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Молекулярно-генетические основы устойчивости семян  
к окислительному стрессу при хранении
Н.А. Швачко  , Е.К. Хлесткина 

Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР),  
Санкт-Петербург, Россия

 e-mail: n.shvachko@vir.nw.ru

Аннотация. Сохранение генетического разнообразия растений, в том числе хозяйственно значимых 
культур, является основой продовольственной безопасности. В мире около 90 % генетического разно
образия культурных растений сохраняется в виде семян в генных банках. В процессе хранения в семенах 
накапливаются свободные радикалы, в первую очередь активные формы кислорода (АФК). Повышение 
уровня АФК вызывает окислительный стресс, который негативно влияет на качество семян и может при-
вести к полной потере их жизнеспособности. В обзоре обобщены сведения о биохимических процессах, 
влияющих на продолжительность жизни семян. Проанализированы данные о деструктивном действии 
свободных радикалов по отношению к макромолекулам клетки растения и пути устранения избыточного 
количества АФК в растениях, наиболее важным из которых является аскорбат-глутатионовый путь. Рас-
сматривается вопрос взаимосвязи периода покоя и длительности сохранения семян. В исследованиях 
на семенах разных видов растений была выявлена отрицательная корреляция между периодом покоя и 
долголетием семян, тогда как в работах с семенами Arabidopsis различные авторы выявили как положи-
тельную корреляцию между периодом покоя и длительностью сохранения семян, так и отрицательную. 
Отрицательная корреляция между периодом покоя и жизнеспособностью, вероятно, свидетельствует о 
способности семян адаптироваться к изменяющимся условиям окружающей среды. Нами проанализи-
рована информация по генам Arabidopsis, связанным с жизнеспособностью семян. В настоящее время 
выделено значительное количество локусов и генов, влияющих на долголетие семян. Статья знакомит с 
современными исследованиями жизнеспособности семян ячменя. Локусы количественных признаков 
(QTL), связанные с долголетием семян ячменя, были определены на хромосомах 2Н, 5Н и 7Н. В изученных 
областях QTL выявлены гены Zeo1, Ale, nud, nadp-me и HvGR. Однако вопрос о том, какие гены являются 
маркерами жизнеспособности семян растений определенного вида, остается открытым.
Ключевые слова: семена; ячмень; QТL; гены долголетия семян; генетические маркеры; биохимические 
маркеры.
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Abstract. Conservation of plant genetic diversity, including economically important crops, is the foundation 
for food safety. About 90 % of the world’s crop genetic diversity is stored as seeds in genebanks. During storage 
seeds suffer physiological stress consequences, one of which is the accumulation of free radicals, primarily reac-
tive oxygen species (ROS). An increase in ROS leads to oxidative stress, which negatively affects the quality of 
seeds and can lead to a complete loss of their viability. The review summarizes data on biochemical processes 
that affect seed longevity. The data on the destructive effect of free radicals towards plant cell macromolecules 
are analyzed, and the ways to eliminate excessive ROS in plants, the most important of which is the glutathione-
ascorbate pathway, are discussed. The relationship between seed dormancy and seed longevity is examined. 
Studying seeds of different plant species revealed a negative correlation between seed dormancy and longevi
ty, while various authors who researched Arabidopsis seeds reported both positive and negative correlations 
between dormancy and seed longevity. A negative correlation between seed dormancy and viability probably 
means that seeds are able to adapt to changing environmental conditions. This review provides a summary of 
Arabidopsis genes associated with seed viability. By now, a significant number of loci and genes affecting seed 
longevity have been identified. This review contains a synopsis of modern studies on the viability of barley 

© Швачко Н.А., Хлесткина Е.К., 2020

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0 License

ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ
Обзор / Review
УДК 633.16:631.523+581.19 

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2020;24(5):451-458
DOI 10.18699/VJ20.47-o



N.А. Shvachko 
E.K. Khlestkina

452

Molecular genetic bases of seed resistance 
to oxidative stress during storage

Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 5

seeds. QTLs associated with barley seed longevity were identified on chromosomes 2H, 5H and 7H. In the QTL 
regions studied, the Zeo1, Ale, nud, nadp-me, and HvGR genes were identified. However, there is still no definite 
answer as to which genes would serve as markers of seed viability in a certain plant species.
Key words: seeds; barley; QТL; seed longevity genes; genetic markers; biochemical markers.

For citation: Shvachko N.А., Khlestkina E.K. Molecular genetic bases of seed resistance to oxidative stress 
during storage. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2020;24(5): 
451-458. DOI 10.18699/VJ20.47-o

Введение
Сохранение генетического разнообразия растений, в том 
числе хозяйственно значимых культур, является задачей 
первостепенной важности. С конца прошлого века по все­
му миру начали создавать генные банки растений. В на­
стоящее время около 90 % образцов сельскохозяйственных 
культур сохраняется в виде семян в генных банках (Li, 
Pritchard, 2009; http://www.fao.org). Во Всероссийском ин­
ституте генетических ресурсов растений им. Н.И. Вави­
лова (ВИР) поддерживается в живом виде более 320 тыс. 
образцов генетических ресурсов культурных растений и 
их диких родичей, из них более 250 тыс. образцов семян 
сохраняется в Кубанском генбанке, основанном в 1976 г. 
(Лоскутов, 2009; Силаева, 2012).

Семена представляют собой стадию жизненного цик­
ла, в которой растения испытывают особенно высокий 
уровень генотоксического стресса, приводящего к  не­
стабильности генома (Waterworth et al., 2011). Старение 
семян рассматривают как накопление структурных и 
метаболических повреждений, вызывающих нарушение 
функций и снижение устойчивости к неблагоприятным 
внешним условиям, вплоть до потери жизнеспособности 
(McDonald, 1999; Смоликова, 2014). По поведению при 
хранении семена классифицируются на ортодоксальные и 
рекальцитрантные (Walters, 2015). Ортодоксальные семе­
на в конце периода созревания, как правило, теряют воду 
и высыхают до влажности около 10 %; в таком состоянии 
они могут храниться многие годы без потери всхожести. 
Это свойство ортодоксальных семян получило название 
«устойчивость к высыханию» (desiccation tolerance) (Dek­
kers et al., 2015). Потеря же воды рекальцитрантными 
семенами приводит к снижению их всхожести и гибели, 
поэтому они считаются чувствительными к высыханию 
(desiccation sensitive). Перед закладкой на хранение в ген­
банк рекальцитрантные семена в основном не подвергают 
высушиванию, ортодоксальные же семена высушивают до 
уровня влажности 5 % и менее или замораживают. Дли­
тельность хранения ортодоксальных семян в генбанках, 
как правило, увеличивается за счет содержания семян 
при пониженных влажности и температуре (Bewley et al., 
2013). Так, семена ячменя сохраняют всхожесть от полу­
года до 7–9 лет при температуре воздуха +20 °C и отно­
сительной влажности 50 % (Priestley et al., 1985; Nagel, 
Börner, 2010), тогда как при отрицательной температуре 
(–18 °C) и влажности 4–8 % сохранение всхожести семян, 
согласно прогнозному расчету, может составить более 
80 лет (Walters et al., 2005).

Помимо экологических факторов – влажности, темпера­
туры, света, отсутствия патогенных организмов (Schmidt, 
2000), скорость старения семян зависит от генетических 
факторов, определяющих цвет и массу семени, а также 

влияющих на активность протекания процессов нефер­
ментативного гликирования белков, перекисного окисле­
ния липидов, структуру клеточной мембраны, генерацию 
активных форм кислорода (АФК) и свободных радикалов 
и их нейтрализацию и другие процессы (Wettlaufer, Leo­
pold, 1991; Ponquett et al., 1992; Khan et al., 1996; Wojtyla 
et al., 2016; Frolov et al., 2018; Antonova et al., 2019).

Причины снижения всхожести и гибели семян не до 
конца понятны, поскольку в этом задействовано множе­
ство процессов, включая повреждение макромолекул 
(таких как ДНК, липиды и белки) в результате реакций, 
вызванных АФК. Данный вопрос изучали многие ис­
следователи. На примерах различных видов растений 
показано, что скорость, с которой происходит процесс 
старения семян, зависит от механизмов защиты от стресса 
и способности семян противостоять изменениям, вы­
званным АФК. У разных видов растений антиоксиданты 
по-разному участвуют в устранении избытков АФК. Так, 
у масличных более высокую роль играют липофильные 
антиоксиданты (Bailly, 2004;  Bahin et al., 2011; Waterworth 
et al., 2011; Jeevan Kumar et al., 2015; Kong et al., 2015). 
Исследования, проведенные с использованием материалов 
генных банков IPK (Германия) и USDA (США), показа­
ли, что продолжительность жизни семян различается не 
только у разных видов растений, но и у разных генотипов 
внутри одного и того же вида; при этом межвидовые от­
личия по длительности хранения семян были выше, чем 
внутривидовые. Подобные исследования были выполнены 
для различных видов растений: ячменя, пшеницы, рапса 
и др. (Walters et al., 2005; Nagel et al., 2009; Nagel, Börner, 
2010; Rehman Arif et al., 2017; Rehman Arif, Börner, 2019). 
Выявленное авторами указанных работ различие в про­
должительности жизни семян между генотипами внутри 
одного и того же вида может служить основой для гене­
тического анализа долголетия семян.

Период покоя  
и продолжительность жизни семян
Покой семян – это физиологическое состояние, при кото­
ром у семян временно отсутствует способность к прорас­
танию независимо от внешних условий (Николаева, 1982; 
Nikolaeva, 1999; Baskin J., Baskin C., 2007). Покой является 
адаптивным признаком, позволяющим семенам пережить 
длительные периоды неблагоприятных условий (Bewley et 
al., 2013; Sliwinska, Bewley, 2014). Чтобы оптимизировать 
прорастание и поддерживать длительные периоды небла­
гоприятных условий, семена переходят в состояние покоя 
(Rajjou, Debeaujon, 2008). Регуляция периода покоя семян 
осуществляется с участием абсцизовой кислоты (АБК) и 
других биологически активных веществ, таких как фито­
гормоны гиббереллины, цитокинины и этилен (Nonogaki, 

http://www.fao.org
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2017). Переход семян в состояние покоя сопровождается 
значительным увеличением содержания АБК, а выход из 
покоя, наоборот, связан со снижением содержания АБК.

Вопрос взаимосвязи периода покоя и длительности 
сохранения семян изучался многими авторами на протя­
жении десятилетий, и выводы, сделанные в ходе этих ис­
следований, носят противоречивый характер. Так, Clerkx 
с соавторами (Clerkx et al., 2004) изучали этот вопрос 
на растениях Arabidopsis с мутациями в определенных 
путях развития и биохимических путях. Уменьшение 
продолжительности жизни семян было продемонстри­
ровано ими на мутантах, нечувствительных к абсцизовой 
кислоте 3 (abi3), и на растениях с мутацией, связанной с 
недостаточной выработкой абсцизовой кислоты 1 (aba1). 
Данные мутации вызывали и сокращение периода покоя 
семян у abi3 и aba1. Таким образом, авторы предположили 
положительную корреляцию между долголетием семян 
и периодом покоя. Miura с коллегами (Miura et al., 2002), 
исследуя взаимосвязь между периодом покоя и жизнеспо­
собностью семян на рисе, пришли к обратному заключе­
нию, что эти два физиологических состояния контролиру­
ются различными генетическими факторами. QTL-анализ 
показал, что локусы долголетия семян расположены на 
хромосомах 2, 4 и 9, в то время как QTL, связанные с 
периодом покоя семян, выявлены на хромосомах 1, 3, 5, 7 
и 11. Nguyen с соавторами на растениях Arabidopsis тоже 
наблюдали отрицательную корреляцию между продолжи­
тельностью жизни семян и периодом покоя (Nguyen et al., 
2012). В шести популяциях рекомбинантных инбредных 
линий (RIL) они выявили пять локусов – GAAS1–GAAS5, 
связанных со способностью прорастания семян после 
хранения. Обнаружено, что локусы GAAS коррелируют с 
локусами покоя семян, т. е. локусами DOG. Корреляция 
при этом носила отрицательный характер. Детальный 
анализ QTL GAAS5 и DOG1 показал, что локус DOG1 
сокращает продолжительность жизни семян и одновре­
менно увеличивает период их покоя (Nguyen et al., 2012). 
Гомолог данного гена был аннотирован в работе (Nagel 
et al., 2019) на хромосоме  3H ячменя. Авторы в своем 
исследовании выявили,  что локус DOG1 играет роль в 
увеличении периода покоя семян ячменя, хотя и менее 
значимую, чем в случае арабидопсиса.

Таким образом, взаимосвязь между периодом покоя 
и длительностью сохранения семян трактуется неодно­
значно и необходимо дальнейшее изучение данного во­
проса. Наличие локусов, которые увеличивают либо про­
должительность жизни, либо продолжительность периода 
покоя семян в пределах одного образца, может обеспечить 
адаптивную пластичность, что приведет к проявлению 
оптимального фенотипа в различных условиях окружа­
ющей среды.

Биохимические процессы, влияющие  
на продолжительность жизни семян
В процессе хранения в семенах накапливаются свободные 
радикалы, в первую очередь активные формы кислорода. 
Повышение уровня АФК вызывает окислительный стресс. 
В ходе окислительного стресса в большинстве  случаев 
происходит образование супероксидного анион-радика­
ла (супероксид-радикал, O2·), который быстро превраща­

ется в другие формы АФК – пероксид водорода (H2O2) и 
гидроксильный радикал (гидроксил-радикал, · OH). По­
вреждения, вызванные свободными радикалами, влекут за 
собой нарушения целостности генома в ядре, что в свою 
очередь может стать причиной полной потери жизнеспо­
собности семян (Bailly, 2004; Kranner et al., 2006; Bailly, 
Kranner, 2011). Действие свободных радикалов и перекис­
ное окисление липидов приводят к деградации структуры 
мембран и целостности ДНК, а также сопровождаются 
снижением активности большинства ферментов в клетке. 
Одной из причин такого снижения активности могут быть 
разрушение ферментов либо нарушения в работе белок­
синтезирующего комплекса под действием свободных ра­
дикалов в целом. Для устранения избыточного количества 
АФК растения имеют универсальный механизм предот­
вращения окислительного стресса. Важную роль в систе­
ме антиоксидантной защиты клетки играют ферменты 
супероксиддисмутазы (СОД). Основная функция данных 
ферментов – это превращение супероксидного радикала 
в H2O2 и кислород (Jajic et al., 2015). В клетках растений 
выявлено три изоформы СОД, которые различаются по 
металлам, входящим в состав активного центра: Fe-СОД 
(хлоропласт), Mn-СОД (митохондрии, пероксисомы) и 
Cu-Zn-СОД (цитоплазма, хлоропласт, пероксисомы). Пер­
оксид водорода, в свою очередь, разлагается под действи­
ем каталазы (КAT), которая находится в глиоксисомах и 
пероксисомах (Willekens et al., 1995), за исключением  
митохондриальной изоформы (Scandalios et al., 1997). 
Глутатионпероксидаза  (GPX) также устраняет избыток 
H2O2 и гидропероксидов (Eshdat et al., 1997).

Значительную роль в антиоксидантной защите клетки 
играет аскорбат-глутатионовый путь Фойер – Холливе­
ла –Асада (Bailly, 2004; Foyer, Noctor, 2005) (см. рисунок). 
В этом цикле восстановление H2O2 с образованием воды 
катализирует аскорбатпероксидаза. При этом происходит 
окисление аскорбата до монодегидроаскорбата (МДАК), 
который может быть восстановлен МДГА-редуктазой 
до аскорбата за счет НАДФН. Из МДАК в результате 
спонтанной окислительно-восстановительной реакции 
может быть образован дегидроаскорбат, который восста­
навливается до аскорбата за счет окисления глутатиона. 
Завершается этот цикл восстановлением окисленной 
формы глутатиона с участием НАДФН (Медведев, 2013).

Окислительно-восстановительный потенциал водо­
растворимого антиоксиданта глутатиона (GSH) является 
особенно важным регулирующим фактором окисли­

H2O

H2O H2O2КАТ АК GSSG

GSHДГА

МДАК

НАДФН

НАДФ

СОД АП ДГАР

МДГАР

O2 ·

ГР
e–

Аскорбат-глутатионовый путь: КАТ – каталаза; СОД – супероксиддис
мутаза; AП  – аскорбатпероксидаза; МДГАР  – монодегидроаскорбат
редуктаза; ДГАР – дегидроаскорбатредуктаза, ГР – глутатионредукта- 
за; AК – аскорбат; MДАК – монодегидроаскорбат; ДГА – дегидроаскор-
бат; GSSG – окисленный глутатион; GSH – восстановленный глутатион.
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тельно-восстановительного потенциала клетки в случае 
ортодоксальных семян (Schafer, Buettner, 2001; Noctor et 
al., 2011). Поскольку ортодоксальные семена содержат 
незначительное количество аскорбата (Kranner et al., 
2006), была выдвинута гипотеза о том, что глутатион – это 
основной и, вероятно, наиболее древний окислительно-
восстановительный буфер, а изменение его окислитель­
но-восстановительного потенциала в GSSG/GSH служит 
универсальным маркером жизнеспособности семян (Mit­
tler, 2002; Kranner et al., 2006). Помимо водорастворимых, 
в семенах растений присутствуют жирорастворимые 
(гидрофобные) антиоксиданты – α-, β-, γ-, σ-токоферолы и 
каротиноиды (Шарова, 2016), их вклад в антиоксидантную 
защиту клетки зависит от вида растений. Так, жирорас­
творимые антиоксиданты более значимы для масличных 
культур, семена которых богаты жирными кислотами. 

На долголетие семян влияют и некоторые другие со­
единения, такие как полифенолы, флавоноиды и перокси­
редоксины, имеющие антиоксидантную функцию (Landry 
et al., 1995; Sattler et al., 2004; Шарова, 2016). Необходи­
мо отметить, что антиоксидантные механизмы клетки 
контролируют содержание АФК, но не устраняют их 
полностью. Это связано с тем, что в небольшом количе­
стве АФК являются важными сигнальными молекулами, 
участвующими в росте растений, развитии и реакции на 
стресс. В семенах АФК играют важную роль, связанную 
с жизнеспособностью и преодолением периода покоя. Из­
быток АФК приводит к потере жизнеспособности семян, 
однако выработка АФК необходима для выхода семян из 
периода покоя и способствует их прорастанию (Bailly, 
2004; Oracz et al., 2009).

Таким образом, АФК выполняют двоякую роль в физио­
логии семени. С одной стороны, они обладают чрезвычай­
но высокой реакционной способностью: способны инду­
цировать цепные реакции и окислять практически любые 
органические соединения, приводить к необратимым 
окислительным повреждениям важнейшие биомолекулы, 
такие как белки, липиды и ДНК. С другой стороны, АФК 
участвуют в регулировании роста клеток, обеспечении 
защиты от патогенов и контроле окислительно-восста­
новительного статуса клеток. АФК действуют также как 
положительный сигнал в высвобождении покоя семян и их 
прорастании (Bahin et al., 2011; Jeevan Kumar et al., 2015).

Гены-кандидаты продолжительности жизни 
семян, выявленные у Arabidopsis thaliana (L.)
Роль важных факторов, влияющих на продолжительность 
жизни семян, анализировали с использованием мутантов 
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. и трансгенных линий. Из­
вестно, что созревание семян генетически контролируется 
четырьмя основными регуляторами:  ABI3 (ABSCISIC 
ACID INSENSITIVE3), LEC1, LEC2 (LEAFY COTYLEDON 1 
и 2) и FUS3 (FUSCA3) (Raz et al., 2001). Мутации в этих 
ключевых регуляторах приводят к быстрой потере жиз­
неспособности семян при хранении. Так, мутанты аbi3, 
lec1 и fus3 демонстрировали снижение продолжитель­
ности жизни семян (Ooms et al., 1993; Clerkx et al., 2004). 
К значительному сокращению продолжительности жиз­
ни семян приводят и мутации семенной оболочки. Семен­
ная оболочка выступает в качестве структурного барьера 

для защиты от биотических и абиотических стрессов. 
Например, мутанты tt (transparent testa), ttg (transparent 
testa glabra) и ats (aberrant testa shape) имели более низ­
кую продолжительность жизни семян по сравнению с 
контрольными растениями (Debeaujon et al., 2000; Clerkx 
et al., 2004). Снижение продолжительности жизни семян 
продемонстрировали мутанты vte1 и vte2, вовлеченные в 
биосинтез витамина  Е (липофильный антиоксидант), а 
также те, у которых полностью отсутствовали токоферолы 
(Sattler et al., 2004).

Мутанты арабидопсиса с дефицитом биосинтеза флаво­
ноидов после воздействия обнаружили увеличение уровня 
перекисного окисления липидов на 60 %, что коррелирует 
с уменьшением жизнеспособности семян (Landry et аl., 
1995). Содержание некоторых олигосахаридов, таких как 
галактинол, коррелирует с продолжительностью жизни 
семян (Obendorf, 1997). Исследования, проведенные на 
арабидопсисе, капусте и томатах, выявили положитель­
ную корреляцию между содержанием галактинола и про­
должительностью жизни семян этих культур (de Souza 
Vidigal et al., 2016). Низкую жизнеспособность семян по 
сравнению с растениями дикого типа имели мутанты 
Arabidopsis, лишенные функционального фермента малат­
дегидрогеназы (Yazdanpanah et al., 2019). Авторы этого 
исследования предполагают, что деятельность NADP-ME1 
требуется для защиты семян от окисления при длительном 
хранении. Окислительный стресс негативно влияет на ка­
чество семян, о чем свидетельствует снижение всхожести 
мутанта fro1, который конституционально накапливает 
АФК (Lee et al., 2002; Clerkx et al., 2004). В то же время 
в исследованиях Clerkx с коллегами не выявлено досто­
верного снижения всхожести семян для двух мутантов, 
задействованных в антиоксидантных механизмах защиты 
от АФК: мутанта с дефицитом витамина С1-1 (vtc1-1) и 
мутанта, чувствительного к кадмию (cad2-1), у которого 
проявляется дефицит глутатиона.

В настоящее время выделено значительное количество 
локусов и генов, связанных с долголетием семян араби­
допсиса. По механизмам действия на жизнеспособность 
семян гены можно объединить в несколько групп. Наи­
более значимыми являются группы генов, механизмы 
действия которых связаны с фитогормонами, такими как 
абсцизовая и гибберелловая кислоты, а также с окисли­
тельно-восстановительными процессами. 

Гены-кандидаты продолжительности жизни 
семян, выявленные у Hordeum vulgare (L.)
Исследования продолжительности жизни семян, про­
веденные для различных видов растений: арабидопсиса 
(Clerkx et al., 2004; Bentsink et al., 2006), ячменя (Nagel 
et al., 2009), пшеницы (Landjeva et al., 2010; Rehman Arif, 
Börner, 2019), риса (Miura et al., 2002), эгилопса (Lan­
djeva et al., 2010), кукурузы (Revilla et al., 2009), салата 
(Schwember, Bradford, 2010) и др., показали, что долго­
летие семян контролируется несколькими генетическими 
факторами, что позволяет обнаруживать локусы количе­
ственных признаков (QTL). QTL для продолжительности 
жизни семян были определены в ряде работ на разных 
видах растений с использованием методов естественного 
и искусственного старения. Методики искусственного 
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старения семян предназначены для прогнозирования 
способности образцов семян к длительному хранению 
(Cафина, Филипенко, 2013; Смоликова, 2014). Суть их 
состоит в искусственном ускорении процесса старения 
путем экспозиции семян в течение непродолжительного 
времени при повышенной температуре и влажности, близ­
кой к критической для данной культуры. Общепринятыми 
являются два метода искусственного старения семян: 
АА (accelerated aging) и CD (controlled deterioration). Со­
гласно тесту АА, семена подвергаются в течение коротко­
го периода времени воздействию высоких температуры и 
относительной влажности (100 %). Тест CD отличается от 
АА тем, что семена короткое время хранятся при высокой 
влажности (MC) (18–20 %) и температуре запечатанны­
ми в пакеты из алюминиевой фольги (Nagel et al., 2009, 
2015). По стандартам ISTA (International Seed Testing 
Association), предписывается определенное значение MC 
для теста CD в соответствии со следующей формулой:

mH2O = 
100 – smc1 (%)
100 – smct (%)

 × m1,

где mH2O – количество добавленной воды, г; smc1 и smct – 
первоначальная и конечная влажность семян, %; m1 – 
первоначальная навеска семян, г.

Необходимо отметить, что при искусственном старе­
нии семена находятся в условиях высоких влажности и 
температуры воздуха. В такой ситуации основными не­
гативными процессами, протекающими в семенах, будут 
перекисное окисление липидов и потеря мембранами 
фосфолипидов. В случае же длительного хранения сухих 
семян будут происходить в основном неферментативные 
реакции, не требующие присутствия большого количества 
воды (Walters, 1998; Murthy et al., 2003; Веселовский, 
Веселова, 2012; Frolov et al., 2018; Antonova et al., 2019). 
Поэтому вопрос о том, насколько процессы, происходящие 
в семенах при искусственном старении, будут совпадать 
с процессами долговременного старения при длительном 
хранении, остается открытым (Agacka-Mołdoch et al., 
2016; Bankin et al., 2018). Тем не менее методы искусствен­
ного старения широко применяются различными авторами 
в работах по изучению жизнеспособности семян.

Развитие новых технологий секвенирования, достиже­
ния в области широкого спектра аналитических техно­
логий и появление процедур биоинформатики способ­
ствовали повышению качества исследований не только 
на модельных видах, но и на сельскохозяйственных рас­
тениях. Несколько существенных особенностей ячменя 
H.  vulgare  (L.), такие как диплоидный характер генома 
сортового ячменя с высокой степенью самоопыления, 
небольшое количество достаточно крупных хромосом 
(2n = 14), легкость скрещивания и простота выращива­
ния в широком диапазоне климатических условий, спо­
собствуют широкому использованию этой культуры в 
генетических исследованиях. С помощью современных 
ДНК-технологий на различных образцах ячменя были 
определены возможные гены-кандидаты, ответственные 
за увеличение срока жизни семян. Так, Nagel и сотрудники 
(Nagel et al., 2009) при помощи методов искусственного 
старения AA и CD идентифицировали QTL, коррелирую­
щие с долголетием семян ячменя, с использованием сле­

дующих популяций растений: OWB, S × M (‘Steptoe’ × ‘Mo­
rex’) и W766. Исследователи обнаружили, что наибольшее 
количество QTL, коррелирующих с долголетием семян, 
расположено на хромосомах 2Н, 5H и 7Н. Один значимый 
QTL был найден в дистальной области хромосомы 2H, 
связанной с локусом гена Zeo1 (Zeocriton  1). Ген Zeo1 
определяет высоту растения и компактность колоса. Из­
вестно, что такие растения отличаются низкой фертильно­
стью. Ген Ale (Aleurain), кодирующий тиоловую протеазу, 
был выявлен в QTL, расположенном в проксимальной 
области длинного плеча хромосомы 5H. Экспрессия Ale 
регулируется гибберелловой и абсцизовой кислотами, 
которые играют важную роль в прорастании семян (Nagel 
et al., 2009). Ген nud, определяющий голозерность/пленча­
тость зерна, был идентифицирован как ген-кандидат для 
QTL на хромосоме 7H. В 2016 г. Nagel с коллегами провели 
дополнительные исследования по изучению долголетия 
семян. Большинство QTL, связанных с долголетием семян, 
как и в работе 2009 г., были обнаружены в двух областях: 
на хромосоме 2Н на участке, расположенном в диапазоне 
между 110 и 172 сМ – место локализации гена Zeo1, а 
также в центромерной области хромосомы 7H на участке 
от 73 до 95 сМ, включающем ген nud. 

Дальнейшая аннотация функций генов в изученных 
областях QTL выявила нахождение в этой области фер­
мента глутатионредуктазы, что указывает на связь с 
окислительным стрессом (Meyer, Hell, 2005; Rouhier et al., 
2008; Nagel et al., 2016). Bahin с соавторами в работе по 
изучению жизнеспособности семян подсолнечника и яч­
меня установили, что в процессе хранения семян ячменя, 
в отличие от подсолнечника, не происходит накопления 
АФК (Bahin et al., 2011). Авторы предполагают, что из­
быток АФК нейтрализует антиоксидант глутатион (GSH), 
который мог бы быть маркером для исследований долго­
летия семян ячменя. Wozny с коллегами в работе 2018 г. 
предлагает использовать в качестве гена-кандидата для 
дальнейших исследований долголетия семян ячменя фер­
мент NADP-зависимую малатдегидрогеназу (NADP-ME) 
(Wozny et al., 2018). Местонахождение данного фермента 
было определено на хромосоме 2Н ячменя в области QTL, 
коррелирующих с продолжительностью жизни семян для 
изученных образцов ячменя.

Таким образом, большинство QTL, связанных с долго­
летием семян ячменя, были определены на хромосомах 
2Н, 5Н и  7Н. В изученных областях QTL обнаружены 
гены Zeo1, Alе, nud, nadp-me, HvGR. Различные авторы 
предлагают разные гены-кандидаты для дальнейших ис­
следований долголетия семян ячменя. Однако какого-либо 
надежного универсального маркера потери жизнеспо­
собности семян ячменя в настоящее время не выявлено. 
Генетические маркеры, связанные с долголетием семян, 
которые были бы удобны для определения оптимальной 
частоты репродуцирования образцов, пока до конца не 
установлены.

Заключение
Механизмы снижения всхожести семян и их гибели в 
результате длительного хранения у разных видов расте­
ний могут различаться. У ячменя они установлены лишь 
частично. Имеющиеся на сегодняшний день данные по 
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выявлению генов, связанных с долголетием семян ячменя, 
получены с использованием методов искусственного ста­
рения семян, которые, как известно, не совсем точно мо­
делируют естественное старение. Генетические маркеры, 
связанные с долголетием семян, которые были бы удобны 
для определения оптимальной частоты репродуцирования 
образцов, пока до конца не установлены. В качестве ге­
на-кандидата для дальнейших исследований долголетия 
семян ячменя может быть предложена глутатионредук­
таза. Этот фермент напрямую участвует в нейтрализации 
избытков АФК в растениях, в антиоксидантной защите и 
клеточном сигналинге.
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Abstract. Microsatellite (SSR) markers with known precise intrachromosomal locations are widely used for map-
ping genes in rye and for the investigation of wheat-rye translocation lines and triticale highly demanded for 
mapping economically important genes and QTL-analysis. One of the sources of novel SSR markers in rye are 
microsatellites transferable from the wheat genome. Broadening the list of available SSRs in rye mapped to chro-
mosomes is still needed, since some rye chromosome maps still have just a few microsatellite loci mapped. The 
goal of the current study was to integrate wheat EST-SSRs into the existing rye genetic maps and to construct 
a consensus rye microsatellite map. Four rye mapping populations (P87/P105, N6/N2, N7/N2 and N7/N6) were 
tested with CFE (EST-SSRs) primers. A total of 23 Xcfe loci were mapped on rye chromosomes: Xcfe023, -136 and 
-266 on chromosome 1R, Xcfe006, -067, -175 and -187 on 2R, Xcfe029 and -282 on 3R, Xcfe004, -100, -152, -224 and 
-260 on 4R, Xcfe037, -208 and -270 on 5R, Xcfe124, -159 and -277 on 6R, Xcfe010, -143 and -228 on 7R. With the 
exception of Xcfe159 and Xcfe224, all the Xcfe loci mapped were found in orthologous positions considering mul-
tiple evolutionary translocations in the rye genome relative to those of common wheat. The consensus map was 
constructed using mapping data from the four bi-parental populations. It contains a total of 123 microsatellites, 
12 SNPs, 118 RFLPs and 2 isozyme loci.
Key words: Secale cereale; SSR; Triticum aestivum; microsatellite markers; genetic mapping.
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Аннотация. Микросателлитные (SSR) маркеры широко используют для картирования генов ржи и анали-
за транслокационных линий пшеницы и тритикале. SSR-маркеры с известной внутрихромосомной лока
лизацией очень востребованы для картирования экономически значимых генов и QTL- анализа. Одним из 
источников новых SSR-маркеров у ржи являются микросателлитные маркеры пшеницы. Несмотря на не-
сколько наборов микросателлитных маркеров, доступных у ржи, по-прежнему необходимо расширение 
списка SSR, сопоставленных с хромосомами ржи, поскольку на некоторых генетических картах количество 
SSR-маркеров невелико. Цель настоящего исследования состояла в том, чтобы интегрировать EST-SSR 
пшеницы в существующие генетические карты ржи и построить консенсусную микросателлитную карту 
ржи. Четыре картирующих популяции ржи (P87/P105, N6/N2, N7/N2 и N7/N6) тестировали с использова-
нием праймеров CFE (EST-SSR). В результате в молекулярно-генетические карты ржи было интегрирова-
но 23 микросателлитных локуса Xcfe: Xcfe023, -136 и -266 на хромосоме 1R, Xcfe006, -067, -175 и -187 на 2R, 
Xcfe029 и -282 на 3R, Xcfe004, -100, -152, -224 и -260 на 4R, Xcfe037, -208 и -270 на 5R, Xcfe124, -159 и -277 на 6R, 
Xcfe010, -143 и -228 на 7R. За исключением Xcfe159 и Xcfe224, все картированные локусы Xcfe были обнару-
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жены в ортологичных позициях с учетом множественных транслокаций в ходе эволюции генома ржи по 
сравнению с пшеницей. Консенсусная карта построена с использованием данных по четырем картирую-
щим популяциям ржи. Она содержит в общей сложности 123 микросателлитных маркера, 12 SNP, 118 RFLP 
и 2 изоферментных локуса.
Ключевые слова: Secale cereale; SSR; Triticum aestivum; микросателлитные маркеры; генетические карты.

Introduction
Several linkage maps of rye carrying RFLP, AFLP, SSR, DArT 
and SNP markers are available to date (Devos et al., 1993; 
Philipp et al., 1994; Senft, Wricke, 1996; Korzun et al., 2001; 
Bednarek et al., 2003; Hackauf, Wehling, 2003; Khlestkina et 
al., 2004; Varshney et al., 2007; Bolibok-Brągoszewska et al., 
2009; Gustafson et al., 2009; Milczarski et al., 2011, 2016; 
Xu et al., 2012; Bauer et al., 2017).

SSRs (microsatellites) are among the most widely used 
DNA-markers in rye genetics. For example, SSR markers 
were used for mapping the sy1, sy9, sy18 and sy19 asynaptic 
genes (Malyshev et al., 2009; Dolmatovich et al., 2013a, b), the 
gene mo1 for supernumerary spikelets (Dobrovolskaya et al., 
2009), several anthocyanin biosynthesis genes (Khlestkina et 
al., 2009, 2011, 2013), Ddw1 (Tenhola-Roininen, Tanhuanpää, 
2010) and Ddw3 (Yang et al., 2018) dwarfing genes, the pow-
dery mildew resistance locus (Wang et al., 2010), the Elm-R1 
gene related with embryo lethality in wheat-rye hybrids as well 
as the hybrid dwarfness gene Hdw-R1 (Tikhenko et al., 2011; 
Tsvetkova et al., 2018), aluminum tolerance loci in rye and 
triticale (Fontecha et al., 2007; Benito et al., 2010; Niedziela 
et al., 2014) and several QTL for agronomic traits including 
grain yield (Hackauf et al., 2017). 

SSRs can be suitable for marker-assisted breeding (Lapitan 
et al., 2007), detection of the genetic variability in rye and 
triticale (Bolibok et al., 2005; Vyhnánek et al., 2009) as well 
as for marker-assisted identification of rye genetic material 
in wheat cultivars and lines (Silkova et al., 2006; Schlegel, 
Korzun, 2008; Schneider, Molnár-Láng, 2009; Adonina et al., 
2011; Silkova et al., 2011; Schlegel, 2015).

In spite of several sets of microsatellite markers available in 
rye, broadening a list of SSRs mapped to rye chromosomes is 
still needed, since some rye chromosome maps still have just a 
few microsatellite loci mapped (Khlestkina et al., 2004). The 
goal of the current study was to integrate wheat EST-SSRs, 
expressed sequence tag SSR (from map of L.Y. Zhang et al. 
(2005)) into the existing rye microsatellite map and construct 
the consensus microsatellite map of rye genome. 

Materials and methods
Four rye F2 mapping populations (P87/P105; N6/N2, N7/N2 
and N7/N6; see detailes in (Khlestkina et al., 2004)) were 
used in PCR assays with CFE primers available at GrainGenes 
database (http://wheat.pw.usda.gov). DNA was available from 
previous studies (Korzun et al., 2001; Khlestkina et al., 2004). 
PCR and analysis of the amplified fragments length was per-
formed as described in L.Y. Zhang et al. (2005). Chromosome 
arm location of homologous sequences carrying the CFEs 
(http://wheat.pw.usda.gov) was performed using BLAST 
analysis (Altschul et al., 1990) of the corresponding wheat 
ESTs given at http://wheat.pw.usda.gov against wheat chro-
mosome survey sequences available at https://urgi.versailles.
inra.fr/blast/blast.php. Linkage maps were constructed with 

MAPMAKER 2.0 (Lander et al., 1987) using Kosambi func-
tion (Kosambi, 1944), based on genotyping data obtained in 
the current study and previously (Korzun et al., 2001; Khlest-
kina et al., 2004; Varshney et al., 2007). The consensus map 
was constructed using JoinMap 2.0 program (Stam, 1993).

Results and discussion
Despite the possibility of a high‐throughput marker analysis 
using SNPs (Bauer et al., 2017), microsatellites remain con-
venient and low‐cost markers for mapping genes and marker 
assisted selection in rye and triticale. For these purposes mic-
rosatellite markers with known precise intrachromosomal lo-
cation are needed. The sources for mapping novel SSR loci in 
rye were rye EST-SSRs (Hackauf, Wehling, 2003; Khlestkina 
et al., 2004), or wheat genomic microsatellites (Khlestkina et 
al., 2004). In the current study, we used wheat EST-SSRs for 
genotyping rye mapping populations.

The parents of the four rye mapping populations (P87/P105, 
N6/N2, N7/N2 and N7/N6) were tested with 301 CFE primer 
pairs. Thirty-two pairs revealed polymorphism between the 
parents of one or more mapping populations: 10 between 
P87 and P105, 13 between N6 and N2, 11 between N7 and 
N2 and 15 between N7 and N6. The portion of polymorphic 
CFE markers (10.6 %) is comparable with that described for 
genomic wheat SSRs GWM transferred to the same set of 
mapping populations parents (9.2 %) (Khlestkina et al., 2004).

Twenty-three of the 32 markers were segregating in the 
mapping populations, while nine pairs produced monomor-
phic PCR-products, that can be explained by rye heterogene-
ity. Twenty-three Xcfe loci were genetically mapped on rye 
chromosomes (see the Table and Supplementary Materials)1. 

A consensus map was constructed using mapping data for 
the four populations. The consensus map contains 11 microsa
tellite (Xcfe…, Xrems… or Xgwm…) markers on chromosome 
1R, 23 on 2R, 10 on 3R, 15 on 4R, 29 on 5R, 17 on 6R, 18 on 
7R (see the Figure). In addition to these 123 SSR markers the 
consensus map contains 12 SNPs (Xgbs…), 118 RFLP mar
kers (other X… names), and two isozyme loci. The former rye 
consensus map constructed in 2009 contained 10 microsatellite 
markers only (Gustafson et al., 2009).

Most of the microsatellites mapped in the current study 
consist of 3 bp repeats (15 loci), 5 of the mapped SSRs were 
dinucleotide, 2 sequences carried tetra- and 1 hexanucleotide 
repeat (see the Table). 

Twenty-one of the 23 Xcfe loci mapped in orthologous 
positions (see the Table) considering multiple evolutionary 
translocations in the rye genome relative to those of common 
wheat, as described in detail by K.M. Devos et al. (1993). 
Two loci Xcfe159-6R and Xcfe224-4R have no orthology 
with wheat Xcfe159 (5A, 5D) and Xcfe224 (5B). The por-
tion of the Xcfe loci showing orthology between wheat and 
1 Supplementary Materials are available in the online version of the paper: 
http:/www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx5.pdf    

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx5.pdf
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Characterization of CFE markers mapped in the current study

CFE No. Motif bp in wheat bp in rye* Chromosome location Orthologous between 
wheat and rye

in wheat** in rye*

004 (GAG)6 217 124, 130 3B, 4BS, 4DS 4RS Yes

006 (CGT)7 239 304, 307 2AL, 2BL, 2DL 2RL Yes

010 (AGG)8 324 311, 314 7AS, 7BS, 7DS 7RS Yes

023 (CGA)5 231 198, 207, 213 1AS, 1BS, 1DS 1RS Yes

029 (GA)7 201 194, 196 3AL, 3B, 3DL 3RL Yes

037 (TACG)3 150 159, 171 5AL, 5BL, 5DL 5RL Yes

67 (AG)11 175 180, 182, 194 2AS, 2BS, 2D 2RS Yes

100 (TG)6 243 237, 241, 255 7AS, 7BS, 7DS 4R(cent) Yes

124 (GAACCC)3 263 250, 272 6AL, 6BL, 6DL 6RL Yes

136 (AG)7 160 194, 200 1AL, 1BL, 1DL 1RL Yes

143 (CAGG)4 150 168, 172 5BL, 5DL 7RS Yes

152 (CGA)5 150 226, 232, 235, 238 6AS, 6BS, 6DS, 7AS 4RL Yes

159 (CAG)6 163 164, 167, 170, 173, 176 5BL, 5DL 6R (cent) No

175 (GGC)6 216 216, 219, 222 2AL, 2BL, 2DL 2RL Yes

183 (AG)14 215 210, 212 2AL, 2BL, 2DL 2RL Yes

208 (AGG)4 249 268, 274 5A, 5BS, 5DS 5RS Yes

224 (GCC)7+4 275 212, 215 5BL 4R(cent) No

228 (CTG)13 207 324, 333, 348 4AL, 5BL 7RS Yes

260 (CCT)7 149 136, 139 4AL, 4BS, 4DS 4RS Yes

266 (ACC)4 251 239, 244, 247 1AL, 1BL, 1DL 1RL Yes

270 (GTG)7 126 129, 132 4DL, 5DL, 4BL, 5AL 5RL Yes

277 (ACA)4 202 197, 203 6D 6RL Yes

282 (GAC)7 149 129, 138 3AS, 3B, 3DS, 4DL 3RS Yes

   * Data obtained in the current study (different length of the PCR products correspond to different parents of the rye mapping populations used; each microsatel-
lite studied was monolocus and homozygous in all parents of the mapping populations, amplifying one fragment in each parental genotype). 

** Chromosome location of homologous sequences carrying the CFEs (http://wheat.pw.usda.gov) was performed using BLAST analysis of the corresponding 
wheat ESTs given at http://wheat.pw.usda.gov against wheat chromosome survey sequences available at https://urgi.versailles.inra.fr/blast/blast.php. Further 
information is given according to http://wheat.pw.usda.gov.

rye (91 %) is higher than that found previously for genomic 
SSR loci Xgwm (73 %) (Khlestkina et al., 2004). This may 
reflect conservatism of the coding portion of plant genome, in 
particular that of the regions complementary to the primers, 
flanking microsatellites. 

Usually the markers mapped to 7RS are found in a com-
prehensive region of the chromosome 7R corresponding to 
ancient translocation, while just a few markers are available 
for the small proximal region not involved in this transloca-
tion (Devos et al., 1993; Korzun et al., 2001; Khlestkina et al., 
2004). The Xcfe010-7R locus mapped in the current study is 
located in this region (see the Figure) and can be used for tag-
ging the part of chromosome 7RS, which is orthologous to the 
short arm of chromosome 7 of Triticeae (Devos et al., 1993). 

The Xcfe loci mapped can be recommended for various ap-
plications in rye genetics and breeding. Some of them locate 
in the regions carrying known rye genes and therefore have a 

potential for marker-assisted selection. For example, compari-
son of the consensus map (see the Figure) with data available 
from previous gene mapping studies suggests Xcfe270-5R to 
be close to the dwarfing gene Ddw1 (mapped by (Tenhola-
Roininen, Tanhuanpää, 2010)), while the Xcfe006-2R locus 
(see the Figure) is mapped in the region highly comparable 
with location of the asynaptic genes sy9 and sy18 on chromo-
some 2R (Malyshev et al., 2009; Dolmatovich et al., 2013a).

Overall, the consensus map of rye contains 123 microsatel-
lites. The list of mapped SSRs can be broaden in the future 
based on 856 SSRs recently found in rye genome shotgun 
survey sequences (Li et al., 2018). 

Conclusion
The consensus map constructed in the current study contains 
a total of 123 microsatellites (including 23 SSRs transferred 
in our study from wheat to rye map), 12 SNPs, 118 RFLPs 
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and 2 isozyme loci. Co-linearity between rye and wheat chro-
mosome regions carrying these microsatellite loci was shown 
using 21 from 23 SSRs. These markers can be useful for both 
comparative mapping between wheat, rye and triticale as well 
as for marker-assisted breeding.
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Геномные районы Solanum tuberosum L.,  
ассоциированные с глубиной залегания глазков клубней
И.В. Тоцкий1, 2  , И.В. Розанова1, 3, А.Д. Сафонова2, А.С. Батов2, Ю.А. Гуреева2, А.В. Кочетов1, Е.К. Хлесткина1, 3
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Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
3 Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР),  

Санкт-Петербург, Россия
 e-mail: totsky@bionet.nsc.ru

Аннотация. Картофель (Solanum tuberosum L.) – одна из важнейших в мире продовольственных культур. Геном 
вида автотетраплоидный, отличается высоким уровнем гетерозиготности, этот вид является также перекрестно-
опыляемым. Все это затрудняет генетический анализ и селекционный процесс. Глубина залегания глазков клуб-
ня картофеля продовольственного назначения – важный признак, влияющий на пригодность сортов картофеля 
для переработки. Селекция по этому признаку ведется на основе фенотипической оценки. Идентификация локу-
сов, контролирующих данный признак, позволила бы проводить маркер-контролируемый отбор гибридов, от-
браковывая формы с глубоким залеганием глазков на ранних этапах селекции. Целью настоящего исследования 
было выявление геномных районов, ассоциированных с глубиной залегания глазков, путем анализа сортообраз-
цов картофеля S. tuberosum L. из коллекции ГенАгро Института цитологии и генетики СО РАН. При использовании 
15 214 SNP-маркеров, генотипированных с помощью чипа Illumina 22K SNP potato array, и обобщенной линейной 
модели (General Linear Model, GLM) с учетом популяционной структуры найдены 24  значимых маркера, ассо-
циированных с признаком «глубина залегания глазков». Полученные данные показали наличие SNP в четырех 
геномных районах: в хромосомах 4 (1 маркер в районе 3.92 Mб), 5 (1 маркер в районе 4.67 Mб) и 10 (1 маркер, 
относящийся к району 4.87 Mб, и 21 маркер в районе 48.1–48.9 Mб). Сопоставление выявленных геномных райо-
нов в нашем исследовании с более ранними работами подтвердило, что локус между 48.1–48.9 Mб был известен 
ранее, остальные три района обнаружены впервые. Участки ДНК, содержащие SNP, сцепленные с глубиной за-
легания глазков, были изучены в сборке генома картофеля SolTub_3.0 (https://plants.ensembl.org/), и на основе 
полученных данных были разработаны КASP-маркеры, при применении которых можно будет более эффектив-
но вести скрининг селекционного материала и селекцию сортов с мелким залеганием глазков.
Ключевые слова: GWAS; SNP; картофель; глубина залегания глазков.

