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Академик В.К. Шумный

Уважаемые коллеги, дорогие чи-
татели!
Очередной выпуск «Вавилов-

ского журнала генетики и селекции» 
состоит из семи разделов. Первый 
раздел «Генетика растений» включает 
две обзорные статьи. В одной из них 
обсуждается роль транскрипционных 
факторов в регуляции экспрессии 
генов на разных стадиях развития рас-
тений и в ответ на стрессовые условия. 
В другой рассмотрены современные 
представления о строении, развитии и 
генетических механизмах, регулирую-
щих формирование соцветий злаков.

Рубрику «Генофонд и селекция рас­
тений» открывает обзорная публика­
ция, в которой представлена аргумен­  
тированная позиция солидного ав-
торского коллектива о создании ком-
плексной национальной программы 
по выделению новых видов зерновых, 
овощных, плодовых и ягодных культур 
в качестве функциональных продуктов 
питания. Вошедшие в эту же рубрику 
четыре оригинальных исследования 
посвящены изучению с помощью клас-
сических и современных методов гене-
тического разнообразия хозяйственно 
важных признаков у таких видов расте-
ний, как яровая мягкая пшеница (Triti-
cum aestivum L.), земляника садовая 
(Fragaria L.), лен (Linum humile Mill.) 
и перец сладкий (Capsicum annuum L.). 
По результатам многолет них исследо­
ваний сортов яровой мягкой пшени цы 
из коллекции Всероссийского инсти­  
тута растениеводства отобраны новые 
географически отдаленные образ цы 
с высокой выраженностью при зна­
ков в качестве материала для се лек ­ 
ции сортов, адаптированных к усло­
виям западносибирского региона. Мо­
лекуляр но­генетическое тестирование 
коллекции сортов земляники садовой 
позволило идентифицировать перспек-
тивные образцы, содержащие гены 
устойчивости к антракнозу и к фито­
фторозной корневой гнили. С целью 
расширения генетического разнообра-
зия льна по содержанию омега­3 и оме-
га­6 полиненасыщенных кислот была 

изу чена коллекция мутантных линий льна. Использование 
новых химических мутагенов привело к получению форм 
с высоким содержанием ненасыщенных жирных кис-
лот, которые рекомендованы для дальнейшей селекции. 
В работе с применением маркеров SSR и ALFP изучены 
различные варианты проявления гетерозиса у коллекции 
гибридов перца сладкого. Заключительная статья раз-
дела представляет собой методическое руководство для 
определения содержания амилозы и амилопектина в кар-
тофельном крахмале. Разработанная методика включает в 
себя элементы ранее разрозненных методов и может быть 
использована как для прикладных работ, так и в научных 
исследованиях.

Рубрика «Актуальные технологии клеточной биологии» 
содержит два оригинальных исследования. В первом из 
них приведены результаты оценки нового терапевтиче-
ского подхода, направленного на разрушение ракового 
клеточного сообщества на примере модельных культур 
клеток глиобластомы человека. Во втором демонстрирует-
ся новый методический подход, основанный на получении 
конфокальных 3D изображений листьев пшеницы. Дан-
ный подход эффективен для изучения влияния стрессовых 
условий на морфогенез эпидермиса листа.

В рубрику «Системная биология» вошли два разнопла-
новых экспериментальных исследования. Это компьютер-
ное моделирование процессов цветения у растений се-
мейства Campanulaceae и исследование антигельминтных 
эффектов грибов в отношении личинок трематод, вызыва-
ющих опасное паразитическое заболевание – описторхоз.

Две оригинальные статьи раздела «Медицинская ге-
нетика» посвящены поискам молекулярных маркеров, 
с вы сокой вероятностью ассоциированных с развитием 
остеопороза у женщин и риском развития рака почки. 
Работы выполнены на примере изучения полиморфизма 
гена VNTR протеогликана и гена­супрессора опухолевого 
роста PBRM1.

Следующий раздел «Генетика животных» включает 
работы, посвященные изучению семейства плодовых 
мушек Drosophilidae. В обзорной статье обсуждаются 
генетические механизмы влияния фоторежима на про-
должительности жизни Drosophila melanogaster, а в 
экспериментальной описаны результаты изучения из-
менчивости митохондриальных последовательностей, 
интегрированных в ядерный геном, на примере дрозофил 
группы virilis.

Завершает выпуск оригинальное популяционное иссле-
дование структуры генофонда казахов (рубрика «Популя-
ционная генетика»). Отличительной особенностью работы 
является то, что результаты получены с использованием 
так называемых квазигенетических маркеров – признаков, 
не имеющих генетической природы, но передающихся в 
поколениях на основании культурных традиций.
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Белковая интерференция  
как механизм регуляции 
экспрессии генов растений

А.О. Вячеславова, И.А. Абдеева, Э.С. Пирузян, 
С.А. Брускин 

Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова Российской академии 
наук, Москва, Россия

транскрипционные факторы (тФ) играют центральную 
роль в регуляционных процессах, связанных с развитием 
растений и их ответом на внешние воздействия. Работа тФ 
регулируется на каждой стадии из активности. Как прави-
ло, тФ состоят из трех доменов, необходимых для дНК-свя-
зывания, димеризации и транскрипционной регуляции. 
Альтернативный сплайсинг позволяет получить множество 
белков с различным составом доменов. Недавние исследо-
вания показали, что в результате альтернативного сплай-
синга некоторых генов, кодирующих тФ, образуются малые 
пептиды (малые интерферирующие пептиды/белки, siPeP/
siPRoT), у которых отсутствует один или несколько доме-
нов и которые негативно регулируют целевой тФ благода-
ря механизму белковой интерференции (белковая/пептид-
ная интерференция, PePi/PRoTi). Было показано наличие 
альтернативной формы для транскрипционного фактора 
ССА1 Arabidopsis thaliana, которая участвует в регуляции 
ответа на холодовой стресс. для белка PtFLC обнаружена 
одна из изоформ, которая образуется в результате альтер-
нативного сплайсинга и действует как негативный репрес-
сор, связываясь с полноразмерным тФ PtFLC и тем самым 
регулируя некоторые стадии развития растения Poncirus 
trifoliata. для A. thaliana обнаружен ген FLM, образующий 
изоформу FLM-δ, которая работает как доминантный не-
гативный регулятор и стимулирует процесс формирования 
цветка благодаря образованию гетеродимера с транскрип-
ционным фактором SVP. Малые интерферирующие пепти-
ды и белки могут быть активными участниками регуляции 
экспрессии генов, например, при стрессовых воздействиях 
или на разных стадиях развития растения. Более того, не-
большие интерферирующие пептиды и белки могут быть 
использованы в качестве инструмента для фундаменталь-
ных исследований функции генов, а также в прикладных 
исследованиях, например, для временного или постоянно-
го выключения гена. данный обзор посвящен последним 
исследованиям, связанным с малыми интерферирующими 
пептидами и их ролью в ответе на различные стрессовые 
факторы, а также возможным путям получения малых 
интерферирующих пептидов. 

Ключевые слова: пептидная интерференция (PePi/PRoTi); 
транскрипционные факторы; альтернативный сплайсинг; 
малые интерферирующие пептиды (siPeP/siPRoT); период 
цветения; циркадные ритмы.

Transcription factors (TFs) play a central role in the gene regu-
lation associated with a plant’s development and its response 
to the environmental factors. The work of TFs is well regulated 
at each stage of their activities. TFs usually consist of three 
protein domains required for DNA binding, dimerization, and 
transcriptional regulation. Alternative splicing (AS) produces 
multiple proteins with varying composition of domains. Re-
cent studies have shown that AS of some TF genes form small 
proteins (small interfering peptide/small interfering protein, 
siPeP/siPRoT), which lack one or more domains and negatively 
regulate target TFs by the mechanism of protein interference 
(peptide interference/protein interference, PePi/PRoTi). The 
presence of an alternative form for the transcription factor 
CCA1 of Arabidopsis thaliana, has been shown to be involved 
in the regulation of the response to cold stress. For the PtFLC 
protein, one of the isoforms was found, which is formed as a 
result of alternative splicing and acts as a negative repressor, 
binding to the full-length TF PtFLC and therefore regulating 
the development of the Poncirus trifoliata. For A. thaliana, a 
FLM gene was found forming the FLM-δ isoform, which acts 
as a dominant negative regulator and stimulates the develop-
ment of the flower formation process due to the formation of 
a heterodimer with SVP TF. Small interfering peptides and pro-
teins can actively participate in the regulation of gene expres-
sion, for example, in situations of stress or at different stages 
of plant development. Moreover, small interfering peptides 
and proteins can be used as a tool for fundamental research 
on the function of genes as well as for applied research for 
permanent or temporary knockout of genes. In this review, we 
have demonstrated recent studies related to siPeP/siPRoT and 
their involvement in the response to various stresses, as well as 
possible ways to obtain small proteins.

Key words: peptide/protein interference (PePi/PRoTi); 
transcriptional factors; alternative splicing; small interfering 
peptide/protein (siPeP/siPRoT); flowering time; circadian clock.
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abbreviations
AS – Alternative splicing
bHLH – Basic helix-loop-helix transcription factor
CCA1 – CIRCADIAN CLoCK-ASSoCIATeD1 protein 
DeLLA – domain which is required for GA regulation, 

named after the first five amino acids
DRM1/ARP – Dormancy-associated gene-1/Auxin-repressed 

protein 
ee – evening element motif 
eR – endoplasmic reticulum
FLC – MADS-box protein FLoWeRING LoCUS C
FLM – FLoWeRING LoCUS M protein 
FRI – FRIGIDA gene
GA – Gibberellin
GAI – Gibberellic acid insensitive protein
GRAS – family of plant-specific proteins, name comes 

be the name of the first three members: GIBBeReLLIC 
ACID-INSeNSITIVe (GAI), RePReSSoR of GAI (RGA),  
and SCAReCRoW (SCR)

HDAC – Histone Deacetylases
HD-ZIP III – Class III homeodomain protein “leucine  

zipper” 
HLH – Helix-loop-helix motif
HSP – Heat shock protein
IDD14 – INDERMINATE DOMAIN 14 transcriptional factor 

gene 
IDP – Intrinsically disordered protein 
KDR – Kidari protein
MIF – “Mini zInc Fingers” protein
MTFs – Membrane-associated TFs
NAC – NAM – No Apical Meristem; ATAF – Arabidopsis 

Transcription Activation Factor; CUC – CUp-shaped 
Cotyledon 

PePi/PRoTi – Peptide interference/protein interference 
PHB – Phabulosa, homeobox-leucine zipper protein 

ATHB-14
PHV – Phavoluta protein, homeobox-leucine zipper  

protein ATHB-9
PIFs – Phytochrome-interacting Factors
PsDRM1 – Pisum sativum DRM1 protein
PtFLC – Homolog of FLC in Poncirus trifoliata 
QQS – QUA-QUINE STARCH gene
ReV – Revoluta protein
RGA – Repressor of GAI
RIP – Regulated intramembrane proteolysis
RNAi – RNA interference
RUP – Regulated ubiquitin/proteasome-dependent 

processing
SCR – Scarecrow protein
siPeP/siPRoT – small interfering peptide/small interfering 

protein
siRNA – small interfering RNA 
STATs – Signal Transducers and Activators of Transcription
SVP – SHoRT VeGeTATIVe PHASe protein 
TF – Transcriptional factor
ZF – “Zinc Finger” motif
ZHD – ZF-Homeodomain 
ZPRs – Little zipper protein

Plants use different molecular mechanisms to respond to 
external abiotic and biotic factors for optimizing their 
growth and development in a changing environment. 

Most of the responses are based on the alterations of the ex­
pression levels of certain genes.

There are two main types of gene expression regulation – 
negative and positive. In the case of positive regulation, the 
level of gene expression increases by the action of regulatory 
elements. On the other hand, with the help of other regulatory 
elements the level of gene expression can be reduced; this is 
called negative regulation. 

Regulation of gene expression in a cell can usually per-
formed at the transcriptional, translational, or protein levels. 
Negative regulation of transcription and translation can be 
accomplished by RNA interference (RNAi) (Vaucheret et al., 
2001; Filipowicz et al., 2005; Sainsbury et al., 2015). How-
ever, even in the case of successful RNAi, there are already 
some transcripts of target genes accumulated in the cell. At the 
protein level, negative regulation is commonly accomplished 
by controlled ubiquitin­dependent proteolysis (Ingvardsen, 
Veierskov, 2001). This degradation pathway requires time to 
generate a response; this is critical when considering response 
to stress factors. Recently, a new pathway of transcriptional 
factor (TF) protein abundance regulation mediated by small 
proteins was discovered (Seo et al., 2011a). These small pro-
teins were called “small interfering peptides/proteins” (siPEP/
siPROT) because of the similarity to the molecular mechanism 
of action of small interfering RNA (siRNAs). The siPROT’s 
pathway was named “peptide/protein interference” (PEPi/
PROTi) similar to the RNAi.

TFs are the main players in the transcriptional control of a 
whole variety of plant genes, that are involved in plant growth 
and development as well as response to biotic and abiotic 
stresses. The activity of TFs can be regulated both at the syn-
thesis step (transcription and translation) and by modifications 
of the synthesized protein molecule (i. e. by post­translational 
modifications) using different biochemical ways; for example, 
reversible phosphorylation, or nuclear­cytoplasmic localiza-
tion are both post­translational modifications (Hill, 2015). 

One of the main pathways for regulation of eukaryotic gene 
expression consists of controlling transportation of TFs from 
the cytoplasm into the nucleus. Some TFs in the cytoplasm are 
stored in a “dormant” state through physical association with 
cellular membranes. Such membrane­associated TFs (MTFs) 
are activated through controlled proteolytic cleavage and are 
then transferred to the nucleus. Cleavage can be affected by 
regulated intramembrane proteolysis (RIP) with a specific 
membrane­associated protease or by regulated ubiquitin/
proteasome­dependent processing (RUP) (Hoppe et al., 2001; 
Kim et al., 2007). In both cases, the process is controlled by 
biological signals targeting the membrane.

One known group of plant­specific TFs, regulated by RIP, is 
NAC (NAM – No Apical Meristem; ATAF – Arabidopsis Tran-
scription Activation Factor; CUC – CUp­shaped Cotyledon), 
which plays an important role in the development processes 
in some plant species (Puranik et al., 2012). NAC proteins, 
including protein NTM1 (NAC with transmembrane motif 1) 
and related NAC members (e. g., NTM1­like), integrated into 
the ER (Endoplasmic Reticulum) or plasma membrane by 
the C­terminal transmembrane domain, are released from the 
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is dependent on the length of the dark period. During short 
photoperiod, maximum growth rate occurs in the dawn, then 
in the first hours of daylight the growth rate decreases (No-
zue et al., 2007; Niwa et al., 2009). For example, hypocotyl 
elongation is significantly reduced when the germination of 
seedlings in constant daylight, which indicate the need of 
dark period (Soy et al., 2014). The elongation of hypocotyl 
in first hours of dawn involves the work of set of transcrip-
tion factors from PIFs family (PIF1, PIF3, PIF4, PIF5) (Hug, 
Quail, 2002; Nozue et al., 2007; Niwa et al., 2009; Soy et al., 
2012, 2014). On the first step, in the end of the dark period 
the transcriptional level of PIF4 and PIF5 genes is increased 
(Nozue et al., 2007; Nusinow et al., 2011; Huang et al., 2012). 
At the same time the transcriptional levels of genes PIF1 and 
PIF3 remain practically constant throughout the light day 
(Soy et al., 2012, 2014). It is known that the proteins from 
phytochrome family interact with transcription factors from 
PIF family. This interaction leads to degradation TFs PIF1, 
PIF3, PIF4, PIF5 in a phytochrome­dependent manner (Bauer 
et al., 2004). According to this degradation in the first hours 
of the light period the level of proteins PIF1 and PIF3 is 
increased (Soy et al., 2014), and the level of PIF4 and PIF5 
is optimized (Nozue et al., 2007; Yamashino et al., 2013). It 
was shown that PIFs are inactivated by DELLAs, which are 
not directly associated with the region of DNA, but instead 
with the PIFs DNA­recognition domain (Arana et al., 2011; 
Nieto et al., 2015); this effectively prevents PIFs from binding 
to the targeted DNA. Increasing GA level leads to associa-
tion of GA and DELLA via GID1 receptor, and finally to the 
removal of PIFs repression and hypocotyl elongation (Fig. 2) 
(Feng et al., 2008).

the discovery and characterization  
of siPEP/siProt
Recently, another mean of negative regulation of gene tran-
scription in plants was discovered (Hu, Ma, 2006). One pro­
perty of TFs is the ability to perform reversible formation of 
homo­ and heterodimers. Most often, TFs form homodimers 
to increase their binding affinity to DNA. In some cases, TFs 
form heterodimers, where each monomeric TF protein have 
different degrees of DNA­binding affinity or specific transcrip-
tional activity. The ability to form homo­ and heterodimers 
is one of the regulatory mechanism characteristic of TFs and 
may possibly increase their variety (Klemm et al., 1998). 

One example of the regulation of gene expression by 
heterodimers formation is a group of genes encoding small 
proteins (67–100 amino acid residues) with high homology to 
the TFs from Class III homeodomain proteins “leucine zipper” 
(HD­ZIP IIIs) has been found in A. thaliana genome (Wenkel 
et al., 2007; Kim Y.S. et al., 2008). These small proteins, 
named little zippers (ZPRs) have a unique structure compared 
to other known TFs because they have only the ZIP motif 
response for protein­protein interactions, but lack the DNA­
binding and the C­terminal activation domains. It is supposed 
that ZPR proteins are not functional TFs from the HD­ZIP IIIs 
family, but are able to form non­functional heterodimers with 
HD­ZIP IIIs TFs, thereby constituting an example of negative 
regulation of TFs (Fig. 3, a) (Wenkel et al., 2007). Generally, 
the HD­ZIP III TFs regulate vascular development, the activ-
ity of the shoot apical meristem and lateral organ patterning 

Fig. 1. A schematic representation of the me chanism of active repression. 
In the case of active repression, the repressor interacts with the regula-
tory region of the gene, thereby regulating the gene expression. The 
TFs can be a repressor that acts individually or by interacting with a co- 
repressor protein, which has no DNA binding domain.

bound state by RIP. The activated NAC proteins are transferred 
to the nucleus, where they are involved in the transcriptional 
regulation of stress response genes, controlling time of flower-
ing, germination ability of seeds, and other processes (Kim et 
al., 2006; Kim S.G. et al., 2008).

Mechanisms of transcriptional repression:  
active and passive repression
Eukaryotic organisms, including plants, have developed dif­
ferent mechanisms of transcriptional repression as a way 
to regulate gene expression. Generally, these mechanisms 
divided into two basic types: active and passive repression.

Active repression is based on the interaction between the 
repressor and DNA sequence in the regulatory region of the 
gene (Fig. 1). 

Moreover, the repression domain of TFs interact with co­re-
pressor proteins, which do not possess DNA binding domains 
(see Fig. 1). Co­repressor proteins control other regulators, 
such as chromatin remodeling factors that are involved in 
the formation of repressed chromatin sites. HDACs (histone 
deacetylases) are a good example of repressor proteins. They 
remove the acetyl group of a lysine residue in the histone tail 
and as a result, the chromatin is condensed, which usually 
leads to gene silencing (Shahbazian, Grunstein, 2007).

Under passive repression conditions the repressor does 
not interact directly with the DNA region but regulates other 
proteins indirectly through helper proteins. For example, 
gibberellin­mediated (GA­mediated) transcriptional regula-
tion involves proteins from a subfamily of the plant­specific 
GRAS transcriptional regulators with the DELLA domain. 
After germination, Arabidopsis seeds are exposed to the day 
and night cycles. Hypocotyl elongation occurs by leaps and 
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(Prigge et al., 2005). It has been shown  
that ZPR3 has specific association with 
the HD­ZIP III proteins, including 
ATHB15, ATHB8, Phabulosa (PHB), 
Phavoluta (PHV) and Revoluta (REV), 
using the ZIP motif (Kim Y.S. et al., 
2008). Studies of protein­protein interac-
tions and transcriptional activity showed 
that the ZPR­HD­ZIP III heterodimer 
is trans criptionally inactive because it 
does not bind with DNA (Wenkel et al., 
2007). It is still unknown whether the 
ZPR­mediated transcriptional control is 
unique only to HD­ZIP IIIs or if “little 
zippers” could also regulate other TFs 
from different families.

Currently, investigation of structural 
organization of the ZPRs, their function-
al role and dominant­negative regulation 
of HD­ZIP IIIs TFs has led to the iden-
tification of some other similar proteins 
in the Arabidopsis genome (Seo et al., 
2011a). An important specific character-
istic of the new proteins was exclusion 
of one or more domains, for example 
DNA­binding or activation domains, 
but the presence of an intact dimeriza-
tion domain. A small group of proteins, 
named “Mini zInc Fingers” (MIF) was 
also discovered. Like ZPR proteins, MIF 

proteins do not have TF activities by themselves, but regulate the activities of the 
ZF­Homeodomain (ZHD) TFs by competitively forming nonfunctional heterodimers 
(Hu, Ma, 2006; Hu et al., 2011). MIF small proteins contain a ZF (“Zinc Finger”) 
motif that is highly homologous to the same motif within ZF of ZHD TF. On the 
other hand, MIFs do not have a DNA­binding HD motif, suggesting their involve-
ment in negative regulation of ZHD TFs (Fig. 3, b).

Another example of small proteins is the Kidari (KDR) proteins that contain the 
helix­loop­helix (HLH) motif, which is highly homologous to a subgroup of the 
bHLH TFs. It has been shown that KDR proteins regulate the activity of HFR1, 
involved in plant photomorphogenesis (Hyun, Lee, 2006). HFR1 protein also plays 
an important regulatory role in plant response to sunlight (Zhang et al., 2008), and 
KDR proteins are important for signaling both the phytochrome A and crypto-
chromes (Duek, Fankhauser, 2003). So, the KDR­HFR1 interaction is responsible 
for blue and far­red light responses. The KDR protein consists of approximately 
100 amino acid residues and has no activation domain, which is normally respon-
sible for TF activity. KDR interacts with HFR1 through the HLH motif and prevents 
HFR1 from interacting with PIF transcription factors (Hyun, Lee, 2006; Hong  
et al., 2013). 

As a result, discovered small proteins have been called “small interfering proteins/
peptides” (siPEP/siPROT), and their mechanism of action was named “peptide/
protein interference” (PEPi/PROTi) (Seo et al., 2011a, 2013).

alternative splicing as a way of producing siPEP/siProt
Another way of transcriptional regulation occurs via the formation of nonfunctional 
heterodimers. As it was shown recently by Seo (Seo et al., 2013), alternative splicing 
(AS)­derived protein isoforms act as dominant negative regulators via common to 
PEPi/PROTi mechanisms of nonfunctional heterodimer formation.

AS is a unique way to obtain different protein variants from one single gene in 
order to increase transcriptome diversity without drastically increasing the size of  
the genome of a eukaryotic organism. It has been shown that roughly 60 % of all 
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Fig. 2. A schematic representation of the pas-
sive repression of PIF transcription factors. In 
the case of passive repression, the repressor 
does not interact directly with the DNA region, 
but regulates other proteins indirectly through 
helper proteins. PIFs (phytochrome-interacting 
factors) are inactivated by proteins from a sub-
family of the plant-specific GRAS transcription-
al regulators with DeLLA domain. DeLLAs are 
not directly associated with the region of DNA, 
but instead with the PIFs bHLH DNA-recogni-
tion region and prevent binding of PIFs to the 
targeted DNA.

Fig. 3. Small plant proteins interact with transcription factors, thereby realizing negative regulation 
of a gene. 
(a) Transcriptional factors from Class III homeodomain proteins “leucine zipper” (HD-ZIP IIIs) usually func-
tion as homodimers, but the truncated form of little zippers (ZPRs) leads to the formation of transcription-
ally nonfunctional heterodimers. ZPRs have only the ZIP motif responsible for protein-protein interactions, 
but lack the DNA-binding and the C-terminal activation domains. (b) “Mini zInc Fingers” (MIF) proteins do 
not have TF activities by themselves, but regulate the activities of the ZF-Homeodomain  (ZHD) TFs by 
competitively forming nonfunctional heterodimers. MIF proteins contain a ZF motif that is highly homolo-
gous to the same motif within “Zinc Finger” of TF ZHD family, but lack the DNA-binding and the C-terminal 
activation domains.
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genes of plant genomes, containing introns, are alternative­
ly spliced (Marquez et al., 2012). There is a view of the con­
nection of the organism complexity and AS. AS may con-
tribute to the development of an organism with a complex 
organization by increasing of the proteome diversity (Chen et  
al., 2014). 

Many TF­encoding genes are involved in the regulation 
of various processes, such as flowering and stress response. 
Sometimes their transcripts are exposed to AS, that helps to 
regulate intracellular processes of adaptation. For example, 
TF IDD14, which regulates the metabolism of starch during 
cold stress, is exposed to AS (Seo et al., 2011b). In response 
to cold stress, a plant provides two spliced variants of TF 
IDD14: IDD14α, which is a full­sized version of the TF 
and IDD14β – a truncated variant of the TF with a damaged 
DNA­binding domain. It is important that TF IDD14β has a 
functional dimerization domain, which allows the formation 
of non­functional heterodimers consisting of truncated and 
the full­sized version of TF IDD14. It has been demonstrated 
that transgenic plants overexpressing IDD14α only, have 
short growth. It is supposed that IDD14α provides the influ-
ence on the QUA-QUINE STARCH (QQS) gene, involved in 
starch degradation. For transgenic plants overexpressing the 
IDD14β gene only, the opposite was demonstrated: there was 
significant accumulation of starch in plant cells. Therefore, it 
could be reported that TF IDD14β plays a dominant­negative 
role in Arabidopsis plants (Seo et al., 2011b). 

In the next parts of this review we will describe in more 
details several cases of the siPEP/siPROT­mediated regula-
tion in plants.

regulation of plants genes expression  
using truncated forms of the tF protein

Circadian clock-associated1 (CCa1) protein  
as a component of cold accommodation
Genes involved in circadian rhythms of A. thaliana play 
an important role in the synchronization of a wide range of 
plant biological processes, and plant response to stress via 
transcriptome regulation. One of the key genes involved 
in the circadian rhythm of A. thaliana is CCA1, encoding a 
Myb­related CCA1 transcription factor. The CCA1 TF partici-
pates in plant response to cold stress. It has been shown that 
transgenic plants expressing the CCA1 gene demonstrate an 
improved resistance to low temperatures compared with plants 
harboring a mutation in this gene (Seo et al., 2012). In spite 
of the importance of CCA1, it is unknown how decreasing 
temperature influences activity of CCA1. It was shown that 
CCA1 is able to regulate gene expression by binding to EE 
(Evening Element) motif of target promoters regions. These 
motifs regulate the genes that are actively expressed in the 
evening (Harmer, 2009; Nagel et al., 2015). mRNA of CCA1 
gene accumulates during dawn and represses the expression 
of target genes, accumulating in the evening. However, CCA1 
protein levels decrease throughout the day, thus the expres-
sion levels of target genes which was suppressed previously 
increase and peaking in the evening (Alabadí et al., 2001). 
CCA1 plays an important role in regulating a large set of 
the biorhythmic transcriptome. Many of target genes include 
EE motif, but recently (Nagel et al., 2015) it was found a 

group of genes belonging to morning phase and enriched of 
unrecognized motifs associated with the function of CCA1. 

Recently (Seo et al., 2012) it was shown that the CCA1 is ca-
pable of forming two splice variants: the full­sized functional 
protein CCA1α and a truncated version – CCA1β. CCA1β 
isoform has a full­sized dimerization domain that allows it to 
form homo/heterodimers, but it has no N­terminal MYB motif, 
which is involved in DNA binding. Consequently, CCA1β 
is able to form non­functional heterodimers with full­sized 
TF CCA1α and also with TF LHY, which is involved in late 
elongation of hypocotyls and is also responsible for the plant’s 
circadian rhythm. At low temperatures, CCA1α is liberated 
from CCA1β and forms CCA1α–CCA1α and LHY–CCA1α 
dimers, which bind to the CBF gene promoters to induce 
freezing tolerance (Dong et al., 2011). Later it was shown that 
other genes involved in circadian rhythms of plants (TOC1, 
PRR3, PRR5, PRR7 and PRR9), also have alternative splicing 
variants (Park et al., 2012).

PtFlC protein responsible  
for control of flowering time
Seasonal flowering of plants often requires pre­incubation at a 
low temperature. This phenomenon is known as vernalization 
and is observed for many plants, including A. thaliana. The 
vernalization period can continue for several weeks, compared 
to the influence of daylight duration, which is a trigger of the 
flowering process usually requiring just several days. Plants 
that require vernalization encode a repressor that blocks 
 flowering during the summer or the fall periods.

Two key genes involved in the flowering process of A. thali-
ana are FLC and FRI. The FRI gene encodes supercoiled 
protein that is involved in transcription of the FLC gene, pos-
sibly through its effect on chromatin (Johanson et al., 2000). 
The FLC gene is a MADS­box TF, which is associated with 
genes involved in flowering, and blocks their transcription. 
FLC functions as a transcriptional repressor of flowering 
(Michaels, Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999). 

In Poncirus trifoliata, a homolog of FLC (Zhang et al., 
2009) was also found. Gene expression of PtFLC is also 
regulated by temperature fluctuations. However, another 
regulation mechanism of the PtFLC gene exists: it takes place 
on the post­transcriptional level by AS. PtFLC form 5 protein 
splice variants at various stages of plant development and 
under the influence of a particular temperature. The smallest 
isoform function as a negative repressor by competing for 
linkage to the DNA, or to form a non­functional heterodimer 
with full­sized PtFLC TF (Zhang et al., 2009). Perhaps, due 
to the need to regulate the development of the plant at differ-
ent stages and at different temperatures, the PtFLC gene form 
5 splice variants. This is one of the communication pathway 
between external signals and internal programming in plant 
development. Thus, the PtFLC1 and PtFLC2 protein variants 
were found only in the developing tissues, while PtFLC4 and 
PtFLC5 isoforms were detected in already formed tissue of the 
adult plant. Isoforms of the PtFLC3 protein were detected at 
all stages of plant development. It is interesting that all of the 
alternative protein isoforms have the DNA­binding domain, 
but possess deletions of the C­terminal domain in different 
positions. However, the particular mechanism of action of 
PtFLC alternative isoforms is still not clear.
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FlM-β protein responsible for control of flowering time 
depending on the temperature
As mentioned previously, the key mechanism of acceleration 
flowering of A. thaliana during prolonged cold exposure is 
associated with repression of FLC transcription factors, be-
longing to the MADS­box family (Song et al., 2012). To date, 
the phenomenon of vernalization in A. thaliana is studied well 
enough allowing the prediction of the existence of vernaliza-
tion pathway in other plants based on their genotypes.

However, plant sensitivity to environmental temperature 
fluctuations is still under investigation (Verhage et al., 2014; 
Capovilla et al., 2015).

Important genes for flowering in A. thaliana are FLM and 
SVP. Proteins FLM and SVP are TFs that play an important 
role in flowering repression (Balasubramanian et al., 2006; Lee 
et al., 2007). Mutations in these genes account for the reduced 
sensitivity of plants to low temperatures, which indicate that 
FLM could act as a repressor of response to environmental 
temperature (Scortecci et al., 2001). It may be a result of 
the destruction of flowering­time regulation that depends on 
temperature (Balasubramanian et al., 2006; Lee et al., 2007; 
Gu et al., 2013). 

It is known that RNA of the FLM gene is alternatively 
spliced generating the four isoforms of the protein. The most 
common are two isoforms: FLM­β and FLM­δ. It has been 
shown that FLM­β isoforms predominate in cells of A. thaliana 
after cultivation at 16 °C. However, at 23 °C both isoforms – 
FLM­β and FLM­δ – are produced in approximately the same 
quantities, and at 27 °C FLM­δ isoform predominates. As 
for the SVP gene, it was shown to be mostly independent of 
temperature (Posé et al., 2013). It has also been shown that 
the sole presence of the FLM­β isoform in plant cells delay 
flowering, while existence of only the FLM­δ variant in the 

plant accelerates the flowering. In addition, both splice vari-
ants of the protein are able to form heterodimers with the SVP 
protein via the dimerization domain. Heterodimer SVP­FLM­β 
bounds to the regulatory regions of genes controlling flower 
formation (SOC1, ATC, TEM2, SEP3, AP3, PI and others), 
thereby suppressing these genes and causing the delay of 
flowering. Moreover, the SVP protein form homodimers that 
repress the genes controlling formation of flowers. The hete­
rodimer SVP­FLM­δ almost never binds to the regulatory 
regions of genes; this allows for transcription to occur. It seems 
that both isoforms compete with each other to build connection 
with the SVP protein. At low temperatures, the main product 
of the FLM gene is the FLM­β protein, which blocks flower 
formation by development of the SVP­FLM­β heterodimer. 
Increasing temperature forces the development of alternative 
protein isoforms – FLM­δ – that replaces the FLM­β isoforms 
in the heterodimer SVP­FLM­β. Therefore, the FLM­δ isoform 
works as a dominant negative regulator and force the process 
of flower formation (Fig. 4) (Lee et al., 2013).

Dormancy regulation and a role of DRM1 gene
One process that influences plant growth and development in 
response to abiotic factors or endogenous biotic factors (e. g. 
hormonal regulators) is dormancy release. Dormancy can be 
determined as an absence of visible growth in meristematic 
plant tissue (Horvath et al., 2003). Endodormancy (winter 
dormancy) also exists in perennials and protects plants from 
external factors such as reduced light hours and extreme cold, 
as well as from the action of internal factors (e. g. hormones) 
at both the transcriptional and translational levels. 

Dormancy-associated gene-1/Auxin-repressed protein 
(DRM1/ARP) is often used as a genetic marker for dormant 
meristematic tissues (Rae et al., 2013). The functional role 

Fig. 4. The model of the SVP-FLM-δ and SVP-FLM-β complex. In the case of a low temperature (16  °C), the amount of FLM-β 
proteins totals more than that of the FLM-δ splice isoform. Therefore, SVP could form homo- and heterodimers with TFs SVP 
and FLM-β, respectively. Heterodimer SVP-FLM-β and homodimer SVP-SVP each connect to the regulatory regions of the genes 
controlling flower formation, thereby suppressing these genes, which causes delay of flowering. Increasing temperature (27 °C) 
forces the development of alternative protein isoforms – FLM-δ – that replace the FLM-β isoforms in the heterodimer SVP-FLM-β.
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of DRM1/ARP was shown for the first time in pea (Stafstrom 
et al., 1998). It has been shown that the transcription level 
of PsDRM1 in dormant buds beneath the apex is high, but 
six hours after removal of the apex the transcriptional level 
of the gene falls significantly. Later, comparable profiles of 
expression were detected in A. thaliana plants (Tatematsu et 
al., 2005) and kiwifruit (Wood et al., 2013). The light signaling 
mutant, phyb, in Arabidopsis has a reduced, non­developing 
buds with a concomitant increase in DRM1/ARP expression 
(Kebrom et al., 2006). Perhaps other members of the DRM1/
ARP family play an important role in response to different 
stress factors such as cold, salt stress, drought, and others.

AtDRM1 and DRM1 of kiwifruit, like many other genes 
involved in response to stress, undergo alternative splicing 
(Ner­Gaon et al., 2004). DRM1/ARP family members of ki-
wifruit have been supposedly classified as IDPs (Wood et al., 
2013). These proteins have no stable tertiary structure, but can 
be packed partially depending on environmental conditions or 
interaction with other proteins; this effectively changes their 
physiological condition (Uversky, Dunker, 2010) and allows 
them to interact with a wide variety of protein­partner. It is 
interesting to note that many of IDPs in the isolated state create 
a strong connection with protein­partners. It was shown that 
these types of proteins are involved in the response to stress 
factors by associating with GRAS proteins (Sun et al., 2010, 
2011) and heat shock proteins (Wang et al., 2004). However, 
the functional role of IDPs proteins is still not fully under-
stood (Rangarajan et al., 2015). Recently, it was found that 

the AtDRM1 and AtDRM2 proteins can play a role as IDPs 
(Rae et al., 2014). 

AtDRM1 has six alternatively spliced variants. While the 
AtDRM1.1–AtDRM1.5 splice variants demonstrated relatively 
conserved transcriptional response to different stresses, the 
AtDRM1.6 splice variant has a response to hormonal and salt 
stress (Ner­Gaon et al., 2004; Mastrangelo et al., 2012; Rae et 
al., 2014). Perhaps, due to the presence of alternative splicing 
for AtDRM1genes, as well as the ability to protein­protein 
interaction for IDPs, these proteins participate in regulating the 
response to abiotic stresses by protein­protein interaction.

Models of siPEP/siProt action
To date, all the discovered small interfering proteins are 
characterized by small size (about 100 amino acid residues), 
and the obligatory presence of the domain responsible for 
dimerization or protein­protein interaction. Depending on 
other domains (for example, the DNA­binding domain or an 
activation domain) siPEP/siPROTs can be divided into two  
groups.

The first group includes siPEP/siPROTs with dimerization 
and an activation domain (Fig. 5, a). Such siPEP/siPROTs 
form a nonfunctional heterodimer with TFs to reduce DNA­
binding affinity, negatively regulating the expression of genes 
and work as a passive repressor. Most siPEP/siPROTs are 
included in this group (as in ZPR and MIF proteins described 
above). This type of siPEP/siPROTs could also interact with 
TFs, acting as heterodimers with related TFs or other transcrip-
tion regulators, such as DNA­binding factors.

The second group includes small proteins with dimeriza-
tion and DNA­binding domains but missing an activation 
domain (Fig. 5, b). This type of siPEP/siPROTs develops a 
nonfunctional heterodimer with a TF and binds to DNA, but 
has no transcriptional activity or has a reduced transcriptional 
activity compared to functional TF homodimers (Seo et al., 
2011a); thus, it acts as an active repressor.

Furthermore, heterodimer formation with siPEP/siPROTs 
can also taking out target TFs from the nucleus (Fig. 5, c). It 
was noticed for MIF protein that this group of proteins works 
in the “taking out from the nucleus” pathway. For example, 
nonfunctional heterodimer MIF­TF is excluded from the 
nucleus, such that it negatively regulates the work of the ZHD 
TFs (Hong et al., 2011). 

Perhaps other ways of functional TF regulation by siPEP/
siPROTs could exist. 

The siPEP/siPROT with a present DNA­binding domain, 
but missing the activation (required for transcriptional ac-
tivation) and dimerization (for protein­protein interaction) 
domains would theoretically be able to compete with func-
tional monomeric TFs for DNA binding. Moreover, the siPEP/
siPROT with the protein­binding domain that is involved in 
interactions with other proteins or cofactors could compete 
with functional TFs for binding with cofactors or other protein 
partners. This is required for TF activation. In addition, the 
siPEP/siPROTs with a DNA­binding domain only that form 
the nonfunctional homodimers siPEP/siPROT­siPEP/siPROT, 
would completely block the DNA binding sites for functional 
full­sized TFs. To date, these types of siPEP/siPROTs have 
not been yet identified, so the exact mechanism of regulation 
is difficult to predict.
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Fig. 5. Models of siPeP/siPRoT action in plants. 
A.D. – activation domain; D.D. – dimerization domain. DB.D. – DNA-binding 
domain.
(a) A siPeP/siPRoT with dimerization and activation domains, but lacking a 
DNA-binding domain form heterodimers with a target TF. Such heterodimers 
will have reduced DNA-binding activity. (b) A siPeP/siPRoT with DNA-binding 
and dimerization domains, but lacking an activation domain form heterodi-
mers with a target TF. Such nonfunctional heterodimers have no transcription-
al activity or have a reduced transcriptional activity compared to functional 
TF homodimers. (c) Isolation of target TFs from the nucleus by siPeP/siPRoT.
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who can play the siPEP/siProt role
Small proteins can regulate the functional TFs by forming 
nonfunctional heterodimers, as well as by competing with 
them for DNA­binding sites. Despite some similarities to RNA 
interference, such as small molecular sizes and some miss-
ing biochemical activities, siPEP/siPROTs are distinct from 
siRNAs in that siPEP/siPROTs do not require any enzymatic 
stages for their action (except for the alternative splicing to 
generate them). The mechanism of small proteins’ action is 
simple and easily predictable, which is useful for the creation 
of artificial siPEP/siPROTs for plant biotechnology.

Not only TFs, but also other proteins capable of forming 
dimers, e. g., receptors (including membrane), could utilize a 
similar mechanism of activity regulation by dimerization with 
small peptides/proteins (Fig. 6).

The PEPi/PROTi pathway could reduce the activity of such 
receptors. Moreover, the same approach could be applicable 
to all dimeric enzymes (e. g. acyl­ACP­thioesterase (Bhat-
tacharjee et al., 2011), which control fatty acid deposition in 
seeds). This pathway plays a huge role in plant growth and 
developmental processes and responses to biotic and abiotic 
stresses as well. 

Thus, small interfering peptides and proteins can actively 
participate in the regulation of gene expression, for example, in 
situations of stress or at different stages of plant development. 
Moreover, small interfering peptides and proteins can be used 
as a tool for fundamental research on the function of genes 
as well as for applied research for permanent or temporary 
knockout of genes. 
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Cereals (Poaceae Barnh.) are the largest family of 
monocotyledonous f lowering plants growing on all 
continents and constituting a signif icant part of earth’s 
many ecological communities. The Poaceae includes 
many important crops, such as rice, maize, wheat, bar-
ley, and rye. The qualitative and quantitative charac-
teristics of cereal inf lorescences are directly related to 
yield and are determined by the features of inf lores-
cence development. This review considers modern 
concepts of the morphology, development and gene-
tic mechanisms regulating the cereal inf lorescence de-
velopment. A common feature of cereal inf lorescences 
is a spikelet, a reduced branch that bears f lorets with a 
similar structure and common scheme of development 
in all cereals. The length and the structure of the main 
axis, the presence and type of lateral branches cause a 
great variety of cereal inf lorescences. Complex cereal 
inf lorescences are formed from meristems of several 
types. The transition from the activity of one meristem 
to another is a multi-step process. The genes involved 
in the control of the cereal inf lorescence development 
have been identif ied using mutants (mainly maize and 
rice) with altered inf lorescence and f loret morphology; 
most of these genes regulate the initiation and fate of 
meristems. The presence of some genetic mechanisms 
in cereals conf irms the models previously discovered 
in dicotyledonous plants; on the other hand, there 
are cereal-specif ic developmental processes that are 
controlled by new modules of genetic regulation, in 
particular, associated with the formation of a branched 
inf lorescence. An important aspect is the presence 
of quantitative variability of traits under the control 
of developmental genes, which is a prerequisite for 
the use of weak alleles contributing to the variability 
of plant growth and yield in breeding programs (for 
example, genes of the CLAVATA signaling pathway).

Key words: cereals; inf lorescence; meristems; meristem 
identity; meristem determinacy.

Злаки (Poaceae Barnh.) – самое крупное семейство покрытосе-
менных растений, произрастающих на всех континентах земного 
шара и составляющих значительную часть многих биоценозов.  
К этому семейству принадлежат такие важные сельскохозяйствен-
ные культуры, как рис, кукуруза, пшеница, ячмень, рожь, сахар-
ный тростник. Качественные и количественные характеристики 
соцветий злаков непосредственно связаны с продуктивностью и 
определяются особенностями развития. В обзоре рассмотрены 
современные представления о строении и развитии соцветий зла-
ков, а также результаты исследований генетических механизмов, 
регулирующих их формирование. Соцветия всех злаковых харак-
теризуются общей чертой: цветки развиваются в составе опреде-
ленной структуры – колоска, строение и общие черты развития 
которого сходны у всех злаков. У большинства представителей 
злаковых соцветие имеет сложное строение. длина и особенно-
сти строения главной оси соцветия, наличие и степень ветвле-
ния, расположение и развитие боковых веточек обуславливают 
большое разнообразие в строении соцветий. Сложные соцветия 
злаков формируются из меристем нескольких типов. Переход от 
функционирования одной меристемы к другой – многоступенча-
тый процесс, в регуляцию которого вовлечено множество генов. 
Гены,  управляющие развитием соцветия злаков, были идентифици-
рованы благодаря использованию мутантов (в основном кукурузы 
и риса), у которых нарушена морфология соцветия и цветка; боль-
шая часть этих генов контролирует инициацию и судьбу меристем. 
Наличие некоторых генетических механизмов, регулирующих 
развитие соцветия злаков, подтверждают модели, ранее открытые 
у двудольных растений. Вместе с тем показано, что существуют 
процессы развития, специфичные только для соцветий злаков, и 
появляются новые модули в их генетической регуляции, в част-
ности связанные с формированием разветвленного соцветия. 
Кроме того, важный аспект генетической регуляции – наличие 
«слабых» аллелей, не вызывающих тератологических нарушений 
в строении соцветия, но вносящих вклад в изменчивость коли-
чественных признаков под контролем генов развития, например 
генов сигнального пути CLAVATA злаков. Наличие таких «слабых» 
аллелей, связанных с продуктивностью, является основанием для 
их дальнейшего использования в селекционных программах.

Ключевые слова: злаки; соцветие; меристемы; идентичность 
меристем; детерминированность меристем.
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Злаки Poaceae Barnh. (Gramineae Juss.) – самое круп-
ное семейство покрытосеменных растений, которое 
включает около 8 000 видов, 500 родов, объединенных 

в 60–80 триб и несколько подсемейств (Цвелев, 1976), 
произрастающих на всех континентах земного шара и 
составляющих значительную часть многих биоценозов. 
К этому семейству принадлежат такие важные сельско-
хозяйственные культуры, как пшеница, рис, кукуруза, а 
также ячмень, рожь, овес, сорго, просо, сахарный трост-
ник и др. Важное экономическое значение зерновых 
злаков, прежде всего риса, пшеницы, кукурузы, ячменя, 
и непрекращающиеся работы по селекции этих сельско-
хозяйственных культур требуют детального изучения и 
глубокого понимания молекулярно­генетических меха-
низмов, лежащих в основе формирования хозяйственно 
ценных признаков, процессов адаптации и развития в 
целом. Качественные и количественные характеристи­
ки соцветия злаков непосредственно связаны с продук-
тивностью. Особенности развития соцветия определя­ 
ют его архитектуру, и идентификация генов, управляю-
щих развитием соцветия, установление их структуры и 
функций – необходимое условие для определения мише­
ней направленного воздействия на программы разви тия 
соцветия и на связанные с продуктивностью признаки  
злаков. 

Таким образом, изучение особенностей развития соцве-
тий злаков, важных зерновых культур, имеет очевидную 
практическую значимость. Исследованиям генетических 
аспектов развития соцветий традиционно уделялось боль-
шое внимание, и они по­прежнему актуальны. Основная 
цель представленного обзора – обобщить результаты 
ис следований, посвященных изучению особенностей 
развития и генетической регуляции морфогенеза соцветий 
злаков, полученных к настоящему времени.

Особенности строения  
соцветий злаков
У представителей семейства злаков (Poaceae) цветки со-
браны в соцветия. У всех злаковых, за исключением одной, 
рано дивергировавшей ветви подсемейства Anomochlooi-
deae, соцветия характеризуются общей чертой – цветки 
развиваются в составе определенной структуры – колоска. 
Н.Н. Цвелев (1976) определял колосок как элементарное 
соцветие злаковых, а в современной англоязычной лите-
ратуре колосок обычно рассматривают как укороченную/
редуцированную веточку, при этом термин “spikelet” 
обозначает миниатюрный колос (Malcomber et al., 2006). 
У всех злаков колосок имеет сходное строение и общие 
черты развития. Колосок большинства злаков содержит 
цветки, состоящие из завязи, пыльников, лодикул, цвет-
ковых чешуй, заключенных в колосковые чешуи. Много-
цветковый колосок состоит из оси колоска (rachilla), на 
которой поочередно двумя рядами расположены цветки, 
заключенные в цветковые чешуи, а у основания колоска 
располагается пара брактей (чешуевидные прицветные 
листья), не имеющих цветков, верхняя и нижняя коло-
сковые чешуи (glumae). Размер колосковых чешуй злаков 
варьирует от очень крупных, охватывающих весь колосок, 
до мелких или даже полностью редуцированных. В много-
цветковых колосках они часто сходны по строению с 

нижними цветковыми чешуями (Цвелев, 1976). У пред-
ставителей подсемейства Anomochlooideae колоска как 
такового нет, но имеется его эквивалент, лишенный колос­
ковых и цветковых чешуй (Clark, Judziewicz, 1996). Под-
семейство Pharoideae – самая ранняя эволюционная ветвь, 
у которой наблюдается формирование типичного колоска 
(Malcomber et al., 2006). Число цветков в колоске злаков 
варьирует от 1 до 10 (иногда до 30). Н.Н. Цвелев (1976) 
рассматривает одноцветковые и двухцветковые колоски в 
качестве редукции первичных многоцветковых колосков, 
полагая, что эволюция колосков шла по пути уменьшения 
числа цветков, но сами колоски образовывали сложные 
соцветия. S.T. Malcomber с коллегами (2006) сообщают, 
что появление многоцветкового колоска у злаков проис-
ходит после отделения эволюционной ветви Pharoideae. 
Таким образом, колосок представляет собой элементарное 
соцветие в составе сложного соцветия злаков. 

Соцветие немногочисленных представителей злаков 
(например, рода Lygeum) представлено единственным 
терминальным (верхушечным) колоском, у большин-
ства представителей злаковых оно имеет более сложное 
строение. Длина и особенности строения главной оси 
соцветия, степень ветвления, расположение и развитие 
боковых веточек обуславливают большое разнообразие 
в строении соцветий злаков.

В классической таксономической литературе колосок 
принято рассматривать в качестве аналога цветка как тер-
минальной структуры боковой оси соцветия (Malcomber 
et al., 2006), на основании чего соцветия злаков были 
разделены на следующие типы:
1) колос – соцветие, у которого колоски находятся непо­

средственно на оси колосового стержня (сидячие ко­
лоски), как у пшеницы, ржи и ячменя;

2) метелка представляет собой разветвленное соцветие, 
колоски которого развиваются на боковых осях (ве-
точках) разного порядка. Метелка встречается у боль-
шинства представителей злаков, включая рис, овсы, 
сорго, просо; 

3) кисть (или кистевидная метелка) – соцветие, ко лос ки 
которого расположены на главной оси на ножках (сте­
бель ках), например соцветие представителей рода Bra-
chy po dium (коротконожка).
Соцветие злаков может быть как терминальным (или 

верхушечным), так и аксиальным, формироваться в пазу-
хах листа. У большинства злаков морфология терминаль-
ного и аксиальных соцветий одинакова, исключение со-
ставляют представители трибы Andropogoneae (кукуруза, 
сорго, сахарный тростник), аксиальные соцветия которых 
менее разветвлены (Malcomber et al., 2006). Наиболее это 
выражено у кукурузы Zea mays ssp. mays, терминальное 
соцветие которой (метелка) разветвлено, а аксиальное со-
цветие (початок – колосовидное соцветие с утолщенной 
осью) не разветвлено.

Соцветие представителей трибы Triticeae, к которому 
относятся важные зерновые культуры – пшеница, ячмень и 
рожь, представляет собой колос и в норме не разветвлено; 
колоски расположены непосредственно на главной оси 
колоса, на уступах колосового стержня. У гексаплоидной 
мягкой пшеницы Triticum aestivum L. (BBAADD) рост 
главной оси колоса детерминирован и заканчивается фор­
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мированием верхушечного (терминального колоска), у ди-
плоидной пшеницы T. monococcum L. (АА) терминальный 
колосок либо рудиментарен, либо отсутствует (Bonnet, 
1936). В отличие от пшеницы, рост оси колоса ячменя 
Hordeum vulgare L. не детерминирован и колос не имеет 
верхушечного/терминального колоска (Bonnet, 1936).

