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Уважаемые коллеги, дорогие читатели!
В этом выпуске представлены обзорные 

и экспериментальные статьи в области 
генетики человека, молекулярной, физиологи-
ческой и биохимической генетики растений, 
селекции растений и животных. Отдельная 
рубрика посвящена нехромосомной наследс-
твенности.

Особое место среди публикаций выпуска 
занимает серия статей, подготовленных гене-
тиками Беларуси. Их выход приурочен к пяти-
десятилетию Института генетики и цитологии 
Национальной академии наук Республики 
Беларусь.

Становление генетических исследований в 
Беларуси тесно связано с именем президента АН 
БССР академика А.Р. Жебрака – выдающегося 
генетика, специалиста в области отдаленной 
гибридизации пшениц и экспериментальной 
полиплоидии, смело выступавшего в защиту 
генетики в период гонений. В 1955 г., еще в 
период гонений на генетику в СССР, блестящий 
ученый и организатор Николай Васильевич 
Трубин основал отдел генетики при Институте 
биологии АН БССР. В 1965 году отдел был 
преобразован в Институт генетики и цитологии. 
Со временем создания института совпало и еще 
важное событие – в конце 1965 г. было принято 
решение об организации Всесоюзного общества 
генетиков и селекционеров имени Н.И. Вавило-
ва, а в 1972 г. Н.В. Турбин занял пост президен-
та ВОГиС после Б.Л. Астаурова. 

Одним из первых подразделений Института 
стала лаборатория теоретической генети-
ки, которую возглавлял академик АН БССР 
П.Ф. Рокицкий, внесший огромный вклад в 

развитие математической генетики 
и оставивший после себя богатую 
научную школу. Со дня основания в 
Институте под руководством акаде-
мика НАН Беларуси Л.В. Хотылевой 
велись работы по гетерозису. Затем 
ею были инициированы исследо-
вания, связанные с созданием и ис-
пользованием анеуплоидных форм 
пшеницы и новой зерновой культуры 
– тритикале. Под руководством ака-
демика НАН Беларуси Н.А. Картеля 
в Институте начаты исследования 
по молекулярной генетике и гене-
тической инженерии растений, а по 
инициативе член-корреспондента 
НАН Беларуси А.В. Кильчевского в 
Институте получили развитие работы 
в области биотехнологии и молеку-
лярной селекции растений. Дости-
жения сотрудников Института отме-
чены многочисленными советскими, 
национальными и международными 
премиями и наградами. Редакция 
Вавиловского журнала генетики и 
селекции желает Институту генетики 
и цитологии НАН Беларуси новых 
выдающихся достижений, успехов и 
процветания! 

Обращаем внимание наших читате-
лей на несколько важных изменений в 
работе журнала. Начат прием статей 
через электронную редакцию: http://
vavilov.elpub.ru/index.php/jour. Второе 
значимое событие – получение �������� 
(digital object identifier) через между- между-между-
народное регистрационное агентство 
CrossRef. Теперь каждой статье жур-
нала будет присвоен постоянный уни-
кальный цифровой идентификатор 
����, который позволит однозначно, который позволит однозначно 
определять местонахождение публи-
кации в электронном пространстве 
и автора(ов) публикации. Наличие 
���� облегчает процедуру цитирова- облегчает процедуру цитирова-
ния, поиска и локализации научной 
публикации, что в итоге повышает 
вероятность цитирования работы в 
международных источниках.

Еще одно важное событие – по-
явление нового цифрового изда-
ния  «Письма  в  Вавиловский 
журнал» (http://www.bionet.nsc.ru/
vogis/people/). С 2015 года Вавилов-
ский журнал генетики и селекции 
публикует преимущественно резуль-



блемы генетики, радиобиологии, радиоэкологии и 
эволюции», приуроченной к 115-летию Н.В. Ти-
мофеева-Ресовского, (http://www.bionet.nsc.ru/ 
vogis/download/conference/appx_1.pdf), приведены 
иллюстрированные фотографиями интервью с 
участниками конференции. 

В новом издании ведутся и страницы памяти о 
наших безвременно ушедших коллегах. В 2015 году 
ушел из жизни Дмитрий Геннадьевич Матишов, 
член-корреспондент РАН, директор Института 
аридных зон ЮНЦ РАН (http://www.bionet.nsc.
ru/vogis/download/memorial/matishov2.pdf). В 
2014 году Дмитрий Геннадьевич вошел в состав 
Центрального Совета Вавиловского общества ге-
нетиков и селекционеров. В 2013 и 2014 годах им 
была проделана огромная работа по подготовке V�� 
съезда ВОГиС, благодаря которой это крупнейшее 
научное мероприятие, состоявшееся в Ростове-на-
Дону в июне 2014 года, прошло блестяще и вызвало 
самые теплые отзывы участников. Дмитрий Генна-
дьевич ушел из жизни молодым и профессионально 
активным ученым, полным замыслов и планов. 
Яркий, незаурядный – он навсегда останется в на-
шей памяти как талантливый ученый и блестящий 
организатор, как добрый, искренний, щедрый и 
отзывчивый человек!

Со всеми статьями нового издания можно озна-
комиться на сайте http://www.bionet.nsc.ru/vogis/
people/. Статьи для публикации принимаются в 
электронном виде. Просим присылать рукописи по 
электронной почте на адрес vavilov_journal�bionet.vavilov_journal�bionet._journal�bionet.journal�bionet.�bionet.bionet..
nsc.ru с пометкой в теме: «Письма в Вавиловский.ru с пометкой в теме: «Письма в Вавиловскийru с пометкой в теме: «Письма в Вавиловский с пометкой в теме: «Письма в Вавиловский 
журнал». 

Академик В.К. Шумный

таты экспериментальных исследований и обзор-
ные статьи (http://www.bionet.nsc.ru/vogis/vestnik.
php?f=rules&p=rules). Однако не иссякает интерес 
читателей и авторов к публикациям, освещающим 
важнейшие периоды в истории генетики, к био-
графическим статьям о выдающихся генетиках и 
селекционерах. Актуальным остается подведение 
итогов значимых генетических конференций, ко-
торое ранее имело место на страницах журнала. 
В связи с этим было задумано новое электронное 
издание – «Письма в Вавиловский журнал», глав-
ными требованиями к которому стали: открытый 
доступ материалов, кратчайший срок с момента 
поступления статьи до ее опубликования, возмож-
ность представления богатого иллюстративного 
материала и качественный удобный для восприятия 
читателем дизайн.

Среди первых публикаций нового издания статья 
Э.И. Колчинского и С.Г. Инге-Вечтомова «Анти-
лысенковец с довоенным стажем», посвященная 
столетию со дня рождения выдающегося историка 
генетики и библиографа Даниила Владимировича 
Лебедева (http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/
anniversary/appx1.pdf), и статья «Парадоксы кон-
цептуальной истории генетики» М.Д. Голубовского 
(http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/history_of_
Genetics/appx_1.pdf). 

В новом издании также представлена статья О. 
Тарантиной «Н.В. Тимофеев-Ресовский и совре-
менные проблемы генетики, радиобиологии, ра-
диоэкологии и эволюции», в которой рассказано о 
прошедшей в июне 2015 г. в Санкт-Петербурге ��V 
Международной конференции «Современные про-
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expression of the chloroplast 
genome: modern concepts 
and experimental approaches

M.G. Siniauskaya, N.G. Danilenko, N.V. Lukhanina, 
A.M. Shymkevich, O.G. Davydenko 

institute of Genetics and cytology nAS Belarus�� Mins��� Belarus

A unique feature of �lants is the �resence of two extra-
nuclear genomes�� chloro�lasts and mitochondria. 
The chloro�last genome is relatively small�� 100–120 
genes�� which encode less than 5 % of all �roteins 
required for �lastids to function. The c�DnA ex�res-
sion retains �ro�aryotic features�� cotranscri�tion 
in the o�eron�� bacteria-li�e rnA �olymerases and 
�romoters�� �0S ribosomes etc.�� also new characters 
a��ear such as uncou�ling of transcri�tion 
with translation�� �hage-ty�e rnA �olymerases�� 
rnA editing�� and s�licing of �rimary transcri�ts. 
The interaction of the nucleus (nuclear genomes� 
and cyto�lasm (�lastid and mitochondrial genes� 
during �lant develo�ment is necessary for �ro�er 
develo�ment and ada�tation to the environment. 
The aim of this review is to disclose the �eculiarities 
of �lastid genome ex�ression. The way the genetic 
information in chloro�lasts is used (transcri�tion�� 
editing�� s�licing�� �olyadenylation and translation� is 
consequently described. Furthermore�� the im�ortance 
of all ex�ression machinery com�onents in �lant life is 
discussed. Modern a��roaches for rnA �ool study are 
described and critical �oints of nuclear-cyto�lasmic 
interaction in the functions of chloro�lasts are 
revealed. The information about the most im�ortant 
factors of nuclear-cyto�lasmic signaling in higher 
�lants (sigma factors and PPr �roteins encoded 
by the nucleus� are reviewed. Thus�� the multilevelness 
and viability of �lastid genome ex�ression regulation 
in �lant cells and interde�endence of the �rocesses 
in different com�artments is �roved. A summary 
of the latest studies of the ex�ression of the �lastid 
genome using genetic chi�s (microarrays�� macro-
arrays� is �rovided. original results are �resented. 

Key words�� сhloro�last; �lastids; ex�ression; 
transcri�tion; rnA �olymerases; editing; s�licing; 
translation; microarray; macroarray.

уникал��ным свойством растений является нали�ие�� кроме генома 
ядра�� двух внеядерных геномов в хлоропластах и митохондриях. 
Геном хлоропластов относител��но невелик – 100–120 генов�� 
которые кодиру�т менее 5 % всех нео�ходимых для функциони-
рования пластид �елков. Экспрессия генома пластид сохраняет 
�ерты прокариот�� котранскрипци� генов в составе оперона�� 
сходные c �актериями РН��-полимеразы и промоторы�� присутствие 
�0S ри�осом�� однако появля�тся и новые свойства�� транскрипция�� 
не сопряженная c трансляцией�� фагоподо�ные РН��-полимеразы�� 
РН�� эдитинг и сплайсинг транскриптов. Взаимодействие ядра 
(генома ядра� и цитоплазмы (генома пластид�� митохондрий� 
в процессе развития растител��ного организма а�сол�тно 
нео�ходимо для полноценного развития растения�� адаптации 
(пласти�ности� к факторам окружа�щей среды. В о�зоре 
о�о�щены современные представления о� осо�енностях 
экспрессии генома пластид в клетке. �оследовател��но показано�� 
�то происходит при реализации генети�еской информации генома 
пластид в хлоропластах (транскрипции�� эдитинге�� сплайсинге�� 
полиаденилировании�� трансляции� и как отсутствие каких-ли�о 
компонентов отражается на функционировании растител��ной 
клетки и растения в целом. Описаны современные подходы 
к изу�ени� пула транскриптов�� выявлены крити�еские то�ки 
ядерно-цитоплазмати�еского взаимодействия при реализации 
функции хлоропластов в онтогенезе�� воздействии факторов 
окружа�щей среды и др. �одро�но представлена информация 
о важнейших факторах ядерно-цитоплазмати�еского сигналинга 
у высших растений – сигма-факторах и PPr-�елках�� кодируемых 
ядром. таким о�разом�� показаны многоуровневост�� и целесо-
о�разност�� регуляции процессов экспрессии генома пластид 
в растител��ной клетке и взаимозависимост�� происходящих 
в разных компартментах клетки процессов. Составлена также 
сводка последних ра�от по изу�ени� экспрессии генома 
пластид с помощ��� генети�еских �ипов (микро- и макроэррей�. 
�риводятся резул��таты со�ственных исследований.

��л��евые слова�� хлоропласт; пластиды; экспрессия; 
транскрипция; РН��-полимеразы; эдитинг; сплайсинг; трансляция; 
микроэррей; макроэррей.
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Присутствие пластид в клетке – одно из уникальных 
свойств растений. Кроме выполнения функции 
фотосинтеза, пластиды участвуют в ряде других 

жизненно важных клеточных процессов: синтезе крах-
мала, жирных кислот, пигментов и аминокислот (Wicke 
et al., 2011). Геном хлоропластов растений представляет 
собой двухцепочечную ДНК, средний размер которой – 
130–180 т. п. н., а копийность варьирует в пределах 8–1 000 
копий на пластиду, до 50 пластид на клетку. У ячменя 
геном хлоропластов – 136 462 п. н., пшеницы – 134 545 п. н. 
В настоящее время в GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=2759&opt=plastid) 
имеется более 900 первичных нуклеотидных последова-
тельностей пластомов эукариот, из них около 700 – для 
группы Viridiplantae, к которой относятся и высшие на-
земные растения. Большинство пластомов секвенировано 
после 2006 г., когда появились методы широкомасштабно-
го секвенирования и стоимость анализа (сиквенса) значи-
тельно снизилась. Пластом фотосинтетических растений 
содержит от 70 (покрытосеменные) до 88 (мхи) генов, 
кодирующих белки, и 33 (большинство двудольных) – 34 
(однодольные) – 35 (мхи) генов структурных РНК, в целом 
это 100–120 генов (Wakasugi et al., 1994; �hyama, 1996; 
Bock, 2007). В табл. 1 на примере пшеницы (�gihara et al., 
2000) представлен типичный набор генов хлоропластной 
ДНК высших растений, число которых в различных так-
сонах высших растений примерно одинаково.

Предполагается, что для функционирования пластид 
высших растений требуется более 2100 белков (Leister, 
2003), только менее 5 % кодируется их собственным 
геномом (Shiina et al., 2005). Биогенез и дифференциа-
ция пластид – результат координированной экспрессии 
ядерных и пластидных генов (Gray et al., 2003). Регуляция 
экспрессии генома пластид может осуществляться на 
уровне ДНК за счет изменения копийности пластома на 
органеллу, но в большей степени она модулируется за счет 
различных процессов, происходящих во время и после 
транскрипции, во время трансляции и посттрансляционно 
(Zhelyazkova, 2012). 

Хлоропласты в клетке появились в результате эндо-
симбиоза примитивных эукариотических одноклеточных 
организмов с фотосинтезирующими прокариотами (Да-
ниленко, Давыденко 2003), поэтому неудивительно, что 
экспрессия генома пластид сохраняет черты прокариот: 
организацию в оперон (котранскрипцию генов), сходные 
c бактериями РНК-полимеразы и промоторы, структуру 
мРНК, присутствие 70S рибосом и др. Но у них появля-
ются и новые свойства: несопряженные транскрипция и 
трансляция, фагоподобные РНК-полимеразы, изменение 
первичных транскриптов в результате эдитинга и сплай-
синга (Barkan, 2011; Cardi et al., 2012). 

Транскрипция генома пластид – сложный процесс, 
важный для онтогенетической и адаптивной регуляции их 
работы. В транскрипционной регуляции пластид задейс-
твован ряд молекул: РНК-полимеразы, сигма-факторы, 
транскрипционные регуляторы, белки пластидного нук-
леоида и различные сигнальные молекулы (Shiina et al., 
2005). Транскрипция пластидного генома в значительной 
степени зависит от экспрессии генома ядра. 

Транскрипция генов пластид высших растений осу-
ществляется двумя разными типами полимераз: коди-
руемой пластидами РНК-полимеразой бактериального 
типа (PEP) и кодируемой ядром фагоподобной РНК-по-
лимеразой (NEP), которые распознают разные типы про-
моторов и отличаются транскрипционной активностью 
в разных типах пластид (Börner et al., 2015). Более 60 % 
пластидных генов считываются в виде мультицистронных 
(полицистронных) достаточно стабильных комплексов. 
У разных видов растений пластидные опероны консер-
вативны (Kapoor, Sugira, 1998). Встречаются моно-, ди- и 
полицистронные комплексы.

Так, из 113 генов хлоропластного генома ячменя 86 
входят в состав 20 оперонов (см. табл. 2), а 27 генов транс-
крибируются моноцистронно (Zhelyazkova et al., 2012). 

Гены, кодирующие субъединицы одного комплекса или 
белки с общими функциями, в ряде случаев считываются 
в составе одного оперона, что определяет их скоординиро-
ванную работу и стехиометрическую аккумуляцию. Такая 
организация способствует дифференциальной экспрессии 
генов транскрипционного/трансляционного аппарата от-
носительно генов, кодирующих фотосинтетические белки 
(Baumgartner et al., 1993). 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

хпДН�� – хлоропластная ДН�� 
PEP – РН��-полимераза�� кодируемая геномом 
хлоропластов 
nEP – РН��-полимераза�� кодируемая геномом 
ядра
ФС1 – фотосистема 1
ФС2 – фотосистема 2
drnA-seq – дифференциал��ное РН�� секвени-
рование
σ-фактор – сигма-фактор
SiG1–SiG6 – сигма-факторы ара�идопсиса
c�cK2 – хлоропластная казеин киназа 2 
UTr (untranslated regions� – нетранслируемая 
о�ласт�� транскрипта
нкРН�� – некодиру�щая РН�� 
PnPase (�olynucleotide �hos�horylase� – поли-
нуклеотид фосфорилаза
rnase – ри�онуклеаза
ir – инвертированный повтор
PPr-�елки (�entatrico�e�tide re�eat �roteins� 
– �елки с пентатрикопептидными повторами
MorF (multi�le sites organellar rnA editing 
factors� – �елок-фактор эдитинга�� нео�ходимый 
для редактирования многих сайтов 
crM �елок (chloro�last rnA s�licing and 
ribosome maturation� – �елок РН�� сплайсинга 
хлоропластов и созревания ри�осом
SD – последовател��ност�� Шайн – Дал��гарно 
qrT-Pcr – �ЦР в режиме реал��ного времени
rT-Pcr – полимеразная цепная реакция после 
о�ратной транскрипции
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Большинство генов хлоропластной ДНК (хпДНК) мо-
гут транскрибироваться обоими типами полимераз, NEP 
и PEP, но с различных промоторов (Hajdukiewicz et al., 
1997; Liere, Börner, 2007; Barkan, 2011). На табаке методом 
макроэррей показано, что в мутантном растении с дефект-
ной полимеразой пластид (PEP) ядерная РНК-полимераза 
(NEP) транскрибирует весь пластидный геном, но по ха-
рактерному, отличному от нормального, профилю. В этом 
же исследовании обнаружено не только количественное, 
но и качественное отличие транскриптов нормальных и 
PEP-дефектных растений (Legen et al., 2002). По-видимо-
му, тип полимеразы, синтезирующей транскрипт, во мно-
гом определяет его дальнейшую судьбу: будет ли с него 
считываться нормальный белок? Наличие только одного 
какого-либо типа полимеразы, NEP или PEP, недостаточно 
для биогенеза фотосинтетически компетентных хлороп-
ластов, так как некоторые гены хлоропластов нуждаются 
в транскрипции конкретной полимеразой для соответству-
ющего уровня экспрессии, однако потеря активности PEP 
менее травматична для растения (Allison et al., 1996; Hess, 
Börner, 1999; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008).

NEP может быть представлена двумя типами РНК по-
лимераз: RpoTp (функционирует в пластидах) и RpoTmp 
(у двудольных функционирует и в митохондриях, и в 
пластидах). Показана функциональная значимость RpoTp 

как на ранней, так и на поздней стадиях вегетативного 
развития растений (арабидопсис). RpoTmp особенно 
важна на ранней стадии (арабидопсис), на которой она 
выполняет специфическую функцию транскрипции rrn 
оперона (Courtois et al., 2007).

Современное развитие молекулярной биологии поз-
воляет одновременно изучать особенности накопления 
транскриптов большого числа генов в различных объектах 
с помощью микроэррей (макроэррей). Имеется ряд иссле-
дований по геномике органелл, проводимых с помощью 
микроэррей (макроэррей) подходов, позволяющих глубже 
изучить особенности работы экспрессионного аппарата 
клетки растений. 

Комплексное исследование транскриптома плас-
тид томатов во время развития и созревания плодов 
при конверсии хлоропласт – хромопласт показало, что 
большинство пластидных генов ингибировано в большей 
степени в плодах, чем в листьях. Дифференциация хлоро- 
пласт – хромопласт (в плодах томатов) не вносит значи-
тельных изменений в уровень накопления пластидных 
транскриптов. Транскрипционное и трансляционное 
ингибирование (негативная регуляция) были более вы-
ражены для генов, имеющих отношение к фотосинтезу, 
по сравнению с генами, вовлеченными в экспрессию. 
accD – единственный пластидный ген (входит в цикл 

таблица 1. cостав хлоропластного генома пшеницы (по�� ogihara et al.�� 2000; 2002�

��оне�ный 
продукт

О�озна�ение генов Информация о кодируемом продукте

РН�� 23S rDNA, 16S rDNA, 5S rDNA, 4.5S rDNA Ри�осомал��ные гены

trn A, trnC, trnD, trnE, trnF, trnG, trnH, trnI, trnK, trnL, 
trnM (trnfM), trnN, trnP, trnQ, trnR, trnS, trnT, trV, trW, 
trnY

Гены тРН�� (30 типов�� соответству�щих 20 аминокислотам�

Белки фотосин-
тети�еского 
аппарата

PsaA, -B, -C, -I, -J Фотосистема 1

PsbA,-B,-C, -D, -E, -F, -H, -I, -J,-K, -L,-M, -N, -T Фотосистема 2

PetA, -B, -D, -G Цитохромы

AtpA, -B, -E, -F, -H, -I �тФ синтаза

rbcL Бол��шая су�ъединица  ри�улозо�ифосфаткар�оксилазы

Ри�осомал��ные 
�елки

rpl 2, rpl14, rpl16, rpl20, rpl22, rpl23, rpl32, rpl33, rpl36 Бол��шая су�ъединица ри�осом

rps 2, rps3, rps4, rps7, rps8, rps11, rps12, rps14, rps15, 
rps16, rps18, rps19

�алая су�ъединица ри�осом

Белки транс-
крипционного/
трансляционно-
го аппаратов

 rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2 Су�ъединицы РН�� полимеразы

infA трансляционный фактор

�ро�ие �елки ndhA, ndhB, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhI, 
ndhJ, ndhK

Су�ъединицы Н�ДФ дегидрогеназы

clpP �ротеиназа

cemA Белок мем�раны хлоропластов

matK �атураза

ycf3, ycf4, ycf5, ycf6, ycf9 Открытые рамки с�итывания�� консервативные среди 
пластомов  злаков  
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биосинтеза жирных кислот), который активно экспрес-
сировался. По-видимому, именно для его работы в хро-
мопластах поддерживалась экспрессионная активность 
(Kahlau, Bock, 2008).

При сравнении у картофеля уровня накопления 
транскриптов в клубнях и листьях получены аналогич-
ные результаты: большинство генов ингибировалось в 
амилопластах клубней по сравнению с листьями. Для 
транскрибируемых в хлоропластах и амилопластах генов 
идентифицировались общие (идентичные) сайты иници-
ации транскрипции, однако отмечено появление новых, 
уникальных для листьев или клубней. Также между 

двумя типами органелл наблюдались отличия в исполь-
зовании промоторов. В целом ассоциация транскриптов 
с рибосомами в амилопластах была низкая, однако для 
транскрипта гена accD наблюдалась достаточно высокая 
ассоциация с рибосомами. Результаты двух вышеопи-
санных исследований свидетельствуют о существовании 
общих регуляторных механизмов экспрессии органелл в 
амилопластах клубней и хромопластах плодов (Valkov 
et al., 2009).

Уровень транскриптов генов, кодирующих субъеди-
ницы фотосинтетических белков у растений Nicotiana 
tabacum, растущих на свету, был значительно выше, чем 
в темноте. Около 60 % зондов к фотосинтетически значи-
мым генам показали по крайней мере двойное увеличение 
количества транскриптов в растущих на свету тканях 
(Nakamura et al., 2003 а).

При изучении уровня «steady-state» транскриптов у 
пшеницы показано, что на начальной стадии развития 
(замачивание/прорастание) уровень транскриптов генов 
фотосистемы 1 (ФС1) был значительно ниже, чем таковой 
фотосистемы 2 (ФС2) (Siniauskaya et al., 2008). Это вполне 
объясняется и биологически, так как ФС2 развивается и 
начинает функционировать раньше, чем ФС1 .

Сопоставление пластидного транскриптома листьев и 
женских цветков у огурца выявило значительное увеличе-
ние количества транскриптов 13 генов рибосомных белков 
и rpoA, clpP, ycf1, ycf2, ycf15 в цветках при сильном реп-
рессировании фотосинтетических генов. Наиболее яркий 
пример – значительно сниженные уровни транскриптов 
8 генов psb (ФС2). У ndhH, единственного значимого 
для фотосинтеза гена, уровень экспрессии был повышен 
(Zmienko et al., 2011).

При изучении пула транскриптов в кончиках листа 
(апикальная часть) и у основания (базальная часть) у 
кукурузы показано, что РНК фотосинтетически важных 
генов занимают большую долю в кончике листа, тогда как 
в основании преобладают транскрипты генов энергети-
ческого обмена (Cahoon et al., 2008).

Дальнейший прогресс в изучении транскриптома 
высших растений (ячмень) достигнут благодаря иссле-
дованию Zhelyazkova с коллегами (2012). С использова-
нием метода дифференциального РНК секвенирования 
(dRNA-seq) при сравнении двух кДНК библиотек, полу-
ченных из нормальных зеленых пластид ячменя и белых 
пластид мутанта ячменя albostrians, изучены первичные 
транскрипты пластид. В эксперимент специально была 
включена РНК пластома белых листьев (мутант ячменя 
albostrians), чтобы выявить разделение функций NEP и 
PEP в пластидах. Выяснилось, что только 11 генов пластид 
ячменя, trnL-UAA, trnM-CAU, trnN-GUU, trnT, trnS-UGA, 
trnQ-UGG, psbE-F-L-J, petN, транскрибируются исключи-
тельно PEP. Показано, что PEP является доминирующей 
полимеразой пластид зрелых листьев ячменя и 88 % TSS 
(сайтов начала транскрипции) зеленых листьев ячменя 
приходятся на PEP. Результаты dRNA-seq показали, что 
в хпДНК намного больше промоторов, чем генов, поэто-
му наличие промоторов к обеим полимеразам является 
характерной чертой генов пластид. Возможно, это имеет 
адаптивную функцию. Таким образом, в растительных 
пластидах множественные промоторы запускают транс-

таблица 2. Возможные моно- и полицистронные 
транскрипционные комплексы (опероны� пластидных генов 
на примере  я�меня (по данным Zhelyaz�ova et al.�� 2012�

транскрипционные комплексы

Характеристика Состав

�оноцистронные ndhF�� psbA�� psbM�� rbcL�� rpl23�� rps16�� psaI�� 
psbN�� petN�� trnG-GGC�� trnT-GGU�� trnD-GUC�� 
trnS-GGA�� trnL-UAA�� trnF-GAA�� trnM-CAU�� 
trnH-GUG�� trnV-GAC�� ccsA�� trnN-GUU��  
trnL-CAA�� trnP-UGG�� trnW-CCA�� trnC-GCA�� 
trnS-UGA�� trnS-GCU�� trnQ-UGG 

Дицистронные  
и полицистронные

Состоит из генов с аналоги�ными  
или связанными функциями

psbE-psbF–psbL-psbJ

psbK-psbI-psbD–psbC-psbZ

trnG-UCC-trnfM-CAU

rpoB-rpoC1-rpoC2

trnE-UUC-trnY-GUA

Состоит из генов с гетерологи�ными 
функциями

clpP-rps12 5’ -rpl20

petL-petG-psaJ-rpl33-rps18

psaA-psaB-rps14-trnfM-CAU-trnR-UCU

psbB-psbT-psbH-petB–petD

atpB-atpE-trnV-UAC–ndhC-ndhK-ndhJ

rpl32-trnL-UAG

trnT-UGU-rps4-ycf3

ndhH-ndhA–ndhI- ndhG-ndhE-psaC-ndhD

rps2-atpI-atpH-atpF-atpA

ycf4-cemA–petA

trnK-UUU-matK

rps12 3’--rps7-ndhB

trnI-CAU-rpl23-rpl2-rps19-rpl22-rps3-rpl16- 
rpl14-rps8-infA-rpl36-rps11-rpoA

rrn16-trnI-GAU-trnA-UGC-rrn23-rrn4.5-rrn5- 
trnR-ACG-rps15–ndhH

�од�еркнуты (например�� psbK� гены�� с которых может инициироват��ся 
транскрипция в составе оперона. 
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крипцию индивидуальных генов и оперонов, в результате 
генерируются различные транскрипты одного и того же 
гена, что востребовано функционально, позволяя расте-
ниям максимально быстро адаптироваться к меняющимся 
внешним и внутренним условиям. Более того, иденти-
фикация множества сайтов инициации транскрипции в 
составе (внутри) оперонов (см. табл. 2) свидетельствует 
о потенциальной возможности транскрипционного 
разъединения генов в полицистронном генном кластере 
(Zhelyazkova et al., 2012). Это путь образования менее 
сложных транскриптов и увеличения количества индиви-
дуальных мРНК, транскрибируемых с одного и того же 
оперона, который ведет к дифференциальной экспрессии 
генов внутри одного оперона.

Интенсивность транскрипции индивидуальных генов 
в составе одного оперона очень консервативна, хотя раз-
личные участки одного и того же оперона могут транскри-
бироваться неравномерно (Алейникова и др., 2011). Как 
было показано на ячмене, гены оперонов rrn16, rps2, psaA 
и atpB, в состав которых входят функционально несвя-
занные белки или РНК, транскрибируются неравномерно 
(Алейникова, 2012). Оперон atpB-atpE-trnV-ndhC-ndhK-
ndhJ характеризовался значительно большей интенсив-
ностью транскрипции генов atpB и trnV в сравнении с 
другими генами (не менее чем в 3 раза). В опероне psaA 
первые два гена транскрибировались равномерно, а ген 
rps14, относящийся функционально к другой группе, 
транскрибировался значительно более интенсивно. Дан-
ными исследованиями подтверждена дифференциальная 
регуляция транскрипции индивидуальных генов в составе 
оперонов (Алейникова, 2012). 

Инициация транскрипции – один из важнейших эта-
пов в экспрессии генома во многих организмах. Ранее 
считалось, что транскрипция не играет значимую роль 
в регуляции экспрессии генов пластид, а более важными 
являются посттранскрипционные процессы. Эти пред-
ставления были пересмотрены после открытия и изучения 
σ-факторов (сигма-факторов). σ-факторы – белки ядер-
ного кодирования, придающие промоторную специфич-
ность PEP комплексу. В ферментативном комплексе PEP 
(прокариотического типа) σ-фактор функционирует как 
субъединица, распознающая промоторную область генов 
(Toyoshima et al., 2005). С РНК-полимеразой σ-факторы 
взаимодействуют в двух процессах, которые определяют 
успех и эффективность транскрипции – в распознавании 
промотора  и плавлении ДНК (Lerbs-Mache, 2011). 

Разные σ-факторы имеют конкретные функции в регу-
ляции экспрессии генома пластид и отвечают за транс-
крипцию определенного набора генов (Yagi, Shiina, 2014). 
Разнообразие σ-факторов и использование их растениями 
в зависимости от сигналов окружающей среды, стадий 
развития организма, типа пластид обеспечивает соответ-
ствующую регуляцию транскрипции (Allison, 2000; Toyo-
shima et al., 2005; Liere, Börner, 2007; Lerbs-Mache, 2011). 

Существуют предположения о том, что наличие мно-
жества промоторов и σ-факторов в хлоропластах необ-
ходимо для поддержания функционального состояния 
генетической системы хлоропластов при возникающих 
мутациях (Maier et al., 2008) или, что более вероятно, 
для обеспечения согласованной работы всего транскрип-

ционного аппарата в различных условиях (Lerbs-Mache, 
2011). Возможно, оба предположения о функциональном 
значении множественности промоторов и σ-факторов в 
хлоропластах отражают разные стороны процесса транс-
крипции, особенности которого еще далеко не изучены. 

Все известные σ-факторы растений относятся к группе 
σ70 (primary sigma factors). Большинство геномов высших 
растений кодируют шесть σ-факторов (Lyska et al., 2013). 
У Arabidopsis thaliana (A. thaliana) из шести σ-факторов из шести σ-факторовиз шести σ-факторов шести σ-факторовσ-факторовфакторов 
S��G1–S��G6 два (S��G2 и S��G6) жизненно необходимы для 
полноценного функционирования пластид (фотоавто-
трофного роста). Предполагаемая роль S��G1 – быстрая 
адаптация активности ФС1 к ежедневным изменениям 
в интенсивности освещения, возможна также его роль 
во взаимодействии хозяин – патоген (Lerbs-Mache, 2011). 
S��G2 участвует в распознавании промоторов и специфи-
ческой транскрипции некоторых генов тРНК и psaJ, psbD, 
psbA, rbcL (кДНК микрочипирование арабидопсиса). 
S��G3 осуществляет специфическую инициацию транс-
крипции в промоторе гена psbN и может также влиять на 
экспрессию оперона psbB через транскрипт psbT («анти-
смысловой», образующийся с другой цепи ДНК в другом 
направлении) (Zghidi et al., 2007). S��G4 особенно значим 
для транскрипции гена ndhF. S��G5 необходим для распоз-
навания светозависимого промотора (от голубого света) 
гена psbD, а также в циркадной регуляции транскрипции 
отдельных генов хлоропластов (Noordally et al., 2013). 
S��G6 играет «глобальную» роль во время ранней диффе-
ренциации пластид и развития растения (Lerbs-Mache, 
2011). Информация о σ-факторах и их роли в растении 
представлена в табл. 3.

Модификация σ-факторов через фосфорилирование 
влияет на экспрессию генома пластид. Важнейшим 
регулятором активности σ-факторов и, следовательно, 
транскрипции является кодируемая ядром хлоропластная 
казеин киназа 2 (cpCK2) (Schweer et al., 2010). 

Недавно было детально изучено взаимодействие генов 
комплекса АТФ-синтазы (важнейшего для фотосинтети-
ческих процессов и дыхания) и σ-факторов (Ghulam et al., 
2012). У высших растений гены АТФ-синтазного комп-
лекса разобщены и организованы в два оперона, большой 
(atpI/H/A) и малый (atpB/E). На арабидопсисе продемонс-
трировано, как в хлоропластах преодолевается физическая 
разобщенность кластера генов АТФ-синтазного комплекса 
(atp) и координируется его транскрипция. Оба промото-
ра atp оперонов PEP-зависимые и требуют σ-факторов 
для специфического распознавания. Транскрипция этих 
оперонов инициируется одним общим σ-фактором, S��G2, 
который определяет синтез базисного уровня мРНК генов 
atp, кодирующих различные субъединицы АТФ-синтазы. 
Далее в транскрипционной инициации большого и малого 
оперонов atp участвуют σ-факторы S��G3 и S��G6 соот-
ветственно, которые модулируют экспрессию генов atp в 
зависимости от физиологических и природных условий. 
Сочетание регуляции транскрипции atpH мРНК S��G3 фак-
тором и специфическая стабилизация этих транскриптов 
через взаимодействие с белком PPR10, возможно, является 
для хлоропластов механизмом контроля экспрессии гена 
atpH, кодирующего субъединицы С и размер С кольца у 
АТФ-синтазы. 
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таблица 3. Сигма-факторы растений и их функционал��ная рол�� в пластидах (на примере ара�идопсиса�. �о�� Lerbs-Mache�� 
2011 с дополнениями.

Ген ара�идопсиса��  
кодиру�щий σ-фактор

σ-фактор Биохими�еский процесс Биологи�еская функция в пластидах

At1g64�60 SiG1 Фосфорилирование
Взаимодействие с SiB1*

Быстрая адаптация активности ФС1 к изменениям в интенсивности 
освещения. 
транскрипция psaA�� psbB�� psbE (Tozawa et al.�� 200��

At1g0�540 SiG2 Регуляция трансляции и �иосинтеза хлорофилла �ерез транскрип-
ци� тРН��. 
Ста�илизация ФС1 �ерез транскрипци� psaJ .
�реодоление физи�еской разо�щенности atp кластера в хпДН�� 
и координация его транскрипции (Ghulam et al.�� 2012�.
�ерекл��ение РН��-полимераз с nEP на PEP �ерез взаимодействие 
с rPoT�

At3g53920 SiG3 �ротеолити�еское  
расщепление?

Специфи�еская транскрипция psbN – регуляция экспрессии psbT 
�ерез продуцирование антисенс РН��. 
у�астие в транскрипционной инициации �ол��шого atp кластера�� 
atpI/H/F/A (Ghulam et al.�� 2012�

At5g13�30 SiG4 Специфи�еская транскрипция ndhF

At5g24120 SiG5 Специфи�еская транскрипция гена psbD с �увствител��ного к синему 
свету промотора. Циркадная регуляция транскрипции отдел��ных 
генов хлоропластов

At2g36990 SiG6 Фосфорилирование�� 
взаимодействие с DG l**

Важнейший σ-фактор на ранней стадии развития.
у�астие в транскрипционной инициации малого atp кластера�� atpB/
atpE�� на поздних стадиях развития растения (Ghulam et al.�� 2012�

* SiB1 – �елок�� взаимодейству�щий с SiG1�� играет рол�� в защитной реакции растений; ** DG1 – PPr-�елок�� взаимодейству�щий с SiG6�� выполняет 
регуляторну� функци�.

Известно, что в зависимости от вида количество С 
субъединиц в кольце АТФ-синтазы может варьировать от 
10 до 15 (Stock et al., 1999; Pogoryelov et al., 2005, 2007). 
Количество С субъединиц – крайне важный параметр 
для АТФ-синтазного комплекса, так как он определяет 
количество H+ (протонов), которые транслоцируются 
через мембрану для синтеза АТФ. Очень интересная 
гипотеза – увеличение размера С кольца, возможно, яв-
ляется той ценой, которую растению приходится платить 
за синтез АТФ в неблагоприятных условиях. Вероятно, 
в хлоропластах существует регуляторный механизм для 
увеличения эффективности работы АТФ-синтазы за счет 
изменения количества субъединиц в С кольце в результате 
воздействия различных стрессовых факторов (Ghulam et 
al., 2012). 

Экспрессия (транскрипция) генома пластид 
в онтогенезе
Изначально была предложена так называемая «каскадная 
модель активации плазмона через NEP» (Liere, Maliga, 
2001). Как полагали, активность NEP необходима для 
инициирования PEP на ранних стадиях развития хлороп-
ластов путем транскрипции оперона, содержащего гены 
rpoA и rpoB субъединиц PEP. Затем NEP в большей мере 
замещается на PEP, и последняя селективно транскриби-
рует гены фотосинтетических комплексов. По мере того 
как появляются фотосинтетически зрелые хлоропласты, 
активность PEP снижается до уровня «steady-state». Эта 
гипотеза достаточно хорошо объясняла регуляцию генов 

пластид в онтогенезе, однако результаты многих последу-
ющих исследований по транскрипции свидетельствовали 
об ином. 

В работе Cahoon с коллегами (2004) на кукурузе показа-
но, что по мере развития хлоропластов активность обоих 
типов полимераз увеличивается, но наблюдается разница 
в стабильности их транскриптов. Количество фермента 
NEP уменьшается по мере взросления растений, и на-
блюдается повышенная дестабилизация ее транскриптов, 
однако за счет повышения активности данной полимеразы 
в зрелых хлоропластах уровень мРНК, продуцируемых 
NEP, остается в клетке примерно тем же (Cahoon et al., 
2004). Транскрипционная активность PEP растет по мере 
развития хлоропластов при неизменном или даже увели-
чивающемся уровне стабильности ее транскриптов. По-
этому Cahoon с коллегами (2004) отметили характерную 
черту экспрессии генома пластид в онтогенезе – различие 
в накоплении транскриптов генов, продуцируемых двумя 
полимеразами, NEP и PEP. В процессе развития пластид 
количество транскриптов NEP практически не менялось, 
а количество транскриптов PEP увеличивалось. 

Далее на арабидопсисе и шпинате было показано, что 
NEP и PEP уже изначально представлены в семенах, а при-
менение Tagetina (специфического ингибитора активности 
PEP) подтвердило, что PEP необходима для эффективного 
прорастания семян, так как обеспечивает транскрипцию 
рибосомальных РНК (�emarsy et al., 2006). Этими же ис-
следователями обнаружено, что при прорастании семян 
арабидопсиса все три полимеразы NEP (RpoTp, RpoTmp и 
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PEP) активно синтезируют новые пластидные мРНК уже 
на этапе замачивания/стратификации семян (стадия 0+). 
RpoTp транскрибирует гены рибосомных белков и PEP 
субъединиц, а RpoTmp и PEP – оперон rRNA. Перенос на 
свет (стадия прорастания после 0+) запускает транскрип-
цию посредством PEP фотосинтетически значимых генов 
(rbcL транскрибируется первым). По мере дальнейшего 
развития проростков (стадия 1–2) PEP продолжает актив-
ную транскрипцию генов ФС1, ФС2 и электрон-транспор-
тной цепи (�emarsy et al., 2012). 

Число синтезированных NEP транскриптов генов субъ-
единиц PEP и белков рибосом со стадии 0+ резко перестает 
расти и идет на спад, а на стадии 1 (появление корешков) 
поддерживается на определенном стабильном уровне 
либо уменьшается. Фаза высокой активности NEP – са-
мые ранние этапы прорастания семени арабидопсиса 
– характеризуется высоким уровнем транскрипции всего 
пластидного генома, приводя к продукции (считыванию) 
антисмысловых РНК с генов, локализованных на проти-
воположной цепи ДНК. Отметим, что количественное 
соотношение смысловых и антисмысловых РНК для 
преобладающего большинства пластидных мРНК из-
менялось в зависимости от стадии развития растения и 
дифференциации пластид. Стадии стратификации и по-
явления корня (0–1) характеризовались высоким уровнем 
антисмысловых РНК при малом значении отношения 
количества смысловых РНК к антисмысловым (смысло-
вые/антисмысловые). В зеленых тканях (стадии 2–4 – рост 
корня, зеленение проростков, раскрытие семядолей) для 
большинства пластидных мРНК смысловых транскриптов 
значительно больше, чем антисмысловых, поэтому отно-
шение смысловые/антисмысловые РНК увеличивается 
(�emarsy et al., 2012). Неясно функциональное значение 
образования антисмысловых РНК, имеет ли оно регуля-
торную функцию переключения полимераз с NEP на PEP, 
или это сопутствующее данному процессу явление?

Характерной чертой экспрессии генов в хлоропластах 
наземных растений является сложность популяции (пула) 
молекул РНК, возникающих при транскрипции большинс-
тва генов (Barkan, 2011). Пул пластидных РНК содержит 
первичные и процессированные («зрелые») транскрипты. 
Разнообразие транскриптов в хлоропластах образуется 
при инициации транскрипции не с одного промотора, а с 
разных (для одних и тех же генов), далее – с последующим 
процессингом РНК по множеству различных возможных 
сайтов. Пример, показывающий возможность накопления 
различных транскриптов для генного кластера, – psbB 
оперон (Barkan, 1988; Westhoff, Hermann, 1988). Одна 
проба к данному кодирующему району позволяет иден-
тифицировать 15 и более типов транскриптов (Stern et 
al., 2010).

Происходящие после транскрипции РНК-процессинг и 
стабилизация – деградация транскриптов более значимы в 
регуляции экспрессии генома пластид (работе пластид), 
чем сама транскрипция (�el Campo, 2009).   

Процессинг РНК
Первичные транскрипты хлоропластных генов счи-

тываются в виде полицистронных молекул, которые 
разрезаются на отдельные фрагменты, а затем их 5′-, 3′-

концы подвергаются модификациям (созреванию). 5′-UTR 
(5′ untranslated regions) и 3′-UTR области транскриптов 
предотвращают быструю деградацию первичных транс-
криптов, обеспечивая их стабильность (�el Campo, 2009). 
Они необходимы для посттрансляционной регуляции 
экспрессии (Stern et al., 2010; Zhelyzkova et al., 2012). 

Непроцессированные (первичные) 5′-концы хлороп-
ластных транскриптов несут 5′-ди- или трифосфаты, 
процессированные хлоропластные транскрипты имеют 
монофосфорилированные 5′-концы ( Zhelyzkova et al., 
2012). У «зрелых» мРНК они формируются двумя воз-
можными механизмами: 5′–3′ экзонуклеолитический путь 
и сайт-специфическое расщепление эндорибонуклеазами 
(Stern et al., 2010). 

Считается, что основным механизмом «созревания» 
5′-концов является эндонуклеолитический путь, однако 
появились факты и в пользу другого предположения. 
В этих процессах участвует RNase J, c меньшей вероятно-
стью – RNase E. RNase J является основной рибонукле-
азой, ответственной за «созревание» 5′-концевых участков 
хлоропластных транскриптов, на которых РНК-связыва-
ющиеся белки (кодируемые в ядре PPR-белки (pentatrico-pentatrico-
peptide repeat proteins)) функционируют как барьеры для)) функционируют как барьеры для 
ее активности (Luro et al., 2013). Таким образом, степень 
5′-процессинга транскрипта определяется PPR-белками, 
а также вторичной структурой самой молекулы РНК (Stern 
et al., 2010). 

Транскрипционная терминация в хлоропластах неэф-
фективна, поэтому большинство 3′-концов «зрелых» 
пластидных мРНК образуется в результате процессинга 
первичного транскрипта. При формировании 3′-концевых 
районов участвуют экзо-, эндонуклеазы и РНК-связы-
вающиеся белки. В хлоропластах растений достаточно 
хорошо изучены две экзорибонуклеазы – PNPase и RNR1 
(RNase R). 3′-концы формируются главным образом благо-
даря 3′–5′ экзорибонуклеазной активности полинуклеотид 
фосфорилазы (polynucleotide phosphorylase – PNPase). 
Данный фермент чувствителен к наличию вторичных 
структур РНК и терминальных ��R (инвертированных 
повторов), поэтому ингибируется на 3′«stem-loop» струк-
турах (Yehudai-Resheff et al., 2001). О значимости данного 
фермента говорит тот факт, что у растений с отсутствием 
PNPase формирование 3′-концов rbcL и psbA мРНК не 
завершено (Walter et al., 2002). 

Не у всех хлоропластных мРНК может образовываться 
3′«stem-loop» структура, и именно такие мРНК – канди-
даты для стабилизации с помощью малых некодирующих 
РНК (нкРНК). Они обнаружены в большом количестве 
в хлоропластах различных растений (Hotto et al., 2011; 
Zhelyzkova et al., 2012). нкРНК пластид синтезируются 
как с межгенных районов, так и в виде антисмысловых 
транскриптов (для примерно 35 % всех генов зеленых 
пластид). По данным Hotto с коллегами (2011), у араби-
допсиса обнаружено не менее 39 хлоропластных нкРНК, 
комплементарных 3′-концам смысловых хлоропластных 
мРНК. Для бактерий известно, что нкРНК, связывясь с 
3′-концами мРНК, стабилизируют данные мРНК, блоки-
руя работу 3′–5′-экзорибонуклеазы (�pdyke et al., 2004). 
Возможно, аналогичное происходит и в хлоропластах. 
Самый простой пример стабилизации РНК с помощью 



Экспрессия хлоропластного генома�� современные  
представления и экспериментал��ные пути изу�ения

�.Г. Синявская�� Н.Г. Даниленко�� Н.В. луханина�� 
�.�. Шимкеви��� О.Г. Давыденко 

518 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 5 • 2015

нкРНК – антисмысловая РНК гена psbT, которая, об-
разуясь, стабилизирует комплементарную смысловую 
psbT мРНК через формирование двунитевых РНК/РНК 
гибридов, приводя к трансляционной инактивации psbT 
мРНК и защите ее от нуклеолитической деградации 
в условиях окислительного стресса (Zghidi-Abouzid  
et al., 2011). 

Предполагается, что каждая малая РНК соответствует 
месту связи с PPR- белком (является как бы «отпечат-
ком» PPR-белка), а одной из хорошо документирован-
ных функций этих белков является защита прилежащей 
РНК от деградации экзонуклеазами (Loiselay et al., 2008; 
Zhelyazkova et al., 2012). Таким образом, стабилизация 
транскрипта происходит через связывание с PPR белками. 
Это описано для PPR10, CRP1, HCF152 белков (Barkan 
et al., 1994; Meierhoff et al., 2003; Nakamura et al., 2003b; 
Pfalz et al., 2009), подобные функции предполагаются 
и для других PPR и TPR-подобных белков, специфич-
ных для различного набора транскриптов (Barkan, 2011; 
Lyska et al., 2013). В качестве примера можно привести 
PPR10 белок, который связывается с 5′- и 3′-районами 
хлоропластных транскриптов psaJ-rpl33 или atpI-atpH, 
защищая их от экзонуклеаз в обоих 5′- и 3′-направлениях. 
При связывании с 5′-концом atpH PPR10 активизирует 
трансляцию, высвобождая связывающийся с рибосомой 
район из РНК дуплекса (Prikryl et al., 2011). Потеря PPR-
белка ведет к потере соответствующей мРНК (Schmitz-
Linneweber et al., 2005). Этот механизм защиты мРНК 
(и, по-видимому, контроля их уровня) является уникаль-
ным для органелл растений,  и пока не ясно, встречается 
ли аналогичный в ядре.

Эдитинг – важнейший этап в посттранскрипционном 
контроле экспрессии генов органелл. Был открыт в ми-
тохондриях в 1989 г. (Covello, Gray, 1989; Gualberto et al., 
1989; Hiesel et al., 1989), затем в пластидах в 1991 г. (Hoch 
et al., 1991) как процесс модификации последовательности 
транскрипта в результате конверсии C нуклеотида в U, 
приводящий к возникновению последовательности, от-
личной от кодируемой ДНК. Эдитинг наблюдается у всех 
наземных растений, за исключением печеночных мхов 
(Rüdinger et al., 2008). В пластидах высших растений об-
наружен в основном C-U эдитинг (Takeneka et al., 2013).

Одно из предположений: эдитинг возник изначально 
для коррекции мутаций генома, которые появлялись в 
ходе заселения Земли растениями. Результатом такой 
«правки» было обеспечение синтеза нормального белка. 
Действительно, эдитинг часто изменяет (восстанавливает) 
ту аминокислоту, которая важна для функции протеина 
(Sugita et al., 2006). В результате эдитинга также может 
возникать новый инициирующий трансляцию кодон или, 
наоборот, стоп-кодон. Однако эдитинг происходит и в тех 
точках генома, где это непосредственно не отражается 
на функции кодируемого белка (�kuda et al., 2010) – в 
нетранслируемых районах РНК (5′, 3′ UTR), интронах. 
Частота эдитинга в некодирующих районах очень низка по 
сравнению с кодирующими. Существует предположение о 
необходимости эдитинга для эффективного последующего 
сплайсинга (Takenaka et al., 2013).

Обычно в различных мРНК пластид семенных растений 
имеется около 30–40 специфических сайтов эдитинга. У 

арабидопсиса их 43 в 18 генах, из них 36 – в кодирующих 
областях (Ruwe et al., 2013). Однодольные и двудольные 
растения отличаются друг от друга по более чем половине 
сайтов эдитинга (Barkan, 2011). 

В геноме митохондрий сайтов эдитинга значительно 
больше. Так, у арабидопсиса и риса найден 441 (Giege, 
Brennicke, 1999) и 491 (Notsu et al., 2002) сайт эдитинга 
соответственно.

Разные исследователи неоднократно пытались вы-
явить характерные черты последовательности РНК в 
области сайта эдитинга (cis-элементы) (Bock, Koop, 1997; 
Miyamoto et al., 2004). Отмечено, что последовательность 
РНК в 20–25 нуклеотидов, расположенная выше (5′) сай-
та эдитинга, содержит в себе специфические элементы, 
необходимые для его распознавания (Bock et al., 1996; 
Chateigner-Boutin et al., 2003; Verbitskiy et al., 2008). Да-
лее при детальном исследовании in vitro и in organello 
показано, что «критические нуклеотиды» для эдитинга 
расположены с 5-го по 15-й нуклеотид выше редактиру-
емого С (Тakenaka et al., 2013). 

Трансфакторами эдитинга растений, распознающи-
ми последовательность РНК, являются PPR-белки PLS 
группы. 

PPR-белки делятся на две большие группы белков, P 
и PLS белки (Shikanai, Fujii, 2013). «P» группа PPR-бел-
ков необходима на различных этапах созревания РНК 
транскрипта, и такие белки состоят из канонического 
35-аминокислотного повтора (PPR мотива), повторяюще-
гося тандемно до 30 раз (P-область). Однако в эдитинге  
участвует другая группа PPR-белков – «PLS» белки, ко-
торые характеризуются наличием трех типов повторов: 
канонического (P), чуть более длинного (L) (примерно из 
36 аминокислот) и короткого (S) (из 31–34 аминокислот) 
(Small, Peeters, 2000; Lurin et al, 2004; Schmitz-Linneweber, 
Small, 2008). На С конце этих белков расположен Е 
(extended domain) домен, который, как предполагают, 
непосредственно взаимодействует с ферментом эдитинга. 
У примерно половины PLS белков за E доменом распола-
гается �YW домен, названный так за наличие высококон-
сервативного трипептида аспартат-тирозин-триптофана 
(�YW) (см. рис. 1). Возможно, при эдитинге он обладает 
каталитической активностью (Manna, 2015).

Каждый такой белок может участвовать в эдитинге от 
1 до 10 сайтов. Возможно даже перекрывание «специ-
фичности» PPR-белков, при котором в одном и том же 
сайте эдитинга функционируют несколько PPR-белков. 
PPR-белки, участвующие в эдитинге, связываются с РНК 
обратимо, так как зрелые мРНК должны быть доступны 
для синтеза белка в рибосомах. Связывание РНК с PPR-
белками документировано пока только для нескольких 
участвующих в эдитинге РНК PPR-белков, однако более 
интенсивно изучено и подтверждено для PPR-белков 
процессинга РНК (�kuda et al., 2006; Williams-Carrier et 
al., 2008).

Не так давно был найден новый класс белков, функци-
онирующих в растительной «эдитосоме» и необходимых 
для эдитинга в органеллах, это M�RF (multiple sites 
organellar RNA editing factors) белки. Каждый такой бе-
лок задействован в редактировании не одного, а многих 
сайтов эдитинга. Так, у арабидопсиса в ядре кодируются 
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10 членов этого семейства: два из них работают только 
в пластидах, пять – только в митохондриях и два – как в 
хлоропластах, так и в митохондриях. Обнаружено, что 
для большинства точек эдитинга хлоропластных транс-
криптов требуется одновременное функционирование 
обоих M�RF белков хлоропластов (ориентированных 
для работы исключительно в данной органелле), так как 
дефекты в любом из них влияют на успешность прохож-
дения данного процесса (Takenaka et al.,2012; Bentolila 
et al., 2013). Два M�RF белка формируют функциональ-
ный гетеродимер, который только в некоторых случаях 
может замещаться гомодимером. Кроме того, около 20 
% эдитинга в пластидах контролируется работой M�RF 
белка, функционирующего как в хлоропластах, так и в 
митохондриях (Bentolila et al., 2013). Предполагаемая 
функция M�RF белков в гипотетической «эдитосоме» 
пока еще не определена. Возможно, они являются связу-
ющим звеном между PPR-белками и ферментом эдитинга 
(Takenaka et al., 2013).

В основе процесса эдитинга в хлоропластах лежит 
дезаминирование цитидина. Реакция, происходящая с С 
основанием, аналогична конверсии единичного нуклеоти-
да (single nucleotid conversion) в пути биосинтеза уридина, 
осуществляемого цитидин дезаминазой, при котором са-
харо-фосфатный «скелет» РНК в точке эдитинга остается 
интактным, а С нуклеотид модифицируется. Фермент, 
катализирующий реакцию РНК эдитинга в хлоропластах, 
до сих пор экспериментально не выявлен, однако пред-
полагают, что это может быть: 1) классическая цитидин 
дезаминаза; 2) PPR-белок с �YW доменом (содержит 
аминокислотный мотив классической цитидин дезамина-
зы), обеспечивающий цитидин дезаминазную активность; 
3) фермент с модифицированной трансаминазной актив-
ностью (Salone et al., 2007; Takenaka et al., 2013). 

Эдитинг РНК необходим для функционирования расти-
тельных органелл (пластид) и выживания растений. Явля-
ется ли эдитинг регуляторным процессом для адаптации 
растений к меняющимся условиям окружающей среды, 
все еще предстоит выяснить (Takenaka et al., 2013).

Считается, что эдитинг – самый ранний процесс мо-

дификации мРНК, предшествующий сплайсингу и ре-
стрикции полицистронных транскриптов (Freyer et al. 
1993; Schmitz-Linneweber, Regel, 2002; �el Campo, 2009). 
Однако сплайсинг интронов, формирование «зрелых» 
концов мРНК, эдитинг могут происходить в разной оче-
редности, некоторые сайты на границе экзонов редакти-
руются только после сплайсинга прилежащих интронов 
(Li-Pook-Than, Bonen, 2006).

Сплайсинг – необходимый процесс в созревании РНК 
в органеллах, в результате которого удаляются интроны, 
прерывающие рамку считывания генов, ответственных 
за фотосинтез и экспрессию пластома. Растительные 
органеллы содержат два основных типа интронов: инт-
роны групп �� и ����, которые различаются по структуре и 
механизмам сплайсинга. Двадцать из двадцати одного 
пластидного интрона наземных растений принадлежат 
к группе ����, а один в trnL–UAA гене – к группе �� (Cardi 
et al., 2012). В сплайсинге каждого интрона участвует 
множество ядерно кодируемых белков (de Longevialle et 
al., 2010). Значительный прогресс достигнут в иденти-
фикации этих белков, и обнаружено 16 ядерных генов, 
продукты которых требуются для сплайсинга одного или 
нескольких хлоропластных интронов группы ���� (Germain 
et al., 2013, см. рис. 2). 

Белки, участвующие в сплайсинге в хлоропластах, 
не родственны белкам сплайсинга транскриптов ядра. 
У большинства хлоропластных сплайсинг-факторов име-
ются связывающиеся с РНК домены типа CRM, P�RR, 
AP�, PPR, �PR, характерные для белков, функциониру-
ющих в органеллах. Наиболее широко представлены два 
семейства белков: CRM белки (Chloroplast RNA splicing 
and ribosome maturation), функционирующие в нескольких 
разных сайтах сплайсинга, и PPR белки, специфичные 
только для одного транскрипта (Schmitz-Linneweber, 
Small, 2008; Stern et al., 2010). Кроме того, в сплайсинге 
ряда интронов группы ���� участвует хлоропластно коди-
руемая матураза (ген matK расположен в интроне гена 
trnK), жизненно необходимая для нормального развития 
растений (Rogalski et al., 2006; Legen et al., 2007). 

В хлоропластах нет «сплайсеосом», аналогичных 
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рис. 1. Схема организации PPr �елков (по�� Shi�anai�� 2015�.
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ядерным. Сплайсинг интронов – сложный процесс, вов-
лекающий в себя огромное количество факторов (белков). 
Хлоропластные факторы сплайсинга взаимодействуют в 
различных комбинациях, образуя комплексы с интрон-
ными РНК, каждый для обеспечения сплайсинга набора 
определенных интронов (Germain et al., 2013). Сплайсинг 
катализируется самой РНК, и сплайсинг-факторы играют 
«добавочную» роль. Эти факторы, связываясь с РНК, 
способствуют ее соответствующей укладке для форми-
рования каталитически компетентной структуры. 

Несомненно, сплайсинг играет регуляторную роль в 
онтогенезе растения. Он также может приводить к изме-
нению относительных количеств зрелых мРНК в пуле РНК 
в зависимости от условий окружающей среды, выполняя 
адаптивную функцию (Stern et al., 2010). 

Уровень транскриптов генов хлоропластов также за-
висит от скорости их деградации. В деградацию РНК в 
пластидах вовлечено полиаденилирование, которое в ядре 
обеспечивает стабилизацию мРНК, но у прокариот (и в 
пластидах) является сигналом нестабильности (разруше-
ния) (Cardi et al., 2012).

На основании исследований in vitro и in vivo ясно по-
казано, что полиаденилирование может способствовать 
деградации РНК в хлоропластах, так как сродство поли-
нуклеотид фосфорилазы к полиаденилированным РНК 
повышается. Данный фермент является основным в «гло-
бальном» процессе деградации РНК в клетке. Однако пока 
до конца не выяснено, насколько полиаденилирование 

важно для метаболизма РНК в пластидах (RNA turnover) 
(Germain et al., 2013). 

В хлоропластах в промежуточном продукте деградации 
3′-концов найдены полиА-последовательности (poly(A) 
tails), которые состоят не только из аденозина, но и из 
небольшого количества других остатков, в основном 
из гуанозина. Показано, что полиаденилированные 
транскрипты деградируют быстрее, чем неаденилиро-
ванные. Молекулярные механизмы деградации РНК 
в хлоропластах напоминают таковые у бактерий – после 
эндонуклеолитического расщепления РНК происходит 
полиаденилирование. Полиаденилированный продукт 
расщепления затем подвергается быстрой экзонуклеоли-
тической деградации полинуклеотид фосфорилазами и, 
возможно, другими экзонуклеазами (�el Campo, 2009). 
Не ясно, является ли полинуклеотид фосфорилаза един-
ственным ферментом полиаденилирования в хлороп-
ластах, но это пока единственный фермент, функция 
которого в полиаденилировании подтверждена (Stern  
et al., 2010). 

Детектируемое количество полиаденилированных 
транскриптов пластид крайне мало, для обнаружения их 
требуется около 50 циклов ПЦР (Kudla et al., 1996). В EST 
базах полиаденилированных РНК они встречаются только 
эпизодически. Вероятно, их низкая встречаемость отра-
жает их быструю деградацию, однако это может быть и 
следствием незначительной роли полиаденилирования в 
метаболизме хлоропластной РНК, что предстоит выяснить 
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в будущем (Germain et al., 2013).
Процессы транскрипции и трансляции в хлоропластах 

не сопряжены жестко, поэтому существует дополнитель-
ный уровень регуляции для предотвращения инициации 
конститутивной трансляции мРНК через взаимодействия 
последовательности Шайн – Дальгарно (S�) и 16S рибо-
сомальной РНК (S�–16S взаимодействия). 

Трансляция пластидных транскриптов происходит 
на 70S рибосомах бактериального типа. Хлоропластные 
гомологи бактериальных факторов инициации и элон-
гации идентифицированы, и некоторые из них охарак-
теризованы (Lin et al., 1996; Albrecht et al., 2006; Shen et 
al., 2013). Существует определенная степень сходства 
между факторами трансляции и рибосомальными белками 
пластид и бактерий, однако наблюдаются и значитель-
ные отличия (Beligni et al., 2004). Обе (большая и малая) 
субъединицы рибосом наряду с белками, аналогичными 
бактериальным, включают в свой состав ядерно кодиру-
емые пластид-специфические белки (PSRP) (Yamaguchi 
et al., 2002, 2003; Tiller et al., 2012).

Хлоропластная рибосома состоит из двух субъединиц, 
50S и 30S. Обе субъединицы представляют собой ком-
плексы, состоящие из одной или более специфических 
рибосомных РНК и множества белков. 30S субъединица 
несет 16S рРНК, а 50S субъединица – 23S, 5S, 4.5S (по-
следней субъединицы нет у бактерий, но, вероятно, она 
образовалась из 23S рРНК фрагментацией (Tiller, Bock, 
2014). 30S субъединица хлоропластных рибосом состоит 
из 24 белков, из которых 3 специфичны для хлоропластов 
(PSRP), а 21 белок – ортологи E. coli 30S рибосомных 
белков. В 50S субъединице содержатся 33 белка: 31 ор-
толог бактериальным белкам и 2 белка, специфичных для 
хлоропластов (PSRP) (Tiller, Bock, 2014). Специфические 
для пластид рибосомные белки (PSRP), вероятно, игра-
ют структурную роль в пластидной рибосоме (Sharma 
et al., 2007).

Инициация трансляции – важнейший этап в пластидной 
трансляции. Критическая ступень в инициации транс-
ляции – выбор корректного старт-кодона из нескольких 
возможных. Инициирующий кодон у цветковых расте-
ний – AUG, реже – GUG (Sugiura et al., 2014). Цис-элемен-
ты в 5’UTR являются важнейшими детерминантами для 
корректной инициации и регуляции трансляции (Staub, 
Maliga, 1993; Sugiura et al., 2014).

Организация цис-элементов. Особенностью транс-
ляции в хлоропластах является изобилие цис-элементов 
(элементов последовательности РНК) в 5′UTR хлоропла-
стных мРНК. В 5′-районах UTR пластидных транскриптов 
найдены S� (Shine-�algarno)-подобные последователь-
ности (Sugiura et al., 1998), функция которых состоит 
в инициации трансляции через обозначение корректной 
позиции для ассоциации транскриптов с рибосомами. 
S� элементы в консенсусной позиции имеются, пример-
но, у 1/3 хлоропластных генов наземных растений, и для 
некоторых из них действительно подтверждено, что они 
инициируют трансляцию. Однако у большинства хлороп-
ластных генов отсутствует характерно расположенная S� 
последовательность, и связыванию и/или расположению 
инициирующего трансляцию комплекса вдоль мРНК 
способствуют альтернативные цис-элементы и транс-

действующие факторы (Sugiura et al., 1998; Barkan, 2011; 
Sugiura, 2014). Так, у табака трансляция транскриптов 
rbcL, atpE, rps14 зависима, rps12, petB – частично зависи-
ма, а psbA, atpB – независима от S� последовательностей 
(Lyska et al., 2013).

Показано, что области инициации трансляции без S� 
районов менее структурированы, чем имеющие S� по-
следовательности, отсюда предположено, что доступность 
старт-кодона особенно критична при отсутствии S� взаи-
модействий (Tiller, Bock, 2014). Отсутствие формирования 
вторичной структуры вокруг старт-кодона, по-видимому, 
способствует распознаванию точки начала трансляции 
и связыванию 30S субъединицы рибосом. После того как 
выбран старт-кодон, в процесс вовлекается 50S субъеди-
ница, что способствует превращению преинициирующего 
комплекса в активный инициирующий, который далее 
переходит на стадию элонгации.

Механизмы регуляции (настройки) трансляции с помо-
щью цис-элементов в значительной степени варьируют. 
Так, ряд альтернативных цис-элементов в 5′UTR пластид-
ных транскриптах участвует в инициации трансляции для 
мРНК, которые не используют S� последовательности. Но 
существует другой вариант, при котором они дополняют 
S� последовательности или обеспечивают специфичес-
кую регуляцию трансляции в ответ на сигналы этапов 
развития организма или окружающей среды (Peled-Zehavi, 
�anon, 2007). S� последовательность гена rps2 функцио-
нирует как негативный регулятор трансляции, с которым 
также взаимодействуют транс-действующие факторы 
(Plader, Sugiura, 2003).

Регуляторные цис-элементы были обнаружены в 5′UTR 
генов psbC, petD и rps7 Chlamydomonas (Zerges et al., 1997, 
2003; Fargo et al., 1999) и гена atpB мРНК табака (Hirose, 
Suigura, 2004) в составе мишеней для транс-действующих 
факторов. 

Транс-факторы трансляции кодируются в ядре и в ос-
новном специфичны для индивидуальных транскриптов. 
Они участвуют в инициации трансляции через связывание 
с их 5′UTR, высвобождая сайты связывания с рибосомами 
(Barkan, 2011; Prikryl et al., 2011). Эти функции выполняют 
PPR-белки, такие как PPR10, HCF152, CRP1, PPR38 (atpI-
atpH, psbH-petB, petB-petD и clpP-rps12 транскриптов 
соответственно), которые ранее были идентифицирова-
ны  у арабидопсиса, кукурузы, мха Physcomitrella patens 
(Meierhof et al., 2003; Schmitz-Linneweber et al., 2005; 
Hattori, Sugita, 2009; Pfalz et al., 2009; Barkan, 2011; PrikrylPrikryl 
et al., 2011). Еще один PPR-белок, HCF107, найденный 
у арабидопсиса и кукурузы, регулирует стабильность 
и трансляцию psbH транскрипта (Stoppel, Meurer, 2013). 
Описывается большое количество новых транс-факторов, 
но как они взаимодействуют с цис-элементами – пока 
не ясно.

В хлоропластах по сравнению с прокариотами пре-
обладает позитивная регуляция трансляции, в то время 
как у прокариот вторичная структура цис-элементов или 
белка, связывающегося с мРНК, выступает в качестве 
ингибирующего трансляцию фактора, блокируя доступ 
к сайту инициации (Gold, 1988; Kozak, 2005).

Скорость трансляции индивидуальных мРНК регулиру-
ется несколькими предполагаемыми механизмами: 1) из-
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таблица 4. Сводка опу�ликованных статей по экспрессии геномов органелл у растений с помощ��� микроэррей 
(макроэррей� за период 2002–2014 гг.

Организм тип на�ора генов Эксперимент литературный  
исто�ник

та�ак �акроэррей на мем�ране – �ЦР продукт 
к 11� генам и 11 orf хлоропластов

транспластомный та�ак с отсутствием 
PEP�� сравнение экспрессии с диким типом 
растений 

Legen et al.�� 2002

кДН�� микроэррей из 220 �ЦР зондов 
(�1–2 3�3 п. н.��� соответству�щих отдел��-
ным генам�� межгенным у�асткам

�роростки�� выращенные на свету/темноте�� 
riP-chi� анализ MatK-связыва�щихся РН��

na�amura et al.�� 
2003a; Zosch�e et 
al.�� 2010

Physcomitrella 
patens

кДН�� микроэррей�� 10� фрагментов ДН�� 
для детекции всех генов пластид

Изу�ение трансформантов �ез гена тРН�� 
аргинина

na�amura et al.�� 
2005

Aра�идопсис кДН�� микроэррей�� �9 �ЦР зондов 
(��–1 646 п. н.��� соответству�щих протеин-
кодиру�щим генам

Изу�ен эффект потери гена Sig2 на «гло�ал��-
ну�» экспресси� генов пластид 

nagashima et al.�� 
2004

��укуруза (я�мен�� 
как пример кросс-
видовой ги�риди-
зации� 

кДН�� микроэррей�� 24� перекрыва�щихся 
�ЦР продуктов (�3–1 653 п. н.��� составля�-
щих вес�� геном пластид

Идентификация РН���� ассоциированных 
с PPr �елками у кукурузы (crP1�� PPr4�� PPr5� 
или whirly у я�меня (riP-chi��

Schmitz-Linneweber 
et al.�� 2005; Melone� 
et al.�� 2010

Chamydomonas
reinhardtii 

кДН�� микроэррей�� �ЦР продукты 
(150–1 500 п. н.� для 4� генов пластид��  
9 митохондриал��ных и 15 ядерных генов

Изу�ение нефотосинтети�еских мутантов�� 
несущих мутации в ядерном гене Mcd1

Eri�son et al.�� 2005

Cyanidioschyzon 
merolae

кДН�� микроэррей�� 193 �ЦР зондов 
для протеин-кодиру�щих про� и orf

Рол�� кодируемых ядром сигма-факторов 
в изменении транскриптома пластид при 
сдвиге темнота – свет

Minoda et al.�� 2005

Олигонуклеотидный микроэррей из зон-
дов к генам митохондрий�� ядра и хлоро-
пластов

��оординация экспрессии генов 
пластиды – митохондрии динами�но 
модулируется светом и клето�ным циклом 
у C. merolae

Kanesa�i et al.�� 2012

�шеница �акроэррей�� 6� �ЦР зондов  
(200–1 259 п. н.� к 60 генам пластид (�ез 
тРН����� � ядерным генам�� нео�ходимым 
для ра�оты пластид 

�рораста�щие семена и проростки на 3 
разных стадиях развития

Siniaus�aya et al.�� 
200�

�акроэррей пшеницы – �ЦР продукт 2� 
генов митохондрий и 5 генов ядра�� функ-
ционал��но важных для ра�оты митохонд-
рий�� нанесен на мем�рану

Исследован «steady-state» уровен�� ми-
тохондриал��ных и некоторых ядерных 
транскриптов на ранних стадиях разви-
тия проростков пшеницы в нормал��ных 
и стрессовых условиях

Khanam et al.�� 200�

��укуруза кДН�� микроэррей�� �ЦР зонды к ��� ядер-
ным�� 62 хлоропластным и 2� митохондри-
ал��ным генам и orf

Сравнение экспрессии генов хлоропластов 
и этиопластов у растений кукурузы на ста-
дии 2 листовых проростков 

cahoon et al.�� 200�

та�ак�� картофел���� 
томаты 

Олигонуклеотидный микроэррей�� 12� 
зондов (6�–�1 нуклеотид��� гены хлоро-
пластов та�ака�� ycf и orf

Созревание плодов томатов�� конверсия 
хлоропласт – хромопласт

Kahlau et al.�� 200�; 
Val�ov et al.�� 2009; 

Euglena gracilis �акроэррей�� 96 �ЦР зондов (�5–400 п. н.� 
ко всем генам�� псевдогенам и orf эвглены

12 разли�ных стадий развития и воздей-
ствие стресса

Geimer et al.�� 2009

�ра�идопсис �акроэррей�� 94 �ЦР про� к генам плас-
тидных протеинов�� тРН�� и рРН�� 

Ядерные мутанты ара�идопсиса с наруше-
ниями функционирования хлоропластов 
в разли�ных условиях произрастания 
и под воздействием разли�ных стрессовых 
факторов�� данные сопоставлены с опу�ли-
кованными резул��татами экспериментов 
с Affymetrix 22K ATH1 �ипом я�меня

cho et al.�� 2009
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менением окислительно-восстановительного потенциала 
(redox regulation), через которое сопрягаются трансляция 
и фотосинтетический перенос электронов; 2) механизмом 
авторегуляции, соединяющим трансляцию и сборку белко-
вых комплексов хлоропластов (CES – control by epistasy of 
synthesis). CES механизм подобен негативной регуляции 
у прокариот (Kozak, 2005). Компоненты мембраны, не 
вошедшие в комплексы (т. е. если компоненты мембраны 
присутствуют в избытке), подавляют  инициацию своей 
собственной трансляции через 5′UTR. Такая авторегуля-
ция – основная черта пластид у хламидомонад, подобный 
тип регуляции уже описан для гена rbcL табака (Wostrikoff, 
Stern, 2007). 