Для цитирования: Тоцкий И.В., Розанова И.В., Сафонова А.Д., Батов А.С., Гуреева Ю.А., Кочетов А.В., Хлесткина Е.К. 
Геномные районы Solanum tuberosum L., ассоциированные с глубиной залегания глазков клубней. Вавиловский 
журнал генетики и селекции. 2020;24(5):465-473. DOI 10.18699/VJ20.638

Genomic regions of Solanum tuberosum L.  
associated with the tuber eye depth
I.V. Totsky1, 2  , I.V. Rozanova1, 3, A.D. Safonova2, A.S. Batov2, Yu.A. Gureeva2, A.V. Kochetov1, E.K. Khlestkina1, 3

1 Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
2 Siberian Research Institute of Plant Production and Breeding – Branch of the Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch  

of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia 
3 Federal Research Center the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR), St. Petersburg, Russia

 e-mail: totsky@bionet.nsc.ru

Abstract. Potato (Solanum tuberosum L.) is one of the most important food crops in the world. The genome of this po-
tato species is autotetraploid and has a high level of heterozygosity, also this potato species is a cross-pollinated plant. 
These characteristics complicate the genetic analysis and breeding process. The tuber’s eye depth is an important trait 
that affects the suitability of potato varieties for processing. Potato breeding for this trait is based on phenotypic as-
sessment. Identification of the loci that control tuber eye depth would allow diagnostic markers for the marker-assisted 
selection to be created. The aim of this study is to search for loci associated with the eye depth by analyzing Solanum 
tuberosum varieties from the GenAgro collection of the Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the 
Russian Academy of Sciences, genotyped using the Illumina 22K SNP potato array DNA chip. The 24 significant markers 
associated with the “eye depth” trait were identified using 15,214 SNP markers genotyped with the Illumina 22K SNP 
potato array chip and the general linear model (GLM) taking into account the population structure. Data obtained 
showed the presence of SNPs in four genomic regions: on chromosome 4 (1 marker in the 3.92 Mb area), 5 (1 marker in 
the 4.67 Mb area) and 10 (1 marker in the 4.87 Mb area and 21 markers in the region between 48.1–48.9 Mb). The results 
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Genomic regions of Solanum tuberosum L. 
associated with the tuber eye depth

of localization in the region 48.1–48.9 Mb of chromosome 10 correspond to previously published studies, the remain-
ing three regions were detected for the first time. DNA sections containing SNPs linked to the tuber’s eye depth were 
studied in the SolTub_3.0 potato genome assembly (https://plants.ensembl.org/). KASP markers were developed based 
on the data obtained. It will be possible to screen the breeding material and to breed the varieties more effectively 
using current markers associated with a shallow tuber’s eye depth.
Key words: GWAS; SNP; potato; eye depth.
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Введение
Картофель Solanum tuberosum L. – важнейшая продоволь­
ственная культура. Это перекрестноопыляемый вид, его 
геном является автотетраплоидным и отличается высо­
ким уровнем гетерозиготности, что затрудняет генетиче­
ский анализ и селекционный процесс (Prashar et al., 2014). 
Сорта картофеля размножаются вегетативно ввиду низкой 
фертильности и невозможности дозревания плодов в кли­
матических условиях многих стран. Такой характер раз­
множения позволяет сохранять целостность генома сортов 
картофеля, несмотря на их гетерозиготное состояние. 

Картирование генов и локусов количественных при­
знаков (QTL) автотетраплоидного картофеля при исполь­
зовании двуродительских популяций – сложная задача. 
При таком методе автотетраплоидное состояние генома 
предполагает получение многочисленного потомства, что 
затруднено в связи с низкой фертильностью большинства 
сортов картофеля, которые обычно размножаются веге­
тативно. Эти ограничения зачастую обходят путем полу­
чения диплоидных форм картофеля, в том числе межви­
довых гибридов, уменьшая, таким образом, необходимые 
объемы потомства при проведении картирования. Для 
более эффективного применения данной методики нужно 
отбирать образцы с высокой фертильностью. Все это, в 
свою очередь, ограничивает использование селекционных 
сортов картофеля при картировании генов и локусов коли­
чественных признаков. Однако возможность применения 
полногеномного анализа ассоциаций (GWAS) с развитием 
методов высокопроизводительного секвенирования и 
генотипирования (в том числе в виде разработанных SNP-
чипов) позволила активизировать работы по выявлению 
локусов, контролирующих количественные признаки, и 
избежать трудностей, возникающих при их картирова­
нии. По сравнению с другими перекрестноопыляемыми 
растениями, именно вегетативный способ размножения 
культивируемых форм картофеля дал возможность легко 
адаптировать метод GWAS для генетического анализа этой 
культуры с некоторыми модификациями, учитывающими 
автотетраплоидную природу и гетерозиготность генома 
картофеля (Prashar et al., 2014; Khlestkin et al., 2019). 

Глубина залегания глазков клубня – важный признак, 
влияющий на пригодность сортов картофеля для перера­
ботки. От глубины залегания глазков зависит объем потерь 
при очистке, который не должен быть выше 15 % (Земцова, 
Тимофеева, 2011), и, соответственно, этот признак влияет 
на стоимость очистки при переработке. Исходя из условий 
получения минимальных отходов при механизированной, 
абразивной очистке, глубина залегания глазков у клубней 
должна быть не более 1.5 мм (Пшеченков, Мальцев, 2011). 
Оценку глубины залегания глазков проводят с применени­

ем различных шкал. В ряде исследований использованы 
шкалы, разделенные на три-девять классов (Li et al., 2005; 
Prashar et al., 2014; Hara-Skrzypiec et al., 2018).

Первые исследования по генетике глубины залегания 
глазков осуществлены в начале двадцатого века. R.N. Sa­
laman (1910) выявил, что глубокие глазки доминируют над 
мелкими. Позже W. Black (1930) также предположил, что 
глубина залегания глазков контролируется генетически­
ми факторами. Однако он выдвинул гипотезу о том, что 
этот признак имеет промежуточный тип наследования 
или неполное доминирование, когда крайние фенотипы 
(очень глубокие и мелкие глазки), вероятно, гомозиготные, 
а промежуточные (средняя глубина залегания глазков) – 
гетерозиготные. B. Maris (1966) признал возможным, что 
глубина залегания глазков контролируется одним основ­
ным геном, имеющим кумулятивный эффект. Некоторые 
авторы сообщали, что мелкие глазки являются доминиру­
ющими (Howard, 1974). H. Kukimura (1972) и H.W. Howard 
(1974) указывали, что при скрещивании двух образцов с 
мелкими глазками в расщеплении могут появиться об­
разцы с глубокими и средними глазками. Исследования 
с использованием генетического маркирования показали, 
что существует главный локус, контролирующий признак 
«глубина залегания глазков» (Li et al., 2005). Эти работы 
также демонстрировали, что признак глубокого залегания 
глазков (Eyd) доминирует над мелкими глазками (eyd). 
Локус Eyd/eyd, отвечающий за глубину залегания глазков, 
расположен на хромосоме 10 (Li et al., 2005).

W. Black (1930) впервые допустил, что глубина залега­
ния глазков в значительной степени зависит от условий 
окружающей среды. Высокую подверженность этого при­
знака изменениям под воздействием факторов окружаю­
щей среды продемонстрировал B. Maris (1966). Однако 
H.W. Howard (1974) утверждал, что глубина залегания 
глазков определяется в основном генотипом. Позже в 
ряде исследований также были обнаружены высокая на­
следуемость глубины залегания глазков (Gopal et al., 1992; 
Love et al., 1997; da Silva et al., 2014; Ney et al., 2016) и 
незначительное влияние окружающей среды (Love et al., 
1997). Другие ученые показывают, что генотип наиболее 
сильно влияет на признак, однако воздействие факторов 
окружающей среды также высоко (Hara-Skrzypiec et al., 
2018). В ряде работ выявлена способность глубины за­
легания глазков изменяться при сомаклональной измен­
чивости (Evans et al., 1986; Thieme, Griess, 2005).

В традиционной селекции глубина залегания глазков 
оценивается в первом поколении после скрещивания. 
Однако клубни гибридов, выросшие из ботанических 
семян, обладают слишком мелким размером, и в таком 
случае затруднительно адекватно оценить глубину за­
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легания глазков. Для решения этой проблемы можно 
использовать ДНК-маркеры, которые позволят провести 
отбор на этапе первого поколения и уменьшить объемы 
последующих исследований. 

Целью настоящего исследования был поиск локусов, 
ассоциированных с глубиной залегания глазков, путем 
анализа сортообразцов картофеля S. tuberosum из кол­
лекции ГенАгро Института цитологии и генетики (ИЦиГ) 
СО РАН, генотипированных с помощью ДНК-чипа Illu­
mina 22K SNP potato array.

Материалы и методы
Растительным материалом для фенотипирования были 
88 сортоообразцов картофеля из коллекции ГенАгро ИЦиГ 
СО РАН (табл. 1). Большую часть коллекции картофеля 
составляли сорта и гибриды отечественной селекции, 
часть коллекции была представлена сортами, созданны­
ми в ближнем и дальнем зарубежье (Украина, Германия, 
Китай и др.).

Растения выращивали в полевых условиях на двух 
участках на территории пос. Мичуринский Новосибир­
ской области с мая по август 2017 г.

Испытания проводили по следующей схеме: количество 
рядков для каждого генотипа – 2; количество растений 
в рядке – 10 шт.; длина рядка – 3 м; расстояние между 
рядами – 0.75 м; расстояние между растениями в рядах – 
0.30 м; способ посадки – вручную по бороздам, заделка 
борозд боронами; срок посадки – третья декада мая.

Агрохимическая характеристика почвы: содержание 
обменного калия 110.00 мг/кг; сумма обменных осно­
ваний 24.19 мг-экв/100 г; гидролитическая кислотность 
3.23 мг-экв/100 г; обменная кислотность 5.60 мг-экв/100 г; 
содержание гумуса 2.67 %; содержание подвижного фос­
фора 5.14 мг/кг; степень насыщенности основаниями (V) 
88.20 %.

Метеорологические условия вегетационного перио­
да (по месяцам):

Май. Температура воздуха: среднее многолетнее 
10.90 °C; средняя за месяц 12.60 °C; сумма эффективных 
температур 197.60 °C. Осадки: среднее многолетнее 
37.00 мм; сумма за месяц 33.90 мм.

Июнь. Температура воздуха: среднее многолетнее 
16.90 °C; средняя за месяц 19.30 °C; сумма эффективных 
температур 576.00 °C. Осадки: среднее многолетнее 
55.00 мм; сумма за месяц 71.90 мм.

Июль. Температура воздуха: среднее многолетнее 
19.40 °C; средняя за месяц 18.50 °C; сумма эффективных 
температур 1004.00 °C. Осадки: среднее многолетнее 
61.00 мм; сумма за месяц 99.50 мм. 

Август. Температура воздуха: среднее многолетнее 
16.20 °C; средняя за месяц 16.80 °C; сумма эффективных 
температур 1408.00 °C. Осадки: среднее многолетнее 
67.00 мм; сумма за месяц 65.60 мм.

Оценка глубины залегания глазков проведена в 
2017 г. в результате фенотипирования коллекции картофе­
ля сотрудниками лаборатории селекции, семеноводства и 
технологии возделывания овощных культур и картофеля 
Сибирского научно-исследовательского Института рас­
тениеводства и селекции в соответствии с методикой Все­
российского института генетических ресурсов растений 

им. Н.И. Вавилова (Киру и др., 2010). Глубина залегания 
глазков определялась по шкале от 1 до 3: 1 – мелкая (менее 
1–1.3 мм), 2 – средняя (1.4–1.6 мм), 3 – глубокая (более 
1.7 мм). Измеряли пять типичных глазков клубня карто­
феля. Результаты сравнивали с оценкой глубины глазков, 
представленной в базе данных Государственного реестра 
селекционных достижений, допущенных к использова­
нию (http://gossortrf.ru/gosreestr.html), и характеристика­
ми из европейской базы данных культурного картофеля 
(https://www.europotato.org/).

Для генотипирования ДНК выделяли из кожуры клуб­
ней картофеля с использованием набора DNeasy Plant 
Mini  (Qiagen, CA, США) согласно протоколу произво­
дителя. Концентрация и чистота тестируемых образцов 
была определена с помощью гель-электрофореза и с ис­
пользованием аппарата Nanodrop 2000. 

Все 88 сортов были генотипированы с использованием 
ДНК-чипа Illumina 22K SNP potato array (GGP Potato V3) 
в компании Traitgenetics GmbH (Гатерслебен, Германия).

Набор данных, состоявший из 21 226 SNP, был отфиль­
трован с применением программного обеспечения Excel. 
Были удалены данные низкого качества, все мономорф­
ные маркеры и маркеры, содержащие больше чем 95 % 
одного аллеля. В дальнейший анализ было взято 15 214  
(71.7 %) SNP. Хромосомная позиция для SNP была опре­
делена по (Vos et al., 2015). 

Анализ ассоциаций между глубиной залегания глазков 
и геномом проведен с применением программного пакета 
Tassel 5.2.59 (Bradbury et al., 2007). Использована обоб­
щенная линейная модель (GLM) с учетом популяционной 
структуры (Q). Популяционную структуру коллекции ана­
лизировали в предыдущих работах (Khlestkin et al., 2019) 
посредством программы STRUCTURE v 2.3.4 (Pritchard et 
al., 2000), на основе данных всех 15 214 маркеров, взятых 
для дальнейшего анализа.

Так как программный пакет TASSEL был разработан 
для анализа геномов диплоидных видов, для его приме­
нения к тетраплоидному геному данные были перекоди­
рованы в цифровой формат с учетом представленности 
эффекторного аллеля (Khlestkin et al., 2019).

Значимость ассоциаций определяли с помощью двух 
критериев: поправки Бонферрони – деления статисти­
ческого уровня значимости (0.05) на общее число испы­
таний, в нашем случае на количество маркеров (15 214), 
равной 3.28·10–6, и критерия Бенджамини–Хохберга 
(Benjamini, Hochberg, 1995) (false discovery rate, FDR). Зна­
чимыми с учетом поправки метода Бенджамини–Хохберга 
в данном случае считались только те SNP, значение p-value 
(FDR) которых не превышало порогового значения 0.05. 

Разработку KASP-маркеров и генотипирование 86 сор­
тов с их использованием проводили в компании LGC 
Genomics LLC (Теддингтон, Великобритания). Участки 
ДНК размером 100 н. п., содержащие SNP, ассоцииро­
ванные с признаком «глубина залегания глазков», были 
конвертированы в KASP-маркеры (Приложение 1)1. Дан­
ные о нуклеотидном составе этих участков представлены 
в сборке генома картофеля SolTub_3.0 (https://plants.
ensembl.org/). В дальнейшем с помощью разработанных 

1 Приложения 1 и 2 см. по адресу:   
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx6.pdf

http://gossortrf.ru/gosreestr.html
https://www.europotato.org/
https://plants.ensembl.org/
https://plants.ensembl.org/
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx6.pdf
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Таблица 1. Результаты оценки глубины залегания глазков клубня картофеля

№ п/п Название сортообразца Глубина залегания глазков № п/п Название сортообразца Глубина залегания глазков

   1 785/8-5 Средняя 45 Любава Средняя

   2 Агата Мелкая 46 Люкс Мелкая

   3 Алёна Средняя 47 Марет Средняя

   4 Антонина » 48 Матушка Мелкая

   5 Арлекин » 49 Метеор Средняя

   6 Бабушка Мелкая 50 Милавица »

   7 Божедар Глубокая 51 Монализа Мелкая

   8 Браво Средняя 52 Накра Средняя

   9 Василёк Мелкая 53 Наяда Мелкая

10 Великан Средняя 54 Невский »

11 Вираж » 55 Никулинский »

12 Вымпел » 56 Новосибирский Глубокая

13 Г 06-08-2015 » 57 Памяти Осиповой »

14 Г 3-43-2 Мелкая 58 Памяти Рогачёва Мелкая

15 Г 3-43-6 Средняя 59 Пикассо »

16 Гала Мелкая 60 Радонежский Средняя

17 Голубизна » 61 Регги Мелкая

18 Горняк » 62 Ред Скарлет »

19 Гранат Средняя 63 Редстар »

20 Гранола Мелкая 64 Руслан »

21 Гулливер » 65 Русский сувенир »

22 Гусар » 66 С-112-03 (Дочка) »

23 Дебрянский Средняя 67 Самба »

24 Ди Джон 12 Глубокая 68 Сантэ »

25 Диамант Мелкая 69 Саровский Средняя

26 Жаворонок Средняя 70 Сафо Мелкая

27 Жигулёвский Мелкая 71 Свитанок киевский »

28 Жуковский ранний » 72 Сельма »

29 Загадка Средняя 73 Скала »

30 Зекура Мелкая 74 Солнечный Средняя

31 Зизелла Средняя 75 Старт Мелкая

32 Златка » 76 Стигния »

33 Ильинский » 77 Сударыня Средняя

34 Импала Мелкая 78 Танай Мелкая

35 Ирбитский » 79 Танго Средняя

36 Кемеровчанин Средняя 80 Тулеевский Мелкая

37 Клада Мелкая 81 Удача »

38 Колобок Глубокая 82 Фаворит »

39 Кортни » 83 Фиолетовый Средняя

40 Крепыш Средняя 84 Фрителла Мелкая

41 Кузнечанка » 85 Хозяюшка »

42 Ладожский » 86 Чароит »

43 Лина » 87 Югана »

44 Ломоносовский Мелкая 88 Юна »
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KASP-маркеров можно будет более эффективно вести 
скрининг селекционного материала и селекцию сортов с 
мелким залеганием глазков.

Результаты
Фенотипирование, осуществленное на 88 образцах кол­
лекции, показало, что 49 образцов имели малую глубину 
залегания глазков. Значительную часть коллекции состав­
ляли образцы со средней глубиной залегания глазков –  
33  генотипа. Образцы с глубокими глазками представ­
ляли малую часть выборки – всего шесть сортообразцов 
(см. табл. 1). 

Ассоциативный анализ данных с использованием 
GLM и учетом популяционной структуры позволил вы­
явить 24 SNP, значимо связанных с глубиной залегания 
глазков клубня (табл. 2, см. рисунок). После применения 
множественной тестовой коррекции Бонферрони при 5 % 

Таблица 2. Связанные с глубиной залегания глазков SNP, найденные с помощью анализа GLM 

№ Маркер Хромосома Физическое положение 
на хромосоме (п. н.)

p FDR Аллели

   1 PotVar0111687* 10 48721966 3.99E–10 6.06917E–06 T/C

   2 solcap_snp_c2_25485* 10 48737840 8.22E–10 6.25189E–06 A/G

   3 solcap_snp_c1_8019* 10 48863165 1.62E–09 8.21252E–06 A/G

   4 solcap_snp_c2_25471* 10 48808404 2.90E–09 1.10302E–05 A/G

   5 solcap_snp_c2_25526* 10 48617149 1.27E–08 3.85736E–05 A/G

   6 solcap_snp_c2_25522* 10 48617457 1.53E–08 3.87577E–05 T/C

   7 solcap_snp_c2_25532* 10 48591792 9.29E–08 0.000201844 C/G

   8 solcap_snp_c1_8021* 10 48862950 1.41E–07 0.00026906 A/G

   9 solcap_snp_c2_25529* 10 48593621 1.62E–07 0.000273091 T/G

10 solcap_snp_c1_16351* 10 48761642 1.86E–07 0.000282357 T/C

11 solcap_snp_c2_55948* 10 48982352 2.80E–07 0.000387016 A/G

12 solcap_snp_c2_25528* 10 48616808 5.26E–07 0.000667235 T/C

13 solcap_snp_c2_25527* 10 48616993 1.05E–06 0.001228589 A/G

14 solcap_snp_c2_25469* 10 48808653 1.21E–06 0.001315794 A/G

15 solcap_snp_c2_45611* 10 48203431 3.15E–06 0.003191491 A/G

16 solcap_snp_c2_25530 10 48593576 5.13E–06 0.004875707 T/C

17 solcap_snp_c1_13531 10 48149384 5.48E–06 0.004901056 A/G

18 solcap_snp_c2_45606 10 48218826 6.41E–06 0.005414409 A/G

19 solcap_snp_c2_25523 10 48617343 9.66E–06 0.007735919 T/A

20 PotVar0106879    4    3916249 2.40E–05 0.01823474 T/C

21 solcap_snp_c2_49532 10 48443334 2.40E–05 0.017394673 A/C

22 solcap_snp_c2_45612 10 48203384 4.93E–05 0.034120853 T/C

23 solcap_snp_c2_23017    5    4670373 5.39E–05 0.035637141 T/C

24 PotVar0107893 10    4870467 5.45E–05 0.034526271 A/G

Примечание. 1–15*– SNP, значимые при использовании множественной тестовой коррекции Бонферрони при 5 % ( p < 3.28 · 10–6); 16–24 – SNP, 
значимые при использовании FDR.

Bonferroni
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Манхэттен график, показывающий значимые SNP, сцепленные с глу-
биной залегания глазков, при использовании анализа GLM с учетом 
популяционной структуры. 
1–12 – обозначения хромосом; 0 – маркеры с неопределенной хромосом-
ной локализацией.
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( p < 3.28·10–6) только 15 из 24 SNP оставались значимы 
для глубины залегания глазков клубня, остальные 9 SNP 
сохраняли значимость только при использовании критерия 
FDR ( p < 0.05).

Ассоциированные с глубиной залегания глазков SNP 
обнаружены в четырех геномных регионах, два из кото­
рых находятся на хромосоме 10. Значимые при исполь­
зовании множественной тестовой коррекции Бонферрони 
( p  <  3.28·10–6), SNP располагались на одном из двух 
локусов хромосомы 10. Значимые с использованием FDR 
( p < 0.05) SNP встречаются во всех четырех локусах на 

Таблица 3. Соответствие аллельного состояния маркера и фенотипического проявления глубины залегания глазков

№ 
п/п

Маркер Аллели Глазки

мелкие средние глубокие

   1 PotVar0111687 4 C    0    0 1

C+T 38 29 5

4 T 10    2 0

   2 solcap_snp_c2_25526 4 C    0    0 0

C+T 37 28 6

4 T 11    4 0

   3 solcap_snp_c1_16351 4 C    0    0 1

C+T 35 29 4

4 T 13    3 0

   4 solcap_snp_c2_55948 4 C    0    0 1

C+T 34 28 5

4 T 14    3 0

   5 solcap_snp_c1_8019 4 G    0    0 1

G+A 36 30 5

4 A 10    1 0

   6 solcap_snp_c2_25471 4 G    0    0 1

G+A 38 31 5

4 A 10    1 0

   7 solcap_snp_c2_25522 4 A    0    0 1

G+A 38 29 5

4 G 10    3 0

   8 solcap_snp_c2_25528 4 A    0    0 1

G+A 34 27 5

4 G 14    5 0

   9 solcap_snp_c2_25469 4 A    0    0 1

G+A 33 28 4

4 G 15    4 1

10 solcap_snp_c2_25529 4 A    0    0 1

C+A 33 27 4

4 C 15    5 1

11 solcap_snp_c2_25527 4 T    0    0 1

C+T 33 28 4

4 C 14    4 1

Примечание. Полужирным шрифтом выделены гаплотипы, предсказывающие мелкое залегание глазков.

хромосомах 10, 4 и 5. На хромосомах 4 и 5 располага­
лось только по одному значимому SNP. На хромосоме 10 
21 SNP находился на относительно небольшом участке 
между 48.1 и 48.9 Mб. Еще один SNP был локализован в 
другом районе хромосомы 10 на позиции 4.87 Mб (этот 
SNP значим при использовании FDR). 

Наиболее значимый SNP PotVar0111687 относится к 
некодирующей последовательности. Из 18 значимых SNP 
6 находятся в некодирующих районах генома, а 11 – в по­
следовательностях, кодирующих белки. Аннотация генов, 
содержащих значимые SNP, приведена в Приложении 2. 
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Ввиду отсутствия точной информации по генетическому 
контролю глубины залегания глазков оказалось затрудни­
тельным однозначно связать выявленные гены с форми­
рованием глубины залегания глазков.

Результаты анализа KASP-генотипирования
KASP-генотипирование проводили с использованием 
11 KASP-маркеров, разработанных на основе значимых 
при использовании множественной тестовой коррекции 
Бонферрони SNP, которые были сцеплены с глубиной за­
легания глазков и располагались на хромосоме 10 между 
48.1 и 48.9 Mб (табл. 3). Восемь маркеров коррелировали 
с глубиной залегания глазков, а точнее, гомозиготное со­
стояние одного из аллелей данных маркеров коррелирует 
с мелким залеганием глазков.

Гаплотип, на 100 % предсказывающий мелкое залегание 
глазков: PotVar0111687 (гомозигота по Т), solcap_snp_
c2_25526 (гомозигота по Т), solcap_snp_c1_16351 (гомози­
гота по Т), solcap_snp_c2_55948 (гомозигота по Т), solcap_
snp_c1_8019 (гомозигота по А), solcap_snp_c2_25471 
(гомозигота по А), solcap_snp_c2_25522 (гомозигота по G), 
solcap_snp_c2_25528 (гомозигота по G). Носители этого 
гаплотипа – сорта Василек, Гулливер, Люкс, Матушка, 
Наяда, Дочка, Тулеевский, Фаворит, Чароит.

Обсуждение
В работе (Li et al., 2005) проведено генетическое картиро­
вание локуса, отвечающего за глубину залегания глазков. 
В результате локус Eyd был картирован на хромосоме 10 
проксимальнее маркера CT240 (12 сМ) и дистальнее 
маркера STM0051 (13 сМ). Это позволяет рассчитать рас­
стояние между маркерами CT240 и STM0051, которое со­
ставляет 25 сМ. BLAST-анализ последовательностей этих 
маркеров показывает позицию CT240 в районе 51 Мб, а 
STM0051 – в районе 23.4 Мб. Можно предположить, что 
найденный нами на хромосоме 10 локус, расположенный 
в пределах между 48.1 и 48.9 Mб, соответствует гену Eyd. 
В ряде работ (Śliwka et al., 2008; Prashar et al., 2014; Ro­
syara et al., 2016; и др.) в этом районе регулярно выявлялся 
локус, сцепленный с глубиной залегания глазков.

Так, A. Prashar с коллегами (2014) с применением чипа 
Infinium 8303 Potato Array, имеющего 8303 маркера одно­
нуклеотидного полиморфизма (SNP), составляли гене­
тическую карту диплоидного картофеля. После отбора 
наиболее ценных SNP карта содержала 1355 различных 
локусов и 2157 SNP. В их работе показано, что основной 
локус для глубины залегания глазков клубня расположен 
на хромосоме 10 (SNP: c1_8020) и сцеплен с локусом фор­
мы клубня. Этот SNP локализован на хромосоме 10 в 
районе 48.8 Мб, так же как выявленный нами локус 4. 
Исследователи обнаружили два SNP, сцепленных с глу­
биной залегания глазков на хромосомах 2 (c2_7422) и 
3 (c2_37119), которые были не столь значимы и, вероятнее 
всего, могли иметь вспомогательное действие (Prashar et 
al., 2014).

U.R. Rosyara с коллегами (2016) также использовали 
GWAS для поиска SNP, сцепленных с глубиной залегания 
глазков. В их исследовании ДНК-чип имел 3.5 тыс. мар­
керов. В этой работе SNP, высоко значимый для глубины 
залегания глазков (совпадающий с локусом, установлен­

ным A. Prashar с коллегами (2010), и локусом 4, выявлен­
ным в нашей работе), находился на позиции 48.9 Мб на 
хромосоме 10. Менее значимый SNP, который также был 
сцеплен с глубиной залегания глазков клубня, c2_11685, 
был на хромосоме 5 в позиции 2.3 Мб. В нашей работе 
также был обнаружен SNP, ассоциированный с глубиной 
залегания глазков, расположенный на хромосоме 5, но в 
другом районе – 4.7 Мб.

В работе H. Lindqvist-Kreuze с коллегами (2015) на 
хромосоме 10 в позиции 49.4 Мб выявлен QTL, отвеча­
ющий за глубину залегания глазков клубня картофеля, и 
еще один локус на хромосоме 12. Исследователи иден­
тифицировали ряд генов-кандидатов, лежащих в основе 
значимого QTL и сцепленных с глубиной залегания 
глазков. Один из них – BEL-1-подобный ген гомеобокса, 
обнаруженный на расстоянии 1.37 Мб от QTL-маркера 
toPt-437059 на хромосоме 10. Второй – ген α-экспансина, 
который был идентифицирован в области значимого QTL 
на хромосоме 10 на расстоянии 1.78 Мб от QTL-маркера 
toPt-437059. Некоторые гены, связанные с продукцией и 
модификацией пектинов, выявлены в непосредственной 
близости от маркера toPt-437059 на хромосоме 10.

A. Hara-Skrzypiec с коллегами (2018) также составляли 
генетическую карту картофеля для ряда признаков, в том 
числе и для глубины залегания глазков. Они выявили семь 
QTL, сцепленных с глубиной залегания глазков: по одно­
му на хромосомах 1, 4 и 11 и по два на хромосомах 3 и 5. 
Однако, в отличие от других исследований, основной, 
наиболее значимый QTL находился на хромосоме 4 (в по­
зиции 68.8 Мб) и объяснял 22.6 % дисперсии в среднем 
наборе данных. Мы обнаружили в нашем исследовании 
значимый SNP PotVar0106879, расположенный на хромо­
соме 4 в позиции 3.9 Мб. 

Таким образом, ключевой локус, отвечающий за глуби­
ну залегания глазков, находится на хромосоме 10, тогда 
как локусы с минорным эффектом – на хромосомах 1, 2, 
3, 4, 5, 11 и 12, а также на других участках хромосомы 10.

Заключение
Несмотря на широкий спектр генетических исследований 
признака «глубина залегания глазков клубней картофеля» 
и идентификацию генов и локусов, ассоциированных с 
изменчивостью по этому признаку, в селекции картофеля 
на глубину залегания глазков до сих пор не применяются 
ДНК-маркеры. Между тем использование диагностиче­
ских ДНК-маркеров позволяет как более эффективно ве­
сти пребридинговые исследования – проводить скрининг 
генетических ресурсов картофеля для идентификации 
доноров ценных аллельных вариантов, так и осущест­
влять маркер-контролируемый отбор в селекционных 
программах (Gebhardt et al., 2006; Клименко и др., 2017, 
2019; Chen et al., 2017). 

Нам удалось разработать ряд новых ПЦР-маркеров, ко­
торые могут быть удобными для скрининга генетических 
ресурсов картофеля и селекционного материала. После 
дополнительной проверки этих маркеров на расширен­
ной выборке с их помощью можно будет осуществлять 
отбор путем анализа на уровне ДНК. Отобранные нами 
ПЦР-маркеры расположены на хромосоме 10 на позициях 
между 48.62 и 48.98 Mб. Эти данные совпадают с резуль­
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татами других исследователей по локализации предпола­
гаемого гена, отвечающего за глубину залегания глазков, 
однако за счет большего количества обнаруженных нами 
маркеров позволяют уточнить локализацию интересу­
ющего нас гена и предположить, что он расположен на 
позициях между 48.0 и 49.0 Mб. Оптимальным, по нашим 
данным, является отбор по гаплотипу 8 SNP хромосо- 
мы  10 (PotVar0111687 (гомозигота по Т), solcap_snp_
c2_25526 (гомозигота по Т), solcap_snp_c1_16351 (гомози­
гота по Т), solcap_snp_c2_55948 (гомозигота по Т), solcap_
snp_c1_8019 (гомозигота по А), solcap_snp_c2_25471 
(гомозигота по А), solcap_snp_c2_25522 (гомозигота по G), 
solcap_snp_c2_25528 (гомозигота по G)). Носители этого 
гаплотипа – сорта Василек, Гулливер, Люкс, Матушка, 
Наяда, Дочка, Тулеевский, Фаворит, Чароит – характери­
зуются мелким залеганием глазков. Использование этих 
сортов в качестве доноров данного признака, являющихся 
вместе с тем донорами и ряда других ценных свойств, в 
сочетании с ПЦР-анализом потомства для выбора но­
сителей соответствующего гаплотипа обеспечит более 
экономичный и ускоренный способ создания картофеля 
с мелким залеганием глазков клубней.
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Аннотация. В связи с развитием селекции и появлением новых сортов растений все более важным становится 
вопрос паспортизации и структуризации генофонда, поэтому использование молекулярно-генетических мето-
дов для выявления генетической оригинальности и оценки генетического разнообразия растений представля-
ется актуальным. В рамках настоящей работы осуществлены поиск информативных ISSR- и IRAP- ДНК-маркеров, 
перспективных для изучения генетического разнообразия рода Rosa L., и анализ с их помощью генетических 
взаимосвязей образцов из генофондовой коллекции роз Никитского ботанического сада. Материалом для ге-
нотипирования послужили 26 образцов, 18 из которых являются культурными сортами, а 8 образцов относятся 
к дикорастущим видам. В выборку видов включены представители двух подродов Rosa и Platyrhodon. Подрод 
Platyrhodon представлен одним образцом вида R. roxburghii Tratt. Среди культурных роз присутствовали сорта 
садовых групп: чайно-гибридной, флорибунда и грандифлора. В исследовании было задействовано 32 ISSR- и 
13 IRAP-маркеров. После апробации были отобраны как наиболее перспективные пять ISSR-маркеров (UBC 824, 
ASSR29, 3A21, UBC 864, UBC 843) и три IRAP-маркера (TDK 2R, Сass1, Сass2). Они использовались для генотипиро-
вания исследуемой выборки генотипов и в целом перспективны для дальнейшего изучения генетического раз-
нообразия рода Rosa L. Количество полиморфных фрагментов варьировало в диапазоне от 12 до 31, в среднем 
19.25 фрагмента на маркер. По маркерам UBC 864 и UBC 843 выявлены уникальные фингерпринты для каждого 
изученного образца. Оценка генетических взаимосвязей изученных видов и сортов роз c использованием ме-
тодов UPGMA, PCoA и байесовского анализа, выполненная на основе данных IRAP- и ISSR-генотипирования, со-
гласуется с таксономическим положением образцов. Генотип вида R. roxburghii подрода Platyrhodon определен 
как генетически наиболее отдаленный образец. Представитель вида R. bengalensis методами кластеризации не 
выделился из группы культурных сортов. При оценке уровня генетического сходства среди культурных сортов 
садовой розы наиболее генетически обособленными сортами оказались ‘Flamingo’, ‘Queen Elizabeth’, ‘Kordes 
Sondermeldung’, для остальных сортов были определены группы наибольшего генетического сходства. Данная 
оценка отражает общие тенденции в филогенетических отношениях как между изученными видами рода, так и 
между культурными сортами.
Ключевые слова: Rosa L.; розы; генофонд; генотипирование; ДНК-маркеры; IRAP; ISSR; генетическое разнооб
разие.
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Abstract. In connection with the development of breeding and the creation of new plant varieties, the problem of 
their genotyping and identification is becoming increasingly important, therefore the use of molecular methods to 
identify genetic originality and assess plant genetic diversity appears to be relevant. As part of the work performed, 
informative ISSR and IRAP DNA markers promising for the study of genetic diversity of the Rosa L. genus were sought 
and applied to analysis of genetic relationships among 26 accessions of the genus Rosa L. from the gene pool collec-
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tion of Nikita Botanical Gardens. They included 18 cultivated varieties and 8 accessions of wild species. The species 
sample included representatives of two subgenera, Rosa and Platyrhodon. The subgenus Platyrhodon was represented 
by one accession of the species R. roxburghii Tratt. Cultivated roses were represented by varieties of garden groups 
hybrid tea, floribunda, and grandiflora. The tested markers included 32 ISSRs and 13 IRAPs. Five ISSR markers (UBC 824, 
ASSR29, 3A21, UBC 864, and UBC 843) and three IRAPs (TDK 2R, Сass1, and Сass2) were chosen as the most promising. 
They were used for genotyping the studied sample of genotypes. In general, they appeared to be suitable for further 
use in studying the genetic diversity of the genus Rosa L. The numbers of polymorphic fragments ranged from 12 to 
31, averaging 19.25 fragments per marker. For markers UBC 864 and UBC 843, unique fingerprints were identified in 
each accession studied. The genetic relationships of the studied species and varieties of roses analyzed by the UPGMA, 
PCoA, and Bayesian methods performed on the basis of IRAP and ISSR genotyping are consistent with their taxonomic 
positions. The genotype of the species R. roxburghii of the subgenus Platyrhodon was determined genetically as the 
most distant. According to clustering methods, the representative of the species R. bengalensis did not stand out from 
the group of cultivated varieties. When assessing the level of genetic similarity among the cultivated varieties of gar-
den roses, the most genetically isolated varieties were ‘Flamingo’, ‘Queen Elizabeth’, and ‘Kordes Sondermeldung’; for 
most of the other varieties, groups of the greatest genetic similarity were identified. This assessment reflects general 
trends in phylogenetic relationships, both among the studied species of the genus and among cultivated varieties.
Key words: Rosa L.; rose; genetic resources; DNA-markers; ISSR; IRAP; genetic diversity.
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Введение
Согласно базе данных The Plant List (www.theplantlist.org), 
род Rosa L. включает 373 признанных вида. В природной 
флоре Крыма известно 16 видов этого рода (Ена, 2012). 
Мировой сортимент садовых роз в настоящее время состо-
ит из более чем 30 тыс. сортов. По своим декоративным и 
биологическим признакам все это сортовое многообразие 
подразделяется, по международной классификации, на 
36 садовых групп (McFarland, 2007). Работы по селекции 
роз активизировались в последние годы в Японии, Китае, 
Индии, Канаде и Новой Зеландии (Plugatar et al., 2017). 
В России селекционная работа с розами с 1824 г. и по сей 
день успешно проводится в Никитском ботаническом 
саду (Плугатарь, 2016). Наиболее перспективными и вос-
требованными в озеленении считаются розы из садовых 
групп флорибунда, грандифлора, миниатюрной и чайно-
гибридной, которые имеют период цветения в среднем от 
180 до 200 дней в году в зависимости от сорта (Plugatar 
et al., 2017).

Мобилизация и сохранение генетических ресурсов 
всего разнообразия культурных сортов роз и видов, при-
нимавших участие в их создании, являются одним из ос-
новных аспектов при создании новых сортов, отвечающих 
требованиям современного декоративного цветоводства 
для конкретных регионов выращивания данной культуры 
(Schanzer, Vagina, 2007; Korkmaz, Dogan, 2018).

Стремительное развитие методов ДНК-маркирования 
и их внедрение в научную практику способствуют по-
вышению эффективности исследований, направленных 
на выяснение генетических взаимосвязей образцов на 
внутри- и межвидовом уровне, изучение генетической 
структуры коллекций генофондов и создание коллекций, 
паспортизацию и регистрацию имеющегося генофонда. 
Помимо этого, методы ДНК-маркирования могут эффек-
тивно применяться для поиска доноров генов селекцион-
но-ценных признаков, выявления дублирующих образцов 
и решения спорных вопросов при включении вновь 
поступивших образцов. Перспективным может быть ис-
пользование данных об уровне генетического сходства 

в комплексе с фенотипической характеристикой сортов 
при формировании родительских пар для гибридизации 
в селекционных программах.

К наиболее ранним филогенетическим исследованиям 
рода Rosa L. с использованием молекулярно-генетических 
маркеров можно отнести работу Т. Миллана с коллегами 
(Millan et al., 1996). Для оценки полиморфизма на внут
ривидовом и межвидовом уровне у представителей раз-
личных секций Rosa авторы привлекли RAPD-маркеры 
(random amplified polymorphic DNA). Методом UPGMA 
были установлены три кластера: в первый сгруппирова-
лись образцы секций Pimpinellifoliae и Synstylae, второй 
кластер был образован секциями Chinenses (Indicae) и 
Gallicanae, а третий – видами секций Cassiorhodon (Cin­
namomeae) и Caninae. Однако в более поздней работе 
на значительно расширенной выборке из 109 образцов, 
относящихся к 39 видам (Atienza et al., 2005), не удалось 
получить однозначного распределения образцов по так-
сонам. Подобные результаты не вполне согласовывались 
с другим исследованием американских авторов (Jan et al., 
1999), также применявших RAPD-маркеры для анализа 
выборки из 119 образцов 36 видов Rosa.

У. Купман с коллегами (Koopman et al., 2008) для фи
логенетического анализа задействовали AFLP ДНК-мар
керы. На основании анализа выборки из 92  образцов, 
принадлежащих 46 видам, была выполнена реконструкция 
филогении видов внутри рода Rosa. Мультилокусные 
ДНК-маркеры широко использовались для выяснения 
генетических взаимосвязей, как для коллекций генофон-
да, так и при изучении природных популяций различных 
видов рода Rosa. Так, комплексные данные, полученные 
по результатам ISSR- и RAPD-анализа, позволили груп-
пе турецких ученых проанализировать генетические 
взаимосвязи 27  видов рода Rosa, произрастающих на 
территории Турции (Korkmaz, Dogan, 2018). В работе по 
изучению генетической связи образцов таифской розы с 
образцами розы, отобранными в Сирии и Египте, включая 
розу дамасскую, использовали RAPD-, ISSR- и SSR-мар-
керы. По результатам генотипирования удалось выявить 
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наибольшую степень генетического родства таифских роз 
к дамасским розам сортотипа Gory, произрастающим в 
Сирии (El-Assal et al., 2014). В ряде отечественных работ, 
направленных на изучение генетических взаимосвязей в 
роде Rosa и выяснение вопросов, касающихся филогении, 
также успешно применялись молекулярно-генетические 
методы анализа, включая ISSR-маркеры (Шанцер, 2013, 
2015).

Целью настоящей работы было изучение генетических 
взаимосвязей между образцами роз (род Rosa) различного 
происхождения из коллекции Никитского ботанического 
сада с применением IRAP и ISSR мультилокусных мар-
керов. 

Материалы и методы исследований
В качестве растительного материала для генотипирования 
было отобрано 26 образцов рода Rosa L., 18 из которых 
являются культурными сортами, а 8 образцов относятся 
к дикорастущим видам (табл. 1). В выборку видов вклю-
чены представители двух подродов – Rosa и Platyrhodon. 

Подрод Platyrhodon представлен одним образцом вида 
R. roxburghii Tratt. Среди культурных роз присутствовали 
сорта групп чайно-гибридной, флорибунда и грандифлора. 
Для приготовления препарата ДНК из молодых листьев 
использовался CTAB-метод (Murray, Thompson, 1980).

Для проведения ДНК-генотипирования были отобраны 
ISSR- и IRAP-маркеры, согласно сведениям из различных 
литературных источников (Arzate-Fernandez et al., 2005; 
Jawdat et al., 2010; Krishna Parvathaneni et al., 2011; Yuying 
et al., 2011; Senkova et al., 2013; Супрун и др., 2014). Всего 
было задействовано 32 ISSR-маркера и 13 IRAP-маркеров. 
Чтобы выявить маркеры, перспективные к использованию 
для генотипирования образцов рода Rosa, была проведена 
их апробация. ПЦР выполнялась по следующей програм-
ме: 3 мин предварительной денатурации при температуре 
95 °С; затем 35 циклов: денатурация 35 с при 95 °С, отжиг 
праймеров 1 мин при 50 °С (в случае IRAP-маркеров при 
55 °С), элонгация 1.5 мин при 72 °С; и финальный цикл 
синтеза при температуре 72  °С в течение 5  мин. Кон-
центрации реагентов в ПЦР смеси: 2.5 мкл 10-кратного 

Таблица 1. Образцы рода Rosa, отобранные для генотипирования

Номер образца Наименование вида, сорта Происхождение

   1 ‘Коралловый Сюрприз’ ‘Kordes Sondermeldung‘ × ‘Queen Elizabeth’

   2 ‘Мисхор’ ‘Angelique’ × ‘Звезда Октября’

   3 R. multiflora Thunb. Дикорастущий вид

   4 ‘Gloria Dei’ Cемена: (‘George Dickson’ × ‘Souvenir de Claudius Pernet’) ×  
(‘Joanna Hill’ × ‘Charles P. Kilham’); пыльца: ‘Margaret McGredy’

   5 ‘Аю-Даг’ ‘Chrysler Imperial‘ × ‘Kordes Sondermeldung’

   6 ‘Kronenbourg’ Клон сорта ‘Peace’

   7 R. foetida Herrm. Дикорастущий вид

   8 ‘Flamingo’ Сеянец × ‘Lady Like’

   9 R. hugonis Hemsl. Дикорастущий вид

10 R. indica Linn. »

11 ‘Климентина’ ‘Kordes Sondermeldung‘ × ‘Gloria Dei’

12 ‘Прекрасная Таврида’ ‘Gloria Dei‘ × смесь пыльцы ‘Crimson Glory‘ + ‘Poinsettia‘

13 R. bracteata J.C. Wendl Дикорастущий вид

14 ‘Yves Piaget’ (‘Pharaoh’ × ‘Peace’) × (‘Chrysler Imperial’ × ‘Charles Mallerin’)

15 ‘Чатыр-Даг’ ‘Charles Mallerin’ × ‘Chrysler Imperial’

16 ‘Chrysler Imperial’ ‘Charlotte Armstrong’ × ‘Mirandy’

17 ‘Prince de Monaco’ ‘Tamango’ × ‘Matangi’

18 ‘Мечта’ ‘Karl Herbst’ × ‘Spek’s Yellow’

19 R. roxburghii  Tratt. Дикорастущий вид

20 ‘Queen Elizabeth’ ‘Charlotte Armstrong’ × ‘Floradora’

21 ‘Rouletii’ (R. rouletii Correvon,  
R. chinensis Jacq. f. minima)

Дикорастущий вид 

22 ‘La France’ ‘Madame Victor Verdier’ × ‘Madame Bravi’

23 R. bengalensis Pers. Дикорастущий вид

24 ‘Traviata’ ‘Porta Nigra’ × ‘Paola’ × ‘William Shakespeare’

25 ‘Алиса’ ‘Jubile du Prince de Monaco’ × ‘Flamingo’

26 ‘Kordes Sondermeldung’ ‘Baby Chateau’ × ‘Crimson Glori’

https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Peter_Thunberg
https://ru.wikipedia.org/wiki/Herrm.
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буфера для Taq ДНК-полимеразы (ООО «Сибэнзим», Рос-
сия), 0.5 или 2.5 мкл dNTP (2.5 мМ), 1 ед. активности Taq 
ДНК-полимеразы, 2 мкл праймера (3.75 мМ) и 40–50 нг 
тотальной ДНК в общем объеме 25 мкл. Электрофорез 
ПЦР-продуктов проводили при напряжении 100 В в 2.5 % 
агарозном геле, окрашенном бромистым этидием (при 
апробации маркеров использовали 2 % агарозный гель при 
напряжении 120 В). Визуализацию ДНК осуществляли в 
ультрафиолете.