Число латеральных сидячих колосков на уступах ко-
лосового стержня может различаться и является важной 
таксономической характеристикой, оно может быть фик-
сированным или варьировать (Muramatsu, 2009; Sakuma 
et al., 2011). Так, у пшеницы и ржи на уступах колосового 
стержня располагается по одному сидячему колоску, а у 
ячменя – либо один (двурядный колос), либо три колоска 
(шестирядный колос). Нефиксированное число колосков 
на уступе формируется у представителей рода Elymus 
(Muramatsu, 2009).

Особенности развития  
соцветий злаков
Меристемы – образовательные ткани растений, содержа-
щие пул стволовых клеток (Батыгина, 2014). Особенности 
архитектуры растений в большой степени определяются 
активностью первичных меристем, которые закладыва-
ются в ходе эмбрионального развития, – апикальной ме-
ристемы побега (ПАМ) и корня (КАМ). Меристемы ПАМ 
и КАМ обеспечивают рост осевых органов – побега и 
главного корня – и формирование надземной и подземной 
частей растения. Во время вегетативной фазы развития 
ПАМ последовательно инициирует листовые примор-
дии (зачатки). В пазухах листа формируются вто ричные 
аксиальные меристемы, которые затем развиваются во 
вторичные побеги. В результате перехода растения от 
вегетативной стадии развития к генеративной происходит 
преобразование апикальной меристемы побега в мери-
стему нового типа – меристему соцветия. У некоторых 
видов растений, например Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., 
ПАМ напрямую инициирует меристему цветка, у злаков 
развиваются промежуточные типы меристем. Переход от 
функционирования одной меристемы к другой – слож-
ный многоступенчатый процесс, в регуляцию которого 
вовлечено множество генов. Соцветие метельчатых зла-
ков, таких как рис, кукуруза (мужское соцветие), сорго, 
состоит из главной оси, длинных веточек и колосков, а 
колос пшеницы, ржи и ячменя – из главной оси и колос­
ков. Каждая из этих уникальных структур развивается из 
определенного типа специализированных меристем, их 
обычно называют в зависимости от органов, которым они 
дают начало, – меристемы веточек, меристемы колосков 
и др. Таким образом, сложное соцветие злаков формиру-
ется из меристем нескольких типов.

Каждую меристему характеризуют два основных свой-
ства: идентичность и детерминированность. Идентич-
ность меристемы определяется по типу зачатков органов, 
инициируемых данной меристемой (Bartlett, Thompson, 
2014). Детерминированные меристемы представлены 
группами клеток, которые постепенно расходуются после 
инициации определенного (как правило, фиксированного) 
числа органов, а недетерминированные, напротив, образу-
ются из самовозобновляемого пула клеток и продолжают 
производить структуры (стебель, листья, веточки, цвет-

ки) на протяжении жизненного цикла растений (Bartlett, 
Thompson, 2014). Для большинства цветковых растений 
детерминированность меристемы означает переход к уста­
новлению идентичности цветковой меристемы, однако 
злаки являются исключением, их меристемы соцветия 
могут быть детерминированы способами, которые пред-
шествуют или не связаны с приобретением идентичности 
флоральных меристем. Для фенологического описания 
развития соцветия злаков была предложена «гомеоти-
ческая» модель переключения идентичности меристем, 
в рамках которой меристемы проходят через ряд после-
довательных преобразований от меристемы соцветия к 
цветковым меристемам (McSteen et al., 2000; Laudencia­
Chingcuanco et al., 2002).

Общая схема развития соцветия злаков выглядит сле­
дующим образом: переход к генеративной фазе, когда апи-
кальная меристема побега преобразуется в меристему со-
цветия, сопровождается быстрым увеличением ее размера 
и нередко сменой филлотаксиса (порядка располо жения 
органов относительно главной оси) (Taguchi­Shiobara et 
al., 2001; Bartlett, Thompson, 2014). Далее меристема со-
цветия формирует главную ось соцветия и дает начало 
латеральным меристемам боковых осей соцветия (другое 
название – первичные аксиальные меристемы соцветия 
или меристемы веточек у метельчатых злаков), которые, в 
свою очередь, могут давать начало латеральным меристе-
мам следующего порядка и далее могут либо прекращать 
развитие, либо переходить к формированию колоска. Ко-
лосковая меристема может быть детерминированной, и ее 
развитие заканчивается закладкой терминального цветка 
после формирования определенного, как правило, фик-
сированного числа цветков (рис, кукуруза, ячмень), или 
недетерминированной и инициировать неопределенное 
число цветков перед тем, как дегенерировать (брахипо-
диум, пшеница).

E.A. Kellog с коллегами (2013) при изучении морфоло-
гии соцветия злаков предложила принимать во внимание 
отдельные компоненты фенотипа как модули, которые 
могут комбинироваться различными способами, с уче-
том особенностей их развития. Формирование меристем 
соцветия злаков может идти по трем различным путям: 
1) терминироваться развитием колоска, 2) давать начало 
меристемам следующего порядка или 3) прекращать раз­
витие. Если меристема дает начало латеральной меристе-
ме следующего порядка, то эта меристема, в свою очередь, 
также может развиваться по одному из трех описанных 
выше путей и, что важно, каждый этап развития оси сле­
дующего порядка не зависит от предыдущего, таким об-
разом, в процессе эволюции могут реализоваться любые 
комбинации. Так, если меристема соцветия дает начало 
единственной колосковой меристеме, соцветие пред-
ставлено единственным терминальным колоском, что у 
злаков встречается редко (род Lygeum). У большинства 
злаков меристема соцветия дает начало латеральным ме-
ристемам, которые либо сразу терминируются развитием 
колоска (Brachyelytrum), либо дают начало меристемам 
осей следующего порядка, в результате чего происходит 
ветвление соцветия (метельчатые злаки). Пути развития 
меристемы соцветия и латеральных меристем, как прави-
ло, различаются (Malcomber et al., 2006). Таким образом, 
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Соцветие злаков: особенности строения, развития 
и генетической регуляции морфогенеза

модификации основной схемы развития соцветия злаков 
приводят к разнообразию форм соцветий злаков.

У риса меристема соцветия сначала инициирует первич-
ные аксиальные меристемы (меристемы веточек), которые 
дают начало вторичным аксиальным меристемам и на 
более поздних этапах развития – колосковым меристемам. 
Таким образом, колосковые меристемы инициируются из 
первичных и вторичных аксиальных меристем соцветия, и 
каждая дает начало одному фертильному цветку, двум сте-
рильным цветковым чешуйкам и паре колосковых чешуек. 
Колосковые чешуйки в большой степени редуцированы 
и называются рудиментарными (Thompson, Hake, 2009). 
Для соцветий кукурузы и мужского, и женского типов ха-
рактерно развитие парных колосковых меристем, которые 
встречаются только у представителей Andropogoneae. Не-
смотря на существенную разницу в морфологии женского 
и мужского соцветий кукурузы, развитие их идет сходным 
образом, и основное различие заключается в том, что у 
мужского соцветия (метелки) в отличие от женского соцве-
тия (початка) формируются меристемы веточек (Bommert 
et al., 2005b; Thompson, Hake, 2009). Главная особенность 
развития колоса представителей трибы Triticeae (пшени-
цы, ячменя, ржи и др.) – отсутствие меристем веточек; 
колосковые меристемы инициируются непосредственно 
меристемой соцветия. Различия в развитии соцветий 
между отдельными представителями трибы связаны не с 
наличием/отсутствием специфичных меристем, а с осо­  
бенностями их функционирования. Так, меристема со-
цветия у мягкой пшеницы терминирована, а у ячменя не 
детерминирована, колосковая меристема пшеницы, напро-
тив, не детерминирована, а ячменя – детерминирована. 
При этом у ячменя формируются три колосковые меристе-
мы, центральный колосок всегда развивается полностью, 
а латеральные могут быть либо полностью развиты, либо 
стерильны (или в них развиваются только тычинки), 
в результате чего формируется либо двурядный, либо 
шестирядный колос (Pourkheirandish, Komatsuda, 2007). 
Развитие колоса пшеницы идет по следующему пути: 
меристема соцветия последовательно дает начало лате-
ральным меристемам, которые развиваются в латеральные 
колоски (колосковые меристемы), пока не сформируется 
терминальный (верхушечный) колосок. Каждая латераль-
ная (колосковая) меристема развивается в единственный 
латеральный колосок, состоящий из множества цветков 
(Bonnet, 1936). Колосковая меристема инициирует органы 
колоска и флоральной меристемы, которые появляются 
в следующей последовательности: первыми становятся 
различимыми примордии двух колосковых чешуй, затем 
инициируются флоральные меристемы и на их перифе-
рии формируются примордии двух цветковых чешуй, 
далее происходит дифференцировка органов цветка (двух 
лодикул, пестика и трех тычинок). Колосок пшеницы 
недетерминированный и состоит из нескольких цветков, 
которые развиваются акропетально. Недетерминирован-
ный характер колосковых меристем присущ всем видам 
пшеницы, независимо от уровня плоидности (Shitsukawa 
et al., 2009). Число фертильных цветков в колоске зависит 
от общего числа цветковых меристем и числа цветков с 
гипоплазией. У цветков дистальной части колоска обнару-
жено два типа гипоплазии: органы цветка инициируются, 

но не развиваются полностью (диплоидные пшеницы), 
органы цветка закладываются и развиваются, но цветки 
стерильны (тетраплоидные и гексаплоидные виды пше-
ниц), в результате чего у диплоидных видов пшеницы 
фертильным оказывается только один базальный цветок, 
у тетраплодных – чаще всего два и у гексаплоидных – 
четыре­пять. Таким образом, гетерохрония в развитии 
цветков колоска у видов пшеницы разного уровня пло-
идности служит причиной различий в числе зерновок в 
колоске зрелого колоса (Shitsukawa et al., 2009).

Полагают, что метелка – более примитивная форма со-
цветия и колос появился позднее в ходе эволюции (Sakuma 
et al., 2011).

Генетическая регуляция  
морфогенеза соцветий злаков
Кукуруза (Z. mays) и рис (O. sativa) – модельные виды зла-
ков, у которых генетическая регуляция развития соцветия 
наиболее изучена. Прежде всего, это связано с доступно-
стью генетических ресурсов, разработкой мо лекулярных 
и биотехнологических подходов анализа геномов и резуль-
татов секвенирования геномов. Так, у кукурузы получены 
многочисленные мутанты с измененной морфологией 
соцветия, а рис – первый вид злаков, геном которого был 
секвенирован и к настоящему времени хорошо аннотиро-
ван, что дало возможность позиционного клонирования. 
Кроме того, у риса хорошо разработаны методы транс-
формации, и, таким образом, возможна функциональная 
валидация полученных результатов. В последнее время 
число модельных видов злаков увеличилось и включает 
Brachypodium distachyon, ячмень H. vulgare, и недавно, – 
сетарию итальянскую Setaria italica (Bommert, Whipple, 
2017). Синтения геномов злаков позволила проводить по-
зиционное клонирование у видов злаков, с менее изу чен­
ным геномом. Гены, управляющие развитием соцветия, 
были идентифицированы благодаря использованию му-
тантов (в основном кукурузы и риса), у которых нарушена 
морфология соцветия и цветка; большая часть этих генов 
регулирует инициацию и судьбу меристем (Bommert et al., 
2005b; Sreenivasulu, Schnurbusch, 2012).

Переход от вегетативной стадии развития к генератив-
ной или инициация цветения растений происходит под 
действием внешних и внутренних стимулов. Этот этап 
развития не проявляется морфологически, но на его про-
тяжении происходят важные физиологические изменения, 
в основе которых лежат молекулярно­генетические пре-
образования. Известны холодовой, фотопериодический, 
гиббереллиновый и автономный сигнальные пути индук-
ции цветения (Лутова и др., 2010).

Роль ортологов гена LFY/FLO  
в развитии соцветий злаков
Гены ортологи двудольных модельных видов Arabidopsis 
thaliana LEAFY (LFY ) и Antirrhinum majus FLORICAULA 
(FLO) играют ключевую роль в формировании флораль-
ной меристемы, являясь интеграторами информации, 
поступающей от разных путей инициации цветения (Лу­ 
то ва и др., 2010). Гены LFY и FLO кодируют транскрипци-
онные факторы (ТФ), специфичные только для растений. 
У мутантов f lo и lfy нарушен метаморфоз побега в цве т­
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ки, что приводит к формированию вегетативных побегов 
вместо цветков и цветков с аномалиями. У кукурузы 
Z. mays были идентифицированы две копии гомологов 
ZFL1 (Z. mays FLO/LFY 1) и ZFL2 (Z. mays FLO/LFY 2). 
Анализ двойных мутантов zf l1zf l2 обнаружил наруше­
ния в идентичности и детерминированности флоральных 
меристем и мужского, и женского соцветий. Гены ZFL1 и 
ZFL2 экспрессируются в меристемах соцветия, высокий 
уровень экспрессии наблюдается в парных колосковых 
меристемах и сохраняется во флоральных меристемах на 
стадии инициации органов цветка (Bommert et al., 2005b). 
Паттерн экспрессии генов FLO/LFY двудольных и генов 
ZFL1 и ZFL2 кукурузы совпадает, что наряду со сходством 
мутантных фенотипов предполагает консервативность 
функций генов ортологов у двудольных и Z. mays. Паттерн 
экспрессии гена риса RFL (rice FLORICAULA/LEAFY ), 
гомолога FLO/LFY, отличается: ген экспрессиру ется в 
апикальных участках развивающегося соцветия на ранних 
этапах развития, но не экспрессируется ни в первичных 
и/или вторичных аксиальных меристемах веточек, ни во 
флоральных меристемах. Транскрипты FLO/LFY обнару-
жены в эпидермальных клетках листа. N.N. Rao с колле-
гами (2008) показали, что снижение уровня экспрессии 
гена RFL вызывает существенную задержку перехода 
растения к цветению, вплоть до отсутствия цветения, а 
повышенный уровень экспрессии приводит к ускоренно-
му переходу к цветению. Кроме того, снижение уровня 
экспрессии RFL влияет на архитектуру соцветия, умень-
шая число первичных веточек, содержащих несколько 
колосков с фертильными цветками, и приводя к полной 
редукции вторичных веточек. Полный нокдаун экспрессии 
RFL приводит к редукции вторичных побегов растения 
(Rao et al., 2008). В 2012 г. был охарактеризован мутант 
риса aberrant panicle organization 2 (apo2), у которого на-
блюдалось уменьшение размера метелки и числа веточек 
в результате более раннего развития колосковых меристем 
и нарушения развития цветка, укорочение пластохрона 
(Ikeda et al., 2012). В результате позиционного клонирова-
ния был выделен ген, отвечающий за мутантный фенотип, 
им оказался ген APO2, идентичный ранее изученному гену 
RFL (Ikeda et al., 2012). Таким образом, RFL (APO2) риса 
является мастер­регулятором различных генетических 
путей, управляющих процессами развития. У мутантов 
lfy арабидопсиса, экспрессирующих ген риса RFL, на-
блюдается неполное восстановление функций, таким об-
разом, функции генов LFY/FLO и RFL совпадают только 
частично. Ортолог FLO/LFY был выделен в геноме мягкой 
пшеницы (Shitsukawa et al., 2006). Было установлено, что 
паттерн экспрессии WFL (wheat FLORICAULA/LEAFY) 
в соцветии сходен с RFL риса: ген не экспрессируется в 
цветковых меристемах, транскрипты WFL обнаружены в 
тканях развивающегося соцветия и цветковых чешуях, на 
основании чего предположено, что и функции RFL и WFL 
в развитии соцветия сходны (Shitsukawa et al., 2006).Таким 
образом, наблюдается частичная дивергенция функций 
генов LFY (FLO) двудольных растений, играющих клю-
чевую роль в формировании флоральной меристемы, и их 
гомологов у злаков, у которых гомологичные гены также 
участвуют в развитии соцветия и вегетативных органов 
(ген RFL).

консервативность сигнального пути  
ClaVata-wuSChEl, координирующего 
пролиферацию и дифференцировку  
клеток меристем высших растений
Число аксиальных меристем, инициируемых меристемами 
соцветия кукурузы и риса, зависит от их размера и нахо-
дится под контролем генов, гомологичных генам A. tha-  
liana CLAVATA (CLV1, 2, 3). Сигнальный путь CLAVATA­
WUSCHEL координирует пролиферацию и дифференци-
ровку клеток меристем, являясь основным в регуляции 
гомеостаза меристем высших растений, он впервые был 
обнаружен и изучен у арабидопсиса (Somssich et al., 2016). 
Ген WUSHEL (WUS) кодирует гомеодомен­содержащий 
транскрипционный фактор, который экспрессируется в 
организующем центре (ОЦ) центральной зоны апикаль-
ной меристемы. Функция гена – поддержание пула ство-
ловых клеток (Mayer et al., 1998). У мутантов clavata (clv1, 
2, 3) арабидопсиса увеличено число клеток центральной 
зоны ПАМ, что приводит к увеличению числа органов 
цветка, плодолистиков, фасциации стебля, формированию 
плода «матрешка». На основании этого было предположе-
но, что гены CLV негативно регулируют экспрессию WUS, 
ограничивая область его экспрессии в ПАМ (Лутова и др., 
2010). Ген CLV1 кодирует трансмембранную рецепторную 
киназу, а CLV2 – рецептор­подобный белок, имеющий 
значительное сходство с CLV1, но без цитоплазматиче-
ского киназного домена. Ген CLV3 кодирует небольшой 
секреторный пептид из 96 аминокислот, содержащий CLE­
домен (CLAVATA3 (CLV3)/ENDOSPERM SURROUND-
ING REGION (ESR)). Белок CLV3 представляет собой 
лиганд, который связывается с рецепторами CLV1, CLV2 
(Лутова и др., 2010; Somssich et al., 2016). Ген кукурузы 
THIK TASSEL DWARF 1 (TD1) кодирует LRR­рецепторную 
киназу и гомологичен гену CLV1. Мутанты td1 имеют 
выраженную фасциацию оси женского соцветия и суще-
ственное увеличение числа ря дов в початке (Bommert et 
al., 2005a). У мутанта риса f loral organ number1 ( fon1) 
наблюдается увеличение размера флоральной меристемы 
и числа органов цветка; FON1 кодирует белок с высокой 
степенью гомологии с TD1и CLV1 (Suzaki et al., 2004). Ген 
OsLRK1 риса также является CLV1­подобным геном, его 
сайленсинг в результате РНК­интерференции приводит 
к увеличению числа органов цветка (Kim et al., 2000). 
Наряду с fon1 у риса выявлены другие мутанты, fon2-1, 
fon2-2 и fon3, со сходным фенотипом соцветия, связан-
ным с увеличением размера меристемы соцветия и числа 
органов цветка (Nagasawa et al., 1996; Jiang et al., 2005).

Ген кукурузы FASCIATED EAR 2 (FEA2) кодирует бе-
лок, гомологичный CLV2 (Taguchi­Shiobara et al., 2001). 
У fea2-мутантов существенно увеличен размер меристе­
мы соцветия, часто увеличен размер аксиальных мери-
стем соцветия и флоральных меристем, что приводит к 
формированию початка с увеличенным числом рядов и 
дополнительных органов цветка (Taguchi­Shiobara et al., 
2001). Двойные мутанты td1fea2 имеют более выражен-
ный мутантный фенотип по сравнению с фенотипами 
каждого отдельного мутанта td1 и fea2, что предполагает 
принадлежность генов к различным генетическим путям 
регуляции (Bommert et al., 2005с). Было показано, что 
CLV2 арабидопсиса также принадлежит независимому 
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сигнальному пути и формирует рецепторный комплекс с 
белком CRN (Müller et al., 2008). Недавно обнаружен еще 
один ген кукурузы FASCIATED EAR3 (FEA3), кодиру ю­
щий LRR­рецепторную киназу CLV­типа; мутации гена 
вызывают сходные с fea2 и td1 фенотипические проявле-
ния – увеличение размера меристемы соцветия. Двойные 
мутанты fea3fea2 имеют более выраженный мутантный 
фенотип, что предполагает синергистическое взаимо-
действие генов и наличие общей мишени (Je et al., 2016). 
Ген экспрессируется в области меристемы, окружающей 
ОЦ, и отвечает на CLE (пептидные) сигналы от зачатков 
органов (Je et al., 2016). Обнаружено, что ген FEA2 коло-
кализуется на генетической карте с QTL, определяющим 
число рядов зерен в початке и, таким образом, может 
иметь большое значение для повышения урожайности 
(Taguchi­Shiobara et al., 2001). Найдены «слабые» аллели 
генов fea2 и fea3, которые увеличивают число рядов зерен 
в початке, не вызывая при этом изменений в морфологии 
соцветия – укорочение или фасциацию (Bommert et al., 
2013; Je et al., 2016).

Ген риса FLORAL ORGAN NUMBER 2 (FON2) кодирует 
небольшой секреторный белок и является предполага­
емым ортологом гена CLV3 (Suzaki et al., 2004; Chu et al., 
2006). У мутантов fon2 наблюдается увеличение размеров 
ПАМ, меристемы соцветия и флоральных меристем, что 
приводит к формированию сверхчисленных первичных 
веточек и органов цветков (Suzaki et al., 2004; Chu et al., 
2006). Кроме того, у риса обнаружен еще один гомолог 
CLV3 (FON2-related) – FON2 SPARE1 (FOS1); функции 
FON2 и FOS1 вырождены у некоторых генотипов (Suzaki 
et al., 2009).

Таким образом, сигнальный путь CLV частично консер-
вативен у однодольных и двудольных растений; у злаков 
влияние мутаций генов, принадлежащих этому пути, не 
ограничивается меристемой соцветия, а распространяется 
и на меристемы, закладывающиеся позднее в процессе 
развития (например, первичные и вторичные аксиальные 
меристемы соцветия), вызывая сходные эффекты, связан-
ные с увеличением размера меристем. Обнаруженные 
у злаков особенности связаны с паттерном экспрессии 
гомологичных генов и вырожденностью некоторых функ-
ций. Так, например, ген риса FON2 в отличие от CLV3 не 
участвует в регуляции вегетативного развития, у риса эту 
функцию выполняют FON2-LIKE CLEPROTEIN1 (FCP1) 
и FCP2, поддерживающие функционирование ПАМ на 
вегетативной стадии развития (Suzaki et al., 2008). Кроме 
того, важный аспект – наличие количественной измен-
чивости в проявлении признаков под контролем генов 
сигнального пути CLV у злаков, что служит предпосылкой 
для использования «слабых» аллелей, вносящих вклад в 
изменчивость роста и продуктивности растений в селек-
ционных программах.

Роль ортологов гена WUS у злаков не вполне ясна. Пат-
терн экспрессии дуплицированных гомологов кукурузы 
ZmWUS1 и ZmWUS2 предполагает несколько отличные от 
WUS функции: область экспрессии ZmWUS1 перекрывает-
ся с ОЦ меристемы соцветия, а ZmWUS2 экспрессируется 
на периферии меристемы соцветия. Однако функциональ-
ной оценки эти гены не имеют, так как мутанты по ним 
получены не были (Nardmann et al., 2006; Je et al., 2016). 

Известен ортолог гена WUS риса – TILLERS ABSENT1 
(TAB1 или OsWUS). Полагают, что TAB1 играет важную 
роль в инициации аксиальных меристем, так как их за-
кладки у мутантов tab1 не происходит (Tanaka et al., 2015).

В целом следует отметить, что модули сигнального пути 
CLAVATA­WUSCHEL высших растений регулируют ак-
тивность меристем во время всех этапов развития и  роста 
растения, включая и вегетативную, и репродуктивную 
стадии, и представляют собой факторы, регулирующие 
число органов, инициируемых меристемами.

Регуляция формирования  
аксиальных меристем соцветий злаков
У злаков пути развития апикальной меристемы соцветия и 
аксиальных меристем отличаются. У многих злаков фил-
лотаксис меристемы соцветия спиральный, а меристем 
веточек – двурядный (Bartlett, Thompson, 2014). Мутации 
генов, влияющие на меристему соцветия, могут не затра-
гивать остальные меристемы и vice versa. Например, гены 
ортологи barrenstalk1 (ba1) кукурузы и LAХ PANICLE1 
(LAX1) риса необходимы для инициации аксиальных 
меристем и формирования веточек, но не влияют на 
апи кальную меристему соцветия (Komatsu et al., 2003b; 
Galavotti et al., 2004). Мутации этих генов вызывают 
существенное уменьшение числа веточек и колосков у 
риса (Komatsu et al., 2001, 2003b) или отсутствие ветвле-
ния метелки кукурузы (Ritter et al., 2002; Gallavotti et al., 
2004). Ген кукурузы ba1 участвует в контроле инициации 
аксиальных меристем всех надземных частей растения, 
а LAX1 риса – только соцветия. Гены ba1/LAX1 кодируют 
транскрипционные факторы с главным доменом «спираль­
петля­спираль» (basic­helix­loop­helix, bHLH) (Komatsu et 
al., 2003b; Galavotti et al., 2004).

Ген риса MONOCULM1 (MOC1) необходим для ини-
циации аксиальных меристем во время вегетативного и 
генеративного развития. Мутант moc1 лишен вторичных 
побегов, метелка содержит несколько веточек и колосков 
(Li et al., 2003; Oikawa, Kyozuka, 2009). B. Zhang с колле-
гами (2015) показали, что гомолог MOC1 мягкой пшеницы 
TaMOC1 (обнаружено 82.6 % гомологии аминокислотных 
последовательностей MOC1 и TaMOC1) участвует в конт­
роле развития колоска пшеницы. Гены MOC1/TaMOC1 
кодируют транскрипционные факторы (Li et al., 2003; 
Oikawa, Kyozuka, 2009; Zhang et al., 2015). 

В метелке мутанта barren inf lorescence 2 (bif 2) кукурузы 
не развиваются веточки или колоски, ген необходим для 
поддержания активности аксиальных меристем (McSteen 
et al., 2000; McSteen, Hake, 2001). Ген BIF2 кодирует 
Ser/ Thr протеинкиназу.

Генетическая регуляция установления 
идентичности и детерминированности 
колосковых меристем
Мутации генов ортологов branched silkless1 (bd1) куку­
рузы и FRIZZY PANICLE (FZP) риса приводят к форми­
рованию очень разветвленного соцветия (Chuck et al., 
2002; Komatsu et al., 2003a; Zhu et al., 2003; Yi et al., 2005). 
Гены кодируют транскрипционные факторы семейства 
APETALA2 (AP2). У мутантов bd1 и fzp нарушены иден-
тичность колосовых меристем и переход к установлению 
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идентичности флоральных меристем, в результате чего 
на месте цветков формируются веточки. Степень выра-
женности мутантного фенотипа у мужского и женского 
соцветий кукурузы не одинакова, при этом у женского 
соцветия изменения более выражены: формируются эк-
топические «веточки» и флоральные меристемы не закла-
дываются. Ортологи генов BD1/FZP выделены в геномах 
Brachypodium – mos1 (Derbyshire et al., 2013), пшеницы – 
WFZP (Dobrovolskaya et al., 2015, 2017; Poursarebani et al., 
2015) и ячменя – COM1 (Poursarebani et al., 2015). Все му-
танты имеют сходные фенотипы соцветия с образованием 
дополнительных колосков и/или «веточек» на уступах со-
цветия и паттерны экспрессии, транскрипты обнаружены 
в развивающихся соцветиях (Chuck et al., 2002; Komatsu 
et al., 2003a; Dobrovolskaya et al., 2015).Следует отметить, 
что гены ортологи FZP экспрессируются не в меристемах, 
а примордиях колосковых чешуй.

Ген риса PANICILE PHYTO MER2/OSMADS34 (PAP2) 
контролирует установление идентичности меристем ко-
лоска (Gao et al., 2010; Kobayashi et al., 2012). Ген PAP2 
кодирует SEPALLATA­подобный ТФ, содержащий MADS­
бокс. У двудольных, в частности у арабдопсиса, гены 
SEPALLATA (SEP1, 2, 3, 4) принадлежат к E­классу генов, 
необходимых для образования функ циональных белковых 
комплексов с продуктами ABC­генов, их функции частич-
но перекрываются; у тройных мутантов sep1sep2sep3 
меристема цветка становится недетерминированной и 
органы цветка представлены только чашелистиками, а у 
четверного мутанта sep1sep2sep3sep4 вместо чашелисти-
ков развиваются листоподобные струк туры (Лутова и др., 
2010). У мутанта риса pap2 наблю даются нарушения: в 
строении соцветия – формирова ние увеличенного числа 
веточек, в строении колоска – развитие сверхчисленных 
листоподобных колосковых и цветковых чешуй с экто-
пическими веточками и нарушение в строении цветков. 
Усиленное ветвление соцветия и развитие листоподобных 
структур у мутанта говорит о частичной потере иден-
тичности колосковых меристем. Ген экспрессируется в 
меристемах колоска, наблюдается повышение уровня 
экспрессии при установлении идентичности колосковых 
меристем. Таким образом, SEP у злаков приобретает но-
вую функциональную роль, которая заключается в уста-
новлении идентичности колосковых меристем. Частичный 
характер потери функции гена POP2 риса предполагает 
наличие другого гена (генов) и вырожденность функций 
этих генетических факторов в установлении идентично-
сти колосковых меристем.

Мутации гена риса aberrant panicle organization1 (apo1) 
вызывают преждевременное установление идентичности 
колосковых меристем, и, как результат, уменьшение вет-
вления соцветия (Ikeda et al., 2005). Ген APO1 риса коди-
рует белок, содержащий F­бокс, и ортологичен UNUSUAL 
FLORAL ORGANS (UFO) арабидопсиса, функция APO1 
заключается в подавлении установления идентичности 
колосковых меристем (Ikeda et al., 2007). Подобную 
функцию выполняет ген RFL (APO2) риса. Было показано, 
что гены APO1 и APO2 действуют совместно в контроле 
развития соцветия и цветка (Ikeda et al., 2012). В целом 
совместное действие генов APO1/APO2 соответствует 
корегуляции генов LFY/UFO арабидопсиса (Лутова и др., 

2010), однако следует отметить, что на развитие цветка 
гены APO2/RFL и LFY действуют противоположным об-
разом (Ikeda et al., 2012), что отражает эволюционную 
дивергенцию генетических механизмов, управляющих 
развитием архитектуры соцветия риса (однодольные) и 
арабидопсиса (двудольные).

Еще один ген риса, действие которого супрессирует 
установление идентичности колосковых меристем, – 
TAWAWA1 (TAW1) ALOG­транскрипционного фактора 
(Yoshida et al., 2013). У мутанта tawawa1-D активность 
меристемы соцветия пролонгируется, а спецификация 
меристем колоска, напротив, задерживается, в результате 
чего формируются удлиненные веточки с увеличенным 
числом колосков. Таким образом, в результате скоордини-
рованного действия генетических факторов, способствую­
щих установлению идентичности колосковых меристем 
(FZP и POP2) и их супрессии (APO1, 2 и TAW1), проис-
ходят спецификация колосковых меристем и дальнейшее 
развитие колоска.

После установления идентичности колосковых мери-
стем следующее важное событие в процессе развития 
колоска – выбор детерминированности. У злаков детер-
минированность колосковой меристемы определяется 
консервативным механизмом, включающим действие 
микроРНК172 и мишени APETALA2-подобного транс-
крипционного фактора (Bommert, Whipple, 2017). Пола-
гают, что многоцветковый недетерминированный колосок 
(пшеница, B. distachyon) возник в процессе эволюции 
раньше, чем детерминированный (рис, кукуруза, ячмень) 
(Цвелев, 1976; Bommert, Whipple, 2017). Мутация гена 
кукурузы indeterminate spikelet 1 (ids1) приводит к фор-
мированию сверхчисленных цветков (Chuck et al., 1998). 
Активность гена IDS1 регулируется Tassel seed 4 (Ts4) – 
локусом, кодирующим микроРНК, miR172 (Chuck et al., 
2007). Кроме того, был обнаружен паралог гена IDS1 – 
SISTER OF IDS1 (SID1); показано что функции генов 
IDS1 и SID1 в регуляции детерминированности колоска 
кукурузы вырождены (Chuck et al., 2008). Ортологи генов 
IDS1 и SID1 с вырожденными функциями в контроле 
детерминированности колоска были обнаружены у риса 
и ячменя, показан консервативный механизм регуляции 
детерминированности колоска микроРНК – miR172 (Lee 
et al., 2007; Brown, Bregitzer, 2011; Lee, An, 2012). Недавно 
было установлено, что главный ген доместикации пше-
ницы – Q – мастер­ген, регулирующий ряд важных для 
доместикации характеристик колоса, является ортологом 
IDS1 кукурузы, и мутации в сайте связывания с miR172 
приводят к изменениям детерминированности колоска, 
вызывая его удлинение и формирование многочисленных 
цветков на колосковой оси (Simons et al., 2006; Debernardi 
et al., 2017).

Генетический контроль формирования 
меристем, специфичных для отдельных 
таксонов злаков
Мутации генов Ramosa (Ra1, 2, 3) приводят к наруше-
нию идентичности парных колосковых меристем со-
цветия, специфичных только для представителей трибы 
Andropogoneae. У мутантов кукурузы ramosa1 (ra1), ra2 
и ra3 формируются многочисленные удлиненные веточки 
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в метелке и появляются удлиненные «веточки» в початке 
(Vollbrecht et al., 2005; Bortiri et al., 2006; Satoh­Nagasawa 
et al., 2006). Гены Ra1 и Ra2 кодируют ТФ семейства 
C2H2­цинковые пальцы и ТФ, содержащий LOB­домен 
(lateral organ boundary domain) (Vollbrecht et al., 2005; 
Bortiri et al., 2006), а Ra3 кодирует трегалозо­6­фосфатную 
фосфатазу (Satoh­Nagasawa et al., 2006). Все три гена при-
надлежат одному генетическому пути регуляции (Tanaka 
et al., 2015). Ортологи генов RA1 и RA3 уникальны для 
трибы Andropogoneae, однако близкий паралог Ra3 с не-
определенной на настоящее время функцией обнаружен 
и у других злаков, например у гена HvSRA ячменя (Satoh­
Nagasawa et al., 2006). В отличие от RA1 и RA3, специ­
фичных для Andropogoneae, ортологи гена Ra2 играют 
важную роль в развитии соцветия представителей злаков. 
Ортолог Ra2 был выделен в геноме ячменя, Vrs4 (Six-rowed 
spike4)/HvRA2, мутации гена связаны с определением 
фертильности латеральных колосков и вызывают потерю 
детерминированности меристемы колоска (Koppolu et al., 
2013). Полагают, что, несмотря на консервативность Ra2 у 
различных злаков, гены­мишени у ортологов могут быть 
различными. Ген HvRA2 регулирует рядность колоса опо­
средованно, через регуляцию гена­мишени Vrs1 (HvHox1) 
(Koppolu et al., 2013).

Таким образом, наличие некоторых генетических ме­
ханизмов, регулирующих развитие соцветия злаков, под­
тверждают модели, ранее открытые у двудольных рас-
тений. Вместе с тем очевидно существование процессов 
развития, специфичных только для злаков, и появление 
новых модулей их генетической регуляции, в частности 
связанных с формированием разветвленного соцветия.
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Statistics show negative forecasts of the demographic 
indicators of the Russian population including their 
size and health. The human habitat which has been de-
teriorating in recent decades causes cardinal changes 
in the assortment and variety of food and significantly 
contributes to the reduction of their biological value. 
The depletion of food products (FP) of vegetable and 
animal origin in vital mineral elements, vitamins and 
other physiologically active components represents 
a serious long-term threat to human health and the 
national security. Industrial methods of enriching FP 
have certain limitations: a narrow set of micronutri-
ents, their interaction among themselves and acces-
sibility for not all groups of the population. one way 
to reduce the negative consequences is through the 
introduction and breeding of new for Russia species 
and varieties of agricultural plants and organize a mass 
production of functional foods (FF) that contribute to 
the prevention and/or suspension of the development 
of dangerous diseases and slowing down the aging 
process. The so lution of this multifaceted problem lies 
in changing the consumption structure of foods and 
their chemical composition conditioned by both the 
assortment of grown plant species and cultivars of 
food plants, as well as the composition and quality of 
soils, fertilizers and the conditions for crop cultivation. 
Taking into account the prevailing demographic situa-
tion in the Russian Federation, it is necessary to create 

Статистические данные свидетельствуют о негативных  прогнозах 
демографических показателей населения России, включая числен-
ность и состояние здоровья населения. Ухудшающаяся в послед-
ние десятилетия среда обитания человека обусловливает карди - 
нальные изменения в ассортименте и разнообразии потребля емых 
им продуктов питания и в значительной степени способствует 
снижению их биологической ценности. Обеднение продуктов 
питания растительного и животного происхождения жизненно 
важными минеральными элементами, витаминами и физиологи-
чески активными компонентами представляет собой серьезную 
долговременную угрозу для здоровья населения и национальной 
безопасности страны. Индустриальные способы обогащения ими 
продуктов питания имеют известные ограничения: узкий набор 
микронутриентов, их взаимодействие между собой и доступность 
для отдельных групп населения. Одним из способов решения про-
блемы является интродукция и селекция новых для России видов 
и сортов сельскохозяйственных растений, а также организация 
промышленного производства функциональных продуктов пита-
ния (ФПП), способствующих предупреждению и снижению риска 
развития хронических заболеваний и замедляющих процес сы 
старения. Решение такой многоплановой проблемы лежит в том 
числе в изменении структуры потребления продуктов пита ния и 
их химического состава, обусловленного как сортиментом выра-
щиваемых видов и сортов пищевых растений, так и условиями их 
возделывания: составом и качеством используемых почв и при-
меняемых минеральных и органических удобрений. С учетом 
сло жившейся демографической ситуации в России необходимо 
раз работать комплексную национальную программу выделения 
но вых растительных генетических источников с повышенным 
содержанием функциональных пищевых ингредиентов на основе 
традиционных и малораспространенных видов зерновых, овощ-
ных, плодовых и ягодных культур и включения их в сельскохозяй-
ственное использование. Это позволит расширить существующие 
и создать новые инновационные технологические процессы в пи-
щевой промышленности. Преимуществами создания и развития 
национальной системы ФПП в России будут улучшение здоровья 
населения и продолжительности жизни, снижение затрат Фонда 
обязательного медицинского страхования при успешной реали-
зации программы и развитие бизнес-структур, задействованных 
в производстве ФПП.

Ключевые слова: демография в России; здоровье населения; 
продолжительность жизни; функциональные продукты питания; 
селекция на пищевую ценность; малораспространенные культуры.
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a comprehensive national program for the allocation 
of new high-content sources of FF ingredients based 
on traditional and underutilized crops, cultivars and 
forms of cereal, vegetable and fruit crops and their 
inclusion in agricultural production as well as existing 
and newly created technological processes in food 
industry. The advantages of creating and developing a 
national system of the functional food in Russia will be: 
the improvement of public health and life expectan-
cy, the reduction of the Federal Compulsory Medical 
Insurance Fund expenditures and the development of 
business structures involved in the production of the FF.

Key words: demography in Russia; life expectancy; 
public health; functional food; breeding for nutritional 
quality; underutilized crops.

За последние десятилетия в нашей стране произошли 
значительные изменения в демографической ситуа-
ции, существенно отличающиеся от тренда, сложив-

шегося в европейских странах. По результатам работы 
Межгосударственного статистического комитета стран 
СНГ, в 2014 г. среди стран бывшего СССР, вошедших в 
СНГ, самые низкие показатели продолжительности жиз-
ни были в России (70.9 года) и Кыргызстане (70.4 года) 
(Ожидаемая продолжительность жизни, 2000–2014. URL: 
http://www.cisstat.com/rus/macro/prodol_zizni.pdf). «Такой 
уровень ожидаемой продолжительности жизни, как в 
России в 2014 г., в развитых странах был в 1970–1975 гг., 
т. е. 40–45 лет назад» (Аганбегян, 2015, с. 66). Несколько 
ранее, в 1963 г. этот показатель в США составлял 66.6 года 
для мужчин и 73.4 – для женщин, во Франции – 67.2 и 
74.1 года, в Швеции – 71.6 и 75.7 года (Народонаселе-
ние стран мира, 1978). По данным на 2014 г. показатель 
продолжительности жизни среди 28 стран­членов ЕС 
составил 80.9 года (83.6 года для женщин и 78.1 – для 
мужчин) (Mortality and life expectancy statistics/Eurostat. 
URL: http://ec.europa.eu/eurostat/statistics­explained/index.
php/Mortality_and_life_expectancy_statistics). В четыр­
надцатом ежегодном демографическом докладе «Населе-
ние России» (2008) отмечалось, что за последние 50 лет 
«кривая дожития населения Россия не сдвинулась ни на 
йоту в сторону ректангуляции, напротив, она стала более 
пологой. При этом дожитие женщин до возраста 60 лет 
осталось на уровне середины 1950­х, а у мужчин даже 
заметно снизилось» (с. 57). В настоящее время в России 
самая низкая продолжительность жизни в Европе и самая 
большая в мире разность между продолжительностью 
жизни у мужчин и женщин – 12 лет (Тарко, 2013).

Затянувшаяся стагнация в деле охраны здоровья и 
жизни россиян и связанное с этим нарастающее отстава-
ние от мировых достижений оборачиваются огромными 
демографическими потерями (Вишневский, 2009). По 
одному из прогнозных сценариев численность населения 
РФ к 2030 г. сократится до 128 млн человек (Население…, 

2010). Таким образом, статистические данные свидетель-
ствуют о долговременном резко негативном тренде демо-
графических показателей населения России, включающих 
численность и состояние здоровья ее населения.

Развитие национальных систем 
функциональных продуктов питания
В отличие от России, в странах Европы, в США и Японии 
начиная с 1970–1980­х гг. вырабатывались новая страте-
гия действий, мероприятия и новый тип профилактики, 
направленные на уменьшение риска смертности от не-
инфекционных болезней. Если сравнивать страны со 
схожими исходными демографическими показателями, то, 
например, с 1901 по 1950 г. продолжительность жизни в 
России (32–58 лет) и Японии (37–61 год) отличалась не-
значительно. Однако уже с 1947 по 1965 г. ожидаемая при 
рождении средняя продолжительность жизни выросла в 
Японии с 50.1 до 67.7 года у мужчин и с 54.0 до 72.9 года у 
женщин (Ogawa, Matsukura, 2007). В 1990­х гг. японцы по 
продолжительности жизни вырвались вперед, и в 2004 г. 
продолжительность жизни японских мужчин достигла 
78.6 года (второй в мире показатель следом за Исландией), 
а женщин – 85.6 года (наивысший в мире показатель). 
Такого результата удалось добиться в значительной мере 
за счет принятия в стране в 1991 г. законодательных актов 
о функциональных продуктах питания (ФПП – FOSHU, 
Food for Specific Health Use), и сейчас Япония занимает 
одно из первых мест в мире по продолжительности жизни, 
несмотря на перенаселение островов и обусловленный 
этим постоянный стресс.

Основанием для принятия столь важных законов по-
служила серия исследовательских проектов. Еще в 1984 г. 
Министерство образования, науки и культуры Японии 
(в настоящее время Министерство образования, культуры, 
спорта, науки и технологий) спонсировало крупномас-
штабный национальный проект для исследования связи 
между наукой о продуктах питания (нутрициологией) 
и медициной (Arai, 2002). За основу был взят постулат: 
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«Продукт питания должен быть лекарством». В 1988–
1991 гг. был реализован второй проект под названием 
«Анализ продуктов питания, модулирующих функции 
тела», а в 1992 г. – третий проект «Анализ и молекулярный 
дизайн функциональных продуктов питания». В результа-
те были исследованы новые фитохимические соединения 
(фукостеролы), обладающие антираковыми свойствами, 
а также антиоксиданты разного химического строения 
(куркуминоиды). Система FOSHU направлена на то, что-
бы помочь выявлять, изучать и продвигать производство 
продуктов питания, нацеленных на решение серьезных 
проблем со здоровьем населения. В Японии объем рынка 
FOSHU оценивался в 5 млрд долларов США в 2003 г. и 
5.73 млрд долларов США в 2006 г.; в 2005 г. более 500 про-
дуктов питания имели маркировку FOSHU (Side, 2006).

Аналогичные по функциям системы ФПП созданы в 
Европейском союзе, Великобритании, США, Республике 
Корея, КНР и Австралии. В г. Даллас (штат Техас, США) 
организован и проводит активную научную и учебную 
деятельность, конференции, выпускает научно­образова-
тельную литературу Центр функциональных продуктов 
питания (FFC) (http://www.functionalfoodscenter.net/). В на-
стоящее время функциональное питание в большинстве 
развитых стран мира стало действенной альтернативой 
медикаментозной терапии.

Функциональное питание –  
альтернатива медикаментозной терапии
Известно, что рацион питания современного человека ха-
рактеризуется значительным однообразием используемых 
для приготовления пищи видов растений по сравнению 
с более ранними периодами человеческой истории. Так, 
недавними раскопками в Израиле, относящимися ко вре-
мени Ашельской культуры (около 780 тыс. лет назад), 
установлено присутствие в рационе питания древних лю-
дей 55 таксонов растений, включая орехи, плоды, семена, 
овощи и подземные запасающие органы (Melameda et al., 
2016). Из примерно 30 000 видов высших цветковых рас-
тений, которые можно использовать в пищу, люди в разное 
время собирали или выращивали только около 7 000 видов 
(Wilson, 1992), а в настоящее время из них сельскохозяй-
ственно значимы не более 200 видов (см. рисунок). При 
этом около 75 % пищевых ресурсов в мире люди получают, 
используя лишь 12 видов растений и 5 видов животных 
(What is agrobiodiversity? Food and Agriculture Organiza-
tion of the United Nations. ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/007/
y5609e/y5609e00.pdf). В семействе Злаковых (Gramineae 
Juss.) насчитывается свыше 10 000 видов, но широко воз-
делываются только несколько культур. По данным ФАО, 
до 60 % потребляемой человеком энергии обеспечивается 
за счет углеводов всего трех видов растений – риса, куку-
рузы и пшеницы (Staple foods: What do people eat? URL: 
http://www.fao.org/docrep/u8480e/u8480e07.htm). Следует 
отме тить, что в этих данных не учтен довольно большой 
объем сахара, производимого из еще одного злака – сахар-
ного тростника (Saccharum off icinarum L.). Рисом пита-
ется почти половина человечества. В России всего лишь 
шесть видов овощных культур (капуста, томаты, огурцы, 
морковь, свекла столовая и лук репчатый) обеспечивают 
свы ше 90 % продукции товарного овощеводства.

В то же время известны страны со значительным раз-
нообразием потребляемых в пищу овощных растений. 
По оценке М.И. Мамедова (2015), в Японии используют 
в пищу 180–200 видов овощных культур. За последнее 
время в мире резко возрос интерес к новым продоволь-
ственным культурам, ранее известным лишь в отдельных 
странах: амаранту (разные виды, входящие в род Ama-
ranthus L.) (Saubhik, 2016) и хиноа (Chenopodium quinoa 
Willd.) (http://www.fao.org/quinoa­2013/en/), обладающим 
значительной пищевой ценностью за счет повышенного 
содержания белка, обогащенного лизином. В случае пред-
расположенности организма к тому или иному заболева-
нию, например диабету, потребление определенных про-
дуктов (в частности, момордики Momordica charantia L.) 
способно затормозить развитие болезни.

Сужение ассортимента выращиваемых видов расте-
ний сопровождается также обеднением их химического 
состава. За 50 лет (1950–1999) в США содержание Ca в 
группе из 16 овощных культур снизилось на 23 %, Fe – 
на 27 % (Davis et al., 2004). В моркови и томатах с 1963 
по 1992 г. установлено снижение содержания кальция и 
магния на 27–35 %. В Великобритании за период с 1930­х 
до 1980­ х гг. содержание Ca в плодах томата уменьши-
лось на 47 %, Mg – на 36 %, Cu – на 90 % (Mayer, 1997). 
Схожая ситуация наблюдается и с содержанием элемен-
тов по другим культурам. По группе микроэлементов 
скорость снижения их содержания достигает 0.2–0.3 % в 
год. Кроме того, исследователи отмечают значительную 
внутривидовую изменчивость по содержанию витаминов 
и минеральных элементов. Так, по аскорбиновой кислоте у 
томатов различия между сортообразцами достигают трех-
кратного уровня, а по накоплению Mg у сортообразцов 
капусты брокколи – двукратного. Снижение потребления 
эссенциальных макро­ и микроэлементов увеличивает 
риск возникновения опасных заболеваний. Наблюдения 
показывают, что уменьшение потребления, например, Mg 
на 100 мг в день дает прирост заболеваемости раком под-
желудочной железы на 24 % (Dibaba et al., 2015).

Много работ посвящено происходящим в настоящее 
вре мя климатическим изменениям и их влиянию на 
жизне деятельность растений. Получены данные, что ан-
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Концепция создания Российской национальной системы 
функциональных продуктов питания

тропогенное возрастание концентрации CO2 в атмосфере 
по ни жает содержание нутриентов в злаковых культурах 
(Myers et al., 2014).

В РФ разработаны государственные стандарты – ГОСТ 
Р 52349­2005, ГОСТ Р 54059­2010, ГОСТ Р 55577­2013, 
устанавливающие термины и определения, классифика-
цию и общие требования к ФПП и функциональным пище-
вым ингредиентам (ФПИ). Стандартами регламентируется 
использование в пищевой промышленности биодобавок, 
включающих витамины, макро­ и микроэлементы. Тем 
не менее, несмотря на технологические преимущества и 
пользу от их применения, имеются очевидные пределы 
индустриальных методов повышения пищевой ценности 
продуктов питания, связанные с ограниченным набором 
микронутриентов, их взаимодействием между собой и до­
ступностью для отдельных групп населения.

Вышеизложенное обусловливает необходимость поиска 
видов и форм растений, отличающихся высоким содер-
жанием ФПИ (в соответствии с ГОСТ Р 52349­2005) для 
последующего использования в селекционных програм-
мах при формировании национальной системы ФПП. При 
создании сортов с высокой пищевой ценностью целесо-
образно применять как методы традиционной селекции, 
так и новые технологии, основанные на редактировании 
геномов (TALEN и CRISPR/Cas) и метаболической инже-
нерии (Blancquaert et al., 2017).

В XXI в. необходимы фундаментальные знания в тех 
областях пищевой биотехнологии и профилактической 
медицины, которые позволят увеличить среднюю продол-
жительность жизни, обеспечить длительное сохранение 
физического и духовного здоровья, социальную и нрав-
ственную удовлетворенность и активную жизнь пожилых 
и рождение здорового поколения (Доронин, Шендеров, 
2002). Главными критериями, позволяющими относить 
существующие или вновь создаваемые продукты питания 
к ФПП, являются улучшение физического и психического 
здоровья и предотвращение или уменьшение частоты воз-
никновения заболеваний у их потребителей.

Можно выделить следующие преимущества создания и 
развития национальной системы ФПП в России:
– улучшение здоровья населения и увеличение продол-

жительности жизни;
– снижение затрат Фонда обязательного медицинского 

страхования (ФОМС) при успешной реализации про-
граммы;

– развитие бизнес­структур, задействованных в произ-
водстве ФПП;

– дополнительные поступления в госбюджет налоговых 
платежей и платежей от лицензирования и сертифика-
ции качества и производства ФПП.
Эффективная селекция растений на повышение пита-

тельной ценности создаваемых сортов и гибридов с повы-
шенным содержанием минеральных веществ, витаминов 
и других полезных ингредиентов должна занять в реали-
зации подобной программы в России одно из ведущих 
мест. Для этого целесообразно использовать сочетание 
методов классической селекции, включающей поиск и 
отбор по биохимическим признакам, и молекулярно­гене-
тических методов картирования и анализа генетического 
разнообразия растений­доноров.

