жертв время приближения к партнеру было снижено и 
по сравнению с агрессивными животными ( p < 0.006). 
Выявлены увеличение времени двигательной активности 
у агрессоров ( р < 0.001) и снижение времени у жертв 
( р < 0.042), по сравнению с контрольными животными. 
Время двигательной активности было значительно ниже 
у жертв, по сравнению с агрессорами ( р < 0.001). Кроме 
того, у жертв были увеличены число и время аутогру-
минга, по сравнению с контролем ( p < 0.041, p < 0.034 
соответственно).

Таким образом, мы видим, что в тесте «социальные 
взаимодействия» жертвы активно избегали незнакомого 
партнера (тестера) на нейтральной территории. Они редко 
первыми подходили и проявляли интерес к незнакомому 
партнеру, в отличие от контроля. Контрольные животные 
целенаправленно следовали за партнером, обнюхивали 
его. У жертв также было снижено время стоек, рассмат-

риваемое нами как показатель исследовательской актив-
ности. Кроме того, у них было увеличено время демон-
страции аутогруминга, который может оцениваться как 
признак стереотипного поведения. При этом отмечено, 
что у агрессивных животных были снижены параметры 
коммуникативности, что может свидетельствовать о на-
рушениях социального поведения. Большую часть 10-ми-
нутного теста (около 5–6 мин) агрессоры хаотично пере-
мещались по клетке, не обращая внимания на партнера: 
общее время двигательной активности было значительно 
больше, чем у жертв, что может отражать развитие гипер-
активности и, по-видимому, дефицит внимания. Ранее 
нами было показано, что в агонистических взаимодей-
ствиях агрессоры часто демонстрируют быстрые пово-
роты в прыжке или же повторяющиеся повороты вокруг 
оси тела в тесте «перегородка» (Kudryavtseva, 2006), т. е. 
сте реотипии у агрессивных мышей этой линии могут 
про являться в другом тесте и другой форме. Таким об-
разом, и у агрессоров, и у жертв в результате 20-дневных 
агонистических взаимодействий развиваются симптомы 
аутистического спектра. 

Исследование экспрессии ГГ и ГА у самцов мышей 
с контрастными типами социального поведения. В ре-
зультате анализа данных RNA-Seq в гиппокампе обна-
ружено изменение экспрессии девяти генов-кандидатов 
аутизма (рис. 2, табл. 1). Так, у жертв выявлено увеличение 
экспрессии генов Shank2 ( p < 0.040), Nlgn2 ( p < 0.047), 
Pcdh10 ( p < 0.011), Reln ( p < 0.026) и Arx ( p < 0.0002), 
по сравнению с уровнем экспрессии у контрольных жи-
вотных. У агрессивных мышей в гиппокампе под влия ни-
ем повторного опыта агрессии в межсамцовых конфрон-  
тациях обнаружено снижение экспрессии генов Shank3 
( p < 0.010), Auts2 ( p < 0.023), Ctnnd2 ( p < 0.020), Nrxn2 
(   p < 0.010).

Были проанализированы изменения уровня экспрессии 
генов, кодирующих белки, вовлеченные в функциони-
рование ГГ в гиппокампе мышей (см. табл. 1, рис. 3). 
Показано, что у мышей в гиппокампе под влиянием по-
вторного опыта агрессии в межсамцовых конфронтациях 
снижена экспрессия гена Grm4 ( p < 0.023), кодирующего 
метаботропный рецептор 4-го подтипа. У жертв было 
обнаружено снижение экспрессии гена Grin2a ( p < 0.01), 
кодирующего субъединицу 2а ионотропного NMDA-ре-

Рис. 1. Поведение агрессоров и жертв в тесте «социальные взаимодействия».
* p < 0.05; *** p < 0.001 по сравнению с контролем; ++ p < 0.01; +++ p < 0.001 – жертвы по сравнению с агрессорами. 
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Таблица 1. Дифференциально экспрессирующиеся ГГ и ГА в гиппокампе агрессоров и жертв 

Гены Агрессоры Жертвы

Связанные с патологией аутизма

Shank3, SH3 and Multiple Ankyrin Repeat Domains 3

Auts2, Activator of Transcription and Developmental Regulator

Ctnnd2, Catenin Delta 2

Nrxn2, Neurexin 2

Shank2, SH3 and Multiple Ankyrin Repeat Domains 2

Nlgn2, Neuroligin 2

Pcdh10, Protocadherin 10

Reln, Reelin

Arx, Aristaless Related Homeobox

Вовлеченные в функционирование глутаматергической системы

Grm4, Glutamate Metabotropic Receptor 4

Grin2a, Glutamate Ionotropic Receptor NMDA Type Subunit 2A

Grik3, Glutamate Ionotropic Receptor Kainate Type Subunit 3

Grm2, Glutamate Metabotropic Receptor 2

SLc17a7, Solute Carrier Family 17 Member 7

Slc1a4, Solute Carrier Family 1 Member 4

Slc25a22, Solute Carrier Family 25 Member 22

Примечание.  Cнижение экспрессии:  – p < 0.05;  – p < 0.01. Увеличение экспрессии:  – p < 0.05;  – p < 0.01;  – p < 0.001 по сравнению 
с контролем.
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Рис. 2. Изменение экспрессии ГА в гиппокампе у агрессоров и жертв. 
* р < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 – по сравнению с контролем. 

Рис. 3. Изменение экспрессии ГГ в гиппокампе у животных с наруше-
нием социального поведения. 
* р < 0.05, ** p < 0.01 – по сравнению с контролем. 

цеп тора, при этом повышалась экспрессия генов Grm2 
( p < 0.004) и Grm4 ( p < 0.02), кодирующих метаботроп-
ные рецепторы 2 и 4-го подтипов, гена Grik3 ( p < 0.003), 
кодирующего субъединицу 3 ионотропного каинатного 
глутаматного рецептора, генов переносчиков глутамата 
Slc17a7 ( p < 0.051), Slc1a4 ( p < 0.01), Slc25a22 ( p < 0.028).

Результаты корреляционного анализа продемонстри-
ровали высокий уровень корреляционной взаимосвязи 
между экспрессией ГГ и ГА у животных исследуемых 
групп (см. табл. 1 и 2). Корреляция между уровнями экс-

прессии ГА и ГГ показывает возможное участие глута-
матэргической системы в механизмах этого заболевания. 
Из ГА наибольшее число корреляций обнаружено для 
генов Nlgn2, Pcdh10, Arx, Ctnnd2, Nrxn2. В то же время 
уровень экспрессии гена Reln коррелирует только с уров-
нем экспрессии гена Slc1a4. 

Значения экспрессии некоторых ГГ и ГА в единицах 
FPKM, между которыми установлена статистически зна-
чимая коррелятивная взаимосвязь, показаны на рис. 4. 
Большая часть генов демонстрирует положительную кор-
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реляцию друг с другом. Например, экспрессия Grm4, един-
ственного гена, который изменил экспрессию и у жертв, 
и у агрессоров, положительно коррелирует с экспресси-
ей ГА: Shank3 (r = 0.810, p < 0.01) и Arx (r = 0.862, p < 0.01) 
(см. рис. 4, а). Экспрессия гена Grin2a демонстрирует 
отрицательную корреляцию с экспрессией ГА, например 
генов Nlgn2 (r = –0.823, p < 0.01) и Arx (r = –0.823, p < 0.01)  
(см. рис. 4, б ). Единственный ген, с которым коррелирует 
уровень экспрессии гена Reln, – это Slc1a4 (r = 0.696, 
p < 0.05) (см. рис. 4, в).

Обсуждение
В наших предыдущих работах было обнаружено, что пос-
ле 20 дней агонистических взаимодействий и проживания 
в условиях хронического социального конфликта у экс-
периментальных самцов нарушаются многие параметры 
социального поведения (Коваленко, Кудрявцева, 2010), 
схожие по симптоматике с заболеваниями аутистического 
спектра. Мы считаем, что в данном случае коморбидные 
аутистические симптомы развиваются на фоне других 
за болеваний. Это может быть тревожно-депрессивное 
со стояние, возникающее вследствие хронического со-
циального стресса у самцов мышей С57Bl/6 (Berton et 
al., 2006; Kudryavtseva et al., 2006) или каталепсии, раз-
вивающейся у животных СВА/Lac (Kudryavtseva et al., 
2006), или же патологической агрессии (Kudryavtseva, 
2006), формирующейся под влиянием повторного опыта 
агрессии. В литературе существуют данные, свидетель-
ствующие, что коморбидность аутистических симптомов 
и расстройств настроения может быть следствием работы 

одних и тех же генов, продукты которых вовлекаются в 
патофизиологические механизмы развития этих заболе-
ваний (Ragunath et al., 2011).

В связи с этим помимо генов, для которых показано 
участие в развитии симптомов аутизма, мы исследовали 
также изменения экспрессии ГГ (транспортеров, рецеп-
торов, ферментов катаболизма), так как известно, что эта 
нейромедиаторная система вовлечена в развитие данной 
патологии (Сarlsson, 2015). 

Мы выявили в гиппокампе изменение экспрессии 
семи ГГ: ген Grin2a кодирует NR2А-субъединицу NMDA-
рецептора; Grm2 и Grm4 – метаботропные глутаматные 
рецепторы, mGluR2 и mGluR4 соответственно; Grik3 – 
субъединицу каинатного рецептора, Slc1a4 и Slc17a7 – 
транспортеры глутамата Vglut1; Slc25a22 – белок мито-
хондриального переносчика глутамата. Изменили свою 
экспрессию 9 генов, ассоциированных с заболеваниями 
аутистического спектра: Shank2, Shank3, Nlgn2, Reln, Arx, 
Nrxn2, Auts2, Ctnnd2, Pcdh10.

Белки семейства SHANK, известные также как ProSAP, 
являются строительными белками на возбуждающих 
глутаматергических синапсах. Так, ген Shank2 кодирует 
белок, взаимодействующий на постсинаптической мем-
бране с NMDA-рецептором, участвуя в синаптической 
глутаматергической передаче (Сarlsson, 2015). Вовлечение 
в процесс развития аутизма генов Shank было впервые 
описано для Shank3. Например, было отмечено, что мыши, 
гетерозиготные по белку Shank3 (Shank3+/delta-C), демон-
стрировали низкий уровень социального распознавания и 
коммуникативности (Wang et al., 2011). В литературе было 

Рис. 4. Коррелирующие ГГ и ГА. 
K1–3 – контрольные животные; A1–3 – агрессоры; Ж1–3 – жертвы. а – правая ось ординат – для гена Shank3, левая – для Arx и Grm4.

Таблица 2. Коэкспрессия ГГ и ГА (значение коэффициента Пирсона) 

Ген     Nlgn2      Pcdh10      Reln      Shank2      Shank3      Arx      Auts2      Ctnnd2      Nrxn2

Grm2 0.761 0.581 0.138 0.644 0.657 0.538 0.547 0.692 0.668

Grm4 0.894 0.915 0.537 0.827 0.810 0.862 0.602 0.868 0.823

Grin2a –0.825 –0.870 –0.397 –0.643 –0.521 –0.823 –0.581 –0.733 –0.867

Grik3 0.847 0.946 0.597 0.851 0.708 0.956 0.693 0.854 0.862

Slc1a4 0.677 0.640 0.696 0.515 0.437 0.714 0.178 0.632 0.561

Slc17a7 0.878 0.696 0.231 0.738 0.691 0.727 0.679 0.864 0.875

Slc25a22 0.922 0.918 0.457 0.906 0.792 0.940 0.802 0.933 0.935
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показано, что для аутистических симптомов характерно 
снижение функции Shank2 (Won et al., 2012). Нарушения в 
социальном поведении характерны как для пониженного 
(Peça et al., 2011), так и для повышенного (Moessner et al., 
2007) уровня белка SHANK3. В нашей работе также об-
наружены повышенный уровень экспрессии гена Shank2 
и сниженный уровень гена Shank3. Вероятно, нарушения 
в социальном поведении могут быть связаны с любыми 
изменениями в функционировании этих белков. Известно, 
что ProSAP2/Shank3 влияет на работу глутаматергических 
синапсов, взаимодействуя с внеклеточным С-концом 
нейролигинов (Meyer et al., 2004). Мутации в этом гене 
ухудшают синаптическую передачу (Arons et al., 2012). 
Следовательно, можно предположить, что влияние белков 
SHANK на развитие аутистических симптомов осуществ-
ляется через изменение функционирования глутаматер-
гической системы.

Значительную часть ГА, изменивших свой уровень 
экс прессии в нашей работе, составляют гены клеточной 
адгезии: Nlgn2 – нейролигин 2-го типа; Pcdh10 – прото-
кадерин; Ctnnd2 – δ-катенин; Nrxn3 – нейрексин 3. Для 
всех этих белков многократными исследованиями было 
показано участие в формировании социального поведения 
и расстройств аутистического спектра. Известно, что из-
менение уровня белка NLGN2 может влиять на социаль-
ное и эмоциональное поведение (Maćkowiak et al., 2014). 
У аутистических больных обнаружены мутации в генах 
Pcdh10 (Anitha et al., 2013), Ctnnd2 (Turner et al., 2015), 
Nrxn3 (Vaags et al., 2012). Кроме того, продукты этих генов 
взаимодействуют с глутаматергической системой. Так, 
например, нейролигины вызывают кластеризацию Vglut-
положительных синаптических пузырьков (Graf et al., 
2004), без чего невозможно созревание и функционирова-
ние синапса. Правда, там же отмечено, что это характерно 
для нейролигина 1, а нейролигин 2 не располагается на 
одном синапсе с транспортером глутамата. Обнаружено, 
что в отсутствие нейролигинов снижается число Vglut1-
положительных терминалей (Chih et al., 2005). Можно 
предположить, что на самом деле нейролигин взаимодей-
ствует непосредственно с NMDA-рецепторами, а перенос-
чик Vglut1 выступает только в качестве марке ра этих ре-
цепторов. Что касается продукта гена Pcdh10, то установ-  
лено, что протокадерины локализуются на ней ронах, фор-
мирующих глутаматергические AMPA и каинатные рецеп-
торы (Puller, Haverkamp, 2011). Кроме того, показано, что 
у мышей, нокаутных по генам прото кадеринов, снижено 
число глутаматных транспортеров Vglut 1–2 (Chen et al., 
2012), что также свидетельствует о взаимосвязи между 
протокадеринами и глутаматергической системой. 

Продукты генов Arx и Reln (белок рилин) играют важ-
ную роль в механизмах пре- и постнатального нейрогене-
за. Участие этих генов в патофизиологии аутиз ма является 
спорным: часть авторов приводят данные в пользу этого 
факта (Wall et al., 2009), в то время как другие опровергают 
его (Persico et al., 2001). В то же время обнаружена связь 
этих генов с функционированием глутаматергической 
системы. Так, известно, что мутации в гене Arx связаны 
с изменениями в глутаматергической системе у больных 
эпилепсией (Beguin et al., 2013), а бе лок рилин способен 
повышать мобильность рецепторов, содержащих NR2B-

субъединицу, снижая время ее пребывания в синапсе, 
таким образом, изменяя состав рецепторов в сторону 
преобладания NR2А-субъединицы (Groc et al., 2007). 

Ген Auts2 кодирует экспрессирующийся в головном 
мозге белок с неизвестной функцией, хотя предполагают, 
что он вовлечен в механизмы развития нервной системы 
(Oksenberg et al., 2013). Мутации в этом гене обнаружены 
у пациентов с аутистическими расстройствами (Liu et al., 
2015). Показано, что Auts2 экспрессируется на глутаматер-
гических нейронах гиппокампа (Hori et al., 2014). 

Так как большинство ГА, изменивших экспрессию в 
нашем исследовании, – гены, связанные с клеточным 
скелетом и внеклеточным матриксом, в частности уча-
ствующие в формировании синапсов, а ГГ – гены, коди-
рующие субъединицы рецепторов, то можно полагать, 
что изменение активности глутаматергической системы 
проявляется в аутистических симптомах. 