На основе результатов генотипирования была построе
на бинарная матрица для дальнейшего использования 
данных в программах статистической обработки. Стати-
стическая обработка результатов ISSR- и IRAP-генотипи
рования и анализ генетических взаимосвязей изученного 
генофонда выполнены в программе PAST version 2.17c 
(UPGMA и PCoA анализ). Генетическая структура вы-
борки оценена с помощью программы Structure  2.3.4 
(байесовский анализ). В расчете использовали различные 
значения гипотетических популяций (K) – от 2 до 7 (burn-
in period = 200,000; 500,000 iterations).

Результаты
Основным критерием отбора при апробации ДНК-мар
керов служило качество фингерпринтов апробируемых 
маркеров на генотипах роз (для апробации маркеров была 
использована ДНК сортов ‘La France’ и ‘Kronenbourg’. 
Спектры амплифицируемых фрагментов по изученным 
маркерам отражены на рис. 1.

Для дальнейшей работы были отобраны маркеры, об-
ладающие наиболее качественными фингерпринтами. 
К критериям качества фингерпринтов отнесены количе-
ство ДНК-фрагментов, их четкость и яркость на электро-
фореграмме; это необходимо для достоверной оценки ре
зультатов генотипирования. В качестве перспективных 
были выявлены пять ISSR-маркеров (UBC 824, ASSR29, 
3A21, UBC 864, UBC 843) и три IRAP-маркера (TDK 2R, 
Сass1, Сass2). 

Выборка из 26 генотипов представителей рода Rosa 
была проанализирована с использованием перечисленных 
ISSR- и IRAP-маркеров (табл.  2). Диапазон количества 
полиморфных аллелей у разных маркеров варьировал от 
12 до 31 фрагмента, в среднем 19.25 фрагмента на мар

кер. Максимальным количеством полиморфных фрагмен-
тов  (31) обладал маркер UBC  864, значительное число 
фрагментов установлено также у маркеров TDK  2R и 
ASSR29. Два маркера из выборки (UBC 864 и UBC 843) 
дают уникальные фингерпринты для каждого образца. 
Маркер UBC  864 обладал и наибольшим количеством 
уникальных фрагментов, выявленных в единственном 
экземпляре у одного из образцов выборки. По результа-
там генотипирования была построена бинарная матрица 
для дальнейшего использования данных в программах 
статистической обработки.

В сумме восемь использованных маркеров позволили 
получить на выборке из 26 образцов 153 полиморфных 
фрагмента. При обработке результатов генотипирования 
методом главных координат (PCoA) культурные сорта 
розы выделились в обособленную группу (рис. 2). Следует 
отметить, что вид R. bengalensis попал в группу сортовых 
образцов. Наиболее удаленное положение среди видов 
розы занимает генотип R. roxburghii. На некотором уда-
лении от основной массы генотипов выборки находятся 
R. hugonis и R. foetida. Виды R. bracteata, R. multiflora и 
R. indica разместились ближе всего к культурным сортам. 
При этом R.  indica занимает обособленное положение 

a        b

M M M M1 2 3 4 5 5 6 7 8 9 10 11 12 13

a      b a    b a   b a     b a       b a     b a       b a      b a      b a      ba ba    b

Рис. 1. ДНК-фингерпринты сортов  ‘La France’ (a) и  ‘Kronenbourg’ (b), полученные при апробации IRAP-маркеров:
1 – TDK 1F; 2 – TDK 2R; 3 – TDK 2F; 4 – TDK 12F; 5 – TDK 12R; 6 – TDK 13F; 7 – MET 2F; 8 – MET 2R; 9 – BARE 1; 10 – LTR 3; 11 – LTR 15; 12 – Cass1; 13 – Cass2; M – мар-
кер молекулярной массы ДНК.

Таблица 2. Характеристики отобранных маркеров 
по результатам генотипирования 

Маркер Кол-во полиморфных 
фрагментов

Fед* Кол-во уникальных 
генотипов

UBC 824 12 3 21

ASSR29 21 3 25

3A21 17 4 18

UBC 864 31 9 26

UBC 843 18 0 26

TDK 2R 21 0 25

Сass1 17 6 22

Сass2 16 5 22

* Fед – число уникальных фрагментов, выявленных только у одного гено-
типа.
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относительно двух вышеперечисленных видов, более 
близкое к культурным формам.

Для определения генетической структуры популяции 
результаты генотипирования были обработаны с помо-
щью программы Structure 2.3.4; число предполагаемых 
субкластеров  (K) варьировало от 2 до  7. Оптимальное 
число субкластеров составило 2, при этом в отдельную 
группу выделись видовые образцы R. multif lora, R. foeti­
da, R. hugonis, R. indica, R. bracteata, R. roxburghii. Вторая 
группа была сформирована культурными сортами (рис. 3). 
Образцы R. bengalensis, ‘Queen Elizabeth’ и ‘Flamingo’ за-
няли промежуточное положение между этими группами. 
При дальнейшем увеличении значения  K тенденция к 
такому распределению сохраняется.

Результаты кластеризации методом UPGMA выявили 
закономерности в распределении исследованных геноти-
пов, отмеченные и при использовании метода PCoA ана-
лиза (рис. 4). В целом клады построенной дендрограммы 

показали низкие значения бутстрепа. Наиболее удаленным 
генотипом является R. roxburghii. Отдельный кластер об-
разуют виды R. hugonis и R. foetida. В следующий кластер 
вошли R. bracteata и R. multif lora. Вид R. indica занимает 
обособленное положение относительно других генотипов. 
Все видовые образцы, за исключением R. bengalensis, за-
нимают внешнее положение относительно кластера, вклю-
чающего культурные формы роз. Среди сортов роз наибо-
лее удалены от общей массы генотипов ‘Queen Elizabeth’ и 
‘Flamingo’. Удаленное положение занимает также группа,  
представленная двумя сортами ‘Kordes Sondermeldung’ и 
‘Алиса’. Остальные сорта можно разделить на четыре кла-
стера: первый кластер – ‘Rouletii’, ‘La France’, ‘Traviata’, 
R. bengalensis; второй – ‘Коралловый Сюрприз’, ‘Аю-Даг’, 
‘Gloria Dei’, ‘Kronenbourg’, ‘Мисхор’; третий – ‘Chrysler 
Imperial’, ‘Чатыр-Даг’, ‘Prince de Monaco’, ‘Yves Piaget’, 
‘Мечта’; четвертый кластер – ‘Климентина’, ‘Прекрасная 
Таврида’.

Обсуждение
В настоящей работе проведена оценка генетического род-
ства образцов из генофондовой коллекции роз Никитского 
ботанического сада. Ниже рассмотрена интерпретация 
распределения образцов при кластеризации различными 
методами.

Байесовский анализ позволяет определить генетиче-
ский вклад предковых форм для каждого изученного 
генотипа. Поскольку большинство сортов роз имеет 
гибридное происхождение, то в результате анализа гене-
тического родства образцов установлено, что диплоидные 
виды четко отделяются от культурных сортов, не привнося 
существенного вклада в генофонд исследованных сор
тов. Тем не менее для двух сортов – ‘Flamingo’ и ‘Queen 
Elizabeth’ – выявлен незначительный вклад диких видов, 
а генотип R. bengalensis, в свою очередь, занимает проме-
жуточное положение между группами диких видов и куль-
турных сортов. Такое распределение свидетельствует о 
происхождении культурных роз от небольшого количества 
диких видов, одним из которых является R. bengalensis.

Обособленность культурных форм розы при кластери-
зации отчетливо прослеживается и другими методами, 
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Рис. 2. Результаты PCoA анализа изученной выборки.
Точками обозначены культурные сорта роз: 1  – ‘Коралловый Сюрприз’, 
2  – ‘Мисхор’, 3  – ‘Gloria Dei’, 4  – ‘Аю-Даг’, 5  – ‘Kronenbourg’, 6  – ‘Flamingo’, 
7  – ‘Климентина’, 8  – ‘Прекрасная Таврида’, 9  – ‘Yves Piaget’, 10  – ‘Чатыр-
Даг’, 11 – ‘Chrysler Imperial’, 12 – ‘Prince de Monaco’, 13 – ‘Мечта’, 14 – ‘Queen 
Elizabeth’, 15 – ‘Rouletii’, 16 – ‘La France’, 17 – ‘Traviata’, 18 – ‘Алиса’, 19 – ‘Kordes 
Sondermeldung’. Треугольниками отмечены видовые образцы.

Рис. 3. График байесовского анализа в программе Structure 2.3.4.
Образцы: 1  – ‘Коралловый Сюрприз’, 2  – ‘Мисхор’, 3  – R.  multif lora, 4  – ‘Gloria Dei’, 5  – ‘Аю-Даг’, 6  – ‘Kronenbourg’, 7  – R.  foetida, 8  – 
‘Flamingo’, 9 – R. hugonis, 10 – R. indica, 11 – ‘Климентина’, 12 – ‘Прекрасная Таврида’, 13 – R. bracteata, 14 – ‘Yves Piaget’, 15 – ‘Чатыр-Даг’, 
16 – ‘Chrysler Imperial’, 17 – ‘Prince de Monaco’, 18 – ‘Мечта’, 19 – R. roxburghii, 20 – ‘Queen Elizabeth’, 21 – ‘Rouletii’, 22 – ‘La France’, 23 – 
R. bengalensis, 24 – ‘Traviata’, 25 – ‘Алиса’, 26 – ‘Kordes Sondermeldung’.
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такими как PCoA и UPGMA. Однако, в отличие от байе-
совского анализа, эти два метода дают более детальную 
картину. Метод PCoA дифференцирует дикие виды по 
степени удаленности от культурных форм. Схожие дан-
ные по распределению образцов были получены при 
выполнении кластеризации методом UPGMA. Низкие 
значения достоверности клад дендрограммы могут быть 
обусловлены сложным гибридным происхождением как 
видовых, так и сортовых образцов (Bruneau et al., 2007). 
В связи с этим последующая интерпретация результатов 
UPGMA возможна при сопоставлении со сходными дан-
ными, полученными другими методами.

Обобщая сведения по распределению видовых образцов 
и сортов культурной розы, можно сделать определенные 
выводы. Филогенетические данные, полученные на осно-
ве результатов IRAP- и ISSR-генотипирования, согласуют-
ся со сведениями о систематическом положении изучен-
ных образцов. Наиболее удаленным от культурных форм 
видом является R.  roxburghii, представляющий подрод 
Platyrhodon рода Rosa. Остальные видовые и культурные 
образцы относятся к подроду Rosa одноименного рода. 
Такое распределение соответствует данным систематики. 
Тем не менее в ряде молекулярно-генетических работ по 
изучению филогении рода Rosа вид R. roxburghii не вы-
деляют из группы видов подрода Rosa (Wissemann, Ritz, 
2005; Koopman et al., 2008; Fougère-Danezan et al., 2015). 
Внутри подрода Rosa обособленное положение занимают 
два вида секции Pimpinellifoliae. Исследования, прове-

денные на хлоропластных ДНК-маркерах, подтвержда
ют близость этих видов (Wissemann, Ritz, 2005). Секция 
Pimpinellifoliae (из представленных в выборке образцов), 
вероятно, наименее близка к культурным сортам. Виды 
R. multiflora, R. bracteata и R. indica образуют ближайшие 
кластеры с сортовыми образцами, не исключен их вклад в 
формирование культурного генофонда розы. R. bengalen­
sis наравне с культурными сортами входит в единую ге
нетическую группу. Вклад этого вида в формирование 
культурных сортов не вызывает сомнения. Следует также 
отметить, что генетическое единство культурных сортов 
свидетельствует об общности их генофонда.

При анализе генетического родства между сортами роз 
по результатам IRAP- и ISSR-генотипирования за основу 
были взяты данные PCoA и UPGMA кластеризации. Сопо-
ставляя данные этих двух методов, можно выделить наи-
более достоверные группы сортов, стабильно выявляемые 
обоими методами. В первую группу вошли ‘Rouletii’ и 
‘La France’. Оба сорта имеют западноевропейское про-
исхождение, их родство не очевидно. Вторую группу 
составили ‘Prince De Monaco’, ‘Yves Piaget’, ‘Чатыр-Даг’ 
и ‘Chrysler Imperial’. Два сорта из этой группы имеют в 
предках ‘Chrysler Imperial’ – ‘Yves Piaget’ и ‘Чатыр-Даг’. 
И если родство сортов ‘Chrysler Imperial’, ‘Yves Piaget’ и 
‘Чатыр-Даг’ можно объяснить происхождением двух по-
следних от первого, то объединение их в одну группу с 
сортом ‘Prince De Monaco’ трудно истолковать. В третью 
группу попали ‘Gloria Dei’, ‘Kronenbourg’, ‘Аю-Даг’, ‘Ко
ралловый Сюрприз’. Это два сорта (‘Аю-Даг’ и ‘Корал-
ловый Сюрприз’), в родителях у которых присутствует 
‘Kordes Sondermeldung’, а также сорт ‘Gloria Dei’ и его 
«спорт» (клональный мутант) ‘Kronenbourg’.

Такие сорта, как ‘Flamingo’, ‘Queen Elizabeth’, ‘Kordes 
Sondermeldung’ и ‘Алиса’, являются наиболее генетиче-
ски контрастными. Тем не менее ряд сортов в выборке 
связан происхождением с указанными тремя сортами: 
‘Аю-Даг’, ‘Климентина’, ‘Коралловый Сюрприз’ (‘Kor
des Sondermeldung’), ‘Коралловый сюрприз’ (‘Queen Eli
zabeth’) и ‘Алиса’ (‘Flamingo’).

Заключение
Полученные нами результаты распределения видовых 
образцов роз по кластерам исходя из их генетического род-
ства согласуются с общепризнанной филогенией. Стоит 
отметить, что образец вида R. bengalensis входит в кластер, 
образованный культурными сортами. Данный факт может 
свидетельствовать о вкладе диких роз индийского проис-
хождения в формирование генофонда современных сортов 
роз. В свою очередь анализ родства культурных сортов 
садовой розы выявил, что из общей массы исследован-
ных образцов выделяются ‘Flamingo’, ‘Queen Elizabeth’, 
‘Kordes Sondermeldung’ и ‘Алиса’. Остальные сорта роз 
были распределены по группам наибольшего генетиче-
ского сходства. Большая часть результатов кластеризации 
культурных сортов была объяснена сведениями о их ро-
дословной, однако положение некоторых сортов вызвало 
затруднение в интерпретации. Для определения их родства 
требуется проведение дальнейших исследований. Таким 
образом, использованные в работе маркеры показали свою 
эффективность в изучении рода Rosa. 
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Идентификация видов рода Nitraria L. (Nitrariaceae) на основе 
нуклеотидной изменчивости ядерной рибосомной ДНК
Т.А. Полякова1  , Е.В. Банаев2  , М.А. Томошевич2 

1 Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова Российской академии наук, Москва, Россия
2 Центральный сибирский ботанический сад Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия

 e-mail: tat-polyakova@yandex.ru; alnus2005@mail.ru

Аннотация. Проведен сравнительный анализ внутригеномного полиморфизма последовательностей внутрен-
них транскрибируемых спейсеров ITS1 и ITS2 ядерной рибосомной ДНК у 33 образцов, принадлежащих трем 
видам Nitraria – N. schoberi, N. sibirica, N. komarovii. Выявлена нуклеотидная изменчивость региона ITS у изученных 
видов Nitraria в виде однонуклеотидных замен (преимущественно транзиции) и однонуклеотидной делеции. Све-
дения о нуклеотидной изменчивости фрагментов приводятся впервые нами. Регион ITS1-5.8S-ITS2 у изученных 
видов Nitraria содержит 17 филогенетически информативных однонуклеотидных замен. В межгенном спейсере 
ITS1 выявлено 11 однонуклеотидных замен – транзиций (C/T). Спейсер ITS2 содержит 273–274 п. н. и отличает-
ся большей консервативностью. Всего в ITS2 у изученных образцов выявлено пять филогенетически информа-
тивных однонуклеотидных замен (четыре транзиции: C/T, G/A, одна трансверсия: G/C), одна однонуклеотидная 
делеция (T/–). Среднее значение содержания G+C составляет 61.5 %. Величина содержания GC-состава ниже у 
N. sibirica (59.2 %), чем у N. schoberi и N. komarovii (62.7 %). В сравнении с полноразмерным фрагментом ITS, более 
короткий ITS2 является подходящим молекулярным маркером, дискриминирующим виды, из-за низкой межви-
довой изменчивости и одновременно выраженной внутривидовой вариабельности. Филогенетические ML и BI 
деревья, построенные как отдельно по спейсерам ITS1 и ITS2, так и отдельно по полноразмерному ITS-региону 
и спейсеру ITS2, оказались конгруэнтны. Полученные результаты по внутривидовой дифференциации N. sibirica 
позволяют выделить среди образцов этого вида два основных риботипа: основной сибирский sibirica-риботип 
и основной казахстанский sibirica-риботип. Географические особенности распространения риботипов N. sibirica, 
а  также наличие существенных различий между основными сибирским и казахстанским sibirica-риботипами 
(три однонуклеотидные замены) свидетельствуют о существенных межпопуляционных различиях и таксономи-
ческой неоднородности N. sibirica. Вероятнее всего, в настоящее время продолжаются процессы гомогенизации 
рибосомной ДНК образцов N. sibirica, происхождение которых связано с гибридизацией и видообразованием.
Ключевые слова: Nitraria; N. schoberi; N. sibirica; N. komarovii; генетическая изменчивость; таксономия; молекуляр-
ная идентификация; ITS; транзиция.
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Identification of species in the genus Nitraria L. (Nitrariaceae)  
based on nucleotide variability of nuclear ribosomal DNA
Т.А. Poliakova1  , E.V. Banaev2  , M.A. Tomoshevich2

1 Vavilov Institute of General Genetics of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
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Abstract. Intragenomic polymorphism of ITS1 and ITS2 of nuclear ribosomal DNA sequences was analysed in 33 sam-
ples belonging to the Nitraria species N. schoberi, N. sibirica, and N. komarovii.  The nucleotide variability of the ITS region 
was detected in the Nitraria species as single-nucleotide substitutions (mainly transitions) and single-nucleotide dele-
tion. Information about the nucleotide variability of fragments is given for the first time by us. The ITS1-5.8S-ITS2 region 
contained 17 phylogenetically informative single-nucleotide polymorphisms. Eleven single-nucleotide substitutions 
(transitions, C/T) were detected in ITS1. The ITS2 spacer contained 273–274 bp and was more conservative. A total of 
5 phylogenetically informative single-nucleotide polymorphisms (4 transitions: C/T, G/A, one transversion: G/C), one 
single-nucleotide deletion (T/–) were detected in ITS2. The average GC content was 61.5 %. The GC content was lower 
in N. sibirica (59.2 %) than in N. schoberi and N. komarovii (62.7 %). It has been shown that the shorter ITS2 is a suitable 
molecular marker separating these species, due to the low interspecific variability and simultaneous available intraspe-
cific variability. Phylogenetic ML and BI trees constructed separately for the ITS1 and ITS2 spacers, as well as separately 
for the full-size ITS region and the ITS2 spacer, were congruent. The results obtained on the intraspecific differentiation 
of N. sibirica revealed two main ribotypes among the samples of this species: the main Siberian sibirica-ribotype and the 

© Полякова Т.А., Банаев Е.В., Томошевич М.А., 2020

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0 License

ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ
Оригинальное исследование / Original article
УДК 582.711.711:575.174

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2020;24(5):481-488
DOI 10.18699/VJ20.640



Т.А. Poliakova, E.V. Banaev 
M.A. Tomoshevich

482 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 5

Identification of species in the genus Nitraria L. (Nitrariaceae) 
based on nucleotide variability of nuclear ribosomal DNA

main Kazakh sibirica-ribotype. Geographical features of the distribution of N. sibirica ribotypes, as well as the presence 
of significant differences between the main Siberian and Kazakh sibirica-ribotypes (3 single-nucleotide substitutions) 
indicated significant inter-population differences and taxonomic heterogeneity of N. sibirica. Most likely, the processes 
of homogenization of nuclear ribosomal DNA of N. sibirica samples, the origin of which is associated with hybridization 
and speciation, are currently continuing.
Key words: Nitraria; N. schoberi; N. sibirica; N. komarovii; genetic variability; taxonomy; molecular identification; ITS; tran-
sition.
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Введение
В настоящее время молекулярный подход становится 
общим аспектом таксономических исследований расте-
ний на различных уровнях. Наиболее перспективными 
последовательностями ДНК для идентификации (в том 
числе молекулярной) таксонов растений являются неко-
дируемые участки внутренних транскрибируемых спей-
серов ITS (internal transcribed spacers; ITS1, ITS2) ядерных 
рибосомных генов (CBOL, 2009; Шнеер, Родионов, 2018). 
Ядерные участки ITS1 и ITS2, наряду с другими фрагмен-
тами ДНК, признаны стандартными ДНК-штрихкодами 
(Hollingsworth, 2011; Li et al., 2011; Шнеер, Родионов, 
2018). Точная идентификация растительных организмов 
установлена в 80 % случаев с использованием только ITS-
маркера, что существенно выше общепринятых использу-
емых локусов (Bolson et al., 2015). Несмотря на ограниче-
ния ITS, которые заключаются в наличии одновременно 
нескольких тысяч копий последовательностей, в том числе 
располагающихся на разных хромосомах (Song et al., 2012; 
Родионов и др., 2016), локус  ITS признается наиболее 
значимым в исследованиях по молекулярной системати-
ке близкородственных таксонов. Показана как высокая 
результативность целого региона  ITS в идентификации 
видов, например для родов Spiraea (Полякова и др., 2015), 
Uncaria (Zhang et al., 2015), Artemisia (Wang et al., 2016), 
так и высокая эффективность отдельного спейсера ITS2 
(Gao et al., 2010; Ren et al., 2010; Zhang et al., 2015; Feng et 
al., 2016). Успех использования спейсеров ITS связан, пре-
жде всего, с эффективной амплификацией, оптимальным 
размером ампликонов для секвенирования и приемлемым 
для межвидовых сравнений уровнем дивергенции (Шнеер, 
2009; Родионов и др., 2016). Показано, что дивергенция 
района ITS, как правило, коррелирует с направлением и 
темпами морфологического видообразования (Шнеер, 
2009; Song et al., 2012; Родионов и др., 2016).

Виды рода Nitraria L. (Nitrariaceae) являются уникаль-
ным объектом для исследования путей и механизмов ди
вергенции благодаря полиморфизму биологических при
знаков и древности происхождения. Большинство видов 
слабо морфологически дифференцированы, поэтому край-
ние варианты фенотипических различий принимаются 
систематиками за отдельные виды, внутривидовые формы 
или экологические расы (Банаев и др., 2015; Kovtonyuk 
et al., 2019; Tomoshevich et al., 2019). Отдельный интерес 
представляют самые широко распространенные и по-
лиморфные виды: N.  schoberi  L. и N.  sibirica Pall. Эти 
виды не всегда удается различить, особенно затруднены 
определения гербарных образцов (Пешкова, 1996; Коро-
пачинский, 2016).

Попытки разрешить таксономию сибирских видов рода 
Nitraria были предприняты на основе кариологических 
(Муратова и др., 2013; Banaev et al., 2018), фитохимиче-
ских (Банаев и др., 2015) и морфологических (Банаев и др., 
2017) признаков, однако молекулярные маркеры имеют ряд 
преимуществ перед ними, демонстрируя достоверные раз-
личия на генетическом уровне без участия факторов окру-
жающей среды. Несмотря на то что секвенирование фраг-
ментов ДНК остается до сих пор дорогостоящим методом 
анализа, оно дает не только точные, но и высокоинфор-
мативные данные об изменчивости геномов организмов.

Целью нашей работы был сравнительный анализ ну-
клеотидной изменчивости региона ITS и выявление его 
значимости в таксономии видов рода Nitraria.

Материал и методы
Материал для исследования был собран в 2011–2017 гг. 
в 19  популяциях N.  sibirica, 12  популяциях N.  schoberi 
и 2 популяциях N. komarovii Iljin & Lava ex Bobrov на 
территории России (Алтайский край, Новосибирская 
область, Республики Крым, Хакасия, Тыва), Казахстана, 
Таджикистана (табл. 1). Гербарные образцы хранятся в 
Гербарии лаборатории дендрологии Центрального си-
бирского ботанического сада СО РАН и NSK Сollection 
(Central Siberian Botanical Garden of Siberian Branch of the 
Russian Academy of Sciences) and Digital Herbarium CSBG 
SB RAS (http://herb.csbg.nsc.ru:8081).

Выделение геномной ДНК, ПЦР-амплификация, 
секвенирование. ДНК выделяли из высушенных листьев 
по стандартным методикам для растительных тканей с 
применением CTAB-метода (Doyle J.J., Doyle J.L., 1990). 
Концентрацию и количество ДНК оценивали в 0.8 % ага-
розном геле, а также на спектрофотометре NanoPhotometer 
P-Class (P-360, Implen). 

Для амплификации последовательностей региона ITS, 
включающего межгенные спейсеры ITS1, ITS2 и ген 5.8S, 
использовали праймеры ITS6 (5ʹ-tcgtaacaaggtttccgtagg 
tga-3ʹ) и ITS9 (5ʹ-ccgcttattgatatgcttaaac-3ʹ), разработанные 
для восточноазиатских видов трибы Spiraeeae (Potter et 
al., 2007) и синтезированные в ЗАО «Евроген» (Москва). 
Для ПЦР применяли готовый набор реагентов GenePak® 
PCR Core (ООО «Лаборатория Изоген», Москва). Цикл 
амплификации включал: первичную элонгацию при 95 °С 
в течение 5 мин, денатурацию при 94 °С 1 мин, отжиг 
праймеров при 58  °С в течение 50  с и элонгацию при 
72 °С 1 мин с числом циклов 30, финальную элонгацию 
при 72 °С в течение 5 мин. Качество полученных ПЦР-
фрагментов проверяли в 1.5 % агарозном геле и очищали 
набором реагентов для быстрой элюции ДНК из агарозных 

http://herb.csbg.nsc.ru:8081
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гелей Diatom DNA Elution (ООО «Лаборатория Изоген»). 
Секвенирование фрагментов проводили в обоих направ-
лениях в ЗАО «Евроген». 

Анализ данных. Сиквенсы были попарно выравнены 
в программе BioEdit v.7.1.9 (Hall, 1999), множествен-
ное выравнивание выполнено в программе ClustalW2 
с последующей проверкой неоднозначных позиций на 
хроматограммах и редактированием вручную. Анализ 
выравненных последовательностей, подбор модели ну-
клеотидных замен, а также эволюционные построения 

выполнены в программе MEGA  X (Kumar et al., 2018) 
на основе байесовского информационного критерия BIC 
(Guindon, Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012). Эволюцион-
ные дистанции получены методом максимального прав-
доподобия (maximum likelihood, ML) с использованием 
3-параметрической модели Тамура (Tamura, 1992), кон-
сенсусное ML дерево построено с бутстреп-поддержкой 
в 1000  репликаций (Felsenstein, 1985). Эволюционные 
построения выполнены также в программе MrBayes (BI), 
версия v.3.2.6 (Ronquist, Huelsenbeck, 2003; Ronquist et al., 

Таблица 1. Однонуклеотидные замены и однонуклеотидная делеция/инсерция в ITS2 у видов Nitraria

Вид, образец Происхождение Риботип Позиция с вариабельным нуклеотидом

33 81 140 158 207 217

N. schoberi Krim Крым H1 G C A G C –

N. schoberi Kaspii Казахстан H1 G C A G C –

N. schoberi Kulunda Алтайский край H1 G C A G C –

N. schoberi Malinovoe » H1 G C A G C –

N. schoberi Bagan Новосибирская область H1 G C A G C –

N. schoberi Koktal Казахстан H1 G C A G C –

N. schoberi Balhash » H1 G C A G C –

N. schoberi Aidarli » H1 G C A G C –

N. schoberi Raz’ezd 47 » H1 G C A G C –

N. schoberi Pyandzh Таджикистан H1 G C A G C –

N. schoberi Sariozek Казахстан H1 G C A G C –

N. schoberi Lepsi* » H6 G C A G C –

N. komarovii Balhash 1 » H1 G C A G C –

N. komarovii Balhash 2 » H1 G C A G C –

N. sibirica Bele Хакасия H2 A C A G T T

N. sibirica Kulunda Алтайский край H2 A C A G T T

N. sibirica Rubtsovsk » H2 A C A G T T

N. sibirica Noven’koe » H2 A C A G T T

N. sibirica Veseloyarsk » H2 A C A G T T

N. sibirica Balansor » H2 A C A G T T

N. sibirica Kuchuk » H2 A C A G T T

N. sibirica Shara-Nur Тыва H2 A C A G T T

N. sibirica Koktal Казахстан H2 A C A G T T

N. sibirica Karatal » H3 A T G C T T

N. sibirica Balhash » H3 A T G C T T

N. sibirica Kurgan » H3 A T G C T T

N. sibirica Kainar » H3 A T G C T T

N. sibirica Basshi » H3 A T G C T T

N. sibirica Dzhira Алтайский край H4 A C G G T T

N. sibirica Gornyak » H4 A C G G T T

N. sibirica Bahar Казахстан H4 A C G G T T

N. sibirica Raz’ezd 47 » H5 A T G G T T

N. sibirica Kurti** » H7 A T G C T T

Примечание. Образец имеет уникальную замену: * в позиции 71; ** в позиции 201. Прочерк – однонуклеотидная делеция. 
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2012) на основе типа эволюционной модели – GTR с гам-
ма-распределением для аппроксимации скорости замены 
нуклеотидов. Установленные параметры МСМС цепи: 
число поколений – 10 000 000 с частотой сэмплирования 
каждое тысячное поколение. BI деревья визуализированы 
в программе FigTree версии v. 1.4.3. В качестве внешней 
группы использован вид Peganum harmala L. (GenBank 
NCBI: KX282320), близкородственный роду Nitraria. 
Границы спейсера  ITS2 определены путем сопоставле-
ния полученных нами последовательностей ITS с этими 
же фрагментами, депонированными в GenBank NCBI 
(N. schoberi: KP087771.1; N. sibirica: DQ267178.1).

Результаты и обсуждение
Для изучения генетической изменчивости фрагмента 
ITS проведен анализ 33 нуклеотидных последовательно-
стей ITS Nitraria, принадлежащих трем видам – N. scho­
beri, N. sibirica, N. komarovii. Общая длина амплифици-
руемого фрагмента ITS после выравнивания составляет 
577 п. н., из которых 558 п. н. консервативны, а 19 п. н. 
представляют собой полиморфные сайты или точечные 
мутации: 17 – филогенетически информативные, 2 – уни-
кальные замены. Регион ITS видов рода Nitraria изучался 
ранее для решения вопросов филогении (Temirbayeva, 
Zhang, 2015), однако сведения о нуклеотидной изменчи-
вости этих фрагментов приводятся впервые нами.

Регион ITS1-5.8S-ITS2 у изученных видов Nitraria со-
держит 17 однонуклеотидных замен (ОНЗ). В межгенном 
спейсере ITS1 выявлено 11  ОНЗ, все замены являются 
транзициями (C/T). Ген 5.8S состоит из 157 п. н. и ожидае-
мо консервативен. Спейсер ITS2 содержит 273–274 п. н. и 
отличается большей консервативностью, чем ITS1. Всего 
в ITS2 у изученных образцов выявлено 5 филогенетически 
информативных ОНЗ (4 транзиции: C/T, G/A, 1 трансвер-
сия: G/C), 1 однонуклеотидная делеция/инсерция (T/–), 
2  уникальных замены (см. табл.  1). Среднее значение 
содержания G+C составляет 61.5 % и варьирует от 59.2 
до 62.7 % (табл. 2). В целом величина содержания GC-
состава ниже у N. sibirica  (59.2 %), чем у N. schoberi и 
N. komarovii (62.7 %).

Все транзиции в ITS1 четко отделяют N. sibirica от ви
дов N. schoberi и N. komarovii, при этом различий между 
N. schoberi и N. komarovii не выявлено; также в этой части 
генома у изученных образцов не наблюдается внутриви-
дового полиморфизма. В  ITS2 выявлены как видоспе-
цифические полиморфизмы, отличающие N.  sibirica от 
двух других видов, так и внутривидовая изменчивость 
образцов N. sibirica.

Известно, что спейсер ITS2 предлагается в качестве 
ДНК-баркода для идентификации растений (Feng et al., 

2016). В сравнении с полноразмерным фрагментом ITS, 
более короткий  ITS2 является подходящим молекуляр-
ным маркером, дискриминирующим виды, из-за низкой 
межвидовой изменчивости и одновременно выраженной 
внутривидовой вариабельности. Полученные результа-
ты показали, что межгенный спейсер ITS2 отличается у 
N. sibirica и N. schoberi и N. komarovii на 6 позиций (5 ОНЗ 
и 1 однонуклеотидная делеция/инсерция). Среднее генети-
ческое расстояние ( p-distance) между видами N. schoberi и 
N. sibirica по последовательностям ITS1 составляет 0.092, 
что сопоставимо с хорошо различимыми видами. Так, на
пример, для подсекций и видов Dendrobium среднее зна-
чение p-distance, рассчитанное по региону ITS, варьирует 
от 0.069 до 0.112 (Srikulnath et al., 2015). Для N. sibirica и 
N. schoberi были выявлены также межвидовые различия 
по комплексу фенольных соединений (Банаев и др., 2015) 
и показана видоспецифичность метрических и качествен-
ных морфологических признаков (Банаев и др., 2017).

Филогенетические деревья, построенные как отдельно 
по спейсерам ITS1 и ITS2, так и отдельно по полнораз-
мерному ITS-региону и спейсеру ITS2, оказались конгру-
энтны. Полученные ML и BI филогенетические деревья 
имеют ветви с высокими бутстреп-индексами и в целом 
согласуются с морфологией и систематикой рода Nitra­
ria. В то же время в ходе исследования филогении рода 
Nitraria на основе анализа объединенных данных после-
довательностей  ITS и фрагментов хлоропластной ДНК 
(6  генов) (Temirbayeva, Zhang, 2015) виды N.  schoberi, 
N. sibirica и N. komarovii сгруппировались в одну кладу 
вместе с австралийским видом N. billardieri  DC. При этом 
более близко расположились N. komarovii, N. billardieri и 
N. sibirica.

В нашем исследовании сравнение топологий ML 
и BI  деревьев (рис.  1 и  2) свидетельствует о сходстве 
N.  schoberi и N.  komarovii и о сложной внутривидовой 
дифференциации N. sibirica.

Виды N. schoberi и N. komarovii, имеющие одинаковые 
последовательности ITS, образуют одну отдельную кладу 
и, соответственно, один риботип – H1 (см. табл. 1). Ис-
ключение составляет образец N. schoberi Lepsi из Казах-
стана, характеризующийся наличием уникальной замены 
в позиции 71 спейсера ITS2 (см. табл. 1).

Вид N. sibirica на ML дереве образует две субклады, 
а на BI дереве – три субклады. От образцов N. schoberi 
и N. komarovii один из риботипов (H3) N. sibirica отли-
чается шестью  ОНЗ, что очевидно указывает на само-
стоятельный таксономический ранг этих популяций. Это 
же подтверждает и среднее межгрупповое генетическое 
расстояние, которое составляет 0.024 и одинаково как для 
группы H1/H2, так и для H1/H4. Риботипы H2, H3, H4, 

Таблица 2. Содержание GC-состава (%) в последовательностях ITS-региона у видов Nitraria

Вид ITS1 ITS2 ITS G+C среднее

G C G C G C

N. schoberi 24.8 39.3 31.7 31.7 27.8 32.9 62.7

N. komarovii 24.8 39.3 31.7 31.7 27.8 32.9 62.7

N. sibirica 24.8 31.7 31.4 31.4 27.6 30.7 59.2
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения последовательностей спейсера ITS2 у образцов 
Nitraria методом максимального правдоподобия.
В ветвях указаны название вида и место сбора исследованного образца. 

Рис.  2.  Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения последовательностей спейсера  ITS2 у образцов Nitraria байесов-
ским (BI) методом.
В ветвях указаны название вида и место сбора исследованного образца. 
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принадлежащие N.  sibirica, различаются между собой 
одной-тремя ОНЗ. Каждый из риботипов H5, H6, H7 имеет 
одну точечную мутацию.

Полученные результаты по внутривидовой дифферен-
циации N.  sibirica позволяют разделить образцы этого 
вида на два основных риботипа: основной сибирский 
sibirica-риботип (Н2) и основной казахстанский sibirica-
риботип (Н3) (рис. 3).

Риботип H2 характерен для сибирских популяций N. si­
birica – Алтайский край (Кулундинская степь), Хакасия и 
Тыва. Риботип Н4, отличающийся одной однонуклеотид-
ной заменой от основного сибирского sibirica-риботипа, 
тоже характерен для популяций, произрастающих пре-
имущественно в Кулунде. Исключение составляют две по
пуляции N. sibirica из Юго-Восточного Казахстана на гра-
нице с Китаем – Коктал и Бахар, где обнаружены сибир-
ский sibirica-риботип (Н2) и близкий к нему риботип Н4.

Основной казахстанский sibirica-риботип  (Н3) рас-
пространен в Или-Балхашском регионе (бассейны рек 
Или, Каратал, Аягуз) и Казахском мелкосопочнике. Рибо-
тип Н5, близкий к риботипу Н3 (см. рис. 3), и риботип Н7 
(не приведен на рис. 3) обнаружены также в регионе рас-
пространения основного казахстанского sibirica-риботипа.

Географические особенности распространения ри-
ботипов N.  sibirica и наличие существенных различий 
между основными сибирским и казахстанским sibirica-
риботипами (три ОНЗ) свидетельствуют о существенных 
межпопуляционных различиях и таксономической не-
однородности N. sibirica. Вероятнее всего, в настоящее 
время продолжаются процессы гомогенизации рибосом-
ной ДНК образцов N.  sibirica, происхождение которых 
связано с гибридизацией и видообразованием (Rauscher 

et al., 2003; Xu et al., 2017; Ефимова и др., 2019). Более 
ранние исследования также показали, что популяции 
N. sibirica неоднородны и дифференцируются в отдельные 
группы согласно эколого-географическим особенностям 
и градиенту высоты над уровнем моря по комплексу фе-
нольных соединений (Банаев и др., 2015).

Заключение
Полученные результаты сравнительного анализа нуклео
тидной изменчивости региона  ITS демонстрируют на-
дежность спейсера ITS2 как молекулярно-генетического 
маркера в идентификации видов рода Nitraria. В случае 
сложной морфологической идентификации образцов Nit­
raria может быть достаточно проведения генетического 
анализа изменчивости короткого спейсера ITS2. Однако 
следует отметить, что регион ITS не всегда может полно-
стью разрешить все таксономические вопросы. Так, в 
нашем исследовании виды N.  schoberi и N.  komarovii 
имеют идентичные последовательности ITS. Трудности 
в интерпретации полученных данных могут быть связаны 
и с множественными копиями ITS, являющимися пара-
логами или ортологами. Ответы на дальнейшие вопросы, 
связанные с таксономией и эволюцией видов рода Nitra­
ria, можно получить выявлением этих гомологов путем 
клонирования фрагментов ITS, а также с привлечением 
дополнительных генетических маркеров хлоропластного 
генома. Кроме того, выявленные видоспецифические 
генетические полиморфизмы в регионе  ITS у исследо-
ванных видов Nitraria позволят в дальнейшем подобрать 
рестриктазы и таким образом упростить и удешевить 
способ получения паттернов генетической изменчивости 
близкородственных таксонов Nitraria.

оз. Балхаш

оз. Убсу-Нур

Н2

Н3

Н4

Н5

оз. Зайсан

200 км
N

Рис. 3. Распространение риботипов N. sibirica (H2, H3, H4, H5).
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Аннотация. В обзоре обосновывается возможность и целесообразность селекции ежевики в центральной 
части России, где она является востребованной, но малораспространенной в садоводстве ягодной куль-
турой. Значительные достижения мировой селекции, давшие современным сортам большой набор хозяй-
ственно важных качеств, растущий интерес к культуре во всем мире, в том числе у российских садоводов, де-
лают актуальной работу с ежевикой и как с объектом селекции, и как с перспективным садовым растением. 
Однако недостаточные морозо- и зимостойкость основной массы сортов этой культуры создают определен-
ные трудности при выращивании ее в зонах с холодными зимами, к которым относится средняя полоса Рос-
сии. Расширение рынка ягодной продукции тоже предъявляет все более высокие требования к комплексу 
хозяйственных показателей новых сортов, в первую очередь к качеству плодов ежевики. В связи с этим улуч-
шение имеющегося сортимента культуры, повышение его адаптивных свойств и товарных качеств ягод – на-
сущные задачи для селекционеров при создании новых сортов. Актуальность селекции диктуется также тем, 
что в России отечественный сортимент ежевики представлен всего одним сортом – Агатовая, полученным в 
южном регионе и адаптированным прежде всего к нему. Для центральной же зоны страны сорта не созда-
вались (за исключением ограниченных опытов И.В. Мичурина, проведенных около ста лет назад). Поэтому 
выведение адаптированных сортов ежевики в климатических условиях этого региона может оказаться пер-
спективным. Не исключается также возможность выращивания здесь (при укрытии на зиму) уже созданных 
за рубежом сортов, которые могут давать при правильной агротехнике хороший промышленный урожай, 
что подтверждает практика любительского и фермерского садоводства, а также выполненные научные ис-
следования. Цель данной работы – на основании анализа результатов зарубежных и отечественных исследо-
ваний обозначить ведущие направления селекции ежевики, важнейшие в условиях средней полосы России, 
показать перспективность создания новых сортов этой ценной культуры в указанной климатической зоне. 
Анализ мировых тенденций и опыта в селекции и сортоизучении ежевики, а также результаты собственных 
исследований культуры, проведенных в условиях Орловской области, позволяют считать перспективной и 
целесообразной работу по совершенствованию сортимента этого растения в средней полосе России. Все 
приоритетные направления селекции ежевики, обозначенные в зарубежных и отечественных селекцион-
ных программах (зимостойкость, высокое качество плодов в свежем и переработанном виде, правильная 
форма ягод, крупный их размер, необходимые значения биохимического состава, высокая продуктивность 
растений, бесшипность побегов, высокая устойчивость к болезням и вредителям), актуальны и для данного 
региона нашей страны; при этом важнейшим направлением является в настоящее время создание сортов с 
высокой зимостойкостью.
Ключевые слова: ежевика; селекция; направления и приоритеты селекции; средняя полоса России.
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Priority trends and prospects of blackberry breeding  
in conditions of Central Russia
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Abstract. This overview substantiates the possibility and expediency of blackberry breeding in Central Russia, 
where it is in demand, but not widespread in horticulture. Significant achievements of world breeding, which gave 
modern cultivars a large set of economically important qualities and growing interest in it all over the world, in-
cluding Russian gardeners, make it relevant to work with blackberries as an object of selection, and as a promising 
garden plant. However, insufficient frost and winter hardiness of the bulk of the cultivars of this culture cause cer-
tain difficulties when growing it in the areas with cold winters to which the Central zone of Russia belongs. The ex-
pansion of the market of berry products also imposes increasingly high requirements on the complex of economic 
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indicators of new cultivars, primarily the quality of blackberry fruit. In this regard, improving the existing range of 
varieties of the culture, increasing its adaptive properties and commodity qualities of berries are urgent tasks for 
breeders when creating new cultivars. The relevance of blackberry breeding is also dictated by the fact that in Rus-
sia its domestic range of varieties is represented by only one modern cultivar obtained in the southern region and 
adapted, first of all, to it. For the Central zone of the country, the cultivars of this plant have not been developed 
(except for the limited experiments of I.V. Michurin conducted almost 100 years ago). Therefore, the breeding of 
adapted cultivars of the culture in the climatic conditions of this region may be promising. It is also possible to 
grow here (with shelter for the winter) the cultivars already created abroad that can give with the right agricultural 
technology a good industrial harvest, which is confirmed by the practice of amateur and farm gardening, as well as 
scientific research. The purpose of this work is to designate the leading directions of blackberry breeding, the most 
important in the conditions of Central Russia and to show prospects of the development of new cultivars of this 
valuable culture in the specified climatic zone. The analysis of world trends and experience in the blackberry breed-
ing and variety study, as well as the results of our own research of the culture conducted in the Orel region, allow us 
to consider it promising and relevant to work on improving the range of varieties of this plant in Central Russia. All 
priority areas of blackberry breeding, indicated in foreign and domestic breeding programs (winter hardiness, high 
quality of fresh and processed fruit, the correct shape of berries, their large size, the necessary values of biochemical 
composition, high productivity of plants, thornless shoots and high resistance to diseases and pests), are relevant 
for this region of our country, while high winter hardiness is currently the most important of them.
Key words: blackberries; breeding, trends and priorities of breeding; Central Russia.
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Введение
В последние годы все большее внимание уделяется мало-
распространенным на территории России ягодным культу-
рам, таким как актинидия, голубика, ежевика, жимолость, 
калина, облепиха и др., которые способны значительно 
расширить ассортимент ягодной продукции и обогатить 
рацион питания населения полезными веществами, пред-
ставляя при этом немалый коммерческий интерес. Плоды 
их служат богатым источником ценных для организма 
человека веществ (микро- и макроэлементов, витаминов), 
в том числе антиоксидантного действия. Содержание 
этих веществ у них нередко выше, чем у традиционно 
выращиваемых в большинстве регионов земляники, ма-
лины, смородины черной и др., или находится на том же 
уровне (Помология…, 2014), что подтверждает важность 
активного вовлечения сортов таких растений в практику 
садоводства.