Трансляция хлоропластных транскриптов происходит 
по типу транскрипт-специфической регуляции (т. е. более 
специализирована) по сравнению с прокариотами.

Установлено, что трансляционный аппарат пластид 
тонко реагирует на абиотический стресс, особенно 
температурный (Xu et al., 2013). Уровень большинства 
пластидных мРНК остается относительно неизменным 
в условиях свет – темнота, но скорость трансляции резко 
возрастает при изменении освещения, стадии развития 
или при влиянии иных факторов, например созревании. 
Это обеспечивается через существование и функциони-
рование множества транс-факторов трансляции, которые 
участвуют в адаптивном видоизменении процесса, а имен-
но в пластичности трансляционной системы хлоропластов 
в ответ на различные воздействия (Sugiura, 2014). 

По всей видимости, трансляционная активность плас-
тид генерирует ретроградный сигнал, влияющий на специ-
фические аспекты растительной анатомии и морфологии, 
но как этот сигнал включается (где он входит) в крайне 
сложный пейзаж взаимоотношений пластиды – ядро – не-
обходимо еще установить (Tiller, Bock, 2014).

Последние десятилетия знаменательны для развития 
высокоразрешающих методов в биологии. Эти методы  

позволили исследователям сфокусироваться на изучении 
целостных систем (геномов, транскриптомов или проте-
омов) вместо исследования индивидуальных генов или 
путей. Примерно за десятилетие использование ДНК мик-
роэррей (microarray) стало лидирующей методологией для 
изучения общей (глобальной) экспрессии генов в растени-
ях и животных. ДНК микроэррей – мультиплексная техно-
логия, используемая в молекулярной биологии и медицине 
(Schena et al., 1995; Kehoe et al., 1999; Stoughton, 2005).

Применение генетических чипов (микроэррей) для 
изучения экспрессии геномов клеточных органелл и 
взаимодействия их с ядром – закономерная ступень в 
развитии исследований в данной области. В настоящее 
время имеется достаточно большое количество работ 
по исследованию экспрессии генома органелл, краткая 
сводка по этому вопросу приведена ниже. Как видно из 
табл. 4, это макро- и микроэррей эксперименты с самыми 
различными задачами, решая которые исследователи пы-
таются выйти на конкретные гены с оценкой их функции 
в системе взаимодействия ядро–цитоплазма и влияния 
этих взаимодействий на различных этапах реализации 
генетической информации хлоропластов и митохондрий, 
от транскрипции до трансляции.

Ранее в лаборатории нехромосомной наследственности 
ИГиЦ НАНБ была создана модельная коллекция алло-
плазматических линий ячменя (Hordeum vulgare L. ssp. 
spontaneum) с маркированными геномами хлоропластов и 
митохондрий. На основании изучения данной коллекции 
показано, что замещение ядра на различных цитоплазмати-
ческих фонах приводит к изменению ряда характеристик 
фотосинтетического аппарата: содержания хлорофиллов и 
каротиноидов, количества Qв-невосстанавливающих цент-
ров ФС2, нефотохимического тушения хлорофиллов и др. 
(Шимкевич и др., 2006). Для исследования последствий 
замещения на молекулярно-генетическом уровне (уровне 
пула транскриптов) был разработан набор ДНК зондов к 

Окон�ание та�лицы 4

Организм тип на�ора генов Эксперимент литературный  
исто�ник

Огурец (кросс- 
видовая ги�риди-
зация на 9 видах 
из самых разли�-
ных таксонов�

Олигонуклеотидный микроэррей�� 1 629 
олигонуклеотидных зондов�� как о�ы�-
ных�� так и «тиллинг» зондов�� равномерно 
распределенных между кодиру�щими 
и некодиру�щими у�астками 

�риводится дизайн микроэррей�� детал��-
ный протокол ме�ения РН�� и последу�щей 
ги�ридизации. �роведен про�ный экспе-
римент на РН�� огурца и РН�� др. таксонов�� 
ара�идопсиса�� та�ака�� томата�� шпината�� са-
лата�� л�церны�� лотоса�� тополя�� я�меня. Этот 
микроэррей – отли�ное многостороннее 
приспосо�ление для гло�ал��ных функцио-
нал��ных исследований геномов пластид

Zmien�o et al.�� 2011

�ра�идопсис Олигонуклеотидный микроэррей  
(60 п. н. зонды��� сенс-�� антисенс зонды�� 
вес�� пластидный транскриптом 

Исследование изменений в пластидном 
транскриптоме и в ра�оте транскрипцион-
ного аппарата у растений на уровне мРН�� 
и �елка во время трех стадий формирования 
семян. Резул��таты свидетел��ству�т о том�� как 
�ыстро может происходит�� восстановление 
ра�оты транскрипционного аппарата плас-
тид при зама�ивании (прорастании семян�.

Allorent et al.�� 2013
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геномам хлоропластов и митохондрий, который сначала 
нанесли на мембрану, получив макроэррей (Siniauskaya et 
al., 2008; Синявская и др., 2012), на стекло – микроэррей 
(66 зондов к генам органелл, а также ядерным генам, ори-
ентированным функционально в хлоропласты). Проведен 
эксперимент по микроэррей гибридизации данных проб 
с флюоресцентно меченой кДНК ячменя. Таким образом, 
начато изучение профилей экспрессии генов митохондрий 
и хлоропластов у линий аллоплазматического ячменя и их 
эуплазматических аналогов в нормальных условиях и при 
периодическом температурном стрессе. Обнаружено, что 
уровень транскриптов одного и того же гена может значи-
тельно изменяться в зависимости от конкретной ядерно-
цитоплазматической комбинации как в норме, так и при 
стрессе. Температурный стресс в общем влияет негативно 
на пул транскриптов, уменьшая их количество.

Выявлены неоднозначные различия в уровне транс-
криптов отдельных генов ФС2 (хлоропласты) и комплекса 
��,V (митохондрий) между аллоплазматическими линиями 
и сортом ячменя-донора ядра. Для одних генов наиболь-
ший уровень транскрипта был у исходного сорта, а по 
другим генам – у аллоплазматических линий. По-видимо-
му, это проявление того, что ядерно-цитоплазматические 
отношения видоизменяют возможный ответ растения 
на стресс (температуру), т. е. определяют адаптивность. 
В настоящее время полученные результаты верифициру-
ются методами qRT-PCR, RT-PCR и, конечно, нуждаются 
в дальнейшей проверке. 

Таким образом, в данном обзоре предпринята попыт-
ка собрать и проанализировать информацию об этапах 
экспрессии генома пластид, показать многоуровневость 
и целесообразность регуляции и взаимозависимость про-
исходящих в разных компартментах клетки процессов.
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identification of cyto�lasm ty�es with the use 
of molecular mar�ers enables to sim�lify the �arent 
line �air selection for hybrid develo�ment based 
on cMS. Forty accessions of the family Brassicaceae 
(Brassicaceae Burnett� were analyzed with 22 
�airs of Pcr �rimers ta�en from �revious research. 
Seven ty�es of cyto�lasm (Ogura�� Ogu-NWSUAF�� 
nap�� pol�� cam�� rad�� ole� were observed among 
breeding accessions using standard and multi�lex 
Pcr technique. The sequence of Pcr �roducts that 
differentiated different ty�es of sterile cyto�lasm 
confirmed the �resence of three genes�� orf138�� orf222�� 
and orf224�� in mitochondrial DnA associated with 
exhibition of cMS. The accession of na��a cabbage 
(Brassica rapa Pe�inensis Grou�� had two genes�� 
orf138 and orf222�� which corres�onded to cyto�lasm 
Ogu-NWSUAF. All accessions carrying Ogura cyto�lasm 
had the 41� b� fragment�� which was 100 % identical 
to the mitochondrial orf138 gene sequence corres-
�onding to Ty�e � (formerly nine sequence Ty�es�� 
from A to i�� had been identified�. An exce�tion was 
the accession of white head cabbage Te�ila F1 with 
a new allelic variant of orf138 gene�� which combined 
the 39-b� deletion ty�ical of the Ty�e F orf138 
sequence and two nonsynonymous substitutions�� 
A→ T and G→A�� at �ositions 95 and 99�� res�ectively.

Key words�� Brassicaceae Burnett; mitochondrial DnA 
(mtDnA�; cyto�lasmic male sterility (cMS�; cMS Ogura; 
cMS Ogu-NWSUAF; orf138; Pcr.

Идентификация типа цитоплазмы с испол��зованием молекуляр-
ных маркеров позволяет упростит�� от�ор пар для скрещивания 
при создании ги�ридов на основе цитоплазмати�еской мужской 
стерил��ности (Ц�С�. На 40 о�разцах семейства ��апустные 
(Brassicaceae Burnett� для определения типа цитоплазмы �ыли 
протестированы 22 пары уже известных праймеров�� ото�ранных 
из литературных исто�ников. С испол��зованием стандартной 
и мул��типлексной �ЦР �ыли идентифицированы � разли�ных 
типов цитоплазмы (Ogura�� Ogu-NWSUAF�� nap�� pol�� cam�� rad�� ole� 
у коллекционных о�разцов. Расшифровка нуклеотидной после-
довател��ности продуктов�� дифференциру�щих разли�ные типы 
стерил��ности цитоплазмы�� подтвердила нали�ие в митохондри-
ал��ной ДН�� (мтДН��� исследуемых стерил��ных о�разцов локусов 
генов orf138�� orf222�� orf224�� связанных c проявлением признака 
Ц�С. у стерил��ного о�разца капусты пекинской в мтДН�� 
присутствовало сразу два гена�� orf138 и orf222�� �то соответствовало 
типу Ogu-NWSUAF. у всех о�разцов�� несущих цитоплазму Ogura�� 
в мтДН�� присутствовал у�асток 41� п. н.�� на 100 % гомологи�ный 
с митохондриал��ным геном orf138 – типа � (всего ранее выделяли 
9 типов гена orf138 – от A до i�. Искл��ение составил о�разец 
капусты �елоко�анной F1 Te�ila�� у которого �ыл выявлен новый 
аллел��ный вариант гена orf138�� характеризу�щийся нали�ием 
делеции в 39 п. н.�� но в отли�ие от orf138 – типа F�� для которого 
также характерна делеция в 39 п. н.�� у него присутствовали две 
несиноними�ные замены�� A→T по 95-й позиции и G→A по 99-й 
позиции.

��л��евые слова�� Brassicaceae Burnett; митохондриал��ная ДН�� 
(мтДН���; цитоплазмати�еская мужская стерил��ност�� (Ц�С�; Ц�С 
Ogura; Ц�С Ogu-NWSUAF; orf138; �ЦР.
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Цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС) – 
это наследуемый по материнской линии признак, 
кодируемый митохондриальной ДНК, при котором 

растение не способно производить жизнеспособную 
пыльцу, а фертильность женского гаметофита сохра-
няется. Этот признак широко используется в селекции 
при создании гибридов первого поколения, поскольку 
позволяет контролировать процесс опыления пыльцой 
отцовских форм. На данный момент нет четкой класси-
фикации основных типов цитоплазмы, определяющих 
мужскую стерильность важнейших культивируемых 
видов растений семейства Капустные (Brassicaceae 
Burnett). Наиболее полная классификация предложена 
T. Shiga в 1980 г. на основе обобщения исследований 
разных авторов (Shiga, 1980; Бунин, 2002). ЦМС-формы, 
относящиеся к определенному типу стерильности, ха-
рактеризуются своим типом мтДНК и системой ядерного 
генетического контроля. Большинство митохондриальных 
генов, обусловливающих ЦМС у капустных культур, 
имеет химерную природу и создает новые открытые 
рамки считывания, такие как orf222, orf224, orf138, orf125, 
orf263, кодирующие цитотоксические белки (Tanaka et al., 
2012). В зависимости от генетического происхождения 
стерильности, выделяют: 1) внутривидовые вариации 
(спонтанные мутации в митохондриальном геноме, обна-
руженные de novo); 2) аллоплазматические стерильности, 
образовавшиеся в результате межвидовых и межродовых 
скрещиваний; 3) ЦМС, индуцированные слиянием со-
матических клеток (Yamagishi, Bhat, 2014). Основные, 
описанные в литературе, типы цитоплазмы, встречаю-
щиеся при различных типах ЦМС у культурных растений 
семейства Brassicaceae Burnett, – Ogura (несколько типов), 
nap, pol, cam, rad/rap, tour/jun. 

ЦМС типа Ogura является одной из самых распро-
страненных и наиболее часто использующихся для про-
изводства гибридов F1 у сельскохозяйственных культур 
семейства Brassicaceae во всем мире. Этот тип ЦМС был 
описан Х. Огурой (�gura, 1968) у неидентифицированного 
сорта японского подвида R. sativus L. – дайкона. Было 
установлено, что данный тип стерильности индуцируется 
при взаимодействии гомозиготного ядерного гена rfogrfog 
и стерильной цитоплазмы Ogura (ogu). Сорта дайкона, рас-
пространенные в Японии, отличаются от этой стерильной 
формы не только наличием нормальной цитоплазмы (rad 
или rap), но и отсутствием доминантных генов-восстано-
вителей фертильности (RfogRfog), в отличие от европейских 
сортов R. sativus, в которых они часто встречаются (Бунин, 
2002). Позже была проведена целая серия скрещиваний 
стерильного дайкона с редисами, относящимися к ев-
ропейскому подвиду R. sativus, позволившая получить 
гибриды редиса F1 на основе цитоплазмы Ogura (Bonnet, 
1977). Кроме того, цитоплазма Ogura была успешно пе-
ренесена в растения рода Brassica, относящиеся к видам 
B. oleraceaea, B. rapa, B. napus, B. juncea, посредством 
межродовых скрещиваний и серий последующих беккрос-
сов (Bannerot et al., 1974; Heyn, 1976). Методом слияния 
протопластов были получены гибриды с улучшенными 
характеристиками ЦМС (ogu-INRA), у которых отсут-
ствовал недостаток хлорофилла и низкая секреция нектара 
(Pelletier et al., 1983). В результате изучения гена orf138, 

ответственного за проявление стерильности Ogura, было 
выделено 9 его вариантов, обозначаемых от А до �� (англ.), 
включая orf138-тип F, для которого характерна делеция 
39 п. н. Этот тип еще называют Kosena (по названию 
сорта редиса, из которого выделили стерильную линию 
kosCMS) (Yamagishi, Terachi, 2001). Рапс с цитоплазмой 
Kosena был получен из гибридов между R. sativus kosCMS 
и B. napus сорта Wester (Sakai, ��mamura, 1994).

Еще одним распространенным типом ЦМС у капуст-
ных культур является Polima-ЦМС (pol CMS). Этот тип 
стерильности был обнаружен и описан у одноименного 
польского сорта рапса в 1972 г. (Fu, 1981). Pol CMS сте-
рильные линии по чувствительности проявления мужской 
стерильности к температуре делят на три типа: высоко-
температурные, низкотемпературные и стабильные ЦМС-
линии. В соответствии с этим для получения гетерозисных 
гибридов на основе pol-цитоплазмы используют как трех-
линейную, так и двухлинейную схему (Yang et al., 1995). 
Тип Shaan 2A CMS, обнаруженный в 1976 г. в потомстве от 
скрещиваний селекционных линий рапса китайского про-
исхождения (Li, 1980), в отличие от описанной ранее pol 
CMS характеризовался стабильным проявлением полной 
мужской стерильности. Последующее молекулярное изу-
чение подтвердило идентичность цитоплазмы Shaan 2A 
и Polima. У обоих типов выделялся ассоциированный 
с ЦМС orf224/ atp6 локус мтДНК, отличающийся только 
одним нуклеотидом по 398-й позиции (A→G) и, соот-
ветственно, одной аминокислотой (Asn→ Ser) (Wang et 
al., 2002). Использование метода слияния протопластов 
позволило перенести цитоплазму Polima от стерильных 
растений рапса в брокколи (Yarrow et al., 1990), а посред-
ством межвидовых скрещиваний – в капусту китайскую 
B. rapa L. ssp. chinensis (L.) Hanelt (Hu, 1997).

Nap-ЦМС известна еще как Shiga – Thompson ЦМС 
система, названная так по фамилиям авторов, описав-
ших ее в потомстве сортовой популяции европейского 
(Thompson, 1972) и японского рапса (Shiga, Baba, 1973). 
Большинство сортов рапса содержат nap-цитоплазму, но 
они фертильны, так как несут ген-восстановитель для nap-
ЦМС. Стерильные растения при повышенной температуре 
воздуха (более 30 °С) и на поздних этапах цветения могут 
формировать жизнеспособную пыльцу, что ограничивает 
широкое использование этой системы ЦМС. Проявление 
этого типа цитоплазмы связано с экспрессией orf222/
nad5c/orf139 региона мтДНК. Расшифровка нуклеотид-
ной последовательности orf222 показала 79 % сходства 
с orf224, однако расположение в мтДНК этих двух локусов 
различается (L’Homme et al., 1997). 

У рапса был описан тип стерильности Ogu-NWSUAF, 
характеризующийся присутствием в мтДНК сразу двух 
маркерных генов, orf138 и orf222. Этот тип отличается 
большой стабильностью проявления ЦМС, отсутствием 
хлороза и хорошей завязываемостью семян (Zhao et al., 
2010). 

Еще один тип, вызывающий ЦМС у представителей 
семейства Капустные, – цитоплазма tour. Иногда его 
называют jun-цитоплазма или Anand-цитоплазма. Эта 
встречающаяся в природе аллоплазматическая ЦМС 
произошла от вида B. tournefortii (Pradhan et al., 1991) 
и впервые была описана у B. juncea (Rawat, Anand, 1979). 
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Растения при типе ЦМС tour имеют в мтДНК открытую 
рамку считывания (orf263) в 3′ регионе гена atp6 (Landgren 
et al., 1996). 

Кроме типов цитоплазмы, вызывающих стерильность, 
выделяют и типы цитоплазмы, характерные для фертиль-
ных образцов различных видов, такие как cam, rad/rap, ole. 
Эти типы необходимо диагностировать для правильного 
подбора пар для скрещивания при создании гетерозисных 
гибридов на основе ЦМС. 

Классическим методом определения типа цитоплазмы 
у капустных культур является проведение анализирующих 
скрещиваний (тест-кроссы) в течение нескольких лет. 
Развитие методов ДНК маркирования позволило сделать 
процесс идентификации более точным и быстрым, поэто-
му целью исследований являлся подбор маркеров ДНК для 
эффективного метода ПЦР определения основных типов 
цитоплазмы в генетической коллекции капустных культур 
при получении гибридов на основе ЦМС. 

Материалы и методы
Растительный материал. Исследование проводилось на 
фертильных и стерильных образцах семейства Капустные 
(табл. 1).

Выделение ДНК. Из молодых листьев и/или бутонов 
экстрагировали ДНК с использованием набора реагентов 
«Сорб-ГМО-Б» («Синтол», Россия). ДНК выделялась из 
индивидуальных растений, кроме фертильных образцов, 
представляющих собой сортопопуляции, для которых со-
ставлялась выборка, объединяющая ДНК, полученную из 
8–10 индивидуальных растений каждого образца в равных 
количествах (суммарный препарат ДНК).

Амплификация ДНК. Использовали метод стандарт-
ной и мультиплексной ПЦР. Из литературных источников 
было отобрано 22 пары праймеров (табл. 2). Все праймеры 
синтезированы компанией «Синтол» (Россия). 

ПЦР проводилась в объеме 25 μl, включая 1× ПЦР 
буфер Б, 2,5 mM MgCl2, 0,25 mM каждого dNTP, 0,3 μM 
каждого праймера, 1,5 единиц SynTaq ДНК-полимеразы 
(«Синтол», Россия) и 3 μl ДНК. Первоначально ПЦР 
выполняли при условиях, описанных в литературных 
источниках (табл. 2), на амплификаторе BioRad С1000 
Touch («BioRad», США). Для некоторых праймеров из-
меняли Тотж, чтобы освободиться от неспецифических 
продуктов амплификации.

Продукты амплификации разделяли в 1,7 %-м агароз-
ном геле в 0,5 × ТВЕ-буфере. Полученные гели окраши-
вали раствором бромистого этидия и фотографировали 
с помощью системы гель-документации «Chemi�oc 
XRS+» («BioRad», США). Размеры амплифицированных 
фрагментов определяли в сравнении с маркером молеку-
лярных масс GeneRuler100 bp Plus �NA Ladder («Thermo 
scientific»).

Секвенирование продуктов амплификации, получен-
ных с праймерами �rf138-F2 и �rfB-R1, Р11 и Р12, Р21 
и Р22, Р21 и Р32, nap-5 и nap-3, TRNAFM-F и TRNAFM- R, 
TRNAFM-F и �rf138-R, проводили в научно-производ-
ственной компании «Синтол» (Москва, Россия). Для этого 
фрагменты геля с характерными видимыми полосами вы-
резали, ДНК из них элюировали, очищали и использовали 
в качестве матрицы для реамплификации. Нуклеотидные 

последовательности определяли на автоматическом сек-
венаторе «AB�� Prism 3130XL» («Applied Biosystems ��nc.», 
США). Сравнительный анализ и поиск гомологичных по-
следовательностей проводили по базе NCB�� (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

Результаты и обсуждение
Для внутреннего контроля присутствия в суммарных 
препаратах ДНК митохондриальной ДНК использовали 
пару праймеров – atp9-5′ и atp9-3′. Эти праймеры являются 
специфичными для гена atp9, который присутствует в ми-
тохондриальном геноме у всех видов растений семейства 
Brassicaceae (Мotegi et al., 2003). Ампликоны размером 
200 п. н. присутствовали во всех образцах, подтверждая 
наличие мтДНК в суммарных препаратах ДНК.

Тип цитоплазмы Ogura
Для идентификации цитоплазмы типа Ogura использо-
вали 13 пар праймеров (табл. 2). Маркерные фрагменты 
присутствовали у стерильных образцов капусты белоко-
чанной, брокколи, капусты пекинской, капусты китайской, 
редиса и стерильного образца дайкона (используется 
в скрещиваниях в качестве донора стерильности Ogura). 
Необходимо отметить, что у фертильных образцов редиса 
гибридного происхождения, полученных при скрещива-
нии со стерильными материнскими формами, маркерные 
фрагменты цитоплазмы Ogura амплифицировались с та-
кой же интенсивностью, как и у стерильных образцов. 
Это свидетельствует о наличии у образцов цитоплазмы 
Ogura (табл. 1), однако отсутствие внешнего проявления 
стерильности обусловлено присутствием в ядерном ге-
номе генов-восстановителей фертильности (Rf), которые 
достаточно часто встречаются у сортов европейского 
подвида редиса. 

В основной конфигурации митохондриального генома 
orf138 локализован между генами tRNAfM и orfB (Bellaoui 
et al., 1998). В связи с этим мы включили в исследование 
и протестировали праймеры, амплифицирующие данные 
участки мтДНК. Праймеры TRNAFM-F и TRNAFM-R 
амплифицируют фрагмент 398 п. н. локуса гена tRNAfM, 
а праймеры orfBF и orfBR, orfBF′ и orfBR2, P6

+ (orfB) 
и P6

– (orfB) амплифицируют участок митохондриального 
генома, несущего ген orfB (atp 8). У всех исследуемых об-
разцов амплификация с праймерами orfBF и orfBR прошла 
с одинаковой интенсивностью, соответственно, этот ген 
присутствует и в фертильных, и в стерильных растениях. 
При амплификации с парой праймеров orfBF′ и orfBR2 
продукт 520 п. н. не обнаружен, однако выявлены различия 
между образцами, относящимися к разным родам. У всех 
образцов рода Brassica (фертильных и стерильных) выяв-
лялся фрагмент размером около 400 п. н., отсутствующий 
у всех образцов рода Raphanus.

В литературе опубликована пара праймеров P6
+ (orfB) 

и P6
– (orfB), амплифицирующих участок мтДНК гена 

orfB, различающийся по размеру у стерильных растений 
капусты цветной (фрагмент размером 300 п. н.) и у ли- 
нии-закрепителя стерильности NKC-В (фрагмент разме-
ром 600 п. н.) (Wang et al., 2006). Маркерный фрагмент 
300 п. н. присутствовал у тестируемых образцов с ци-
топлазмой Ogura, однако фрагмент размером 600 п. н. 
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таблица 1. Идентифицированный тип цитоплазмы о�разцов семейства BrassicaceaeBrassicaceaeceae Burnett

латинское название № Название о�разца �роисхождение ��ол-во растений Диагностированный  
тип цитоплазмыS F

B. oleracea L.
convar. Capitata (L.� Alef.
var. capitata L. f. alba DC

1 Слава 1305 сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

2 �магер 611 сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

3 Стахановка 1513 сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

4 �арус сорт ВНИИССО�� 0 сум ole

5 Te�ila F1 F1F11 к/о�� SyngentaSyngenta 2 0 Ogura�� orf138/orf125138/orf125orf125125*

6 S-1-1 c/о�� ВНИИССО��/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

� s-4-4 с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

� s-10-10 с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

9 1�2-13 г/к�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

10 241-13 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

11 261-1 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

12 51-10 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

13 323-10 г/к�� ВНИИССО��/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

14 30-13 г/к�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

B. oleracea L.
convar. botrytis (L.� Alef.
var. italica Plenc�.

15 тонус сорт ВНИИССО��рт ВНИИССО��О�� 0 сум ole

16 1�03-2 с/о�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

1� 1�0�-1 с/о�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

1� 1�09-1 с/о�� ВНИИССО�� 1 0 Ogura�� orf138-138-тип А

B.rapa L. ss�. chinensis (L.� Hanelt 19 ласто�ка сорт ВНИИССО�� 0 сум cam

20 Веснянка сорт ВНИИССО�� 0 сум cam

21 4-13 с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

B. rapa L. em Metzg. 
ss�. pekinensis (Lour.� Hanelt

22 Хи�инская к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 0 сум cam

23 9-0� с/о�� ВНИИССО�� 3 0 Ogu-NWSUAF�� 
orf138-138-тип А�� orf222

B. �uncea. �uncea�uncea (L.� czern.L.� czern..� czern.czern.. 24 Волнушка сорт ВНИИССО�� 0 сум cam

25 �рима к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 0 сум cam

B. napus  
ss�. Oleifera Metzg. f. annua

26 к-4512 Tira MSTira MS MSMS к/о�� ГНу ВИР 0 5 napus�� orf222

2� Bc1 (regent A ×V 36-13�×V 36-13� V 36-13� к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 1 4 F – napus�� orf222
S – polima�� orf224

2� к-5099 Line rfLine rf к/о�� ГНу ВИР/о�� ГНу ВИРо�� ГНу ВИР ГНу ВИРГНу ВИР ВИРВИР 0 5 polima�� orf224orf224224

R. sativus L. ss�. acanthiformis 
(Morel� Stan�ev

29 MS-Gensu�e к/о�� Япония 4 0 Ogura�� orf138-тип АА

30 Ushi�i-Gensu�e к/о�� Япония 0 4 rad

R. sativus L. convar.convar. radicula 
(Pers.� Sazonova

31 �рия сорт ВНИИССО�� 0 сум rad

32 Фея сорт ВНИИССО�� 0 сум rad

33 �оховский сорт ВНИИССО�� 0 сум rad

34 Donar F1 к/о�� SyngentaSyngenta 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

35 Tarzan F1 F1F11 к/о�� Enza ZadenEnza Zaden ZadenZaden 3 0 Ogura�� orf138-138-тип А

36 11�-10 г/к�� ВНИИССО�� 3 3 Ogura�� orf138-138-тип А

3� 145-10 г/к�� ВНИИССО�� 2 2 Ogura�� orf138-138-тип А

3� 4�6-11 г/к�� ВНИИССО�� 3 3 Ogura�� orf138-138-тип А

39 444-13 г/к�� ВНИИССО�� 2 2 Ogura�� orf138-138-тип А

40 D-6�-13 г/к�� ВНИИССО�� 2 2 Ogura�� orf138-138-тип А

S – стерил��ные растения�� F – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец�� – стерил��ные растения�� F – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец��F – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец�� – фертил��ные растения�� с/о – селекционный о�разец�� г/к – ги�ридная ком�инация�� к/о – коллекционный о�разец�� 
сум – суммарный препарат ДН���� orf138/orf125138/orf125orf125125* – новый аллел��ный вариант.
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таблица 2. тестируемые праймеры

Название праймера тотж(°С�/тотж(°С� Размер ампликона тип цитоплазмы литературный исто�ник

13�Xba
13�Eco 60 ~� 300 300 ogurara Yamagishi�� Glimelius�� 2003�� 2003

orf13�-F13�-F1
orf13�-r 5� 512 ogura Giancola et al.�� 200�

orf13�-F23�-F2
orfB-r1 51/5�/5�* ��� ogura Giancola et al.�� 200�

ogu-5’
ogu-3’ 52/60* 600 ogura �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

orf13�-5’
orf13�-3’ 60 51� ogura �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

og-1
og-2 46/5�* ~� 520 520 ogura ��арлов�� 2010�� 2010 201010

F
r 5� ��0 ogura niemela et al.�� 2010

P11
P12 54 465 ogura Zhao et al.�� 2010

orfBF
orfBr 5� ~� 1 000 1 000 ogura Yamagishi�� Glimelius�� 2003

orfBF’
orfBr2 52/55/55* 520 ogura Giancola et al.�� 200�

P6
+ (orfB�

P6
– (orfB� 53/55/55* 300-s

600-m ogura wang et al.�� 2006

TrnAFM-F
TrnAFM-r 54 39� ogura Giancola et al.�� 200�

TrnAFM-F
orf13�-r 54 �00 ogura Giancola et al.�� 200�

na�-5-5
na�-3-3 52/60* 500 na�us �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003 et al.�� 2003et al.�� 2003 al.�� 2003al.�� 2003.�� 20032003

P21
P22 54 1��102 na�us Zhao et al.�� 2010

wei et al.�� 2005 20052005

�ol-5’
�ol-3’ 52/55* 550 �olima �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

orf224f
orf224r 60/5�/5�* 600 �olima wang et al.�� 2006

P21
P32 54 �4� �olima Zhao et al.�� 2010

wei et al.�� 2005

rad-5’
rad-3’ 60 500 Нормал��ный редис �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

FATP6
rorF263 53 �66

1 021-m tour/�un/�un�un Dieterich�� 2002

ForF263 
rorF263 53 350 tour/�un/�un�un Dieterich�� 2002

at�9-5’
at�9-3’ 60 200 ��онтрол�� мтДН�� �otegi et al.�� 2003otegi et al.�� 2003

тотж – температура отжига. * – подо�ранная нами температура отжига праймера; s – у стерил��ной формы; m – у закрепителя.

отсутствовал у закрепителя стерильности дайкона образца 
Ushiki-Gensuke.

Таким образом, из 13 протестированных пар праймеров 
только 11 можно рекомендовать для идентификации типа 
цитоплазмы Ogura у образцов семейства Brassicaceae, 

выбирая наиболее удобную пару (по Тотж и размеру амп-
лифицированного фрагмента).

Как уже упоминалось, митохондриальный ген orf138 
известен как маркерный ген цитоплазмы типа Ogura 
и используется для характеристики этого типа ЦМС. 
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Ранее было выделено 9 типов гена orf138, обозначаемых 
от А до �� (англ.) у образцов R. sativus (Yamagishi, Terachi, 
2001). Нами была произведена расшифровка последо-
вательности продуктов размером 788 п. н. (полученных 
с праймерами �rf138-F2 и �rfB-R1), 465 п. н. (полученных 
с праймерами Р11 и Р12) у стерильных образцов редиса, 
дайкона, капусты белокочанной, брокколи, капусты пе-
кинской, которая подтвердила наличие в них участка 417 
п. н. на 100 % гомологичного с митохондриальным геном 
orf138 – типа А (база данных NCB�� www.ncbi.nlm.gov). 
Несмотря на то, что имеющиеся в нашей коллекции об-
разцы имели стерильность разного происхождения (обна-
руженная спонтанно в популяции – образцы 6, 7, 8, 21, 23; 
переданная в результате скрещиваний между разновид-
ностями – образцы 16, 17, 18, 36, 37, 38 и внутривидовых 
скрещиваний – образцы 9, 10, 11, 12, 13, 14, 39, 40, а также 
коллекционных образцов зарубежной селекции – образцы 
29, 34, 35), у всех исследованных стерильных образцов 
эта последовательность была абсолютно идентичной, за 
исключением образца № 5 капусты белокочанной F1 Теки-
ла. У этого образца данная нуклеотидная последователь-
ность имела делецию в 39 п. н. Близкий к этому типу тип 
стерильности Kosena (kosCMS) имеет митохондриальный 
ген orf125, являющийся аналогом orf138-тип F с делеци-
ей в 39 п. н., однако у образца капусты белокочанной F1 
Текила был orf138-тип А, но с делецией в 39 п. н., т. е. 
было отличие по двум нуклеотидам в 95-й и 99-й позиции 
(рис. 1). Это можно рассматривать как новый аллельный 
вариант гена orf138.

Тип цитоплазмы Napus (nap)
Для идентификации цитоплазмы типа Napus использовали 
две пары праймеров, nap-5 и nap-3, а также P21и P22. При 
амплификации ДНК с парой праймеров, nap-5 и nap-3, 

которая является специфичной для митохондриальногоявляется специфичной для митохондриального 
гена atp6 при nap-ЦМС (B. napus) типе цитоплазмы 
(Мotegi et al., 2003) во всех образцах (как стерильных, 
так и фертильных), относящихся к роду Brassica, синте-
зировался описанный фрагмент размером около 550 п. н. 
У образцов, относящихся к R. sativus, данный фрагмент 
отсутствовал. Поскольку фрагмент 550 п. н. обнаружи-
вался как у стерильных, так и фертильных образцов рода 
Brassica, то он не может рассматриваться как достоверный 
при определении типа стерильности, что согласуется 
с данными, полученными Г.И. Карловым (2010), и его 
можно рассматривать только как родоспецифичный 
маркер. 

Пара праймеров, P21и P22, является специфичной для 
гена orf222 (Wei et al., 2005). Маркерный фрагмент раз-
мером 1 102 п. н. был обнаружен у стерильных растений 
капусты пекинской образца 23, у всех растений рапса 
образца 26 и у всех фертильных растений рапса образца 
27. У всех остальных тестируемых образцов наблюдался 
фрагмент размером 500 п. н., присутствующий при типах 
ogu-ЦМС, pol-ЦМС, cam-, ole- и rad-цитоплазме. Для диф-
ференцировки всех этих типов необходимо использовать 
еще дополнительные маркеры. 

Произведенная расшифровка продукта размером 
1 102 п. н., полученного с праймерами P21и P22, под-
твердила присутствие orf222 в изученных стерильных 
растениях капусты пекинской образца 23, растениях рапса 
образца 26 и у фертильных растений рапса образца 27.

Отметим также, что поскольку у капусты пекинской об-
разца 23 в митохондриальном геноме присутствует сразу 
два митохондриальных гена, orf138 и orf222, то это будет 
соответствовать типу стерильности Ogu-NWSUAF, а тип 
цитоплазмы nap был идентифицирован лишь у образца 
рапса 26 и у фертильных растений образца 27 (табл. 1).

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

AB055435_orf138A
Tekila_F1

AB055440.1_orf138F

ATGATTACCT   TTTTCGAAAA   ATTGTCCACT   TTTTGTCATA   ATCTCACTCC   TACTGAATGT   AAAGTTAGTG  70
ATGATTACCT   TTTTCGAAAA   ATTGTCCACT   TTTTGTCATA   ATCTCACTCC   TACTGAATGT   AAAGTTAGTG  70
ATGATTACCT   TTTTCGAAAA   ATTGTCCACT   TTTTGTCATA   ATCTCACTCC   TACTGAATGT   AAAGTTAGTG  70

TAATAAGTTT   CTTTCTTTTA   GCTTTTTTAC   TAATGGCCCA   TATTTGGCTA   AGCTGGTTTT   CTAACAACCA  140
TAATAAGTTT   CTTTCTTTTA   GCTTTTTTAC   TAATGGCCCA   TATTTGGCTA   AGCTGGTTTT   CTAACAACCA  140
TAATAAGTTT   CTTTCTTTTA   GCTTATTTGC   TAATGGCCCA   TATTTGGCTA   AGCTGGTTTT   CTAACAACCA  140

ACATTGTTTA   CGAACCATGA   GACATCTAGA   GAAGTTAAAA   ATTCCATATG   AATTTCAGTA   TGGGTGGCTA  210
ACATTGTTTA   CGAACCATGA   GACATCTAGA   GAAGTTAAAA   ATTCCATATG   AATTTCAGTA   TGGGTGGCTA  210
ACATTGTTTA   CGAACCATGA   GACATCTAGA   GAAGTTAAAA   ATTCCATATG   AATTTCAGTA   TGGGTGGCTA  210

GGTGTCAAAA   TTACAATAAA   ATCAAATGTA   CCTAACGATG   AAGTGACGAA   AAAAGTCTCA   CCTATCATTA  280
GGTGTCAAAA   TTACAATAAA   ATCAAATGTA   CCTAACGATG   AAGTGACGAA   AAAAGTCTCA   CCTATCATTA  280
GGTGTCAAAA   TTACAATAAA   ATCAAATGTA   CCTAACGATG   AAGTGACGAA   AAAAGTCTCA   CCTATCATTA  280

AAGGGGAAAT   AGAGGGGAAA   GAGGAAAAAA   AAGAGGGGAA   AGGGGAAATA   GAGGGGAAAG   AGGAAAAAAA  350
AAGGGGAAAT   AGAGGGGAAA   GAGGAAAAAA   AAGAGGGGAA   AGGGGAAATA   GAGGGGAAAG   AGGAAAAAAA  350
AAGGGGAAAT   AGAGGGGAAA   GAGGAAAAAA   AAGAGGGGAA   AGGGGAAATA   GAGGGGAAAG   AGGAAAAAAA  350

AGAGGGGAAA   GGGGAAATAG   AGGGGAAAGA   GGAAAAAAAA   GAGGTGGAAA   ATGGACCGAG   AAAATAA  417
AGAGG · · · · ·    · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · TGGAAA   ATGGACCGAG   AAAATAA  378
AGAGG · · · · ·    · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · · · · · · ·     · · · · TGGAAA   ATGGACCGAG   AAAATAA  378
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рис. 1. Сравнение нуклеотидных последовател��ностей гена orf138 типа � (�В055435 �аза данных ncBi� и orf138 типа F (�В055440.1 �аза дан-
ных ncBi� с о�разцом капусты �елоко�анной F1 текила. �озиции нуклеотидов 95 и 99 отме�ены звездо�ками.
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Тип цитоплазмы Polima
Для идентификации цитоплазмы типа Polima использова-
ли три пары праймеров: pol-5′ и pol-3′, �rf224f и �rf224r, 
P21 и P32. 

При описанных в литературе условиях амплификации 
для пары праймеров pol-5′ и pol-3′, которая является спе-
цифичной для митохондриального гена atp6 при pol-ЦМС 
типе цитоплазмы (Мotegi et al., 2003), фрагмент ДНК раз-
мером 550 п. н. амплифицировался только у стерильного 
растения образца рапса № 27 и у всех растений образца 
рапса № 28. Соответственно, изучаемые растения имеют 
тип цитоплазмы Polima. Отсутствие внешнего проявления 
стерильности у растений рапса образца 28 объясняется 
присутствием в их ядерном геноме генов-восстановителей 
фертильности RfpRfp, а присутствие фертильных растений 
у рапса образца 27 (ранее мы у них диагностировали тип 
цитоплазмы napus), возможно, связано с невыравненно-
стью образца и загрязнением селекционного материала. 
У всех остальных образцов, относящихся к роду Brassica, 
c этой парой праймеров амплифицировался минорный 
фрагмент размером 600 п. н.

Праймеры P21 и P32, которые являются специфичными 
для гена orf224, обусловливающего Polima-ЦМС (Wei et 
al., 2005; Wang et al., 2006), амплифицировали фрагмент 
747 п. н. у тех же образцов, что и праймеры pol-5′ и pol-3′, 
подтверждая тип цитоплазмы Polima. 

Не было обнаружено продуктов при амплификации 
ДНК всех исследуемых растений с праймерами �rf224f 
и �rf224r при температуре отжига 60 °С, однако при 
температуре 58 °С у всех образцов, относящихся к роду 
Brassica, c этой парой праймеров амплифицировался 
фрагмент размером 600 п. н. То есть использование дан-
ной пары праймеров для диагностики типа цитоплазмы 
Polima невозможно. 

В соответствии с расшифровкой нуклеотидной по-
следовательности фрагмента, полученного с праймерами 
P21 и P32 размером 747 п. н., был выявлен участок разме-
ром 675 п. н., полностью гомологичный orf224 (GenBank 
accession number for orf224 Polima CMS EU254235), что 
подтвердило тип цитоплазмы Polima у растений рапса об-
разца № 28 и стерильного растения рапса образца № 27.

Тип цитоплазмы tour
Праймеры F�RF263 и R�RF263, FATP6 и R�RF263 
были сконструированы на основе опубликованной в базе 
данных последовательности orf263 и использовались 
при изучении различных типов стерильной цитоплазмы 
у B.napus (�ieterich, 2002). Несмотря на то, что в нашей 
коллекции не было стерильных растений горчицы, для 
которых мог быть характерен тип стерильности цито-
плазмы tour, мы протестировали эти праймеры на наших 
образцах, куда включили и два сорта горчицы сарептской. 
Фрагмент размером 350 п. н. присутствовал у всех образ-
цов, а фрагмент 866 п. н. обнаруживался только у фер-
тильных образцов рода Raphanus. Фрагмент 1 021 п. н., 
характерный для закрепителя стерильности при типе ЦМС 
tour (�ieterich, 2002), у образцов отсутствовал. Данные 
праймеры оказались неинформативными для диагностики 
типа цитоплазмы. 

Тип цитоплазмы rad
Для ПЦР-анализа на тип цитоплазмы rad нормального ре-
диса использовали пару праймеров rad-5′ и rad-3′ (Мotegi 
et al., 2003). Известно, что тип ЦМС Ogura был передан 
культурным видам рода Brassica и европейскому редису 
от дайкона. У стерильных образцов с ЦМС Ogura рода 
Raphanus было обнаружено отличие по генам мтДНК от 
образцов с нормальным типом цитоплазмы, выявляемое 
праймерами rad-5′ и rad-3′ (Мotegi et al., 2003). У образцов 
с нормальным типом цитоплазмы обнаруживался фраг-
мент размером 500 п. н., отсутствующий у стерильных 
образцов с ЦМС Ogura. В нашем эксперименте данный 
фрагмент присутствовал у фертильного образца дайкона 
(закрепителя стерильности) и отсутствовал у стерильно-
го. У образцов редиса такой четкой закономерности не 
наблюдалось, так как у некоторых стерильных образцов 
данный фрагмент также обнаруживался. У фертильных 
и стерильных образцов, относящихся к роду Brassica, 
данного фрагмента обнаружено не было. Этот маркер 
оказался родоспецифичным для образцов Raphanus.

Тип цитоплазмы ole
Этот тип цитоплазмы характерен для фертильных расте-
ний, относящихся к B. oleraceae. Нам не удалось найти 
в литературе специфических праймеров на тип цито-
плазмы ole. Однако его наличие можно предположить 
у тех фертильных образцов (табл. 1), у которых будут 
отсутствовать маркеры на типы цитоплазмы Ogura, nap, 
pol, cam, rad/rap и будут присутствовать описанные нами 
родоспецифичные для Brassica маркеры с праймерами 
nap-5 и nap-3 (550 п. н.), pol-5′ и pol-3′(600 п. н.), �rf224f 
и �rf224r (600 п. н.).

Мультиплексная ПЦР
В 2010 г. H.X. Zhao с коллегами предложили способ 
идентификации типа цитоплазмы у образцов рапса с ис-
пользованием мультиплексной ПЦР. Этот метод позволял 
идентифицировать у B. napus сразу 5 типов цитоплазмы: 
Ogura, Ogu-NWSUAF, Nap, Pol, Cam. Комбинация про-
дуктов, полученных с использованием одновременно трех 
пар праймеров (P11 и P12, P21 и P22, P21 и P32) разме-
ром 465 п. н. и 500 п. н., была специфична для образцов 
с типом цитоплазмы Ogura, 747 п. н. и 500 п. н. – для типа 
цитоплазмы Polima, 1 102 п. н. и 800 п. н. – для типа цито-
плазмы Napus, 800 п. н. и 500 п. н. – для типа цитоплазмы 
Cam, а 465 п. н. и 1 102 п. н. – для типа Ogu-NWSUAF 
(Zhao et al., 2010). При использовании мультиплексной 
ПЦР был идентифицирован тип стерильности Ogura ЦМС 
у стерильных образцов капусты белокочанной, капусты 
китайской, дайкона, редиса и тип ЦМС Ogura NWSUAF – 
у стерильного образца 9-07 капусты пекинской (рис. 2). 
У фертильных образцов капусты пекинской, капусты 
китайской, горчицы был определен тип цитоплазмы 
cam. У фертильных образцов рапса № 26 и № 27 был тип 
цитоплазмы nap, а у рапса № 28 и стерильного растения 
образца рапса № 27 был диагностирован тип цитоплазмы 
pol. Эти данные подтвердили идентифицированные ранее 
типы у образцов с использованием стандартной ПЦР 
и позволили выделить образцы с типом цитоплазмы cam 
(табл. 1). Таким образом, ранее разработанная для рапса 
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мультиплексная ПЦР подходит для диагностики типа 
цитоплазмы и для других видов семейства Капустные.

В результате проведенной работы у тестируемых образ-
цов семейства Brassicaceae были определены 7 различных 
типов цитоплазмы: Ogura, Ogura NWSUAF, nap, pol, cam, 
rad/rap, ole. Расшифровка нуклеотидной последователь-
ности продуктов, полученных с праймерами �rf138-F2 
и �rfB-R1 и P11 и P12, показала, что у всех стерильных 
образцов с типом ЦМС Ogura в мтДНК присутствовал 
фрагмент 417 п. н., соответствующий гену orf138-типа А, 
за исключением образца капусты белокочанной F1 Tekila, 
у которого имелась делеция в 39 п. н. Этот тип гена orf138 
ранее не был описан в литературе, поскольку делеция 
в 39 п. н. наблюдалась при типе стерильности Kosena (kos 
CMS), а ассоциированный с ним митохондриальный ген 
orf125 (или orf138-тип F) являлся аналогом orf138-тип С, 
а не orf138-типа А, как в расшифрованной новой последо-
вательности, т. е. имеется отличие по двум нуклеотидам: 
A→T по 95-й позиции и G→A по 99-й позиции. Создание 
новых стерильных линий на основе этого типа цитоплаз-
мы представляет селекционный интерес также и потому, 
что образец капусты белокочанной F1 Tekila является еще 
и донором устойчивости к киле Plasmodiophora brassicae 
Woronin. У стерильного образца капусты пекинской вы-
явлен тип цитоплазмы OguraNWSUAF, который харак-
теризуется присутствием в мтДНК одновременно двух 
химерных генов – orf138 и orf222. Использование этого 
типа цитоплазмы и передача его посредством межвидовой 
и внутривидовой гибридизации другим видам и разно-
видностям позволят обогатить генетический потенциал 
источников для создания гибридов. Необходимо вовлекать 
в селекционный процесс образцы с различными типами 
цитоплазмы, так как известно, что создание гибридов на 
основе только одного типа стерильности может приво-
дить к снижению устойчивости к болезням и вредителям 
и, как следствие, – к снижению урожайности (Aldrich et 
al., 1977; Liu et al., 2012).

Анализ полученных результатов, а также данных, опуб-
ликованных другими исследователями, свидетельствует 
о сложной природе наследования и проявления признака 
ЦМС и о целесообразности дальнейших исследований по 

разработке современных методов на основе ПЦР, которые 
позволят помочь селекционерам проводить качественный 
отбор селекционного материала для создания гибридов 
на основе ЦМС. Для первоначального скрининга име-
ющегося селекционного материала капустных культур 
мы предлагаем использовать метод мультиплексной ПЦР. 
Далее для подтверждения определенного типа цитоплаз-
мы можно проводить стандартную ПЦР с одной парой 
праймеров на обнаруженный тип цитоплазмы с после-
дующей расшифровкой маркерного фрагмента для более 
точного определения подтипа. Кроме определения типа 
цитоплазмы, необходимы молекулярные маркеры для 
идентификации ядерных генов-восстановителей фертиль-
ности (Rf), в этом случае удастся создать эффективную 
схему отбора стерильных линий, линии-закрепителя 
стерильности и линии-восстановителя фертильности на 
основе ПЦР для капустных культур. 
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effect of cytoplasmic male 
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content in leaves of grain  
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new ty�es of cMS-inducing cyto�lasms cannot 
be a��lied to hybrid sorghum breeding without 
�nowledge of their effects on major biological and 
commercial �lant traits. in our studies of F1 hybrids 
obtained by crossing of two sets of isonuclear cMS 
lines (with nuclear genomes of cv. Pishchevoye 614 
(P614� and Zhelyozyornoye 10 (Zh10�� to two �ollen 
�arents (cv. Pishchevoye 35 (P35� and Mercury��� we 
focused our attention on the effects of A3�� A4�� 9E�� 
and M35-1A cyto�lasms on chloro�hyll content 
at different develo�mental stages of sorghum 
�lants. it was found that hybrids with different ty�es 
of male-sterile cyto�lasm differed in chloro�hyll 
content�� and the genoty�es of the cMS line and 
the �ollen �arent influenced the manifestation 
of cyto�lasmic differences. in the F1 hybrids obtained 
with cMS lines �ossessing the P614 genome�� sterile 
M35-1A cyto�lasm increased chloro�hyll a content�� 
in com�arison to 9E cyto�lasm. in the F1 hybrids 
obtained with cMS lines with the Zh10 genome and 
the P35 �ollen �arent�� sterile A4 cyto�lasm increased 
the sum of chloro�hyll a and b�� in com�arison to 
A3 and 9E cyto�lasms�� whereas no differences were 
recorded in the F1 hybrids obtained with Mercury. 
The F1 hybrids obtained with cMS lines with the P614 
genome showed heterosis for total chloro�hyll content 
at the tillering stage. overdominance of this trait was 
observed in hybrids with M35-1A cyto�lasm; true 
heterosis exceeded analogous indices in 9E cyto�lasm 
by 19.0 %�� and the hy�othetical heterosis�� by 20.6 %. 
These data demonstrate that the a��lication of new 
ty�es of cMS-inducing cyto�lasms allows raise of F1 
hybrids with heterosis for chloro�hyll content. Thus�� 
such ty�es can be used to increase hybrid �roductivity.

Key words�� grain sorghum�� F1 hybrids�� cyto�lasmic 
male sterility�� isonuclear lines�� chloro�hyll�� heterosis.

Эффективное испол��зование новых типов цитоплазмати�еской 
мужской стерил��ности в селекции гетерозисных ги�ридов сорго 
невозможно �ез знания их влияния на основные �иологи�еские 
и хозяйственно ценные признаки растений. Воздействие 
стерил��ных цитоплазм типов �3�� �4�� 9е и �35-1� на содержание 
хлорофиллов a и b в разные фазы развития растений сорго 
исследовали у ги�ридов F1�� полу�енных в резул��тате скрещивания 
двух на�оров изоядерных Ц�С- линий (с геномами �ищевого 
614 и желтозерного 10� с двумя опылителями (�ищевое 35 
и �еркурий�. О�наружено�� �то разные типы Ц�С-индуциру�щих 
цитоплазм разли�а�тся между со�ой по содержани� хлорофил-
лов�� при этом генотипы Ц�С-линии и опылителя влия�т на про-
явление цитоплазмати�еских разли�ий. у ги�ридов�� полу�енных 
с испол��зованием Ц�С-линий с геномом �ищевого 614�� о�нару-
жено�� �то стерил��ная цитоплазма �35-1� повышала содержа-
ние хлорофилла a�� по сравнени� с цитоплазмой 9е. у ги�ридов�� 
полу�енных с испол��зованием Ц�С-линий с геномом желтозер-
ного 10 и опылителя �ищевого 35�� стерил��ная цитоплазма �4 
повышала сумму хлорофиллов a и b�� по сравнени� с цитоплаз-
мами �3 и 9е�� тогда как у ги�ридов�� полу�енных при испол��-
зовании опылителя �еркурий�� разли�ия между цитоплазмами 
не на�л�далис��. Выявлен эффект гетерозиса по содержани� 
хлорофиллов a и b в фазу кущения у ги�ридов F1 на основе 
Ц�С-линий с геномом �ищевого 614 на стерил��ных цитоплазмах 
типов �35-1� и 9е. у ги�ридов на основе цитоплазмы �35- 1� 
на�л�далос�� сверхдоминирование о�щего содержания хлоро-
филлов�� истинный гетерозис превышал аналоги�ные показатели 
у ги�ридов на цитоплазме 9е на 19��0 %�� гипотети�еский – на 20��6 %. 
Данные показыва�т�� �то привле�ение новых типов Ц�С- индуци-
ру�щих цитоплазм позволяет создават�� ги�риды с эффектом 
гетерозиса по содержани� хлорофилла и может �ыт�� испол��зо-
вано для повышения их продуктивности.

��л��евые слова�� сорго; ги�риды F1; цитоплазмати�еская мужская 
стерил��ност��; изоядерные линии; хлорофилл; гетерозис.
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Формирование фотосинтетического аппарата –  
сложный процесс, который контролируется тесно 
взаимодействующими между собой ядерными 

и цитоплазматическими генетическими системами 
растительной клетки (Lopez-Juez, Pyke, 2005; Pogson,Lopez-Juez, Pyke, 2005; Pogson, 
Albrecht, 2011). Скоординированная экспрессия генов, 2011). Скоординированная экспрессия генов 
ядра и цитоплазмы достигается путем их внутрикле-
точных взаимодействий с помощью разнонаправленных 
механизмов регуляции – антероградной (от ядра к хло-
ропластам и митохондриям) и ретроградной (от пластид 
и митохондрий к ядру), обеспечивающей обратную связь 
между клеточными органеллами и ядром (Fujii et al., 
2007; Chi et al., 2013; Blanco et аl., 2014). Очевидно, что 
посредством ретроградных сигналов хлоропласты и мито-
хондрии могут регулировать экспрессию ядерных генов, 
которые кодируют компоненты фотосистем �� и ����, а также 
различных ферментных систем, локализованных в этих 
органеллах. Важная роль ретроградных пластидных сиг-сиг-
налов отмечена и для биосинтеза хлорофилла (Юрина, отмечена и для биосинтеза хлорофилла (Юрина, 
Одинцова, 2007), накопление которого контролируется 
ядерным геномом (Eckhardt et al., 2004; Bollivar, 2006; 
Masuda, Fujita, 2008). Такая скоординированная работа 
митохондриального, ядерного и хлоропластного геномов 
позволяет предположить, что генетически различные 
типы цитоплазм могут влиять на содержание хлорофил-
ла в фотосинтезирующих тканях растения и тем самым 
определять интенсивность фотосинтеза и урожайность 
сельскохозяйственных культур (Адрианова, Тарчевский, 
2000). Возможность такого влияния необходимо учиты-
вать и использовать в селекции на гетерозис, в частности, 
при создании линий с цитоплазматической мужской сте-
рильностью (ЦМС), поскольку как митохондриальные, так 
и хлоропластные геномы различаются у разных стериль-
ных цитоплазм (Frankel et al., 1979; �elorme et al., 1997; 
Tang et al., 2005; Tanaka et al., 2012; Heng et al., 2014).

В результате гибридизации образцов, относящихся 
к разным видам и расам рода Sorghum, было выявлено 
большое число разных типов ЦМС-индуцирующих ци-
топлазм. Эти типы цитоплазм отличаются от цитоплазмы 
А1 (milo), традиционно используемой в селекции сорго, 
по реакции на тестеры-восстановители фертильности, 
морфологии и гистологической структуре пыльников, 
стадии дегенерации пыльцы, структуре митохондриаль-
ного и хлоропластного геномов (Pring et al., 1995; Reddy 
et al., 2005). Было показано, что у гибридов F1 новые типы 
цитоплазм влияют на проявление некоторых селекционно 
ценных признаков (Moran et al., 2003; Aruna et al., 2013), 
однако этот вопрос изучен недостаточно широко.

Ранее нами было показано, что стерильные цитоплаз-
мы типов А2, А4 и 9Е обусловливают значительно более 
высокое содержание хлорофилла у гибридов F1 сорго, 
в сравнении с цитоплазмой А1 (Кибальник, Эльконин, 
2009). В данной статье сообщается о различных эффек-
тах новых типов стерильных цитоплазм на содержание 
хлорофилла у гибридов F1, при этом впервые приводятся 
данные, свидетельствующие о влиянии цитоплазмы 
М35-1А на проявление у сорго гетерозиса по общему 
содержанию хлорофиллов a и b.

Материалы и методы
В работе исследовали гибриды F1, полученные на основе 
двух наборов аллоплазматических ЦМС-линий зерно-
вого сорго (Sorghum bicolor (L.) Moench): 1) с ядерным 
геномом линии Желтозерное 10 на цитоплазмах А3, 
А4 и 9Е; и 2) с ядерным геномом линии Пищевое 614 
на цитоплазмах М35-1А и 9Е. Эти изоядерные линии, 
имеющие одинаковый ядерный геном, но различаю-
щиеся друг от друга типом цитоплазмы, были созданы 
ранее путем серий беккроссов Желтозерного 10 и Пи-
щевого 614 с ЦМС-линиями А3 Т × 398, А4 Т × 398, 9Е 
Т × 398, М35-1А, любезно предоставленными доктором 
К. Шертцем (Texas Agricultural Experimental Station, 
США), несущими цитоплазмы следующих источников 
стерильности: A3 (��S1112C), A4 (��S7920C), 9Е (��S17218), 
M35-1A (Maldandi) (Эльконин и др., 1997; Elkonin et al., 
1995, 1997). В данном исследовании использовали рас-
тения из семей BC9 (ЦМС-линии с геномом Пищевого 
614) и BC15 (ЦМС-линии с геномом Желтозерного 10). 
Опылителями являлись сорта зернового сорго Меркурий 
и Пищевое 35. Все использованные в опытах опылители 
и рекуррентные родительские линии поддерживались 
до начала исследований в условиях строгой изоляции, 
при которой растения в каждый вегетационный период 
до начала цветения изолировали пергаментными изоля-
торами. Родительские формы и гибриды F1 выращивали 
на опытном поле ФГБНУ РосНИИСК «Россорго» в трех-ФГБНУ РосНИИСК «Россорго» в трех- РосНИИСК «Россорго» в трех-
кратной повторности в 2010 г. Площадь делянки – 7,7 м2. 
Размещение делянок рендомизированное.

Содержание хлорофиллов a и b определяли спектро-
фотометрическим методом (Ермаков, 1987) у четвертого 
снизу листа у трех растений с рядка в фазы кущения 
и выметывания в трехкратной повторности (с трех ряд-
ков, размещенных рендомизированно; всего у каждой 
линии или гибрида было изучено по 9 растений в каж-
дой фазе онтогенеза). Навеску массой 5 г из свежих 
листьев растирали в ступке с небольшим количеством 
ацетона (ОКП263321005404 ТУ6-09-3513-86 ОП-2 ОСЧ 
9-5) и песка в присутствии углекислого кальция (ОКП 
262112083209 ЧДА ГОСТ 4166-76). Извлечение пигмен-
тов проводили небольшими порциями ацетона до обес-
цвечивания фильтрата. Измеряли объем профильтрован-
ного экстракта. Затем 1 мл профильтрованного экстракта 
разбавляли ацетоном до 25 мл и у полученного раствора 
измеряли оптическую плотность на спектрофотометре 
ПЭ-5300В. Концентрацию (С) пигментов рассчитывали 
по уравнениям Хольма – Веттштейна (1–2):

       Схл. а = 9,784 · D662 – 0,990 · D664,                             (1)

       Схл. b = 21,426 · D664 – 4,650 · D662,               (2)

где D662 и D664 – показания оптической плотности на при-
боре хлорофилла а и b.

Содержание пигментов в исследуемом материале 
с учетом объема вытяжки и навески определяли по фор-
муле (3):

     А = С · V/(Р · 1000),                            (3)
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где А – содержание пигмента, мг/г сухого (или сырого) 
веса; С – концентрация пигмента, мг/л; V – объем вытяж-
ки, мл; Р – навеска сухого (или сырого) веса.

Коэффициент фенотипического доминирования (Hp), 
гипотетический (Ггип.) и истинный гетерозис (Гист.) опре-
деляли по формулам (4–6) (Гужов и др., 1999):

             Hp = (F1 – Рср) / (Рл – Рср),                     (4)

           Гист. = ((F1 – Рл) / Рл) · 100 %,                    (5)

         Ггип. = ((F1 – Рср) / Рср) · 100 %,                   (6)

где F1 – значение изучаемого признака у гибридов F1; 
Рср – среднее значение у обеих родительских форм; 
Рл – значение у лучшей родительской формы.

Статистическая обработка результатов исследований 
выполнена с помощью пакета программ «AGR�S 2.09» 
методом двухфакторного (для родительских форм) и трех-
факторного (для гибридов) анализов с использованием 
критерия множественных сравнений Дункана (Доспе- 
хов, 2011).

Результаты и обсуждение
Анализ содержания хлорофиллов a и b выявил значимые 
различия между гибридами F1, полученными на основе 
разных наборов ЦМС-линий. Гибриды, созданные с ис-
пользованием ЦМС-линий с геномом Пищевого 614, 
существенно отличались от гибридов, полученных на 
основе ЦМС-линий с геномом Желтозерного 10, большим 
количеством хлорофиллов (табл. 1). Высокое содержа-
ние хлорофиллов a (1,35 мг/г) и b (0,41 мг/г), их сумма 
(1,77 мг/г) и отношение хлорофиллов a к b (4,00) отме-
чены у гибридов с цитоплазмой М35-1А, наименьшие 
показатели концентрации хлорофиллов – у гибридов на 
цитоплазме А3.

Гибриды на основе ЦМС-линий  
с геномом Пищевого 614
Между гибридами, полученными на основе изоядерных 
аллоплазматических ЦМС-линий с геномом Пищево-
го 614, были выявлены значимые различия по количе-
ству хлорофилла а и сумме хлорофиллов. У гибридов 
с ЦМС-индуцирующей цитоплазмой М35-1А показатели 
хлорофилла а и суммы пигментов существенно выше, чем 
у гибридов с цитоплазмой 9Е (1,34 и 1,76 мг/г против 1,14 
и 1,52 мг/г соответственно). По количеству хлорофилла b 
и отношению хлорофиллов a к b гибриды значимо не раз-
личались между собой, хотя у гибридов с цитоплазмой 9Е 
показатели этих признаков были ниже.

Гибриды на основе ЦМС-линий  
с геномом Желтозерного 10
Гибриды, полученные с использованием ЦМС-линий 
с геномом Желтозерного 10 на цитоплазмах А3, А4 и 9Е, 
достоверно не различались по содержанию пигментов 
и их соотношению. Значения признака «отношение хлоро-
филлов a к b» варьировали от 2,9 до 4,0. Однако детальный 
анализ показал, что гибриды с опылителями Меркурием 
и Пищевым 35 по-разному реагировали на генетически 

различные типы стерильных цитоплазм. У гибридов с Пи-
щевым 35 на цитоплазме А4 показатель «суммы хлоро-
филлов» был значимо выше, чем на цитоплазмах А3 и 9Е 
(0,97 мг/г против 0,72–0,76 мг/г соответственно). Однако 
у гибридов с Меркурием различия между цитоплазмами 
по содержанию хлорофиллов отсутствовали, количество 
составляло 1,08–1,14 мг/г. Очевидно, что наличие или 
отсутствие влияния типа цитоплазмы на содержание 
пигментов у гибридов с одними и теми же материнскими 
линиями, но разными опылителями является следствием 
специфического взаимодействия ядерных и цитоплазма-
тических генов.

Ранее нами было отмечено влияние типа ЦМС на 
содержание хлорофиллов у гибридов F1, полученных 
на основе этого же набора аллоплазматических линий 
на цитоплазмах А3, А4 и 9Е с сортом Волжское 615 
(Кибальник, Эльконин, 2009). Причем эффект типа цито-
плазмы наблюдался на стадии кущения: цитоплазма А3 
снижала количество зеленых пигментов, а цитоплазма 
А4 повышала их содержание. Наибольшее количество 
хлорофиллов в среднем за периоды «всходы – кущение» 
и «всходы – выметывание» было выявлено у гибрида на 
цитоплазме 9Е (Кибальник, Эльконин, 2009).

Примечательно, что сами материнские изоядерные 
линии с разными типами стерильных цитоплазм не разли-
чаются между собой по содержанию пигментов (табл. 2). 
Следовательно, эффект цитоплазмы наблюдается только 
при ее взаимодействии с ядерным геномом опылителя. 
В этой связи следует заметить, что у аллоплазматических 
линий ячменя, несущих цитоплазмы разных дикорасту-
щих форм Hordeum spontaneum (W3, W4, W8) и геномы 
культурных сортов, содержание хлорофиллов a и b зна-
чимо варьировало в разных ядерно-цитоплазматических 
комбинациях (Шимкевич и др., 2006). 

Наибольшее количество хлорофиллов у родительских 
форм и гибридов наблюдалось в фазу кущения, а показа-
тель «отношение хлорофиллов» – в фазу выметывания. 
У родительских форм существенные различия по со-
держанию хлорофилла a между фазами отсутствовали, 
тогда как у гибридов в фазу кущения концентрация 
хлорофилла a была выше. Сумма хлорофиллов в листьях 
исходных форм составила 1,19–1,80 мг/г, а отношение 
хлорофилла а к b – 2,05–3,17. Более высокие показатели 
хлорофиллов выявлены у сортов-опылителей: у Мерку-
рия – хлорофилла а (1,30 мг/г), у Пищевого 35 – хлоро-
филла b (0,56 мг/г).

На основании полученных данных у гибридов F1 
с разными типами стерильных цитоплазм была изучена 
степень проявления гетерозиса по общему содержанию 
хлорофилла в листьях растений в фазу кущения (табл. 3). 
Выявлено, что у гибридов на основе ЦМС-линий с гено-
мом Желтозерное 10 доминирование признака «сумма 
хлорофиллов» отсутствует. Исключение составила ком-
бинация с сортом Пищевое 35 на цитоплазме типа А4, 
у которой коэффициент фенотипического доминирования 
(Hp) был равен двум (рис. 1, а, б).

Вместе с тем у гибридов, полученных с использовани-
ем ЦМС-линий с геномом Пищевого 614 на стерильных 
цитоплазмах типов М35-1А и 9Е, обнаружен эффект 
гетерозиса по содержанию хлорофиллов в фазу кущения. 
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таблица 1. Содержание хлорофилла (мг/г� в лист��ях ги�ридов F1 с разными типами стерил��ных цитоплазм

тип цитоплазмы
(фактор ��

Опылител��  
(фактор В�

Фазы развития растений 
(фактор С�

Хлорофиллы

a b ∑аb а/b

Ги�риды на основе Ц�С-линий с геномом желтозерного 10

�3 �еркурий ��ущение 1��12 lm 0��54 hij 1��66 m 2��04

Выметывание 0��55 cde 0��0� a 0��62 d ����6

�ищевое 35 ��ущение 0���� hij 0��3� b–i 1��25 j 2��23

Выметывание 0��14 a 0��05 a 0��19 a 2���0

Среднее по ги�ридам с цитоплазмой �3�� 0��6� a 0��26 a 0��93 a 3���3

�4 �еркурий ��ущение 0��9� ij� 0��56 ij 1��53 �lm 1���3

Выметывание 0��56 de 0��0� a 0��64 d ���00

�ищевое 35 ��ущение 1��02 �lm 0��52 f–j 1��54 lm 1��96

Выметывание 0��25 a 0��14 a 0��39 b 1���9

Среднее по ги�ридам с цитоплазмой �4�� 0���1 a 0��32 abc 1��03 a 3��43

9е �еркурий ��ущение 1��12 m 0��53 g–j 1��65 m 2��11

Выметывание 0��54 bcd 0��0� a 0��61 cd ����1

�ищевое 35 ��ущение 0���2 gh 0��42 d–i 1��24 ij 1��95

Выметывание 0��19 a 0��0� a 0��2� ab 2��3�

Среднее по ги�ридам с цитоплазмой 9е�� 0��6� a 0��2� ab 0��94 a 3��54

Ги�риды на основе Ц�С-линий с геномом �ищевого 614

�35-1� �еркурий ��ущение 1���6 q 0��43 e–i 2��19 o� 4��09

Выметывание 0��9� j�l 0��19 a–e 1��1� hij 5��16

�ищевое 35 ��ущение 1���6 �q 0���9 � 2��65 q 1��9�

Выметывание 0���6 hij 0��1� abc 1��04 gh 4����

Среднее по ги�ридам с цитоплазмой �35�� 1��34 c 0��42 c 1���6 c 4��00

9е �еркурий ��ущение 1��46 n 0��41 c–i 1���� n 3��56

Выметывание 0��6� ef 0��21 a–e 0���9 efg 3��24

�ищевое 35 ��ущение 1��61 o 0���3 j� 2��34 � 2��21

Выметывание 0���1 fgh 0��1� abc 0��9� fgh 4���6

Среднее по ги�ридам с цитоплазмой 9е�� 1��14 b 0��3� bc 1��52 b 3��44

Среднее по ги�ридам с опылителями��

�еркурий 0��9� b 0��31 1��2� b 4��45 b

�ищевое 35 0���3 a 0��36 1��20 a 2��6� a

Среднее по фазам развития растений��

��ущение 1��2� b 0��53 b 1���0 b 2��3� a

Выметывание 0��56 a 0��12 a 0��6� a 4���5 b

F� 22���5* 3��9* 1����1* 1��1

FВ 41��6* 1��5 10��4* 11��4*

FС 1 426��6* 1�3��5* 1 929��5* 19���*

F�В 1���6* 4��0* 2����* 0��6

F�С ���9* 0��2 5��3* 0��4

F�ВС 2��� 4���* 6��0* 2��4

�риведены средние по трем повторностям; данные в стол�цах по каждому признаку�� о�озна�енные разными �уквами�� зна�имо разли�а�тся между 
со�ой при р ≤ 0��05�� в соответствии с тестом множественных сравнений Дункана;  ∑аb – сумма хлорофиллов a и b��  мг/г;  a/b – отношение содержания 
хлорофиллов a к b;  * р ≤ 0��05.
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таблица 2. Содержание хлорофиллов (мг/г� в лист��ях родител��ских форм

Ц�С-линия1��
сорт (фактор ��

Фаза развития растений 
(фактор В�

Хлорофиллы

a b ∑аb а/b

�3 желтозерное 10 ��ущение 0��90 0��4� 1��3� 1����

Выметывание 0���1 0��19 1��00 4��26

Среднее�� 0���5 a 0��34 1��19 3��0�

�4 желтозерное 10 ��ущение 0��91 0��4� 1��3� 1��94

Выметывание 0��90 0��22 1��12 4��09

Среднее�� 0��90 a 0��35 1��25 3��01

9е желтозерное 10 ��ущение 0��90 0��4� 1��3� 1��91

Выметывание 0���0 0��1� 0��9� 4��44

Среднее�� 0���5 a 0��33 1��1� 3��1�

�35-1� �ищевое 614 ��ущение 0���9 0��49 1��3� 1���2

Выметывание 0���9 0��25 1��04 3��16

Среднее�� 0���4 a 0��3� 1��21 2��49

9е �ищевое 614 ��ущение 0���9 0��4� 1��3� 1���5

Выметывание 0���0 0��26 1��06 3��0�

Среднее�� 0���4 a 0��3� 1��21 2��46

�еркурий ��ущение 1��45 0��41 1���6 3��54

Выметывание 1��16 0��56 1���3 2��0�

Среднее�� 1��30 b 0��49 1���0 2���0

�ищевое 35 ��ущение 0��66 0���3 1��49 0���9

Выметывание 0��93 0��2� 1��21 3��32

Среднее�� 0���9 a 0��56 1��35 2��05

Среднее по фазам развития растений��

��ущение 0��94 0��52 b 1��46 b 1��96 a

Выметывание 0���� 0��2� a 1��16 a 3��49 b

F� 9��9* 3��2 4��� 0��3

FВ 1��6 4���9* 15���* 12��4*
1 указан тип цитоплазмы и исто�ник ядерного генома. Остал��ные пояснения см. в та�л. 1.

таблица 3. �роявление гетерозиса (%� у ги�ридов F1 по о�щему содержани� хлорофиллов в лист��ях в фазу кущения

��ом�инации скрещиваний H� Гист. Ггип.