исследовательский задел  
и существующая инфраструктура  
научно-исследовательских учреждений России 
для обеспечения населения страны Фпп
Исходя из данных, что качество овощной продукции во 
многом определяет здоровье и продолжительность жизни, 
во Всероссийском научно­исследовательском институте 
селекции и семеноводства овощных культур (ВНИИССОК)  
с 1990­х гг. разрабатывается новое направление – создание 
ФПП на основе сырья интродуцированных нетрадицион-
ных овощных растений: амаранта, якона, стахиса, овощ-
ной хризантемы, водяного кресса (Кононков и др., 2008). 
Воспроизводимое сырье вводимых в культуру растений 
отличается широким набором биолигически активных ве-
ществ (БАВ) с антиоксидантной активностью, витаминов, 
химических элементов: кальция, органогенного кремния, 
йода, селена, железа и др.

В результате селекционной работы было создано де-
вять отечественных сортов амаранта. Впервые сделан 
детальный анализ пищевых и лекарственных низкомоле-
кулярных метаболитов листовой биомассы амаранта, на 
основе которой получена полифункциональная биологи-
чески активная добавка к пище «Фиточай Амарантил», 
источник бетацианинов, оксикоричных кислот и флаво­ 
ноидов. 

Центральный сибирский ботанический сад СО РАН 
(ЦСБС СО РАН, Новосибирск) имеет давние традиции 
исследования биохимического состава интродуцируемых 
видов растений, берущие свое начало еще в 1950­х гг. 
С 2003 г. в ЦСБС СО РАН проводятся исследования 
биохимической ценности новых для России овощных 
интродуцентов – кивано (Cucumis metuliferus E. Meyer ex 
Naudin), момордики (Momordica charantia L.), вигны (Vig-
na unguiculata (L.) Walp.), бенинказы (Benincasa hispida 
(Thunb.) Cogn.), хауттюйнии (Houttuynia cordata Thunb.), 
китайской брокколи, или кай­лан (Brassica alboglabra 
L.H. Bailey), и других видов. Все эти растения могут 
ус пешно выращиваться в Сибири. Впервые в России соз-
даны пять сортов этих культур, включенных в «Государ-
ственный реестр селекционных достижений, допущенных 
к использованию» (2018). Это сорта вигны Сибирский 
размер и Юньнаньская, момордики – Гоша, кивано – Зеле-
ный дракон, бенинказы – Акулина, плоды которых богаты 
витаминами, каротиноидами, полифенольными соедине-
ниями, макро­ и микроэлементами (Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Co, 
Mo), пектинами, антиоксидантами (Интродукция…, 2013; 
Фотев и др., 2018; и др.). В ЦСБС СО РАН созданы и под-
держиваются живые коллекции овощных интро дуцентов, 
насчитывающие свыше 133 видов, относящихся к 44 ро-
дам и 13 семействам, число сортообразцов в Генбанке 
семян – 10 754, среди них 267 межвидовых гибридов. 
Особо следует отметить, что на основе изучения видовой 
коллекции разработаны критерии эффективности отбора 
видов и форм для интродукции в Сибирском регионе 
(Фотев и др., 2009). Высокой биохимической ценностью 
обладают созданные в ЦСБС СО РАН 19 сортов томата, 
в том числе первый в РФ сорт для защищенного грун-
та, полученный гибридизацией с дикорастущим видом 
томата Lycopersicon peruvianum (L.) Mill., – Дельта 264, 
а также 7 сортов перца сладкого и первый созданный 
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в азиатской части России гибрид F1 баклажана Сибир­
ский аргумент, которые были включены с 1999 по 2013 г.  
в Госреестр РФ.

Во Всероссийском селекционно­технологическом 
ин ституте садоводства и питомниководства (ВСТИСП, 
Мо сква) реализуется комплекс мер по сортоизучению, 
селекции, размножению плодовых и ягодных культур и 
эффективному внедрению новых сортов в производство. 
В настоящее время в Госреестре РФ новые сорта этого 
учреждения занимают одно из ведущих мест, а особенно 
для Центрального и примыкающих к нему регионов: сорта 
малины – 56 %, смородины черной – 20 %, вишни – 20 %, 
сливы – 21 %, земляники – 24 %, смородины красной – 
23 %, крыжовника – 15 % с высоким содержанием БАВ и 
антиоксидантов, которые широко внедряются в пищевую 
промышленность в качестве источника лечебно­профи-
лактического действия. Разработана система производ-
ства и ускоренного размножения посадочного материала 
перспективных, с высоким содержанием эссенциальных 
нутриентов плодовых и ягодных культур как источников 
сырья для создания продуктов функционального наз на­
чения.

Давние традиции всестороннего исследования биохи-
мических признаков пищевых растений (Конарев, Хорева, 
2000) и их селекции, в том числе при помощи специально 
созданных двуродительских расщепляющихся популяций 
с последующим картированием QTL и ассоциативным 
картированием (Артемьева и др., 2014), имеются во Все-
российском институте генетических ресурсов растений 
им. Н.И. Вавилова (ВИР, Санкт­Петербург). Установлены 
закономерности накопления питательных и биологиче­
ски активных соединений зерновыми (Полонский и др., 
2018) и овощными культурами. В последнем случае ‒ 
различ ными видами и разновидностями капусты, мор-
кови, свеклы столовой, тыквы. Определены особенности 
распределения по сортотипам и эколого­географическим 
группам источников ценных биохимических признаков, 
которые могут быть успешно использованы при селекции 
на качество. Все созданные в ВИР за последние пятнад-
цать лет сорта овощных культур наряду с признаками 
высокой продуктивности, товарности, скороспелости и 
декоративности имеют ценный биохимический состав, 
в том числе высокое содержание отдельных свободных 
аминокислот, органических и жирных кислот, сахаров и 
витаминов. Таковы сорта китайской и розеточной капуст 
Аленушка, Юна, Королла, МЭГГИ, ВитаВИР, японской 
капусты Русалочка, цветной капусты Ариэль с кремовой 
окраской головки, моркови Фея и Деликатесная, тыквы 
Димка, Марсианка, Волшебная карета и ряда других 
овощных культур.

В Институте цитологии и генетики СО РАН (ИЦиГ 
СО РАН, Новосибирск) проводятся исследования миро-
вого уровня по ключевым направлениям, связанным с 
изучением наследственности и изменчивости пищевых 
растений и их использованием в селекционном процессе 
(Новосельская­Драгович, 2015). Выполнено сравнитель-
но­генетическое изучение видов рода Triticum L. и их со-
родичей, проведена ревизия существующей системы рода 
и предложена новая, включающая в себя все фертильные 
рукотворные виды (Goncharov, 2011), открывающая воз-

можность широкого использования редких и выведенных 
в настоящее время из возделывания видов рода (Goncharov 
et al., 2007). Показано, что один из эндемичных видов пше-
ниц Triticum aethiopicum Jakubz. служит перспективным 
источником антиоксидантов (Гордеева, 2014). При этом 
важность создания агрохимически эффективных сортов 
в настоящее время – уже общее место в национальных 
селекционных программах (Абугалиева и др., 2011).

Во Всероссийском научно­исследовательском инсти-
туте риса (ВНИИ риса, Краснодар) выведен ряд сортов 
чернозерного и краснозерного риса с высоким содер-
жанием антиоксидантов и других полезных веществ (до 
20 раз выше, чем у традиционных белозерных сортов). 
Это сор та Мавр, Гагат, Черные глаза, Рыжик, Кардинал, 
Южная ночь, Рубин и Марс (Зеленская и др., 2018). По-
казано, что ложка отрубей черного риса содержит больше 
антоцианинов, чем ложка черники. При этом 50 г черного 
риса обеспечивают до 35 % от рекомендуемой дневной 
нормы селена, меди, цинка и марганца, так как по их 
содержанию он значительно превосходит белозерный 
рис. По содержанию полифенолов чернозерные сорта 
риса превосходят краснозерные в 8 раз, а по содержа-
нию антоцианинов – в 60, что позволяет им проявлять в 
45 раз более высокую антирадикальную активность (Yao 
et al., 2010). В настоящее время готовятся для передачи 
в Госсортоиспытание сорта риса с еще более высокими 
урожайностью, устойчивостью к заболеваниям и содер-
жанием полезных веществ. Потенциал продуктивности 
созданных сортов – 8–10 т/га, выход крупы – от 73 до 
83 % (Гончарова, 2015).

В Институте почвоведения и агрохимии СО РАН (ИПА 
СО РАН, Новосибирск) ведутся исследования содержания 
и форм химических соединений макро­ и микроэлементов 
(N, P, K, Na, Ca, Mg, S, Mn, Cu, Mo, B, Co, Zn, I, Br, F, Cl, 
Sr, As, Se) в почвах, растениях и водах Сибири. Изучается 
их поведение в системе «почва – растение», связь между 
свойствами почв, элементным химическим и биохими-
ческим (по БАВ) составами ресурсных пищевых расте-
ний, включая овощные. Проведено биогеохимическое и 
эколого­биогеохимическое районирование регионов юга 
Западной Сибири (Ильин, Сысо, 2001; Сысо, 2007). ИПА 
СО РАН имеет аккредитованную испытательную лабора-
торию по исследованию почв, растений и вод.

Лабораторная база, на которой может проводить необ-
ходимые исследования почв и растений в образовательном 
процессе при подготовке специалистов по ФПП, имеется 
в Новосибирском государственном аграрном универси­
те те (НГАУ).

В Никитском ботаническом саду – Национальном на-
учном центре РАН (ННЦ­НБС, пос. Никита, Республика 
Крым) создана классическая и до сих востребованная 
в биохимических лабораториях России методика био-
химического анализа пищевых растений (Кривенцов, 
1982). В составе ННЦ­НБС функционирует лаборатория 
ароматических и лекарственных растений, где проводятся 
исследования по широкому спектру ФПИ. Созданы цен-
ные по биохимическому составу сорта пряно­вкусовых и 
лекарственных растений, включенные в Госреестр сортов: 
иссоп лекарственный Hyssopus officinalis L. ‘Никитский 
белый’, полынь лечебная Artemisia abrotanum L. ‘Эвксин’, 



Ю.В. Фотев, В.Ф. Пивоваров, А.М. Артемьева 
И.М. Куликов, Ю.К. Гончарова, А.И. Сысо, Н.П. Гончаров

2018
22 • 7

781Генофонд и селекция растений Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 7

Концепция создания Российской национальной системы 
функциональных продуктов питания

полынь Artemisia dracunculus L. ’Изумруд’, чабер горный 
Satureja montana L. ‘Крымский смарагд’ и др.

пути решения проблемы  
обеспечения Фпп населения России
Для компенсации снижения пищевой ценности продук-
тов питания необходимо создать в России эффективно 
функционирующую национальную систему ФПП. Разные 
подразделения научно­исследовательских учреждений, 
подведомственных Минобрнауки РФ, имеют необходи-
мые компетенции и кадры для решения задачи выделе-
ния видов, форм и выведения сортов традиционных и 
новых для РФ культур, продукция которых отличается 
повышенным содержанием макро­ и микроэлементов, а 
также других биологически ценных ингредиентов. Для 
решения поставленной задачи необходима консолидация 
усилий специалистов, работающих в разных НИИ, путем 
формирования временного творческого коллектива либо 
организации самостоятельного «Центра функциональных 
продуктов питания», например, в рамках заключенного 
в 2017 г. восьмистороннего Договора о сотрудничестве 
между институтами, подведомственными Минобрнауки 
России, и НГАУ Минсельхоза РФ. Целевой ориентир при 
создании российской системы ФПП должен включать 
выполнение следующих задач:
• Выделение на основе комплексного изучения наиболее 

перспективных для системы ФПП видов и форм зерно-
вых, овощных, плодовых и ягодных культур.

• Всестороннее исследование содержания ФПИ в сорто­
образцах зерновых, овощных, плодовых и ягодных 
культур в разных климатических зонах России (Сибирь, 
Северо­Запад, средняя полоса РФ, Краснодарский край, 
Крым и другие регионы России).

• Исследование влияния почвенных условий минераль-
ного питания растений на их элементный и биохими-
ческий состав.

• Всестороннее изучение генетических ресурсов злако­
вых и овощных культур для последующего целена­
правленного повышения пищевой ценности новых 
сор тов и гибридов, в том числе получаемых с исполь-
зованием современных молекулярно­биологических 
методов.

• Разработка и реализация селекционных программ вы-
ведения  сортов и создания гибридов нетрадиционных 
злаковых и овощных культур нового поколения с высо-
ким содержанием ФПИ и с последующим проведением 
их широкого экологического испытания.

• Создание селекционно­семеноводческих компаний 
для селекции, семеноводства и внедрения в производ-
ство сортов растений функционального направления, 
являющихся источниками высокого содержания био-
логически активных соединений, и новых производств 
по выпуску ФПП на основе данных сортов и гибридов – 
источников ФПИ.

• Организация широкой сети по продаже создаваемых 
ФПП и/или внедрение их в уже существующие торго­
вые сети.

• Распространение ФПП в лечебно­оздоровительных 
целях на предприятиях, в школах, вузах и в других 
учреждениях.

• Подготовка совместных научных публикаций, конфе-
ренций, обучающих семинаров для специалистов АПК.

• Введение в вузах соответствующего профиля дисцип­
лин, позволяющих готовить специалистов по созданию 
и внедрению ФПП.

• Введение в «Номенклатуру специальностей научных 
работников» специальности «функциональные про-
дукты питания».

• Осуществление взаимодействия со СМИ по пропаганде 
отечественной концепции «Пищевые продукты могут 
быть лекарством», научно­популярные публикации и 
выступления в СМИ. Организация «горячей линии» по 
консультированию физических лиц и организаций по 
вопросам качества ФПП.
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The sources were identified among collection samples 
characterized by highly pronounced economic and 
valuable features, which allows new geographically 
remote source material to be taken to the regional 
breeding practices. This research aims to assess the 
 agronomic traits (duration of the growing period, 
 lodging resistance and plant height, 1 000-grain weight, 
grain weight and yield) in soft spring wheat varieties of 
different ecological and geographical origin. estima-
tion was carried out by a 9-point system of expression 
of the trait during the study, which allows identifying 
samples with the greatest expression of the trait in the 
years of study with respect to the average experience. 
5 439 samples have been studied over 28 years, with 
1 106 of them, over two years or more. The study was 
carried out according to the methods of VIR on plots 
of 2 m2. It was shown that the samples mainly had no 
correlation between the yield and the duration of the 
growing period, while the average dependence (r = 0.6)  
was revealed between the yield and the height of the 
plants. Varieties forming the intermediate (4.5–5 points) 
and above average (6–7) yield in a short growing pe-
riod (69–85 days) were identified (Lutescens 675, Irkut-
skaya 49, Simbirca, Hybrid F3 S-141, Hybrid F4, Hybrid 
F3 S-289 and Hybrid F4 S-2300 and Pamyati Vavenko-
va). A high average score (8.6–9) at 1000 grains weight 
was shown for 16 varieties with variation from 37 g 
(N43 and IAo-9) to 56 g (Hofed 1). A high average 
score (8–9) in the evaluation of grain weight was shown 
for Pamyati Leont’eva, ekada 70, Simbirtsit, Don Jose,  
Yong-Liang 4 and Long-Mai 11, which formed ears 
with an average weight from 0.96 to 2.30 g. A consis-
tently high score (9) reflecting the yield was in the va-
rieties Condestavel, PF 843025, Prilenskaya 19, Pamyati 
Leont’eva, omskaya Krasa.

Key words: soft spring wheat; source; agronomical 
 useful characters; correlation.

Работа направлена на оценку исходного материала по выражен-
ности хозяйственно ценных признаков (продолжительность веге-
тации, устойчивость к полеганию и высота растения, масса 1 000 зе-
рен, масса зерна колоса и урожайность зерна) у коллекционных 
образцов пшеницы мягкой яровой различного эколого-географи-
ческого происхождения. Оценка представлена в виде 9-балльной 
системы выраженности признака в годы исследования, что позво-
ляет выделять образцы с наибольшим выражением признака в 
годы изучения относительно среднего по опыту. Всего за 28 лет 
было изучено 5 439 образцов, из них в течение двух и более лет –  
1 106. Показано, что у изученных образцов в целом не наблюда-
лось корреляционной зависимости между урожайностью и про-
должительностью вегетационного периода, тогда как между уро-  
жайностью и высотой растения выявлена средняя зависимость 
(r = 0.6). Выявлены образцы (Лютесценс 675, Иркутская 49, Симбир-
ка, Hybrid F3 S-141, Hybrid F4, Hybrid F3 S-289, Hybrid F4 S-2300 и 
Памяти Вавенкова), формирующие среднюю (4.5–5 балла) и выше 
средней (6–7) урожайность за короткий вегетационный период 
(69–85 дней). Высоким средним баллом (8.6–9) по массе 1 000 зерен 
характеризовались 16 образцов, у которых этот показатель варьи-
ровал от 37.0 г (N43 и IAo-9) до 56.0 г (Hofed 1). Высоким усреднен-
ным баллом (8–9) при оценке массы зерна с колоса характеризо-
вались образцы: Памяти Леонтьева, Экада 70, Симбирцит, Don Jose, 
Yong-Liang 4 и Long-Mai 11, сформировавшие колос со средней 
массой от 0.96 до 2.30 г. Стабильно высоким баллом (9), выража-
ющим урожайность, отличались образцы Condestavel, PF 843025, 
Приленская 19, Памяти Леонтьева, Омская Краса. На основании 
полученных результатов выявлены источники, характеризующи-
еся высокой выраженностью хозяйственно ценных признаков, что 
позволяет привлекать новый географически отдаленный исход-
ный материал для селекции сортов, адаптированных к условиям 
региона.

Ключевые слова: пшеница мягкая яровая; источник; хозяйственно 
полезные признаки; корреляция.

e-mail: piskaryov_v@mail.ru
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Одним из основных способов создания сортов сель-
скохозяйственных культур до сих пор остается 
гиб ридизация с последующим отбором рекомби-

нантных генотипов с яркой выраженностью комплекса 
селекционно­ценных признаков (Апанасенко и др., 2015; 
Характеристики сортов…, 2016). При создании новых 
сортов, адаптированных для западносибирского регио­
на, часто использовали образцы с высокой продуктивно-
стью, качеством продукции и устойчивостью к стрессо-
вым факторам из коллекции Всероссийского института 
растениеводства (ВИР) (Лихенко и др., 2014). В связи с 
особенностями природных условий Сибири (Воронина, 
Гриценко, 2011) селекционерам необходимо учитывать 
ряд признаков и свойств: скороспелость, устойчивость 
к засухе в первой половине вегетации, устойчивость к 
поздним весенним и ранним осенним заморозкам, устой-
чивость к листостеблевым инфекциям.

Значительное проявление отдельных признаков или их 
сочетания можно наблюдать у отдельных образцов кол­
лекции ВИР (Василова и др., 2016; Зуев и др., 2016; Ко-
новалова, Богдан, 2016). При этом прямое использование 
генофонда затруднено (Friedrich et al., 2014; Singh, Kumar, 
2016) из­за, как правило, низкой адаптивности материала 
и преобладания в потомстве рекомбинантов с низкой 
урожайностью (Souza, Sorrells, 1991), которые выбрако­
вываются на первых этапах селекционного процесса. По­
добная тенденция наблюдается и при географически от­
даленной гибридизации (Лепехов, 2016).

Несмотря на то что в сорока крупных генбанках в мире 
сохраняется более 560 тыс. образцов пшеницы (Bhullar et 
al., 2009), селекционеры оперируют в основном ограни-
ченным количеством из этого разнообразия (Reif et al., 
2005), что приводит к генетической эрозии коммерческих 
сортов пшеницы. Для более широкого использования со-
храняемого в коллекциях генофонда необходимо не только 
генотипирование образцов (Friedrich et al., 2014; Addison 
et al., 2016), но и фенотипирование в тех условиях, для 
которых будет создаваться сорт, и выявление наиболее 
адаптированного к ним исходного материала, характери-
зующегося, кроме того, высокой выраженностью хозяй-
ственно ценных признаков (Tadesse et al., 2016).

Выявление новых генетических факторов, определя ю­
щих высокую выраженность хозяйственно ценных при­
знаков, в выделенных образцах коллекции будет способ-
ствовать созданию сортов с требуемыми параметрами 
(Randhawa et al., 2013; Wessels, Botes, 2014). Уверенно 
прогнозировать селекционную ценность коллекционных 
образцов можно, только когда известен их потенциал 
(Давыдова, Казаченко, 2013). Поэтому расширенное и 
углубленное изучение коллекции, направленное на вы-
явление новых источников и доноров селекционно­цен-
ных признаков пшеницы, представляет собой важную и 
актуальную задачу.

Целью работы было изучение образцов пшеницы мяг-
кой яровой, поступавших в различные годы из коллекции 
ВИР, и выявление источников агрономически ценных при-
знаков для использования в селекционных программах в 
условиях лесостепи Западной Сибири.

материал и методы
Исследования проводили в течение 28 лет (1972–1973, 
1976–1980, 1994–2011, 2013–2014, 2016) в лесостепи При­
обья на опытных полях СибНИИРС. Всего было изучено 
5 439 образцов яровой мягкой пшеницы коллекции ВИР 
из 78 стран мира, в том числе: сорта и линии из Рос­  
сии – 1 814, Китая – 487, Казахстана – 316, Чили – 222, 
Мексики – 213, Германии – 204, Австралии – 177, США – 
171, Аргентины – 160 и др. Наиболее полно изучены при-
знаки: продолжительность вегетационного периода и его 
межфазных периодов, высота растения и устойчивость 
к полеганию, засухоустойчивость, продуктивная кусти-
стость, масса 1 000 зерен, масса зерна с главного колоса, 
урожайность. В табл. 1 приведено число образцов, кото-
рые были охарактеризованы по основным хозяйственно 
важным признакам. Можно отметить, что лишь около 
54 % образцов характеризовались достаточной жизне-
способностью для дальнейшего изучения в условиях За-
падной Сибири и формировали необходимое количество 
семян в первый год.

Для сравнения погодных условий в годы исследования 
нами был рассчитан гидротермический коэффициент с 
мая по август (ГТК = сумма осадков/0.1 × сумма эффек-
тивных температур > 10 °C). Среднемноголетнее значение 
ГТК равно 1.20. Типичные для зоны условия увлажнения 
(ГТК = 1.20 ± 0.10) складывались в 1979, 2004, 2005, 2010, 
2011 и 2014 гг. Недостаточное увлажнение (ГТК от 1.04 
до 0.40) наблюдалось в 1994, 1997, 1999, 2003 и 2008 гг. 
Остальные годы характеризовались избыточным увлаж-
нением (ГТК = 1.40–3.17).

В полевых опытах использовали общепринятую для 
зоны агротехнику. Семена образцов высевали в оптималь­
ные сроки на делянках площадью 2 м2. Предшествен-
ник – чистый пар. С 1972 по 2003 г. стандартом был 
сред неспелый сорт Новосибирская 67. В другие годы, 
по мере включения в Государственный реестр селекци-
онных достижений, допущенных к использованию в РФ, 
стандартами были сорта Новосибирская 15 (ранний сорт, 
2003–2016 гг.), Новосибирская 29 (среднеранний сорт, 
2003–2010), Новосибирская 31 (среднеранний, 2011–
2016), Обская 2 (среднеспелый, 2014–2016), Сибирская 12 
(среднепоздний, 2006–2014). Стандарты размещали через 
каждые 20 экспериментальных образцов. Работу выпол-
няли с учетом методических указаний ВИР (Руденко и 
др., 1977; Мережко и др., 1999). После уборки проводили 
анализ структуры урожайности. Линейную корреляцию 
признаков и наименьшую существенную разницу (НСР) 
при 5 % уровне значимости рассчитывали по методикам, 
изложенным в (Доспехов, 1985), с использованием про-
граммы Excel.

При создании и анализе оценочной базы данных наряду 
с главной задачей – получением полной характеристики 
изученного материала в отдельные годы, проводилось 
сравнение образцов по селекционно­ценным признакам 
как в пределах одного года изучения, так и в разные годы, с 
целью выявления лучших образцов. Для удобства сравне-
ния образцов в различные годы использовали 9­балльную 
систему выражения количественных признаков (9 – самое 
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высокое, 7 – высокое, 5 – среднее, 3 – низкое, 1 – самое 
низкое значение признака), которая применяется в отделе 
генетических ресурсов пшеницы ВИР начиная с 1980 г. 
(Зуев и др., 1999). Принцип расчетов был следующим: 
для каждого количественного признака в пределах одного 
года изучения определяют максимальные и минимальные 
значения, разницу делят на пять, находят интервал балла, 
который соответствует НСР при p < 0.05 в отдельные 
годы изучения образцов; на его основании программа 
автоматически вводит соответствующий балл для каждого 
количественного признака. Для установления лучших 
образцов по отдельным селекционно­ценным признакам 
использовали средний балл, рассчитанный как среднее 
арифметическое за конкретные годы изучения. Для вы-
деления источников использовали только двухлетние, 
трехлетние и более данные. 

Результаты
Период «всходы – колошение» изменялся от 28.5 дня у 
образцов NP 710 (к­43884, Индия) и к­42171 (Китай) до 
63 дней у линии 43­694 (к­64125, Казахстан). По мнению 
Н.П. Гончарова и П.Л. Гончарова (2009), оптимальная 
продолжительность периода для лесостепи Приобья со­
ставляет 40–45 дней, что соответствует группе средне-
поздних сортов (Сибирская 12 – 41.6 дня). При этом об-
разцы с ранним выколашиванием в сочетании со схожей 
со стандартами урожайностью являются ценным исход-
ным материалом для таежной и подтаежной зон региона. 
В целом наиболее короткий период «всходы – колошение» 
наблюдали у образцов в 2003 г. (среднее значение по изу­
ченным образцам – 32 дня, с пределами варьирования 23 
и 40 дней) при недостаточном увлажнении (62 и 49 % от 
среднемноголетнего) в сочетании с высокими темпера-
турами в мае – июне (+2.8 и +3.3 ° к среднемноголетнему 

значению). Самый продолжительный период отмечен в 
2007 г. (среднее – 46, варьирование – 35–58 дней) при из-
быточном увлажнении (170 и 111 %) на фоне повышенной 
температуры в мае (+1 °) и недостатка тепла в июне (–1.8 °) 
в сравнении со среднемноголетними значениями (осадки 
в мае – 37.0 мм, июне – 55 мм; средняя температура за 
месяц в мае – 10.9 °С, июне – 16.9 °С).

Высоким средним баллом (8.5–9) за годы исследования 
характеризовались 15 образцов (рис. 1): Тулун 15 (к­64599, 
РФ, Иркутская обл.); Pusa 4 (к­30553, Индия); к­46317 
(Армения); Ingal (к­62513, США); Castillian (к­ 44482, Ав-
стралия); к­47974, Hybrid F6 S­6594 (к­47178), Hybrid F6 
S­6613 (к­47186) и Hybrid F5 S­4436 (к­47165) из Мексики 
и к­42130, к­42171, к­42183, к­42186, к­42225 и Jin­Chun 5 
(к­62540) из Китая.

Короткий период «всходы – колошение» был отмечен 
для образцов яровой мягкой пшеницы из Китая, Чили, 
Мексики, США, Перу, Казахстана и Ленинградской об-
ласти РФ. Самый длинный межфазный период наблюдали 
для сортов и линий из Китая, Бразилии, Италии и Греции.

Стандартные сорта имели следующие значения перио­
да «всходы – колошение»: Новосибирская 67 – 39.4 дня, 
 Новосибирская 15 – 34.8, Новосибирская 29 – 38.3, Но-
восибирская 31 – 39.2, Обская 2 – 39.3, Сибирская 12 – 
41.6 дня.

Период «колошение – созревание» изменялся от 
17 дней у линии 43­694 (к­64125, Казахстан) до 58 дней 
у образца к­42180 (Китай). Оптимальная продолжитель­
ность периода для лесостепи Приобья 35–43 дня (Гонча-
ров Н.П., Гончаров П.Л., 2009), что соответствует всем 
группам сортов – от ранних (стандарт Новосибирская 15) 
до среднепоздних (стандарт Сибирская 12). В целом наи­
более короткий период «колошение – созревание» наблю­
дали у образцов в 1999 г. (среднее значение по изучен-

table 1. Numbers of spring common wheat accessions characterized according to traits of breeding values in Novosibirsk oblast

Trait Accessions studied

In total  For 1 year For 2 years For 3 or more years 

Sprouting–earing time 5 439 2 965 1 106 1 367

earing–wax maturity time 5 439 2 965 1 106 1 367

Sprouting–wax maturity time 5 439 2 964 1 102 1 373

Plant height 4 611 2 322 1 038 1 251

Lodging resistance 5 150 2 839 1 196 1 115

Resistance to powdery mildew    961    840    121        –

Resistance to leaf rust    900    787    113        –

Drought tolerance 3 252 2 125    896    231

Productive tillering 2 908 1 706    426    776

The length of spike    407    354      52        –

Spikelet number per spike    408    354      54        –

Grain number per spike    499    446      53        –

Grain weight per spike 3 190 1 645    402 1 143

1000-grain weight 3 743 2 037    507 1 449

Yield 5 135 2 716 1 068 1 351
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ным образцам – 32 дня, с пределами варьирования 22 и 
41 день), когда была сильная засуха в период вегетации 
(ГТК = 0.4 при среднемноголетнем значении коэффи-
циента 1.20). Самый продолжительный период отмечен 
в 1972 г. (среднее – 59, варьирование 45–78 дней) при 
избыточном увлажнении в мае – июле (143, 135 и 124 % 
по отношению к среднемноголетним значениям 37, 55 и 
61 мм) и недостатке тепла в течение всего вегетационного 
периода (в среднем –2.1 ° за период с мая по август).

Высоким средним баллом (9) характеризовались шесть 
образцов: к­20571 (Испания), к­24818 (РФ, Иркутская обл.), 
к­29970 (РФ, Вологодская обл.), к­42002 (Китай), Red Fern 
Ottawa (к­45395, Канада). Фактические значения у выде-
ленных образцов варьировали от 17 до 40 дней (рис. 2).

Короткий период «колошение – созревание» имели об-
разцы из Китая, Казахстана, Ленинградской области РФ, 

США и Швеции. Длинный период был у сортов и линий 
из Китая, Греции, Мексики и Италии.

Стандартные сорта имели следующие значения периода 
«колошение – созревание»: Новосибирская 67 – 37.8 дня, 
Новосибирская 15 – 35.7, Новосибирская 29 – 35.2, Но-
восибирская 31 – 37.4, Обская 2 – 34.7, Сибирская 12 – 
40.7 дня.

Период «всходы – созревание» изменялся от 64 дней у 
Сенбал 1 (к­63730, Южная Корея) до 107 дней у образца 
Encruzilhada (к­47242, Бразилия). Оптимальная продол-
жительность периода для лесостепи Приобья 75–88 дней 
(Гончаров Н.П., Гончаров П.Л., 2009), что соответствует 
группам спелости от среднеранних (стандарт Новосибир-
ская 31) до среднепоздних (стандарт Сибирская 12). Для 
условий подтаежной зоны оптимальная продолжитель-
ность периода 70–75 дней, для степной зоны – 90–100. 
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Fig. 1. Common spring wheat accessions showing short sprouting–earing times in the forest-steppe ob region: 
1, days; 2, score. 
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В целом наиболее короткий вегетационный период наблю­
дали у образцов в 2008 г. (среднее значение по изученным 
образцам – 69 дней, с пределами варьирования от 60 
до 81 дня). Самый продолжительный период отмечен в 
1972 г. (среднее – 102, варьирование 87–138 дней).

Высокий средний балл (8.5–9) по продолжительности 
вегетационного периода имели образцы из России: к­33177 
(Ленинградская обл.), Бурятская (к­48772, Бурятия), Анга-
ра 86 (к­58465), Линия 2 (к­64882), Иркутская 49 (к­41087) 
из Иркутской области, Камчадалка (к­38586, Красно-
ярский край), Местная 97 (к­40759, Сахалинская обл.), 
Зорян (к­60977, Краснодарский край), Саратовская 33 
(к­43284, Саратовская обл.), Лютесценс 675 (к­ 53331,  
Самарская обл.), Симбирка (к­56928, Ульяновская обл.), 
Памяти Вавенкова (к­65132, Новосибирская обл.), а так-
же линии к­47187, к­47150, к­47198, к­47217, к­47221, 
ВИР­25­2 (к­60236) из Мексики, ST­174 (к­61055, Чехия), 
Jin­Chun 5 (к­62540, Китай), Festival (к­44498, Австралия). 
Всего выделено 49 образцов с фактическими значениями 
продолжительности периода от 64 до 85 дней, при этом 
рекомендовать для включения в гибридизацию с целью 
создания скороспелых сортов можно лишь 8 образцов, 
урожайность которых была выше средней (табл. 2).

Большинство образцов из Казахстана, Чили, Мексики, 
Тувы (РФ) имели короткий вегетационный период в ус-
ловиях Новосибирской области. Поздними были сорта и 
линии из Бразилии. Среди китайских пшениц имелось 
достаточное количество как скороспелых, так и поздне-
спелых образцов.

Наблюдалась положительная средняя корреляция 
(r = 0.6, варьирование по годам 0.5–0.8) между вегета-
ционным периодом и периодом «всходы – колошение» и 

сильная положительная корреляция (r = 0.7, варьирова­
ние по годам 0.6–0.9) между вегетационным периодом и 
периодом «колошение – созревание».

Высота растения изменялась от 25 см у образцов 
к­48171 (Индия) и Psathias (к­55119, Кипр) в 1976 г. до 
131 см у линии N 744 (к­47231, Бразилия) в 1972 г. В це­
лом наиболее короткий стебель формировали образцы, 
изученные в 1994 г. (среднее значение 46 см, с пределами 
варьирования от 20 до 65 см), самый длинный стебель 
отмечен в 2002 г. (среднее – 98, варьирование 60–125 см). 
Оптимальная для лесостепи Приобья высота растения 
пшеницы 80–90 см (Гончаров Н.П., Гончаров П.Л., 2009). 
Значительное полегание (средний балл за год по всем 
образцам – 3) отмечено в 1979 и 2009 гг., при этом даже 
в эти годы выявлены образцы, устойчивые к полеганию 
(9 баллов). Следует отметить, что 1979 г. характеризовался 
оптимальным для региона ГТК (1.30), а 2009 г. – лишь 
небольшим переувлажнением (ГТК = 1.56). Полегание 
в 2009 г. было вызвано шквалистым ветром и ливнем 
в третьей декаде июля (203 % осадков в сравнении со 
среднемноголетним значением 26 мм), тогда как в 1979 г. – 
схожими условиями в третьей декаде августа.

Среднерослыми (70–80 см) и устойчивыми к полега-
нию (9 баллов) были образцы: Amy (к­50845, Швеция), 
Ангара 86 (к­58465, РФ, Иркутская обл.), Ботаническая 4 
(к­59388, РФ, Московская обл.), Эритроспермум 14 
(к­ 60461, РФ, Самарская обл.), Приморская 1441 (к­60538, 
РФ, Приморский край), Иволга (к­60975, РФ, Московская 
обл.), Eta (к­61520, Польша), Казахстанская 16 (к­62203, 
Казахстан), Дархан 5 (к­62230, Монголия), Дархан 11 
(к­ 62232, Монголия), Лютесценс 937 (к­62253, РФ, Буря-
тия), Тулайковская Белозерная (к­62641, РФ, Самарская 

table 2. Soft spring wheat accessions combining short sprouting–wax ripening time  
and above-average yield in the forest-steppe ob region

VIR accession 
no.

Name origin Sprouting–wax ripening Yield

days grade g/m2 grade

53331 Lutescens675 RF, Samara. 69.0 9.0 256.5 4.5

41087 Irkutskaya  49 RF, Irkutsk 74.5 9.0 264.5 4.5

56928 Simbirka RF, Ul’yanovsk 68.8 9.0 249.0 4.5

47141 Hybrid F3 S-141 Mexico 85.0 9.0 264.5 5.0

47295 Hybrid F4 (26560) » 74.0 9.0 256.0 5.0

47152 Hybrid F3 S-289 » 81.5 9.0 290.5 5.0

47162 Hybrid F4 S-2300 » 80.0 9.0 324.5 6.0

65132 Pamyati Vavenkova RF, Novosibirsk. 71.3 9.0 366.7 7.0

st Novosibirskaya 67 » 76.8 5.8 257.3 4.4

st Novosibirskaya 15 » 70.5 7.9 263.8 4.8

st Novosibirskaya 29 » 73.5 7.0 268.2 4.6

st Novosibirskaya31 » 76.6 6.2 465.0 7.4

st obskaya 2 » 74.0 5.0 380.0 7.0

st Sibirskaya 12 » 82.3 4.0 280.9 5.2

Mean* 79.4 194.3

* Hereafter, the mean value is calculated for all samples studied throughout all years of the study.
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обл.), Прохоровка (к­62644, РФ, Саратовская обл.), Воро-
нежская 10 (к­64101, РФ, Воронежская обл.), Тулунская 12 
(к­64361, РФ, Иркутская обл.), Attis (к­64873, Германия), 
Nandu (к­64888, Германия). Всего выявлено 116 образцов, 
характеризующихся средней высотой и устойчивостью к 
полеганию, при этом в качестве источников можно реко-
мендовать лишь 16 образцов, формирующих урожайность 
выше средней по балльной оценке, в среднем за годы ис­
следования (Приложение 1)1.

Масса 1000 зерен изменялась от 17.0 г у образца 
к­24818 (РФ, Иркутская обл.) до 56 г у образца Hofed 1 
(к­44566, Австралия). В целом наиболее крупное зерно 
формировали образцы, изученные в 1972 г. (среднее зна­
чение по изученным образцам – 42 г, с пределами варьи ­ 
рования от 25 до 56 г) и 2003 г. (42 г, варьирование 30–
51 г). Самое мелкое зерно образцы формировали в 1996 г. 
(среднее – 26 г, варьирование 13–41 г). 

Высоким средним баллом (9) по массе 1 000 зерен ха­
рак теризовались 16 образцов, представленных в Прило же­
нии 2: Dowerin (к­44489, Австралия), Грекум 114 (к­45858,  
РФ, Московская обл.), Nepal 297 (к­62539, Индия), Харь-
ковская 18 (к­62894, Украина), Ульяновская 100 (к­ 65250, 
РФ, Ульяновская обл.), Омская Краса (к­65599, РФ, 
 Омская обл.), Hofed 1 (к­44566, Австралия) и др. Следу-
ет отметить, что не все образцы формировали урожай­  
ность выше средней в годы изучения. Среднюю и выше 
средней урожайность (5–9 баллов) имели лишь 7 об­
раз цов из 16. Лучший образец по совокупности пока-
зателей – сорт Омская Краса, формирующий высокую 
урожайность (500 г/ м2) в сочетании с высокой массой 
1 000 зерен (44.5 г).

По крупности зерна стандарты распределились сле­
дующим образом: Новосибирская 67  – 34.3 г (средней 
крупности), Новосибирская 15 – 34.0 г (средней круп-
ности), Новосибирская 29 – 36.2 г (средней крупности), 
Новосибирская 31 – 37.0 г (средней крупности), Об-
ская 2 – 42.0 г (крупное), Сибирская 12 – 35.5 г (средней 
крупности).

Масса зерна колоса варьировала от 0.13 г у образцов 
к­42046, В3(а) (к­28827) из Китая и Cartilla (к­20637, Испа-
ния) до 2.30 г у сорта Экада 70 (к­64547, РФ, Ульяновская 
обл.). Оптимальная для лесостепи Приобья масса зерна 
колоса 0.8–1.0 г (Гончаров Н.П., Гончаров П.Л., 2009). 
В целом наибольшую массу зерна колоса формировали 
образцы, изученные в 2002 г. (среднее значение 1.89 г, с 
пределами варьирования от 1.00 до 3.00 г). Самой низкой 
массой зерна колоса образцы характеризовались в 1977 г. 
(среднее – 0.25 г, варьирование – 0.03–1.76 г). В оба года 
наблюдался небольшой избыток увлажнения, но распре-
деление осадков значительно различалось. Так, в 2002 г. 
значительная часть осадков выпала во второй декаде июня 
(82 мм, среднемноголетнее значение – всего 16 мм), тогда 
как в 1977 г. – в августе (67 мм, 214 % от нормы), при 
этом в 1977 г. во второй декаде июня, в момент закладки 
основных элементов структуры колоса (первая­вторая 
декады июня), осадков было лишь 4 мм.

Высоким средним за годы изучения баллом (8–9) при 
оценке массы зерна с колоса характеризовались образцы: 
1 Приложения 1–4 см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx12.pdf

Памяти Леонтьева (к­65245, РФ, Омская обл.), Экада 70 
(к­64547) и Симбирцит (к­64548) из Ульяновской области 
РФ, Don Jose (к­51195, Аргентина), Yong­Liang 4 (к­62456) 
и Long­Mai 11 (к­62542) из Китая (Приложение 3). Среди 
них представляют ценность для селекции образцы, харак-
теризующиеся урожайностью не ниже среднего: Памяти 
Леонтьева (525.0 г/м2), Симбирцит (358.3) и Экада 70 
(408.3 г/м2).

Стандарты имели следующие показатели массы зерна 
с колоса: Новосибирская 67 – 0.97 г, Новосибирская 15 – 
1.08, Новосибирская 29 – 1.23, Новосибирская 31 – 1.54, 
Обская 2 – 1.67, Сибирская 12 – 1.25 г.

Урожайность варьировала от 22.0 г/м2 у образца 
к­23002 (Югославия, до 1990 г.) до 525 г/м2 у сорта Па­
мяти Леонтьева (к­65245, РФ, Омская обл.). Потенци-
альная урожайность для лесостепи Приобья составляет 
5–6 т/га, что соответствует 500–600 г/м2 (Гончаров Н.П., 
Гончаров П.Л., 2009). В целом наибольшая урожайность 
формировалась у образцов, изученных в 2000 г. (среднее 
значение по изученным образцам 407 г/м2, с пределами 
варьирования от 250 до 575 г/м2). Самая низкая урожай-
ность формировалась у образцов в 1994 г. (среднее – 
51 г/ м2, варьирование – 40–137 г/м2). Высокую среднюю 
урожайность образцов в 2000 г. можно объяснить опти-
мальными условиями года и своевременными осадками 
(ГТК = 1.93), тогда как в 1994 г., несмотря на то что год 
был не самый засушливый (ГТК = 0.82), в самые важные 
фазы развития пшеницы (кущение и выход в трубку – коло­
шение) растения испытывали стресс от недостатка влаги 
(в мае осадков было на 21 % меньше нормы, в июне – на 
46 %, причем основные осадки выпали во второй­третьей 
декаде мая и третьей декаде июня) и высоких температур 
(средняя температура мая была на 2.4 °, июня – на 4.5 °С 
выше среднемноголетней). Схожие результаты по зави-
симости урожайности от влаго­ и теплообеспеченности 
в мае и июне были получены на селекционных линиях и 
сортах, созданных в СибНИИРС, которые изучались нами 
в течение пяти лет (2003–2008) (Пискарев и др., 2010).

Из изученных в различные годы образцов стабильно 
высоким баллом (9), выражающим урожайность, характе-
ризовались: Condestavel (к­45112, Португалия), PF 843025 
(к­63093, Бразилия) и образцы из России – Приленская 19 
(к­63470, Якутия), Памяти Леонтьева (к­65245, Омская 
обл.), Омская Краса (к­65599, Омская обл.) (табл. 3). 

Высокий балл (7.8–8.3) в среднем за годы изучения от­
мечен у девяти образцов: Омская 37 (к­64985), Экада 6 
(к­64543), Мария 1 (к­65130), Симбирцит (к­64548), Ба­
ганская 95 (к­64864), Серебристая (к­64994), Экада 70 
(к­64547) из России; к­44155 (Индия) и Торчинська 
(к­ 65151, Украина).

Пятьдесят четыре образца, выделенных по отдель-
ным селекционно­ценным признакам за многолетний 
период изучения, переданы для селекционной работы 
в СибНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН. В 2015–2017 гг. 
в отделе генетических ресурсов пшеницы ВИР создана 
база оценочных данных «Результаты полевого изучения 
образцов яровой мягкой пшеницы в условиях Новоси-
бирской области».

В результате проведенного корреляционного анализа, 
представленного в табл. 4, нами выявлены средняя за-
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висимость урожайности от высоты растения (r = 0.60) и 
массы 1 000 зерен (r = 0.48) изученных образцов и сильная 
зависимость урожайности от массы зерна колоса (r = 0.70). 
Продолжительность межфазных периодов и периода от 
всходов до колошения у изученных образцов не коррели-
рует с урожайностью в целом.

Кроме рассмотренных выше признаков, важными ха­
рактеристиками исходного материала при планирова-
нии привлечения источников в скрещивания являются 
устойчивость к болезням и засухоустойчивость в регио­
не. Ввиду не частой повторяемости засушливых лет, 
полноценной оценки все образцы не получили, поэтому 
нами охарактеризованы лишь источники, выделенные 
по другим признакам (Приложение 4). Так, среди образ-
цов с высокой массой 1 000 зерен можно выделить два с 
высокой засухоустойчивостью (7 баллов) – Sapporo Haru 
Komugi 9 и IAO­9, и сорт Омская 20, который характе-
ризуется высокой устойчивостью к полеганию и средней 
длиной соломины.

Среди выделенных источников, ценных для селекции, 
можно отметить 19 образцов, устойчивых к мучнистой 
росе (7–99 баллов) и 16 устойчивых к бурой ржавчине 
пшеницы (см. Приложение 4). Особого внимания заслу-
живают сорта Экада 70, Экада 6, Омская 37, Сереб ристая 
и образец PF 843025, которые, помимо устойчивости к 
одному или двум патогенам, отличались высокой уро-
жайностью.

Обсуждение
Важной биологической характеристикой, которая опре-
деляет ценность сорта пшеницы и его пригодность к 
возделыванию в той или иной климатической зоне, яв-
ляются продолжительность и структура вегетационного 

table 3. Soft spring wheat accessions with high yields in the forest–steppe ob region

VIR accession no. Name origin
Sprouting–wax 
ripening, days

Yield

g/m2 Grade

64985 omskaya 37 RF, omsk 81.5 407.5 7.5

64543 ekada 6 RF, Ul’yanovsk 79.3 345.0 7.7

65130 Mariya 1 RF, Kemerovo 84.3 433.3 7.7

64548 Simbirtsit RF, Ul’yanovsk 74.0 358.3 7.7

64864 Baganskaya 95 RF, Novosibirsk 91.5 470.8 8.0

44155 – India 77.2 407.5 8.0

64994 Serebristaya RF, omsk 84.8 481.3 8.0

65151 Torchin'ska Ukraine 81.0 463.3 8.3

64547 ekada 70 RF, Ul’yanovsk 80.0 408.3 8.3

45112 Condestavel Portugal 74.0 510.0 9.0

63093 PF 843025 Brazil 76.0 503.5 9.0

63470 Prilenskaya 19 RF, Yakutiya 86.5 425.0 9.0

65599 omskaya Krasa RF, omsk 89.0 500.0 9.0

65245 Pamyati Leont'eva » 89.5 525.0 9.0

st Novosibirskaya 67 RF, Novosibirsk 76.8 257.3 4.4

st Novosibirskaya 15 » 70.5 263.8 4.8

st Novosibirskaya 29 » 73.5 268.2 4.6

st Novosibirskaya 31 » 76.6 465.0 7.4

st obskaya 2 » 74.0 380.0 7.0

st Sibirskaya 12 » 82.3 280.9 5.2

Mean 79.4 194.3

table 4. Analysis of yield dependence  
on the manifestation of economically significant  
quantitative traits in the soft spring wheat accessions studied

Characters correlating  
with productivity

   r   tfact

Sprouting–earing time    0.02      3.82*

earing–wax maturity time –0.10   15.75**

Sprouting–wax maturity time –0.06      8.81**

Plant height    0.60 115.31**

1000-grain weight    0.48 125.31**

Grain weight per spike    0.70 171.34**

Note. tfact, Student’s t test; * significant at p < 0.01; ** significant at p < 0.001.



В.В. Пискарев, Е.В. Зуев 
А.Н. Брыкова

2018
22 • 7

791Генофонд и селекция растений Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 7

Исходный материал для селекции яровой  
мягкой пшеницы в условиях Новосибирской области

периода растений. Для лесостепи Западной Сибири, в 
связи с особенностями климата, необходимо создавать 
сорта с укороченным периодом от всходов до созревания, 
но при этом формирующие приемлемый урожай. По ре-
зультатам многолетней работы были выявлены образцы, 
сочетающие эти признаки в условиях лесостепи Приобья. 
Следует отметить, что лучшим образцом, у которого ран­
нее созревание (71.3 дня, почти на уровне раннего сорта 
Новосибирская 15) сочетается с высокой урожайностью 
(7 баллов из 9), по результатам многолетних исследова-
ний, оказался допущенный к использованию в Западной 
Сибири сорт Памяти Вавенкова. Наблюдаемая нами за­  
кономерность, что проще использовать в селекции рай­
о нированные в регионе сорта ввиду их лучшей приспо­
собленности, согласуется с работами других авторов (Да­
выдова, Казаченко, 2013). Это находит свое отражение в 
родословных сортов, допущенных к использованию на 
территории Российской Федерации. Как правило, одна 
из родительских форм оказывается либо распространен-
ным в регионе сортом, либо созданной в данном регионе 
линией (Государственный реестр…, 2018). Сорт Памяти 
Вавенкова является одной из родительских форм раннего 
сорта Новосибирская 16, который проходит государствен-
ное сортоиспытание с 2016 г.

Ранее в других работах была показана зависимость 
урожайности сортов зерновых культур от продолжитель-
ности вегетационного периода (Ведров, Халипский, 2009; 
Мных и др., 2014; Мальчиков, Мясникова, 2015). Это не 
согласуется с полученными нами результатами. Анализ 
урожайности изучаемых образцов и продолжительности 
вегетационного периода и его отдельных составляющих 
показал отсутствие такой зависимости (r = –0.1…0.0; 
р > 0.001). Данный факт позволяет выявлять доноров 
высокой урожайности, характеризующихся различными 
сроками созревания. Так, вегетационный период выде-
ленных в нашей работе источников высокой урожайности 
варьирует от 74 дней у сорта Симбирцит до 91.5 дня у 
сорта Баганская 95.

Высота растений – важный показатель архитектоники 
растений и уборочного индекса зерна и урожая (Maccaferri 
et al., 2008; Sadeque, Turner, 2010). Она контролируется 
многими генами, из которых наиболее важные – гены Rht 
(reduced height) (Лобачев, 2000). Они наиболее эффек-
тивны в условиях достаточного увлажнения/орошения, 
внесения удобрений и защиты растений от сорняков и 
паразитов. При чрезмерном укорачивании соломины ухуд-
шаются условия функционирования фотосинтетического 
аппарата (Образцов, 1981). Для гена Rht-D1b при изучении 
изогенных линий АНК­12 был показан плейотропный 
эффект снижения массы 1 000 зерен (Лихенко, Шаманин, 
2003; Изогенная линия АНК­12, 2018). Необходимость 
использования в селекционных программах для условий 
Западной Сибири среднерослых и высокорослых сортов 
продиктована тем фактом, что урожайность часто связана 
с высотой растения, особенно в условиях недостаточного 
увлажнения (Тимошенкова, Самуилов, 2011; Цыбенов, 
Билтуев, 2016). В результате корреляционного анализа 
данных у 2 470 изученных образцов нами выявлена до-
стоверная средняя положительная зависимость высоты 
и урожайности (r = 0.6, p > 0.001). Поэтому необходимо 

использовать в селекции генетические источники высокой 
урожайности, устойчивые к полеганию и характеризую-
щиеся средней высотой или высокорослые. Такими источ-
никами могут служить рекомендованные в нашей работе 
сорта, сочетающие относительно высокую урожайность и 
устойчивость к полеганию со средней высотой 70–80 см.