Среди культур указанной группы существенный инте
рес представляет ежевика, которая со временем может за
нять достойную нишу в российском ягодоводстве, как это 
произошло в ряде стран мира (Strik et al., 2008; Strik, Finn, 
2012), где она находится в числе лидирующих ягодных 
растений (Clark, Finn, 2011, 2014; Finn, Clark, 2012).

Ежевика плодоносит после большинства других ягод
ных культур, существенно продлевая конвейер витамин
ной продукции в регионах выращивания. Плоды ее содер-
жат значительное количество важных биологически ак
тивных компонентов антиоксидантного комплекса (Грю- 
нер, Аникеенко, 1995; Connor et al., 2005; Колбас и др., 
2012; Milošević et al., 2012; Lee, 2017), участвующих во 
многих процессах метаболизма человека (Колбас и др., 
2012). Их количество составляет: от 500 до 900 мг/100 г 
Р-активных веществ-флавоноидов (в том числе от 17 до 
30 мг/100 г эллаговой кислоты и 85–390 мг/100 г элла-
готанинов), от 10 до 50 мг/100 г аскорбиновой кислоты, 
около 0.6 мг/100  г каротиноидов. Кроме того, в состав 
ягод ежевики входит от 5 до 14 % сахаров (преимуще-
ственно глюкозы и фруктозы), до 1.3 % органических 

кислот, а также существенное количество важных для 
здоровья людей минеральных макро- и микроэлементов 
(в пересчете на сухую массу): фосфора (до 254 мг/100 г), 
кальция (~283 мг/100 г), магния (до 315 мг/100 г), железа 
(до 11  мг/100  г) и  др. Приятный своеобразный вкус и 
тонкий аромат крупных черных  плодов в сочетании с 
перечисленными компонентами химического состава 
делают эту культуру привлекательной для садоводов и 
многочисленных потребителей ягод в различных регио-
нах нашей страны. О востребованности и в то же время 
дефиците ежевики на рынке садовой продукции России, 
в том числе средней полосы, косвенно свидетельствуют 
высокие цены на плоды и посадочный материал сортов.

Улучшенные за годы селекции показатели урожайности 
(до 20 т/га) (Clark et al., 2019), высокие самоплодность 
(Грюнер, 2019) и устойчивость многих современных сор
тов к наиболее опасным болезням и вредителям (Clark, 
Finn, 2011; Finn, Clark, 2012), хорошая восстановительная 
способность после различных повреждений (Грюнер, 
2019), относительная простота вегетативного размноже-
ния (Подорожный, Романова, 2010; Князев и др., 2012), 
отзывчивость на формировку кустов (Clark, Finn, 2011; 
Takeda et al., 2013), бесшипность новых сортов позволяют 
выращивать ежевику без особых проблем. Определенная 
уязвимость этой пластичной садовой культуры связана с 
пониженной зимостойкостью почти всех ее сортов в ре- 
гионах с холодными и продолжительными зимами, осо
бенно при неустойчивом снеговом покрове, к которым 
относится средняя полоса России (Якимов, 2010; Евдо-
кименко, Кулагина, 2015; Грюнер, 2019). Поэтому интро-
дукция ежевики в эти климатические условия сопряжена 
с соответствующими трудностями, которые могут быть 
преодолены двумя путями: селекционным и технологи-
ческим, а также их сочетанием.

Селекция ежевики в мире прошла длительный исто
рический путь (Darrow, 1937; Шумейкер, 1958; Оурецки, 
1981; Витковский, 2003; Clark, Finn, 2011, Finn, Clark, 
2012), итогом которого стали многочисленные (несколько 
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сотен) высокопродуктивные сорта (Оурецки,1981; Яки-
мов, 2010; Clark et al., 2012; Finn, Clark, 2012). Современ-
ный сортимент культуры с комплексом ценных свойств 
позволяет использовать его как исходный материал для 
дальнейшей селекции, улучшать отдельные качества или 
привносить дополнительные без потери остальных. Это 
делает перспективной селекцию растения, в том числе в 
условиях центра нашей страны, где не так много, как на 
юге, разнообразных конкурирующих культур, дающих 
плоды высокого качества. Обнадеживающими в плане 
продвижения ежевики на север являются уже полученные 
положительные результаты по ее селекции на зимостой-
кость в США и некоторых европейских странах (Danek, 
Kolodziejczak, 1993; Stanisavljevic, 1999; Danek, Orzeł, 
2004; Clark et al., 2012; Clark, 2013; Orzeł et al., 2016).

Орловская область, в которой проводится данная рабо
та, обладает сочетанием климатических факторов веге
тационного периода (Агроклиматический справочник…, 
1960), в большинстве случаев благоприятных для роста, 
развития и плодоношения ежевики (Грюнер, 2019). Успех 
селекции ежевики, как и других плодовых и ягодных 
культур, в любой климатической зоне определяется, преж
де всего, наличием хорошего исходного материала и пра
вильностью выбора приоритетных направлений, которые 
должны базироваться на уже достигнутых мировых ре
зультатах и соответствовать им.

1. Таксономическая принадлежность, 
важнейшие для селекции виды и некоторые 
морфобиологические особенности ежевики
Ежевика входит в род Rubus  L., подрод Eubatus Focke 
(=Rubus Watson), насчитывающий в мировой флоре, по 
свидетельству разных авторов, от 132 (Focke, 1910) до 
200 видов и более (Розанова, 1937; Витковский, 2003) и 
имеющий значительное количество межвидовых форм. 
О сложности систематики дикорастущей ежевики упоми-
нал известный исследователь этого растения С.В. Юзеп-
чук (1941). В рамках данного подрода широко распро-
странена естественная полиплоидность, представленная 
полиплоидным рядом форм, имеющих наборы хромосом 
от 2x (2n = 14) до 12x (2n = 84) с основным числом х = 7, 
включая анеуплоиды разного уровня плоидности. При 
этом такие ряды могут встречаться и в пределах некоторых 
видов (Розанова, 1937; Оурецки, 1981; Сlark, Finn, 2011). 
Размер хромосом ежевики составляет 1–4 мкм (Сlark, Finn, 
2011). У культивируемых сортов полиплоидные ряды тоже 
имеют место, с преобладанием тетраплоидов (Thompson, 
1995; Сlark, Finn, 2011).

Родоначальниками большинства сортов подрода Euba­
tus стали дикорастущие виды Северной Америки и Ев
ропы (Розанова, 1937; Витковский, 2003). Наиболее зна
чимыми при создании сортов ежевики оказались такие 
североамериканские виды, как: R.  allegheniensis Porter, 
R. argutus Link. и R. canadensis L. (давшие начало первым 
пряморослым и наиболее зимостойким сортам Agawam, 
Jumbo, Lawton, Snyder, Erie и  др.), R.  ursinus Cham. & 
Schlecht., R. macropetalus Dougl. и R. loganobaccus Bailey 
(важнейшие виды, от которых получены лучшие стелю
щиеся сорта ежевики и малино-ежевичные гибриды Lo- 
gan, Young, Boysen и др.), R. laciniatus Willd. (от его бес

шипной химеры получен известный сорт Thornless Ever
green), R. trivialis L. (одна из родительских форм прямо
рослого засухоустойчивого сорта Brazos, активно исполь-
зовавшегося при создании современных сортов), R. ulmi­
folius Schott. (от него получен тетраплоидный источник 
рецессивного гена бесшипности – сорт Merton Thornless) 
(Darrow, 1937; Clark, Finn, 2011) и др. Видовую принад-
лежность современных сортов определить, как правило, 
невозможно или очень сложно, так как в их геномах час
то присутствует геноплазма нескольких видов и их гиб
ридных потомков, а также различных по происхождению  
сортов, что, в свою очередь, усложняется полиплоидно
стью и связанной с ней гетерозиготностью культуры (Ро
занова, 1937; Оурецки, 1981; Сlark, Finn, 2011).

Цветки ежевики обычно обоеполые, но встречаются и 
двудомные виды (например, R.  ursinus в США).  Само
опыляемость хорошая, однако успешно проходит и пе- 
рекрестное опыление. Окраска венчика варьирует от 
чисто-белой до ярко-розовой. Тычинки и пестики мно
гочисленные. Плод  – сборная костянка, с окраской от 
темно-вишневого или синего до почти черного цвета, 
иногда с сизым налетом, при созревании отделяющийся 
от чашечки вместе со съедобным плодоложем. Количество 
костянок в нем может варьировать от нескольких штук у 
дикорастущих видов и форм (например, R. caesius L.) до 
полутора сотен у современных сортов (как у сорта Nat
chez). Завязываемость костянок высокая, обеспечиваемая 
нередко факультативным апомиксисом (псевдогамией), 
свойственным полиплоидным формам подрода Еubatus 
при различных видах опыления (Оурецки, 1981). Цветки 
и плоды в количестве от нескольких штук до нескольких 
десятков собраны в кисти.

В России наибольшее количество дикорастущих видов 
ежевики (около 40) распространено на Кавказе. В услови-
ях средней полосы нашей страны преобладают всего два 
вида – R. caesius L. со стелющимися побегами и R. nes­
sensis W. Hall с пряморослыми побегами (Юзепчук, 1941; 
Гроссгейм, 1952).

Растение представляет собой полукустарник с много-
летней подземной частью (разветвленное корневище с 
отходящими от него придаточными корнями и почками, 
из которых вырастают побеги) и надземной, состоящей 
из стеблей двух типов: генеративных двулетних и веге-
тативных побегов текущего года (однолетних). После со
зревания урожая стебли второго года жизни отмирают. 
Существуют также ремонтантные формы, закладываю-
щие генеративные органы и плодоносящие на побегах 
текущего года.

Выделяют три-четыре основные морфологические груп- 
пы ежевики, различающиеся характером роста и способом 
естественного вегетативного размножения (Грюнер, 2014; 
Finn, Strik, 2014). К группе пряморослой ежевики относят-
ся сорта и формы, обладающие вертикально растущими 
побегами, сдержанным, рано завершающимся (в средней 
полосе России до начала августа) ростом. Естественный 
способ вегетативного размножения у них – корневыми 
отпрысками (как у красной малины R. idaeus L.). Растения 
группы стелющейся ежевики обладают затяжным ростом, 
длинными (до 3–8 м) побегами различной толщины, кото-
рые к концу вегетации рост замедляют, но не прекращают, 
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а в зоне верхушки образуют участок ризогенеза с реду-
цированными листьями, укореняющийся при благопри-
ятных условиях. Представители групп с промежуточным 
характером роста – полупряморослые и полустелющие-
ся – завершают или существенно замедляют рост после 
пряморослых, но раньше стелющихся форм (в средней 
полосе России это начало сентября). Учитывая, что по-
следние две группы сходны между собой, в зарубежной 
литературе их обычно объединяют, называя semiereсt – 
полупряморослые (Finn, Strik, 2014).

2. Состояние селекции ежевики в России
В нашей стране селекция ежевики находится сейчас на 
начальном этапе своего пути, несмотря на обилие дико-
растущих видов и форм, особенно в южных регионах, 
где они давно могли бы служить исходным материалом 
для селекции, но вызывали интерес в основном как бо-
танические ресурсы (Юзепчук, 1941; Гроссгейм, 1952). 
В начале прошлого столетия на растение как объект се
лекции всерьез обратил внимание известный селекционер 
и садовод-опытник И.В. Мичурин (1949), отобравший в 
результате посева семян от свободного опыления амери
канских сортов несколько перспективных сеянцев, став-
ших впоследствии сортами и получивших признание в 
любительском садоводстве. Но в дальнейшем эти сорта 
сохранялись главным образом в коллекциях научных 
учреждений, так как растения имели шиповатые побеги, 
обладали невысокой зимостойкостью и поражались бо-
лезнями (сорта Изобильная, Техас).

Крупные отечественные труды, посвященные ежевике 
и ее сортам, созданным к тому времени в мире, были 
опубликованы в 1930-х гг. (Бологовская, 1934; Розанова, 
1937). Позднее вышли переводные иностранные издания 
с подробной информацией об этой культуре (Шумейкер, 
1958; Оурецки, 1981; и др.). В 1950–1970-х и в последу-
ющие годы коллекции дикорастущих видов и некоторых 
зарубежных сортов были собраны на Майкопской (ос-
новная коллекция) и Павловской (единичные образцы) 
опытных станциях ВИР с целью изучения и выделения 
наиболее перспективных из них для селекции. О большой 
потенциальной ценности дикорастущих кавказских видов 
ежевики, в том числе для введения в культуру в этой зоне, 
пишет Н.Л. Неронова (1973), участвовавшая в нескольких 
научных экспедициях по Кавказу и Закавказью с целью 
пополнения видовой коллекции ежевики МОС ВИР.

Исследованию биологических особенностей и хозяй-
ственной ценности ежевики, выделению генетических 
источников для селекции посвящено несколько работ, 
выполненных в южной зоне садоводства в конце прошло-
го – начале нынешнего столетия (Грюнер, 1992; Семенова, 
Добренков, 2001; Захарова, 2002) с использованием ге-
нофонда культуры Майкопской ОС ВИР. К тому времени 
была сформирована коллекция ежевики и на Крымской 
ОСС ВИР, где целенаправленная селекция этой культуры 
(в период изучения коллекционный генофонд насчитывал 
25  интродуцированных сортов) проводилась с 2003  г. 
(Подорожный, 2016), увенчавшись в 2016 г. включением 
в Госреестр РФ первого и единственного пока современ-
ного отечественного сорта – Агатовая (Государственный 
реестр…, 2019). Приоритетными направлениями селек-

ции ежевики в этом учреждении являются улучшение 
показателей адаптивности к климатическим факторам 
южного региона (в том числе засухо- и жаростойкости) 
и совершенствование других признаков, определенных в 
качестве ведущих в отечественных и зарубежных селек-
ционных программах, – качества ягод, продуктивности, 
бесшипности и др. (Кичина и др., 1995; Clark, Finn, 2011; 
Подорожный, 2016).

Наиболее очевидными причинами длительного отсут-
ствия селекционных исследований по ежевике в России 
являлись: во-первых, обилие других ценных ягодных 
культур, распространенных в разных регионах и адап-
тированных к ним; во-вторых, большое разнообразие 
дикорастущих видов этого растения в южной климати-
ческой зоне, дававших местному населению достаточное 
количество ягод; в-третьих, сильная шиповатость интен-
сивно растущих побегов как у дикорастущих видов, так и 
у старых зарубежных сортов, заставлявшая воспринимать 
ежевику скорее как сорное и неудобное для культивиро-
вания растение; и, в-четвертых, невысокая зимостойкость 
надземной части растения, не позволявшая рассчитывать 
на стабильные урожаи ягод.

С интродукцией в 2000-х гг. в нашу страну целой серии 
современных зарубежных сортов ежевики ситуация в се-
лекции культуры может существенно измениться, так как 
уровень большинства хозяйственных показателей у них 
очень высок и дает возможность выбирать для скрещива-
ний лучшие генотипы. Коллекции последних поколений 
иностранных сортов ежевики уже имеются и изучаются 
в ряде научно-исследовательских учреждений, в том 
числе средней полосы России: ВНИИСПК (Орловская об-
ласть) – 28 сортов, Брянское ГАУ – около 10 сортов (частн. 
сообщ. д. с.-х. н. С.Н. Евдокименко), ФНЦ им. И.В. Мичу-
рина (Тамбовская область) – примерно 30 сортов (частн. 
сообщ. н. с. И.В. Гурьевой).

3. Селекция ежевики за рубежом, 
ее приоритетные направления и достижения
Более 170 лет селекцией ежевики занимаются в США 
(Darrow, 1937; Шумейкер, 1958; Оурецки, 1981; Витков-
ский, 2003; Clark, Finn, 2011; Finn, Clark, 2012), где со-
средоточено большое разнообразие дикорастущих видов 
этого растения, давших начало многим сортам. Некоторые 
из первых сортов возникли спонтанно и были случайно 
обнаружены в частных садах и дикорастущих популя-
циях, послужив базой и стимулом для последующего 
селекционного поиска (Darrow, 1937; Clark, Finn, 2011). 
Большим прорывом в селекции ежевики стало выведе- 
ние бесшипного сорта Merton Thornless в Англии (про-
грамма John Innes Horticultural Institute), от которого ре
цессивный ген бесшипности был передан многим совре-
менным тетраплоидным (2n = 28) сортам (пряморослым 
и полупряморослым). Два других донора генов доминант-
ной бесшипности с генами Sf  и Sf l  – сорта Austin Thornless 
(2n = 56) и Lincoln Logan (2n = 42) – были использованы 
при создании стелющихся бесшипных сортов (подробнее 
см. разд. 5.4).

К настоящему времени ученые США считаются при-
знанными мировыми лидерами в создании и совершен-
ствовании сортимента ежевики. Их исследования дали 
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толчок развитию селекции культуры в других странах. Ос-
новной вклад в создание новейших сортов этого растения 
внесли ученые ведущих селекционных учреждений мира, 
таких как: USDA-ARS Beltsville St. Maryland (Dr. D. Scott, 
Dr. D.P.  Ink) – США; Arkansas University (Dr.  J. Moore, 
Dr. J. Clark) – США; United States Department of Agricul-
ture ARS St. Oregon (Dr. Ch. Finn, Dr. B. Strick) – США; 
Scottish Crops Research Institute (Dr. D. Jennings) – Велико-
британия; Fruit Experiment Station of the Research Institute 
of Pomology and Floriculture (Dr. J. Danek, Dr. A. Orzel) – 
Польша; New Zeland Institute for Plant and Food Research 
(Dr.  H.  Hall)  – Новая Зеландия; Fruit Research Institute, 
Čačak (Dr. M. Stanisavljevič) – Сербия и др. 

Все современные программы селекции нацелены на 
дальнейшее совершенствование сортимента ежевики по 
ведущим хозяйственным признакам. Анализ крупных об
зоров по селекции ежевики (Оурецки, 1981; Clark, Finn, 
2008, 2011; Finn, Clark, 2012) показывает, что приоритет-
ными направлениями в мировых селекционных програм-
мах являются: качество и размер плодов, продуктивность 
растений, адаптивность их к климатическим факторам, 
бесшипность, оптимальная архитектура побегов, плодо
ношение на побегах текущего года (ремонтантность), ус- 
тойчивость к болезням и вредителям. То есть круг реша-
емых проблем остается достаточно широким, поскольку 
требования к сортам постоянно повышаются; при этом 
выявленный многолетними исследованиями генетический 
потенциал культуры (Clark, Finn, 2011; Finn, Clark, 2012) 
позволяет рассчитывать на успех.

Отметим, что на первом месте указано качество плодов, 
связанное с возросшими требованиями рынка. Акцент 
же в отборе по адаптивности к низким зимним темпера-
турам в США, где долгое время велась селекция на этот 
признак в сочетании с пряморослостью побегов, отчасти 
сместился в сторону другого ценного направления, тоже 
в перспективе способного в большой мере решить про-
блему зимостойкости, – создания ремонтантных сортов 
ежевики (Clark, Finn, 2011; Clark et al., 2012, Finn, Clark, 
2012; Clark, 2013, 2014) (подробнее см. разд. 5.2).

Основными результатами многолетней и кропотливой 
работы по селекции ежевики стали высокоурожайные 
сорта с комплексом ценных признаков. Новые селекци-
онные достижения вызвали интерес к культуре во всем 
мире, уровень производства ее ягод существенно вырос 
за последние десятилетия и продолжает расти (Strik et al., 
2008; Strik, Finn, 2012; Clark, Finn, 2014).

Повысить зимостойкость в сочетании с бесшипностью 
растения селекционерам удалось лишь до определенного 
уровня (Stanisavljevic, 1999; Clark, Finn, 2011; Orzeł et al., 
2016; Телепенько, 2018), который пока недостаточен для 
регионов с длительными морозными периодами зимой, 
какие бывают в средней полосе России (Евдокименко, 
Кулагина, 2015; Грюнер, 2019). Поэтому наряду с по-
явлением промышленных сортов определились лучшие 
климатические зоны для выращивания ежевики, а также 
отрабатываются технологии ее возделывания, в том числе 
предусматривающие зимнее укрытие побегов (Takeda, 
Handley, 2006; Takeda et al., 2013; Mettler, Hatterman-Va
lenti, 2018). В результате ведущими производителями ягод 
ежевики в мире к настоящему времени являются США, 

Мексика, Китай, Сербия, Венгрия, Новая Зеландия, а в 
целом – около 30 стран мира (Strik et al., 2008), где поз
воляют это климатические условия.

4. Факторы, ограничивающие выращивание 
ежевики в центральной части России  
(на примере Орловской области)
Орловская область, где проводятся наши исследования по 
ежевике, расположена в зоне умеренно континентального 
климата, в целом благоприятного для садоводства (Агро-
климатический справочник…, 1960). Температура наи-
более холодного месяца (января) составляет –9…–10 °С, 
абсолютный минимум температуры воздуха за много-
летний период по области –39.9 °С (2012 г., по данным 
метеопоста ВНИИСПК). В соответствии со среднемно-
голетними данными, заморозки прекращаются в регионе 
во второй пятидневке мая (возможные колебания сроков 
заморозков – с первой декады апреля до первой декады 
июня). Средние даты осенних заморозков приходятся 
на конец сентября (самое раннее начало заморозков от-
мечалось в первой декаде сентября, самое позднее – в 
третьей декаде октября). Максимальной высоты снежный 
покров достигает с середины февраля до середины марта. 
Средняя его высота 20–25 см.

Во время наших исследований, согласно данным метео
наблюдений ВНИИСПК, значительные понижения зимних 
температур, соответствующие региональным минимумам, 
были отмечены в конце ноября 2014 г. (–20 °С), середине 
декабря 2016 г. (–20.6 °С), в первой декаде января 2015 г. 
(–24.5 °С ), во второй декаде января 2016 г. (–29.3 °С), в 
начале февраля 2017 г. (–31.5 °С), конце февраля (–26.0 °С) 
и в конце третьей декады марта 2018 г. (–21.6 °С). При 
этом в январе, феврале и марте в отдельные годы были 
продолжительные (до двух недель и более) периоды круг
лосуточных отрицательных температур с минимумами на 
уровне –10…–15 °С (Грюнер, 2019).

Пределом морозостойкости основной массы сортов 
ежевики считаются –10…–20 °С, и только для отдельных 
сортов –25…–30 °С (Грюнер, 1986; Takeda, Handley, 2006; 
Wojcik-Seliga, Wojcik-Gront, 2013; Телепенько, 2018; 
и др.). Устанавливается он как экспериментально – с при-
менением искусственного промораживания черенков, так 
и путем полевых наблюдений, которые наиболее приняты 
при оценке селекционных сеянцев (Кичина и др., 1995; 
Казаков и др., 1999; Clark, Finn, 2011). В любом случае, 
указанные границы устойчивости ежевики к морозам 
недостаточны для региона наших исследований, и это 
главное препятствие для интродукции культуры в данную 
климатическую зону. Тем не менее уже есть положитель-
ный опыт довольно крупных посадок ежевики (4–7 га) 
на юге средней полосы России, в Воронежской области: 
КФХ «Сладуника» (URL: https://sladunika.ru) и «Дивный 
сад» (URL: https://divnyi-sad.ru). Однако и там растения, 
как правило, требуют зимнего укрытия, за исключением 
отдельных сортов, не подмерзших даже в самые суровые 
зимы, например польский сорт Orkan и старый амери-
канский сорт Agawam (частн. сообщ. руководителя КФХ 
«Дивный сад» А.Н. Продана).

Помимо недостаточной зимостойкости основного сор
тимента, к факторам, сдерживающим выращивание еже-
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вики в средней полосе страны и других регионах с холод-
ными зимами (–20 °С и ниже), можно отнести: связанную 
с этим необходимость укрытия растений (трудоемкое и 
затратное мероприятие); разнообразие габитуса сортов, 
требующее индивидуального подхода к каждому из них 
при выращивании; обязательное применение шпалеры 
в связи с высокой продуктивностью и длинными по-
бегами; иногда  – недостаточные знания биологии рас-
тения, влекущие за собой определенные ошибки в агро- 
технике.

5. Результаты сортоизучения ежевики 
в условиях центра России,  
актуальные направления селекции, 
генетические источники ценных признаков
Целенаправленная селекционная оценка культивируе-
мой ежевики в климатических условиях средней полосы 
России не проводилась со времени создания первых ее 
сортов И.В. Мичуриным (1949). В связи с возросшим ин-
тересом населения к сортам этого растения, их биологии 
и приемам выращивания, появлением новинок селекции 
на рынке, в 2014–2018 гг. нами изучены сорта ежевики в 
опытных насаждениях отдела селекции ягодных культур 
ВНИИСПК (Орловская область). Для оценки коллекцион-
но-селекционного материала использовали общепринятые 
методы исследований (Доспехов, 1985; Кичина и др., 1995; 
Казаков и др., 1999).

Выполненный в указанные годы цикл работ по изуче
нию адаптивных и других хозяйственных качеств пред
ставителей основных морфологических групп ежевики 
(пряморослых, стелющихся и промежуточных между 
ними) показал, что эта ценная ягодная культура при опре
деленных условиях (в первую очередь при зимнем укры
тии) может здесь успешно выращиваться и давать высокие 
урожаи ягод. При этом необходимы шпалера и сорто-
специфичная подготовка растений к зиме (Грюнер и др., 
2018). Важен подбор сортов по срокам созревания, так как 
неблагоприятные погодные условия периода вегетации от-
дельных лет могут привести к невызреванию части урожая 
наиболее поздних сортов, затяжному росту побегов теку-
щего года и, как следствие, к существенному их подмер-
занию зимой (Грюнер, 2019). Как правило, все фенофазы 
ежевики проходят в благоприятные для культуры сроки и 
вписываются в вегетационный период региона (Грюнер, 
Кулешова, 2014). Выявлено, что среди изученных и при-
влеченных в коллекцию новых сортообразцов ежевики 
(для последних информация предварительная) имеются 
сорта (Agawam, Erie, Thornfree, Brzezina, Ouachita, Loch 
Tay, Natchez, Chester и др.) и отборные формы (сеянцы 
сортов Cheyenne, Black Satin, Loch Ness, гибридная форма 
Thornfree × R. caucasicus I и др.), позволяющие рассчиты-
вать на успешную селекцию по улучшению как показа-
телей адаптивности – зимостойкости и засухоустойчиво- 
сти (Грюнер, 2019), так и других хозяйственно значимых 
признаков, в том числе массы, вкусовых и других качеств 
ягод (Clark, Moore, 2005, 2008; Якимов, 2010).

Практические советы и положительные прогнозы по 
выращиванию ежевики в условиях более суровой Са-
марской области, информацию о многочисленных сортах 
мирового сортимента этой культуры отразил в своей кни

ге «Ежевика в России» В.В.  Якимов (2010), исходя из 
собственного опыта и обзора зарубежных источников 
литературы.

Авторы исследования зимостойкости культуры без зим-
него укрытия в условиях Брянской области справедливо 
считают, что выращивать ежевику в этой зоне без укрытия 
нецелесообразно из-за подмерзания большинства сортов 
до уровня снега, однако выделяют некоторые из изучен-
ных ими сортообразцов (Thornfree, Black Satin, Gazda, 
Orkan, Marion и Smootstem) в качестве перспективных 
для приусадебного и производственного использования 
в регионе (Евдокименко, Кулагина, 2015). Актуальные 
направления селекции ежевики в России были сформу-
лированы нами ранее (Кичина и др., 1995) и дополнены 
относительно средней полосы в данной статье. Из них 
на первом месте находится селекция на зимостойкость 
и связанные с этим необходимые качества растений еже-
вики. Далее остановимся на указанном направлении и 
некоторых других более подробно.

5.1. Селекция на зимостойкость
Создание зимостойких сортов ежевики было важным 
для США из-за значительного подмерзания большинства 
представителей подрода Eubatus почти во всех регионах 
этого государства (Finn, Clark, 2012). Ценными в селекции 
относительно морозо- и зимостойких сортов ежевики 
были работы североамериканских ученых по созданию 
пряморослых генотипов, изначально полученных от ди-
корастущих видов c таким габитусом – R. allegheniensis, 
R. argutus и др. Первые сорта с геноплазмой этих видов 
были шиповатыми, отличались повышенной морозостой-
костью и сдержанным ростом: Agawam, Lawton, Snyder, 
Erie, Darrow и др. (Darrow, 1937; Clark, Finn, 2011). Зимо-
стойкость таких сортов связана с ранним завершением 
ростовых процессов; им свойственны также глубина и 
продолжительность органического покоя. В результате 
длительной селекции в числе наиболее зимостойких сор
тов выделились шиповатый пряморослый Illini Hardy и 
бесшипный полустелющийся Chester Thornless (Якимов, 
2010; Finn, Clark, 2012). Однако со временем селекцио
неры США признали, что для эффективного отбора ге
нотипов с более высокой зимостойкостью необходимы 
климатические условия с регулярными зимними пони
жениями температур до определенных критических зна
чений (Clark, Finn, 2011; Finn, Clark, 2012).

Последние поколения пряморослых сортов ежевики 
(Navaho, Arapaho, Natchez, Ouachita, Caddo и др.), полу-
ченные в Арканзасском университете США (Andersen, 
2001; Clark, Moore, 2005, 2008; Clark, Finn, 2011; Clark 
et al., 2019), имеют бесшипные стебли и повышенную 
зимостойкость, однако завершают рост (по нашим пред-
варительным наблюдениям) позже шиповатых предков, 
что связано, очевидно, с вовлечением в селекцию при 
их создании бесшипных, но длительно вегетирующих и 
потому умеренно зимостойких генотипов (в частности, 
сорта Thornfree). Следовательно, в средней полосе России 
зимостойкость указанных сортов будет, скорее всего, недо-
статочна и ближе к показателю у полустелющихся форм. 
Морфологическую близость новых пряморослых сортов к 
упомянутой промежуточной группе подтверждают и сами 
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их создатели (Finn, Clark, 2012). В то же время скрещива-
ние таких сортов между собой, вероятно, может привести 
к определенному повышению зимостойкости гибридов 
вследствие насыщения геноплазмой зимостойких пред-
ков их родителей, в частности сорта Darrow, который 
использовался при создании большинства из них (Clark, 
Moore, 2005, 2008; Clark et al., 2019). Среди сортообразцов 
ежевики, проверенных нами в условиях средней полосы 
России на зимостойкость, без укрытия можно выращивать 
только старый американский пряморослый тетрапло
идный (2n = 28) сорт Agawam, однако при его исполь-
зовании в селекции следует учитывать доминирующую 
шиповатость побегов и образование большого количества 
корневых отпрысков, отсутствующих у современных бес-
шипных сортов с пряморослым габитусом.

Отбор на повышенную зимостойкость представителей 
подрода Eubatus успешно проводится в Польше (Fruit 
Experiment Station of the Research Institute of Pomology and 
Floriculture), где получен ряд сортов, не требующих укры-
тия в климатических условиях этого государства (Danek, 
Kolodziejczak, 1993; Orzeł et al., 2016) и проявляющих, 
как уже говорилось, хорошую устойчивость к морозам 
на юге средней полосы России. Прежде всего это сорт 
Orkan, подтвердивший, наряду с американским сортом 
Ouachita, свою зимостойкость и на территории Украины 
(Телепенько, 2018). Эти сорта могут быть перспективны в 
ходе дальнейшего селекционного улучшения показателей 
зимостойкости ежевики, сочетающейся с бесшипностью 
побегов.

Для укрывных сортов в средней полосе России акту-
альны также повышенная зимостойкость и эластичность 
(гибкость) побегов, необходимая при значительном снего-
вом покрове, подвязке к шпалере, укрытии на зиму; стелю-
щийся и полустелющийся габитус куста; раннеспелость. 
Потенциальными источниками генов этих признаков, по 
данным наших исследований (Грюнер, 2019) и предвари-
тельных наблюдений, могут служить сорт Loch Tay (из 
имеющихся в коллекции ВНИИСПК) и гибридная форма 
Thornfree × R. caucasicus I, а также сеянцы LN-4, 13, 14, 
полученные из семян от свободного опыления сорта Loch 
Ness. Полезным может быть изучение в условиях региона 
сортов с типично стелющимся габитусом (хотя бы для 
целей любительского садоводства), которые уложить на 
землю для укрытия на зиму легче других; при этом пред
почтение следует отдавать бесшипным генотипам (с ге
нами Sf  и Sf l).

5.2. Селекция на ремонтантность
Одним из актуальных направлений, которые в перспективе 
могут решить проблему зимостойкости ежевики, является 
создание новых ремонтантных сортов. Плодоношение на 
побегах текущего года (ремонтантность) – сравнительно 
новое направление в селекции ежевики, но очень важное 
для расширения производства ягод как на юг, так и на 
север (Clark, Finn, 2011). В южных регионах с теплыми 
зимами такие сорта полноценно плодоносят (и даже могут 
давать два урожая за сезон) без воздействия отрицатель-
ных температур, которые обычным (неремонтантным) 
сортам нужны, в частности, для нормальной дифферен-
циации генеративных почек. При продвижении ежевики 

на север побеги ремонтантных сортов, в случае раннего 
(до наступления отрицательных температур) созрева-
ния ягод на однолетней древесине, можно после сбора 
урожая  срезáть или скашивать, решая таким образом 
проблему зимостойкости и устойчивости к болезням и 
вредителям.

Первоначальным источником гена признака ремон-
тантности была обнаруженная еще в 1949  г. в природ
ной популяции пряморослая диплоидная форма ежевики 
(2n  =  2x = 14), названная сортом Hillquist по фамилии 
человека, нашедшего ее в США (L.G.  Hillquist из Аш-
ленда). От этой формы селекционным путем – скрещи-
ванием с тетраплоидным сортом Brazos в Арканзасском 
университете, были получены тетраплоиды (в том числе 
форма Ark. 593, использованная в дальнейшей селекции), 
несущие признак ремонтантности. Предполагается ре-
цессивная природа гена данного признака (Clark, 2008; 
Clark, Finn, 2011). Сорта Prime-Jan, Prime Jim (2003 и 
2004 гг.) стали первыми селекционными достижениями 
этого типа, Prime-Ark-45 (2009 г.) и последующие сорта 
обладают плодами улучшенного качества. Важнейшие 
результаты в этом направлении получены в Арканзасском 
университете США, где продолжается работа по созданию 
таких сортов. Селекция на ремонтантность ведется также 
в Польше (Orzeł et al., 2016).

У созданных к настоящему времени представителей 
сортов такого типа плодоношения ягоды могут полно-
стью вызреть на побегах текущего года только в южных 
зонах садоводства. Поэтому цель дальнейшей селекции 
в этом направлении, в том числе в условиях центра Рос-
сии, – обеспечить более ранние сроки полного созрева-
ния урожая на однолетних побегах, добиться большей 
зимостойкости подземной части растений. Все остальные 
параметры сортов и направления селекции в средней 
полосе нашей страны соответствуют мировым приорите
там, обозначенным ведущими селекционерами на основе 
многолетнего опыта работы с ежевикой (Clark, Finn, 2008, 
2011; Finn, Clark, 2012). Приводим их ниже.

5.3. Селекция на улучшенные  
качества плодов
Большинство современных сортов ежевики обладает 
комплексом показателей ягод, обеспечивающих их вос-
требованность на рынке и сформированных длительной 
селекцией. Это относится и к представителям группы 
пряморослых и полупряморослых сортов, улучшению 
качества ягод которых было уделено много внимания 
(Clark, Moore, 2005, 2008; Сlark, Finn, 2011).

Сладкий вкус плодов, обеспечиваемый количеством 
растворимых сухих веществ (РСВ = 10–15 %), считается 
ключевым для расширения рынка свежей продукции еже-
вики (Сlark, Finn, 2011). В дополнение к этому показате
лю важны также кислотность, аромат, терпкость. Другие 
традиционные качественные компоненты – это плотность 
ягоды, прочность кожицы, мелкосемянность, яркая окрас
ка, легкое отделение при сборе, хорошая послеуборочная 
сохранность.

При создании новых сортов следует учитывать, что 
созревание ягод  – особый период при выращивании 
ежевики. С одной стороны, плоды приобретают сорто-
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специфичный вкус, набирают максимальное количество 
сахаров, обретают сочность и аромат, с другой – снижа-
ется их транспортабельность, часто теряется красивый 
глянец. По этой причине ягоды нередко снимают в стадии 
технической зрелости, и для десертного потребления они 
малопригодны. Задача селекционеров  – объединить в 
зрелых плодах высокие вкусовые качества (прежде всего 
сладкий вкус) с блеском черных костянок и прочностью 
кожицы для успешной транспортировки.

Послеуборочные характеристики ягод ежевики вклю-
чают: привлекательность внешнего вида (сохранение 
черного цвета, глянец), прочность плодов (оценивают до 
и после хранения), хороший вкус, отсутствие развития 
грибной и бактериальной инфекций. Качество ягод после 
уборки сильно зависит от погодных условий во время 
сбора, поэтому практикуется выращивание ежевики, как и 
других ягодных культур, в высоких тоннелях (Finn, Clark, 
2011; http://www.korolevagro.ru/teplichnye-tekhnologii/
vysokie_tunneli/).

Для переработки плоды ежевики должны иметь интен-
сивный ароматный вкус и окраску, высокий уровень рас-
творимых сухих веществ и титруемой кислотности, низ-
кий pH и низкую костистость. Указанные характеристики 
должны сохраняться, когда ягоды замораживают. Между 
сортами этой культуры есть существенные различия по 
содержанию фенольных соединений антиоксидантного 
комплекса (Connor et al., 2005), что позволяет вести отбор 
на улучшение этого показателя в потомстве.

Форма плодов ежевики может существенно варьиро-
вать (Грюнер, 2014), а значит, имеются перспективы ее 
селекционного улучшения. Важна выравненность формы, 
неприемлемы плоды раздвоенные или неправильные. 
Желательны ягоды округлые, конические или бочонко-
видные. Считается, что длинные ягоды могут обеспечить 
самый привлекательный вид свежих плодов (Clark, Finn,  
2011). 

Крупный размер ягод – одна из главных задач селекции 
ежевики, и является, кроме показателя товарности, компо-
нентом продуктивности. Однако считается, что излишняя 
масса ягод (больше 10–15 г) нежелательна для переработ-
ки и размещения в упаковках, а также для ягодных смесей, 
где такие плоды будут преобладать. Крупными плодами 
обладают сорта Natchez, Triple Crown, Kiowa, Tupi и целый 
ряд других (Якимов, 2010), которые служат потенциаль-
ными источниками генов этого признака. Масса ягоды 
при этом может несколько варьировать в пределах сорта 
в зависимости от условий и способов выращивания.

Продуктивность (урожайность с куста) у ежевики обыч
но высокая, но сильно различается как между сортами, 
так и в пределах одного сорта, в зависимости от клима-
тических условий и технологии выращивания, и может 
достигать 20  кг и более. Однако избыточный урожай 
может привести к снижению побегообразовательной 
способности (Clark, Finn, 2011) и даже периодичности 
плодоношения. Поэтому управлять продуктивностью вы-
сокоурожайных сортов необходимо с помощью своевре-
менной формировки побегов, их нормировки. Источники 
генов высокой продуктивности – cорта Thornfree, Chester 
Thornless, Black Satin, Loch Ness, Triple Crown и многие 
другие (Якимов, 2010). 

5.4. Селекция на бесшипность
Создание новых бесшипных сортов – востребованное на
правление селекции ежевики. К настоящему времени в 
мире создано не менее  40 таких сортов, и это ценные 
источники генов данного признака для дальнейшей селек-
ции. Сорта Thornfree, Smoothstem, Black Satin, Loch Ness, 
Loch Tay, Chester Thornless, Triplе Crown, Cacanska Bestrna, 
Orkan, Apache, Ouachita и многие другие, являющиеся 
потомками тетраплоидного (2n = 4x = 28) источника ре-
цессивного гена этого признака – сорта Merton Thornless, 
могут использоваться в селекции на бесшипность. Учиты-
вая, что данный ген привнесен в геноплазму относительно 
зимостойких тетраплоидных сортов, именно эти сорта, 
вероятно, следует использовать для селекции в условиях 
средней полосы России. На ранних этапах онтогенеза 
его носители идентифицируются по отсутствию желёзок 
на зародышевых листочках (Clark, Finn, 2011), благодаря 
чему отбор на этот признак можно вести уже в самом на-
чале селекционного процесса.

Два других источника бесшипности – сорт Austin Thorn
less (2n = 8x = 56) c доминантным геном Sf , полученный 
в Англии, и Lincoln Logan (2n = 6x = 42) с доминантным 
геном  Sf l, созданный в Новой Зеландии, используются 
при выведении сортов стелющегося типа, как правило, с 
более высоким, чем тетраплоидный, уровнем плоидности. 
Растения с геном Sf  могут иметь шипы на базальной части 
стебля до высоты 30 см, в зоне же плодоношения стебли 
лишены колючек. Поэтому идентификация бесшипного 
потомства в данном случае возможна лишь по достижении 
сеянцами высоты более 0.3 м (Clark, Finn, 2011). Потом-
ками сорта Austin Thornless являются бесшипные сорта 
Waldo, Black Perl, Nightfall, Black Diamond, полученные 
в Орегонском университете США. В числе последних 
достижений этого учреждения бесшипный сорт Wild 
Treasure, созданный путем скрещивания сорта Waldo и 
дикорастущего вида R. ursinus (Finn et al., 2010). Новы-
ми бесшипными сортами с геном Sf l являются Columbia 
Star, Columbia Sunrise и Columbia Giant (Finn et al., 2014, 
2018), которые могут быть источниками этого гена бес-
шипности в дальнейшей селекции. Такие сорта больше 
приспособлены для выращивания в южных регионах 
садоводства России, но при надежном укрытии на зиму, 
вероятно, могут возделываться и в любительских садах 
центральной России.

5.5. Селекция на устойчивость  
к болезням и вредителям
Основная масса выращиваемых сортов ежевики обладает 
высоким уровнем устойчивости к вредоносным организ-
мам. Однако по мере активного выращивания ежевики 
все чаще появляются сообщения об увеличении случаев 
поражений грибными болезнями и вредителями – гораздо 
чаще, чем бактериями или вирусами (Clark, Finn, 2011; 
Finn, Clark, 2012). Селекционная работа на устойчивость 
сортов ежевики к болезням и вредителям была проведена 
путем простого отбора более здоровых или неинфициро-
ванных растений в популяции сеянцев (Clark, Finn, 2011). 
Чтобы стала понятной степень потенциальной опасности 
различных патогенов, ниже приводим информацию о 
наиболее вредоносных из них, которые в разной степени 

http://www.korolevagro.ru/teplichnye-tekhnologii/vysokie_tunneli/
http://www.korolevagro.ru/teplichnye-tekhnologii/vysokie_tunneli/
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представлены в регионах возделывания обсуждаемой 
культуры (Clark, Finn, 2011; Finn, Clark, 2012).

Самые распространенные в мире – грибные болезни 
ежевики: антракноз (Gloeosporium venetum Speg.), cерая 
гниль (Botrytis cinerea Pers.: Fr). и лептосферия (Lepto­
sphaeria coniothyrium (Fuckel) Sacc.). Заражение этими па-
тогенами может сильно варьировать в зависимости от типа 
ягод, мест выращивания, погоды и ухода за растениями. 
Оранжевая ржавчина (Gymnoconia peckiana (Howe) Trott.) 
иногда наблюдается в насаждениях; при этом требуется 
удаление инфицированных растений. Устойчивость к 
оранжевой ржавчине есть почти у всех восточных (пря-
морослых) сортов США, за исключением сорта Navaho. 
В  течение многих лет в южных штатах США самым 
опасным заболеванием в производстве ежевики счита-
лось удвоение розетки – церкоспореллез (Cercosporella 
rubi (G. Winter) Plakidas). Затем была идентифицирована 
устойчивость к этой болезни, которая оказалась связана 
с присутствием в геноплазме ежевики рецессивного гена 
бесшипности. Поэтому сорта, полученные от источника 
этого гена – сорта Merton Thornless, устойчивы к назван-
ной болезни (Clark, Finn, 2011). Однако при интенсивном 
заражении в штатах Миссисипи и Луизиана устойчивость 
не всегда сохранялась.

В некоторые годы в отдельных местах Чили, Мекси-
ки, Новой Зеландии и запада США отмечались болезни 
Botrytis cinerea Pers.: Fr., Septoria rubi Westend, Septocyta 
ruborum (Lib.) Petr. и Didymella applanata (Niessl) Sacc. 
Серьезную проблему в этих зонах и в зонах Великобри
тании и Европы может создать Peronospora sparsa Berk. 
Гибриды малины и ежевики, такие как Boysenberry и 
Loganberry, тоже могут значительно поражаться этой бо
лезнью. Мучнистая роса (Podosphaera macularis Wallr.) 
наблюдается в некоторых зонах мира, особенно в Мек-
сике. С увеличением посадок в Мексике и других зонах 
эти болезни становятся экономически более важными, и 
необходимо находить источники устойчивости и исполь-
зовать их в селекции.

Самая распространенная из бактериальных болезней 
ежевики – это корневой рак (Agrobacterium tumefaciens 
[E.V. Smith & Townsend] Conn.), который может привести 
к ослаблению растений и существенной потере урожая. 
Одной из главных вирусных болезней представителей 
рода Rubus в течение многих лет была карликовость куста, 
вызываемая Raspberry bushy dwarf virus (RBDV), однако 
в наибольшей степени она проявлялась у видов малины 
(R.  idaeus, R. parviflorus, R.  spectabilis). Вирусы Tomato 
ringspot virus (ToRSV) и Tobacco ringspot virus (TRSV) 
выявлены в большинстве регионов, где производится 
ежевика.

Все производственные регионы имеют проблемы борь
бы с вредителями ежевики. Чаще всего из вредителей 
встречаются: стеклянница малинная – Pennisetia hylaei­
formis (Harris), златка – Agrilus ruficollis (Fabricius), клещ 
ежевичный – Acalitus essigi Hassan., и др. Некоторые про-
изводственные регионы сильно поражены вредителями, 
против которых требуются программы активной защиты. 
Так, в Новой Зеландии сорта Boysenberry, Marion и все 
другие представители рода Rubus атакуются почковой 
молью (Heterocrossa rubophaga Dugdale и Eutorna phaula­

cosma Meyrick). Серьезной проблемой в Новой Зеландии 
могут также быть зеленый овощной жук Nezara viridula L. 
и виды листоверток, включая Epiphyas postivittana Walker, 
Planotortrix exessana Walker и др. В 2008 г. в Калифорнии 
впервые сообщили о пятнистой крылатой дрозофиле 
(Drosophila suzukii Matsumura) родом из Японии, а затем 
она распространилась широко по западным штатам и в 
Китае. Недавно ее идентифицировали в Европе. Глуби
на этой проблемы пока не изучена, но есть опасность, что 
данный вредитель станет главным для ежевики. Большая 
часть селекционных усилий направлена на полевые оцен-
ки сеянцев по устойчивости к вредителю и на использова-
ние наиболее устойчивых из них в скрещиваниях (Clark, 
Finn, 2011; Finn, Clark, 2012).