�3 желтозерное 10 / �еркурий 0��16 –10��96 d 3��0� d

�4 желтозерное 10 / �еркурий –0��3� –1���4� b –5��24 b

9е желтозерное 10 / �еркурий 0��16 –11��02 d 2��4� cd

�3 желтозерное 10 / �ищевое 35 –3���0 –1���25 a –11���9 ab

�4 желтозерное 10 / �ищевое 35 2��00 3��36 f 6��94 d

9е желтозерное 10 / �ищевое 35 –3��1� –16���� c –13��29 a

�35-1� �ищевое 614 / �еркурий 2��3� 1����4 g 35��1� f

9е �ищевое 614 / �еркурий 1��04 0��53 e 15��43 e

�35-1� �ищевое 614 / �ищевое 35 24��2 �����5 i �4��03 h

9е �ищевое 614 / �ищевое 35 15��2 5���05 h 62��50 g

Fфакт. – �9� 965��3* 301���9*

* р ≤ 0��05.  Н� – коэффициент фенотипи�еского доминирования;  Гист. – истинный гетерозис�� %; Ггип. – гипотети�еский гетерозис�� %. Данные в стол�цах 
по каждому признаку�� о�озна�енные разными �уквами�� зна�имо разли�а�тся между со�ой при р ≤ 0��05�� в соответствии с тестом множественных 
сравнений Дункана.
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Во всех комбинациях коэффициент фенотипического 
доминирования превышал единицу. Наиболее значи-
тельное проявление эффекта гетерозиса наблюдалось 
у гибридов, несущих цитоплазму М35-1А (рис. 2, а, б), 
при этом в гибридных комбинациях с сортами Меркурий 
и Пищевое 35 наблюдалось сверхдоминирование (коэф-
фициент фенотипического доминирования составлял 2,38 
и 24,2 соответственно). Следует отметить, что у гибридов 
на цитоплазме М35-1А истинный гетерозис превышал 
аналогичные показатели у гибридов на цитоплазме 9Е 
на 19,0 %, а гипотетический – на 20,6 %. По-видимому, 
стерильная цитоплазма М35-1А генерирует некоторые 
факторы, которые влияют на функционирование ядерных 
генов, связанных с проявлением гетерозиса по содержа-
нию хлорофилла у гибридов сорго. В последние годы 
влияние типа ЦМС на проявление гетерозиса по данно-
му признаку было также описано у африканского проса 
(Satyavathi et al., 2009; Amiribehzadi et al., 2012) и горчицы 
сарептской (Chamola et al., 2013). 

Таким образом, полученные данные показывают, что 
генетически различные типы ЦМС-индуцирующих 

цитоплазм различаются между собой по количеству хло-
рофиллов в листьях растений гибридов F1. Гибриды на 
стерильных цитоплазмах типов М35-1А и А4 имеют более 
высокие показатели хлорофилла а и суммы хлорофиллов 
в сравнении с цитоплазмами А3 и 9Е. Эти данные указы-
вают на роль цитоплазматических генов в генетическом 
контроле содержания хлорофилла. Вместе с тем генотип 
опылителя также влияет на концентрацию пластидных 
пигментов, при этом различия между разными гибридны-
ми комбинациями с одной и той же ЦМС-линией могут 
быть значительными, что указывает на наличие специфи-
ческого взаимодействия ядерных и цитоплазматических 
генов. Кроме того, нами впервые установлено влияние 
стерильной цитоплазмы на проявление у сорго гетерозиса 
по общему содержанию хлорофиллов а и b. Выделены 
перспективные комбинации скрещиваний с истинным 
и гипотетическим гетерозисом по сумме хлорофиллов: 
М35-1А Пищевое 614 / Пищевое 35, М35-1А Пищевое 
614 / Меркурий, 9Е Пищевое 614 / Пищевое 35, А4 Желто-
зерное 10 / Пищевое 35. Полученные данные показывают, 
что привлечение новых типов ЦМС позволяет получать 

рис. 1. Сумма хлорофиллов (мг/г� у Ц�С-линий с геномом желтозерного 10 и типами цитоплазм �3�� �4 и 9е и ги�ридов F1 на их основе  
с сортами �еркурий (а� и �ищевое 35 (б� в фазу кущения. 
Данные�� о�озна�енные разными �уквами�� зна�имо разли�а�тся между со�ой�� в соответствии с тестом множественных сравнений Дункана при р ≤ 0��05.
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рис. 2. Сумма хлорофиллов (мг/г� у Ц�С-линий с геномом �ищевого 614 и типами цитоплазм �35-1A и 9е и ги�ридов F1 на их основе  
с сортами �еркурий (а� и �ищевое 35 (б� в фазу кущения. 
Данные�� о�озна�енные разными �уквами�� зна�имо разли�а�тся между со�ой�� в соответствии с тестом множественных сравнений Дункана при р ≤ 0��05.
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гибриды с эффектом гетерозиса по содержанию хлоро-
филла и, как следствие, может быть использовано для 
повышения их продуктивности.
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The �henomenon of loss of ex�ression of transferred 
genes in transgenic �lants was discovered in the early 
1990s. The study of this �henomenon revealed 
de�endence of the frequency of gene silencing 
on the number of integrated co�ies in the �lant 
genome�� the �ro�erties of the transgene sequence 
itself (the �resence of du�lications�� vector sequen-
ces�� and others��� chromosomal �osition. Loss 
of gene ex�ression can occur transcri�tionally 
or �ost-transcri�tionally in most cases involving 
small interfering rnA (sirnA�. in �lants�� the most 
common mechanism for inactivation of genes 
at the level of rnA transcri�tion is rnA-directed DnA 
methylation (rdDM�. An im�ortant role is �layed 
by the �lant-s�ecific rnA �olymerase iV and V. Pol iV 
is assumed to transcribe non-coding transcri�ts at its 
target loci. They are co�ied into long dsrnAs and 
are �rocessed by DicEr into sirnAs. sirnAs are then 
methylated and loaded into the effector com�lex�� 
whose main com�onent is a �rotein of the Argonaute 
family. rnA �olymerase V also transcribes the non-
coding transcri�t of the target gene�� but it serves 
as a scaf¬fold that interacts with sirnAs and that 
recruits �roteins and enzymes res�onsible for DnA 
and histone methylation. Posttranscri�tional gene 
inactivation occurs in the cyto�lasm and is associated 
with a s�ecific effector com�lex (AGo-sirnA��� 
which cleavages homologous mrnA. in �lants�� 
in addition to the canonical �athway�� rdDM�� more 
mechanisms exist�� which include com�onents for 
�osttranscri�tional gene inactivation�� s�ecific �roteins 
and other ty�es of small rnAs. in this review�� we briefly 
discuss the currently �nown com�onents of e�igenetic 
regulation.

Key words�� inactivation of genes ex�ression; sirnA; 
rnA-de�endent DnA methylation; �osttranscri�tional 
gene silencing.

Феномен потери экспрессии перенесенных генов в трансгенных 
растениях �ыл о�наружен в на�але 1990-х годов. Изу�ение 
данного явления показало зависимост�� �астоты инактивации 
трансгенов от �исла интегрированных копий в растител��ный 
геном�� осо�енностей организации встройки (нали�ие дупликаций�� 
векторных последовател��ностей и др.��� места встраивания. �отеря 
экспрессии гена может происходит�� на транскрипционном или 
посттранскрипционном уровне�� в �ол��шинстве слу�аев с у�астием 
малых интерфериру�щих РН�� (siРН���. у растений наи�олее 
распространенным эпигенети�еским механизмом инактивации 
генов на уровне транскрипции является РН��-направленное мети-
лирование ДН��. уникал��ные для растений РН��-полимераза iV 
и РН��-полимераза V игра�т в нем важну� рол��. РН��-полиме-
раза iV отве�ает за синтез некодиру�щих транскриптов с гена-
мишени�� которые переводятся в двухцепо�е�ну� форму РН��-
зависимой РН��-полимеразой и с помощ��� фермента Dicer 
разреза�тся на siРН��. Они метилиру�тся и транспортиру�тся 
в эффекторный комплекс�� основным компонентом которого 
является �елок семейства Agronaute. РН��-полимераза V также 
с�итывает некодиру�щий транскрипт с гена-мишени�� но он 
служит платформой для привле�ения siРН�� и последу�щего 
присоединения �елков и ферментов�� ответственных за метили-
рование ДН�� и гистонов. �осттранскрипционная инактивация 
генов происходит в цитоплазме и связана со специфи�еской 
деградацией эффекторным комплексом (siРН�� и AGo-�елок� мРН���� 
которая имеет у�асток�� комплементарный siРН��. у растений кроме 
канони�еского механизма РН��-направленного метилирования 
ДН�� существу�т и другие варианты эпигенети�еской регуляции 
экспрессии генов�� которые вкл��а�т �елки�� принима�щие 
у�астие в инактивации генов на посттранскрипционном уровне�� 
специфи�еские �елки и другие типы малых РН��. В данном о�зоре 
кратко рассмотрены известные на данный момент компоненты 
эпигенети�еской регуляции и сделан акцент на новые факты. 

��л��евые слова�� инактивация гена; малые интерфериру�щие 
РН�� (sirnA�; РН��-направленное метилирование ДН��; 
посттранскрипционная инактивация.
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Трансгенные растения являются уникальными инст-
рументами в руках исследователей для решения 
как прикладных, так и фундаментальных задач. 

С момента получения первых генетически модифици-
рованных растений был обнаружен феномен потери экс-
прессии перенесенных генов (gene silencing). Растения, 
в которых произошла инактивация чужеродной ДНК, 
отбраковываются экспериментаторами, поскольку они 
не представляют интереса для практического использо-
вания в коммерческих целях, однако оказались удобными 
моделями для исследования механизмов эпигенетической 
регуляции экспрессии генов. 

Частота инактивации гетерологичных генов в первом 
поколении от самоопыления исходных трансформантов 
может составлять от нескольких процентов до половины 
случаев, по данным разных исследователей (Napoli et 
al., 1990; Ma, Mitra, 2002; Sallaud et al., 2003). В группу 
растений с высокой частотой инактивации трансгенов 
в основном входят трансформанты со множественными 
инсерциями чужеродной ДНК, встроенными в один или 
несколько сайтов растительного генома. Однако известны 
случаи потери экспрессии трансгенов в последующих по-
колениях при самоопылении моноинсерционных растений 
(Sallaud et al., 2003; Mourrain et al., 2007) и у гибридов от их Mourrain et al., 2007) и у гибридов от их et al., 2007) и у гибридов от их 
скрещиваний (Charrier et al., 2000). Частота инактивации 
может существенно возрастать, если в состав генетиче-
ской конструкции включены тандемные копии генов как в 
прямой, так и обратной ориентации (Heilersig et al., 2006; 
Lunerová-Bedrichová et al., 2008). 

На трансгенных растениях табака, риса и Arabidopsis 
thaliana получены модельные линии, позволяющие изу-
чать данный феномен. А. Matzke с коллегами на трансген-
ном табаке исследовали свойства и структуру серии алле-
лей H-трансгена. Аллели со сложной структурой Т-ДНК 
(с дупликациями, векторными последовательностями) 
способны вызывать процесс транс-инактивации других 
чужеродных генов под управлением N�S-промотора 
в растительном геноме (Matzke et al., 1994; Jakowitsch 
et al., 1999). Достаточно хорошо исследован мультико-
пийный трансген 271, способный вызывать замолкание 
экспрессии трансгенов, находящихся под управлением 
промотора 35S-РНК вируса мозаики цветной капусты 
(ВМЦК) у трансгенных растений табака (Vaucheret, 1994; 
Park et al., 1996; Khaitová et al., 2011). Именно на транс-
генных растениях петунии в 1990 г. впервые был описан 
феномен косупрессии – координированного подавления 
экспрессии трансгенов и гомологичных им хозяйских 
генов, связанного с посттранскрипционным разрушением 
мРНК в цитоплазме (Napoli et al., 1990), которое позже 
получило название «РНК-интерференция».

Нестабильность экспрессии трансгенов в растениях 
может быть связана как с полной потерей активности 
перенесенных генов, так и с мозаичным характером 
на уровне клеток соматической ткани. Ярким и нагляд-
ным примером мозаичной экспрессии трансгенов явля-
ется перенос дополнительных генов хальконсинтетазы 
(chs) в петунию. В исходных трансформантах с частотой 
от 5 до 25 % наблюдалась инактивация экспрессии как 
трансгенных, так и собственных генов chs, которая была 
связана со снижением уровня мРНК и накоплением двух 

специфических, частично перекрывающихся siРНК раз-
мером 21 н., комплементарных кодирующей части гена 
(�e Paoli et al., 2009). Мозаичный характер проявления 
гена gfp под управлением 35S-промотора ВМЦК описан 
для многокопийных по трансгену растений табака перво-
го и второго поколений от самоопыления. Чередование 
клеток по листовой пластинке с активным и неактивным 
геном gfp носило случайный характер и отличалось зна-
чительной вариабельностью между потомками (Bastar et 
al., 2004). Описано мозаичное проявление маркерного гена 
nptII в клетках соматической ткани листовой пластинки 
у трансгенного растения табака Nu 21 (Маренкова и др., 
2007). Данный фенотип наследуется в Т1–Т4 и у гибридов 
F1 от скрещивания с диким типом. Выделены две линии, 
контрастно различающиеся по частоте возникновения 
растений-мозаиков. Установлено, что мозаичность 
проявления гена nptII у трансгенных растений обуслов-
лена действием эпигенетических механизмов и связана 
с метилированием промотора и кодирующей части гена 
(Логинова и др., 2012). Интересно, что даже встраивание 
одной копии гена uidA в один и тот же район хромосомы 
с помощью системы Cre/lox рекомбинации может вести 
к вариабельности в активности гена, что проявляется 
в стабильном или мозаичном паттерне экспрессии транс-
гена (�ay et al., 2000).

Трансформанты с инактивированным трансгеном 
используются в экспериментах по индуцированному 
мутагенезу и выявлению растений-мутантов, у которых 
произошла реактивация экспрессии чужеродной ДНК. 
Последующий скрининг позволяет картировать мутации, 
влияющие на различные этапы механизма репрессии 
генов. Таким образом были обнаружены многие клю-
чевые белки и ферменты (Herr et al., 2005; Smith et al., 
2007; Habu, 2010). Однако данный подход не позволяет 
выявить все компоненты эпигенетической регуляции 
из-за наличия мультигенных семейств (утрата функции 
одного гена может полностью или частично компенси-
роваться экспрессией других генов семейства) и возмож-
ного летального эффекта от потери активности гена. Все 
работы в данном направлении проводятся на растениях 
A. thaliana, что связано с несомненными преимущества-
ми данного модельного объекта: малый размер генома, 
небольшое число хромосом, короткий период вегетации, 
хорошие физическая и молекулярно-генетическая карты, 
полностью секвенированный геном и большие коллекции 
инсерционных мутантов. Ведутся исследования и на 
других видах трансгенных растений (табак, петуния, 
кукуруза, рис, сосна, тополь и др.), но на данных объек-
тах пока возможно изучение только отдельных аспектов 
механизмов инактивации экспрессии генов (наследование 
замолкания экспрессии гена в ряду поколений, влияние на 
частоту потери экспрессии различных внешних и внут-
ренних факторов и др.). Однако эти исследования также 
важны, поскольку, несмотря на консервативный характер 
эпигенетической регуляции, они позволяют выявить воз-
можные видовые особенности.

Инактивация экспрессии трансгена/гена может происхо-
дить на транскрипционном (transcriptional gene silencing –transcriptional gene silencing – 
TGS) и посттранскрипционном (posttranscriptional gene) и посттранскрипционном (posttranscriptional gene(posttranscriptional gene 
silencing – PTGS; co-supression) уровнях. Соответственно,уровнях. Соответственно,. Соответственно,Соответственно, 
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Схема РН��-направленного метилирования ДН�� у растений (описание см. в тексте�. Из�� Matz�e�� Mosher (2014� с изменениями и дополнениями.

в первом случае наблюдается блокирование синтеза транс-
криптов мРНК, а во втором – мРНК считывается и обычно 
регистрируется в ядре, но в дальнейшем происходит ее раз-
рушение в цитоплазме. При этом в большинстве случаев 
механизм репрессии генов запускается с участием малой 
интерферирующей РНК (siРНК, small interfering RNA).

РНК-направленное метилирование  
генов/трансгенов в растительном геноме
Основным эпигенетическим механизмом инактивации 
генов/трансгенов на уровне транскрипции является 
РНК-направленное метилирование ДНК (Rd�M, RNA-
directed �NA methylation). Этот механизм был открыт 
исследователями при изучении репликации вироида ве-
ретеновидности клубней картофеля в трансгенном табаке 
со вставкой кДНК вироида в ядерном геноме (Wassenegger 
et al., 1994). После цикла автономной репликации РНК 
вироида было обнаружено специфическое метилирование 
кДНК, связанное с образованием двухцепочечной РНК, 
которая разрезалась ферментом на малые РНК (MetteMette et 
al., 2000). 

РНК-направленное метилирование ДНК представляет 
собой специализированную «транскрипционную фабри-
ку», включающую две уникальные для растений РНК-
полимеразы (РНК-полимераза ��V и РНК-полимераза V) 
и большое число белков и ферментов (рисунок). 

Опишем кратко основные события, последователь-
ность которых ведет к репрессии гена: для образования 
siРНК необходимо наличие двухцепочечной РНК, которая 
образуется при считывании РНК-полимеразой ��V с по-
следовательности ДНК гена некодирующего транскрипта, 
который переводится РНК-зависимой РНК-полимеразой 
в двухцепочечную РНК. Последняя разрезается рибону-
клеазой ������ на siРНК длиной 24 н., которые метилиру-

ются в области 3′-конца метилтрансферазой HEN1 (Hue 
Enhancer 1) и направляются в специализированный ри-
бонуклеопротеиновый комплекс, основным компонентом 
которого является белок из семейства Argonaute. В составе 
комплекса siРНК осуществляет поиск комплементарной 
последовательности с последующим привлечением бел-
ков и ферментов, ответственных за подавление активности 
гена (Маренкова, Дейнеко, 2010; Meyer, 2013; Matzke, 
Mosher, 2014). Рассмотрим данный механизм инактивации 
генов на уровне транскрипции подробнее, уделяя внима-
ние новым данным, полученным за последние годы.

У растений кроме трех канонических ДНК-зависимых 
РНК-полимераз (��, ���� и ������) были обнаружены РНК-поли-
меразы ��V и V, которые произошли от РНК-полимеразы 
���� и играют ключевую роль в механизме Rd�M репрессии 
генов. Предполагают, что РНК-полимераза ��V считывает 
с последовательности ДНК транскрипт, который перево-
дится РНК-зависимой РНК-полимеразой (RNA-�ependent 
RNA Polymerase) R�R2 или R�R6 в двухцепочечную 
РНК. Показано, что РНК-полимераза ��V транскрибирует 
межгенные районы, гены эухроматина, связанные с по-
вторами и транспозонами, при этом она отвечает пример-
но за 90 % последовательностей, с которых образуется 
siРНК размером 24 н. (Mosher et al., 2008). Остается пока 
неизвестным, каким образом РНК-полимераза ��V узнает 
свои сайты. Считают, что в этом ей может помогать белок 
SHH1 (sawadee homeodomain homolog 1), который, будучи 
связанным с полимеразой, взаимодействует через уни-
кальный тандемный Tudor-like домен (с двумя «кармана-
ми») одновременно с H3K9me и неметилированным H3K4 
гистонами (Law et al., 2013). Также, предположительно, 
облегчает для РНК-полимеразы ��V доступ к ДНК белок 
CLY 1 (classy 1, SW��2/SNF2-фактор), участвующий в мо-
делировании структуры хроматина (Smith et al., 2007).
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На следующем этапе дцРНК разрезаются рибонукле-
азой ������ �CL3 (dicer-like 3) на siРНК длиной 24 н. Они 
метилируются в области 3′-конца метилтрансферазой 
HEN1 и направляются в специализированные рибонук-
леопротеиновые комплексы, основным компонентом 
которых является белок из семейства Argonaute AG�4 
или AG�6. В процессе внедрения siРНК происходит уда-
ление одной из цепей РНК и с AG�-белком связывается 
антисмысловая одноцепочечная siРНК, комплементарная 
последовательности гена-мишени. В составе комплекса 
siРНК по принципу комплементарности осуществляет 
поиск и направляет эффекторный комплекс к гену-мишени 
(Yang et al., 2006; Matzke, Mosher, 2014).

На данном этапе важную роль играет РНК-полиме-
раза V, которая считывает некодирующие транскрипты 
длиной порядка 200 н. Предполагают, что транскрипты 
удерживаются в хроматине с помощью белка RRP6L1 
(RRP6-like protein) (Zhang et al., 2014) и являются плат-
формой для привлечения siРНК и последующего присо-
единения белков и ферментов, ответственных за метили-
рование ДНК и гистонов в области сайта-мишени. Для 
процесса транскрипции РНК-полимеразе V необходимы 
топоизомераза 1α (T�P1α) (�inh et al., 2014) и комплекс 
белков ��R, который включает три белка: �R�1 (defec-defec-
tive in RNA-directed �NA methylation 1) – предположи-1) – предположи-
тельно влияет на структуру хроматина; �MS3 (defectivedefective 
in meristem silencing 3) – белок с гомологией с высоко3) – белок с гомологией с высоко 
консервативными белками SMS и R�M1 (RNA-directedRNA-directed 
�NA methylation 1) – небольшой белок с неизвестной фун- 1) – небольшой белок с неизвестной фун-
кцией (Gao et al., 2010; Zhong et al., 2012). Данные белки, 
по-видимому, обеспечивают доступ РНК-полимеразе V 
к одноцепочечной ДНК. 

РНК-полимераза V взаимодействует через CT�-домен 
на С-конце большой субъединицы NRPE1 с AG�4-белком 
и с фактором элонгации KTF1 (kow domain-containingkow domain-containing 
transcription factor 1), который также имеет мотив связы-), который также имеет мотив связы-
вания с AG�4-белком. Предполагают, что siРНК в составе 
AG�4-комплекса по принципу комплементарности свя-
зывается с транскриптом, считываемым РНК-полимера-
зой V, и привлекает метилтрансферазу �RM2 (domainsdomains 
rearranged methyltransferase 2), которая метилирует близ-2), которая метилирует близ-
лежащую ДНК (Böhmdorfer et al., 2014). Белок R�M1, 
входящий в состав ��R, возможно, также участвует 
в привлечении �RM2, поскольку он взаимодействует 
с AG�4 и �RM2 и связывается с одноцепочечной мети-
лированной ДНК (Gao et al., 2010).

Комплекс белков ���N2–���P (involved in de novo 2-белок 
и паралоги ���P1 и ���P2) стабилизирует дуплекс siРНК-
транскрипт РНК-полимеразы V и участвует в изменении 
нуклеосомной укладки через взаимодействие с SW��/SNF 
комплексом (Zhu et al., 2013), а также влияет на связывание 
�RM2 с транскриптом полимеразы V (Böhmdorfer et al., 
2014). Показано, что связывание ���N2-белка с некодиру-
ющим транскриптом зависит от AG�4-белка (Böhmdorfer 
et al., 2014). 

Пока непонятно, как РНК-полимераза V находит свои 
последовательности. Известно, что бόльшая часть РНК-
полимеразы V локализуется в области транспозонов 
и повторов в области интронов, промотора или кодиру-
ющей части гена (Wierzbicki et al., 2012). Возможно, что 

белки семейства метилтрансферазы гистонов SUVH2, 
SUVH9, не обладающие каталитической активностью, 
за счет связывания через SRA-домен с метилирован-
ной ДНК и взаимодействия с комплексом белков ��R 
и M�RC (microrchidia-type ATPases, влияют на высший 
уровень структурной организации хроматина) привлекают 
полимеразу к сайтам-мишеням (Johnson et al., 2014; Liu 
et al., 2014). 

Метилирование ДНК у растений осуществляется по 
симметричным (CG, CHG) и несимметричным сайтам 
(CHH) цитозиновыми метилтрансферазами трех классов. 
Семейство MET1 (�NA methyltransferase1) отвечает за 
поддерживающее метилирование CG-сайтов; уникальные 
для растений хромометилазы CMT3 (chromomethylase3), 
CMT2 – поддерживающее метилирование CHG-сайтов 
и семейство �RM (domains rearranged methyltransferase) –domains rearranged methyltransferase) –) – 
метилирование de novo (Ванюшин, 2012). Поддержание 
метилирования в несимметричных сайтах после раунда 
репликации требует наличия триггерного сигнала, т. е. 
связано с механизмом РНК-направленного метилирования 
ДНК. У растений обратный процесс – деметилирование 
ДНК может происходить не только пассивно, но и активно 
(независимо от репликации) при участии семейства ДНК-
гликозилаз demeter (�ME), которое включает белки �ME 
(demeter), R�S1 (repressor of silencing 1), �ML2 (demeter-
like 2) и �ML3 (demeter-like 3) (Agius et al., 2006). Пред-
полагают, что наличие механизмов метилирования ДНК, 
направленного siРНК и активного деметилирования поз-
воляет растениям более динамично регулировать степень 
модификации генома в ответ на внутренние и внешние 
сигналы (Matzke, Mosher, 2014). Существование таких 
антагонистических взаимоотношений косвенно подтверж-
дается тем фактом, что многие известные генетические 
компоненты РНК-направленного метилирования ДНК 
были обнаружены как супрессоры мутации ros1 (rpa2, 
tsl1, rdm2, ago6, sup32, ctf1) и, наоборот, при мутациях 
в этих генах (ago6, ago4, drm2, rdr2, drd1, met1 и генов, 
кодирующих субъединицы P�L ��V и P�L V) происходит 
снижение уровня экспрессии R�S1-белка (Penterman 
et al., 2007). 

До сих пор не известна функция белка M�M1 (Mor-Mor-
pheus’ molecule1) в эпигенетическом механизме транс-) в эпигенетическом механизме транс-
крипционной инактивации. Мутация mom1 выделена по 
способности восстанавливать экспрессию замолкнувшего 
мультикопийного трансгена и ряда эндогенных повторяю-
щихся последовательностей. Характерной особенностью 
мутации является восстановление экспрессии генов при 
сохранении молекулярных маркеров гетерохроматина: 
гиперметилированного состояния последовательности 
ДНК и отсутствия изменений в гистоновых белках (ме-
тилирование Н3К9 и снижение метилирования Н3К4) 
(Habu, 2010).

Недавно показано, что в процессе РНК-направленного 
метилирования ДНК у A. thaliana участвуют факторы 
сплайсинга РНК: белок SR45 (arginine/serine-rich 45) акти-
вен на ранних этапах образования siРНК; Z�P1 (zinc-finger 
and �CRE domain-containing protein), возможно, влияет на 
эффекторный комплекс AG�4 или на �RM2; STA1 (фак-
тор сплайсинга PRP6-like) – на образование как siРНК, 
так и транскриптов, считываемых РНК-полимеразой V; 
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R�M16 (U4/U6 snRNP-associated protein) регулирует 
образование транскриптов РНК-полимеразы V (Huang, 
Zhu, 2014). Выявлен новый участник РНК-направленного 
метилирования ДНК – белки FRG1 и FRG2 (SNF2-ring-
helicase-like), они относятся к семейству SNF2 helicase-
like белков и физически взаимодействуют с SUVR2-бел-
ком (Groth et al., 2014). 

Отметим, что исследование уровня экспрессии репор-
терного гена, интегрированного в разные районы хромосо-
мы 1 A. thaliana на фоне супрессии основных компонентов 
РНК-направленного метилирования ДНК (M�M1, CMT3, 
�R�1, �RM2, SUVH2, histone deacetylase 1 (H�1) и др.), 
показало существование глобальной эпигенетической 
сети, которая регулирует экспрессию генов в зависимости 
от хромосомной локализации гена-мишени и его нуклео-
тидной последовательности (Luo et al., 2009).

Посттранскрипционная инактивация гена
Посттранскрипционная инактивация генов была обна-
ружена впервые на трансгенных растениях петунии при 
попытке изменить окраску цветка введением дополни-
тельных копий генов биосинтеза антоцианов халькон-
синтетазы. Однако был получен неожиданный резуль-
тат – растения с белыми и неравномерно окрашенными 
пурпурно-белыми цветами. Это указывало на инактивацию 
экспрессии как трансгенных, так и собственных генов, 
ответственных за синтез пигментов (Napoli et al., 1990). 

Инактивация ДНК на посттранскрипционном уровне 
происходит в цитоплазме и связана с деградацией мРНК, 
считываемой с гена. Специфическую деградацию мРНК 
направляет siРНК размером порядка 21 н., которая обра-
зуется из двухцепочечного предшественника. Наработка 
дцРНК происходит либо из транскриптов, считываемых 
РНК полимеразой ���� с инвертированных повторов и об-
разующих стабильную структуру шпильки, либо из одно-
цепочечных мРНК, которые переводит в духцепочечную 
форму РНК-зависимая РНК-полимераза R�R6 с участием 
белка SGS3 (supressor of gene silencing 3, функция Coiled-
coil). Фермент �CL4 разрезает образующуюся дцРНК на 
siРНК размером 21 н., которые метилируются в области 
3′-конца метилтрансферазой HEN1. РНП-комплекс при 
посттранскрипционной  инактивации расположен в цитоп-
лазме, основным его компонентом является белок AG�1. 
В процессе внедрения siРНК происходит удаление одной 
цепи РНК и с AG�-белком связывается антисмысловая 
одноцепочечная siРНК, комплементарная транскриби-
руемой области гена-мишени. Данный комплекс осу-
ществляет ферментативный гидролиз комплементарной 
мРНК в цитоплазме. Наряду с деградацией мРНК часто 
происходит также метилирование ДНК гена-мишени 
в кодирующей части, что в большинстве случаев не 
мешает процессу транскрипции. Данные эпигенетиче-
ские изменения направляются siРНК размером 24–26 н., 
которые образуются при участии �CL2. Роль данного 
метилирования ДНК в регуляции экспрессии гена на пост-
транскрипционном уровне пока не известна (Vaucheret, 
2006; Дорохов, 2007). 

Отдельно выделяется механизм посттранскрипционной 
инактивации, индуцированный вирусами (V��GS), извест-
ны вирусные белки-супрессоры, которые блокируют 

разные этапы замолкания (Дорохов, 2007; Velásquez et al., 
2009; Pooggin, 2013). 

Таким образом, эпигенетические механизмы транс-
крипционной и посттранскрипционной инактивации 
генов имеют свои уникальные наборы белков и фермен-
тов, а также и общие признаки, такие как участие дцРНК, 
которая разрезается ферментом �icer на siРНК; нуклео-
протеиновый комплекс, с основным компонентом – бел-
ком семейства Argonaut, который с помощью siРНК строго 
специфично находит комплементарную мишень.

Другие механизмы РНК-направленного 
метилирования ДНК
Кроме канонического механизма РНК-направленного ме-
тилирования ДНК, включающего ферменты РНК-полиме-
разу ��V, R�R2, �CL3, РНК-полимеразу V, AG�4 и siРНК 
размером 24 н., известны и другие случаи репрессии генов 
с компонентами инактивации генов на посттранскрип-
ционном уровне, специфическими белками и другими 
типами малых РНК. Так, на рисе (Oryza sativa) показано, 
что РНК в виде шпильки может разрезаться ферментом 
�CL3, образуя длинную микроРНК в 24 н. (long miRNA, 
lmiRNA). МикроРНК транспортируется в AG�4 и может 
направлять метилирование нуклеотидной последователь-
ности сайта-мишени (Wu et al., 2010).

R�R6-зависимое РНК-метилирование является про-
межуточным звеном между посттранскрипционной 
инактивацией транскриптов, считываемых с транспозо-
нов, и их метилированием de novo. РНК-полимераза ���� 
транскрибирует с транспозонов матричную РНК, которая 
может достраиваться ферментом R�R6 с образованием 
двухцепочечной РНК. Затем �CL2 и/или �CL4 разрезают 
мРНК на siРНК размером 21–22 н. и через комплекс AG�1 
запускается разрушение гомологичной мРНК в цитоплаз-
ме. Показано, что двухцепочечная РНК может также обус-
лавливать метилирование de novo, в котором участвуют 
белки AG�2, транскрипты полимеразы V и метилтранс-
фераза �RM2. Инициация метилирования запускает кано-
нический механизм РНК-направленного метилирования, 
в котором участвуют РНК-полимераза ��V, R�R2 и �CL3 
с образованием siРНК размером 24 н., что обеспечивает 
поддержание инактивированного состояния транспо-
зона (Mari-�rdonez et al., 2013; Nuthikattu et al., 2013).

В похожем механизме участвует AG�-связывающий 
белок NER� (needed for R�R2-independent �NA methyla-needed for R�R2-independent �NA methyla-
tion) с привлечением РНК-полимераз ��V и V и компонен-) с привлечением РНК-полимераз ��V и V и компонен-
тов посттранскрипционной инактивации R�R6, SGS3, 
S�E3 (silencing defective) и S�E5. NER� взаимодействует 
с гистоном Н3 и комплексом AG�2-siРНК 21 н., что 
обеспечивает метилирование ДНК транспозонов (Pontier 
et al., 2012).

Показано, что для репрессии низкокопийных генов, не 
образующих siРНК, важным является считывание неко-
дирующих транскриптов РНК-полимеразой ����, которые 
направляют РНК-полимеразу ��V и РНК-полимеразу V 
к сайтам-мишеням и могут обеспечивать транс-инакти-
вацию в геноме несцепленных гомологичных последо-
вательностей (You et al., 2013).

Отметим, что данные модели инактивации генов опи-
саны для растений A. thaliana, табака, петунии. Другие 
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виды растений изучены недостаточно, например для 
хвойных у Pinus contorta класс siРНК 24 н. и гомолог 
�CL3 отсутствуют и обнаружено большое разнообразие 
малых РНК размером 21 н. и новое семейство �CL-бел-
ков (�olgosheina et al., 2008), в то время как у китайской 
ели (Cunninghamia lanceolata) показаны существование 
РНК-направленного метилирования  с участием 24 н. 
siРНК и наличие �CL3 (Wan et al., 2012). Анализ попу-
ляции siРНК у Brassica rapa с мутацией в гене большой 
субъединицы РНК полимеразы ��V показал существенно 
меньшее количество siРНК, зависящих от транскрипции 
РНК полимеразы ��V, по сравнению с A. thaliana (Huang 
et al., 2013).

Таким образом, в процессе эволюции растения вырабо-
тали множество механизмов эпигенетической регуляции 
экспрессии генов. Уже не подвергается сомнению важная 
роль механизмов посттранскрипционной инактивации 
в качестве иммунной защиты растений от вирусов, ви-
роидов, а транскрипционной инактивации – от неконт-
ролируемого размножения в геноме мобильных генети-
ческих элементов. Также предполагается, что механизм 
РНК-направленного метилирования ДНК позволяет 
растению быстро и пластично регулировать экспрессию 
собственных генов в ответ на непредсказуемые условия 
внешней среды. Обсуждается роль РНК-направленного 
метилирования ДНК при парамутациях, импринтинге, 
межклеточном взаимодействии. Выдвинуто предполо-
жение, что у цветковых растений данный эпигенетиче-
ский механизм служит для более быстрой стабилизации 
и диплоидизации генома при возникновении полиплои-
дии (Matzke, Mosher, 2014). 
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There are a number of �roblems in selection 
of cultivated cereals associated with the requirements 
to create forms with resistance to diseases�� �ests and 
unfavorable environmental conditions. The genetic 
diversity of genes for resistance to biotic and abiotic 
stresses can be increased by means of the gene �ool 
of wild and cultivated wheat relatives. To im�rove 
agronomic traits in cereals�� we have develo�ed 
common wheat hybrid lines T. aestivum / T. durum�� 
T. aestivum / T. dicoccoides and triticale lines by cross-
ing hexa�loid triticale with common wheat forms 
with the substitution of genome D for the genome 
of di�loid Aegilops s�ecies. The aim of the study was 
to identify the lines of common wheat and hexa�loid 
triticale with alien introgression using cytological 
and molecular-genetic analyses and evaluation 
of their cytological stability. com�arative analysis 
of the structure of chromosomes by GiSH and FiSH 
methods�� microsatellite- and chromosome-s�ecific 
mar�ers revealed that hybridization of triticale 
with genome-substitution forms of wheat leads 
to the reorganization of the genome�� including 
both the introgression of foreign material and 
wheat chromosome rearrangements�� which lead 
to new combinations of genetic loci. The efficiency 
of wheat microsatellite mar�ers to characterize 
of the T. aestivum / T. durum�� T. aestivum / T. dicoccum 
inters�ecific hybrid lines was shown. From 4 to 12 
translocations of different lengths from T. durum and 
T. dicoccum were identified in the chromosomes of A 
and В genomes in the hybrid lines. Meiotic stability 
of wheat and triticale hybrids was found. it creates 

В селекции кул��тивируемых злаков существует ряд про�лем�� 
связанных с нео�ходимост��� создания форм�� характеризу�щихся 
устой�ивост��� к �олезням�� вредителям и не�лагоприятным усло-
виям внешней среды. Расширение генети�еского разноо�разия 
по генам устой�ивости к �иоти�еским и а�иоти�еским стрессам  
достигается за с�ет испол��зования генофонда диких и кул��турных 
сороди�ей мягкой пшеницы. Для улу�шения злаков по ряду  
хозяйственно ценных признаков методом отдаленной ги�риди-
зации полу�ены ги�ридные линии мягкой пшеницы T. aestivum / 
T. durum и T. aestivum / T. dicoccoides�� а также линии тритикале 
от скрещивания сортов гексаплоидных тритикале с геномно-
замещенными формами мягкой пшеницы�� у которых геном D 
замещен на геномы диплоидных эгилопсов. Цел�� исследования 
состояла в том�� �то�ы с помощ��� цитологи�еского и молекулярно-
генети�еского анализов выделит�� линии мягкой пшеницы 
и гексаплоидных тритикале с �ужеродными интрогрессиями 
и оценит�� их цитологи�еску� ста�ил��ност��. Испол��зование 
для генотипирования линий тритикале сравнител��ного анализа 
структуры хромосом методами GiSH и FiSH�� микросателлитных 
и хромосом-специфи�ных маркеров позволило установит���� �то 
в процессе ги�ридизации тритикале с геномно-замещенными 
формами мягкой пшеницы происходит реорганизация генома�� 
вкл��а�щая как интрогресси� �ужеродного материала�� так 
и перестройки хромосом мягкой пшеницы�� приводящие к новым 
со�етаниям генети�еских локусов. �оказана эффективност�� 
испол��зования микросателлитных маркеров�� разра�отанных 
на основе анализа генома мягкой пшеницы�� для характеристики 
созданных в резул��тате межвидовой ги�ридизации линий 
T. aestivum / T. durum и T. aestivum / T. dicoccum. В хромосомах 
геномов � и В исследованных ги�ридных линий о�наружено 
от 4 до 12 транслокаций разли�ной протяженности от T. durum�� 
T. dicoccum. у изу�енного ги�ридного материала тритикале 
и пшеницы выявлена мейоти�еская ста�ил��ност���� �то создает 
предпосылки для сохранения �ужеродных интрогрессий в ряду 
последу�щих поколений.

��л��евые слова�� мягкая пшеница (Triticum aestivum L.�; тритикале 
(× Triticosecale wittmac��; тетраплоидные виды пшеницы T. durum; 
T. dicoccum; геномно-замещенные формы мягкой пшеницы 
�вролата (AABBUU�; �вродес (AABBSS� и �вротика (AABBMtMt�; 
интрогрессивные линии пшеницы и тритикале; микроспорогенез; 
генотипирование.
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Интенсивная селекция, связанная с внутривидовой 
гибридизацией, привела к сужению генетического 
разнообразия культивируемых злаков и использо-

ванию в производстве относительно небольшого коли-
чества наиболее продуктивных генотипов. В связи с этим 
возникает потребность в расширении генетической базы 
культурных видов за счет привлечения новых источников 
зародышевой плазмы из видов, произрастающих в природ-
ных условиях. Так, многие дикорастущие злаки содержат 
гены, детерминирующие устойчивость к грибным патоге-
нам, насекомым, засолению почвы, засухе и высокое ка-
чество зерна (Schneider et al., 2008; Nevo, 2011). Одним из 
экологически безопасных методов расширения генофонда 
зерновых и получения нового в генетическом отношении 
исходного материала является интрогрессивная гибри-
дизация, конечная цель которой – привлечение в геном 
культурных злаков богатого арсенала чужеродных генов 
от родственных дикорастущих и культурных видов. 

При использовании генного пула видов Triticum 
с целью улучшения пшеницы и создания потенциально 
новой изменчивости приоритет отдается использованию 
видов, которые имеют геномы, близкие геномам A, B и � 
мягкой пшеницы. Это облегчает интрогрессию целевых 
генов и локусов количественных признаков в геном мяг-
кой пшеницы. В связи с этим в скрещиваниях с сортами 
мягкой пшеницы T. aestivum (AABB��) были использо-
ваны тетраплоидные виды пшеницы T. durum, T. dicoccum 
и T. dicoccoides (AABB), которые характеризуются скоро-
спелостью, устойчивостью к полеганию, нетребователь-
ностью к условиям произрастания, засухоустойчивостью 
и высоким содержанием белка в зерне (до 24 %), а также 
обладают генами, определяющими устойчивость к возбу-
дителям различных болезней (Xie, Nevo, 2008). 

В ряде работ по улучшению генофонда тритикале по-
казано, что наиболее перспективным методом введения 
чужеродной информации в геном этой культуры может 
оказаться использование форм пшеницы, несущих чу-
жеродные хромосомы, их фрагменты или даже целые 
геномы дикорастущих видов пшеницы (Arseniuk et al.,Arseniuk et al.,et al., 
1998; Sodkiewicz et al., 2008). Ранее нами был предложен 
и экспериментально проверен новый способ интрогрессии 
генетического материала Aegilops L. в геном гексапло-
идных тритикале (Орловская и др., 2007). Впервые в ка-
честве посредника при переносе чужеродного материала 
эгилопсов использовали геномно-замещенные формы 

мягкой пшеницы сорта Аврора: Авролата (AABBUU), 
Авродес (AABBSS) и Авротика (AABBMtMt), у которых 
геном � замещен на геномы Ae. umbellulata, Ae. speltoides 
и Ae. mutica соответственно (Жиров, 1990). 

Образование рекомбинантного генома пшеницы и три-
тикале путем гибридизации с дикорастущими злаками 
и близкородственными видами сопровождается целым 
комплексом структурных и функциональных перестро-
ек, большая часть которых приводит к формированию 
гибридов с нестабильным геномом и ослабленной 
фертильностью. Выявлять чужеродный хроматин в со-
ставе гибридного генома, исследовать особенности его 
сохранения и наследования в ряде поколений позволяют 
такие цитологические и молекулярно-генетические ме-
тоды анализа, как геномная in situ гибридизация (G��SH), 
флюоресцентная in situ гибридизация (F��SH), микросател-
литный анализ (SSR) и др. (Raina, Rani, 2001; Markova, 
Vyskot, 2009). 

Целью работы было исследование характера интрогрес-
сии чужеродного генетического материала у гибридных 
линий пшеницы и тритикале с использованием методов 
цитологического и молекулярно-генетического анализов.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили 11 сестринских 
линий поколения F6-7, полученных от комбинаций скрещи-
вания сортов мягкой пшеницы T. aestivum (Chinese Spring,Chinese Spring, Spring,pring,, 
Pitic S62, Белорусская 80) с образцами тетраплоидных 
видов T. durum, T. dicoccum; а также 10 линий, получен-
ных при самоопылении гибридов от скрещивания озимых 
сортов гексаплоидных тритикале (Альмо, Идея, Модуль, 
Михась, НК-69) с геномно-замещенными формами мягкой 
пшеницы сорта Аврора: Авролата (AABBUU), Авродес 
(AABBSS) и Авротика (AABBMtMt). Данные формы 
пшеницы были созданы Е.Г. Жировым (Краснодарский 
НИИСХ им. П.П. Лукьяненко) и любезно предоставле-им. П.П. Лукьяненко) и любезно предоставле-
ны нам для работы (Жиров, 1990). Гибридные линии 
тритикале и пшеницы получены в Институте генетики 
и цитологии НАН Беларуси и отобраны на основании 
изучения наследования морфологических признаков 
и продуктивности в поколениях F1–F4 (Орловская и др., 
2007, 2011). 

Для генотипирования линий тритикале использовали 
сравнительный анализ структуры хромосом методами  
F��SH и G��SH. F��SH с зондами на основе клонированных 

�rerequisites for �reservation of alien genetic material 
in subsequent generations.

Key words�� common wheat (Triticum aestivum L.�; 
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повторенных последовательностей ДНК Spelt1, Spelt52 
и pSc119.2 проводили в соответствии с ранее опублико-
ванной методикой (Salina et al., 2006); G��SH проводилиSalina et al., 2006); G��SH проводили et al., 2006); G��SH проводили 
согласно опубликованной методике (Schubert et al., 1998). 
В качестве пробы использовалась меченая геномная 
ДНК S. cereale, Ae. umbellulata, Ae. mutica в сочетании 
с 10–30-кратным избытком немеченой фрагментиро-
ванной ДНК T. aestivum. Суммарную ДНК выделяли из 
листьев 5–7-дневных проростков либо из зерен по методу 
Плашке с коллегами (Plaschke et al., 1995). Для опреде-
ления присутствия/отсутствия конкретных хромосом 
ржи у гибридных линий тритикале были использованы 
микросателлитные и хромосом-специфичные маркеры 
(Адонина и др., 2011). 

Генотипирование линий Triticum aestivum/Triticum 
durum и Triticum aestivum/Triticum dicoccum осущест-
вляли с помощью микросателлитных маркеров (WMC, 
GWM и G�M), специфичных для генома мягкой пшени-
цы (Somers et al., 2004; Ganal, Röder, 2007). Выделение 
ДНК, микросателлитный анализ, полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) и электрофорез фрагментов ПЦР про-
водили согласно ранее описанной процедуре (Леонова 
и др., 2005). 

Микроспорогенез изучали на временных давленых 
препаратах. Для каждой комбинации скрещивания и ис-
ходной формы изучали по 30 материнских клеток пыльцы 
(МКП) метафазы �� и по 50 МКП следующих стадий мей-
оза: анафазы �� и ����, метафазы ����, тетрад. Анализировали  
по 3 растения каждого генотипа. Исследование препа-
ратов проводили на микроскопе Ампливал (Карл Цейс, 
Йена) с объективом Апохромат 100× апертура 1,32 МИ. 
Статистический анализ данных по конъюгации хромосом 
в метафазе �� проводили по стандартным методам с исполь-
зованием модуля «описательная статистика» MS Excel 
2007 (Microsoft, США). Количество хромосом, входящих 
в биваленты, рассчитывали как отношение числа хромо-
сом, образующих биваленты, к общему числу хромосом, 
выраженное в процентах. 

Результаты и обсуждение

Реорганизация геномного состава  
линий гексаплоидных тритикале  
при интрогрессии генетического материла  
от дикорастущих видов эгилопсов 
Генотипирование линий тритикале было проведено ме-
тодами цитологического и молекулярно-генетического 
анализа (табл. 1). G��SH с ДНК S. cereale показала, что 8 
из 10 линий несут по 14 хромосом ржи на диплоидный 
геном, транслокаций и рекомбинаций между пшеничными 
и ржаными хромосомами не обнаружено. В 2 из 7 линий, 
полученных от скрещивания тритикале с геномно-заме-
щенной формой Авролата (AABBUU): 19 НК-69 × Аврола-
та (рисунок, а, б) и 15 Идея × Авролата, присутствовали 12 
хромосом ржи и по одной паре хромосом Ae. umbellulata. 
Присутствие генетического материала Ae. mutica в линии 
21-1 Идея × Авротика (AABBMtMt) методом G��SH выяв-
лено не было (Адонина и др., 2010).

Для определения характера замещения хромосом 
ржи на хромосомы Ae. umbellulata в линиях 15 и 19 был 

проведен молекулярно-генетический анализ этих линий 
с использованием микросателлитных и хромосом-специ-
фичных маркеров (Адонина и др., 2011). Установлено, что 
в линии 19 хромосома 1R ржи замещена на хромосому 
1U Ae. umbellulata, в линии 15 обнаружено замещение 
хромосомы 2R на хромосому 2U.

Так как геном S Ae. speltoides эволюционно очень 
близок геному B мягкой пшеницы, проведение G��SH 
с ДНК данного вида на линиях тритикале является за-
труднительным. Поэтому для выявления генетического 
материала Ae. speltoides в линиях тритикале, полученных 
от скрещивания с геномно-замещенной формой Авродес 
(AABBSS), использовали метод F��SH с зондами Spelt1 
и pSc119.2. Субтеломерный повтор Spelt1 − специфичный 
маркер генома Ae. speltoides. speltoidesspeltoides. Одновременная гибридиза-
ция с зондом pSc119.2 позволяет идентифицировать ин-
дивидуальные хромосомы пшеницы и эгилопса (Badaeva 
et al., 1996; Schneider et al., 2003). На основании данных 
F��SH и после их сравнения с результатами, получен-
ными для родительских форм, установлено, что линия 
24-5 несет терминальную транслокацию от Ae. speltoides. speltoides speltoides 
в коротком плече хромосомы 1B. В линии 29 выявлена 
транслокация от Ae. speltoides. speltoides speltoides в длинном плече хромосо-
мы 7B (рисунок, г).

Кроме этого, использование зонда pSc119.2 позволило 
выявить в четырех линиях, полученных от скрещивания 
с Авролатой, и в линии, полученной от скрещивания 
с Авротикой, перестройки хромосомы 1B (рисунок, в). 
У линии 28-3 Альмо × Авролата предположительно про-
изошла делеция терминального блока повтора pSc119.2. 
Наблюдаемые нами изменения в распределении блоков 
повтора pSc119.2 на хромосоме 1B у линий 21-1, 12, 20 
и 23-4 могут свидетельствовать о произошедших в про-
цессе создания гибридных линий тритикале перестройках 
между хромосомами пшеницы. Так, например, Е. Бадаева 
с коллегами (Badaeva et al., 2007) выявили в сумме около 
20 типов перестроек у разных образцов мягкой пшеницы 
и тритикале. Следует отметить, что наибольшее количест-
во перестроек (у 7 из 10 изученных линий) нами было 
выявлено в первой гомеологической группе хромосом. 
Значительная частота перестроек, затрагивающих хро-
мосомы первой гомеологической группы гексаплоидной 
пшеницы, отмечалась и в других работах: спонтанное за-
мещение хромосомы 1B на хромосому 1R ржи (Friebe et al.,Friebe et al., et al., 
1996); транслокация 1RS∙1BL, в настоящее время присут-
ствующая во многих сортах мягкой пшеницы (Rabinovich, 
1998); терминальные транслокации в коротком плече 
хромосомы 1B у линий T. aestivum с генетическим ма-
териалом Ae. speltoides. Высокая частота хромосомных 
замещений и транслокаций в первой гомеологической 
группе указывает на значительную близость хромосом 
видов, участвующих в скрещивании, определяющую их 
высокую компенсационную способность.

Таким образом, в процессе гибридизации гексапло-
идных тритикале с геномно-замещенными формами 
мягкой пшеницы происходит реорганизация генома 
в целом, включающая как интрогрессию чужеродного 
материала, так и перестройки хромосом мягкой пше-
ницы, приводящие к новым сочетаниям генетических  
локусов.
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Анализ геномного состава 
гибридных линий  
мягкой пшеницы 
Для определения локализации и про-
тяженности фрагментов генетическо-
го материала T. durum и T. dicoccum 
в геноме гибридных линий мяг-
кой пшеницы было использовано 
140 микросателлитных маркеров, 
картированных на генетических 
картах хромосом мягкой пшеницы 
T. aestivum (Леонова и др., 2014). 
Для анализа хромосом геномов А 
и В использовано от 7 до 12 маркеров 
на хромосому. Хромосомы генома 
� были также проверены ограни-
ченным количеством маркеров для 
выявления возможных перестроек. 
Анализ продуктов ПЦР маркеров, 
специфичных для мягкой пшеницы, 
показал, что в среднем более 87 % 
маркеров геномов А и В амплифи-
цируют фрагменты у образцов тет-
раплоидных видов, использованных 
для создания линий. Маркеры, спе-
цифичные для хромосом генома �, 
показали отсутствие амплификации 
фрагментов у тетраплоидных пшениц 
T. durum и T. dicoccum. 

Из литературных данных известно, 
что SSR маркеры, разработанные на 
основе генома гексаплоидной пшени-
цы T. aestivum, активно используются 
для изучения других видов пшеницы 
и межвидовых гибридов (Kuleung et 
al., 2004; Leonova et al., 2009). Ряд 
микросателлитных маркеров был 
использован для построения и инте-
грации в молекулярно-генетические 
карты хромосом пшениц различной 
плоидности и других видов злаков 
(Adonina et al., 2005), в том числе карт 
хромосом T. dicoccoides и консенсус-
ных карт T. durum (Peng et al., 2000). 
При этом степень эффективности 
данных маркеров для характеристики 
чужеродных генотипов и межвидо-
вых гибридов достаточно высока 
независимо от уровня гомеологии 
хромосом. 

Оценка полиморфизма SSR марке-
ров у родительских сортов (Chinese 
Spring, Pitic S62, Белорусская 80), 
использованных в данной работе при 
создании линий, в сравнении с тет-
раплоидными пшеницами T. durum 
и T. dicoccum, показывает, что боль-
шинство использованных маркеров 
(в среднем 75,3 и 87,5 % для геномов 

таблица 1. Резул��таты генотипирования линий�� полу�енных от скрещивания 
тритикале с геномно-замещенными формами пшеницы �врора

линия (ком�инация скрещивания� Геномный состав (гаплоидный�;  
хромосомные перестройки

23-4 (Идея × �вролата� w14 + r�; 1B (рисунок�� в�

15 (Идея × �вролата� w14 + r6 + u1; 2r(2U�

19 (Н��-69 × �вролата� w14 + r6 + u1; 1r(1U�

2�-3 (�л��мо × �вролата� w14 + r�; 1B (рисунок�� в�

12 (�л��мо × �вролата� w14 + r�; 1B (рисунок�� в�

20 (�ихас�� × �вролата� w14 + r�; 1B (рисунок�� в�

2�-2 (�одул�� × �вролата� w14 + r�

29 (�одул�� × �вродес� w14 + r�; T�BS/�SL (рисунок�� г�

24-5 (�л��мо × �вродес� w14 + r�; T1SS/1BS · 1BL

21-1 (Идея × �вротика� w14 + r�; 1B (рисунок�� в�

w – хромосомы T. aestivum; r – хромосомы S. cereale; u – хромосомы Ae. umbellulata.
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�нализ линий тритикале с интрогрессиями от видов эгилопсов с помощ��� GiSH и FiSH. 
а – линия 19 (Н��-69 × �вролата� – GiSH с ДН�� S. cereale; б – линия 19 – GiSH с ДН�� Ae. umbellulata; 
в – идиограмма�� демонстриру�щая распределение про�ы �Sc119.2 на хромосоме 1B�� i – T. aestivum; 
ii – линия 2�-3 (�л��мо × �вролата� – левый гомолог�� линии 21-1 (Идея × �вротика��� 12 (�л��мо × �вро-
лата��� 20 (�ихас�� × �вролата� – централ��ный гомолог�� линия 23-4 (Идея × �вролата� – правый 
гомолог; г – идиограмма�� демонстриру�щая распределение про�ы �Sc119.2�� i – на хромосоме �B 
T. aestivum; ii – на хромосоме �B с транслокацией T�BS/�SL у линии 29 (�одул�� × �вродес�; iii – на 
хромосоме �S Ae. speltoides. Звездо�кой о�озна�ен сайт ги�ридизации с зондом S�elt1.

Рисунок из�� (Adonina et al.�� 2011�. 
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А и В соответственно) являются полиморфными, при 
этом порядка 70 % маркеров амплифицировали фраг-
менты в геноме тетраплоидных видов. Такой уровень 
полиморфизма позволяет не только выявлять участки 
интрогрессии чужеродного генома, но и оценивать их 
размеры. Однако отмечается разный уровень полимор-
физма маркеров для отдельных хромосом. Так, например, 
все использованные в анализе маркеры, специфичные 
для хромосом 1В, 5В и 7В, были полиморфны независи-
мо от родительского сорта мягкой пшеницы. Наиболее 
низкий уровень полиморфизма отмечен для маркеров, 
специфичных для хромосом 3А, 4А и 5А, и составлял  
в среднем 63 %. 

Для определения хромосомной локализации и про-
тяженности фрагментов генома T. durum и T. dicoccum 
было использовано от 5 до 11 полиморфных маркеров 
на каждую хромосому геномов A и B. Результаты гено-
типирования показали, что гибридные линии содержат 
от 4 до 12 фрагментов тетраплоидных пшениц (табл. 2). 
Для гибридных линий, полученных с участием T. durum, 
установлены различия по числу, хромосомной локализа-
ции и длине чужеродных фрагментов как внутри одной 
и той же комбинации скрещивания, так и между комби-
нациями, полученными на основе разных сортов мягкой 
пшеницы. Следует отметить значительные различия по 
числу и хромосомной локализации интрогрессированных 
фрагментов для линий прямой и обратной комбинаций 
скрещивания с участием сорта Chinese Spring и T. durum. 
Так, линии прямой комбинации скрещивания содержат 6 
фрагментов генома T. durum, в то время как в обратной 
комбинации обнаруживается не менее 8. Кроме того, 
у линий прямой комбинации скрещивания не выявлено 
фрагментов чужеродного генома в хромосомах 1В, 5А, 
7А и 6-й гомеологичной группы хромосом. 

Можно отметить, что направление скрещивания ока-
зывает влияние и на успех межвидовой гибридизации. 
Анализ полученных нами ранее результатов показал, 
что при скрещивании гексаплоидных и тетраплоидных 
пшениц оплодотворение протекает более успешно, когда 
опылителем является многохромосомный вид. Так, в ком-
бинации, в которой в качестве материнского компонента 
скрещивания использовали T. durum, а в качестве отцов-
ского – сорт пшеницы Chinese Spring, завязываемость 
составила 24,7 %, тогда как в обратной – только 1,4 %. 
Однако выполненность завязавшихся зерновок выше 
в комбинациях, в которых в роли опылителя выступали 
тетраплоидные виды: ни в одной такой комбинации скре-
щивания не выявлено зерновок без эндосперма (Khotyleva 
et al., 2010). В обратных же комбинациях зерновки были 
более морщинистые, с плохо выполненным эндоспермом, 
а у части из них эндосперм практически отсутствовал. 
Генотипирование гибридных линий T. aestivum/T. durum 
и T. aestivum/T. dicoccum выявило хромосомы с высокой 
и низкой частотой интрогрессии геномов тетраплоидных 
пшениц в хромосомы мягкой пшеницы. Так, более 80 % 
гибридных линий из комбинаций скрещивания с T. durum 
содержат фрагменты интрогрессий в хромосомах 1A, 2А, 
3A, 3В, 5В и 7В. 

Низкий уровень интрогрессии характерен для хромо-
сом 4А и 4В, при этом у линий, полученных с участием 

T. dicoccum, не выявлены фрагменты интрогрессии в хро-
мосоме 4А. 

Также следует отметить, что фрагменты генома тетра-
плоидных пшениц в хромосомах 5А и 7B обнаруживаются 
только в длинных плечах хромосом. Анализ локализации 
чужеродных фрагментов в сочетании с литературными 
данными о локализации генов устойчивости к грибным 
патогенам (Mc��ntosh et al., 2013) позволяет предположить, 
что «целевые» локусы, определяющие устойчивость 
гибридных линий, локализованы в хромосомах, харак-
теризующихся высокой частотой интрогрессий. Резуль-
таты молекулярного анализа свидетельствуют о том, что 
4 гибридные линии (183/2-2 и 183/4-6 из комбинации 
CS/T. durum и 208-3 и 213-1 из комбинации Pitic S62/
T. dicoccum) имеют высокое сходство как по хромосомной 
локализации фрагментов чужеродного генома, так и по 
протяженности этих фрагментов (табл. 2). Проведенное 
ранее кариотипирование этих линий методом С-бэндинга 
указывает на то, что они практически не отличаются друг 
от друга по рисункам окрашивания хромосом (Леонова 
и др., 2013). 

Анализ протяженности фрагментов генома тетрапло-
идных пшениц не выявил закономерностей в длинах 
фрагментов в зависимости от сорта мягкой пшеницы, 
использованного для гибридизации. Также не отмечено 
существенных различий по числу и протяженности интро-
грессированных фрагментов, характерных для хромосом 
геномов А и В. По-видимому, это связано с достаточно 
высокой степенью гомеологии хромосом А и В геномов 
мягкой пшеницы и видов, использованных в гибридиза-
ции, и их высокой рекомбинационной способностью. 

Таким образом, полученные результаты свидетельству-
ют об эффективности использования микросателлитных 
маркеров, разработанных на основе генома мягкой пше-
ницы, для характеристики линий T. aestivum / T. durum 
и T. aestivum / T. dicoccum, созданных в результате межви-
довой гибридизации. В геноме гибридных линий выявле-
но от 4 до 12 фрагментов T. durum и T. dicoccum различной 
протяженности в хромосомах А и В геномов.

Оценка цитологической стабильности  
гибридных линий тритикале и пшеницы
Главным фактором, ограничивающим практическое 
применение отдаленных гибридов, является их неста-
бильность, ведущая к быстрой потере чужеродного 
генетического материала. В основе этой нестабильности 
лежат нарушения мейотического цикла гибридных рас-
тений, вызывающие формирование нефункциональных 
гамет. Известно, что в геноме отдаленных гибридов 
и амфидиплоидов присутствуют системы генетического 
контроля мейоза разных родительских видов, которые не 
только действуют самостоятельно в гибридном геноме, 
но и взаимно влияют друг на друга (Naranjo et al., 1979; 
Lelley, Larter, 1980). В связи с этим нами проведен анализ 
поведения хромосом в мейозе у гибридных линий пше-
ницы и тритикале c целью оценки их цитологической 
стабильности. 

Анализ стадии метафазы �� выявил высокий уровень 
образования бивалентов как у гибридных линий пшеницы, 
так и тритикале (табл. 3). Количество хромосом, входящих 
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в состав бивалентов, варьировало у линий пшеницы от 
97,1 до 99,7 %, у тритикале – от 95,7 до 99,4 %. У всех 
проанализированных линий наблюдалось явное преобла-
дание закрытых бивалентов над открытыми, что свиде-
тельствует о высокой интенсивности процесса синапсиса 
гомологов. Наибольшим числом закрытых бивалентов 
характеризовались линия пшеницы 190/6-1 T. durum × 
Chinese Spring и линия тритикале 29 комбинации Модуль × 
Авродес (табл. 3).

Основным типом нарушений на этой стадии мейоза 
являлось наличие унивалентных хромосом. Среди мате-
ринских клеток пыльцы с унивалентами у подавляющего 
большинства гибридных линий самым многочисленным 
классом было сочетание 20���� + 2��. Максимальное число 
унивалентов, обнаруженное для исследованного материа-
ла, равно 4, чаще всего такие клетки встречались у линий 
пшеницы комбинации T. durum. durumdurum × Chinese Spring и линииChinese Spring и линии Spring и линииSpring и линии и линии 
тритикале 24-5 Альмо × Авродес. Таким образом, анализ 
характера поведения хромосом на стадии метафазы �� мейо-
за линий пшеницы и тритикале с включением чужерод-
ного генетического материала выявил высокую степень 
бивалентной конъюгации, что позволяет предположить 
незначительное количество нарушений на последующих 
стадиях мейоза. 

Если исходить из положения, что образующиеся 
в метафазе �� униваленты являются основной причиной 
аномалий на последующих стадиях мейоза, то на стадии 
анафазы �� у данных гибридных линий следует ожидать 
незначительного количества нарушений. Одним из ос-
новных нарушений мейоза у исследованного материала 

в анафазе �� являлось отставание одной или нескольких 
хромосом от основных групп хромосом, разошедшихся 
к полюсам деления. В МКП с нарушениями количество 
отставших хромосом варьировало от 1 до 5, причем макси-
мальное количество унивалентов отмечено только у одной 
линии пшеницы, 196-1, комбинации T. durum. durumdurum × Chinese 
Spring и и одной линии тритикале – 12 Альмо × Авролата. 
У большинства изученных линий самый многочисленный 
класс составили МКП с одной отстающей хромосомой. 
Кроме этого, основного, нарушения поведения хромосом 
на исследуемой стадии у всех линий пшеницы отмечены 
МКП с хромосомными мостами, количество которых 
варьировало от 5,0 до 22,0 %. Хроматидные мосты отме-
чены для 4 из 7 изученных линий тритикале. У растений 
гибридной комбинации Альмо × Авролата такого рода 
нарушения встречались чаще всего (6,5 %). Количество 
МКП без нарушений на стадии анафазы �� для пшеницы 
было в интервале от 52,5 до 85,7 %, для тритикале – от 
30 до 88,5 % (табл. 4). Оба мейотических деления сле-
дуют одно за другим достаточно быстро, и микроядра, 
образуемые отставшими в первом делении хромосомами, 
сохраняются в цитоплазме в течение второго деления. 
В этих же клетках имеют место отставание хромосом и 
образование из них микроядер в процессе второго деле-
ния, вследствие чего нарушения первого и второго деле-
ний суммируются. Основным нарушением в метафазе ����,  
как и в метафазе ��, является наличие унивалентных 
хромосом, не включенных в метафазные пластинки. Рас-
хождение хромосом к полюсам во втором делении мейо-
за (анафаза ����) сопровождалось отставанием отдельных 

таблица 2. Число интрогрессированных фрагментов T. durum и T. dicoccum и их хромосомная локализация в геноме 
ги�ридных линий мягкой пшеницы

��ом�инация скрещивания линия

Хромосома/геном

1 2 3 4 5 6 �

� В � В � В � В � В � В � В

chinese S�ring × S�ring ×�ring × T. durum. durumdurum 1�3/2-2 L – + – L S – – – L – – – L

1�3/4-6 L – + – L S – – – L – – – L

T. durum. durumdurum × chinese S�ringchinese S�ring S�ringS�ring 190/4-1 + + + L L + – – L L L S L L

190/5-3 L + + L – S – – L L – + L L

190/6-1 + – + L S S – – L L – + L L

191/3-3 + – + – + S – – L L – + L L

195-3 L + + + + + – – L + L + + L

196-1 L + + + L + – – L + L + + L

200-3 L + S – L L – – L L – – – L

202-2 S – + S L S – S – L – + L +

T. durum × Белорусская �0Белорусская �0 221-1 + – – + L + L S L – L + S L

226-� S S L – + + L – – L + + – –

Pitic S62 × × T. dicoccum 206-2 + + – + L S – S L L L + + –

20�-3 – + – – – + – – – – – – L L

213-1 – + – – – + – – – – – – L L

L/S – нали�ие фрагментов генома T. durum или T. dicoccum в длинном/коротком пле�ах хромосомы; «+» – нали�ие фрагментов в о�оих пле�ах  
хромосом; «–» – отсутствие фрагментов в о�оих пле�ах хромосом.
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хромосом, нарушением синхронности, образованием 
мостов. В целом число отставших хромосом в анафазе ����  
осталось на уровне предыдущей стадии и варьировало 
у линий пшеницы от 1 до 4 (у тритикале данная стадия 
не анализировалась). Чаще всего встречались группы 
клеток с одной отставшей хромосомой. Количество МКП 
с хромосомными мостами изменялось от 1,7 до 12,0 %, 
причем у 4 линий данный тип нарушений не был выяв-
лен. Как следствие этого, частота встречаемости МКП 
с мостами во втором делении значительно меньше, по 
сравнению с первым. У всего исследованного материала 
пшеницы обнаружены клетки с асинхронным делением. 
Максимальное число таких МКП характерно для линии 
184/1-6 (20,7 %), минимальное – для линий 16-5 и 200-3 
(1,7 %). Количество МКП без нарушений на стадии ана-
фазы ���� было достаточно велико и варьировало от 55,0 до 
80,0 % (табл. 4). 

Стадия тетрад является заключительной, и количество 
МКП без нарушений на этой стадии (так называемый 
мейотический индекс) – важный показатель нормального 
течения всего мейоза. Для линий T. aestivum с интрогрес-
сией генетического материала тетраплоидных пшениц 

максимальный мейотический индекс (95 %) отмечен 
у линии 29 комбинации Рассвет × T. dicoccoides и линии 
208-3 Pitic S62 × T. dicoccum, в то время как самый низ-
кий показатель принадлежит линии 206-2 комбинации 
Pitic S62 × T. dicoccum (60,0 %) (табл. 4). Основным на-
рушением на данной стадии мейоза является наличие 
в тетрадах микроядер, количество которых варьировало 
в исследованном материале от 1 до 7, однако чаще всего 
образовывались тетрады с 1 и 2 микроядрами. Три ли-
нии, 15-7, 196-1, 206-2, имели МКП, содержащие от 5 
до 7 микроядер, но частота встречаемости таковых была 
очень низкой и находилась на уровне 1,2–1,3 % от общего 
числа проанализированных клеток. Другим нарушением 
на стадии тетрад было наличие триад (1,2 %), которые 
наблюдались только у одной линии – 184/1-6. 

Следует отметить, что линии с высоким показателем 
хромосомных ассоциаций на ранних стадиях мейоза, как 
правило, имели более высокое значение мейотического 
индекса. Изучение особенностей поведения хромосом 
в мейозе гибридных линий, полученных от скрещивания 
сортов T. aestivum с тетраплоидными видами пшениц, 
выявило небольшое количество аномальных клеток не 

таблица 3. ��онъ�гация хромосом в метафазе i ги�ридных линий мягкой пшеницы и тритикале

Ги�ридная ком�инация линия

Среднее �исло на клетку ��оли�ество 
хромосом�� 
входящих  
в �иваленты�� %

Биваленты
униваленты

закрытые открытые всего

линии пшеницы

Рассвет × T. dicoccoides к 5199 29 1���� ± 0��3 1��9 ± 0��2 20��6 ± 0��1 0��� ± 0��2 9���3

T. dicoccoides × Фестивал��ная 15-� 19��6 ± 0��2 1��2 ± 0��2 20��� ± 0��1 0��5 ± 0��2 9����

16-5 19��0 ± 0��4 1��9 ± 0��4 20��9 ± 0��1 0��2 ± 0��2 99��5

chinese S�ring × T. durum 1�3/2-2 1���� ± 0��3 1��9 ± 0��3 20��� ± 0��1 0��4 ± 0��1 99��0

1�4/1-6 1���9 ± 0��2 1��� ± 0��2 20��� ± 0��1 0��5 ± 0��2 9���9

T. durum × chinese S�ring

190/5-3 1���9 ± 0��2 1��9 ± 0��2 20��� ± 0��1 0��5 ± 0��2 9���9

190/6-1 19��9 ± 0��2 1��0 ± 0��2 20��9 ± 0��04 0��1 ± 0��1 99���

196-1 16��� ± 0��3 3��6 ± 0��3 20��4 ± 0��1 1��1 ± 0��2 9���3

200-3 19��3 ± 0��3 1��4 ± 0��2 20��� ± 0��1 0��6 ± 0��2 9����

T. durum × Белорусская �0 221-1 19��2 ± 0��3 1��6 ± 0��3 20��� ± 0��1 0��5 ± 0��2 9���9

226-� 1���1 ± 0��3 2��4 ± 0��3 20��5 ± 0��1 1��0 ± 0��2 9���6

Pitic S 62 × T. dicoccum

206-2 16��5 ± 0��3 3��9 ± 0��3 20��4 ± 0��1 1��1 ± 0��3 9���1

20�-3 1���6 ± 0��2 2��1 ± 0��2 20��� ± 0��1 0��5 ± 0��2 9����

213-1 1���1 ± 0��3 2��6 ± 0��3 20��� ± 0��1 0��5 ± 0��2 9���9

линии тритикале

�л��мо × �вролата 12 16��3 ± 0��3 4��1 ± 0��3 20��3 ± 0��1 1��3 ± 0��3 96���

�л��мо × �вродес 24-5 1���2 ± 0��2 3��2 ± 0��2 20��3 ± 0��2 1��3 ± 0��3 96���

�одул�� × �вролата 2�-2 1���0 ± 0��2 3��� ± 0��2 20��� ± 0��1 0��4 ± 0��2 9���9

�одул�� × �вродес 29 1���� ± 0��2 3��1 ± 0��2 20��9 ± 0��� 0��3 ± 0��2 99��4

�ихас�� × �вролата 20 1���1 ± 0��3 3��6 ± 0��3 20��6 ± 0��9 0��� ± 0��2 9���3

Идея × �вротика 21-1 1���5 ± 0��3 3��1 ± 0��3 20��6 ± 0��1 0��� ± 0��2 9���4

Идея × �вролата 23-4 1���2 ± 0��3 2��9 ± 0��3 20��1 ± 0��2 1��� ± 0��3 95���
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только на стадии метафазы ��, но и на заключительной 
стадии тетрад, которая является отражением нарушений 
в поведении хромосом на всех предшествующих стадиях.