Крупность зерна в условиях Западной Сибири, в связи 
с особенностями распределения осадков в период вегета-
ции, играет существенную роль в повышении продуктив-
ности колоса. Основными характеристиками крупности 
зерна служат размер и масса зерновки; косвенным по-
казателем, учитывающим оба признака, является масса 
1 000 зерен. Косвенным подтверждением необходимости 
создания крупносеменных сортов яровой мягкой пшеницы 
в регионе может быть средняя положительная корреляция 
урожайности и массы 1 000 зерен (r = 0.5; достоверна при 
p < 0.001), рассчитанная по результатам многолетнего 
изучения образцов.

В.Г. Захаров и О.Д. Яковлева (2016) выявили существен-
ное превышение показателя массы 1 000 зерен у сортов 
второго периода сортосмены в регионе над значением 
сор та первого периода сортосмены. Регрессионный анализ 
показал, что с прохождением очередной сортосмены в 
результате селекции величина признака увеличивалась на 
0.9 г. Нами выявлено заметное увеличение массы 1 000 зе-
рен изучаемых образцов в последние годы (корреляция 
между годами исследования и средней массой 1 000 зерен 
r = 0.6; p > 0.001).

Масса зерна колоса – один из наиболее важных элемен-
тов структуры урожая пшеницы на ранних этапах селек-
ционного процесса, так как селекционеры осуществляют 
индивидуальный отбор нового селекционного материала 
по колосу. Проведенный корреляционный анализ позво-
лил выявить значительную зависимость урожайности от 
массы зерна колоса (r = 0.7; p > 0.001), что согласуется с 
результатами других авторов (Коробейникова, Красиль-
ников, 2015; Волкова, 2016; Коновалова, Богдан, 2016). 
Кроме того, три из шести источников с высокой массой 
зерна колоса выделяются по урожайности.

Урожайность яровой мягкой пшеницы складывается из 
трех основных компонентов: числа продуктивных коло-
сьев на единицу площади, числа зерен в колосе и массы 
зерна колоса. Число колосьев значительно зависит от 
норм высева (Прохоренко и др., 2007) и слабо – от коэф-
фициента продуктивной кустистости генотипа (Цильке, 
1974) с авторегулирующими способностями сорта яровой 
пшеницы в стеблестое (Лубнин, 2006). Поэтому выявить 
доноров высокой урожайности сложно из­за наложения 
сильного модифицирующего влияния среды. Тем не менее 
в результате многолетнего исследования нами получен 
ряд сортов, сочетающих высокую урожайность с высокой 
выраженностью других ценных признаков, что позволяет 
рекомендовать их как исходный материал для селекции в 
условиях Западной Сибири. По результатам корреляци-
онного анализа данных нами выявлена тенденция уве-
личения урожайности изучаемых образцов за последние 
годы (корреляция между годами и урожайностью r = 0.3, 
но недостоверная).

При рассмотрении родословных 141 районированно­
го (по состоянию на 1 февраля 2018 г.) по 9–11 регионам 
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сорта можно заметить, что из выделенных в результате 
исследования источников скороспелости при создании 
сортов были использованы лишь сорта Тулун 15 (в родо­
словной среднераннего сорта Тулунская 11), характеризу-
ющийся коротким периодом от всходов до колошения, но 
при этом не выделившийся по урожайности (4.1 балла), и 
Симбирка (в родословной среднеспелого сорта Ульянов-
ская 105), которая также формирует среднюю урожай-
ность (4.5 балла из 9). Из выявленных источников высокой 
массы 1 000 зерен лишь сорт Грекум 114 является одним 
из родителей районированного по Восточной Сибири 
с 2012 г. сорта Бурятская 551. Для сорта Бурятская 551 
характерна высокая масса 1 000 зерен относительно райо­
нированных в Сибирском регионе сортов (по данным 
Госсортокомиссии РФ масса 1 000 зерен до 44 г). Самым 
успешным из используемых в селекции сортов среди вы-
деленных в результате исследования источников можно 
назвать сорт Омская 20, который является одним из ро-
дителей сразу четырех сортов, включенных в Госреестр 
РФ по Уралу и Сибири: Алтайская 105, Омская 38, Баш-
кирская 28 и Салават Юлаев.

Таким образом, изучение коллекции пшеницы мягкой 
яровой, проведенное с 1972 по 2016 г., позволяет выделить 
образцы, характеризующиеся высокой выраженностью се-
лекционно­ценных признаков, таких как короткий период 
«всходы – колошение», «колошение – восковая спелость» и 
«всходы – созревание», высокая масса 1 000 зерен, масса 
зерна колоса, урожайность и устойчивость к полеганию.
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анализ генетической коллекции 
земляники (Fragaria l.) по генам 
Rca2 и Rpf1 с использованием 
молекулярных маркеров

И.В. Лукъянчук , А.С. Лыжин, И.И. Козлова

Федеральный научный центр им. И.В. Мичурина, Мичуринск, 
тамбовская область, Россия 

Сорта земляники садовой (Fragaria × ananassa Duch.) вос-
приимчивы ко многим грибным заболеваниям. Идентифи-
кация форм, несущих гены устойчивости, является важным 
этапом селекционных программ по созданию устойчивых 
сортов. Использование молекулярных маркеров позво-
ляет с высокой надежностью определить присутствие в 
геноме необходимых генов и идентифици ровать перспек-
тивные формы. К числу распространенных заболеваний 
земляники, наносящих значительный ущерб насаждениям, 
относятся антракнозная гниль (Colletotrichum acutatum 
Simmonds) и фитофторозное увядание (Phytophthora 
fragariae var. fragariae Hickman). Моногенная устойчивость 
к C. acutatum второй группы патогенности контролирует-
ся доминантным геном Rca2. Моноген ная устойчивость 
земляники к фитофторозной корневой гнили детермини-
рована несколькими олигогенами – Rpf1, Rpf2, Rpf3. Целью 
настоящего исследования было молекулярно-генетическое 
тестирование генотипов рода Fragaria L. для идентифика-
ции носителей аллелей Rca2 устойчивости к антракнозу и 
Rpf1 устойчивости к фитофторозной корневой гнили. Объ-
ектами исследования являлись дикорастущие виды рода 
Fragaria L. и сорта земляники ананасной (Fragaria × ananassa 
Duch.) различного эколого-геогра фического проис-
хождения. для оценки аллельного состояния гена Rca2 
устойчивости к антракнозу использовали доминантный 
SCAR-маркер STS-Rca2_240, локализованный на расстоянии 
2.8 cM от гена. для выявления гена Rpf1 устойчивости к фи-
тофторозной корневой гнили использовали доминантный 
SCAR-маркер R1A, находящийся на расстоянии 3.0 cM от 
гена. доминантный аллель маркера STS-Rca2_240 иденти-
фицирован у сорта Laetitia (генотип Rca2Rca2 или Rca2rca2), 
что позволяет рекомендовать его в качестве перспектив-
ного источника устойчивости к антракнозу для селекции. 
Остальные изученные формы характеризуются рецес-
сивным гомозиготным состоянием маркера STS-Rca2_240 
(предполагаемый генотип rca2rca2). доминантный аллель 
маркера SCAR-R1A у изучаемых сортов и дикорастущих 
видов земляники не выявлен, что предположительно сви-
детельствует об их рецессивном гомозиготном генотипе по 
гену Rpf1 (rpf1rpf1). 

Ключевые слова: земляника; молекулярные маркеры; 
устойчивость; антракноз; фитофтороз; гены Rca2; Rpf1.

Strawberry (Fragaria × ananassa Duch.) varieties are 
susceptible to many fungal diseases. Identification of forms, 
carrying resistance genes, is an important stage in breeding 
programs leading to resistant varieties. The use of molecular 
markers allows to determine with high reliability the presence 
of the necessary genes in the genome and to identify 
promising forms. Some of the common strawberry’s diseases, 
causing significant damage to strawberry plantations, are 
anthracnose (Colletotrichum acutatum Simmonds) and red 
stele root rot (Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman). 
Dominant Rca2 gene is involved in monogenic resistance to 
C. acutatum pathogenicity group 2. Rpf1, Rpf2, Rpf3 genes 
are determined in monogenic resistance to red stele root 
rot. The purpose of this study was molecular genetic testing 
genotypes of genus Fragaria L. to identify carriers of Rca2 
allele anthracnose resistance and Rpf1 allele red stele root 
rot resistance. The objects of study were the wild species 
of the genus Fragaria L. and strawberry varieties (Fragaria 
× ananassa Duch.) of different ecological and geographic 
origin. To assess allelic state Rca2 anthracnose resistance gene 
the dominant SCAR marker STS-Rca2_240 was used, was 
linked to the resistance gene Rca2 with a genetic distance of 
2.8 cM. Rpf1 gene red stele root rot resistance was identified 
with the dominant SCAR marker R1A, was linked to the 
resistance gene Rpf1 with a genetic distance of 3.0 cM. The 
resistant allele of the marker STS-Rca2_240 was identified in 
the Laetitia variety (Rca2Rca2 or Rca2rca2 genotype), which 
allows us to recommend it as a promising source in breeding 
for anthracnose resistance. The other studied forms have 
homozygous recessive state of the marker STS-Rca2_240 
(putative genotype rca2rca2). The resistant allele of the marker 
SCAR-R1A in the varieties and wild species of strawberry under 
study is absent, which presumably indicates their homozygous 
recessive genotype of Rpf1 gene (rpf1rpf1).

Key words: strawberry; molecular markers; resistance; 
anthracnose; red stele root rot; Rca2 and Rpf1 genes.
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Strawberry (Fragaria × ananassa Duch.) is the most 
popular and economically important berry crop 
(Hummer, Hancock, 2009). The commercial plantations 

of strawberry are cultivated in 75 countries and it account for 
over 2/3 of the world berries production (FAOStat, 2018). At 
the same time, the strawberry is susceptible to many diseases 
and the mass development of them can lead to the 100 % death 
of the crop (Folta, Davis, 2006).

Anthracnose (Colletotrichum acutatum Simmonds) and 
red stele root rot (Phytophthora fragariae var. fragariae 
Hickman) are among the most harmful strawberry diseases 
causing significant damage to strawberry plantations in Europe 
and America (Smith, 2008; Newton et al., 2010). The most 
of commercial strawberry varieties of foreign breeding are 
susceptible to anthracnose and red stele root rot (Van de Weg, 
1997a; Denoyes­Rothan et al., 2005). For the last years the 
pathogens of anthracnose and red stele root rot being tested 
in strawberry plantings of Russia and besides Phytophthora 
fragariae var. fragariae is included in the list of Quarantine 
pests, weeds and plant diseases in Russia (Aleksandrov et al., 
2007; Golovin, 2014; Dudchenko et al., 2015).

Anthracnose affects the aboveground part of strawberry: 
fruits, flowers, petioles, leaves, stolons, causing a significant 
suppression of the plant, and sometimes there can be the death 
of plant. Pathogen can be located on a plant for a long time 
in latent state, this fact significantly complicates the reliable 
identification and protective measures (Leandro et al., 2001). 
The losses of marketable yield of strawberries because of 
anthracnose may reach 80 % (Dudchenko et al., 2015).

P. fragariae var. fragariae affect the root system, inhibit-
ing the growth, causing withering and afterwards death of the 
plants. It is difficult to diagnose the pathogen visually because 
of similarity of symptoms of infection and stress factors (de los 
Santos et al., 2004; Aleksandrov et al., 2007). The occurrence 
of pathogen can be observed mainly after using of infected 
planting material, and the oospores can persist in soil in the 
absence of host plant according to the different data from 3 to 
17 years (Duncan, Cowan, 1980ж Szkuta, 2006).

In connection with it, the development of new highly resis-
tant to pathogens strawberry varieties is an important breed-
ing task. The cultivation of varieties with genetic resistance 
to diseases will increase the profitability of plantations and 
as well as positively effect the ecological state of strawberry 
agrocenoses due to reduce to pesticide load (Korbin, 2011). 

To improve the strawberry assortment it is very important: 
to deepen the genetic research, to reveal the patterns of loci 
inheriting economically important trait and to identify the 
donors. One of the promising trends to raise the efficiency of 
strawberry genetic studies became the use of contemporary 
techniques of molecular genetic analysis of genome apply-
ing DNA markers. At present time the molecular markers are 
wide applied in the analysis of genetic diversity, mapping, 
and strawberry variety genotype identification. But molecular 
markers are less involved in strawberry breeding (Whitaker, 
2011).

The purpose of current study was to carry out molecular 
genetic testing of genus Fragaria L. genotypes. It was neces-
sary to identify carrier of Rca2 anthracnose resistance gene 
and Rpf1 red stele root rot resistance gene. 

Materials and methods
Biological material was represented by wild species of the 

genus Fragaria L.: F. orientalis Los., F. moschata Duch., 
F. ovalis Rydb., F. virginiana Rydb. ssp. platypetala and 
strawberry varieties (Fragaria × ananassa Duch.) of different 
ecological and geographical origin from genetic collection of 
the FSSI “I.V. Michurin Federal Scientific Centre (FSC)”, such 
as Lastochka, Privlekatelnaya, Urozhainaya CGL, Feyerverk, 
Flora and Yarkaya breeding by FSSI “I.V. Michurin FSC” 
(Russia), Baron Solemacher (Germany), Elsanta, Korona, 
Kimberly, Vicoda, Vima Tarda, Vima Xima, Vima Zanta 
(Netherlands), Florence (England), Kent (Canada), Laetitia 
(Italy), Red Gauntlet (Scotland).

To assess allelic state Rca2 anthracnose resistance gene 
was used the dominant SCAR marker STS­Rca2_240. The 
SCAR marker STS­Rca2_240 was multiplexed with the 
microsatellite marker EMFv020 used as the positive PCR 
control (Lerceteau­Kohler et al., 2005).

The Rpf1 red stele root rot resistance gene was identified 
with the dominant marker SCAR­R1A (Haymes et al., 2000). 

Primer sequences and product length are reported in 
Table 1. Used in this study primers were synthesized by 
Syntol (Russia).

Total genomic DNA was extracted from the fresh leaves 
using the Diversity Arrays Technology P/L (DArT) protocol. 
However, the use of the basic protocol did not allow obtain-
ing DNA extract with the degree of purity necessary for PCR 
analysis because despite of the high concentration of DNA 
in solution, inhibition of test PCR was observed. To reduce 
the content of inhibitory impurities in the DNA solution, an 
additional double purification of DNA with 5M NaCl with 
reprecipitation with 70 % ethanol included the following steps 
was used. 100 μl of 5M NaCl and 400 μl of 70 % ethanol were 
added to the DNA solution; mix centrifuged at 13,000 rpm 
for 5 min; the supernatant was removed; the precipitate was 
washed twice with 80 % ethanol, dried at room temperature 
and dissolved in deionized water. As a result of these steps, 
DNA extract with necessary of concentration and purity for 
PCR reaction was obtained.

PCR reactions were performed in 15 μl final volume 
containing: 20 ng of genomic DNA, 0.2 mM of each dNTP, 
2.5 mM MgCl2, 0.2 μM of each primer, 0.2 U of Taq DNA 
polymerase (0.8 U for multiplex PCR STS­Rca2_240 + 
EMFv020) and 1.5 μl of PCR­buffer (+(NH4)2SO4, –KCl). All 
components produced by Thermo Fisher Scientific.

The amplification was performed in T100 Thermal Cycler 
(BioRad). PCR conditions for the multiplex PCR reaction 
(STS­Rca2_240 and EMFv020) were as described by 
Lerceteau­Kohler et al. (2005) as follow: 3 min denaturation 
at 95 °C, 35 cycles of 50 s at 95 °C, 50 s at 64 °C, and 1 min 
at 72 °C, and a final extension step of 5 min at 72 °C.

PCR conditions for the SCAR­R1A marker were 
as described by Haymes et al. (2000) as follow: 3 min 
denaturation at 94 °C, 25 cycles of 30 s at 94 °C, 45 s at 60 °C, 
and 1 min at 72 °C, and a final extension step of 7 min at 72 °C.

The amplification products were separated on a 2 % agarose 
gel and visualized by ethidium bromide staining. GeneRuler 
100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) was used as 
a molecular weight marker.
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results and discussion
Fragaria × ananassa Duch. is difficult object for molecular 

genetic analysis. The high ploidy level (8x), the combination 
of different basic genomes in the genotype, complex gene 
interactions, and polygenic control of traits make it difficult 
to study the genetics of strawberry. Disease resistance in 
strawberry in most cases is also controlled quantitatively.

Currently, however, monogenic resistance factors have 
been identified for some pathogens (C. acutatum, P. fragariae 
var. fragariae) (Van de Weg, 1997a, b; Lerceteau­Kohler et 
al., 2002) and this allows effective screening of resistant 
genotypes using molecular markers.

Anthracnose resistance in strawberry is controlled by 
quantitative and monogenic factors. Resistance to C. acutatum, 
pathogenicity group 1 is quantitative (Denoyes­Rothan et al., 
2004). Single dominant gene, Rca2, controls the resistance 
to C. acutatum, pathogenicity group 2 (Lerceteau­Kohler et 
al., 2002).

The SCAR marker STS­Rca2_240 was linked to the 
resistance gene Rca2 with genetic distance of 2.8 cM. The 
PCR product associated with the resistance Rca2 allele has 
240 bp. The linked inheritance of the marker alleles and the 
Rca2 gene allows, based on the presence or absence of the 
marker alleles, to identify the allelic state of the Rca2 gene 
(Lerceteau­Kohler et al., 2005).

In studied collection of strawberry, the resistant allele of the 
marker STS­Rca2_240 was identified in the Laetitia variety 
(Rca2Rca2 or Rca2rca2 genotype). The other studied forms 
have homozygous recessive state of the marker STS­Rca2_240 
linked to Rca2 resistance gene (putative genotype rca2rca2) 
(Fig. 1, Table 2).

The absence of a dominant allele of the STS­Rca2_240 
marker in the anthracnose resistant variety Vicoda can 
be presumably due to two factors: the recombination that 
occurred in the variety (or its parental forms) between the Rca2 
resistance gene and the marker STS­Rca2_240 (Lerceteau­
Kohler et al. (2005) noted similar recombination for the US292 
genotype and its parent form Arking.) or the presence of other 
genetic resistance factors.

The recessive state SCAR marker STS­Rca2_240 in species 
F. virginiana ssp. platipetala and strawberry variety Elsanta 
confirmed in literature data (Njuguna, 2010; Sturzeanu et 
al., 2016). It should be noted that, according to W. Njuguna 
(2010), the dominant allele of the STS­Rca2_240 marker 
linked to the Rca2 gene is present in the Red Gauntlet variety, 
while, according to our research, in this variety the Rca2 
gene is presumably represented by the recessive allele. Such 
a discrepancy in the results may be presumably due to an 
identification error and requires additional research. However, 
according to the results of artificial infection, the Red Gauntlet 
variety is susceptible to C. acutatum (Simpson et al., 1994), 
which indirectly confirms our data.

Monogenic resistance to red stele root rot of strawberry 
determined several genes. W.E. Van de Weg analyzing 
the interaction model of strawberry varieties and races of 
P. fragariae var. fragariae identified 5 resistance factors 
(R1–R5), corresponding to specific pathogen avirulence 
gene (Avr1–Avr5) (Van de Weg, 1997b). The main role in the 
formation of strawberry red stele root rot resistance belongs 
to three genes – Rpf1, Rpf2, Rpf3 (Whitaker, 2011). Rpf1 gene 
ensuring resistance of strawberry genotypes to 16 races of 
P. fragariae var. fragariae (Sasnauskas et al., 2007).

table 1. Primer sequences and product length in base pairs of the molecular markers used in the study

Gene Marker Primer sequence (5’→3’) Product length (bp)

Rca2 STS-Rca2_240 F 5’-GCCACGTCACTAGTCAAATTCAA-3’
R 5’-TCATGGACAGTGGTCTCAGC-3’

240

eMFv020 (контроль ПЦР) F 5’-CAGGCGCCAACGGCGTGCTCTTGT-3’
R 5’-CAGCGCCGCCAGCTCATCCCTAGG-3’

~170

Rpf1 SCAR-R1A F 5’-TGCATCATTAATGTAGAAGTCTTT-3’
R 5’-TGATGCGACATACAAAAATATTAG-3’

285

STS-Rca2_240
PCR control

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 М

Fig. 1. electrophoresis profile of marker STS-Rca2_240 at strawberry genotypes.
1 – elsanta, 2 – Kent, 3 – Red Gauntlet, 4 – Florence, 5 – Laetitia, 6 – Vima Tarda, 7 – Urozhainaya CGL, 8 – Vicoda, 9 – Feyerverk, 10 – Privle-
katelnaya, 11 – Kimberly, 12 – Vima Zanta, 13 – Korona, 14 – Yarkaya, 15 – Flora, 16 – Lastochka, 17 – Vima Xima, М – DNA ladder.
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The marker SCAR­R1A was linked to the resistance gene 
Rpf1 with genetic distance of 3.0 cM. The PCR product 
associated with the resistance Rpf1 allele has 285 bp. In 
genotypes with a homozygous recessive state of the gene 
Rpf1 (rpf1rpf1), this product is not amplified (Haymes et al., 
2000). The molecular analyzes performed with SCAR­R1A 
marker showed the absent PCR product of 285 bp in studied 
strawberry varieties (Fig. 2), which presumably indicates their 
homozygous recessive genotype of Rpf1 gene – rpf1rpf1 (see 
Table 2).

The recessive state SCAR­R1A marker in the Elsanta 
and Kent varieties is confirmed in literature data (Haymes 
et al., 2000; Sturzeanu et al., 2016). According to the data 

of W. Njuguna (2010), the populations of F. virginiana ssp. 
platipetala of various growing sites also have not the dominant 
allele SCAR­R1 marker linked to the Rpf1 gene.

Thus, according to the results of molecular genetic analysis, 
the studied strawberry genotypes were identified as susceptible 
to red stele root rot by assessing the allelic state of the Rpf1 
gene. The Laetitia variety is characterized to anthracnose 
resistance by assessing the allelic state of the Rca2 gene, which 
allows us to recommend it as a promising source in breeding 
for resistance to C. acutatum, pathogenicity group 2.
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table 2. Presence (1) or absence (0) PCR products of the indicated markers, linked to с Rca2 anthracnose resistance gene  
and Rpf1 red stele root rot resistance gene in different strawberry varieties

Species/variety Rca2 Rpf1 Putative  
genotypeSTS-Rca2_240 SCAR-R1A

F. orientalis Los. 0 0 rca2rca2rpf1rpf1

F. moschata Duch. 0 0

F. ovalis Rydb. 0 0

F. virginiana Rydb. ssp. platypetala 0 0

Baron Solemacher (F. vesca L.) 0 0

Lastochka (922-67 × Privlekatelnaya) 0 0

Privlekatelnaya (Rubinovy kulon × Allbritton) 0 0

Urozhainaya CGL (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Feyerverk (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Flora (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

Yarkaya (Zenga Zengana × Redcoat) 0 0

elsanta (Gorella × Holiday) 0 0

Florence (Tioga × (Red Gauntlet × (Wiltguard × Gorella))) × (Providence × Providence) 0 0

Kent ((Red Gauntlet × Tioga) × Raritan) 0 0

Kimberly (Gorella × Chandler) 0 0

Korona (Tamella × Induka) 0 0

Laetitia (Chance seedling) 1 0 Rca2rca2rpf1rpf1

Red Gauntlet ((NJ New Jersey 1051 × Climax) × (Climax × 1051)) 0 0 rca2rca2rpf1rpf1

Vicoda (Chance seedling) 0 0

Vima Tarda (Vima Zanta × Vicoda) 0 0

Vima Xima (Chance seedling) 0 0

Vima Zanta (elsanta × Korona) 0 0

SCAR-R1A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 МK

Fig. 2. electrophoresis profile of marker SCAR-R1A at strawberry genotypes.
K – Tristar (control), 1 – elsanta, 2 – Kent, 3 – Red Gauntlet, 4 – Florence, 5 – Laetitia, 6 – Vima Tarda, 7 – Urozhainaya CGL, 8 – Vicoda, 
9 – Feyerverk, 10 – Privlekatelnaya, 11 – Kimberly, 12 – Vima Zanta, 13 – Korona, 14 – Yarkaya, 15 – Flora, 16 – Lastochka, 17 – Vima Xima, 
М – DNA ladder.
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Variation of fatty acid 
composition in seed oil in the 
collection of induced oil flax 
(Linum humile Mill.) mutants
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Institute of oilseed Crops of the National Academy of Agrarian 
Sciences of Ukraine, Zaporozhye, Settl. Solnechnyy, Ukraine

A wide variety of application fields for flax seeds 
requires for breeders to develop new varieties with dif-
ferent characteristics, corresponding to the intended 
final product. The method of experimental mutage-
ne sis is one of the ways to solve this problem. This 
method allows mutant lines with an array of morpho-
metric and biochemical traits to be created from a 
single species and within a relatively short period of 
time. The article demonstrates that treatment of Linum  
humile Mill. seeds of the cultivars Iceberg and Solnech-
ny with the new chemical mutagens DG-2, DG-6, DG-7, 
DG-9 (derivatives of dimethyl sulfate (DMS)) as well as  
with the mutagens DMS and eMS resulted in the pro-
duction of mutant lines and accessions with altered 
morphometric and biochemical parameters. Seeds of 
the initial cultivars were treated with 0.5 and 0.05 % 
aqueous solutions of the above mentioned substances 
and planted in the field to raise M1, M2, and M3 genera-
tions. Ultimately, 27 types of mutations were identified 
and subdivided into five groups by morphometric 
characteristics. The fatty acid composition of seed oil 
for the isolated mutant specimens was studied: the 
content of palmitic, stearic, oleic, linoleic (ω6) and lino-
lenic (ω3) acids, as well as the ω6/ω3 ratio. The statisti-
cal analysis showed significant distinctions between 
the mutant lines in the biochemical composition of the 
oil. A strong negative correlation between the content 
of linoleic and linolenic acids was demonstrated, as 
well as a positive relationship of average strength 
between the content of stearic and oleic acids for the 
both varieties. The mutant accessions obtained can be 
used as donor material for conducting breeding work 
on flax in various directions.

Key words: flax; mutagenesis; chemical mutagen; 
 dimethyl sulfate; ethyl methanesulfonate; mutation; 
line; accession; fatty acid.

Широкое разнообразие сфер применения семян льна требует от 
селекционеров выведения сортов с различными показателями, 
соответствующими назначению конечной продукции. Одним из 
способов решения этой задачи является метод эксперименталь-
ного мутагенеза, позволяющий за относительно короткий срок 
создать в пределах одного вида мутантные линии c разнообразны-
ми морфометрическими и биохимическими признаками. В статье 
показано, что обработка семян льна масличного (Linum humile Mill.), 
сортов Айсберг и Солнечный новыми химическими мутагенами 
дГ-2, дГ-6, дГ-7, дГ-9 – производными диметилсульфата, а также 
мутагенами диметилсульфата и этилметансульфоната привела к 
получению мутантных линий и образцов с измененными морфо-
метрическими и биохимическими показателями. Семена исходных 
сортов обрабатывали 0.5 и 0.05 % водными растворами вышеука-
занных веществ и высевали в поле для получения поколений М1, 
М2 и М3. В итоге выявлено 27 типов мутаций, которые разделены 
на пять групп по морфометрическим характеристикам. Изучен 
жирнокислотный состав масла семян выделенных мутантных 
форм: содержание пальмитиновой, стеариновой, олеиновой, 
ли нолевой (ω6) и линоленовой (ω3) кислот, а также соотношение 
ω6/ ω3. Ста тистический анализ показал достоверную разницу меж-
ду мутантными линиями и образцами по биохимическому составу 
масла. Продемонстрирована сильная отрицательная корреляци-
онная взаимосвязь между содержанием линолевой и линолено-
вой кислот и положительная зависимость средней силы между 
содержанием стеариновой и олеиновой кислот у обоих сортов. 
Полученные мутантные образцы могут использоваться в качестве 
исходных форм для ведения селекционной работы по льну в раз-
личных направлениях.

Ключевые слова: лён; мутагенез; химический мутаген; диметил-
сульфат; этилметансульфонат; мутация; линия; образец; жирная 
кислота.
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Лён – одна из ценнейших сельскохозяйственных 
культур. Семена льна использовали в пищевых, 
ме дицинских и технических целях еще с древних 

времен. Первое упоминание о медицинском применении 
семян льна появляется в работах Авиценны, Гиппократа, 
Диоскорида, в средневековых травниках Европы и Азии 
(Лях и др., 2009). В настоящее время в развитых странах 
мира наблюдается повышенный интерес к культуре льна 
со стороны пищевой и фармацевтической промышлен-
ности (Пелипенко и др., 2014). За последние 15–20 лет 
были подробно изучены биохимический состав семян 
льна, значение для организма человека входящих в се-
мена химических соединений и их метаболизм (Низова, 
Брач, 2010). 

Льняное семя – богатый источник α­линоленовой кис-
лоты, растворимых волокон, а также главный источник 
диетических фенольных соединений фитоэстрогенной 
природы, называемых лигнанами. Среди лигнанов самым 
распространенным является секоизоларицирезинола ди-
глюкозид (SDG) (Prasad, 2000; Феськова и др., 2009). Это 
один из главных предшественников лигнанов млекопи-
тающих – энтеролактона и энтеродиола, которые играют 
важную роль в защите от гормонозависимых видов рака 
(рак молочной железы, простаты, щитовидной железы 
и т. д.). Кроме того, в ряде работ (Prasad, 2001; Spence et 
al., 2003; Rodriguez­Leyva et al., 2010) лён рекомендуется 
применять при атеросклерозе, сахарном диабете, остео­
по розе, при проблемах желудочно­кишечного тракта, 
болезнях кожи и некоторых других заболеваниях.

Основным химическим компонентом семян льна яв­
ляется масло, количество которого составляет в среднем 
от 27 до 47 % и даже более. По содержанию биологически 
ценных компонентов льняное масло занимает первое 
ме с то среди других пищевых растительных масел (Браж­  
ни ков и др., 2015). Триглицериды масла льна состоят 
преимущественно из пяти жирных кислот: двух насы-
щенных – пальмитиновой (C 16:0) и стеариновой (C 18:0) 
и трех ненасыщенных – олеиновой (C 18:1), линоле-
вой (C 18:2) и линоленовой (C 18:3), содержание кото-
рых, по нашим данным, для сорта­стандарта Украины 
«Южная ночь» в среднем составляет 6.4, 3.0, 19.7, 15.6 
и 55.3 % соответственно. Целебные свойства льняного 
масла определяются прежде всего высоким содержанием 
в нем биологически активных незаменимых полинена-
сыщенных жирных кислот: линолевой (омега­6) и ли-
ноленовой (омега­3) с двумя и тремя двойными связями 
соответственно. На долю линоленовой кислоты обычно 
приходится 50–60 % от суммы жирных кислот масла. На-
личие трех двойных связей в ее молекуле обусловливает 
высокую биологическую активность кислоты, быстрое 
высыхание масла и непродолжительный срок его хране-
ния. Именно высокое содержание линоленовой кислоты 
позволяет делать из льняного масла высококачественные 
лакокрасочные материалы, специальные антикоррозион-
ные покрытия и линолеум (Green, Marshall, 1984). В то 
же время высокая концентрация линоленовой кислоты 
обусловливает быстрое окисление (прогоркание) льняного 
масла. По этой причине оно может храниться не более 
трех месяцев. Проблема хранения льняного масла реша-
ется путем создания мутантов (Brutch, Kutuzova, 1999), а 

затем и сортов, содержащих не более 2.5 % линоленовой 
кислоты (Dribnenki et al., 1996).

Из литературных данных известно, что cинтез жирных 
кислот у льна начинается с образования пальмитиновой 
кислоты (СН3–(СН2)14–СООН) на основе ацетил­КоА и ме-
лонил­КоА под действием мультиферментного комплекса. 
Стеариновая кислота (СН3–(СН2)16–СООН) синтезируется 
из пальмитиновой с помощью элонгаз, отвечающих за 
 удлинение цепи жирных кислот. Этот процесс контроли-
рует ген FAB1. Последовательное образование двойных 
связей в цепи стеариновой кислоты осуществляют различ­
ные десатуразы. Сначала стеарол­АСР десатуразы, кото-
рые кодируются генами SAD1 и SAD2, формируют первую 
двойную связь в 9 положении углеродной цепи, образуя 
олеиновую кислоту (СН3–(СН2)7–СН=СН–(СН2)7–СООН).  
Олеиновая кислота служит предшественником линоле-
вой (СН3–(СН2)4–СН=СН–СН2–СН=СН–(СН2)7–СООН),  
у которой добавляется еще одна двойная связь в 6 по-
ложении под действием жирнокислотных десатураз­2, 
кодируемых генами FAD2A, FAD2B. Из линолевой кислоты 
образуется α­линоленовая кислота (СН3–СН2–СН=СН–
СН2–СН=СН–СН2–СН=СН–(СН2)7–СООН) при участии 
генов FAD3A, FAD3B и FAD3C, которые контролируют 
десатуразы­3, формирующие в 3 положении третью по 
счету двойную связь (Vrinten et al., 2005; Banik et al., 2011). 
Все перечисленные гены имеют множественные аллели, 
несущие делеции и точечные мутации (Krasowska et al., 
2007; Khadake et al., 2009; Thambugala et al., 2013). Гены 
десатуразы­2 у льна признаны основными, определяю-
щими жирнокислотный состав масла (Fofana et al., 2006). 
Совмещение мутаций по данным локусам в генотипе 
одного растения приводит к резкому повышению уровня 
содержания линолевой кислоты, а количество линолено-
вой кислоты снижается до 2 % (Vrinten et al., 2005).

Впервые высоколиноленовые (более 62.7 %), высоко-
олеиновые (более 25.1 %) и низколиноленовые (менее 
2.3 %) линии льна были созданы в Австралии методом 
химического мутагенеза (Green, 1986). На основе линии с 
низким содержанием линоленовой кислоты был получен 
сорт (типа solin) Linola, с двойными рецессивными гомо-
зиготами по комплементарным генам ln1 и ln2 (Dribnenki  
et al., 1996). Позднее получены другие сорта, обладающие 
сбалансированным для пищевых целей составом масла 
(Nichterlein et al., 1988).

В Институте масличных культур НААН Украины (г. За-
порожье) с 1989 г. ведется успешная работа по созданию 
новых сортов льна масличного, которая осуществляется 
традиционными (гибридизация, массовый и индивиду­
альный отбор, экспериментальный мутагенез) и новейши-
ми (пыльцевая селекция, культура пыльников) методами 
селекции для технических и пищевых целей. Согласно 
сегодняшним представлениям, при использовании льна в 
питании рекомендуется соблюдать соотношение ω6/ ω3­
кислот 5–10/1 для обычного питания и 3–5/1 – для ле-
чебного (Пороховинова и др., 2016). Поэтому селекцию 
сортов льна по жирнокислотному составу, дающих не 
техническое, а пищевое масло, проводят в основном на 
изменение содержания уровня линоленовой кислоты до 
указанных выше пределов соотношения ω6/ω3­кислот, 
рекомендованных для здорового или лечебного питания.
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Целью наших исследований было создание и оценка 
новых мутантных линий льна масличного с различным 
жирнокислотным составом масла для расширения гене-
тического разнообразия и развития новых направлений 
использования льнопродукции.

материалы и методы
Исходным материалом для создания генетического раз­
нообразия послужили два образца из генетической кол­
лекции Института масличных культур (ИМК) НААН 
Украины – сорта Айсберг и Солнечный льна масличного 
Linum humile Mill. Сорт Айсберг создан методом инду-
цированного мутагенеза путем обработки гамма­лучами 
семян сорта Циан в ИМК НААН. Данный сорт имеет бе­
лые лепестки, кремовые пыльники и коричневую окрас­
ку семян. Сорт Солнечный, селекции Института генетики 
и цитологии НАН Беларуси, отличается низким содер-
жанием (менее 2 %) линоленовой кислоты. У сорта Сол-
нечный цветки голубые с фиолетовым оттенком, голубые 
пыльники и желтая окраска семян.

Семена льна масличного L. humile сортов Айсберг и 
Солнечный (по 300 шт. на вариант) замачивали в 0.05 
и 0.5 % водных растворах мутагенов в течение 16 ч. 
В контроле семена замачивали в дистиллированной воде. 
Обработанные семена промывали и в тот же день высе-
вали в открытый грунт. Собранные с растений М1 семена 
посемейно высевали на следующий год для получения 
растений М2. Каждая семья в М2 – это потомство одного 
из растений М1. В поколении М2 проводили учет видимых 
изменений, а их генетическую природу подтверждали 
после анализа наследования данных мутаций в поколе-
нии М3. Кроме того, в поколении М3 выполнялся отбор 
новых образцов с измененными признаками, не наблю­
давшимися в М2, наследование которых будет проверять­
ся в последующих поколениях.

В качестве мутагенных агентов использовали хорошо 
известные мутагены ДМС (диметилсульфат) и ЭМС (этил-
метансульфонат), а также новые химические соединения 
серии ДГ, производные диметилсульфата (ДГ­2, ДГ­6, 
ДГ­7 и ДГ­9), синтезированные в Институте биооргани-
ческой химии и нефтехимии НАН Украины и любезно 
предоставленные к.х.н. П.Г. Дульневым. Производные 
серии ДГ ранее в экспериментальном мутагенезе на куль-
туре льна не применялись. Эффективность действия этих 
соединений сравнивали с исходным веществом (ДМС), 
послужившим основой для синтеза вышеупомянутых 
соединений, и таким широко известным в сельскохозяй-
ственной практике мутагеном, как ЭМС. В ряде работ ука-
зано, что мутагенное действие ДМС и ЭМС заключается 
чаще всего в реакции алкилирования гуанина в положении 
7­го атома азота, что приводит к ошибочному спариванию 
гуанина с тимином вместо цитозина, в результате чего 
могут возникать мутация типа транзиции, хромосомные 
инверсии, разрывы хромосом (Luan et al., 2007; Rajarajan 
et al., 2014; Deepthi, Remesh, 2016).

Выделенные по морфологическим и физиологиче­
ским признакам мутанты анализировали в лаборатории 
биохимии ИМК НААН Украины по таким биохимиче-
ским показателям, как содержание масла в семенах, и 
их жирнокислотному составу. Масличность определяли 

по массе обезжиренного остатка в аппарате Сокслета 
(ДСТУ 7577:2014, 2015). Жирнокислотный состав масла 
находили методом газожидкостной хроматографии ме-
тиловых эфиров на хроматографе HEWLETT PACRARD 
HP 6890 (ГОСТ 30418­96, 1998). Для этого анализа слу-
чайным образом формировали выборку из 1 000 семян от 
20–30 растений каждого мутантного образца.

Математическую обработку полученных данных осу­
ществляли согласно общепринятым методикам статисти­
ческой обработки экспериментального материала (Was­
serman, 2005).

Результаты и обсуждение
Обработка семян льна химическими мутагенами ДГ­2, 
ДГ­6, ДГ­7, ДГ­9, ДМС и ЭМС в концентрациях 0.5 и 
0.05 % приводила в поколении М1 к существенному из-
менению выживаемости растений, а также к изменению 
ряда морфологических характеристик – высоты расте­ 
 ний, количества боковых побегов на главном стебле и 
количества коробочек на одном растении (Тигова, Соро­
ка, 2016).

В поколении М2 нами был получен широкий спектр 
мутаций, представленный 27 типами изменений, которые 
были разделены на пять групп:
1. Мутации с нарушением синтеза хлорофилла у всходов 

и взрослых растений (8 типов): albina, viridis-albina, 
xantha, chlorina, viridis, lutescent, striata, corroded.

2. Мутации структуры стебля, побегов и листьев (5 типов): 
три семядоли, высокорослые растения, низкорослые 
растения, карлики, зигзагообразный стебель.

3. Изменение окраски лепестков венчика и пыльников, 
формы лепестков и бутонов (6 типов): светло-голубые 
лепестки, белые пыльники; голубые лепестки, голубые 
пыльники; измененная форма лепестков; светло-ро-
зовые лепестки, кремовые пыльники; белые лепестки, 
кремовые пыльники; нераскрывающийся венчик.

4. Мутации окраски семян (4 типа): желтая, коричневая, 
горчичная, пестрая.

5. Мутации по физиологическим признакам роста и раз-
вития (4 типа): скороспелые растения, позднеспелые 
растения, мутация стерильности, нарушение раз-
вития семян.
Характер мутационной изменчивости в значительной 

степени определялся видом и концентрацией использо-
ванного мутагена, а также генотипическими особенно-
стями сорта. Установлена повышенная индуцированная 
мутабильность сорта Солнечный по сравнению с сортом 
Айсберг. Отличия в мутабильности сортов проявлялись в 
различных частоте и спектре видимых мутаций (Тигова, 
Сорока, 2017). Кроме того, при изучении спектра мутаций 
на фенотипическом уровне у разных сортов обнаружен 
параллелизм в экспериментальной мутационной измен-
чивости.

В поколении М3 на основе отобранных образцов по-
коления М2 с измененными морфофизиологическими 
характеристиками были выделены и проанализированы 
мутантные линии, различающиеся между собой как по 
маркерным, так и по хозяйственно ценным признакам, 
включая количество масла в семенах и жирнокислотный 
состав масла.
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Варьирование жирнокислотного состава  
масла семян у индуцированных мутантов льна

Так, общая масличность сорта Айсберг в контроле со-
ставила 47.23 %. При обработке мутагенами ДГ­7, ДГ­9 
и ЭМС в концентрации 0.5 % выделены линии и образ-
цы МА­6, МА­10, МА­14, МА­15 и МА­18, у которых 
масличность была на уровне контроля или превосходила 
этот показатель. Масличность указанных образцов соста-
вила 47.75, 47.30, 48.88, 48.37 и 47.96 % соответственно 
(табл. 1).

Помимо масличности, изменения затрагивали и со-
держание различных жирных кислот. В варианте кон-

центрации 0.5 % наблюдали изменчивость по уровню 
пальмитиновой кислоты (C 16:0) в масле при обработке 
всеми изученными мутагенами. В большинстве случаев 
отмечалось увеличение данного показателя. Наименьшее 
содержание пальмитиновой кислоты было у низкорослой 
линии МА­8 (5.06 %), полученной при обработке мута-
геном ДГ­7, а наибольшее – у линии МА­23 (6.97 %) с 
голубой окраской лепестков и голубыми пыльниками, 
полученной при обработке мутагеном ЭМС. Содержа-
ние стеариновой кислоты (С 18:0) изменялось большей 

table 1. oil fatty acid compositions in the М3  generation of mutants derived from oil-bearing cultivar Iceberg treated  
with mutagens at the concentration 0.5% 

Muta- 
gen

Speci- 
men

Marker trait of the mutant 
line/specimen

oil content, 
%

Fatty acid percentages in seed oil (18:2)/
(18:3)palmitic

С 16:0
stearic
С 18:0

oleic
С 18:1

linoleic
С 18:2

linolenic
С 18:3

– Control (white petals,  
brown seeds)

47.23 6.16 3.71 19.54 19.27 51.31 0.38

DG-2 МА-1 Modified flower shape 43.37 6.18 2.36 18.60 14.71 58.16 0.25

МА-2 Blue petals,  
blue anthers

45.94 5.62 4.13 18.50 13.60 58.15 0.23

МА-3 High plants* 46.97 6.67 3.31 18.15 14.56 57.31 0.25

МА-4 Low plants* 43.93 6.96 1.63 17.27 14.31 59.82 0.24

DG-6 МА-5 High plants* 47.09 6.18 2.39 16.36 11.02 63.56 0.17

DG-7 МА-6 early maturing plants 47.75 6.40 2.64 17.74 14.96 58.28 0.26

МА-7 Late maturing plants* 44.69 6.74 1.36 16.37 15.36 59.67 0.26

МА-8 Low plants 45.19 5.06 2.89 19.47 12.44 60.13 0.21

МА-9 High plants* 46.05 6.23 2.68 16.49 14.08 60.58 0.23

МА-10 Blue petals,  
blue anthers

47.30 6.32 4.15 20.39 14.50 54.65 0.27

МА-11 Blue petals, yellow seeds 45.95 6.68 1.63 16.26 25.75 49.68 0.52

DG-9 МА-12 Blue petals,  
blue anthers

46.44 5.34 3.29 18.22 17.19 55.77 0.31

МА-13 Blue petals,  
yellow seeds

46.95 5.35 2.21 16.99 32.00 43.45 0.74

МА-14 Low plants* 48.88 6.59 2.90 17.55 18.54 54.41 0.34

МА-15 High plants* 48.37 5.96 1.93 15.61 14.66 61.84 0.24

eMS МА-16 Light-blue petals 46.12 5.74 1.31 18.81 12.73 62.03 0.21

МА-17 High plants* 45.97 6.23 1.97 16.25 12.14 63.52 0.19

МА-18 Low plants 47.96 6.59 2.79 18.11 15.27 57.24 0.27

МА-20 Dwarf 44.12 5.82 3.43 22.89 13.18 54.68 0.24

МА-22 Blue petals,  
yellow seeds

45.15 6.32 3.99 18.06 29.88 41.76 0.72

МА-23 Blue petals,  
blue anthers

43.01 6.97 1.46 16.56 15.20 59.82 0.25

Хmean ± Sx 46.06 ± 0.35 6.19 ± 0.12 2.59 ± 0.20 17.84 ± 0.36 16.48 ± 1.23 56.88 ± 1.27

Cv 3.52 ± 0.54 8.70 ± 1.34 34.54 ± 5.33 9.37 ± 1.45 34.34 ± 5.30 10.20 ± 1.57

LSD0.05 0.97 0.19 0.09 0.56 0.55 1.78

Note.  Here and in Tables 2–4, the least values among all specimens are shown in italic and the greatest, in bold.  
* Specimens chosen in М3 Verification in М4 is required. 
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частью в сторону уменьшения этого показателя. Во всех 
вариантах обработки наблюдали снижение уровня стеа-
риновой кислоты, кроме линий МА­2, МА­10 и МА­22 
(4.13, 4.15 и 3.99 % соответственно), полученных при об-
работке мутагенами ДГ­2, ДГ­7 и ЭМС. Изменялось также 
содержание олеиновой кислоты в масле. Наибольший 
показатель (22.89 %) имела линия карликовых растений 
МА­20, полученная при обработке мутагеном ЭМС, а у 
образца МА­15 высокорослых растений было выявлено 
минимальное количество олеиновой кислоты – 15.61 % 
(см. табл. 1). Максимальное содержание линолевой кис-
лоты (С 18:2) отмечено у линий МА­13 и МА­22 (32.00 
и 29.88 % соответственно), а минимальное – у образ-
ца МА­5 высокорослых растений (11.02 %), имевшего 
также большое количество олеиновой кислоты. Более 
63 % линоленовой кислоты содержится у образцов МА­5 
и МА­17, выделенных при обработке мутагенами ДГ­6 и 
ЭМС. У этих же образцов наблюдался низкий уровень 
линолевой кислоты – 11.02 и 12.14 % соответственно. 
При обработке мутагенами в этой же концентрации 0.5 % 
в коллекции рассматриваемых образцов была выявлена 
линия МА­22 с голубой окраской лепестков и желтыми 
семенами с относительно низким количеством линоле-
новой кислоты, которое составило 41.76 % (см. табл. 1, 
рисунок, а).

Соотношение ω6/ω3 в масле в значительной степени 
варьировало. Минимальное значение этого признака 

(0.17) имел образец МА­5 высокорослых растений, а мак­
симальное (0.74) – линия МА­13 с голубой окраской ле­
пестков и желтыми семенами. Коэффициент вариации 
для показателей масличности, уровня пальмитиновой 
и олеиновой кислот составил менее 10 % (см. табл. 1), 
что свидетельствует о слабой вариабельности данных 
признаков. В то же время для стеариновой и линолевой 
кислот коэффициент вариации превышал 10 %, что де-
монстрирует значительную изменчивость уровня данных 
кислот у мутантных линий, полученных при обработке 
химическими мутагенами в концентрации 0.5 %, и гово­
рит о высоком потенциале для отбора по этим признакам.

При более низкой концентрации обработки (0.05 %) 
высокомасличных линий, превосходящих контроль по 
общему выходу масла, выявлено не было (табл. 2). У боль-
шинства мутантных линий содержание пальмитиновой 
кислоты (C 16:0) в масле превышало контроль. Макси-
мальный уровень пальмитиновой кислоты зафиксирован 
у образца МА­33 (6.68 %), полученного при обработке 
мутагеном ДМС. Существенное уменьшение уровня этой 
кислоты по сравнению с контролем (6.16 %) выявлено 
только у одной линии – МА­27 (5.90 %). Кроме того, во 
всех вариантах обработки наблюдали уменьшение уров-
ня стеариновой кислоты (С 18:0). Линий с повышенным 
содержанием стеариновой кислоты выделено не было. 
Минимальный уровень стеариновой кислоты (1.63 %) 
установлен при обработке мутагеном ДГ­2 у линии МА­ 26 

table 2. oil fatty acid compositions in the М3 generation of mutants derived from oil-bearing cultivar Iceberg treated  
with mutagens at the concentration 0.05%

Muta- 
gen

Speci- 
men

Marker trait of the mutant 
line/specimen

oil content, 
%

Fatty acid percentages in seed oil (18:2)/
(18:3)palmitic

С 16:0
stearic
С 18:0

oleic
С 18:1

linoleic
С 18:2

linolenic
С 18:3

– Control (white petals, brown seeds) 47.23 6.16 3.71 19.54 19.27 51.31 0.38

DG-2 МА-24 High plants* 46.00 6.40 2.16 16.67 35.15 39.63 0.89

МА-25 Yellow seeds 42.77 6.04 2.41 17.11 16.05 58.39 0.27

МА-26 Blue petals,  
blue anthers

42.12 6.54 1.63 16.82 14.48 60.53 0.24

МА-27 Blue petals,  
yellow seeds

45.22 5.90 2.46 18.84 12.03 60.77 0.20

DG-6 МА-28 High plants* 45.28 6.54 2.28 17.95 17.72 55.51 0.32

DG-7 МА-29 High plants 44.90 6.81 2.21 15.94 12.05 62.99 0.19

МА-30 Blue petals,  
blue anthers*

45.73 6.06 2.29 15.11 13.53 63.02 0.21

DG-9 МА-31 Blue petals,  
yellow seeds

44.18 6.20 2.33 16.85 15.68 58.94 0.27

МА-32 High plants* 44.08 6.25 3.23 16.48 14.40 59.64 0.24

DMS МА-33 High plants* 43.17 6.68 2.30 16.94 11.16 62.92 0.18

eMS МА-34 High plants 45.58 6.19 2.01 17.42 12.02 62.36 0.19

Хmean ± Sx 44.46 ± 0.39 6.33 ± 0.09 2.30 ± 0.12 16.92 ± 0.29 15.84 ± 2.03 58.61 ± 2.02

Cv 2.92 ± 0.62 4.55 ± 0.97 16.63 ± 3.55 5.77 ± 1.23 42.39 ± 9.04 11.45 ± 2.44

LSD0.05 0.76 0.20 0.08 0.55 0.55 1.87
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Варьирование жирнокислотного состава  
масла семян у индуцированных мутантов льна

с голубой окраской лепестков и голубыми пыльниками 
(см. табл. 2). Уровень олеиновой кислоты у описанных 
мутантных линий был ниже контроля. Наименьшее ее 
содержание наблюдали у образца МА­30 (15.11 %), полу-
ченного при обработке мутагеном ДГ­7.