Как видим, основную опасность болезни и вредители 
ежевики представляют для регионов с теплым климатом, 
в связи с чем центральная Россия может оказаться более 
безопасной для возделывания этой культуры. Однако се-
лекция на устойчивость к биотическим факторам среды, 
безусловно, более эффективна при высоком естественном 
инфекционном фоне или с применением искусственного 
заражения.

По наблюдениям авторов данной статьи, в последние 
годы в Орловской области, где проводится это исследо-
вание, распространился жук-цветоед – оленка мохнатая 
(Epicometis hirta Poda), который наносит заметный ущерб 
раноцветущим сортам ежевики (особенно наиболее зи
мостойкому сорту Agawam). Это заставляет обратить осо
бое внимание на вредителя и сорта, которые им не пора-
жаются, для использования их в селекции.

6. Перспективы селекции ежевики  
в средней полосе России
Большие достижения селекции ежевики в мире, доступ-
ность для российских исследователей культуры новых 
сортов с комплексом ценных признаков, работы, прове-
денные на территории России по ее изучению, позволяют 
считать перспективным совершенствование сортимента 
этого растения не только на юге, но и в центральной ча-
сти нашей страны. Климат этого региона может способ
ствовать эффективному формированию генотипов с не-
обходимыми признаками адаптивности, в первую очередь 
высокими морозо- и зимостойкостью, так как критические 
для культуры отрицательные температуры бывают здесь 
практически каждую зиму. При этом сам процесс отбора 
можно вести в полевых условиях, без использования ис-
кусственного промораживания растений.

Известно, что основная масса представителей подрода 
Eubatus Focke относится по экологической принадлеж-
ности к растениям-мезофитам. В природных популяциях 
юга России это проявляется в приуроченности к достаточ-
но увлажненным и часто защищенным от активного солн-
ца местам обитания (Юзепчук, 1941; Гроссгейм,  1952; 
Неронова, 1973; Оурецки, 1981). Для большинства сор
тов культуры также предпочтительны подобные условия. 
При этом в южной зоне жаркие засушливые периоды во 
время вегетации ежевики наступают практически  еже
годно, вызывая нередко подпекание темных ягод с соот-
ветствующей потерей товарных качеств и даже усыхани- 
ем генеративных органов (Семенова, Добренков, 2001). 
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В условиях же Орловской области, где планируется про-
водить селекционные исследования по ежевике, подобные 
периоды случаются значительно реже (два-четыре раза в 
10 лет). В то же время они позволяют объективно оцени-
вать степень засухоустойчивости культуры в этом регионе 
и проводить, при необходимости, селекционный отбор по 
этому показателю.

В числе других плюсов средней полосы России, необ
ходимых для возделывания ежевики, можно назвать зна
чительно меньшую, чем на юге, потенциальную опасность 
поражения культуры болезнями и вредителями в силу 
климатических барьеров, препятствующих их распро-
странению. При уже имеющемся высоком потенциале 
устойчивости к этим вредоносным факторам, культура 
может оказаться очень перспективной для органического 
земледелия, актуальность и необходимость которого при-
знана во многих регионах мира (Дорошенко и др., 2012) 
и России в частности (https://soz.bio/o-soyuze/). Однако 
отдельные вегетационные периоды в средней полосе бы-
вают благоприятными для развития грибных инфекций, 
поэтому выявление устойчивых к ним генотипов ежевики 
при селекционных исследованиях здесь также возможно.

Отбор по другим приоритетным направлениям селек-
ции культуры может вестись в регионе без каких-либо 
климатических и иных ограничений.

Заключение
К 2020 г. в ФГБНУ ВНИИСПК собрана и изучается кол-
лекция ежевики в количестве 28 сортов мирового сорти-
мента (3 сорта получены с МОС ВИР, 25 – из питомников 
«Дивный сад» Воронежской области и «Зеленый шум» 
Орловской области) и 18 отборных и элитных селекци-
онных форм, полученных авторами статьи ранее. Селек-
ционные формы были выращены из семян от свободного 
опыления ряда сортов, присланных во ВНИИСПК из 
Арканзасского университета США и Шведского института 
сельскохозяйственных наук в 1995 г. Отработаны элемен-
ты технологии выращивания сортового и селекционного 
генофонда с применением зимнего укрытия. Проведены 
первые скрещивания, нацеленные на реализацию прио
ритетов селекции культуры в регионе. Запланировано еже
годное пополнение коллекции ежевики новыми генети
ческими источниками хозяйственно полезных признаков, 
в первую очередь наиболее зимостойкими.

Анализ мировых тенденций и опыта в селекции и сор
тоизучении ежевики, а также результаты собственных 
исследований культуры, проведенных в условиях Орлов-
ской области, позволяют считать перспективной и целе-
сообразной работу по совершенствованию сортимента 
этого растения в средней полосе России.

Все приоритетные направления и задачи селекции 
ежевики, обозначенные в зарубежных и отечественных 
селекционных программах, актуальны и для данного 
региона нашей страны, при этом важнейшим из них 
является в настоящее время создание сортов с высокой 
зимостойкостью.
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Содержание желтых пигментов в зерне твердой пшеницы 
(Triticum durum Desf.): биосинтез, генетический контроль, 
маркерная селекция
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Аннотация. Зерно с высоким содержанием каротиноидных пигментов ценится за ярко-желтый цвет пасты, 
производимой из него, и провитаминную (витамин А) и антиоксидантную активность пигментов. Цель настоя-
щего обзора – обобщение современных знаний о биосинтезе и генетическом контроле накопления пигментов 
в зерне твердой пшеницы и оценка основных результатов исследований и селекции за последние двадцать 
лет за рубежом и в России. Признак «концентрация каротиноидных пигментов в зерне» (Ypc) относится к раз-
ряду количественных. Тем не менее превалирование сильных аддитивных эффектов генов и высокая насле-
дуемость способствовали значительному прогрессу в селекции по этому признаку. Методами молекулярного 
маркирования локусов количественных признаков (QTL), контролирующих синтез каротиноидных пигментов 
и значения индекса желтизны (IY), установлено их распределение по всем хромосомам генома твердой пше
ницы. Основные генетические локусы, определяющие более 60 % варьирования признака, были картированы 
в хромосомах 7AL и 7BL. Вклад этих локусов связан с аллельными вариациями, влияющими на активность 
фермента фитоенсинтетазы (PSY). В других хромосомах были локализованы минорные генетические факторы, 
из которых наиболее значимы QTL, расположенные в хромосомах 3AS (ассоциирован с геном LCYE-ликопин-
ε-циклаза) и 4ВS (аллель Lpx-B1.1c). При этом показано, что аллель Lpx-B1.1c вносит вклад в снижение актив-
ности липоксигеназы, окисляющей каротиноиды в процессе изготовления конечных продуктов. Рассмотрены 
и обсуждены проблемы использования молекулярных маркеров в селекционных программах, нацеленных на 
увеличение концентрации пигментов в зерне и улучшение цветовых характеристик пасты.
Ключевые слова: твердая пшеница; каротиноиды; концентрация пигментов; индекс желтизны; маркерная 
селекция.

Для цитирования: Мальчиков П.Н., Мясникова М.Г. Содержание желтых пигментов в зерне твердой пшеницы 
(Triticum durum Desf.): биосинтез, генетический контроль, маркерная селекция. Вавиловский журнал генетики 
и селекции. 2020;24(5):501-511. DOI 10.18699/VJ20.642

The content of yellow pigments in durum wheat  
(Titicum durum Desf.) grains: biosynthesis,  
genetic control, marker selection
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Abstract. Grain with high contents of yellow pigments will add the natural bright-yellow colour to the paste, which 
unlike a paste with a high level of whiteness, are preferred by consumers. The provitamin activity (vitamin A) and 
antioxidant activity of the carotenoid pigment increase the biological and nutritional value of the grain with high 
contents of these pigments. The purpose of this review is to summarize modern knowledge about the biosynthe-
sis and genetic control of pigment accumulation in durum wheat and to assess the main results of research and 
selection over the past 20 years abroad and in Russia. The trait “concentration carotenoid pigment in grain” (Ypc) is 
quantitative. However, the prevalence of strong additive gene effects and high heritability have contributed to sig-
nificant progress in breeding for this trait. Molecular labeling of quantitative trait loci (QTL) that control the synthesis 
of the carotenoid pigment and the yellowness index (YI) found that they are distributed across all chromosomes of 
the durum wheat genome. The main QTLs, which determine 60 % of the variation of the trait, were mapped to 7AL 
and 7BL chromosome. The contribution of these QTLs is associated with allelic variations that control the activity of 
phytoene synthase (PSY). QTLs with minor effects found on the remaining chromosomes are also reliably mapped 
using molecular markers. As confirmed in a number of experiments, most of them are QTLs located on 3AS (linked 
to the LCYE (lycopene ε-cyclase) allele and on 4BS (the LpxB1.1c gene). It has been shown that the LpxB1.1c allele 
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contributes to a decrease in the activity of lipoxygenase, which oxidases carotenoids during the production of end 
products. This review considered and discusses the problems of molecular markers in breeding programs to increase 
the concentration of pigments in the grain and improve the color characteristics of the paste.
Key words: durum wheat; carotenoids; concentration pigment; yellow index; marker-assisted selection.
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Введение
Твердая пшеница (Triticum durum Desf.) ежегодно вы-
ращивается во всем мире на площади около 17.0 млн га. 
Производство зерна колеблется по годам от 32 до 42 млн 
тонн. Продукты из твердой пшеницы используются почти 
во всех странах, но основными регионами потребления 
являются страны Средиземноморского бассейна, где зер-
но твердой пшеницы применяется в качестве сырья для 
различных продуктов, в основном пасты и круп кус-кус и 
булгур (Kabbaj et al., 2017). Содержание и структура белка 
(качество клейковины), а также цвет изделий (макароны, 
крупа) – наиболее ценные для пищевой, технологической 
промышленности и на рынке конечных продуктов в этих 
регионах (Sisson, 2008; Mazzeo et al., 2017). Желтый цвет 
определяется накоплением каротиноидов в эндосперме, 
обладающих провитаминными и антиоксидантными свой
ствами. В процессе размола зерна, замеса теста и изго-
товления макарон происходит окисление кислородом воз-
духа полиненасыщенных жирных кислот, каротиноидов, 
фенолов, что приводит к накоплению бурого (коричне-
вого) пигмента. Окисление катализируется ферментами:  
липоксигеназой, полифенолоксидазой, пероксидазой, аль
дегидоксидазой (N’Diaye et al., 2017). Наличие спексов 
(темных вкраплений) также может снижать уровень жел
тизны семолины и макаронных изделий (Васильчук и 
др., 2009).

Результаты изучения наследования всего комплекса 
желтых пигментов в зерне твердой пшеницы показали, 
что оно носит количественный характер с высокими зна-
чениями коэффициента наследуемости и преобладанием 
аддитивных эффектов генов (Clarke еt al.,1998; Borelli et 
al., 1999; Digesù et al., 2009; Blanco et al., 2011; Roncallo 
et al., 2012; Schulthess et al., 2013). В связи с этим право-
мерно предположение о том, что этот признак удобен для 
молекулярного маркирования соответствующих QTL и их 
картирования на хромосомах.

Биосинтез, содержание и распределение 
каротиноидов в зерновке твердой пшеницы
Средняя концентрация каротиноидов в зерне твердой 
пшеницы составляет 6.2 ± 0.13 мг/кг в сухом весе (Bran-
dolini et al., 2015) с варьированием, в зависимости от 
сорта и условий среды (год, пункт), от 2.8 до 12.3 мг/кг 
(Colasuonno et al., 2017a). По мнению Н.С. Васильчука 
с коллегами (2009), в Поволжье при низкой активности 
окислительных ферментов достаточно иметь зерно с кон-
центрацией 4.5 мг/кг для получения макарон золотисто-
желтого цвета. Каротиноиды – не единственные желтые 
пигменты в зерне пшеницы и других злаков. Сравнивая 
общую концентрацию каротиноидов, определенную ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хромотографии 

(ВЭЖХ), с общим содержанием пигментов, A.M. Digesù 
с коллегами (2009) показали, что доля каротиноидов у 
культивируемых и диких тетраплоидных видов пше-
ницы составила 33.2 % от общего количества желтых 
пигментов. По результатам своих исследований A. Blanco 
с колегами (2011) также сообщили о доле каротиноидов, 
составившей 37 % в общем объеме желтых пигментов, что 
означает наличие в экстрактах твердой пшеницы неизвест-
ных желтых пигментов, поглощающих свет при 435 нм. 
По данным (Fu et al., 2017), полученным при изучении 
канадских сортов твердой пшеницы Navigator и Strong-
field, фенольные соединения могут вносить существенный 
вклад в степень желтизны при экстракции пигментов. 
Brandolini с коллегами (2008) пришли к выводу, что, хотя 
каротиноиды являются наиболее важными пигментами 
при определении желтого цвета пшеничной муки и мака-
рон, их точное измерение может быть достигнуто только 
с помощью ВЭЖХ анализа. Тем не менее среди желтых 
пигментов именно по каротиноидам имеется более под-
робная научная информация.

К каротиноидам относятся пигменты – каротины и 
ксантофиллы. Химически они представляют собой изо-
преноидные углеводороды, содержащие 40 углеродных 
атомов (Кретович, 1986). Биосинтез каротиноидов тща-
тельно исследован на различных растениях – арабидоп-
сисе, рисе, кукурузе, перце, томатах, апельсине и других 
культурах (Colasuonno et al., 2017a; Rodrigues-Concepcion 
et al., 2018; Sun et al., 2018).

В зерне твердой пшеницы представлен широкий на
бор каротиноидных пигментов: лютеин, β-каротин, зеа
ксантин, β-криптоксантин, β-апокаротенал, антраксантин, 
тараксантин (лютеин-5,6-эпоксид), авоксантин и трити
коксантин. Каротины α и β в основном находятся в за-
родыше, превалирующий в зерне среди каротиноидов 
лютеин (86–94 %) одинаково распределен по слоям и 
частям зерновки (Digesù et al., 2009). Его доля в семолине 
при размоле зерна твердой пшеницы составляет 83 %, во 
фракциях отрубей – 75 % (Fu et al., 2017). Установлено, что 
характер распределения желтых пигментов по фракциям, 
выделяемым в процессе размола, варьирует, в зависимо-
сти от генотипа. Концентрация лютеина в эндосперме 
сорта Navigator была выше, чем в отрубях, в то же время 
у сорта Strongfield наблюдалась обратная закономерность 
(Fu et al., 2017). В процессе помола и получения крупки 
(семолины) концентрация большинства каротиноидных 
пигментов уменьшается, что связано с увеличением кон-
такта измельченных частиц зерна с кислородом воздуха 
и активностью ферментов. Лютеин и зеаксантин имеют 
более высокую стабильность при помоле и изготовлении 
конечных продуктов, по сравнению с другими каротинои
дами (Kean et al., 2011). 
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Накопление каротинов в зерне, особенно β-каротина, 
обуславливает изменение интенсивности окраски семоли-
ны от желто-оранжевого до красноватого оттенка. Ксан-
тофиллы обеспечивают желто-оранжевую окраску крупки 
и макарон. Схема биосинтеза каротиноидов показана на 
рисунке. Исходным веществом для биохимического син-
теза каротинов служит 5-углеродный (С-5) изопреноид – 
изопентилпирофосфат. Конденсация этого изопреноида 
представляет собой основу для образования геранил-
геранилпирофосфата (С-20). В результате соединения 
двух молекул геранилгеранилпирофосфата при участии 
фермента фитоенсинтетазы образуется фитоен (С-40) – 
первое промежуточное вещество в биосинтезе каротинов. 
Этот этап является ключевым – скорость биосинтеза и на-
копления фитоена влияет на весь пул каротиноидов (Caz
zonelli, Pogson, 2010; Ke et al., 2019). Фитоен в результате 
десатурации под действием ферментов фитоендесатуразы 
(PDS), z-каротиндесатуразы (ZDS), каротинизомеразы 
(CRTISO) и последовательного удаления четырех атомов 
водорода превращается в ликопин. Ликопин – каротиноид, 
определяющий красную и оранжевую окраску плодов, – 
исходное вещество для синтеза α-каротина/лютеина (класс 
ксантофиллов) – главного каротиноида зерна твердой 
пшеницы и β-каротина/зеаксантина (класс ксантофил-
лов) – главного компонента каротиноидных пигментов 
в зерне кукурузы (Zhang, Dubcovsky, 2008). Дальнейшее 
гидроксилирование α-каротина приводит к образованию 
желтого зейоксантина и лютеина. Трансформация β-ка
ротина продуцирует образование β-криптоксантина, зеа- 
ксантина, антраксантина, виолаксантина и неоксантина. 
Эти реакции катализируются двумя негемовыми β-каро
тингидроксилазами (ВСН1 и ВСН2) и двумя гемгидрок
силазами (CYP97A и CYP97C) соответственно (Sun et 
al., 2018). Последняя фаза биосинтеза каротиноидов, ка
тализируемая неоксантиноксидазой (NXS), заключается 

в превращении виолаксантина в неоксантин. Окисление 
виолаксантина и неоксантина приводит к образованию 
ксантоксина, превращаемого в растительный гормон  – 
абсцизовую кислоту (ABA), которая способствует регу-
лярному и сбалансированному накоплению пигментов в 
растениях и формированию устойчивости к абиотическим 
стрессам (Al-Babilli, Bowmeester, 2015; Nisar et al., 2015). 
Еще одна ветвь трансформации β-каротина представляет 
превращение его под действием ферментов диоксигеназ-
ной группы (CCD7, CCD8, CYP711A1) в стриголактоны – 
ингредиенты гормональной природы, регулирующие 
развитие и ростовые процессы растений (Colasuonno et 
al., 2019).

Методы определения  
общего и компонентного состава 
каротиноидных пигментов в зерне
Содержание пигментов в зерне, крупке и макаронах от-
носится к сложным признакам. Для общего и компонент-
ного определения их содержания существует несколько 
мотодов. Эталонные методы для определения общего 
содержания каротиноидов – стандартный метод 152 (ICC 
Method 152, 1990) Международной ассоциации науки и 
техники о зерне (ICC) и международный официальный 
метод (ААСС 14-50.01 (AACC International, 2013). Эти 
две процедуры основаны на экстракции всех пигментов 
в водонасыщенном н-бутаноле с последующим спектро
фотометрическим количественным определением оптиче-
ской плотности спиртового экстракта при 435.5 нм (длина 
волны максимального поглощения лютеина, доминирую
щего каротиноида в твердой пшенице). В качестве альтер-
нативы концентрации для характеристики насыщенно- 
сти пигментами зерна применяется индекс желтизны (YI) 
на основе количественного определения коэффициента 
отражения света. Хроматограф Minolta CR-300 (Konica 
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Основные компоненты биосинтетической цепи обозначены черным цветом; все вовлеченные в процесс синтеза каротиноидов 
ферменты – синим; ферменты диоксигеназной группы, участвующие в расщеплении каротиноидов в вегетирующих растениях 
в стрессовых условиях с эффектом накопления ингредиентов гормональной природы – абсцизовой кислоты и стриголактонов, 
показаны красным цветом.
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Minolta Pty Ltd, Macquarie Park, NSW), оснащенный им-
пульсной ксеноновой дуговой лампой, – наиболее часто 
используемый инструмент для анализа индекса желтизны. 
Этот прибор позволяет определять коэффициенты индекса 
желтизны и коричневатости (100-L) семолины и макарон. 
В России в некоторых селекционных центрах для опреде-
ления индекса желтизны применяется прибор Specol 10 
по методологии, предложенной Н.С. Васильчуком (2001). 
Методы быстродействующей жидкостной хромотографии 
высокого давления (HPLC) с применением инфракрасной 
спектроскопии позволяют определить химический состав 
каротиноидных пигментов и измерить количество каждого 
компонента в крупке и пасте (Brandolini et al., 2008; Fu 
et al., 2017).

Картирование локусов,  
контролирующих синтез пигментов
Концентрация пигментов в зерне твердой пшеницы кон-
тролируется различными генами с аддитивными эффекта-
ми и зависит от условий внешней среды (Васильчук и др., 
2009; Мальчиков, 2009; Schulthess, Schwember, 2013; Гапо-
нов и др., 2018; Мясникова и др., 2019). Систематическое 
сортоизучение в различных экологических условиях дает 
необходимую информацию о свойствах сортов и наличии 
у них соответствующих QTL. Достоверные, значительные 
и стабильные различия между генотипами по величинам 
YPC (Yellow Pigment Concentration) и YI (Yellowness Index) 
свидетельствуют о функционировании локусов количе-
ственного признака. Для маркирования и локализации 
QTL используют рекомбинантно-инбредные линии (RIL), 
созданные от двуродительских скрещиваний контрастных 
по величине признака сортов и отобранные в поколениях 
(от одного парного скрещивания) из беккроссных или 
дигаплоидных популяций (Elouafi еt аl., 2001; Pozniak 
et al., 2007; Singh et al., 2009; Colasuonno et al., 2014). 
В настоящее время для этих целей используется метод 
полногеномного генотипирования для поиска корреляций 
между генотипами и фенотипами в наборах селекционных 
линий, образцов генетических коллекций и выявления 
аллельных вариантов молекулярных маркеров и функцио-
нальных генов (Vargas et al., 2016; Colasuonno et al., 2017a; 
Fiedler et al., 2017). В последнее десятилетие этот подход 
получил распространение благодаря наличию большого 
количества ДНК-маркеров, равномерно распределенных 
в геноме, полученных на основе однонуклеотиного по-
лиморфизма (SNP) и совершенствования статистических 
инструментов (Чесноков, Артемьева, 2011; Maccaferri et 
al., 2011; Wang et al., 2014; Sehgal, Dreisigacker, 2019). 
Картирование QTL предполагает хромосомную локали-
зацию локуса в геноме по результатам оценки признаков, 
полученных в нескольких экспериментах.

Воспроизводимость результатов может зависеть от 
влияния на признак в исследуемой картирующей попу-
ляции многочисленных генов с аддитивными эффектами, 
родительских компонентов, взаимодействия генотип–сре-
да, числа используемых маркеров и способа измерения 
каротиноидов. В настоящее время для YPC и YI иденти-
фицирован 81 QTL, включая синглетоны и кластеры QTL, 
которые распределены по всем хромосомам (Colasuonno 
et al., 2019). Локализация некоторых QTL была подтверж- 

дена с использованием нескольких картирующих популя-
ций, что указывает на присутствие стабильных аллелей, 
влияющих на улучшение цвета и пищевой ценности зерна 
твердой пшеницы. Стабильные QTL были обнаружены в 
хромосомах 1А, 1В, 2А, 2В, 3В, 4А, 6А, 6В, 7А, 7В (Parker 
et al., 1998; Hessler et al., 2002; Patil et al., 2008; Zhang et 
al., 2009; Pozniak et al., 2012). 

По эффектам на фенотипическую вариабельность 
признаков QTL распределяются на группы с сильным 
(40 %), средним (10–40 %) и незначительным (< 10 %) 
влиянием (Colasuonno et al., 2019). Главные локусы с 
сильным влиянием на YPC и YI были картированы в 
хромосоме 7АL и дистальной области 7BL (Elouafi et al., 
2001; Pozniak et al., 2007; Patil et al., 2008; Zhang, Dubcov
sky, 2008). В частности, в длинном плече хромосомы 7A 
были идентифицированы два QTL с противоположными 
эффектами. Локус с негативным эффектом по отношению 
к признакам YPC и YI был ассоциирован с аллельными 
вариациями гена альдегидоксидазы (АО) – фермента, 
катализирующего деградацию каротиноидов в результа-
те их окисления (Colasuonno et al., 2014, 2017b). Второй 
(QTL-73), расположенный в области локализации гена  
Psy-1, оказывал положительный эффект (до 60 % вариа
ции) на признак YPC. Аналогичные ассоциации QTL и 
YPC установлены в хромосоме 7BL – негативный эффект 
одного локуса на фенотипическое проявление YPC со
ставлял 29 %, позитивное влияние второго локуса – 52 % 
(He et al., 2008, 2009; Zhang, Dubcovsky, 2008). В публи-
кации (N’Diaye et al., 2017) сообщается о картировании 
YPC и Yi методом конструирования гаплотипных блоков. 
Гаплотипные блоки формируются с применением насы-
щенных молекулярных SNP карт. При этом SNP, распо-
ложенные в хромосоме в пределах 5.3 сМ, группируют в 
один гаплотипный блок, определяющий один локус, ко-
торый обозначается префиксом “hap” с указанием номера 
хромосомы и порядкового номера локуса на хромосоме. 
Этот подход подтвердил существование высокозначимого 
QTL (hap_7A_32, маркер Tdurum_conting 54832_139) в 
хромосоме 7АL, объясняющего 35.6 % фенотипической 
дисперсии общего пигмента и индекса желтизны в семо-
лине твердой пшеницы и связанного с локусом Psy-A1. 
Использование подобного метода подтвердило достовер-
ную значимость QTL в хромосомах 2A (hap_2A_18), 7B 
(hap_7B_36) и 4B (hap_4B_6). 

Незначительные по эффектам QTL обнаружены в хро-
мосомах 3А (Parker et al., 1998), 4A и 5A (Hessler et al., 
2002), 2A, 4B и 6В (Pozniak et al., 2007), 4B и 6B (Zhang, 
Dubcovsky, 2008), 1А, 3В и 5В (Patil et al., 2008), 3B и 5B 
(Howitt et al., 2009), 1A, 1B, 3B и 4А (Zhang et al., 2009).

Гены, участвующие в биосинтезе каротиноидов 
и их окислении в процессе изготовления 
конечных продуктов
В настоящее время получена информация о генах-канди-
датах, расположенных в регионах локализации локусов со 
значимым влиянием на признаки YPC и YI. В данном слу-
чае к ним относятся гены, контролирующие активность 
основных ферментов биосинтеза каротиноидов пшеницы, 
и катаболические гены, вызывающие деградацию каро- 
тиноидов. Количественные различия генотипов по  на
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коплению пигментов связаны с аллельным разнообра-
зием генов PSY – фитоенсинтетазы (Pozniak et al., 2007; 
He et al., 2008; Dibari et al., 2012; Colasuonno et al., 2014; 
Campos et al., 2016), LCYE – ликопин-ε-циклазы (Howitt 
et al., 2009; Crawford, Francki, 2013), LCYB – ликопин-β-
циклазы (Zeng et al., 2015), HYD – β-гидроксилазы (Qin 
et al., 2012), PDS (фитоендесатуразы) и ZDS – каротин-
десатуразы (Cong et al., 2010). Катаболические гены конт
ролируют активность альдегидоксидазы – АО (Colasuonno 
et al., 2017b), полифенолоксидазы – РРО (Watanabe et al., 
2004, 2006; Si et al., 2012), липоксигеназы – LOX или Lpx 
(DeSimone еt al., 2010; Randhawa et al., 2013) и пероксида-
зы – PER (Ficco et al., 2014), снижающих концентрацию 
пигментов и потребительские качества конечных продук-
тов. Наиболее значимые гены, их аллельные варианты и 
маркеры обсуждаются в тексте и представлены в табл. 1.

Как уже отмечено, ключевым ферментом в сложной це-
почке биосинтеза каротиноидов является PSY. Известны 
три различных гена, кодирующих активность этого фер-
мента: PSY 1, PSY 2, PSY 3, картированные в гомеологич-
ных хромосомах 7-, 5- и 3-й групп соответственно (Dibari 

et al., 2012). Ген PSY-1 был локализован в хромосомах 7А 
и 7В твердой пшеницы. Обнаружено, что ген PSY-B1, 
расположенный в хромосоме 7В, сегрегирует совместно с 
QTL, ассоциированным с каротиноидным пулом, с измен-
чивостью YI и YPC от низкого уровня (10 %) до среднего 
(10–30 %). Ген PSY-A1, расположенный в хромосоме 7А, 
ведет себя как кодоминантный маркер, объясняет фено-
типическую изменчивость, в зависимости от генофона, в 
диапазоне от среднего (10–30 %) до высокого (30–50 %) и 
очень высокого (> 50 %) уровня (Colasuonno et al., 2014). 
В целом влияние альтернативных аллелей PSY-A1, по-
видимому, является наиболее важным в изменчивости 
концентрации пигментов и индекса желтизны крупки. 
Этот вывод основан на результатах изучения различных 
популяций твердой пшеницы (Campos et al., 2016; Vargas 
et al., 2016; Patil et al., 2018). Ген PSY-B2, локализованный 
в 5ВS, не оказывал существенного влияния на концен-
трацию каротиноидов в зерне и крупке (Colasuonno et 
al., 2014). Локализованный в длинном плече хромосомы 
5В ген PSY-B3 повышал экспрессию в листьях и корнях 
в условиях абиотического стресса (засуха, засоление) 

Таблица 1. Гены и их маркеры, связанные с концентрацией желтых пигментов в зерне и цветом макарон,  
расположенные в геномах А и В пшеницы 

Ген Локус Аллель, гаплотип Маркер Хромосома Лит. источник

PSY-1 Psy-A1 hap_7A_32 T.durum_conting54832_139 7AL N’Diaye et al., 2017

PsyA1a, PsyA1b YP7A   7AL He et al., 2008; Ravel et al., 2013

PsyA1a, PsyA1b, PsyA1c YP7A-2 7AL He et al., 2009; Crawford, Francki, 2013; 
Ravel et al., 2013; 

Psy-A1o, Psy-A1e, Psy-A1p, 
Psy-A1a Psy-A1c, Psy-A1t

Psy-A1_STS 7AL Singh et al., 2009;  
Crawford, Francki, 2013 

PSY1-Al  YP7A-2, Psy-1SSR Qyp.macs-7A 7AL Campos et al., 2016;  
Vargas et al., 2016; Patil et al., 2018

Psy-A1a, Psy-A1k, Psy-A1ka, 
Psy-A1kb, PsyA1e, Psy-A1ca, 
Psy-A1cb, Psy-A1p, PsyA1ra, 
Psy-A1rb, Psy-A1j, Psy-A1t

Psy-A1_R_49 7AL Ravel et al., 2013

Psy-B1 hap_7B_36 7BL N’Diaye et al., 2017

Psy-B1a, Psy-B1b YP7B-1 He et al., 2009; Ravel et al., 2013

Psy-B1c YP7B-2 He et al., 2009

Psy-B1d YP7B-3 »

Psy-B1e, Psy-B1a, Psy-B1aa, 
Psy-B1b, Psy-B1ca, PsyB1m, 
Psy-B1d

YP7B-4 Ravel et al., 2013

PSY-2 PSY-B2 Xwmc73 – Xgwm274 -wPT-3661 5ВS Colasuonno et al., 2014

ZDS Zds-A1 Zds-A1a, Zds-A1b YP2A-1 Dong et al., 2012

LCYE e-LCY 
(lutein)

e-LYC3Aa, e-LYC3Ab3A 3A Crawford, Francki, 2013

Lipoxygenase activity (LOX)

Lpx-B1 Lpx-B1.1 hap_4B_6   Lpx-B1.1c T.durum_conting51688_681 4BS Verlotta et al., 2010

Polyphenol oxidase activity (PPO)

РРО Тс1 Xgwm312@2A 2AL Watanabe et al., 2006

Тс2 2BL »

РРО-1 РРО-A1 РРО-А1b, PPO-A1f, PPO-A1e, 
PPO-A1g, hap_2A-18

РРО18, MG18,  
BobWhite_c41527_201

2AL He et al., 2009; Taranto et al., 2012; 
N’Diaye et al., 2017
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и был связан с увеличением пула абсцизовой кислоты 
(Dibari et al., 2012). Гены, контролирующие активность 
других ферментов, также имеют значимое влияние на 
концентрацию пигментов в зерне и конечных продуктах. 
Так, ген ликопин-ε-циклазы (LCYE), ассоциированный 
с QTL на хромосоме 3А, играет определяющую роль в 
процессах накопления лютеина – главного каротиноида 
зерна твердой пшеницы (Howitt et al., 2009). Ген z-ка
ротиндесатуразы (ZDS), маркируемый кодоминантным 
функциональным маркером YP2A-1 на основе полимор-
физма двух аллелей, расположенный на хромосоме 2А, 
объяснял 11.3 % фенотипической дисперсии YPC и IY в 
популяции дигаплоидных линий (Dong et al., 2012).

Наиболее четко выражены гены-кандидаты, участвую
щие в катаболическом пути окисления каротиноидов. 
Липоксигеназа (Lpx) у растений продуцирует активные 
формы кислорода, приводящие к деградации каротинои-
дов и обесцвечиванию конечных продуктов, получаемых 
из зерна твердой пшеницы (Borrelli et al., 2003). У твердой 
пшеницы существуют разные гены Lpx (Borrelli, Trono, 
2016). На стадии зрелого зерна у сортов с контрастной 
активностью (окислительной способностью) была уста-
новлена различная степень транскрипции генов Lpx-1 
и Lpx-3, в то время как транскрипты Lpx-2 на стадии 
зрелого зерна отсутствовали (De Simone et al., 2010). Ло

кус Lpx-B1 расположен на коротком плече хромосомы 
4B, в котором обнаружены три тесносцепленных гена: 
Lpx-B1.1, Lpx-B1.2 и Lpx-B1.3. Ген Lpx-B1.1 представ-
лен тремя аллелями – Lpx-B1.1a, Lpx-B1.1b, Lpx-B1.1c 
(Hessler et al., 2002; Carrera et al., 2007; Verlotta et al., 2010). 
Анализ QTL у твердой пшеницы показал, что 35–54.0 % 
вариации активности Lpx объясняется Lpx-B1. Аллель 
Lpx-B1.1c отличается делецией в нуклеотидной после-
довательности от второго интрона до последнего экзона 
(Carrera et al., 2007). Этот аллель коррелирует с высоким 
уровнем желтизны и относительно слабой деградацией 
пигментов в макаронных изделиях (Carrera et al., 2007; 
Verlotta et al., 2010). Изучение коллекции твердой пшени-
цы с включением в нее ландрасов и современных сортов 
позволило идентифицировать три гаплотипа: первый 
включал гены и аллели – Lpx-B1.3+Lpx-B1.b, второй – 
LpxB1.2+LpxB1.1a и третий – LpxB1.2+LpxB1.1c. Эти 
гаплотипы демонстрировали, соответственно, высокий, 
средний и низкий уровни функциональных транскриптов 
Lpx-B1 и ферментативной активности в созревшем зерне.

Известны коммерческие сорта-носители разных ге-
нов, Lpx-B1.1, Lpx-B1.2, Lpx-B1.3, и аллелей в локусе 
Lpx-B1.1. В частности, сорта Kofa и Aureo содержат 
аллель Lpx-B1.1c. Описаны возможности накопления 
каротиноидов и генетика липоксигеназы у сортов: Prima

Таблица 2. Распределение генов и аллелей Lpx-B1 среди сортов разных периодов селекции (Verlotta et al., 2010)

Сорта Страна Гаплотипы

I 
(Lpx-B1.1b 
+Lpx-B1.3)

II
(Lpx-B1.1a 
+Lpx-B1.2)

III 
(Lpx-B1.c 
+Lpx-B1.2)

Сорта, созданные до 1971 г.

Matarese, Trinakria, Timilia, Grifoni, Capeiti 8 Италия +

Aziziah Ливия +

Kiperounda Кипр +

Polesine Италия +

Russello Италия +

Taganrog СССР +

Cannizzara Италия +

Сорта, созданные в 1971–1990 гг.

Primadur, Tresor, Neodur Франция +

Karel, Latino, Duilio Италия +

Valnova, Valgerardo, Creso, Grazia, Ofanto, Valforte, Simeto Италия +

Produra США +

Сорта, созданные в 1991–2005 гг.

Marco, Gianni, Bronte, Rusticano, Tiziana, Svevo, Giotto, 
Iride, Dupri, Italo, Radioso, Claudio, Torrebianca

Италия +

Brindur, Nefer Франция +

Messapia, Gargano, Carpio, Cirillo, Adamello, Colosseo, 
Quadrato, Ciccio, Vesuvio, Platani, Giusto, Solex, S. Carlo, 
Bradano, Preco, Fortore, Varano, Lesina, Zenit 

Италия +

Colorado Италия /США +

Navigator Канада +

Strongfield Канада +

Примечание. «+» означает принадлежность к гаплотипу.
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dur (имеет высокое содержание каротиноидов и высокую 
активность липоксигеназы), Cosmodur (высокая концен
трация каротиноидов, низкая активность липоксигеназы – 
Lpx-B1.1с), Trinakria (низкая концентрация каротинои- 
дов, высокая активность липоксигеназы), Creso (низкое 
содержание каротиноидов и низкая активность липокси-
геназы – Lpx-B1.1с) (De Simone et al., 2010). По данным 
A. Verlotta с коллегами (2010) в табл. 2 показано рас-
пределение сортов разных периодов селекции (до 1971 г. 
и в 1971–2005 гг.) по их принадлежности к различным 
гаплотипам. Вызывает внимание увеличение частоты 
встречаемости второго и третьего гаплотипов в сортах 
последних периодов селекции. Необходимо подчеркнуть, 
что этот результат достигнут селекционерами без по-
нимания и учета в селекционных процедурах генетики 
окислительных процессов в зерне.

Второй по значимости воздействия на цвет конечных 
продуктов катаболический фермент – полифенолоксида-
за (РРО). Активность фермента контролируют два гена, 
идентифицированных на гомеологичных хромосомах 
второй группы, 2А и 2В (Jimenez, Dubcovsky, 1999; Simeo
ne et al., 2002; Watanabe et al., 2004, 2006). В частности, 
R. Simeone с коллегами (2002) сообщили о значительном 
генетическом эффекте на активность РРО локуса на длин-
ном плече 2А хромосомы. Гены Тс1 и Тс2 в дистальных 
частях 2AL и 2BL на расстоянии 46.08 и 40.7 сМ от цен-
тромеры картированы N. Watanabe с коллегами (2004). 
Изучение RIL, полученной от скрещивания сортов Jennah 
Khetifa и Cham 1, показало, что локус в хромосоме 2А 
обеспечивал 49.1 % активности РРО, низкая активность 
сегрегировала с молекулярным маркером Xgwm312@2A 
(Watanabe et al., 2006). 

Два гомологичных семейства РРО были картированы 
по второй гомеологичной группе хромосом и названы 
РРО-1 (РРО-A1 и РРО-В1) и РРО-2 (РРО-А2 и РРО-В2) 
(Beecher et al., 2012). Использование маркера, специфич-
ного для мягкой пшеницы (РРО18), для анализа твердой 
пшеницы позволило обнаружить четыре аллеля РРО-А1: 
РРО-А1b, PPO-A1f, PPO-A1e, PPO-A1g (He et al., 2009). 
Используя 111 образцов твердой пшеницы, F. Taranto с 
коллегами (2012) определили связь различных аллелей 
РРО-А1 с уровнем активности фермента. Аллель РРО-А1f 
был связан с высокой, тогда как РРО-А1b и РРО-А1g – 
с низкой активностью фермента. Эти ученые разработали 
также новый маркер (MG18), способный обнаружить те 
же аллели, что и при помощи маркера РРО18, но более 
эффективно и с более низкой вариабельностью актив-
ности РРО внутри каждой группы сортов, несущих один 
и тот же аллель (Taranto et al., 2012). В маркер-ассоции-
рованной селекции с целью снижения активности РРО 
целесообразно использовать и паралогичные гены РРО-В1 
и РРО-В2 с применением соответствующих маркеров 
MG08 и MG33, предложенных F. Taranto с коллегами 
(2015). Гены PPO-B1 и PPO-B2 были расположены на 
расстоянии 11.4 сМ от центромеры на хромосоме 2BL. 
Скрининг коллекции твердой пшеницы с помощью мар-
керов MG08 и MG33 позволил идентифицировать четыре 
и два аллеля соответственно, включая три новых аллеля 
гена PPO-B1: PPO- B1b, PPO-B1c и PPO-B1d, и один но-
вый аллель PPO-B2 – PPO-B2d. Маркер MG33 способен 

распознавать два аллеля РРО-В2, связанных с высокой 
(РРО-В2d) и низкой (РРО-В2а) активностью фермента 
(Taranto et al., 2015). 

Значительное влияние на признаки YI, YPC и цвет ма-
каронных изделий оказывает альдегидоксидаза (АО; ЕС 
1.2.3.1) (Colasuonno et al., 2017b). Три изоформы фермента 
пшеницы, АО1, АО2, АО3, были локализованы на 2-, 
5-, 7-хромосомных группах соответственно. Третий ген 
альдегидоксидазы, АО-А3, расположенный на хромосо-
ме 7AL, связан с QTL, влияющим на признаки YI и YPC 
(Colasuonno et al., 2017b). Эксперименты с двумя сортами, 
Cicco (низкое содержание каротиноидов в зерне) и Svevo 
(высокое содержание каротиноидов), с применением 
метода qRT-PCR выявили высокий уровень экспрессии 
гена АО-АЗ у первого сорта и низкий у второго, что под
тверждает отрицательный эффект продуктов гена в период 
накопления каротиноидов. На основе SNP данных, со-
ответствующих изоформе фермента, на хромосоме 7AL 
картирован маркер IWB59875, который предложен для 
процедур маркерной селекции для повышения содержа-
ния каротиноидов в зерне и цвета макаронных изделий 
(Colasuonno et al., 2017b).

Пероксидазы – ферменты, катализирующие общую 
реакцию: ROOH + H2O2 = ROH + H2O + 1/2O2 (Feillet et al., 
2000). Паста, произведенная из зерна сортов с высоким 
уровнем активности пероксидазы, имеет буро-корич-
невый цвет и низкие потребительские качества (Sisson, 
2008). В то же время в процессе изготовления макарон 
пероксидаза не проявляется в связи с недоступностью 
перекиси водорода (Ficco et al., 2014). Активность фер-
ментов этой группы в зерне твердой пшеницы значительно 
меньше, чем в зерне мягкой пшеницы. В связи с этим 
большинство исследований по их изучению проведено 
на мягкой пшенице. В литературе отсутствуют сведения 
о специфических маркерах в геноме твердой пшеницы, 
связанных с QTL или генами низкой активности. В ряде 
публикаций отмечено, что гены пероксидазы расположе-
ны в гомеологичных хромосомах групп 1, 2, 3, 4 и 7 (Liu 
et al., 1990; Wei et al., 2015). В зерне твердой пшеницы 
установлено функционирование 12 изоформ перокси-
дазы, различающихся по активности в период налива, 
созревания и прорастания зерна. Некоторые изоформы 
имеют специфическую локализацию в зерне – перикарп, 
эндосперм, зародыш. Наиболее важная изоформа, Р-5, 
расположена в эндосперме и оказывает значимое влия
ние на потемнение (коричневатость) макаронных изделий 
(Feillet et al., 2000). При использовании полногеномного 
секвенирования и нулли-тетрасомных линий сорта Чайниз 
Спринг обнаружены и локализованы два гена, TaPod-A2 
и TaPod-D1, на хромосомах 7AS и 7DS. Анализ SNP вы
явил для двух аллелей локуса TaPod-D1 два функциональ-
ных маркера, POD-7D1 и POD-7D6, с высокой и низкой 
активностью пероксидазы соответственно (Geng et al., 
2019). Эти данные, полученные на мягкой пшенице, с 
учетом ортологичности геномов А и В в перспективе 
можно адаптировать к проблемам маркерной селекции 
твердой пшеницы. В отечественной литературе известна 
публикация А.А. Вьюшкова (2004), в которой приведены 
значительные сортовые различия твердой пшеницы по 
активности пероксидазы в крупке (эндосперме).
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Результаты и перспективы применения MAS 
в селекции твердой пшеницы 
Несмотря на большое количество работ по локализации и 
маркированию QTL, связанных с высокой концентрацией 
каротиноидов в зерне и крупке, результаты прямой про-
верки применения MAS (селекция с помощью маркеров) 
представлены ограниченно. Patil с коллегами (2018) со-
общили о высокой эффективности использования маркера 
Psy-A1SSRe, сцепленного с QTL и локусом Psy-A1, на 
хромосоме 7AL. Маркер Psy-1SSR разработан на основе 
вариаций в промоторной области PSY-1, он позволяет 
идентифицировать восемь аллелей Psy-A1 и семь аллелей 
Psy-B1 одновременно. Маркер Psy-A1SSRe, расположен-
ный в 7AL в большом QTL для YPC, вместе с ранее уста-
новленным маркером Qyp.macs-7A был идентифицирован 
в популяции RIL-PDW233/Bhalegaon 4. Родительский 
сорт PDW 233 в этой популяции является носителем QTL 
высокой концентрации пигментов. Эти маркеры были  
применены для улучшения индийских сортов MACS 3125 
и HI8498 с низкой концентрацией пигментов (3.57 и 
3.26 ppm соответственно), которые были взяты в качестве 
рекуррентных родителей в скрещиваниях с PDW 233 – 
донором QTL для YPC с высокой концентрацией пиг-
ментов (8.36  ppm). Селекционные линии, полученные 
с применением методов MAS на основе MACS 3125 и 
HI8498, показали значительное увеличение YPC: 6.16–7.7 
и 5.0–7.46 ppm соответственно. В настоящее время MAS 
используется в CIMMYT и в Канаде для отбора селекци-
онных линий с низкой активностью липоксигеназы при 
помощи маркера LOXA, нацеленного на аллель Lpx-B1.1c 
(Randhawa et al., 2013; Dreisigacker et al., 2016; N’Diaye 
et al., 2017, 2018).