Процент нормальных тетрад у изученного материала 
тритикале варьировал в более широких пределах и был 
несколько ниже, чем у линий пшеницы (табл. 4). Это не 
противоречит данным литературы, так как известно, что 
у тритикале, являющемся эволюционно молодым пшенич-
но-ржаным амфиплоидом, цитологическая стабильность 
снижена (Ригин, Орлова, 1977). Максимальный мейоти-
ческий индекс отмечен для линий 29 и 27-2 (80,2 и 76 % 
соответственно). Число микроядер в одной тетраде у дан-
ных линий не превышало 3, что говорит о стабилизации 
мейоза у этих образцов. Однако из 7 изученных линий для 
3 (12, 24-5 и 23-4) выявлен невысокий процент нормаль-
ных тетрад (32,5–44 %). Количество микроядер в тетрадах 
данных линий достигало 7, однако чаще всего образовы-
вались спорады с 1 или 2 микроядрами. Триады обнару-
жены только у линии 12 комбинации Альмо × Авролата. 
Полученные данные свидетельствуют о незавершенности 
процесса стабилизации мейоза у данного материала, в 
частности стадий, следующих за метафазой ��. Посколь-
ку спаривание хромосом в метафазе �� и их поведение на 
последующих стадиях мейоза регулируются разными 

генетическими системами, данный факт можно объяснить 
нарушением регуляции поведения хромосом на стадиях 
метафазы ���� – анафазы ����, что приводит к увеличению ано-
мальных МКП и низкому уровню нормальных тетрад.

Анализ характера поведения хромосом в метафазе �� 
мейоза показал высокий уровень образования бивалентов 
у всех гибридных линий пшеницы F6-7 и тритикале F12. Для 
большинства изученных линий выявлено незначительное 
количество аномальных клеток и на последующих стадиях 
мейоза, включая заключительную стадию тетрад. 

Таким образом, использование молекулярно-цитологи-
ческих и молекулярно-генетических подходов позволило 
выявить интрогрессию чужеродного генетического мате-
риала в геноме линий тритикале и пшеницы, созданных 
в результате отдаленной гибридизации. Выявленная мейо-
тическая стабильность обеспечивает формирование у изу-
ченного гибридного материала полноценных гамет и тем 
самым создает предпосылки для сохранения чужеродных 
интрогрессий в ряду последующих поколений.
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таблица 4. Характеристика стадий мейоза ги�ридных линий мягкой пшеницы и тритикале

Ги�ридная ком�инация линия ���� �ез нарушений�� % �ейоти�еский 
индекс�� %�нафаза i �етафаза ii �нафаза ii

линии пшеницы

Рассвет × × T. dicoccoides к 5199 29 �1��� ����4 ����� 95��0

T. dicoccoides × Фестивал��наяФестивал��ная 15-� ����3 �0��0 �4��0 90��0

16-5 �0��0 �2��0 91��6 91��0

chinese S�ring × × T. durum 1�3/2-2 5���0 60��0 �6��0 92��4

1�4/1-6 �0��0 6���2 69��1 ����5

T. durum × chinese S�ringchinese S�ring 190/5-3 �0��0 56��9 90��0 91��2

190/6-1 �6��0 6���� �4��0 93��3

196-1 52��5 69��6 �0��0 �5��0

200-3 �4��0 62��5 ����3 �����

T. durum × Белорусская �0Белорусская �0 221-1 �5��� 56��9 �4��3 �6��3

226-� �0��6 55��6 ����3 9����

Pitic S 62 × × T. dicoccum 206-2 5���5 3���9 56��� 60��0

20�-3 64��0 6���6 �0��0 95��0

213-1 �2��0 65��5 5���0 ����5

линии тритикале

�л��мо × �вролата × �вролата�вролата 12 60��9 44��2 – 32��5

�л��мо × �вродес × �вродес�вродес 24-5 66��0 60��0 – 3���9

�одул�� × �вролата × �вролата�вролата 2�-2 �0��0 �5��0 – �6��0

�одул�� × �вродес × �вродес�вродес 29 ����5 �6��0 – �0��2

�ихас�� × �вролата × �вролата�вролата 20 �0��0 �4��0 – 6����

Идея × �вротика × �вротика�вротика 21-1 �3��� 95��0 – �0��0

Идея × �вролата × �вролата�вролата 23-4 30��0 46��0 – 44��0
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Diverse �atterns of �lant fruit and seed coloration 
are determined by the �resence of two main ty�es 
of �igment�� carotenoids (red�� orange and yellow color� 
and anthocyanins (�ur�le�� blue�� red�. Thеy belong to 
two grou�s of secondary metabolites�� iso�renoids and 
flavonoids. interest towards the genetic mechanisms 
that control coloration in �lants has recently 
increased due to the antioxidant and antimicrobial 
�ro�erties of some �igments and their colorless 
�recursors consumed with �lant-derived food. 
The genes encoding enzymes involved in ste�-by-
ste� conversion of initial organic molecules to final 
�igmented com�ounds are referred to as structural 
genes�� while regulatory genes are res�onsible for 
activation of the ex�ression of structural genes and 
control the synthesis of �igments at certain times 
and in �ro�er tissue. The data in �lant genetics 
accumulated to date show that the inter- and 
intras�ecies �henoty�ic diversity in coloration is 
mainly related with regulatory genes. Previously 
develo�ed rich gene collections and �recise genetic 
models for coloration traits in dicots and monocots 
as well as the ra�id develo�ment of molecular genetic 
methods for studying �lants allowed for studying 
genetic regulation of �igment synthesis at a molecular 
level. The �eculiarities of the regulation of carotenoid 
biosynthesis are exem�lified with Solanaceae fruits. 
The genetic mechanisms underlying the synthesis 
of various flavonoid �igments are exem�lified with 
a study of seed color in Poaceae �lants. in summary�� 
�ros�ects for the �ractical use of regulatory genes that 
control �igment synthesis are discussed and exam�les 
of their �ractical use in vegetable and cereal cro� 
breeding are given.

Key words�� �lants; �igmentation; secondary 
metabolites; flavonoids; carotenoids; antioxidants; 
regulatory genes; mar�er-assisted selection; 
Solanaceae; Poaceae.

Разноо�разная окраска плодов и семян растений определяется 
нали�ием двух важных типов пигментов – каротиноидов (красная�� 
оранжевая�� желтая� и антоцианов (фиолетовая�� синяя�� красная�. 
Они принадлежат к двум группам втори�ных мета�олитов – 
изопреноидам и флавоноидам. В последнее время на�л�дается 
повышенный интерес к изу�ени� генети�еских механизмов�� 
контролиру�щих признаки окраски у растений�� в связи с анти-
оксидантными и антимикро�ными свойствами определенных 
пигментов и их �есцветных предшественников�� употре�ляемых 
c растител��ной пищей. Гены�� кодиру�щие ферменты�� нео�ходимые 
для последовател��ных превращений исходных органи�еских 
молекул в коне�ные пигментные соединения�� относят к группе 
структурных генов. Факторы�� активиру�щие экспресси� 
структурных генов и контролиру�щие синтез определенных 
пигментов в конкретный момент времени в какой-ли�о �асти 
растения�� относят к регуляторным генам �иосинтеза. Накоплен-
ные к настоящему моменту данные в о�ласти генетики растений 
свидетел��ству�т о том�� �то на�л�даемое на фенотипи�еском 
уровне межвидовое и внутривидовое разноо�разие по признакам 
окраски связано именно с регуляторными генами. Создание 
в предшеству�щие годы �огатых коллекций и то�ных генети�е-
ских моделей по признакам окраски у двудол��ных и однодол��ных 
растений�� а также развитие молекулярно-генети�еских методов 
исследования растений позволили детал��но изу�ит�� механизмы 
генети�еской регуляции синтеза пигментных соединений 
на молекулярном уровне. В данной стат��е осо�енности регуляции 
�иосинтеза каротиноидов проилл�стрированы на примере 
их о�разования в плодах семейства Solanaceae. Генети�еская 
регуляция синтеза разли�ных флавоноидных пигментов 
показана на примере изу�ения окраски семян у растений 
семейства Poaceae. В закл��ител��ной �асти ра�оты о�суждается 
перспектива практи�еского испол��зования регуляторных генов�� 
контролиру�щих окраску плодов и семян�� приводятся конкретные 
примеры их применения в селекции овощных и злаковых кул��тур.

��л��евые слова�� растения; пигментация; втори�ные мета�олиты; 
флавоноиды; каротиноиды; антиоксиданты; регуляторные гены; 
маркер-ориентированная селекция; Solanaceae; Poaceae.
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Наряду с хлорофиллом, придающим зеленую окрас-
ку, растения вырабатывают целый ряд других орга-
нических пигментов, создающих широкий спектр, 

от желтого до ярко-красного и иссиня-черного оттенков. 
Наиболее распространенные классы пигментных соеди-
нений – это относящиеся к изопреноидам каротиноиды 
(желтые, оранжевые и красные пигменты) и соединения 
фенольной природы, антоцианы (красные, синие и фи-
олетовые пигменты). Наряду с каротиноидами желтый 
или оранжевый оттенок различным частям растения 
могут придавать ауроны, флавоны, флавонолы, гликози-
ды флавонолов и антоцианидины, которые так же, как 
и антоцианы, относятся к фенольным соединениям – фла-
воноидам. Красновато-коричневая или темно-коричневая 
окраска семян растений обусловлена флавоноидными 
соединениями – проантоцианидинами и флобафенами. 
Характерная окраска корнеплода у свеклы связана с син-
тезом специфических пигментов – беталаинов. И, наконец, 
черная окраска семян некоторых растений (например 
подсолнечника) обусловлена недостаточно изученными 
на сегодняшний день меланин-подобными пигментами 
растений (Запрометов, 1974; Britton, 1983; Strack et al., 
2003; Jana, Mukherjee, 2014). 

Высокая степень изменчивости по окраске растений 
обусловлена разнообразием генетических механизмов, оп-
ределяющих как тип накапливаемого пигмента, так и мес-
то его синтеза. Фенотипическое разнообразие по призна-
кам окраски может быть проиллюстрировано на примере 
ячменя (рис. 1, а) и пшеницы (рис. 1, б). В том числе пока-
зано, как одна и та же группа пигментов (антоцианов) при 
синтезе в разных тканях под действием тканеспецифич-
ных регуляторных механизмов приводит к формированию 
различных признаков окраски, например признаков «го-
лубое зерно» и «фиолетовое зерно» у пшеницы (рис. 1, б).

Основная функция пигментов – фотопротекторная, 
направленная на защиту структур растительной клетки от 
разрушительного действия ультрафиолетового излучения. 
Немаловажной является и функция пигментов для подачи 
визуальных сигналов: окраска цветов служит для при-
влечения насекомых-опылителей, а окраска плодов – для 
привлечения животных-распространителей семян (Brit-
ton, 1983; Clegg, �urbin, 2000; Sasaki, Takahashi, 2002;Clegg, �urbin, 2000; Sasaki, Takahashi, 2002;Sasaki, Takahashi, 2002; 
Khlestkina, 2013). 

Для человека изучение окраски у растений представляет 
интерес не только со стороны визуально-эстетической 
оценки, но и в силу влияния пигментных соединений на 
вкусовые качества употребляемых растительных продук-
тов. Но наибольшее и постоянно возрастающее в послед-
нее время внимание к этой области исследований связано 
с антиоксидантными и антимикробными свойствами 
определенных пигментов и их бесцветных предшест-
венников, употребляемых в составе растительной пищи. 
Эти соединения обеспечивают профилактику онкологи-
ческих заболеваний, снижают риск сердечно- сосудистых 
заболеваний, атеросклероза, повышают иммунитет, 
улучшают синтез зрительных пигментов, активируют 
процессы обмена веществ и т. д. (Middleton et al., 2000; 
Johnson, 2002; Lila, 2004).

Большое разнообразие биохимического состава, окрас-
ки растений обеспечивается комплексом генов, кодиру-

ющих ферменты, необходимые для последовательных 
превращений исходных органических молекул в конечные 
пигментные соединения и их синтез в определенный мо-
мент времени в нужной части растения. Гены, кодирую-
щие ферменты, принято относить к структурным. Другая 
основная группа генов – это регуляторные гены, активи-
рующие экспрессию структурных генов. Накопленные 
к настоящему моменту данные свидетельствуют о том, 
что наблюдаемое на фенотипическом уровне межвидовое 
и внутривидовое разнообразие по признакам окраски 
связано именно с генами, кодирующими регуляторные 
факторы биосинтеза пигментных соединений. У регуля-
торных генов нередко возникают и быстро эволюциони-
руют дуплицированные копии. Также для регуляторных 
генов характерны большое разнообразие и заметное 
варьирование частот встречаемости аллелей. При этом 
нередко происходит комбинирование различных аллелей 
разных генов в одном генотипе, что приводит к еще более 
широкому спектру проявлений на фенотипическом уровне 
у соответствующего вида. При сравнении разных видов 
однодольных и двудольных растений становится ясно, 
что в ходе эволюции достаточно быстро возникали ткане- 
и видоспецифические особенности регуляции биосинтеза 
пигментных соединений. В отличие от регуляторных ге-
нов структурные гены можно отнести к консервативной 
части генной сети биосинтеза растительных пигментов 
(Khlestkina et al., 2008; Rausher, 2008; Khlestkina, 2010). 

Особенности регуляции биосинтеза каротиноидов 
выявлены, в первую очередь, благодаря изучению накоп-
ления данных соединений в плодах пасленовых растений 
(сем. Solanaceae). Разнообразие генетических механизмов, 
обеспечивающих синтез различных флавоноидных пиг-
ментов, раскрылось при изучении окраски семян у злако-
вых растений (сем. Poaceae). В заключительном разделе 
обзора представлены некоторые примеры и перспектива 
использования регуляторных генов, контролирующих 
окраску, в селекционном процессе.

Генетическая регуляция  
накопления каротиноидов
Каротиноиды – большая и разнообразная группа желтых, 
оранжевых, красных пигментов, принадлежащих к изоп-
реноидам тетратерпенам (��XP/MEP или MVA путь) 
и имеющих полиизопреноидную (С40) цепь сопряженных 
двойных связей. Каротиноиды присутствуют в мембранах 
всех фотосинтезирующих организмов и выполняют ряд 
важнейших функций в процессе фотосинтеза: антенную 
(дополнительные пигменты в процессе поглощения 
солнечной энергии), защитную (тушители триплетного 
хлорофилла и синглетного кислорода; предохраняют реак-
ционный центр от мощных потоков энергии при высоких 
интенсивностях света и стабилизируют липидный слой 
тилакоидных мембран, защищая его от переокисления) 
(Стржалка и др., 2003; Алехина и др., 2005).

Среди всех семейств растений Solanaceae является 
моделью для изучения эволюции синтеза вторичных мета-
болитов. Ранние исследования процесса биосинтеза каро-
тиноидов принадлежат Porter и Lincoln, которые в 1950 г., 
основываясь на биохимическом анализе промежуточных 
продуктов, предложили схему последовательного синте-
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рис. 1. Разли�ные типы окраски зерновки у изогенных линий  
я�меня (а� и пшеницы (б� на основе сортов Bowman и Саратов-
ская 29 соответственно. 
1 – сорт Bowman; линии сорта Bowman�� 2 – с оранжеватой окраской 
цветковой �ешуи вследствие нарушения синтеза лигнина; 3 – с �елым 
цветом �ешуи и перикарпа вследствие нарушения синтеза хлорофилла; 
4 – с красной жилкой цветковой �ешуи�� �лагодаря синтезу антоцианов; 
5�� 6 – с серо-голу�ой и красной (пурпурной� окраской зерна за с�ет син-
теза антоцианов в алейроновом слое и перикарпе соответственно;  
7 – с �ерной окраской перикарпа и �ешуи за с�ет неизу�енных пигмен-
тов (предположител��но�� меланин-подо�ных пигментов растений�; 
8�� 9 – сорт Саратовская 29�� име�щий красновато-кори�невый оттенокоттенок 
зерна за с�ет синтеза проантоцианидинов в семенной о�оло�ке; 
10�� 11 – линия с серо-голу�ой окраской зерна за с�ет синтеза антоцианов 
в алейроновом слое (признак «голу�ое зерно»�; 12�� 13 – линия с пурпур-
ной окраской зерна за с�ет синтеза антоцианов в перикарпе (признак 
«фиолетовое зерно»�. (Семена я�меня л��езно предоставил д-р �. Бор-
нер�� iPK-Gatersleben�� Германия; семена пшеницы – из ра�о�ей коллекции 
сектора функционал��ной генетики злаков ИЦиГ СО Р�Н; фото авторов.�
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рис. 2. �еР-пут�� �иосинтеза каротиноидов у томата (Hirschberg�� 
2001�. 
Ферменты и промежуто�ные вещества�� ccS – капсантин-капсору�ин-
синтаза; crTiSo – каротиноидная изомераза; crTr-B – гидроксилаза 
β-кол��ца; crTr-E – гидроксилаза ε-кол��ца; cYc-B – хромопласт-спе-
цифи�еская ликопин-β-циклаза; DMAPP – диметилаллилдифосфат; 
GA3P – геранилал��дегид-3-фосфат; GPP – геранилдифосфат; GGPP – гера-
нилгеранилдифосфат; GGPS – геранилгеранилдифосфат синтаза; GPS – ге-
ранилдифосфатсинтаза; iPi – iPP-изомераза; iPP – изопентилдифосфат; 
LcY-B – ликопин-β-циклаза; LcY-E – ликопин-ε-циклаза; nXS – неоксантин-
синтаза; PDS – фитоиндесатураза; PSY – фитоинсинтаза; VDE – виолак-
сантиндиэпоксидаза; VncED – 9-cis-эпоксикаротиноиддиоксигеназа; 
ZDS – ζ-каротиндесатураза; ZEP – зеаксантинэпоксидаза. �утации тома-
та�� изменя�щие �иосинтез каротиноидов�� показаны в ско�ках�� B – Beta; 
Del – Delta; og – old-gold; r – yellow-flesh; t – tangerine.

за каротиноидов, согласно которой одни каротиноиды 
используют в качестве промежуточных продуктов для 
образования других. В середине 1980-х г. был открыт 
немевалонатный путь (МЕР-путь) синтеза каротиноидов 
(Flesch, Rohmer, 1988), по которому изопреноиды синтези-
руются у эубактерий, в хлоропластах фотосинтезирующих 
тканей и хромопластах плодов и цветов (Ершов, 2005; 
Kopsell, Kopsell, 2006). 

Начатые в 1990-х гг. молекулярные исследования по 
клонированию генов, принимающих участие в процессе 
биосинтеза каротиноидов, позволили определить ключе-
вые этапы ферментативного превращения каротиноидов 
и их генетическую детерминацию. MEP-путь биосинтеза 
каротиноидов и структурные гены, определяющие его эта-
пы, представлены в работе J. Hirschberg (2001) (рис. 2).

Синтез каротиноидов, произведенных в пластидах, 
начинается с соединения двух молекул изопренилди-
фосфата (��PP) и образования диметилаллилдифосфата 
(�MAPP), который преобразуется в геранилгеранилди-
фосфат (GGPP), являющийся предшественником первого 
каротиноида биосинтетического пути – бесцветного фи-
тоина. Фитоин (С40) образуется в результате конденса-
ции двух молекул GGPP (С20) при участии фермента 
фитоинсинтазы (PSY). Ген PSY1 играет ключевую роль 
на начальном этапе синтеза каротиноидов. Мутация psy1 
является причиной формирования дефектного фермента, 
низкого содержания каротиноидов, формирования желтой 
мякоти плодов (фенотип r). Известно еще о двух генах 
PSY у томата: PSY2, который работает исключительно 

в хлоропластсодержащих тканях, и PSY3, который, пред-
положительно, функционирует в корнях в стрессовых 
условиях (Kachanovsky et al., 2012).

В результате дегидрирования  ферменты P�S (фитоин-
десатураза) и Z�S (ζ-каротиндесатураза) катализируют 
образование из фитоина через ζ-каротин и проликопин 
цветной молекулы ликопина. Мутация t (tangerine) гена, 
кодирующего каротиноидную изомеразу CRT��S�, наруша-
ет стадию превращения проликопина (тетрацисликопин) 
в ликопин (транс-формы) и ведет к повышенной концен-
трации проликонина и образованию плодов насыщенной 
желтой окраски. Каротиноиды участка «фитоин – ли-
копин» являются линейными молекулами. На следующем 
этапе биосинтеза происходит образование из ликопина 
каротиноидов с тремя типами бензольных колец: β-, γ- или 
ε-тип. Ликопинциклазы, катализирующие реакцию, явля-
ются специфичными, их образование детерминируется 
различными генами. Так, ликопин-β-циклаза (CYC-B) 
находится под контролем доминантного гена В (Beta), 
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ликопин-ε-циклаза (LCY-ε) – гена Del (Delta). Далее про-
исходит образование ксантофиллов за счет ферментатив-
ного окисления α-каротина до лютеина и β- каротина до 
зеаксантина, виолоксантина или неоксантина (Hirschberg, 
2001; Bramley, 2002; Liu et al., 2003). 

Наряду с генами, определяющими этапы синтеза 
каротиноидов, важное влияние на их накопление оказы-
вают регуляторные гены, детерминирующие механизмы 
транскрипционного (гены TF) и посттранскрипционного 
(гены PTGS) регулирования биосинтеза пигментов и их 
деградации. Большинство генов, кодирующих транскрип-
ционные факторы, замедляют или полностью подавляют 
созревание плодов. К таким факторам относятся R��N-
MA�S (Vrebalov et al., 2002), CNR-SQUAM�SA (Manning, 
2006), TAGL1-MA�S B�X (Vrebalov et al., 2009), LeHB-1Vrebalov et al., 2009), LeHB-1 et al., 2009), LeHB-1 
HB zip (Lin et al., 2008) и S��AP2a (генLin et al., 2008) и S��AP2a (ген et al., 2008) и S��AP2a (ген AP2) (Chung et al., 
2010; Karlova et al., 2011) (таблица). 

Известные регуляторные гены у Solanaceae оказывают 
как прямое, так и косвенное влияние на биосинтез каро-
тиноидов. Среди них важнейший вклад в регуляцию био-
синтеза вносят гены семейства MA�S Box Transcription, 
такие как гены AGAMOUS. Они способны регулировать 
биосинтез каротиноидов посредством взаимодействия 
с промоторами генов ликопин-β-циклазы (CYC-B) и ка-
ротиноидной изомеразы (CRT��S�). У томата описаны два 
представителя AGAMOUS (TAG1 и TAGL1). TAGL1 также 
регулирует пигментацию плодов томата в результате 
прямой активации гена биосинтеза этилена ACS2 (��tkin, 
2009). Известно, что еще один MA�S-box, ген TDR4, 
действует совместно с вышеописанным TAGL1, регулируя 
созревание плодов томата (Nguyen et al., 2014). 

К числу важнейших регуляторов созревания плодов 
относят локус RIN, принадлежащий к семейству генов, 
кодирующих транскрипционные факторы SEPALLATA 
MA�S-box. Локус RIN содержит два тандемных MA�S-
box гена, один из которых, LeMADS-RIN, регулирует 
созревание, а другой, LeMADS-MC, отвечает за разви-
тие чашелистиков и недетерминированность соцветий 
(Vrebalov et al., 2002). Регуляторная активность LeMA�S-
R��N проявляется в способности связываться с CArG-box 
элементами промоторов генов ACS2 и ACS4, участвующих 
в созревании, и изменять их экспрессию (Fujisawa et al., 
2011). Также показана способность R��N связываться с ге-
ном каротиногенеза PSY1 (Pan et al., 2010).Pan et al., 2010). et al., 2010).

Недавние исследования показали, что RIN участвует 
в синтезе этилена и передаче сигналов, модификации кле-
точной стенки, накоплении каротиноидов, формировании 
аромата и транскрипционном регулировании связанных 
с созреванием генов, кодирующих транскрипционные 
факторы, включая NOR, CNR, TDR4 и HB-1 (Fujisawa et 
al., 2011; Martel et al., 2011).

Ген NOR кодирует транскрипционный фактор LENAC-
N�R. Мутация nor, вызванная короткой делецией (2 п. н.), 
приводит к сдвигу рамки считывания и образованию не-
функционального белка (Giovannoni, 2004). Последствия 
данной мутации и мутации rin схожи между собой. В ра-
боте S. �sorio (2011), в которой всесторонне, на уровне 
транскриптов, белковых продуктов и метаболитов, была 
охарактеризована роль моногенных мутаций rin и nor 
в регуляции биосинтеза этилена и созревания томата, 

показано, что аллели rin и nor действуют совместно 
в процессе, связанном с управлением созревания плодов, 
причем действие nor проявляется в более сильном подав-
лении созревания плодов, чем rin.

Еще одним транскрипционным фактором, снижающим 
накопление каротиноидов, является CNR (Squamosa 
Promoter Binding Protein) (Lin, 2008). Был выявлен редкийLin, 2008). Был выявлен редкий, 2008). Был выявлен редкий 
доминантный аллель гена Cnr томата, который приводит 
к несозревающему фенотипу с двумя отличительными 
особенностями: плотные плоды с уменьшенной клеточной 
адгезией (мучнистой структурой перикарпия) и полное 
отсутствие биосинтеза каротиноидов (�rfila et al., 2002). 
Для растений, несущих аллель Cnr, характерны сниже-
ние синтеза этилена, непигментированный перикарпий 
и повышенная плотность плодов. В отличие от мутаций 
в других генах (Nr, nor и rin), влияющих на созревание 
через частичное подавление синтеза ликопина, мутация 
гена Cnr связана с полным подавлением экспресии гена 
PSY1 и биосинтеза каротиноидов даже в присутствии 
этилена (Manning, 2006).

Ген транскрипционного фактора LeHB-1 кодирует белок 
H�-Zip класса (таблица) (Lin et al., 2008).Lin et al., 2008). et al., 2008). LeHB-1 способен 
взаимодействовать с промотором гена биосинтеза этилена 
ACO1, усиливая его экспрессию и процесс созревания 
плодов томата.

Ген томата SlAp2a, замедляющий созревание и накоп-
ление каротиноидов, описан в семействе регуляторных 
факторов AP2/ERF (Chung et al., 2010). SlAp2a вовлечен 
в регулирование этиленового и ауксинового сигнального 
пути, в процесс дифференцировки хлоропластов. В плодах 
томата дикого типа SlAp2a подавляет образование этиле-
на. Еще одним геном, кодирующим транскрипционный 
фактор семейства AP2/ERF, является ERF6, он регулирует 
накопление каротиноидов. У томата SlERF6 контролирует 
накопление транс-ликопина и β-каротина. Предполагают, 
что регуляторы этиленового синтеза и созревания плодов 
SlERF6 и SlAP2a действуют совместно, осуществляя 
негативный контроль этиленовых сигналов во время 
созревания (Lee et al., 2012).

Регулирующее влияние на накопление каротиноидов 
оказывают гены, связанные с работой фоторецепторов. 
Гены HP-1 и HP-2 у Solanaceae являются ключевым ре-
гулятором цитокининового контроля клеточного цикла, 
размера клеток и числа хлоропластов (Caspi et al., 2008). 
Данные гены отнесены к семье UV-damaged �NA-binding 
protein (таблица). Действие мутантов серии high pigment 
(hp-1, hp-1w, hp-2, hp-2 j и hp-2 dg) характеризуется увеличе-
нием числа и размеров хлоропластов, что служит основой 
для усиления синтеза каротиноидов в плодах томата при 
созревании (Kolotilin et al., 2007; Barry, 2009). Растения 
томата, несущие в своем генотипе одну из таких мута-
ций, имеют высокий уровень антоцианов и хлорофилла 
в сеянцах, короткий гипокотиль и интенсивную пигмен-
тацию листьев и плодов. Темно-красные плоды мутантов 
отличаются высоким уровнем каротиноидов, прежде всего 
ликопина, витаминов С и Е, сахаров и некоторых флаво-
ноидов (Palmieri et al., 1978; Kolotilin et al., 2007). 

Другие гены светозависимых транскрипционных фак-
торов, LeHY5 и LeCOP1LIKE, принадлежащие к семейству 
bZ��P, являются положительным и отрицательным регу-
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Регуляторные гены �иосинтеза флавоноидов и каротиноидов у представителей однодол��ных и двудол��ных растений

Соедине-
ния

Семейство 
регуляторных 
факторов

Гены у представителей растений

однодол��ных двудол��ных

Флаво-
ноиды

MYB Hordeum vulgareL. HvMpc1 (Shoeva et al.�� 
2015�; Oryza sativa L. C (reddy et al.�� 199�;reddy et al.�� 199�; et al.�� 199�;et al.�� 199�; al.�� 199�;al.�� 199�;.�� 199�; 
Saitoh et al.�� 2004�; et al.�� 2004�;et al.�� 2004�; al.�� 2004�;al.�� 2004�;.�� 2004�; Triticum aestivum L. 
Mpc1 (Li et al.�� 1999�; Zea mays L. C1�� Pl1�� P1 
(Paz-Ares et al.�� 19��; chandler et al.�� 19�9; 
Goff et al.�� 1990; Petroni et al.�� 2000�

Arabidopsis thaliana L. Heinh. TT2�� CPC�� MYBL2 
(Borevitz et al.�� 2000; Gonzalez et al.�� 200�; Dubos et 
al.�� 200�; Matsui et al.�� 200��; Petunia hybrida L. AN2�� 
AN4 (Quattrocchio et al.�� 1999�� 2006�; Vitis vinifera L. 
Heinh. MYBA1�� MYBA2�� MYB5a (Kobayashi et al.�� 2002; 
Deluc et al.�� 2006�� 200�; wal�er et al.�� 200�; cutanda-
Perez et al.�� 2009�

bHLH Hordeum vulgare L. Ant2 (coc�ram et al.�� 
2010�; Oryza sativa L. Pl ( Hu et al.�� 1996�� 2000; 
Sa�amoto et al.�� 2001�; Triticum aestivum L. 
TaMyc1 (Shoeva et al.�� 2014�; Zea mays L. 
B�� R�� Lc�� Sn�� In1 (Burr et al.�� 1996; chandler et 
al.�� 19�9; Goff et al.�� 1990; consonni et al.�� 
1993; Petroni et al.�� 2000�

Arabidopsis thaliana L. Heinh.Heinh. TT8 (nesi et al.�� 2000�; 
GL3/EGL3 (Bernhardt et al.�� 2003; Heim et al.�� 2003; 
Zhang et al.�� 2003�; Ipomoea tricolor Cav. ItIVS (Par��� 
2012�;12�;�; Petunia hybrida L. AN1�� JAF13 (Llyod et al.�� 
1992; Quattrocchio et al.�� 199�; S�elt et al.�� 2000�; 
Vitis vinifera L. Heinh.Heinh. MYC1�� MYCA1 (Hichri et al.�� 
2010; Matus et al.�� 2010�

wD40 Zea mays L. PAC1 (Selinger�� chandler�� 1999� Arabidopsis thaliana L. Heinh.Heinh. TTG1 (wal�er et al.�� 
1999�; Petunia hybrida L. AN11 (de Vetten et al.�� 199��; 
Vitis vinifera L. HeinhHeinh. WDR1�� WDR2 (Matus et al.�� 2010�

��ароти-
ноиды

ULT Нет данных Crocus sativus L. CsULT1 (Ashraf et al.�� 2015�;

bHLH; bHLH/LZ Arabidopsis thaliana L. Heinh.Heinh. PIF1 (Toledo-ortiz 
et al.�� 2010�. Solanum lycopersicum L. SlbHLH006�� 
SlbHLH078�� SlbHLH095 (Sun et al.�� 2015�; Brassica 
rapa ssp. pekinensis BrBIM1 (Jung et al.�� 2014�

Zinc-coordinating 
DnA-binding 
domains

Brassica rapa ssp. pekinensis BrA20/AN1-like�� BrZFP8 
(Jung et al.�� 2014�

Gcc ty�e 
transcri�tional 
factor

Citrus clementina CcGCC1 (r�os et al.�� 2010�r�os et al.�� 2010��

AP2/ErF 
transcri�tion 
factor�

Solanum lycopersicum L. SlERF6 (Lee et al.�� 2012�; 
Arabidopsis thaliana L. HeinhHeinh RAP2.2 (welsch et al.�� 
200���� Solanum lycopersicum L. SlAP2a (chung et al.�� 
2010; Karlova et al.�� 2011�

MADS Box 
Transcri�tion 
Factor

Solanum lycopersicum L. RIN-MADS (Vrebalov et 
al.�� 2002��� TAGL1 (Vrebalov et al.�� 2009�; Arabidopsis 
thaliana L. Heinh.Heinh. TDR4 (Manning et al.�� 2006�; 
SHP1/ 2 (Ferrandiz et al.�� 1999�� 2000��� Prunus persica L. 
PpPLENA (Tadiello et al.�� 2009�

SBP-box 
(SQUAMoSA 
�romoter binding 
�rotein-li�e� 

Solanum lycopersicum L. CNR (Manning et al.�� 2006�

MYB Zea mays L. Golden2 (Fitter et al.�� 2002�
Oryza sativa L. OsGLK1 (na�amura et al.�� 2009�

Solanum lycopersicum L. Sl-GLK2 (Powell et al.�� 2012��� 
Arabidopsis thaliana L. HeinhHeinh GLK (rossini et al.�� 2001�

bZiP Нет данных Solanum lycopersicum L. HY5�� COP1LIKE (Liu et al.�� 
2004 �

HB-ZiP Solanum lycopersicum L. LeHB-1 (Lin et al.�� 200��

crY Solanum lycopersicum L. cry2 (Giliberto et al.�� 2005�2005��

UV-damaged  
DnA-binding 
�rotein

Solanum lycopersicum L. hp-1 ии hp-2 (Liu et al.�� 2004�

STAY-GrEEn Oryza sativa L. nyc1 (cha et al.�� 2002�; 
ccr1 (Par� et al.�� 2002�

Solanum lycopersicum L. gf (Kerr�� 1956��� Capsicum 
annum сll (A�htar et al.�� 1999� 

SET DoMAin  
GroUP �

Нет данных данныхданных Arabidopsis thaliana L. Heinh.Heinh. SDG8 (cazzonelli�� 
Pogson�� 2010�2010�



�олекулярно-генети�еские механизмы  
формирования окраски плодов и семян растений

В.Ф. �джиева�� О.Г. Ба�ак�� О.Ю. Шоева��  
�.В. ��ил���евский�� е.��. Хлесткина

566 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 5 • 2015

ляторами пигментации растений соответственно. Подав-
ление экспрессии LeHYS ведет к сбою фотоморфогенеза 
томата на ранних этапах развития, нарушению структу-
ры тилакоидов и снижению накопления каротиноидов. 
Репрессия LeCOP1LIKE, напротив, ведет к усиленному 
фотоморфогенезу, формированию темно-зеленых листьев 
и увеличению накопления каротиноидов на 25–43 % (Liu 
et al., 2004). 

Ген CRY2, представитель другой семьи CRY (Crypto-Crypto-
chrome), является также фоторецептором. Повышенная), является также фоторецептором. Повышенная 
экспрессия Cry2 приводит к увеличенному накоплению 
в трансгенных растениях томата флавоноидов и ликопина, 
что является результатом транскрипционного контроля 
и подавления экспрессии гена lycopene-β-cyclase (Giliberto 
et al., 2005). Фенотип таких растений подобен растениям 
с аллелями hp1 и hp2, для которых также характерны 
уменьшенный гипокотиль и междоузлия, ярко пигменти-
рованные плоды с повышенным уровнем ликопина и фла-
воноидов. Однако растения с усиленной экспрессией гена 
Cry2 имеют некоторые отрицательные качества – позднее 
цветение, наблюдаемое в условиях длинного и короткого 
дня, и повышенное формирование боковых побегов.

Накопление каротиноидов и окраска плодов у Solanaceae 
также регулируется геном green-flesh (Gf). Локус Gf коди-
рует регуляторный фактор STAY-GREEN (Barry et al., 
2008). Мутанты gf не способны разрушать хлорофилл 
в начале созревания, но накапливают каротиноиды, что 
приводит к коричневой окраске зрелых плодов. Мутации, 
нарушающие деградацию хлорофилла, идентифициро-
ваны у некоторых высших растений: указанная выше 
мутация gf у томата, сl (chlorophyll retainer) у перца, nyc1 
(non-yellow coloring 1) у риса (Akhtar et al., 1999; Park et 
al., 2007). 

Необходимо отметить, что регуляция накопления каро-
тиноидов очень сложна и до конца не изучена, в настоящее 
время является объектом исследования многих научных 
центров.

Регуляторные гены синтеза гены синтезагены синтеза синтезасинтеза  
флавоноидных пигментов
Флавоноиды – это группа природных биологически актив-
ных соединений, производных бензо-γ-пирона, в основе 
которых лежит фенилпропановый скелет, состоящий из 
С6-С3-С6 – углеродных единиц. С3-фрагмент, связующий 
бензольные кольца, может быть представлен несколькими 
состояниями с различной степенью окисления. Каждое 
из этих состояний соответствует отдельному классу 
флавоноидов. Огромное разнообразие флавоноидных 
соединений достигается с помощью согласованного 
действия свыше 20 ферментов, которые, действуя пооче-
редно, синтезируют сначала халконы, а затем дают начало 
различным классам и различным представителям внутри 
каждого класса (Хлесткина и др., 2014). Большинство 
классов – это пигментные соединения или предшест-
венники других флавоноидных пигментов. Например, 
флавоны, гликозиды флавонолов и ауроны отличаются 
желтой и/или оранжевой окраской, флобафены (производ-
ные флаван-4-олов) и проантоцианидины (производные 
катехинов и лейкоантоцианидинов) придают тканям рас-
тений красновато-коричневый оттенок. Антоцианидины 

и их производные – антоцианы – обеспечивают широкую 
гамму пигментов, от розового до фиолетового (Britton, 
1983; Winkel-Shirley, 2001). Флавоноидные соединения 
(прежде всего антоцианы) обладают фотопротекторным 
действием, кроме того, многие флавоноидные соединения 
способны противодействовать окислительному стрессу, 
возникающему вследствие воздействия неблагоприятных 
условий окружающей среды, или предупреждать его раз-
витие, защищая, тем самым, различные клеточные струк-
туры от разрушения. Некоторые флавоноиды обладают 
антимикробными свойствами (Khlestkina, 2013).

Представление о пути биосинтеза флавоноидных со-
единений и его регуляции сложилось, в первую очередь, 
за счет изучения злаковых растений, а именно кукурузы 
(Zea mays L.), которая с середины 20-го века, с момента 
открытия у нее мобильных элементов Б. МакКлинток 
(McClintock, 1956), стала на долгие годы основной моде-
лью для многих направлений генетики растений. 

В регуляции биосинтеза флавоноидов принимают 
участие три основные группы регуляторных факторов: 
MYB, MYC (bHLH) и W�40, образующие так называемый 
комплекс MBW, необходимый для активации структурных 
генов. Гены, кодирующие два из этих трех факторов, были 
впервые описаны именно у кукурузы. В 1987 г. были 
открыты MYB-подобные факторы транскрипции R2R3 
типа, регулирующие биосинтез флавоноидных пигментов 
антоцианов (Paz-Ares et al., 1987). В MBW-комплексе 
белки R2R3-MYB ответственны за светозависимую ре-
гуляцию биосинтеза (Taylor, Briggs, 1990). У кукурузы 
факторы R2R3-MYB кодируются генами С1 (Colorless 1), 
P1 (Purple 1) и Pl1 (Purple leaf 1) (Paz-Ares et al., 1987; 
Goff et al., 1990; Petroni et al., 2000). Гомологичные гены, 
выделенные позже из других видов однодольных и дву-
дольных растений, представлены в таблице. 

MYC-подобные факторы, содержащие в своей струк-
туре домен bHLH (основной спираль-петля-спираль 
домен), ответственны в MBW-комплексе за определение 
тканеспецифичности биосинтеза антоцианов (Taylor, 
Briggs, 1990). Первые гены, кодирующие MYC-подобные 
факторы B/R типа (по названию соответствующих локу-
сов – B и R), были открыты также у кукурузы (Chandler et 
al., 1989). Позже на основании гомологии были выделены 
другие члены данного семейства из генома кукурузы и 
других растений (таблица). Фактор W�40 необходим для 
стабилизации комплекса MBW, первый представитель 
данной группы у растений, An11, был описан у петунии 
(de Vetten et al., 1997), его гомолог из генома кукурузы, 
PAC1 (Selinger, Chandler, 1999) и других видов растений 
был выделен позднее (таблица). 

В отличие от кукурузы, у которой структурные гены 
биосинтеза антоцианов совместно регулируются с по-
мощью комплекса MBW (рис. 3), у Arabidopsis thaliana 
гены подразделяются на «ранние» и «поздние» гены 
биосинтеза. «Ранние» экспрессируются в отсутствие 
синтеза пигментов, благодаря активации с помощью 
определенного MYB-фактора, а «поздние» – так же, как 
гены кукурузы, при участии комплекса MBW (рис. 3). 
Предположения о том, что эти особенности отражают 
характерные отличия однодольных от двудольных, не 
оправдались, когда выяснилось, что и среди более мелких 
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таксонов есть свои специфические особенности. На рис. 4 
схематически обозначена активность структурных генов 
у разных видов растений, в зависимости от того, свя-
зана она с наличием антоцианового пигмента или нет. 
У разных видов растений коэкспрессируются (совместно 
регулируются) разные группы генов, нет четкого деления 
на «ранние» или «поздние» гены, иногда особо регулиру-
ются отдельные гены в пути биосинтеза, например F3h 
у пшеницы (рис. 4).

Помимо видоспецифичных особенностей регуляции 
биосинтеза антоцианов, существуют особенности регуля-
ции синтеза одних и тех же пигментов в различных тканях 
у одного и того же вида растений. Например, из всех при-
знаков антоциановой окраски только окраска перикарпа 
конторолируется двумя комплементарными доминантны-
ми генами, кодирующими MYC- и MYB-подобный фак-
тор, тогда как в регуляции окраски других частей растения 
выявлено участие лишь тех генов, которые локализуются 
в седьмой гомеологической группе хромосом и соответ-
ствуют MYB-фактору (рис. 5). Согласно концепции об 
участии комплекса MBW в активации структурных генов 
биосинтеза антоцианов, трудно предположить, что такой 
комплекс задействован лишь в синтезе пигментов в пе-
рикарпе, а в остальных тканях достаточно MYB-фактора. 
Наиболее вероятным объяснением является возможное 
варьирование аллельного разнообразия среди разных 
MYC- и MYB-кодирующих локусов. Действительно, 
изучение MYC-кодирующего гена Рр3 (Shoeva et al., 2014) 
показало, что у него есть копии в хромосомах 2В и 2� 
мягкой пшеницы, не экспрессирующиеся в перикарпе, но 
активные в других частях растения, причем независимо 
от наличия/отсутствия окраски (рис. 6). Продукты генов 
Myc3 и Myc4 – потенциальные кандидаты, участвующие 
в формировании регуляторного комплекса MBW в коле-
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рис. 4. �ктивност�� структурных генов �иосинтеза антоцианов 
в окрашенных (темные круги� или неокрашенных (светлые круги� 
антоцианами тканях у представителей двудол��ных и однодол��ных. 
AnS – антоцианидинсинтаза; cHi – халконфлаванонизомераза; cHS – хал-
консинтаза; DFr – дигидрофлавонол-4-редуктаза; F3H – флаванон-3- ги-
дроксилаза; GT – гликозилтрансфераза; rT – рамнозилтрансфераза. 
Суммировано по�� Dooner�� 19�3; cone et al.�� 19�6; Ludwig et al.�� 19�9; Martin 
et al.�� 1991; Quattrocchio et al.�� 1993; Boss et al.�� 1996; Pelletier�� Shirley�� 
1996; Gonzalez et al.�� 200�; Khlest�ina et al.�� 200�; Petroni�� Tonelli�� 2011; 
Tereshchen�o et al.�� 2013; Shoeva et al.�� 2015.
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рис. 3. Биосинтез антоцианов и проантоцианидинов и его регуляция 
у представителей однодол��ных (Zea mays� и двудол��ных (Arabidopsis 
thaliana� растений. 
Ферменты�� AnS– антоцианидинсинтаза; cHi – халконфлаванонизомераза; 
cHS – халконсинтаза; DFr – дигидрофлавонол-4-редуктаза; F3H – флава-
нон-3-гидроксилаза; GT – гликозилтрансфераза; rT – рамнозилтрансфе-
раза. транскрипционные факторы�� MYB�� MYc�� wD40. �одифицировано 
по�� Petroni�� Tonelli (2011�.

оптиле, стебле и других частях растения. Тот факт, что 
локусы в хромосомах 2В и 2� никогда не выявлялись 
в ходе анализа сегрегирующих популяций, может свиде-
тельствовать о том, что нефункциональные аллели генов 
Myc3 и Myc4 или редки, или не существуют, тогда как для 
Myc1 (Pp3) имеется аллельное разнообразие, наблюдаемое 
на фенотипическом уровне и потому зафиксированное при 
анализе сегрегирующих популяций (�obrovolskaya et al., 
2006; Khlestkina et al., 2010).

Выявление особенностей регуляции синтеза пигментов 
стало возможным благодаря не только бурному развитию 
молекулярно-генетических методов исследования рас-
тений, но и созданию в предшествующие годы точных 
генетических моделей по признакам окраски. К наиболее 
подходящим моделям для исследования функций генов 
относятся также изогенные линии (Khlestkina, 2014). С по-
мощью изогенных линий пшеницы, созданных в ИЦиГ СО 
РАН Ковалем В.С., было установлено, что фактор, принад-
лежащий семейству MYB, участвует в регуляции биосин-
теза проантоцианидинов в семенной оболочке пшеницы 
и кодируется генами R-A1, R-B1 и R-D1, локализованными 
в хромосомах 3А, 3В и 3� (Himi et al., 2005; Himi, Noda, 
2005). Также при использовании набора изогенных линий 
пшеницы с различными комбинациями доминантных 
и рецессивных аллелей генов Рр (ядром коллекции стали 
две исходные линии, полученные В.С. Арбузовой в ИЦиГ 
СО РАН) было установлено регуляторное взаимодействие 
между MYB-и MYC-кодирующими регуляторными гена-
ми (Shoeva et al., 2014; Gordeeva et al., 2015).
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рис. 5. Схемати�еское изо�ражение локализации генов пшеницы�� детерминиру�щих антоцианову� окраску�� и соответствие им типов регу-
ляторных факторов. 
Pan – purple anthers�� Pc – purple culm�� Pg – purple glume�� Plb – purple leaf blade�� Pls – purple leaf sheath�� Pp – purple pericarp�� Ra – red auricle�� Rc – red coleoptile. 
Суммировано по�� Khlest�ina et al.�� 2002�� 2009�� 2010�� 2014; Shoeva et al.�� 2014; Himi�� Ta�eta�� 2015.
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рис. 7. Схема создания ги�ридов томата�� со�ета�щих гены длител��ного периода сохранности плодов (rin�� nor и nor A� 
и повышенного содержания каротиноидов (В�� og c�� t�� gf-3� (��ил���евский и др.�� 2014�.

рис. 8. Ги�риды томата F1 с ком�инациями аллелей�� а – B/rin�� B/rin/gf�� B/rin/hp; б – оg c/nor�� оg c/nor/gf�� оg c/nor/hp (��ил���ев-
ский и др.�� 2014�.
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длительным периодом хранения плодов. Применение 
эффективных молекулярно-генетических приемов в соче-
тании с традиционными методами селекции томата будет 
способствовать повышению эффективности селекцион-
ного процесса. На основании молекулярно-генетического 
анализа изучаемой коллекции  были созданы гибриды F1 
с генами, участвующими в процессе биосинтеза и пре-
вращения каротиноидов, и генами, контролирующими 
созревание плодов (рис. 7).

На следующем этапе работы были отобраны гомози-
готные формы с различным сочетанием структурных 
и регуляторных генов. Для дальнейшего селекционного 
улучшения генотипа полученные гомозиготные растения 
были вовлечены в гибридизацию с образцами, несущи-
ми аллели hp-2 dg и gf-3 (рис. 8). Затем были выполнены 
отборы гомозиготных по трем парам аллелей форм в по-
колении F2.

Созданный материал был оценен по признакам накоп-
ления каротиноидов, длительности периода хранения 
и продуктивности, отобраны ценные формы для селекции 
на качество плодов. Подробное описание выполненной 
работы представлено в четвертом томе коллективной мо-
нографии Института генетики и цитологии НАН Беларуси 
(Кильчевский и др., 2014).

У злаков перспективным направлением является ис-
пользование регуляторных генов биосинтеза каротинои-
дов для получения зерна, богатого витамином А (Al-Babili,Al-Babili, 
Beyer, 2005), а также применение ряда регуляторных 2005), а также применение ряда регуляторных 
генов, контролирующих синтез флавоноидных пигментов 
в различных частях зерновки. Например, синтез проанто-
цианидинов в семенной оболочке связан с устойчивостью 
к прорастанию пшеницы на корню (Freed et al., 1976), прорастанию пшеницы на корню (Freed et al., 1976),прорастанию пшеницы на корню (Freed et al., 1976), 
а наличие антоцианов в перикарпе может способствовать 
лучшей сохранности семян после длительного хранения 
(Гордеева, Хлесткина, 2013). Кроме того, зерно, содер-
жащее антоцианы в алейроновом слое или перикарпе 
(рис. 1), может использоваться для изготовления отрубей 
и цельнозерновых продуктов с повышенным содержанием 
антиоксидантов. Несмотря на то что пигментация тех 
или иных органов сама по себе может служить отличным 
маркером при селекции по другим признакам, для направ-
ленной передачи генов, контролирующих окраску, также 
целесообразно использовать маркеры. Например, при 
отборе пшеницы с помощью ДНК-маркеров по признаку помощью ДНК-маркеров по признакупомощью ДНК-маркеров по признаку 
антоциановой окраски перикарпа время получения конеч-
ного генотипа может быть сокращено вдвое, а количество количествоколичество 
занимаемых под селекционый материал – в десятки раз 
(Gordeeva et al., 2015).

Таким образом, своевременное создание генетических 
коллекций по признакам окраски у двудольных и одно-
дольных растений в сочетании с развитием молекулярно-
генетических методов исследования растений позволило 
выявить особенности генетической регуляции синтеза 
флавоноидов и каротиноидов растений и охарактеризовать 
на молекулярном уровне ключевые гены, участвующие 
в биосинтезе данных соединений. Характеристики выде-
ленных генов позволят контролировать на молекулярном 
уровне и ускорять процесс отбора по признакам окраски, 
важным для повышения питательной ценности продуктов, 
производимых из плодов и семян растений.
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Alien hybridization in cereals is used for com�arative 
investigations of genome structure and evolution 
as well as for extracting useful genes from the wild 
gene �ool. The tetra�loid s�ecies Triticum timopheevii 
has long been used as a source of genes for resi-
stance to fungal diseases. Line �21 was develo�ed 
on the genetic bac�ground of cultivar Saratovs�aya 
29 (S29��� which is drought-resistant but is very 
susce�tible to diseases and carries big introgressions 
in 2A and 2B chromosomes and a small introgression 
in the subtelomeric region of 5A chromosome. 
The two genoty�es were com�ared for the �arameters 
associated with direct and indirect reaction 
of the �hotosynthetic a��aratus to water stress. 
in flag leaves of �21 line�� an increased trans�iration 
rate and stomatal conductance (1.6 times the value 
in o�timal watering and 1.2 times the value under 
water deficit� and�� corres�ondingly�� reduced water use 
efficiency were found com�ared to the initial cultivar. 
Additionally�� the actual effectiveness and electron 
trans�ort rate of �hotosystem ii and chloro�hyll and 
carotenoid content were reduced as well as the total 
antioxidant ca�acity (a��roximately three-fold� under 

�ежвидовая ги�ридизация у злаков испол��зуется как для 
сравнител��ного изу�ения строения и эвол�ции геномов�� так 
и для извле�ения из дикого генофонда полезных для селекции 
генов. тетраплоидный вид пшеницы Triticum timopheevii давно 
испол��зуется как исто�ник генов устой�ивости к гри�ным 
�олезням. линия �21�� созданная на генети�еском фоне засухо-
устой�ивого�� но �увствител��ного к �олезням сорта яровой 
пшеницы Саратовская 29 (С29��� несет от этого вида интрогрессии 
в хромосомы 2��� 2В и в су�теломерный район длинного пле�а 
хромосомы 5�. Два генотипа сравнили по параметрам�� связанным 
с прямой и непрямой реакцией фотосинтети�еского аппарата 
на водный стресс. �о сравнени� с исходным сортом С29 во 
флаговых лист��ях линии �21 на�л�дали повышенну� скорост�� 
транспирации и уст��и�ну� проводимост�� (примерно в 4 раза 
в оптимал��ных и в 1��3 раза в вододефицитных условиях� и�� соот-
ветственно�� пониженну� эффективност�� испол��зования воды 
(в 1��6 раз в оптимал��ных и в 1��2 раза в вододефицитных условиях�. 
��роме того�� в условиях водного стресса у линии �21 �ыли 
снижены содержание хлорофиллов и каротиноидов�� реал��ная 
эффективност�� фотосинтеза�� скорост�� транспорта электронов 
в фотосистеме ii�� о�щая антиоксидантная спосо�ност�� (примерно 
в 3 раза� и повышена активност�� липоксигеназы (в 2 раза�. В целом 
устой�ивост�� к дефициту воды у линии снизилас�� по сравнени� 
с родител��ским сортом�� �то сопровождалос�� подвяданием 
лист��ев. таким о�разом�� можно предположит���� �то хромосомы 
2��� 2В и 5� засухоустой�ивого сорта пшеницы С29 несут важные 
генети�еские факторы�� контролиру�щие в растениях реакци� 
на водный стресс.
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water stress. Under the same conditions�� li�oxygenase 
activity was increased two-fold. on the whole�� water 
deficit tolerance was decreased in the line in com�arison 
with the �arental cultivar and was accom�anied by leaf 
senescence. Thus�� it may be su��osed that 2A�� 2B and 
5A chromosomes of the drought-tolerant cultivar S29 
carry im�ortant genetic factors res�onsible for reaction 
to water stress in wheat �lants.

Key words�� bread wheat; Triticum timopheevii; 
introgressions; �hotosynthesis; chloro�hyll fluorescence; 
�igment content in leaf; antioxidant enzyme activity; 
drought tolerance.
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Отдаленная гибридизация между мягкой пшеницей 
(Triticum aestivum L.) и ее дикими сородичами 
широко используется в современных исследова-

ниях для сравнительного изучения строения и эволюции 
геномов (Salina et al., 2006), а также с прикладной целью 
для извлечения полезных в селекции генов из генофонда 
диких видов, более приспособленных к изменяющимся 
условиям среды (Qi et al., 2007). Сравнительные физио-
логические исследования у отдаленных генотипов дают 
большие возможности для выявления лимитирующих 
звеньев продукционного процесса. Они позволяют уста-
новить, насколько изменились современные сорта в ходе 
селекции, как можно улучшить их адаптацию к небла-
гоприятным факторам среды. Однако дикие сородичи 
пшеницы и их производные формы чаще рассматриваются 
как источники генов устойчивости к болезням и вреди-
телям. Гораздо реже они вовлекаются в морфофизиоло-
гические или биохимические исследования. В настоящее 
время наиболее изученными являются многочисленные 
эффекты различных пшенично-ржаных транслокаций на 
генетическом фоне мягкой пшеницы (Rabinovich, 1998; 
Ehdaie et al., 2003). 

Тетраплоидный вид Triticum timopheevii, обладающий 
комплексной устойчивостью к болезням и вредителям 
(Жуковский, Мигушова, 1969), считается одним из перс-
пективных источников генов иммунитета. В предыдущие 
годы в ИЦиГ СО РАН была создана коллекция интрогрес-
сивных линий в генетической среде различных отечест-
венных сортов пшеницы (Budashkina, 1988; Budashkina, 
Kalinina, 2001). Эти линии были вовлечены в многочис-
ленные молекулярные и иммунологические исследования 
с целью выявления участков интрогрессии от T. timopheevii 
в геноме пшеницы, а также изучения содержащихся в них 
генов устойчивости к грибным заболеваниям (Leonova et 
al., 2001; Леонова и др., 2008; Тимонова и др., 2012). Также 
данные линии были изучены по составу запасных белков 
зерновки и хлебопекарным свойствам (Обухова и др., 
2008). Одна из линий, 821, созданная на генетическом 
фоне сорта пшеницы Саратовская 29 (С29), значительно 
отличается от него по фенотипу. Она имеет более продол-

жительный период вегетации, остистый колос, длинное 
жесткое опушение на листьях, подобное родительскому 
виду T. timopheevii. Как было показано, она несет интро-
грессии в хромосомах 2А, 2В и 5А (Leonova et al., 2001). 
Однако до сих пор не изучено влияние этих интрогрессий 
на какие-либо физиологические и биохимические призна-
ки, связанные с высокой засухоустойчивостью, которой 
характеризуется исходный сорт С29.

Засуха индуцирует в растении множество физиологи-
ческих и биохимических ответов (Shinozaki, Yamaguchi-
Shinozaki, 2007). Особенно чувствителен к водному 
дефициту фотосинтез, обеспечивающий образование 
биомассы растений. Снижение доступной почвенной 
влаги приводит к закрытию устьиц растения, уменьше-
нию фотосинтетической ассимиляции углекислого газа. 
При этом с высокой скоростью продуцируется перекись 
водорода, которая представляет большую опасность для 
фотосинтеза, так как окисляет сульфгидрильные группы 
ключевых ферментов цикла Кальвина (Иванов, 2014). 
Кроме того, при засухе увеличивается продукция суперок-
сидного радикала в фотосинтетической электрон-транс-
портной сети. В растениях наиболее значимыми и хорошо 
изученными водорастворимыми низкомолекулярными 
антиоксидантами являются аскорбиновая кислота (АК) 
и восстановленный глутатион (ВГТ). Они могут инак-
тивировать активные формы кислорода напрямую либо 
в реакциях, катализируемых супероксид дисмутазой 
(СОД) и аскорбат пероксидазой (АП), обеспечивая защиту 
компонентов фотосинтеза, расположенных в строме хло-
ропласта (Foyer, Shigeoka, 2011; Gallie, 2013). Уровень AК 
в листьях пшеницы в условиях водного стресса поддержи-
вается в основном путем регенерации ее окисленных форм 
дегидроаскорбат редуктазой (ДГАР) (Bartoli et al., 2005). 
Для регенерации аскорбата ДГАР использует восстанов-
ленный глутатион (ГSH), который поддерживается в этом 
состоянии за счет НАДФН в реакции, катализируемой 
глутатион редуктазой (ГР). Комплекс реакций образования 
Н2О2, ее детоксикации и регенерации аскорбата в хло-
ропластах, включающий СОД, АП, ДГАР и ГР, называют 
аскорбат-глутатионовым (АК-ГSH) циклом (Asada, 1999), 
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протекающим в различных компартментах клеток. Наряду 
с ферментами АК-ГSH цикла важную роль в контроле 
накопления Н2О2 в листьях пшеницы играет каталаза 
(Luna et al., 2005). В целом высокий антиоксидантный 
потенциал считается полезным для растений, так как по-
вышает их толерантность к различным стрессам (Foyer, 
Shigeoka, 2011).

Устойчивость фотосинтетического аппарата растений 
формируется за счет изменения концентрации и пере-
распределения зеленых и желтых пигментов в свето-
собирающем комплексе и/или в реакционном центре 
фотосистем. Важную роль здесь играют каротиноиды, 
которые участвуют в тушении триплетного состояния 
хлорофилла и предотвращают образование синглетного 
кислорода (Бухов, 2004).

Липоксигеназа, катализирующая присоединение 
молекулярного кислорода к полиненасыщенным жир-
ным кислотам, может окислять липиды тилакоидных 
мембран. Это способствует деградации каротиноидов 
и хлорофиллов и отрицательно влияет на эффективность 
фотохимического использования энергии. Вместе с тем 
липоксигеназа защищает фотосинтетический аппарат при 
стрессе, участвуя в нефотохимическом тушении флюорес-
ценции хлорофилла путем окисления ксантофилов в виа-
лаксантиновом цикле (Jarén-Galán, Minguez-Mosquera, 
1997), а также инициируя октадеканоидные защитные 
и сигнальные пути (Schaller, 2001).

Целью данной работы было сравнить линию 821 
с интрогрессиями от T. timopheevii с исходным сортом 
по биомассе побега, ключевым параметрам газообмена 
и фотосинтеза, активности ферментов аскорбат-глута-
тионового цикла, каталазы и липоксигеназы в условиях 
различного водообеспечения.

Материалы и методы
Объектом исследования служила линия 821, обладающая 
устойчивостью к бурой ржавчине и несущая маркирован-
ные молекулярными маркерами интрогрессии. Эта линия 
была получена скрещиванием сорта мягкой пшеницы С29 
с тетраплоидной пшеницей T. timopheevii ssp. viticulosum, 
последующим однократным беккроссированием на исход-
ный сорт и отбором в потомстве цитологически стабиль-
ных, устойчивых к листовой ржавчине форм (Budashkina 
et al., 1988). Рекомбинантными являются хромосомы 2А, 
2В (интрогрессии в короткое и частично – длинное плечо) 
и 5А (интрогрессия в субтеломерную область длинного 
плеча) (Leonova et al., 2001). Контролем служил роди-
тельский сорт С29.

Растения выращивали в почвенном субстрате в контро-
лируемых условиях: 16-часовой фотопериод, влажность 
воздуха – 60 % и температурный режим – 23 °С/16 °С 
(день/ночь). Условия поддерживались проходной кли-
матической камерой CLF Plant Master (CLF Plant Cli-CLF Plant Master (CLF Plant Cli- Plant Master (CLF Plant Cli-CLF Plant Cli- Plant Cli-Plant Cli- Cli-Cli-
matic GMBH, Вертинген, Германия), установленной на GMBH, Вертинген, Германия), установленной наGMBH, Вертинген, Германия), установленной на, Вертинген, Германия), установленной на 
фитотроне СИФИБР СО РАН. Растения (по 10 зерен на 
образец) выращивали в сосудах Митчерлиха, заполненных 
почвенным субстратом (4 кг), при двух режимах водообес-
печения – оптимальном и вододефицитном. Оптимальный 
режим соответствовал 60 %-му, а дефицитный – 30 %-му 
содержанию воды от полной почвенной влагоемкости, 

которую определяли, как описано в руководстве (Жур-
бицкий, 1968). Водный режим поддерживали весовым 
методом, взвешивание проводили дважды в неделю. Де-
фицитный водный режим создавали начиная со стадии 3 
листьев и поддерживали до окончания эксперимента на 
стадии стеблевания, когда проводился отбор растительно-
го материала для анализов. Данная схема водообеспечения 
приблизительно соответствует естественным условиям 
выращивания яровой пшеницы в Западной Сибири, для 
которых характерна ранняя засуха. Все параметры изу-
чали на стадии стеблевания. Биомассу главного побега 
определяли не менее чем у восьми растений. Показатели 
газообмена и фотосинтеза изучали на флаговых листьях 
растений с помощью портативной системы GFS-3000 
(HeinzWalzGmbH, Эффельтрих, Германия) для изучения 
газообмена и флюоресценции хлорофилла. Измеряли сле-
дующие показатели: скорость транспирации, устьичную 
проводимость, скорость ассимиляции СО2, или нетто-
фотосинтез, потенциальную и реальную эффективность 
фотосистемы ����, скорость транспорта электронов в фото-
системе 2 и нефотохимическое тушение флюоресценции. 
Эффективность использования воды была рассчитана 
как отношение нетто фотосинтез/транспирация. Все 
параметры измеряли в листьях шести растений каждого 
генотипа и при каждом режиме водообеспечения. У каж-
дого растения все параметры измеряли не менее 8 раз. 
Содержание листовых пигментов (хлорофиллов а и b 
и каротиноидов) измеряли по методике Wettstein (1957) 
в листьях трех растений каждого генотипа и при каждом 
режиме водообеспечения. В каждом растении содержание 
пигментов определяли трижды. Ферментные экстракты 
получали из листьев трех отдельных растений каждого 
поливного варианта по ранее описанному методу (�sipova 
et al., 2013). 

Активность ферментов определяли спектрофотоме-
трически с помощью микропланшетного ридера ��nfinite 
M200 PR� (Tecan Group Ltd., Маннедорф, Швейцария) 
в трех аналитических повторностях. При определении 
активности АП, ДГАР, ГР, КАТ и ЛОГ использовали УФ-
прозрачные микропланшеты (Greiner Bio-�ne GmbH, 
Фриккенхаузен, Германия). Во всех случаях реакционная 
среда объемом 200 мкл содержала 10 мкл ферментного 
экстракта с известным содержанием белка, которое 
определяли по Bradford (1976) с использованием бычь-
его сывороточного альбумина (Sigma-Aldrich, Германия) 
в качестве стандарта. Активность АП (КФ 1.11.1.11) опре-
деляли, отслеживая снижение A290 в реакционной смеси, 
содержащей 50 мМ натрий-фосфатный буфер (рН 7,0), 
0,5 мМ аскорбиновую кислоту (Sigma-Aldrich, США) и 
0,1 мМ H2�2 (коэффициент экстинкции Е = 2,8 mM–

 

1cm–1) 
(Nakano, Asada, 1981). Активность ДГАР (КФ 1.8.5.1) 
определяли по увеличению A265 в реакционной среде, 
содержащей 50 мМ натрий-фосфатный буфер (рН 7,0), 
0,2 мМ дегидроаскорбат (Sigma-Aldrich, США) и 2,5 мМ 
восстановленный глутатион (Reanal Private Ltd., Буда-
пешт, Венгрия) (Е = 14 mM–1cm–1) (Baier et al., 2000). 
Активность ГР (КФ 1.6.4.2) определяли, отслеживая окис-
ление НАДФН при 340 нм (Е = 6,2 mM–1cm–1) в 50 мМ 
натрий-фосфатном буфере (рН 7,8), содержащем 1 мМ 
НАДФН (Sigma-Aldrich, США) и 1 мМ окисленного 
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глутатиона (Reanal Private Ltd., Будапешт, Венгрия) (dee 
Lamotte, 2000). Активность КАТ (КФ 1.11.1.6) опреде- 2000). Активность КАТ (КФ 1.11.1.6) опреде-
ляли, отслеживая разрушение H2�2 (Е = 42,5 mM–1cm–1) 
при 240 нм в 50 мМ натрий-фосфатном буфере (рН 7,0), 
содержащем 10 мМ H2�2 (Aebi, 1984). Активность ЛОГ 
(КФ 1.13.11.12) определяли, измеряя скорость образования 
пероксидов жирных кислот при 234 нм по методике, опи-
санной ранее (Пермякова и др., 2010), модифицированной 
для микропланшетного ридера. Активность ферментов 
представлена в мкМ субстрата на мг белка в минуту при 
25 °C. Общую активность СОД (КФ 1.15.1.1) определяли 
по способности фермента ингибировать фотохимическое 
восстановление нитросинего тетразолия (NBT) по извест-
ной методике (Giannopolitis, Ries, 1977) c некоторыми 
модификациями (Полесская и др., 2004). Реакционная 
смесь (200 мкл) содержала 50 мМ натрий-фосфатного 
буфера (рН 7,8), 13 мМ метионина (Reanal Private Ltd., 
Будапешт, Венгрия), 2 мкМ рибофлавина (Reanal Private 
Ltd., Будапешт, Венгрия), 63 мкМ NBT (Sigma-Aldrich, 
США), 0,1 мкМ этилендиаминтетрауксусной кислоты 
и 10 мкл ферментного экстракта. За единицу активности 
СОД принимали количество фермента, способного на 
50 % подавить реакцию восстановления NBT.

Для оценки достоверности эффектов генотипа и ус-
ловий водообеспечения на физиологические показатели 
растений применяли двухфакторный дисперсионный 
анализ. Однофакторная модель использовалась для 
сравнительной оценки средних одного генотипа. Расчеты 
проводили с помощью программы MS Excel.

Результаты
Водный дефицит угнетающе действовал на формиро-
вание биомассы побега как сорта С29, так и линии 821, 

однако родительский сорт превосходил линию по этому 
признаку независимо от условий выращивания (табл. 1). 
Они существенно различались по скорости транспирации 
в оптимальных условиях водоснабжения: у линии 821 
она была в 4 раза выше. В условиях водного дефицита 
скорость транспирации у линии 821 снизилась в 2 раза, 
тогда как у сорта С29 – увеличилась в 1,8 раза. Это нети-
пично для большинства растений и, вероятно, связано со 
специфической реакцией на водный дефицит высокозасу-
хоустойчивого сорта С29. Такие же тенденции наблюдали 
для устьичной проводимости: в оптимальных условиях 
устьичная проводимость у линии 821 была почти в 5 раз 
выше по сравнению с С29, снижаясь в условиях вододе-
фицита в 2 раза. У С29 в условиях водного стресса этот 
показатель, наоборот, увеличивался. Ассимиляция СО2 
в оптимальных условиях у линии 821 была в 3 раза выше, 
чем у С29. Хотя двухфакторный анализ не выявил досто-
верных различий между средними значениями скорости 
ассимиляции в разных условиях водоснабжения (табл. 1), 
анализ достоверности различий между средними значе-
ниями каждого генотипа в контрастных условиях (одно-
факторная модель) показал их существенность (для С29 
F = 14,7; для линии 821 F = 179,1, p < 0,001). При обоих 
вариантах водоснабжения эффективность использования 
воды у линии 821 была снижена по сравнению с исходным 
сортом, который, как отмечали его создатели (Ильина, 
1989), обладает способностью сохранять высокую водо-
удерживающую способность листьев при засухе.

Два генотипа значимо различались по содержанию хло-
рофиллов a и b, причем сорт С29 независимо от условий 
выращивания содержал больше хлорофилла, как а так 
и б (табл. 2). Содержание хлорофилла a у С29 и линии 
821 одинаково снижалось в вододефицитных условиях 

таблица 1. Средние зна�ения массы по�ега и показателей фотосинтеза у родител��ского сорта Саратовская 29 (С29� и линии 
�21 с интрогрессиями от T. timopheevii в контрастных условиях полива

условия  
выращивания

�асса по�ега�� г Ст (mmol m–2s–1� у� (mmol m–2s–1� С� (μmol m–2s–1� ЭИВ (A/E�

С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21

�олив 4���2 3��4� 0��31� 1��302 22��4 102��0 1���4 5��2� 6��4 4��1

Засуха 3��02 2��62 0��520 0��693 3���9 50��9 2��94 3��55 6��� 5��4

FG 14��2*** 130���*** 134���*** 165��0*** 1���3***

FE 34��0*** 16��2*** 19��2*** 4��0 н/д 3��3 н/д

***p < 0��001; н/д – статисти�ески недостоверно. Ст – скорост�� транспирации; у� – уст��и�ная проводимост��; С� – скорост�� ассимиляции СО2; ЭИВ – эф-
фективност�� испол��зования воды. 

таблица 2. Средние зна�ения содержания пигментов листа (мг/г сырой массы� у родител��ского сорта Саратовская 29 (С29� 
и линии �21 с интрогрессиями от T. timopheevii в контрастных условиях полива

условия выращивания Хлорофилл a Хлорофилл b ��аротиноиды

С29 �21 С29 �21 С29 �21

�олив 2��4 2��1 0��91 0���5 0��4� 0��4�

Засуха 2��1 1��� 1��0 0���� 0��56 0��44

FG 6��03* 9��61** ���5�**

FE ���60** 0��11 н/д 0��9� н/д

*p < 0��05; **p < 0��01; н/д – статисти�ески недостоверно.
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(табл. 2), тогда как хлорофилла b снижалось только у ли-
нии 821. По содержанию каротиноидов в оптимальных 
условиях генотипы не различались. 

В условиях вододефицита в листьях С29 содержалось 
больше каротиноидов, что подтвердил однофакторной 
анализ этого признака (F = 8,7; p < 0,05). Более высокое 
содержание хлорофиллов и способность поддерживать 
высокий уровень каротиноидов в условиях дефицита 
воды, вероятно, способствуют лучшей адаптации фото-
синтетического аппарата С29 по сравнению с линией 821.

Линия 821 уступала сорту С29 по реальной эффектив-
ности фотосинтеза и скорости транспорта электронов 
в фотосистеме ���� независимо от условий выращивания 
(табл. 3). Потенциальная эффективность фотосистемы ���� 
не отличалась у двух генотипов и достоверно возрастала 
в вододефицитных условиях. Нефотохимическое тушение 
флюоресценции было выше у линии 821. 

В оптимальных условиях линия 821 существенно отли-
чалась от исходного сорта по активности двух (АП и ЛОГ) 
из шести изученных ферментов, которая у линии была 
ниже в 1,7 и 2,4 раза соответственно (табл. 4). В условиях 
вододефицита линия 821 существенно уступала исход-
ному сорту по активности ДГАР, АП и ГР, ферментов, 
играющих важную роль в поддержании восстановленного 
состояния редокс-пар «аскорбиновая кислота / дегидро-
аскорбиновая кислота» и «восстановленный глутатион /
окисленный глутатион» и контролирующих в клетках 
уровень Н2О2. По активности ЛОГ реакция на стресс 
кардинально различалась у двух генотипов. В листьях 
линии 821 активность ЛОГ значительно (почти в 4 раза) 
возрастала, а у С29, напротив, снижалась. Такое резкое 
повышение активности ЛОГ у менее устойчивого к засухе 

генотипа, вероятно, может объясняться необходимостью 
активизации защитных механизмов, связанных с липид-
ным катаболизмом.