Изменчивость по содержанию линолевой кислоты 
(С 18:2) варьировала в сторону уменьшения данного по­
казателя (см. рисунок, б ). Однако при обработке мута­
геном ДГ­2 выделен образец МА­24 высокорослых рас ­ 
тений с максимальным содержанием линолевой кисло-
ты – 35.15 %, одновременно этот образец является отно-
сительно низколиноленовым (39.63 %). У большинства 
же отобранных линий уровень линолевой кислоты был 
ниже контроля. При обработке мутагеном ДМС получен 
образец МА­33 высокорослых растений с минимальным 
уровнем линолевой кислоты (11.16 %) и максимальным – 
пальмитиновой кислоты (6.68 %). У образца МА­30, вы-
деленного после обработки мутагеном ДГ­7 и имевшего 
минимальный уровень олеиновой кислоты, было более 
63 % линоленовой кислоты. Соотношение триглицеридов 
ω6/ω3 различалось между проанализированными лини-
ями и образцами в значительной степени. Минимальное 
значение этого показателя (0.18) имел образец МА­33 
высокорослых растений, полученный при обработке 
мутагеном ДМС, а максимальное (0.89) – образец МА­ 24 
высокорослых растений, полученный при обработке 

мутагеном ДГ­2. В варианте обработки семян мутагена-
ми в концентрации 0.05 % коэффициент вариации для 
описанных мутантных линий и образцов по стеарино-
вой, линолевой и линоленовой кислотам составил более 
10 % (см. табл. 2), что свидетельствует о существенной 
изменчивости данных биохимических параметров масла 
семян льна.

У сорта Солнечный общая масличность контроля на-
ходилась на уровне 40.69 %. Обработка мутагенами в 
более высокой концентрации 0.5 % практически во всех 
вариантах приводила к получению линий и образцов, пре-
восходивших контроль по данному показателю (табл. 3). 
Максимальную масличность (45.18 %) наблюдали у 
линии МС­27 с коричневой окраской семян, а мини-
мальную (37.89 %) – у линии МС­24 со светло­розовой 
окраской лепестков и кремовыми пыльниками. Из ли-
тературных данных известно, что накопление запасных 
липидов в семенах регулируется большим количеством 
гормональных и метаболических сигнальных систем, 
входящих в ряд генетических программ (Baud, Lepiniec, 
2010). Среди описанных факторов значительная роль 
уделяется транскрипционным детерминантам, многие 
из которых являются так называемыми главными регу-
ляторами, поскольку способны влиять на активность 
генов, регулирующих синтез и накопление запасных 
ве ществ. Так, высокий уровень экспрессии гена LEC1 у 
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table 3. oil fatty acid compositions in М3 mutants derived from oil-bearing cultivar Solnechnyy treated with mutagens  
at the concentration 0.5%

Muta- 
gen

Speci- 
men

Marker trait of the mutant 
line/specimen

oil content, 
%

Fatty acid percentages in seed oil (18:2)/
(18:3)palmitic

С 16:0
stearic
С 18:0

oleic
С 18:1

linoleic
С 18:2

linolenic
С 18:3

– Control (blue petals,  
yellow seeds)

40.69 6.05 5.81 20.03 66.53 1.59 41.84

DG-2 МS-1 White petals,  
brown seeds

44.37 6.65 2.62 17.87 17.52 55.34 0.32

МS-2 White petals,  
variegated seeds

44.16 6.62 2.92 17.87 20.62 51.98 0.40

МS-3 White petals,  
creamy anthers

39.72 6.56 3.27 20.82 34.69 34.67 1.00

МS-4 Brown seeds 39.66 6.88 2.71 20.27 20.56 49.59 0.41

МS-5 Light-pink petals,  
mustard-colored seeds

42.96 6.13 2.76 18.64 11.72 60.74 0.19

МS-6 Light-pink petals,  
creamy anthers

42.31 6.92 2.57 17.40 63.63 9.47 6.72

МS-7 Light-pink petals,  
variegated seeds*

44.76 5.98 2.81 18.19 26.99 46.04 0.59

МS-8 High plants* 41.68 6.16 2.79 20.29 56.28 14.48 3.89

МS-9 Low plants* 43.68 6.43 3.93 17.69 65.25 6.71 9.72

DG-7 МS-10 High plants* 42.97 6.38 2.44 19.23 58.22 13.73 4.24

МS-11 Low plants* 44.63 6.63 4.10 16.72 68.32 4.24 16.11

МS-12 White petals,  
variegated seeds*

44.61 6.86 3.11 17.90 38.01 34.13 1.11

МS-13 White petals,  
creamy anthers

43.44 6.35 2.87 18.50 29.24 43.05 0.68

МS-14 White petals,  
ariegated seeds

42.56 6.48 3.64 19.49 37.87 32.51 1.16

МS-15 Light-pink petals,  
creamy anthers

44.28 6.32 3.17 16.67 24.12 49.72 0.49

МS-16 Mustard-colored seeds 44.21 6.55 3.43 17.45 26.35 46.22 0.57

DG-9 МS-17 High plants* 39.46 6.04 3.80 18.31 47.51 24.34 1.95

МS-18 Low plants* 43.83 6.16 4.41 19.02 63.75 6.66 9.57

МS-19 Light-pink petals,  
creamy anthers

43.45 6.29 3.01 20.33 44.12 26.25 1.68

МS-20 White petals,  
creamy anthers

43.02 6.17 4.92 20.16 58.18 10.58 5.50

МS-21 White petals,  
mustard-colored seeds

43.23 6.04 3.40 15.87 50.99 23.70 2.15

eMS МS-22 Zigzag stem 43.36 6.17 4.27 19.07 63.23 7.26 8.71

МS-24 Light-pink petals,  
creamy anthers

37.89 6.17 3.47 20.22 46.11 24.03 1.92

МС-26 White petals,  
creamy anthers

44.62 6.65 3.85 21.15 44.87 23.42 1.92

МС-27 Brown seeds 45.18 6.36 3.00 19.03 46.68 24.93 1.87

Хmean ± Sx 42.96 ± 0.38 6.40 ± 0.05 3.33 ± 0.13 18.73 ± 0.28 42.59 ± 3.41 28.95 ± 3.49

Cv 4.42 ± 0.63 4.28 ± 0.61 19.35 ± 2.74 7.44 ± 1.05 40.04 ± 5.66 60.30 ± 8.53

LSD0.05 0.70 0.20 0.11 0.59 1.45 1.03
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Варьирование жирнокислотного состава  
масла семян у индуцированных мутантов льна

арабидопсиса, генов GmDof4 и GmDof11 у сои вызывал 
повышенную экспрессию генов из семейств, участвую­
щих в биосинтезе жирных кислот, что приводило к су-
щественному увеличению содержания масла в семенах 
(Сидоров, Цыдендамбаев, 2014). Поскольку биосинтез 
триацилглицеридов у высших растений характеризуется 
общими метаболическими путями, можно предположить, 
что большое количество мутантов сорта Солнечный с 
повышенной масличностью связано с мутацией одного 
из главных регуляторов факторов транскрипции, при-
ведшей к сверхэкспрессии вышеупомянутых генов или 
их аналогов.

Что касается жирнокислотного состава масла у му-
тантов сорта Солнечный, полученных в вариантах с 
концентрацией 0.5 %, то, в частности, содержание пальми-
тиновой кислоты составляло от 5.98 до 6.92 %. Из табл. 3 
видно, что обработка химическими мутагенами вызывала 
повышение уровня пальмитиновой кислоты практически 
у всех мутантов. Максимальное содержание этой кислоты 
наблюдалось у линии МС­6 со светло­розовой окраской 
лепестков и кремовыми пыльниками – 6.92 %. Уровень 
стеариновой кислоты (С 18:0) уменьшился по сравнению 
с контролем во всех вариантах обработки. Минимальное 
ее значение (2.44 %) было у образца МС­10 высокорослых 
растений, полученного при обработке мутагеном ДГ­7. 
Содержание олеиновой кислоты (С 18:1) в масле варьиро-
вало от 15.87 до 21.15 %. При этом минимальный уровень 
наблюдали у линии МС­21 с белой окраской лепестков и 
горчичными семенами, полученной при обработке мута-
геном ДГ­9, а максимальный – у линии МС­26 с белой 
окраской лепестков и кремовыми пыльниками, получен-
ной под действием мутагена ЭМС. Содержание линолевой 
кислоты менялось от 11.72 до 68.32 %. Максимальный 
уровень (68.32 %) выявлен у образца МС­11 низкорослых 
растений, полученного при обработке мутагеном ДГ­7 
(см. табл. 3, рисунок, в). Кроме того, образец МС­11 ха-
рактеризуется достаточно низким уровнем линоленовой 
кислоты (4.24 %), высокой масличностью (44.63 %) и 
относительно высоким содержанием пальмитиновой 
кислоты (6.63 %) (см. табл. 3). Минимальный уровень 
линолевой кислоты (11.72 %) выявлен у линии МС­5 со 
светло­розовой окраской лепестков и горчичной окраской 
семян. Содержание линоленовой кислоты в масле меня-
лось от 4.24 (образец МС­11) до 60.74 % (линия МС­5) 
(см. табл. 3, рисунок, в). Соотношение триглицеридов 
ω6/ω3 значительно варьировало: от 0.19 (линия МС­5) до 
16.11 (образец МС­11).

Коэффициент вариации таких признаков, как маслич-
ность, содержание пальмитиновой и олеиновой кислот у 
мутантов сорта Солнечный, полученных при обработке 
мутагенами 0.5 % концентрации, не превышал 10 %, 
что свидетельствует о достаточно высокой стабильно­
сти данных биохимических показателей. Однако для 
стеа риновой, линолевой и линоленовой кислот коэффи­
циент вариации составлял 20 % и более (см. табл. 3), 
что демонстрирует значительные возможности отбора 
по созданию новых селекционных линий с измененным 
уровнем данных кислот.

При обработке химическими мутагенами в более низкой 
концентрации (0.05 %) практически во всех вариантах 

воздействия уровень масличности у отобранных мутантов 
повысился и колебался в пределах от 39.58 до 46.69 % 
(табл. 4). По нашим данным, содержание пальмитиновой 
кислоты в масле изменялось в диапазоне от 5.94 (МС­32) 
до 6.88 % (МС­52). Следует также отметить, что в боль-
шинстве случаев содержание пальмитиновой кислоты 
превышало или находилось на уровне контроля. Количе-
ство стеариновой кислоты в масле мутантов уменьшилось 
по сравнению с контролем. Под действием всех изученных 
мутагенов отмечалось снижение уровня стеариновой 
кислоты. Содержание олеиновой кислоты в масле также 
варьировало: минимальный уровень (15.29 %) наблюда-
ли у линии МС­35 высокорослых растений, полученной 
при обработке мутагеном ДГ­6, а максимальный уровень 
(22.34 %) – у линии МС­42 с белой окраской лепестков и 
кремовыми пыльниками, полученной при обработке мута-
геном ДГ­7 (см. табл. 4). Содержание линолевой кислоты 
у мутантных образцов изменялось в пределах от 18.77 до 
70.09 %. Наименьший показатель имела линия МС­43 с 
белой окраской лепестков и пестрыми семенами, получен-
ная при обработке мутагеном ДГ­7. Тем не менее встреча-
лись мутанты, у которых содержание линолевой кислоты 
превышало контрольные значения – МС­36 (69.95 %) и 
МС­45 (70.09 %), а уровень линоленовой кислоты был 
относительно низким (8.83 и 3.06 % соответственно), что 
делает их ценным исходным материалом для селекции 
сортов пищевого направления (см. табл. 4, рисунок, г).

Что касается соотношения ω6/ω3 жирных кислот, то 
при обработке мутагенами данной концентрации (0.05 %) 
оно в значительной степени варьировало. Минимальное 
значение этого показателя (0.35) было у линии МС­43 с 
белой окраской лепестков и пестрыми семенами, а мак-
симальное (22.91) – у образца МС­45 низкорослых расте-
ний. Коэффициент вариации для признаков масличности, 
содержания пальмитиновой и олеиновой кислот был 
относительно низким, что говорит о незначительной из-
менчивости данных биохимических показателей. Однако 
для остальных жирных кислот – стеариновой, линолевой 
и линоленовой – коэффициент вариации превышал 30 % 
(см. табл. 4), что свидетельствует о значительной потен-
циальной вариабельности их содержания.

Изменчивость уровня линолевой и линоленовой кис-
лот в результате воздействия химическими мутагенами 
в концентрациях 0.5 и 0.05 % у сорта Айсберг была не-
значительной, однако у сорта Солнечный уровень этих 
кислот сильно варьировал, что объясняется генотипиче-
скими особенностями сорта (см. рисунок). Полученные 
результаты позволяют отбирать образцы с разным жир-
нокислотным составом масла и вести селекцию в любом 
направлении. 

Как следует из полученных нами данных, содержание 
изученных жирных кислот взаимосвязано (табл. 5). Так, 
у сорта Айсберг содержание олеиновой кислоты отрица-
тельно коррелировало с пальмитиновой и положитель-
но – со стеариновой кислотой. Кроме того, наблюдалась 
сильная отрицательная корреляция доли линолевой и 
линоленовой кислот в масле, что привело к появлению 
в популяции мутантов большого количества образцов 
с уменьшенным уровнем линолевой кислоты в пользу 
линоленовой (см. рисунок, а, б ). 
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table 4. oil fatty acid compositions in the М3 generation of mutants derived from oil-bearing cultivar Solnechnyy treated  
with mutagens at the concentration 0.05%

Muta- 
gen

Speci- 
men

Marker trait of the mutant line/
specimen

oil content, 
%

Fatty acid percentages in seed oil (18:2)/
(18:3)palmitic

С 16:0
stearic
С 18:0

oleic
С 18:1

linoleic
С 18:2

linolenic
С 18:3

– Control (blue petals,  
yellow seeds)

40.69 6.05 5.81 20.03 66.53 1.59 41.84

DG-2 МS-28 High plants* 45.33 6.68 3.24 20.17 45.47 24.44 1.86

МS-29 White petals,  
creamy anthers

44.43 6.10 3.43 19.10 43.58 27.80 1.57

МS-30 Light-pink petals,  
variegated seeds

45.43 6.21 2.26 18.08 46.92 26.54 1.77

МS-31 Light-pink petals,  
creamy anthers

43.61 6.43 2.64 17.73 44.34 28.86 1.54

МS-32 Brown seeds 44.77 5.94 2.21 20.13 27.44 44.29 0.62

МS-33 Variegated seeds 44.67 6.68 1.77 17.07 21.82 52.66 0.41

МS-34 White petals,  
variegated seeds*

45.65 6.86 1.19 16.20 20.20 55.55 0.36

DG-6 МS-35 High plants 46.47 6.14 2.50 15.29 56.39 19.68 2.87

МS-36 Light-pink petals,  
mustard-colored seeds

46.63 6.29 3.26 17.67 69.95 8.83 7.92

МS-37 Light-pink petals,  
creamy anthers

45.89 6.73 3.27 17.49 55.26 17.25 3.20

МS-38 Light-green plant 43.71 6.52 3.90 20.23 41.61 27.73 1.50

МS-39 Light-green plant,  
brown seeds

46.05 6.03 2.99 18.55 23.66 48.78 0.49

DG-7 МS-42 White petals,  
creamy anthers

42.73 6.24 2.09 22.34 29.65 39.68 0.75

МS-43 White petals,  
variegated seeds

41.18 6.64 1.95 18.86 18.77 53.78 0.35

DG-9 МS-44 High plants* 42.40 6.76 3.86 18.15 60.29 10.95 5.51

МS-45 Low plants* 39.58 6.02 2.47 18.37 70.09 3.06 22.91

МS-46 Brown seeds 40.34 6.62 4.48 18.02 48.80 22.08 2.21

МS-48 Light-pink petals,  
creamy anthers

44.51 6.51 2.57 20.18 57.41 13.33 4.31

DMS МS-49 White petals,  
late maturing plants*

43.91 6.82 2.52 18.84 42.62 29.19 1.46

МS-50 White petals,  
variegated seeds*

45.10 6.87 2.31 17.64 23.06 50.14 0.46

МS-51 Light-pink petals,  
creamy anthers

44.38 6.52 1.98 19.68 27.83 43.99 0.63

МS-52 White petals,  
creamy anthers*

46.69 6.88 1.71 16.17 20.68 54.57 0.38

МS-53 Light-pink petals,  
variegated seeds*

44.31 6.44 2.23 16.04 26.80 48.50 0.55

eMS МS-54 High plants 44.83 6.33 3.22 17.55 49.09 23.81 2.06

МS-55 Low plants* 43.65 6.00 3.70 17.41 50.41 22.48 2.24

МS-56 White petals* 43.58 6.23 3.51 20.82 63.03 6.42 9.82

МS-57 Light-green plant 43.78 6.82 4.31 21.12 55.86 13.90 4.02

МS-58 Light-green plant,  
brown seeds

43.22 6.77 4.01 21.81 44.52 17.88 2.49

Хmean ± Sx 44.17 ± 0.33 6.47 ± 0.06 2.84 ± 0.16 18.60 ± 0.34 42.34 ± 2.99 291.86 ± 3.08

Cv 3.98 ± 0.53 4.69 ± 0.63 30.05 ± 4.02 9.58 ± 1.28 37.32 ± 4.99 54.63 ± 7.30

LSD0.05 0.72 0.20 0.10 0.58 1.43 1.03
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Варьирование жирнокислотного состава  
масла семян у индуцированных мутантов льна

У сорта Солнечный положительную корреляцию на-
блюдали между уровнем стеариновой и олеиновой, а 
также стеариновой и линолевой кислот. Отрицательная 
корреляция была между уровнем линоленовой и стеари-
новой кислот, и в то же время – линоленовой и линолевой 
кислот. Увеличение уровня линоленовой кислоты, по 
сравнению с контролем, во всех вариантах обработки 
при вело к уменьшению уровня линолевой кислоты (см. 
рисунок, в, г), поскольку синтез этих жирных кислот 
взаимосвязан.

Следует отметить, что у сортов Айсберг и Солнечный 
спектры мутаций по содержанию линолевой и линоле-
новой кислот существенно различались. Подавляющее 
большинство мутантов сорта Солнечный имело повы-
шенное, по сравнению с контролем, содержание линоле-
новой кислоты. Мутанты сорта Айсберг по содержанию 
линоленовой кислоты отличались от контрольного сорта 
в значительно меньшей степени (коэффициент вариации 
10.20–11.45 %). Кроме того, были выделены мутанты как 
с повышенным, так и с пониженным уровнем данной 
кислоты.

Результаты изучения мутантов обоих сортов говорят об 
отсутствии мутаций в генах FAB1, SAD1 и SAD2, так как 
доля пальмитиновой, стеариновой и олеиновой кислот в 
масле сильно не изменилась. Мутации в генах FAD2 тоже, 
скорее всего, отсутствуют, поскольку суммы линолевой 
и линоленовой кислот тоже сильно не варьируют. Таким 
образом, выявляемые мутации затронули, видимо, гены 
FAD3. У мутантов сорта Айсберг МА­11, МА­13, МА­22 и 
МА­24 наблюдается повышение концентрации линолевой 
кислоты и снижение содержания линоленовой. Вероятно, 
часть растений (а в М3 может наблюдаться расщепление 
по мутантным признакам) были низколиноленовыми, а 
часть – высоколиноленовыми, и были смешаны в процессе 
отбора материала для анализа. То есть в этих семьях могут 
быть мутанты генов FAD3.

Сорт Солнечный, судя по составу его масла, несет му-
тацию в одном из генов FAD3. В данном случае мутации 
тоже не затронули гены FAB1, SAD1 и SAD2, а также FAD2. 
Однако практически у всех полученных мутантов, скорее 
всего, произошли обратные мутации в генах FAD3, что 
снизило концентрацию линолевой кислоты и повысило –
линоленовой. Различия в уровне восстановления синтеза 
линоленовой кислоты, очевидно, также связаны с неодно-
родностью материала исследованных образцов семян.

Таким образом, в настоящей работе показана эффек-
тивность использования новых химических мутагенов, 
производных диметилсульфата, для получения широкого 
спектра мутантных линий и образцов льна по жирнокис-
лотному составу масла семян. Увеличение генетического 
разнообразия по данным признакам позволяет вести 
селекционную работу по созданию сортов льна любого 
направления использования льняного масла в зависимости 
от поставленных целей.

Заключение
Показано, что обработка новыми (ДГ­2, ДГ­6, ДГ­7 и 
ДГ­9) и классическими (ДМС, ЭМС) химическими му-
тагенами привела к получению мутантных линий и об-
разцов с разным уровнем масличности и жирнокислотным 
составом масла семян. Перспективные мутантные линии 
отобраны для дальнейшей селекционной работы.

Выделены линии и образцы с максимальным и мини-
мальным уровнями линолевой и линоленовой кислот у 
сорта Айсберг (МА­5, МА­13, МА­24, МА­30) и у сорта 
Солнечный (МС­5, МС­11, МС­34, МС­43, МС­45). 

Доказана эффективность использования новых хими-
ческих мутагенов для создания ценных в практическом 
применении линий льна масличного с маркерными при-
знаками.

Установлено, что обе использованные концентрации 
мутагенов (0.5 и 0.05 %) эффективны для получения 

table 5. Pearson’s correlations between fatty acid contents in seed oil from mutants and cvs. Iceberg and Solnechnyy treated  
with mutagens at the concentrations 0.5 and 0.05%

Fatty acid Palmitic
С 16:0

Stearic
С 18:0

oleic
С 18:1

Linoleic
С 18:2

Linolenic
С 18:3

Palmitic
С 16:0

Stearic
С 18:0

oleic
С 18:1

Linoleic
С 18:2

Linolenic
С 18:3

Iceberg Solnechnyy

Palmitic
С 16:0

–0.32 –0.36 –0.03   0.08 –0.21 –0.06 –0.22   0.21

Stearic
С 18:0

–0.32   0.56   0.06 –0.31 –0.21   0.28   0.57 –0.62

oleic
С 18:1

–0.36   0.56 –0.10 –0.20 –0.06   0.28   0.10 –0.22

Linoleic
С 18:2

–0.03   0.06 –0.10 –0.95 –0.22   0.57   0.10 –0.99

Linolenic
С 18:3

  0.08 –0.31 –0.20 –0.95   0.21 –0.62 –0.22 –0.99

SD   0.46 0.78   1.54   5.87   6.08   0.29   0.87   1.59 16.42 16.98

Number  
of mutants

33 54

Note. Boldface indicates significant correlation coefficients at p = 0.05%: r > 0.35 for cv. Iceberg and  r > 0.27 for Solnechnyy. 
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образцов с разным уровнем масличности и жирнокис-
лотного состава масла. Тем не менее у сорта Айсберг 
более высокая концентрация вызывала больший размах 
изменчивости по сравнению с сортом Солнечный, что 
свидетельствует о специфичной реакции генотипа на 
концентрацию мутагена.

Продемонстрирована сильная отрицательная корреля-
ционная взаимосвязь между содержанием линолевой и 
линоленовой кислот, а также положительная зависимость 
средней силы между содержанием стеариновой и олеи-
новой кислот у обоих изученных сортов.
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Одна из основных задач селекции – получение гибридов с 
выраженным эффектом гетерозиса. При этом информация 
о генетическом разнообразии селекционного материала 
рассматривается как инструмент отбора перспективных 
комбинаций скрещивания, так как, согласно классической 
теории, гетерозиготность является основным фактором, 
обусловливающим превосходство гибридов F1 над родите-
лями. В связи с этим предполагается наличие прямой зави-
симости между уровнем генетического полиморфизма ис-
ходных родительских форм и гетерозисом в поколении F1 
их гибридов. Опубликованные к настоящему времени дан-
ные, направленные на поиск критериев прогнозирования 
гетерозиса у растений, показали разноречивые результаты. 
В нашем исследовании мы изучили вклад структурного и 
неструктурного дНК-полиморфизма в реализацию гетеро-
зиса F1 у перца сладкого. Были использованы SSR- и метил-
чувствительный AFLP-протокол (MSAP с использованием 
изошизомеров HpaII и MspI) для выявления специфичных 
аллельных вариантов и эпигенетических паттернов у 
гетерозисных и негетерозисных гибридов перца сладкого, 
включенных в белорусскую селекционную программу. При 
изучении структурного полиморфизма дНК с использова-
нием микросателлитных маркеров обнаружено, что часть 
вариации в проявлении гетерозиса может быть объяснена 
полиморфизмом, который выявляется при SSR-анализе. 
Согласно нашим результатам, общее число полиморфных 
локусов и коэффициент соотношения полиморфных и 
мономорфных локусов могут служить дополнительным 
критерием отбора перспективных комбинаций скрещива-
ния наряду с классическими методами селекции. При изу-
чении эпигенетических модификаций дНК, возникающих 
при гибридизации, была обнаружена тесная связь между 
статусом метилирования дНК и гетерозисом для основных 
показателей продуктивности гибридов перца сладкого. 
Полученные результаты подтвердили предположение 
о том, что гибридизация способствует возникновению 
эпиаллельной вариации дНК у гибридов первого поколе-

Managing F1 heterosis is one of the major objectives in hybrid 
crop breeding programs. The classical theory considers the 
heterozygosity in F1 hybrids to be the main factor contributing 
to heterosis and therefore presumes a linear relationship 
between the value of genetic polymorphisms in parental lines 
and the heterotic response of their F1 offspring. Therefore, the 
genetic diversity information is viewed as a tool for selection 
of promising cross-combinations, but results published 
by different researchers are inconsistent. In this work, we 
studied the contributions of structural and nonstructural 
DNA polymorphisms to F1 heterosis manifestation. We used 
SSR and methyl-sensitive AFLP (MSAP with HpaII and MspI 
izoshisomers) protocols for obtaining specific patterns for 
heterotic and nonheterotic F1 hybrids of sweet pepper 
(Capsicum annuum L.) from a Belarusian breeding program. We 
found out that a certain portion of heterosis for yield-related 
traits might be explained by the polymorphism revealed 
by SSR analysis. According to our data, the total number 
of polymorphic SSR loci and the ratio of polymorphic and 
nonpolymorphic loci demonstrate a significant predictive 
value and can serve as additional prognostic criteria for the 
selection of promising cross-combinations. From the MSAP 
assay, we found a relationship between heterosis and the 
numbers of methylated and nonmethylated DNA loci for yield 
traits. our results indicate that cross-hybridization may favor 
epiallelic modifications in F1 hybrids, presumably responsible 
for heterosis. Thus, epigenetic DNA variation may explain 
the absence of a linear relationship between the level of 
structural DNA divergence and F1 heterosis, as well as the 
manifestation of heterosis in crosses of related (genetically 
similar) accessions.

Key words: Capsicum annuum L.; heterosis; F1 performance; 
SSR allelic variation; DNA methylation.
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ния, которая может обусловливать гетерозис в F1. таким 
образом, существование эпигенетической вариации дНК 
способно объяснить отсутствие линейной связи между 
уровнем структурной дНК-дивергенции и F1 гетерозисом, 
так же как и проявление гетерозиса при гибридизации 
генетически сходного материала.

Ключевые слова: гетерозис; Capsicum annuum L.; аллельная 
SSR-вариация; дНК-метилирование.

The phenomenon of heterosis, known as superior per-
formance of F1 hybrids over their parents, has been 
exploited by agricultural practices since the beginning 

of the 20th century. It became a milestone event in plant 
breeding. The first bushels of hybrid corn seeds were sold in 
1924 (Crabb, 1947), and hybrid production has been in rapid 
progress since that. With the large body of experimental infor-
mation obtained in the study of maize hybrids and mathemati-
cal calculations, several genetic concepts were put forward to 
explain heterosis by various types of gene action (Shull, 1908, 
1952; Bruce, 1910; East, Hayes, 1912; Jones, 1917). These 
concepts underwent various modifications and interpretations 
with new methodological approaches and knowledge about 
molecular mechanisms (Charlesworth, Willis, 2009; Kaeppler, 
2012). According to the types of gene action, all of them refer 
to single­locus or multi­loci models. The first one proposes 
dominance and overdominance, whereas the second is focused 
on epistasis or nonallelic interactions. In fact, this segrega-
tion is not obvious. To date, there is evidence for single­locus 
heterosis (Shpak et al., 2004; Krieger et al., 2010; Singh et al., 
2013), but its usefulness is limited. Most of quantitative traits 
are polygenic, and their phenotypic expression is influenced 
by multiple factors with relatively low effects. Evidently, a 
heterotic phenotype comes out from crosstalk of two paren-
tal strains in a context­dependent manner rather than from 
interaction in a single specific locus. If so, it is reasonable to 
assume a close relationship between heterozygosity and het-
erosis F1, i. e. the heterotic expression of phenotype should be 
correlated with genetic diversity (Melchinger, 1999; Springer, 
Stupar, 2007).

Earlier studies demonstrated that the relationships between 
molecular marker heterozygosity and hybrid performance 
were highly variable, depending on germplasm, mating design, 
type of used markers, and the architecture of the target trait 
(Perenzin et al., 1998; Gutierrez et al., 2002; Schrag et al., 
2009; Usatov et al., 2014). In spite of considerable efforts, 
DNA markers promising for prediction of heterosis have not 
been well developed for hybrid breeding (Reif et al., 2012; 
Kawamura et al., 2016). 

Some investigations suggest that the regulation of hetero­
tic response in F1 is mediated by epigenetic modifications 
of DNA, in particular, methylation, which alters differential 
gene expression (Groszmann et al., 2011; He et al., 2013; 
Ryder et al., 2014; Greaves et al., 2015). It has been found 
that hybrids F1 have not only parental epialleles but hybrid­
specific epialleles with altered frequencies (Shen et al., 2012). 
Some of these alterations in the F1 epigenome may be the 
first in the set of events leading to the formation of a perfect 

(heterotic) phenotype. This concept assumes the key role of 
regulatory genes under epigenetic modifications, so that even 
the expression of their small portion can cause the distribution 
of their effect at the level of regulatory networks involved 
in the formation of the mature phenotype (Becker, Weigel, 
2012). Probably, the differences in gene activity caused by 
both differential methylation of parental forms and epigenetic 
modifications F1 due to hybridization influence the formation 
of heterotic response.

In this work we evaluated SSR allelic variation and the 
DNA methylation status in sweet pepper with regard to he­
terosis manifestation to demonstrate thereby that a heterotic 
phenotype can be a product of both structural and nonstructural 
(epigenetic) variation.

Materials and methods
Plant materials. Eleven sweet pepper accessions from differ-
ent geographic areas were taken as parents in breeding aimed 
at developing high­yielding long­fruited hybrids (Suppl. 1)1. 
These genotypes were subjected to two full diallel crosses 
(5 × 5, 6 × 6). Parental and hybrid plants were grown for phe-
notypic evaluation in an unheated greenhouse in randomized 
blocks with 35 × 50 cm area for each plant in five replications. 
Phenotypic data were randomly collected from the middle 
15 genotypes of each accession. The main yield components 
recorded were fruit weight per plant (FWP), fruit number per 
plant (FNP), average weight of one fruit (AWF), and fruit 
length (FL). 

Microsatellite DNA assay. The 11 parental lines were 
finger printed following standard protocols with twelve 
simple sequence repeat (SSR) markers: Hpms1­1, Hpms1­ 5,  
Hpms1­ 111, Hpms1­143, Hpms1­168, Hpms1­172, Hpms2­ 13, 
Hpms2­21, CAMS­864, CAMS­236, CAMS­ 647, CAMS­811 
(Lee et al., 2004; Minamiyama et al., 2006; Mimura et al., 
2012) (Suppl. 2). The resulting amplification products were 
resolved on an Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500 
automated sequencer. Fragment sizes were recorded by Gene­
Mapper Software Version 4.1 and manually checked.

Methyl-sensitive arbitrary polymorphism assay. Methyl­
sensitive amplified polymorphism (MSAP) analysis was 
performed to identify methylation­susceptible anonymous 
5′­CCGG sequences and assess their methylation status in 
sweet pepper lines and their F1 hybrids in both seedling and 
flowering stages. The upper thirds of young leaves were used.

MSAP is a modification of the standard AFLP technique. It 
employs EcoRI as a rare cutter and methylation­sensitive fre-
1 Supplemantary Materials 1–7 are available in the online version of the paper: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx13.pdf
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quently cutting restriction enzymes HpaII and MspI, which are 
a pair of isoschizomers recognizing the same tetranucleotide 
5′­CCGG but differently sensitive to methylation at the inner 
or outer cytosine (Reyna­López et al., 1997). We tried several 
selective primers and chose a set that gave many consistently 
scorable bands. The primer sets used were the EcoRI reverse 
primer with one of HpaII/MspI forward primers (Suppl. 3). 

The analysis of MSAP results was based on comparisons 
of binary presence–absence matrices for individuals obtained 
with the EcoRI­HpaII and EcoRI­MspI primer combinations. 
The presence of both EcoRI­HpaII and EcoRI­MspI products 
was denoted as the nonmethylated state. The presence of either 
EcoRI­HpaII or EcoRI­MspI corresponded to the methylated 
state. The analyses showing neither EcoRI­HpaII nor EcoRI­
MspI were interpreted as uninformative, since such cases 
might be caused by either fragment absence or hypermethyla­
tion (Ashikawa, 2001).

The resulting MSAP products were resolved using the auto-
mated sequencer Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500. 
The data on fragment size were recorded by GeneMapper 
Software Version 4.1 and manually checked.

Data analysis. Mid­parent (MPH) and high­parent (HPH) 
heterosis indices were calculated from equations

MPH = 100 × 
F1 – P

                          P , where P = 
P1 + P2

          2 ,

and HPH = 100 × 
F1 – BP

                          BP , 

where BP is the best of the parents. If a hybrid was inferior to 
the worse of its parents, the negative heterosis was calculated 
against the worse parent.

The software Treecon was used to calculate genetic dis-
tances (GD) and to construct a neighbor­joining phylogenetic 
tree with 100 bootstraps (Nei et al., 1983). 

Genetic distances were calculated from SSR data based 
on the Nei and Li algorithm (Nei, Li, 1979). Differential me­
thylation (DM) was evaluated by counting the number and 
ratio of methylated and nonmethylated loci for each cross­
com bination of lines.

The relationships between genetic distances, differential 
SSR allelic polymorphism (DP), differential methylation, and 
heterosis were assessed by correlation analysis.

results

Quantitative analysis and hybrid performance  
of two diallel sets
ANOVA revealed significant (p < 0.05) to highly significant 
(p < 0.01) differences among pepper lines for all traits under 
investigation. For mating design, the lines were divided into 
2 sets (I, red and II, yellow) and crossed in the 5 × 5 and 6 × 6 
full diallel manner. The subsequent trial of 50 hybrids F1 and 
its parents with analysis of variance components showed that 
the general (GCA) and specific (SCA) combining abilities 
differed from zero significantly for all traits. The ratio of the 
GCA:SCA variance component exceeded zero except for 
AWF in the 2nd group (6 × 6), where SCA > GCA. Therefore, 
GCA (or the additive effect) is expected to be responsible for 
the greatest part of variation in hybrid performance in this 
factorial.

There was a significant difference among pairwise combina-
tions in heterotic effect for yield component traits. The mean 
heterosis values for two sets of hybrids were positive for all 
traits. Frequencies of heterosis manifestation were higher for 
FWP and FNP. The levels of heterosis varied broadly from 
one cross to another within each diallel set, and differed be-
tween two sets. The distribution of the levels of mid­parent 
and high­parent heterosis is presented in Table 1. The widest 
range of variation in MPH for FWP was observed among the 
crosses in the 1st group, but for FNP and FL, in the 2nd group. 
Crosses with high hybrid superiority (>30 %, FWP) over the 
mid­parent level were found in both diallel sets, but negative 
implementations of heterosis were more frequent in set I.

High­parent heterosis was observed in both sets of hybrids 
for all traits under study. Its level for FWP varied from 0.3 
to 68.8 % in set I and from –14 to +68 % in set II. Among 
50 diallel hybrids, only 23 expressed heterosis for this trait: 
⅓ in set I and ½ in set II. The HPH levels for other traits were 
significantly lower.

Genetic diversity by SSr analysis
A high level of genetic diversity at the 12 SSR loci was ob­
served. Of the 60 detected alleles, 54 were polymorphic, 
in cluding 9 unique alleles. The mean number of alleles per 
SSR locus was 5.0, ranging from 2 to 7 (see Suppl. 2). There 

table 1. Means, range of F1 performance, mid-parent heterosis (MPH), high-parent (HPH) heterosis for fruit weight per plant  
(FWP, kg), fruit number per plant (FNP), average weight of one fruit (AWF, g) and fruit length (FL, cm) in two sets of diallel hybrids 

Set Trait F1 performance MPH (%) HPH (%)

Mean Range Mean Range Mean Range

I FWP 0.81 0.5~1.3 20.3 –35.7~101.6 24.0   0.3~68.8

FNP 9.01 6.7~12.0 14.8 –30.0~75.0 17.6 –4.1~42.8

AWF 89.6 67.5~112.0 4.39 –15.4~30.5 1.57 –10.9~20.2

FL 13.58 11.5~16.0 11.8      1.9~25.7 8.0      0.8~21.2

II FWP 1.18 0.7~1.7 19.9 –24.0~77.0 15.1 –14.0~68.0

FNP 7.72 6.0~13.0 16.15 –33.3~71.1 17.2 –25.1~58.5

AWF 156.6 116.8~213.7 5.29 –19.8~35.5 5.82 –17.9~22.0

FL 10.4 8.7~12.7 6.49 –13.0~33.7 7.96 –5.8~24.2
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were seven loci in which more than 5 alleles were resolved. 
Among two sets of lines, there were six specific alleles in 
three loci, from which two were represented only in set I and 
four in set II (Suppl. 4).

Nei’s coefficient of genetic dissimilarity for the SSRs data 
ranged from 0.136 to 0.434, the mean being 0.287. The two 
sets showed some specific features: inbred lines in set II de­
monstrated higher genetic diversity than set I.

UPGMA clustering based on Nei’s distances was in accor-
dance with the line diverging into two sets, i. e. it coincided 
with phenotypic features of the fruit (Fig. 1). Probably, some 
of the analyzed loci are associated with specific germplasm 
and particular traits.

Correlation among genetic distances,  
heterosis F1, and hybrid performance
Genetic distances based on SSRs accounted for diallel set I 
pointed to strong positive correlations with MPH and HPH for 
AWF and FL (Table 2). Its coefficient of determination calcu-
lated from the regression of heterosis FL on GD was higher 

for half­diallel hybrids (r2 = 49 %; 50.4 %), but of heterosis 
AFW, for reciprocal hybrids (r2 = 38.4 %; 49 %). Significant 
negative correlations (r = 0.52) were observed for FNP with 
a higher impact of reciprocal hybrids (r = –0.67). 

In set II, despite of a significant reciprocal effect, the 
relationships of GDs and the manifestation of heterosis in 

L2889
L2890
L2892
L2891
L2893
L3165
L3168
L3166
L3167
L3163
L3164

Set I

Set II

Fig.  1.  Dendrogram based on the SSR-based genetic distances  (GD) 
among 11 pepper accessions.

table 2. Correlation between differential SSR polymorphism, F1 hybrid performance (xi), mid-parent heterosis (MPH),  
and high-parent heterosis (HPH) for fruit weight per plant (FWP, kg), fruit number per plant (FNP), average fruit weight (AFW, g),  
and fruit length (FL, cm) in two sets of hybrids

Hybrids Index    xi MPH HPH

   FWP FNP    AFW    FL FWP FNP    AFW    FL FWP FNP    AFW    FL

Set I Full-diallel 
hybrids

GD    0.05 –0.06    0.18    0.33 –0.31 –0.56**    0.42**    0.62** –0.32 –0.48**    0.47**    0.52**

NPL    0.12    0.10    0.09    0.36 –0.16 –0.42    0.35    0.68** –0.15 –0.27    0.32    0.51*

NML –0.30 –0.11 –0.41 –0.45*    0.31    0.54* –0.26 –0.68**    0.32    0.46* –0.09 –0.62**

R    0.16    0.08    0.19    0.46* –0.23 –0.47*    0.30    0.70** –0.21 –0.31    0.20    0.61**

Half-diallel 
hybrids

GD    0.18    0.23    0.03    0.54 –0.16 –0.48    0.25    0.70** –0.28 –0.32    0.12    0.71*

NPL    0.23    0.35 –0.04    0.56    0.00 –0.23    0.20    0.75* –0.02 –0.02    0.18    0.67*

NML –0.47 –0.46 –0.29 –0.55    0.14    0.31 –0.12 –0.61*    0.23    0.31    0.13 –0.69*

R    0.25    0.32    0.06    0.65* –0.11 –0.32    0.15    0.71* –0.10 –0.13    0.06    0.75*

Reciprocal 
hybrids

GD –0.11 –0.36    0.35    0.23 –0.43 –0.67*    0.62*    0.55 –0.36 –0.61    0.70*    0.43

NPL    0.00 –0.17    0.23    0.27 –0.35 –0.56    0.58    0.62* –0.37 –0.47    0.66*    0.44

NML –0.12    0.25 –0.53 –0.42    0.55    0.71* –0.48 –0.74*    0.51    0.59 –0.52 –0.62

R    0.04 –0.18    0.33    0.38 –0.41 –0.58    0.54    0.69* –0.41 –0.46    0.52    0.55

Set II Full-diallel 
hybrids

GD –0.04    0.20 –0.34    0.38*    0.04    0.08 –0.13    0.56**    0.12    0.10    0.01    0.46**

NPL    0.00 –0.01    0.06 –0.08    0.00 –0.09    0.07    0.07 –0.07 –0.12    0.06 –0.01

NML    0.03    0.10 –0.05 –0.15    0.10    0.02    0.11 –0.06    0.18    0.14    0.13    0.04

R –0.01 –0.03    0.05 –0.03 –0.01 –0.07    0.03    0.07 –0.08 –0.13    0.02 –0.03

Half-diallel 
hybrids

GD –0.26 –0.19 –0.17    0.14 –0.24 –0.25    0.04    0.42 –0.20 –0.23    0.04    0.22

NPL –0.04 –0.16    0.20 –0.12 –0.11 –0.23    0.15    0.09 –0.15 –0.21    0.22 –0.21

NML –0.26 –0.21 –0.12 –0.23    0.04 –0.16    0.28    0.04    0.27 –0.07    0.20    0.30

R    0.04 –0.06    0.18    0.00 –0.08 –0.11    0.01    0.10 –0.15 –0.12    0.11 –0.26

Reciprocal 
hybrids

GD    0.18    0.42 –0.48    0.60    0.26    0.38 –0.27    0.73**    0.33    0.40    0.01    0.55*

NPL    0.03    0.07 –0.03 –0.05    0.09    0.05    0.01    0.06 –0.04 –0.04 –0.11    0.10

NML    0.32    0.28 –0.01 –0.11    0.15    0.19 –0.04 –0.14    0.16    0.34    0.06 –0.10

R –0.06 –0.01 –0.03 –0.05    0.05 –0.03    0.06    0.07 –0.06 –0.14 –0.07    0.10

Note: GD, genetic distances; NPL, number of polymorphic loci; NML, number of monomorphic loci; R, NPL/NML ratio; *p < 0.05; **p < 0.01.
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all 30 F1 for FL assumed the values 0.56 and 0.46 for MPH 
and HPH, respectively, whereas measurement correlations in 
reciprocal hybrids exceeded (r = 0.73; 0.55) both the overall 
and half­diallel levels.

There were no significant correlations between GDs and 
hybrid performance for all measured quantitative traits; only a 
poor correlation between GDs and FL was observed in set II. 

Correlation between differential SSr polymorphism,  
heterosis F1, and hybrid performance
Simple correlation coefficients – the differential polymor-
phism (DP) of the parents, F1 performance, mid­ and high­
parent heterosis – were strong for FL, as GDs in set I (see 
Table 2). The impact of polymorphic locus number into MPH 
manifestation reached 46 % (r2); into HPH, 26 %. The ratio 
of poly­ and monomorphic loci (RNPL/NML) was responsible 
for 49 % and 37 % of the F1 heterotic response for MPH 
and HPH, respectively. The tightest links between NPL and 
RNPL/ NML, corresponding to (r) 0.71, were identified in half­
diallel F1 hybrids.

The number of monomorphic loci was directly associated 
with FNP and inversely, with heterosis for FL. The correla-
tions increased in the reciprocal F1 (r = 0.7) and decreased in 
the half­diallel F1. A similar tendency was found for AFW, 
where a significant positive link (r = 0.66) was detected for 
the number of polymorphic loci and HPH of this trait.

The analysis of relationships among indexes under study 
in set II revealed no significant associations.

Methyl-sensitive amplified polymorphism
Hybrids of 7 cross­combinations (L3164 × L3167, L3166 × 
× L3164, L3165 × L3168, L2892 × L2889, L2893 × L2892, 
L2889 × L2890, L2891 × L2889) with different manifestation 
of heterosis, from negative to positive effects, were analyzed 
by MSAP with four AFLP markers. A total of 203 loci were 
detected in plant seedlings P1, P2, F1, of which 24 showed 
variability in DNA methylation (Suppls. 5–7). We found 
differences between parental and maternal lines in both the 
polymorphism of amplified loci and its epiallelic variability. 
The following cross combinations of allelic variants were 
detected (P1/P2): Met/dMet; dMet/dMet; Met/Met; Met/0; 
dMet/0. It is worth noting that in all analyzed hybrids at the 
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Fig. 2. Methylation status of sweet pepper hybrids and their parental lines at the flowering stage.

seedling stage status dMet (demethylated) was predominant 
regardless of the statuses of parental lines, except for five al-
leles, where both parents were methylated (ver. Met/Met) and 
the hybrid inherited the methylation status. It may be presumed 
that the early superiority of F1 seedlings could be caused by 
demethylation and the resultant rise in gene expression, which, 
in turn, contributed to heterosis.

At the flowering stage, we evaluated 95 AFLP loci, which 
were differentially methylated in two parents and their hy-
brids. The most informative primers were HpaII/MspI­tctt and 
HpaII/MspI­tctc, which allowed us to consider 46 and 32 loci, 
respectively, including 30 and 28 differentially methylated 
among parental lines (Fig. 2). With HpaII/MspI­tcaa, we  
analyzed 17 loci, of which 14 were differentially methylat­
ed, including 13 de novo in hybrids. The highest number of 
de novo F1 methylation patterns were detected with HpaII/
MspI­tctt. Three (L3164 × L3167, L2893 × L2892, L3165 ×  
× L3168) of the seven analyzed hybrids had elevated methy­
lation levels as compared to parents. Hybrid L2889 × L2890 
had a reduced le vel of methylation, whereas L3166 × L3164 
and L2892 × L2889 were methylated additively, i. e. within 
the parental range (Fig. 2, Table 3). The total number 
of nonmethylated loci in F1 hybrids was comparable to  
parents.

The Met/dMet ratio varied among cross­combinations from 
zero to 0.44. Its highest rate was found in L2893 × L2892 
and L3165 × L3168, and the lowest, in L2889 × L2890. In 
the last case, there were found no Met loci and this hybrid 
(L2889 × L2890) displayed the highest HPH levels for most 
traits analyzed. 

impact of methylation to heterosis
Analysis of F1 methylation status in relation of heterosis 
found out that the total number of non­methylated loci in F1 
positively link (r = 0.647) with mid­parent heterosis (MPH) 
for FWP, whereas both the number of methylated loci and the 
Met/dMet ratio have lower impacts (Table 4). 

For high­parent heterosis (HPH), we found a positive effect 
of the prevalence of dMet loci and negative effects of both the 
number Met loci and the Met/dMet ratio on FWP and FNP. In 
contrast, the heterosis for AWF was negatively predetermined 
by the numbers of both Met and dMet loci.
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Among hybrids of set I, the HPH values for FWP and FNP 
decreased with increasing Met/dMet ratio and the number 
of methylated loci. However, there were not significant rela-
tionships for MPH. Interestingly, hybrid L2889 × L2890 was 
cha racterized by the full absence of methylated loci, and it 
demon strated the highest heterotic effect on FWP, FNP, and 
AWF.

As opposed to set I, hybrids of set II displayed a rise in HPH 
and MPH for FWP and FNP with increasing Met/dMet ratio. 
The highest level of heterosis was noted in hybrid L3165 ×  
× L3168 with the greatest Met/dMet ratio and the numbers of 
both methylated and nonmethylated loci. 

Discussion
The accessions under study represented the major components 
of the gene pool of sweet pepper breeding program in Belarus 
targeted at raising long­fruited and high yielding hybrids F1. 
Set I comprises lines with red­colored triangular fruit, and 
set II, with orange­colored rectangular fruit. It is apparent 
from the data that a considerable proportion of the crosses 
expressed high degrees of heterosis, indicating that heterosis 
is generally high in sweet pepper.

The SSR analysis of the two sets of accessions revealed 
some interesting features of allelic variability in sweet pep-
per. The diversity measure based on SSR clearly divided 
accessions into two groups concordant with phenotypic trait 
expression among set I and II. On the one hand, this was 
due to possible associations of some SSR loci with specific 
germplasm and particular traits, on the other hand, due to the 
differential selection for certain phenotypes (such as fruit 
shape and color).

One of the most important issues about heterosis is its pre­
determination by the extent of heterozygosity, assessed from 
DNA polymorphism in parental lines. Several attempts have 
been done to assess the adequacy of this approach (Mel­
chinger, 1999). To characterize heterozygosity and its impact 
on heterosis manifestation, we used two measures. The first 
was the Nei–Lee genetic diversity (GD), and the second, 
differential polymorphism (DP) evaluated by counting the 
numbers of polymorphic and monomorphic loci in each 
pairwise combination. Our data indicated that the strength of 

table 4. Correlations among differential DNA methylation,  
high-parent (HPH) and mid-parent (MPH) heterosis for fruit 
weight per plant (FWP), fruit number per plant (FNP),  
mean fruit weight (AFW), and fruit length (FL)  
in heterotic and nonheterotic hybrids 

Index    HPH    MPH

FWP dMet    0.341    0.647

Met –0.422    0.500

Met/dMet –0.675    0.343

FNP dMet    0.652    0.737

Met –0.083    0.525

Met/dMet –0.385    0.340

AWF dMet –0.668 –0.701

Met –0.844* –0.393

Met/dMet –0.756* –0.188

FL dMet    0.051 –0.169

Met    0.540 –0.211

Met/dMet    0.614 –0.165

*p < 0.05.

table 3. Methylation status, high-parent (HPH), and mid-parent (MPH) heterosis for some traits 

Hybrids Number of  
dMet loci

Number of  
Met loci

Ratio 
Met/dMet

Fruit weight  
per plant

Fruit number 
per plant

Mean  
fruit weight

Fruit length

HPH MPH HPH MPH HPH MPH HPH MPH

Set I L2889 × L2890 37 0 0.000 68.8** 29.1* 42.8** 14.0* 20.2* 15.2* – 15.9*

L2891 × L2889 42 11 0.261 27.5* 84.3** 41.1** 63.7** – 17.0* 0.8 16.8*

L2892 × L2889 38 11 0.289 – 63.0** –4.1 75.0** – –0.4 – 9.0

L2893 × L2892 41 18 0.439 – 76.0** – 51.0** – 17.5* 21.2 25.7*

Set II L3166 × L3164 17 4 0.235 –6.0 –7.8 –25.1* –33.3* 18.0 35.5** 5.8 12.2*

L3164 × L3167 36 9 0.250 – –7.5 – –6.94 – –0.5 – –3.1

L3165 × L3168 45 18 0.400 24.0 33.8 21.0* 29.3* – 2.2 –4.4 –13.0*

Mean 36.6 10.1 0.267 38.6** 31.7** 12.2* 7.5

Note:  “–”, intermediate inheritance; dMet, demethylated loci; Met, methylated loci. *p < 0.05; **p < 0.01.

relationships between GD and heterosis varied from one data 
set to another depending on the trait. The highest relation-
ships were observed between GDs and heterosis manifesta-
tion for fruit length in both sets, with some differences in 
groups of half­diallel and reciprocal hybrids. We also found 
significant associations between GDs and SCA. These ob-
servations appear to be promising for selection of heterotic 
cross­combinations. As in the case of GDs, the differential 
polymorphism of SSR loci was the most significant for fruit 
length in set I. The number of polymorphic loci was large and 
directly associated with F1 performance and heterosis for this 
trait. The number of monomorphic loci was inversely linked 
with fruit length, but directly with heterosis for fruit number 
per plant. The correlation values varied among half­diallel and 
reciprocal hybrids, which might be caused by maternal (cyto-
plasmic) effects. No significant associations among analyzed 
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parameters were identified in set II. Possible explanations are: 
(i) different selection forces acted between initial germplasms 
in set I and set II; (ii) some SSR loci are likely to be linked 
with QTL fruit length. These suggestions are supported by 
correlations of SSR GD, DP with F1 hybrid performance and 
heterosis for this trait. The contribution of SSR GD and DP 
had a greater effect on set I, whose selection was aimed at 
increasing fruit length. The presence of inverse relationships 
of GDs with FWP and FNP looks logical when we assumed 
links between SSR markers and FL, which could not affect 
the plant yield, not being associated with FWP or FNP. Our 
result argues for the suggestion that measures of heterozygos-
ity are useful for predicting the heterotic response only when 
a significant portion of the selected markers are linked with 
heterotic QTLs or HTL of the trait at issue.