Корреляционный анализ наших экспериментальных 
данных в целом выявил высокий уровень корреляции 
между экспрессией ГГ и ГА. Исключение составил ген 
Reln, коррелирующий только с геном Slc1a4. Характерно 
также, что везде обнаруживается положительная корре-
ляция между генами, в то время как ген Grin2a отрица-
тельно коррелирует с ГА. Однако снижение экспрес сии 
Grin2a, продукт которого является субъединицей NMDA-
рецептора, хорошо согласуется с литературными данны-
ми, связывающими развитие аутистических симптомов с 
дефицитом этих рецепторов (Lee et al., 2015). Экспрессия 
гена Nlgn2 коррелирует с экспрессией всех ГГ, экспрес-
сия генов Pcdh10, Arx, Cttnd2, Nrxn2 – с экспрессией 
практически всех генов. Это позволяет предположить, 
что именно при помощи данных генов ГГ вовлекается в 
механизмы развития аутистического поведения. Можно 
видеть, что все наиболее коррелирующие гены, кроме 
Arx, – гены клеточной адгезии. Мы предполагаем, что 
продукты этих генов участвуют в соединении синапсов, 
в том числе глутаматергических, с клеточной мембраной. 
Таким образом, они вовлекаются в функционирование 
глутаматергической системы. Следовательно, изменение 
экспрессии этих генов изменяет уровень активности ГГ, 
что, в свою очередь, приводит к изменениям в социальном 
поведении, хотя нельзя исключить и обратный вариант 
взаимодействия.

Заключение
Проведенное исследование подтвердило полученные 
ра нее результаты, свидетельствующие о том, что под 
влиянием хронического социального конфликта у сам-
цов мышей могут развиваться нарушения социального 
поведения, причем в этом процессе участвуют как гены, 
кодирующие белки, вовлеченные в функционирование 
глутаматергической системы, так и гены, связанные с 
патологией аутизма. Коэкспрессия этих генов позволяет 
говорить о вовлечении глутаматергической системы 
головного мозга в развитие патологии социального по-
ведения. Полученные результаты могут служить дока-
зательством того, что аутистические симптомы могут не 
только быть следствием генетических нарушений, но и 
развиваться в течение жизни индивидуума под влиянием 
стрессорных воздействий. 
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Pharmacological effects of fibroblast growth factor 21  
are sex-specific in mice with the lethal yellow (Ay) mutation
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Abstract. Hypothalamic melanocortin 4 receptors (MC4R) regulate energy balance. Mutations in the MC4R gene are 
the most common cause of monogenic obesity in humans. Fibroblast growth factor 21 (FGF21) is a promising anti-
obesity agent, but its effects on melanocortin obesity are unknown. Sex is an important biological variable that must 
be considered when conducting preclinical studies; however, in laboratory animal models, the pharmacological effects 
of FGF21 are well documented only for male mice. We aimed at investigating whether FGF21 affects metabolism in 
male and female mice with the lethal yellow (Ay) mutation, which results in MC4R blockage and obesity development. 
Obese C57Bl-Ay male and female mice were administered subcutaneously for 10 days with vehicle or FGF21 (1 mg per 
1 kg). Food intake (FI), body weight (BW), blood parameters, and gene expression in the liver, muscles, brown adipose 
tissue, subcutaneous and visceral white adipose tissues, and hypothalamus were measured. FGF21 action strongly 
depended on the sex of the animals. In the males, FGF21 decreased BW and insulin blood levels without affecting FI. In 
the females, FGF21 increased FI and liver weight, but did not affect BW. In control Ay-mice, expression of genes involved 
in lipid and glucose metabolism (Ppargc1a, Cpt1, Pck1, G6p, Slc2a2) in the liver and genes involved in lipogenesis (Pparg, 
Lpl, Slc2a4) in visceral adipose tissue was higher in females than in males, and FGF21 administration inhibited the ex-
pression of these genes in females. FGF21 administration decreased hypothalamic POMC mRNA only in males. Thus, 
the pharmacological effect of FGF21 were significantly different in male and female Ay-mice; unlike males, females were 
resistant to catabolic effects of FGF21. 
Key words: FGF21; Ay-mice; melanocortin obesity; sex differences; liver; hypothalamus.
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У мышей с мутацией lethal yellow (Ay) фармакологические 
эффекты фактора роста фибробластов 21 зависят от пола
Е.Н. Макарова1 , Т.В. Яковлева1, Н.Ю. Балыбина2, К.О. Баранов3, Е.И. Денисова1, А.Д. Дубинина1,  
Н.А. Феофанова4, Н.М. Бажан1, 2
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Аннотация. Гипоталамические меланокортиновые рецепторы 4-го типа (МК4Р) принимают участие в поддержа-
нии баланса энергии. Мутации в гене, кодирующем МК4Р, – наиболее распространенная причина монолокусного 
ожирения у людей. Фактор роста фибробластов 21 (FGF21) рассматривают в качестве перспективного кандидата 
для медикаментозного лечения ожирения, однако неизвестно, влияет ли он на меланокортиновое ожирение. 
Пол особей необходимо учитывать при проведении доклинических исследований, но у лабораторных животных 
фармакологические эффекты FGF21 изучали только на самцах. В настоящей работе исследовано влияние FGF21 
на метаболизм у самцов и самок мышей с мутацией lethal yellow в локусе агути (Ay), которая приводит к блокаде 
МК4Р в гипоталамусе и развитию ожирения. Самцам и самкам мышей Ay линии C57Bl с развитым ожирением вво-
дили подкожно в течение 10 дней физиологический раствор или FGF21 (1 мг/кг). Измеряли потребление пищи 
(ПП), массу тела (МТ), показатели крови и экспрессию генов в печени, мышцах, бурой жировой ткани, подкожной 
и висцеральной белой жировой ткани и гипоталамусе. Эффекты FGF21 зависели от пола животных. У самцов 
FGF21 снижал МТ и уровень инсулина в крови и не влиял на ПП. У самок FGF21 увеличивал ПП и массу печени, но 
не влиял на МТ. У контрольных самок Ay экспрессия генов углеводно-жирового обмена (Ppargc1a, Cpt1, Pck1, G6p, 
Slc2a2) в печени и генов липогенеза (Pparg, Lpl, Slc2a4) в висцеральной жировой ткани была выше, чем у самцов, 
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и введение FGF21 снижало экспрессию этих генов только у самок. Введение FGF21 уменьшало уровень мРНК 
ПОМК в гипоталамусе только у самцов. Полученные результаты демонстрируют, что фармакологический эффект 
FGF21 значительно различается у самцов и самок мышей с мутацией Ay: в отличие от самцов, самки проявляют 
устойчивость к катаболическому действию FGF21.
Ключевые слова: FGF21; мыши Ay; меланокортиновое ожирение; половые различия; печень; гипоталамус.

Introduction
Obesity is a serious problem in modern society, this being the 
reason why various methods of combating obesity (medicinal, 
non-medicinal, preventive, etc.) are under intensive investi-
gation. Hypothalamus plays a critical role in coordination of 
energy homeostasis, and mutations in various hypothalamic 
genes responsible for controlling appetite and metabolism lead 
to obesity (Singh et al., 2017). Melanocortin (MC) obesity, 
caused by mutations in the melanocortin system of the brain, is 
the most common genetic form of obesity in humans (Farooqi 
et al., 2003; Girardet, Butler, 2014). Melanocortin system 
regulates energy intake and expenditure. Activation of type 4 
melanocortin receptors (MC4R) in the hypothalamic neurons 
reduces food consumption and increases energy expenditure, 
while their blockade or loss (knockout) is associated with 
hy per phagia, gradual development of obesity, and insulin 
resistance (Tao, 2010). In humans, the loss of MC4R func-
tions causes severe obesity (Farooqi et al., 2003), but intensive 
search for therapeutic options of MC obesity correction has 
yet not identified an efficient drug (Fani et al., 2014). 

Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21) is assumed to be 
one of the most promising candidates for obesity treatment, 
because administration of FGF21 or its analogs was shown 
to reduce body weight in laboratory rodents, monkeys, and 
humans (Jackson et al., 2015). In rodents, it is efficient against 
both diet-induced and genetic forms of obesity (leptin ob/ob 
or its receptor db/db deficiency) (Kharitonenkov et al., 2005; 
Coskun et al., 2008). FGF21 is an atypical member of the 
fibroblast growth factor family; it possesses a hormone-like 
activity and is involved in maintaining energy homeostasis, 
regulation of carbohydrate and lipid metabolism, and adapta-
tion to various stresses, including metabolic, such as nutri-
tional deficiencies and calorie overload (Xie, Leung, 2017). 
FGF21 induces weight loss through its effects on the central 
nervous system (Lan et al., 2017). It is not known whether 
melanocortin system is involved in signal transmission from 
FGF21 to the CNS. If melanocortin signaling pathways are 
involved in the central action of FGF21, loss of function of the 
melanocortin system could reduce or eliminate the beneficial 
effect of FGF21 on metabolism and body weight. However, 
the pharmacological effects of FGF21 have not been studied 
in melanocortin obesity models. 

Most animal studies of physiological and pharmacological 
effects of FGF21 have been made on males (Kharitonenkov et 
al., 2005; Coskun et al., 2008; Xu et al., 2009; Camporez et al., 
2013; Markan et al., 2014). However, sex steroids have such 
a significant effect on the regulation of metabolic processes 
that National Institutes of Health (NIH) recognized sex as an 
important biological variable that must be considered when 
conducting preclinical studies (Mauvais-Jarvis et al., 2017; 
Clayton, 2018). In a few studies performed on rats and mice of 
both sexes, sex differences in the expression of FGF21 in liver 
(Lee et al., 2016; Chukijrungroat et al., 2017) and other tissues 
(Gasparin et al., 2018) were observed, exhibiting differential 

manifestation in obesity and starvation (Bazhan et al., 2019). 
These data suggest that the physiological and pharmacological 
effects of FGF21 may vary in individuals of different sexes.

The objective of this study was to investigate the phar-
macological effects of FGF21 in male and female mice with 
melanocortin obesity. As a model of melanocortin obesity, we 
used mice with the lethal yellow mutation at the agouti locus 
(Ay). In mice, Ay mutation causes ectopic overexpression of the 
agouti gene (Bultman et al., 1992). Ay-mice have yellow coat 
color and develop obesity and non-insulin-dependent diabetes 
with age (Wolff et al., 1999), due to ectopic expression of 
agouti gene in the hypothalamus, which evokes chronic block-
age of MC4Rs by the agouti protein (Michaud et al., 1997).

We found that therapeutic effects of FGF21 in Ay-mice 
strongly depended on the sex. In male Ay-mice, the blockage 
of MC4Rs did not prevent anti-obesity effect of FGF21, and 
its administration resulted in weight loss and decreased blood 
insulin levels. In females, FGF21 administration increased 
food intake without reducing body weight and glucose and 
insulin concentrations in blood, but inhibited the expression 
of genes related to glucose and lipid turnover in liver and 
increased liver weight. Thus, female Ay-mice were resistant 
to anti-obesity effects of FGF21.

Materials and methods
Ethical approval. All experiments were performed accord-
ing to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 
(1996) and the Russian National Instructions for the Care and 
Use of Laboratory Animals. The protocols were approved by 
the Independent Ethics Committee of the Institute of Cyto-
logy and Genetics (Siberian Branch of the Russian Academy 
of Sciences).

Animals. C57Bl and C57Bl-Ay mice were bred in the vi-
varium of the Institute of Cytology and Genetics in reciprocal 
crosses. The mice were separated from their mothers at the 
age of 4 weeks and housed in groups of 5–6 per cage. At the 
age of 30 weeks, each mouse was placed into a separate cage 
and housed individually until the beginning of the experiment. 
The mice were housed under a 12/12-h light-dark regime (light 
from 07:30 to 19:30) at an ambient temperature of 22–24 °C. 
The mice were provided ad libitum access to commercial 
mouse chow (Assortiment Agro, Turakovo Village, Moscow 
region, Russia) and water. 

FGF21 (1 mg per 1 kg) or PBS were administered sub-
cutaneously at the end of the light period (17:00–17:30) for 
10 days. We have chosen this dose based on literature data. 
T. Coskun et al. (2008) showed that daily FGF21administra-
tion at this dose reduced body weight and blood glucose 
concentrations in male mice. To reveal the effect of FGF21 
on glycaemia, fasted blood glucose was measured before and 
during the experiment. The mice were fasted overnight for 
two days before the first injection and at the seventh day of 
the experiment (after seven injections of FGF21 or PBS), and 
blood glucose was measured at the end of fasting. Glucose 
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concentrations were measured using a Lifescan One Touch 
Basic Plus glucometer. Body weight and food intake were 
measured daily for 6 days prior to fasting and within 24 h of 
refeeding after fasting. 

On the last day, the animals were sacrificed by decapitation 
(an hour after the injection), and samples of trunk blood were 
collected; liver, brown adipose tissue (BAT), and subcutaneous 
and abdominal white adipose tissues (WAT) were weighed, 
and the tissues were collected and snap-frozen in liquid nitro-
gen to evaluate gene expression. Seven male and six female 
mice received PBS (control); six male and five female mice 
received FGF21.

Plasma assays. Concentrations of insulin, leptin, and adi-
po nectin were measured, respectively, using Rat/Mouse In-
sulin ELISA Kit, Mouse Leptin ELISA Kit (EMD Millipore, 
St. Charles, Missouri, USA), and Mouse Adiponectin ELISA 
Kit (EMD Millipore, Billerica, MA, USA). Concentrations 
of glucose, triglycerides and cholesterol were measured co-
lorimetrically using, respectively, Fluitest GLU, Fluitest TG, 
and Fluitest CHOL (Analyticon® Biotechnologies AG Am 
Mühlenberg 10, 35104 Lichtenfels, Germany). Concentrations 
of free fatty acids were measured using NEFA FS DiaSys kits 
(Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Germany). 

Expression and purification of mouse FGF21. Mouse 
FGF21 coding sequence (aa 29 to 210) was optimized for 
Escherichia coli expression and synthesized by Genewiz 
(South Plainfield, NJ, USA). This DNA sequence was sub-
cloned into the expression vector pE-SUMOpro (LifeSensors 
Inc., USA). This construct was used for induction of fusion 
6xHis-SUMO-fgf21 protein in E. coli BL21 (DE3) cells. 
The purified 6xHis-SUMO-fgf21 was cleaved using SUMO 
protease 1 and loaded onto a column with Ni-NTA resin. 
The FGF21 protein (aa 29 to 210) was in the flow-through 
fractions. Size exclusion chromatography on a Superdex 200 
10/300 GL column was used as a final purification step. The 
absence of bacterial endotoxins in FGF21 protein sample was 
confirmed by LAL-test (< 0.2 U/µg protein).

Relative quantitation real-time PCR. Total RNA was 
isolated from tissue samples using ExtractRNA kit (Evrogen, 
Moscow, Russia) according to the manufacturer’s instructions. 
First-strand cDNA was synthesized using Moloney murine 
leukemia virus (MMLV) reverse transcriptase (Evrogen) 
and oligo(dT) as a primer. TaqMan gene expression assays 
(Applied Biosystems) listed in Table 1 were used for relative 
quantitation real-time PCR with β-actin as an endogenous 
control according to manufacturer’s manual. Sequence am-
plification and fluorescence detection were performed on an 
Applied Biosystems ViiA 7 Real-Time PCR System. Relative 
quantification was performed by the comparative threshold 
cycle (∆∆CT) method.

Statistical analysis. Each result is presented as an arithme-
tic mean ± SE for a sample size (i. e., number of mice) indi-
cated. Three-way ANOVA with factors “sex” (male, female), 
“experimental group” (PBS, FGF21 administration), and “day 
of experiment” (1–6) was used to analyze FGF21 effects on 
food intake and body weight; with factors “sex”, “experimen-
tal group”, and “eating” (daily FI before and after fasting), to 
analyze FGF21 effect on FI after fasting. Two-way ANOVA 
with factors “sex” and “experimental group” was used to ana-
lyze FGF21 effects on blood parameters and gene expression 

with multiple comparisons using the post hoc Duncan test. 
Significance was determined as p ≤ 0.05. The STATISTICA 6 
software package (StatSoft) was used for analysis.

Results
Biochemical characteristics of blood and plasma. No dif-
ferences between male and female Ay-mice were observed in 
concentrations of blood glucose, either before or during the 
experiment. Only the plasma level of adiponectin was higher 
in females than in males. FGF21 administration significantly 
decreased plasma insulin specifically in male mice. Both 
male and female mice tended to respond to FGF21 admini-
stration by decreased plasma levels of free fatty acids (FFA)  
(Table 2).