В России во всех лабораториях, осуществляющих се
лекцию на увеличение концентрации каротиноидов в зер
не, индекса желтизны семолины и конечных продуктов, 
применяются методы традиционной селекции. За период 
научной селекции и особенно за последние 30  лет эти 
признаки были улучшены. Сорта, созданные на первых 
этапах, – Мелянопус 69, Гордеиформе 432, Мелянопус 26, 
Гордеиформе 179, Гордеиформе 675, накапливают в зерне 
3.6–5.0 ppm каротиноидных пигментов. Сорта, широко 
возделывавшиеся в 60-80-х годах ХХ  в.,  – Безенчук-
ская 105, Харьковская 46, Безенчукская 139, – превышают 
этот уровень незначительно (~5 %) (Мясникова и др., 
2019). Положительные изменения наблюдались у сортов 
Светлана (1987 – год включения в реестр) и Саратовская 
золотистая (1993), которые накапливали 6.0–7.0 ppm 
пигментов в зерне (Васильчук, 2001). Среди современных 
сортов яровой твердой пшеницы заметно выделяются по 
содержанию каротиноидов в зерне Безенчукская золоти-
стая (8.5–9.0 ppm) и Безенчукская крепость (7.5–8.5 ppm). 
Весь набор современных сортов образует непрерывный 
ряд изменчивости с шагом в 10–15 % и разницей между 
крайними вариантами в 200 % (Безенчукская золотистая – 
Алтайская нива). Изучение отечественных сортов разных 
этапов селекции в одиннадцати экологических средах 
позволило установить, что фенотипическое варьирование 
признака определяется генотипической и средовой ва
риансами с незначительными эффектами генотип-средо
вых взаимодействий. По результатам кластерного анализа 

параметров адаптивности, стабильности и отзывчивости, 
сорта отчетливо распределялись на кластеры. В группу 
с оптимальным сочетанием величины, стабильности и 
отзывчивости признака вошли Безенчукская золотистая, 
Безенчукская крепость, Безенчукская 210, Саратовская зо-
лотистая. Эти генотипы рекомендуется использовать для 
создания рекомбинантных инбредных линий с целью мар-
кирования QTL, контролирующих синтез каротиноидов 
в зерне твердой пшеницы, и организации на этой основе 
маркер-опосредованной технологии селекции (Мясникова 
и др., 2019).

Заключение
Результаты исследований, рассмотренные в этой статье, 
показывают реализованные за последние двадцать лет 
цели в понимании биохимических, генетических ме-
ханизмов регулирования метаболизма каротиноидных 
пигментов в твердой пшенице. Данные, полученные на 
разнообразном растительном материале с применением 
современных классов ДНК-маркеров, и согласованные в 
разнообразных экспериментах генетические карты по-
зволили выявить наиболее важные гены, участвующие в 
контроле биосинтеза, накопления и катаболизма кароти-
ноидов. Наиболее изученными и подтвержденными в ряде 
экспериментов QTL являются те, которые расположены 
на хромосомах 3AS (связаны с геном LCYE), 7AL и 7BL 
(оба тесно связаны с аллелями PSY 1). Перспективно 
для MAS применение маркера LOXA, нацеленного на 
аллель Lpx-B1.1c для снижения активности липоксиге-
назы. Технология MAS с использованием известных для 
этих QTL маркеров отличается от методов традиционной 
фенотипической селекции высокой производительностью 
и эффективностью. В то же время в ряде исследований 
были представлены данные о том, что большинство QTL 
не могут быть широко использованы в процедурах MAS, 
что связано с уровнем их валидации в фенотипических 
соотношениях в локально адаптированных группах се-
лекционного материала (Pozniak et al., 2012). 

Другие QTL, представленные и охарактеризованные 
в обзоре, требуют дополнительных исследований для 
идентификации генов-кандидатов, участвующих в накоп
лении/деградации каротиноидов. В перспективе можно 
ожидать широкое внедрение методов геномной селекции 
в программы улучшения цвета конечных продуктов из 
твердой пшеницы. С учетом аддитивных эффектов генов, 
контролирующих уровень пигментов и превалирование 
генотипа признака над средой, применение методов ге
номной селекции позволит ускорить селекционный про-
цесс на основе не только молекулярной идентификации 
функционирующих в популяции необходимых QTL, но и 
целенаправленного получения трансгрессий в результате 
пирамидирования различных генов. В связи с этим даль-
нейший акцент в селекционно-генетических мероприя-
тиях будет сделан на анализе генетической изменчивости 
в коллекциях зародышевой плазмы твердой пшеницы и 
мутантных популяциях. Перспективны методы редакти-
рования генома с использованием CRIS-Cas9, если их 
применять, исходя из понимания функций гомеологичных 
генов с аддитивным эффектом (Patil et al., 2018). Характе-
ристика каждого гена позволит вырабатывать стратегии 
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диверсификации генетической системы каротиноидных 
пигментов и расширить существующие вариации, до-
ступные селекционерам.

Непосредственное применение маркеров QTL, апроби
рованных на растительном материале зарубежных стран 
в России в процедурах MAS и геномной селекции, воз-
можно, если в качестве доноров использовать сорта за-
рубежной селекции, несущие соответствующие QTL и 
маркеры. При этом маркеры должны быть эффектив-
ными в экологических зонах российских селекционных 
центров. Однако и в этом случае могут быть проблемы 
преодоления недостаточной адаптивности привлекаемых 
в качестве исходного материала генотипов. Селекция на 
увеличение концентрации пигментов в зерне и продуктах 
его переработки в России, безусловно, может использо-
вать генетический материал и маркеры, разработанные 
в иностранных центрах, но базироваться она должна на 
отечественном исходном материале и адаптированных 
к нему технологиях маркер-опосредованной селекции.
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Аннотация. О том, что нарушения структуры митохондриального генома приводят к широкому спектру нейро
мышечных и нейродегенеративных заболеваний, известно уже давно, но до сих пор не найдено эффективного 
метода лечения болезней митохондриального происхождения. В основном проблемы с терапией подобных за-
болеваний обусловлены состоянием гетероплазмии митохондриальной ДНК (мтДНК). Ввиду многокопийности 
митохондриального генома мутантные копии мтДНК часто сосуществуют с молекулами дикого типа в одной 
органелле. Клинические симптомы митохондриальных заболеваний и степень их манифестации напрямую за-
висят от количества мутантных молекул мтДНК в клетке. Смещая уровень гетероплазмии в сторону молекул 
дикого типа мтДНК, возможно добиться снижения негативного влияния мутации. Для этой цели разработано 
несколько генно-терапевтических подходов на основе TALE-нуклеаз и нуклеаз типа «цинковые пальцы», од-
нако конструирование белковых доменов таких систем является долгим и трудоемким процессом. Cистема 
CRISPR/ Cas9 принципиально отличается от данных систем простотой использования, высокой эффективностью 
и механизмом действия. Все присущие характеристики и возможности системы делают ее перспективным ин-
струментом в области генетической инженерии митохондрий. В настоящей статье мы впервые демонстрируем, 
что модификации направляющей РНК за счет вcтройки последовательностей, способствующих импорту нРНК 
в митохондрии, не влияют на функциональную активность комплекса нРНК/SpCas9 в условиях in vitro. Полу-
ченные результаты указывают на возможность модификации системы с сохранением ее функциональности и 
использования в перспективе для редактирования митохондриального генома.
Ключевые слова: митохондриальная ДНК; CRISPR/Cas9; детерминанты импорта в митохондрии; гетероплазмия.
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Study of the effect of the introduction of mitochondrial import 
determinants into the gRNA structure on the activity  
of the gRNA/SpCas9 complex in vitro
E.G. Zakirova1, Y.V. Vyatkin2, N.A. Verechshagina3, V.V. Muzyka5, I.O. Mazunin4, K.E. Orishchenko1 

1 Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
2 AcademGene Ltd., Novosibirsk, Russia
3 Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
4 Skolkovo Institute of Science and Technology, Skolkovo, Russia
5 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

 e-mail: keor@bionet.nsc.ru

Abstract. It has long been known that defects in the structure of the mitochondrial genome can cause various neuro
muscular and neurodegenerative diseases. Nevertheless, at present there is no effective method for treating mito-
chondrial diseases. The major problem with the treatment of such diseases is associated with mitochondrial DNA 
(mtDNA) heteroplasmy. It means that due to a high copy number of the mitochondrial genome, mutant copies of 
mtDNA coexist with wild-type molecules in the same organelle. The clinical symptoms of mitochondrial diseases and 
the degree of their manifestation directly depend on the number of mutant mtDNA molecules in the cell. The pos-
sible way to reduce adverse effects of the mutation is by shifting the level of heteroplasmy towards the wild-type 
mtDNA molecules. Using this idea, several gene therapeutic approaches based on TALE and ZF nucleases have been 
developed for this purpose. However, the construction of protein domains of such systems is rather long and laborious 
process. Meanwhile, the CRISPR/Cas9 system is fundamentally different from protein systems in that it is easy to use, 
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highly efficiency and has a different mechanism of action. All the characteristics and capabilities of the CRISPR/Cas9 
system make it a promising tool in mitochondrial genetic engineering. In this article, we demonstrate for the first time 
that the modification of gRNA by integration of specific mitochondrial import determinants in the gRNA scaffold does 
not affect the activity of the gRNA/Cas9 complex in vitro.
Key words: mitochondrial DNA; CRISPR/Cas9; the mitochondrial import determinants; heteroplasmy.
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Введение
Технология CRISPR/Cas9, разработанная на основе си-
стемы защиты бактерий и архей от вирусов, мобильных 
генетических элементов и прочей чужеродной ДНК, 
зарекомендовала себя в качестве эффективного и много-
функционального инструмента в области редактирования 
ядерного генома практически любого организма. В от-
личие от белковых систем геномного редактирования 
(технологий ZFN и TALEN), механизм действия системы 
CRISPR/Cas9 основывается на комплементарном узнава-
нии 20 нуклеотидов направляющей РНК (нРНК) в целе-
вой последовательности гена и последующем внесении 
двуцепочечного разрыва, благодаря привлечению к месту 
разрезания нуклеазы Cas9 (Jinek et al., 2012).

Для сайт-специфического распознавания и расщепле
ния ДНК-последовательности мишени необходимо, чтобы 
компоненты системы (нРНК и Cas9) сформировали ак
тивный эффекторный комплекс (Jinek et al., 2014; Jiang, 
Doudna, 2017). Так, посредством связывания петель  в 
шпильках на 3′-конце молекулы нРНК и аминокислотных 
остатков нуклеазного домена Cas9 происходят идентифи
кация сайта посадки нуклеазы и ее конформационное пре- 
образование, приводящее к индукции нуклеазной актив-
ности фермента (Wright et al., 2015). По сути, от компле
ментарности специфических последовательностей нРНК 
и Cas9 зависят термодинамическая стабильность ком-
плекса, и, следовательно, последующая эффективность 
разрезания ДНК-мишени (Anders et al., 2014). При анали
зе кристаллической структуры взаимодействия нуклеазы 
с дуплексом нРНК-ДНК (Nishimasu et al., 2014) выявле
но, что четыре пары нуклеотидов (п. н.) в петлях шпилек 
tetraloop и stem loop 2 нРНК выступают за пределы ри
бонуклеопротеинового комплекса нРНК/Cas9 и полно-
стью свободны от взаимодействия с боковыми цепями 
аминокислот Cas9 (Nishimasu et al., 2014; Konermann et 
al., 2015). Мы предположили, что замещение свободных 
петель нРНК аналогичными шпилечными структурами 
из других видов РНК не повлияет на функциональную 
активность всего комплекса. Уже было показано, что по-
добные модификации применяются для эпигенетической 
регуляции экспрессии ядерных генов (Mali et al., 2013; 
Konermann et al., 2015; Komor et al., 2017). Очевидно, что 
молекулу нРНК можно реконструировать и для манипу-
ляций с митохондриальным геномом.

В клетках с ядерной ДНК экспрессируется огромное 
количество молекул РНК, которые выполняют разнооб
разные функции. При этом известно, что в митохондрии 
способны импортироваться лишь единичные варианты 
РНК (Jeandard et al., 2019). Ввиду отсутствия общего 
мнения по поводу транспорта нуклеиновых кислот в ми-
тохондрии, вопрос о применении системы CRISPR/Cas9 

для супрессии мутаций мтДНК также остается спорным. 
Однако существует ряд опубликованных работ, утверж-
дающих наличие специфических детерминант целевого 
импорта цитозольных РНК в митохондрии. Впервые 
частичная локализация синтетических РНК, модифици-
рованных F- и D-доменами дрожжевой tRNALys (CUU), 
была продемонстрирована на митохондриях дрожжей в 
условиях стресса (Martin et al., 1979; Kamenski et al., 2007). 
С использованием данных шпилек другим ученым также 
удалось сконструировать рекомбинантные молекулы РНК, 
которые эффективно импортируются в митохондрии 
млекопитающих и там блокируют репликацию специфи
ческих молекул мтДНК (Comte et al., 2013; Tonin et al., 
2014). Аналогичные исследования, но с применением 
РНК-компонентов рибонуклеаз RP (Doersen et al., 1985; 
Holzmann et al., 2008) и MRP (Chang, Clayton, 1987), уча-
ствующих в митохондриальных матричных процессах 
млекопитающих, позволили предположить, что домены 
этих типов РНК могут также служить в качестве детерми-
нант целевого импорта в митохондрии (Wang et al., 2012). 
Все обнаруженные цитозольные РНК, транспортируемые 
в митохондрии, являются малыми, некодирующими и со-
держат палиндромные последовательности, образующие 
шпильки, ответственные за импорт РНК. Введение таких 
вторичных структур в последовательность нРНК, веро-
ятно, также может способствовать ее транспортировке в 
матрикс митохондрий. 

В настоящем исследовании впервые проведена рабо
та по модификации РНК-компонента системы CRISPR/
Cas9–нРНК для ее направленного импорта во внутри
митохондриальное пространство. Поскольку белковый 
компонент CRISPR/Cas9 ранее уже был адаптирован для 
импорта в матрикс митохондрий (Орищенко и др., 2016), 
перепрограммирование нРНК даст возможность манипу-
лировать уровнем гетероплазмии мтДНК в митохондриях 
млекопитающих.

Материалы и методы
Плазмидные конструкции. Фрагмент митохондриальной 
ДНК человека, включающий протоспейсер в гене mtND1, 
амплифицировали с применением ПЦР при использова
нии  праймеров L2797 5′-GTCCTAAACTACCAAACCT 
GC-3′ и H3733 5′-ATGATGGCTAGGGTGACTTC-3′ и 
высокоточной полимеразы Q5, согласно рекомендациям 
производителя. Подбор последовательности, направляю
щей РНК на целевой участок мтДНК, осуществляли 
in silico с помощью онлайн-платформы Benchling (https://
benchling.com/). Выбор нРНК с наименьшим числом по-
тенциальных неспецифических сайтов был произведен 
посредством онлайн-сервиса на сайте http://crispr.mit.
edu/. Карты плазмидных векторов нРНК с модификация

https://benchling.com/
https://benchling.com/
http://crispr.mit.edu/
http://crispr.mit.edu/
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ми построены при помощи программного обеспечения 
SnapGene (https://www.snapgene.com/). Все конструкции 
проанализированы in silico для предсказания вторичной 
структуры с использованием программы RNAfold из па-
кета ViennaRNA (Lorenz et al., 2011). Для сборки плазмид, 
экспрессирующих нРНК, олигонуклеотиды с перекрываю
щимися концами гибридизовали и встраивали в вектор 
экспрессии gRNA_Cloning Vector, любезно предоставлен
ный George Church (Addgene plasmid # 41824; http://n2t.
net/addgene:41824; RRID:Addgene_41824), методом бес-
шовной сборки по Гибсону. Сборку плазмид по методу 
Гибсона (NEB, США) осуществляли согласно инструкции 
фирмы-производителя. Правильность сборки конструк-
ций подтверждали секвенированием по методу Сэнгера.

Реакции in vitro расщепления ДНК-субстрата. На-
правляющие РНК транскрибировали in vitro с использо-
ванием набора быстрого высокоэффективного синтеза 
РНК HiScribe T7 согласно рекомендациям производителя 
(NEB E2050). Полученные нРНК очищали фенол-хлоро
формной экстракцией с последующим осаждением эта-
нолом. Концентрацию синтезированной РНК измеряли 
посредством спектрофотометра NanoDrop 2000C (Thermo 
Fisher Scientific) и затем разбавляли до рабочей концентра-
ции 300 нМ. Реакцию расщепления проводили в объеме 
30 мкл: 1 мкл 1 мкМ нуклеазы Cas9 (конечная концен-
трация ~30 нМ) Streptococcus pyogenes (NEB M0386L), 
3 мкл 10× реакционного буфера для нуклеазы Cas9 (NEB 
B0386A), 1 мкл 300 нМ нРНК. Конечный объем реакции 
доводили водой, не содержащей нуклеаз. После предва-
рительной инкубации в течение 10 мин при 25 °С в реак-
ционную смесь добавляли 1 мкл 30 нМ ДНК-субстрата 
и инкубировали при 37 °С в течение 45 мин. Реакции 
расщепления останавливали добавлением 1 мкл 20 мг/мл 
протеиназы К (NEB P8107S) и инкубировали в течение 
10 мин при комнатной температуре. Образовавшиеся 
продукты расщепления анализировали методом электро-
фореза в 1.5 % агарозном геле. Наличие фрагментов 678 и  
298 п. н. свидетельствовало о специфическом расщепле
нии ДНК-субстрата. Реакции in vitro расщепления прово-
дили в трех независимых повторах. Эффективность раз-
резания ДНК-субстрата определяли при количественной 
оценке ДНК в бэндах гель-денситометрией в программном 
обеспечении Image Lab (Bio-Rad, США). Достоверность 
различий средних значений оценивали с помощью t-кри
терия Стьюдента. Различия считались достоверными при 
уровне значимости p ≤ 0.05.

Результаты 
Дизайн модифицированных вариантов направляющей 
РНК. Для изучения влияния модификаций нуклеотидной 
последовательности направляющей РНК на активность 
системы CRISPR/Cas9 in vitro был проведен дизайн их 
первичной структуры. Поскольку петли tetralooр и stem 
loop 2 конститутивной части нРНК (рис. 1, а) частично 
выступают за пределы рибонуклеопротеинового ком-
плекса (Nishimasu et al., 2014), можно предположить, что 
введение модификаций в эти локусы не должно повлиять 
на аффинность связывания всего комплекса с целевой по-
следовательностью ДНК, а также на его функциональную 
активность. Поэтому нуклеотиды GAAA соответствую-
щих петель (tetralooр или stem loop 2) нРНК заменяли 

последовательностью нуклеотидов одной из четырех де- 
терминант импорта РНК в митохондрии: шпильки HD, HF, 
RP, MRP (см. рис. 1, б ) – во всех возможных конформаци
ях  (прямая, обратная, комплементарная, обратно-ком-
плементарная). В результате было получено 32 варианта 
нРНК со встройкой в структуру tetralooр или stem loop 2 
детерминант импорта РНК в митохондрии в разных кон-
формациях. Для каждого варианта модифицированной 
нРНК была предсказана вторичная структура с использо-
ванием веб-сервера RNAfold из пакета программного обе-
спечения ViennaRNA (Lorenz et al., 2011). Предсказанные 
in silico структуры модифицированных нРНК сравнивали 
с идеальной теоретической, в которой петли tetralooр или 
stem loop 2 не были изменены. Для каждой из детерминант 
импорта было отобрано по одной наиболее оптимальной 
конформации при встройке в каждую из петель tetralooр 
или stem loop 2 нРНК. Всего получено восемь вариантов 
модифицированных нРНК, вторичные структуры которых 
имели минимальные отличия от немодифицированной 
нРНК (см. таблицу). Варианты модифицированных нРНК 
клонировали в вектор gRNA-cloning vector. Вариант HF- SL  
клонировать не удалось из-за технических трудностей, ко
торые, вероятнее всего, связаны со вторичной структурой 
в нуклеотидной последовательности.

Анализ влияния модификаций нРНК на функцио-
нальную активность комплекса нРНК/Cas9 in vitro. 
Оценку функциональной активности комплекса нукле-
азы Cas9 с различными вариантами модифицированных 
нРНК проводили с использованием реакций in vitro рас-
щепления субстрата ДНК. В реакциях применяли нРНК, 
синтезированную при помощи in vitro транскрипции с 
РНК-полимеразой Т7, и коммерческую рекомбинантную 
нуклеазу Cas9 S. pyogenes. В качестве субстрата добав-
ляли двуцепочечный фрагмент ДНК длиной 976 п. н., 
амплифицированный посредством ПЦР. Протоспейсер 
подбирали таким образом, чтобы в случае успешного 
внесения комплексом нРНК/Cas9 двуцепочечного разрыва 
в ДНК-субстрат образовывалось два фрагмента длиной 
298 и 678 п. н. В качестве контроля проводили реакции in 
vitro расщепления с немодифицированной нРНК (NEG) и 
без добавления нРНК. Все реакции осуществляли в трех 
независимых повторах. Результаты электрофореза в ага-
розном геле продуктов реакций in vitro расщепления пред-
ставлены на рис. 2, а. При использовании всех вариантов 
модифицированных нРНК происходит специфическое 
расщепление ДНК-субстрата с образованием фрагментов 
ожидаемого размера. Таким образом, несмотря на вне-
сенные модификации в структуру направляющей РНК, 
комплекс нРНК/Cas9 сохраняет свою функциональную 
активность.

Количественную оценку эффективности разрезания 
ДНК-субстрата осуществляли посредством денсито-
метрии. Эффективность расщепления определяли по 
отношению плотности пикселей в полосах, соответству-
ющих расщепленному ДНК-субстрату, к исходному не-
разрезанному фрагменту (см. рис. 2, б). Эффективность 
разрезания ДНК-субстрата нуклеазой Cas9 в комплексе с 
немодифицированной РНК (NEG) составляет 67 %. Мо-
дификация нРНК путем встройки детерминанты импорта 
HD в прямой конформации в петлю stem loop 2 нРНК (ва-
риант HD-SLO) статистически значимо (p ≤ 0.05) снижала 

https://www.snapgene.com/
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Характеристика модифицированных направляющих РНК 

Модификация 
нРНК 

Расположение  
детерминанты импорта

Конформация  
детерминанты импорта

5’–3’ вторичная структура нРНК

NEG Без модификаций – (((((((.((((....))))...)))))))..................((((....)))).((((((...))))))
        Tetraloop                        Stem loop 2

MRP-TLR Tetralooр Обратная (((((((.((((....((((.....))))...))))...)))))))..................((((....)))).((((((...))))))

RP-TLO Tetralooр Прямая (((((((.((((.((((((((...))))))))))))...)))))))..................((((....)))).((((((...))))))

HD-TLO Tetralooр Прямая (((((((.((((((((........))))))))...)))))))..................((((....)))).((((((...))))))

HF-TLR Tetralooр Обратная (((((((.(((((((((......))))).))))...)))))))..................((((....)))).((((((...))))))

MRP-SLO Stem loop 2 Прямая (((((((.((((....))))...)))))))..........................((.......))..........((((((...))))))

RP-SLO Stem loop 2 Прямая (((((((.((((....))))...)))))))..................((..(((((((((...))))))))).)).((((((...))))))

HD-SLO Stem loop 2 Прямая (((((((.((((....))))...)))))))..................((((((((........)))))))).((((((...))))))

HF-SLO Stem loop 2 Прямая (((((((.((((....))))...)))))))..................((((.(((((......))))))))).((((((...))))))

Примечание. Вторичная структура нРНК представлена в виде точечно-скобочной модели. Каждый из символов соответствует основанию в нуклео-
тидной последовательности нРНК. Скобка обозначает спаренное основание в последовательности нРНК. Точками обозначены неспаренные основания, 
которые соответствуют петлям в структуре шпилек. Немодифицированные шпильки tetraloop и stem loop 2 выделены серым цветом.
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Рис. 1. Дизайн рекомбинантных молекул нРНК. 
а – организация комплекса ДНК-нРНК-Cas9, где петли tetraloop и stem loop 2 нРНК свободны от взаимодействия с нуклеазой; б – структура шпилек, пред-
положительно выступающих в качестве детерминант импорта РНК в митохондрии; в – пример замещения участков петель конститутивной части нРНК 
детерминантами импорта.
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эффективность расщепления ДНК-субстрата до 32 %, т. е. 
более чем в два раза по сравнению с немодифицирован-
ной РНК (NEG). Другие варианты модификаций нРНК 
не приводили к каким-либо статистически значимым из-
менениям в эффективности расщепления ДНК-субстрата.

Обсуждение
Система CRISPR/Cas9 произвела революцию в техно-
логиях редактирования ядерной ДНК и открыла новые 
возможности как для изучения фундаментальных био-
логических процессов, так и для разработки подходов 
лечения заболеваний человека. Адаптация CRISPR/Cas9 
для манипуляций с митохондриальной ДНК – цель многих 
лабораторий по всему миру (Verechshagina et al., 2019). 
Однако убедительно продемонстрировать эффективную 
работу подобной системы в митохондриях никому так и не 
удалось, причем существует мнение, что митохондрии, – 
возможно, единственные структуры, для которых адап-
тировать систему CRISPR/Cas9 не получится (Gammage 
et al., 2018).

Трудности с адаптацией системы для работы в мито-
хондриях прежде всего связаны с тем, что для импорта 
во внутреннее пространство митохондрии компонентам 
системы необходимо преодолеть барьер в виде внешней и 
внутренней митохондриальных мембран. В состав мито-
хондрий входит около 1500 тыс. белков, которые выполня-
ют разнообразные функции, и при этом только 13 из них 
закодированы в мтДНК и синтезируются непосредственно 
в митохондриях (Calvo, Mootha, 2010). Неудивительно, что 
существуют молекулярные механизмы импорта белков во 
все компартменты митохондрий, и они подробно изучены 
(Pfanner et al., 2019). Ранее нами (Орищенко и др., 2016), 
а также другими группами исследователей (Jo et al., 2015; 
Loutre et al., 2018; Bian et al., 2019) было показано, что 

добавление сигнала митохондриальной локализации с 
N-конца нуклеазы Cas9 приводит к эффективному импор-
ту Cas9 в матрикс митохондрий. Таким образом, один из 
компонентов системы CRISPR/Cas9 может быть доставлен 
во внутреннее пространство митохондрий.

Второй этап адаптации CRISPR/Cas9 системы для мо
дификаций мтДНК – импорт нРНК в митохондрии. К со-
жалению, в настоящее время молекулярные механизмы 
транспорта РНК через митохондриальные мембраны 
у млекопитающих не описаны, и нет единого мнения 
относительно того, какие РНК импортируются, какую 
функцию они выполняют в митохондриях и через какие 
каналы осуществляется транспорт. Поэтому разработка 
подходов импорта направляющей РНК в митохондрии – 
наиболее узкое место на пути адаптации системы.

Несмотря на это, существует большое количество ак
туальных публикаций, в которых экспериментально де
монстрируется импорт разнообразных типов РНК в ми
тохондрии (Rubio et al., 2008; Wang et al., 2010; Fan et al., 
2019; Jeandard et al., 2019). Как правило, детерминантой 
импорта в таких РНК является шпилечная структура 
типа стебель-петля. Показано, что шпильки HF и HD в 
транспортной РНК дрожжей Saccharomyces cerevisiae 
отвечают за импорт в митохондрии tRNALys CUU (tRK1). 
Добавление этих шпилек в структуру других РНК приво-
дило к импорту в митохондрии in vivo и восстановлению 
функций нарушенных патогенными мутациями в мтДНК 
(Kazakova et al., 1999; Kamenski et al., 2010; Gowher et al., 
2013; Tonin et al., 2014). Установлено также, что шпильки 
RP и MRP в структуре H1 РНК и 7-2 РНК соответственно, 
выполняют функции детерминант импорта в митохондрии 
(Wang et al., 2010; Noh et al., 2016; Markantone et al., 2018). 
Поэтому можно предположить, что добавление подоб
ных детерминант в структуру направляющей РНК позво

Рис. 2. Расщепление in vitro ДНК-субстрата нуклеазой Cas9 в комплексе с различными вариантами модифицированных нРНК. 
а – продукты реакций in vitro расщепления анализировали при использовании электрофореза в агарозном геле; б – эффектив-
ность расщепления ДНК-субстрата оценивали с помощью денситометрии; стандартное отклонение приведено для трех независи-
мых экспериментов. M – ДНК-маркер с шагом 100 п. н.; * значимые различия ( p ≤ 0.05) между средними значениями эффективности 
расщепления ДНК-субстрата нуклеазой Cas9 в комплексе с немодифицированной нРНК и с модифицированной нРНК.
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лит достичь ее эффективного импорта в матрикс мито- 
хондрий.

Ранее оба компонента системы CRISPR/Cas9 уже под
вергались многочисленным модификациям с целью уве
личения эффективности и специфичности системы, а так
же расширения функциональных возможностей. В на
правляющей РНК выделяют несколько структурных 
элементов: спейсер – участок длиной около 20 нуклеоти-
дов с 5′-конца нРНК, комплементарный целевой последо-
вательности ДНК в геноме, четыре шпильки – вторичные 
структуры РНК типа стебель-петля (tetraloop, stem loop 1 
или nexus, stem loop 2 и stem loop 3), причем в структуре 
шпильки tetraloop выделяют нижний стебель, выступ 
и верхний стебель (Briner et al., 2014; Nishimasu et al., 
2014). С помощью направленного мутагенеза выявлено, 
что выступ и stem loop 1 (nexus) – ключевые элементы в 
структуре нРНК, необходимые для активности системы 
CRISPR/Cas9. В свою очередь, верхний стебель в шпильке 
tetraloop и шпилька stem loop 2 могут быть значительно 
модифицированы или даже полностью удалены из нРНК, 
и при этом активность комплекса нРНК/Cas9 сохраняется 
(Briner et al., 2014; Konermann et al., 2015). Более того, 
при увеличении длины шпилек tetraloop и stem loop 2 
повышались стабильность нРНК и эффективность сбор-
ки комплекса нРНК и неактивной нуклеазы Cas9 (Ma et 
al., 2016; Shao et al., 2016). Поэтому мы предположили, 
что внесение детерминант митохондриального импорта 
именно в эти структуры нРНК приведет к ее митохондри-
альной локализации и не повлияет на функциональную 
активность комплекса нРНК/Cas9.

В нашей работе шпильки HD, HF, RP и MRP были 
встроены в структуру tetraloop или stem loop 2 нРНК в раз-
нообразных конформациях. Влияние модификаций нРНК 
на функциональную активность комплекса нРНК/ Cas9 
оценивали посредством реакций in vitro расщепления 
субстрата ДНК. При использовании всех вариантов моди-
фицированной нРНК происходило специфическое расще-
пление ДНК-субстрата (см. рис. 2, а), что указывает на то, 
что введенные нами модификации не нарушают процесс 
формирования комплекса нРНК/Cas9, специфичность 
связывания комплекса с ДНК-субстратом, а также нукле-
азную активность Cas9. Однако необходимо отметить, что 
некоторые из модификаций нРНК приводили как к уве-
личению, так и к снижению эффективности расщепления 
ДНК-субстрата комплексом нРНК/ Cas9. Это может быть 
связано с влиянием модификаций на стабильность нРНК, 
эффективность формирования комплекса нРНК/Cas9, а 
также нуклеазную активность Cas9 (Nowak et al., 2016).

В работе (Loutre et al., 2018) был применен аналогичный 
подход для импорта нРНК в матрикс митохондрий, только 
детерминанты импорта были добавлены на 5′- либо 3′-ко-
нец нРНК. В случае модификации 3′-конца активность 
комплекса нРНК/Cas9 in vtiro была сравнимой с активно-
стью комплекса при использовании немодифицированной 
РНК, тогда как при модификации 5′-конца активность 
комплекса значительно снижалась. Сокращение активно-
сти комплекса нРНК/Cas9 при использовании в реакциях 
in  vitro нРНК с модифицированным 5′-концом, скорее 
всего, связано с процессированием и деградацией 5′-конца 
модифицированной нРНК, что было продемонстрировано 
ранее для нРНК с увеличенным районом спейсера, а также 

встройкой с 5′-конца MS2 и PP7 шпилек (Ran et al., 2013; 
Zalatan et al., 2015; Nowak et al., 2016). Модификация 
3′-конца также может негативно сказываться на уровне 
экспрессии и стабильности нРНК, что, в свою очередь, 
повлияет на активность комплекса нРНК/Cas9 (Zalatan 
et al., 2015).

Заключение
Таким образом, оптимальным местом для модификации 
нРНК и, в частности, встройки детерминант импорта в 
митохондрию являются шпильки tetraloop и stem loop 2. 
Однако все варианты модификаций необходимо тести
ровать не только in vitro, но и in vivo на клеточных ли
ниях, анализируя как активность комплекса нРНК/ Cas9, 
так и эффективность импорта обоих компонентов в ми
тохондрии. 
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Аннотация. При проведении многочисленных и разнообразных молекулярно-цитогенетических исследо-
ваний микродиссекционные ДНК-библиотеки и ДНК-пробы зарекомендовали себя как надежный и эффек-
тивный инструмент как в диагностике и анализе хромосомных патологий человека, так и в работах, посвя-
щенных изучению реорганизации хромосом в ходе кариотипической эволюции. Важным преимуществом 
микродиссекционных ДНК-проб перед хромосомоспецифичными ДНК-пробами, полученными с помощью 
хромосомного сортинга, является возможность их приготовления из хромосомного материала индивидуаль-
ных животных без дополнительного этапа создания клеточных культур, предназначенных для производства 
большого числа метафазных хромосом. Одно из основных условий успешного использования микродиссек-
ционной техники – идентификация целевой хромосомы на препаратах метафазных хромосом, что позволяет, 
используя микроманипуляционную технику, осуществлять сбор непосредственно ее материала с цитологи-
ческих препаратов. В настоящей работе предложена технология создания ДНК-проб для индивидуальных 
хромосом даже в том случае, когда рутинное окрашивание не дает провести их надежную идентификацию. 
Представленный подход апробирован при получении наборов хромосомоспецифичных ДНК-проб для хро-
мосом двух видов свободноживущих плоских червей рода Macrostomum – M. mirumnovem и M. cliftonensis. 
Кариотипы этих видов содержат три пары мелких, близких по размеру метацентрических хромосом, надеж-
ная идентификация которых после окрашивания красителем Гимза оказалась невозможной. Раздельный 
сбор всех метафазных хромосом из одной метафазной пластинки с последующей амплификацией их ДНК 
позволил создать ДНК-пробы, специфически окрашивающие исходные хромосомы при проведении даже ча-
стичной супрессионной гибридизации in situ. При анализе результатов такой супрессионной гибридизации 
in situ идентифицированы хромосомы, из которых были получены ДНК-пробы. Последующее пулирование 
ДНК-проб, созданных из гомологичных хромосом, способствовало увеличению интенсивности их специфи-
ческого окрашивания при проведении их супрессионной гибридизации in situ. Это, в свою очередь, обеспе-
чило возможность успешного применения предлагаемого подхода в экспериментах, посвященных изучению 
кариотипической эволюции в роде Macrostomum, а также при анализе хромосомных перестроек, имеющих 
место в лабораторных культурах M. mirumnovem.
Ключевые слова: микродиссекция метафазных хромосом; микродиссекционные ДНК-пробы; флуоресцентная 
in situ гибридизация; сиквенс-независимая полимеразная цепная реакция.
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Abstract. Application of microdissected DNA libraries and DNA probes in numerous and various modern molecu-
lar cytogenetic studies showed them as an efficient and reliable tool in the analysis of chromosome reorganiza-
tion during karyotypic evolution and in the diagnosis of human chromosome pathology. An important advantage 
of DNA probe generation by metaphase chromosome microdissection followed by sequence-independent poly-
merase chain reaction in comparison with the method of DNA probe generation using chromosome sorting is the 
possibility of DNA probe preparation from chromosomes of an individual sample without cell line establishment 
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for the production of a large number of metaphase chromosomes. One of the main requirements for successful 
application of this technique is a possibility for identification of the chromosome of interest during its dissection 
and collection of its material from metaphase plates spread on the coverslip. In the present study, we developed 
and applied a technique for generation of microdissected DNA probes in the case when chromosome identification 
during microdissection appeared to be impossible. The technique was used for generation of two sets of Whole 
Chromosome Paints (WCPs) from all chromosomes of two species of free-living flatworms in the genus Macrosto-
mum, M. mirumnovem and M. cliftonensis. The single-copy chromosome technique including separate collection 
of all chromosomes from one metaphase plate allowed us to generate WCPs that painted specifically the original 
chromosome by Chromosome In Situ Suppression Hybridization (CISS-Hybridization). CISS-Hybridization allowed 
identifying the original chromosome(s) used for DNA probe generation. Pooled WCPs derived from homologous 
chromosomes increased the intensity and specificity of chromosome painting provided by CISS-Hybridization. 
In the result, the obtained DNA probes appeared to be good enough for application in our studies devoted to analy-
sis of karyotypic evolution in the genus Macrostomum and for analysis of chromosome rearrangements among the 
worms of laboratory cultures of M. mirumnovem.
Key words: metaphase chromosome microdissection; Whole Chromosome Paints; FISH; sequence-independent 
polymerase chain reaction.
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Введение
Сравнительная цитогенетика как отдельное направление 
в биологии возникла практически сразу после  разра-
ботки методов приготовления качественных препаратов 
метафазных хромосом. Ее прогресс во многом обуслов-
лен развитием методов идентификации хромосом и 
хромосомных районов. Начиная с 1970-х гг. для сравни-
тельного цитогенетического анализа хромосом разных 
видов млекопитающих и птиц успешно использовали 
технику GTG-дифференциального окрашивания хромо-
сом (Graphodatsky et al., 2000). Следующим этапом было 
использование локализации в хромосомах гомологичных 
генов в качестве маркеров гомеологических хромосом и 
хромосомных районов у разных видов млекопитающих. 
Первые исследования были основаны на результатах 
определения хромосомной локализации генов с по-
мощью панелей межвидовых гибридов соматических 
клеток (Rubtsov et al., 1981) и сравнения паттернов GTG-
окрашивания хромосом, содержащих гомеологичные гены 
(Rubtsov et al., 1988). 

Значительный прогресс в сравнительной цитогенетике 
оказался связан с разработкой методов гибридизации 
нуклеиновых кислот in situ, которые позволили прово-
дить локализацию клонированных фрагментов ДНК с 
точностью до небольшого района хромосомы, а затем и 
специфически окрашивать целые хромосомы и протя
женные хромосомные районы (Nesterova et al., 1991). 
Одним из ключевых моментов в развитии сравнительной 
цитогенетики оказалась разработка методов создания 
цельнохромосомных ДНК-проб, супрессионная гибриди-
зация in situ которых полностью и специфично окраши-
вала исходные хромосомы и гомеологичные хромосомы 
и их районы в хромосомах других видов (Ferguson-Smith, 
Trifonov, 2007). В настоящее время такие цельнохромо-
сомные ДНК-пробы получают либо из сортированных с 
помощью проточной цитометрии метафазных хромосом, 
либо из хромосом, собранных из распластанных на стекле 
метафазных пластинок, амплификацией ДНК собранных 
хромосом в полимеразной цепной реакции с частично 
вырожденным праймером MW6 или с помощью специа

лизированных китов WGA (whole genome amplification). 
Качество таких цельнохромосомных ДНК-проб зави-
сит как от эффективности амплификации собранного 
хромосомного материала, числа копий хромосом, ДНК 
которых используется на старте такой амплификации, 
так и от сохранности ДНК собираемого хромосомного 
материала. Если при применении хромосомного сортинга 
высокое качество цельнохромосомных ДНК-проб может 
быть достигнуто сбором тысяч хромосомных копий, то 
в случае микродиссекции их число не может быть велико 
из-за большой трудоемкости этой процедуры, а пробле-
мы идентификации целевой хромосомы могут сделать 
использование микродиссекционной технологии еще 
более проблематичной.

С проблемой идентификации рутинно окрашенных 
хромосом мы столкнулись при молекулярно-цитогене-
тическом анализе хромосом свободноживущих червей 
рода Macrostomum. В соответствии с их кариотипами 
виды рода Macrostomum могут быть разделены на три 
группы. Описание двух групп видов с кариотипами 2n = 6 
и 2n  =  12, состоящими из мелких метацентрических 
хромосом, предполагает, что в их эволюции могла иметь 
место недавняя полная дупликация генома. Эта гипотеза 
хорошо согласуется с результатами молекулярно-цитоге-
нетического анализа асимметричных кариотипов видов 
M. lignano и M. janickei, в кариотипах которых были вы-
явлены четкие следы недавно прошедшей полногеномной 
дупликации (Zadesenets et al., 2017a, b). Кроме удвоения 
генома в их эволюции имели место слияния одного гапло-
идного набора предковых хромосом в единую крупную 
метацентрическую хромосому (Zadesenets et al., 2017a, b). 

Гипотеза об удвоении числа хромосом в результате 
полногеномной дупликации может быть проверена со
зданием ДНК-проб из индивидуальных хромосом вида 
с кариотипом 2n = 12 и дальнейшего проведения их 
супрессионной гибридизации in situ с метафазными 
хромосомами этого вида. Специфическое окрашивание 
в таком эксперименте двух пар паралогичных хромосом 
цельнохромосомными ДНК-пробами свидетельствовало 
бы о недавнем удвоении генома предкового вида. Проб
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лемой создания необходимых для проведения такого 
исследования ДНК-проб является сходство морфологии 
всех хромосом у известных в настоящее время видов с 
кариотипом 2n = 12 (Zadesenets et al., 2020). 

Нами проводятся кариотипирование новых видов 
рода Macrostomum, которые могли бы быть вовлечены в 
такие исследования, а также разработка методов создания 
ДНК-проб, специфично окрашивающих индивидуальные 
хромосомы видов, кариотип которых состоит из морфо-
логически неразличимых хромосом. Настоящая работа 
посвящена решению этой задачи.

Материалы и методы
Лабораторные культуры свободноживущих червей. 
В  работе использованы лабораторные культуры видов 
M. cliftonensis и M. mirumnovem, любезно предоставлен-
ные L. Schärer (Зоологический институт Университета 
Базеля, Швейцария). Кариотип M. cliftonensis (2n = 6) 
состоит из трех пар маленьких метацентрических хро-
мосом, близких по размеру и морфологии (Zadesenets et 
al., 2020). Кариотипирование M. mirumnovem выявило 
высокое кариотипическое разнообразие, с наиболее часто 
встречающимся кариотипом (2n = 9) (Zadesenets et al., 
2020). В настоящем исследовании взяты только особи с 
этим кариотипом. 

Приготовление препаратов метафазных хромосом. 
При кариотипировании индивидуальных червяков (дли
на взрослой особи варьирует, в зависимости от вида, от 
0.5 до 1 мм) препараты метафазных хромосом готовили 
согласно разработанному ранее протоколу кариотипиро
вания индивидуальных особей (Zadesenets et al., 2016). 
Для описания кариотипа анализировали не менее 10 ме- 
тафазных пластинок. Препараты для проведения микро-
диссекции готовили из 100 особей в соответствии со 
стандартным протоколом приготовления препаратов ме
тафазных хромосом, разработанным ранее. Препараты 
делали на чистых влажных холодных покровных стеклах 
(60 мм × 24 мм × 0.17 мм) (Zadesenets et al., 2016).

Окрашивание метафазных хромосом. Метафазные 
хромосомы для рутинного кариотипирования окраши-
вали красителем DAPI (4ʹ,6-diamidino-2-phenylindole) 
(VectaShield, США) в соответствии со стандартным про-
токолом. Метафазные хромосомы для микродиссекции 
окрашивали 0.1 % красителем Гимза (Sigma) в течение 
трех мин при комнатной температуре, затем ополаскивали 
в дистиллированной воде и слегка подсушивали. После 
подсушивания хромосомы должны были оставаться до-
статочно мягкими и легко резаться оттянутой стеклянной 
иглой.

Микроскопический анализ. Микроскопические изо
бражения окрашенных метафазных хромосом и резуль
таты флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) реги-
стрировали с помощью CCD-камеры, установленной на 
люминесцентном микроскопе Axioplan 2 (ZEISS, Герма
ния). Для микроскопического анализа хромосом, окрашен-
ных красителем DAPI, и результатов FISH использовали 
комплекты фильтров #49, #10 и #15 (ZEISS, Германия). 
Для регистрации и анализа микроскопических изобра-
жений применяли программное обеспечение AxioVision 
(ZEISS, Германия) или ISIS4 (METASystems GmbH, Гер-

мания). Микроскопический анализ проводили в Центре 
коллективного пользования микроскопического анализа 
биологических объектов СО РАН в Институте цитологии 
и генетики (ИЦиГ СО РАН, Новосибирск, РФ).

Микродиссекция метафазных хромосом и получе-
ние микродиссекционных ДНК-проб. Основы техники 
микродиссекции метафазных хромосом видов рода Mac­
rostomum и сиквенс-независимой амплификации ДНК 
диссектированного материала для получения ДНК-проб 
в основном были описаны ранее (Zadesenets et al., 2016, 
2017a, b). То есть для микродиссекции использовали 
полные метафазные пластинки, хромосомы в которых 
были хорошо распластаны, отсутствовали контакты и на
легания хромосом. Положение хромосом в метафазной 
пластинке позволяло собрать материал всех хромосом в 
отдельные пробирки, не касаясь других хромосом. Для 
микродиссекции хромосом вида M. mirumnovem были 
взяты особи с кариотипом 2n = 9 (одна самая крупная 
метафазная хромосома – MMI1, пара крупных метацен- 
триков – MMI2 и три пары мелких метацентрических 
хромосом MMI3–MMI5). Материал диссектированной 
хромосомы под микроскопическим контролем перено-
сили в 40 нл реакционной смеси (Zadesenets et al., 2016), 
помещенные в оттянутый силиконизированный носик пи-
петки Пастера. Микроскопический контроль гарантировал 
надежный и полный перенос материала. Затем материал 
помещали в готовую реакционную смесь объемом 10 мкл 
в 0.5 мл пробирке. Далее подготовку ДНК к амплифика-
ции и саму амплификацию выполняли согласно ранее 
описанному протоколу (Zadesenets et al., 2016, 2017a, b). 
После завершения полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
полученный продукт метили в 20 дополнительных цик
лах ПЦР в присутствии дезоксинуклеотидтрифосфа-
тов, коньюгированных с флуорохромами: Flu-12-dUTP 
[fluorescein-5(6)-carboxamidocaproyl-[5(3-aminoallyl)2′-
deoxyuridine-5′-Triphosphate] (Biosan, Новосибирск, Рос-
сия) или TAMRA-5-dUTP (5-tetramethylrhodamine-dUTP) 
(Biosan), используя Whole Genome Amplification 3 Kit 
(WGA3, Sigma-Aldrich, США) (Zadesenets et al., 2016, 
2017a, b). Пары ДНК-проб, полученных из гомологичных 
хромосом, определяли проведением супрессионной гиб
ридизации in situ с хромосомами исходного вида. 