The predicting value of molecular markers for trait hetero sis 
is expected to be low. SSR diversity characterizes the ge nome­
wide diversity, while the heterozygous loci of target traits are 
expected to be localized (Xu et al., 2002). Quantitative traits 
of interest are complex. Consequently, they involve many 
genes with small effects, and it is difficult to find markers as-
sociated with such genes. One more issue is the expression of 
heterozygous or potentially heterotic loci in F1. The molecular 
basis of heterosis may be attributed to the altered regulation of 
gene expression in the hybrid (Shen et al., 2012). Two different 
parental alleles brought together in F1 may create a combined 
pattern and cause deviations from a simple additive model, 
acting in favor of heterosis manifestation (Swanson­Wagner 
et al., 2006; Li et al., 2015). One of the mechanisms of tran-
scriptional regulation is DNA methylation. Correlation studies 
suggest that epigenetic effects, including cytosine methylation 
of DNA, carry important phenotyping consequences and that 
they may be involved in pathways contributing to heterosis 
(Tsaftaris et al., 1997; Chodavarapu et al., 2012; Ryder et al., 
2014; Ong­Abdullah et al., 2015). It was observed in various 
plant taxa that a great majority of the cytosine methylation 
sites manifested stable inheritance from inbred parents to hy-
brids, but some sites showed deviation from expected parental 
additivity (Zhang et al., 2010; Becker et al., 2011; Lauria et 
al., 2014). Vergeer et al. (2012) suggested that inbreeding 
depression was linked with increased DNA methylation, re-
duced in outbreeds. However, other works (Sanghera et al.,  
2011; Shen et al., 2012) argue in favor of the importance of 
methylation for hybrid vigor. According to Sanghera et al. 
(2011), inbreeding depression is caused by lower genes expres-
sion due to homozygosity of methylated DNA in regulating 
factors, whereas heterosis, on the contrary, stems from higher 
levels of gene expression due to heterozygosity for methylated 
and nonmethylated alleles. To date, the relative impacts of 
hypermethylation and hypomethylation on heterosis are not 
clear (Kawanabe et al., 2016). 

In this study, we analyzed differential methylation among 
P1, P2, and their F1 hybrids and found some contrasting pat-
terns in both the seedling and flowering stages. Our data 
suggest that the early superiority in some F1 seedlings can be 
caused by demethylation and the resulting rise in gene expres-
sion, which should contribute to heterosis. Further heterosis 
manifestation, though, should be associated with the methyla-
tion/nonmethylation status. Correlations between heterosis 
and the numbers of methylated and nonmethylated loci at the 

flowering stage suggest that cross­hybridization promotes the 
rise of epigenetic modifications in the hybrid genome. These 
modifications are likely to be associated with methylation, as 
their effects are eliminated at different developmental stages. 
Probably, these modifications influence the functional status of 
various genes, causing a cascade response in gene networks, 
which in turn modulates metabolism and contributes to the 
heterotic response. 

Our results support the relative importance of epigenetic 
changes in F1, in addition to the structural DNA­polymor-
phism, for heterotic expression. Epigenetic modifications 
bring some nuances into the explanation of heterosis, and 
their genetic effects need to be tested. Their actions explain 
(i) the lack of linear relationships between genetic diversity 
and heterosis and (ii) the high heterotic effects in F1 from 
closely related lines. 
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The article is devoted to the development of a tech-
nique for determining the content of amylose and 
amylopectin, effective for potato starch. Since potato 
starch is an important renewable raw material for a 
number of industries, it is important to have a through-
put approach that allows potato starch samples to be 
tested quickly for the content of its  constituent poly-
saccharides for potato breeding for starch properties 
and for starch industrial application. The developed 
technique includes elements of previously disjointed 
procedures for dissolution and spectrophotometric 
determination of amylose in starch, and combines the 
following advantages: 1) starch samples dissolve in 
an organic solvent (0.5 % solution of lithium bromide 
in dimethyl sulfoxide (DMS)); 2) measurement of light 
absorption is performed at two wavelengths, 550 and 
510 nm, and 3) the tech nique is adapted for use with a 
plate spectrophoto meter. This procedure allows starch 
polysaccharides to avoid to avoid hydrolysis during 
dissolution, allows the precise spectrophotometric 
determination of the concentration of amylose com-
plex with iodine in solution, and opens the possibility 
of using this technique for throughput phenotyping. 
Applying a certain dis solution procedure, it is also 
possible to avoid the formation of gelled starch clots 
in solutions for spectrophotometry, which is important 
for the preparation of solutions containing amylose 
and amylopectin in the same proportions as in the 
original starch. The technique was tested on starch 
isolated from potato tubers varieties Lina, Velikan, 
Golubizna, Favorit of domestic selection. The tech-
nique developed can be used for phenotyping starch 
of an extended set of potato varieties (determining the 
content and composition of amylose in potato starch 
samples) to identify “trait – genotype” associations.

Key words: starch; amylose; amylopectin; spectropho-
tometry; phenotyping.

Статья посвящена разработке эффективной методики определе-
ния содержания амилозы и амилопектина в картофельном крахма-
ле. Поскольку картофельный крахмал – важное возобновляемое 
сырье для целого ряда отраслей промышленности, для селекции 
картофеля по составу и физико-химическим свойствам крахмала 
и его промышленного применения важно иметь способ, позволя-
ющий быстро тестировать образцы картофельного крахмала на 
содержание полисахаридов. Разработанная методика включает в 
себя элементы ранее разрозненных методов растворения и спек-
трофотометрического определения амилозы в крахмале и имеет 
следующие преимущества: 1) образцы крахмала растворяются 
в органическом растворителе (в 0.5 % растворе бромида лития 
в диметилсульфоксиде дМСО); 2) измерение абсорбции света 
про изводится на двух длинах волн – 550 и 510 нм; 3) методика 
адап тирована для применения на планшетном спектрофотометре. 
Это позволяет избежать гидролиза полисахаридов крахмала в 
процессе растворения, делает более точным спектрофотометри-
ческое определение концентрации комплекса амилозы с йодом в 
растворе и открывает возможность использования этой методи-
ки для поточного тестирования образцов крахмала. Применяя 
предложенную процедуру растворения, удается также избежать 
образования сгустков желированного крахмала и получать рас-
творы, содержащие амилозу и амилопектин в тех же пропорциях, 
что и в исходном крахмале. Разработанная методика опробована 
на образцах крахмала, выделенных из клубней картофеля сортов 
Лина, Великан, Голубизна, Фаворит отечественной селекции, и 
может быть использована как для прикладных работ по опреде-
лению содержания и состава амилозы в образцах картофельного 
крахмала, так и в научных исследованиях для выявления ассоциа-
ций «генотип – признак».

Ключевые слова: крахмал; амилоза; амилопектин; спектрофото-
метрия; фенотипирование.
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Цель настоящей работы – разработка методики, удоб-
ной для практического тестирования картофельного 
крахмала на содержание амилозы, для дальнейшей 

классификации по этому признаку селекционных сортов 
картофеля и создания генетических маркеров, связанных 
с этим признаком. 

Как известно, крахмал представляет собой гранулы, 
формирующиеся в пластидах клеток растений и служащие 
в основном для запасания и получения энергии. Согласно 
принятой в наше время кластерной модели (Wang et al., 
1998), гранулы крахмала организованы в виде чередую-
щихся кристаллических и аморфных слоев, образованных 
двумя типами полимерных молекул – амилозы и ами ло­
пектина. И амилоза, и амилопектин представляют собой 
полисахариды, мономерами которых являются фрагмен-
ты α­глюкозы. При этом амилоза – преимущественно 
линейный полимер с небольшим количеством коротких 
ответвлений, в котором фрагменты α­глюкозы соединены 
между собой (1→4) гликозидными связями, он имеет 
молекулярную массу 105–106 а. е. м. Амилопектин – раз-
ветвленная молекула, в которой фрагменты α­глюкозы 
соединены как (1→4), так и (1→6) гликозидными связями, 
имеет молекулярную массу 107–109 а. е. м.

Содержание амилозы в природном картофельном крах-
мале составляет, как правило, 20–30 %. Ранее работы по 
получению линий картофеля с измененным содержанием 
амилозы проводились традиционной селекцией и спон-
танным мутагенезом (Schwall et al., 2000), но значимых 
результатов, по­видимому, добиться не удалось. Однако 
существуют генетически измененные линии картофеля, 
продуцирующие крахмал, содержащий преимущественно 
или амилозу, или амилопектин (Хлесткин и др., 2017).

Известно (van der Leij et al., 1991), что содержание 
амилозы в крахмале – моногенный признак, который 
контролируется геном GBSS1, кодирующим соответству-
ющий белок закрепленной на грануле крахмалосинтазы 
(gra nule­ bound starch synthase). Действительно,  антисенс­ 
нокаут по этому гену приводит к так называемым воско-
вым (waxy) линиям картофеля, содержащим практически 
исключительно амилопектин (98–100 %) (Visser et al., 
1991). Крахмал из такого картофеля обладает улучшенны-
ми гелеобразующими свойствами (скорость образования, 
прозрачность и вязкость геля) и может быть востребован 
в пищевой, бумажной и клеевой промышленности. Ло-
гично, что в Европе впервые был официально зареги-
стрирован генно­модифицированный картофель именно 
с модификацией по гену GBSS (Ryffel, 2010; Wandelt, 
2014). Недавно такой картофель, дающий безамилозный 
крахмал, был получен методом CRISPR (Andersson et al.,  
2017).

Значительно сложнее получить линии с низким содер­
жанием амилопектина. Содержание амилопектина опре-
деляется генами ветвления полисахаридов крахмала, 
ко дирующих соответствующие белки (starch branching 
enzyme, SBE), и их как минимум два – SBEI и SBEII. 
Причем нокаут по одному из них не приводит к значи-
тельному сокращению содержания амилопектина из­за 
компенсаторного эффекта, когда другой ген берет на 
себя функцию нокаутированного гена. И только нокаут 
по обоим генам позволил получить линии картофеля с 

крахмалом, содержащим в среднем менее 40 % амило-
пектина (Andersson et al., 2006). Такой высокоамилозный 
крахмал может обладать значительной резистентностью 
и низким гликемическим индексом, что дает возможность 
использовать его в диетическом питании (повышенная 
резистентность высокоамилозного крахмала на примере 
рисового крахмала показана в исследовании (Srikaeo, 
Sangkhiaw, 2014). Представляет также определенный 
интерес использование такого крахмала в технических 
целях (Jobling, 2004).

методические подходы, применяемые  
для измерения содержания амилозы  
и амилопектина в крахмале
Из­за значительного различия молекулярных свойств ами-
лозы и амилопектина физико­химические свойства крах-
мала в зависимости от содержания этих полисахаридов 
сильно варьируют (Jobling, 2004). Существует несколько 
подходов к определению этого признака, сравнение ко-
торых приведено в работе (Zhu et al., 2008). На практике 
чаще используются два из них. Первый базируется на 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, мето-
де, требующем специальной подготовки и оборудования 
(Kobayashi et al., 1985). Поскольку амилопектин – раз-
ветвленный полимер с большим молекулярным весом, 
нужны также специальные колонки, дорогостоящие по­
лисахаридные стандарты, детектор, подходящий для иден­
тификации полисахаридов. Количественное растворение 
образцов крахмала в растворителях, подходящих для 
хроматографии, не всегда возможно без разрушения по-
лисахаридов. Все это делает метод неточным, дорогосто-
ящим и недоступным для многих лабораторий.

Второй подход основан на спектрофотометрическом 
определении концентрации комплекса амилозы с йодом 
в растворе. Известно, что и амилоза, и амилопектин спо­
собны к образованию комплексов с йодом (Davis et al., 
1994). Для амилозы этот комплекс представляет  собой 
су прамолекулярное соединение включения с йодом, имею­
щее широкую полосу поглощения с максимумом при 
λmax = 620 нм. В случае амилопектина комплекс имеет 
другую природу (не соединение включения) со значи­
тельно менее интенсивной красно­коричневой окраской.  
Было показано, что точность определения амилозы зна­
чительно повышалась при использовании разницы в 
поглоще нии света при λmax = 620 нм и при λmin = 510 нм – 
длине волны, соответствующей локальному минимуму 
 поглощения (Zhu et al., 2008). Таким образом, большинство 
спектрофотометрических методик определения амилозы 
основано на измерении поглощения света ее комплексом 
с йодом на одной или двух длинах волн, поскольку этот 
метод наиболее экономичен и прост в исполнении.

Основные сложности пробоподготовки  
при спектрофотометрическом методе 
определения содержания амилозы в крахмале
Главным различием между спектрофотометрическими 
методиками, а также ключевой сложностью при исполь-
зовании этого метода анализа является пробоподготовка, 
в частности приготовление раствора картофельного крах-
мала. Картофельный крахмал, в отличие от зернового, 
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имеет лишь следовые примеси жиров и белков. Однако 
высокий молекулярный вес и плотная сложная компонов-
ка гранул крахмала значительно усложняют процесс его 
количественного растворения для получения истинного 
раствора без нарушения структуры входящих в него по-
лисахаридов. 

Исторически методики измерения соотношения ами-
лозы и амилопектина были основаны на растворении 
крахмала в водных, щелочных (McCready, Hassid, 1943) 
или кислотных (Hovenkamp­Hermelink et al., 1988) средах. 
Нами были предприняты попытки использовать методику 
растворения крахмала в горячей щелочи (Zhu et al., 2008), 
согласно которой крахмал растворяют в 1 М NaOH при 
80 °С. После разбавления водой, нейтрализации и окра-
шивания йодом измеряли оптическую плотность образца. 
При этом не удавалось получить удовлетворительной вос-
производимости результатов, что связано, по­видимому, 
с частичным разрушением полисахаридов. На аналогич ­ 
ные проблемы с гидролизом крахмала в щелочных усло-
виях указывают и другие работы (Wu et al., 2014). Раство-
рение крахмала в чистой воде при высокой температуре 
(выше 90 °С) привело к существенно завышенным данным 
по концентрации амилозы в растворе и крахмале (более 
60 % амилозы в пересчете на состав крахмала). Это могло 
произойти либо из­за неполного растворения крахмала, 
набухшие прозрачные сгустки которого во многих случаях 
хорошо были видны на стенках, либо из­за деградации 
крахмала с образованием из амилопектина линейных оли-
госахаридов, которые также способны давать окрашенные 
соединения с йодом, как и амилозные цепи. 

В органических малополярных и не образующих силь­
ных водородных связей растворителях (углеводороды, 
сложные и простые эфиры, ацетон, спирты) крахмал 
практически не растворяется. Рассматривая органические 
растворители в качестве среды для спектрофотометриче-
ского определения комплекса амилозы с йодом, необхо-
димо принимать во внимание как растворение крахмала 
и неорганических йодидов, так и саму возможность об-
разования супрамолекулярного комплекса. В литературе 
имеются данные о растворении крахмала с использовани-
ем таких растворителей, как имидазол (Zdanowicz et al., 
2016), диметилсульфоксид (ДМСО) (Kurtzman et al., 1973) 
и диметилацетамид (Striegel, Timpa, 1995). 

Нам удалось на основе различных процедур разрабо-
тать и адаптировать методику, позволяющую растворить 
картофельный крахмал без разрушения полисахаридных 
цепей, произвести его окрашивание и измерения в вод ной 
среде, а также вычислить содержание амилозы, определяя 
оптическую плотность образца на двух длинах волн. Ме-
тодика может применяться как со стандартными спектро-
фотометрическими кюветами с длиной оптического пути 
10 мм, так и в поточном варианте с помощью планшетного 
спектрофотометра.

построение калибровочной прямой
Для получения калибровочной прямой использовали 
амилозу, выделенную нами из картофельного крахмала 
по методике (Mua, Jackson, 1998). 

Амилозу растворили в 0.5 % растворе LiBr в ДМСО, 
разбавили полученные растворы водой для получения 

раствора с концентрацией около 0.15 мг/мл. Далее в лун­
ках планшеты помещали аликвоты приготовленного рас-
твора объемом от 0 до 100 мкл и доводили водой объем 
раствора в каждой лунке до 100 мкл. После этого смесью 
цитратного буфера (0.1 н, рН 6) с раствором йода (2 г KI и 
0.2 г I2 на 100 мл воды) доводили объем раствора в лунках 
до 300 мкл. При этом происходит интенсивное окраши-
вание раствора, цвет которого в дневном свете визуально 
определяется как голубой. Измерение поглощения света 
в планшетном спектрофотометре проводили на двух дли-
нах волн – при 510 и 550 нм, согласно (Zhu et al., 2008) 
вычисляли разницу и полученные данные использовали 
для построения калибровочной прямой и получения урав-
нения зависимости разницы поглощения на двух длинах 
волн от содержания амилозы в образце (рис. 1). Всего 
получили две повторности по числу навесок амилозы и 
три повторности по числу измерений. 

методика измерения  
содержания амилозы и амилопектина
Для проведения измерения содержания амилозы в кар-
тофельном крахмале приготовили раствор навески кар-
тофельного крахмала (примерно 5 мг) в 0.5 % растворе 
бромида лития в ДМСО путем длительного встряхивания 
при нагревании до 80 °С на термошейкере для достижения 
полного растворения крахмала. Как оказалось, критически 
важно обеспечить равномерное распределение набухшего 
в нагретом растворителе крахмала по всему объему рас-
твора с самого начала процесса растворения. Визуальное 
отсутствие осадка в пробирке не обязательно означает его 
полное растворение, крахмал может находиться в раство-
ре в виде крупных прозрачных агломератов. Поэтому в 
течение первых 30 мин нагревания раствор интенсивно 
встряхивали вручную примерно один раз в 10 мин. Далее 

Fig. 1. Calibration curve (solid) based on the difference between light ab-
sorption at 550 and 510 nm. Approximation curves for light absorption 
values at 550 and 510 nm are shown separately. 
The dispersion according to separate data on light absorption for 550 and 
510 nm is higher than on the data on the difference between these values, in 
agreement with Zhu et al. (2008).
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Методические указания по оценке содержания  
амилозы и амилопектина в картофельном крахмале

раствор крахмала в ДМСО разбавляли водой в 25 раз до 
получения раствора, содержащего примерно 0.15 мг/мл 
крахмала. Определение разности оптических плотностей 
полученного образца при 550 и 510 нм дало возможность 
вычислить содержание амилозы в образце с помощью 
калибровочной прямой. Эксперименты проводились в 
трех технических повторностях с расчетом стандартного 
отклонения (рис. 2).

протокол измерения и расчета  
содержания амилозы в крахмале
1. Поместить в полипропиленовые пробирки типа Eppen­

dorf на 1.7 мл 5 мг крахмала (по три повторности для 
каждого образца крахмала).

2. Добавить 1.3 мл 0.5 % раствора LiBr в ДМСО.
3. Поставить пробирки в термошейкер (400 об./мин, 

80 °С, 20 ч). Первые 30 мин один раз в 10 мин допол-
нительно встряхивать пробирки вручную с перево-
рачиванием для предотвращения образования комков 
набухшего крахмала на дне.

4. Приготовить раствор йода (2 г KI и 0.2 г I2 на 100 мл 
раствора). Этот раствор стабилен и может храниться 
в темном месте в течение нескольких недель.

5. 200 мкл раствора йода разбавить до 10 мл цитратным 
буфером (0.1 М, рН = 6). Этот раствор менее стабилен 
(годен один­два часа), его нужно использовать свеже-
приготовленным непосредственно перед анализом.

6. По 200 мкл каждого из полученных на шаге 3 растворов 
крахмала разбавить при перемешивании и нагревании 
до 50 °С дистиллированной водой до суммарного объе­
ма 5 мл. Нагревание и перемешивание предотвращают 
выпадение амилозы в твердом виде при смешивании 
водного и неводного растворов.

7. По 100 мкл полученных на шаге 6 растворов поместить 
в лунки 96­луночного планшета для проведения спек-
трофотометрических измерений.

8. По 200 мкл полученных на шаге 5 растворов йода в 
буфере добавить в лунки планшета, доведя таким об-
разом суммарный объем жидкости в каждой лунке до 
300 мкл. При этом происходит окрашивание растворов 
в голубой цвет (при дневном освещении).

9. В три свободные лунки добавить по 300 мкл цитрат-
ного буфера (0.1 М, рН = 6) в качестве растворов срав­
нения.

10. Планшет устанавить в спектрофотометр и инкубиро-
вать при встряхивании в течение 30 мин.

11. Измерить значение абсорбции света при 510 и 550 нм 
в каждой заполненной лунке, автоматически учитывая 
растворы сравнения (см. шаг 9). Каждое измерение 
выполнить в трех технических повторностях.

12. Данные экспортировать в программу для обработки 
(в нашем случае Excel). Провести усреднение по по-
вторностям, найти разницу значений абсорбции света 
Abs550–Abs510.

13. Полученные данные подставить в уравнение калибро-
вочной кривой и найти содержание амилозы в образце.

14. Содержание амилопектина в крахмале определяется 
как 100 % минус содержание амилозы (в %).

Калибровочная прямая получена по этому же протоколу 
с использованием навески амилозы вместо навески крах-

мала. На шаге 7 использовать аликвоты по 0, 20, 40, 60, 80, 
100 мкл раствора амилозы, доведенные водой до 100 мкл.

необходимые материалы и оборудование
1. Вода дистиллированная и набор аналитической посуды 

для биохимического анализа крахмала.
2. УФ­спектрофотометр любой модели, способный изме­

рять оптическую плотность образца при 550 и 510 нм.  
В исследовании использовали планшетный спектро-
фотометр Epoch2 с 96­луночными планшетами Costar 
с плоским дном. Методика опробирована также на кю­
ветном спектрофотометре BioRad с кварцевыми кю ве­
тами с длиной оптического пути 10 мм.

3. Образец амилозы был получен в секторе химической 
биологии растений ИЦиГ СО РАН, согласно методике 
из (Mua, Jackson, 1998). Методика получения крахмала 
из картофеля – по (Chung et al., 2014).

Заключение
Содержание амилозы в крахмале разных сортов и ги-
бридов картофеля различно и может быть исследовано 
методом УФ­спектроскопии на двух длинах волн. На до-
стоверность результатов значительное влияние оказывают 
пробоподготовка и учет поглощения света на двух длинах 
волн, в связи с чем была разработана методика, комби-
нирующая: 1) определенную процедуру растворения в 
органическом растворителе, 2) измерение абсорбции света 
на двух длинах волн и 3) возможность использования для 
поточного скрининга на планшетном спектрофотометре. 
Показано, что содержание амилозы в крахмале картофеля 
сортов Лина, Великан, Голубизна, Фаворит варьирует от 
18.2 до 24 %. 

Применение такой методики для большого числа об-
разцов даст возможность оценивать содержание амилозы 
как признак для поиска ассоциированных с ним локусов и 
ДНК­маркеров и использования последних в современных 
наукоемких методах селекции (Khlestkin et al., 2018). 
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Primary cultures of human glioblastoma were obtain ed 
from the surgical material of patients K. (female, 61 years, 
Ds: relapse of glioblastoma) and Zh. (female, 60 years, 
Ds: relapse of glioblastoma). The effectiveness of a new 
therapeutic approach aimed at destroying the cancer cell 
community was evaluated on the primary cell lines of hu-
man glioblastoma culture by employing a new strategy of 
tumor-initiating stem cell synchronization and a domestic 
strategy of their eradication “3+1”. The key elements of the 
strategy were the following indicator results: (1) evalu-
ation of the presence of tumor-initiating stem cells in a 
population of cells from analyzed cultures by their ability 
to internalize double-stranded labeled DNA (TAMRA+ 
cells); (2) determination of the reference time points of 
the repair cycle of DNA interstrand cross-links induced by 
cross-linking cytostatic mitomycin C; (3) evaluation of cell 
cycle synchronization; (4) determination of the time (day 
after therapy initiation) when TAMRA+ cells were synchro-
nously present in phase G1/S of the cell cycle, sensitive to 
the therapy; and (5) establishment of the TAMRA+ (tumor-
initiating stem cells) eradication schedule. The cultures 
were treated with cross-linking cytostatic mitomycin C and 
a compositional DNA preparation. After the treatments, cell 
division slows down, and the cultures degrade. The K cell 
line completely degraded within 30 days of observation. 
The cell number of the Zh culture fell to nearly one-third of 

Из фрагмента ткани опухоли, взятого во время хирургической 
операции у больных К. (жен., 61 г., диагноз: рецидив глиобла-
стомы) и Ж. (жен., 60 лет, диагноз: рецидив глиобластомы), были 
получены первичные культуры клеток глиобластомы  чело века. 
На  основе новой стратегии син хронизации стволовых иници-
ирующих рако вых клеток и при использовании разработанного 
режима их эрадикации «3+1» была оценена эффективность 
нового терапевтического подхода, направленного на разру-
шение ракового клеточного сообщества, на первичных клеточ-
ных линиях глиобластомы человека. Ключевыми элемен тами 
стратегии служили следующие индикаторные результаты: 
1)  оценка присутствия в  анализируемых культурах стволовых 
инициирующих раковых клеток по их способности поглощать  
двуцепочечную дНК, меченную красителем (TAMRA+ клетки); 
2) определение реперных временных точек цикла  репарации  
межцепочечных сшивок дНК, индуцированных кросс- линки-
рующим цитостатиком митомицином С; 3) оценка синхрони-
зации клеток в фазах клеточного цикла; 4) определение дня 
после начала терапии, на который TAMRA+ клетки синхронно 
при сутствуют в G1/S-фазе клеточного цикла, чувствительной 
для обра боток; 5) определение режима эрадикации TAMRA+ 
клеток (стволовых инициирующих ра ковых клеток). Обработ-
ка культур прово дилась кросслинкирующим цитостатиком 
митомицином С и слож нокомпозиционным препаратом дНК. 
Показано, что после прове денных обработок клетки перестают 
делиться и культуры дегради руют. Клеточная линия К. к 30-м 
суткам наблюдения полностью деградировала. Количество 
клеток культуры Ж. к 15-м суткам наблюдения упало от исход-
ного практически в три раза. Этот пока затель по отношению к 
контролю на 15-й день измерения составил 1/7.45 для митоми-
цина С и 1/10.28 для митомицина С и дНК. Основное действие 
комбинация препаратов митомицин С и дНК оказывает на 
TAMRA+ ство ловые инициирующие раковые клетки клеточных 
популя ций глиобластом. Использование митомицина С как в 
изо лированном виде, так и в комбинации с дНК демонстри-
рует эффективное элиминирующее действие как на TAMRA+ 
стволовые инициирующие клетки, так и на первичные культу-
ры глиобластом человека в целом.

Ключевые слова: глиобластома; первичная культура; 
митомицин С; стволовые инициирующие раковые клетки; 
TAMRA-флуорохром.
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the starting value by day 15 of observation. on day 15, this 
indicator constituted 1/7.45 for mitomycin C and 1/10.28 
for mitomycin C + DNA with reference to the control. 
The main target of the mitomycin C + DNA regimen was 
TAMRA+ tumor-initiating stem cells of the glioblastoma 
cell populations. The action of mito mycin C alone or in the 
combination with DNA demon strated effective elimina-
tion of TAMRA+ tumor-initiat ing stem cells and the whole 
primary cultures of human glioblastomas.

Key words: glioblastoma; primary cell line; mytomycin C; 
tumor-initiating stem cells; TAMRA-fluorochrom.

Глиобластома – наиболее распространенный и злока­
чественный тип первичной опухоли мозга. Эта разно­
видность опухоли имеет инвазивный характер и рас­  

полагается в жизненно важных областях головного мозга, 
что делает ее удаление чрезвычайно сложным для хи-
рургического вмешательства (Omuro, DeAngelis, 2013). 
Гли омы составляют в среднем 24 % всех опухолей го-
ловного мозга и являются вторыми по частоте встреча-
емости у взрослого населения (McNeill, 2016). Средняя 
продолжительность жизни пациентов с анапластической 
астроцитомой и глиобластомой составляет 15.2 и 6.9 мес. 
соответственно (Gilbert, Ross, 2011). 

Высокая степень злокачественности глиобластомы обу­
славливается наличием самообновляющихся стволовых 
(инициирующих) раковых клеток (СИРК), которые спо-
собствуют инициации опухоли и терапевтической устой-
чивости (O’Brien et al., 2010). Так, СИРК глиом способны 
самовозобновляться в ряду поколений, формировать ней­ 
 росферы, имеют способность к дифференцировке, высо­
кую подвижность и определенное микроокружение (Gil-
bert, Ross, 2011; Brescia et al., 2012). Считается, что именно 
СИРК глиом устойчивы к действию цитостатиков и гам-
ма­облучения (Carruthers et al., 2015). Указанные клетки 
обладают повышенной экспрессией эндотелиального 
фак тора роста сосудов (VEGF). Установлено, что СИРК 
глиом обладают высокой пролиферативной активностью 
и лекарственной резистентностью благодаря активной 
работе таких сигнальных путей, как Notch, Hedgehog­Gli, 
Wnt/β­катенин, TGF­β/SMAD, PI3K/Akt/mTOR (Beier et 
al., 2007; Qiang et al., 2009; Schreck et al., 2010; Takezaki 
et al., 2011; Никифорова и др., 2016). Этот тип клеток от-
личается также иммунорезистентностью (Bao et al., 2006; 
Kase et al., 2013). 

К сожалению, до настоящего времени нет унифици­
рованной информации относительно маркеров СИРК гли-
ом, что служит причиной отсутствия таргетных способов 
лечения рака головного мозга (Zhang et al., 2008; Chen et 
al., 2010; Brescia et al., 2012; Kase et al., 2013; Dahlrot et 
al., 2014). Таким образом, обнаружение универсального 
спе цифического маркера СИРК глиом – приоритетная  
задача.

В Институте цитологии и генетики Сибирского отде­
ления Российской академии наук (ИЦиГ СО РАН, ла бо­
ратория индуцированных клеточных процессов) обна­  
ружено ранее неизвестное свойство низкодифференци-
рованных клеток различного генеза, включая стволовые 
клетки и стволовые инициирующие раковые клетки, за-
хватывать экстраклеточные фрагменты двуцепочечной 
ДНК имманентным (свойственным только этим клеткам) 
механизмом.

С использованием найденного свойства этого типа кле­
ток, а также другого, впервые описанного их свойства – 
несанкционированного участия захваченных экстракле­ 
 точных фрагментов ДНК в репаративном процессе, ис­
кусственно индуцированном в стволовых клетках, удалось 
решить две задачи: эрадицировать СИРК, лишив опухоль 
туморогенного начала, и вылечить экспериментальных 
мышей от в высшей степени злокачественной асцитной 
формы карциномы Кребс­2 и ее солидного варианта. 
Суть подхода базируется на применении двух найденных 
свойств и впервые разработанном режиме синхронизации 
СИРК в чувствительной для терапии фазе клеточного цик-
ла, что необходимо для эрадикации СИРК. При указанном 
подходе разрушается хроматиновый остов («хребет») 
клетки, что приводит к ее гибели. Необходимым условием 
применения разработанной стратегии является использо-
вание сложнокомпозиционного препарата, составные ча-
сти которого дифференцированно интерферируют стадию 
эксцизионной репарации нуклеотидов (NER – nucleotide 
excision repair) и стадию гомологичной рекомбинации в 
СИРК. Такой принцип полностью лишает возможности 
СИРК преодолеть терапевтическую обработку, что сопро-
вождается их разрушением и вылечиванием животных от 
рака (Dolgova et al., 2014; Potter et al., 2016).

Принцип синхронизации СИРК в чувствительной G1/S­
фазе клеточного цикла описан в работе (Поттер и др., 
2016). После ориентированного на фазы репаративного 
цикла трехкратного введения циклофосфана происходит 
масштабное апоптотическое разрушение раковых клеток в 
определенный, зависящий от типа рака, день после начала 
обработок (для опухоли Кребс­2 это были 8–12­ е сутки 
от первой инъекции циклофосфана). При этом все со-
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хранившие морфологическую целостность асцитные ра­
ковые клетки, проанализированные в указанный день 
(выделенные на фиколл­верографиновом градиенте), 
находятся в G1/S­фазе клеточного цикла, а количество 
TAMRA+ клеток достигает ~13 % (1–3 % в исходном ас­
ците), что подразумевает концентрацию выживших после 
терапии СИРК. 

В клеточном сообществе асцитных раковых клеток су-
ществует две дискриминируемые по признаку интернали-
зации TAMRA­меченной ДНК популяции клеток, которые 
захватывают ДНК­зонд (TAMRA+ клетки) и не захватыва-
ют его (TAMRA– клетки). Известно, что TAMRA+ клетки 
обладают свойствами СИРК (Dolgova et al., 2014; Potter 
et al., 2016, 2017). Было сделано предположение, что эти 
две популяции клеток по­разному завершают остановку 
клеточного цикла в поздней S/G2/M­фазе клеточного 
цикла. Коммитированные (TAMRA–) раковые клетки 
разрушаются апоптозом с последующим вторичным не-
крозом (Alyamkina et al., 2015). Часть эпигенетически 
экстремально пластичных TAMRA+ СИРК выдерживает 
терапию. После завершения ареста в поздней S/G2/M 
клетки выходят из репаративного процесса и стремятся 
завершить деление. Происходит полная синхронизация 
всех выживших после проведенной терапии СИРК, и они 
одновременно входят в первую после ареста G1/S­фазу 
(как это следует из анализа состояния клеточного цикла и 
процентного содержания TAMRA+ клеток на 8–9­е сутки 
от начала обработки).

Было сделано важнейшее заключение, что именно 
эта точка может позволить нанести завершающий удар 
по всем оставшимся причинным СИРК Кребс­2. Без 
финальной обработки через несколько суток происходит 
естественное расхождение оставшихся раковых клеток, в 
том числе и СИРК, по фазам клеточного цикла, и СИРК 
становятся недосягаемыми для дополнительной одно-
кратной обработки по схеме разрабатываемого терапев-
тического режима.

В настоящем исследовании предпринята попытка при-
менить найденную стратегию на двух модельных куль-
турах клеток глиобластомы человека. Основная задача 
состояла в поиске режима обработок, когда совместное 
действие двух препаратов – кросслинкирующего цито-
статика и сложнокомпозиционного препарата ДНК – при-
водило бы к полной элиминации СИРК из популяции 
клеток первичных культур и, как следствие, к разрушению 
туморогенного потенциала указанных культур клеток.

материалы и методы
Приготовление суспензии клеток глиобластомы, а так-
же первичных культур из операционного материала. 
Забор операционного материала и все последующие ис­
следования проводили после получения письменного ин-
формированного согласия пациентов. Суспензию клеток 
глиобластомы получали из фрагмента ткани опухоли, 
взятого во время хирургической операции у больных К. 
(жен., 61 г., диагноз: рецидив глиобластомы, теменная и 
затылочная доли левого полушария) и Ж. (жен., 60 лет, 
диагноз: рецидив глиобластомы, лобная и теменная доли 
левого полушария). Ткань опухоли механически измель-
чали с помощью скальпеля, затем дважды отмывали в 

фосфатном буфере (PBS). Далее опухолевый материал 
инкубировали в течение 30 мин в 0.1 % растворе колла-
геназы (тип IA, Sigma­Aldrich) при 37 °С. Через 30 мин 
добавляли среду DMEM (Gibco) с 10 % эмбриональной 
бычьей сывороткой (HyClone) и затем промывали этой 
же средой один раз. Клетки помещали в культуральный 
флакон. Через 5–7 сут неприкрепленные к пластику клет-
ки переносили в свежий флакон и культивировали еще 
3–5 дней в DMEM, дополненной 10 % эмбриональной 
бычьей сыворотки. Затем окончательно неприкрепленные 
к пластику клетки удаляли. Фракцию адгезивных клеток 
во всех флаконах продолжали вести до покрытия клетками 
70–80 % площади флакона с полной заменой культураль-
ной среды один­два раза в неделю. 

Получение меченого TAMRA-dUTP-5′-ДНК зонда. 
Мечение Alu­повтора человека флуорофором проводили 
при помощи ПЦР, как описано в работе (Dolgova et al., 
2014). В качестве матрицы использовали клонирован-
ную в плазмиде pUC19 последовательность Alu­повтора 
человека (AC002400.1, 53494­53767), которая состоит из 
конечной и начальной частей двух тандемно расположен-
ных повторов: AluJ и AluY. В качестве праймеров исполь-
зовали стандартные М13­праймеры. От невключившихся 
нуклеотидов избавлялись переосаждением ДНК.

Сложнокомпозиционный препарат двуцепочечной 
ДНК. Подробная информация о составе и способе приго-
товления композиционного препарата ДНК представлена 
в разделе «Материалы и методы» в работе (Alyamkina et 
al., 2015).

Анализ TAMRA+ клеток в первичных культурах 
клеток глиобластомы. Клетки рассаживали в чашки Пе-
три (диаметр 3.5 см). Прикрепленные клетки промывали 
PBS, в чашку Петри добавляли среду без сыворотки, Alu-
ДНК, в количестве 0.5 мкг/мл, инкубировали 20 мин, за-
тем – ядерный краситель Hoechst (Termo Fisher Scientific) 
и инкубировали еще 15 мин. Клетки анализировали при 
помощи инвентированного флуоресцентного микроскопа 
AxioObserver Z1 (Zeiss) и программы ZEN. В каждой точке 
проанализировано 2 000–4 000 клеток.

Анализ репарации двуцепочечных разрывов. Куль­
туру клеток глиобластомы человека в 24­луночном план­
шете инкубировали с 10–20 мкг/мл митомицина С (MMC) 
(Sigma­Aldrich) в среде DMEM без сыворотки при 37 °С в 
течение одного часа. После инкубирования с цитостати-
ком клетки промывали средой с сывороткой, добавляли 
свежую среду DMEM, дополненную 10 % эмбриональной 
бычьей сыворотки, и инкубировали в СО2­инкубаторе. 
Каждые 6 ч клетки отбирали и заливали в блоки с лег-
коплавкой агарозой. Блоки застывали при 4 °С, затем 
их переносили в 0.5 М ЭДТА. Перед нанесением на 
электрофорез блоки отмывали в TE­буфере, переносили 
в лизирующий буфер (1 % лаурилсаркозил, 50 мМ ЭДТА, 
протеиназа К 1 мг/мл), лизировали блоки при 50 °С в те-
чение 15 мин. Электрофорез блоков проводили в течение 
30 мин, 0.75 В/ см в трис­ацетатном буфере с добавлением 
бромистого этидия. Затем блоки высушивали и анализиро-
вали с помощью флуоресцентного микроскопа AxioImager 
(Zeiss) и программы ISIS. Анализ содержания двуцепо­  
чечных разрывов (ДЦР) проводили c использованием па-
раметра «хвостовой момент» (tail moment, TM) (TM = дли-
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на хвоста кометы × процентное содержание ДНК в комет-
ном хвосте) в программе CASP (Wang et al., 2013).

Анализ синхронизации клеток после обработки ци-
тостатиком. Культуры клеток человеческой глиобластомы 
обрабатывали цитостатиком ММС 20 мкг/мл трехкратно 
через каждые 36 ч. Для этого культуру клеток глиобла-
стомы человека инкубировали с 20 мкг/мл MMC в среде 
DMEM без сыворотки при 37 °С в течение одного часа. 
После инкубирования с цитостатиком клетки промывали 
средой с сывороткой, добавляли свежую среду DMEM, 
дополненную 10 % эмбриональной бычьей сыворотки, 
и инкубировали в СО2­инкубаторе. До обработки цито-
статиком и на 4–7­е сутки с момента первой обработки 
клетки отбирали на анализ TAMRA+ клеток. 

Обработка культур клеток человеческой глиобласто-
мы К. и Ж. цитостатиком и препаратом ДНК, подсчет 
абсолютного количества TAMRA+ клеток. Клетки рас-
садили в чашки Петри (3.5 см) по 185 тыс. для культуры К. 
и 200 тыс. для Ж. В прикрепленном виде клетки обраба-
тывали ММС и препаратом ДНК. Клетки промывали PBS, 
помещали в среду без сыворотки с добавлением либо 
цитостатика ММС (20 или 10 мкг/мл), либо препарата 
ДНК (0.5 мкг/мл). Обработку проводили в течение одного 
часа. Затем клетки промывали PBS и помещали в среду 
DMEM с добавлением 10 % эмбриональной бычьей сыво-
ротки. В контрольные точки из каждой группы забирали 
по чашке Петри и считали в ней процентное содержание 
TAMRA+ клеток, как это описано выше. Затем клетки 
снимали трипсином/ЭДТА и считали их количество (N) в 
камере Горяева. Абсолютное количество TAMRA+ клеток 
(X  ) считали по формуле X = N × (% TAMRA+ клеток)/100.

Статистический анализ. Статистический анализ про-
водили при помощи программы Statistica 10. На графиках 
приведены стандартные отклонения, а также доверитель-
ные интервалы (p < 0.01). Достоверность полученных 
результатов в случае сравнения доли TAMRA+ клеток 
оценивали при помощи критерия χ2 с учетом поправки 
Йетса. При сравнении значений хвостового момента (TM) 
достоверность оценивали при помощи критерия Ман-
на – Уитни. 

Результаты
Базовые индикаторы разрабатываемой стратегии и 
экспериментальный дизайн для их оценки на модели 
первичных культур глиобластомы человека. Исходя 
из основных положений новой стратегии синхронизации 
и эрадикации стволовых инициирующих раковых клеток 
«3+1», был разработан экспериментальный дизайн, со-
стоящий из следующих стадий:
1) обнаружение и демонстрация TAMRA+ клеток в ана-

лизируемых культурах;
2) анализ цикла репарации межцепочечных сшивок (МЦС) 

при однократном введении цитостатика ММС. Посколь-
ку работающий в экспериментах in vivo кросслинкиру-
ющий цитостатик циклофосфан в случае культур клеток 
был не пригоден (циклофосфан индуцирует МЦС за 
счет действия метаболита, фосфорамид мустарда, об-
разующегося в печени), в экспериментах на культурах 
клеток мы предложили использовать ММС, который 
непосредственно индуцирует МЦС в ДНК клеток; 

3) разработка схемы терапии цитостатиком и препаратом 
двуцепочечной ДНК на основании анализа фаз репара-
тивного цикла; 

4) анализ клеточного цикла в культурах, прошедших те-
рапию цитостатиком по разработанной схеме. Оценка 
количества TAMRA+ клеток на протяжении 12 сут 
после трехкратной обработки цитостатиком, что необ-
ходимо для выявления точки финального применения 
терапии ММС+ДНК;

5) терапевтическая обработка на основании режима «3+1». 
Анализ на протяжении последующих 30 сут общего 
количества раковых клеток и количества TAMRA+ 
клеток, переживших обработку.
Характеристика клеточных культур глиобластом 

человека и оценка наличия в них TAMRA+ СИРК. 
Первичные культуры глиобластомы человека пациен-
тов Ж. и К. представлены хорошо прикрепленными к 
поверхности культуральной посуды клетками, которые 
никогда в экспериментальных условиях не образуют 
нейросферы (рис. 1, а). Нам не удалось получить опухоли 
при трансплантации клеток обеих культур в желудочки 
мозга иммунодефицитным мышам NOD/SCID (данные 
не представлены), поэтому все эксперименты с этими 
культурами проводились ex vivo.

Первоначально было необходимо продемонстрировать 
наличие СИРК в культурах глиобластом человека. Про-
центное содержание CИРК в культурах оценивали как 
долю клеток, способных поглощать двуцепочечную ДНК, 
меченную красителем (см. рис. 1, а). Для культуры Ж. 
процентное содержание TAMRA+ клеток составило 
0.64 ± 0.22 %, для культуры К. – 2.46 ± 0.61 % (см. рис. 1, б ). 
Таким образом, мы подтвердили наличие в культурах 
глиобластомы человека СИРК, способных к поглощению 
двуцепочечной ДНК, которые, по нашему мнению, долж-
ны являться основной мишенью противораковой терапии 
(Dolgova et al., 2018).

Анализ временных параметров репарации двуце-
почечных разрывов ДНК в культурах клеток чело-
веческой глиобластомы К. и Ж. после воздействия 
цитостатика. Ранее в экспериментах in vivo использо-
вался кросслинкирующий цитостатик циклофосфан. 
В результате метаболизма циклофосфана в клетках 
паренхимы печени образуется метаболит фосфорамид 
мустард, молекулы которого интеркалируют между цепей 
ДНК хромосом и формируют МЦС. Клетка немедленно 
приступает к репарации индуцированного повреждения. 
Репарация МЦС протекает в две стадии. В первой фазе 
репарации происходят остановка репликации и удаление 
кросслинка (фаза NER), во второй фазе – восстановление 
репликативной вилки в результате гомологичной реком-
бинации. Первая фаза характеризуется накоплением 
ДЦР, вторая – их удалением (Niedernhofer et al., 2004). 
По этому признаку, хорошо детектируемому или методом 
комет, или антителами к гистону γH2AX, определяется 
граница двух фаз репаративного процесса. Поскольку 
работа проводилась на культуре клеток, в качестве крос-
слинкирующего агента был выбран ММС, который часто 
используется в стандартных циторедуцирующих терапиях 
и так же, как циклофосфан, индуцирует формирование 
МЦС, но, однако, не требует активации метаболическими 
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системами организма. Поскольку МЦС, индуцированные 
любым агентом, удаляются одной и той же репаративной 
системой, считалось, что результаты по временным па-
раметрам репарации МЦС, вызванных циклофосфаном, 
будут аналогичными для любого другого цитостатика 
(например, ММС) в применении к данной клеточной мо-
дели в условиях, адекватных специфическому действию 
цитостатика. Таким образом, проведен анализ временных 
параметров репаративного цикла первичных культур кле-
ток человеческой глиобластомы К. и Ж. после воздействия 
цитостатика ММС (рис. 2). Оказалось, что максимум 

образования ДЦР у обеих клеточных линий приходится 
на 12 ч с момента обработки ММС (p < 0.001). Для куль-
туры К. были проанализированы дополнительные точки 
и отмечен второй пик, приходящийся на 36 ч (p < 0.001 
относительно нулевой точки).

Анализ распределения клеток первичной линии 
глио бластомы К. по клеточному циклу после воздей-
ствия цитостатика митомицина С. Анализ синхрони-
зации клеток в определенной фазе клеточного цикла ока-
зался малоинформативным и сложно интерпретируемым 
(данные не приводятся). Сложность оценки полученных 
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Fig. 1. TAMRA+ cell detection in primary human glioblastoma cell lines K and Zh obtained from surgical material. 
(а) Cytological images, DAPI chromatin staining, TAMRA exogenous DNA probe. Scale bar 20 μm. (b) Percentages of TAMRA+ cells in cultures. Standard deviation 
is shown.

Fig. 2. Analysis of double-stranded break formation induced by mitomycin C and their repair in primary human glioblastoma cells. 
(a) Double-stranded break repair in cell line Zh. (b) Comet tails 6, 12, 18 h after mitomycin C treatment of cell line Zh. (c) Double-stranded 
break repair in cell line K. (d) Comet tails 6, 12, and18 h after mitomycin C treatment of cell line K. Differences between points are significant 
at p<0.001 (Mann-Whitney test). Confidence intervals (p < 0.01) are shown. White brackets in (b) and (d) indicate the mean size of cells with 
comet tails estimated with CASP software.
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результатов состояла в следующем. Клетки обеих культур 
после обработки цитостатиком ММС плохо делились, что 
затрудняло наработку достаточного количества клеток, 
необходимого для полномасштабной оценки. В результате 
апоптотической деструкции в G2/M­фазе остатки дегра-
дированных клеток по уровню интенсивности флуорес-
ценции пропидия йодида распределяются по всем фазам 
клеточного цикла, искажая реальную картину событий. 
Кроме этого, при масштабном апоптозе, индуцированном 
обработками, возникают технические проблемы в оценке 
клеточного цикла в связи с минимальным остаточным 
количеством клеток.

Поскольку главным событием, необходимым для ус­
пеш ной терапии, является определение момента синхро-
низации TAMRA+ клеток в чувствительной фазе клеточ-
ного цикла (G1/S), было решено для определения точки 
финальной обработки использовать именно этот признак.

Анализ синхронизации TAMRA+ клеток в культу-
рах К. и Ж. при обработке цитостатиком митомици-
ном С. Для успешной элиминации всех СИРК из опухо-
левой массы недостаточно обработок цитостатиком или 
цитостатиком совместно с экзогенной ДНК, перекрыва-
ющих цикл репарации СИРК. Оставшиеся после базовой 
терапии цитостатиком и препаратом двуцепочечной ДНК 
СИРК, которые в силу нахождения в нечувствительной 
к действию препаратов G2/M­фазе клеточного цикла не 
попали под воздействие препаратов, впоследствии станут 
причиной развития рецидива (Potter et al., 2016). Для того 
чтобы удалить эти клетки, необходимо найти момент, ког-
да СИРК будут синхронизованы в G1/S­фазе клеточного 
цикла, чтобы в эту терапевтическую временную точку 
провести дополнительную обработку препаратами. 

Анализ распределения всей массы клеток по фазам кле­
точного цикла не в полной мере подходит для определения 
степени синхронизации СИРК, поскольку, как показали 
ранние исследования (Potter et al., 2016), пик количества 
(аккумуляция) СИРК после базовой терапии определяется 
на один­два дня раньше, чем полная синхронизация всех 
оставшихся после базовой терапии клеток в G1/S­чув­
ствительной фазе клеточного цикла. Определение в одном 
эксперименте для перевиваемых культур глиобластом К. и 
Ж. динамики клеточного цикла и аккумуляции TAMRA+ 
клеток оказалось технически невозможным. В связи с 
этим было решено принять за финальную точку терапии 
день максимальной аккумуляции TAMRA+ клеток. 

С использованием стандартизованного во многих на-
ших публикациях меченого ДНК­зонда (Alu-фрагмент че­
ловека) (Dolgova et al., 2014; Potter et al., 2016) было оце-
нено время аккумуляции TAMRA­позитивных клеток, или 
TAMRA+ клеток (очевидно, СИРК), в образцах культур 
человеческой глиобластомы К. и Ж. на фоне обработки 
цитостатиком. Для этого клетки были обработаны ММС 
и в определенных точках проведен анализ содержания 
TAMRA+ клеток.