Body weight (BW), weights of fat and liver, and food 
intake (FI). FGF21 administration exerted differential effects 
on BW in male and female mice ( p < 0.001, F1.118 ± 12.2, 
“sex” × “experimental group”, three-way ANOVA, Fig. 1). 
In males, FGF21 contributed to weight loss, and significant 
differences in BW between male mice treated with PBS and 
FGF21 were observed from day 5 of the experiment (see 
Fig. 1). In females, FGF21 administration did not affect BW.

The weights of both subcutaneous and abdominal WAT 
were higher in female mice, whereas no such differences 
could be detected in the case of BAT, FGF21 administration 
did not affect fat weights in either males or females (Fig. 2). 
Liver weight was lower in females, and FGF21 administra-
tion increased this parameter in females, without affecting it 
in males (see Fig. 2). 

The effect of FGF21 on FI was also sex-dependent ( p < 0.0001, 
F1.113 ± 20.7, “sex” × “experimental group”, three-way 
ANOVA, Fig. 3, a). FGF21 administration did not affect FI in 
males, but significantly increased it in females from the first 
day of the experiment (see Fig. 3, a). 

We also assessed the effect of FGF21 on FI during the 
24-h period of refeeding after overnight fasting. Fasting 
taken alone stimulated FI, and FGF21 administration further 
increased it during refeeding in both males and females 
( p < 0.001, F1.39 ± 14.3, “experimental group”, three-way 
ANOVA, see Fig. 3, b). 

Gene expression. In mice that received PBS, liver expres-
sion of most of the genes studied was sex-dependent (Fig. 4). 

Higher levels of mRNA of genes involved in beta-oxidation 
(Ppara, Pgc1, Cpt1), glucose metabolism (Insr, Slc2a2), gly-
colysis (G6pc, Pklr), and gluconeogenesis (Gck, Pck1), as well 
as lipolysis (Pnpla2) and lipogenesis (Lpl, Acaca, Acacb) were 
observed in females, as compared to males. FGF21 administra-
tion inhibited liver expression of the genes, and this inhibition 
was more pronounced in females than in males. Thus, FGF21 
administration effectively eliminated sex differences in liver 
expression of the genes, observed in the control (see Fig. 4). 
Liver expression of Fgf21, exhibiting no differences between 
males and females, was reduced in response to exogenous 
FGF21. Sex differences in gene expression were also observed 
in abdominal fat. In mice treated with PBS, mRNA levels of 
genes encoding PPARg, LPL, and GLUT4 were higher in 
females than in males (Fig. 5). FGF21 administration reduced 
the expression of these genes in females to a greater extent than 
in males, thereby eliminating the sex-dependent differen ces 
observed in the control (see Fig. 5). 
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Table 1. Gene expression assays used for relative quantitation real-time PCR

Protein Gene Gene expression assay

Acetyl-coenzyme A carboxylase alpha Acaca Mm01304285_m1

Acetyl-coenzyme A carboxylase beta Acacb Mm01204683_m1

Agouti related neuropeptide Agrp Mm00475829_g1

Carnitine palmitoyltransferase 1a Cpt1a Mm01231183_m1

Carnitine palmitoyltransferase 1b Cpt1b Mm00487191_g1

Deiodinase, iodothyronine, type II Dio2 Mm00515664_m1

Fatty acid synthase Fasn Mm00662319_m1

Fibroblast growth factor 21 Fgf21 Mm00840165_g1

Glucose-6-phosphatase, catalytic G6pc Mm00839363_m1

Glucokinase Gck Mm00439129_m1

Insulin receptor Insr Mm01211875_m1

Klotho beta Klb Mm00473122_m1

Leptin receptor Lepr Mm00440181_m1

Lipase, hormone sensitive Lipe Mm00495359_m1

Lipoprotein lipase Lpl Mm00434764_m1

Neuropeptide Y Npy Mm01410146_m1

Patatin-like phospholipase domain containing 2 (adipocyte triglyceride lipase (ATGL)) Pnpla2 Mm00503040_m1 

Peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1 alpha Ppargc1a Mm01208835_m1

Peroxisome proliferator activated receptor alpha Ppara Mm0040939_m1

Peroxisome proliferator activated receptor gamma Pparg Mm00440940_m1

Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1, cytosolic Pck1 Mm01247058_m1

Pro-opiomelanocortin Pomc Mm00435874_m1

Pyruvate kinase liver and red blood cell Pklr Mm00443090_m1

Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1 (GLUT1) Slc2a1 Mm00441480_m1

Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2 (GLUT2) Slc2a2 Mm00446229_m1

Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 (GLUT4) Slc2a4 Mm00436615_m1

Uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier) Ucp1 Mm01244861_m1

Uncoupling protein 3 Ucp3 Mm01163394_m1

Beta-actin Actb Mm00607939_s1

Table 2. Effects of FGF21 administration on biochemical parameters of blood 

Biochemical parameter Males Females p (ANOVA)

PBS 
n = 7

FGF21 
n = 6

PBS 
n = 6

FGF21 
n = 5

Glucose fasted initial, mM 8.17 ± 0.51 8.08 ± 0.75 7.90 ± 1.28 8.30 ± 1.02 NS

Glucose fasted day 7, mM 7.73 ± 1.51 6.68 ± 0.70 5.73 ± 1.11 8.30 ± 0.93 NS

Glucose, mM 9.64 ± 0.71 8.64 ± 0.30 9.27 ± 0.50 10.48 ± 0.49 NS

FFA, mM 0.19 ± 0.09 0.05 ± 0.04 0.27 ± 0.13 0.05 ± 0.05 0.07, E

Triglycerides, mM 1.04 ± 0.10 0.99 ± 0.07 0.99 ± 0.07 0.79 ± 0.11 NS

Cholesterol, mM 3.06 ± 0.12 3.25 ± 0.41 2.70 ± 0.22 2.83 ± 0.17 NS

Insulin, ng/ml 12.06 ± 0.89 7.56 ± 1.29* 8.60 ± 1.48 7.42 ± 1.45 < 0.05, E

Adiponectin, µg/ml 3.90 ± 0.37 4.12 ± 0.46 5.44 ± 0.54 5.67 ± 0.67 < 0.01, S

Leptin, ng/ml 21.75 ± 3.13 22.28 ± 6.86 21.15 ± 5.85 23.08 ± 4.72 NS

Male and female Ay-mice were administered with FGF21 (1 mg per 1 kg) or PBS for 10 days, and blood samples to measure plasma parameters were collected 1 h 
after the last injection. Fasted glucose was measured in blood before (initial) and on day 7 of the experiment using a glucometer. *p < 0.05, males, FGF21 vs. PBS, 
post hoc Duncan test. NS – non-significant; S – “sex”; E – “experimental group”.
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For the majority of the genes studied, the inhibitory effects 
of FGF21 administration on the expression were more pro-
nounced in females. This was confirmed for genes involved 
in lipogenesis (Pparg, Lpl, Acacb), lipolysis (Pnpla2), and 
transcription coactivation (Ppargc1a). In a single case of 
Acaca gene, the pattern was reversed: FGF21 administration 
decreased the level of mRNA in males while increasing it in 
females. The expression of Insr and Lipe was higher in fe-
males, and FGF21 administration did not affect their mRNA 
levels (see Fig. 5).

In subcutaneous fat of the controls, there were no sex-
dependent expression differences for any of the genes studied. 
FGF21 administration affected only Cpt1b, decreasing its 
expression both in males and females.

In brown fat of the controls, there were no sex-dependent 
expression differences for any of the genes studied, and FGF21 
administration did not affect the expression.

In muscle tissue of the controls, there were no sex-de-
pendent expression differences for any of the genes studied. 
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Fig. 3. FGF21 influence on FI ad libitum (a) and after fasting (b) in male and female Ay-mice.
a – FI/BW ratio; b – mice were fasted overnight after seven injections of FGF21 or PBS. FI “before fasting” was calculated as an arithmetic 
mean of six daily FIs measured for 6 days prior to fasting. FI “after fasting” represents the amount of food consumed during 24 h of refeeding. 
The effect of fasting on FI (three-way ANOVA) is indicated in the graph. 
*p ≤ 0.05 for FGF21 vs. PBS in females, post hoc Duncan test.
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FGF21 did not affect the expression significantly, although 
the level of Cpt1b mRNA tended to increase after FGF21 
administration ( p ± 0.06, two-way ANOVA).

Mice treated with PBS exhibited no differences between 
males and females in the hypothalamic mRNA levels of the 
genes studied. After FGF21 administration, the expression of 
Klb was decreased in mice of both sexes ( p < 0.05, F1.20 ± 6.2), 
whereas that of Pomc was decreased in males only ( p < 0.05, 
Student’s t-test, 1.0 ± 0.3, n ± 6, control males vs. 0.29 ± 0.10, 
n ± 6, FGF21 treated males). 

Discussion
In the present study, we assessed the pharmacological effects 
of FGF21 in male and female mice with Ay mutation, which 
evokes MC4R blockage. We found that these effects were 
strongly dependent on the sex of the animals.

FGF21 administered to animals with diabetes and obesity 
decreases their BW and blood glucose/insulin levels, improves 
blood lipid profile, and increases insulin sensitivity (Bon-
Durant, Potthoff, 2018). In our study, responses to FGF21 
administration in male Ay-mice were largely consistent with 
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Fig. 4. FGF21 influence on gene expression in the liver of male and female Ay-mice. 
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Fig. 5. FGF21 influence on gene expression in the abdominal WAT of male and female Ay-mice. 
Effects of factors “S” (sex) or “E” (experimental group), or interactions thereof (“S*E”) at the level of significance p < 0.05 (two-way ANOVA) are indicated in the graph.  
#p < 0.05 for males vs. females; *p < 0.05 for FGF21 vs. PBS in females, post hoc Duncan test.
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its expected impact: their BWs and blood insulin decreased, 
blood levels of FFA tended to decrease, and blood glucose 
and adiponectin were not affected. Our observation that 
FGF21 decreased blood insulin without affecting glucose, 
which retained normal levels, suggests that insulin sensitiv-
ity in male Ay-mice was possibly improved. Metabolic effect 
of FGF21 administration was not associated with changes in 
blood adiponectin, since adiponectin is not required for the 
chronic effects of FGF21 to reduce body weight or its effects 
on glucose homeostasis (BonDurant et al., 2017).

Although we did not monitor energy expenditure, it was 
most likely increased, since weight loss in male mice took 
place in the absence of changes in FI. The ability of FGF21 
to induce weight loss without affecting FI was reported pre-
viously for male mice with diet-induced and genetic obesity 
(db/db, ob/ob) (Kharitonenkov et al., 2005; Xu et al., 2009; 
Camporez et al., 2013). This effect was arguably due to 
increased energy expenditure caused by intense locomotor 
activity (Xu et al., 2009) and elevated metabolic rate (Coskun 
et al., 2008; Xu et al., 2009). FGF21-induced growth of 
metabolic rates is associated with augmentation of fatty acid 
oxidation in liver and adipose tissue (BAT and WAT), caused 
in turn by increased expression of genes encoding CPT-1 (in 
liver only), PGC-1 (in liver and adipose tissue), and UCP-1 
(in liver and adipose tissue) (Camporez et al., 2013). No such 
changes in gene expression have been observed in this study; 
on the contrary, FGF21 administration to males reduced the 
expression of Ppargc1a and Cpt1 in liver and Ppargc1a in 
abdominal WAT ( p < 0.05, two-way ANOVA). 

Our results are consistent with those reported by (Coskun 
et al., 2008), demonstrating that weight loss and improved 
glucose metabolism in FGF21-treated C57Bl males were 
accompanied by a decrease in liver expression of Cpt1 (with 
no changes of Ppargc1a expression). However, T. Coskun et 
al. (2008) found increased expression of genes related to (1) 
thermogenesis (Ucp1) in WAT and BAT, (2) lipolysis (Lipe, 
Pnpla2) in WAT, and (3) lipogenesis (Acaca, Acacb) in WAT, 
suggesting that energy expenditure is achieved via thermo-
genesis and induction of a state of increased futile cycling. 
We have not observed induction of Ucp1 expression either 
in BAT or WAT; likewise, there have been no increase in the 
expression of lipolysis/lipogenesis genes in liver or adipose 
tissue. Thus, our experimental data provide no indication of 
futile cycling activation. FGF21-induced activation of energy 
expenditure involves, in addition to central mechanisms, the 
sympathetic nervous system (Owen et al., 2014; Lan et al., 
2017). Of note, the latter also mediates regulation of energy 
expenditure by the melanocortin system (Rossi et al., 2011; 
Berglund et al., 2014). Therefore, FGF21 may act, at least in 
certain cases, via melanocortin signaling pathways. If so, the 
blockade of MC4R in Ay-mice can interfere with the activating 
effect of FGF21 on the expression of the genes we studied. 
Weight loss in male Ay-mice is indicative of yet other mecha-
nisms whereby energy expenditure may be increased, which 
remain to be explored.

In females with Ay mutation, the effect of FGF21 differed 
dramatically from that observed in males. In females unlike 
males, FGF21 administration did not induce weight loss, but 
increased liver weight. Ay-mice are hyperphagic (Wolff et al., 
1999), and FGF21 exacerbated hyperphagia specifically in 

females. It is not known whether this difference is due to Ay 
mutation or, rather, we are dealing with a general sex-linked 
discrepancy in responses of female and male mice to FGF21 
treatment (the pharmacological effects of FGF21 have thus 
far not been studied in female mice).

Resistance of female Ay-mice to catabolic effects of FGF21 
can be explained by increase of food intake. FGF21 influence 
on FI in female rodent was not studied, but in males, FGF21 
was shown previously to increase FI in rats (Recinella et al., 
2017), mice with diet-induced obesity (Coskun et al., 2008), 
and to increase protein intake while reducing carbohydrate 
intake in normal mice, and the later effect was mediated via 
CNS (Larson et al., 2019). However, FGF21-dependent sig-
naling pathways that regulate eating behavior have not been 
identified. The melanocortin system is involved in the regu-
lation of the response to protein deficiency, and FGF21 may 
act as the sensor triggering that response. In our experiment, 
male mice demonstrated no increase in FI, although FGF21 
administration decreased hypothalamic expression of Pomc. 
POMC is a precursor of the anorexigenic neuropeptide MSH, 
and a decrease in Pomc expression (limiting MC4R activation 
by MSH) is associated with increased FI. Ay mutation leads 
to MC4R blockade, which disrupts MSH regulation of FI and 
may be the reason why males did not respond to FGF21 by 
increased FI.

In females, FGF21 administration caused a considerable 
increase in FI without affecting the expression of the mela-
nocortin system genes. In Ay-females, FGF21 influence on 
FI may be mediated via estradiol-sensitive mechanism that 
is not altered by impaired melanocortin signaling (Morton et 
al., 2004). It is possible that the orexigenic effects of FGF21 
in males and females involve distinct neuronal signaling 
pathways.

According to the data obtained in the control groups, a 
different metabolic response to exogenous FGF21 in males 
and females was induced at the background of significant 
sex differences in the mass of the liver and adipose tissue 
and in the expression of the liver and fat genes. Sex differen-
ces in gene expression in adipose tissue differed depending 
on localization; in our experiment, we found them only in 
abdominal adipose tissue. These data are consistent with the 
results obtained when assessing gene expression in adipose 
tissue in mice: the number of differentially expressed genes in 
males and females was significantly higher in abdominal than 
in subcutaneous fat (Grove et al., 2010). Increased weight of 
abdominal fat in control Ay-females, compared to males, was 
associated with increased expression of genes upregulating 
lipogenesis in adipose tissue: Ppar, Lpl, Insr and Slc2a4. 
FGF21 administration eliminated differences in the expression 
of these genes, however, it did not lead to significant changes 
in the mass of adipose tissue. It is possible that more prolonged 
FGF21 administration is required to detect changes at the level 
of adipose tissue weight.

The most striking sex differences in gene expression in the 
control groups were observed in liver. In controls, the expres-
sion of most genes studied (except for Fgf21 and Fasn) was 
higher in females than in males. These results are consistent 
with transcriptome analysis data demonstrating differential 
expression rates for 72 % active liver genes in male and female 
mice (Yang et al., 2006). Sex differences in expression of genes 
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related to lipid metabolism were found in the liver of mice 
and rats on high-calorie diet: compared to males, females had 
enhanced mRNA levels of Acc1, Pparg, Cpt1 and other genes 
in mice (Gasparin et al., 2018), and enhanced protein levels 
of ACC, PPARs and FAS in rats (Chukijrungroat et al., 2017). 
As shown by S. Della Torre et al. (2017), liver is the major 
target for estrogens, and estrogen receptor alpha (ERα) has 
a direct effect on the regulation of the hepatic genes relevant 
for energy metabolism.