Супрессионная гибридизация in situ с метафазными 
хромосомами M. cliftonensis и M. mirumnovem.  Из-за 
очень небольшого размера особей M. cliftonensis и M. mi­
rumnovem (длина взрослой особи не превышает 1.22 и 
1.17 мм соответственно) (Schärer et al., 2020) получение 
достаточного количества Cot1/Cot2 ДНК (фракция вы
сокоповторенной ДНК) для проведения полноценной су-
прессионной гибридизации in situ с цельнохромосомными 
ДНК-пробами не представляется возможным. Ранее нами 
была разработана модификация супрессионной гибриди-
зации in situ для использования с микродиссекционными 
ДНК-пробами хромосом червей рода Macrostomum (Zade-
senets et al., 2017a, b, 2020). Такой вариант супрессионной 
гибридизации in situ давал специфическое окрашивание 
эухроматиновых районов исходной хромосомы, более ин
тенсивный сигнал в районах структурного гетерохромати-
на, обогащенных повторенными последовательностями, 
гомологичными ДНК, входящей в состав используемой 
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ДНК-пробы, и менее интенсивное окрашивание районов 
других хромосом, содержащих диспергированные по-
вторенные последовательности.

Результаты и обсуждение
Хромосомы лабораторной аутбредной культуры чер
вей M. cliftonensis. Перед проведением микродиссекции 
для получения цельнохромосомных ДНК-проб из хро
мосом M. cliftonensis было проведено повторное карио
типирование 100 особей лабораторной культуры, под
держиваемой в ИЦиГ СО РАН. Установлено, что все 
проанализированные метафазные пластинки у всех иссле-
дованных особей имели стандартный для M. cliftonensis 
кариотип 2n = 6, состоящий из трех пар метацентрических 
хромосом (рис. 1).

Создание и тестирование цельнохромосомных ми-
кродиссекционных ДНК-проб из хромосом M. clifto­
nensis. Для генерации цельнохромосомных ДНК-проб 
из хромосом M. cliftonensis на покровном стекле (60 мм × 
× 2  мм × 0.17 мм) был приготовлен препарат метафаз-

ных хромосом. После его высушивания он был ополоснут 
в фосфатном буфере (рН = 7.2) и немедленно покрашен 
красителем Гимза, подсушен так, чтобы метафазные хро-
мосомы оставались мягкими, легко собирались со стекла 
оттянутой силиконизированной стеклянной иглой, управ-
ляемой микроманипулятором, не разваливаясь на фрагмен-
ты. Такой вариант подготовки хромосом для микродиссек-
ции уменьшал деградацию ДНК и позволял проводить ко-
личественный сбор хромосомного материала. Поочередно 
все хромосомы с выбранной метафазной пластинки были 
собраны и перенесены в коллекционные капли в оттяну
тых силиконизированных кончиках пастеровских пипе
ток (диаметр оттянутого кончика составлял около 40 мкм).  
Микродиссекцию проводили на инвертированном микро-
скопе AxioVert10, оборудованном двумя микроманипуля-
торами, один из которых управлял оттянутой стеклянной 
иглой, а другой служил для позиционирования пастеров-
ской пипетки с оттянутым кончиком во время переноса 
диссектированного материала. Для обеспечения опти-
мального по направлению подвода иглы к диссектируемой 
хромосоме на микроскопе был установлен вращающий- 
ся скользящий столик (ZEISS, Германия). После переноса 
диссектированного материала хромосом в пастеровские 
пипетки материал помещали в пробирки в 10 мкл реакци-
онной смеси (Zadesenets et al., 2016). Для гарантии пол-
ного переноса материала оттянутый кончик пастеровской 
пипетки обламывали в пробирке. Далее подготовку ДНК 
для амплификации и саму амплификацию осуществля-
ли согласно стандартному протоколу (Zadesenets et al., 
2016, 2017a, b, 2020). Продукт ПЦР метили и проводили 
двухцветную супрессионную гибридизацию in situ для 
оценки качества ДНК-проб и определения ДНК-проб, 
полученных из гомологичных хромосом.

Все полученные ДНК-пробы при проведении супрес-
сионной гибридизации in situ окрашивали хромосомы 
соответствующей исходной пары, а также давали сигнал 
в прицентромерных районах других хромосом (рис. 2), 
что объясняется неполной супрессией гибридизации по
вторенных последовательностей. ДНК-библиотеки, при-
готовленные из материала гомологичных хромосом, были 
объединены. ДНК-пробы, приготовленные на основе 
таких объединенных ДНК-библиотек, при проведении 
супрессионной гибридизации in situ давали более интен-
сивный и более специфический сигнал на исходной хро-
мосоме. Они также продолжали более интенсивно окра-
шивать прицентромерные районы остальных хромосом. 
Интенсивность окрашивания эухроматиновых районов 
других хромосом не увеличилась. Проведение двухцвет-
ной супрессионной гибридизации in situ полученных 
ДНК-проб не выявило транслокаций хромосомных райо
нов у M. cliftonensis, подтверждая заключение о высокой 
стабильности кариотипа M. cliftonensis, сделанное на 
основании результатов рутинного кариотипирования.

Создание и тестирование цельнохромосомных ДНК-
проб из хромосом M. mirumnovem. Так как особи вида 
M. mirumnovem показали высокое кариотипическое раз-
нообразие (Zadesenets et al., 2020), то для создания ДНК-
проб были выбраны хромосомы метафазной пластинки, 
соответствующей наиболее часто встречающемуся ка-
риотипу 2n = 9 (рис. 3). При создании микродиссекцион

Рис. 1. Кариотип M. cliftonensis (2n = 6), состоящий из трех пар мета-
центрических хромосом со схожими размерами и морфологией.

MCL1 MCL2 MCL3
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Рис. 2. Флуоресцентная гибридизация in situ цельнохромосомных 
ДНК-проб, специфичных хромосомам 1 (красный сигнал) и 3 (зеле-
ный сигнал) M. cliftonensis с метафазными хромосомами M. cliftonensis. 
Цифрами указаны номера хромосом.

Рис. 3. Кариотип M. mirumnovem (2n = 9), состоящий из трех крупных 
хромосом MMI1–MMI2 и трех пар мелких хромосом MMI3–MMI5.
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ных ДНК-проб были соблюдены те же принципы и 
технические решения, которые были реализованы при 
получении цельнохромосомных ДНК-проб из хромосом 
M. cliftonensis. Отдельно был собран материал всех девяти 
хромосом метафазной пластинки, амплификацией их ДНК 
получены ДНК-пробы, проведена FISH с метафазными 
хромосомами M. mirumnovem и определены пары ДНК-
проб, специфичные гомологичным хромосомам. Такие 
микродиссекционные ДНК-библиотеки были объединены 
и в дальнейшем использованы для производства цельно
хромосомных ДНК-проб. В  результате комплект ДНК-
проб включал четыре цельнохромосомные ДНК-пробы 
из пар хромосом MMI2–MMI5 и ДНК-пробу из одной 
копии хромосомы MMI1.

Цельнохромосомные ДНК-пробы, полученные из ма
леньких метацентрических хромосом MMI3–MMI5, ин
тенсивно и специфически окрашивали исходные хромо-
сомы, давали сигнал в прицентромерных районах других 
хромосом, слабо неспецифически окрашивали эухромати-
новые районы других маленьких метацентриков. Однако 
паттерн окрашивания крупных хромосом оказался более 
сложным. Супрессионная in situ гибридизация ДНК-проб 
из хромосом MMI3–MMI5 неравномерно и менее интен-
сивно окрашивала разные районы хромосомы MMI2, и 
еще менее интенсивно и равномерно – разные районы 
хромосомы MMI1 (рис. 4).

Супрессионная гибридизация in situ ДНК-проб, полу
ченных из хромосом MMI1 и MMI2, интенсивно окра
шивала исходные хромосомы. Однако окрашивание хро
мосом было неравномерным. На слабоконденсированных 
хромосомах участки интенсивной флуоресценции чере-
довались с менее интенсивно окрашенными районами. 
Неожиданным результатом является очень слабый флуо-
ресцентный сигнал, который супрессионная гибридизация 
in situ микродиссекционных ДНК-проб, происходящих из 

крупных метацентрических хромосом, дала на мелких 
метацентрических хромосомах. Мы полагаем, что полу-
ченные паттерны окрашивания хромосом M. mirumnovem 
указывают на имевшую место в эволюционном сценарии 
этого вида полногеномную дупликацию с последующей 
реорганизацией генома, возможно, ведущей к его реди-
плоидизации. Сходный сценарий геномной и кариотипи-
ческой эволюции ранее описан для другой филогенети-
ческой линии этого рода, включающей виды M. lignano 
и M. janickei (Schärer et al., 2020; Zadesenets et al., 2020).

Заключение
Предложенный и опробованный подход получения цель-
нохромосомных ДНК-проб позволил создать ДНК-пробы, 
эффективно выявляющие материал исходных хромосом, 
а также паралогичные районы хромосом, возникшие в 
результате недавней полногеномной дупликации и по-
следующей реорганизации хромосом.
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Аннотация. Клеточная миграция – важный морфогенетический процесс, необходимый на разных этапах индивиду-
ального развития и функционирования организма. Инициация и поддержание состояния движения клеток требуют 
активации множества факторов, участвующих в регуляции транскрипции, преобразованиях сигналов, адгезивных 
взаимодействиях, модуляциях мембран и цитоскелета. Однако клеточная миграция зависит не только от статуса 
клеток, способных к активному движению, но и от состояния окружающих клеток, с которыми взаимодействуют дви-
жущиеся клетки. Окружающие клетки или матрикс не просто формируют субстрат для перемещения, но могут также 
участвовать в пространственно-временной регуляции миграции. В настоящее время нет точных представлений о 
генетических механизмах этой регуляции. Чтобы определить роль клеточного окружения в регуляции индивиду-
альной клеточной миграции, в настоящей работе мы изучали миграцию клеток зародышевой линии (КЗЛ) в раннем 
эмбриогенезе Drosophila melanogaster. В норме, КЗЛ обособляются на 3-й стадии эмбриогенеза на заднем полюсе 
эмбриона. Во время гаструляции (6–7-я стадии) КЗЛ в виде консолидированной группы пассивно перемещаются 
внутрь эмбриона и оказываются в кармане первичной кишки. Далее КЗЛ индивидуализируются, приобретают аме-
боидную форму, активно перемещаются сквозь эпителий кишки и мигрируют в 5–6-й брюшные сегменты эмбриона, 
где формируют парные первичные гонады. Мы провели скрининг генов, экспрессирующихся в окружающем КЗЛ 
эпителии в раннем эмбриогенезе и влияющих на их миграцию. Выявили гены myc, Hph, stat92E, Tre-1 и hop, РНК-
интерференция которых приводит к преждевременной активной миграции КЗЛ на 4–7-й стадиях эмбриогенеза. 
Эти гены можно разделить на две группы: модуляторы активности JAK/STAT сигнального каскада, индуцирующего 
миграцию в КЗЛ, – гены stat92E, Tre-1, hop, и гены, вовлеченные в морфогенез и поляризацию эпителия, т. е. модифи-
цирующие проницаемость эпителиального барьера, – myc, Hph. Так как снижение количества продуктов каждого из 
этих генов приводило к преждевременной миграции КЗЛ, то можно сделать вывод, что в норме на ранних стадиях 
эмбриогенеза соматическое окружение негативно регулирует миграцию клеток зародышевой линии.
Ключевые слова: Drosophila melanogaster; эмбриогенез; клетки зародышевой линии; миграция клеток; формирова-
ние эмбриональных гонад.
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Abstract. Cell migration is an important morphogenetic process necessary at different stages of individual development 
and body functioning. The initiation and maintenance of the cell movement state requires the activation of many factors 
involved in the regulation of transcription, signal transduction, adhesive interactions, modulation of membranes and the 
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cytoskeleton. However, cell movement depends on the status of both migrating and surrounding cells, interacting with 
each other during movement. The surrounding cells or cell matrix not only form a substrate for movement, but can also 
participate in the spatio-temporal regulation of the migration. At present, there is no exact understanding of the genetic 
mechanisms of this regulation. To determine the role of the cell environment in the regulation of individual cell migration, 
we studied the migration of primordial germline cells (PGC) during early embryogenesis in Drosophila melanogaster. Nor-
mally, PGC are formed at the 3rd stage of embryogenesis at the posterior pole of the embryo. During gastrulation (stages 
6–7), PGC as a consolidated cell group passively transfers into the midgut primordium. Further, PGC are individualized, 
acquire an amoeboid form, and actively move through the midgut epithelium and migrate to the 5–6 abdominal segment 
of the embryo, where they form paired embryonic gonads. We screened for genes expressed in the epithelium surrounding 
PGC during early embryogenesis and affecting their migration. We identified the myc, Hph, stat92E, Tre-1, and hop genes, 
whose RNA interference leads to premature active PGC migration at stages 4–7 of embryogenesis. These genes can be di-
vided into two groups: 1) modulators of JAK/STAT pathway activity inducing PGC migration (stat92E, Tre-1, hop), and 2) myc 
and Hph involved in epithelial morphogenesis and polarization, i. e. modifying the permeability of the epithelial barrier. 
Since a depletion of each of these gene products resulted in premature PGC migration, we can conclude that, normally, the 
somatic environment negatively regulates PGC migration during early Drosophila embryogenesis.
Key words: Drosophila melanogaster; embryogenesis; germline cells; cell migration; embryonic gonad development.
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Введение
Клеточная миграция – важный морфогенетический про-
цесс, необходимый на разных этапах индивидуального 
развития и функционирования организма. Масштабная 
миграция клеток происходит во время формирования за­
родышевых слоев, затем на этапе закладки и последую-
щего формирования органов и тканей (Aman, Piotrowski, 
2010; Schumacher, 2019). Некоторые дифференцирован-
ные клетки также сохраняют способность к миграции 
при выполнении своих специализированных функций 
(Ratheesh et al., 2015; Barros-Becker et al., 2017; Shapouri-
Moghaddam et al., 2018). Инициация и поддержание со-
стояния движения клеток требуют активации множества 
факторов, участвующих в регуляции транскрипции, пре-
образованиях сигналов, адгезивных взаимодействиях, 
модуляциях мембран и цитоскелета (Devreotes, Horwitz, 
2015). Молекулярно-генетическая природа этих процессов 
эволюционно консервативна и имеет высокую гомологию 
в клеточных типах и у разных организмов. Поэтому раз-
личные аспекты клеточной миграции и механизмы ее ре-
гуляции эффективно изучаются на модельных организмах 
как in vivo, так и in vitro. Одной из таких моделей является 
эмбрион Drosophila melanogaster (Reig et al., 2014). 

Эмбрион дрозофилы на ранних этапах развития пред-
ставляет собой синцитий. В течение первых 15 мин (1-я 
стадия эмбриогенеза) происходит слияние мужского и 
женского пронуклеусов, сопровождающееся 13 раундами 
эмбриональных митозов. На 3-й стадии развития эмбрио­
на обособляются первые клетки – клетки зародышевой 
линии (КЗЛ), которые формируются на заднем полюсе 
эмбриона в области половой плазмы. Остальные ядра про-
должают дробление и только на 5-й стадии эмбриогенеза 
приобретают клеточные мембраны в процессе целлюля-
ризации. В течение гаструляции группа тесно связанных 
между собой КЗЛ пассивно перемещается с заднего по-
люса внутрь эмбриона за счет инвагинации клеточного 
слоя будущей эндодермы и, таким образом, оказывается в 
кармане первичной кишки. На 10-й стадии эмбриогенеза 
КЗЛ в кармане первичной кишки теряют межклеточные 

контакты, индивидуализируются и приобретают амебоид­
ную форму. Одновременно в клетках первичной кишки 
активируется процесс эпителиально-мезенхимального 
перехода, в результате которого они частично теряют 
апикально-базальную поляризацию, сопровождающуюся 
ослаблением межклеточных контактов. Эти процессы 
позволяют КЗЛ активно перемещаться сквозь стенки 
первичной кишки и мигрировать в область формирования 
первичных гонад. В ходе активной миграции КЗЛ разде-
ляются на две группы, которые в 5-м брюшном сегменте 
эмбриона объединяются с мезодермальными клетками и 
формируют парные эмбриональные гонады (Dansereau, 
Lasko, 2008; Richardson, Lehmann, 2010).

Мы показали, что транскрипционный фактор GAGA 
(GAF) участвует в регуляции миграции КЗЛ в раннем эмб­
риогенезе (Дорогова и др., 2016). У мутантов по гену Trl, 
кодирующему GAF, КЗЛ в раннем эмбриогенезе вместо 
пассивного перемещения консолидированной группой 
начинают активно мигрировать с заднего полюса внутрь 
эмбриона. При этом КЗЛ теряют округлую форму, у них 
возникают выросты цитоплазмы, подобные ламеллоподи-
ям, они хаотично двигаются, не участвуя в итоге в фор-
мировании гонад. Нами было показано, что в самих КЗЛ 
белок GAF отсутствует, а эффект их преждевременной 
миграции в раннем эмбриогенезе зависит от экспрессии 
Trl в соматических клетках, окружающих КЗЛ (Дорогова 
и др., 2016). Настоящая работа посвящена выявлению ге- 
нов- мишеней транскрипционного фактора GAF, участ­
вующих в регуляции миграции КЗЛ со стороны окружаю­
щих их эпителиальных клеток.

Материалы и методы
В работе использована линия D. melanogaster дикого 
типа Hikone AW из фонда лаборатории генетики клеточ-
ного цикла Института цитологии и генетики СО РАН. 
Остальные линии получены из стоковых центров Mишима 
(National Institute of Genetics, NIG, Япония) и Блумингтон 
(Bloomington Stocks Centre, США), номера линий и их 
генотипы представлены в табл. 1. Все перечисленные в 
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табл. 1 линии содержат генетические конструкции для 
эктопической РНК-интерференции соответствующих 
генов. Для индукции РНК-интерференции осуществляли 
скрещивание линий, несущих интерферирующую генети-
ческую конструкцию под UAS-промотором с линией, име-
ющей драйвер tub-GAL4, повсеместно экспрессирующий 
дрожжевой транскрипционный фактор GAL, специфично 
связывающийся с UAS-промотором. Мух содержали на 
стандартной агар-агар/кукурузной  среде при темпера­
туре 25 °С.

Выделение, фиксацию и окраску эмбрионов антитела-
ми осуществляли согласно методике, описанной ранее 
(Dorogova et al., 2014). Для этого оплодотворенных самок 
оставляли откладывать яйца в течение ночи, затем про-
водили сбор и фиксацию эмбрионов. Фиксированные 
эмбрионы хранили в метаноле при –20 °С, для анализа их 

регидрировали и окрашивали антителами. В работе были 
использованы первичные антитела rabbit anti-Vasa (раз-
ведение 1 : 30, SC 30210, Santa Cruz Biotechnology) и вто-
ричные антитела anti-rabbit Alexa 568 (разведение 1 : 300, 
Molecular probe, A-11011). После инкубации с антителами 
препараты окрашивали раствором DAPI (2 мг/мл в 1 × PBS, 
pH 7.4) 5 мин и заключали в Mowiol, содержащий 10 % 
DABCO. Для каждой комбинации (РНК-интерференции 
исследуемого гена, индуцируемой повсеместным драй-
вером tub-GAL4), суммарно анализировали 400–500 эм­
брионов на разных стадиях эмбриогенеза, в качестве 
контролей использовали линию дикого типа Hikone AW, 
драйвер tub-GAL4, а также перечисленные в табл. 1 линии 
без индукции РНК-интерференции. В каждом контроле 
проанализировано 100–200 эмбрионов на разных стадиях 
эмбриогенеза. Анализ и фотографирование препаратов 

Таблица 1. Линии мух, используемые в работе

Ген Стоковый центр Номер линии Генотип

+/+ Bloomington 4 Линия дикого типа, контроль 1

tub-GAL4 Bloomington 30029 y[1] w[1118]; P{w[+mC]=tubP-GAL4}LL7 P{ry[+t7.2] = neoFRT}82B/TM6B, Tb[1]

myc NIG 51454 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMC03189}attP40 

myc Bloomington 25783 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.JF01761}attP2

stat92E Bloomington 33637 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMS00035}attP2

Tre-1 NIG HMS00433 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

Hph Bloomington 34717 y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMS01196}attP2

Hph NIG 1114R-2 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2/TM3,Sb

hop NIG 2720R-1 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

hop NIG HMS00779 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

for NIG 10033R-1 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

for NIG GL00026 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP40

mbc NIG 10379R-1 y[1] v[1]; P{TRiP}attP40/CyO

mbc NIG HMC03172 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

pod1 Bloomington 41705 y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMS02270}attP2

рod1 Bloomington 31219 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.JF01774}attP2

rib NIG HMC03083 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMC03083}attP2

rib NIG 7230R-2 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

ptp4Е Bloomington 38369 y[1] sc[*] v[1] sev[21]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMS01838}attP2

ptp4Е Bloomington 60008 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.HMS05000}attP40

tll NIG HMS01316 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

tll Bloomington 27242 y[1] v[1]; P{TRiP.JF02545}attP2

tao NIG HMS01226 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

tao Bloomington 31226 y[1] v[1]; P{y[+t7.7] v[+t1.8]=TRiP.JF01803}attP2

shg Bloomington 27698 y[1] v[1]; P{TRiP.JF02769}attP2/TM3, Sb1

shg NIG HMS00693 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

Sdc NIG 10497Rb-2 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

bbg NIG HMJ23903 y[1] v[1]; P{TRiP.JF02769}attP2/TM3, Sb1

unc-115a NIG 31352R-3 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2

Crk NIG HMJ22995 y[1] sc v[1]; P{TRiP}attP2
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выполняли с помощью микроскопа AxioImager Z1 с при-
ставкой ApoTome (Zeiss, Германия) и фотокамеры Axio­
Cam MR (Zeiss). 

Биоинформатический анализ проводили, используя 
базы данных FlyExpress, Fly-FISH и Berkeley Drosophila 
Genome Project, DRoID. Сопоставляя данные из пере-
численных баз, получили выборку генов, экспрессирую-
щихся на нужных стадиях эмбриогенеза и потенциально 
регулируемых GAGA-фактором. Наличие неканонических 
сайтов связывания анализировали при помощи оригиналь-
ного программного пакета SITECON (Omelina et al., 2011). 
Для этого использовали регуляторные области 500 и 1000 
нуклеотидных пар выше старта транскрипции.

Результаты
Ранее мы показали, что у мутантов по гену Trl, кодирую-
щему транскрипционный фактор GAGA (GAF), нарушена 
миграция КЗЛ в эмбриогенезе (Дорогова и др., 2016). 
Недостаток GAF приводит к преждевременному транс-
эпителиальному перемещению КЗЛ с заднего полюса 
внутрь эмбриона. Нами выявлено, что эффект преждевре­
менной миграции КЗЛ в раннем эмбриогенезе зависит 
от зиготической экспрессии Trl в соматических клетках 
заднего полюса эмбриона. Так как GAF – регулятор транс-
крипции, то логично было предположить, что его влияние 
на миграцию КЗЛ происходит опосредованно, через его 
гены-мишени. Экспериментально подтверждено связыва-
ние GAF с промоторами примерно 300 генов (van Steensel 
et al., 2003; Omelina et al., 2011), участвующих в большом 
разнообразии фундаментальных клеточных процессов. 

Для определения роли клеточного окружения в регу­
ляции и осуществлении индивидуальной клеточной ми­
грации в раннем эмбриогенезе мы провели скрининг ге­
нов, экспрессирующихся на 4–6-й стадиях эмбриогенеза 
в соматических клетках, окружающих КЗЛ (т. е. области 
экспрессии гена Trl на этих стадиях, паттерн экспрессии 
подтверждался данными литературы и из базы Berkeley 
Drosophila Genome Project, https://insitu.fruitfly.org/cgi-bin/
ex/insitu.pl), и получили выборку из 81 гена. В выборку 
попали гены stat92E, hop, Trl, Tre-1, которые являются 
известными регуляторами миграции клеток (Kunwar et 
al., 2003, 2008; Li et al., 2003; Sheng et al., 2009; Дорогова 
и др., 2016). Согласно базе данных DRoID, 67 % генов из 
полученной выборки – потенциальные мишени транс-
крипционного фактора GAF. Поэтому полученная вы-
борка генов была затем проанализирована при помощи 
оригинального программного пакета SITECON  (Omeli­
na et al., 2011) на наличие сайтов связывания GAF. Для 
анализа использованы регуляторные области 500 нуклео­
тидных пар выше старта транскрипции. В результате 
были выявлены 39 потенциальных сайтов связывания 
GAF типа GAGnGAG и 68 сайтов GAGnnnGAG в области 
–500…+1. В качестве первичной проверки функциональ-
ности найденных сайтов мы проанализировали наличие 
пиков связывания GAF из базы данных ModEncode 
(Embryo_0_12h_GAF_ChIP_chip; http://www.modencode.
org/) и выяснили, что только для 7 из 39 GAGnGAG сайтов 
и для 6 из 68 сайтов GAGnnnGAG из выборки (–500…+1) 
не показано связывания c GAF в эмбриогенезе (а также 
для двух генов не было данных). 

Интересно отметить, что плотность распределения сай-
тов связывания GAF в районах –500…+1 от старта ини­
циации транскрипции генов, экспрессирующихся в ран-
нем эмбриогенезе в соматических клетках, окружающих 
КЗЛ, неслучайна (рис. 1), она превышает среднюю плот-
ность распределения таких сайтов (на 1000 п. н.) на геном 
(например, плотность распределения сайтов GAGnnnGAG 
в области –500…+1 превышает среднюю плотность на 
геном более чем в два раза) и, что особенно любопытно, 
соответствует плотности сайтов GAF в генах раннего 
развития. В нашей выборке были гены, действительно 
экспрессирующиеся в раннем эмбриогенезе, однако боль-
шинство из них не являются генами раннего развития. 

Мы проанализировали миграцию КЗЛ при РНК- интер-
ференции ряда генов, запускаемой посредством GAL4/
UAS системы с помощью повсеместного драйвера 
tub- GAL4 (табл. 2, рис. 2). Для многих генов были доступ-
ны линии с РНК-интерференцией разных участков этих 
генов, в таких случаях мы использовали эти линии в неза-
висимых экспериментах по исследованию миграции КЗЛ 
в эмбриогенезе. В качестве контроля были: линии дикого 
типа Hikone AW, линия, содержащая драйвер tub- GAL4,  
и линии с UAS –RNAi (без индукции интерференции). 
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Рис. 1. Плотность распределения потенциальных сайтов связывания 
GAF (на 1000 нуклеотидов) типа GAGnGAG (а) и GAGnnnGAG (б) по 
различным выборкам генов. 
Черный столбец – плотность сайтов по всему геному дрозофилы, серые 
столбцы – плотность сайтов в промоторных районах (–500…+1) различ-
ных выборок генов: «гены дрозофилы» – 6947 случайных генов, «33 гена 
развития» – гены развития дрозофилы (Omelina et al., 2011), «наша выбор-
ка» – выборка генов, экспрессирующихся в эпителиальных клетках задне-
го полюса эмбриона на 4–6-й стадиях развития. 

https://insitu.fruitfly.org/cgi-bin/ex/insitu.pl
https://insitu.fruitfly.org/cgi-bin/ex/insitu.pl
http://www.modencode.org/
http://www.modencode.org/
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Таблица 2. Фенотипы миграции КЗЛ при РНК-интерференции соответствующего гена

Ген,  
номер линии

Область экспрессии  
на 1–5-й стадиях эмбриогенеза

Наблюдаемый фенотип при РНК-интерференции

myc 51454 1–4-я стадии – повсеместно*,  
5-я стадия – в эпителиальных клетках  
на полюсах эмбриона

Преждевременная миграция КЗЛ на 5-й стадии

myc 25783 Преждевременная миграция КЗЛ на 5-й стадии

mbc 51446 1–4-я стадии – повсеместно*,  
5-я стадия – бластодермальные клетки, 
кроме КЗЛ

Ранняя миграция не нарушена, но при выходе из кармана первичной 
кишки на 11-й стадии КЗЛ теряют ориентацию

mbc 10379R-1 Ранняя миграция не нарушена, но есть слабые нарушения направления 
миграции КЗЛ на 11-й стадии 

hop 32979 1–4-я стадии – сильная повсеместно*,  
5-я стадия – слабая повсеместно,  
включая КЗЛ

Нарушение выхода КЗЛ из первичной кишки на 10-й стадии 

hop 00779 Нарушение выхода КЗЛ из первичной кишки на 10-й стадии 

stat92E 33637 1–5-я стадии – повсеместно* Преждевременная миграция на ранних стадиях и в среднем  
эмбриогенезе, часть КЗЛ остается в кармане на 10–11-й стадиях

Hph 1114R 1–4-я стадии – повсеместно*,  
исчезает к 5-й стадии

Высокий уровень гибели эмбрионов, многие эмбрионы не доживают 
до гаструляции, у выживших гаструляция и формирование эпителия 
идут с нарушениями, КЗЛ растекаются по поверхности, раскиданы 
хаотично 

Hph 34717 Высокая смертность в среднем эмбриогенезе. У выживших есть нару-
шения на ранних и поздних стадиях, КЗЛ растекаются по поверхности

Tre-1 3171R 1–5-я стадии – задний полюс эмбриона,  
область половой плазмы

Примерно одна треть эмбрионов гибнет, есть нарушения гаструляции,  
миграция КЗЛ нарушена и на ранних, и на средних стадиях

Tre-1 HMS00433 Примерно одна треть эмбрионов гибнет, есть нарушения гаструляции, 
миграция КЗЛ нарушена и на ранних, и на средних стадиях

ptp4Е 60008 1–5-я стадии – повсеместно*  
с постепенным снижением

Нарушения миграции КЗЛ есть на 10–11-й стадиях, часть клеток остается 
в кармане кишки

ptp4Е 38369 На 10–11-й стадиях часть КЗЛ остается в кармане кишки

pod1 31219 1–5-я стадии – повсеместно* Нет нарушений

pod1 41705 »

rib 7230R-2 1–4-я стадии – экспрессии нет,  
5-я стадия – в эпителиальных клетках  
на полюсах эмбриона

»

rib 50682 »

for 10033R-1 1–3-я стадии – повсеместно*,  
4-я стадия – повсеместно, кроме КЗЛ,  
5-я стадия – в эпителиальных клетках  
на заднем полюсе эмбриона

»

for GL00026 »

tll HMS01316 1–4-я стадии – экспрессии нет,  
5-я стадия – половая плазма

»

tll 27242 »

tao HMS01226 1–4-я стадии – повсеместно*,  
5-я стадия – КЗЛ

»

tao 31226 »

shg 27698 1–5-я стадии – повсеместно* »

shg HMS00693 »

bbg HMJ23903 1–4-я стадии – экспрессии нет,  
5–6-я стадии – в эпителиальных клетках 
на заднем полюсе эмбриона

»

unc-115a 1–4-я стадии – повсеместно*,  
деградирует к 5-й стадии 

»

Sdc 10497 1–6-я стадии – повсеместно*,  
кроме КЗЛ

Эмбрион деградирует, и КЗЛ гибнут на ранних стадиях, нарушений 
миграции нет

Crk 22995 1–6-я стадии – повсеместно* Нарушения есть только на 10-й стадии при миграции через кишку:  
не все КЗЛ мигрируют, часть остается в кармане

* Повсеместно – означает локализацию мРНК соответствующего гена по всему объему эмбриона, включая область половой плазмы на 1–3-й стадиях 
и сформировавшиеся КЗЛ на 4–6-й стадиях (если не указано другое).
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Во всех контрольных образцах преждевременная мигра-
ция КЗЛ не наблюдалась.

Обнаружена преждевременная миграция КЗЛ в раннем 
эмбриогенезе при РНК-интерференции генов myc (~ 90 %, 
n* = 60; * здесь и далее n – число просмотренных эмбрио-
нов tub-GAL4/UAS–RNAi на 4–5-й стадиях эмбриогенеза), 
Hph (~ 70 %, n = 45), stat92E (~ 90 %, n = 50), Tre-1 (~ 70 %, 
n = 40) и hop (~ 40 %, n = 40). При этом интерференция 
генов stat92E, Tre-1 и hop, помимо нарушений в раннем 
эмбриогенезе, приводила еще и к нарушениям миграции 
КЗЛ в среднем эмбриогенезе, на 10–11-й стадиях. Часть 
генов, shg, hop, mbc, Hph, ptp4E и Crk, оказалась вовле-
ченной только в процесс миграции КЗЛ сквозь первичную 
кишку на 10–11-й стадиях. В случае интерференции генов 
tll, tao, for, bbg, unc-115a, Sdc, pod1 и rib никакого влияния 
на миграцию КЗЛ в эмбриогенезе нами не выявлено.

Обсуждение
Обнаруженный ранее феномен преждевременной мигра-
ции КЗЛ, зависящей от экспрессии гена Trl в окружаю­
щих КЗЛ соматических клетках (Дорогова и др., 2016), 

побудил нас к поиску других генов, регулирующих 
миграцию КЗЛ в раннем эмбриогенезе. Любопытно, что 
67 % генов, экспрессирующихся на 4–6-й стадиях эм-
бриогенеза в эпителиальных клетках, окружающих КЗЛ, 
оказались потенциальными мишенями транскрипционно-
го фактора GAF, что позволяет предполагать его участие 
в регуляции миграции клеток зародышевой линии. Мы 
сравнили полученные нами данные с транскрипционной 
регуляцией других типов мигрирующих клеток в эмбрио­
не дрозофилы (Bae et al., 2017) – соматических клеток 
висцеральной мезодермы (предшественники продольных 
мышц кишечника, мигрируют коллективным потоком) и 
гемоцитов (эквивалент клеток крови, мигрируют инди-
видуально). Среди 73 генов, имеющих общие профили 
экспрессии в обоих типах мигрирующих соматических 
клеток, экспрессия 64 генов (88 %) может регулироваться 
транскрипционным фактором. Интересно также отметить, 
что плотность распределения сайтов связывания GAF в 
промоторных районах генов из нашей выборки почти дву-
кратно превышает случайную плотность и соответствует 
плотности распределения сайтов GAF в генах раннего раз-
вития (Omelina et al., 2011). Таким образом, можно пред-
положить, что GAF не только регулирует эмбриональную 
миграцию клеток, но также служит регулятором раннего 
развития эмбриона дрозофилы.

Так как гены, участвующие в регуляции миграции 
эмбриональных клеток, «обогащены» мишенями транс-
крипционного фактора GAF, то мы использовали этот 
факт для дальнейшей селекции генов, участвующих в 
регуляции миграции КЗЛ со стороны окружающих их 
соматических клеток. Для 17 генов из полученной вы-
борки мы проанализировали их влияние на миграцию 
КЗЛ и выявили ряд генов, негативно регулирующих этот 
процесс. Мы показали, что РНК-интерференция генов 
myc, Hph, stat92E, Tre-1 и hop приводит к преждевремен-
ному трансэпителиальному перемещению КЗЛ в раннем 
эмбриогенезе. Участие трех последних генов в регуля-
ции миграции КЗЛ было известно и ранее. Так, ген hop 
(hopscotch) кодирует Янус-киназу (JAK-киназу), а ген 
stat92E – транскрипционный фактор STAT92E (Signal 
Transducer and Activator of  Transcription), оба этих белка –  
активаторы эволюционно консервативного JAK/STAT сиг­
нального каскада, индуцирующего миграцию различных 
клеток у дрозофилы, мышей и людей (Li et al., 2003; 
Silver et al., 2005). Наблюдаемая нами преждевремен-
ная миграция КЗЛ при РНК-интерференции гена hop 
хорошо согласуется с данными J. Li с коллегами (2003), 
которые показали, что ген hop экспрессируется только в 
соматических клетках эмбриона, а его мутации приводят 
к гиперактивации STAT92E, вызывая преждевременную 
миграцию клеток зародышевой линии. Следует отметить, 
что для инициации миграции необходима активация JAK/
STAT пути в самих КЗЛ. На стадии раннего эмбриогенеза в 
КЗЛ этот сигнальный каскад активируется киназой Tor (Li 
et al., 2003). В соматических клетках, окружающих КЗЛ, 
этот сигнальный каскад активируется JAK-киназой и, 
по-видимому, контролирует реорганизацию цитоскелета 
и поляризацию эпителиальных клеток. 

Участие JAK/STAT в морфогенезе и поляризации эпи­
телия было определено для многих тканей, включая эм-

Рис. 2. Клетки зародышевой линии на 4–5-й стадиях эмбрионального 
развития в норме (а, б) и у tub-GAL4/UAS-myc-RNAi (в, г) и tub-GAL4/
UAS-Hph-RNAi (д, е). 
а, б – в норме примордиальные зародышевые клетки располагаются на 
заднем полюсе эмбриона и имеют характерную для этой стадии сфери-
ческую форму; в, г – преждевременная миграция КЗЛ в tub-GAL4/UAS-
myc-RNAi эмбрионах; д, е – преждевременная миграция КЗЛ в tub-GAL4/
UAS-Hph–RNAi эмбрионах. Ядра окрашены DAPI (синий), КЗЛ – антителами 
к белку VASA (красный). Масштаб: а, в, д – 30 мкм; б, г, е – 50 мкм.
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бриональный кишечник дрозофилы (Josten et al., 2004). 
Ген Tre-1 также относится к JAK/STAT-пути и кодирует 
рецептор G-белка (GPCR) – трансмембранный рецептор 
хемоаттрактантов (Kunwar et al., 2003, 2008; Sheng et al., 
2009). Активация Tre-1 инициирует серьезные внутрикле-
точные перестроения – клетка меняет свою поляризацию, 
изменяется регуляция цитоскелета, что в совокупности 
создает условия для активного перемещения клетки. По-
казано, что на ранних стадиях эмбриогенеза Tre- 1 также 
необходим для поляризации клеток (Richardson, Lehmann, 
2010). Мы полагаем, что РНК-интерференция этого гена 
может приводить к более слабой поляризации эпители-
альных клеток и, как следствие, к повышению их про-
ницаемости.

Наиболее интересными нам представляются получен-
ные результаты об участии в регуляции миграции КЗЛ ге-
нов myc и Hph. Ген myc (другое название – dm, diminutive) 
кодирует хорошо известный транскрипционный фактор, 
гомологичный протоонкогену Myc позвоночных, необхо-
димый для пролиферации и роста клеток. Удивительно, 
но в недавнем скрининге модуляторов инвазии опухолей 
обнаружено, что Myc препятствует распространению и 
метастазированию опухоли (Ma et al., 2017). Эктопическая 
экспрессия человеческого cMyc эффективно подавляла 
JNK-зависимую клеточную инвазию и миграцию в клеточ-
ных линиях как дрозофилы, так и аденокарциномы легкого 
человека (Ma et al., 2017). Эти исследователи выяснили, 
что Myc со своим транскрипционным партнером усили-
вают экспрессию тирозинкиназы рuc ( рucered ), которая, 
с одной стороны, вовлечена в поляризацию и морфогенез 
эпителиальных клеток, а с другой, является ингибитором 
JNK сигнального каскада, критически необходимого для 
опухолевых инвазий и миграции клеток (Ma et al., 2017). 
Следовательно, снижение уровня Myc в соматических 
клетках способно провоцировать миграцию КЗЛ за счет 
увеличения проницаемости окружающих соматических 
клеток.

Ген Hph (HIF prolyl hydroxylase) кодирует HIF пролил-4-
гидролазу –ядерный транспортер белков и сенсор кисло-
рода в клетке. Мутации по этому гену нарушают форми-
рование эмбриональных трахей у дрозофилы. Кроме того, 
показано, что от дозы гена Hph зависит скорость миграции 
соматических бордюрных клеток в оогенезе дрозофилы: 
сверхэкспрессия гена Hph в этих клетках ускоряла их 
движение, тогда как истощение по этому белку приводило 
к замедлению миграции (Doronkin et al., 2010). При этом 
в клеточных клонах, мутантных по Hph, наблюдалось 
снижение уровня экспрессии транскрипционного фактора 
slbo (slow border cells) – ключевого регулятора миграции 
бордюрных клеток, и shg (shotgun), кодирующего белок 
клеточной адгезии ДЕ-кадгерин (Doronkin et al., 2010). 

Таким образом, выявленные нами негативные регуля-
торы миграции КЗЛ в раннем эмбриогенезе можно раз-
делить на две группы: модификаторы активности JAK/
STAT сигнального каскада, индуцирующего миграцию 
клеток у различных организмов, и гены, вовлеченные в 
поляризацию и морфогенез эпителия. Первая группа генов 
в норме снижает инвазивный потенциал мигрирующих 
клеток зародышевой линии, а вторая отвечает за непро-
ницаемость эпителиального слоя. 

Заключение
В настоящей работе мы провели скрининг генов, вовле­
ченных в миграцию КЗЛ в раннем эмбриогенезе. Осо-
бенностью нашего скрининга был поиск регуляторов 
миграции не в самих мигрирующих КЗЛ, а в окружающих 
их соматических клетках. Выявлено пять генов, myc, 
Hph, stat92E, Tre-1 и hop, РНК-интерференция которых 
приводит к преждевременной миграции КЗЛ в раннем 
эмбриогенезе. Феномен преждевременной миграции де­
монстрирует, что окружающие клетки, в частности эпи­
телиальные, не просто формируют субстрат для пере-
мещения КЗЛ, но и могут влиять на этот процесс регуля-
торно. Однако именно этот аспект регуляции миграции 
слабо изучен и далек от понимания. Тем не менее он 
представляет интерес и требует дальнейшего детального 
изучения, поскольку прослеживается гомология с другими 
вариантами индивидуальной клеточной миграции, в том 
числе связанными с метастазированием.
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Влияние диеты с повышенным содержанием жира 
на липидный профиль ооцитов мышей
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Аннотация. Существуют предпосылки того, что у женщин с ожирением возможно снижение качества ооци
тов. При этом остается неясным, как связано это изменение с ожирением: опосредованно или напрямую, че-
рез изменение содержания и/или состава липидов в ооцитах. Целью настоящей работы было изучение на 
мышах влияния богатой жирами диеты, применяемой к самкам-донорам, на качественный состав и общее 
количество липидов в незрелых и созревших in vivo ооцитах. Установлено, что диета, богатая липидами, при-
водит к увеличению массы тела самок мышей по сравнению с контролем ( p < 0.001; 44.77 ± 1.46 и 35.22 ± 1.57 
соответственно), а также уровня холестерина ( p < 0.05; 2.06 ± 0.10 и 1.78 ± 0.10 соответственно) и триглицери-
дов ( p < 0.05; 2.13 ± 0.23 и 1.49 ± 0.21 соответственно) в крови этих животных. Эта диета не повлияла на степень 
ненасыщенности внутриклеточных липидов незрелых (0.207 ± 0.004 в эксперименте и 0.206 ± 0.002 в контроле) 
и зрелых ооцитов (0.212 ± 0.005 в эксперименте и 0.211 ± 0.003 в контроле). При созревании ооцитов in vivo на-
блюдалось возрастание содержания внутриклеточных липидов. В зрелых ооцитах количество липидов было 
больше в экспериментальной группе по сравнению с контролем ( p < 0.01; 8.15 ± 0.37 и 5.83 ± 0.14 соответствен-
но). Выявлено увеличение количества внутриклеточных липидов при созревании ооцитов как после стан-
дартной диеты ( p < 0.05; 4.72 ± 0.48 и 5.83 ± 0.14 соответственно), так и после диеты, богатой жирами ( p < 0.001; 
3.45 ± 0.62 и 8.15 ± 0.37 соответственно). Таким образом, при созревании ооцитов мышей in vivo возрастает со-
держание внутриклеточных липидов, богатая жирами диета приводит к повышенному содержанию липидов 
в зрелых ооцитах.
Ключевые слова: мыши; диета; ооциты; внутриклеточные липиды; нильский красный; конфокальная лазерная 
сканирующая микроскопия; спектроскопия комбинационного рассеяния света.
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Напримеров В.А., Амстиславский С.Я. Влияние диеты с повышенным содержанием жира на липидный про
филь ооцитов мышей. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2020;24(5):533-538. DOI 10.18699/VJ20.645

Effects of a high-fat diet on the lipid profile of oocytes in mice
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Abstract. There are evidences that obese women exhibit a detrimental oocyte quality. However, it remains unclear 
how this change is associated with obesity, indirectly – or directly through a change in the content and/or composi-
tion of lipids in oocytes. The aim of this work was to study effects of a high-fat diet applied to female donor mice on 
the amount and qualitative composition of lipids of immature and in vivo matured oocytes. A high-fat diet caused 
larger body weight in female mice compared with the control ( p < 0.001; 44.77 ± 1.46 and 35.22 ± 1.57, respectively), 
and increased the blood levels of cholesterol ( p < 0.05; 2.06 ± 0.10 and 1.78 ± 0.10, respectively) and triglycerides 
( p < 0.05; 2.13 ± 0.23 and 1.49 ± 0.21, respectively). At the same time, this diet does not affect the level of unsatura-
tion of lipids in immature (0.207 ± 0.004 in the experiment and 0.206 ± 0.002 in the control) and matured oocytes 
(0.212 ± 0.005 in the experiment and 0.211 ± 0.003 in the control). Total lipid content increased during in vivo matura-
tion of mouse oocytes. The amount of lipids was greater in mature oocytes in the experimental group compared to 
the control ( p < 0.01; 8.15 ± 0.37 and 5.83 ± 0.14, respectively). An increase in intracellular lipid amount during oocyte 
maturation was revealed both after a standard diet ( p < 0.05; 4.72 ± 0.48 and 5.83 ± 0.14, respectively) and after a 
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fat-rich diet ( p < 0.001; 3.45 ± 0.62 and 8.15 ± 0.37, respectively). Thus, during in vivo oocyte maturation in mice the 
content of intracellular lipids enhanced, the high-fat diet aggravated this dynamics of lipid increase during in vivo 
maturation of oocytes.
Key words: mice; diet; oocytes; intracellular lipids; Nile Red; confocal laser scanning microscopy; Raman spectroscopy.
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Введение
Ооцит и клетки кумулюса, составляющие кумулюс-ооцит-
ный комплекс (КОК), содержат липидные гранулы (ЛГ), 
которые связаны с другими органеллами, участвующими 
в клеточном метаболизме (Kruip et al., 1983; Dunning et 
al., 2014; Ellenrieder et al., 2016). Предыдущие исследова-
ния, проведенные при помощи световой и электронной 
микроскопии, выявили связь между эндоплазматическим 
ретикулумом, митохондриями и ЛГ в ооцитах крупного 
рогатого скота; эти кластеры назвали метаболическими 
единицами (Kruip et al., 1983). Тесная связь между этими 
органеллами способствует клеточному метаболизму, в 
частности β-окислению липидов (Ellenrieder et al., 2016). 
Цитоплазматические ЛГ являются хранилищами жиров, 
которые могут быть использованы в качестве энергетиче
ского субстрата (Thiam et al., 2013). Гидрофобное содер
жимое этих гранул, состоящее в основном из триацил- 
глицеридов и сложных эфиров стеролов, таких как хо-
лестерин, окружено монослоем фосфолипидов (Walther, 
Farese, 2009). В настоящее время ЛГ считают активными 
внутриклеточными структурами, играющими важную 
роль в клеточном гомеостазе (Walther, Farese, 2009; Welte, 
Gould, 2017). Кроме того, недавние исследования показа-
ли их протекторную, а также регуляторную функцию, в 
частности их участие в белковом метаболизме и работе 
ядра (Welte, Gould, 2017).