Исходя из двух пиков образования и репарации ДЦР 
(см. рис. 2), был подобран следующий режим обработки 
ММС: обработка цитостатиком в 0 и 18 ч (20 мкг/мл) и 
27, 36, 54 и 63 ч (10 мкг/мл) с момента первой обработки 
(рис. 3, а). При таком режиме, во­первых, в точках 0, 18, 
36, 54 перекрываются фазы репаративного процесса для 

всех основных популяций клеток, находящихся в различ-
ных фазах клеточного цикла; во­вторых, в точках 27 и 63 
блокируются клетки, формирующие неожиданный второй 
пик (результаты дополнительных экспериментов, данные 
не приводятся). Так как, по нашему мнению, для успешной 
терапии было необходимо добавить две дополнительные 
обработки цитостатиком (в 27 и 63 ч), то в близлежащих 
точках обработки цитостатиком (36 и 54 ч соответствен-
но) концентрация митомицина С была снижена вдвое 
(10 мкг/ мл), `в сумме набиралась исходно используемая 
доза 20 мкг/мл. Анализ содержания TAMRA+ клеток про-
водился на 3–8­е сут с момента обработки цитостатиком.

Был найден момент синхронизации TAMRA+ клеток, 
когда их количество значительно возрастает (см. рис. 3, б). 
Для культуры К. синхронизация приходится на 5­е сут, ког­
да количество TAMRA+ клеток увеличивается в два раза 
(с 1.41 до 2.89 %). Для культуры клеток Ж. была обнаруже-
на следующая картина изменения количества позитивных 
клеток: на 5­е сут количество TAMRA+ клеток возрастает 
в четыре раза (с 1.47 до 5.88 %); На 7­е сут количество 
TAMRA+ клеток повышается до 9.55 % (в 6.5 раз от ис-
ходного). Такой результат мог быть объяс нен двумя пред-
положениями. Во­первых, изменение числа позитивных 
клеток соответствует реальной картине синхронизации 
этого типа клеток на 7­е сут наблюдения. Второе объяс­
нение эффекта следующее: TAMRA+ клетки достигли 
мак симальной синхронизации на 5­е сут эксперимента. На 
6­е сут их количество сохранилось, поскольку они были 
арестованы в одной фазе клеточного цикла. На 7­е сут 
произо шла массовая апоптотическая деградация этих 
клеток (СИРК). Образованные апоптотические везикулы 
первой волны апоптотического распада еще сохранили на 
своей поверхности факторы интернализации, а внутрен-
него свободного объема везикулы еще достаточно для ин-
тернализации экстраклеточного ДНК­зонда. Это явление 
и вызвало возрастание детектируемого позитивного мате-
риала. По нашим многочисленным наблюдениям, апоп-
тотические частицы первой волны разрушения клетки по 
размеру нечетко отличаются от целых раковых клеток и 
при условии захвата ДНК­зонда могут определяться как 
целые клетки, содержащие маркер. Этот механизм будет 
приводить к искажению результатов подсчета.

Таким образом, были проведены все подготовительные 
эксперименты для разработки режима терапии клеток 
глиобластомы человека цитостатиком ММС и препаратом 
экстраклеточной двуцепочечной ДНК. Проанализирован 
цикл репарации ДЦР в клетках. Показано, что клетки син­
хронизируются в определенной фазе клеточного цикла 
при обработке цитостатиком. Определено время, когда 
происходит аккумуляция TAMRA+ клеток. Полученные 
данные позволили провести оценку эффективности най­
денного терапевтического режима на клетках глиобла-
стомы человека. 

Обработка культур клеток человеческой глиобла-
стомы К. и Ж. цитостатиком митомицином С и пре-
паратом ДНК в режиме, направленном на эрадикацию 
СИРК (TAMRA+ клеток). Для оценки эффективности 
воздействия терапевтического режима на клетки культур 
глиобластомы К. и Ж. были выбраны два параметра: ко-
личество прикрепленных клеток (влияние на жизнеспо­
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собность) и количество TAMRA+ клеток (оценка воз дей­
ст вия на СИРК). 

На основании результатов анализа репаративного и 
клеточного цикла для культуры клеток К. был разрабо-
тан следующий график обработок цитостатиком ММС 
и композиционным препаратом двуцепочечной ДНК 
(рис. 4).

Обработку цитостатиком проводили в 0 и 17 ч (20 мкг/ мл  
в течение одного часа) и в 35, 54 ч и на 5­е сут с момента 

начала терапии (10 мкг/мл в течение 30 мин). Препаратом 
двуцепочечной ДНК обрабатывали в количестве 0.5 мкг 
в течение 40 мин в 10, 26, 46 и 64 ч с момента первой 
обработки цитостатиком и на 5­е сут через 10 ч после об­
работки MMC. Как видно из схемы обработки препара-
тами на рис. 4, точкой для последней обработки ММС + 
ДНК являлась обработка на 5­е сут в момент аккумуляции 
TAMRA+ СИРК, необходимая для полной элиминации 
указанных клеток. 
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В процессе проведения эксперимента проанализиро-
вано три группы: контроль – интактные клетки, которые 
не подвергались обработке; MMC – группа, которую об­
рабатывали только цитостатиком по схеме, указанной на 
рис. 4; MMC + ДНК – группа, которую обрабатывали 
цитостатиком MMC совместно с композиционным пре-
паратом ДНК. Клетки были рассажены в чашки Петри 
(3.5 см в диаметре) в количестве 185 тыс./чашку; все чаш­
ки в группах обрабатывали параллельно. На 3, 5, 7­е сут с 
момента первой обработки MMC по одной чашке Петри 
из каждой группы брали для анализа TAMRA+ и общего 
количества жизнеспособных клеток.

Уже к 3­м сут эксперимента количество клеток в конт­
рольной группе возросло до 254 тыс. (в 1.4 раза). В груп-
пах ММС и MMC + ДНК количество клеток постепенно 
снижалось. Так, к 7­м сут в образцах детектировалось 
26 тыс. (MMC) и 39.5 тыс. (MMC + ДНК) клеток, что со-
ответствует падению количества клеток от исходного в 7.1 
и 5 раз соответственно. К 31­м сут клетки практически 
не детектируются. В чашках Петри можно «уловить» 
только единичные клетки, многие из которых находились 
в открепленном состоянии. Определить значимое детек-
тируемое количество прикрепленных жизнеспособных 
клеток оказалось невозможным (рис. 5, а).

Проведена сравнительная количественная оценка 
TAMRA+ клеток (см. рис. 5, б). Изначально в культуре 
клеток процентное содержание TAMRA+ клеток состав-

ляло 2.46 ± 0.61 %, и это количество с течением времени 
оставалось в пределах ошибки. После начала обработок 
(на 3­и сут) процентное содержание TAMRA+ клеток 
достоверно (p < 0.001) снижается в обеих группах: до 
0.75 ± 0.19 % в группе MMC и до 0.44 ± 0.08 % в группе 
MMC + ДНК. Затем количество TAMRA+ клеток на-
чинает возрастать. На 5­е сут процентное содержание 
TAMRA+ клеток в группе ММС составляет 1.98 ± 0.25 % 
и на 7­е сут 2.17 ± 0.23 %, что достоверно не отличается 
от контроля. В группе ММС + ДНК количество TAMRA+ 
клеток составляет 0.47 ± 0.08 % на 5­е сут и 0.71 ± 0.14 % 
на 7­е сут, такие значения достоверно ( p < 0.001 и p < 0.01 
соответственно) ниже, чем в контроле. 

Мы проанализировали динамику абсолютного количе­
ства позитивных клеток и выяснили следующую законо­
мерность. По ходу проведенной терапии абсолютное ко­
личество СИРК (TAMRA+) неуклонно падает. К 7­м сут  
наблюдается их минимальное количество, хотя в про-
центном отношении произошло увеличение относитель­
ного количества TAMRA+ клеток. Такая картина может 
свидетельствовать об их аккумуляции. Динамика абсо-
лютного количества TAMRA+ клеток приведена на рис. 6. 
Полученные данные свидетельствуют, что используемая 
терапия снижает абсолютное количество TAMRA+ клеток 
как в случае обработки одним ММС, так и при синер-
гичном действии ММС и ДНК. Следует отметить, что 
эффективность синергичного действия в два раза выше, 
чем обработка цитостатиком в режиме монотерапии. 
При начальном количестве СИРК, равном ~ 5 000 клеток, 
на 7­е сут наблюдения абсолютное количество + СИРК 
при обработке ММС падает до ~ 500 (в 10 раз), а при 
синергичной обработке ММС и ДНК до 250 (в 20 раз). 
Сравнивая снижение количества СИРК с уменьшением 
общего количества клеток в образце, можно заключить, 
что добавление в терапию сложнокомпозиционного пре-
парата ДНК существенно увеличивает эффективность 
элиминации СИРК (Квыж = 0.71 для ММС, Квыж = 0.25 для 
ММС + ДНК). Учитывая тот факт, что к 30­м сут наблю-
дения популяция глиобластомных клеток К. полностью 
элиминируется, можно заключить, что примененный ре-
жим полностью соответствует всем ранее определенным 
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реперным параметрам и демонстрирует высокий уровень 
эффективности.

Непрямолинейные изменения процентного отношения 
TAMRA+ клеток связаны с тем, что при проведенном 
анализе накладываются два взаимоисключающих друг 
друга процесса, определяющих относительное количе-
ство TAMRA+ СИРК, а именно элиминация указанных 
клеток и процесс увеличения их процентного отношения 
к уменьшающемуся числу клеток.

В связи с тем, что графики репарации ДЦР культур кле­
ток глиобластомы К. и Ж. были аналогичны, для культуры 
клеток Ж. была использована такая же схема обработок 
цитостатиком ММС и композиционным препаратом экзо-
генной двуцепочечной ДНК, за исключением последних 
обработок, которые производились в момент аккумуляции 
TAMRA+ клеток на 7­е и 10­е сут (см. рис. 4). Дополни-
тельная обработка на 10­е сут была добавлена на случай, 
если при оценке синхронизации TAMRA+ клеток (см. 
рис. 3), мы не захватили максимум TAMRA+ клеток на 
7­е сут. 

В процессе проведения эксперимента, как и в  случае 
культуры К., было проанализировано три группы (кон­
т роль; MMC и MMC + ДНК) по схеме, показанной на  
рис. 4). Клетки рассадили по чашкам Петри (3.5 см в диа-
метре) в количестве 200 тыс./чашку, все чашки в группах 
обрабатывали параллельно. На 3, 5, 7 и 15­е сут с момента 
первой обработки MMC по одной чашке Петри из каждой 
группы брали для анализа TAMRA+ клеток и общего 
количества жизнеспособных клеток (рис. 7, а, б ).

К 3­м сут количество клеток в контрольной группе прак-
тически не изменялось и составило 203 тыс., что мо жет 
говорить о низкой скорости пролиферации данной куль-
туры. В группах MMC и MMC + ДНК количество кле ток 
постепенно снижалось. Так, к 7­м сут остается 156 тыс. 
(MMC) и 160 тыс. (MMC + ДНК) клеток, т. е. от исход-
ного уровня их количество падает в 1.3 и 1.25 раза. На 
9­е сут количество клеток составляло 111 тыс. и 112 тыс. 
(ниже начального уровня в 1.8 раз в обеих группах). На 
15­е сут в контроле количество клеток достигает 596 тыс., 
в группе MMC – 80 тыс., в группе MMС + ДНК – 58 тыс. 
Происходит явная терапевтическая деградация культуры, 

свидетельствующая об эффективности проведенных об-
работок (см. рис. 7, а).

Неожиданным оказался анализ количественной оценки 
TAMRA+ клеток (см. рис. 7, б ). Изначально в культуре 
клеток процентное содержание TAMRA+ клеток состав-
ляло 0.67 ± 0.37 %, это количество с течением времени 
достоверно не изменялось. На 15­е сут насчитывалось 
0.55 ± 0.36 % указанных клеток. После начала обработок 
(на 3­и сут) количество TAMRA+ клеток в образцах ММС 
достоверно не упало и составило 0.40 ± 0.21 %. В группе 
MMC + ДНК показатель снизился до 0.17 ± 0.03 %. Во 
всех последующих точках количество TAMRA+ клеток 
резко возрастает и держится на уровне достоверно выше 
контроля ( p < 0.001). Так, на 5­е сут количество TAMRA+ 
клеток составляет 5.41 ± 2.34 % (ММС) и 5.82 ± 2.33 % 
(ММС + ДНК). Впоследствии уровень TAMRA+ клеток 
продолжает незначительно повышаться в группе MMC 
(до 7.68 ± 2.55 %) и незначительно понижаться в группе 
MMC + ДНК (до 5.09 ± 1.67 %).

Оценка абсолютного количества TAMRA+ клеток на 
15­е сут эксперимента показала следующие значения 
(рис. 8): в группе ММС количество TAMRA+ клеток соста­
вило ~ 6 000; для группы ММС + ДНК ~ 3 000 клеток. При 
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этом в контрольной группе абсолютное количество клеток 
составило ~ 3 500, хотя исходно абсолютное количество 
составляло ~ 1 300 клеток. Повышение абсолютного коли-
чества TAMRA+ СИРК при увеличении всей популяции 
раковых клеток и сохранении процентного содержания 
этих клеток по отношению к увеличившейся массе рако-
вых клеток согласуется с нашими ранними эксперимен-
тами (Поттер и др., 2016; Potter et al., 2016). В указанных 
работах приводится концепция, что TAMRA+ клетки 
являются «клетками­операторами», формирующими ре-
гуляторный цитокиновый профиль, и их физиологическое 
количество постоянно и находится в пределах 0.5–3 % от 
общей массы клеток. Таким образом, в контроле произо­
шло естественное увеличение СИРК­операторов до ко­
личества, необходимого для организации клеточного со-
общества. В исходной популяции процентное содержание 
TAMRA+ клеток составляло ~ 0.65 %, в конечной точке 
измерения ~ 0.6 %. 

Обнаруженное увеличение как процентного содержа-
ния, так и абсолютного количества TAMRA+ СИРК можно 
объяснить несколькими предположениями. Во­первых, 
мы неправильно определили базовые параметры терапии, 
что обусловило воздействие, но не эрадикацию этого типа 
клеток. Восстановившись после не вполне эффективной 
терапии, клетки начали симметрично делиться, чтобы 
восстановить потерянную клеточную массу, это сопровож­ 
далось увеличением их количества. Второе объясне ние 
заключается в том, что мы детектируем и считаем апоп-
тотические клеточные деграданты, которые ассоциируют 
с ДНК. На этот факт может указывать как сопоставление 
цитологической картины клеток (мелкие хроматиносодер-
жащие везикулярные структуры) и локализации TAMRA­
меченного материала, так и то, что общее количество кле-
ток как для режима ММС, так и для режима ММС + ДНК 
значительно падает до 80 и 58 тыс. соответственно, что 
свидетельствует об элиминирующем воздействии тера-
пии. Третье объяснение феномена заключается в том, что 
все оставшиеся способные захватывать ДНК­зонд СИРК 
культуры клеток Ж. продолжают попадать под условия 
ареста клеточного цикла и накапливаться в деградиру-
ющей популяции клеток глиобластомы. При этом четко 
наблюдается таргетное воздействие на TAMRA+ СИРК 
двух препаратов, работающих одновременно. В процессе 
анализа на 3­и сут оказалось, что процентное содержа-
ние этих клеток в образцах ММС не упало и составило 
0.40 ± 0.21 %, тогда как в группе MMC + ДНК показатель 
упал до значения 0.16 ± 0.03 %. В количественном выраже-
нии это составило 550 для ММС (в 2.4 раза меньше, чем 
TAMRA+ СИРК в контроле) и 235 клеток для ММС + ДНК 
(в 5.5 раза меньше исходного). Полученный результат 
показывает, что преимущественное и первоочередное 
воздействие терапия оказала на TAMRA+ СИРК. Оценка 
TAMRA+ материала на 15­е сут эксперимента, несмо-
тря на сложность интерпретации, продемонстрировала, 
что в образцах ММС+ДНК количество детектируемого 
TAMRA+ материала в два раза меньше, чем для варианта 
ММС. Это также свидетельствует о большей эффектив-
ности синергичной терапии для культуры Ж. Коэффи-
циенты выживаемости СИРК для используемой терапии 
составляют: ММС Квыж = 35.5, что интерпретируется как 

накопление этих клеток; для ММС + ДНК Квыж = 23.95, 
это также свидетельствует об увеличении числа TAMRA+ 
клеток, но с эффективностью на 30 % меньше.

Обсуждение
В настоящем исследовании проведена оценка эффектив-
ности применения терапевтического режима «3+1» (Potter 
et al., 2016) в адаптированной форме для первичных куль-
тур глиобластомы человека К. и Ж., полученных в Ново-
сибирском научно­исследовательском институте травма-
тологии и ортопедии им. Я.Л. Цивьяна и культивируемых 
в лаборатории индуцированных клеточных процессов 
ИЦиГ СО РАН. Дополнительно была оценена эффектив-
ность действия кросслинкирующего цитостатика в форме 
монопрепарата в адаптированном для первичных культур 
режиме «3+1» или «5+1». Ранее было показано, что об-
работка кросслинкирующим цитостатиком в режиме 
«накладывающихся арестов» клеточного цикла приводит 
к увеличению средней продолжительности жизни экспе-
риментальных животных в шесть­семь раз (Potter et al., 
2016). Если такой эффект имеет общебиологическую ос-
нову, то парадигма режимов введения циторедуцирующих 
препаратов может быть скорректирована. Такая коррекция 
предполагает привязку режимов введения цитостатиков 
к циклу репарации МЦС популяции клеток­мишеней.

Показано, что адаптированный к культурам режим 
«3+1» приводит к эффективной терапевтической деграда-
ции обеих клеточных популяций. К 30­м сут для культу-
ры К. жизнеспособных клеток, как коммитированных, так 
и TAMRA+ СИРК, в культуральной среде практически не 
обнаруживается. Для культуры Ж. анализ был проведен 
до 15­х сут от начала эксперимента. Для этой культуры 
также показано существенное снижение общего количе­
ства клеток в экспериментальных точках. При этом в 
контроле клетки успешно размножались. Важно отметить, 
что, несмотря на общее истощение популяции культур 
кле ток, количество СИРК в обеих культурах меняется 
непрямолинейно как в образцах, обработанных одним 
ММС, так и ММС + ДНК. Результаты свидетельствуют о 
синергичном таргетном действии ММС + ДНК на СИРК 
(TAMRA+). Тем не менее один ММС в режиме «накла ­ 
дывающихся арестов» клеточного цикла также эффектив-
но действует на раковые клетки в целом, без акцента на 
СИРК (TAMRA+).

Проведенная оценка свидетельствует о том, что най-
денный режим и стратегический поход в определении 
индикаторных точек режима в целом были определены 
правильно и терапевтически эффективны. Вместе с тем 
в ходе экспериментов появились неожиданные факты от-
носительно поведения TAMRA+ СИРК, которые требуют 
дальнейшего анализа и определения истинных причин 
возникших отклонений от ожидаемого результата. 

Неудачные попытки интрацеребральной трансплан­
та ции предполагают изменение экспериментального 
дизайна в случае культур клеток глиобластомы человека 
и, по­видимому, других культивируемых ex vivo клеточ-
ных сообществ. Предполагается в случае планирования 
экспериментов по оценке эффективности проведенных 
процедур по графтингу обработанных ex vivo клеток пред-
варительно анализировать способность этой культуры да ­
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вать уверенные трансплантаты. Это необходимо для по­
ложительного контроля в последующих экспериментах. 
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Wheat leaf epidermal pattern 
as a model for studying 
the influence of stress conditions 
on morphogenesis
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The leaf epidermis of a monocotyledonous plant is a 
widely used model system for studying the differen-
tiation of plant cells, as it contains readily observable 
specialized cells. The approach proposed in this paper 
uses a growing cereal leaf to study stress-induced 
dynamic changes in morphogenesis. In the process of 
formation, the linear leaf of wheat remains in the sta-
tionary growth phase for long. This fact permits us to 
observe a series of successive morphogenetic events 
recorded in the cellular structure of the mature leaf. 
In studying the cellular architecture of the wheat leaf 
epidermis, we obtained and processed confocal 3D 
images of wheat leaves stained with fluorescent dyes. 
This procedure allows an accurate morphometric de-
scription and determination of quantitative character-
istics of the leaf epidermal pattern. Low temperatures 
are among the factors limiting the growing of crop 
plants in the temperate zone. In the present work, we 
show significant aberrations of stomatal morphogen-
esis in the epidermis of boot leaves of wheat varieties 
Saratovskaya 29 and Yanetskis Probat in response to 
cold stress. We found that nonfunctional stomata pre-
dominated in the zone of maximum manifestation of 
stress, whereas in the zones formed before and after 
the stress impact, the developmental anomalies come 
to the disturbance in the morphogenesis of  subsidiary 
cells. In Saratovskaya 29, a significant amount of ecto-
pic trichomes formed in rows predetermined to stoma 
formation. The proposed approach can provide stan-
dardized qualitative and quantitative data on stress-
induced morphogenesis aberrations in wheat leaf 
epidermis. Subsequently, these data can be used for 
verification of computer models of leaf morphogen-
esis. Further study of the mechanisms of the effect of 
cold stress on morphogenesis will add to the search 
for additional opportunities to increase wheat yields in 
areas of risky agriculture.

Key words: cold stress; morphogenesis; wheat; leaf epi-
dermis; stomata; cellular pattern; confocal microscopy; 
image analysis.

Эпидермис листа однодольного растения – широко  используемая 
модельная система для изучения дифференцировки клеток расте-
ний. Он содержит специализированные клетки, которые легко 
наблюдать. В настоящей работе предлагается концепция исполь-
зования растущего листа злаков для изучения стресс-индуциро-
ван ных изменений морфогенеза в динамике. Линейный лист пше-
ницы во время своего формирования длительное время со храня ет 
фазу стационарного роста. Это позволяет наблюдать се рию после-
довательных событий морфогенеза, зафиксированных в клеточ-
ной структуре взрослого листа. для изучения клеточной архитек-
туры эпидермиса листа пшеницы применен подход, основанный 
на получении и обработке конфокальных 3D изображений листьев 
пшеницы, окрашенных флуоресцентными красителями. Он дает 
возможность проводить точное морфометрическое описание и 
определять количественные характеристики паттерна эпидермиса 
листа. Низкие температуры являются одним из факторов, лими-
тирующих возделывание культурных растений в умеренной зоне. 
Показаны значимые нарушения морфогенеза устьичного аппара-
та в эпидермисе предфлаговых листьев сортов Саратовская 29 и 
Янецкис Пробат в ответ на холодовой стресс. Установлено, что в 
зоне максимального проявления стрессового воздействия пре-
обладают функционально нарушенные устьица, тогда как в зонах, 
сформированных до и после него, аномалии развития сводятся 
только к нарушению морфогенеза обкладочных клеток. для сорта 
Саратовская 29 было выявлено формирование значимого количе-
ства эктопических трихом в рядах, детерминированных к образо-
ванию устьиц. С применением предлагаемого подхода можно по - 
лучать стандартизованные качественные и количественные оцен-
ки стресс-индуцированных нарушений морфогенеза эпидермиса 
листа пшеницы. Впоследствии эти данные могут быть использова-
ны для верификации компьютерных моделей морфогенеза листа. 
дальнейшее изучение механизмов действия холодового стресса 
на морфогенез позволит найти дополнительные возможности по-
вышения урожайности пшеницы в зонах рискованного земледелия.

Ключевые слова: холодовой стресс; морфогенез; мягкая пшеница; 
эпидермис листа; устьица; клеточная структура ткани; конфокаль-
ная микроскопия; анализ изображений.
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Низкие температуры – один из абиотических стрес-
совых факторов среды, лимитирующих продук-
тивность и ареал сельскохозяйственных растений 

в умеренных зонах Земли. В настоящее время в мире 
интенсивно ведутся работы по исследованию механизмов 
формирования растительных тканей и органов в норме и 
в ответ на различные стрессовые факторы (Xiong et al., 
2002), гормоны (Matías­Hernández et al., 2015) и др. В ка-
честве модельной системы для исследования морфогенеза 
растительных тканей рассматривается развитие эпидер-
миса листа и формирование в нем специализированных 
клеток (Yang, Ye, 2013). 

В процессе адаптации к низким температурам проис-
ходит перестройка ростовых процессов (Yadav, 2010), 
что, в свою очередь, приводит к снижению негативного 
воздействия низких температур на клеточные структуры. 
Известно, что растениям свойственно динамическое из-
менение размеров клеток. Это служит важной адаптивной 
функцией в реакции растений на абиотические стрессы 
(Limin, Fowler, 2001). Воздействие холода при закладке 
органов растений может вызывать изменение морфогенеза 
и сказаться впоследствии на размере, форме и функции 
зрелых органов.

Клетки растений объединены общей клеточной стенкой 
в механический ансамбль и не имеют возможности сдви-
гаться друг относительно друга в процессе роста. Для зла-
ков характерен линейный тип роста листа за счет деления 
и удлинения клеток в базальной части листовой пластинки 
(рис. 1, а). По скорости роста листа злаков можно выде-
лить три стадии (Skinner, Nelson, 1995). На первой стадии 
наблюдается увеличение скорости, на второй она постоян-
на, а на третьей снижается. Во время роста листа в базаль-
ной части наблюдаются характерные участки: зона роста 
делением и зона роста растяжением (см. рис. 1, а). На вто-
рой стадии, продолжающейся несколько дней, размер этих 
зон остается относительно постоянным. Одновременно с 
ростом листа в его базальной части происходит специа­
лизация отдельных клеток и формирование клеточной 
архитектуры тканей. В частности, в эпидермисе наблюда-
ется морфогенез специализированных структур – трихом  
(см. рис. 1, б) и устьичных комплексов (см. рис. 1, в).

Отличительная черта эпидермального паттерна зла-
ков – организация клеток в виде продольных клеточных 
рядов. При этом специализированные клетки, в частности 
трихомы и устьица, образуются в отдельных рядах клеток 
(Gallagher, Smith, 2000; Rudall et al., 2017; Hepworth et al., 
2018). Трихомы образуются в результате асимметричного 
деления. На дистальном конце материнской клетки от­
де ляется меньшая по размеру инициаль, которая в даль-
нейшем формирует внешний эпидермальный вырост. 
Усть ичные комплексы у злаков, в частности у ячменя, ку­
курузы и пшеницы, также наблюдаются в обособленных 
продольных рядах клеток (см. рис. 1, в) (Gallagher, Smith, 
2000; Liu et al., 2009; Peterson et al., 2010; Chateret al., 2017; 
Rudall et al., 2017; Hepworth et al., 2018). На первом этапе 
в результате асимметричного деления клеток этого ряда 
на дистальном конце образуется материнская клетка (см. 
рис. 1, в2). Перед следующим митозом она индуцирует 
асимметричные деления в соседних клетках смежных 
клеточных рядов (см. рис. 1, в3). Они производят обкла-

дочные клетки, важные для функционирования устьица. 
Далее материнская клетка симметрично делится и образу-
ет две замыкающие клетки (см. рис. 1, в4). Таким образом, 
правильно сформированный устьичный комплекс состоит 
из четырех клеток (см. рис. 1, в5).

Описанные этапы морфогенеза протекают последо-
вательно вдоль оси роста листа и позволяют наблюдать 
не сколько стадий одновременно. Это делает эпидермис 
 листа злаков удобным объектом для изучения морфо-
генеза. Понижение температуры влияет на биомехани-
ческие свойства и скорость деления клеток, происходят 
изменения структуры растительной клетки (Yadav, 2010), 
в частности значительные изменения претерпевает фото-
синтетический аппарат (Венжик и др., 2012). Воздействие 
низкой температуры может привести к биомеханическим 
ограничениям, изменениям активности макромолекул 
и уменьшению осмотического потенциала в клеточной 
среде (Xiong et al., 2002). Так, рост листьев может сильно 
замедлиться в течение двух минут охлаждения корней 
(Dale et al., 1990). Однако механизм действия холодового 
стресса на морфогенез клеточной архитектуры раститель-
ных тканей до конца не ясен.

В настоящей работе предлагается методика использо-
вания паттерна эпидермиса листа пшеницы в качестве 
модели для изучения влияния стрессовых условий на 
морфогенез. Предложена и апробирована методика соз-
дания стрессовых условий и извлечения качественных и 
количественных оценок о динамике нарушений морфоге-
неза специализированных клеток во время стационарного 
роста листа. В контролируемых условиях холодового 
стресса были проведены основные этапы анализа – от 
подбора длительности воздействия до получения данных 
о типах и частотах нарушений морфогенеза трихом и 
устьиц. Для изучения клеточной архитектуры эпидерми­
са листа пшеницы применен подход, основанный на по­  
лучении и обработке конфокальных 3D изображений эпи­
дермиса листьев пшеницы, окрашенных флуоресцентны-
ми красителями. 

материалы и методы
Генетический материал и условия выращивания. Для 
экспериментальной работы использовали растения мягкой 
пшеницы Triticum aestivum L. сортов Саратовская 29 (С29) 
и Янецкис Пробат (ЯП). Сорт С29 имеет разнообразный 
клеточный состав эпидермиса, содержащий как основные 
клетки эпидермиса и устьица, так и трихомы различного 
размера (Дорошков и др., 2011; Doroshkov et al., 2016), 
поэтому он приемлем для апробации метода изучения 
стресс­индуцированного нарушения морфогенеза кле-
точной архитектуры эпидермиса. Cорт ЯП имеет слабо 
выраженное опушение листа (Doroshkov et al., 2016). Для 
создания стандартных условий использовали гидропон-
ную теплицу и вазоны с керамзитным грунтом. Длина 
светового дня поддерживалась 16 ч. Всего было выращено 
по 20 растений каждого сорта.

Создание стрессовых условий. Схема эксперимента 
приведена на рис. 2. На стадии четырех зрелых листьев 
положение свободной части растущего пятого листа от-
мечалось маркером. В это время в нормальных условиях 
пятый (предфлаговый) лист находится в фазе стационар-
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Fig. 2. Stress experiment: (a) the general outline; (b) change of the location of stress-induced anomalies in the morphogenesis  
of specialized leaf epidermis cells with leaf growth. 
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Fig. 1. Schematic representation of the morphogenesis of common wheat leaf epidermis according to (Rudall et al., 2017; Hepworth et al., 2018).
(a) Leaf formation in the stationary growth phase. (b) Trichome morphogenesis. (c) Stoma morphogenesis. DZ, division zone; eZ, extension zone; MZ, mature cell 
zone; CMZ, zone of trichome and stoma morphogenesis. Common epidermis cells are shown in gray; trichomes, in blue; and stomata, in orange. 
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ного роста и эпидермис последовательно проходит все 
этапы формирования с постоянной скоростью. Растения 
на этой стадии помещали в климатическую камеру при 
+4 °С с сохранением светового дня (см. рис. 2). Для яровых 
сортов мягкой пшеницы в период вегетации оптимальная 
температура – в интервале от +10 до +24 °С, а температура 
+4 °С служит стрессовым воздействием и вызывает зна-
чительное замедление роста. Были сформированы группы 
растений, подвергавшиеся разной длительности холодово-
го воздействия (2, 4, 6 и 8 сут), а также контрольная группа 
растений. В каждой группе было по восемь растений двух 
изучаемых сортов. После холодового воздействия все 
группы растений возвращали в благоприятные условия 
и выращивали до стадии колошения. Растения каждой 
группы затем были подвергнуты визуальной инспекции. 
Для анализа отбирали пятые (предфлаговые) листья с 
метками (см. рис. 2, б).

Окраска препаратов и извлечение данных о дина-
мике нарушений морфогенеза специализированных 
клеток. Области листа с нарушениями морфогенеза ин-
кубироровали в фиксаторе 3 : 1 (этанол : уксусная кислота) 
в течение трех или более часов. Для окрашивания исполь-
зовали красители 4’,6­диамидино­2­фенилиндол (DAPI, 
Sigma­Aldrich) и Propidium Jodide (PJ, Sigma­Aldrich). Этот 
набор красителей на фиксированном материале обеспе­
чивает достаточно устойчивую к выгоранию окраску ядер 
и клеточных стенок, а также позволяет различать глу боко 
залегающие сосуды. Окраску проводили в два этапа с про­
межуточной промывкой нейтральным фосфатным буфе-
ром. Отмытые двукратно фрагменты листа помещали в 
раствор PJ 10 мкг/мл на 30 мин, затем снова отмывали два 
раза по 15 мин. Далее фрагменты листа разделяли на зоны 
(см. рис. 2, б), окрашивали раствором DAPI 10 мкг/ мл в 
течение 30 мин и заключали под покровное стекло. В ка­ 
честве реагента, препятствующего выгоранию (антифей­
да), использовали реагент DABCO (Sigma­Aldrich). Это 
позволило в дальнейшем проводить многократный микро-
скопический анализ. DABCO был разведен согласно 
стандартной методике (25 мг/мл DABCO в смеси 90 % 
гли церин, 10 % 1 × PBS pH = 8.6). Такая смесь для заклю-
чения обладает достаточной вязкостью для удержания 
покровного стекла на фрагменте листа пшеницы. 

Полученные препараты оценивали при помощи флуо­
ресцентного микроскопа ZEISS Axioskop 2 с целью на­
хож дения оптимальной длительности холодового воздей­
ствия, которая обеспечивает длину зоны нарушения 
мор фогенеза на взрослом листе в пределах 20 мм. Зона 
такого размера, по нашим оценкам, содержит около 200 
элементов клеточного паттерна в каждом изучаемом про-
дольном ряду, что позволяет определить статистическую 
достоверность изменения частот появлений нарушений 
морфогенеза устьиц по сравнению с контрольной зоной. 
Затем препараты с отобранной группы растений были 
изучены при помощи микроскопа ZEISS LSM 780 NLO 
в режиме «tile scan» при следующих настройках: увели-
чение объектива 20×, кратность увеличения при скани-
ровании 0.6, расстояние между соседними оптическими 
срезами по вертикальной оси 2.5 мкм. Усиление сигнала 
подбиралось динамически. Размер пикселя на оптических 
срезах итогового изображения составлял 1.38 × 1.38 мкм. 

Такие настройки позволяют получать изображения, на 
которых видимая толщина клеточной стенки составляет 
2–4 пикселя. Протяженные (40–50 мм длиной) области 
вдоль листа, равноудаленные от центральной жилки и 
края, были использованы в анализе.

Анализ изображений производили в программе ImageJ 
(Collins, 2007) при помощи плагина CellCounter (https://
imagej.nih.gov/ij/plugins/cell­counter.html), который позво-
ляет отмечать на изображении точки с заданным типом, а 
затем извлекать их координаты. В рядах, в норме содер-
жащих устьица (см. рис. 1, в), были отмечены элементы 
клеточного паттерна: устьичные комплексы и обычные 
клетки эпидермиса. Зона стрессового воздействия была 
разбита на отрезки длиной по 2 мм, включающие около 
20 элементов клеточного паттерна в каждом изучаемом 
продольном ряду. Для отрезков оценивались частоты 
нормальных и нарушенных элементов клеточной архи-
тектуры. В качестве контрольной зоны использовали 
от резок листа длиной 4 мм, который сформировался до 
воздействия холодового стресса. На каждом отрезке вы-
числяли медиану, 0.25 и 0.75 квантили, минимальное и 
максимальное наблюдаемые значения. Отдельно были 
оценены соотношения долей нарушений формирования 
замыкающих и обкладочных клеток устьиц. Всего для 
двух генотипов в работе изучено около 15 000 элементов 
паттерна. Оценка параметров распределений, построение 
графиков и 3D реконструкций фрагментов листа про-
изводились с помощью стандартных функций в пакете 
Mathematica 10.

Результаты и обсуждение
После холодового воздействия разной длительности на 
стадии колошения растения сформировали предфлаговые 
листья нормального размера (длина 150–250 мм, ширина 
8–12 мм). В процессе визуальной инспекции было уста-
новлено, что после двухдневного действия холодовых 
условий нет видимых изменений морфологии листа. 
После четырехдневного действия в предсказанной зоне 
(см. рис. 2) на расстоянии одной трети длины от базаль-
ной части листовой пластинки наблюдается фрагмент с 
видимыми нарушениями геометрии жилкования. Пос­
ле шести­ и восьмидневного воздействия холодового 
стресса изучаемая зона становится более протяженной и 
составляет 10–25 мм. Это подтверждает, что мор фогенез 
этой части листа проходил в стрессовых условиях. Для 
детального изучения частотной динамики появления 
нарушений морфогенеза была выбрана длительность в 
шесть суток. Были отобраны фрагменты листа сорта С29 и 
ЯП длиной 80 мм, содержащие в центре предполагаемую 
зону стресс­индуцированного изменения морфогенеза. 
Паттерн листа, наблюдаемый в эксперименте, соответ-
ствовал данным о клеточной архитектуре эпидермиса лис­
та мягкой пшеницы. Клетки ранжированы в продольные 
ряды, и отдельные ряды детерминированы на обра зова­
ние определенных элементов паттерна – трихом и устьиц 
(рис. 3). Детерминированность рядов сохранялась по дли­ 
 не фрагмента листа, что позволило в большинстве случаев 
проследить динамику частот нарушений внутри каждого 
ряда. Несмотря на то, что наблюдаемый паттерн в усло-
виях стресса сохраняет клеточные ряды, он искривлен 
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и имеет множество визуально различимых нарушений, 
таких как недоразвитие трихом (см. рис. 3, г) и аномалии 
развития устьиц (см. рис. 3, б). Жилки при этом про-
ходят зону нарушений насквозь, изменения их числа не 
наблюдалось.

Были отобраны наиболее типичные фрагменты листа 
обоих генотипов и просканированы с нижней (адаксиаль-
ной стороны) вдоль листа +/– 25 мм от центра зоны на-
рушения морфологии. На расстоянии 50 мм от края зоны 
локализации нарушений морфогенеза в сторону кончика 
листа была выделена контрольная область длиной 10 мм.

Характерный паттерн эпидермиса листа пшеницы изу­
чаемых сортов в норме представлен чередованием рядов, 
содержащих основные клетки, трихомы и устьица. Над 
жилками расположены клеточные ряды, как правило, 
несущие крупные трихомы. Между ними наблюдается 
чередование рядов, содержащих устьичные комплексы, 
рядов в которых наблюдаются более мелкие трихомы, а 
также рядов без специализированных клеток (см. рис. 3). 
Отметим, что эпидермис листа сорта ЯП содержит мень­
шее количество трихом, уступающих по размеру трихомам 
С29. В рядах, в норме включающих трихомы (см. рис. 3), 
в зоне стрессового воздействия встречаются как сфор-
мированные (остановились на стадии б4, см. рис. 1), так 
и несформированные трихомы (остановились на стадии 
б2, см. рис. 1), которые отличаются от обычных клеток 
эпидермиса формой и уступают им в размере (примерно 
в три­пять раз меньше, чем сестринские клетки трихом). 
При этом чередование основных клеток и трихом в со-
отношении 1 : 1 сохраняется. Однако в соседних рядах, 
детерминированных на формирование трихом, но об-

разовавшихся над проводящими пучками, на этом же 
рас стоянии от основания листа таких нарушений не 
наблю дается. Это доказывает, что морфогенез трихом в 
непо средственной близости от проводящего пучка менее 
чувствителен к действию холодового стресса.

На рис. 4 приведены классификация нарушений морфо-
генеза устьиц и наблюдаемые примеры. Показана струк-
тура нормальных устьичных комплексов (см. рис. 4, а), 
отличающихся округлой формой и состоящих из пары 
замыкающих клеток, окруженных двумя обкладочными 
клетками (см. рис. 1, в4–в5). Они наблюдались как в кон-
трольной области, так и в зоне, сформированной после 
действия стрессового фактора. В условиях стресса были 
зафиксированы нарушения отделения одной (см. рис. 4, б ) 
и двух (см. рис. 4, в) обкладочных клеток, а также нару-
шения образования замыкающих клеток: комплексы без 
обкладочных клеток (см. рис. 4, г), с одной (см. рис. 4, д) 
и двумя обкладочными клетками (см. рис. 4, е). Следует 
отметить, что при нормальном морфогенезе отделение об-
кладочных клеток происходит раньше, чем формирование 
замыкающих клеток. Это говорит о том, что при наруше-
нии самых ранних стадий развития устьиц формируется 
обособленный зачаток (см. рис. 4, г). При остановке на бо-
лее поздних этапах наблюдается отделение обкладочных 
клеток (см. рис. 4, д, е). Однако для наблюдения зачатков 
устьиц (см. рис. 4, б, в), содержащих замыкающие клетки 
и неполный набор обкладочных, должно произойти разде-
ление материнской клетки без отделения одной или обеих 
обкладочных клеток. Такие нарушения свидетельствуют в 
пользу частичной независимости генетического контроля 
прохождения этих этапов морфогенеза.
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Fig. 3. Fragment of the 3D structure of common wheat leaf epidermis, cv. Saratovskaya 29.
The reconstruction is performed with common modules for visualizing 3D images in Mathematica 10 package on the base of our 
data obtained by laser scanning microscopy. 
Files normally containing (1, 3, 4) trichomes and (2) stomata are indicated. Stomatal complexes: (a) normal, (b) abnormal. Trichomes:  
(c) normal, (d) underdeveloped. 
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Fig. 4. Stomatal complexes: (a) normal, (b)–(f) abnormal.
Anomaly schemes and corresponding microimages are shown. Anomalies: (b) in the segregation of one subsidiary cell; (c) ditto, two cells; (d) formation of a guard 
cell without subsidiary cells; (e, f) with one and two subsidiary cells, respectively. Scale bar 50 μm. 

Fig. 5. Variation in the frequency of elements of common wheat leaf epidermis along cell fi les normally containing stomata: (a, b, e) cv. Saratovskaya 
29, (c, d, f) cv. Janetskis Probat. 
The variation is shown along fragments of (a, c) leaves exposed to stress and (b, d) control areas. At the bottom, ratios between the anomalies in the formation of 
(e) guard cells (GC) and (f) subsidiary cells (SC) are shown. The ratios of anomalies in leaf fragments (a1–a5) are shown in graphs (e1–e5); the ratios for fragments 
(c1–c5), in graphs (f1–f5), respectively. For all dots, box plots are shown, in which the horizontal line indicates the median, box sides, quantiles 0.25 and 0.75; range 
boundaries, the least and the greatest values in the sample. In graphs (a) and (c), dots corresponding to distribution medians for identical pattern elements on 
neighboring segments are connected. 
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Для количественного анализа была оценена динамика 
распределения нарушений в рядах, детерминированных 
на образование устьиц, вдоль оси роста листа для образ-
цов сортов С29 (рис. 5, а) и ЯП (см. рис. 5, в). В рядах, в 
норме содержащих устьица (см. рис. 1, в), были отмечены 
следующие элементы паттерна: 
• основные клетки (вытянутые клетки без отличительных 

морфологических особенностей, расположенные между 
устьицами); 

• трихомы;
• нормальные устьичные комплексы;
• устьичные комплексы с нарушением морфогенеза об-

кладочных клеток:
– нарушения отделения одной обкладочной клетки; 
– нарушения отделения обеих обкладочных клеток; 
– деформированные устьичные комплексы, содержащие 

дополнительные обкладочные клетки;
• устьичные комплексы с нарушением морфогенеза за-

мыкающих клеток:
– без обкладочных клеток (наблюдается как неразде-

ленная материнская клетка); 
– с одной из обкладочных клеток (наблюдается как не-

разделенная материнская клетка); 
– с двумя обкладочными клетками (наблюдается как 

неразделенная материнская клетка).
На рис. 5, а–г показаны распределения относительных 

долей основных клеток эпидермиса, нормальных и ано-
мальных устьичных комплексов, а также эктопических 
трихом. Данные приведены как вдоль изучаемых фраг-
ментов, содержащих зону действия холодового стресса 
(см. рис. 5, а, в), так и для контрольных областей (см. 
рис. 5, б, г). 

На контрольных графиках (см. рис. 5, б, г) наблюдается 
чередование основных клеток и нормальных устьиц в со-
отношении 1 : 1 (отдельные частоты около 0.5). Для обоих 
генотипов аномальные устьичные комплексы и эктопиче-
ские трихомы в норме не выявляются. При рассмотрении 
динамики изменения этих частот вдоль оси роста листа 
(см. рис. 5, а, в) было показано, что существует зона листа, 
в которой доля нормальных устьичных аппаратов ниже 
доли нарушенных устьичных аппаратов (см. рис. 5, а2–а4). 
Здесь расположены устьичные комплексы с нарушения ми 
на разных этапах развития (см. рис. 4). Протяженность 
этой зоны для образцов разных генотипов была схожа – 
для сорта С29 она была 22 мм (см. рис. 5, а от точки  
18 мм до точки 38 мм включительно), а для ЯП – 24 мм 
(см. рис. 5, в от точки 20 мм до точки 42 мм включитель-
но). Эта зона отражает реакцию на холодовой стресс. 
В качестве маркера стрессового ответа выступает доля 
аномалий в развитии устьичных аппаратов относительно 
общего количества элементов паттерна клеточного ряда. 
При этом начало воздействия стресса характеризуется 
уменьшением доли нормально сформированных устьич-
ных аппаратов за счет роста количества нарушений. На 
отрезке, сформировавшемся в условиях холода, практи-
чески все образовавшиеся устьица имели аномалии, а 
после возвращения к нормальной температуре их доля 
постепенно снизилась к уровню до воздействия стресса.

В правой части графика (в направлении кончика листа) 
в обоих случаях находится зона, формировавшаяся до 

наступления стрессовых условий (см. рис. 5, а5). Здесь 
наблюдается уровень частот элементов паттерна эпи-
дермиса, соответствующий контролю. Левее (в сторону 
базальной части листовой пластинки) расположена зона, 
которая, предположительно, формировалась после дей-
ствия стресса (см. рис. 5, а1). Частота элементов паттерна 
эпидермиса в этой зоне у обоих исследованных генотипов 
также стремится к контрольному уровню. Однако у сорта 
С29 отмечены существенные отличия. Так, доля устьиц 
в этой зоне составляет 0.36 (см. рис. 5, а1), что ниже 
контрольного уровня (0.47) (см. рис. 5, б ). В изучаемых 
клеточных рядах наблюдаются эктопические трихомы со 
средней частотой около 0.1. В зонах, сформированных до и 
во время стресса, их частота близка к нулю (см. рис. 5, а). 
Таким образом, для сорта С29 после действия холодового 
стресса в изученных клеточных рядах снизилась доля 
устьиц, частично за счет эктопических трихом. Следует 
отметить, что появление эктопических трихом обнару-
жено нами для сорта С29, но не наблюдается для сорта 
ЯП. Возможно, это связано с особенностями регуляции 
формирования трихом у этих двух сортов. ЯП формирует 
меньшее число трихом и практически исключительно 
вдоль подлежащих проводящих пучков, а сорт С29 об-
разует трихомы в некоторых рядах между проводящими 
пучками в норме. Для обоих листьев чередование элемен-
тов паттерна внутри продольных рядов устьице/основная 
клетка сохраняется на протяжении всего фрагмента, 
поэтому доля основных клеток остается стабильной на 
уровне 0.5.

Отдельно были проанализированы нарушения форми-
рования замыкающих и обкладочных клеток устьиц по 
выделенным зонам (см. рис. 5, д, е). Важно отметить, что 
нарушение морфогенеза обкладочных клеток способно 
приводить к формированию частично функционального 
устьица, тогда как при нарушении морфогенеза замыка-
ющих клеток функция полностью утрачивается. Пока-
зано, что в зоне максимального проявления стрессового 
воздействия (см. рис. 5, д, е; средние графики) в обоих 
случаях достоверно (p < 0.005) преобладают нарушения 
замыкающих клеток, тогда как в зонах, сформированных 
до и после стрессового воздействия, достоверно преоб-
ладают нарушения морфогенеза обкладочных клеток 
(см. рис. 5, д, е, боковые графики). Таким образом, в пат­
терне, сформированном в стрессовых условиях, преоб-
ладают аномальные устьица, функция большей части из 
которых утрачена.

Заключение
Клеточный паттерн эпидермиса листа злаков, содержащий 
специализированные клетки, которые легко наблюдать, 
широко используется в качестве модельной системы для 
изучения морфогенетических процессов (Peterson et al., 
2010; Yang, Ye, 2013). В настоящей работе показано, что 
при создании стрессовых условий во время стационарного 
роста листа мягкой пшеницы наблюдается значительное 
изменение параметров клеточной архитектуры: наруша-
ются морфогенез трихом, формирование устьичных ком-
плексов. Расположение зоны влияния холодового стресса, 
рассмотренного в нашей работе, предсказуемо, визуально 
дифференцируемо и позволяет получать как качествен-



Wheat leaf epidermal pattern as a model for studying 
the influence of stress conditions on morphogenesis

U.S. Zubairova 
A.V. Doroshkov

844 Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 7 Mainstream technologies in cell biology

ные, так и количественные характеристики нарушений 
морфогенеза специализированных клеток. Преимущество 
предложенного подхода – в качестве контрольной зоны 
можно использовать фрагмент этого же листа, удаленный 
от зоны стрессового воздействия в сторону кончика листа, 
морфогенез которого на момент стрессового воздействия 
завершен. Это позволяет нивелировать влияние различий 
в условиях выращивания отдельных растений и работать 
с гетерогенными выборками: гибридами, полевыми об­  
разцами и т. д. Применение предлагаемого метода дает 
возможность получать стандартизованные качественные 
и количественные оценки о стресс­индуцированных на-
рушениях морфогенеза в эпидермисе листа пшеницы. 
В дальнейшем эти данные будут важны для верификации 
компьютерных моделей морфогенеза листа. При подборе 
соответствующих условий метод может быть использован 
на других однонаправленных растущих органах растений, 
прежде всего листьях злаков, и при других видах стрессов.
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The present work is devoted to the phenology of indi-
vidual f lowering and the construction of structure-dy-
namic models of this process on its basis. The results 
of the study of the f lowering phenology of Campanula 
bononiensis, C. sarmatica and Platycodon grandif lorus 
are presented. The data obtained characterize both the 
phenological (time and duration of f lowering, lifespan 
of individual f lowers) and structural features (degree 
of branching of the inf lorescence, length of f loral 
axes, number of f lowers, order of their blooming) that 
describe the f lowering of a monocarpic shoot. Inf lores-
cences of the species are elongated and multif lorous, 
of the compound type inherent for Campanulaceae, 
and characterized by a high variability of all structural 
features. observation data were processed by standard 
statistical methods and used to construct stochastic 
computer models of f lowering shoots, while omissions 
in data were restored by using the maximum likeli-
hood method. Flowering patterns of the species, due 
to differences in phenological and structural features, 
have been revealed. It has been shown that f lowering 
curves depend on the synchrony in the f lowers bloom-
ing on the main (first-order) axis and lateral (second-
order) axes. C. bononiensis has one asymmetrical 
peak with a broadening on the left, achieved with the 
simultaneous blooming of f lowers in the upper and 
lower parts of the main axis and on lateral axes in the 
middle part of the inflorescence, where the first-order 
f lowers have already f inished blooming (they provided 
the broadening). Flowering curves for C. sarmatica and 
P. grandif lorus are bimodal, with the f irst peak being 
due to the f lowers blooming on the main axis and the 
second one on lateral axes. The constructed models 
reproduce the patterns of individual f lowering well, 
with natural variability, and can be used to simulate 
the f lowering of a group of individuals (population), 
for example, in landscape design. In combination with 
visualization tools, they can be used for augmenting 
plant phenotyping datasets with rendered images 
of synthetic plants for the purpose of training neural 
networks in this f ield.

Key words: f lowering patterns; f lowering models; 
Campanulaceae; shoot; inf lorescence; ornamental 
perennials.