Increased expression of genes involved in fatty acid 
β-oxidation (Ppara, Ppargc1a, Cpt1), glycolysis (G6p, Pklr), 
gluconeogenesis (Pck1, Gck), glucose transport (Slc2a2), li-
pogenesis and lipolysis (Acaca, Acacb, Lpl, Pnpla2) possibly 
indicates that the rate of glucose and fat metabolism is higher 
in the liver of Ay-females than Ay-males. FGF21 administra-
tion reduced liver expression of all the genes mentioned, 
thereby eliminating entirely any sex-dependent differences, 
and this effect was associated with the increase of female 
liver weight. Enlarged liver under the action of FGF21 in 
female Ay-mice may indicate the development of steatosis. 
Simultaneous decrease in catabolic (lipolysis, glycolysis) and 
anabolic (lipogenesis, gluconeogenesis) processes can suggest 
decreased metabolism in the liver of Ay-females. Decreased 
liver metabolism in females could reduce liver energy expen-
diture and contribute, together with increased food intake, to 
liver weight gain. Additional morphological and biochemical 
studies are needed to find out whether FGF21 initiates (or 
promotes) steatosis in Ay-female mice.

Taken together, our findings indicate that therapeutic effects 
of FGF21 in mice with disrupted melanocortin signaling are 
strongly sex-dependent. In male Ay-mice, the blockage of 
MC4Rs does not prevent the anti-obesity effect of FGF21: 
its administration results in weight loss and blood insulin 
decrease. However, obese Ay-females exerted resistance to 
catabolic and antidiabetic effects of FGF21. In females, exo-
ge nous FGF21 stimulates FI without reducing BW and blood 
glucose/insulin, inhibits liver expression of genes related to 
glucose and lipid turnover, and increases liver weight. The 
contribution of estrogens and the melanocortin system to those 
effects remains to be elucidated.

Conclusion
The pharmacological effect of FGF21 may depend on the 
animal sex and etiology of obesity. Although an immediate 
translation to humans of findings obtained in experiments 
with mice is not possible, our results suggest that detailed 
preclinical studies of the pharmacological effects of FGF21 
are required, taking into account the sex of individuals under 
study and the genesis of obesity.
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Аннотация. В обзоре представлены накопленные в научной литературе данные об участии мобильных гене-
тических элементов в регуляции дифференцировки нейрональных стволовых клеток и функционирования 
зрелых нейронов головного мозга. Начиная с первого деления зиготы, эмбриональное развитие управляется 
закономерными активациями транспозонов, необходимыми для последовательного изменения экспрессии 
специфических для каждого типа клеток генов. Частным отражением этих процессов может быть дифферен-
цировка нейрональных стволовых клеток – процесс, в ходе которого необходима наиболее тонкая настройка 
экспрессии генов в нейронах различных областей головного мозга. Доказательствами этого предположения 
являются данные о высокой активности транспозонов в центре нейрогенеза, зубчатой извилине гиппокам-
па. Кроме того, мобильные элементы – источники возникновения и эволюции длинных некодирующих РНК, 
которые коэкспрессируются с необходимыми для работы головного мозга белок-кодирующими генами. Наи-
большая активность длинных некодирующих РНК, так же как и транспозонов, обнаружена в центре нейроге-
неза человека, что позволяет предположить их участие в управлении работой головного мозга. В регуляции 
дифференцировкой нейрональных стволовых клеток используются также микроРНК, многие из которых воз-
никают из транскриптов мобильных элементов. Транспозоны посредством собственных процессированных 
транскриптов играют роль в эпигенетической регуляции дифференцировки нейронов. Объяснением глобаль-
ной регуляторной функции мобильных элементов в головном мозге человека может служить их значение в 
возникновении белок-кодирующих генов в эволюции путем экзонизации, дупликации и доместикации. Эти 
гены вовлечены в эпигенетическую регуляторную сеть с участием транспозонов, так как содержат нуклеотид-
ные последовательности, комплементарные микроРНК и длинным некодирующим РНК, образуемым из транс-
криптов мобильных элементов. В формировании памяти выявлена роль обмена вирусоподобными частицами 
мРНК при помощи белка Arc эндогенных ретровирусов HERV между нейронами. Возможными способами реа-
лизации этого механизма могут быть обратная транскрипция мРНК и сайт-специфическая интеграция в геном 
с регуляторным воздействием на гены, участвующие в консолидации информации. 
Ключевые слова: головной мозг; дифференцировка; некодирующие РНК; ретроэлементы; стволовые нервные 
клетки; транспозоны.

Для цитирования: Мустафин Р.Н., Хуснутдинова Э.К. Участие мобильных элементов в нейрогенезе. Вавилов ский 
журнал генетики и селекции. 2020;24(2):209-218. DOI 10.18699/VJ20.613

Involvement of transposable elements in neurogenesis
R.N. Mustafin1 , E.K. Khusnutdinova2

1 Bashkir State Medical University, Ufa, Russia
2 Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Ufa, Russia

 e-mail: ruji79@mail.ru

Abstract. The article is about the role of transposons in the regulation of functioning of neuronal stem cells and ma-
ture neurons of the human brain. Starting from the first division of the zygote, embryonic development is governed 
by regular activations of transposable elements, which are necessary for the sequential regulation of the expression 
of genes specific for each cell type. These processes include differentiation of neuronal stem cells, which requires 
the finest tuning of expression of neuron genes in various regions of the brain. Therefore, in the hippocampus, the 
center of human neurogenesis, the highest transposon activity has been identified, which causes somatic mosai-
cism of cells during the formation of specific brain structures. Similar data were obtained in studies on experimental 
animals. Mobile genetic elements are the most important sources of long non-coding RNAs that are coexpressed 
with important brain protein-coding genes. Significant activity of long non-coding RNA was detected in the hip-
pocampus, which confirms the role of transposons in the regulation of brain function. MicroRNAs, many of which 
arise from transposon transcripts, also play an important role in regulating the differentiation of neuronal stem cells. 
Therefore, transposons, through their own processed transcripts, take an active part in the epigenetic regulation of 
differentiation of neurons. The global regulatory role of transposons in the human brain is due to the emergence of 
protein-coding genes in evolution by their exonization, duplication and domestication. These genes are involved in 
an epigenetic regulatory network with the participation of transposons, since they contain nucleotide sequences 
complementary to miRNA and long non-coding RNA formed from transposons. In the memory formation, the role of 
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the exchange of virus-like mRNA with the help of the Arc protein of endogenous retroviruses HERV between neurons 
has been revealed. A possible mechanism for the implementation of this mechanism may be reverse transcription 
of mRNA and site-specific insertion into the genome with a regulatory effect on the genes involved in the memory. 
Key words: brain; differentiation; noncoding RNA; retroelements; neuronal stem cells; transposable elements.
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Введение
Мобильные элементы (ТЕ – transposable elements) зани-
мают до 69 % генома человека (de Koning et al., 2011). По-
мимо этого, многие белок-кодирующие гены (Joly-Lopez, 
Bureau, 2018), регуляторные последовательности (Ito et 
al., 2017; Schrader, Schmitz, 2018), теломеры (Kopera et 
al., 2011) и центромеры хромосом (Cheng, Murata, 2003; 
Sharma et al., 2013; Han et al., 2016) произошли от ТЕ. 
Источниками некодирующих РНК (нкРНК), включая 
микроРНК (Piriyapongsa et al., 2007; Yuan et al., 2010, 
2011; Qin et al., 2015) и длинные нкРНК (Johnson, Guigo, 
2014) человека, также являются мобильные элементы. За 
миллионы лет эволюции клетки выработали различные 
системы защиты от интеграций ТЕ в их геномы, включая 
метилирование ДНК, образование гетерохроматина и 
РНК-интерференцию (РНКи). Эти эпигенетические ме-
ханизмы внесли значительный вклад в регуляцию специ-
фической экспрессии генов и дифференцировки клеток 
(Habibi et al., 2015). 

Мобильные элементы подразделяют на два основных 
класса, в соответствии с механизмами их транспозиции. 
ДНК-транспозо ны перемещаются путем «вырезания и 
вставки». Ретро эле менты (РЭ) интегрируют в новые сайты 
генома при по мощи «копирования и вставки». РЭ могут 
содержать длин ные концевые повторы LTR (long terminal 
repeat) – LTR-РЭ (рис. 1) или не содержать их – non-LTR 
РЭ (рис. 2). Последние бывают автономными – LINE (long 
interspersed nuclear elements) и неавтономными – SINE 
(short interspersed nuclear elements) и SVA (SINE-VNTR-
Alu) (рис. 3) (Klein, O’Neill, 2018). 

В геноме человека имеется более 500 000 копий LINE1 
(L1), составляющих 17 % всех нуклеотидных последо-
вательностей (НП), из них активны, с полной длиной 
6000 п. н., лишь около 100 L1. Среди неавтономных РЭ 
в геноме человека содержится более 2700 копий SVA 
(Hancks, Kazazian, 2012). В эволюции приматов было не-
сколько волн ретротранспозиций L1, а также рождение 
новых ТЕ, таких как SINE, Alu и SVA, что считается 
одним из важных факторов для развития головного мозга 
человека (Linker et al., 2017).

Эндогенные ретровирусы человека (HERV) относятся к 
LTR-РЭ. Они занимают около 8 % генома и служат источ-
никами огромного количества (794 972) сайтов связывания 
со специфическими транскрипционными факторами (ТФ), 
активация которых играет роль в эмбриогенезе. Например, 
LTR взаимодействуют: в мезодерме – с SOX17, FOXA1, 
GATA4, в плюрипотентных клетках – с SOX2, NANOG, 
POU5F1, в гемопоэтических – с TAL1, GATA1, PU1 (Ito et 
al., 2017). Взаимосвязью с тканеспецифической экспрес-
сией генов характеризуются также MIR (mammalian-wide 
interspersed repeats), древнее семейство SINE, произошед-
шее от тРНК (Jjingo et al., 2014). 

Мобильные элементы характеризуются закономерной 
активацией в зависимости от ткани и стадии развития. На 
основании высокопроизводительного профилирования 
сайтов интеграции при помощи секвенирования нового 
поколения было показано, что транспозиции ТЕ в спе-
цифические области генома неслучайны (Sultana et al., 
2017). Благодаря запрограммированной активации ТЕ в 
отдельных клетках при нейрогенезе происходит измене-
ние экспрессии определенных генов, необходимых для 
дифференцировки в специфические типы нейронов для 
формирования и функционирования структур головного 
мозга (Coufal et al., 2009; Bailie et al., 2011; Thomas, Muotri, 
2012; Richardson et al., 2014; Evrony et al., 2015; Upton 
et al., 2015; Muotri, 2016; Suarez et al., 2018). В соответ-
ствии с этим выявляемый соматический мозаицизм (СМ) 
нервных клеток по инсерциям ТЕ (Richardson et al., 2014; 
Upton et al., 2015; Bachiller et al., 2017; Paquola et al., 2017; 
Rohrback et al., 2018; Suarez et al., 2018) может отражать 
запрограммированный регуляторный паттерн генома, не-
обходимый для созревания специфических структур ЦНС 
(Paquola et al., 2017; Rohrback et al., 2018). СМ означает 
наличие в одном организме клеток с разными геномами 
в результате de novo изменений ДНК. Эти структурные 
вариации могут быть обусловлены CNV (copy number 
variations), инсерциями РЭ, делециями под влиянием ТЕ, а 
также SNV (single nucleotide variants) (Paquola et al., 2017). 
То есть в разных клетках одного организма изменяется 
не только генотип, но и весь геном. Это обусловлено воз- 
 никновением мутаций в экзонах белок-кодирующих ге-
нов, межгенных регуляторных областях и интронах, что 
сопровождается специфическим для каждого типа клеток 
изменением экспрессии определенных генов.

Роль транспозонов  
в дифференцировке нейронов
Головной мозг человека содержит около 86.1 млрд ней-
ронов, каждый из которых образует от 5000 до 20 000 
синаптических связей, создавая сложную сеть с разнооб-
разными типами и подтипами клеток. Количество под-
типов настолько велико, что не поддается современным 
методам их описания. В связи с этим должны существо-
вать механизмы, обеспечивающие такое разнообразие 
нейронов с их специфическими временными и простран-
ственными особенностями функционирования (Thomas, 
Muotri, 2012). Источниками этих механизмов могут быть 
ТЕ, комбинации перемещений которых способны стать 
источниками бесчисленного разнообразия. Примером 
служит молекулярный способ генерирования антител им-
мунной системой млекопитающих (V(D)J рекомбинация), 
произошедший от ТЕ (Lapp, Hunter, 2016). Транспозоны 
играли роль в развитии центральной нервной системы. 
В эволюции они оказались источниками формирования 
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регуляторных структур и генов, участвующих в форми-
ровании головного мозга. Так, неавтономные ТЕ MER130 
сохранились в эволюции в связи с их расположением 
вблизи генов неокортекса как необходимое звено для их 
регуляции. В экспериментах на мышах была показана 
активация MER130 у эмбрионов на 14-й день развития 
в качестве энхансеров генов для развития неокортекса 
(Not well et al., 2015). Среди 11 специфичных для пла-
центарных животных генов sushi-ichi, произошедших от 
ретротранспозонов, ген SIRH11/ZCCHC16, кодирующий 
белок CCHC с цинковыми пальцами, способствовал эво-
люции головного мозга. Этот одомашненный ген вовлечен 
в развитие когнитивных функций плацентарных (Irie et 
al., 2016).

Еще в 2009 г. в нейрональных стволовых клетках (СК), 
изолированных из головного мозга эмбриона, были об-
наружены ретротранспозиции L1s, а также увеличение 
(в сравнении с печенью и сердцем того же индивида) 
количества копий эндогенных L1s в гиппокампе взрослого 
человека (Coufal et al., 2009). Помимо L1 (7743 инсерций), 

в гиппокампе людей зрелого возраста найдено большое 
количество соматических транспозиций Alu (13 692 ин-
серции) и SVA (1350 инсерций) (Bailie et al., 2011). Эти 
интеграции de novo могут воздействовать на экспрессию 
определенных генов, создавая уникальные транскриптомы 
отдельных нейронов (Muotri, 2016), что может быть об-
условлено запрограммированной на уровне генома спо-
собностью ТЕ к их закономерным сайт-специфическим 
инсерциям (Sultana et al., 2017). Действительно, в работе 
(Coufal et al., 2009) из 19 ретротранспозиций 16 оказались 
на расстоянии менее чем в 100 кб от генов, экспресси-
рующихся в нейронах. В работе (Upton et al., 2015) при 
изучении СМ гиппокампа человека 2 из 20 выявленных 
транспозиций L1 оказались функционально значимыми 
инсерциями в интроны генов ZFAND3 и USP33, функцио-
нирующих в головном мозге. В 2015 г. A.A. Kurnosov с 
коллегами при исследовании образцов головного мозга 
человека показали, что из 3100 транспозиций L1 в нейро-
нах зубчатой извилины гиппокампа в генах расположены 
50.26 % инсерций, из 2984 Alu – 49.1 % (Kurnosov et al., 
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2015). В 2016 г. в работе (Erwin et al., 2016) было выявлено, 
что в головном мозге здоровых людей 44–63 % нейронов 
подвергаются СМ в области генов, имеющих значение для 
работы нервной системы. Так, высокая частота инсерций 
L1-РЭ характерна для гена DLG2, влияющего на когни-
тивную гибкость, внимание и обучение. Мутации в DLG2 
ассоциированы с развитием шизофрении. 

Хотя соматические ретротранспозиции, в отличие от за-
родышевых, не могут передаваться следующим поколени-
ям, запрограммированная способность к специфическим 
инсерциям, зависящая от состава и расположения ТЕ в ге-
номе, может наследоваться. Возможным объяснением спо-
собности ТЕ к сайт-специфическим инсерциям в области 
генов, экспрессирующихся в головном мозге, может быть 
эволюционная взаимосвязь белок-кодирующих генов (Ito 
et al., 2017; Joly-Lopez, Bureau, 2018) и их регуляторных 
НП (Gianfrancesco et al., 2017) с мобильными элементами. 
Были найдены специфические для человека и шимпанзе 
инсерции вбли зи промоторов генов рецептора тахикина 
TACR3, катион ных каналов TRPV1 и TRPV3, окситоцина 
OXT. Эти гены свя заны с функционированием нейропеп-
тидов. Анализ геномов различных млекопитающих по-
казал, что нейрональный энхансер nPE2, регулирующий 
экспрессию гена POMC в гипоталамусе, в эволюции 
произошел от SINE (Gianfrancesco et al., 2017). 