Обсуждение
Сорт яровой пшеницы С29, созданный в конце 1950-х го-
дов в НИИСХ Юго-Востока, широко возделывался в СССР 
и до сих пор является непревзойденным по занимаемым 
площадям посевов. Он также вовлекался в разнообразные 
научные исследования и послужил генетической основой 
цитогенетических коллекций и коллекций интрогрессив-
ных линий пшеницы (Budashkina, 1988; Arbuzova et al., 
1996). Сорт хорошо изучен по морфологическим призна-
кам и отличается высокой засухоустойчивостью (Ильина, 
1989). К отрицательным свойствам сорта относится его 
низкая устойчивость к грибным заболеваниям. Для улуч-
шения этого признака в сорт путем гибридизации были 
интрогрессированы участки генома тетраплоидного вида 
T. timopheevii (Budashkina, 1988), обладающего комплекс-
ной устойчивостью к ряду фитопатогенов. Линия 821 
из этой коллекции обладает устойчивостью к листовой 
ржавчине (Леонова и др., 2008) и несет интрогрессии 
в хромосомы 2А, 2В и 5А, выявленные с помощью мик-
росателлитных маркеров (Leonova et al., 2001). Также 
обнаружено, что эта линия имеет высокое содержание 
клейковины в зерне и отличные хлебопекарные качества 
(Обухова и др., 2008). 

Как показали наши исследования, у линии 821 инт-
рогрессии в хромосомы 2А, 2В и 5А оказали влияние 
на физиологические и биохимические характеристики 
флагового листа и ее устойчивость к водному дефициту. 
Интрогрессии привели к существенному увеличению 

таблица 3. Средние зна�ения параметров фл�оресценции хлорофилла у родител��ского сорта Саратовская 29 (С29� и линии 
�21 с интрогрессиями от T. timopheevii в контрастных условиях полива

условия
выращивания

�ЭФ РЭФ СЭт (μmol∙электронов m–2s–1� НтФ

С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21

�олив 0���59 0���39 0��56� 0��4�� 3���0 32��� 0��25� 0��3�5

Засуха 0����6 0����6 0��55 0��494 36��� 33��1 0��2�2 0��304

FG 1��2 н/д �4��4*** �3��0*** 11���**

FE 46��4*** 0��5 н/д 0��6 н/д 1��4 н/д
**p < 0��01; ***p < 0��001; н/д – статисти�ески недостоверно. Эффективност�� фотосистемы ii�� �ЭФ – потенциал��ная�� РЭФ – реал��ная; СЭт – скорост�� 
транспорта электронов в фотосистеме 2; НтФ – нефотохими�еское тушение фл�оресценции.

таблица 4. Средние зна�ения активности дегидроаскор�ат редуктазы (ДГ�Р��� аскор�ат пероксидазы (����� глутатион 
редуктазы (ГР��� каталазы (���т��� супероксиддисмутазы (СОД� и липоксигеназы (лОГ�у родител��ского сорта Саратовская 29 (С29� 
и линии �21 с интрогрессиями от T. timopheevii в контрастных условиях полива

условия
выращивания

ДГ�Р �� ГР ���т СОД лОГ ∑ ДГ�Р�� ���� ГР�� ���т�� СОД

С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21 С29 �21

�олив �4��26 �2��95 136��3 �0��1 20��13 16��94 10��63 9��44 2���0 2��49 3��49 1��4� 244��0 1�1��9

Засуха 113���0 90��34 313��� 105��9 22���3 1���56 6��54 ���99 2��51 2��50 2���2 5���� 665��0 225��3

FG 4��9* 24��9*** 12��9** 1��9 н/д 25��4*** 0��9 н/д – –

FE 25���*** 23��1*** 2��0 н/д 25��4*** 16��9*** ���6** – –

*p < 0��05; **p < 0��01; ***p < 0��001; н/д – статисти�ески недостоверно. ∑ ДГ�Р�� ���� ГР�� ���т�� СОД – сумма активностей антиоксидантных ферментов.
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транспирации и устьичной проводимости линии 821, 
вследствие чего эффективность использования воды была 
существенно снижена по сравнению с исходным сортом. 
По имеющимся данным (Осипова и др., неопубл. дан-
ные), локусы количественных признаков, ответственные 
за устьичный контроль фотосинтеза, локализованы на 
хромосомах пшеницы второй гомеологической группы, 
и, вероятно, этот эффект обусловлен интрогрессиями 
в хромосомы 2А и 2В. У С29 в условиях водного дефицита 
почти пропорционально (в 1,6–1,7 раз) повышались все 
показатели газообмена, в отличие от линии 821, и, как 
следствие, ЭИВ в условиях стресса поддерживалась на 
высоком уровне. Наши результаты согласуются с данными 
ранее проведенного эксперимента, в котором сорт пшени-
цы С29 выращивался в условиях острой засухи, при 10 % 
влажности почвы от нормы. Было обнаружено, что в этих 
условиях не происходит значительного снижения асси-
миляции СО2 (Давыдов, 2007). Это объяснялось 1,5–3,0-
кратным увеличением числа устьиц на обеих сторонах 
листа во время засухи, что способствует поддержанию 
уровня ассимиляции СО2 в условиях снижения размеров 
и биомассы листа. 

Линия 821 уступала исходному сорту С29 по комплексу 
параметров, характеризующих ФСА: скорости транспорта 
электронов в фотосистеме ����, реальной эффективности 
фотосинтеза, содержанию хлорофиллов a и b, содержанию 
каротиноидов, которые участвуют в рассеивании излиш-
ней световой энергии и защищают фотосинтетический 
аппарат от фотоокисления. 

Интрогрессированная линия существенно отличалась 
от исходного сорта по активности ферментов, явля-
ющихся важными компонентами прооксидантных (ЛОГ) 
и антиоксидантных (КАТ, СОД, АП, ДГАР и ГР) систем. 
В условиях стресса суммарная активность ферментов-
антиоксидантов в листьях С29 была почти в 3 раза выше, 
чем у линии 821, а активность ЛОГ – в 2 раза ниже. 

Существенные различия в активности ДГАР, АП и ГР 
у изученных генотипов, вероятно, связаны с эффектом ин-
трогрессий в хромосомы 2А и 2В, так как ранее (�sipova 
et al., 2013) у межсортовых замещенных по хромосомам 
2-й гомеологической группы линий С29 (Janetzkis Probat) 
была обнаружена значительная вариабельность этого 
признака. Также известно, что структурные гены СОД 
находятся в длинных плечах хромосом 2-й гомеологи-
ческой группы (Neuman, Hart 1986). Li с коллегами (1999) 
выявили соответствующие генные последовательности.

Значительные различия в активности ЛОГ у изученных 
генотипов при поливе и при засухе свидетельствуют о том, 
что участки интрогрессии несут генетический фактор, 
определяющий активность этого фермента. Вероятно, он 
находится на рекомбинантном участке хромосомы 5АL, 
так как в этой области ранее были картированы гены го-
меоаллельной серии Lpx-2, кодирующие одну из изоформ 
этого фермента (Mc��ntosh et al., 2013). 

Таким образом, интрогрессия в три хромосомы сорта 
пшеницы С29 от T. timopheevii привела к повышению 
транспирации и устьичной проводимости, снижению 
эффективности использования воды, ключевых харак-
теристик фотосинтеза и антиоксидантной способности 
в тканях листа. В результате листья линии 821 в условиях 

дефицита воды подвядали, теряя тургор. Это говорит 
о том, что хромосомы 2A, 2B и 5A исходного сорта С29 
несут важные генетические факторы, обеспечивающие 
физиологические и биохимические механизмы высокой 
засухоустойчивости. Дальнейшее извлечение из геноти-
па линии 821 отдельных участков интрогрессии путем 
создания однохромосомных замещенных и изогенных 
линий позволит более подробно изучить генетический 
контроль физиологических и биохимических процессов, 
участвующих в адаптации к стрессу.
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The structures of Picea a�anensis �o�ulations were 
com�ared based on allozyme analysis of vegetative 
buds and mor�hometric analysis of generative organs. 
Six ceno�o�ulations of P. a�anensis were investigated 
in areas with various levels of volcanic im�act in the 
Kamchat�a Peninsula. The genetic structures of s�ruce 
�o�ulations and �henoty�es were determined by 
analysis of ten enzyme systems (PGM�� GOT�� HK�� LAP�� 
MDH�� SKDH�� IDH�� GDH�� PGI and SOD�. Phenoty�ic 
variability of s�ruce �o�ulations was estimated 
based on the com�osition of mor�hoty�es that were 
identified by using geometric mor�hometrics of 
cone-scale sha�es. Pairwise com�arison of sam�les 
of cones from 1�0 trees from six �o�ulations revealed 
12 mor�hoty�es differing in the sha�e of cone scales. 
com�arative assessment of variability and similarity of 
�o�ulations was carried out based on the frequency 
of occurrence of �henoty�es and frequency of alleles 
of �olymor�hic loci. correlations of the genetic and 
�henoty�ic distance matrices between different 
�henoty�es were revealed. This observation was 
consistent with the genetic determination of the sha�e 
of cone scales in s�ruce. Genetic differences between 
the mor�hoty�es with regard to nine �olymor�hic 
loci (Got-2�� Skdh-1�� Idh-2�� Pgm-2�� Mdh-1�� Mdh-3�� Pgm-
1�� Pgi-2�� and Hk� were not significant. Statistically 
significant differences between the mor�hoty�es were 
revealed for two loci�� Pgm-2 and Mdh-1. Differences in 
the genetic diversity of s�ruce �o�ulations generally 
corres�onded to differences in their �henoty�ic 
diversity. The high levels of genetic and �henoty�ic 
diversity characterized a stable �o�ulation structure 
of s�ruce in the area of wea� volcanic influence. 
changes in the genetic structure and low levels of the 
�henoty�ic diversity of s�ruce were observed under 
catastro�hic volcanic im�act.

Key words�� allozyme �olymor�hism; �henoty�ic 
diversity; cone mor�hology; Picea a�anensis.

�роведено сравнение структуры популяций ели аянской 
(Picea a�anensis� по резул��татам аллозимного анализа тканей 
вегетативных по�ек и морфометри�еского анализа генеративных 
органов. Исследовали шест�� ценопопуляций P. a�anensis�� 
произраста�щих на полуострове ��ам�атка в районах с разным 
уровнем вулкани�еского воздействия. Генети�еская измен�ивост�� 
ели определена на основании анализа 10 ферментных систем 
(PGM�� GOT�� HK�� LAP�� MDH�� SKDH�� IDH�� GDH�� PGI�� SOD�. Фенотипи�еское 
разноо�разие оценивали по составу морфотипов�� выделенных 
методами геометри�еской морфометрии по форме семенных 
�ешуй шишек. �ри попарном сравнении вы�орок шишек со 1�0 
дерев��ев из шести популяций �ыло выделено 12 морфотипов. 
�роведена сравнител��ная оценка разноо�разия и сходства 
популяций по �астоте встре�аемости морфотипов и �астоте 
аллелей полиморфных локусов. Выявлена корреляция матриц 
генети�еских и фенотипи�еских расстояний между группами 
дерев��ев разных морфотипов�� �то согласуется с генети�еской 
детерминацией формы семенных �ешуй шишек у ели. �о сово-
купности 9 полиморфных локусов (Got-2�� Skdh-1�� Idh-2�� Pgm-2�� 
Mdh-1�� Mdh-3�� Pgm-1�� Pgi-2�� Hk� генети�еские разли�ия между 
группами дерев��ев разных морфотипов �ыли незна�ител��ными. 
Достоверные разли�ия между морфотипами ели �ыли выявлены 
по двум локусам�� Pgm-2 и Mdh-1. Разли�ия в генети�еском разно-
о�разии популяций в основном согласу�тся с разли�иями в их 
фенотипи�еском разноо�разии. Высокий уровен�� генети�е-
ского и фенотипи�еского разноо�разия характеризует 
ста�ил��ну� популяционну� структуру ели в подзоне сла�ых 
пеплопадов. Изменения в генети�еской структуре и низкий 
уровен�� фенотипи�еского разноо�разия ели на�л�да�тся 
при катастрофи�еском вулкани�еском воздействии. 

��л��евые слова�� аллозимный полиморфизм; фенотипи�еская 
измен�ивост��; морфология шишек; Picea a�anensis.
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Проблема изучения и оценки феногенетической из-
менчивости и необходимость синтеза генетическо-
го и фенотипического анализа популяций являются 

одной из наиболее актуальных в популяционной биологии 
(Алтухов, 2003; Санников, Петрова, 2003, 2007). Система 
методов изучения таксономической структуры древесных 
растений на популяционно-генетической основе, объеди-
няющей принципы и методы фенотипического и генети-
ческого анализа популяций, разработана и апробирована 
на примере сосны обыкновенной С.Н. Санниковым и 
И.В. Петровой (2003, 2007). В качестве фенотипических 
маркеров для оценки внутри- и межвидовой дифферен-
циации разных представителей семейства Pinaceae, как 
правило, используют полигенные признаки генеративных 
органов, включая характеристики размеров и индексы 
формы шишек, семян и семенных чешуй (Мамаев, 1972; 
Фролов, 1993; Попов, 2005; Путенихин и др., 2005). 

Ключевым направлением исследований по феноге-
нетике растений является разработка количественных 
методов сопряженного фенотипического и генетического 
анализа популяций (Санников, Петрова, 2007). При оценке 
фенотипической изменчивости хвойных перспективным 
является анализ изменчивости генеративных органов 
растений методами геометрической морфометрии. Эф-
фективность этого подхода для анализа изменчивости и 
дифференциации популяций была показана на примере 
кедрового стланика (Pinus pumila (Pall.) Regel) (Vetrova, 
2013; Ветрова, Синельникова, 2014). 

Цель настоящей работы – анализ взаимосвязи аллозим-
ного и фенотипического разнообразия популяций ели аян-
ской (Picea ajanensis (Lindl. ex Gord.) Fisch. ex Carr. син. 
Picea jezoensis (Siebold et Zucc.). Исследовали природные 
популяции ели аянской на полуострове Камчатка. Ранее с 
помощью аллозимных и фенотипических маркеров нами 
получены данные, свидетельствующие о генетической и 
фенотипической гетерогенности популяций ели аянской 
в этом районе и о связи изменчивости со степенью вул-
канического воздействия (Ветрова и др., 2014). В задачи 
настоящей работы входило выделение морфотипов ели 
аянской по форме семенных чешуй шишек методами гео-
метрической морфометрии, сравнение генетических ха-
рактеристик морфологически различных групп деревьев 
на основе изоферментного анализа, оценка разнообразия 
и сходства популяций по частоте встречаемости морфоти-
пов и частоте аллелей полиморфных локусов.

Материалы и методы
В исследование включено шесть ценопопуляций ели аян-
ской из северных и южных районов «хвойного острова» 
Центральной Камчатки. Три северные ценопопуляции 
расположены в районах активного вулканизма: на юго-
западном подножии вулкана Шивелуч (Е6) и на западном 
подножии вулкана Ушковский (Е1 и Е2), на территориях, 
вышедших в разное время из-под действия сухих ре-
чек, а три выборки (Е3, Е4 и Е5)  были расположены в 
зоне слабых пеплопадов в южном районе Центральной 
камчатской депрессии (ЦКД), в равнинных и долинных 
ельниках (табл. 1).

 Материалом для исследования послужили вегетатив-
ные почки и шишки, собранные с 28–30 деревьев в каждой 

из шести ценопопуляций в сентябре–октябре 2012 г. Все 
исследованные древостои были разновозрастными. Отбор 
образцов проводили на деревьях, высота которых состав-
ляла 5–7 м, а возраст, по данным дендрохронологического 
анализа, – 60–80 лет.

При анализе изменчивости формы семенных чешуй 
применяли методические указания по геометрической 
морфометрии, изложенные в обзорной статье И.Я. Пав-
линова и Н.Г. Микешиной (2002) и в монографии М. Zel-
ditch и др. (2004). Выполнена геометрическая морфомет-
рия семенных чешуй шишек у 170 деревьев ели аянской 
из шести  ценопопуляций. С каждого дерева выбирали по 
3 шишки, из средней части шишек брали по пять чешуй, 
затем из этих 15 образцов выбирали наиболее репрезента-
тивные пять чешуй для каждого дерева. Расстановку меток 
и определение их координат выполняли на сканированных 
изображениях чешуй с помощью экранного дигитайзера 
(Rolf, 2010). 

Семенные чешуи относятся к билатерально симмет-
ричным структурам, поэтому для характеристики их 
формы были выбраны 11 меток на одной стороне чешуй. 
На рис. 1 показана расстановка меток по контуру чешуй 
в соответствии с угловым алгоритмом. Метки 1 и 2 были 
поставлены на оси симметрии у основания и верхушки 
чешуй (рис. 1, а), метка 3 соответствует точке изгиба 
оттянутой верхушки чешуй, метка 4 – точке пересечения 
боковой линии чешуй с линией, проведенной перпенди-
кулярно оси симметрии из ее центра. Остальные метки (5, 
6, 7, 8, 9, 10 и 11) расставлены в соответствии с угловым 
алгоритмом: под углом 20, 35, 50, 70, 115, 135 и 155 гра-
дусов к оси симметрии соответственно (рис. 1, a). 

Исходные координаты меток нормировали с помощью 
Прокрустова совмещения выборки чешуй со средней 
конфигурацией в программе CoordGen6 (Sheets, 2001). 
Обработку и анализ данных проводили с помощью пакета 
��MP-программ (��ntegrated Morphometrics Programs). Для 
выделения морфотипов индивидуальные выборки семен-
ных чешуй со всех 170 деревьев сравнивали попарно в 
программе Twogroup по критерию Гудолла (Goodall’test) 
для частных Прокрустовых расстояний с использованием 
бутстрэп-ресамплинга (Sheets, 2001). К разным морфоти-
пам по форме семенных чешуй относили деревья, образцы 
чешуй шишек которых по критерию Гудолла достоверно 
различались при уровне значимости p ≤ 0,05. Деревья 
сходных морфотипов объединялись в группы, которые 
сравнивались по генетическому разнообразию. По со-
ставу и частоте морфотипов были рассчитаны показатели 
фенотипического разнообразия (μ) и сходства популяций 
(r), фенотипические расстояния (D) между выборками 
(Животовский, 1991) по формулам, приведенным ниже: 

μ = 
   m
∑√pi 

   i=1

2

; r = 
 m
∑√pi qi
i=1

; D = 2√2
    �  √1 – r,

где m – общее число морфотипов, обнаруженных во всех 
выборках; pi, qi – частоты морфотипов в сравниваемых 
популяциях. 

Генетическая изменчивость ели определялась с помо-
щью аллозимного анализа тканей вегетативных почек. 
Гомогенизацию вегетативных почек для изоферментного 
анализа осуществляли в 1–2 каплях экстрагирующего 
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буфера 0,05 М Трис-HCl pH 7,7, со-
держащего дитиотрейтол (0,06 %), 
трилон Б (0,02 %) и β-меркаптоэта-
нол (0,05 %). Разделение экстрактов 
проводили методом горизонтального 
электрофореза в 13 %-м крахмальном 
геле. Каждый экстракт исследовали в 
трех буферных системах: морфолин-
цитратной, рН = 7,0 (Clayton, Tretiak, 
1972), трис-цитратной, рН = 8,5/гид-
роокись лития-боратной, рН = 8,1 
(Ridgwаy et al., 1970) и трис-ЭДТА-
боратной, рН 8,6 (Markert, Faulhaber, 
1965). Гистохимическое окраши-
вание ферментов осуществляли по 
стандартным методикам (Brewer, 
1979; Vallejos, 1983; Гончаренко, 
Падутов, 1988; Manchenko, 1994), 
адаптированным к объекту изучения. 
Выявленные зоны активности фер-
ментов, как и кодирующие их локусы, 
нумеровали в порядке убывания их 
электрофоретической подвижности. 
Аллели обозначали в соответствии 
с подвижностью кодируемых ими 
аллозимов относительно наиболее 
распространенного аллозима, под-
вижность которого принимали за 100 
(Айала, 1984). На рис. 2. представ-
лены примеры электрофореграмм 
изоцитратдегидрогеназы и глута-
матоксалоацетаттрансаминазы ели 
аянской.

В ходе предварительного анали-
за в образцах почек из камчатских 
популяций ели аянской нами было 
идентифицировано 15 изофермент-
ных локусов (Ветрова и др., 2014), 

таблица 1. Характеристика про�ных площадей�� на которых проводили с�ор материала

��од  
вы�орки

Географи�еские  
координаты �оложение в рел��ефе

е1 56°03’09’’ с.ш.
160°03’02’’ в.д.

Северная �аст�� Ц��Д�� поднож��е вулкана ушковский�� старое русло сухой ре�ки�� 1�5 м над ур. моря

е2 56°03’0�’’ с.ш.
160°00’4�’’ в.д.

Северная �аст�� Ц��Д�� окр. пос. ��озыревск�� равнинное местоо�итание�� 1�0 м над ур. моря

е3 55° 04’ 3�’’ с.ш.
15�° 53’13’’ в.д.

Средняя �аст�� Ц��Д�� равнинное местоо�итание�� 1�6 м над ур. моря

е4 55° 36’ 16’’ с.ш.
159° 2�’ 40’’ в.д.

Средняя �аст�� Ц��Д�� равнинное местоо�итание�� 90 м над ур. моря

е5 55° 19°’ 39’’ с.ш.
159°15’ 11’’ в.д.

Средняя �аст�� Ц��Д�� надпойменная терраса р. ��ам�атка�� 145 м. над ур. моря

е6 56 °32’ 11’’ с.ш.
161° 02’ 15’’ в.д.

Северная �аст�� Ц��Д�� поднож��е вулкана Шивелу��� �го-западный склон�� 150 м над ур. моря

Ц��Д – Централ��ная ��ам�атская депрессия.
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рис. 1. Геометри�еская морфометрия семенных �ешуй шишек ели аянской�� а – расстановка 
меток по контуру �ешуй; б – совмещение вы�орки �ешуй (N = 1�0� со средней конфигура-
цией методом скол��зящей �азовой линии; в – ду�лирование и отражение от оси симметрии 
координат меток для полу�ения полного изо�ражения �ешуй.
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рис. 2. Электрофореграммы изоцитратдегидрогеназы (а� и глутаматоксалоацетаттрансами-
назы (б� ели аянской.
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ные в этих локусах альтернативные 
основному аллели встречаются не во 
всех морфотипах (табл. 2). Два из них, 
Pgi-266 и Pgi-290, являются редкими: 
Pgi-266 отмечен только в морфотипе 
���� (частота 1,3 %), Pgi-290 – только 
в морфотипе V (частота 3,1 %). Еще 
один редкий аллель обнаружен в ло-
кусе Pgm-1 (Pgm-196), он отмечен 
только в морфотипе �� (2,1 %). Всего 
в 15 локусах выявлено 27 аллелей.

Сравнение морфотипов ели на 
достоверность различий между 
ними по частотам аллелей девяти 
полиморфных локусов показали, 
что по совокупности этих локусов 
различия были несущественные, 
однако по двум локусам (Pgm-2 
и Mdh-1) выявлены различия для 8 
пар сравниваемых морфотипов на 
уровне значимости p ≤ 0,05 (табл. 3). 
Достоверные различия по частотам 
аллелей локуса Pgm-2 выявлены при 
сравнении морфотипа V���� со всеми 
остальными морфотипами, а раз-
личия по частотам аллелей локуса 
Mdh- 1 выявлены между морфотипа-
ми V, ���� и ������ (табл. 3). 

Параметры генетического разно-
образия для деревьев каждого из вы-
деленных морфотипов ели аянской 
приведены в табл. 4. Из представ-
ленных данных видно, что процент 
локусов, обнаруживающих изменчи-
вость, варьирует в группах деревьев, 
выделенных по форме семенных 
чешуй, от 40 % до 60 %. Среднее 
число аллелей на локус изменяется 
от 1,400 до 1,667, эффективное число 
аллелей – от 1,202 до 1,307. Средние 
значения наблюдаемой и ожидаемой 
гетерозиготности варьируют в пре-
делах от 0,120 до 0,183 и от 0,124 
до 0,181 соответственно. Наиболее 
высокие значения практически всех 
показателей генетического разнооб-
разия наблюдаются в группе деревьев 
морфотипа V, наиболее низкие – у де-
ревьев морфотипа V���� (табл. 4). Вы-
борка деревьев с морфотипом ��X при 
низких значениях полиморфности 
и среднем числе аллелей на локус 
характеризуется довольно высокой 
наблюдаемой гетерозиготностью.

Оценка степени генетической 
дифференциации основных семи 
изученных морфотипов ели аянской 
проводилась на основе генетических 
расстояний � (Nei, 1972), рассчи-
танных по частотам аллелей всех 

i ii iii iV V Vi

Vii Viii iX X Xi Xii

рис. 3. Разноо�разие форм семенных �ешуй шишек в исследованных популяциях  
P. a�anensis. 
Цифрами о�озна�ены номера морфотипов.

которые ранее использовались в качестве маркеров в генетических исследова-
ниях этого вида (Potenko, 2007). Был выполнен электрофоретический анализ 
десяти ферментных систем: фосфоглюкомутазы (PGM, EC 2.7.5.1), глутама-
токсалоацетаттрансаминазы (GOT, EC 2.6.1.1), гексокиназы (HK, 2.7.1.1), лей-
цинамипептидазы (LAP, EC 3.4.11.1), малатдегидрогеназы (MDH, EC 1.1.1.37, 
шикиматдегидрогеназы (SKDH, EC 1.1.1.25), изоцитратдегидрогеназы (IDH, 
EC 1.1.1.42), глутаматдегидрогеназы (GDH, EC 1.4.2.3), фосфоглюкоизомеразы 
(PGI, EC 5.3.1.9) и супероксиддисмутазы (SOD, 1.15.1.1). 

Для определения генетического разнообразия групп деревьев, выделенных 
по сходству формы семенных чешуй, так же как и для ценопопуляций ели, по 
15 локусам рассчитывали общепринятые показатели изменчивости: процент 
полиморфных локусов (P), среднее число аллелей на локус (Na), эффективное 
число аллелей (Ne), среднюю наблюдаемую (Но) и ожидаемую (Нe) гетеро-
зиготности. Генетическую структуру морфотипов и популяций определяли с 
помощью показателей F-статистик Райта (Guries, Ledig, 1982). Количественную 
оценку степени генетических различий между морфотипами производили по 
методу, предложенному М. Неи (Nei, 1972). Расчет показателей осуществлялся 
в компьютерной программе GenAlex 6 (Peakall, Smouse, 2006). Для оценки 
достоверности генетических различий между морфотипами по частотам ал-
лелей 15 локусов использовали критерий χ2.

Результаты
При попарном сравнении индивидуальных выборок шишек со 170 деревьев 
было выделено 12 морфологических форм ели по конфигурации семенных 
чешуй. Средние конфигурации всех морфотипов семенных чешуй, полученные 
в программе CoordGen6f (Sheets, 2001), показаны на рис. 3. 

Частота встречаемости разных морфотипов в общей выборке деревьев ели 
варьирует от 1,2 % до 24 %. Наибольшая частота встречаемости отмечена для 
двух морфотипов: ���� (23,5 %) и ������ (24,1 %). К редким морфотипам относятся 
X, X�� X���� c частотой встречаемости 1,2 %, а также ��V и V������ (1,8 %). 

Частоты аллелей изученных изоферментных локусов у выделенных мор-
фотипов ели аянской приведены в табл. 2. Мономофными являются шесть из 
пятнадцати проанализированных изоферментных локусов ели аянской (Got-1, 
Lap-2, Mdh-2, Sod-1, Sod-2, Gdh). К категории высокополиморфных относятся 
четыре локуса (Got-2, Skdh-1, Idh-2, Pgm-2), среднеполиморфных – три локуса 
(Mdh-1, Mdh-3, Pgm-1). Два локуса (Pgi-2, Hk) слабополиморфны. Обнаружен-
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таблица 2. Частоты аллелей 15 изоферментных локусов в группах дерев��ев � основных морфотипов ели аянской

локус �ллел��
�орфотипы (�исло о�разцов�

i (24� ii (40� iii (41� V (16� Vi (21� Vii (10� iX (6� (6�

Got-1 100 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000

Got-2 100 0��542 0��4�� 0��59� 0��500 0��4�6 0��500 0��41�

104 0��45� 0��513 0��402 0��500 0��524 0��500 0��5�3

Lap-2 100 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000

Skdh-1 �0 0��354 0��43� 0��341 0��43� 0��35� 0��400 0��41�

100 0��646 0��563 0��659 0��563 0��643 0��600 0��5�3

Mdh-1 91 0��0�3 0��063 0��061 0��1�� 0��119 0��050 0��000

100 0��91� 0��93� 0��939 0���13 0����1 0��950 1��000

Mdh-2 100 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000

Mdh-3 6� 0��104 0��100 0��061 0��031 0��04� 0��050 0��16�

100 0���96 0��900 0��939 0��969 0��952 0��950 0���33

Idh-2 55 0��2�1 0��23� 0��256 0��156 0��23� 0��150 0��16�

100 0���29 0���63 0���44 0���44 0���62 0���50 0���33

Sod-1 100 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000

Sod-2 100 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000

Gdh 100 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000 1��000

Pgm-1 96 0��021 0��000 0��000 0��000 0��000 0��000 0��000

100 0���33 0���50 0���25 0���19 0���10 0���50 0��91�

10� 0��146 0��150 0��2�5 0��2�1 0��190 0��150 0��0�3

Pgm-2 100 0��354 0��43� 0��402 0��344 0��452 0��100 0��5�3

105 0��646 0��563 0��59� 0��656 0��54� 0��900 0��41�

Pgi-2 66 0��000 0��013 0��000 0��000 0��000 0��000 0��000

90 0��000 0��000 0��000 0��031 0��000 0��000 0��000

100 1��000 0��9�� 1��000 0��969 1��000 1��000 1��000

Hkk 90 0��000 0��000 0��012 0��063 0��000 0��000 0��000

100 0��95� 0��9�5 0��963 0��906 0��952 1��000 1��000

110 0��042 0��025 0��024 0��031 0��04� 0��000 0��000

В ско�ках указано �исло о�разцов.

проанализированных изоферментных локусов. Из пред-
ставленных в табл. 5 данных видно, что генетическое рас-
стояние � между группами деревьев разных морфотипов 
варьирует в достаточно широком диапазоне значений: 
от 0,001 до 0,020. Самыми близкими по генетической 
структуре (� = 0,001–0,002) оказались морфотипы ��, ����, 
������ и V��. Наиболее сильно отличаются по генетической 
структуре друг от друга (� = 0,020) морфотипы V���� и ��X. 
Различия между морфотипами по генетической структуре 
согласуются с их различиями по форме чешуй, коли-
чественным выражением которых служат Прокрустовы 
расстояния (табл. 5).

Корреляция между матрицами фенотипических и гене-
тических расстояний, рассчитанная по ранговому коэффи-
циенту корреляции Спирмена, составляет +0,40 (p = 0,01). 
Из этого следует, что чем сильнее различия деревьев ели 

по форме семенных чешуй шишек, тем больше вероят-
ность генетических различий между ними.

Популяции различались по составу и частотам мор-
фотипов. В каждой ценопопуляции представлено от 5 до 
7 морфотипов по форме семенных чешуй шишек, при 
этом обычно доминируют 1–2 морфотипа. Отметим, что 
четыре из 12 морфотипов, в том числе 3 редких, встреча-
ются только в северной группе выборок. Так, морфотип 
V����, генетически отличающийся от всех морфотипов по 
частотам аллелей локуса Pgm-2, обычен под вулканом 
Шивелуч (выборка Е6) и отмечен под Ушковским вулка-
ном (выборка Е1), морфотип ��V – во всех трех северных 
выборках (Е1, Е2 и Е6), морфотип X – только в Е1, мор-
фотип X���� – только в Е2. Два морфотипа встречаются 
только в южной группе популяций: редкий морфотип 
X�� – только в Е4, а морфотип ��X обычен только в Е5 и не 
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встречается в других популяциях. Эти фенотипические 
различия между южной и северной группами популяций, 
вероятно, могут быть следствием их генетической диф-
ференциации в прошлом. 

Показатели фенотипического и генетического разно-
образия популяций приведены в табл. 6. Различия в гене-
тическом разнообразии выборок в основном согласуются 
с различиями в их фенотипическом разнообразии по 
форме семенных чешуй. Наиболее высокий уровень гене-

тической изменчивости и фенотипического разнообразия 
наблюдаются в самой южной из включенных в анализ це-
нопопуляций ели (Е3), расположенных в подзоне слабых 
пеплопадов (табл. 6). Высокий уровень наблюдаемых ге-
терозиготности и фенотипического разнообразия отмечен 
и в другой выборке (Е5) из этого района (табл. 6).

Самый низкий уровень и генетического, и фенотипи-
ческого разнообразия отмечен в ценопопуляции ели с под-
ножья вулкана Ушковский (Е1), которая характеризует 

таблица 3. Резул��таты сравнения морфотипов ели аянской по �астотам аллелей локусов Pgm-2 и Mdh-1

�орфотипы локусы Число 
аллелей

χ2 df p �орфотипы локусы Число 
аллелей

χ2 df p

i-ii Mdh-1 2 0��199��199 1 0��65��65 i–V–VV Mdh-1 2 1��905 1 0��1����1��

Pgm-2 2 0���64���64 1 0��35��35 Pgm-2 2 0��009��009 1 0��924��924

i-iii Mdh-1 2 0��235��235 1 0��63��63 i–Vii–ViiVii Mdh-1 2 0��230��230 1 0��631��631

Pgm-2 2 0��29���29� 1 0��5�5��5�5 Pgm-2 2 4,530 1 0,033,033

i-iX Mdh-1 2 1��0�1 1 0��301��301 ii–iii–iiiiii Mdh-1 2 0��002��002 1 0��96���96�

Pgm-2 2 2��101 1 0��14���14� Pgm-2 2 0��204��204 1 0��651��651

ii-iX Mdh-1 2 0���93���93 1 0��3�3��3�3 ii–V–VV Mdh-1 2 4,032 1 0,045,045

Pgm-2 2 0���94���94 1 0��344��344 Pgm-2 2 0���30���30 1 0��362��362

iii-V Mdh-11 2 4,227 1 0,040,040 ii–Vi–ViVi Mdh-1 2 1��1�0 1 0��2�9��2�9

Pgm-2 2 0��335��335 1 0��563��563 Pgm-2 2 0��025��025 1 0����5����5

iii-Vi Mdh-1 2 1��263 1 0��261��261 ii–Vii–ViiVii Mdh-1 2 0��044��044 1 0���33���33

Pgm-2 2 0��2�5��2�5 1 0��594��594 Pgm-2 2 7,819 1 0,005,005

iii-Vii Mdh-1 2 0��035��035 1 0���52���52 V–Vi–ViVi Mdh-1 2 0��6�2��6�2 1 0��412��412

Pgm-2 2 6,525 1 0,011,011 Pgm-2 2 0����9����9 1 0��346��346

iii-iX Mdh-1 2 0����3����3 1 0��3�0��3�0 V–Vii–ViiVii Mdh-1 2 1��99� 1 0��15���15�

Pgm-2 2 1��401 1 0��236��236 Pgm-2 2 3,900 1 0,048,048

Vi-Vii Mdh-1 2 0���39���39 1 0��390��390 V–iX–iXiX Mdh-1 2 2��605 1 0��106��106

Pgm-2 2 7,511 1 0,006,006 Pgm-2 2 2��0�2 1 0��150��150

Vi-iX Mdh-1 2 1��5�4 1 0��210��210 Vii–iX–iXiX Mdh-1 2 0��619��619 1 0��431��431

Pgm-2 2 0��641��641 1 0��423��423 Pgm-2 2 8,667 1 0,003

df – �исло степеней сво�оды�� – �исло степеней сво�оды�� p – уровен�� зна�имости.

таблица 4. �араметры генети�еской измен�ивости основных морфотипов ели аянской�� выделенных по форме семенных 
�ешуй

�орфотипы  
(�исло о�разцов� P�� %�� % na ne Ho He F

i (24� 53��3 1��600 ± 0��163 1��2�1 ± 0��095 0��156 ± 0��046 0��16� ± 0��051 0��022 ± 0��041

ii (40� 60��0 1��600 ± 0��131 1��2�5 ± 0��102 0��1�� ± 0��05� 0��165 ± 0��052 –0��05� ± 0��019

iii (41� 53��3 1��600 ± 0��163 1��2�6 ± 0��09� 0��1�0 ± 0��054 0��166 ± 0��053 –0��031 ± 0��025

V (16� 60��0 1��66� ± 0��159 1��30� ± 0��09� 0��1�3 ± 0��060 0��1�1 ± 0��052 0��022 ± 0��0�0

Vi (21� 53��3 1��533 ± 0��133 1��2�� ± 0��099 0��162 ± 0��052 0��16� ± 0��052 0��01� ± 0��055

Vii (10� 46��� 1��46� ± 0��133 1��202 ± 0��0�6 0��120 ± 0��04� 0��124 ± 0��045 0��024 ± 0��0�6

iX (6� 40��0 1��400 ± 0��131 1��252 ± 0��099 0��1�� ± 0��0�9 0��144 ± 0��052 –0��125 ± 0��162

Среднее ± SE 52��4 ± 2��� 1��552 ± 0��054 1��2�2 ± 0��036 0��164 ± 0��021 0��159 ± 0��019 –0��015 ± 0��02�

P – процент полиморфных локусов; n – процент полиморфных локусов; nna – среднее �исло аллелей на локус; nne – эффективное �исло аллелей; HHo – на�л�даемая гетерозигот-
ност��; HHe – ожидаемая гетерозиготност��; F – индекс фиксации Райта.F – индекс фиксации Райта. – индекс фиксации Райта. 
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таблица 7. Генети�еские расстояния D (nei�� 19�2� и фенотипи�еские расстояния между изу�енными ценопопуляциями ели 
аянской 

Ценопопуляции е1 е2 е3 е4 е5 е6

е1 0 0��60� 0��5�1 0���01 0��631 0���09

е2 0��009 0 0��34� 0��52� 0��524 0��5�6

е3 0��005 0��013 0 0��421 0��455 0��623

е4 0��009 0��01� 0��016 0 0��596 0��626

е5 0��005 0��012 0��00� 0��005 0 0��53�

е6 0��015 0��024 0��00� 0��019 0��010 0

�равая верхняя �аст�� та�лицы – фенотипи�еские расстояния�� расс�итанные по составу и �астоте морфотипов; левая нижняя – генети�еские 
расстояния D nei. nei.nei..

таблица 5. Генети�еские расстояния D (nei�� 19�2� и фенотипи�еские (�рокрустовы� расстояния между изу�енными 
морфотипами ели аянской

�орфотипы i ii iii V Vi Vii iX

i 0 0��044 0��024 0��065 0��024 0��040 0��05�

ii 0��002 0 0��040 0��032 0��059 0��0�9 0��0�6

iii 0��002 0��003 0 0��052 0��045 0��046 0��0��

V 0��005 0��005 0��004 0 0��0�5 0��09� 0��114

Vi 0��002 0��001 0��002 0��003 0 0��041 0��035

Vii 0��00� 0��010 0��010 0��00� 0��011 0 0��063

iX 0��00� 0��004 0��010 0��013 0��006 0��020 0

�равая верхняя �аст�� та�лицы – �рокрустовы расстояния�� левая нижняя – генети�еские расстояния D по nei.

таблица 6. �араметры генети�еской измен�ивости изу�енных ценопопуляций ели аянской и их разноо�разие по форме 
семенных �ешуй шишек

Вы�орка P�� % na ne Ho He F μ ± Sμ

E1 46��6� 1��46� ± 0��133 1��256 ± 0��094 0��14� ± 0��04� 0��152 ± 0��050 –0��00� ± 0��034 3��621 ±  0��221

E2 53��33 1��600 ± 0��163 1��2�� ± 0��100 0��14� ± 0��049 0��16� ± 0��052 0��093 ± 0��06� 4���49 ± 0��199

E3 60��00 1��66� ± 0��159 1��29� ± 0��096 0��211 ± 0��06� 0��1�6 ± 0��052 –0��132 ± 0��049 5���25 ± 0��202

E4 60��00 1��600 ± 0��131 1��24� ± 0��099 0��14� ± 0��052 0��143 ± 0��050 –0��044 ± 0��035 4��505 ± 0��2�3

E5 53��33 1��600 ± 0��163 1��2�� ± 0��09� 0��1�9 ± 0��064 0��163 ± 0��051 –0��101 ± 0��062 4��961 ± 0��0�0

E6 53��33 1��533 ± 0��133 1��2�3 ± 0��102 0��1�5 ± 0��060 0��162 ± 0��053 –0��04� ± 0��043 3��65� ± 0��395

Среднее 54��44 1��5�� ± 0��059 1��2�5 ± 0��039 0��169 ± 0��023 0��161 ± 0��020 –0��043 ± 0��021 4��553 ± 0���36

P – процент полиморфных локусов; n – процент полиморфных локусов; nna – среднее �исло аллелей на локус; nne – эффективное �исло аллелей; HHo – на�л�даемая гетерозигот-
ност��; HHe – ожидаемая гетерозиготност��; F – индекс фиксации Райта; μF – индекс фиксации Райта; μ – индекс фиксации Райта; μ – индекс фенотипи�еского разноо�разия по �астотам морфотипов��  
Sμ – стандартная оши�ка μ.

начальный этап формирования ельника на отложениях 
сухой речки. На заключительном этапе формирования 
ельника в этих условиях (выборка Е2) уровень фенотипи-
ческого разнообразия выше среднего при среднем уровне 
генетического полиморфизма и дефиците гетерозиготных 
генотипов (табл. 6). Низкий уровень фенотипического 
разнообразия и средний уровень генетической изменчи-
вости отмечены в выборке из ельника с подножья вулкана 
Шивелуч (Е6), который испытывает катастрофическое 
вулканическое воздействие (табл. 6). 

Генетические расстояния � (Nei, 1972) и фенотипи-
ческие расстояния между изученными ценопопуляциями 
ели аянской, рассчитанные на основе показателя сходства 
популяций по составу и частоте морфотипов, приведены 
в таблице 7. Наибольшие фенотипические отличия от 
других популяций отмечены для двух выборок из север-
ной группы с подножья вулканов Ушковский и Шивелуч 
(Е1и Е6). Выборка с вулкана Шивелуч (Е6) наиболее 
сильно отличается от других популяций и по генетической 
структуре, в то время как выборка с Ушковского вулкана 
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(Е1) слабее дифференцирована от других исследованных 
ценопопуляций (табл. 7). Корреляция между генетиче-
скими и фенотипическими расстояниями популяций не 
выявлена. 

Обсуждение
Отличия генетической и фенотипической структуры 
популяции ели аянской, произрастающей у подножья 
вулкана Шивелуч, объясняется сильным и длительным 
вулканическим воздействием. Только в голоцене для этого 
вулкана установлено не менее 60 крупных извержений, 
а в последние годы отмечается увеличение его активности 
и усиление интенсивности пеплопадов. В настоящее вре-
мя ельники в этом районе находятся на стадии отмирания. 
Отмечено усыхание деревьев верхнего полога, снижается 
число деревьев второго яруса, сохранивших жизнеспособ-
ность. Вероятно, в этих условиях способность к семено-
шению сохраняют наиболее устойчивые к пеплопадам 
генотипы ели, что объясняет и отличия генетической 
структуры этой популяции, и снижение в ней фенотипи-
ческого разнообразия деревьев по форме семенных чешуй 
шишек. Снижение и генетического, и фенотипического 
разнообразия, отмеченное на начальной стадии форми-
рования ельника на отложениях сухой речки у подножья 
вулкана Ушковский, объясняется небольшой начальной 
численностью популяции и, вероятно, свидетельствует 
о том, что данная популяция происходит от небольшого 
числа родительских особей. 

Ранее нами было установлено (Ветрова и др., 2014), 
что наиболее весомый вклад в межпопуляционную диф-
ференциацию камчатских популяций ели аянской вносят 
локусы Pgm-1 (Fst = 0,085) и Idh-2 (Fst = 0,083). Слабые 
различия между морфотипами по этим локусам объясняют 
отсутствие связи между генетической и фенотипической 
дифференциацией популяций ели в проведенном иссле-
довании.

Корреляция генетических и фенотипических рассто-
яний между группами деревьев разных морфотипов со-
гласуется с генетической детерминацией признака формы 
семенных чешуй у ели. Достоверные различия между 
морфотипами ели были выявлены по двум локусам: вы-
сокополиморфному локусу Pgm-2 и среднеполиморфному 
локусу Mdh-1. 

Заключение
Данные о популяционной изменчивости ели аянской, 
полученные на основе молекулярно-генетического ана-
лиза, в целом согласуются с данными о фенотипическом 
разнообразии популяций по форме семенных чешуй ши-
шек. Высокий уровень генетического и фенотипического 
разнообразия характеризует стабильную популяцион-
ную структуру ели аянской вне зоны влияния вулканов. 
Изменения в генетической структуре и низкий уровень 
фенотипического разнообразия наблюдаются в песси-
мальных условиях произрастания при катастрофическом 
вулканическом воздействии. 

Использование геометрической морфометрии шишек 
позволило дифференцировать морфотипы ели и провести 
количественную оценку разнообразия и сходства попу-
ляций. Этот метод расширяет возможности фенотипиче-

ского подхода к анализу структуры популяций и может 
быть рекомендован для других хвойных. В дальнейших 
исследованиях взаимоотношений между фенотипами 
и генотипами ели необходимо расширить набор ДНК- 
и фенотипических маркеров.
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History of rye (Secale cereale L.� breeding began 
from the first targeted selections made in Germany 
by the Probsteier Seed coo�erative around 1�50�� and 
over 150 years breeding yielded a tremendous amount 
of results. rye has also long been used as cytological 
subject due to its low number of chromosomes and 
their size. However�� genetic findings in rye u� to the 
early 19�0s were rather scant. About 120 genes could 
be assigned to seven lin�age grou�s. only through 
the develo�ment of new methods such as c-banding�� 
in situ DnA hybridization�� enzymology and molecular 
mar�er techniques achieved an enormous �rogress. 
Particularly�� the latter was driven by agronomic 
success of hybrid breeding in rye. The basic genetic 
�nowledge resulted from intra- and inters�ecies 
genetic diversity assay and �hylogenetic studies 
in the genus Secale using nuclear and cyto�lasmic 
molecular mar�ers facilitated successful selection of 
�arents for hybrid breeding and hence contributed to 
im�rovement of heterosis effects. Main achievements 
in rye hybrid breeding and genetic mechanisms 
ex�loited for different hybrid breeding strategies are 
discussed. The utilsation of landraces and wild relatives 
via advanced bac�cross �rocedures�� combined by 
QTL analysis and introgression libraries�� contributed 
to increase of heterotic effects. Those mar�er-assisted 
a��roaches became the basis of recent hybrid 
breeding of rye. Prediction of hybrid �erformance 
can also be im�roved significantly by mar�er-assisted 
selection and genomic selection based on genome-
wide mar�er data. The findings in rye genetics 
(including �hylogenetic�� ma��ing and �o�ulation 
studies� are reviewed in their relation with the hybrid 
breeding �ur�oses and demands. overall�� about 450 
mor�hological and biochemical traits are ma��ed 
throughout the genome �lus about 5��000 DnA 
mar�ers. They are not only associated with individual 
chromosome or segments but also efficiently used 
for com�arative ma��ing (evolutionary studies��� 

Селекция ржи ведет сво� истори� на�иная с 1�50 г. 
с направленной селекции в семеновод�еском хозяйстве 
Probsteier (Германия�. Более �ем 150-летний период селекции 
дал колоссал��ные резул��таты. Благодаря малому �ислу 
и не�ол��шим размерам хромосом рож�� долгое время �ыла 
о�ъектом цитологи�еских исследований. тем не менее вплот�� 
до на�ала 19�0-х годов информации в о�ласти генети�еских 
исследований ржи �ыло не так уж много. Бол��шие успехи 
�ыли достигнуты тол��ко с развитием новых методов�� таких 
как дифференциал��ное c-окрашивание�� ги�ридизация in situ�� 
�елковые и молекулярные маркеры. �олекулярно-генети�е-
ские исследования на ржи полу�или мощный импул��с 
в зна�ител��ной степени �лагодаря селекции ги�ридных форм 
ржи и успешному внедрени� ги�ридных сортов в производство. 
Фундаментал��ные генети�еские знания�� основанные на анализе 
внутри- и межвидового разноо�разия и филогенети�еских 
отношений в роде Secale�� в том �исле с помощ��� ядерных 
и цитоплазмати�еских ДН��-маркеров�� спосо�ствовали успешному 
под�ору родител��ских форм для скрещивания и тем самым внесли 
вклад в достижение высокого эффекта гетерозиса. О�сужда�тся 
основные достижения ги�ридной селекции у ржи и генети�еские 
механизмы�� испол��зуемые для реализации разли�ных стратегий 
ги�ридной селекции. �ерспективной стратегией маркер-
контролируемого полу�ения ги�ридных форм является 
перенос генов от местных стародавних сортов и диких видов 
ржи с помощ��� метода�� со�ета�щего �еккроссну� селекци� 
с QTL-анализом и от�ором по генотипу�� или путем создания 
и испол��зования так называемых �и�лиотек интрогрессий. 
�аркер-контролируемый от�ор и геномная селекция�� основан-
ные на полногеномных данных по маркерам�� служат также для 
улу�шения прогнозирования показателей полу�аемых ги�ридных 
форм. Резул��таты генети�еских исследований (в том �исле 
картирования�� филогенети�еских и популяционных исследований� 
рассматрива�тся в свете целей и зада� ги�ридной селекции. 
�� настоящему моменту в геноме картировано около 450 генов�� 
контролиру�щих признаки и/или кодиру�щих известные �елки�� 
а также около 5 000 ДН��-маркеров. Они не тол��ко соотнесены 
с определенной хромосомой или у�астком генома�� но и успешно 
испол��зу�тся для сравнител��ного картирования в эвол�ционных 
исследованиях�� контролируемой переда�и интрогрессий�� 
маркирования QTL и маркер-ориентированной селекции.
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Развитие научных исследований на ржи, как и на 
других культурах, зависело от многих факторов. 
Исследования начались в конце 19-го столетия. На 

раннем этапе большое влияние на их развитие оказали 
идеи Чарльза Дарвина и его теория эволюции, в том числе 
положение о важности отбора. 

Впервые направленный отбор ржи начал проводиться 
около 1850 г. в семеноводческом хозяйстве Probsteier, рас-
положенном в с. Пробштай на севере Германии. Первым 
современным сортом с высокой устойчивостью к полега-
нию был Schlanstedter Roggen. Он был выведен В. Рим-
пау (1842–1903), который начал заниматься селекцией 
озимой ржи в Шланштедте (Германия) в 1875 г. Наиболее 
успешными были сорта Ф. фон Лохова (1849–1924) из 
Петкуса (Германия), выведенные на основе генофонда 
Probsteier. Скрещивания, проводимые с 1880 г. в Бибе-
рице (возле Кённерна, Германия), дали начало сорту 
Bestehorn’s Riesenroggen (автор Г. Бестехорн, 1836–1889). (автор Г. Бестехорн, 1836–1889). 
В Центральной России селекцию ржи начал проводить 
Н.В. Рудницкий (1877–1953) на станции Вятка около 
г. Кирова в 1894 г. Сорт Вятка все еще выращивается 
в сельскохозяйственных угодьях Cеверо-Западной Рос-
сии. Фридрих Георг Магнус фон Берг (1845–1938) вел 
селекцию ржи в хозяйстве Сангасте (Сагниц) в Эстонии. 
В 1875 г. была выведена местная популяция Sangaste, об-
ладавшая зимостойкостью и крупнозерностью. В 1868 г. 
он начал подготовку исходного материала для селекции. 
Было проведено свыше 40 комбинаций скрещивания 
между несколькими сортами ржи. Первым был райо-
нирован сорт Probsteier. В настоящее время старейшей 
в мире культивируемой разновидностью ржи считается 
сорт Sangaste. На международной выставке, проходившей 
в Париже в 1889 г., рожь сорта Sangaste получила золотую 
медаль, а на выставке в Чикаго в 1893 г. – первый приз. 
Серебряные медали были присуждены этому сорту на 
всероссийской выставке в Харькове в 1888 г. и на Цар-
скосельской юбилейной выставке в 1911 г. 

Этот успех задал направление селекции, в котором 
применялись новые методы и генетические знания, 
а развитие исследований на ржи вступило во вторую ста-
дию, продолжавшуюся около 100 лет. Этот этап начался 
с работ Ф. фон Лохова в Петкусе (Германия, к югу от 
Берлина). Начиная с 1882 г. он занимался селекцией ржи 
и вывел сорт Petkus. Вплоть до 1900 г. массовый отбор 
был стандартной методикой улучшения ржи, введенной 
немецким селекционером В. Римпау в Лангенштайне, 
где она отбиралась и выращивалась, по крайней мере, 
с 1732 г. Ф. фон Лохов независимо применил при селекции 

ржи предложенный Л. Вильмореном метод изолирования 
перекрестноопыляющихся культур. Этот метод поэтапно 
улучшался и привел к так называемому отбору по мате-
ринскому потомству, который в дальнейшем Ф. фон Лохов 
успешно применял больше 30 лет. Рекуррентный отбор 
с использованием многих модификаций, учитывающих 
последние открытия в генетике, стал обычной проце-
дурой в селекции ржи. Хотя селекция гибридных форм 
ржи обсуждалась давно, систематическое исследование 
началось в 1970 г. с открытия P-цитоплазмы. Как и для 
многих культур, цитоплазматическая мужская стерить-
ность (ЦМС) стала краеугольным камнем в производстве 
гибридных семян. 

Эта разработка ознаменовала третью стадию в селекции 
и генетике ржи и совпала с появлением молекулярных 
методов в генетике. Так, с начала 1990-х годов благодаря 
появлению новых методов и под влиянием селекции гиб-
ридных форм ржи и успешного внедрения их в производ-
ство началось бурное развитие молекулярно-генетических 
исследований на ржи. 

Гетерозис и гибридные сорта
В 1877 г. К. Кляйнерт, немецкий садовод из Грушена 
(Шлихтингсхаузен, современная Польша), сообщил о по-
лучении гибридов между сортами ржи Swedish Snow Rye 
и Correns Rye. В полученных F1 он обнаружил лучшее 
кущение и завязывание зерна по сравнению с популяцией 
ржи сорта Probsteier. Очевидно, Кляйнерт был первым, кто 
сообщил о гетерозисе у ржи, явлении, которое уже давно 
было известно у кукурузы и других культур (Rimpau, 
1883). К наиболее ранним сообщениям о получении гиб-
ридных семян ржи относится также работа Ф. Фриммеля 
и Ф. Баранека, посвященная использованию в селекции 
ржи ксений (xenia; фенотипическое проявление признака 
отцовского растения в окраске, форме и величине се-
мян – прим. ред.) (Frimmel, Baranek, 1935). 

Для получения гибридных семян существовал цитоге-
нетический подход: по аналогии с ячменем Дж. Де Фриз 
и Дж. Сибенга предложили использование так назы-
ваемых телотретичных компенсирующих трисомиков 
(de Vries, Sybenga, 1989). Однако, как и в опытах с ячме-
нем, дальше экспериментов дело не пошло. 

Так же как у кукурузы, самоопыление перекрестноопы-
ляющейся ржи приводит к сильной инбредной депрессии, 
а у гибридных генотипов наблюдается гетерозис. Осо-
бенно заметно гетерозис сказывается на урожае зерна. 
Продуктивность гибридов иногда достигает 210 % от 
среднеродительской величины. При дальнейшей гиб-
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ридизации урожайность линий увеличивается, а эффект 
гетерозиса по отношению к среднеродительской величине 
снижается примерно до 140 %. Эти показатели сравнимы 
с таковыми у гибридных форм кукурузы и намного выше, 
чем у самоопыляющихся зерновых злаков, например, 
ячменя, пшеницы и риса, у которых величина среднероди-
тельского гетерозиса составляет 5–10 % (Geiger, Miedaner, 
1999). Кроме того, преимущество гибридной селекции 
наиболее заметно проявляется в достижении высоких 
показателей общей и специфичной комбинационной 
способности конечного сорта. 

В соответствии с номенклатурой, применяемой 
к кукурузе, все гибридные сорта ржи, выведенные до 
сих пор, являются топкроссными гибридами (Schlegel, 
2009), удовлетворяющими формуле (ACMS × B) × SynRf, 
где ACMS – популяция A, несущая цитоплазматическую 
мужскую стерильность; B – популяция B; SynRf – син-
тетик-восстановитель фертильности. То есть простой 
гибрид с ЦМС служит материнской родительской формой, 
а синтетик-восстановитель – вторым опылителем (Geiger, 
Miedaner, 2009). Такая материнская форма производится 
от одного или двух разных гетерогенных пулов, нерод-
ственных генному пулу опылителя. Из-за высокого уровня 
инбредной депрессии у ржи пока не удается получить 
простые гибриды, как у кукурузы или других зерновых. 

Систематические исследования гибридов ржи начались 
в 1970 г. в Гогенгеймском университете в Германии с от-
крытия так называемой P-цитоплазмы (Geiger, Schnell, 
1970, см. табл. 1) в генотипе Secale cereale ssp. tsitsinii var. 
multicaule. Как и у многих зерновых, ЦМС стала основой 
для получения гибридной ржи. ЦМС можно было пере-
нести в инбредные линии последовательным беккросси-
рованием, получая фертильные линии с нормальной цито-
плазмой или линии с мужской стерильностью и мутантной 
цитоплазмой при неизменном ядерном геноме. 

Ф.В. Шнелль был первым, кто сообщил о цитоплаз-
матической генетической мужской стерильности у ржи 
(Schnell, 1959). В линиях, полученных самоопылением 
европейских сортов ржи, он обнаружил многочисленное 
потомство со стерильной пыльцой. Наследование этого 
признака оказалось неясным (Кобылянский, 1969), однако 
более обширные опыты по скрещиванию ржи показали 
цитоплазматическое генетическое наследование мужской 
стерильности (Geiger, Schnell, 1970). Систематический 
отбор и генетические исследования, проводимые с 1966 г. 
в Гогенгеймском университете над 143 образцами ржи 

из Европы, Аргентины и Ирана, выявили образец с ЦМС 
из Аргентины, который был в дальнейшем обозначен 
как линия с P-цитоплазмой (см. табл. 1). Использование 
Р- цитоплазмы стало важным компонентом программы 
по селекции ржи в Германии. Р-цитоплазма ржи является 
аналогом так называемой «техасской» цитоплазмы, ис-
пользуемой для гибридной селекции у кукурузы. 

Растения, неспособные к самовосстановлению фер-
тильности, служащие для поддержания стерильности, 
найти не сложно, тогда как идеальные восстановители 
фертильности для Р-цитоплазмы, напротив, довольно 
редки. С другой стороны, есть несколько других типов 
цитоплазм, которые при тестировании на мужскую сте-
рильность в скрещиваниях с определенными опылителя-
ми ведут себя подобно P-цитоплазме, но не идентичны 
ей. Adolf, Neumann (1981) и Steinborn с коллегами (1993) 
обнаружили второй тип ЦМС цитоплазмы (см. табл. 1). 
По аналогии с P-типом он был назван «тип Vavilovii», 
или V-цитоплазма. Его трудно поддерживать, тогда как, 
в противоположность P-цитоплазме, для него легко найти 
восстановители. Недавно были идентифицированы шесть 
различных источников. Melz с коллегами (2001) описали 
еще один источник, G-цитоплазму, найденную в ста-
родавних местных сортах Schlägler Alt и Norddeutscher 
Champagner (см. табл. 1). 

В случае мужской стерильности, контролируемой ядер-
ными генами, наблюдалось моногенное наследование. 
С использованием первичных трисомиков ржи сорта 
Esto ядерный ген ms1 был локализован на хромосоме 
4R. Модифицирующие гены, вероятно, замаскирован-
ные в нормальной цитоплазме, но экспрессирующиеся 
в цитоплазме, индуцирующей мужскую стерильность 
вместе с геном ms1, были локализованы на хромосомах 
3R (ms2) и 6R (ms3). В потомстве от беккроссирования 
трисомиков были найдены моно-, ди- и тригенные типы 
наследования. Молекулярно-генетические исследования 
митохондриальной ДНК показывают близкое родство 
сорта Esto с генофондом немецкого сорта Pluto.

G-цитоплазма используется для расширения генетиче-
ского разнообразия в селекции европейской ржи. С участи-
ем этого типа цитоплазмы уже получены два перспектив-
ных гибридных сорта: Hellvus (2007) с прочной соломиной 
и Helltop (2009) с крупным зерном, занимающие площадь 
600 га по состоянию на 2012 г. (Melz, личное сообщение). 

Гены-восстановители фертильности были обнаружены 
не только в экзотических образцах, но и в нескольких 

таблица 1. Исто�ники цитоплазмати�еской мужской стерил��ности у ржи ( (Secale s�.�s�.�.� 

тип Описание литературный исто�ник

P Цитоплазма ржи Pam�a Dohmen et al.�� 1994

V Цитоплазма типа Vavilovii Melz et al.�� 2001

c Цитоплазма дикой ржи Secale montanum Ła�ińs�i�� 19�2

r Цитоплазма ржи ��о�ылянский�� ��атерова�� 19�3

S «�утантная» цитоплазма ржи Kärtner warzecha�� Sala�-warzecha�� 2003

G* «�утантная» цитоплазма ржи Schlägler Alt и norddeutscher cham�agner Melz et al.�� 2001�� 2003

* Главный рецессивный ген�� контролиру�щий мужску� стерил��ност���� аллелен генам мужской стерил��ности типов c и r. 
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европейских сортах. Частота гамет с генами-восстанови- 
телями в этих сортах варьировала от 10 до 20 %. За послед-
нее десятилетие эти гены были картированы и подробно 
описаны (Glass et al., 1995; �reyer et al., 1996; Geiger, 
Miedaner, 1996; Miedaner et al., 2000). 

Ядерные гены мужской стерильности не получили прак-
тического применения для создания гибридных форм ржи. 
Несмотря на наличие у ржи всех необходимых компонент 
(ms-гены, подходящие маркеры и сбалансированные тре-
тичные трисомики с очень низким уровнем передачи по 
мужской линии) для использования системы, аналогичной 
системе BTT (balanced tertiary trisomics – сбалансирован-
ные третичные трисомики) ячменя (Ramage, 1965), у ржи 
так и не была реализована эффективная селекционная 
программа, основанная на применении данного метода 
(Sybenga, 1985).

Интрогрессия генов, обусловливающих ЦМС, и ге-
нов-восстановителей фертильности в новые гибридные 
родительские растения требует фундаментальных гене-
тических знаний и сцепленных молекулярных маркеров, 
подходящих для направленного переноса данных генов. 
Чтобы улучшить материнское растение за счет новых 
признаков, требуются постоянные новые скрещивания 
и последующее беккроссирование, которые снова при-
водят к образованию линий с мужской стерильностью. 
Они несут в своем геноме гены, поддерживающие сте-
рильность. Улучшение отцовского растения происходит 
сходным образом. Фундаментальные генетические 
знания, основанные на анализе внутри- и межвидового 
разнообразия и филогенетических отношений в роде 
Secale, в том числе с помощью ядерных и цитоплазмати-
ческих ДНК-маркеров, способствуют успешному подбору 
родительских форм для скрещивания и потому также 
являются важной основой достижения максимального 
эффекта гетерозиса. В связи с этим направление работ по 
гетерозису стало своеобразным драйвером для разработки 
новых ДНК-маркеров, картирования ряда генов и раз-
вития популяционно-генетических и филогенетических 
исследований на ржи.

Филогенетические и популяционно-
генетические исследования рода Secale
Селекция гибридных форм ржи основана на использо-
вании цитоплазматической генетической мужской сте-
рильности, которая, как правило, индуцируется за счет 
интрогрессии P-цитоплазмы аргентинской ржи, высоко-
устойчивой к факторам среды. Как показали Stojalowski 
с сотрудниками (2006), Р-цитоплазма может быть иденти-
фицирована с помощью полиморфных митохондриальных 
SCAR-маркеров (SCAR, sequence-characterized amplifiedsequence-characterized amplified 
region – последовательность, характеризующая амплифи- – последовательность, характеризующая амплифи-
цированную область). Эти авторы протестировали 25 ин-
бредных линий с помощью трех SCAR-маркеров. Анализ 
показал тесную связь между определяемыми с помощью 
маркеров митотипами и плазмотипами, представленными 
в растениях. Митохондриальные маркеры также подтвер-
дили нормальный тип цитоплазмы (N-тип) у трех видов 
дикой ржи: S. montanum, S. vavilovii и S. kuprijanovii. 
Идентификация цитоплазмы у 186 растений свободно 
опылявшихся сортов турецкого и южноамериканского 

происхождения путем скрещивания их с двойным не-
восстанавливающим тестером, позволила выявить N-тип 
цитоплазмы у 77 растений, из них 63 подверглись допол-
нительной идентификации с помощью ПЦР-маркеров. 
Данные ПЦР полностью совпадали с генетическими 
данными, полученными на основе гибридологического 
анализа и фенотипической оценки. Митохондриальные 
маркеры также подтвердили наличие индуцирующей сте-
рильность цитоплазмы в остальных 109 растениях. Кроме 
того, с помощью маркеров можно было различить расте-
ния, имеющие Р- или V-тип цитоплазмы, а также удалось 
выявить широкую распространенность индуцирующей 
стерильность цитоплазмы, особенно в южноамериканских 
популяциях (Stojałowski et al., 2006). 

Можно легко выделить две группы видов, важных 
для эволюции культурной ржи. Во-первых, это группа 
однолетних сорных трав, обычных на Ближнем Вос-
токе, таких как S. ancestrale, S. dighoricum, S. segetale 
и S. afghanicum, которые цитологически сходны друг 
с другом и с культурной рожью (Schlegel, Weryszko, 
1979). Их можно было бы включить как подвиды в вид 
S. cereale. Эта группа ограничена земледельческими райо-
нами. Сорные типы широко распространены в злаковых 
культурах в Иране, Афганистане и Закаспии (Zohary, 
1971). Вторая группа – совокупность диких многолетних 
форм комплекса montanum, широко распространенных от 
Марокко по всему Средиземноморью и Анатолии и далее 
до Ирака и Ирана. Эта группа включает S. ciliatoglumes, 
S dalmaticum и S. kuprijanovii. Она разделена на отдельные 
виды, но более вероятно описать их как варианты одно-
го вида, S. montanum (syn. S. strictum). Изолированная 
популяция этого вида также имеется в Южной Африке. 
Представители этой группы цитологически сходны и вза-
имофертильны. Однако они отличаются от комплекса 
S. cereale двумя большими реципрокными транслокация-
ми, захватывающими три пары хромосом. Кроме того, на 
эволюцию ржи повлияли два однолетних вида, S. vavilovii 
и S. silvestre. 

В последний раз таксономию ржи пересмотрели 
Frederiksen и Peterson (1998). Они выделили только три 
вида ржи: S. silvestre, S. strictum и S. cereale. Secale strictum 
имеет преимущество перед S. montanum. Он включает два 
подвида, а именно ssp. strictum и ssp. africanum. Secale 
cereale также включает два подвида. Это культивируемые 
таксоны, характеризующиеся крепким колосовым стерж-
нем, как у ssp. cereale, и дикие или сорные таксоны с хруп-
ким колосовым стержнем, как у ssp. ancestrale. По дан-
ным микросателлитных (SSR – simple sequences repeats, 
простые повторяющиеся последовательности) маркеров, 
средний уровень полиморфизма между видами выше, чем 
внутри S. cereale. Средний индекс генетического сходства 
(GS – genetic similarity) в роде Secale ниже, чем у культиви-
руемой ржи. Наибольший внутривидовой GS в роде Secale 
наблюдался у S. silvestre, а наименьший – у S. strictum, 
тогда как наибольший межвидовой GS был найден 
между S. cereale и S. vavilovii, а наименьший – между 
S. silvestre и S. cereale. Среди образцов культивируемой 
ржи из Азии, Европы, Северной и Южной Америки не 
было обнаружено очевидных различий в уровнях индекса 
генетического сходства. По данным генотипирования, 
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американские сорта более родственны китайским, чем 
европейским, возможно, вследствие обособления послед-
них в результате приспособления к местным условиям. 
Дальнейшие исследования китайских сортов с помощью 
RAP�-маркеров (random amplified polymorphic �NA – cлу-
чайно амплифицированная полиморфная ДНК) выявили 
достаточно большие генетические расстояния. Возможно, 
такие существенные различия обусловлены культивирова-
нием ржи в географически изолированных районах Китая 
и отсутствием обмена генетическим материалом между 
данными районами. Поэтому генетический дрейф породил 
независимые подгруппы китайских сортов. 

Между S. cereale и S. vavilovii не было найдено оче-
видных различий, на основании которых последний 
можно было бы считать видом. Это было показано 
с применением доминантных RAP�- и ��SSR-маркеров 
(inter simple sequence repeats – межмикросателлитные 
последовательности) (Santos et al., 2015). Подвид segetale, 
представляющий промежуточную форму между S. cereale 
и S. strictum, по-видимому, является непосредственным 
предшественником культурной ржи. Однако в этой работе 
была подтверждена гетерогенность многолетних форм. 
На основе анализа кодирующей последовательности гена 
ScMATE1 выявлен высокий уровень генетического разно-
образия внутри рода Secale, а сделанные филогенетиче-
ские построения согласуются с таковыми, полученными 
с использованием доминантных маркеров. Кроме того, 
показано несоответствие S. vavilovii отдельному виду, что 
согласуется с пересмотром рода Secale, проведенным в ра-
боте Frederiksen и Peterson (1998), которые не признавали 
S. vavilovii в качестве самостоятельного вида, но выделяли 
в отдельные виды S. cereale и S. strictum. 

Кластерный анализ показал, что все формы Secale мож-
но различать по 24 микросателлитным локусам (Shang 
et al., 2006). Образцы S. silvestre, очевидно, отличаются 
от образцов других видов, а образцы S. vavilovii близки 
к образцам S. cereale. Secale strictum был гетерогенен и по-
казал большие внутривидовые различия. Дендрограммы, 
построенные на основе данных по микросателлитным 
(Shang et al., 2006) и AFLP-маркерам (amplified fragmentamplified fragment 
length polymorphism – полиморфизм длины амплифици- – полиморфизм длины амплифици-
рованных фрагментов) (Chikmawati et al., 2005; рис. 1), 
надежно показывают филогенетические отношения между 
видами Secale, но не отражают возможный процесс доме-
стикации культивируемой ржи на основе географии образ-
цов. Сравнение изменений в хлоропластной ДНК (хлДНК) 
подтвердило, что S. silvestre значительно отличается от 
остальных таксонов. Это базовое отличие S. silvestre от 
S. montanum и/или S. strictum возникло в плиоценовую 
эпоху или позже. 

Маркерные технологии на основе микрочипов, как, 
например, �ArT (diversity arrays technology – ДНК- чип 
технология для изучения разнообразия) или SNP (single-single-
nucleotide polymorphism – однонуклеотидный полимор-– однонуклеотидный полимор-
физм), в частности SNP-чип ржи «Rye5K-SNP Genotyp-Genotyp-
ing Array» (Haseneyer et al., 2011), хорошо подходят не» (Haseneyer et al., 2011), хорошо подходят не 
только для картирования генов, но и для популяционных 
исследований. Bolibok-Bragoszewska с коллегами (2009) 
получили �ArT-маркеры на основе свыше 1 022 клонов, 
полиморфные в генотипированных изогенных линиях 

и сортах, и на основе 1 965 клонов, которые различались 
в родительских линиях L318 и L9. С помощью кластер-
ного анализа на основе данных, полученных с помо-
щью 1 022 упомянутых �ArT-маркеров, было изучено 
генетическое сходство в коллекции сортов и инбредных 
линий. С использованием пшенично-ржаных допол-
ненных линий на хромосомах ржи были локализованы 
1 872 �ArT-маркера, на молекулярно-генетическую карту 
L318 / L9 со средней плотностью один маркер на 2,7 сМ 
были нанесены 1 818 �ArT-маркеров. Таким образом, 
впервые построена молекулярно-генетическая карта ржи 
столь высокой плотности, причем исключительно на ос-
нове маркеров, допускающих перекрестное применение 
у разных видов. Изучение генетических отношений среди 
сортов и генетических расстояний между инбредными ли-
ниями с помощью �ArT-маркеров существенно облегчает 
дальнейший подбор пар для скрещивания. Коэффициенты 
генетического сходства для всех 600 возможных пар ге-
нотипов, вычисленные на основе коэффициента Жаккара, 
варьировали от 0,3 в паре инбредных линий �t1-3 до 
1,0 в каждой паре сорта �ańkowskie Złote (рис. 2). Эти 
методические разработки позволяют более эффективно 
выявлять различия в гетерозиготных популяциях и тем 
самым лучше подбирать пары для скрещивания. 