Влияние ожирения на качество ооцитов – важный ме-
дицинский аспект. Избыточная масса тела отрицательно 
сказывается на репродуктивном здоровье людей, о чем 
свидетельствуют клинические данные, полученные при 
применении вспомогательных репродуктивных техно-
логий – ВРТ (Robker, 2008; Souter et al., 2011; Dickey et 
al., 2012). Установлено, что у женщин с ожирением на-
блюдается снижение качества ооцитов в циклах ВРТ по 
сравнению с имевшими нормальный вес тела (Robker, 
2008). Между тем не ясно, связано ли это с избыточной 
массой тела пациенток либо с изменением содержания и 
состава липидов в ооцитах (Pantasri et al., 2015).

Эффект обогащенной липидами диеты на развитие 
ооцитов подтверждается и в экспериментах на различных 
видах животных (Zeron et al., 2002; Minge et al., 2008; Wu 
et al., 2010; Dunning et al., 2014). Так, в работе на мышах, 
в которой самок держали на диете с повышенным со-
держанием жиров, продемонстрировано, что у особей 
с вызванным таким питанием ожирением было низкое 
качество ооцитов, а эмбрионы из них хуже развивались 
в культуре in vitro (Minge et al., 2008). Однако до сих пор 
остается неизвестным, что именно вызывает эти измене-
ния. Цель нашей работы – изучение на мышах влияния 
богатой жирами диеты, применяемой к самкам-донорам, 
на качественный состав и общее количество внутрикле-
точных липидов незрелых и зрелых ооцитов мышей.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. В исследовании для 
получения незрелых и зрелых ооцитов использовано 
56 самок-доноров мышей линии CD1 в возрасте 2.5 мес. 
(16 в контроле и 40 в экспериментальной группе) и 6 сте-
рильных самцов этой же линии. Животных содержали в 
клетках с подстилкой из опилок в стандартных условиях 
конвенционального вивария Института цитологии и ге-
нетики СО РАН (Новосибирск, Россия): при комфортной 
температуре 22–24 °C, свободном доступе к полнорацион-
ному сухому гранулированному корму для лабораторных 
грызунов «Чара» (ЗАО «Ассортимент-Агро», Россия) 
и очищенной воде, 12:12-часовом цикле дня : ночи. Все 
эксперименты на животных одобрены Комиссией по био-
этике Института цитологии и генетики СО РАН (протокол 
№ 5 от 13.05.2011) и соответствуют Европейской конвен-
ции о защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других научных целей.

Оценка эффективности диеты. Cамок-доноров содер
жали как на стандартной диете (контроль), так и на спе
циализированной, когда дополнительно к обычному корму 
животным добавляли свиное сало и семена подсолнечника 
(экспериментальная группа). Пищевые добавки начинали 
давать с возраста пяти недель. Откормочный эксперимент 
длился в течение восьми недель. Для подтверждения эф-
фективности диеты мышей обеих групп взвешивали перед 
эвтаназией, а также у самок натощак собирали кровь после 
декапитации, центрифугировали при 3 250 об/мин (1000 g) 
в течение 5 мин, после чего собирали плазму и оценивали 
уровень холестерина и триглицеридов с использованием 
наборов Холестерин-Ново (АО «Вектор-Бест», Россия) и 
Триглицериды-Ново (АО «Вектор-Бест»), как рекомендо-
вано производителем.

Незрелые ооциты получали от 10 самок в контрольной 
и 30 – в экспериментальной группе. Животных на стадии 
проэструса подвергали эвтаназии при помощи декапита-
ции. Яичники извлекали и измельчали в среде Flushing 
Solution (FertiPro, Бельгия). Выделенные КОК оценивали 
под стереомикроскопом Leica S8 APO с увеличением ×80 
(Leica Microsystems, Германия). Для исследования брали 
только те КОК, в которых было не менее пяти слоев ку-
мулюсных клеток, плотно прилегающих к прозрачной 
оболочке ооцита (Hillier et al., 1985). Если  КОК имели 
существенные дефекты, то их отбраковывали.

Получение стерильных самцов. Стерилизацию сам-
цов проводили путем вазэктомии не менее чем за две 
недели до начала эксперимента, как было описано ранее 
(Hogan et al., 1994). Самцов мышей линии CD1 в возрасте 
шести недель наркотизировали при помощи внутрибрю-
шинного введения 0.25 мг/кг препарата медетомедина 
гидрохлорида (Domitor 1 mg/mL, Orion-Corporation, Фин
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ляндия) и через 10 мин – 50 мг/кг препарата золетила 
(Zoletil, SA, Virbac Sante Animale, Франция). После нар
котизации подкожно вводили антибиотик: 0.01 мл амо
ксициллина тригидрата 150 мг/мл (ОАО «Синтез», Рос
сия). Затем животных помещали на подогреваемый сто
лик, шерсть в зоне операционного поля сбривали, а кожу 
обрабатывали 70 % этиловым спиртом. При помощи 
хирургических ножниц делали горизонтальный надрез 
кожных покровов мошонки длиной ~5 мм. Подтягивали 
эпидидимисы к краю хирургической раны и разворачи-
вали их так, чтобы были видны семенные канатики. Се-
мявыносящие каналы отделяли от сопряженных тканей и 
пережигали раскаленным пинцетом в двух местах, удаляя 
участок канала между ними. Эпидидимисы возвращали в 
первоначальное положение. Затем в рану засыпали 2 мг 
амоксициллина тригидрата (ОАО «Синтез»). Зашивали 
надрезы наложением двух швов и обрабатывали их Ра-
носаном (ООО «Апи-Сан», Россия).

Получение зрелых ооцитов. Для выделения зрелых 
ооцитов проводили стерильное спаривание с использова-
нием шести вазэктомированных самцов. В эксперименте 
участвовало 16 самок (6 в контроле и 10 в эксперимен-
тальной группе). Зрелые ооциты выделяли через 20–22 ч 
после стерильного спаривания. С этой целью выполняли 
эвтаназию самок-доноров при помощи декапитации, из
влекали яичники с прилегающими к ним яйцеводами. 
Органы переносили в питательную среду M2 (Merck, 
Германия), разрезали ампулярную часть яйцевода и из-
влекали зрелые ооциты. Для удаления кумулюсных кле
ток использовали гиалуронидазу (Merck) в концентрации 
80 ME/мл (Brinster, 1971).

Определение степени ненасыщенности липидов. 
Методом рамановской спектроскопии (комбинационного 
рассеяния света – КРС) было выполнено сравнение не-
насыщенности липидов в незрелых и зрелых ооцитах. 
Для исследования изменений в степени ненасыщенности 
липидов измеряли спектры КРС в диапазоне от 1000 до 
3000 см–1. Для каждого ооцита измеряли от 30 до 60 спек-
тров КРС от разных локальных областей клетки. Латераль-
ный и продольный размеры областей, от которых измеряли 
комбинационное рассеяние света, составляли ~1 и 10 мкм 
соответственно. Для каждого отдельного набора данных 
с использованием метода главных компонент выделяли 
вклад липидов, аналогично подходу, применявшемуся 
ранее на эмбрионах мыши (Okotrub et al., 2017). Для ха-
рактеризации ненасыщенности углеводородных цепочек 
липидов исследовали соотношение интенсивностей пиков 
КРС, относящихся к валентным колебаниям двойных С=С 
связей (~1660 см–1) и симметричным валентным колебани-
ям метиленовых групп (2850 см–1). Ооциты переносили в 
стеклянный контейнер с лункой, глубиной 300 мкм в капле 
среды KSOM (Merck), покрывали тонким листом слюды 
и герметизировали. Измерения осуществляли с исполь-
зованием лабораторной экспериментальной установки, 
состоящей из модифицированного микроскопа (Orthoplan, 
Leitz, Германия) и решеточного монохроматора SP2500i 
(Princeton Instruments, Trenton, NJ, США), оснащенного 
многоканальным детектором Spec-10:256E/LN (Princeton 
Instruments). Точность определения абсолютной частоты 
КРС была более чем 1 см–1; спектральное разрешение 

составляло 2.5 см–1. Для возбуждения КРС использовали 
излучение твердотельного лазера (Excelsior, Spectra Phy
sics, США) с длиной волны 532.1 нм.

Оценка общего количества липидов ооцитов. Оценка 
изменения внутриклеточного состава липидов в ооцитах 
мышей после содержания самок-доноров на двух диетах 
проведена при помощи окрашивания флуорохромом 
нильским красным – Nile Red Staining Kit (Merck) с по
следующей конфокальной лазерной сканирующей микро-
скопией (КЛСМ). Метод подробно описан ранее (Romek 
et al., 2011), при этом нами внесены изменения. Ооциты 
перед исследованием были зафиксированы в 4 % парафор-
мальдегиде (Merck) на фосфатном буфере – PBS (Merck) 
в течение двух часов, затем трижды отмыты в 50 мкл 
PBS с содержанием одного мг/мл поливинилпирроли
дона (Merck) по 5 мин каждая. Стоковый раствор флуо
рохрома Nile Red (1 мг/мл) был приготовлен посредст
вом разведения красителя в диметилсульфоксиде. Перед 
окрашиванием стоковый раствор разводили до рабочей 
концентрации 10 мкг/мл. Ооциты инкубировали в рабочем 
растворе в течение трех часов при 37 °C, чтобы добиться 
максимальной интенсивности окрашивания внутрикле-
точных липидов, как описано ранее (Genicot et al., 2005). 
Материал в капле PBS монтировали на предметные стекла.

Изображения образцов получали с помощью инвер-
тированного конфокального лазерного сканирующего 
микроскопа LSM 780 NLO Axio Observer Z1 (Zeiss, Герма-
ния) с применением программного обеспечения Zen 2012 
(Black Edition) (Zeiss). Все образцы фотографировали 
объективом Plan-Apochromat ×20 (0.8 NA), возбуждение 
флюорохрома проводили на длине волны 488 нм арго-
новым газовым лазером на мощности 0.1 % × 30 мВт 
≈  30  мкВт, главное дихроичное зеркало было выбрано 
на 488 нм. Разрешение детектора 512 × 512 пикселей, 
с задержкой на каждый пиксель в 3.15 мкс. Для детекции 
сигнала использовали GaAsP детектор (Gallium Arsenic 
Phosphorus). Полная трехмерная визуализация ооцитов 
была выполнена с помощью опции Z-stack, установлен-
ной на толщину оптического среза в 2.5 мкм. Спектры 
производили на длинах волн 494–687 нм, с шагом в 9 нм. 
Число оптических срезов – 40, общая толщина всех опти-
ческих срезов – 100 мкм. Все изображения были созданы 
детектированием в режиме счета фотонов. Итоговое изо
бражение представляет из себя трехмерную матрицу, 
где для каждого элемента имеется информация о числе 
детектированных фотонов (абсолютное число фотонов – 
а. ч. ф.). Для вычитания фона делали три изображения на 
стекле, где отсутствует материал, при тех же условиях, 
что были описаны выше, с последующим вычислением 
среднего. Все оптические срезы (как образца, так и фона) 
суммировали с применением скрипта для ImageJ, чтобы 
сформировать итоговое изображение. Для вычитания 
фоновой флуоресценции использовали Python 3.8 с биб
лиотекой OpenCV.

Статистический анализ. Данные анализировали по
средством языка программирования R 3.6.2 и с графиче-
ской оболочкой RStudio Desktop 1.1.463. Анализ на нор-
мальность распределения данных проводили критерием 
согласия Андерсона–Дарлинга, с учетом коэффициентов 
эксцесса и асимметрии. Корреляцию между массой тела 
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и уровнем холестерина в крови самок-доноров ооцитов, 
а также между массой тела самок-доноров ооцитов и аб-
солютным числом фотонов оценивали с использованием 
ранговой корреляции Стьюдента. Значения представлены 
как среднее ± SEM. Различия средних между группами 
оценивали t-критерием Стьюдента, а для неравных дис-
персий – критерием Кохрана–Кокса. Уровень значимости 
принимали при p < 0.05.

Результаты
Данные по влиянию диеты на массу животных, уровень 
холестерина и триглицеридов в крови представлены в 
табл. 1. Установлено, что диета с высоким содержанием 
липидов статистически достоверно ( p < 0.001) приводит 
к увеличению веса тела животных по сравнению с конт
ролем. Диета с повышенным содержанием липидов до-
стоверно ( p < 0.05) вызывала повышение уровня холесте-
рина и триглицеридов в крови по сравнению с контроль- 
ной группой. Имелась достоверная корреляция (r = 0.68; 
p < 0.01) между массой тела самок-доноров и уровнем 
холестерина в их крови.

Результаты по влиянию диеты на степень ненасыщен-
ности липидов в незрелых и зрелых ооцитах приведены 
в табл. 2. В ходе исследований не выявлено достоверных 
различий по степени ненасыщенности липидов в незре-
лых и зрелых ооцитах после содержания самок-доноров 
на двух разных диетах.

Влияние диеты на содержание липидов в незрелых и 
зрелых ооцитах продемонстрировано на рис. 1 и 2. В ре-
зультате проведенной работы не выявлено различий по ко-
личеству липидов в незрелых ооцитах после содержания 
самок-доноров на двух разных диетах. Но в зрелых ооци-
тах количество липидов было больше ( p < 0.01) в группе 
мышей, бывших на диете, богатой жирами, по сравне-
нию с контролем (8.15 ± 0.37 и 5.83 ± 0.14 млн  фотонов 
соответственно). Кроме того, установлено возрастание 
количества внутриклеточных липидов у зрелых ооцитов, 
по сравнению с незрелыми, как у самок, находящихся на 
стандартной диете (5.83 ± 0.14 и 4.72 ± 0.48 млн фотонов 
соответственно, p < 0.05), так и у самок, содержавшихся 
на диете, богатой жирами (8.15 ± 0.37 и 3.45 ± 0.62 млн фо
тонов соответственно, p < 0.001). Имелась достоверная 
корреляция (r = 0.91, p < 0.001) между массой тела са-
мок-доноров и количеством внутриклеточных липидов 
в ооцитах.

Таблица 1. Влияние диеты на массу тела, концентрацию 
холестерина и триглицеридов в крови мышей линии CD1

Параметр

Группа (число животных)

Контроль 
(n = 16)

Жирная диета 
(n = 40)

Масса тела, г 35.22 ± 1.57 44.77 ± 1.46***

Концентрация холестерина, мМ    1.78 ± 0.10    2.06 ± 0.10*

Концентрация триглицеридов, мМ    1.49 ± 0.21    2.13 ± 0.23*

* p < 0.05; *** p < 0.001 по сравнению с контролем.

Таблица 2. Степень ненасыщенности внутриклеточных 
липидов в незрелых и зрелых ооцитах мышей линии CD1 
в зависимости от диеты

Ооциты Группа (число ооцитов)

Контроль Жирная диета

Незрелые (n) 0.206 ± 0.002 (n = 3) 0.207 ± 0.004 (n = 3)

Зрелые (n) 0.211 ± 0.003 (n = 6) 0.212 ± 0.005 (n = 10)

*
**

***
Ооциты

Аб
со

лю
тн

ое
 ч

ис
ло

 ф
от

он
ов

12 × 106

8 × 106

4 × 106

0

Незрелые. Контроль
Незрелые. Эксперимент
Зрелые. Контроль
Зрелые. Эксперимент

а б в г

Рис. 1. Общая интенсивность флуоресценции липидов незрелых  
и зрелых ооцитов мышей линии CD1. 
* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 

Рис. 2. Незрелые и зрелые ооциты мышей линии CD1 после окрашивания нильским красным с последующей конфокаль-
ной лазерной сканирующей микроскопией.
Незрелые ооциты: а – контрольная группа; б – экспериментальная; зрелые ооциты: в – контрольная группа; г – экспериментальная. 
Цвет соответствует длине волны свечения внутриклеточных липидов. Шкала 30 мкм.
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Обсуждение
В ходе проведенных экспериментов установлено, что 
диета с повышенным содержанием липидов приводит 
к увеличению массы тела мышей, а также повышению 
уровня холестерина и триглицеридов в их крови, что 
соответствует данным других исследователей (Ma et al., 
2012; Li et al., 2018). В настоящее время есть несколько 
работ, в которых ученые пытаются оценить липидный 
профиль ооцитов in vivo после влияния диеты (Zeron et 
al., 2002; Wu et al., 2010; Li et al., 2018). Результаты этих 
работ достаточно противоречивы.

Используемая нами диета не повлияла на качественный 
состав липидов в незрелых и зрелых ооцитах мышей от 
самок-доноров с ожирением. Эти данные могут быть 
обусловлены тем, что диета была сбалансирована по на-
сыщенным и ненасыщенным жирным кислотам, поэто
му  никаких изменений качественного состава липидов 
в ооцитах не происходило, как описано ранее в экспери-
ментах со сходным дизайном (Dunning et al., 2014; Am
stislavsky et al., 2019). Более того, в работе, проведенной 
на овцах (Zeron et al., 2002), отмечено, что диета, богатая 
полиненасыщенными жирными кислотами (с добавлени-
ем рыбьего жира), влияла на изменение состава внутри-
клеточных липидов в клетках кумулюса, но не в незре- 
лых ооцитах, что может быть связано с высоким содержа-
нием в добавке ненасыщенных жирных кислот.

В нашем исследовании обнаружено, что при содержа-
нии самок-доноров на диете, богатой жирами, липидов 
в зрелых ооцитах становилось больше, чем в контроле, 
т. е. при применении стандартной диеты. Между тем в 
незрелых ооцитах не было различий по общему коли
честву липидов при содержании мышей на разных дие
тах. Некоторые исследования на мышах отмечают воз-
растание количества липидов в незрелых ооцитах при 
содержании мышей на жирной диете (Wu et al., 2010). 
Однако в недавно опубликованной работе (Li et al., 2018) 
продемонстрировано возрастание числа крупных липид-
ных гранул в клетках кумулюса, но не в самих незрелых 
ооцитах. Возможно, наблюдаемое в нашем эксперименте 
отсутствие повышения общего уровня липидов в незрелых 
ооцитах после специальной обогащенной жирами диеты 
связано с тем, что эти липиды уходят в другие клетки, 
в частности кумулюса, в то время как на последующей 
стадии развития происходит накопление липидов непо-
средственно в ооцитах.

Противоречия в выводах описанных выше работ, вы-
полненных разными группами исследователей, могут 
быть связаны с различиями между линиями, а также с 
тем, что употреблялись корма, отличающиеся по своему 
составу. В целом можно сказать, что, в отличие от много
численных работ, в которых используется модель изме
нения качественного и количественного состава липи
дов в репродуктивных клетках, культивируемых in vitro 
(Брусенцев и др., 2019; Amstislavsky et al., 2019), ана-
логичные эксперименты в условиях in vivo сопряжены 
с воздействием большого числа различных факторов, 
что, по-видимому, и приводит к разнородности резуль- 
татов.

Обнаружена динамика возрастания количества липидов 
от незрелых ооцитов к зрелым, наблюдавшаяся при обеих 
диетах. Но более выраженной эта зависимость была при 

диете с повышенным содержанием жира. Действительно, 
жирные кислоты, имеющиеся в крови матери, ответствен-
ны за липидный профиль фолликулярной жидкости, из 
которой они поступают в ооцит через окружающие его 
клетки кумулюса (Valckx et al., 2014). Ранее с помощью 
микро- и спектроскопических методов были исследованы 
распределение, локализация и размер липидных гранул 
в процессе созревания ооцитов мышей (Dunning et al., 
2014; Bradley et al., 2016). В частности, при использовании 
когерентного антистоксового комбинационного рассеяния 
выявлено возрастание размера и числа агрегированных ЛГ 
при созревании ооцитов мышей как in vivo, так и in vitro 
(Bradley et al., 2016). Сходная закономерность отмечена 
в работе на крупном рогатом скоте: полуколичественным 
методом с применением КЛСМ и флуорохрома BODIPY 
продемонстрировано достоверное возрастание внутрикле-
точных липидов при созревании ооцитов in vitro, хотя при 
созревании ооцитов in vivo наблюдалась лишь тенденция 
к такому возрастанию (Collado et al., 2017). 

Однако в работе на свиньях показано снижение коли
чества внутриклеточных липидов по мере развития ооци-
тов in vivo: на стадии герминального везикула содержание 
липидов было на 21 % выше, чем у созревших до стадии 
метафазы второго деления мейоза (Romek et al., 2011). 
Таким образом, имеются и видовые отличия в изменении 
содержания внутриклеточных липидов в ходе созревания 
ооцитов (Romek et al., 2011; Dunning et al., 2014; Bradley 
et al., 2016; Collado et al., 2017). В частности, у свиней 
снижение количества жиров в ходе созревания ооцитов, 
вероятней всего, связано с их активным расщеплением, 
так как у этого вида животных липиды могут выступать 
в качестве основного энергетического субстрата (Bradley, 
Swann, 2019). 

Заключение 
Результаты нашего исследования показывают, что уве-
личение содержания липидов по мере созревания in vivo 
ооцитов мышей может быть усилено при содержании 
самок-доноров на диете, богатой жиром. Есть вероят-
ность того, что липиды в большом количестве поступают 
в ооцит мыши из клеток кумулюса при его созревании 
(Li et al., 2018). Большее количество липидов в зрелых 
ооцитах, полученных от самок-доноров, содержавшихся 
на диете, богатой жирами, по сравнению с контролем, по 
всей видимости, может быть связано с накоплением энер
гетического субстрата и особенностями метаболизма ожи
ревших особей, например неспособностью клетки быстро 
утилизировать поступающие жиры. Имеются примеры 
того, что фактический состав жирных кислот в ЛГ ооцитов 
зависит от рациона матери, который определяет жирные 
кислоты, доступные для ооцита во время развития яич-
ников (Bradley, Swann, 2019). 

Таким образом, диета, богатая липидами, приводит 
к увеличению массы тела самок мышей, а также повы
шает уровень холестерина и триглицеридов в крови этих 
животных. Содержание самок-доноров на такой диете 
не влияет на качественный состав липидов незрелых и 
зрелых ооцитов. При этом наблюдается повышение об
щего содержания липидов при созревании ооцитов мышей 
in vivo. Диета, обогащенная жирами, приводит к большему 
накоплению липидов в зрелых ооцитах. 
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Генетические маркеры о распространении  
древних морских охотников в Приохотье
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Аннотация. Представлен обзор сведений о генетическом полиморфизме современного и древнего населения 
Севера Азии и Америки с целью реконструкции истории миграций древних морских охотников в Охотоморском 
регионе. Проанализированы данные о полиморфизме митохондриальной ДНК и распространенности «арктиче-
ской» мутации – варианта rs80356779-A гена CPT1A. Известно, что «арктический» вариант гена CPT1A с высокой 
частотой распространен в современных популяциях эскимосов, чукчей, коряков и других народов Охотоморско-
го региона, хозяйственный уклад которых связан с морским зверобойным промыслом. Согласно палеогеномным 
данным, самые ранние находки «арктического» варианта гена CPT1A обнаружены у гренландских и канадских па-
леоэскимосов (4 тыс. лет назад), представителей токаревской культуры Северного Приохотья (3 тыс. лет назад) и  
носителей культуры позднего дзёмона острова Хоккайдо (3.5–3.8 тыс. лет назад). Результаты анализа позволили 
выявить несколько миграционных событий, связанных с распространением морских охотников в Охотоморском 
регионе. Самая поздняя миграция, оставившая следы у носителей культуры эпи-дзёмон (2.0–2.5 тыс. лет назад), 
привнесла с севера Приохотья на Хоккайдо и соседние территории Приамурья митохондриальную гаплогруппу 
G1b и «арктический» вариант гена CPT1A. Следы более ранней миграции, также привнесшей «арктическую» мута-
цию, зарегистрированы у населения позднего дзёмона Хоккайдо (3.5–3.8 тыс. лет назад). Проведен филогенети-
ческий анализ митохондриальных геномов, относящихся к редкой гаплогруппе C1a, встречающейся у населения 
Дальнего Востока и Японии, но в филогенетическом отношении родственной C1-гаплогруппам американских 
индейцев. Результаты показали, что дивергенция митохондриальных линий в пределах гаплогруппы C1a проис-
ходила в диапазоне от 7.9 до 6.6 тыс. лет назад, а возраст японской ветви гаплогруппы C1a составляет ~5.2 тыс. 
лет. Пока неизвестно, связана ли эта миграция с распространением «арктического» варианта гена CPT1A или же 
присутствие C1a-гаплотипов у населения островов Японии маркирует собой еще один, более ранний, эпизод 
миграционной истории, связывающей население северо-западной Пацифики и Северной Америки.
Ключевые слова: митохондриальная ДНК; ген CPT1A; популяции человека; палеогеномика; культура морских 
охотников; Охотоморский регион.
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Abstract. This is a review of studies on the genetic polymorphism of modern and ancient populations of the north of 
Asia and America, with the aim of reconstructing the history of migrations of ancient marine hunters in the Okhotsk 
Sea region. The data on mitochondrial DNA polymorphism and the “Arctic” mutation distribution – the rs80356779-A 
variant of the CPT1A gene – were analyzed. It is known that the “Arctic” variant of the CPT1A gene is widely distributed 
in modern populations of the Eskimos, Chukchis, Koryaks, and other peoples of the Okhotsk Sea region, whose eco-
nomic structure is associated with marine hunting. According to paleogenomic data, the earliest cases of the “Arctic” 
variant of the CPT1A gene were found in the Greenland and Canadian Paleoeskimos (4 thousand years ago), among 
representatives of the Tokarev culture of the Northern Priokhotye (3 thousand years ago), and among the bearers of 
the culture of the late Jomon of Hokkaido (3.5–3.8 thousand years ago). The results of the analysis revealed several 
migration events associated with the spread of marine hunters in the Okhotsk Sea region. The latest migration, which 
left traces on bearers of the Epi-Jomon culture (2.0–2.5 thousand years ago), introduced the mitochondrial haplogroup 
G1b and the “Arctic” variant of the CPT1A gene from the north of Priokhotye to Hokkaido and neighboring territories of 
the Amur Region. Traces of earlier migration, which also brought the “Arctic” mutation, were recorded in the Hokkaido 
population of the late Jomon period (3.5–3.8 thousand years ago). A phylogenetic analysis of mitochondrial genomes 
belonging to the rare haplogroup C1a, found in populations of the Far East and Japan, but phylogenetically related 
to the C1-haplogroups of the Amerindians, was carried out. The results of the analysis showed that the divergence of 
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mitochondrial lineages within the C1a haplogroup occurred in the range from 7.9 to 6.6 thousand years ago, and the 
age of the Japanese branch of the C1a haplogroup is approximately 5.2 thousand years. It is not yet known whether this 
migration is associated with the spread of the “Arctic” variant of the CPT1A gene or the presence of C1a haplotypes in 
the population of the Japanese islands marks another, earlier, episode of the migration history linking the populations 
of Northwest Pacific and North America.
Key words: mitochondrial DNA; CPT1A gene; human populations; paleogenomics; culture of marine hunters; Okhotsk 
Sea region.
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Введение 
Согласно результатам археологических и палеогеномных 
исследований, 4.5–2.8 тысячелетия назад в обширном 
регионе – от Чукотки и Аляски и до Гренландии – суще-
ствовала общность племен (палеоэскимосов), объеди-
нявшая искусных охотников на морских млекопитающих 
(Rasmussen et al., 2010; Flegontov et al., 2019). Предпо-
лагается, что формирование высокоспециализированной 
культуры морских зверобоев проходило главным обра-
зом на американском континенте и связано с развитием 
«арктической традиции малых орудий», а на Чукотке 
палеоэскимосские памятники возрастом от 3.5 до 2.9 тыс. 
лет обнаружены в ограниченном числе мест – на острове 
Врангеля и поселении Уненен (Гребенюк и др., 2019). По 
палеогеномным данным, первая миграция предков палео-
эскимосов из Сибири в Америку произошла ~ 5.5 тыс. лет 
назад (Rasmussen et al., 2010). В генетическом отношении 
палеоэскимосы ближе всего к современным чукотско-кам-
чатским народам (корякам, чукчам, ительменам), а не аме-
риканским индейцам (Flegontov et al., 2019). Результатом 
другой миграции из Сибири в Америку (~ 4 тыс. лет назад) 
стало появление собственно современных эскимосов 
(неоэскимосов) севера Америки, Гренландии и Чукотки 
(Achilli et al., 2013). Неоэскимосы формировались на па-
леоэскимосской основе, но, несмотря на объединяющую 
носителей этих культур традицию морского зверобойного 
промысла, в генетическом отношении они различались 
(Rasmussen et al., 2010; Raghavan et al., 2014; Flegontov et 
al., 2019; Sikora et al., 2019). 

Установлены также две волны обратных миграций 
из Америки на крайний Северо-Восток Азии. Одна из 
них связана с миграцией палеоэско-алеутских групп 
~3.5 тыс. лет назад, а другая – с миграциями неоэскимосов 
~2.5 тыс. лет назад (Гребенюк и др., 2019; Flegontov et al., 
2019; Grugni et al., 2019; Sikora et al., 2019). В результате 
первой из указанных обратных миграций на Чукотке 
возникла палеоэскимосская традиция, а в Северном При-
охотье  – токаревская культура (Гребенюк и др., 2019). 
Результатом второй обратной миграции стало развитие 
неоэскимосских культур в Берингоморье (Raghavan et al., 
2014; Flegontov et al., 2019).

Генетические маркеры  
древних морских охотников
Генетическая реконструкция событий, произошедших 
на крайнем Севере Азии и Америки, стала возможной 
благодаря исследованиям распределения вариантов мито
хондриальной ДНК (мтДНК) и Y-хромосомы, наследуе
мых по материнской и отцовской линиям соответствен

но, у современного и древнего населения этого региона. 
Исследования полиморфизма мтДНК показали, что 
только несколько митохондриальных гаплогрупп объе
диняют генетически популяции крайнего Севера  Аме
рики (эскимосов) и Северо-Востока Азии (эскимосов, 
чукчей и коряков) – это гаплогруппы A2a, A2b, D2a и 
D4b1a2a1a (Derenko et al., 2007; Tamm et al., 2007; Dryomov 
et al., 2015). Гаплогруппа D2a маркирует собой предков 
палеоэскимосов, поскольку она характерна для пред-
ставителей палеоэскимосских культур Саккак и Дорсет, 
а также токаревской культуры Северного Приохотья, а 
остальные гаплогруппы связаны уже с относительно не-
давней неоэскимосской экспансией (Raghavan et al., 2014; 
Flegontov et al., 2019; Sikora et al., 2019). Аналогично по 
распределению вариантов Y-хромосомы только гапло-
группа Q-B143 маркирует древний палеоэско-алеутский 
компонент, отмеченный также у современных коряков, 
чукчей и юкагиров (Rasmussen et al., 2010; Malyarchuk et 
al., 2011; Karmin et al., 2015; Grugni et al., 2019). Между 
тем присутствие мужской гаплогруппы Q-B34 у азиатских 
эскимосов и коряков связано с обратной миграцией, при-
ведшей к появлению неоэскимосских культур на Чукотке 
(Grugni et al., 2019). 

Из аутосомных генетических вариантов наиболее инте-
ресна «арктическая» мутация гена CPT1A, кодирующего 
карнитин пальмитоилтрансферазу типа IA – один из клю-
чевых ферментов транспорта жирных кислот в митохон-
дрии. В результате нуклеотидной замены G→A в локусе 
rs80356779 гена CPT1A образуется аминокислотная за-
мена пролина на лейцин в позиции 479 фермента CPT1A 
(замена Р479L), которая относится к числу патологиче-
ских, поскольку приводит к понижению ферментативной 
активности CPT1A (Greenberg et al., 2009). Проведенные 
исследования установили, что «арктическая» мутация 
rs80356779-A с высокой частотой распространена только 
на крайнем Севере Азии и Америки (Rajakumar et al., 2009; 
Lemas et al., 2012; Clemente et al., 2014; Малярчук и др., 
2016). Ее частота составила более 70 % у американских и 
гренландских эскимосов, 66 – у коряков, 56 – у чукчей и 
30 % – у охотских эвенов (Малярчук и др., 2016). Резуль-
таты филогенетического анализа протяженных участков 
гена CPT1A продемонстрировали однократное возник-
новение мутации rs80356779-A у эскимосов, чукчей и 
коряков (Clemente et al., 2014), а ее появление у эвенов и 
эвенков связано не с независимым происхождением этого 
варианта полиморфизма, а с межэтническими контактами 
(Малярчук и др., 2016).

Обнаружено, что поддержанию высокой частоты «арк
тического» варианта гена CPT1A у эскимосов, чукчей и 
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коряков способствовал отбор, связанный, в первую оче
редь, с адаптацией к традиционной диете морских зверо-
боев, основанной на потреблении жира и мяса ластоногих 
и китов (Clemente et al., 2014). По всей видимости, в ответ 
на высокий уровень кетогенеза, возникающий при посто-
янном потреблении жирной пищи, у морских охотников 
произошли некоторые изменения метаболизма, например 
у них отпала необходимость в высокой активности фер-
ментов метаболизма полиненасыщенных жирных кислот, 
которыми богаты продукты морского зверобойного про-
мысла. Аминокислотная замена Р479L как раз приво-
дит к снижению каталитической активности фермента 
CPT1A (Greenberg et al., 2009). В результате носители 
«арктического» варианта в большей степени защищены 
от кетогенеза, что вполне оправданно при соблюдении 
традиционной диеты, но в современных условиях (в слу-
чае отхода от традиционной диеты) эта аминокислотная 
замена стала вредной. Так, у эскимосов Северной Аме-
рики и Гренландии – носителей «арктической» мутации в 
гомозиготном состоянии (их частота составляет 40–70 % 
в различных популяциях) – дефицит фермента CPT1A со-
провождается гипокетонной гипогликемией, синдромом 
внезапной детской смерти, бóльшей предрасположенно-
стью к ожирению, диабету 2-го типа, жировой болезни 
печени и др. (Greenberg et al., 2009). Вызывает тревогу, 
таким образом, высокая частота гомозиготного носитель-
ства «арктического» варианта» (генотип rs80356779-AA) 
у коренного населения крайнего Северо-Востока Азии  
(47 % у коряков, 33 у чукчей и 8 % у охотских эвенов), 
тем более в условиях отсутствия неонатального скри-
нинга «арктической» мутации у новорожденных детей 
коренного населения.

Распространенность «арктического»  
варианта гена CPT1A в современных  
и древних популяциях
Предполагается, что распространению «арктического» 
варианта гена CPT1A в популяциях коренного населения 
Северо-Восточной Азии способствовали миграции мор-
ских охотников вдоль побережий северных морей (Ма-
лярчук, 2018). Кроме эскимосов, чукчей и коряков, случаи 
этой мутации мозаично были зарегистрированы у эвенков 
Якутии (с частотой 1 %) (Малярчук и др., 2016), долгано-
нганасанского населения Таймыра (3 %) (Smolnikova et al., 
2015), нанайцев северокитайской провинции Хэйлунцзян 
(10.3 %) (Li et al., 2018). Поскольку в соседних по от-
ношению к указанным этническим группам популяциях 
«арктический» вариант гена CPT1A отсутствовал, то 
наиболее вероятным представляется, что случаи нахож-
дения варианта rs80356779-A вдали от Чукотки и Север-
ного Приохотья могут объясняться миграциями древних 
морских охотников. Согласно археологическим данным, 
группы морских охотников из Берингоморья проникали 
на Таймыр ~ 3 тыс. лет назад (Гурвич, Симченко, 1980). 
Неоднократно также археологами отмечалась экспансия 
морских охотников с севера на юг вдоль побережья Охот-
ского моря (Лебединцев, 1990; Befu, Chard, 2017). 

Результаты молекулярного датирования показали, что 
эволюционный возраст «арктического» варианта гена 
CPT1A составляет от 6 до 23 тыс. лет (Clemente et al., 

2014). Между тем сведения палеогеномных исследований 
позволяют считать, что «арктическая» мутация появилась 
у коренного населения Арктического и Охотоморского 
регионов на протяжении последних четырех тысячелетий. 
Согласно палеогеномным данным, «арктическая» мута-
ция отсутствовала у представителей позднего палеолита 
арктической Восточной Сибири (стоянка Яна, 32.5 тыс. 
лет назад) (Sikora et al., 2019) и Юго-Восточной Сибири 
(стоянка Мальта, 24 тыс. лет назад) (Raghavan et al., 2014), 
а также в Северной Америке у представителя культуры 
Кловис (12.6 тыс. лет назад) (Rasmussen et al., 2014) – де-
вочки из погребения Upward Sun River (Аляска, 11.5 тыс. 
лет назад) (Moreno-Mayar et al., 2018) и Кенневикского 
человека (8.3–9.2 тыс. лет назад) (Rasmussen et al., 2015). 
В мезолите и неолите «арктическая» мутация также не 
была выявлена по результатам исследований древнего 
индивидуума из Дуванного Яра (Чукотка, ~ 9.8 тыс. лет 
назад), а также древних жителей пещеры Чертовы ворота 
(Приморье, ~ 7.5 тыс. лет назад) (Sikora et al., 2019). «Арк
тический» вариант отсутствовал также у индивидуумов со 
стоянки Усть-Белая (Прибайкалье, 4.5–6.6 тыс. лет назад) 
(Sikora et al., 2019). 

Впервые «арктический» вариант гена CPT1A был об-
наружен в гетерозиготном состоянии у палеоэскимоса, 
представляющего культуру Саккак из Гренландии (4 тыс. 
лет назад), а также с частотой ~ 50 % у канадских и грен-
ландских представителей палеоэскимосской культуры 
Дорсет (1.4–1.6 тыс. лет назад) (Rasmussen et al., 2010; 
Clemente et al., 2014). «Арктический» вариант зарегистри-
рован также у двух представителей токаревской культуры 
(Северное Приохотье, 3 тыс. лет назад) и у древних жите-
лей эскимосского поселения Эквен (Чукотка, 1.9–2.1 тыс. 
лет назад) (Sikora et al., 2019). Недавние исследования 
продемонстрировали, что и для представителей Южно-
го Приохотья – носителей культуры позднего дзёмона 
(Хоккайдо, 3.5–3.8 тыс. лет назад) также был характерен 
«арктический» вариант гена CPT1A (Kanzawa-Kiriyama 
et al., 2019). Авторы предположили, что частота варианта 
rs80356779-A в популяции позднего дзёмона Хоккайдо 
была высокой, а ее закреплению способствовал тот 
факт, что древние жители активно охотились на морских 
животных (морских котиков, сивучей, морских львов, 
дельфинов). Возможно, что присутствие «арктического» 
варианта у представителей позднего дзёмона Хоккайдо 
связано с воздействием древних северо-восточноазиат-
ских популяций, повлиявших также и на предков других 
народов Приамурья и Сахалина – например нивхов, у 
которых также обнаружен «арктический» вариант гена 
CPT1A (Zhou et al., 2019). Между тем результаты исследо-
вания полиморфизма мтДНК показали, что для древнего 
и современного населения Хоккайдо преемственность 
от древности до современности сохраняется для мито-
хондриальных гаплогрупп N9b, D4h2 и M7a, которые 
отсутствуют у народов Северо-Востока Азии (коряков, 
ительменов, чукчей) (Adachi et al., 2018). Общим же зве-
ном для всех указанных популяций служит присутствие 
гаплогруппы G1b. Эта гаплогруппа мтДНК появилась у 
представителей эпи-дзёмона на Хоккайдо 2.0–2.5 тыс. лет 
назад и распространена у современных айнов с частотой 
около 16 % (Adachi et al., 2011). Ее появление явно связано 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D1%8D%D0%B9%D0%BB%D1%83%D0%BD%D1%86%D0%B7%D1%8F%D0%BD
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с миграциями с северо-востока, поскольку гаплогруппа 
G1b установлена как у мезолитического индивидуума 
из Дуванного Яра (Чукотка, 9.8 тыс. лет назад), так и у 
токаревцев (3 тыс. лет назад) (Sikora et al., 2019). По всей 
видимости, на Хоккайдо эта гаплогруппа мтДНК попала 
в связи с распространением токаревской культуры на юг 
Приохотья.

Экспансия носителей митохондриальной гаплогруппы 
G1b на рубеже нашей эры в популяциях Охотоморского 
региона, вероятно, повлекла за собой и распространение 
«арктического» варианта гена CPT1A. Однако посколь
ку  гаплогруппа G1b не обнаружена на Хоккайдо в бо

лее раннее время (т. е. 3.5–3.8 тыс. лет назад), то вполне 
возможно, что источник «арктического» варианта гена 
CPT1A у них мог быть связан с другой, более ранней, 
миграцией. Анализ данных о полиморфизме мтДНК у на-
селения северной части Восточной Азии показывает, что 
в литературе имеются сведения о присутствии в восточ-
ноазиатских популяциях очень редкой митохондриальной 
гаплогруппы C1a, которая в филогенетическом cмысле 
является сестринской ветвью по отношению к распро-
страненным у индейцев Америки гаплогруппам C1b, C1c 
и C1d. Гаплогруппа C1a обнаружена у японцев (0.5 %) 
(Maruyama et al., 2003), ульчей (0.6 %) (Starikovskaya et al., 
2005), ороков Сахалина (11.5 %) (Бермишева и др., 2005), 
нанайцев (1.2 %) (Tamm et al., 2007), дауров (2.2 %) (Kong 
et al., 2003), монголов (1.3 %) (Kolman et al., 1996; Deren
ko et al., 2007), алтайцев (0.7 %) (Dulik et al., 2012), бурят 
(0.7 %) (Derenko et al., 2007), киргизов (0.5 %) (Tamm et al., 
2007), казахов (0.8 %) (Tamm et al., 2007). Предполагается, 
что присутствие гаплогруппы C1a на северо-востоке Азии 
связано с обратной миграцией из Америки (Tamm et al., 
2007), произошедшей ~ 8.6 тыс. лет назад, судя по эволю-
ционному возрасту этой гаплогруппы мтДНК (Derenko 
et al., 2010). Конечно, по результатам филогенетического 
анализа и возрасту гаплогруппы трудно определить, ког-
да именно была предполагаемая миграция. Неизвестно, 
появились ли мутации, определяющие гаплогруппу C1a 
(рисунок), в Азии или же произошел перенос в Азию уже 
сформировавшейся гаплогруппы C1a, возникшей очень 
локально в Америке.

Филогенетический анализ всех известных к настоящему 
времени C1a-митогеномов показывает, что эволюционный 
возраст гаплогруппы составляет ~8 тыс. лет, а дивергенция 
основных гаплотипов от корневой последовательности 
мтДНК произошла ~6.6 тыс. лет назад, при этом япон-
ская ветвь гаплогруппы C1a имеет возраст ~5.2 тыс. лет 
(см. рисунок). Таким образом, учитывая достаточно ши-
рокий диапазон времени формирования «арктического» 
варианта гена CPT1A (от 6 до 23 тыс. лет назад), можно 
предположить, что C1a-миграция из американской части 
Берингии могла быть осуществлена носителями «аркти-
ческого» варианта гена CPT1A. В таком случае находит 
объяснение присутствие как C1a-гаплотипов мтДНК у 
современных японцев и народов Сахалина и Приамурья, 
так и «арктического» варианта гена CPT1A у предста-
вителей позднего дзёмона Хоккайдо и современных на-
родов Сахалина и Приамурья. В настоящее время ареал 
C1-гаплогрупп у народов Америки смещен к югу, однако 
палеогеномные исследования установили присутствие 
C1b-гаплотипа на Аляске 11.5 тыс. лет назад (Tackney 
et al., 2015). Поэтому вполне вероятно, что митохондри-
альные генофонды берингийцев включали в свой состав 
C1-линии, одна из которых могла стать родоначальницей 
гаплогруппы C1a.

В отношении происхождения «арктического» варианта 
гена CPT1A установлено, что для варианта rs80356779-A 
предковым является гаплотип, характерный для населения 
Восточной Азии (Clemente et al., 2014). Однако этапы 
дальнейших изменений этого гаплотипа, приведших к 
возникновению «арктической» мутации, равно как и место 
ее происхождения (Америка или Азия) пока неизвестны.
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Филогенетическое дерево целых митохондриальных геномов, отно-
сящихся к гаплогруппе C1a. 
Транзиции указаны на ветвях дерева, для трансверсий отмечен результат 
замены нуклеотидов, делеции обозначены как del. Эволюционный воз-
раст кластеров мтДНК (в тыс. лет) приведен в соответствии со скоростью 
мутаций в целом митогеноме, равной 1.665 × 10–8 замен на сайт в год 
(Soares et al., 2009). Для митогеномов показаны номера в GenBank, а так-
же этническая принадлежность. Филогенетическое дерево построено с 
помощью программы mtPhyl 4.015 https://sites.google.com/site/mtphyl/
home.

https://sites.google.com/site/mtphyl/home
https://sites.google.com/site/mtphyl/home
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Заключение
Полученные результаты позволили выявить несколько 
миграционных событий, связанных с распространением 
морских зверобоев в Охотоморском регионе. Самая позд-
няя миграция, оставившая следы у носителей культуры 
эпи-дзёмон, привнесла с севера Приохотья на Хоккайдо 
и соседние территории Приамурья митохондриальную 
гаплогруппу G1b и «арктический» вариант гена CPT1A. 
Следы более ранней миграции, также привнесшей «арк
тическую» мутацию, зарегистрированы у населения позд
него дзёмона Хоккайдо. Пока неизвестно, связана ли эта 
миграция с распространением митохондриальной линии 
C1a или же присутствие C1a у населения островов Японии 
маркирует собой еще один, более ранний, эпизод мигра-
ционной истории, связывающей население Берингии и 
всего Охотоморского региона. Следует отметить, что в 
этнологической литературе уже давно существует пред-
положение об этногенетическом родстве предков нивхов, 
чукчей, коряков, эскимосов и американских индейцев 
(Jochelson, 1926). Предполагается также существование в 
прошлом циркумохотской культурной общности, имевшей 
глубокие связи с сопредельными культурами азиатского 
побережья и островов северо-западной Пацифики и Се-
верной Америки (Лебединцев, 2003).
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