Транспозиции и экспрессия ТЕ варьируют в зависимо-
сти от области головного мозга и меняются при средовых 
воздействиях, так как могут выполнять ряд адаптивных 
функций (Lapp, Hunter, 2016). Наиболее активными ока-
зались L1, сохранившие способность к транспозициям, 
вызывая СМ (Suarez et al., 2018). Еще в 2005 г. A.R. Muotri 
с коллегами предположили, что L1 при помощи соматиче-
ских транспозиций могут активно создавать мозаицизм ге-
номов нейронов (Muotri et al., 2005). В головном мозге СМ 
играет важную роль в регуляции познания и поведения. 
Последствия СМ охватывают обширные изменения – от 
варианта в одном локусе до генов в нейрональных сетях 
(Paquola et al., 2017; Rohrback et al., 2018). При этом осо-
бенности СМ отличаются между нейронами различных 
областей головного мозга. Например, в коре больших 
по лушарий наблюдается всего 0.6 инсерций L1-РЭ, тогда 
как в гиппокампе – от 80 до 800 вставок на один нейрон 
(Lapp, Hunter, 2016). СМ вследствие ретротранспозиций –  
источник фенотипического разнообразия между нейрона-
ми во время развития. При этом в головном мозге взрос-
лого человека под действием различных средовых фак-
торов экспрессия L1 может влиять на функционирование 
нейронов при формировании долговременной памяти 
(Bachiller et al., 2017). 

Гиппокамп – центр нейрогенеза человека, где множе-
ство инсерций оказывают влияние на транскрипционную 
экспрессию, создавая уникальные транскриптомы в ней-
ронах. Кроме того, транскрипционная активация L1 сходна 
с таковой для гена NeuroD1. Это может говорить о влиянии 
экспрессии L1 на нейрогенез, так как стимуляция Wnt3a в 
нейрональных СК увеличивает экспрессию L1 в 10 раз по 
пути бета-катенина, аналогично активируя транскрипцию 
гена NeuroD1. Этот ген кодирует ТФ, активирующий гены, 
участвующие в нейрогенезе. Область промотора NeuroD1 
содержит сайт Sox/LEF, сходный с 5ʹUTR элемента L1, 

а паттерны экспрессии во времени генов NeuroD1 и L1 
при дифференцировке нейронов сходны (Thomas, Muotri, 
2012). 

Генетические вариации между нейронами вследствие 
ретротранспозиций L1 могут быть связаны со специфи-
ческим обогащением энхансеров нейрональных СК. Было 
показано, что характерные для типов нейронов энхансеры 
(определенные при помощи FANTOM5) соответствуют 
координатам в геноме для инсерций L1, которые находятся 
в пределах 100 п. н. от энхансера. В то же время для астро-
цитов и гепатоцитов подобные закономерности для L1 не 
выявлены (Upton et al., 2015). При исследовании особен-
ностей ретротранспозиций L1 в более чем 30 областях 
головного мозга обнаружено множество линий клеток, 
специфичных по инсерциям различных L1 (Evrony et al., 
2015). В экспериментах на мышах также была показана 
специфическая экспрессия L1, в зависимости от области 
ЦНС и возраста животного (Cappucci et al., 2018). 

Помимо L1, в регуляции нейрогенезом принимают 
участие LTR-РЭ. Так, у мышей область расположения 
полноразмерного ERVmch8 на 8-й хромосоме оказалась 
сравнительно менее метилирована в мозжечке, что свя-
зано с его специфической экспрессией, в зависимости 
от стадии развития (Lee et al., 2011). В соответствии с 
полученными данными, можно предположить, что на-
блюдаемые в нейрональных СК особенности активации 
ТЕ могут закономерно изменять экспрессию конкретных 
генов, необходимых для дифференцировки нейронов при 
формировании специфических структур головного мозга. 
Причиной активации ТЕ в СК гиппокампа и их значения 
в консолидации памяти может быть чувствительность ТЕ 
к стрессорным средовым воздействиям (Мустафин, Хус-
нутдинова, 2019). Эти механизмы – частное отображение 
общего процесса эпигенетического управления развитием 
всего организма, начиная с первого деления зиготы, в 
регуляции которого участвуют ТЕ (Мустафин, Хуснутди-
нова, 2018). Для понимания роли ТЕ в этих процессах 
необходимо рассмотреть их участие в эмбриогенезе.

Роль транспозонов в эмбриогенезе
Для инициирования развития организма после оплодо-
творения гаметы репрограммируются к тотипотентности. 
При этом наблюдается активация ТЕ. Ранее считалось, 
что это явление – побочный эффект обширного ремоде-
лирования хроматина в основе эпигенетического пере-
программирования гамет. Однако был проведен целевой 
эпигеномный подход для определения, вызывают ли ТЕ 
прямое воздействие на организацию хроматина и разви-
тие организма. Оказалось, что сайленсинг L1 элементов 
снижает доступность хроматина, а длительная активация 
L1 предотвращает его постепенное уплотнение, которое 
происходит естественным образом в ходе развития, т. е. 
активация L1 – неотъемлемая часть программы развития 
(Jachowicz et al., 2017). В экспериментах на мышах была 
доказана роль LTR-РЭ в качестве необходимого звена 
управления ранним эмбриогенезом (Wang et al., 2016).

Для цис-регуляторной активности LTR ретроэлемен-
тов ERVK, MERVL и GLN необходим комплекс из РНК 
и белков, формируемый при помощи длинной нкРНК 
LincGET. Искусственное подавление экспрессии LincGET 
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у эмбриона на двуклеточной стадии приводит к полной 
остановке дальнейшего развития вследствие нарушения 
цис-регуляции необходимых для пролиферации генов 
под влиянием управляемых при помощи LincGET LTR-
со держащих РЭ (Wang et al., 2016). Было также показано, 
что HERV активируются во всех типах клеток человека с 
характерными особенностями для определенных тканей 
и органов (Seifarth et al., 2005). При исследовании ассо-
циации 112 семейств ТЕ в 24 тканях человека отмечено 
тканеспецифическое обогащение активными областями 
LTR-РЭ, что говорит об их участии в регуляции экспрес-
сии генов для дифференцировки клеток, в зависимости 
от их функционального предназначения в онтогенезе. Это 
обусловлено наличием в последовательностях ТЕ сай тов 
связывания с ТФ, регулирующих развитие соответствую-
щей ткани. Характерное для определенных клеток обо-
гащение ТЕ в интронных энхансерах коррелирует с тка-
неспецифическими вариациями экспрессии ближайших 
генов (Trizzino et al., 2018).

Генетическая программа онтогенеза в двуклеточную 
стадию эм бриогенеза у мыши и человека контролируется 
в значи тельной степени ТФ семейства DUX, ключевыми 
индук торами активации генома зиготы у плацентарных 
мле копитающих (De Laco et al., 2017). Транскрипты L1 
у эмбрионов необходимы для сайленсинга Dux, синтеза 
рРНК и выхода из двуклеточной стадии. В работе (Per-
charde et al., 2018) было доказано, что для преимпланта-
ционного развития обязательна экспрессия L1. В эмбрио-
нальных СК транскрипты L1 действуют в качестве каркаса 
ядерной РНК, который рекрутирует факторы Nucleolin 
и Kap1/Trim28 для репрессии Dux. Параллельно с этим 
продукты L1 опосредуют связывание Nucleolin и Kap1 
с рДНК, способствуя синтезу рРНК и самообновлению 
эмбриональных СК (Percharde et al., 2018). Роль L1 в 
репрессии транскрипционной программы двуклеточного 
эмбриона говорит об их участии в специфической для 
стадии развития регуляции экспрессии генов, необходи-
мой для дифференцировки клеток и развития целостного 
организма (Jachowicz et al., 2017). Можно предположить, 
что активность РЭ в нейрональных СК свидетельствует 
об их использовании в качестве переключателей транс-
крипционных программ при специфической функцио-
нализации нейронов, т. е. ТЕ участвуют в управлении 
дифференцировкой как эмбриональных клеток, так и 
постнатальных СК. Регуляция осуществляется путем 
реализации информации, закодированной в особенностях 
состава и распределения ТЕ в геноме, посредством после-
довательной активации строго определенных ТЕ в каждой 
новой клетке в зависимости от ткани и стадии развития. 
Наибольшую роль эта видоспецифическая «кодировка» 
играет в ЦНС, где нейроны отличаются более высокой 
активностью РЭ. Это отражается в структурно-функцио-
нальной сложности головного мозга, по сравнению с 
другими органами. Важное значение в этих процессах 
имеет использование ТЕ в качестве источников нкРНК. 

Взаимосвязь транспозонов  
с некодирующими РНК в головном мозге
Согласно последним данным, в первичные процесси-
рующиеся РНК транскрибируется от 75 до 85 % всего 

генома человека, при этом лишь 1.2 % транслируется в 
белки. Большая часть транскриптов регистрируется как 
нкРНК, которые участвуют в управлении работой генома 
(Djebali et al., 2012). У человека выявлено 13 000 генов 
длинных нкРНК, за возникновение которых ответственны 
HERV путем инсерций промоторов. Длинные нкРНК, 
стимулируемые HERV, специфически транскрибируются 
в разных типах плюрипотентных клеток, что согласуется 
с избыточной экспрессией этих РЭ в эмбриональных СК 
человека (Johnson, Guigo, 2014). Транскрипция большин-
ства длинных нкРНК ассоциирована с экспрессией белок-
кодирующих генов в соответствии с типом нейронов и со 
специфической областью головного мозга. Так, согласно 
данным гибридизации in situ Allen Brain Atlas, из 1328 
известных длинных нкРНК мышей в их головном мозге 
экспрессируются 849, которые ассоциированы с типами 
клеток и субклеточными структурами. Были показаны 
биологическая значимость этих нкРНК в функциони-
ровании нейронов и взаимосвязь с белок-кодирующими 
генами (Mercer et al., 2008).

Экспрессирующиеся в головном мозге длинные нкРНК, 
такие как Miat, Rmst, Gm17566, Gm14207, Gm16758, 
2610307P16Rik, C230034O21Rik, 9930014A18Rik, разде-
ляют с генами нейрогенеза сходную модель экспрессии 
и перекрывают эти гены, что доказывает их роль в ней-
рогенезе путем управления работой белок-кодирующих 
генов (Aprea et al., 2013). Полученные данные согласуются 
с ролью ТЕ в нейрогенезе (Coufal et al., 2009; Kurnosov 
et al., 2015; Erwin et al., 2016; Muotri, 2016) и регуляции 
функционированием головного мозга (Thomas, Muotri, 
2012; Upton et al., 2015; Rohrback et al., 2018). Это свя-
зано с тем, что ТЕ служат основными источниками воз-
никновения и эволюции длинных нкРНК, формируя их 
функциональные домены и составляя у человека более 2/3 
их зрелых транскриптов (Kapusta, Feschotte, 2014). РЭ мо-
гут непосредственно служить в качестве генов длинных 
нкРНК (Lu et al., 2014). L1 обладают функцией, сходной с 
lncРНК в регуляции экспрессии генов, необходимых для 
самообновления СК и преимплантационного развития 
(Honson, Macfarlan, 2018). 

Доказана роль микроРНК в управлении дифференци-
ровкой нейронов, переключении профилей экспрессии 
важных для функции клеток генов во времени и про-
странстве (Stappert et al., 2015). В головном мозге человека 
экспрессируются около 40 % всех известных микроРНК. 
Специфическая экспрессия многих из них отличается в 
разных типах клеток и имеет значение в регуляции диф-
ференцировкой, необходимой для огромного многооб-
разия фенотипов нейронов в ЦНС (Smirnova et al., 2005). 
Отмечено также накопление определенных микроРНК 
в различных структурах нейронов (аксонах, дендритах, 
синапсах). Так, в экспериментах на мышах определена 
роль miR-134 в регуляции специфических мРНК гена 
LIMK1 для роста дендритных спинов, в синаптосомах 
отмечено накопление miR-99a, 124a1-3, 125b1, 125b2, 134, 
339 (Lugli et al., 2008). Образованию нейритов содействует 
miR-21 (мишень – мРНК гена SPRY2), регенерации аксо-
нов – miR-431 (Kremen-1), дифференцировке нейронов – 
miR-34a (Tap73, synaptotagmin-1, syntaxin-1A) и miR-137 
(Mib1, Ezh2). Усиленная экспрессия miR-9 способствует 



R.N. Mustafin 
E.K. Khusnutdinova

214

Involvement of transposable elements  
in neurogenesis

Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 2

разветвлению и уменьшению роста аксонов путем ре-  
прессии белка Map1b, связанного с микротрубочками. 
Рост аксонов стимулируют miR-431, а также miR-17-92, 
которая взаимодействует с PTEN (phosphate tensin ho-
molog) в нейронах коры головного мозга эмбриона. До-
казана регуляторная роль дифференциальной экспрессии 
miR- 221 и miR-222 в нейрогенезе (Nampoothiri, Rajani-
kant, 2017). 

Еще в 2007 г. было обнаружено, что у человека ТЕ могут 
быть источниками микроРНК (Piriyapongsa et al., 2007), 
что было подтверждено в других работах (Yuan et al., 2010, 
2011; Qin et al., 2015). Образование микроРНК и длинных 
нкРНК из транскриптов ТЕ (Johnson, Guigo, 2014; Kapusta, 
Feschotte, 2014) свидетельствует о том, что максимальная 
активность ТЕ в центре нейрогенеза человека (Kurnosov 
et al., 2015) как закономерное явление необходимо для 
эпигенетического управления дифференцировкой нейро-
нальных СК. Другим механизмом участия ТЕ в регуля-
ции экспрессии генов, необходимых для специфической 
работы нейронов, служит цис- и транс-воздействие ТЕ 
(Garcia-Perez et al., 2016). Это служит подтверждением 
закономерных активаций ТЕ как источника гетерогенных 
субпопуляций нейронов (рис. 4) (Faulkner, 2011).

Роль ретроэлементов  
во взаимодействиях между нейронами
В развитии и функционировании головного мозга важную 
роль играют межклеточные взаимодействия, исследова-
ние механизмов регуляции которыми перспективно для 
таргетного воздействия на работу ЦНС. Для этого важно 
определить первоисточник управления экспрессией ге-
нов и посттранскрипционной эпигенетической регуля-
ции структурных компонентов нейронов. На основании 
данных о роли ТЕ в управлении работой генома в эм-
бриональном развитии (Garcia-Perez et al., 2007; Van den 

Hurk et al., 2007; Macia et al., 2011; Kurnosov et al., 2015; 
Percharde et al., 2018) и физиологического функциони-
рования головного мозга человека (Coufal et al., 2009; 
Bailie et al., 2011; Thomas, Muotri, 2012; Richardson et al., 
2014; Evrony et al., 2015; Upton et al., 2015; Muotri, 2016; 
Suarez et al., 2018) было сделано заключение о том, что в 
эпигенетической регуляции генов в онтогенезе участвуют 
ТЕ (Мустафин, Хуснутдинова, 2017, 2018). Несмотря на 
отсутствие митотической активности зрелых нейронов, 
специфическая экспрессия ТЕ в них имеет значение в 
управлении как межнейронными взаимодействиями, так 
и структурно-функциональными особенностями нейронов 
(Bailie et al., 2011; Richardson et al., 2014; Erwin et al., 2016). 
Данные свойства могут быть обусловлены процессингом 
специфических микроРНК (Piriyapongsa et al., 2007; Yuan 
et al., 2010, 2011; Qin et al., 2015) и длинных нкРНК (Lu 
et al., 2014; Honson, Macfarlan, 2018) из транскриптов ТЕ 
c возможностью их внутри- и межклеточной регуляции. 
Действительно, в экспериментах на лабораторных живот-
ных было показано обогащение определенных структур и 
областей нейронов специфическими микроРНК. Напри-
мер, обнаружено изобилие miR-15b, miR-16, miR-204, 
miR-221 в дистальных отделах аксонов, по сравнению 
с телами нейронов (Natera-Naranjo et al., 2010), а также 
обогащение синапсов специфическими микроРНК, что 
имеет значение для локальной посттранскрипционной 
регуляции экспрессии нейронспецифических генов (Lugli 
et al., 2008). Показаны роль микроРНК в межклеточных 
взаимодействиях в ЦНС, а также значение электрической 
активности нейронов в секреции miR-124 и miR-9, кото-
рые могут проникать в микроглию и изменять фенотип 
ее клеток (Veremeyko et al., 2019).