Маркер-контролируемое создание 
и использование интрогрессивных линий
Несмотря на некоторые трудности, связанные с интро-
грессией чужеродного генетического материала в перс- 

S. cereale

S. vavilovii

S. segetale
S. ancestrale
S. afghanicum

S. dighoricum

S. anatolicum

S. turkestanicum

S. montanum

S. africanum
S. kupri�anovii

S. chaldicum

S. sylvestre
S. ciliatoglume

рис. 1. Филогенети�еские отношения в роде Secale L. согласно 
данным AFLP и rFLP анализов (по�� chi�mawati et al.�� 2006�� с измене-
ниями�.
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пективный селекционный материал, при многих селек-
ционных стратегиях данные о местных сортах или диких 
видах полезны для улучшения признаков, имеющих оли-
гогенный или полигенный контроль. При этом передача 
генетического материала из родственных генофондов 
может осуществляться по следующим схемам: за счет 
метода, сочетающего беккроссную селекцию с QTL-ана-
лизом (QTL – quantative trait loci, локусы количественных 
признаков) и отбором по генотипу (advanced backcrossadvanced backcross 
QTL-analysis), или путем создания и использования так 
называемых библиотек интрогрессий, т. е. наборов линий 
ржи с единичными интрогрессиями, маркированных моле-
кулярными маркерами. Передача данных интрогрессий от 
линий-доноров реципиентам (элитный селекционный ма-
териал) контролируется методами молекулярного анализа. 

В настоящее время путем маркер-контролируемого 
отбора (при использовании AFLP- и SSR-маркеров) со-
здано, по крайней мере, три библиотеки интрогрессивных 
линий, например библиотека, при получении которой 
в качестве донора использовалась стародавняя иранская 
рожь Altevogt 14160. Работы с библиотеками нацелены 
на выявление перспективных интрогрессивных линий, 
превосходящих рекуррентного родителя по различным 
показателям, и на идентификацию участков хромосом, от-
ветственных за улучшенные характеристики. Библиотеки 
покрывают около 70 % всего генома донора. Фенотипи-
ческая оценка упомянутой библиотеки интрогрессивных 
линий ржи уже выявила значительную генетическую 
изменчивость в отношении количественно наследуемых 
признаков, таких как хлебопекарное качество и восста-
новление фертильности пыльцы (Falke et al., 2008, 2009; 
Geiger, Miedaner, 2009). 

Участки хромосомы донора (иранской ржи) были 
введены в генетическое окружение элитной инбредной 
линии L2053-N (рекуррентный родитель) путем беккрос-
сирования с маркер-контролируемым отбором. Гибридное 
потомство оценивали по урожайности, высоте растений, 
а также по показателям качества в течение двух лет в пя-
ти географических точках, с несколькими повторными 
полевыми экспериментами, при использовании двух 
тестеров в каждой точке. Средние показатели гибридов, 
полученных от интрогрессивных линий, были сравнимы 
с таковыми от рекуррентного родителя. Однако сравнение 
каждой линии с родительской формой позволило выявить 
значимые различия между отдельными перспективными 
интрогрессивными линиями и рекуррентным родите-
лем по большинству признаков. Среди этих значимых 
различий в 60 % случаев перспективные интрогрессив-
ные линии превосходили рекуррентного родителя. Для 
некоторых линий были идентифицированы определен-
ные участки донорских хромосом, предположительно 
содержащие QTL, ответственные за лучшие показатели 
гибридов (Mahone et al., 2013). 

Это исследование показало, что получение и исполь-
зование библиотек интрогрессивных линий дает возмож-
ность целенаправленно повышать генетическое разно-
образие элитного материала в селекции ржи и улучшать 
показатели получаемых гибридов или популяций. Кроме 
того, точная локализация ответственных за улучшение 
показателей участков донорской хромосомы дает возмож-
ность подробно анализировать плейотропные эффекты 
и изучать соответствие между эффектами как per se, так 
и в тестовых скрещиваниях. Во многих случаях анализ 
линейной модели позволяет соотнести эффекты донора 
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рис. 2. Дендрограмма�� построенная методом попарного внутригруппового невзвешенного среднего (UPGMA� на основе матрицы сходства 
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с определенными участками донорской хромосомы даже 
для интрогрессивных линий с длинными или множествен-
ными донорскими участками. Возможно, это значительно 
увеличит эффективность получения субинтрогрессивных 
линий, потому что нужно выделять только такие участки, 
которые заведомо оказывают значительное влияние на 
фенотип (Mahone et al., 2013). 

Таким образом, получение и использование интрогрес-
сивных линий, сопровождаемые маркер-контролируемым 
отбором, могут способствовать расширению генетиче-
ского разнообразия селекционного материала ржи. При 
этом культивируются лишь некоторые представители 
рода Secale, тогда как большая часть их является ценным 
генетическим ресурсом для селекции. Рожь проявляет ши-
рокий диапазон генетического разнообразия, основанный 
на больших экологических различиях между регионами 
возделывания и центром происхождения. Внутрисортовая 
изменчивость иногда превышает межсортовую. В различ-
ных странах имеются обширные коллекции, содержащие 
местные сорта из Европы, Азии и Южной Америки, 
исходные популяции с Ближнего Востока и дикие виды 
рода Secale. Эта всемирная коллекция представлена 22 200 
образцами в 94 генных банках.

Прогнозирование показателей  
гибридных форм 
Важнейшей составляющей селекционной работы является 
правильное прогнозирование изменения показателей в ре-
зультате отбора. Оно начинается с простых наблюдений. 
Флаговый лист ржи меньше по размеру, чем у пшеницы, 
и менее значим для фотосинтеза. Размер второго сверху 
листа равен или близок размеру усредненного листа и по-
тому может использоваться для оценки общей биомассы 
листвы растения. Длинные и узкие листья типичны для 
более засухоустойчивых сортов, а короткие и широкие 
листья характеры для относительно позднеспелых, 
подверженных поражению мучнистой росой растений 
с низкой урожайностью. 

Генотипическая корреляция между продуктивностью 
линии и ее тестовых гибридов является важным коли-
чественным генетическим параметром для оптимизации 
селекционных программ. Для изучения связи продуктив-
ности линии и ее тестовых гибридов на фенотипическом 
уровне Miedaner с коллегами (2014) проанализировали 
две расщепляющиеся популяции озимой ржи (A и Б, 220 
гибридов в каждой) по восьми признакам, связанным 
с урожайностью и качеством, в шести эколого-географи-
ческих районах и показали, что генотипическая варианса 
и коэффициент наследуемости для линий превышают 
соответствующие показатели для тестовых гибридов по 
всем изученным признакам. Как следует из соответству-
ющих коэффициентов наследуемости, генотипическая 
корреляции (rg) между показателями тестовых гибри-
дов и самой линии тем меньше, чем сложнее признак. 
Наиболее высокая корреляция (rg ≥ 0,7) наблюдалась 
в популяции В по высоте растений и контрольной массе 
и в обеих популяциях – по признакам «масса 1 000 зерен» 
и «число падения», а также по содержанию крахмала. 
Таким образом, по этим признакам можно проводить 
отбор в ранних поколениях на основе показателей самих 

линий и тем самым сэкономить посевные площади при 
дальнейшем анализе гибридов, а следовательно, повысить 
эффективность гибридной селекции. 

Маркер-контролируемый отбор, а также геномная се-
лекция, основанная на полногеномных данных о маркерах, 
являются наилучшими инструментами для предсказания 
генотипической ценности популяций ржи в селекции 
гибридов. В настоящее время широко применяется мар-
кер-контролируемый отбор, но он не всегда является 
оптимальным в случае сложных агрономических при-
знаков, так как обычно основывается на предсказаниях, 
сделанных на основе небольшого числа маркеров, находя-
щихся в неравновесном сцеплении с QTL, оказывающими 
большой эффект, и, таким образом, не учитывает QTL, 
вносящие небольшой и средний вклад в формирование 
признака. При проведении геномной селекции с пере-
крестной проверкой при использовании статистической 
модели rrBLUP (Whittaker et al., 2000) Wang с коллегами 
(2014) добились стабильно высокой стандартизованной 
точности предсказаний в обеих популяциях по всем изу-
чаемым признакам (рис. 3): в популяции А точность пред-
сказания выхода зерна при геномной селекции составила 
0,6 (для сравнения, при маркер-контролируемом отборе 
точность предсказания по этому признаку составила 0,1), 
в популяции Б (по содержанию пентоз) – 0,7 (при маркер-
контролируемом отборе – 0,3). 

Для достижения высокой точности предсказания в ге-
номной селекции используется большое число молеку-
лярных маркеров, равномерно распределенных по всему 
геному. В отличие от маркер-ориентированной, геномная 
селекция позволяет вести отбор по локусам с малыми эф-
фектами и потому использовать в селекционном процессе 
все генетическое разнообразие анализируемой популяции. 
В селекции гибридной ржи использование методов геном-
ной селекции предпочтительнее маркер-контролируемого 
отбора, точность предсказаний которого, даже будучи 
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рис. 3. �ерекрестно проверенные стандартизованные то�ности 
предсказаний (rg� для геномной селекции (темно-серый� в сравне-
нии с маркер-контролируемым от�ором (светло-серый�. 
Геномная селекция осуществлялас�� при испол��зовании статисти�еской 
модели rrBLUP. �аркер-контролируемый от�ор проводился на основе 
QTL с пороговым зна�ением 3���3. Даны резул��таты перекрестной 
проверки для �етырех стандартных признаков (выход зерна�� GY; высота 
растения�� PH; содержание крахмала�� Sc; содержание пентоз�� Pc� по двум 
разли�ным популяциям (по�� wang et al.�� 2014 с изменениями�.
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потенциально завышенной, все равно ниже, чем при 
геномной селекции (Wang et al., 2014). Однако высокая 
точность предсказаний в геномной селекции достигается 
только для кандидатов, близкородственных растительному 
материалу, оцениваемому в полевых опытах. Тем не менее 
геномная селекция приобретает все большее значение 
для будущих эффективных и экономичных селекционных 
проектов. К тому же данный подход может быть усовер-
шенствован с помощью недавно разработанного ансамб-
левого метода «соответствия мягкому правилу» (soft rule 
fit), который позволяет учитывать нелинейные ответы QTL 
на стрессовые воздействия (Heslot et al., 2014). Опреде-(Heslot et al., 2014). Опреде-Опреде-
ление взаимодействия генотипа и среды (G × E) – одна из 
основных задач при анализе фенотипов. Необходимость 
учета средовых данных для моделирования взаимодейс-
твия генотипа и среды рассматривалась давно, но при 
этом возникали те же проблемы, что и сейчас стоят при 
проведении геномной селекции – большое число корре-
лированных предикторов, каждый из которых отвечает 
за малую долю общей изменчивости. Дополнительную 
трудность создают нелинейные ответы генотипов на 
стрессовые воздействия. Для выведения относящихся к 
стрессу независимых переменных из посуточных данных 
о погоде с целью предсказания стадий развития растения 
в геномной селекции можно использовать факториальную 
модель регрессии. При этом в отсутствие наблюдений за 
счет погодных данных точность предсказания характери-
стик генотипа может быть увеличена в среднем на 10 % 

и до такой же степени может быть снижена изменчивость 
в точности предсказания (Heslot et al., 2014). 

Основные достижения в области генетики ржи
Генетическое исследование ржи затруднительно из-за 
перекрестного типа опыления. Первые публикации о мо-
ногенных признаках у ржи сведены в табл. 2. Полигенное 
наследование давно наблюдалось для признака «длина 
соломины», причем длинный стебель преобладал над 
коротким; для формы зерна с преобладанием длинных 
зерен над короткими; для формы колоса с преобладанием 
длинного над коротким, широкого над узким и плотного 
над рыхлым, а также поникшего над прямым или с пре-
обладанием многолетнего типа развития над однолетним 
соответственно (Tschermak, 1906). Несмотря на перекрест-
ный тип опыления, рецессивные признаки (альбинизм, 
безвосковость и т. д.) появляются с низкой частотой д.) появляются с низкой частотойд.) появляются с низкой частотой 
(0,01–0,02 %) как нетипичные даже в сортах-популяциях %) как нетипичные даже в сортах-популяциях%) как нетипичные даже в сортах-популяциях 
(Roemer, Rudorf, 1950). Со времени первого описания 
мутанта с разветвленными колосьями в 1757 г. генетика 
ржи прошла большой путь. Так что можно считать, что 
генетические исследования ржи длятся свыше 250 лет. 

Изучение пшенично-ржаных транслокаций  
и замещений способствовало развитию  
генетики ржи

С момента выхода самых ранних сообщений о спон-
танных замещениях хромосом пшеницы хромосомами 

таблица 2. �од�орка генети�еских исследований ржи (Secale cereale��� показавшей расщепление 3 �� 1 в F2 (из�� roemer�� rudorf�� 
1950 с изменениями�. 

�ризнак �ллели литературный исто�ник

доминантный рецессивный

Цвет зерна Зеленый желтый rüm�er�� Leidner�� 1914

Черный желтый Steglich�� Pie�er�� 1922

Цвет колеоптиля ��расный Зеленый Treboux�� 1925

Цвет проростка Зеленый Белый nilsson-Ehle�� 1913

Зеленый Бело-зеленый Brewba�er�� 1926

Зеленый Золотисто-пестрый Brewba�er�� 1926

тип листа Восковой Безвосковой nilsson-Ehle�� 192�

лигула ест�� Нет Krasnyu��� 1936

Соломина Опушенная Неопушенная Tscherma��� 1906

Нормал��ная Хрупкая Brewba�er�� 1926

Ос�� колоса Хрупкая твердая Tscherma��� 1906

��олосковая �ешуя Зеленая Белая Sir�s�� 1929

Цвет колосковой �ешуи Бурая желтая Ber�ner�� Meyer�� 192�

Фертил��ност�� Самостерил��ност�� Самофертил��ност�� Heribert-nilsson�� 1916

Самофертил��ност�� Самостерил��ност�� Peterson�� 1934

Озерненност�� Нормал��ная Неравномерная Pamme�� 1905

Срок созревания Ранний �оздний Tscherma��� 1906

тип развития Яровой Озимый Tscherma��� 1906
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ржи (Katterman, 1937; �’Mara, 1947; Riley, Chapman, 
1970: замещение 5R(5A) с маркирующим признаком ржи 
«опушенная колосоножка») и до появления недавней 
работы о локализации ряда QTL в области транслокации 
1RS.1BL (Tahmasebi et al., 2015: QTL для признаков «мас-Tahmasebi et al., 2015: QTL для признаков «мас- et al., 2015: QTL для признаков «мас-
са 1 000 зерен», «число колосков в колосе», «плотность 
колоса», «длина остей») замещения и транслокации ржи 
были многократно описаны в мировой коллекции сор-
тов пшеницы. В частности, известны более 400 сортов 
мягкой пшеницы с замещением 1R(1B) или транслока-
цией 1RS.1BL (Schlegel, 2015). Характерными для таких 
сортов являются устойчивость к широкому спектру рас 
возбудителей мучнистой росы и ржавчин (Bartos, Bares, 
1971; Zeller, 1973), хорошие экологическая приспосабли-
ваемость, урожайность (Rajaram et al., 1983; Tahmasebi etTahmasebi et et 
al., 2015) и сниженное хлебопекарное качество (Zeller et 
al., 1982). 

В начале 1970-х годов один из выдающихся селекцио-
неров пшеницы, П.П. Лукьяненко, описал влияние транс-
локации 1RS.1BL на фертильность колоска (Лукьяненко, 
1973). Затем это наблюдение подтвердили Schlegel, Meinel 
(1994) при сравнении гибридов, отличающихся по нали-
чию/отсутствию фрагментов хромосомы 1R сорта ржи 
Petkus (Schlegel, Korzun, 1997). Руководствуясь методом 
исследования количественных признаков у животных 
(Geldermann, 1975), Р. Шлегель и А. Майнель (Schlegel, 
Meinel, 1994) впервые осуществили QTL-анализ у ржи 
как раз на примере признака «фертильность колоска» (Spf, 
spikelet fertility), определили физическое местоположение 
локуса (Spf1) в коротком плече хромосомы 1R и оценили 
его вклад в изменчивость этого признака (17 и 23 %), %),%), 
продемонстрировав тем самым влияние генетического 
фона пшеницы на экспрессию Spf1 ржи. Таким образом, 
работы, связанные с изучением влияния транслокаций 
и хромосомных замещений ржи в геноме пшеницы, вне- хромосомных замещений ржи в геноме пшеницы, вне-хромосомных замещений ржи в геноме пшеницы, вне-
сли существенный вклад в исследование генов ржи.

Физическое картирование
Транслокации. Цитогенетические, цитологические или 
генные карты отображают расположение генных локусов 
по отношению к концам хромосомы, центромере или опре-
деленным участкам хромосомы. Как и у других видов 
растений, локализация генов у ржи – весьма непростая 
задача. Дж. Сибенга с коллегами из университета Ваге-
нингена (Нидерланды) выполнили первые исследования 
по физическому картированию с использованием реци-
прокных хромосомных транслокаций. Был получен набор 
транслокационных тестеров ржи, охватывающий все семь 
хромосом, путем обмена между хромосомами 1RS-4RL, 
1RS-5RL, 1RS-6RS, 2RS-5RS, 2RL-6RL, 3RS-5RL, 4RL-
5RL и 5RL-7RS. Эти линии были получены при облу-
чении пыльцевых зерен ржи сорта Petkus, скрещенного 
с несколькими инбредными линиями (de Vries, Sybenga, 
1984). Эти тестеры дали возможность хромосомной ло-
кализации 17 моногенно наследуемых морфологических 
маркеров. 

Гибридизация ДНК in situ. Позднее Gustafson с кол-
легами (1990) использовали последовательность длиной 
900 п. н. из кДНК гена Sec1, кодирующего запасной бе-
лок эндосперма, для мечения биотином и гибридизации 

с хромосомами ржи Blanco. Примерно в 8,5 % проанали- % проанали-% проанали-
зированных клеток в сателлитной части короткого плеча 
хромосомы 1R, где был генетически картирован ген Sec1, 
наблюдался гибридизационный сигнал. С меньшей час-
тотой эта проба также гибридизовалась на хромосомные 
плечи 1RL (4,4 %) и 2RS (2,6 %). Таким образом были %) и 2RS (2,6 %). Таким образом были%) и 2RS (2,6 %). Таким образом были %). Таким образом были%). Таким образом были 
выявлены еще два локуса запасных белков ржи, Sec3 
и Sec2. Четвертый сайт гибридизации был зафиксирован 
на коротком плече хромосомы 6R с частотой 3 %. %.%. 

Благодаря комбинации цитогенетических и молеку-
лярных подходов, в определенном концевом участке 
хромосомы 5RL удалось картировать ряд локусов, конт-
ролирующих морфологические, биохимические и физио-
логические признаки (рис. 4). За счет обмена концевыми 
участками между хромосомами 5RL ржи и 4BL пшеницы 
были выявлены несколько генов и маркерных локусов, 
ассоциированных с хромосомным участком 5RL2.3 у ржи 
(Schlegel et al., 1993). 

Делеции. �undas с сотрудниками (2001) для физиче-
ского картирования генов использовали не транслокации, 
а делеции. Известно, что паразитические нематоды обра-
зуют цисты у злаков. Так, Heterodera avenae повреждает 
листья и стебли, Ditylenchus dipsaci вызывает галлы на 
корнях, Subanguina radicicola – корневые наросты, Melo-
idogyne sp. – галлы на семенах. Существуют гены, ко-
торые придают устойчивость к нематодам. В потомстве 
пшенично-ржаных делеционных линий идентифици-
рованы четыре делеционных мутанта по хромосоме 6R 
ржи. Эта хромосома несет ген устойчивости к нематоде 
Heterodera avenae, вызывающей образование злаковых 
цист. Ген происходит от гексаплоидной линии трити-
кале «T701». Делеционные мутанты были отобраны на 
основе изменений, выявленных в трех изоферментных 
локусах на длинном плече хромосомы 6 ржи. Три рас-
тения и их потомство показали экспрессию генов ржи 
α-Amy-R1 и Got-R2, но не Pgd-R2. Другое растение и его 
потомство показали экспрессию гена α-Amy-R1, тогда как 
гены Got-R2 и Pgd-R2 не выявлялись. В четырех случаях 
наблюдались различные по размеру концевые делеции 
длинного плеча, что позволило физически картировать 
изоферментные локусы ржи и ген устойчивости к нема-
тоде. Порядок расположения изоферментных локусов 
хромосомы 6R от дистального до проксимального был 
следующим: PgdR2 – Got-R2 – α-Amy-R1. Биологические 
тесты на устойчивость показали, что ген устойчивости 
Cre-R расположен в участке длинного плеча хромосомы 
6R вблизи локуса Got-R2. 

Mohan с коллегами (2007) физически картировали 
182 EST–SSR маркера ржи на 21-й хромосоме пшеницы 
также с помощью делеций хромосом. В исследовании 
использовали два подхода: экспериментальный с приме-
нением делеционных линий и компьютерный, включа-
ющий сравнение с ранее картированными маркерными 
экспрессирующимися последовательностями (expressed 
sequence tags, EST). Было показано, что значительная доля 
(около 77 %) изученных EST–SSR маркеров ржи могут %) изученных EST–SSR маркеров ржи могут%) изученных EST–SSR маркеров ржи могут 
быть использованы для анализа генома пшеницы. Поиск 
гомологов в базе данных белковых последовательностей 
позволил сделать предположения о функциях 216 SSR-
содержащих EST последовательностей. 
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Локусы количественных признаков 
Количественная генетика, иногда называемая биометрической или стати-
стической генетикой, занимается изучением наследования количественных 
признаков, зависящих от совокупного действия многих генов, каждый из 
которых производит малое действие. Признак демонстрирует непрерывную 
изменчивость, т. е. плавно варьирует от одного крайнего значения к другому. 
Таким образом, количественные признаки – это те, в которых изменчивость 
непрерывна, и ее классификация на дискретные категории произвольна. 

Большинство агрономически важных признаков ржи являются полигенны-
ми, или количественными. В противоположность качественно наследуемым 
генам, поиск и описание локусов количественных признаков (QTL) затрудне-
ны. Первые косвенные данные о QTL у ржи приводятся в работе Лукьяненко 
(1973), где он описал немецкий сорт пшеницы Нойцухт (донор 1RS.1BL пше-
нично-ржаной транслокации для сортов пшеницы Аврора и Кавказ), в кото-
ром фертильность колосков была значительно повышена. Это подтвердили 
Schlegel, Meinel (1994). Связь увеличенной плодовитости колоска у пшеницы 
с наличием короткого плеча хромосомы 1R ржи была подтверждена выявле-
нием QTL на 1RS, обозначенного «Spf1» (spikelet fertility). Локус Spf1 отвечал 
за 20 % изменчивости признака. % изменчивости признака.% изменчивости признака. 

Технологии молекулярных маркеров и создание насыщенных генетиче-
ских карт ржи создали предпосылки для более обширных исследований 
QTL. В настоящее время имеется 5 400 маркеров, включая изоферменты, 
RFLP (restriction fragment length polymorphism – полиморфизм длины рес- полиморфизм длины рес-

трикционных фрагментов), RAP�, 
SSR и AFLP, для маркирования 
количественных признаков. Этот 
набор маркеров позволяет создавать 
карты сцепления для дальнейшего 
выявления локусов количественных 
признаков, связанных с характерис-
тиками корня, соломины, колоса, 
с физиологическими и биохимиче- физиологическими и биохимиче-физиологическими и биохимиче- и биохимиче-
скими характеристиками, а также 
с устойчивостью (табл. 3). 

Количественные признаки, опреде-
ляющие морфологические свойства 
и урожайность, были проанализиро-
ваны с использованием данных RFLP-
анализа 275 растений F2 (Börner et al., 
2000). Первая составленная карта со-
держала 113 маркеров, включая глав-
ный ген карликовости Ddw1. Среднее 
расстояние между смежными марке-
рами было около 10 сМ. Десять из 21 
QTL были картированы на хромосоме 
5RL в области Ddw1. Помимо ожидае-
мого воздействия на высоту растения 
и длину стебля, на которые, вероятно, 
влияет наличие главного гена карли-
ковости, был найден дополнительный 
эффект этой области на урожайность 
и время цветения. Это могло быть 
вызвано плейотропным действием 
Ddw1. Еще один кластер генов, 
состоящий из четырех QTL, конт-
ролирующих время цветения и ком-
поненты урожайности, был открыт 
в центромерном районе хромосомы 
2R. Другие локусы были распреде-
лены по хромосомам 1R (1), 4R (1), 
6R (3) и 7R (1) (Börner et al., 2000).

Суммарно на всех хромосомах ржи 
обнаружено около 120 QTL (Schlegel, 
Korzun, 2015, рис. 5). В хромосоме 
5R был найден QTL, влияющий на 
прорастание ржи на корню (Tenhola-
Roininen et al., 2011). Для 289 локусов 
была построена карта сцепления 
с использованием картирующей по-
пуляции двойных гаплоидов из потом-
ства от скрещивания сортов ржи 
Amilo × Voima, расщепляющегося 
по признаку «прорастание на кор-
ню». Генетическая карта была рас-
ширена до 732 сМ (т. е. один локус 
на 2,5 сМ) с помощью AFLP, SSR, 
RAP�, REMAP (retrotransposon-mi-retrotransposon-mi-
crosatellite amplified polymorphism – – 
полиморфизм последовательностей, 
амплифицированных между ретро-
транспозонами и микросателлитами), 
��RAP (inter-retrotransposon amplifiedinter-retrotransposon amplified 
polymorphism – полиморфизм по- – полиморфизм по-
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рис. 4. Схемати�еское изо�ражение хромосом пшеницы и ржи и/или у�астков�� вовле�енных 
в транслокации 4B/5r между сортами cornell Selection и Vi�ing-Trans�� с указанием порядка 
и наименования генов�� содержащихся в транслоцированном у�астке (по�� Schlegel et al.�� 1993 
с изменениями�.
4BS – короткое пле�о хромосомы 4B пшеницы�� 4BL – длинное пле�о хромосомы 4B пшеницы�� 
5rS – короткое пле�о хромосомы 5r ржи�� 5rL – длинное пле�о хромосомы 5r ржи�� 5S – короткое 
пле�о гомологи�ной хромосомы 5�� 5L – длинное пле�о гомологи�ной хромосомы 5�� 4L – длинное 
пле�о гомологи�ной хромосомы 4. Числа вдол�� хромосом о�озна�а�т индивидуал��ные о�ласти 
в каталоге Shlegel�� Korzun (2015�. �унктирные линии на хромосомах 4B и 5r показыва�т предпола-
гаемое положение то�ек разрыва (brea��oint� при транслокации. Четвертый стол�ец показывает 
у�асток гена и/или порядок маркеров�� вкл��ая расстояния между локусами�� напр.�� X – молекуляр-
ные маркеры�� Ha1 – опушенная колосоножка�� Dma – синтетаза дезоксимугеиновой кислоты�� Ce�� 
Ie�� Ze – спосо�ност�� к росту при дефиците меди�� железа и цинка соответственно�� Est… – эстераза�� 
Ph – высота растения�� Pl – длина растения�� β-amy… – �ета-амилаза. Ancestral rearrangment – транс-
локация между предковыми хромосомами 4 и 5 до эвол�ционного расхождения пшеницы и ржи.
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следовательностей, амплифицированных между ретро-
транспозонами), ��SSR и SRAP (sequence-related amplified 
polymorphism – полиморфизм последовательностей, 
амплифицированных с открытых рамок считывания) мар-
керов. Нарушенное расщепление популяции по данным 
маркерам было отмечено на всех хромосомах. Был найден 
один главный QTL, влияющий на активность α-амилазы 
и отвечающий за 16,1 % ее фенотипической изменчиво-
сти. Этот QTL находится на длинном плече хромосомы 
5R. Теперь микросателлитные маркеры SCM74, RMS1115 
и SCM77, ближайшие к этому QTL, можно использовать 

для маркер-контролируемого отбора в селекционной 
программе по снижению потерь от прорастания на корню 
(Tenhola-Roininen et al., 2011). 

Myskow с коллегами (2012) сообщили о QTL, влияющих 
на активность α-амилазы, локализованных на генетиче-
ской карте, полученной с помощью популяции рекомби-
нантных инбредных линий ржи S120 × S76. Линии срав-
нили по прорастанию на корню и сроку колошения. Было 
идентифицировано 14 локусов активности α- амилазы 
на всех семи хромосомах. Вклад обнаруженных QTL 
в изменчивость активности α-амилазы составлял от 6,1 

таблица 3. локусы коли�ественных признаков�� картированные на хромосомах ржи (Schlegel�� Korzun�� 2015� 

Номер локуса �ризнак Хромосомная локализация

�9 Спосо�ност�� к укоренени� 1rS

53�� 54 толщина 2-го междоузлия 5rS�� �rL

49�� 50�� 51�� 52 Длина флагового листа 2rL�� 3rL�� 4rL�� 5rL

3�� 33�� 34 Высота растения 3rL�� 5rL2.3

4 Высота сте�ля 5rL2.3

14�� 15�� 16�� 1� Содержание хлорофилла в лист��ях 1rL�� 3rS�� 4rL�� 5rL

2 Число колос��ев на растение 2r

113�� 114 Число колосков в колосе 3r�� 5r

5 Число цветков в колосе 6r

6�� 55�� 56�� 5��� 5��� 59�� 115 Число семян в колосе 2r�� 2rS�� 3rL�� 5rL�� 3rS�� 3rS�� 4r

13 Число семян в колоске (выявлен у пшеницы� 1rS

39�� 40�� 41 Длина семени 2rS�� 3rL�� 5rL

42�� 43�� 44�� 45�� 46 толщина семени 1rS�� 2rL�� 3rL�� 5rS�� 5rL

35 Длина колоса 5rL

� �родуктивност�� колос��ев на главных по�егах 2r�� 5rL

116�� 11��� 11��� 119 Вес зерна на колос 2r�� 3r�� 4r�� 6r

��� 36�� 3��� 3��� 100�� 101�� 102�� 103�� 
104�� 105�� 106�� 10��� 120

�асса 1000 зерен 1r�� 2rL�� 3rL�� 4r�� 5rL�� 6r�� �r

9 Выход соломы 5rL�� 6rL

4��� 4� Время колошения 4rS�� 5rL

1 Время цветения�� дни после посева 2rL�� 5rL�� �r

12 Засухоустой�ивост�� 2r�� 4r

1��� 19�� 20�� 21�� 22�� 23 Чувствител��ност�� проростков к ги��ерелловой кислоте 1rS�� 1rL�� 2rS�� 5rL�� �rL

10��� 109 Реакция на кул��тивирование ткани отрицател��ная�� незре-
лые зародыши�� продуциру�щие эм�риогенный каллус

5r�� 6r

110�� 111 Реакция на кул��тивирование ткани положител��ная�� незре-
лые зародыши�� продуциру�щие эм�риогенный каллус

1r�� 6r

60�� 61�� 62�� 63�� 64�� �0�� �1�� �2�� �3�� 
�4�� �5�� �6

�рорастание на корн� 1rL�� 2rL�� 3rS�� 4rL�� 5rS�� 5rL�� 6rS�� 6rL�� 
�rS�� �rL

24�� 25�� 26�� 2��� 2��� 29�� 30�� 31�� 32�� 65�� 
66�� 6��� 6��� 69�� �0�� �1�� �2�� �3�� �4�� �5�� 
�6�� ���� ���� ���� ��

�ктивност�� α-амилазы 1rS�� 1rL�� 2rS�� 2rL�� 3rS�� 3rL�� 4rS�� 4rL�� 
5rS�� 5rL�� 6rS�� 6rL�� �rS�� �rL

95�� 96�� 9��� 9��� 99 Содержание крахмала 1r�� 2r�� 3r�� 5r�� �r

91�� 92�� 93�� 94 Содержание �елка 3r�� 5r�� 6r�� �r

90 Содержание пентоз �r

112 Чувствител��ност�� к фузариозу 5rL

10�� 11 Rfclb – восстановител�� Ц�С; Rfc 2 – восстановител�� Ц�С 4rL�� 6rS
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до 23,3 %. Наименьшее значение L�� (2,2) отмечено для локуса QAa4R-M3, 
а наибольшее (7,8) – для QAa7R-M1. Было обнаружено шесть совпадений 
между локусами, контролирующими активность α-амилазы и прорастание на 
корню (1R, 3R, 4R, 6R, 7R), и столько же между локусами, детерминирующими 
прорастание на корню и сроки колошения (1R, 2R, 6R, 7R). Один интервал, 
частично общий для всех трех признаков, был картирован на длинном плече 
хромосомы 1RL. Среди статистически значимых маркеров, отобранных по кри-

терию Краскела – Уоллиса (p < 0,005), 
было 55 общих для прорастания на 
корню и сроков колошения (1R, 2R, 
6R), 30 маркеров, совпадающих для 
α-амилазной активности и прораста-
ния на корню (5R, 7R), и один маркер 
α-амилазной активности и сроков 
колошения (6R). Известные QTL 
и их распределение по хромосомам 
сведены на рис. 5. 

Картирование QTL можно успешно 
применять при отборе растений в рас-
щепляющихся популяциях ржи. Хотя 
селективное влияние ряда QTL, свя-
занных с продуктивностью и некото-
рыми количественными признаками, 
невелико, есть несколько главных ло-
кусов, влияющих на признаки «масса 
1 000 зерен», «натурная масса», «чи-
сло падения» и на содержание крах-
мала, которые вносят большой вклад 
в генотипическую изменчивость. Эти 
локусы можно использовать в мар-
кер-контролируемом отборе и в даль-
нейшем генетическом анализе. 

Использование методов 
высокопроизводительного 
секвенирования
Разработка и применение новых 
методов генетического анализа, 
подходов для определения хромо-
сомного набора и манипуляций 
с хромосомами, а также выяснение 
гомеологии хромосом разных видов 
трибы Triticeae способствовали су-
щественному расширению знаний 
о генетике и цитогенетике ржи. 
На основе картирования транскрип-
тов, выявленных методом высокоп-
роизводительного секвенирования, 
использования данных чернового 
секвенирования хромосом ржи и со-
поставления с известными данными 
о синтенных районах отсеквениро-
ванных геномов трех модельных ви-
дов злаков (Brachypodium distachyon, 
Oryza sativa и Sorghum bicolor), была 
получена виртуальная модель поряд-
ка генов ржи («геномная молния»), 
включающая 22 426 генов (72 % от 
выявленных 31 008 генов) (Martis 
et al., 2013). Эта модель по-зволила 
определить 17 консервативных син-
тенных блоков сцепления, составля-
ющих геном ржи. Она подтвердила 
наличие шести крупных транслока-
ций при формировании современного 
генома ржи, которыми он отличается 
от предполагаемого предкового гено-

рис. 6. Число генов и маркеров�� локализованных с то�ност��� до хромосомы (закрашенные 
стол�цы� и �исло генов и маркеров�� нанесенных на карты сцепления отдел��ных хромосом 
(�елые стол�цы��� согласно последним данным (Schlegel�� Korzun�� 2015�.
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Соответствие номеров QTL их названиям приведено в ра�оте Schlegel�� Korzun (2015�. ��арио-
тип показывает как отдел��ные хромосомы�� так и предполагаемые хромосомные о�мены 
(см. текст и та�л. 3�.
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ма Triticeae. Наиболее ранняя транслокация произошла 
между предковыми хромосомами 4 и 5 до эволюционного 
расхождения пшеницы и ржи. Следующие транслокации 
произошли между хромосомами 3 и 6, 6 и 7, 4 и 7, 2 и 7 
и 4 и 6 (рис. 5). Ранее их предположили К. Девос и М. Гэйл 
(�evos, Gale, 1997). По сравнению с геномами родствен-
ных злаков геном ржи формировался преимущественно 
за счет интрогрессивной гибридизации и путем сетчатой 
эволюции (Martis et al., 2013). 

В течение длительного времени генетика ржи развива-
лась медленнее, чем генетика других диплоидных культур 
(кукуруза, ячмень, томат или горох), однако сейчас ее 
развитие ускорилось, а полученные данные уже можно 
применять для маркер-ориентированной селекции. Не-
смотря на предсказанные трудности получения маркеров 
для ржи (Jain, 1960), сейчас уже имеется значительное 
количество генетических и цитологических маркеров для 
всех хромосом ржи. На основе сопоставления данных, 
полученных в результате генетического анализа ржи, 
пшеницы, тритикале, а также пшенично-ржаных допол-
ненных и замещенных линий, было составлено подробное 
описание обозначений генных символов, локализации 
и сцепления генов ржи (Schlegel, Korzun, 2015). 

С 1960 г. (с момента выхода работы Jain, 1960) с до-
полнениями в 1982, 1986, 1996 и 1998 г.г. в геноме ржи 
локализовано свыше 2 000 биохимических, молекулярных 
и морфологических маркеров (рис. 6). Из них 90 % со-
ставляют молекулярные маркеры (Rogowsky et al., 1992; 
Quarrie et al., 1994). Биохимические маркеры составляют 
8 % (Hull et al., 1992), а морфологические – 2 %. Первые 
молекулярные карты сцепления ржи опубликованы в на-
чале 1990-х годов. Уже тогда они содержали подходящие 
маркеры для признаков, важных в гибридной селекции 
ржи, связанных с устойчивостью и репродуктивностью 
(�reyer et al., 1996). Протяженность карт сцепления 
ржи варьирует от 340 до 3 145 сМ. Первые генетические 
карты включали ограниченное число генных маркеров 
(Gustafson et al., 2009; Hackauf et al., 2009). С помощьюGustafson et al., 2009; Hackauf et al., 2009). С помощью et al., 2009; Hackauf et al., 2009). С помощью 
RNAseq-анализа удалось выявить большой набор свя-
занных с генами SNP-маркеров, которые стали основой 
для развития высокопроизводительного генотипирования 
ржи с использованием 5 234 маркеров (Haseneyer et al., 
2011; Milczarski et al., 2011). Позднее SNP анализ был 
использован для построения карты транскриптов ржи 
с высокой плотностью. В совокупности с данными черно-
вого секвенирования хромосом ржи после их сортировки 
методом проточной цитофлюориметрии с последующей 
амплификацией эти данные позволили получить вы-
сокоплотную карту линейного порядка генов ржи. Это 
дало возможность провести  углубленный сравнительный 
генетического анализа геномов ржи и других злаков, что 
привело к пересмотру модели эволюции генома ржи 
(Martis et al., 2013). 

Сто пятьдесят лет селекции и фундаментальных ис-
следований ржи дали колоссальные результаты. Данный 
период может быть условно разделен на три этапа: первый 
начался с направленного отбора ржи в семеноводческом 
хозяйстве Probsteier в 1850 г., второй ведет отсчет с мо-
мента получения сорта Petkus. В 1970 г. с открытием 
P-цитоплазмы и в связи с началом применения ЦМС 

для производства гибридных семян начался третий этап 
развития генетико-селекционных исследований на ржи. 
Он совпал с появлением молекулярных методов в гене-
тике. В результате как в цитологии, так и в генетике ржи 
достигнуты значительные успехи, в том числе иденти-
фицированы и охарактеризованы все хромосомы, на них 
с высоким разрешением (на генетическом расстоянии до 
1 сМ) картировано в общей сложности более 5 400 ген-
ных и маркерных локусов. Такие маркеры пригодны для 
мечения порядка 70 % генов ржи от общего количества, 
составляющего примерно 30 000 генов. Для некоторых 
генов и маркеров проведено уже и физическое картиро-
вание. Этот объем данных открывает многочисленные 
возможности для более эффективной селекции ржи.
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wheat grain quality: breeding 
for falling number
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Falling number (Fn� reflects the level of al�ha amylase 
activity in grain. The main factor res�onsible for 
high α amylase levels and low Fn values is visible or 
hidden �reharvest s�routing (PHS� under adverse 
weather conditions. in recent decades�� great �rogress 
has been made in the understanding of biochemical 
and molecular �rocesses accom�anying PHS and the 
genetic control of �reharvest s�routing resistance 
(PHSr� and Fn�� as well as in the develo�ment of 
methods of breeding for PHSr and Fn. However�� 
breeding for these traits and the corres�onding 
theoretical studies have not yet been �ro�erly 
develo�ed or reflected in the russian literature. The 
�ur�ose of the review is to fill this ga�. it illustrates the 
genetic com�lexity and context de�endence of the 
PHSr and Fn traits and of major factors im�airing Fn. 
A s�ecific feature of breeding for high PHSr and Fn is 
that it involves elimination of late maturity α-amylase 
(LMA� genoty�es in choosing �arents for crossing 
and from early hybrid generations; choice of donors 
of target traits with regard to their genetic diversity; 
methods of evaluation of varieties and lines for PHSr 
and Fn under different environmental conditions; 
determination of F2 �o�ulation size with regard to 
combination of PHSr�� Fn�� high �erformance�� grain 
quality�� and other commercial traits. new methods 
and a��roaches in breeding o�en new �ros�ects. They 
include the doubled ha�loid (DH� method�� allowing 
homozygotes to be obtained from early hybrid 
generations; and DnA technologies�� which �ermit 
genetically reasonable selection of PHSr and Fn 
donors�� �yramiding of desirable alleles�� and efficient 
selection of desired offs�ring using closely lin�ed 
molecular mar�ers.

Key words�� al�ha amylase; �reharvest s�routing 
resistance; falling number; molecular mar�ers. 

Число падения (Ч�� отражает уровен�� активности ал��фа-амилазы 
в зерне/муке и является международным стандартом ка�ества 
зерна. Чем ниже Ч��� тем ниже ка�ество зерна и его цена. Главные 
при�ины снижения Ч� – видимое или скрытое преду�оро�ное 
прорастание (��� в условиях не�лагоприятной погоды. Реша�щу� 
рол�� в полу�ении ста�ил��но высокого Ч� играет селекция на 
устой�ивост�� к преду�оро�ному прорастани� (ук����� а также 
непосредственно на Ч�. В последние десятилетия достигнут 
�ол��шой прогресс в понимании �иохими�еских и молекулярных 
процессов�� происходящих при ��; изу�ении генети�еского 
контроля ук�� и Ч��� в разра�отке методов селекции на ук�� 
и Ч�. В России селекция на эти признаки и соответству�щие 
теорети�еские исследования еще не полу�или должного развития 
и отражения в литературе. �оказаны генети�еская сложност�� 
и контекст-зависимост�� признаков ук�� и Ч�. Специфика 
селекции на высокий уровен�� ук�� и Ч� вкл��ает удаление 
LMA-генотипов (LMA�� late maturity α-amylase� при под�оре 
родителей для скрещивания и в ранних поколениях ги�ридов�� 
вы�ор генети�ески разли�ных доноров целевых признаков�� 
методы оценки сортов и линий на ук�� и Ч� в разных условиях 
внешней среды�� определение размера F2 популяций с у�етом 
нео�ходимости со�етания ук�� и Ч� с высокой продуктивност����� 
ка�еством зерна и другими признаками. Новые перспективы 
в селекции открыва�т новые подходы и методы�� в �астности 
перевод гетерозигот в гомозиготное состояние (DH-метод��� а 
также ДН��-технологии�� о�еспе�ива�щие о�основанный под�ор 
доноров ук�� и Ч��� пирамидирование желател��ных аллелей 
и эффективный от�ор с помощ��� функционал��ных или тесно 
сцепленных молекулярных маркеров.

��л��евые слова�� ал��фа-амилаза; устой�ивост�� к преду�оро�ному 
прорастани�; �исло падения; молекулярные маркеры. 
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Пшеница является одним из основных источников 
калорий и белка в питании человека. Благодаря 
своим биологическим особенностям и уникальному 

качеству зерна она стала самым распространенным хлеб-
ным растением в мире, в том числе и в России. Мировое 
производство пшеницы превышает 650 млн т в год, и по-
требности в зерне непрерывно возрастают (FA�, 2010). 
Во многих странах и также в России в посевах озимой 
и яровой пшеницы господствуют краснозерные сорта, но 
самым высоким спросом пользуется белое зерно, которое 
дает максимальный, высокий выход муки, позволяет по-
лучать высокого качества различные виды макаронных 
изделий, оно также более пригодно для использования 
в целом виде, что весьма полезно для здоровья человека. 
Уместно отметить, что в Нижнем Поволжье РФ и при-
легающих регионах с 1930 до 1970-х гг. прошлого века 
вместо краснозерных возделывали белозерные сорта 
яровой мягкой пшеницы, среди них такие «сорта-милли-
онеры», как Саррубра (1,3 млн га в 1938 г.), Альбидум 43 
(6,2 млн га в 1960 г.), Саратовская 210 (1,5 млн га в 1967 г.), 
Саратовская 38 (0,76 млн га в 1967 г.) (Мамонтова, 1980). 
Однако из-за возрастания риска ПП вместо белозерных 
теперь выращивают краснозерные сорта яровой и озимой 
пшеницы.

В годы с неблагоприятной погодой (дожди, росы, холод) 
в период налива зерна и уборки урожая страдают и мно-
гие краснозерные сорта, для этого достаточно небольшого 
количества осадков (около 10–15 мм), особенно при 
медленном их выпадении (Mares, Mrva, 2014). Симпто-
мы прорастания – разрыв оболочки в области зародыша, 
сморщивание и обесцвечивание семени, а затем появление 
корешка и побега. В процессе прорастания разрушается 
крахмал, деградируют белки и другие вещества, ухудша-
ются физические и технологические свойства зерна (про-
блемы размола, размягчение и липкость теста, снижение 
объема и крошение выпекаемого хлеба и т. д.) (Козьмина, 
1976; Fu et al., 2014). Кроме того, в проросшем зерне по-
вышается концентрация свободного аспарагина, что не-
благоприятно для здоровья человека (Simsek et al., 2014). 

Разрушение крахмала в эндосперме в результате ак-
тивности фермента альфа-амилазы может происходить 
и без признаков видимого прорастания зерна (Mares, 
Mrva, 2008), что важно учитывать как при хранении зерна, 
так и его использовании в мукомольной, хлебопекарной 
и других отраслях производства. 

В ряде стран ведется учет потерь от ПП, например, 
в Канаде они составляют около 100 млн долларов в год 
(�ePauw et al., 2012). К сожалению, об аналогичных ис-
следованиях в Российской Федерации нам не известно. 
Однако как в европейской, так и в азиатской части Рос-
сийской Федерации неблагоприятная погода в предубо-
рочный период – далеко не редкость (например, в 2013, 
2014 гг.).

Наиболее простым, быстрым и надежным методом 
определения качества зерна является измерение числа па-
дения на приборе «Falling Number», предложенном свыше 
полувека назад Хагбергом (Hagberg, 1960) и усовершен-
ствованном Пертеном (Perten, 1964). Метод основан на 
способности альфа-амилазы гидролизовать крахмал до 
декстринов. Чем выше активность альфа-амилазы в сус-

пензии, тем быстрее и ниже опускается шток-мешалка 
в пробирке прибора, что выражается в секундах. Низкое 
ЧП свидетельствует о высокой активности альфа-амилазы.

В Российской Федерации, согласно ГОСТ 52554-2006, 
у зерна первого и второго класса ЧП должно быть не ниже 
200 с, при этом допускается до 5 % проросшего зерна 
«в зерновой примеси». Единичные проросшие зерна мо-
гут быть даже при ЧП в диапазоне от 200 до 300 с. В таком 
крупном экспортере зерна, как Австралия, программами 
предусмотрено создание сортов со средним значением ЧП 
не ниже 350 с (Ellis et al., 2012), а в Канаде – 400 с и более 
(�ePauw et al., 2012). 

Повышение требований к генетическому потенциалу 
сортов по ЧП возникло не случайно. Колебания климата 
и связанное с этим возрастание непредсказуемости пого-
ды дают основание предполагать возрастание риска ПП 
и низкое ЧП (Flintham et al., 2011). Между тем, например, 
в Поволжье за 100 лет научной селекции какого-либо 
сдвига в уровне УкПП и ЧП у озимой пшеницы не про-
изошло: у новых сортов они такие же низкие, как у старых 
(Крупнова, Свистунов, 2014), хотя потенциал продуктив-
ности повышен значимо (Прянишников и др., 2009). 

Факторы стабильности высокого числа падения
Значение признака ЧП зависит как от генотипа, так и от 
условий внешней среды в предуборочный период. В ус-
ловиях «комфорта» многие сорта обычно показывают 
высокий уровень ЧП (свыше 350–400 с). В условиях, 
провоцирующих прорастание (активность альфа-амила-
зы), различия между сортами/линиями по ЧП возрастают, 
при этом у восприимчивых к прорастанию ЧП может сни-
жаться до минимума (60 с). В селекционной практике все 
изучаемые генотипы нередко условно разбивают на три 
группы: низкое ЧП (ниже 150–200 с), среднее (200–350 с) 
и высокое (выше 350 с) (�encic et al., 2013).

Главные причины снижения ЧП: 1) отсутствие у сортов 
устойчивости к прорастанию в дождливую погоду в пре-
дуборочный период и 2) наличие у сортов так называемых 
дефектных генов, повышающих уровень активности 
альфа-амилазы в середине процесса созревания зерна без 
видимых признаков прорастания, несмотря на отсутствие 
дождя (LMA, late maturity α-amylase) (Lun et al., 2001; 
Barrero et al., 2013). 

Основным источником энергии для прорастания слу-
жит крахмал, содержание которого в зерне до 70 %, он 
состоит из двух фракций: амилопектин (75 %) и амилоза 
(25 %). Деградация крахмала происходит в результате 
синергизма различных амилолитических ферментов 
(Whan et al., 2014), среди которых наиболее важную роль 
играет альфа-амилаза (EC 3.2.1.1, α-1,4-glucanohydro-glucanohydro-
lase). Идентифицирован ряд изоформ альфа-амилазы). Идентифицирован ряд изоформ альфа-амилазы 
(Barrero et al., 2013). Высокий уровень ферментов кон-
тролируется семейством α-Amy-1-генов, локализованных 
на длинных плечах хромосом 6-й группы (6A, 6B, 6�) 
(Mc��ntosh et al., 2008).

В природе вступление созревающих семян в покой явля-
ется важным признаком приспособления растений к окру-
жающей среде – выжидание наступления благоприятных 
условий (Finch-Savage, Leubner-Metzger, 2006). Индукция 
и реализация покоя семян связаны с экспрессией многих 
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генов и их взаимодействием с факторами внешней среды 
(температура, вода и др.), одни гены контролируют созре-
вание семян, другие – вступление в покой, его глубину 
и продолжительность, третьи – выход из покоя (Graeber 
et al., 2012). В регулировании покоя семян важную роль 
играют транскрипционные факторы, абсцизовая кислота 
(АБК), гиббереллин (ГК), жасмонат и другие гормоны 
(Barrero et al., 2013; Jacobsen et al., 2013). Ключевым 
детерминантом покоя является AБК, роль этого и других 
гормонов в УкПП нуждается в дальнейшем изучении 
(Kondhare et al., 2012; Mares, Mrva, 2014).

Давно замечено, что у краснозерных сортов УкПП, 
как правило, выше, чем у белозерных, и эта способ-
ность может зависеть от дозы генов, контролирующих 
окраску зерна (Nilsson-Ehle, 1914, по: Хлесткина, 2012). 
Краснозерность контролируют доминантные аллели, 
а белозерность – рецессивные аллели R-генов, локали-
зованные на длинных плечах хромосом третьей группы: 
R-A1 (прежнее название R2) – на 3AL, R-B1(R3) – на 3BL 
и R-�1(R1) – на 3�L (Mc��ntosh et al., 2008). Доминантные 
R-аллели представляют собой Myb-подобные факторы 
транскрипции, регулирующие экспрессию генов биосин-
теза флавоноидов Сhs, Chi, F3h и Dfr (Himi et al., 2005, 
2011; Хлесткина, 2012). Положительная роль окраски 
зерна в УкПП подтверждается исследованиями на почти 
изогенных линиях, мутантах (Warner et al., 2000; Himi et 
al., 2002), трансгенных растениях (Liu et al., 2013), однако 
молекулярные механизмы этого явления не ясны. 

На расстоянии примерно 30 сМ от R-генов локализо-
ваны три Vp-1-гена-гомеолога – Vp-A1, Vp-B1 и Vp-D1 
(или TaVp-A1, TaVp-B1 и TaVp-D) (Bailey et at., 1999), 
которые, с одной стороны, ускоряют созревание семян, 
с другой – репрессируют их прорастание у различных 
видов растений (McCarty et al., 1991; Hoecker et al., 1995; 
Hollung et al., 1997; Jones et al., 1997; Bailey et al., 1999; 
Carrari et al., 2001; �e Laethauwer et al., 2012).

У мягкой пшеницы установлен множественный алле-
лизм Vp-1-генов (Yang et al., 2007; Xia et al., 2009; Chang 
et al., 2010; Yang et al., 2014а, b). Периоды покоя семян 
и УкПП наиболее тесно ассоциированы с рядом аллелей 
Vp-1B (Xia et al., 2009; Chang et al., 2010), а также с Vp-
1A-локусом (Chang et al., 2011). Период покоя семян 
и УкПП можно улучшить путем встраивания в хромосому 
пшеницы Vp-1-генов от овсюга (Avena fatua) (McKibbin 
et al., 2002) или кукурузы (Zea mays) (Huang et al., 2012). 
Известны и другие поисковые подходы к повышению 
УкПП, например, использование мутантов с гиперчув-
ствительностью к AБК (Schramm et al., 2013). 

В последние десятилетия, благодаря использованию 
ДНК-технологий и статистических методов, значительно 
расширилось изучение генетической природы УкПП и ЧП. 
К настоящему времени гены/локусы (QTLs/QPhs), ассоци-
ированные с УкПП, идентифицированы и маркированы на 
всех хромосомах (Крупнов и др., 2010; Tyagi, Gupta, 2012). 
Большинство из этих локусов являются минорными, они 
характеризуются весьма малым (менее 10 %) вкладом 
в изменчивость и сильной зависимостью от внешней 
среды. Мета-анализ 15 различных популяций, состоящих 
из рекомбинантных инбредных линий (9), удвоенныхудвоенных 
гаплоидов (5) и беккроссов (1), показал 8 MQPhs, в том 

числе на хромосомах 3А (2 MQTL), 3В (3 MQTL), 3� 
(2 MQTL) и 1 MQTL на хромосоме 4A (Tyagi, Gupta, 
2012). У озимой белозерной мягкой пшеницы Rio Blanco 
основной QPhs.pseru-3AS колокализован с пшеничным 
гомологом M�THER �F FL�WER��NG T��ME-подобным 
геном (обозначен как TaPHS1), который является крити-
ческим регулятором УкПП (Liu et al., 2013). 

Во многих исследованиях фенотипирование про-
изводилось без измерения ЧП, поэтому информации 
о генетическом разнообразии пшеницы по названному 
признаку гораздо меньше. Прежде всего, практический 
интерес представляет вопрос об ассоциации между ЧП 
и QTLs/QPhs. В �H популяции комбинации RL4452/AC 
�omain (оба имеют красное зерно) на хромосоме 4B 
идентифицирована ассоциация QTLs, контролирующих 
ЧП (QFN.crc-4B), индекс прорастания (QGI.crc-4B) и ин-
декс прорастания зерна в колосе (QSI.crc-4B), каждый из 
которых объясняет вклад в фенотипическую изменчи-
вость признака ЧП (22 %), G�� (67 %) и S�� (26 %) соответ-
ственно (Rasul et al., 2009). В �H популяции комбинации 
AC �omain (красное зерно)/White-RL4137 (белое зерно) 
установлена ассоциация ЧП с двумя QTLs на хромосомах 
3BL (QFN.crc-3B) и 3�L (QFN.crc-3�), с аддитивным 
взаимодействием (Fofana et al., 2009).

Изучение коллекции из 110 белозерных образцов 
твердозерной яровой мягкой пшеницы в пяти условиях 
внешней среды с использованием ассоциативного карти-
рования показало зависимость количества идентифици-
рованных QFN от условий выращивания растений (Zhang 
et al., 2014a).

Использование в селекции мягкой пшеницы генов/
транслокаций от различных сородичей в ряде случаев 
сопровождается расширением генетической изменчи-
вости как по УкПП (Gatford et al., 2002), так и по ЧП 
(Крупнова, 2009).

На ЧП могут влиять азотное удобрение (Kindred et al., 
2005; Knapowski, 2009), фунгициды (�immock, Gooding, 
2002; Gooding, 2007), эпифитотии возбудителей бо-
лезней – Puccinia spp., Septoria tritici (Gooding, 2007), 
Pyrenophora tritici-repentis (�ied.) �rechs.(Ptr) (Fox et 
al., 2003), Fusarium culmorum и других видов (Gartner et 
al., 2008; Wang et al., 2008; Siuda et al., 2010), Rhizoctonia 
cerealis (Lemańczyk, Kwaśna, 2013). Повреждение зерна 
вредными клопами значимо снижает всхожесть семян, 
реологические свойства муки и семолины (Васильчук, 
2001), ЧП (Mousa, 2011). Установлено отрицательное 
влияние на ЧП почернения зародыша у белозерных 
и краснозерных генотипов (Clarke et al., 2004; Biddulph 
et al., 2008; Крупнова и др., 2009). 

В ряде публикаций сообщается о взаимосвязи ЧП 
с размером зерновки (Evers et al., 1995; Clarke et al., 2004; 
Kindred et al., 2005; Wang et al., 2008; Farrell, Kettlewell, 
2009; Крупнова, 2010; Gooding et al., 2012), содержа-
нием белка в зерне (Васильчук, 2001; Every et al., 2002; 
Johansson, 2002; Gooding et al., 2003; Pasha et al., 2007; 
Wang et al., 2008; Крупнова, 2009). На УкПП влияют 
степень закрытия цветка, плотность прилегания чешуй 
к семени, остистость колоса, угол наклона колоса, воско-
вой налет на колосковых чешуях (King, Richards, 1984), 
содержание ингибиторов прорастания в колосковых стер-
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женьках (Коваль и др., 2001; Gatford et al., 2002). Поэтому 
определение индекса прорастания семян в чашках Петри 
дополняют анализом прорастания семян в колосе (в ла-
бораторных условиях или в поле) (King, Richards, 1984; 
Knox et al., 2012), а также определением числа падения по 
Хагбергу (�e Pauw еt al., 2012). На всхожесть семян могут 
влиять различные абиотические и биотические стрессоры 
(Singh et al., 2009), механическое повреждение семян при 
обмолоте и условия хранения семян или необмолоченных 
колосьев. 

Ущерб от активности альфа-амилазы 
в конце созревания семян
Поздняя альфа-амилаза (late maturity α-amylase, LMA, 
в Англии она называется premature α-amylase, PMA) 
представляет собой резкое повышение (p��) содержания 
альфа-амилазы на 20-й–35-й день после цветения, что 
определяется методом EL��SA (enzyme-linked immunosor- методом EL��SA (enzyme-linked immunosor-enzyme-linked immunosor-
bent assay) (Barrero et al., 2013). Предполагается, что LMA) (Barrero et al., 2013). Предполагается, что LMA 
представляет собой, скорее, синдром доместикации и се-
лекции, чем обычное явление у прародителей культивиру-
емой пшеницы (Barrero et al., 2013). Скрининг образцов 
из Австралии, Англии, Германии, Китая и других стран 
свидетельствует о довольно частой встречаемости LMA 
в сортах и образцах как мягкой, так и твердой пшеницы, 
а также в гексаплоидных синтетиках, например T. durum/
Aegilops tauschii (Mrva et al., 2009). Не исключено наличие 
LMA-дефекта также в сортах яровой мягкой пшеницы, 
возделываемых в Казахстане (Мамытова и др., 2014). 

В отличие от обычного, видимого, ПП у LMA-гено-
типов зерно внешне здоровое, и повышение уровня (p��) 
содержания α-амилазы наблюдается в алейроновом слое 
без видимых признаков прорастания семян (Mares, Mrva, 
2008; Flintham et al., 2011) даже при отсутствии дождей. 
Активность α-амилазы в алейроне индуцируется либо 
похолоданием (до 10–13 °С), либо резким перепадом тем-
пературы воздуха в названный период чувствительности 
(Farrell, Kettlewell, 2008). Предполагается, что фенотип 
LMA – это частичный/неполный эффект гиббереллина 
в сильно изменяющейся гормональной среде (Barrero et 
al., 2013), однако биохимические и молекулярные меха-
низмы LMA нуждаются в изучении (Kondhare et al., 2012; 
Barrero et al., 2013; Farrell et al., 2013).

LMA может быть конститутивной (экспрессия стабиль-
ная) и стохастической (экспрессия нестабильная), при 
которой высокий уровень альфа-амилазы встречается не 
во всех зернах (Mares, Mrva, 2008; Flintham et al., 2011), 
с различным распространением от алейрона. Генетиче-
ский контроль LMA не зависит от генетического контроля 
обычного ПП, вызванного дождливой погодой (Flintham 
et al., 2011; Mares, Mrva, 2014), хотя встречаются случаи 
ассоциации QTLs, контролирующих LMA и ПП. 

На экспрессию LMA влияют R-гены (Flintham et al., 
2011), Rht-гены (Mrva, Mares, 1996; Farrell, Kettlewell, 
2008; Mares, Mrva, 2008), T1BL.1RS-транслокация (Mrva, 
Mares, 1996; Gobaa et al., 2008). Конститутивная LMA 
чаще встречается у высокорослых сортов, содержащих 
T1BL.1RS-транслокацию или такие гены низкорослости, 
как Rht8, которые чувствительны к ГК (Mrva et al., 2008). 
У Rht-B1b, Rht-�1b генотипов конститутивная LMA встре-

чается лишь при стечении определенных обстоятельств 
(температура, дефицит воды) (Mrva, Mares, 2001b; Mrva 
et al., 2008). Известны сообщения о том, что в некоторых 
LMA-генотипах T1BL.1RS-транслокация повышает 
экспрессию альфа-амилазы независимо от присутствия 
Rht-�1b (Farrell et al., 2013), тогда как в других такого взаи-
модействия между этими двумя генетическими факторами 
не наблюдалось (Mohler et al., 2014). Ранее отмечалась 
значимая негативная взаимосвязь между ПП и массой 
1000 зерен, не исключено негативное влияние крупности 
зерна также на LMA (Farrell, Kettlewell, 2009).

LMA наследуется как рецессивный признак и контро-
лируется высокозначимым QTL на 7BL и рядом других 
менее значимых QTLs (Mrva, Mares, 2001b; Mares, Mrva, 
2008; Mrva et al., 2008; Emebiri et al., 2010; Tan et al., 2010; 
Flintham et al., 2011). 

В условиях внешней среды, свободных от ПП, 
анализ трех популяций озимой мягкой пшеницы по-
казал разное количество QTL, контролирующих ЧП, 
с варьированием от 1 до 8. В популяции �ream/Lynx 
они были локализованы на хромосомах T1BL.1RS, 6B 
и 7B, в популяции Bussard/W332-84 – на 4A, 5B и 7B, 
а в популяции AUB469511/Format – на T1BL.1RS, 4� 
и 7B (Mohler et al., 2014). Однако общим для всех трех 
популяций оказался QTL на длинном плече хромосомы 
7B, вблизи от QTL, контролирующего высокую изоэлект-
рическую точку содержания альфа-амилазы (Mohler et 
al., 2014). Авторы отмечают также значимое влияние на 
ЧП T1BL.1RS-транслокации и гена Rht-D1 в популяциях 
комбинаций �ream/Lynx и BAUB469511/Format. В обеих 
популяциях Rht-D1 без T1BL.1RS-транслокации или в ее 
присутствии положительно влияет на ЧП (Mohler et al., 
2014). Предполагается, что QTL на хромосомах 3B и 7B 
контролируют как УкПП, так и LMA (Cabral et al., 2014). 
В независимых испытаниях подтверждена локализация 
PhsQTLs на хромосомах 1A, 2�, 3A (2 loci), 3B, 3�, 4A 
(2 loci), 4�, 5� (2 loci) и 7B, а также PMA QTLs – на 
хромосомах 1B, 4�, 5�, 6A, 7B и 7�. Эти QTLs для ПП 
и LMA/PMA локализованы в отдельных локусах во всех 
случаях (за исключением QPma и QPhs-локусов на 4A 
и 5�, где возможно совпадение) (Flintham et al., 2011). 
Многие из генов/локусов нуждаются в валидации в раз-
личном генетическом окружении и в условиях не только 
типичной, но и экстремальной среды (Flintham et al., 
2011). Установлено значимое различие между аллелями 
ГК-нечувствительного Rht-1 гена по влиянию на LMA 
экспрессию (Tan et al., 2013).

Подходы к селекции
Каждый селекционный цикл начинается с выбора источ-
ников нужных признаков и создания генетической измен-
чивости для последующего отбора целевых генотипов. 
Изучение старых и современных сортов, а также коллек-
ционных образцов мягкой и твердой пшеницы мировой 
коллекции свидетельствует о том, что, несмотря на «изде-
ржки» одомашнивания, в зародышевой плазме этих видов 
сохранилось значительное генетическое разнообразие по 
УкПП, которое используется в практической селекции 
(Paterson et al., 1989; Lohwasser et al., 2005; Mares et al., 
2005; Mori et al., 2005; �gbonnaya et al., 2007; Fofana et 
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al., 2008; Liu, Bai, 2010; Беспалова и др., 2012; Мартынов, 
Добротворская, 2012; Добротворская, Мартынов, 2013; 
Yang et al., 2014a, b). 

Практика показывает, что «сортообразующей» способ-
ностью обладает далеко не каждый образец. Например, 
в Канаде в селекции краснозерной и белозерной яровой 
мягкой пшеницы лучшими донорами УкПП и ЧП оказа-
лись сорта AC �omain, AC Majestic, линия RL4137 (�e 
Pauw еt al., 2012). Интересно, что названные и многие 
другие канадские сорта и экспериментальные линии 
эту замечательную способность унаследовали от бра-
зильского сорта Frontana (Campbell, Czarnecki, 1981; �e 
Pauw et al., 2009; Singh et al., 2012). С помощью микро-
сателитных маркеров канадские сорта и линии разбиты 
в кластеры и подкластеры, различающиеся по УкПП 
(Fofana et al., 2008).

В Австралии донорами УкПП стали AUS1408 (белозер-
ный ландрас из Южной Африки, содержащий основной 
QPhs на хромосоме 4А), AUS1490 и др. (Mares et al., 2005); 
в США – сорт Rio Blanco – для улучшения белозерной 
озимой мягкой пшеницы (Graybosch et al., 2013). В Повол-
жье среди краснозерных сортов яровой мягкой пшеницы 
высокий уровень УкПП показывают сорта Л503, Добрыня 
(Л1089), линии Л2032 и Л2033 (Крупнов и др., 2012). 

Прямой отбор на УкПП в полевых условиях крайне 
затруднителен даже в дождливые сезоны из-за влияния на 
этот признак, во-первых, различий между сортами/лини-
ями и между колосьями одного растения по фенологии, 
во-вторых, взаимодействия между генотипом и средой 
(Biddulph et al., 2007; Gerjets et al., 2010; �e Pauw еt al., 
2012; ��kić et al., 2012). Более эффективна оценка сортов 
и линий в искусственных условиях. Для исследований 
используют колосья одной даты созревания (достижение 
физиологической спелости). После высушивания и обмо-
лота определяют индекс прорастания (germination index, 
G��), в ряде случаев у семян учитывают также процент 
прорастания (percent germination, PG) (Lunn et al., 2001), 
устойчивость к прорастанию (germination resistance, GR) 
(Gordon, 1971; Knox et al., 2012), число падения (�e Pauw 
еt al., 2012). Для того чтобы оценить влияние на УкПП 
морфофизиологических признаков колоса, определяют 
индекс прорастания семян в колосе (sprouting index, S��) 
в лабораторных условиях или в поле (Paterson et al., 1989; 
Anderson et al., 1993; Trethowan, 1995; Humphreys, Noll, 
2002; �e Pauw еt al., 2012). Если сразу после сушки семена 
не проращивают, во избежание выхода из покоя их хранят 
при температуре –20 °С (Nyachiro et al., 2002). 

Для того чтобы избавиться от дефектных генов-де-
терминантов синдрома LMA/PMA, каждый новый цикл 
селекции важно начинать со скрининга родителей и более 
ранних поколений гомозиготных потомков. Скрининг 
проводится в условиях холода (около 12 °С) примерно 
в середине периода налива зерна (Farrell, Kettlewell, 2008; 
Mares, Mrva, 2008; Kondhare et al., 2012). Поскольку такие 
условия не каждый год встречаются в поле, оценку реак-
ции сортов и линий на шок холодом можно провести на 
созревающих растениях в теплице (Mrva, Mares, 2001a; 
Farrell, Kettlewell, 2008; Kondhare et al., 2012) или на по-
бегах, срезанных в поле (Mrva, Mares, 2001a). 

Как прежде, так и сейчас проблема УкПП и ЧП наибо-
лее успешно решается в селекции краснозерных сортов. 
Анализ данных о 1422 сортообразцах мягкой пшеницы 
показал тесную ассоциацию УкПП не только с окраской 
зерновки, но также и с устойчивостью к фузариозу ко-
лоса (Мартынов, Добротворская, 2012). И это, видимо, 
неслучайно: чем суровее предуборочный период (дожди, 
холод), тем острее проблема селекции на сочетание УкПП 
с устойчивостью к фузариозу колоса. Предполагается, что 
у твердой пшеницы QTL, контролирующих устойчивость 
к фузариозу колоса (QTLFHB) (�ArT маркеры wPt-2885, 
wPt-6910 и wPt-7400) (Ghavami et al., 2011), ассоциирован 
с QPhs.spa-5В (Singh et al., 2014). Кроме доминантных 
R-аллелей, в повышении уровня УкПП определенную по-
ложительную роль играют ГК-нечувствительные аллели 
Rht1. Однако эти аллели могут использоваться только в тех 
регионах, где они не оказывают отрицательного влияния 
на продуктивность и адаптивность пшеницы. И в селекции 
краснозерных сортов немало проблем. Во-первых, отбор 
по степени окрашивания зерна еще не означает объеди-
нения в одном генотипе всего полного набора R-генов 
и повышения уровня УкПП, во-вторых, не все сорта и ли-
нии, содержащие полный набор доминантных R-аллелей, 
характеризуются высоким уровнем УкПП.

К настоящему времени среди идентифицированных 
и маркированных преобладают гены/QTLs, контролирую-
щие относительно простые признаки (устойчивость к раз-
личным болезням, реакция на фотопериод, низкорослость, 
качество зерна и др.) (Леонова, 2013; Хлесткина, 2013). 
Некоторые из этих генов/QTLs клонированы и имеют 
функциональные маркеры, позволяющие различать ал-
лели в локусах (Liu et al., 2012; Liu et al., 2014). Показана 
возможность эффективного использования MAS (marker-marker-
assisted selection) или MAB (marker-assisted breeding)) или MAB (marker-assisted breeding) 
в селекции на устойчивость к патогенам, качество зерна 
и другие признаки (Vida et al., 2009; �akouri et al., 2010; 
Randhawa et al., 2013). 

Однако в селекции пшеницы на УкПП и ЧП исполь-
зовать ДНК-технологии гораздо труднее. Это связано, 
с одной стороны, с более сложной природой признаков 
покоя семян и УкПП, с другой – с такими лимитирующими 
факторами, как ограниченный набор функциональных 
и тесно сцепленных диагностических маркеров, зави-
симость эффекта QTL от генетической среды, сильное 
взаимодействие QTL с внешней средой (Liu et al., 2014). 
Для того чтобы в селекции на УкПП опираться на MAS, 
необходимо, во-первых, иметь подтверждение (валида-
ция) ассоциации «маркер – признак» в разных генофонах 
и разных средах, во-вторых, сосредоточиться на важней-
ших локусах, которые с помощью молекулярных маркеров 
можно контролировать в процессе селекции (Randhawa et 
al., 2013; Zhang et al., 2014a, b). Этим требованиям наибо-
лее полно удовлетворяет основной QTL (основной Phs1 
ген) на хромосоме 4AL как у краснозерных, так и белозер-
ных сортов (Kato et al., 2001; Flintham et al., 2002; Mares 
et al., 2005; Mori et al., 2005; Torada et al., 2008; Flintham 
et al., 2011; Singh et al., 2012). Известны также сообщения 
о валидации основных QTL на 3AS (�sa et al., 2003; Mori 
et al., 2005) и 2B (Muncvold et al., 2009; Chao et al., 2010). 
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Тонкое картирование на 2В QPhs.cnl-2B.1 показало, что 
он представляет собой сцепление двух локусов с разным 
вкладом в УкПП (Somyong et al., 2014). При учитете осо-
бенностей QTL (основной Phs1 ген) на хромосоме 4AL 
и его тесной ассоциации с Xbarc170, в Канаде он признан 
одним из ценнейших в селекции на УкПП краснозерных 
и белозерных сортов, кроме того, здесь большое внимание 
уделено валидации локусов УкПП на хромосомах 1A, 1B, 
5A и 7A (Randhawa et al., 2013). 

В практической селекции на УкПП и ЧП весьма важен 
размер популяций F2 в каждой комбинации скрещиваний 
(�e Pauw еt al., 2012), так как отбор должен быть не просто 
на УкПП и ЧП, а на сочетании этих генетически сложных 
признаков со всеми другими, не менее сложными, при-
знаками (продуктивность, устойчивость к полеганию, 
толерантность/устойчивость к абио- и биострессорам). 
Одним из путей решения этой проблемы и избавления 
от обременительной работы по пересеву и изучению 
расщепляющихся F2–F5 поколений и сокращению срока 
создания (примерно на 2–3 года) новых сортов являются 
получение на растениях F1 гаплоидов и перевод их на 
диплоидный уровень (doubled haploid, �H) в сочетании 
с использованием ДНК-технологий (Randhawa et al., 
2013). Несомненно, повышение надежности молеку-
лярных маркеров в предсказании результатов отбора во 
всем селекционном цикле, начиная от подбора пар для 
гибридизации и заканчивая мультилокационными испыта-
ниями новых линий, ДНК-технологии станут важнейшим 
инструментом в повышении эффективности селекции 
(Леонова, 2013; Хлесткина, 2013). 

В последние десятилетия достигнут прогресс в пони-
мании генетических, биохимических и молекулярных 
механизмов УкПП и ЧП, идентификации, локализации 
и маркировании основных и минорных QPhsR и QFH, 
определении вклада каждого из них в уровень УкПП и ЧП 
у краснозерных и белозерных сортов в разных условиях 
внешней среды. Усовершенствованы методы измерения 
УкПП и ЧП, показано значение использования разных 
методов в раскрытии и расчленении такого генетически 
сложного признака, как УкПП, и его контекст-зависимости. 
Сокращены сроки интрогрессии желательных аллелей от 
неадаптивных источников в зародышевую плазму улучша-
емых популяций. Заложены основы для генетически более 
обоснованного подбора источников/доноров УкПП и ЧП 
и создания более ценных гибридных популяций, пирами-
дирования аллелей, а также более эффективного отбора 
из популяций искомых потомств с помощью функцио-
нальных или тесно сцепленных молекулярных маркеров. 
По мере увеличения финансирования, совершенствования 
ДНК-технологий, удешевления фенотипирования и гено-
типирования, повышения воспроизводимости результатов 
исследования во всех звеньях селекционного цикла роль 
MAS в селекции пшеницы, несомненно, будет возрастать. 
Это позволит сократить сроки и удешевить создание 
новых сортов, которые должны наиболее полно отвечать 
современным требованиям производства пшеницы.
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Селекция животных

factors contributing 
to the variation of the fearful 
withdrawal response to humans 
in minipigs bred at icG sB ras

V.S. Lankin, S.V. Nikitin, O.V. Trapezov 

institute of cytology and Genetics SB rAS�� novosibirs��� russia

The fearful withdrawal res�onse to humans was 
studied with regard to the effect of hereditary and 
environmental factors in four consecutive generations 
of mini�igs bred at the institute of cytology and 
Genetics. Variation in the withdrawal res�onse was 
tested in four heteroty�ic settings. The standard 
aversive stimulus was the �resence of a human as 
the animals were being given food either as a grou� 
or one by one after 14–16 or 2 h of food de�rivation. 
All factors studied are ranged with regard to their 
contributions to the overall �henoty�ic variation 
of the res�onse as follows�� sex (0.0–0.4 %��� age 
(0.1–4.� %��� social isolation (0.1–2.1 %��� colour 
ty�es (2.9–�.� %��� boar genoty�e (10.� %��� food 
motivation (6.1–12.� %��� and the genoty�e–food 
motivation interaction (2.�–56.4 %�. That was the first 
demonstration of hereditary �olymor�hism of this 
behavioral reaction in mini�igs�� which includes three 
classes of behavioral �henoty�es. Sex and age do 
not affect the withdrawal res�onse in �iglets from 
1.5-month age to 4.1-month age. it was found that 
the age-related changes in the behavior of sows 
de�end on the indirect selection of individuals 
with a quiet �henoty�e�� and the frequency of this 
�henoty�e increases from 29 % (the rearing stoc�� 
to 63 %. Social isolation and food motivation 
significantly influence the res�onse in �iglets at 
ages of 1.5 and 4.1 months�� but not in sows at ages 
of 10.4 and 22.5 months. An adverse consequence 
of the environmental influence of food motivation 
and its interaction is a broad variability (cV 95–120 %� 
of the withdrawal res�onse. The results will contribute 
to the study of the genetics of the fearful-defensive 
res�onse to humans and to correction of the method 
for evaluating this behavior�� valuable for breeding�� 
in icG mini�igs. 

Key words�� mini�igs; human withdrawal res�onse; 
environmental factors; genoty�e – environment 
interaction; coat colour. 

у �етырех смежных поколений мини-свиней�� созданных в ИЦиГ 
СО Р�Н�� изу�али реакци� удаления от �еловека в зависимости 
от влияния факторов наследственности и среды. Измен�ивост�� 
реакции удаления определяли в �етырех гетеротипных 
условиях тестирования�� вкл��авших в ка�естве стандартного 
аверсивного стимула присутствие �еловека при кормлении 
животных «в группе» или «индивидуал��но» после 14–16 или 2 � 
пищевой депривации. Все изу�енные факторы ранжиру�тся 
по относител��ному вкладу в о�щу� фенотипи�еску� измен�и-
вост�� этой реакции в следу�щем порядке�� пол (0��0–0��4 %��� 
возраст (0��1– 4��� %��� зоосоциал��ная изоляция (0��1–2��1 %��� тип 
окраски (2��9– ���� %��� генотип хряков (10��� %��� пищевая мотивация 
(6��1–12��� %� и взаимодействие «генотип – пищевая мотивация» 
(2���–56��4 %�. Впервые показано существование у мини-свиней 
наследственного полиморфизма этой адаптивной реакции�� 
вкл��а�щего три класса поведен�еских фенотипов. �ол 
и возраст не влия�т на реакци� удаления у поросят в период 
с 1��5 мес. до полового созревания. установлено�� �то возрастные 
изменения поведения у свиноматок зависят от косвенного от�ора 
осо�ей спокойного фенотипа�� �астота которого увели�ивается 
у них до 63 %�� по сравнени� с 29 % у ремонтного молодняка. 
Социал��ная изоляция и пищевая мотивация достоверно влия�т 
на проявление этой реакции у поросят в возрасте 1��5 и 4��1 мес. 
и не влия�т на нее у свиноматок в возрасте 10��4 и 22��5 мес. 
Не�лагоприятным следствием средовых влияний пищевой 
мотивации и ее взаимодействия является высокая вариа�ел��ност�� 
(cV в пределах 95–120 %� реакции удаления. �олу�енные 
резул��таты нео�ходимы для развития исследований по генетике 
пассивно-о�оронител��ного поведения по отношени� к �еловеку 
и коррекции метода определения этого селективно зна�имого 
поведения у мини-свиней ИЦиГ СО Р�Н.

��л��евые слова�� мини-свин��и; реакция удаления от �еловека; 
факторы среды; взаимодействие «генотип – среда»; тип окраски.
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Миниатюрные (мини-) свиньи представляют но-
вый вид лабораторных животных, роль которых 
в качестве модельного объекта для медико-био-

логических исследований в последние годы существенно 
выросла (Lind et al., 2005; Ашуев и др., 2007; Тихонов, 
2010; Sondergaard et al., 2012; Christoffersen et al., 2013; Ни-
китин, 2014). Неслучайно поэтому проводится детальное 
изучение анатомо-морфологических, физиологических, 
биохимических и иммунологических признаков у мини-
свиней отечественных и зарубежных пород, необходимое 
для накопления базальных сведений о биологии этих 
животных (Капанадзе, Ашуев, 2007; Simianer, Kohn, 
2010; Тихонов, 2010; Станкова, Капанадзе, 2012). Однако 
сведения об эмоциональном поведении мини-свиней, 
в частности мотивированном страхом к незнакомому 
человеку, определяющему возможность их оптимального 
использования в экспериментах, практически отсутствуют 
(Kohn et al., 2009). 

Литературные сведения о поведении мини-свиней 
ограничиваются данными, полученными на животных 
геттингенской породы. Известны несколько работ по изу-
чению у них способности к дискриминантному обучению, 
спонтанного поведения и привыкания к производствен-
ным контактам с человеком, выполненных на небольшом 
числе животных (Tanida, Nagana, 1998; Tsutsumi et al., 
2001; Lind et al., 2005; Sondergaard et al., 2007, 2012). 
Получены предварительные данные по сравнительному 
изучению у мини-свиней ИЦиГ СО РАН эмоционального 
поведения в тесте «открытое поле» и реакции удаления 
от человека, подтвердившие, во-первых, мотивационную 
обусловленность этой реакции страхом к человеку и, во-
вторых, ее взаимосвязь с разнообразием окрасок (Ланкин, 
Буиссу, 2001; Kulikov et al., 2014). Более детальные сведе-
ния о поведении мини-свиней ИЦиГ отсутствуют. 

Существенным препятствием к изучению у мини-сви-
ней пассивно-оборонительного поведения по отношению 
к человеку, главным компонентом которого является 
мотивированная страхом реакция избегания/удаления от 
человека, оказывается отсутствие надежного метода его 
определения. За исключением анекдотического глазо-
мерного (визуального) способа выявления темперамента 
у мини-свиней (Шатохин и др., 2013), среди большого 
числа этологических методов известен только один, разра-
ботанный специально для этих животных (Forkman et al., 
2007; Kohn et al., 2009). Однако авторы последнего указы-
вают на существующие у него значительные недостатки 
(низкие специфичность и точность) и подчеркивают 
необходимость создания более надежного и стандарти-
зированного метода. 

Важное значение для объективного определения фено- 
и генотипического разнообразия пассивно-оборонитель-
ного поведения по отношению к человеку имеет задача 
изучения факторов его внутрипородной изменчивости 
у мини-свиней ИЦиГ. Особый интерес при этом пред-
ставляет выяснение роли в регуляции этого поведения 
пищевой мотивации, линейно связанной со скоростью 
роста, сниженной у мини-свиней в результате длитель-
ной селекции на низкую живую массу в 10–15 раз, по 
сравнению с нормальными свиньями заводских пород 
(Rauw et al., 1998; Тихонов, 2010; Simianer, Kohn, 2010). 

У разных видов продуктивных животных усиление пище-
вой мотивации является ведущим фактором возрастного 
угашения реакции страха и формирования адаптивного 
поведения по отношению к человеку (Ланкин, 1997; 
Ланкин и др., 2007). Известно также, что взаимодействие 
«генотип – пищевая мотивация» является существенным 
источником средовой (модификационной) изменчивости 
этого поведения, маскирующей фенотипическое проявле-
ние его генотипического разнообразия у свиней заводских 
линий (Ланкин, 2013). Можно поэтому ожидать, что за-
метным результатом селекционного снижения пищевой 
мотивации у мини-свиней должно быть, во-первых, 
уменьшение / отсутствие у них возрастных изменений 
в оборонительном поведении, ведущих к увеличению 
частоты особей спокойного фенотипа у продуктивных 
животных. Другим ожидаемым результатом может быть 
снижение / исключение неблагоприятных влияний взаимо-
действия «генотип – пищевая мотивация», являющегося 
обычной причиной получения смещенных индивиду-
альных оценок поведения и их низкой повторяемости 
(Фолконер, 1985; Ланкин, 2013). 

Цель настоящей работы – сравнительное качественное 
и количественное исследование внутри- и межгрупповой 
изменчивости реакции удаления от человека в зависимо-
сти от влияния факторов наследственности и среды 
у четырех смежных поколений мини-свиней, представ-
ляющих генеральную совокупность этих уникальных 
животных, созданных в Институте цитологии и генетики  
СО РАН. 

Материалы и методы
Животные и экспериментальные условия. Исследова-
ния проводили на 6 разных по полу и возрасту группах 
мини-свиней, находившихся на экспериментальной 
свиноферме ЦКП ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск). 
Отобранное по продуктивности поголовье состояло из 
22 свиноматок в возрасте 22,5 мес. (2011 года рождения) 
и 28 свиноматок в возрасте 10,4 мес. (2012 года рождения). 
Начиная с поколения 2011-го года рождения свиноматок 
отбирали по живой массе и по репродуктивным каче-
ствам (оплодотворяемость, многоплодие, сохранность 
поросят к отъему). Отбор мини-свиней по поведению не 
проводился. Неотобранный по продуктивности ремонт-
ный молодняк включал 27 свинок и 23 хрячка в возрасте 
4,1 мес. (2013 года рождения), а также 53 свинки и 55 
хрячков в возрасте 1,5 мес. (2014 года рождения). Свинок 
и хрячков в 1,5 мес. возрасте тестировали по поведению 
через 2 нед после отъема от матерей и завершения пере-отъема от матерей и завершения пере-от матерей и завершения пере-
хода на самостоятельное кормление. Животные 2014 года 
рождения происходили от родителей (22 свиноматки и 9 
хряков) с известным фенотипом поведения. 

Свинок и хрячков содержали в изолированных стандарт-
ных клетках (235 × 195 × 90 см) группами по 5–6 голов. 
Свиноматок и поросят кормили в 8:30 и 17:00 по нормам 
стандартного рациона. 

Этологические тесты. Поведение изучали с помощью 
стандартного метода определения мотивированной стра-
хом реакции удаления от человека у разных видов живот-
ных в производственных условиях (Ланкин, Буиссу, 2001). 
Тестирование мини-свиней всех возрастов проводили в их 
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«домашних клетках», в условиях свободного поведения, 
исключающих проявление у них межвидовой агрессии 
по отношению к человеку. Всех животных тестировали 
4 раза. Первое и второе тестирования (�� тест «в группе») 
проводили на животных, находившихся в группе (по 3–4 
особи) сверстников, сначала после 14–16 ч пищевой де-
привации и спустя 3–4 дня после 2 ч пищевой депривации. 
Третье и четвертое тестирования (тест ���� «индивидуаль-
но») проводили по той же технике, но уже на индивиду-
альных животных, в условиях кратковременной изоляции 
от сверстников. 

Каждое тестирование выявляет у мини-свиней с задан-
ным уровнем пищевой мотивации «частное» разнообразие 
фенотипов реакции удаления, отличающихся по числу 
отметок подходов к корму в присутствии незнакомого 
человека. Спокойные животные, без реакции удаления от 
человека, ели корм в течение всего времени тестирования 
(9–12 мин в тесте �� и 3–5 мин в тесте ����) и получали три 
отметки краской на спине. Трусливые особи сразу удаля-
лись от экспериментатора и не получали таких отметок. 
Особи с промежуточным между этими контрастными 
фенотипами поведением получали 1 или 2 отметки. Все 
тестирования проводились между 9:00 и 13:00 в одина-
ковой последовательности тестов одним и тем же экспе-
риментатором.

Качественные и количественные характеристики 
поведения. Структуру подопытных групп мини-свиней 
по реакции удаления характеризовали частными рас-
пределениями частот 4 фенотипов по 3 классам: двум 
крайним с отметкой 3 или 0 и среднему классу феноти-
пов промежуточного поведения с 1 или 2 отметками по 
выраженности у них этой реакции. Для количественного 
изучения использовали балл (= число отметок) по реак-
ции удаления у индивидуальных животных. 

Факторы наследственности. Наследственную обу-
словленность реакции удаления у мини-свиней оценивали 
дисперсионным анализом влияния разных по фенотипу 
поведения производителей, условно обозначенных как 
фактор «генотип хряка», на изменчивость этой реакции 
у их потомков 2014 года рождения. Отбор хряков по 
свойствам оборонительного реагирования на человека 
не проводили: 5 из них были спокойного, 2 – трусливого 
и 2 – промежуточного фенотипов поведения. 

Влияние на изменчивость реакции удаления сущест-
вующего у мини-свиней наследственного разнообразия 
четырех основных типов окраски, белой, черной, чер-
но-пестрой и агути (Тихонов, 2010), также оценивали 
дисперсионным анализом. 

Факторы среды. Влияние пола, возраста и типа 
окраски на реакцию удаления определяли сравнением 
качественных и количественных показателей ее измен-
чивости у отличающихся по данным признакам групп 
мини-свиней. 

Уровень пищевого возбуждения/мотивации и эмоцио-
нального стресса у мини-свиней формировали контроли-
руемым действием на них пищевой (14–16/2 ч) и соци-
альной (3–5 мин) депривации. Оба воздействия являются 
обычными элементами этологических тестов, влиянием 
которых часто пренебрегают (Forkman et al., 2007). В на-
шем эксперименте попарные сравнения четырех частных 

распределений реакции удаления позволяют оценить 
простое и комбинированное влияние этих факторов среды 
на изменчивость данной реакции у подопытных групп 
мини-свиней. 

Для обнаружения влияний взаимодействия «гено-
тип – пищевая мотивация» проводили сравнение первого 
и четвертого тестирований реакции удаления у мини-сви-
ней всех подопытных групп (Ланкин, 2013). 

Статистическая обработка экспериментальных 
данных. Частные распределения сравнивали с помощью 
критерия идентичности (��) (Животовский, 1991), внут-
риклассовые частоты – с помощью 2 × 2 таблиц (d. f. = 1). 
Статистическую значимость влияния учтенных факторов 
определяли дисперсионным анализом, достоверность 
различий средних величин – по критерию Стьюдента. До-
стоверность влияния взаимодействия «генотип – пищевая 
мотивация» оценивали двухфакторным дисперсионным 
анализом действия фактора «средний генотип», учитыва-
ющего генотипическую разнородность особей в крайних 
классах анализируемых первого и четвертого распределе-
ний, и фактора «пищевая мотивация», представляющего 
ее комбинированное со стрессом социальной изоляции 
влияние на изменчивость реакции удаления у животных 
(Ланкин, 2013). Все этапы обработки данных проводили 
по пакету прикладных программ STAT��ST��CA 6.1 для 
Windows. 

Результаты 
Наследственная обусловленность полиморфизма 
реакции удаления. Разнообразие реакции удаления от 
человека существует у мини-свиней всех изученных групп 
(табл. 1). Диапазон внутригрупповой изменчивости этой 
реакции включает три известных класса поведенческих 
фенотипов и не зависит от влияния факторов среды. 
Наследственную обусловленность наблюдаемого разно-
образия реакции удаления доказывает его достоверная 
зависимость у самок и самцов в возрасте 1,5 мес. от гено-
типов хряков (табл. 2, дисперсионный комплекс ��). 

Влияние пола, возраста и кратковременной соци-
альной изоляции. В период до половой зрелости (6 мес.) 
изменчивость реакции удаления у самок и самцов мини-
свиней не зависит от их пола (табл. 2, комплексы ��, ��a). 
Возраст также достоверно не влияет на изменчивость этой 
реакции у неполовозрелых поросят (табл. 2, комплекс ��б). 
Это предполагает возрастную стабильность индивидуаль-
ного проявления реакции удаления у молодняка мини-
свиней в отмеченный период онтогенеза. В подтверждениев отмеченный период онтогенеза. В подтверждение 
такого заключения выясняется, что средняя величина этой 
реакции в тестах �� и ���� практически совпадает у ремонтных 
самок и самцов обоих поколений. 

Возраст является достоверным фактором изменчивости 
реакции удаления у свиноматок, ведущим к увеличению 
у них концентрации спокойного (с отметкой 3) феноти-
па (табл. 1, 2, комплекс ��в). Особенностью возрастных 
изменений поведения у свиноматок оказывается «скач-
кообразное» увеличение частоты этого фенотипа, не 
пропорциональное их различиям в возрасте. Так, по срав-
нению с молодняком в возрасте 4,1 мес., увеличение час-
тоты спокойного фенотипа при тестировании «в группе» 
у свиноматок младшего поколения (в возрасте 10,4 мес.) 
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таблица 1. Измен�ивост�� реакции удаления от �еловека у мини-свиней в разной среде этологи�еских тестирований

�ол��  
возраст
(n�

Среда тестов Частные распределения (%� фенотипов  
по классам реакции удаления

За одно  
тестирование

За тесты i и ii

�ищевая  
депривация�� �

Социал��ный
контекст

3 1 или 2 0 X ± sX X ± sX
cV ± scV �� %

Ремонтное поголов��е

Самки��
1��5 мес.
(53�

14–16 В группе 4���2 1���0 35��� 1��6 ± 0��19 1��1 ± 0��13

2 15��1 ���5 ����4 0��6 ± 0��15 123��4 ± 11��9�

14–16 Индивидуал��но 20��� 9��4 69��� 0��� ± 0��1� 0��� ± 0��12

2 20��� 5��� �3��6 0��� ± 0��1� 1�5��9 ± 1���0�

Эффект среды�� Δ(1-4�1 26��4** 11��3 –3����** 0��9*** 0��4*

Самцы��
1��5 мес.
(55�

14–16 В группе 54��5 9��1 36��4 1��� ± 0��19 1��3 ± 0��14

2 21��� 12��� 65��5 0��� ± 0��1� 109��1 ± 10��39

14–16 Индивидуал��но 25��5  9��1 65��5 0��9 ± 0��1� 0��� ± 0��12

2 21��� 12��� 65��5 0��� ± 0��1� 15���2 ± 14��9�

Эффект среды�� Δ(1-4� 32���** –3��6 –29��1** 1��0*** 0��5* 

Самки  
и самцы��
1��5 мес.
(10��

14–16 В группе 50��9 13��0 36��1 1��� ± 0��14 1��2 ± 0��09

2 1���5 10��2 �1��3 0��� ± 0��11 115��� ± �����

14–16 Индивидуал��но 23��1 9��3 6���6 0��� ± 0��12 0��� ± 0��0�

2 21��3 9��3 69��4 0��� ± 0��12 155��2 ± 10��56

Эффект среды�� Δ(1-4� 29��6** 3��� –33��3** 1��0*** 0��4**

Самки��
4��1 мес.
(2��

14–16 В группе 44��4 22��2 33��3 1��� ± 0��26 1��4 ± 0��1�

2 25��9 29��6 44��4 1��1 ± 0��24 94��6 ± 9��10

14–16 Индивидуал��но 3���0 25��9 3���0 1��4 ± 0��26 1��0 ± 0��1�

2 1���5 ���4 �4��1 0��6 ± 0��23 131��� ± 12��6�

Эффект среды�� Δ(1-4� 25��9*  14��� –40���** 1��1** 0��4

Самцы��
4��1 мес.
(23�

14–16 В группе 34��� 13��0 52��2 1��2 ± 0��29 1��3 ± 0��20

2 30��4 21��� 4���� 1��3 ± 0��2� 105��6 ± 11��01

14–16 Индивидуал��но 21��� 39��1 39��1 1��1 ± 0��24 0��9 ± 0��1�

2 21��� 0��0 ����3 0��� ± 0��26 135��� ± 14��16

Эффект среды�� Δ(1-4� 13��1 13��0 –26��1* 0��5 0��4

Самки
и самцы��
4��1 мес.
(50�

14–16 В группе 40��0 1���0 42��0 1��5 ± 0��20 1��3 ± 0��13

2 2���0 26��0 46��0 1��2 ± 0��1� 103��3 ± ���31

14–16 Индивидуал��но 30��0 32��0 3���0 1��3 ± 0��1� 1��0 ± 0��13

2 20��0 4��0 �6��0 0��6 ± 0��1� 12���1 ± ���99

Эффект среды�� Δ(1-4� 20��0* 14��0 –34��0** 0��9*** 0��3

Самки  
и самцы��
1��5 и 4��1 мес. 
(15��

14–16 В группе 4���5 14��6 3���0 1��6 ± 0��11 1��2 ± 0��0�

2 21��5 15��2 63��3 0��9 ± 0��10 114��6 ± 4��53

14–16 Индивидуал��но 25��3 16��5 5���2 1��0 ± 0��10 0��� ± 0��0�

2 20��9 ���6 �1��5 0��� ± 0��10 156��5 ± 6��23

Эффект среды�� Δ(1-4� 26��6** ���0 –33��5** 0��9*** 0��4***

Отселектированное поголов��е

Самки��
10��4 мес.
(2��

14–16 В группе �2��1 14��3 3��6 2��6 ± 0��16 2��5 ± 0��13

2 6���9 21��4 10��� 2��3 ± 0��21 39��6 ± 3���4

14–16 Индивидуал��но �1��4 1���9 10��� 2��4 ± 0��20 2��3 ± 0��15

2 6���9 14��3 1���9 2��2 ± 0��23 49��� ± 4���0

Эффект среды�� Δ(1-4� 14��2 0��0 –14��3 0��4 0��2
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составило 42,1 % (p < 0,05), а у свиноматок старшего 
поколения (в возрасте 22,5 мес.) – 10,0 % (p > 0,05) и уже 
29,5 % (p < 0,05) при тестировании «индивидуально». 

Причиной резкого прироста частоты спокойного 
фенотипа у свиноматок младшего поколения является 
косвенный отбор таких особей действием проводившейся 
только среди них селекции по репродуктивным качествам. 
Другим интересным результатом возрастных изменений 
поведения оказывается смена знака разности между час-
тотами крайних (спокойного и трусливого) фенотипов: 
с отрицательного у ремонтного молодняка на положи-
тельный у свиноматок обоих поколений. 

Социальная изоляция достоверно влияла на прояв-
ление реакции удаления у ремонтных самок и самцов 
в обоих возрастах (табл. 2, комплексы ��, ��а). В возрасте 
1,5 мес. средний балл этой реакции снизился в тесте ����, 
по сравнению с тестом ��, у самок – на 36,4 % (p < 0,05) 
и у самцов – на 38,5 % (p < 0,05). Однако в возрасте 
4,1 мес. сходное снижение среднего балла на 28,6 и 30,8 % 
соответственно было недостоверным, возможно, из-за 
меньшей численности животных. Социальная изоляция 
не влияла на экспрессивность реакции удаления у свино-
маток обоих поколений.

Эмоциональный стресс изоляции достоверно усилива-
ет изменчивость реакции удаления у мини-свиней. Так, 
по сравнению с «фоновой» вариацией этой реакции при 
тестировании «в группе» (CV в пределах 95–120 %), ее 
коэффициент вариации в тесте ���� увеличился у самок 
и самцов в возрасте 1,5 мес. в среднем на 34,0 % (p < 0,01) 
и в 4,1 мес. – на 23,0 % (p < 0,05). Увеличение объема 
выборки при объединении поросят двух поколений не 
снижает вариабельность реакции удаления. 

Влияние пищевой мотивации. Снижение пищевой мо-
тивации во втором тестировании, по сравнению с первым, 
достоверно влияет на изменчивость и на распределение 
частот фенотипов реакции удаления у самок (�� = 19,9; 

d. f. = 2; p < 0,001) и самцов (�� = 13,0; d. f. = 2; p < 0,01) 
в возрасте 1,5 мес. (табл. 2, комплекс ��г). Более того, про-
стое действие этого фактора оказывается равносильным 
его комбинированному со стрессом изоляции влиянию: 
средняя величина реакции удаления у поросят не изме-
няется со второго по четвертое тестирование (табл. 1). 
Однако начиная с возраста 4,1 мес. изменчивость этой 
реакции у самок и самцов уже не зависит от простого дей-
ствия (F(1/98) = 0,80; p > 0,05) пищевой мотивации. Тем 
не менее она достоверно зависит от ее комбинированного 
со стрессом изоляции действия при третьем и четвертом 
тестированиях (табл. 2, комплекс ��д). 

Поведение свиноматок обоих возрастов не зависит от 
простого действия (F(1/98) = 0,57; p > 0,05) пищевой мо-
тивации и с пограничной достоверностью (F(1/98) = 3,28; 
p = 0,073) зависит от ее комбинированного с изоляцией 
действия.

У мини-свиней, так же как и у других видов животных, 
регуляторное влияние пищевой мотивации отрицатель-
но взаимосвязано с вызываемыми им направленными 
и обратимыми изменениями в проявлении реакции 
удаления (Козловская, 1974; Ланкин, 1997, 2013). Би-
сериальный коэффициент корреляции между уровнем 
пищевой мотивации и баллом этой реакции в каждом из 
четырех тестирований у поросят в возрасте 1,5 мес. был 
равен 0,658 (p < 0,05; N = 12) и в 4,1 мес. 0,671 (p < 0,05; 
N = 12). Эта закономерная регуляторная взаимосвязь 
максимально выражена 0,951 (p < 0,001; N = 12) у всех 
поросят при первом и четвертом тестированиях, однако 
с возрастом становится недостоверной 0,455 (p > 0,05; 
N = 12) у свиноматок.

Влияние взаимодействия «генотип – пищевая мо-
тивация». Частные распределения частот фенотипов 
реакции удаления при первом и четвертом тестировани-
ях различались между собой у самок (�� = 16,1; d.f. = 2; 
p < 0,001) и самцов (�� = 13,0; d. f. = 2; p < 0,01) в возрасте 

Окон�ание та�лицы 1.

�ол�� возраст
(n�

Среда тестов Частные распределения (%� фенотипов  
по классам реакции удаления

За одно  
тестирование

За тесты i и ii

�ищевая  
депривация�� �

Социал��ный
контекст

3 1 или 2 0 X ± sX X ± sX
cV ± scV �� %

Самки��
22��5 мес.
(22�

14–16 В группе 50��0 9��1 40��9 1��6 ± 0��31 1��6 ± 0��21

2 40��9 31��� 2���3 1��6 ± 0��2� �5��6 ± 9��13

14–16 Индивидуал��но 6���2  22��� 9��1 2��3 ± 0��23 2��0 ± 0��19

2 40��9 2���3 31��� 1��6 ± 0��2� 62��4 ± 6��65

Эффект среды�� Δ(1-4� 9��1 –1���2 9��1 0��0 –0��4

�о всем
самкам
(50�

14–16 В группе 6���0 12��0 20��0 2��2 ± 0��1� 2��1 ± 0��12

2 56��0 26��0 1���0 2��0 ± 0��1� 59��3 ± 4��19

14–16 Индивидуал��но �0��0 20��0 10��0 2��4 ± 0��15 2��2 ± 0��12

2 56��0 20��0 24��0 2��0 ± 0��1� 54��3 ± 3���4

Эффект среды�� Δ(1-4� 12��0 –���0 –4��0 0��2 –0��1
1 Эффект среды�� вкл��а�щий комплементарное действие пищевой мотивации и эмоционал��ного стресса изоляции на о�оронител��ное поведение�� 
оценивали разност��� параметров распределений�� о�наруженных в первом и �етвертом тестированиях. n – о�ъем вы�орки; * p < 0��05; ** p < 0��01; 
*** p < 0��001. 
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таблица 2. Факторы измен�ивости реакции удаления от �еловека у мини-свиней

Факторы вариации Степени сво�оды Средний квадрат Сила влияния�� % F p

i. Измен�ивост�� индивидуал��ных отметок реакции удаления. Самки и самцы в возрасте 1��5 мес.

1. Генотип хряка 2 41��31 10��� 26��62 0��001

2. �ол 1 3��1� 0��4 2��05 нд

3. Социал��ная изоляция 1 9��52 1��2 6��13 0��050

Оши�ка 420 1��55 �5��1 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 11 9��55 13��� 6��15 0��001

iа. Самки и самцы в возрасте 4��1 мес.

1. �ол 1 1��22 0��4 0���1 нд

2. Социал��ная изоляция 1 ���20 2��1 4��19 0��042

 Оши�ка 196 1���2 9���6 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 3 2���3 2��4 1��63 нд

i�. Самки и самцы в возрасте 1��5 и 4��1 мес.

1. �ол 1 0��5� 0��0 0��36 нд

2. Возраст 1 1��11 0��1 0��6� нд

3. Социал��ная изоляция 1 19��6� 1��� 12��10 0��001

4. тип окраски 3 10���9 2��9 6���0 0��001

Взаимодействие�� 2 × 4 3 9��1� 2��5 5��64 0��001

Оши�ка 600 1��63 ����5 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 31 3��40 9��5 2��09 0��001

iв. Свиноматки двух поколений

1. Возраст (= селекционное поколение� 1 ����2 3��0 6���9 0��010

3. Социал��ная изоляция 1 0��33 0��1 0��26 нд

2. тип окраски 3 ���65 ���� 5��95 0��001

Оши�ка 1�4 1��2� �0��1 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 15 3��01 15��3 2��35 0��050

iг. Самки и самцы в возрасте 1��5 мес.

1. �ол 1 2���2 0��� 1��60 нд

2. �ищевая мотивация 1 53��04 12��� 31��2� 0��001

Оши�ка 212 1���0 �6��6 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 3 55���0 13��4 1���60 0��001

iд. Самки и самцы в возрасте 4��1 мес.

1. �ол 1 0���0 0��4 0��45 нд

2. �ищевая мотивация + стресс изоляции 1 9���0 6��1 6��29 0��014

Оши�ка 96 1��54 92��5 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 3 3���� ���1 2��45 нд

iе. Самки и самцы в возрасте 1��5 мес.

1. Генотип хряка1 1 2��92 0��� 1���0 нд

2. тип окраски 3 3��22 2��3 1��99 нд

Взаимодействие�� 1 × 2 3 ���32 5��3 4��51 0��004

Оши�ка 20� 1��62 �1��3 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние � 4��93 ���3 3��04 0��010

ii.  �ежгрупповое разноо�разие �астот фенотипов двух крайних классов реакции удаления. Самки и самцы в возрасте 1��5 мес.

1. «Средний генотип» 1 �3���34 21��6 111��51 0��001

2. Среда 1-го и 4-го тестирований 1 11��02 0��3 1��4� нд

Взаимодействие�� 1 × 2 1 2 9�3��60 �6��6 395��51 0��001

Оши�ка � ���52 1��5 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 3 1 2�4��32 9���4 169��46 0��001



Factors contributing to the variation of the fearful 
withdrawal res�onse to humans in mini�igs

V.S. Lan�in�� S.V. ni�itin��  
o.V. Tra�ezov 

2015
19 • 5

619Селекция животных

1,5 мес., у самок (�� = 9,5; d. f. = 2; p < 0,01) и самцов 
(�� = 7,9; d. f. = 2; p < 0,05) в возрасте 4,1 мес. и достоверно 
не различались у свиноматок в обоих возрастах (табл. 1). 
Так же, как у нормальных продуктивных свиней, у мо-
лодняка мини-свиней усиление пищевого возбуждения 
при первом тестировании повышает частоту спокойного 
фенотипа до максимального значения и снижает частоту 
трусливого фенотипа до минимального значения (Ланкин, 
2013). Действие сниженного пищевого возбуждения было 
противоположным. 

Достоверную зависимость представленных изменений 
реакции удаления у ремонтного молодняка от влияния вза-
имодействия «генотип – пищевая мотивация» доказывают 
результаты дисперсионного анализа (табл. 2, комплексы 
����, ����a). Относительный вклад (сила влияния) данного 
взаимодействия в общую фенотипическую изменчивость 
этой реакции был максимальным (76,6 %) у поросят 
в возрасте 1,5 мес., затем снизился до 41,7 % к 4,1 мес. 
и стал недостоверным у свиноматок обоих возрастов 
(табл. 2, комплекс ����в). Снижение силы влияния данного 
взаимодействия совпадает с достоверным уменьшением 
в среднем более чем в 2 раза коэффициента вариации 
реакции удаления у свиноматок. 

Повторяемость реакции удаления. Возрастное сни-
жение влияния взаимодействия «генотип – пищевая 
мотивация» сопровождается увеличением более чем 
в 3 раза вкладов различий «средних генотипов» у особей 

двух крайних классов реакции удаления (табл. 2, комп-
лексы ����–����в). Этот факт предполагает возраст-зависимое 
увеличение повторяемости реакции удаления, тем не 
менее, остававшейся практически одинаковой у самок 
и самцов в возрасте 1,5 мес. – 0,527 (p < 0,001; N = 108), 
в 4,1 мес. – 0,490 (p < 0,001; N = 50) и 0,494 (p < 0,001; 
N = 50) у свиноматок обоих возрастов. Обнаруженные 
значения повторяемости указывают на постоянное низкое 
фенотипическое проявление (24–28 %) генотипических 
различий по реакции удаления от человека у мини-свиней 
разного возраста.

Влияние типа окраски. Разнообразие реакции удале-
ния присутствует «внутри» каждого основного типа окрас-
ки (белая, черно-пестрая, черная, агути) у мини-свиней 
(табл. 3). Диапазон такой «внутриокрасочной» изменчи-
вости не отличается от обнаруженного у объединенных 
по типу окраски мини-свиней. Оказывается также, что 
дискретное разнообразие четырех окрасочных феноти-
пов является достоверным фактором внутригрупповой 
изменчивости реакции удаления у мини-свиней разного 
возраста (табл. 2, комплексы ��б, в). 

Тип окраски связан с разной реактивностью поросят 
к социальной изоляции, изменяющейся у них с возрастом 
(табл. 2, комплекс ��б). Так, у особей в возрасте 1,5 мес. 
стрессовая реакция на изоляцию была достоверно выра-
женной только у поросят белой окраски; у них средний 
балл реакции удаления при тестировании «индивидуаль-

Окон�ание та�лицы 2.

Факторы вариации Степени сво�оды Средний квадрат Сила влияния�� % F p

iiа. Самки и самцы в возрасте 4��1 мес.

1. «Средний генотип» 1 2 596��02 50��� �6���5 0��001

2. Среда 1-го и 4-го тестирований 1 146��30 2��9 4���9 0��05�

Взаимодействие�� 1 × 2 1 2 130��6� 41��� �1��2� 0��001

Оши�ка � 29���9 4��� нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 3 1 624��33 95��3 54��34 0��010

ii�. Самки и самцы в возрасте 1��5 и 4��1 мес.

1. «Средний генотип» 1 3 192��43 35��5 1�0��6� 0��001

2. Возраст 1 0��1� 0��0 0��01 нд

3. Среда 1-го и 4-го тестирований 1 11����2 1��3 6��35 0��050

Взаимодействие�� 1 × 2 1 241��93 2��� 12��93 0��010

1 × 3 1 5 069��23 56��4 2�1��00 0��001

Оши�ка 16 1����1 3��3 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние � 1 242��30 96��� 66��40 0��001

iiв. Свиноматки двух поколений

1. «Средний генотип» 1 4 2�2���4 69��2 20��39 0��010

2. Среда 1-го и 4-го тестирований 1 56���� 0��9 0��2� нд

Взаимодействие�� 1 × 2 1 165��02 2��� 0���9 нд

Оши�ка � 210��01 2���2 нет нет

Суммарное факториал��ное влияние 3 1 501��51 �2��� ���15 0��050
1 Из-за отсутствия у потомков �елой окраски отцов с трусливым фенотипом (0 отметок��� градации по хрякам трусливого и промежуто�ного (1 или 2 
отметки� фенотипов �ыли о�ъединены. Недостоверные взаимодействия факторов опущены. Силу влияния оценивали по �лохинскому; нд – недосто-
верно.
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таблица 3. Измен�ивост�� реакции удаления от �еловека у мини-свиней разных типов окраски

тип окраски  
(�исло на�л�дений�1

тестирование Частные распределения (%� фенотипов по классам 
реакции удаления

X ± sX cV ± sСV 

3 1 или 2 0

Ремонтное поголов��е

Самки самцы в возрасте 1��5 мес.

Белая (102� 1-е и 2-е 44��1 15��� 40��2 1��5 ± 0��14 94��3 ± 6��60 

3-е и 4-е 2���4 13��� 5���� 1��0 ± 0��13 131��3 ± 9��19

Черно-пестрая (42� 1-е и 2-е 23��� 2��4 �3��� 0��� ± 0��20 1�5��1 ± 20��1�

3-е и 4-е 16��� 2��4 �1��0 0��5 ± 0��1� 220��3 ± 24��02

Черная (52� 1-е и 2-е 1���3 ���� �5��0 0��6 ± 0��16 192��3 ± 1����5

3-е и 4-е 9��6 5��� �4��6 0��3 ± 0��13 312��4 ± 30��63

�гути (20� 1-е и 2-е 55��0 20��0 25��0 2��0 ± 0��29 64��� ± 10��25

3-е и 4-е 35��0 10��0 55��0 1��2 ± 0��32 119��2 ± 1����6

Самки самцы в возрасте 4��1 мес.

Белая (46� 1-е и 2-е 43��5 19��6 36��9 1��6 ± 0��20 �4��� ± ����4

3-е и 4-е 21��� 30��4 4���� 1��2 ± 0��19 10���4 ± 11��20

Черно-пестрая (14� 1-е и 2-е 50��0 2���6 21��4 2��0 ± 0��33 61��� ± 11��66

3-е и 4-е 2���6 ���1 64��3 0��9 ± 0��3� 153��� ± 29��0�

Черная (26� 1-е и 2-е 23��1 15��4 61��5 0��9 ± 0��25 141��� ± 19��65

3-е и 4-е 23��1 15��4 61��5 0��� ± 0��25 159��4 ± 22��11

�гути (14� 1-е и 2-е ���1 35��� 5���1 0��� ± 0��2� 144��3 ± 2���2�

3-е и 4-е ���1 21��4 �1��4 0��5 ± 0��25 1����0 ± 35��35

В среднем по самкам и самцам в возрасте 1��5 и 4��1 мес.

Белая (14�� 1-е и 2-е 43��9 16��9 39��2 1��5 ± 0��11 90��� ± 5��2�

3-е и 4-е 26��4 1���9 54��� 1��1 ± 0��11 120��1 ± 6��9�

Черно-пестрая (56� 1-е и 2-е 30��4 ���9 60��� 1��1 ± 0��1� 125��5 ± 11���6

3-е и 4-е 19��6 3��6 �6��� 0��6 ± 0��16 199��9 ± 1����9

Черная (��� 1-е и 2-е 19��2 10��3 �0��5 0��� ± 0��14 16���4 ± 13��40

3-е и 4-е 14��1 9��0 �6��9 0��5 ± 0��12 206��6 ± 16��54

�гути (34� 1-е и 2-е 35��3 26��5 3���2 1��4 ± 0��23 �2��4 ± 9��99

3-е и 4-е 23��5 14��� 61��� 0��9 ± 0��22 143��1 ± 1���35

Отселектированное поголов��е

Самки в возрасте 10��4 мес.2

Белая (60� с 1-го по 4-е ����3 6��� 5��0 2��� ± 0��10 2���� ± 2��63

Черная (36� - “ - 50��0 33��3 16��� 1��9 ± 0��20 62��� ± ���40

Самки в возрасте 22��5 мес.

Белая (36� с1-го по 4-е 5���3 22��2 19��4 2��1 ± 0��20 5���5 ± 6���9

Черно-пестрая (16� - “ - 43��� 25��0 31��2 1��6 ± 0��34 �5��3 ± 15��0�

Черная (20� - “ - 60��0 10��0 30��0 2��0 ± 0��31 69��� ± 11��04

�гути (16� - “ - 25��0 3���5 3���5 1��1 ± 0��30 109��5 ± 19��36

В среднем по всем самкам

Белая (96� с 1-го по 4-е ����1 12��5 10��4 2��5 ± 0��10 40��6 ± 2��93

Черно-пестрая (24� - “ - 5���3 16��� 25��0 1��9 ± 0��2� �1��0 ± 10��25

Черная (56� - “ - 53��6 25��0 21��4 1��9 ± 0��1� 66��2 ± 6��26

�гути (24� - “ - 29��2 3���5 33��3 1��2 ± 0��25 102��1 ± 14���4
1 Вы�оро�ные �астоты и средние вели�ины расс�итывали по о�ъединенному �ислу отметок реакции удаления за указанные тестирования.  
2 Из-за мало�исленности �ерно-пестрого и агути фенотипов распределение поведения у них не с�итали. Остал��ные о�ъяснения см. в тексте.
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но» снизился на 33,3 % (p < 0,01). В возрасте 4,1 мес. уже 
только поросята черно-пестрой окраски реагировали на 
стресс изоляции снижением у них величины этой реакции 
на 55,0 % (p < 0,05) от теста �� к тесту ����. При этом стресс 
изоляции также изменял частные распределения реакции 
удаления у поросят белой (�� = 6,9; d. f. = 2; p < 0,05) и чер-
но-пестрой (�� = 6,1; d. f. = 2; p < 0,05) окрасок. 

Представленные различия по реактивности к стрессу 
изоляции в полной мере сохраняются при объединении 
поросят двух возрастов. Выясняется также, что увеличе-
ние объема выборки не снижает вариабельность реакции 
удаления у поросят разной окраски. По сравнению с фо-
новой вариацией этой реакции «в группе» (CV 82–167 %), 
стресс изоляции усиливает ее «внутриокрасочную» 
вариабельность на 32,4 % (p < 0,001) у поросят белой, на 
59,3 % (p < 0,001) у черно-пестрой и на 73,7 % (p < 0,01) 
у поросят агути окрасок. 

У мини-свиней дискретное разнообразие окрасок 
и классы фенотипов по реакции удаления достоверно 
взаимосвязаны. Коэффициент взаимной сопряженности 
между окраской и поведением при тестировании «в груп-
пе» у самок и самцов в возрасте 1,5 мес. равен 0,244 
(p < 0,001), в 4,1 мес. – 0,230 (p < 0,05) и 0,216 (p < 0,001) –  
у свиноматок обоих возрастов. Стресс изоляции снижа-
ет величину этой межгрупповой корреляции у поросят 
в 1,5 мес. до 0,184 (p < 0,01) и уже до недостоверного 
значения, 0,164 (p > 0,05), у поросят в возрасте 4,1 мес. 

Для выяснения природы обнаруженной взаимосвязи 
оценили влияние фактора «генотип хряка» на изменчи-
вость реакции удаления у поросят разных типов окраски 
при тестировании «в группе», исключающем отмеченное 
действие на них стресса изоляции (табл. 2, комплекс ��е). 
Оказалось, что лежащие в основе таких межгрупповых 
связей различия по средней величине этой реакции не 
являются генетически обусловленными, а «внутриокра-
сочная» изменчивость этой реакции в силу ее высокой 
вариабельности не отличается у поросят разных типов 
окраски. 

Обсуждение
Как и у других видов сельскохозяйственных животных, 
наследственный полиморфизм реакции удаления является 
типичным признаком мини-свиней ИЦиГ (Ланкин, Буиссу, 
2001; Ланкин и др., 2007). Независимо от влияний среды 
диапазон изменчивости этой реакции включает два край-
них класса контрастных поведенческих фенотипов у всех 
половозрастных групп этих животных. 

Другой заметной особенностью разнообразия реакции 
удаления у мини-свиней является разнонаправленность 
внутригрупповых различий в концентрации крайних фе-
нотипов у ремонтного молодняка и свиноматок. В отличие 
от первых, типичным для свиноматок оказывается более 
высокая, в среднем на 34–48 %, концентрация спокойного 
фенотипа, создаваемая косвенным действием селекции 
по репродуктивным качествам, положительно связанным 
с отсутствием страха к человеку у свиней (Hemsworth et 
al., 1989). Поведение мини-свиней спокойного фенотипа 
отличает ряд селекционно желательных адаптивных 
признаков (отсутствие страха к человеку, толерантность 
к хендлингу, резистентность к социальной изоляции), ге-

нетически взаимосвязанных со сниженной реактивностью 
гипофизарно-надпочечниковой системы к стрессовым 
воздействиям (Ланкин, 1999; Veenema et al., 2003). Все это 
указывает на целесообразность отбора мини-свиней спо-
койного фенотипа для решения актуальной задачи селек-
ционного создания генетически «добронравных» и стрес-
соустойчивых лабораторных линий этих животных (Kohn 
et al., 2009; Тихонов, 2010; Станкова, Капанадзе, 2012). 

Необходимым условием для использования отмеченных 
признаков поведения в селекции является их достаточное 
аддитивное генетическое разнообразие (Фолконер, 1985). 
Однако обнаруженная величина вкладов генотипов хряков 
(10,8 %) предполагает низкую наследуемость реакции 
удаления у мини-свиней ИЦиГ, недостаточную для эффек-
тивной селекции. К такому же выводу приводят низкие 
значения наследуемости (8,9–21,6 %) реакции на хендлинг 
у геттингенских мини-свиней, родственных мини-свиньям 
ИЦиГ (Капанадзе, Ашуев, 2007; Kohn et al., 2009). По мне-
нию авторов, причиной низкой наследуемости является 
преобладание вкладов среды, маскирующих проявление 
генотипических различий в поведении у животных. Оче-
видно, что решению задачи объективного описания фено- 
и генотипического разнообразия поведения по отношению 
к человеку должно предшествовать изучение факторов его 
средовой вариации у мини-свиней ИЦиГ. 

Пол и возраст достоверно не влияли на реакцию 
удаления у ремонтных самок и самцов в период до воз-
раста 4 мес. (см. табл. 1, 2). Отсутствие влияния пола 
на эмоциональное поведение в тесте «открытого поля» 
у мини-свиней этого возраста уже было показано ранее 
(Kulikov et al., 2014). Более необычным, по сравнению со 
свиньями заводских линий, оказывается отсутствие воз-
растных адаптивных изменений в поведении у ремонтного 
молодняка. Типичным для первых является увеличение 
к возрасту 5 мес. концентрации спокойного фенотипа, 
направляемое усилением пищевой мотивации, линейно 
связанной у них с возрастным увеличением скорости 
роста (Bigelow, Houpt, 1988; Ланкин и др., 2007). Однако 
скорость роста и пищевая мотивация у мини-свиней не 
изменяются от рождения и до возраста 13 мес. (Simianer, 
Kohn, 2010). Одним из следствий такого постоянства 
пищевой мотивации, регуляторно отрицательно связан-
ной с проявлением страха к человеку у мини-свиней, 
оказывается отсутствие влияния возраста на поведение 
у поросят. 

Возрастное угашение реакции страха к человеку у сви-
номаток также не зависит от влияний пищевой мотива-
ции (см. табл. 2). Обнаруженная у свиноматок старшего 
поколения низкая скорость увеличения концентрации 
спокойного фенотипа показывает, что причиной «мед-
ленного» формирования у них адаптивного поведения, 
как и у геттингенских мини-свиней, является привыкание 
к контактам с человеком (Tsutsumi et al., 2001). Фактором 
«быстрого» возрастного формирования адаптивного по-
ведения у свиноматок оказывается косвенный отбор осо-
бей спокойного фенотипа, вызвавший «скачкообразное» 
увеличение его концентрации. Таким образом, в согласии 
с нашим первым предположением (см. введение), пищевая 
мотивация не участвует в возрастных изменениях реакции 
удаления у мини-свиней ИЦиГ. 



Факторы измен�ивости мотивированной страхом  
реакции удаления от �еловека у мини-свиней

В.С. ланкин�� С.В. Никитин��  
О.В. трапезов 

622 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 5 • 2015

В отличие от нашего второго предположения, селекци-
онное уменьшение пищевой мотивации, снижающейся 
пропорционально уменьшению живой массы у отбирае-
мых по этому признаку животных (Roberts, 1981; Simianer 
et al., 2010), не привело к отмене ее регуляторных влия-
ний на оборонительное поведение у мини-свиней ИЦиГ. 
Относительный вклад пищевой мотивации в общую 
фенотипическую изменчивость реакции удаления был 
максимальным (12,8 %) у поросят в возрасте 1,5 мес., сни-
зился в 2,1 раза к возрасту 4,1 мес. и стал недостоверным 
у свиноматок (см. табл. 2). Естественно предположить, 
что причиной прогрессирующего снижения силы влияния 
пищевой мотивации является привыкание мини-свиней 
к ее регулярным циркадным колебаниям, создаваемым 
режимом кормления. Действительно, пищевая депривация 
достоверно влияла на проявление реакции удаления у по-
росят только через 2 нед после отъема от матерей, с еще 
незакрепленными у них навыками пищевого поведения. 
Образование у поросят к возрасту 4,1 мес. устойчивого 
паттерна пищевого поведения, функционально автономно-
го от внешних/внутренних раздражителей (Хайнд, 1975), 
привело к отмене у них поведенческой реакции на простое 
действие пищевой депривации и проявлению такой реак-
ции только на ее комбинированное со стрессом изоляции 
действие, также затем «затухающей» у свиноматок. 

Как и у свиней заводских линий, основным источни-
ком средовой вариации реакции удаления у мини-свиней 
служит взаимодействие «генотип – пищевая мотивация», 
индуцируемое неустранимыми регуляторными влияни-
ями пищевой мотивации (см. табл. 2) (Ланкин, 2013). 
Общим неблагоприятным результатом действия этих двух 
доминирующих по силе влияния факторов оказывается 
высокая фоновая вариабельность (CV 95–120 %) реакции 
удаления, существенно усиливаемая стрессом изоляции 
у мини-свиней (см. табл. 1, 3). Это означает, что действие 
на реакцию удаления других факторов (пол, возраст, тип 
окраски и др.), может искажаться (смещаться) вектори-
зованными влияниями доминирующих факторов среды 
или, в частности, остаться незамеченным. Значительная 
вариабельность оказывается также характерной для 
популяционного разнообразия оборонительной реакции 
в тесте «на перчатку» (CV 135–436 %) у норок и соболей 
(Трапезов и др., 2008). 

Примером, иллюстрирующим необходимость снижения 
высокой средовой (модификационной) вариабельности 
реакции удаления, служит анализ природы ее взаимосвязи 
с типом окраски. Обнаруженное при этом недостоверное 
влияние генотипов хряков на «внутриокрасочную» из-
менчивость реакции удаления у потомков предполагает 
отсутствие генетической связи этой реакции с окраской 
у мини-свиней, тем не менее показанной для других видов 
животных (Wilcock, 1969; Трут и др., 2000; Трапезов и др., 
2008). Этому предположению также противоречит ранее 
установленное достоверное влияние генотипов хряков на 
внутригрупповую изменчивость реакции удаления (см. 
табл. 2, комплекс ��). Вероятным объяснением противоре-
чия служит высокая вариабельность этой реакции «вну-
три» окрасочных типов свиней, маскирующая действие 
генотипов отцов (см. табл. 3). Очевидно, для выявления 
возможных слабых плейотропных эффектов генов окраски 

на реакцию удаления оказывается необходимым предва-
рительно снизить отмеченные неблагоприятные влияния 
модификационной изменчивости этой реакции. 

Таким образом, результаты работы впервые дают качест- 
венное и количественное описание внутри- и межгруп-
пового разнообразия реакции удаления от человека, 
дополненное детальным анализом действия различных 
факторов ее изменчивости у мини-свиней ИЦиГ. На-
следственный полиморфизм этой реакции формируется 
у мини-свиней в возрасте 1,5 мес. и не изменяется до 
полового созревания, что указывает на достаточность его 
однократного определения в этот период. Селекция на 
низкую живую массу не отменяет регуляторных влияний 
пищевой мотивации и взаимодействия «генотип – пищевая 
мотивация», определяющего в среднем более 50 % общей 
изменчивости поведения по отношению к человеку у ми-
ни-свиней (см. табл. 2, комплекс ����б). Такое превалирова-
ние средовых влияний существенно обесценивает исполь-
зование известных методов определения этого поведения 
на одном уровне пищевого возбуждения у разных видов 
животных (Forkman et al., 2007), для проведения объ-
ективных этологических и генетических исследований. 
Сделан вывод, что необходимыми условиями для развития 
исследований по генетике пассивно-оборонительного по-
ведения по отношению к человеку являются минимизация 
неблагоприятных влияний модификационной изменчи-
вости и повышение точности метода определения этого 
селективно-значимого поведения у мини-свиней ИЦиГ.
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in mammals�� males are ty�ically larger and heavier 
than females. in �articular�� the average weight of wild 
boar females is about �0% of that of the males. 
in a vast majority of domestic swine �o�ulations 
(breeds�� �o�ulations of breeding grou�s��� this value 
varies from �0 to 91% (the central value of the range 
of variation of �1%�. However�� there are three 
genealogically continuous grou�s of domestic 
�igs (Vietnamese Mas�ed breed MY�� minisibs and 
Svetlogors� mini-�igs� that ma�e exce�tions. Their 
s�ecific feature is the reverse sexual dimor�hism 
in weight – mature females are heavier than males. 
This �henomenon�� not ty�ical of the s�ecies Sus 
scrofa�� was the reason for the �resent study. Although 
this research is �reliminary�� some assum�tions can 
be made. Firstly�� the ratio of the weight of mature 
females to the weight of mature males is obviously 
characteristic of the s�ecies�� deviations from which 
re�ressed stabilizing selection. Second�� in domestic 
�igs�� normal and reverse sexual dimor�hism in weight 
may be different in nature�� in the former case�� it is 
a great length of the �eriod of intensive growth 
in males�� in the latter�� a large growth rate of females 
during the first year of life. The third characteristic 
of domestic �igs in Southeast Asia�� early �uberty�� may 
be due to a consistent use of young and therefore 
small-sized males for re�roduction �ur�oses; however�� 
the small size due to their youth�� cannot be a target 
of artificial selection – nor can they be the cause 
of reverse sexual dimor�hism in weight. Finally�� reverse 
sexual dimor�hism may be due to a tendency towards 
early obesity in females�� which might be to a single 
mutation as its genetic cause.

Key words�� male; female; live weight; sexual 
dimor�hism.

Для млекопита�щих типи�ным является превышение размеров 
и массы самцов над размерами и массой самок. В �астности�� 
у дикого ка�ана средняя масса самок составляет около �0 % 
от массы самцов. В �ол��шинстве совокупностей домашних 
свиней (породах�� популяциях�� селекционных группах� эта 
вели�ина вар��ирует от �0 до 91 % (централ��ное зна�ение 
диапазона вариации – �1 %�. Однако три генеалоги�ески 
преемственные селекционные группы домашних свиней 
(в��етнамская масковая порода й�� миниси�сы (миниат�рные 
си�ирские свин��и� и светлогорские мини-свин��и� явля�тся 
искл��ением. Их специфи�еской осо�енност��� является 
о�ратный половой диморфизм по массе – полновозрастные 
самки тяжелее самцов. Это не типи�ное для вида Sus scrofa 
явление стало при�иной настоящего исследования. Несмотря 
на то �то исследование может рассматриват��ся тол��ко как 
предварител��ное�� оно позволило сформулироват�� некоторые 
предположения. Во-первых�� отношение массы полновозрастных 
самок к массе полновозрастных самцов�� о�евидно�� является 
видовой характеристикой�� отклонения от которой пресека�тся 
ста�илизиру�щим от�ором. Во-вторых�� у домашних свиней 
нормал��ный и о�ратный половой диморфизм по массе может 
имет�� разли�ну� природу�� в первом слу�ае это �ол��шая 
продолжител��ност�� периода интенсивного роста у самцов�� 
во втором – �ол��шая интенсивност�� роста самок в первый год 
жизни. В-трет��их�� характерное для домашних свиней Юго-Восто�-
ной �зии раннее половое созревание может �ыт�� следствием 
системати�еского испол��зования для воспроизводства моло-
дых и поэтому мелких самцов�� однако малые размеры самцов�� 
о�условленные их молодост����� не могут �ыт�� мишен��� искус-
ственного от�ора и�� соответственно�� при�иной формирования 
о�ратного полового диморфизма по массе. В-�етвертых�� о�ратный 
половой диморфизм может �ыт�� следствием склонности самок 
к раннему ожирени��� а это допускает в ка�естве его генети�еской 
при�ины и едини�ну� мутаци�. 

��л��евые слова�� самцы; самки; живая масса; половой диморфизм.
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Предполагается, что половой диморфизм по размерам 
и массе может быть прямым или опосредованным 
следствием действия генов, контролирующих фор-

мирование первичных половых признаков (Haqq, �ona-Haqq, �ona-
hoe, 1998). В частности, это могут быть локусы эстрогенов, 1998). В частности, это могут быть локусы эстрогенов 
и андрогенов, которые, оказывая непосредственное влия-
ние на экспрессию гормона роста, участвуют в формиро-
вании полового диморфизма, в том числе и по живой массе 
(Simon, 2009). У млекопитающих самцы, как правило, 
крупнее и тяжелее самок. Дикий кабан в этом отношении 
является типичным представителем класса: средняя мас-
са самцов значительно превышает массу самок (Козло, 
1974; Moretti, 1995; Vieites et al., 2003). Это превышение 
унаследовало от своего дикого предка и подавляющее 
большинство пород и селекционных групп домашних 
свиней (Кабанов, Терентьева, 1985). Однако всякое пра-
вило имеет исключения. Таким исключением оказались 
три родственные селекционные группы домашних свиней: 
вьетнамские масковые свиньи породы Й (Тихонов, 2010) 
и две популяции российских мини-свиней, в формиро-
вании которых прямо – минисибс (Тихонов, 2010) или 
опосредованно – светлогорские мини-свиньи (Капанадзе, 
2011) – участвовала вьетнамская масковая порода Й. 

Цель настоящей статьи заключается в описании фено-
мена обратного полового диморфизма по живой массе 
у домашних свиней и обсуждении некоторых из возмож-
ных причин его формирования. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили литературные 
данные о живой массе самцов и самок различных пород 
и популяций домашних свиней (Кабанов, Терентьева, 
1985; Тихонов, 2010; Иванчук, 2011; Капанадзе, 2011; Кня-
зев и др., 2015) и европейского дикого кабана (Козло, 1974; 
Moretti, 1995). Выраженность полового диморфизма по 
живой массе у исследуемых внутривидовых форм, пород, 
популяций и селекционных групп оценивали по формуле:    

 
         Xffm =       ×100 %
         Xm

, где Xf  – средняя живая масса самок (кг);

Xm  – средняя живая масса самцов (кг). Величина fm, 
являющаяся, по сути, количественной, использовалась 
нами для качественной характеристики совокупностей 
свиней вида Sus scrofa: при fm < 100 % – совокупность 
с нормальным половым диморфизмом по массе, при 
fm > 100 % – совокупность с обратным половым димор-
физмом по массе. 

Достоверность различий оценивали с помощью крите-
рия Стьюдента (Лакин, 1973).

Результаты
Обзор литературных данных (Козло, 1974; Кабанов, Те-
рентьева, 1985; Moretti, 1995; Тихонов, 2010; Иванчук, 
2011; Капанадзе, 2011; Князев и др, 2015) показал, что до-
машних свиней можно разделить на две группы (табл. 1). 

К первой, более многочисленной группе относятся 
породы и популяции с нормальным для вида Sus scrofa 
проявлением полового диморфизма по живой массе – сам-
цы тяжелее самок (дикий кабан и большинство пород и 
популяций домашних свиней). Вторую, в которой самки 

тяжелее самцов, составляют только три генеалогически 
преемственные селекционные группы (вьетнамская 
масковая порода Й → минисибсы → светлогорские мини-
свиньи). 

Отношение средней живой массы полновозрастных 
самок к средней массе самцов в породах и популяциях 
с нормальным половым диморфизмом по массе варьирует 
от 71 до 91 % (табл. 1). Рассчитав для рассматриваемой 
совокупности селекционных форм среднее (центральное) 
значение данного показателя как среднеарифметическое 
между крайними значениями диапазона вариации, полу-
чаем величину 81 %, которая практически не отличается 
от таковой, рассчитанной для дикого кабана и равной 
80 % (табл. 1). Следует особо отметить, что свойственный 
исходной дикой форме половой диморфизм по живой 
массе сохраняется независимо от того, велась ли селек-
ция на увеличение размеров животных (продуктивные 
породы) или, напротив, на их уменьшение (мини-свиньи 
американской и европейской селекции) (табл. 1). По-
добный факт наводит на мысль о том, что соотношение 
массы взрослых самцов и самок у Sus scrofa – величина 
консервативная, поддерживаемая на оптимальном для 
вида уровне какими-то специальными генетическими 
механизмами, среди которых может присутствовать и ста-
билизирующий отбор. 

Группу селекционных форм с обратным половым ди-
морфизмом (самки крупнее самцов) представляют вьет-
намская масковая порода Й, минисибс и светлогорские 
мини-свиньи. При этом наибольшее превышение массы 
самок над массой самцов наблюдается у исходной фор-
мы – вьетнамских масковых свиней (169 %). В меньшей 
степени данное явление выражено у минисибс (130 %), 
которые были получены скрещиванием масковых сви-
ней с европейской заводской породой ландрас и диким 
кабаном. В еще меньшей степени обратный половой 
диморфизм по живой массе выражен у светлогорских 
мини-свиней (110 %), полученных скрещиванием мини-
сибс с немецкой миниатюрной геттингенской породой 
(Капанадзе, 2011). Таким образом, снижение вероятной 
частоты аллелей, унаследованных от вьетнамской мас-
ковой породы, в дочерних селекционных группах сопро-
вождается снижением выраженности обратного полового 
диморфизма. Данное явление вполне закономерно, так 
как каждая новая селекционная группа получена скре-
щиванием с формой, имеющей нормальный для вида Sus 
scrofa половой диморфизм по массе (81 %). Естественно, 
что после таких скрещиваний выраженность обратного 
полового диморфизма в гибридной дочерней популяции 
снижается независимо от того, детерминируется данный 
признак одним локусом или их группой. 

Весьма интересным представляются результаты 
сравнения динамик изменения выраженности полового 
диморфизма по массе у селекционных форм с его нор-
мальным и обратным проявлением (табл. 2). У животных, 
относящихся к породам с нормальным диморфизмом 
(крупная белая и ландрас), до 6 мес. живая масса самцов 
и самок практически не различается, а в 12 мес. масса 
самок составляет около 79 % от массы самцов, т. е. прак-
тически совпадает с видовой нормой (80–81 %). Динамики 
роста соответствуют представлению о том, что период, 
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таблица 1. �оловой диморфизм по живой массе у диких и домашних свиней

Внутривидовая форма Sus scrofa Отношение массы взрослых самок 
к массе самцов�� %

литературный исто�ник

европейский дикий ка�ан �0 ��озло�� 19�4; Moretti�� 1995

Группа селекционных форм с нормал��ным половым диморфизмом по массе

европейские примитивные породы �1–�5 (����0� Иван�ук�� 2011

европейские заводские породы �2–�3 (����5�
��а�анов�� терент��ева�� 19�5; Иван�ук�� 2011

Южноазиатские породы �0–90 (�0�

�мериканские и европейские мини-свин��и �0–91 (�5��5� тихонов�� 2010

Группа селекционных форм с о�ратным половым диморфизмом по массе

Светлогорские мини-свин��и 110 ��апанадзе�� 2011

�иниси�сы 99–161 (130�
тихонов�� 2010

В��етнамская масковая й 169

В ско�ках приведено среднее (централ��ное� зна�ение. 

таблица 2. Рост живой массы (кг� самок и самцов у свиней с нормал��ным и о�ратным половым диморфизмом 

Вы�орка Возраст�� мес.

2 4 6 12

Нормал��ный половой диморфизм по размерам и массе 

��рупная �елая
(со�ственные 
исследования� 

самки 23��40 ± 3��95 (n = 10� 54��9� ± 1��14 (n = 4�� 99��25 ± 1��22 (n = 53� 1�6��90 ± ���23 (n = 10�

самцы 23��14 ± 2��09 (n = �� 5���1� ± 1��41 (n = 52� 99��23 ± 1��06 (n = 56� 236��91 ± ���6� (n = 23�

             Xffm =        × 100 %
             Xm

101��12 94��52 100��02 �����9***

ландрас
(тихонов�� 2010�

самки 1���30 ± 0��40 (n = ��� 43��50 ± 0���0 (n = �0� �3��13 ± 1��22 (n = 29� 1�4��10 ± 2��40 (n = ��

самцы 1���90 ± 0��30 (n = �4� 46��20 ± 0���0 (n = ��� �4��5� ± 1��11 (n = 33� 220��40 ± 6��30 (n = 30�

             Xffm =        × 100 %
             Xm

102��23 94��16* 9���29 ����99***

О�ратный половой диморфизм по размерам и массе 

В��етнамская  
масковая й  
(тихонов�� 2010�

самки 6��52 ± 0��62 (n = 32� 25��00 ± 0��40 (n = 25� 42���4 ± 0���2 (n = 25� 31��12 ± 0��4� (n = 31�

самцы 6��49 ± 0��1� (n = 3�� 1���00 ± 0��52 (n = 31� 25��61 ± 0���3 (n = 31� 52���4 ± 1��0� (n = 25�

             Xffm =        × 100 %
             Xm

100��46 13����9*** 16���2�*** 169��4�***

�иниси�с 
(тихонов�� 2010�

самки 4��6� ± 0��25 (n = 365� 10��94 ± 0��94 (n = 192� 1���90 ± 0��91 (n = 193� 39��59 ± 1���3 (n = 133�

самцы 4���9 ± 0��1� (n = 390� 10��95 ± 0��95 (n = 1�5� 1����4 ± 1��0� (n = 14�� 33��5� ± 2��29 (n = 66�

             Xffm =        × 100 %
             Xm

95��50 99��91 106��54 11���93*

Светлогорские 
мини-свин��и  
(��апанадзе�� 2011�

самки 4��16 ± 0��41 (n = �9� – 10��2 ± 0��25 (n = �0� 26��5 ± 0��3� (n = 52�

самцы 4��22 ± 0��29 (n = ��� – 9��4 ± 0��22 (n = 6�� 25��0 ± 0��20 (n = 50�

             Xffm =        × 100 %
             Xm

9���5� – 10���51* 106��00**

n – о�ъем вы�орки; *�� **�� *** статисти�еская зна�имост�� р < 0��05; р < 0��01; р < 0��001 соответственно.
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таблица 3. Динамика изменений отношения средней живой массы самок к средней живой массе самцов в возрасте 12 
месяцев в двух популяциях с о�ратным половым диморфизмом 

�иниси�с (тихонов�� 2010� Светлогорские мини-свин��и (��апанадзе�� 2011�

Год измерения признака Отношение массы самок  
к массе самцов�� %

Год измерения признака Отношение массы самок  
к массе самцов�� %

19�9 120 2004 109

19�0 112 2005 109

19�1 161 2006 109

19�2 126 200� 110

19�3 119 200� 105

19�4 99 2009 105

19�5 109 2010 106

уравнения линейной регрессии

y = – 3��556�x + 135��12 y = – 0��6�21x + 110��33

в течение которого среднесуточный прирост увеличива-
ется (период интенсивного роста), у самок европейских 
заводских пород (Кабанов, 1983), так же как и у исходной 
формы – дикого кабана (Козло, 1974; Moretti, 1995) – за-
канчивается раньше, чем у самцов. Затем он сменяется 
периодом, в течение которого среднесуточный прирост 
массы постепенно снижается до нулевого значения. В се-
лекционных группах с обратным половым диморфизмом 
самки начинают превосходить самцов по массе еще во 
время периода интенсивного роста (табл. 2). При этом 
у вьетнамской масковой породы Й период, в течение ко-
торого интенсивность роста самцов выше интенсивности 
роста самок, короче, чем в дочерних группах мини-свиней. 
В целом динамики роста показывают, что соотношение 
массы самок и самцов в селекционных группах с нор-
мальным и обратным диморфизмом по массе может иметь 
различную природу. В популяциях с нормальным половым 
диморфизмом по массе оно определяется различной про-
должительностью периода интенсивного роста у самцов 
и самок. В популяциях с обратным половым диморфизмом 
его определяет большая интенсивность роста массы самок 
в первый год жизни. 

У домашних свиней, несмотря на все селекционные 
изменения, фено- и генотипически отдалившие их от ди-
кого кабана, соотношение масс взрослых самок и самцов 
продолжает соответствовать видовой норме. Исключение 
представляют только три родственные селекционные 
группы с обратным половым диморфизмом по массе 
(табл. 1, 2). Это может означать не только консерватив-
ность данного показателя, но и присутствие в популяциях 
Sus scrofa механизмов, возвращающих отношение массы 
самок и самцов к видовой норме. Одним из доказательств 
предлагаемой гипотезы может быть присутствие в селек-
ционных группах с обратным половым диморфизмом по 
массе трендов, направленных на нормализацию отноше-
ния массы самок к массе самцов. 

По приведенным в литературе данным об изменени-
ях массы самцов и самок на протяжении семилетнего 

периода, в селекционных группах с обратным половым 
диморфизмом (Тихонов, 2010; Капанадзе, 2011) были 
построены динамики изменений отношения массы самок 
к массе самцов (табл. 3). 

Уравнения регрессии показывают, что снижение отно-
шения массы самок к массе самцов наблюдается в обоих 
случаях, но в популяции минисибс оно более выражено. 
Вероятно, это обусловлено большим, чем у светлогорских 
мини-свиней, вкладом вьетнамской масковой породы Й 
в аллелофонд минисибс. Так как это означает и большую 
частоту носителей обратного полового диморфизма, про-
исходящий в популяции минисибс процесс ее снижения 
более заметен. Таким образом, в обеих селекционных 
группах с обратным половым диморфизмом присутствует 
тенденция постепенного возврата полового диморфизма 
по массе к видовой норме Sus scrofa. Этот процесс может 
обеспечивать отсекающий естественный стабилизирую-
щий отбор, вероятно, взаимодействующий с искусствен-
ным. Мишенью отбора, скорее всего, являются вызванные 
ранним ожирением нарушения репродуктивной функции 
свиноматок. Можно предположить, что обратный половой 
диморфизм по массе у вьетнамской масковой породы Й 
представляет или представлял ранее селекционную цен-
ность. 

Обсуждение
Обзор литературных данных (Козло, 1974; Кабанов, Те-
рентьева, 1985; Moretti, 1995; Тихонов, 2010; Иванчук, 
2011; Капанадзе, 2011; Князев и др., 2015) показал, что 
у домашних свиней существуют два варианта полового 
диморфизма по массе тела. У исходной дикой формы и по-
давляющего большинства пород и популяций домашних 
свиней масса полновозрастных самцов превышает массу 
самок (Козло, 1974; Кабанов, Терентьева, 1985; Moretti, 
1995; Тихонов, 2010; Иванчук, 2011), и только в трех родс-
твенных селекционных группах наблюдается обратное 
явление – превышение массы самок над массой самцов 
(Тихонов, 2010; Капанадзе, 2011). Популяции с обратным 
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половым диморфизмом по живой массе генеалогически 
преемственны: вьетнамская масковая Й → минисибс → 
светлогорские мини-свиньи, при этом каждая после-
дующая селекционная группа получена скрещиванием 
с особями из популяций с половым диморфизмом, нор-
мальным для вида Sus scrofa (Тихонов, 2010; Капанадзе, 
2011). Соответственно, выраженность обратного полового 
диморфизма в каждой последующей группе снижается. 