Мобильные элементы участвуют в управлении рабо-
той ЦНС, так как слу жат источниками транскрипции 
микроРНК, которые регулируют экспрессию генов в 
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Рис. 4. Схема участия ТЕ в нейрогенезе.
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ней ронах и межклеточных взаимодействиях в головном 
мозге. Кроме того, выявлено значение ERV в передаче 
информации между нейронами для консолидации па-
мяти. В геноме человека HERV-K полной длины (около 
10 000 п. н.) состоят из древних остатков ретровирусов и 
включают фланкированные двумя LTR области, вклю-
чающие три ретровирусные ORF: pol-pro (кодирует фер-
менты протеазу, RT и интегразу), env (кодирует белки, 
обеспечивающие горизонтальный перенос) и gag (коди-
рует структурные белки ретровирусного капсида) (Klein, 
O’Neill, 2018). В ходе эволюции от спе ци фического ERV 
Ty3/gypsy произошел ген, кодирующий белок Arc, по био-
логическим свойствам сходный с продуктом экспрессии 
ретровирусного гена gag (Pastuzyn et al., 2018).

С момента доместикации и использования для нужд хо-
зяина ген Arc стал высококонсервативным для позвоноч-
ных, играя роль в функционировании их головного мозга. 
Экспрессия Arc высокодинамична в ЦНС в соответствии 
с кодировкой информации в нейрональных сетях – мРНК 
транспортируется к дендритам и накапливается в местах 
локальной синаптической активности, где происходит 
трансляция в белок (Shepherd, 2018). В нейронах белок 
Arc формирует пространственные структуры, напоминаю-
щие вирусные капсиды, которые инкапсулируют мРНК 
клеток. Образованные в результате этого вирусоподобные 
элементы в составе внеклеточных везикул передаются в 
соседние нейроны, где они способны транслироваться. 
Этот механизм используется для консолидации долго-
срочной памяти (Pastuzyn et al., 2018), в формировании 
которой участвует центр нейрогенеза, гиппокамп, где об-
наруживается максимальная активность ТЕ (Coufal et al., 
2009; Bailie et al., 2011; Thomas, Muotri, 2012; Bachiller 
et al., 2017). 

Таким образом, можно предположить, что наблюдаемое 
явление межклеточной взаимосвязи нейронов при помощи 
Arc сложилось в эволюции как отражение адаптирующего 
значения переноса транскриптов ТЕ между постмитоти-
ческими клетками. Возможно, при обмене между нейро-
нами вирусоподобными частицами мРНК для формирова-
ния долговременной памяти используется способность ТЕ 
к сайт-специфической интеграции (Sultana et al., 2017) 
с изменением экспрессии нейронспецифических генов. 
Это отражается на их функционировании и хранении 
информации в ЦНС (Bachiller et al., 2017). 

Другие функции мобильных элементов
Транспозиции ТЕ изменяют экспрессию генов различны-
ми путями. Инсерции внутри гена могут вызвать мутации 
со сдвигом рамки считывания, преждевременные стоп-
кодоны или пропуск экзона. В транскрибируемой части 
гена ТЕ может снизить уровни мРНК путем замедления 
транскрипции из-за высокого содержания A/T в ORF2 
таких ТЕ, как L1 РЭ (Thomas, Muotri, 2012). Однако, не-
смотря на потенциально мутагенное действие, ТЕ играют 
роль в эволюции геномов всех эукариот за счет использо-
вания последовательностей ТЕ для формирования адап-
тивных способностей хозяев (Мустафин, Хуснутдинова, 
2019). Мобильные элементы участвуют в управлении 
экспрессией белок-кодирующих генов, многие из которых 
(Joly-Lopez, Bureau, 2018), в том числе ТФ (Ito et al., 2017), 

произошли от ТЕ. Помимо непосредственной домести-
кации ТЕ, новые белок-кодирующие гены образовались 
за счет экзонизации и дупликации генов с помощью ТЕ 
(Thomas, Muotri, 2012; Мустафин, Хуснутдинова, 2018; 
Joly-Lopez, Bureau, 2018). 

Механизмы, полученные от ТЕ, используются иммун-
ной системой млекопитающих для генерирования антител 
с помощью системы V(D)J рекомбинации. Мобильные 
элементы служат источниками большинства рецепторов 
к стероидам, участвуя в глобальной регуляции функции 
клеток гормональной системой (Lapp, Hunter, 2016). От 
ТЕ происходят регуляторные НП, сайленсеры и инсуля-
торы (Jjingo et al., 2014; Ito et al., 2017; Schrader, Schmitz, 
2018). При инсерции в некодирующие области геномов 
ТЕ используются в качестве альтернативных промоторов, 
энхансеров и сигналов полиаденилирования генов. Так, 
L1s обнаружены в некодирующих областях 80 % генов 
человека, характер экспрессии которых зависит от плот-
ности расположения данных РЭ (Klein, O’Neill, 2018). 

Около 60 % всех SVA в геноме человека локализова-
ны в генах или фланкируют их в пределах 10 кб. Данные 
SVA характеризуются как мобильные CpG островки, спо-
собные позитивно или негативно регулировать экспрес-
сию генов путем рекрутирования ТФ. Кроме того, SVA 
вследствие высокого содержания GC могут формировать 
альтернативные структуры ДНК, такие как G-квадруплекс 
(характерны для промоторов 40 % генов человека), что 
влияет на транскрипцию (Gianfrancesco et al., 2017). Мно-
гие ТФ непосредственно направлены на взаимосвязь с ТЕ, 
формируя и поддерживая гетерохроматин (Lapp, Hunter, 
2016). Мобильные элементы являются источниками цис- и 
транс-регуляторных элементов, которые координируют 
экспрессию групп генов. Помимо функционирования в 
качестве промоторов, управляющих экспрессией аль-
тернативных изоформ ге нов хозяев, сайты связывания с 
ТФ внутри ТЕ могут действовать как энхансеры в опре-
деленных тканях и на стадиях развития (Garcia-Perez et 
al., 2016).

В эволюции ТЕ оказались источниками значительной 
части специфических последовательностей генома, а 
также взаимодействующих с ними транскриптов и белков. 
Это говорит о глобальной регуляторной роли ТЕ, необ-
ходимой как для митоза и мейоза, так и для управления 
работой клеток в интерфазе. Например, от ТЕ произошли 
как сплайсосомные интроны (Kubiak, Makalowska, 2017), 
так и компонент сплайсосомы Prp8 (Galej et al., 2013). 
Сплайсинговые энхансеры и сайленсеры, нкРНК дли-
ной 10 нуклеотидов, взаимодействующих с SR-белками 
и мяРНК, образуются при процессинге транскриптов 
Alu-РЭ (Pastor et al., 2009). За счет способности к сайт-
специфическим инсерциям (McGurk, Barbash, 2018), не-
законной рекомбинации с последующей амплификацией 
путем генной конверсии (Han et al., 2016) ТЕ оказались 
источниками сателлитов. От ТЕ произошли теломераза и 
теломеры (Kopera et al., 2011), а также центромеры (Cheng, 
Murata, 2003; Sharma et al., 2013; Han et al., 2016) и взаи-
модействующий с ними белок CENP/CENH3 (Lopez-Flores 
et al., 2004; Volff, 2006). Малые нкРНК, образуемые при 
транскрипции центромерных РЭ, участвуют в регуляции 
этих взаимодействий (Carone et al., 2013).
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Заключение
За кодирование белков отвечают менее 1.2 % генома че-
ловека. Значительную роль в образовании некодирую-
щей  части генома играют мобильные элементы. Получен-
ные данные об их учас тии в регуляции переключения ге-
нов при дифференцировке клеток в эмбриогенезе, начиная 
с первого деления зиготы (Seifarth et al., 2005; Van den Hurk 
et al., 2007; Wang et al., 2016; Jachowicz et al., 2017; Муста-
фин, Хуснутдинова, 2018; Percharde et al., 2018; Trizzino 
et al., 2018), позволяют предположить, что наблюдаемый 
в нейронах соматический мозаицизм (Upton et al., 2015; 
Bachiller et al., 2017; Paquola et al., 2017; Rohrback et al., 
2018; Suarez et al., 2018) отражает активную роль ТЕ в ней-
рогенезе. Опубликован ряд работ, доказывающих участие 
ТЕ в управлении дифференцировкой нейронов (Coufal et 
al., 2009; Kurnosov et al., 2015; Muotri, 2016). Мобильные 
элементы являются источниками некодирующих РНК 
(Piriyapongsa et al., 2007; Yuan et al., 2010, 2011; Johnson, 
Guigo, 2014; Qin et al., 2015), которые также имеют зна-
чение в переключении генов в клетках головного мозга. 
Установленная роль LTR-содержащих РЭ в обмене транс-
криптами между нейронами (Erwin et al., 2016; Pastuzyn 
et al., 2018) может отражать общий принцип участия ТЕ в 
регуляции экспрессии генов для развития и поддержания 
функционирования головного мозга. Ис пользование Arc 
для формирования вирусоподобных час тиц в передаче 
информации между клетками (Shepherd, 2018) свидетель-
ствует об эволюционных способах преобразований ТЕ в 
вирусы для формирования адаптивных функций. Этот 
механизм связан с использованием ТЕ для обеспечения 
динамичности геномов постмитотических клеток с воз-
можностью их адаптивных изменений в ответ на средовые 
воздействия. Реализация этого феномена возможна за 
счет обратной транскрипции транспортируемой между 
клетками мРНК с сайт-специфическими инсер циями, 
формированием СМ зрелых нейронов и изменением экс-
прессии генов для консолидации памяти.

Так как СМ не может наследоваться, функциональную 
роль инсерций ТЕ в нейрогенезе трудно доказать. Более 
того, эти изменения могут быть охарактеризованы как 
случайные события, имеющие большое значение для раз-
вития неврологической патологии. Однако приведенные 
в обзоре данные доказывают значение транспозиций в 
функционально значимые области генома, необходимые 
для дифференцировки нейрональных СК (Coufal et al., 
2009; Thomas, Muotri, 2012; Kurnosov et al., 2015; Upton 
et al., 2015; Erwin et al., 2016; Muotri, 2016; Rohrback et al., 
2018) и реагирования на средовые воздействия (Cappucci 
et al., 2018). Объяснением этого закономерного явления 
служит способность ТЕ к сайт-специфическим перемеще-
ниям, запрограммированным собственным положением 
в геноме (Irie et al., 2016; Gianfrancesco et al., 2017; Sulta-
na et al., 2017). Эти неслучайные события отбираются в 
ходе эволюции многоклеточных (Мустафин, Хуснутдино-
ва, 2018), способствуя регуляторной настройке экспрес-
сии генов при дифференцировке клеток (Trizzino et al.,  
2018). 

Полученные результаты о значении транспозиций ТЕ 
в нейрогенезе отражают один из этапов регуляции экс-
прессии генов в последовательных делениях клеток при 

дифференцировке тканей и органов всего организма. 
СМ в нейронах и СК свидетельствует в пользу этого 
пред положения, так как головной мозг характеризуется 
выраженным разнообразием типов клеток, для специфи-
ческой настройки экспрессии генов которых необходимы 
универсальные комбинаторные единицы, которыми могут 
служить мобильные элементы. 
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Аннотация. Незавершенный остеогенез (несовершенный остеогенез в русскоязычной литературе) – наибо-
лее распространенная наследственная форма ломкости костей, генетически и клинически гетерогенное за-
болевание с широким спектром клинической тяжести, основное клиническое проявление которого – множе-
ственные переломы начиная с натального периода жизни, зачастую приводящие к инвалидизации с детского 
возраста. К основным клиническим признакам незавершенного остеогенеза относятся голубые склеры, поте-
ря слуха, аномалия дентина, повышенная ломкость костей, нарушение роста и осанки с развитием характер-
ных инвалидизирующих деформаций костей и сопутствующих проблем, включающих дыхательные, невроло-
гические, сердечные, почечные нарушения. Незавершенный остеогенез встречается и у мужчин, и у женщин, 
заболевание наследуется как по аутосомно-доминантному, так и аутосомно-рецессивному типам, существуют 
спорадические случаи заболевания, обусловленные мутациями de novo, а также обнаружены Х-сцепленные 
формы. Термин «незавершенный остеогенез» был введен W. Vrolick в 1840-х гг. Первая классификация заболе-
вания сделана в 1979 г. и неоднократно пересматривалась из-за идентификации молекулярной причины за-
болевания и открытия новых механизмов развития незавершенного остеогенеза. В начале 1980-х гг. мутации в 
двух генах коллагена типа I (COL1A1 и COL1A2) впервые были ассоциированы с аутосомно-доминантным типом 
наследования незавершенного остеогенеза. С тех пор идентифицированы еще 18 генов, продукты которых 
участвуют в процессах формирования и минерализации костной ткани. До сих пор не определена степень 
генетической гетерогенности заболевания, исследователи продолжают идентифицировать новые гены, во-
влеченные в его патогенез, число которых достигло 20. В последнее десятилетие стало известно, что ауто-
сомно-рецессивные, аутосомно-доминантные и Х-связанные мутации в широком спектре генов, кодирующих 
белки, участвующие в синтезе коллагена типа I, его процессинге, секреции и посттрансляционной модифи-
кации, а также в белках, регулирующих дифференцировку и активность костеобразующих клеток, вызывают 
несовершенный остеогенез. Большое количество причинных генов усложнило классическую классификацию 
заболевания, и в связи с новыми достижениями в области молекулярных основ незавершенного остеогенеза 
постоянно совершенствуется и классификация. В этом обзоре мы систематизировали и обобщили информа-
цию о результатах исследований в области изучения клинико-генетических аспектов незавершенного остео-
генеза и отразили современное состояние классификационных критериев диагностики заболевания.
Ключевые слова: незавершенный (несовершенный) остеогенез; коллаген; хрупкость костей; бисфосфонаты; 
множественные переломы.
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Abstract. Osteogenesis imperfecta (imperfect osteogenesis in the Russian literature) is the most common hereditary 
form of bone fragility, it is a genetically and clinically heterogeneous disease with a wide range of clinical severity, of-
ten leading to disability from early childhood. It is based on genetic disorders leading to a violation of the structure of 
bone tissue, which leads to frequent fractures, impaired growth and posture, with the development of characteristic 
disabling bone deformities and associated problems, including respiratory, neurological, cardiac, renal impairment, 
hearing loss. Osteogenesis imperfecta occurs in both men and women, the disease is inherited in both autosomal 
dominant and autosomal recessive types, there are sporadic cases of the disease due to de novo mutations, as well as 
X-linked forms. The term “osteogenesis imperfecta” was coined by W. Vrolick in the 1840s. The first classification of the 
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Modern classification and molecular-genetic 
aspects of osteogenesis imperfecta

disease was made in 1979 and has been repeatedly reviewed due to the identification of the molecular cause of the 
disease and the discovery of new mechanisms for the development of osteogenesis imperfecta. In the early 1980s, 
mutations in two genes of collagen type I (COL1A1 and COL1A2) were first associated with an autosomal dominant 
inheritance type of osteogenesis imperfecta. Since then, 18 more genes have been identified whose products are 
involved in the formation and mineralization of bone tissue. The degree of genetic heterogeneity of the disease has 
not yet been determined, researchers continue to identify new genes involved in its pathogenesis, the number of 
which has reached 20. In the last decade, it has become known that autosomal recessive, autosomal dominant and 
X-linked mutations in a wide range of genes, encoding proteins that are involved in the synthesis of type I collagen, 
its processing, secretion and post-translational modification, as well as in proteins that regulate the differentiation 
and activity of bone-forming cells, cause imperfect osteogenesis. A large number of causative genes complicated the 
classical classification of the disease and, due to new advances in the molecular basis of the disease, the classification 
of the disease is constantly being improved. In this review, we systematized and summarized information on the re-
sults of studies in the field of clinical and genetic aspects of osteogenesis imperfecta and reflected the current state 
of the classification criteria for diagnosing the disease.
Key words: osteogenesis imperfecta; collagen; bone fragility; bisphosphonates; multiple fractures.
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Введение
Незавершенный остеогенез (НО) (код по МКБ-10 – Q78.0), 
распространенное название «несовершенный остеоге-
нез», – клинически и генетически гетерогенное наслед-
ственное заболевание соединительной ткани, основной 
причиной которого является генетически обусловленное 
нарушение качества костной ткани, приводящее к частым 
переломам с развитием инвалидизирующих деформаций 
костей и комплекса сопутствующих проблем со стороны 
дыхательной, сердечно-сосудистой, нервно-мышечной 
систем. 