Известно, что в контроле роста свиней участвует более 
200 локусов (Rothschild et al., 2007), среди которых могут 
быть и определяющие выраженность и направление по-
лового диморфизма по живой массе. Отбор на крупные 
размеры и, соответственно, большую интенсивность роста 
в популяциях домашних свиней всегда был значительно 
более жестким для самцов, чем для самок. Это обусловле-
но тем, что для воспроизводства стада самцов требуется 
в 10 раз меньше (Разведение …, 2013), и они в обязатель-
ном порядке должны удовлетворять требованиям класса 
«элита» (Порядок …, 2009). Для самок же достаточным 
считается соответствие первому классу бонитировочной 
шкалы. Однако этот отбор не повлиял на выраженность 
полового диморфизма по массе у продуктивных по-
род – она осталась близкой к значению, наблюдаемому 
у дикого кабана. Отбор на уменьшение размеров также 
практически не отразился на выраженности полового 
диморфизма по массе: самки европейских и американских 
мини-свиней мельче самцов (Bollen et al., 2005; Simianer, 
Köhn, 2010; Тихонов, 2010). Можно заключить, что в боль-
шинстве популяций свиней вида Sus scrofa, независимо от 
того, относятся они к дикой или домашней, крупной или 
мелкой форме, действуют факторы, которые обеспечивают 
самцам более крупные размеры и большую массу. Веро-
ятно, к ним относится фактор, который сдвигает массу 
самцов при рождении в сторону увеличения (Никитин, 
Князев, 2015). Можно принять, что величина отношения 
массы полновозрастных самок к массе полновозрастных 
самцов является видовой константой, независимой от 
направления векторов отбора по размерам и живой массе 
животных и, вероятно, поддерживаемой естественным 
стабилизирующим отбором. 

Феномен обратного полового диморфизма по живой 
массе у вьетнамских масковых свиней породы Й может 
быть следствием одной или нескольких мутаций. Однако 
закрепление в популяции этого признака требует доста-
точно веских причин, способных противодействовать 
процессу нормализации данного отклонения. У домашних 
свиней обратный половой диморфизм по размерам и массе 
предоставляет селекционеру очень слабую мотивацию для 
искусственного отбора по данному признаку, но она все 
же существует. Так как самец – наиболее агрессивный и 
«вооруженный» член стада, который может представлять 
опасность для человека-хозяина, то для воспроизводства, 
скорее всего, будут использовать более безопасных и, со-
ответственно, мелких самцов. Малые размеры животного 
легче обеспечить молодостью самца, чем его генетически 
обусловленными мелкими размерами. К тому же, первый 
вариант экономически более выгоден: достаточно каждый 
репродуктивный цикл использовать и потом забивать на 
мясо нового молодого самца, а не растить два–три года 
несколько самцов, чтобы выбрать из них самого мелко-

го. Таким образом, формирование обратного полового 
диморфизма по массе у вьетнамской масковой породы 
в результате использования для воспроизводства мелких 
самцов представляется сомнительным. Однако система 
воспроизводства, при которой в каждом репродуктивном 
цикле используют молодых самцов, может иметь другие 
последствия. Вполне вероятным становится накопление 
изменений, приводящих к более раннему, по сравнению 
с дикой формой, половому созреванию. У дикого евро-
пейского кабана самцы созревают в возрасте чуть более 
одного года (Козло, 1974), у европейских заводских 
пород – около 8 месяцев (Кабанов, 1983), у вьетнамской 
масковой породы Й – около 4 мес. (Тихонов, 2010). Более 
раннее наступление половой зрелости у южноазиатс-
ких домашних свиней, по сравнению с европейскими 
(Кабанов, Терентьева, 1985, Тихонов, 2010), очевидно, 
обусловлено климатическими условиями региона, в ко-
тором выводились эти породы. В Юго-Восточной Азии 
воспроизводство свиней было возможно круглый год, что 
не ограничивает минимальный возраст начала репродук-
ции. В Европе при отсутствии специально оборудованных 
утепленных помещений опорос привязан к весенне-лет-
нему периоду. Поэтому различия между европейскими и 
азиатскими свиньями по возрасту полового созревания, 
очевидно, обусловлены естественными региональными 
климатическими условиями. 

Веской причиной для отбора, формирующего в популя-
ции обратный половой диморфизм по массе, может быть 
его связь с каким-либо важным селекционно ценным 
признаком. Только при этом условии животные-носители 
обратного полового диморфизма получают преимущество 
при искусственном отборе. У самок вьетнамской масковой 
породы таким признаком могла быть ярко выраженная 
способность к интенсивному раннему ожирению при 
весьма умеренном жироотложении у самцов, что де-
монстрируют фотографии, приведенные в монографии 
В.Н. Тихонова «Лабораторные мини-свиньи: генетика 
и медико-биологическое использование» (2010). Для 
появления такого признака вполне достаточно и единич-
ной доминантной мутации. Во времена, когда ценились 
жирная свинина и свиной жир, а этот период продолжался 
до второй половины ХХ в., такая мутация представляла, 
несомненно, высокую экономическую и, соответственно, 
селекционную ценность, а потому могла относительно 
легко и быстро закрепиться и поддерживаться далее 
в породе в результате искусственного отбора. 

Мутация, вызывающая раннее интенсивное жироот-
ложение у самок, может оказаться непосредственной 
причиной обратного полового диморфизма по массе. 
Для его формирования вполне достаточно того, чтобы 
самки-носители мутации в результате рано начавшегося 
интенсивного ожирения опережали самцов-носителей 
мутации по росту живой массы. Как следствие, масса 
самок превышает массу самцов, а в популяции формиру-
ется обратный половой диморфизм по массе. При этом 
он обусловлен отбором не мелких, медленно растущих 
самцов, а самок, быстро набирающих значительную массу 
в результате раннего интенсивного жироотложения. Одна-
ко, несмотря на привлекательность моногенной гипотезы 
обратного полового диморфизма по массе у домашних 
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свиней, она до экспериментальной проверки имеет те же 
шансы, что и гипотеза о полигенной детерминации. По-
этому решение вопроса о форме генетического контроля 
обратного полового диморфизма по массе у домашних 
свиней может быть принято только после дальнейших 
исследований. 

Выводы
1. В трех родственных популяциях домашних свиней 

обнаружен феномен обратного полового диморфизма, 
при котором средняя живая масса взрослых самок 
оказывается больше средней живой массы взрослых 
самцов. 

2. Выраженность нормального полового диморфизма 
по массе у свиней вида Sus scrofa является величиной 
консервативной и поддерживается стабилизирующим 
отбором. 

3. Действие фактора или факторов, формирующих нор-
мальный для вида Sus scrofa половой диморфизм, не 
зависит от вектора искусственного отбора по живой 
массе – оно остается неизменным при отборе как на 
повышение, так и на понижение размеров и массы 
животных. 

4. Признак «обратный половой диморфизм по массе» 
может быть следствием склонности самок к раннему 
интенсивному патологическому ожирению, что и могло 
послужить основой для его закрепления у вьетнамской 
масковой породы Й, но при отсутствии искусственного 
отбора по этому признаку его носители постепенно 
элиминируются из популяции. 
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The human TRPM8 gene encodes a rece�tor 
mediating cold sensitivity�� and this fact �oints to 
its �utative role in cold ada�tation. The structural 
variability of the TRPM8 gene for five single-nucleotide 
�olymor�hisms (SnPs� has been studied in Kyrgyz 
�o�ulation. The SnPs are located in coding regions 
of the gene�� and three of them are confined to 
a segment of 20 b� in exon �. The frequencies of minor 
SnP alleles are�� rs13004520 G/c = 0.06; rs2�90163� 
�/ т = 0.13; rs115629�5 G/ c = 0.2�; rs�59355� 
G/A = 0.21; rs115630�1 С/G = 0.12. The analyzed 
sam�le of Kyrgyz �o�ulation includes 2�5 individuals 
living at different altitudes and under drastically 
different climatic conditions. The frequency of the 
minor rs115629�5 allele in highlanders (living above 
2 �00 m A. S. L.� is one-third lower than in residents 
of lower regions (�60–2 �00 m A. S. L.; p < 0.01�. This 
result �resumes a selective role of rs115629�5 in cold 
ada�tation. com�arison of ha�loty�e frequencies 
in Kyrgyz �eo�le with Euro�eans�� East Asians�� and 
Africans shows a clear narrowing of genoty�e variation 
in Euro�eans in com�arison to all others. Probably�� 
this �henomenon is related to a �o�ulation size 
decline (bottlenec� effect� during the evolution. we 
consider the exon – intron structure of the TRPM8 
gene. E�igenetic mar�ers in the vicinity of the gene 
have been analyzed. Two strong binding sites for 

Ген TRPM8 кодирует рецептор�� отве�а�щий за холодову� �ув-
ствител��ност�� организма�� �то предполагает его возможну� рол�� 
в адаптации �еловека к холоду. В ра�оте изу�ена структурная 
вариа�ел��ност�� гена TRPM8 по пяти однонуклеотидным полимор-
физмам (ОН�� в кыргызской популяции. �олиморфизмы локали-
зованы в кодиру�щих у�астках гена�� из них три ОН� расположены 
в интервале 20 п. н. сед��мого экзона. �опуляционные �астоты 
минорных аллелей ОН� составили�� rs13004520 G/c = 0��06; 
rs2�90163� �/т = 0��13; rs115629�5 G/c = 0��2�; rs�59355� G/A = 0��21; 
rs115630�1 С/G = 0��12. �роанализированная вы�орка кыргызов 
(2�5 �еловек� вкл��ает индивидов�� прожива�щих на разной 
высоте над уровнем моря с резкими разли�иями климати�е-
ских условий. О�наружено�� �то у жителей высокогор��я (�олее 
2 �00 м н. у. м.� �астота минорного аллеля rs115629�5 �ыла 
по�ти в полтора раза ниже (� < 0��01� по сравнени� с жителями 
низкогор��я/среднегор��я (�60–2 �00 м н. у. м.�. �олу�енные данные 
подтвержда�т возможное селективное зна�ение полиморфизма 
rs115629�5 в адаптации к холоду. Сравнение �астот гаплотипов 
между популяциями кыргызов�� европейцев�� восто�ных азиатов и 
африканцев выявило резкое сужение их вариации  
у европейцев�� возможно�� связанное с сокращением �исленности 
популяции (�утыло�ное горлышко� в процессе эвол�ции. В 
ра�оте рассмотрена экзон-интронная структура гена TRPM8. 
�роанализированы эпигенети�еские маркеры в районе гена 
TRPM8�� найдены 2 сил��ных сайта связывания инсуляторных �елков 
ctcf�� возможно�� име�щих отношение к конформации хроматина 
и регуляции ал��тернативного сплайсинга. Дана структурно-
функционал��ная характеристика генов семейства TrP �елков. 

��л��евые слова�� ген TRPM8; популяционно-генети�еский 
анализ; однонуклеотидные полиморфизмы (ОН��; ассоциации; 
распределение; адаптация к холоду.
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Республика Кыргызстан находится в центре самогосамого 
крупного в мире континента Евразии. Она располо-
жена среди горных хребтов Тянь-Шаня и Памиро-

Алая. Средняя высота территории республики составляет 
2 630 м над уровнем моря (м н. у. м.). Около 93 % террито-
рии находится на высоте более 1 000 м н. у. м., примерно 
42 % – выше 3 000 м н. у. м., 85 % территории Кыргыз-
стана расположено выше 1 500 м н. у. м. На высоте более 
2 000 м н. у. м. в Кыргызстане проживает 10 % населения 
(Агаджанян, Миррахимов, 1970; Миррахимов, 1978; 
Zheembaev et al., 2005). 

На территории республики, в высокогорных районах 
Тянь-Шаня, погода имеет все признаки субполярного 
климата: зимы продолжительные и суровые, лето хо-
лодное и с заморозками. Среднеянварская температура 
в высокогорьях колеблется от –40 °С до –50 °C. Летом 
(июль) в высокогорных районах температура состав-
ляет плюс 5–11 °C (Zheembaev et al., 2005). Популяция 
кыргызов высокогорных регионов Тянь-Шаня и Памира 
приспособилась к сложным и меняющимся условиям 
субполярного климата. 

В адаптации человека к низкой температуре окружа-
ющей среды важную роль играют холодовые рецепторы 
(Козырева и др., 2011а; Козырева, Воронова, 2014). 

Некоторые члены TRP семейства, относящиеся к Са2+-
проницаемым каналам, функционируют в качестве свое-
образных детекторов температурных стимулов (McKemy, 
2002; Ramsey et al., 2006). Ген TRPM8 кодирует субъеди-
ницу неселективного кальциевого канала меластатинового 
подсемейства TRP белков. (Ramsey et al., 2006). Канал 
TRPM8 является гомотетрамером, сформированным 
из идентичных белковых субъединиц (длиной в 1 104 
аминокислоты), содержащих шесть трансмембанных 
сегментов (S1–S6) и цитоплазматические аминный и кар-
боксильный домены. Пятый и шестой трансмембранные 
сегменты и внешние петли между ними образуют пору 
канала (Ramsey et al., 2006; Latorre et al., 2011). Канал 
TRPM8 экспрессируется в клетках сенсорных нейронов, 
активируется низкой температурой и химическими аген-
тами (ментол, ицилин) (McKemy, 2002; Kim et al., 2014). 
Механизм действия канала TRPM8 опосредован ионами 
кальция. Активация канала холодом приводит к открытию 
поры и поступлению катионов в клетку, что вызывает де-

insulator ctcf �roteins are �resent there. They are li�ely 
to be associated with chromatin conformation and 
alternative s�licing regulation. A structure – functional 
characterization of genes for the TrP �rotein family is 
�rovided. 

Keywords�� TRPM8 gene�� �o�ulation analysis�� single-
nucleotide �olymor�hisms�� associations�� distribution�� 
cold ada�tation. 

поляризацию мембраны и создание активного потенциала 
действия. Белок TRPM8 также экспрессируется в эпи-
телии простаты, легких, селезенки, где его возможная 
функция – поддержание кальциевого гомеостаза в клетке 
(Zhang, Barritt, 2006). 

Изучение роли гена TRPM8 в термосенсорике моле-
кулярно-генетическими методами позволило выявить 
у него несколько мутаций, которые проявляют ассоци-
ации с определенными фенотипическими признаками. 
Так, индивиды, имеющие гомозиготный генотип GG 
однонуклеотидного полиморфизма (ОНП) rs11562975, 
оказались менее чувствительны к холоду, с адекватным 
ответом организма на охлаждение (уменьшение тепло-
отдачи с дыханием и переход на жировой обмен) (Козы-
рева и др., 2011б, 2014). Ген TRPM8 полифункционален 
и помимо термочувствительности вовлечен в регуляцию 
других физиологических процессов (Sabnis et al., 2008; 
Johnson et a., 2009), что подтверждают ассоциации между 
показателями липидного обмена и полиморфизмами гена, 
обнаруженные в популяциях русских и шорцев (Потапова 
и др., 2011, 2014).

Показано, что чукчи, относящиеся к арктическим мон-
голоидам и проживающие в суровых условиях Крайнего 
Севера, отличаются от центральноазиатских популяций 
(тувинцы, казахи, шорцы, хакасы) по частотам аллелей 
и гаплотипов ОНП (rs28901637 и rs11562975) гена TRPM8, 
что может быть связано с их адаптацией к холоду (Пота-
пова и др., 2008).

Цель работы – изучить частоты аллелей гена TRPM8 
по пяти ОНП (rs13004520 G/C, rs28901637А/Т, rs11562975 
G/C, rs7593557 G/A, rs11563071 С/G) в популяции кыргы-
зов и оценить их распределение у индивидов, проживаю-
щих на разных высотах над уровнем моря. По изученным 
полиморфизмам дать оценку дивергенции между кыр-
гызским этносом и популяциями европейцев, восточных 
азиатов и африканцев.

Материал и методы исследования 
У 275 этнических кыргызов было проведено генотипиро-
вание 5 однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) гена 
TRPM8. Обследованы территориально дистанцированные 
группы жителей низкогорья (г. Бишкек, 760 м н. у. м.), 
где климат континентальный сухой, лето жаркое, а зима 
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таблица 1. Характеристика вы�орок кыргызов (n = 2�5�

Вы�орки Высота над уровнем моря�� м Число индивидов�� n

Низкогор��е�� г. Бишкек �60 3�

Среднегор��е 1 600–2 500 119

Высокогор��е 2 �00–3 600 119

умеренно холодная (средняя температура января –7 °С). 
В исследование также были включены жители среднего-
рья Иссык-Кульской и Нарынской областей (1 600 – 2 500 
м н. у. м.), где климат резко континентальный, с холодной, 
почти бесснежной зимой (средняя температура января 
от –15 до –18 °С) и относительно прохладным летом. 
Основную группу в исследовании составили жители 
высокогорья села Ак-Шыйрак Джети-Огузского района 
Иссык-Кульской области (42°18′35″ с. ш. и 77°53′08″ в. д.); 
села Арчалы Тонского района Иссык-Кульской области 
(42°06′36″ c. ш. и 76°59′24″ в. д.); высокогорных долин  
Ак-Сай и Арпа Нарынской области; села Мургаб 
Таджикистана (38°10′08″ с. ш. и 73°57′54″ в. д.; 2 800 –
3 600 м н. у. м.), где климат континентальный, зима холод-
ная и продолжительная (средняя январская температура 
составляет минус 50 – 60 °С). В табл. 1 представлены 
данные исследованных групп.

Популяции 
Для сравнения с другими выборками мы воспользова-
лись базой данных «1 000 геномов» (1000genomes.org) 
и скомпилировали частоты референсных полиморфиз-
мов 3 векторных популяций: европейцев (итальянцы, 
испанцы, англичане – 365 индивидов), восточных азиатов 
(китайцы из двух провинций – 100 и 97 индивидов; япон-
цы – 89 индивидов) и африканцев (нигерийцы, кенийцы, 
гамбийцы – 185 индивидов). 

Полиморфизмы 
Описание изученных ОНП дано в табл. 2. Все ОНП нахо-
дятся в кодирующих участках гена TRPM8. Четыре ОНП 
расположены в интервале 20 п. н. седьмого экзона, а два 
других – в одиннадцатом (rs7593557) и двадцать третьем 
(rs11563071) экзонах. Данные участки гена кодируют 
аминный (экзоны 7 и 11) и карбоксильный (экзон 23) 
домены белка TRPM8.

Выделенным шрифтом в табл. 2 указаны два сцеп-
ленных (r2 = 0,95) компенсаторных ОНП, rs13004520 
и rs17868387, находящихся на расстоянии 12 п. н. друг от 
друга. Оба расположены в экзоне 7. Из-за высокой степе-
ни их сцепления для дальнейшего анализа был оставлен 
только один из них (rs13004520). Мы остановили свой 
выбор на двух несинонимичных и трех синонимичных 
заменах в гене TRPM8. Заметим, что практически все 
взятые в анализ полиморфизмы – трансверсии, кроме 
ОНП rs7593557. 

Молекулярно-генетические методы исследования 
Геномную ДНК из образцов крови выделяли стандартным 
методом фенольно-хлороформной экстракции (Maniatis et 
al., 1982). Анализ выявленных полиморфизмов проводили 
с помощью аллель-специфической ПЦР. В табл. 3 указаны 
праймеры и параметры ПЦР, описанные ранее (Потапова 
и др. 2011, 2014). 

Условия аллель-специфических ПЦР были следующи-
ми: денатурация при 95 °С 1 мин, отжиг 1 мин (темпера-
тура отжига для каждого ОНП указана в табл. 3), синтез 
при 72 °С 1 мин – 30 циклов. Амплификационная смесь  
в объеме 25 мкл содержала 75 mM трис-HCl (pH 9,0),объеме 25 мкл содержала 75 mM трис-HCl (pH 9,0), 25 мкл содержала 75 mM трис-HCl (pH 9,0), 
20 mM (NH4)2S�4, 0,01 % Tween-20, MgCl2 (концентрация –  
в табл. 3), 0,2 mM каждого dNTP, 0,5 мкM каждого из 
праймеров, 1,25 ед. Taq-полимеразы и 0,5 мкг геномной 
ДНК.

Продукты аллель-специфических ПЦР оценивали 
электрофорезом в 3 %-м агарозном геле, окрашивание 
проводили бромистым этидием и визуализировали гель-
документирующей системой Gel�oc ��T («UVP», Вели-
кобритания). 

Статистические методы
Межпопуляционные различия оценивали по дистанции Fst 
(Slatkin, 1994) с помощью программы Arlequin v.3.5.1.2. 

таблица 2. Однонуклеотидные полиморфизмы гена TRPM88

ОН� Экзон Замена нуклеотида Замена аминокислоты

rs13004520 � G → c Arg → Thr

rs2�90163� � A → T Pro → Pro

rs115629�5 � G → c Leu → Leu

rs17868387 � A → G Tyr → Cys

rs�59355� 11 G → A Ser → Asn

rs115630�1 23 c → G Val → Val
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таблица 3. Структура праймеров и некоторые параметры �ЦР

Идентификационный 
номер ОН�

�раймеры Длина  
фрагмента�� п. н.

температура 
отжига�� °С

��онцентрация 
Mgcl2�� mM

rs13004520 прямой 5’-tgtaccttatggatgacttcacgag-3’
5’-tgtaccttatggatgacttcacgac-3’

210 60 1��� 

о�ратный 5’-ggctgctgtggttattgtacacttc-3’

rs2�90163� прямой 5’-ccgatgacttcacaagagataca-3’
5’-ccgatgacttcacaagagatact-3’

161 5� 1��5 

о�ратный 5’-ccctaaccactgaccttgaata-3’

rs115629�5 прямой 5’-atataggattctgggaggaggcat-3’ 20� 60 2��5 

о�ратный 5’-tttgtggttgttgtccaggatattc-3’
5’-ttgtggttgttgtccaggatattg-3’

rs�59355� прямой 5’-ctctcacagccttcagcaccag-3’
5’-ctctcacagccttcagcaccaa-3’

1�2 69 1��� 

о�ратный 5’-cagaccacagtccagacccaac-3’

rs115630�1 прямой 5’-actctggcatgggagggtttc-3’
5’-actctggcatgggagggtttg-3’

21� 60 1���

о�ратный 5’-tgcccgggtaatatctttgtgg-3’

Уровень значимости дистанций Fst оценивали стохасти-
чески, число перестановок – 10 000, уровень значимости 
p = 0,001. Для проверки отклонения распределения частот 
генотипов от ожидаемого (Харди – Вайнберга) исполь-
зовали точный критерий Фишера с оценкой величины 
достоверности по методу Монте Карло. Число шагов 
Марковской цепи – 1 000 000, число обнулений состоя-
ния памяти – 100 000 (Arlequin v3.5.1.2; Excoffier et al., 
2005). Многомерное шкалирование было произведено с 
помощью программы XLStat (www.xlstat.com) на основе 
матрицы попарных различий Fst.

Результаты и обсуждение

Семейство генов TRP 
Ген TRPM8 кодирует неселективные катионовые каналы 
меластатинового (М) подсемейства TRP белков. Кроме 
подсемейства M существуют как минимум еще три под-
семейства с более чем одним паралогом (TRPC, TRPM, 
TRPV), а также одиночные семейства TRPA1, TRPT1, 
TRPS1. Все они, кроме TRPA1, продуцируют альтерна-
тивные транскрипты (табл. 4) и имеют медианную длину 
более 60 кб. 

Экзон-интронная структура TRP
Как видно из рис. 1, длина транскрипта статистически 
слабо связана с числом экзонов, что характерно для 
тканеспецифических генов, расположенных в гетеро-
хроматиновых районах. Ген TRPT1, самый короткий ген 
семейства TRP, имеет от 7 до 8 экзонов и 6 альтернативных 
транскриптов (табл. 4). Это единственный ген семейства, 
не относящийся к тканеспецифическим. Он располагается 
в эухроматине и экспрессируется в большинстве клеточ-
ных линий. Признаком широко экспрессирующегося гена 
является и его CG-богатый промотор.

Рассматривая структуру и хроматиновый контекст гена 
TRPM8, заметим, что это протяженный ген с медианным 
числом экзонов, равным 22 (от 4 до 27), вычисленным 
по 5 аннотированным изоформам. Он имееет в своем 
составе два сильных сайта связывания инсулятора ctcf, 
работающих в большинстве клеточных линий. Эти сай-
ты могут иметь отношение как к тканеспецифической 
конформации хроматина, подавляющей экспрессию 
TRPM8, так и регуляции альтернативного сплайсинга 
этого гена (например, экспрессия 3′-локализованной ко-
роткой изоформы BC033137, 8 экзонов). Кроме сильных 
сайтов связывания ctcf имеются тканеспецифические, 
присутствующие в небольшом числе клеточных линий, 
но также влияющие на альтернативный сплайсинг, в част-
ности экспрессию 5′-локализованной короткой изоформы 
(AY532375, 4 экзона).

Хотя целью данной работы было исследование распре-
деления частот аллелей ОНП гена TRPM8 в популяции 
кыргызов по сравнению с другими популяциями, предпо-
лагается, что анализ полиморфизмов в сайтах связывания 
транскрипционных факторов, в частности CTCF, и учет 
распределения частот изоформ в различных тканях для 
выявления специфики функционирования гена будут 
также актуальны.

Структура гена TRPM8 по 5 полиморфизмам  
в популяциях
В табл. 5 приведены частоты минорных аллелей в изу-
ченных популяциях, особенности распределения которых 
рассмотрены далее. Невысокие частотные значения об-
наружены по минорному С-аллелю rs13004520, который 
приводит к изменению аминокислоты Arg/Thr в белке. 
В кыргызской популяции частоты минорных аллелей 
ОНП rs28901637 и rs11563071 имели близкие значения, 
сопоставимые с таковыми восточных азиатов, в то время 
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таблица 5. Частоты минорных аллелей изу�енных ОН� гена TRPM88 в популяциях

ОН� �фриканцы европейцы Восто�ные азиаты ��ыргызы

rs13004520 0��003 0��040 0��0� 0��06

rs2�90163� 0��059 0��006� 0��1� 0��13

rs115629�5 0��024 0��0�49 0��20 0��2�

rs�59355� 0��354 0��0534 0��43 0��21

rs115630�1 0��1�6 0��0�49 0��11 0��12

таблица 4. ��лассификация генов семейства TrP�� их хромосомная локализация�� длина и �исло ал��тернативных транскриптовTrP�� их хромосомная локализация�� длина и �исло ал��тернативных транскриптов�� их хромосомная локализация�� длина и �исло ал��тернативных транскриптов

Семейство Ген Хромосома Длина�� п. н. Число изоформ

TrPA TRPA1 chr� 54 334 1

TrPc TRPC2 chr11 132 365 4

TrPc TRPC4 chr13 233 16� �

TrPc TRPC1 chr3 �3 464 3

TrPc TRPC3 chr4 �2 �2� 4

TrPc TRPC7 chr5 152 166 6

TrPc TRPC5 chrX 30� 463 2

TrPc TRPC4AP chr20 90 412 �

TrPM TRPM5 chr11 1� 530 3

TrPM TRPM1 chr15 160 213 11

TrPM TRPM4 chr19 54 0�3 �

TrPM TRPM8 chr2 102 124 5

TrPM TRPM2 chr21 92 919 9

TrPM TRPM3 chr9 622 461 24

TrPS TRPS1 chr� 260 505 4

TrPT TRPT1 chr11 2 456 6

TrPV TRPV4 chr12 50 321 6

TrPV TRPV3 chr1� 44 �04 20

TrPV TRPV6 chr� 25 1�3 5

y = 2��5131ln(x� – 11��259

R 2 = 0��1446
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рис. 1. Зависимост�� длины транскриптов от �исла экзонов генов семейства TrP.
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рис. 2. Частоты минорных аллелей ОН� в популяциях. 

таблица 6. �атрица попарных расстояний (Fst��� вы�исленная по пяти ОН� генаFst��� вы�исленная по пяти ОН� гена��� вы�исленная по пяти ОН� гена TRPM88 для 4 анализируемых популяций

�опуляции �фриканцы Восто�ные азиаты европейцы ��ыргызы

Негроиды 0 0��05 0��0� 0��0�3

Восто�ные азиаты 0��05 0 0��11 0��02

европейцы 0��0�3 0��11 0 0��06�

��ыргызы 0��0�3 0��02 0��06� 0
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рис. 3. График многомерного шкалирования�� построенный по дан-
ным 5 локусов гена TRPM8. 

как у европейцев Т-аллель (rs28901637) практически отсут-
ствовал (рис. 2). Частоты минорных аллелей rs11562975 
и rs7593557 (Ser/Asn) почти в два раза превышали таковые 
других ОНП кыргызов. Высокие частотные значения алле-
лей этих ОНП наблюдали у восточных азиатов. Заметим, 
что частота А-аллеля rs7593557 у восточных азиатов при-
ближались к 0,5 и была высокой у африканцев (табл. 5). 
Следует также отметить, что частоты минорных аллелей 
изученных ОНП европейцев не превышают 0,1.

Мы оценили частоты полиморфизмов по четырем по-
пуляциям и построили матрицу попарных различий Fst 
(табл. 6). Выяснилось, что 4 рассмотренные популяции 
достоверно различаются между собой по распределению 
частот пяти полиморфизмов (рис. 3) при уровне значи-
мости p < 10-5. 

Гаплотипическая структура гена TRPM8
При анализе попарного сцепления пяти полиморфизмов 
выяснилось, что три базовые популяции кардинально 
отличаются друг от друга:
1. Африканская популяция имеет два ОНП (rs11562975 и 

rs7593557), у которых сцепление между аллеля досто-
верно.

2. Восточноазиатская популяция имеет плотно сцеплен-
ные аллели 4 ОНП, за исключением rs11563071.

3. В европейской популяции не обнаружено сцепление 
между аллелями rs11562975 и аллелями других ОНП. 

4. Кыргызская популяция по профилю сцепленных алле-
лей ОНП близка к восточным азиатам.
Данные особенности отражены в графике многомер-

ного шкалирования (рис. 3), построенном по матрице Fst 
(табл. 6). Все попарные различия Fst высоко достоверны 
(p < 10–5).

На рис. 4 представлено распределение частот гаплоти-
пов по изученным ОНП. Европейская популяция имеет 
один резко выраженный гаплотип, GAGGC, содержащий 
распространенные аллели ОНП. В других популяциях 
он также преобладал и составлял половину всех гапло-
типов. Частоты остальных вариантов, за исключением 
одного – двух в популяции, были невысокие. Так, у кыр-
гызов вторым по представленности был вариант GAСGC 
(0,16) с заменой в третьей позиции относительно основно-
го гаплотипа (GAGGC). У восточных азиатов его частота 
составила 0,09, более распространен был вариант GAGАC 
(0,15) с заменой в четвертой позиции. У африканцев дан-
ный вариант является наиболее распространенным (0,23) 
после основного гаплотипа. Сравнительный анализ частот 
мажорных генотипов показал резкое отличие европейцев 
от остальных популяций, возможно, связанное с сокра-
щением численности популяции (бутылочное горлышко) 
в процессе эволюции.
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рис. 4. Частоты мажорных гаплотипов в популяциях. 
рис. 5. Частоты минорных аллелей ОН� в разных «высотных»  
группах. 
Даны стандартные отклонения в каждой то�ке. �олиморфизм с досто-
верно отли�а�щимися �астотами о�веден.
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рис. 6. График многомерного шкалирования�� построенный  на осно-
ве матрицы попарной гетерогенности Fst. 
Недостоверно разли�а�щиеся популяции о�ведены овалом. В ином 
слу�ае популяции разли�а�тся с вероятност��� p < 10–5 (рис. 3�.

Генетические различия популяции кыргызов 
в зависимости от высоты их проживания

Достоверные различия по частотам минорного аллеля 
rs11562975 выявлены между жителями высокогорья, с од-
ной стороны, и среднегорья и низкогорья, с другой (рис. 5). 
Среднегорье в данном случае представлено жителями 
Иссык-Кульской области (92 человека, 1 600 – 2 700 м н.
 у. м.). В табл. 7 приведено сравнение частот генотипов 
и аллелей rs11562975 между жителями высокогорья и 
среднегорья/низкогорья, сгруппированными на основании 
табл. 2. Жители высокогорья имели более низкие частоты 
минорного аллеля этого ОНП (p < 0,003). Полученные 
результаты согласуются с данными Козыревой с коллегами 
(2011б; 2014). Выяснилось, что кыргызы, проживающие 
в среднегорье и высокогорье, более удалены от восточно-
азиатских популяций (китацев и японцев) по сравнении с 
низкогорьем (рис. 6). 

Выводы
1. В работе подтвердилась обнаруженная ранее (Козырева 

и др., 2011б, 2014) ассоциация ОНП rs11562975 гена 
TRPM8 с чувствительностью к холоду. Показано, что 
у жителей высокогорья (более 2 800 м н. у. м.) частота 
минорного аллеля rs11562975 была почти в полтора 

таблица 7. Сравнение �астот генотипов и аллелей rs115629�5 генаrs115629�5 гена115629�5 гена TRPM88 у жителей�� прожива�щих на разных высотах 

Генотипы�� аллели Высота над уровнем моря�� м χ2/p

�60–2 �00 (n = 156� Более 2 �00 (n = 119�

GG 0��54 (�5� 0��63 (�2� 4��6�/0��0�
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G 0���3 (203� 0���0 (209� ���21/0��003*
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*p < 0��05. В ско�ках данo n – �исло индивидов.
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раза ниже (p < 0,01) по сравнению с жителями низко-
горья/среднегорья (760 –2 800 м н. у. м.). 

2. В контексте сравнения распределения частот аллелей 
изученных ОНП европейская популяция малоинформа-
тивна в силу крайне низких частот минорных аллелей. 

3. Кыргызская и восточноазиатская (китайцы и японцы) 
популяции достоверно различаются между собой по 
значениям Fst. Такое распределение между этими эт-
носами, а также их сравнение с корневой популяцией 
африканцев могут говорить о достаточно долгой по 
времени дивергенции этих популяций или быстрой 
адаптивной динамике частот аллелей гена. По значени-
ям Fst различия внутри популяции восточных азиатов 
и кыргызских групп недостоверны.
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HRAS�� KRAS and NRAS gene �roducts belong 
to the su�erfamily of small GTPases. These �roteins 
regulate cellular res�onse to extracellular stimuli by 
means of activation of different signaling �athways. 
Although the role of RAS gene mutations in the �atho-
genesis of various human cancers has been establish-
ed�� the clinical significance of these molecular altera-
tions in bladder cancer remains unclear. The aim of this 
study was to determine the frequency and s�ectrum 
of HRAS�� KRAS and NRAS mutations�� to analyze their 
relationshi�s with clinico�athological variables and 
to determine the �rognostic value of these alterations 
in terms of recurrence�� �rogression and mortality�� 
in a �ros�ective cohort of 249 bladder cancer �atients. 
The frequency of RAS mutations detected by the 
SnaPshot method�� was found to be 11.2 %�� of which 
HRAS mutations accounted for 64.3 %�� KRAS�� for 2�.6 % 
and NRAS�� for �.1 %. we failed to find any correlation 
between all RAS mutations and �athomor�hological 
characteristics. However�� when analyzed se�arately�� 
HRAS and KRAS mutations were for the first time 
shown to be associated with the o��osite clinical 
�arameters of bladder cancer�� HRAS mutations were 
significantly associated with low-stage low-grade 
�a�illary tumors of a small size (р < 0.05��� whereas 
KRAS mutations were associated with non-�a�illary 
urothelial carcinomas and the �resence of metastasis 
(р < 0.05�. Analysis of the �rognostic value of molecu-
lar alterations revealed an association of KRAS muta-
tions with decreased cancer-s�ecific survival in both 
the whole grou� of �atients and the subgrou� with 
non-muscle invasive disease. The data obtained 
suggest that HRAS and KRAS gene mutations may 
characterize alternative �athways of bladder cancer 
�athogenesis�� HRAS mutations indicating benign 
and KRAS mutations�� aggressive disease course. 

Key words�� bladder cancer; HRAS; KRAS; NRAS; 
SnaPshot; mutation; �rognostic value.

�родукты генов HRAS�� KRAS и NRAS принадлежат к суперсемейству 
малых гуанозинтрифосфатаз (ГтФаз��� осуществля�щих регуляци� 
клето�ного ответа на внешние стимулы посредством активации 
разли�ных сигнал��ных путей. В настоящее время доказана рол�� 
активиру�щих мутаций этих генов в патогенезе разли�ных типов 
раковых за�олеваний �еловека. Вместе с тем зна�ение молеку-
лярных изменений генов семейства RAS при раке мо�евого 
пузыря (Р��� остается мало изу�енным. Цел��� настоящего 
исследования явилос�� изу�ение �астоты и спектра мутаций генов 
HRAS�� KRAS и NRAS�� анализ их связи с клинико-морфологи�ескими 
характеристиками�� а также оценка прогности�еского зна�ения 
молекулярных изменений этих генов в отношении отдаленных 
резул��татов ле�ения в проспективной когорте из 249 пациентов 
с Р��. Выявленные с помощ��� метода SnaPshot мутации генов 
RAS на�л�далис�� с �астотой 11��2 %�� при�ем на мутации гена 
HRAS приходилос�� 64��3 %�� KRAS – 2���6 % и NRAS – ���1 %. Нами 
не о�наружено связи между всеми мутациями генов семейства 
RAS и патоморфологи�ескими характеристиками. Однако при 
индивидуал��ном анализе впервые показаны противоположные 
ассоциации мутаций генов HRAS и KRAS с клини�ескими парамет-
рами Р���� мутации HRAS �ыли статисти�ески зна�имо ассоцииро-
ваны с низкой степен��� распространения�� высокой степен��� 
дифференцировки�� папиллярным характером роста и не�ол��шими 
размерами опухоли (р < 0��05��� тогда как мутации KRAS на�л�далис�� 
�аще в уротелиал��ных карциномах�� характеризу�щихся солид-
ным характером роста и нали�ием метастазов (р < 0��05�. �ри 
анализе прогности�еского зна�ения молекулярных изменений 
показана связ�� мутаций гена KRAS со сниженным уровнем 
онкоспецифи�еской выживаемости в о�щей группе пациентов�� 
а также в подгруппе с немыше�но-инвазивным Р��. �олу�енные 
данные свидетел��ству�т о том�� �то молекулярные изменения 
генов HRAS и KRAS�� по-видимому�� характеризу�т ал��тернативные 
пути патогенеза Р���� мутации HRAS связаны с �лагоприятным�� 
а KRAS – с агрессивным те�ением за�олевания.

��л��евые слова�� рак мо�евого пузыря; HRAS; KRAS; NRAS; SnaPshot; 
мутация; прогности�еское зна�ение.
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Рак мочевого пузыря (РМП) является третьим по 
частоте встречаемости онкоурологическим злока-
чественным новообразованием после рака простаты 

и почки и в структуре онкологической заболеваемости 
Республики Беларусь занимает 7-е место среди муж-
ского населения (Океанов и др., 2013). Уротелиальная, 
или переходноклеточная, карцинома составляет 90 % 
от всех случаев РМП. На момент постановки диагноза 
большинство опухолей мочевого пузыря (55 %) являются 
немышечно-инвазивными (НМИ РМП) и характеризуются 
как Ta, Tis или T1 (Babjuk et al., 2013). После проведенного 
лечения у большинства пациентов с НМИ РМП (70–80 %) 
в течение 5 лет возникают рецидивы, причем у некоторых 
из них (10–20 %) развивается прогрессия в мышечно-
инвазивную форму. У остальных 45 % пациентов уже на 
стадии выявления заболевания регистрируется мышеч-
но-инвазивный рак мочевого пузыря (МИ РМП) ≥ Т2, 
характеризующийся неблагоприятным прогнозом ввиду 
развития отдаленных метастазов в 50 % случаев (Stenzl 
et al., 2012). 

Рядом исследователей была выдвинута гипотеза о том, 
что морфологическая и клиническая гетерогенность 
опухолей мочевого пузыря обусловлена различными 
молекулярно-генетическими путями патогенеза уроте-
лиальной карциномы (Spruck et al., 1994; van Rhijn et al., 
2004; Knowles, 2008). Для НМИ РМП характерны мутацииKnowles, 2008). Для НМИ РМП характерны мутации, 2008). Для НМИ РМП характерны мутации 
приобретения функции («gain-of-function»), затрагиваю-
щие онкогены FGFR3 и PIK3, а также делеции длинного 
плеча хромосомы 9, в то время как для МИ РМП – мута-
ции потери функции («loss-of-function»), наблюдаемые 
в генах-супрессорах опухолей TP53, RB и PTEN. 

Полученные нами ранее данные также подтверждают 
идею о том, что мутации генов FGFR3 и ТР53 определя-
ют альтернативные генетические пути патогенеза РМП 
(Смаль и др., 2013; Smal et al., 2014). Однако только 62 % 
опухолей мочевого пузыря имеют мутации в этих генах. 
В связи с этим важным является изучение молекулярных 
изменений других генов, вовлеченных в канцерогенез. 
Понимание роли тех или иных молекулярно-генетических 
изменений позволит установить причину дивергентного 
клинического поведения обоих типов РМП и определить 
потенциальные маркеры прогноза клинического течения 
болезни и таргетной терапии.

Гены семейства RAS (HRAS, KRAS и NRAS) являются 
клеточными протоонкогенами, кодирующими белки с мо-
лекулярной массой 21k�a (Yan et al., 1997), которые при-Yan et al., 1997), которые при- et al., 1997), которые при-et al., 1997), которые при- al., 1997), которые при-al., 1997), которые при-., 1997), которые при-
надлежат к суперсемейству малых гуанозинтрифосфатаз 
(ГТФаз) (Castellano, Santos, 2011). На уровне аминокис-Castellano, Santos, 2011). На уровне аминокис-, Santos, 2011). На уровне аминокис-Santos, 2011). На уровне аминокис-, 2011). На уровне аминокис-
лотной последовательности белки семейства RAS имеют 
высокую степень гомологии (приблизительно 80 %) и об-
ладают общей способностью связывать и осуществлять 
гидролиз гуаниловых нуклеотидов (Castellano, Santos,Castellano, Santos,, 
2011). Эти белки принимают сигналы с поверхности кле-
ток и передают их внутрь клеток, регулируя клеточный 
ответ на внешние стимулы посредством активации различ-
ных сигнальных путей, включая RAF-MAPK, P��3K и Ral-
GEF (Ral-G�S) (Malumbres, Barbacid, 2003). СигнальныеMalumbres, Barbacid, 2003). Сигнальные, Barbacid, 2003). СигнальныеBarbacid, 2003). Сигнальные, 2003). Сигнальные 
пути, активируемые белками RAS, участвуют в регуляции 
таких клеточных процессов, как пролиферация, рост, диф-

ференцировка, миграция, апоптоз и выживание (PollardPollard 
et al., 2010; Hansel et al., 2012). al., 2010; Hansel et al., 2012).al., 2010; Hansel et al., 2012).., 2010; Hansel et al., 2012).Hansel et al., 2012). et al., 2012).et al., 2012). al., 2012).al., 2012).., 2012). 

Соматические точковые мутации генов RAS, приводя-
щие к замене аминокислот в 12-й, 13-й или 61-й позициях, 
присутствуют в 20–30 % злокачественных опухолей чело-
века (Forbes et al., 2015). Такие молекулярные измененияForbes et al., 2015). Такие молекулярные изменения et al., 2015). Такие молекулярные измененияet al., 2015). Такие молекулярные изменения al., 2015). Такие молекулярные измененияal., 2015). Такие молекулярные изменения., 2015). Такие молекулярные изменения 
обусловливают нарушение ГТФазной активности белка 
RAS, что проявляется в его конститутивно активном 
состоянии. Последнее в свою очередь ведет к активации 
нисходящих сигнальных каскадов даже в отсутствие вне-
клеточных стимулов и, как следствие, к злокачественной 
трансформации клеток.

Несмотря на то что онкогенная активация генов семей-
ства RAS была впервые обнаружена в клеточной линии 
уротелиальной карциномы человека, роль мутаций этих 
генов при РМП остается мало изученной, а данные об их 
частоте и связи с определенным опухолевым фенотипом 
являются противоречивыми. Поэтому целью настоящего 
исследования явилось изучение частоты и спектра му-
тационной изменчивости генов семейства RAS, анализ 
связей между мутациями и клинико-морфологическими 
параметрами опухоли, а также оценка прогностического 
значения молекулярных изменений генов RAS в отноше-
нии отдаленных результатов лечения в проспективной 
когорте пациентов с РМП. 

Материалы и методы
Группа обследования состояла из 249 пациентов с под-
твержденным диагнозом РМП, проходивших лечение 
в ГУ «РНПЦ онкологии и медицинской радиологии 
им. Н. Н. Александрова» в период с 2010 по 2014 гг. В ис-
следование включены 195 мужчин и 54 женщины в воз-
расте от 31 до 88 лет (медиана – 68 лет). Биологическим 
материалом для анализа служили образцы свежего опухо-
левого материала и срезов парафиновых блоков от паци-
ентов с РМП. Степень местной распространенности (T) 
устанавливалась согласно данным патоморфологического 
анализа удаленного при трансуретральной резекции (ТУР) 
опухолевого материала. Категории ≥ T2 определялись 
по данным анализа цистэктомических препаратов или 
клинического стадирования с использованием методов 
визуализации, если пациенту не выполнялась цистэкто-
мия. Степень дифференцировки опухолевой ткани (G) 
определялась гистологически в соответствии с класси-
фикациями ВОЗ 1973 и 2004 гг. За местный рецидив при-
нимали появление морфологически верифицированной 
переходноклеточной карциномы в стадиях Ta, T1 или Tis, 
локализующейся в мочевом пузыре. Прогрессирование 
опухолевого процесса устанавливалось в случае развития 
мышечно-инвазивной опухоли и/или регионарных либо 
отдаленных метастазов у пациентов, ранее получавших 
лечение по поводу НМИ РМП. Под скорректированной 
(онкоспецифической) выживаемостью понимали время 
от включения пациента в исследование до смерти от РМП. 
Клинико-анамнестические данные пациентов представ-
лены в табл. 1.

Для выделения ДНК образцы свежего опухолевого 
материала гомогенизировали, а из парафиновых блоков 
получали срезы толщиной 10–15 мкм каждый, которые 



�ротивоположные ассоциации мутаций генов HRAS и KRAS 
с клини�ескими параметрами рака мо�евого пузыря

�.�. Смал���� �.И. Ролеви��� т.И. На�е�ина��  
С.�. ��расный�� Р.И. Гон�арова 

640 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 5 • 2015

затем депарафинизировали с использованием ксилола. 
Геномную ДНК выделяли посредством ферментативной 
обработки образцов протеиназой К с последующей фенол-
хлороформной экстракцией. 

Для анализа мутационной изменчивости генов семей-
ства RAS первоначально проводили амплификацию шести 
фрагментов, покрывающих сайты наиболее часто встре-
чающихся мутаций, методом ПЦР с праймерами, пред-
ложенными Kompier с коллегами (Kompier et al., 2010).Kompier et al., 2010). et al., 2010).et al., 2010). al., 2010).al., 2010).., 2010). 
Реакционная смесь общим объемом 15 мкл содержала 
1–250 нг геномной ДНК, 1× ПЦР буфер (100 мM Tris-
HCl, pH 8,3, 500 мM KCl), 1,5 мM MgCl2, 0,2 мM dNTPs, 
праймеры в конечной концентрации 0,4 мкM, 3 % ДМСО 
и 0,5 единиц активности �ream Taq полимеразы (Thermo�ream Taq полимеразы (Thermo Taq полимеразы (ThermoTaq полимеразы (Thermo полимеразы (ThermoThermo 
Scientific, Литва). После 4-минутной инкубации при). После 4-минутной инкубации при 
94 °С проводили 35 циклов амплификации (денатурация 
при 94 °С – 30 с, отжиг при 56 °С – 30 с, элонгация при 

72 °С – 50 с) в термоциклере С1000 Thermal cycler (Bio-Bio--
Rad, США). Конечную элонгацию осуществляли в тече-). Конечную элонгацию осуществляли в тече-
ние 5 мин при 72 °С. Не вошедшие в реакцию праймеры 
и dNTPs инактивировали экзонуклеазой �� (Thermo Scien-Thermo Scien- Scien-Scien-
tific, Литва) и щелочной фосфатазой (Thermo Scientific,) и щелочной фосфатазой (Thermo Scientific,Thermo Scientific, Scientific,Scientific, 
Литва). SNaPshot реакцию проводили с использованием). SNaPshot реакцию проводили с использованием 
подобранных для каждого SNP внутренних праймеров, 
описанных в работе Kompier с коллегами (2010), и набо-Kompier с коллегами (2010), и набо- с коллегами (2010), и набо-
ра AB�� Prism SNaPshot multiplex kit (Applied Biosystems, 
США) в соответствии с рекомендациями производите-
ля. Анализ продуктов реакции SNaPshot выполняли на 
генетическом анализаторе AB�� PR��SM 3500 (Applied 
Biosystems, США). После окончания разделения образцов 
полученные данные анализировали с помощью програм-
мы GeneMapper v 4.1. 

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием пакета прикладных программ SPSS Sta-Sta-

таблица 1. ��линико-анамнести�еские характеристики пациентов

Характеристика ��ласс ��оли�ество пациентов Частота�� %

�ол �ужской 195 ����3
женский 54 21���

Возраст До 60 лет 6� 26��9
61–�0 лет �3 29��3
�1 и �олее лет 109 43���

Опухол��

Стадия та 3� 15��3

т1 130 52��2

т ≥ 2 �1 32��5

Степен�� дифференцировки

��лассификация ВОЗ 19�3 G1 �� 35��3

G2 110 44��2

G3 4� 19��3

Нет данных 3 1��2

��лассификация ВОЗ 2004 PUnLMP* / Low grade 14� 59��4

High grade 9� 39��4

Нет данных 3 1��2

�ул��тифокал��ност�� Одино�ная 95 3���2

�ножественная 154 61���

�акроскопи�еский вид �апиллярная 1�5 �4��3

Солидная / смешанная 64 25���

Размер До 3 см 10� 43��4

3 см и �олее 141 56��6

Нали�ие метастазов Да 20 ���0

Нет 229 92��0

Статус курения Не курит �5 30��1

��урил ранее �0 2���1

��урит 95 3���2

Нет данных 9 3��6

* Здес�� и в та�л. 3�� PUnLMP (русск. �уОНЗ�� – папиллярная уротелиал��ная опухол�� с низким злока�ественным потенциалом�� low grade – низкая сте-
пен�� злока�ественности�� high grade – высокая степен�� злока�ественности.
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рис. 1. Резул��таты SnaPshot анализа мутационного статуса генов семейства RAS.
а – анализ о�разца ДН�� дикого типа; б–г – анализ о�разцов ДН���� содержащих мутации HRAS G12S�� KRAS G12R и NRAS Q61R.

tistics 17.0. Статистическую значимость различий между 17.0. Статистическую значимость различий между 
исследуемыми группами анализировали с помощью не-
параметрического теста Манна – Уитни и двустороннего 
точного критерия Фишера. Безрецидивную выживаемость 
и выживаемость до прогрессирования для группы из 154 
пациентов с НМИ РМП, а также скорректированную (он-
коспецифическую) выживаемость для общей группы па-
циентов (n = 230) определяли по методу Каплана – Мейера. 
Значимость различий между показателями выживаемости 
в зависимости от мутационного статуса генов RAS оце-
нивали при помощи log-rank теста. Различия считались 
достоверными при p < 0,05.

Результаты

Частота и спектр мутаций в генах семейства RAS
Для оценки мутационной изменчивости генов семейства 
RAS был использован метод SNaPshot, позволяющий 
определять 19 наиболее распространенных мутаций 
одновременно. Примеры мутаций каждого из трех генов 
представлены на рис. 1. 

В целом молекулярные изменения исследуемых генов 
выявлены в 28 из 249 уротелиальных карцином (11,2 %), 
причем на мутации гена HRAS приходилось 64,3 %, 
KRAS – 28,6 % и NRAS – 7,1 %. Частота и спектр всех вы-
явленных мутаций указаны в табл. 2. Ни в одном образце 

не обнаружено двойных мутаций. Все молекулярно-гене-
тические изменения были представлены 13 трансверсиями 
(7 – G : C → T : A, 4 – A : T → T : A, 2 – G : C → C : G) и 15 
транзициями (8 – G : C → A : T, 7 – A : T → G : C). Наиболее 
часто встречались мутации HRAS Q61R.

Ассоциация мутаций с клиническими параметрами
Мутации всех исследованных генов достоверно чаще 
встречались у пациентов более молодого возраста 
(р < 0,001, тест Манна – Уитни). При распределении па-
циентов по возрастным группам мутации генов семейства 
RAS выявлены с частотой 25,4 % (17 из 67) у пациентов 
до 60 лет, 6,8 % (5 из 73) – у пациентов от 61 до 70 лет 
и 5,5 % (6 из 109) – у пациентов старше 71 года (р < 0,001, 
точный критерий Фишера). Эта зависимость сохранялась 
и в случае анализа мутационной изменчивости генов 
HRAS (р = 0,022) и KRAS по отдельности (р = 0,013) 
(табл. 3). Нами не обнаружено связи между всеми му-
тациями генов семейства RAS и патоморфологическими 
характеристиками. Однако при индивидуальном анализе 
молекулярных изменений онкогенов HRAS и KRAS от-
мечались различия в их корреляции с определенными 
клиническими параметрами. 

Так, мутации гена HRAS были статистически значимо 
ассоциированы с такими благоприятными прогностиче-
скими характеристиками, как низкая степень распростра-
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таблица 2. �утации в генах семейства RAS�� выявленные в уротелиал��ных карциномах

Ген Экзон Замена нуклеотида Замена аминокислоты ��оли�ество мутаций (n�

HRAS 1 c.34 G→T G12c 2

1 c.34 G→A G12S 3

1 c.35 G→A G12D 1

1 c.3� G→c G13r 1

2 c.1�1 c→A Q61K 2

2 c.1�2 A→T Q61L 4

2 c.1�2 A→G Q61r 5

KRAS 1 c.34 G→T G12c 2

1 c.34 G→c G12r 1

1 c.35 G→A G12D 4

1 c.35 G→T G12V 1

NRAS 2 c.1�2 A→G Q61r 2

нения, высокая степень дифференцировки, папиллярный 
характер роста и небольшие размеры опухоли (р < 0,05) 
(табл. 3). Частота молекулярных изменений гена HRAS 
в немышечно-инвазивных опухолях составила 10,1 %, 
в мышечно-инвазивных – 1,2 % (р = 0,009). 

Мутации в гене KRAS, напротив, наблюдались чаще 
в более агрессивных уротелиальных карциномах, харак-
теризующихся солидным характером роста и наличием 
метастазов (р < 0,05) (табл. 3). Кроме того, наблюдалась 
тенденция к более высокой частоте мутаций гена KRAS 
в мышечно-инвазивных опухолях (4,9 %) по сравнению 
с немышечно-инвазивными (2,4 %) (р = 0,28). Мутации ге-
нов HRAS и KRAS отмечались чаще в одиночных опухолях, 
однако эта зависимость не достигла уровня статистиче-
ской значимости. Корреляции между молекулярными 
изменениями исследуемых генов и такими характерис-
тиками, как пол и статус курения, обнаружено не было.

Прогностическое значение мутаций генов 
HRAS и KRAS
Оценка прогностического значения мутаций генов семей-
ства RAS проводилась на выборке из 230 пациентов, отда-
ленные результаты лечения 19 пациентов не прослежены. 
Длительность наблюдения колебалась от 32 до 60 мес., 
медиана наблюдения составила 46 мес. В течение этого 
периода у 46 из 154 (31,8 %) пациентов с НМИ РМП вы-
явлены рецидивы, в 5,8 % (9 из 154) случаев зарегистри-
ровано прогрессирование в мышечно-инвазивную форму, 
70 пациентов умерли, в том числе 34 – от РМП.

В отношении рецидивирования и прогрессирования 
не выявлено прогностическое значение мутационного 
статуса генов HRAS и KRAS (табл. 4). 

Вместе с тем мутации KRAS были статистически значи-
мо ассоциированы со сниженной онкоспецифической вы-
живаемостью в общей группе пациентов (рис. 2), а также 
в подгруппе с НМИ РМП (табл. 4). Трехлетняя скорректи-
рованная выживаемость в группе пациентов, страдающих 
НМИ и МИ РМП и имеющих молекулярные изменения 
KRAS, составила 47,6 % (ДИ 3,5–91,7 %); в группе без му-

таций этого гена – 86,5 % (ДИ 81,8–91,2 %). При анализе 
пациентов только с немышечно-инвазивными опухолями 
выявлено, что смертность от РМП при наличии мутации 
гена KRAS составила 33,3 %, тогда как при отсутствии 
мутации – 5,4 %.

В зависимости от мутационного статуса гена HRAS не 
обнаружено статистически значимых различий в онкоспе-
цифической выживаемости как при совместном, так и при 
раздельном анализе пациентов с НМИ и МИ РМП.

Обсуждение
Согласно современным данным, около трети всех злока-
чественных новообразований ассоциированы с мутациями 
в генах семейства RAS. Однако частоты мутаций этих 
генов значительно варьируют в зависимости от опреде-
ленного типа рака: активирующие мутации KRAS часто 
обнаруживаются при немелкоклеточном раке легкого 
(15–20 %), раке толстой кишки (40 %) и аденокарциноме 
поджелудочной железы (95 %); NRAS-мутации выявля-
ются с высокой частотой в гематологических злокачест-
венных новообразованиях (20–30 %) (Castellano, Santos,Castellano, Santos,, Santos,Santos,, 
2011; Forbes et al., 2015). Опухоли различных локализаций,Forbes et al., 2015). Опухоли различных локализаций, et al., 2015). Опухоли различных локализаций,et al., 2015). Опухоли различных локализаций, al., 2015). Опухоли различных локализаций,al., 2015). Опухоли различных локализаций,., 2015). Опухоли различных локализаций, 
но имеющие одни и те же мутации генов RAS, могут про-
являть противоположное биологическое поведение. Так, 
аденокарцинома легкого и колоректальный рак, несущие 
мутации KRAS в 12-м или 13-м кодонах, являются агрес-
сивными, часто летальными формами рака; карциномы 
щитовидной железы с такими же мутациями, напротив, 
характеризуются относительно благоприятным течением 
(Radkay et al., 2014).Radkay et al., 2014). et al., 2014). 

Онкогенная роль мутаций генов семейства RAS показа-
на и для РМП. Согласно данным разных авторов, частота 
молекулярных изменений этих генов при РМП варьирует 
в пределах от 0 до 45 % (Czerniak et al., 1992; Fitzger-Czerniak et al., 1992; Fitzger- et al., 1992; Fitzger-et al., 1992; Fitzger- al., 1992; Fitzger-Fitzger-
ald et al., 1995; Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al., et al., 1995; Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al.,et al., 1995; Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al., al., 1995; Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al.,al., 1995; Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al.,., 1995; Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al.,Karimianpour et al., 2008; Boulalas et al., et al., 2008; Boulalas et al.,Boulalas et al., et al., 
2009; Sjodahl et al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).Sjodahl et al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).odahl et al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).dahl et al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012). et al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).et al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012). al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).al., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).., 2011; �uerhani, Elgaaied, 2011–2012).�uerhani, Elgaaied, 2011–2012)., Elgaaied, 2011–2012).Elgaaied, 2011–2012)., 2011–2012). 
Подобно результатам, полученным Jebar с коллегами и 
Kompier с коллегами (Jebar et al., 2005; Kompier et al.,Jebar et al., 2005; Kompier et al., et al., 2005; Kompier et al.,et al., 2005; Kompier et al., al., 2005; Kompier et al.,Kompier et al., et al.,et al., al.,al.,., 
2010), в нашем исследовании частота мутаций генов 
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таблица 3. Частоты мутаций генов HRAS и KRAS в зависимости от клинико-анамнести�еских характеристик

Характеристика �утация HRAS р �утация KRAS р

да
n (%�

нет да 
n (%�

нет

�ол 0��55 1��0

�ужской
женский

13 (6����
5 (9��3�

1�2
49

� (3��6�
1 (1��9�

1��
53

Возраст 0��022 0��013

До 60 лет
61–�0 лет
�1 и �олее лет

10 (14��9�
4 (5��5�
4 (3����

5�
69
105

6 (9��0�
1 (1��4�
1 (0��9�

61
�2
10�

Опухол��

Стадия 0��02 0��43

та
т1
т ≥ 2

4 (10��5�
13 (10��0�
1 (1��2�

34
11�
�0

  
0 (0�
4 (3��1�
4 (4��9�

3�
126
��

Степен�� дифференцировки

��лассификация ВОЗ 19�3 0��0�4 0��3�

G1
G2
G3

11 (12��5�
6 (5��5�
1 (2��1�

��
104
4�

1 (1��1�
5 (4��5�
2 (4��2�

��
105
46

��лассификация ВОЗ 2004 0��002 0��4�

PUnLMP / low grade
High grade

1� (11��5�
1 (1��0�

131
9�

6 (4��1�
2 (2��0�

142
96

�ул��тифокал��ност�� 0��13 0��49

Одино�ная
�ножественная

10 (10��5�
� (5��2�

�5
146

4 (4��2�
4 (2��6�

91
150

�акроскопи�еский вид 0��049 0��02�

�апиллярная
Солидная/ смешанная

1� (9��2�
1 (1��6�

16�
63

3 (1��6�
5 (�����

1�2
59

Размер 0��013 0��14

До 3 см
3 см и �олее 

13 (12��0�
5 (3��5�

95
136

1 (0��9�
� (5��0�

10�
134

�етастазы 0��3� 0��019

Да
Нет

0 (0�
1� (���9�

20
211

3 (15��0�
5 (2��2 %�

1�
224

Статус курения 0��39 0��40

Не курит
��урил ранее
��урит

� (10����
4 (5����
5 (5��3�

6�
66
90

2 (2����
1 (1��4�
5 (5��3�

�3
69
90

RAS составила 11,2 %. Молекулярные изменения гена 
HRAS выявлены в 18, KRAS – 8 и NRAS – 2 уротелиаль-
ных карциномах. При РМП наблюдаемое в настоящей 
работе превалирование частоты мутаций в гене HRAS по 
сравнению с другими членами семейства RAS согласуется 
с данными, представленными в Каталоге соматических 
мутаций при раке (C�SM��C) (Forbes et al., 2015). В генеForbes et al., 2015). В гене et al., 2015). В генеet al., 2015). В гене al., 2015). В генеal., 2015). В гене., 2015). В гене 
HRAS наиболее часто встречались мутации Q61L и Q61R, 
а в гене KRAS – G12�. Все выявленные мутации в кодонах 
12, 13 и 61 нарушают присущие белкам RAS ГТФазную 
активность и способность взаимодействовать с клеточ-
ными регуляторами GAPs. 

Известно, что частота молекулярно-генетических 
и эпигенетических изменений увеличивается с возрастом. 
Однако в рамках данной работы установлено, что мута-
ции генов семейства RAS статистически значимо чаще 
наблюдались в группе более молодых пациентов с РМП. 
Эта зависимость сохранялась и в случае анализа мутаций 
генов HRAS и KRAS по отдельности. Похожие результаты 
были получены и в работе Beukers с коллегами, согласно 
которым наибольшая частота мутаций RAS отмечалась 
в группе пациентов до 20 лет, равная 40 %; у пациентов 
старше 60 лет этот показатель составил 11 % (Beukers etBeukers et etet 
al., 2014).., 2014). 
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Первоначально предполагалось, что сверхэкспрессия 
RAS, вызванная онкогенной мутацией, изменяет клеточ-
ный фенотип таким образом, что клетки приобретают 
черты, характерные для более агрессивных опухолей 
(Theodorescu et al., 1990). Однако последующие работы неTheodorescu et al., 1990). Однако последующие работы не et al., 1990). Однако последующие работы не 

подтвердили наличие корреляции мутаций генов RAS со 
стадией и степенью дифференцировки опухоли (Jebar etJebar et etet 
al., 2005; Kompier et al., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani,Kompier et al., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani, et al., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani,et al., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani, al., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani,al., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani,., 2010; Pandith et al., 2010; �uerhani,Pandith et al., 2010; �uerhani, et al., 2010; �uerhani,et al., 2010; �uerhani, al., 2010; �uerhani,al., 2010; �uerhani,., 2010; �uerhani,�uerhani,, 
Elgaaied, 2011–2012). Нами также не обнаружена связь, 2011–2012). Нами также не обнаружена связь 
между всеми мутациями генов семейства RAS и патомор-
фологическими характеристиками. Однако индивидуаль-
ный анализ мутаций HRAS и KRAS показал различия в их 
распределении в зависимости от клинических параметров 
уротелиальных карцином. 

В настоящей работе мутации гена HRAS статистически 
значимо чаще наблюдались в немышечно-инвазивных 
высокодифференцированных опухолях небольших разме-
ров. Представленные результаты согласуются с данными, 
полученными в экспериментах на трансгенных мышах 
(Zhang et al., 2001). С использованием уротелий-специ-Zhang et al., 2001). С использованием уротелий-специ- et al., 2001). С использованием уротелий-специ-
фичного промотора гена уроплакина ���� Zhang с коллегами 
продемонстрировали, что экспрессия мутантного гена 
HRAS в трансгенных мышах индуцирует развитие ис-
ключительно гиперплазии и поверхностных папиллярных 
опухолей мочевого пузыря. Отметим, что в течение всего 
периода наблюдения, равного 26 месяцам и эквивалентно-
го средней продолжительности жизни здоровой мыши, ни 
в одном случае авторы не наблюдали прогрессирования 
в мышечно-инвазивную форму. Несмотря на то что в 
большинстве исследований не выявлена статистически 
значимая корреляция мутаций отдельных генов семей-
ства RAS с клиническими параметрами, в некоторых из 

таблица 4. �нализ прогности�еского зна�ения мутационного статуса генов HRAS и KRAS в отношении �езрецидивной 
выживаемости�� выживаемости до прогрессирования и онкоспецифи�еской выживаемости 

Отдаленные резул��таты ле�ения �одгруппа ��оли�ество со�ытий/
о�щее �исло пациентов 3-летняя выживаемост���� % p

Рецидивирование HRAS wt 41/13� �3��9 ± 3��9
0��93

HRAS mut 5/16 6���� ± 11��9

KRAS wt 45/151 �3��6 ± 3���
0���2

KRAS mut 1/3 нет данных

�рогрессирование HRAS wt 9/13� 93��1 ± 2��2
0��29

HRAS mut 0/16 100

KRAS wt 9/151 93��� ± 2��0
0��6�

KRAS mut 0/3 100

Скорректированная выживаемост�� HRAS wt 34/213 �4��2 ± 2��6
0��0�9

HRAS mut 0/1� 100

KRAS wt 31/223 �6��5 ± 2��4
0��004

KRAS mut 3/� 4���6 ± 22��5

Скорректированная выживаемост�� 
при Н�И Р��

HRAS wt 9/134 94��3 ± 2��1
0��2�

HRAS mut 0/16 100

KRAS wt �/14� 95��6 ± 1���
0��021

KRAS mut 1/3 50��0 ± 35��4

Скорректированная выживаемост�� 
при �И Р��

HRAS wt 25/�9 66��1 ± 5��� 
0��52

HRAS mut 0/1 100 

KRAS wt 23/�6 6���� ± 5��� 
0��0�4

KRAS mut 2/4 50��0 ± 25��0 
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рис. 2. Скорректированная выживаемост�� в зависимости от мутаци-
онного статуса гена KRAS в о�щей группе пациентов с Р��.
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них прослеживалась тенденция к более высокой частоте 
мутаций HRAS в высокодифференцированных немышеч-
но-инвазивных опухолях (Jebar et al., 2005; Boulalas et al.,Jebar et al., 2005; Boulalas et al., et al., 2005; Boulalas et al.,et al., 2005; Boulalas et al., al., 2005; Boulalas et al.,Boulalas et al., et al., 
2009; Kompier et al., 2010; Wang et al., 2012).Kompier et al., 2010; Wang et al., 2012). et al., 2010; Wang et al., 2012).et al., 2010; Wang et al., 2012). al., 2010; Wang et al., 2012).al., 2010; Wang et al., 2012).., 2010; Wang et al., 2012).Wang et al., 2012). et al., 2012).et al., 2012). al., 2012).al., 2012).., 2012). 

Нами установлено, что мутации гена KRAS в отличие 
от HRAS статистически значимо ассоциированы с такими 
агрессивными характеристиками, как солидный характер 
роста опухоли и наличие метастазов. Кроме того, наблю-
далась тенденция к увеличению частоты молекулярных 
изменений KRAS в мышечно-инвазивных опухолях 
(4,9 %) по сравнению с немышечно-инвазивными (2,4 %). 
В научной литературе встречаются единичные работы, 
в которых сообщается о достоверной связи мутаций KRAS 
с метастазированием в регионарные лимфоузлы при РМП 
(Nanda et al., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 %Nanda et al., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 % et al., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 %et al., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 % al., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 %al., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 %., 2010). По данным �uerhani с коллегами, 90 % 
всех выявленных мутаций гена KRAS были обнаружены 
в низкодифференцированных мышечно-инвазивных 
опухолях, тогда как только 10 % – в высокодифферен-
цированных (�uerhani et al., 2013). Формирование ме-�uerhani et al., 2013). Формирование ме- et al., 2013). Формирование ме-et al., 2013). Формирование ме- al., 2013). Формирование ме-al., 2013). Формирование ме-., 2013). Формирование ме-
тастатического фенотипа ассоциировано с нарушением 
адгезивных свойств и клеточной подвижности. В ряде 
работ приводились данные, свидетельствующие о том, 
что KRAS является более эффективным по сравнению 
с HRAS стимулятором клеточной подвижности за счет 
предпочтительной активации Rac белком KRAS и измене-
ния экспрессии различных внутриклеточных протеинов, 
отвечающих за адгезию (Yan et al., 1997; Castellano, Santos,Yan et al., 1997; Castellano, Santos, et al., 1997; Castellano, Santos,et al., 1997; Castellano, Santos, al., 1997; Castellano, Santos,al., 1997; Castellano, Santos,., 1997; Castellano, Santos,Castellano, Santos,, Santos,Santos,, 
2011). Способность KRAS нарушать межклеточную адге-
зию и стимулировать клеточную подвижность могла бы 
объяснить высокоинвазивный и метастатический фенотип 
опухолевых клеток, несущих KRAS-мутации.

В настоящем исследовании нами впервые показана 
связь мутаций HRAS и KRAS с противоположными 
патоморфологическими характеристиками при РМП. 
Большинство авторов анализировали мутации этих ге-
нов совместно, возможно, из-за невысокой частоты их 
встречаемости при РМП либо небольших объемов ана-
лизируемых выборок. В пользу того, что мутации генов 
HRAS и KRAS могут обусловливать развитие карцином 
с различным опухолевым фенотипом, свидетельствует 
их ассоциация со специфическими типами рака и на-
следственными синдромами. Кроме того, показано, что, 
несмотря на участие в одних и тех же сигнальных путях, 
RAS-изоформы проявляют «предпочтительную» специ-
фичность к активации тех или иных эффекторов: KRAS 
является более сильным активатором RAS-MAPK и Rac-
зависимого сигнальных путей, тогда как HRAS более 
эффективно активирует фосфатидилинозитол-3-киназу 
(Castellano, Santos, 2011).Castellano, Santos, 2011)., Santos, 2011).Santos, 2011)., 2011). 

Наиболее актуальной проблемой в исследованиях РМП 
является выявление дополнительных маркеров прогноза 
клинического течения болезни, поскольку стандартные 
патоморфологические параметры не всегда обеспе-
чивают его точность. Согласно результатам Kompier 
с коллегами (Kompier et al., 2010), мутации геновKompier et al., 2010), мутации генов et al., 2010), мутации геновet al., 2010), мутации генов al., 2010), мутации геновal., 2010), мутации генов., 2010), мутации генов RAS не 
обладают прогностической ценностью. Однако данное 
заключение было сделано при совместном рассмотрении 
молекулярных изменений генов HRAS, KRAS и NRAS. 
В нашем исследовании определение роли мутаций HRAS 
и KRAS в предсказании отдаленных результатов лечения 

проводилось отдельно для каждого гена. В зависимости 
от мутационной изменчивости гена HRAS нами не вы-
явлено статистически значимых различий в отношении 
рецидивирования, прогрессирования и смертности. Как 
и в случае с геном HRAS, мутации гена KRAS не влияли 
на безрецидивную выживаемость и выживаемость до 
прогрессирования. Вместе с тем они были статистически 
значимо ассоциированы со сниженной онкоспецифиче-
ской выживаемостью в общей группе пациентов и в под-
группе с НМИ РМП.

Таким образом, в настоящем исследовании определена 
частота мутаций генов семейства RAS, равная 11,2 %; 
обнаружена ассоциация молекулярных изменений ис-
следуемых генов с более молодым возрастом пациентов, 
а также выявлен противоположный характер распреде-
ления мутаций HRAS и KRAS в зависимости от клиниче-
ских характеристик. Кроме того, выявлена статистически 
значимая ассоциация мутаций гена KRAS с более низким 
уровнем онкоспецифической выживаемости в общей 
группе пациентов, а также в подгруппе с НМИ РМП. 
Согласно полученным данным можно предположить, что 
продукты генов семейства RAS, по-видимому, выполняют 
различные функции, а молекулярные изменения этих 
онкогенов характеризуют альтернативные пути пато-
генеза РМП: мутации HRAS связаны с благоприятным, 
а KRAS – с агрессивным течением заболевания.
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