Незавершенный остеогенез встречается как у муж-
чин, так и у женщин, частота встречаемости заболева-
ния составляет от 1:10 000 до 1:30 000 новорожденных 
детей в различных странах мира. В России НО – самое 
частое генетическое заболевание костей: один случай на 
10–20 тыс. новорожденных. По данным Минздрава на 
2014 г., в России живут 556 взрослых и детей с незавер-
шенным остеогенезом (Крючкова, Круглов, 2014). Заболе-
вание наследуется как по аутосомно-доминантному, так  
и аутосомно-рецессивному типам с преобладанием ауто-
сомно-доминантного типа наследования с семейным мо-
заицизмом, однако существуют и спорадические случаи 
заболевания, обусловленные мутациями de novo, частоту 
которых еще предстоит выяснить, а также обнаружены 
Х-сцеп ленные формы (Marini et al., 2017).

На сегодняшний день идентифицировано 20 генов, от-
ветственных за развитие разных форм НО, продолжается 
поиск новых генов, участвующих в патогенезе заболева-
ния. За последние пять лет было идентифицировано шесть 
новых генов, вовлеченных в патогенез незавершенного 
остеогенеза. Последний ген идентифицирован в 2018 г., 
и все еще не выяснено, насколько это заболевание клини-
чески и генетически гетерогенно. Генетические дефекты 
при незавершенном остеогенезе трансформируются в 
дефекты синтеза коллагена, структуры его цепей, пост-
тран сляционной модификации коллагена, его правильного 
сворачивания в тройную спираль и сшивания (Надыршина 
и др., 2012). Наблюдаются также дефекты минерализации 
костной ткани и дифференцировки остеобластов. В связи 
с обнаружением новых молекулярных причин заболевания 
проводятся постоянное совершенствование критериев 

диагностики и пересмотр классификации незавершенно-
го остеогенеза. 

Цель настоящей работы – обзор современного состоя-
ния клинико-генетических аспектов незавершенного ос-
теогенеза и обобщение результатов молекулярного пато-
генеза заболевания. 

Эволюция классификационных критериев 
незавершенного остеогенеза
О существовании заболевания, клинические признаки 
которого соответствуют незавершенному остеогенезу, 
известно с давних времен. Самый ранний из случаев 
заболевания выявлен при исследовании частично муми-
фицированного скелета младенца из древнего Египта, 
датируемого 1000 лет до н. э., в настоящее время раз-
мещенного в Британском музее в Лондоне (Lowenstein, 
2009; Ramachandran, Jones, 2018). Существует история об 
Иваре Бескостном, который руководил скандинавским 
вторжением в Англию в девятом веке. Согласно легенде, 
у него вместо костей были хрящи, и, так как он не мог 
ходить на своих ногах, его вынесли на поле битвы на щите 
(Mahoney, 2017). Тематические публикации об исследо-
ваниях хрупких костей и потери слуха начали появляться 
в медицинской литературе с 1600 г. J.F. Lobstein и W. Vro- 
 lik стали одними из первых, кто правильно понял этиоло-
гию этого заболевания. В 1825 г. J.F. Lobstein привел сведе-
ния о трех больных детях разного возраста, у которых без 
видимых причин возникали переломы трубчатых костей. 
Он предложил называть это заболевание остеопсатирозом 
и в своем трактате по патологической анатомии посвятил 
ему целую главу.

В 1849 г. W. Vrolik описал под названием «несовер-
шенное остеобразование» синдром хрупкости костей 
со множественными переломами, которые происходили 
во внутриутробном периоде или сразу после рождения. 
При изучении литературы по данному вопросу можно 
проследить, как постепенно врожденная ломкость костей 
выделялась из понятия рахитизма, а начиная уже с 1900 г. 
многие авторы стали указывать на генетический характер 
этого заболевания.

Позднее, в 1906 г., Е. Looser состояние незавершенно-
го остеогенеза разделил на «раннее», или «врожденное», 
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и «позднее». В 1896 г. J. Spurway обратил внимание на 
тот факт, что у некоторых пациентов с хрупкими костями 
были также и голубые склеры. E. Bronson в 1917 г. отметил 
наличие семейной глухоты у людей с хрупкими костями и 
голубыми склерами. В 1918 г. J. Hoeve и A. Kleyn описали 
наличие хрупких костей в сочетании с голубой склерой и 
ранней глухотой как отдельный наследственный синдром. 
В 1926 г. J.A. Key добавил к симптомам заболевания еще 
гипертонус связок и гипермобильность суставов, на чем 
описание клинической картины незавершенного остеоге-
неза практически закончилось.

В 1970-х гг. D. Sillence и его команда исследователей 
из Австралии разработали систему классификации забо-
левания с использованием типов, которая применяется и 
в настоящее время. Его оригинальные четыре типа (I, II, 
III и IV) объединяют клинические симптомы с генетиче-
скими компонентами. Типы варьируют от самых легких 
до самых тяжелых. Эта система классификации с 1979 г. 
общепринята во всем мире и продолжает развиваться по 
мере получения новой информации о молекулярном пато-
генезе заболевания (Яхяева и др., 2015б). В дальнейшем 
эта классификация была дополнена М. Ramachandran 
(Пи гарова и др., 2017), в ней также учитывалось нару-
шение дентиногенеза, но тип IV НО был подразделен на 
подтип В, сопровождающийся дефектами дентиногенеза, 
и подтип А, не имеющий этих нарушений.

В 2000 г. F.H. Glorieux представил классификацию неза-
вершенного остеогенеза, в которой помимо уже известных 
типов было выделено еще четыре типа НО: V, VI, VII, 
VIII, не связанных с патологией коллагена типа I. В этой 
классификации учитывались современные достижения 
в области молекулярно-генетических исследований за-
болевания (табл. 1).

У менее 5 % пациентов с диагнозом НО встречается 
тип V, который наследуется по аутосомно-доминантно-
му типу. Клинический фенотип НО типа V отличается от 

дру гих типов НО и характеризуется кальцификацией 
межкостной мембраны предплечья и формированием 
гиперпластического каллюса. Незавершенный остеогенез 
типа V имеет широкий спектр тяжести заболевания (Glo-
rieux et al., 2000). 

Тип VI клинически подобен типам II и IV, но отличает-
ся характерной гистологической картиной – формирова-
нием обширных полей остеоида за счет нарушения ми-
нерализации (Glorieux et al., 2002). 

Тип VII проявляется деформациями длинных костей, 
укорочением проксимальных отделов конечностей, соxa 
vara (варусные деформации шейки бедра), сопровожда-
ется нормальным дентиногенезом и обычным цветом 
склер, характеризуется аутосомно-рецессивным типом 
на следования. Тип VII НО обусловлен мутацией гена в 
хромосоме 3р22-24.1, который кодирует белок, ассоции-
рованный с хрящом (СRTAP). СRTAP является кофакто-
ром для посттрансляционной модификации коллагена 
типа I. Тяжесть заболевания зависит от степени дефицита 
СRTAP. При полном отсутствии белка СRTAP наступает 
пренатальная смерть или ребенок рождается с тяжелой 
формой НО (Ward et al., 2002). 

Тип VIII – тяжелый тип течения, клинически подобен 
типу ІІ НО, характеризуется аутосомно-рецессивным 
ти пом наследования, связан с мутациями в гене LEPRE1. 
Диаг ностируется в перинатальном возрасте; ему прису щи 
тяжелые деформации костей, белые склеры; сопровож-
дается нормальным дентиногенезом (Fratzl-Zelman et al., 
2016). 

Типы I–V имеют преимущественно аутосомно-доми-
нантный тип наследования, VI–XVIII – аутосомно-ре-
цессивный. При обнаружении новых генов классифи-
кация расширялась, и к 2015 г. число форм заболевания 
достигло 18. 

Незавершенный остеогенез типа I характеризуется 
наличием дефекта в гене COL1A1, что приводит к сни-

Таблица 1. Классификация незавершенного остеогенеза, по F.H. Glorieux

Тип НО Тяжесть заболевания Дентиногенез Типичные симптомы Генетический вариант Мутации

I Легкое течение,  
без деформаций

Нормальный Нормальная длина ребенка, 
голубые склеры

Аутосомно-доминантный COL1A1, 
COL1A2

II Перинатальная смерть Не изучен Множественные переломы  
и деформации при рождении

Аутосомно-доминантный,  
спонтанные мутации,  
семейный мозаицизм

COL1A1, 
COL1A2

III Тяжелое Несовершенный Задержка физического развития 
ребенка, треугольное лицо, 
голубые склеры

Аутосомно-доминантный, очень 
редко аутосомно-рецессивный, 
семейный мозаицизм

COL1A1, 
COL1A2

IV Среднетяжелое, тяжелое Несовершенный Задержка физического развития 
ребенка, голубые или белые 
склеры

Аутосомно-доминантный COL1A1, 
COL1A2

V Среднетяжелое, тяжелое Нормальный Гиперпластическая костная 
мозоль, белые склеры

» Не изучен

VI Среднетяжелое, тяжелое Нормальный Белые склеры Аутосомно-рецессивный Не изучен

VII Среднетяжелое, тяжелое, 
перинатальная смерть

Нормальный » » CRTAP

VIII Тяжелое, перинатальная 
смерть

Нормальный » » LEPRE1
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жению количества вырабатываемого коллагена типа I; 
при ти пах II–IV – к его качественным изменениям из-за 
мутаций в генах COL1A1 и COL1A2; тип V обусловлен 
мутациями в гене IFITM5 и нарушениями регуляции ми-
нерализации костей; тип VI возникает вследствие мутации 
в гене SERPINF1, приводящей к дефекту минерализации 
костной ткани; типы VII (ген CRTAP), VIII (ген LEPRE1, 
известный также как P3H1), и IX (ген PPIB) – резуль-
тат дефекта процесса 3-гидроксилирования коллагена. 
Причиной незавершенного остеогенеза типов X и XI 
служит нарушение обработки и сшивания коллагена в 
результате мутаций в генах SERPINH1 и FKBP10 соот-
ветственно. Мутации в генах PLOD2 и BMP1 приводят 
к незавершенному остеогенезу типа XII. Эти гены уча-
ствуют в посттрансляционной модификации, обработке, 
фальцовке, секреции, а также сшивании проколлагена 
типа I. Типы XIII–XVIII незавершенного остеогенеза от-
личаются нарушением дифференцировки остеобластов: 
мутации в гене SP7 приводят к проявлению типа XIII, в 
гене TMEM38B – типа XIV, в WNT1 – типа XV, в CREB3L1 
– типа XVI, в SPARC – типа XVII, в MBTPS2 – типа XVIII 
(Marini et al., 2017).

Классификация заболевания с учетом молекулярного 
патогенеза заболевания осложнила работу клинических 
врачей, и в 2016 г. Международный комитет номенклатуры 
конституциональных нарушений скелета (International 
committee of nomenclature of constitutional disorders of the 
skeleton, INCDS) сократил классификацию до 5 форм, 
сохранив 4 типа, которые первоначально были описаны 
D. Sillence, и добавив 5-й тип. Всего было выделено пять 
групп заболевания с использованием арабской цифровой 
системы, которая указывает на объединяющие фенотипи-
ческие характеристики, а индивидуальные (свойственные 
определенному типу) изменения по-прежнему сохранили 
свое оригинальное римское обозначение (табл. 2) (Игна-
тович и др., 2018). Эта классификация оставляет место 
для включения новых генов, обнаруженных в качестве 
причины незавершенного остеогенеза, пока не будет иден-
тифицирована степень гетерогенности заболевания.

Таким образом, классификация незавершенного остео-
генеза претерпела ряд принципиальных изменений, свя-
занных с достижениями в области изучения молекуляр-
ного патогенеза заболевания. До сих пор не определена 
степень гетерогенности заболевания, не оценена часто-

та возникновения случаев de novo, в связи с чем, вероят- 
 но, будет продолжено совершенствование классифика-
ционных критериев диагностики незавершенного остео- 
генеза.

Современные представления об этиологии  
и патогенезе незавершенного остеогенеза
Незавершенный остеогенез характеризуется широкой 
кли нической и генетической гетерогенностью. Ранее за- 
 болевание относили к коллагенопатиям, так как в боль-
шинстве случаев нарушаются структура и функция ос-
новного белка костной ткани – коллагена типа I, а также 
его стабильность. Позже у пациентов с незавершенным 
остеогенезом были выявлены мутации в генах, не участ-
вующих в формировании структуры и фолдинге коллаге-
на (Tournis, Dede, 2018).

В настоящее время идентифицировано 20 генов, ответ-
ственных за развитие НО. Аутосомно-доминантный тип 
наследования НО в большинстве случаев вызывается 
де фектами в генах COLIA1 или COLIA2 цепей коллагена 
типа I, кодирующих α1 (I) и α2 (I) пептидные цепи кол-
ла гена типа I соответственно (Игнатович и др., 2018). 
Аутосомно-доминантные варианты наследования за-
болевания были описаны также у нескольких больных в 
случае мутаций в генах IFITM5 (MIM: 614757) и P4HB 
(MIM: 176790). P4HB кодирует бета-субъединицу пролил-
4-гидроксилазы, которая участвует в пролилгидрокси-
лировании и фолдинге проколлагена (Li et al., 2019), а 
IFITM5 – ген, специфичный для остеобластов, связанный 
с минерализацией матрикса (Glorieux et al., 2000). Ген 
IFITM5 локализован на хромосоме 11 (p15.5) в кластере 
родственных генов (IFITM1, 2, 3, 10) и принадлежит к 
семейству генов, кодирующих белки, содержащие два 
трансмембранных домена, которые осуществляют различ-
ные значимые клеточные функции (Яхяева и др., 2015а).

Незавершенный остеогенез передается также по ауто-
сомно-рецессивному типу наследования, который обус-
ловлен мутациями в следующих генах: BMP1 (MIM: 
112264) (Asharani et al., 2012), CRTAP (MIM: 605497) 
(Morello et al., 2006), FKBP10 (MIM: 607063) (Barnes et al., 
2012), P3H1 (MIM: 610339) (Cabral et al., 2007), PLOD2 
(MIM: 601865) (Puig-Hervás et al., 2012), PPIB (MIM: 
123841) (VanDijk et al., 2009), SEC24D (MIM: 607186) 
(Zhang et al., 2017), SERPINH1 (MIM: 600943) (Christiansen 

Таблица 2. Современная классификация незавершенного остеогенеза

Тип Название типа Ген Тип наследования

I Недеформирующий тип с голубыми склерами COL1A1, COL1A2, SP7, BMP1, P3H1, PLS3 АД, X-сцепленный

II Перинатально летальный, тяжелый COL1A1, COL1A2, CRTAP, P3H1, CREB3L1, PPIB, BMP1 АД, АР

III Прогрессивно деформирующий,  
умеренно тяжелый

COL1A1, COL1A2, BMP1, CRTAP, FKBP10, P3H1, PLOD2, PPIB, 
SERPINF1, SERPINH1, TMEM38B, WNT1, CREB3L1, FAM46A

АД, АР

IV Вариабельный НО с голубыми склерами,  
среднетяжелый

COL1A1, COL1A2, WNT1, CRTAP, PPIB, SP7, PLS3, TMEM38B, 
FKBP10, SPARC

AД, АР, 
X-сцепленный

V Среднетяжелый НО с оссификацией  
межкостной мембраны предплечья

IFITM5 AД

Примечание. Тип наследования: АД – аутосомно-доминантный; АР – аутосомно-рецессивный.
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et al., 2010) и TMEM38B (MIM: 611236) (Ru binato et al., 
2014), участвующих в посттрансляционных модифика-
циях, обработке, свертывании, секреции и сшивании про-
коллагена типа I. Однако есть и другая группа локусов НО 
с типом аутосомно-рецессивного наследования, которые 
не распознаются как непосредственно вовлеченные в био-
синтез коллагена типа I, но играют роль в минерализации 
или развитии остеобластов. К этой группе генов относятся 
CREB3L1 (MIM: 616215) (Symoens et al., 2013), SERPINF1 
(MIM: 172860) (Becker et al., 2011), SP7 (MIM: 606633) 
(Lapunzina et al., 2010), SPARC (MIM: 182120) (Mendoza-
Londono et al., 2015) и WNT1 (MIM: 164820) (Laine et al., 
2013; Pyott et al., 2013). Наконец, мутации в генах PLS3 
(MIM: 300131) (Costantini et al., 2018) и MBTPS2 (MIM: 
300294) были связаны с двумя различными формами 
Х-сцепленных форм незавершенного остеогенеза. 

Известно, что есть два гена, кодирующих белки, кото-
рые являются частью метаболической цепи, регулирую-
щих внутримембранный протеолиз (RIP) в остеобластах, 
приводящих к формированию фенотипа незавершенного 
остеогенеза. Во время внутримембранного протеолиза 
эндопептидазы S1P (кодируемые геном MBTPS1) и S2P 
(кодируемые геном MBTPS2) в мембране Гольджи после-
довательно расщепляют регуляторные белки, транспор-
тируемые из мембраны эндоплазматической сети во вре- 
мя стресса эндоплазматического ретикулума или дефици-
та метаболита стерола. У пациентов с мутациями в гене 
MBTPS2 снижено гидроксилирование лизина α1(I)- и 
α2(I)-цепи, изменено сшивание коллагена и нарушена 
прочность костной ткани. Один из факторов транскрип-
ции, активируемых RIP, – специфически индуцированное 
астроцитами вещество (OASIS, кодируется CREB3L1). 
О дефиците этого вещества сообщалось в связи с семьей 
с тяжелой формой незавершенного остеогенеза. OASIS – 
стресс-преобразователь эндоплазматического ретикулума, 
который регулирует транскрипцию генов, участвующих в 
процессах развития, дифференцировки и созревания ос-
тео бластов. У мышей с нокаутированным геном CREB3L1 
наблюдалась тяжелая остеопения со спонтанными пере-
ломами и снижением выработки коллагена типа I в кости 
(Lindert et al., 2016). 

В 2018 г. был открыт еще один ген – FAM46, который 
также приводит к незавершенному остеогенезу с аутосом-
но-рецессивным типом наследования. FAM46A относится 
к суперсемейству нуклеотидилтрансферазных складчатых 
белков, но его точная функция неизвестна. Тем не менее 
есть ряд доказательств, указывающих на соответствую-
щую роль FAM46A в развитии костей. С помощью RT-
PCR-анализа была обнаружена специфическая экспрес-
сия FAM46A в остеобластах человека и, что интересно, 
недавно идентифицирована нонсенс-мутация в FAM46A 
у мыши, это изменение характеризуется уменьшенной 
длиной тела, конечностей, деформацией ребер, таза и 
черепа и уменьшенным кортикальным слоем трубчатых 
костей (Doyard et al., 2018) (табл. 3).

Приблизительно 90 % из 3000 человек из базы данных 
по незавершенному остеогенезу (http://www.le.ac.uk/ge/
collagen/) обладают изменениями в гене COL1A1 либо 
COL1A2, а у оставшихся 10 % обнаруживаются гомо- 
или гетерозиготные мутации в других генах, вовлечен-

ных в патогенез НО. Тем не менее основные центры 
секвенирования, предлагающие панель причинных мута-
ций, связанных с незавершенным остеогенезом, иденти-
фицируют более низкую частоту структурных мутаций 
в генах COL1A1 и COL1A2 у пациентов с клинической 
картиной заболевания от средней до тяжелой степени. 
Например, у 77 % из 598 пациентов с НО из клиники 
Шрайнерс (Монреаль, Канада) выявлены гетерозиготные 
мутации в генах COL1A1 или COL1A2, 9 % имели одну 
мутацию в гене IFITM5, а остальные – гомозиготные или 
гетерозиготные мутации в других генах, вызывающих 
незавершенный остеогенез. Летальные мутации в гене 
коллагена могли быть утеряны в этом исследовании. В по- 
пуляциях с высоким уровнем кровного родства частота 
незавершенного остеогенеза выше, например среди аф-
роамериканцев в Соединенных Штатах Америки частота 
мутантного варианта в гене P3H1 (ранее называвшегося 
LEPRE1, кодирующего пролил 3-гидроксилазу 1) состав-
ляет около 1 на 240 человек. Гомозиготность по этому так 
называемому западноафриканскому аллелю составляет 
25 % всех случаев незавершенного летального остеоге-
неза в этой популяции, который может быть клинически 
ошибочно классифицирован как НО типа II. Среди за-
падных африканцев Ганы и Нигерии частота встречаемо-
сти данного аллеля составляет 1.5 %, что может привести 
к частоте летального рецессивного незавершенного ос-
теогенеза, равной частоте мутаций de novo в коллагене  
типа I. 

Несмотря на большое количество мутаций, зарегистри-
рованных в базе данных по незавершенному остеогенезу 
(https://oi.gene.le.ac.uk), для каждой популяции характерен 
свой спектр, состоящий из небольшого числа мутаций, 
при этом каждый исследователь находит ранее неописан-
ные в литературе мутации. 

Как и в случае других рецессивных заболеваний, в 
некоторых популяциях имеются единичные мутации в 
редких генах, которые не встречаются в других популяци-
ях: делеция экзона в гене TMEM38B обнаружена в семье 
из Саудовской Аравии; смещение рамки считывания в 
гене FKBP10 найдено у больных из Турции; миссенс-
мутации в гене WNT1 – в этнической группе хмонг из 
Вьетнама и Китая (Marini et al., 2017). Среди населения 
Северного Онтарио (Канада) интронный вариант приво-
дит к дестабилизации мРНК гена CRTAP, кодирующего 
белок, ассоциированный с хрящом, и развитию фенотипа 
незавершенного остеогенеза типа VII.

Клиническая картина НО и степени тяжести заболева-
ния многообразна, возможны летальные варианты с яв-
ными аномалиями скелета у детей или может быть легкая 
манифестация у людей зрелого возраста. Тяжесть заболе-
вания обусловливается частотой переломов, прогресси-
рующей деформацией, хронической болью в костях и 
потерей подвижности. Из-за клинической гетерогенности 
заболевания существуют трудности в диагностике и ве-
рификации диагноза. У детей с НО выявляют задержку 
физического развития, сколиоз, прогрессирующие дефор-
мации длинных костей, тугоухость, патологию прорезы-
вания зубов. Поэтому только идентификация молекуляр- 
ной причины заболевания позволяет установить точный 
диагноз.
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Таблица 3. Характеристика генов и их белковых продуктов, ответственных за развитие НО

Гены и их белковые продукты Локали-
зация

Тип НО Тип насле-
дования

Функция Число 
экзонов

Число 
мутаций

COL1A1 – коллаген, тип 1,  
альфа-1 цепь

17q21.33 I, II, III, IV Аутосомно-
доминантный

Входит в состав коллагена типа I 52 1035

COL1A2 – коллаген, тип 1,  
альфа-2 цепь

27q21.3 I, II, III, IV » Входит в состав коллагена типа I 52 604

CRTAP – ассоциированный с хрящом 
белок

3p22.3 III, IV Аутосомно-
рецессивный

Участвует в посттрансляционной 
модификации коллагена типа I 

7 32

FKBP10 – пептидил-пролил  
цис/транс изомераза

17q21.2 III, IV » Служит в качестве коллагеновых 
шаперонов

11 39

IFITM5 – интерферон-индуцирован-
ный трансмембранный белок 5 

11p15.5 V Аутосомно-
доминантный

Экспрессируется в скелетных  
тканях и участвует в образовании 
кости

2 2

P3H1 – пролил 3-гидроксилаза 1 1p34.2 III Аутосомно-
рецессивный

Участвует в посттрансляционной 
модификации коллагена типа I 

16 69

SP7 – транскрипционный фактор 12q13.13 III » Участвует в регуляции дифферен-
цировки костных клеток

5 2

TMEM38B – трансмембранный белок 9q31.2 IV » Участвует в переносе двухвалент-
ного Ca

6 6

WNT1 – сигнальный белок,  
член семейства сайтов интеграции 

12q13.12 IV » Участвует в функционировании 
остеобластов и развитии кости

4 36

BMP1 – морфогенетический белок 
кости 1

8p21.3 I, III, IV » Участвует в С-терминальном про-
цессинге обеих проколлагеновых 
цепей белка

20 11

PPIB – пептидилпролил изомераза B 
(циклофилин В)

15q22.31 III » Участвует в посттрансляционной 
модификации коллагена типа I

5 17

SERPINF1 – ингибитор серпин  
пептидазы F (альфа-2 антиплазмин)

17p13.3 III, IV » Участвует в процессе минерализа-
ции кости

9 38

SERPINH1 – ингибитор серпин  
пептидазы H

11q13.5 III, IV » Является шапероном коллагена 7 9

PLS3 (plastin 3) – пластин 3 Xq23 I Х-сцепленный 
тип

Молекулярная функция пластина-3 
до конца не выяснена, может играть 
роль в дифференцировке костных 
клеток

21 11

CREB3L1 – цАМФ-связывающий  
белок 3 

11p11.2 II Аутосомно-
рецессивный

Регулирует образование I типа  
проколлагена в процессе форми-
рования костной ткани

13 4

P4HB – пролил 4-гидроксилаза,  
бета-субъединица

17q25.3 III Аутосомно-
доминантный

Катализирует гидроксилирование 
остатков пролина в повторах  
X-Pro-Gly в спиральном домене  
проколлагена 

11 2

PLOD2 – проколлаген-лизин,  
2-оксоглутарат 5 – диоксигеназа 2

3q24 III, IV Аутосомно-
рецессивный

Участвует в гидроксилировании 
лизиновых остатков в коллагеновых 
волокнах

23 10

SEC24D – SEC 24, член семейства D 4q26 III, IV » Функция не до конца изучена 25 7

SPARC – остеонектин 5q33.1 IV » Регулирует пролиферацию  
и взаимодействие клеток и матрикса 
путем связывания ионов кальция  
с гидроксиапатитом

10 2

FAM46A – семейство сходных  
последовательностей 46А 

6q14.1 III » Функция не до конца изучена 3 3
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Таким образом, достигнуты значительные успехи в 
изу чении молекулярного патогенеза незавершенного 
остеогенеза, однако все еще предстоит выяснить степень 
гетерогенности заболевания. С развитием технологий 
генотипирования и широкого внедрения методов глубо-
кого ресеквенирования и полноэкзомного секвенирования 
стало возможным не только идентифицировать новые 
мутации в известных генах, но и находить новые гены, 
вовлеченные в развитие заболевания.

Перспективы лечения  
незавершенного остеогенеза
Проводятся активные исследования возможностей тар-
гет ной терапии пациентов с наследственными заболева-
ниями с учетом молекулярного дефекта. Получены обна-
деживающие результаты при патогенетической терапии 
муковисцидоза.

Бисфосфонаты (БФ) – основные лекарственные сред-
ства для лечения как детей, так и взрослых пациентов с 
незавершенным остеогенезом. Считается, что БФ могут 
быть менее эффективными или даже приводить к не-
благоприятным последствиям в случаях недостаточного 
потребления кальция и/или де фицита витамина D (Wea-
ver et al., 2016). 

Есть также доклинические и небольшое количество 
клинических исследований у взрослых пациентов с НО 
в отношении деносумаба – моноклонального антитела, 
нацеленного на RANKL (рецептор активатора ядерного 
лиганд фактора каппа-B). Что касается анаболической те-
рапии, то терипаратид – единственный на данный момент 
доступный анаболический агент – показал многообеща-
ющие результаты у взрослых пациентов с НО типа I. До-
клинические исследования выявили, что ингибирование 
передачи сигналов TGF-бета, а также ингибирование скле-
ростина могут играть роль в лечении хрупкости костей. 
Помимо фармакологических вмешательств первостепен-
ное значение для обеспечения наилучшей медицинской 
помощи имеет междисциплинарный подход, который 
обеспечивают опытные хирурги-ортопеды, специалисты 
по стоматологической помощи, физиотерапевты и спе-
циалисты по кинезотерапии. 

В настоящее время для лечения детей с НО широко 
используются бисфосфонаты. Показано, что как перораль-
ное (алендронат, ризедронат), так и внутривенное введе-
ние БФ (памидронат, золедронат, неридронат) улучшает 
уровень минеральной плотности костной ткани (МПКТ), 
особенно в позвоночнике. Тем не менее данные рандо-
мизированных плацебо-контролируемых исследований, 
касающихся эффективности противодействия переломам, 
облегчения боли и улучшения двигательной активности, 
все еще отсутствуют. Недавние исследования не выявили 
последовательного снижения частоты переломов и улуч-
шения клинического статуса пациентов при лечении БФ 
(Dwan et al., 2014). 

Относительно влияния БФ у взрослых с НО имеются 
ограниченные данные, в которых проверялось влияние 
различных БФ на уровень МПКТ. Почти во всех иссле-
дованиях сообщалось о благоприятном воздействии на 
уровень МПКТ нижнего отдела позвоночника (увеличение 
до 13.9 %) с менее выраженными эффектами на общий 

уровень МПКТ бедра (увеличение до 4.3 %) (Lin dahl 
et al., 2014). За последнее время опубликовано несколь-
ко сообщений об атипичных переломах бедра у взрос-
лых пациентов с НО, получающих лечение бисфосфо- 
натами. 

В ряде исследований оценивался эффект деносумаба 
у пациентов с НО, вызванным мутацией в SERPINF1, 
ко торый характеризуется слабым ответом на БФ, а также 
у пациентов с НО I/IV (n = 8) и НО III (n = 2) типами 
(Hoyer-Kuhn et al., 2016). Используемая доза составляла 
1 мг/кг подкожно каждые 3 мес. Во всех исследованиях 
сообщалось о значительном увеличении МПКТ и отсут-
ствии значительных побочных эффектов лечения в тече-
ние двухлетнего периода. 

Ингибирование склеростина может быть еще одним 
вариантом лечения ломкости костей при незавершенном 
остеогенезе. Недавно опубликованные исследования по-
казали, что введение ромосозумаба (моноклонального 
антитела, связывающего склеростин) в течение одного 
года снижает частоту переломов позвоночника и остео-
пороза у женщин в постменопаузе с остеопорозом (Sinder 
et al., 2015; Grafe et al., 2016). 

В мышиной модели с НО было обнаружено, что по-
вышенная передача сигналов TGF-β участвует в фено-
типе НО, в то время как ингибирование TGF-β улучша ет 
костную массу и силу. Фаза 1 исследования проверяет 
безопасность фрезолимумаба, высокоаффинного нейтра-
лизующего антитела, которое нацелено на все три изофор-
мы TGF-β, у взрослых с умеренно выраженной клиникой 
незавершенного остеогенеза. Комбинированная терапия 
с антирезорбтивными и анаболическими агентами – еще 
один потенциальный ва риант лечения ломкости костей у 
пациентов с незавершенным остеогенезом. Дру гие спо-
собы лечения, такие как трансплантация кост ного мозга 
и генная терапия, находятся на стадии оценки эффектив-
ности для лечения тяжелых форм НО (Ma ri ni et al., 2017).

Таким образом, несмотря на достигнутый прогресс в 
понимании патофизиологии НО, все еще необходимы 
дополнительные исследования, чтобы определить луч-
ший терапевтический подход к этому гетерогенному за-
болеванию.

Заключение
Обобщая вышеизложенное, можно сделать вывод, что 
произошел прорыв в идентификации молекулярного па-
тогенеза незавершенного остеогенеза, что обусловлено 
внедрением современных технологий секвенирования 
следующего поколения (NGS). Тем не менее все еще да-
леки от завершения вопросы о распространенности за-
болевания в целом и его отдельных клинических форм 
в различных популяциях мира. Степень молекулярной 
гетерогенности НО остается неизвестной, продолжается 
выявление новых патогенетических механизмов форми-
рования фенотипа заболевания на основе идентификации 
новых генов, вовлеченных в патогенез незавершенного 
остеогенеза. В настоящее время предпринимаются по-
пытки разработки таргетной терапии заболевания с уче-
том новых знаний о клинико-генетических аспектах НО, 
однако еще много противоречивых результатов и решение 
проблемы лечения заболевания пока не найдено.
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