Настоящая работа посвящена фенологии индивидуального цве те-
ния и построению на ее основе структурно-динамических мо де-
лей этого процесса. Представлены результаты исследования фено-
логии цветения Campanula bononiensis, C. sarmatica и Platycodon 
grandiflorus. Полученные данные характеризуют фенологические 
признаки (время и продолжительность цветения, длительность 
жизни отдельного цветка) и структурные (степень ветвления 
соцветия, длина осей, число цветков, порядок их распускания), 
описывающие цветение монокарпического побега. Соцветия изу-
ченных видов удлиненные многоцветковые, относятся к характер-
ному для Campanulaceae переходному типу и отличаются высокой 
вариабельностью всех структурных признаков. Результаты наблю-
дений были обработаны стандартными статистическими методами 
и использовались для построения стохастических компьютерных 
моделей цветения побегов, при этом пропуски в рядах наблюде-
ний были восстановлены методом максимального правдоподобия. 
Выявлены паттерны цветения видов, обусловленные различиями 
фенологических и структурных признаков. Показано, что формы 
кривых цветения зависят от согласованности во времени распус-
кания цветков на главной оси (1-го порядка) и боковых осях 2-го 
порядка. У C. bononiensis на кривой цветения отмечается один не-
симметричный пик с уширением слева, достигаемый при одновре-
менном распускании цветков в верхней и нижней частях главной 
оси и на боковых осях в средней части соцветия, где цветки 1-го 
порядка уже отцвели (последние обеспечили уширение). У C. sar-
matica и P. grandiflorus кривые цветения двухмодальные, при этом 
первый пик обусловлен распусканием цветков на главной оси, 
а второй – на боковых осях. Полученные модели с естественной 
вариабельностью воспроизводят картину цветения побегов и 
могут применяться для моделирования цветения группы особей 
(популяции), например, при ландшафтном проектировании. В ком-  
бинации с внешними программами визуализации их можно ис-
пользовать для заполнения баз данных изображений синтетиче-
ских растений на разных стадиях развития, которые применимы, 
например, для обучения нейронных сетей в задачах фенотипиро-
вания.

Ключевые слова: паттерны цветения; модели цветения; 
Campanulaceae; побег; соцветие; декоративные многолетники.
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Цветение – важнейшее событие в сезонном цикле раз-
вития растений, реализация которого в значительной 
степени определяет репродуктивный успех и служит 

одним из критериев адаптации вида к условиям обитания. 
Этот процесс может изучаться на разных уровнях орга-
низации – органном, индивидуальном, популяционном, 
фитоценотическом, каждый из которых характеризуется 
своим набором задач и методов исследования (Левина, 
1981; Primack, 1985; Жмылев и др., 2009).

В интродукции декоративных растений цветение изу­
чается главным образом на уровне особи или группы 
особей и акцентировано на параметрах, обусловливаю-
щих декоративный эффект (сроки, продолжительность 
и интенсивность цветения, длительность жизни цветка, 
структура соцветий и порядок распускания в них цветков), 
а также корреляции этих параметров между собой и с 
экологическими условиями. При этом фенологически-
ми датами начала и конца цветения отдельного цветка 
считаются визуально регистрируемые даты распускания 
и, соответственно, увядания околоцветника (венчика), а 
на более высоких уровнях – даты зацветания первого и 
последнего цветков (Левина, 1981). 

Одним из способов описания динамики развития как 
растительного сообщества в целом, так и отдельных ор­
ганов растения, являются фенологические кривые, от-
ражающие изменение тех или иных признаков в течение 
вегетационного периода. Наибольшее признание среди 
них получили кривые цветения, параметры которых: вре-
мя начала, средняя дата, максимум, продолжительность, 
синхронность зацветания (дисперсия) и асимметрия от-
ражают филогенетический тип цветения (Rathke, Lacey, 
1985). Ряд исследователей предложили прогностические 
модели фенологического развития, включая цветение, 
для различных таксономических и биоморфологических 
групп растений (Osawa et al., 1983; Chuine et al., 1998; 
Blionis et al., 2001; Normand et al., 2002). Показано, что 
для популяции общий характер кривой цветения описы-
вается кривой плотности обобщенного асимметричного 
нормального распределения, для расчета параметров ко-
торого используется метод максимального правдоподобия 
(Clark, Thompson, 2011). Большинство существующих 
моделей описывают процесс цветения именно на уровне 
популяций, тогда как моделированию индивидуального 
цветения уделяется недостаточное внимание, что было 
отмечено в классической работе (Primack, 1985). Между 
тем фенология цветения обусловлена главным образом 
эндогенными факторами, но сроки его наступления и про-
должительность существенно зависят от экологических 
условий (Серебряков, 1966; Зайцев, 1978; Ausin et al., 2005; 
Erwin, 2007), поэтому актуально изучение этого явления 
на организменном уровне.

Интерес к моделированию развития растений на уров-
не отдельного организма связан также с разработкой в 
последние годы автоматизированных систем фенотипи-
рования растений, которые основаны на распознавании 
образов (Li et al., 2014; Афонников и др., 2016; Zhang et 
al., 2016; Carranza­Rojas et al., 2017). Высокие затраты на 
сбор и аннотацию больших объемов данных, необходимых 
для настройки параметров распознающей нейронной сети, 
ограничивают развитие приложений в этой области. Для 

снижения остроты проблемы можно использовать изо-
бражения, генерируемые компьютером в неограниченном 
количестве по заданной трехмерной модели растения 
(Ubbens et al., 2018). Несмотря на несомненные успехи 
трехмерного моделирования, подходы, основанные на 
правилах и ограничениях и не базирующиеся на реальных 
данных (Prusinkiewicz et al., 1993; Deussen et al., 1998; Ijiri 
et al., 2005), вряд ли можно считать подходящими, по-
скольку они имитируют, а не воспроизводят реальную ва-
риабельность растений в структуре и динамике развития. 
Для решения этой задачи более приемлемыми являются 
развиваемые в последние годы подходы, основанные на 
реальных данных (Neubert et al., 2007; Zhang et al., 2014; 
Zheng et al., 2017).

Среди многообразия травянистых растений, благодаря 
высокой декоративности и значительному содержанию 
различных групп биологически активных веществ, ин-
терес представляют виды семейства колокольчиковых 
(Campanulaceae Juss.) (Растительные ресурсы…, 1991; Ха-
липова, 2005; Scariot et al., 2012). Для семейства характер-
ны многоцветковые соцветия, структура которых сложная 
и весьма вариабельная, что затрудняет их типификацию. 
По мнению большинства авторов (Кузнецова и др., 1992; 
Викторов, 2000; Fomina, 2001; Балобанова, 2017), они 
принадлежат к переходному типу между рацемозными и 
цимозными соцветиями. Это подтверждается наличием 
у некоторых видов обоих типов соцветий, смешанным 
характером распускания цветков, многоцветковостью бо-
ковых осей. В рамках физиономического подхода простые 
соцветия Campanulaceae описываются как кистевидные, 
а сложные – как метельчатые. Соцветия у представите-
лей семейства могут быть закрытыми, если главная ось 
заканчивается терминальным цветком, реже – открыты-
ми. Порядок распускания цветков в них неодинаковый. 
В  простых соцветиях первым раскрывается терминальный 
цветок, вторым – цветок, расположенный в нижней трети 
соцветия, дальнейшее распускание акропетальное или 
дивергентное. Другой вариант: первым зацветает базипе-
тальный или расположенный в нижней трети цветок, далее 
порядок акропетальный или дивергентный, но терминаль-
ный цветок всегда опережает 2–4 нижерасположенных 
цветка. В сложных соцветиях общие закономерности 
цветения сохраняются; на боковых осях терминальный 
цветок раскрывается первым, далее распускание идет, как 
правило, акропетально.

Фенология индивидуального цветения растений опре-
деляется графиком распускания цветков и долговечностью 
отдельных цветков, а также закономерностями, обуслов-
ленными структурой соцветий (степень ветвления, длина 
боковых осей, число цветков, порядок их распускания). 
Исследование этих параметров во взаимосвязи обеспечи-
вает возможность построения структурно­динамических 
моделей цветения особи или ее структурной единицы – 
побега. У травянистых многолетних растений имеется в 
виду побег с соцветием, развивающийся из почки возоб­
новления в течение одного вегетационного периода и на­
зываемый монокарпическим. 

Цель настоящей работы – построение компьютерных 
моделей, основанных на данных наблюдений за цветением 
ряда видов семейства Campanulaceae, и исследование с 
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их помощью паттернов цветения на уровне отдельных 
побегов.

материалы и методы
Объектами исследования послужили колокольчик болон-
ский Campanula bononiensis L., колокольчик сарматский 
C. sarmatica Ker­Gawl. и ширококолокольчик крупноцвет-
ковый Platycodon grandif lorus (Jacq.) A. DC. из коллекции 

декоративных растений природной флоры Центрального 
сибирского ботанического сада СО РАН (Новосибирск) 
(рис. 1). Это оригинальные красивоцветущие многолет­
ники с продолжительным и обильным цветением, впол не 
адаптированные к условиям лесостепной зоны Запад­
ной Сибири (Фомина, 2012). Они характеризуются летне­
цве тущим феноритмотипом с летними сроками на ча ла 
цветения у Campanula (конец июня – середина июля) и 

Fig. 1. General view of the inflorescences: a, Campanula bononiensis; b, C. sarmatica; c, Platycodon grandiflorus; d, inflorescence 
scheme for the Campanulaceae family (hts, total shoot height; hinflor, inflorescence height).
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позднелетними – у Platycodon (вторая половина июля). 
У всех видов ежегодно формируются удлиненные веге-
тативно­генеративные побеги с терминальными много-
цветковыми соцветиями.

Морфометрические показатели цветения и структуру 
соцветий каждого вида исследовали в течение четырех­
шести лет. При описании соцветий использовали обще-
принятые методические подходы (Федоров, Артюшенко, 
1979; Кузнецова и др., 1992). Фенологию индивидуального 
цветения изучали в 2007 г. на трех учетных побегах каждо-
го вида. Наблюдения проводили регулярно, как правило, 
каждые три дня в течение всего периода цветения. Для 
каждого генеративного органа на побеге отмечали фазы 
бутонизации, начала цветения (раздвижение лопастей 
венчика), цветка, конца цветения (увядание и побурение 
венчика) и завязи (начало формирования плода). Нумера-
ция цветков осуществлялась по порядку их расположения 
на главной оси соцветия сверху вниз, точно так же – на 
боковых осях: коротких – цветоножках и удлиненных – 
паракладиях (см. рис. 1, г). На уровне побега динамику 
цветения отмечали по следующим фенофазам: начало 
(распускание первого цветка), полное цветение (распусти-
лось около половины цветков, появились первые завязи) 
и конец (последние 1–2 цветка).

Пропущенные данные в наблюдениях восстановлены 
методом максимального правдоподобия (см. ниже), при 
этом минимизация функции максимального правдоподо-
бия выполнена с помощью алгоритма Бройдена – Флет-
чера – Гольдфарба – Шанно (BFGS), реализованного в 
библиотеке GSL (Galassi et al., 2009). Все графики и 
диаграммы построены в графической утилите gnuplot 
(Williams, Kelley, 2013). Схематические структуры по-
бегов получены с использованием пакета расширения 
TikZ для системы верстки документов LaTeX (Tantau, 
2010). Все расчеты, связанные с получением стандартных 
статистических параметров моделей и непосредственно 
с моделированием, сделаны в оригинальной программе 
на языке C++ в ОС Linux.

Восстановление пропущенных данных
Собранный исследовательский материал представляет 
собой совокупность записей, каждая из которых включает 
значения: идентификатор цветка, фазу развития, дату на-
блюдения. Поскольку наблюдения проводились в среднем 
раз в три дня, то из таких данных нельзя определенно 
сказать, когда началась и когда закончилась та или иная 
фаза развития каждого цветка. В лучшем случае известен 
промежуток времени между соседними датами наблю-
дений, который содержит дату смены фаз, а в худшем 
случае известна только одна из границ этого промежут-
ка. Возникает вопрос, как уточнить имеющиеся данные 
и получить наиболее вероятные значения стандартных 
статистических параметров, таких как среднее значение 
продолжительности каждой фазы и ее среднеквадратич-
ное отклонение.

Способ восстановления пропущенных данных про-
демонстрируем на примере произвольной фазы φ. Путь 
мы имеем множество F объектов, состоящее из цветков 
выбранного вида растений, общим объемом в N элементов. 
Для любого i­го объекта из множества F у нас имеются 

следующие данные: τ(i)
   α1  – последняя дата, когда фаза φ для 

объекта i еще не наблюдалась, τ(i)
   α2  – первая дата, когда объ-

ект i  был обнаружен в заданной фазе φ, τ(i)
   β1  – последняя 

дата наблюдения фазы φ и τ(i)
   β2  – первая дата, когда объ-

ект i был обнаружен в следующей фазе развития φ′ ≠ φ. 
То есть для каждого объекта есть четыре значения, пред-
ставляющие границы двух интервалов: [τ(i)

   α1 , τ(i)
   α2 ] – интер-

вал появления фазы φ и [τ(i)
   β1 , τ(i)

   β2 ] – интервал завершения 
фазы φ. Таким образом, продолжительность фазы φ для 
i­го объекта составляет от τ(i)

   β1  – τ(i)
   α2  до τ(i)

   β2  – τ(i)
   α1  дней.

Допустим, что продолжительность Δt фазы φ для объек­
тов множества F подчиняется нормальному распределе-
нию с плотностью вероятности P(Δt |μσ), с неизвестными 
средним значением μ и среднеквадратичным отклонени­
ем σ. Для получения статистических параметров μ и σ 
воспользуемся методом максимального правдоподобия.

Если начало фазы для i­го объекта происходит в момент 
времени  τ(i)

    α  ∈ [τ(i)
   α1 , τ(i)

   α2 ] и завершение – в момент времени  
τ(i)
    β  ∈ [τ(i)

   β1 , τ(i)
   β2 ], то продолжительность фазы равна Δt (i) =  

= τ(i)
    β  – τ(i)

    α . Вероятность наблюдения такого случая со-
гласно нормальному распределению равна

P(τ(i)
    α , τ(i)

    β  |μ, σ) = 1
σ√2π

 exp – τ(i)
    β  – τ(i)

    α  – μ
2σ2

 .

Оценка полной вероятности того, что все N объектов 
будут иметь заданные для них значения τ(i)

    α  и τ(i)
    β , равна

P(τ(1)
    α , τ(1)

    β , τ(2)
    α , τ(2)

    β , …, τ(N )
    α , τ(N )

    β  |μ, σ) = 
N
∏
i = 1

P(τ(i)
    α , τ(i)

    β  |μ, σ).

Полученная оценка вероятности P(τ(1)
    α , τ(1)

    β , τ(2)
    α , τ(2)

    β , …, 
τ(N )
    α , τ(N )

    β  |μ σ) является функцией правдоподобия для дан-
ной задачи. Ее максимизация относительно неизвестных 
значений параметров позволяет найти такое распреде-
ление, которое наилучшим способом описывает данные 
наблюдений.

Заметим, что в вычислениях удобней искать не макси-
мум функции P, а минимум логарифма этой функции с 
обратным знаком, т. е. функции L2:

L2 = – ln(P(τ(1)
    α , τ(1)

    β , τ(2)
    α , τ(2)

    β , …, τ(N )
    α , τ(N )

    β  |μ, σ)),
или, раскрывая логарифм,

L2 = N ln(σ) + 1
2σ2

N
∑
i = 1

(τ(i)
    β  – τ(i)

    α  – μ)2.

Для обеспечения условия, что переменные τ(i)
    α и τ(i)

    β  при-
надлежат известным из наблюдений временным интерва-
лам: τ(i)

    α  ∈ [τ(i)
   α1 , τ(i)

   α2 ] и τ(i)
    β  ∈ [τ(i)

   β1 , τ(i)
   β2 ], добавим к функции 

L2 регуляризационный член Lreq вида

Lreq = 
Creq

2   

N
∑
i = 1

(τ(i)
    α  – τ(i)

   α1 )2, if  τ(i)
    α  < τ(i)

   α1  
N
∑
i = 1

(τ(i)
    α  – τ(i)

   α2 )2, if  τ(i)
    α  > τ(i)

   α2  

0, otherwise

 +

                                           + 

N
∑
i = 1

(τ(i)
    β  – τ(i)

   β1 )2, if  τ(i)
    β  < τ(i)

   β1  
N
∑
i = 1

(τ(i)
    β  – τ(i)

   β2 )2, if  τ(i)
    β  > τ(i)

   β2  

0, otherwise

  , 
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где коэффициент регуляризации Creq > 0 является произ-
вольным положительным вещественным числом. Регу-
ляризационный член Lreq не влияет на значение целевой 
функции L = L2 + Lreq, если все коэффициенты τ(i)

    α  и τ(i)
    β  

удовлетворяют необходимым условиям, однако за выход 
переменных из заданных диапазонов налагает на нее 
«штраф» ½ Creq Δτ2

   i , квадратично зависящий от «степе-
ни на рушения» Δτ2

   i .
Аргументы {τ(1)

    α , τ(1)
    β , τ(2)

    α , τ(2)
    β , …, τ(N )

    α , τ(N )
    β , μ, σ}, при 

которых функция L, называемая также функцией по-
терь, достигает минимума, являются решением данной  
задачи:

{τ(1)
    α , τ(1)

    β , τ(2)
    α , τ(2)

    β , …, τ(N )
    α , τ(N )

    β , μ, σ} = argmin(L2 + Lreq).

Результаты и обсуждение

Особенности цветения
По результатам наших многолетних исследований струк-
туры соцветий, порядка распускания в них цветков, про-
должительности цветения отдельного цветка и соцветия 
в целом получены следующие характеристики видов. 

Campanula bononiensis. Соцветие – закрытая или от-
крытая фрондулезная кисть (см. рис. 1, а). Ветвление до 
осей 2­го порядка, на отдельных побегах возможно фор­
мирование единичных осей 3­го порядка в нижней части 
соцветия. Число узлов в зоне соцветия варьирует в преде-
лах 15–80. Верхняя часть главной оси несет цветки только 
1­го порядка (8–29 шт.). Далее по направлению вниз в 
узлах соцветия появляется по 1–5 боковых цветков. Форма 
кисти колосовидная за счет сильно удлиненной главной 
оси, коротких боковых осей (цветоножек) и сближенных 
узлов соцветия. В редких случаях отмечается развитие 
удлиненных боковых осей (до 16 см) в нижней части со-
цветия, несущих до 6–13 цветков или один верхушечный 
цветок. В первом случае парциальное соцветие может 
быть как закрытым, так и открытым. При развитии группы 
удлиненных паракладиев соцветие приобретает форму 
кистевидно­метельчатого. Цветение начинается в средней 
части или нижней трети соцветия и распространяется ди­
вергентно, одновременно с ростом главной оси. Цветение 
многоцветковых паракладиев акропетальное. Распускание 
цветков дружное: максимум достигается спустя 3–5 дней 
от начала цветения; в фазу полного цветения, в зависи­
мо сти от развитости соцветия, одновременно раскрыты 
12–39 цветков. Продолжительность жизни одного цветка 
составляет 2–4 дня, продолжительность цветения побе-
га – 15–25 дней.

Campanula sarmatica. Соцветие – закрытая однобокая 
фрондулезная кисть, простая или с ветвлением осей до 
2­го порядка (см. рис. 1, б). В сложных кистях верхние 
3–9 цветков 1­го порядка, ниже образуются боковые цвет-
ки в числе 1–2, затем в числе 3–5, т. е. наиболее развитые 
боковые оси (до 13.5 см длиной) расположены в нижней 
части соцветия. Последнее состоит из 6–19 узлов. Порядок 
цветения побега различный, часто базипетальный. Иногда 
цветение начинается с терминального цветка, сопровож­
даемого 3–4 цветками в нижней трети соцветия, далее 
идет дивергентно. На паракладиях порядок цветения сме-
шанный. В целом цветение побега растянутое, при этом 
темпы распускания цветков в верхней половине соцветия 
могут существенно опережать их появление в нижней. 
Длительность жизни одного цветка составляет 2–4 дня, 
продолжительность цветения побега – около 15 дней.

Platycodon grandif lorus. Соцветие – закрытая фрондоз-
ная кисть с ветвлением осей до 2­го порядка (см. рис. 1, в). 
Число узлов соцветия варьирует в пределах 4–17. На 
главной оси до зоны ветвления развивается 2–5 цветков, 
на боковых осях их число не превышает 1–3. Порядок цве-
тения всех осей побега базипетальный. Лишь на главной 
оси отмечается некоторое нарушение последовательности 
распускания, когда 1–3 цветка под терминальным отстают 
от нижерасположенных цветков. Характер распускания 
постепенный, при этом длительность жизни одного цвет-
ка составляет 7–10 дней, т. е. значительно больше, чем у 
видов Campanula. Это обусловливает продолжительное, 
около 1.5 месяца, цветение побега.

Некоторые показатели, характеризующие цветение и, 
следовательно, декоративные качества исследованных 
видов, приведены в табл. 1. Объем выборки для расчета 
параметров составлял от 10 до 50 измерений. Вариабель-
ность большинства показателей высокая, особенно каса-
ющихся соцветий – их высоты и числа цветков, тогда как 
размеры цветков менее изменчивы.

модели цветения побегов
Возможность построения структурно­динамических мо­
делей цветения побегов основывается на метамерности 
организации последних и наличии устойчивых взаимо­
связей между положением цветков в соцветии и временем 
их распускания. В силу высокой вариабельности всех при-
знаков растений в процессе роста и развития, подоб ные 
модели неизбежно являются стохастическими, причем 
наблюдаемые повторяемости структуры в них описыва­ 
ются функциями распределения случайных вели чин, а 

table 1. Morphometric indices of flowering in species of the Campanulaceae family

Index C. bononiensis C. sarmatica P. grandiflorus

M ± m lim (V, %) M ± m lim (V, %) M ± m lim (V, %)

Total shoot height, cm 111.7 ± 4.8 55–170 (28.8) 65.3 ± 2.3 36–90 (21.4) 49.7 ± 2.5 31–70 (21.5)

Inflorescence height, cm 39.0 ± 2.2 12–81 (38.7) 41.3 ± 2.7 15–73 (39.6) 16.4 ± 1.8 8–35 (47.2)

Flowers per inflorescence 112 ± 10 34–267 (51.1) 12 ± 1 6–25 (42.2) 9 ± 1 4–16 (42.9)

Corolla height, cm 1.72 ± 0.02 1.5–2.0 (8.2) 3.08 ± 0.11 2.5–3.5 (11.1) 5.28 ± 0.18 3.7–6.7 (14.7)

Corolla diameter, cm 1.74 ± 0.04 1.1–2.2 (15.3) 3.85 ± 0.07 3.4–4.1 (5.6) 7.00 ± 0.30 4.5–9.1 (17.9)



Рatterns and models of flowering  
of some Сampanulaceae Juss. species

e.S. Fomin 
T.I. Fomina

850 Systems biologyVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 7

взаи мосвязи «положение цветка – время его распуска­
ния» – регрессионными зависимостями. Особое поло­
жение в соцветии занимает терминальный цветок, рас­ 
пускание которого не подчиняется закономерностям, от ­
меченным для остальных цветков, поэтому он учитыва-
ется в модели отдельно. 

Параметры модели получены статистической обра-
боткой имеющегося массива данных наблюдений (более 
4 300 контрольных точек) и представлены в виде пар 
M ± σ (среднее значение  ± среднеквадратическое откло-
нение). Дополнительно для каждого параметра указано 

число точек n, использованных для их получения. Для 
тех параметров, при расчете которых было доступно не 
более трех точек, их число не указано. В табл. 2 и 3 для 
каждого признака учетного побега приведены парамет ­ 
ры его функции плотности распределения, а в табл. 4 – 
набор коэффициентов a и b линейных регрессионных 
отношений t = a + bx для каждой взаимосвязи «положение 
цвет ка x – время его распускания t ». Параметры модели 
описывают:
• структуру соцветия учетного побега – число цветков на 

главной оси (1­го порядка), число цветков на боковых 
осях 2­го порядка (см. табл. 2);

• динамику цветения учетного побега – число и локали-
зацию цветков, распускающихся первыми; период от 
начала цветения первых цветков до начала цветения 
последних в различных зонах соцветия; среднюю про-
должительность жизни цветка (см. табл. 3);

• регрессионные отношения между временем распуска-
ния цветков на осях 1­го и 2­го порядков и их положе-
нием в соцветии (см. табл. 4).
При построении регрессионных зависимостей исполь-

зовались относительные величины, как по положению 
цветков, так и по времени распускания: положение цвет-
ков на главной оси отсчитывалось от нетерминального 
цветка, зацветающего первым; положение цветков на осях 
2­го порядка – от цветка на верхушке оси; время распу-
скания цветков на главной оси – относительно времени 
распускания первого нетерминального цветка; время рас-
пускания цветков на осях 2­го порядка – от времени рас-
пускания цветка на верхушке соответствующей оси. Все 
коэффициенты регрессии получены при нормировании 
массивов точек к единичным интервалам по абсциссе и 
ординате. Используемые нормировки позволяют макси-
мальным образом свести друг к другу данные с различных 
учетных побегов при заметном снижении дисперсии, 
которая остается неучтенной регрессионными прямыми. 
Коэффициенты детерминации (R2), которые показывают 
долю учтенной регрессионными прямыми дисперсии, для 
цветков на главной оси в зоне выше первого цветущего 

table 4. Regression parameters of shoots examined associated 
with flowering dynamics

Index C. bononiensis C. sarmatica P. grandif lorus

   M ± σ [n]    M ± σ [n]    M ± σ [n]

aup    0.78 ± 0.07 [74]    1.31 ± 0.03 [11]    2.31 ± 0.01 [7] 

bup –0.68 ± 0.12 [74] –1.32 ± 0.01 [11] –2.27 ± 0.01 [7]

adown    0.05 ± 0.08 [24]    0.25 ± 0.01 [13]    0.68 ± 0.15 [24]

bdown    0.86 ± 0.06 [24]    0.42 ± 0.01 [13]    0.41 ± 0.19 [24]

a2    0.50 ± 0.15 [187]    0.57 ± 0.06 [40]    0.23 ± 0.17 [37]

b2 –0.68 ± 0.04 [187] –0.40 ± 0.15 [40]    0.26 ± 0.46 [37]

Designat ions :  a, b, coefficients in the regression equation t = a + bx; 
aup, bup are coefficients of the regression equation describing the order of 
efflorescence on the ascending axis above the branching zone calculated 
with respect to nstart  (Table  3); adown, bdown, ditto, below the branching 
zone; a2, b2, coefficients of the regression equation describing the order 
of efflorescence on lateral axes calculated with respect to the start of ef-
florescence on the axis.

table 2. Structural indices of shoots examined

Index C. bononiensis C. sarmatica P. grandif lorus

M ± σ [n] M ± σ [n] M ± σ [n]

n1 44.0 ± 11.9 11.7 ± 8.2 12.3 ± 2.9

n2 62.3 ± 29.6 15.7 ± 12.7 15.3 ± 6.2

k1 2.3 ± 1.1+ [81] 2.0 ± 1.0+ [23] 1.6 ± 0.5 [28]

ninflor 13.0 ± 4.0 5.6 ± 1.2 1.7 ± 0.5

nparac 30.8 ± 14.5 8.0 ± 5.7 11.7 ± 1.9

nsingle 0.7 ± 0.9 0.3 ± 0.4 0.7 ± 0.5

Designat ions :  n1, the number of flowers on the ascending axis (1st order); 
n2, number of flowers on 2nd-order axes; k1, mean number of flowers on 
2nd-order axes; ninflor, mean number of flowers on the ascending axis to the 
inflorescence branching; nparac, mean number of 2nd-order axes; nsingle, mean 
number of flowers on the ascending axis below the inflorescence branching. 
For each index, values averaged over examined shoots are presented.

table 3. Flowering-related indices of shoots examined

Index C. bononiensis C. sarmatica P. grandif lorus

M ± σ [n]    M ± σ [n]    M ± σ [n]

nstart 31.3 ± 5.1    8.7 ± 0.6       4.7 ± 0.2

wstart 11.3 ± 3.1    3.3 ± 1.7       2.0 ± 0.8

Δtterm    8.9 ± 4.8 –0.3 ± 0.4    –7.6 ± 3.4

Δtup 14.0 ± 2.2    5.0 ± 3.6       9.4 ± 3.4

Δtdown 15.1 ± 3.4    3.8 ± 3.0    16.2 ± 3.4

Δt2 13.0 ± 3.0    9.9 ± 2.1    26.8 ± 3.0

Δtflower    3.7 ± 1.0 [324]    3.5 ± 0.5 [82]       6.9 ± 2.9 [84]

Δtbud    5.4 ± 1.5 [202]    3.7 ± 0.5 [54]    13.2 ± 4.0 [70]

Designat ions :  nstart, order number of the nonterminal flower that 
effloresced first; wstart, the number of flowers efflorescing concurrently 
with nstart ; Δtterm, time from the efflorescence of nstart to the start of the 
terminal flower efflorescence, a negative value indicates that the terminal 
flower effloresced first; Δtup, time from the efflorescence of nstart to the 
efflorescence of the last flower on the ascending axis above the branching 
zone; Δtdown, time from the efflorescence of nstart to the efflorescence of 
the last flower on the ascending axis below the branching zone; Δt2, 
time from the efflorescence of the first flower on 2nd-order axes to the 
efflorescence of the last on the same axes; Δtflower, mean lifetime of one 
flower; Δtbud, mean duration of bud development. For each index, values 
averaged over examined shoots are presented. 



Э.С. Фомин 
т.И. Фомина

851Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 7

Паттерны и модели цветения некоторых видов 
семейства Сampanulaceae Juss.

Системная биология

2018
22 • 7

нетерминального цветка равны R2
    up  = {0.742, 0.927, 0.774}; 

на них же, но в зоне ниже этого цветка R2
    down = {0.880, 

0.269, 0.386}; для цветков на осях 2­го порядка R2
    2 = {0.354, 

0.200, 0.035} – для C. bononiensis, C. sarmatica и P. grandi-  
f lorus соответственно. Все расcчитанные коэффициенты, 
за единственным исключением R2

    2 для P. grandif lorus, 
значимы по t­критерию Стьюдента. Значения коэффици-
ентов детерминации показывают, что последовательность 
распускания цветков у всех исследованных видов только 
в верхней части соцветия с хорошей точностью подчи-
няется линейному соотношению, а в нижней части и для 
цветков 2­го порядка эти зависимости ослабевают (так, 
для P. grandif lorus зацветание цветков 2­го порядка хао­  
тично).

Несмотря на то что часть учетных данных описывается 
асимметричными распределениями, в модели асиммет­
ричность не учитывается. Параметры модели, полученные 
из таких распределений, помечены символом «+». До-
полнительно следует отметить наличие систематической 
ошибки в параметре Δtbud (средняя продолжительность 
развития бутона) в силу неопределенности даты начала 
бутонизации.

Алгоритм генерации случайного модельного побега 
из функций распределения и регрессионных отношений 
состоит из следующих шагов:
1) генерация структуры соцветия – число цветков на оси 

1­го порядка до зоны ветвления соцветия ninflor и ниже 
этой зоны nsingle, число осей 2­го порядка nparac и цветков 
на каждой из них k1 (единичные цветки на осях 3­го по-
рядка не были учтены) согласно соответствующим 
распределениям; 

2) генерация порядкового номера нетерминального цвет-
ка, зацветающего первым nstart, и числа цветков wstart, 
одновременно цветущих с ним;

3) для каждого цветка (сперва для всех цветков 1­го по-
рядка, затем для цветков 2­го порядка):
а) генерация даты начала цветения tstart, что включает:

– расчет относительного расстояния x до цветка, 
цветущего первым;

– выбор регрессионного отношения в зависимости 
от зоны локализации;

– получение допустимого диапазона и генерация слу-
чайной даты начала цветения tstart в этом диапазоне;

б) генерация продолжительности жизни Δtflower;
в) генерация продолжительности фазы бутонизации 

Δtbud и установка даты ее начала путем обратного 
сдвига от даты начала цветения tstart;

4) прохождение по циклу всех возможных дат развития 
побега и извлечение на каждую дату текущей фенофазы 
для каждого цветка (в случае неопределенности фазы 
для ранних дат считается, что бутон еще не сформи-
ровался, а для поздних дат – что он перешел в фазу 
завязывания плода).
Проверка адекватности полученной модели сделана пу-

тем сравнения кривых цветения, полученных из учетных 
данных и моделированием. Для моделирования использо-
вались выборки из 1 000 случайных модельных побегов. 
Размер выборки подбирался таким, чтобы обеспечить 
повторяемость характера кривых цветения, построенных 
на разных выборках. Набор данных, необходимых для 

построения диаграмм и схем цветения (массив записей, 
определяющий локализацию каждого цветка на побеге и 
на каждую дату – фазу его развития), получался усредне-
нием. Кривые цветения получены суммированием числа 
раскрытых цветков на каждую дату. Результаты расчетов 
для C. bononiensis, C. sarmatica и P. grandif lorus, включая 
также для сравнения результаты наблюдений учетных 
побегов, представлены на рис. 2–4.

На всех рисунках для диаграмм и кривых цветения ис-
пользуется единая ось абсцисс, на которой указано время 
в днях от начала цветения побега. Кривые цветения при-
вязаны к левой оси ординат, показывают число открытых 
цветков nf на заданную дату и получены сглаживанием с 
помощью кубических сплайнов. Диаграммы привязаны к 
правой оси ординат и указывают диапазоны дат цветения 
каждого цветка. Значения на правой оси ординат, обо-
значающие номера цветков, возрастают в направлении 
сверху вниз, поскольку их нумерация начинается от 
терминального цветка. Начало цветения ts отмечается 
кружком, а его продолжительность Δt – отрезком соответ-
ствующей длины. Цветки, локализованные на побегах 1­го 
и 2­го порядков, дополнительно различаются с помощью 
верхнего индекса i = {1, 2}. Цветки, локализованные на 
побегах 2­го порядка, привязаны по оси ординат к со-
ответствующему номеру цветка 1­го порядка. В правой 
части рис. 2–4 приведены схемы соцветий тех же побегов 
в динамике цветения: a – начало, b – полное, c – конец. 
В левой части рисунков сделана привязка фаз цветения по 
датам к кривым цветения. Схемы соцветий используются 
для визуализации результатов наблюдений и данных, сге-
нерированных моделью. Усреднение данных для модель-
ного побега приводит к снижению уровня детализации 
кривых цветения.

C. bononiensis (рис. 2). Наблюдается качественное сов­
падение диаграмм и кривых цветения для учетного и 
модельного побегов с коэффициентом корреляции между 
кривыми цветения 0.83. Общий характер кривой цвете-
ния – один несимметричный пик с уширением (до 3 дней) 
с левой стороны. Уширение обусловлено распусканием 
цветков, локализованных на главной оси соцветия. Пик 
достигается при одновременном распускании цветков в 
верхней и нижней частях главной оси и на боковых осях 
в средней части соцветия, где цветки 1­го порядка уже 
отцвели. При этом максимум цветения смещен к концу 
кривой; период от начала цветения до максимума равен 
10 дням, а от максимума до конца цветения – 4.

C. sarmatica (рис. 3). Наблюдается качественное сов­
падение диаграмм и кривых цветения для учетного и 
модельного побегов с коэффициентом корреляции между 
кривыми цветения 0.77. Общий характер кривой цветения 
двухмодальный, причем первый пик обусловлен цветени-
ем главной оси, а второй – осей 2­го порядка. В случае 
простой кисти кривая цветения будет одновершинной. 
Распускание растянутое, поскольку цветки на боковых 
осях зацветают после того, как большая часть их на 
главной оси отцвела. Из­за отсутствия наложения пиков 
характер кривой цветения заметно отличается от таковой 
для C. bononiensis. Максимумы цветения не смещены, с 
равными промежутками (4 дня) от начала цветения до 
первого максимума, от первого максимума до второго 
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Fig. 2. Graphs and flowering curves (left), inflorescence schemes (right) of C. bononiensis for (A) an examined shoot and  
(B) a model shoot. Flowering phenophases: a, beginning; b, maximum; c, end.

Fig. 3. Graphs and flowering curves (left), inflorescence schemes (right) of C. sarmatica for (A) an examined shoot and (B) a model 
shoot. Flowering phenophases: (a) beginning, (b) maximum, (c) end.
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и от второго максимума до конца цветения. Совпадение 
между структурами учетного и модельного побегов не-
сколько хуже, чем у C. bononiensis. Не воспроизводится 
пропорция в числе цветков на осях 2­го порядка в верхней 
и нижней частях соцветия. Это связано с простотой моде-
ли, в которую не были включены регрессии, описывающие 
подобную зависимость.

P. grandif lorus (рис. 4). Наблюдается качественное со-
впадение диаграмм и кривых цветения для учетного и 
модельного побегов с коэффициентом корреляции 0.65. 
Общий характер кривой цветения, как и для C. sarmatica, 
двухмодальный. Первый пик обусловлен распусканием 
цветков 1­го порядка, второй – цветков на боковых осях. 
В отличие от C. sarmatica, отмечается сильная задержка 
цветения всего побега после распускания терминального 
цветка. Первый максимум смещен на 28 дней от начала 
цветения, период между пиками равен 12 дням, тогда 
как период от второго максимума до конца цветения со-
ставляет всего 4 дня.

Заключение
Исследована индивидуальная фенология цветения тра-
вянистых многолетних растений Campanula bononiensis, 
C. sarmatica и Platycodon grandif lorus в связи с особенно-
стями структуры соцветий. Выявлены паттерны цветения 
видов, характеризуемые фенологическими признаками 
(время и продолжительность цветения, длительность жиз-
ни отдельного цветка) и структурными (степень ветвления 
соцветия, длина боковых осей, число цветков, порядок 

их распускания). С использованием этих параметров 
построены компьютерные модели цветения структурной 
единицы особи – монокарпического побега. Основанием 
для построения таких моделей являются, во­первых, 
метамерность побега и его флоральной зоны, которая 
описывается функциями распределения случайных ве-
личин (стохастически); во­вторых, наличие устойчивых 
взаимосвязей между положением цветков в соцветии и 
временем их распускания, описываемое регрессионными 
зависимостями.

Созданные на базе реальных данных модели с естест­
венной вариабельностью воспроизводят картину цвете­
ния побегов и могут быть расширены. Например, возмож-
но моделирование цветения группы особей (популяции) 
при проектировании декоративных композиций путем 
генерации множества побегов и различных дат начала 
цветения для них. На основании сгенерированных схем 
соцветий с использованием программ визуализации воз-
можно построение баз данных синтетических изобра­
жений, которые могут применяться для ряда задач, в том 
числе для обучения нейронных сетей в автоматизирован-
ных системах фенотипирования растений, основанных 
на распознавании образов. Кривые цветения отражают 
эндогенную ритмику этого процесса у исследованных 
видов, но реализованную при адаптации к конкретным 
экологическим условиям, и потому могут рассматриваться 
как новый фенотипический признак для описания био-
морф. Использованные в работе методические подходы 
применимы для построения моделей цветения других 

Fig. 4. Graphs and flowering curves (left), inflorescence schemes (right) of P. grandiflorus for (A) an examined shoot and (B) a model 
shoot. Flowering phenophases: (a) beginning, (b) maximum, (c) end.
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полезных растений в рамках изучения и сохранения био-
разнообразия. 
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Описторхоз – опасное паразитарное заболевание, вызывае-
мое трематодами семейства opistorchiidae, в том числе видом 
Opisthorchis felineus, распространенным на территории Россий-
ской Федерации и Западной европы. В наше время остается 
актуальным поиск новых препаратов для лечения опистор-
хоза с максимальным противопаразитарным и минимальным 
побочным действием. В работе исследованы потенциальные 
антигельминтные эффекты экстракта грибов Лисичка обыкно-
венная (Cantharellus cibarius). В экспериментах in vitro пока-
зано, что при повышении концентрации экстракта C. cibarius 
(10–1 000 мкг/мл) подвижность и выживаемость ювенильных 
особей O. felineus значительно снижается. В исследованиях 
in vivo экстракт C. cibarius, вводимый мышам инбредной линии 
C57BL/6 в первые сутки после инфицирования, приводил к 
снижению количества гельминтов в желчных протоках печени, 
оцениваемому через шесть недель после инфицирования. 
В другой серии экспериментов введение экстракта в течение 
семи дней мышам с пятинедельным сроком инфицирования 
не оказывало антигельминтного эффекта. В обоих случаях со-
стояние хозяина паразита, оцениваемое по ряду физиологиче-
ских и биохимических параметров, не ухудшалось, что говорит 
об отсутствии какого-либо негативного действия экстракта 
C. cibarius. Полученные результаты свидетельствуют в пользу 
возможных антигельминтных свойств экстракта C. сibarius при 
применении на стадии эксцистирования личинок паразита.

Ключевые слова: Opisthorchis felineus; метанольный экстракт 
Cantharellus cibarius; мыши C57BL/6; биохимические показатели 
крови.

opisthorchiasis is a dangerous parasitic disease caused 
by trematodes in the family opisthorchiidae. one of the 
causes of this infection is the species Opisthorchis felineus, 
which is common in the Russian Federation and Western 
europe. The disease has a large number of complications 
and relatively few effective treatments, so nowadays it is 
relevant to look for new drugs for the treatment of opis-
thorchiasis, with the maximum antiparasitic and minimal 
side effect. In this work, a potentially anthelmintic effect of 
the methanol extract of the golden chanterelle mushroom 
(Cantharellus cibarius) was investigated. In in vitro experi-
ments, the significantly reduced mobility and survival rates 
of juvenile O. felineus specimens with increasing concen-
trations (10–1 000 μg/ml) of the C. cibarius extract were 
shown. In in vivo studies, administration of the C. cibarius 
extract on the first day after parasitic infection of  inbred 
C57BL/6 mice resulted in a decrease of the number of 
helminths in the bile ducts of the liver, evaluated 6 weeks 
after infection. In another series of experiments, adminis-
tration of the C. cibarius extract for 7 days to mice infected 
with O. felineus for five weeks had no anthelmintic effect. 
In both cases, the state of the infected hosts, evaluated 
by a number of physiological and biochemical parameters 
(relative weight of organs, blood indices), did not dete-
riorate, indicating that there was no adverse effect of the 
C. cibarius extract. The results obtained suggest that the 
C. cibarius extract might have anthelmintic properties if 
applied as parasite larvae excyst.

Key words: Opisthorchis felineus; methanolic extract of 
Cantharellus cibarius; C57BL/6 mice; blood biochemical 
markers.
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Opisthorchiasis is a disease of hepatobilary system and 
pancreas, caused by trematodes of the Opisthorchiidae 
family including Opisthorchis felineus. The Ob­Irtysh 

region is the biggest area of O. felineus­induced opisthorchiasis 
in Russia. Infection of urban population is up to 80 %, in rural 
areas – more than 90 % (Mordvinov et al., 2012; Yurlova et 
al., 2017). Opisthorchiasis is characterized by inflammatory 
processes in liver and bile ducts (Sripa, 2003; Nair et al., 
2011). O. felineus infection results in multiple pathologies 
of liver and pancreas: cholangitis, cholecyctitis, strictures 
of bile ducts, gasllstones, hepatitis­like symptoms (jaundice, 
hepatomegalia), pancreatitis (Paltsev, 2005; Saltykova et 
al., 2016). Some authors have noted a correlation between 
O. felineus infection and oncology of human hepatobiliary 
system and pancreas (Brazhnikiova, Tolkaeva, 2002).

Due to the large­scale Opisthorchiasis distribution, duration 
of the disease and severe consequences caused in the infected 
humans and animals, constant search for drug treatment 
methods is conducted on laboratory animals. To this purpose, 
Opisthorchiasis is frequently modeled on golden hamsters – 
Mesocricetus auratus (Pinlaor et al., 2009; Pakharukova et 
al., 2015). However, these animals are not natural hosts for 
this trematodes. Some Opisthorchiasis studies are performed 
on knock­out (Nair et al., 2011) and C57BL/6 inbred mice 
(Zelentsov, 1974; Avgustinovich et al., 2016; 2017a, b, 2018). 
For O. felineus­infected C57BL/6 mice, a prolonged (up to six 
weeks) juvenile marita stage is typical, which distinguishes 
them from hamsters. It gives particular advantages in studying 
the chronic effect of agents on immature O. felineus maritae.

Praziquantel is the main and most effective agent for 
human opisthorchiasis treatment. Some authors assume 
that parasites develop resistance to this agent (Greenberg, 
2014). Praziquantel also has side effects (Erko et al., 2012) 
and considerable cytotoxical influence on liver cells (Sripa 
et al., 2011). Therefore, researching new compounds, 
effective against opisthorchiasis remains important. Fungi of 
Cantharellus genus, particularly C. cibarius, are considered 
as potential source of such agents. These fungi demonstrate 
anti­nematode properties in nature (Muszyńska et al., 2016). 
They are broadly use in traditional medicine (Cieniecka­
Rosłonkiewicz et al., 2007), because the fungus contains 
substances with potential therapeutic properties against 
various diseases (Valverde et al., 2015; Nyman et al., 2016). 
In vitro and in vivo studies revealed high antioxidant and anti­
inflammatory properties of fungi extracts, more pronounced 
in alcohol extracts than in aqueous extracts (Vamanu, Nita, 
2014). Methanolic fungi extract has an advantage over 
aqueous extract due to its antimicrobial effect (Kozarski et al., 
2015; Muszyńska et al., 2016), while antimicrobial activity of 
methanolic extract against Escherichia coli is 7 times higher 
than ethanolic extract (Aina et al., 2012). Single­dose or 
chronic intraperitoneal introduction of C. cibarius methanolic 
extracts are used for mice, the dose range – 200–800 mg/kg 
(Khalili et al., 2014, 2015). No studies of C. cibarius efficacy 
in treating opisthorchiasis infections have been performed.

Thus, the study objective was to determine anthelminthic 
properties of C. cibarius methanolic extract in two modes of 
administering to mice of C57BL/6 inbred line: at the stage 
of introducing O. felineus (the first day of infection) and at 
the stage of parasites attached to biliary ducts (5 weeks of 

infection). Fungi extract effect upon O. felineus was also 
assessed in vitro. In addition, we intended to obtain and 
compare the chemical compositions of C. cibarius methanolic 
and ethanolic extracts.

Materials and methods
Animals. Mature male mice of C57BL/6 line were obtained 
from the Center for Genetic Resources of Laboratory Animals 
(RFMEFI61914X0005 and RFMEFI61914X0010) of the 
Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian 
Academy of Sciences (Novosibirsk, Russia). The animals 
were kept in groups (3–6 animals) in standard cages 36 × 
23 × 10 cm with light conditions – 12:12 h (day:night), air 
temperature 24 °С, food and water ad libitum. All procedures 
were performed in accord with the Directives of the European 
Communities Council of 24 November 1986 (86/609/EEC), 
and in line with the standards of the Bioethics Commission 
of the “Institute of Cytology and Genetics” Federal Research 
Centre (No. 26 Protocol of 13.03.2015).
O. felineus metacercariae were separated from naturally 
infected Leuciscus idus, inhabiting the Ob river within the 
boundaries of Novosibirsk. Metacercariae were washed 
with 0.9 % NaCl sterile solution and contained at 4 °С no 
longer than 24 h for in vivo experiments and up to 7 days 
in sterile phosphate buffer with added kanamycin antibiotic 
(25 µg /ml) for in vitro experiments.

Obtaining of C. cibarius extract. The extracts were ob-
tained from C. cibarius fungi collected in the Novosibirsk 
region. The extracts were made using the method of T. Kukina 
with co­authors (2016). Fungi, dried at the temperature not 
exceeding 40 °С, were powdered on an electric mill, and 
then the raw material was sieved through 2 mm holes. A 50 g 
sample was loaded in a Soxhlet extractor for 20 h. Methanol, 
ethanol and ethanol with methanol reextraction were used as 
the extraction agents. The obtained substances were evapo-
rated to dryness on a Buchi rotor evaporator (Switzerland) 
with water bath at 40 °С and reduced pressure (20–30 mm 
Hg) due to use of a waterjet pump. Methanolic extract was 
used in in vivo and in vitro experiments according to recom-
mendations of other researchers (Aina et al., 2012). For in vivo 
studies C. cibarius extract was suspended in 10 % Tween 80, 
which is used in animal experiments as a solvent (Teufack et 
al., 2017). For in vitro studies, the extract was dissolved in 
dimethyl sulfoxide (DMSO).

In vitro studies. Excycstation of juvenile worms was 
achieved by adding 0.06 % trypsin solution (Sigma, USA) 
to metacercariae, keeping it for 15 min at 37 °С. Then the 
worms were washed five times with incubation medium [the 
composition: RPMI 1640, L­glutamine (Life Technologies, 
USA), antibiotics (100 µg /ml streptomycin + 100 unit/
ml penicillin, Sigma, USA), an antimycotic agent (25 µg /
ml amphotericin В) and 1 % glucose] and put in wells of a 
standard cultural plate, containing 990 µl of the medium and 
10 µl of the studied agent. Dry fungi extract was diluted to the 
required concentration in 100 % DMSO so that adding 10 µl 
to the medium made the concentration of DMSO 1 %, and 
the extract – 10, 100 or 1000 µg /ml. There were two wells 
per concentration, each containing 60–80 juvenile O. felineus 
specimens. 1 % DMSO was added to the control wells. The 
plate was put in CO2­incubator (37 °С, 5 % СО2) for 24 h.



effects of the mushroom Cantharellus cibarius on the liver 
fluke O. felineus and hosting inbreed C57BL/6 mice

M.A. Tsyganov, G.B. Vishnivetskaya, T.P. Kukina … 
M.A. Protsenko, N.e. Kostina, D.F. Avgustinovich

858 Systems biologyVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 7

Mobility of juvenile worms was analyzed in 24, 72, 120 and 
168 h after adding the agent based on the method of J. Keiser 
with co­authors (2013). Mobility was assessed visually using 
a Axiovert 40CFL microscope (Zeiss, Germany) according 
to a 4­score scale (4 – active continuous worm movement, 
3 – poorly pronounced, slow movements of the entire body, 
2 – very rare movements, mostly limited to a single body part, 
1 – complete immobility), and then normalized by the control 
group (1 % DMSO). A day after adding the agents, the average 
effective agent concentration, when complete immobility 
occurred in 50 % of all worms (IC50), was calculated using 
CompuSyn 1.0 software (ComboSynInc).

In vivo studies. Two schemes of introducing C. cibarius 
extract to the infected animals were used. In the first series 
of experiments at 6 pm metacercariae in 0.1 ml saline were 
injected to half of the animals (100 larvae/mouse), and 0.9 % 
NaCl to the other half. On the next day at 10 am a single dose 
of C. cibarius extract solution or a solvent (10 % Tween 80) 
was introduced. C. cibarius extract was administered to half 
of the animals in each group, and the solvent to the other half. 
Each subgroup had 7–14 mice. In the second series of the 
experiments C. cibarius extract (or solvent) were administered 
to the infected animals daily during 7 days, 5 weeks after 
introducing O. felineus metacercariae. Two groups of 14–
15 mice were used. The substances were administered to the 
mice intragastrically via special probes (Braintree Scientific, 
Inc., USA). A 600 mg/kg dose was chosen based on the 
literature data (Khalili et al., 2014).

During both experiments the animal body mass was mea-
sured every ten days. In 6 weeks after infection the mice were 
euthanized by decapitaton and the biomaterial for further stud-
ies was taken. Liver, spleen and thymus were weighted and 
the relative organ mass was calculated to gram of body mass. 
Liver was put in 0.9 % NaCl solution to calculate the number 
of parasites in biliary ducts and gall bladder and to determine 
their maturity state. For exposing worms and analyzing the 
state of biliary ducts, an Axiovert 40CFL light microscope 
(Zeiss, Germany) with ×4 magnification was used. The blood 
collected during decapitation was centrifuged at 3000 rpm, 
4 °С, 20 min. Serum was separated and stored at –70 °С until 
performing the biochemical studies.

Biochemical studies. Activity of alanine aminotrans­
ferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline 
phosphatase (ALP), and lactic dehydrogenase (LDH) 
enzymes, the content of glucose (GLU), total protein (TP), 
cholesterol (CHOL), triglycerides (TG) in blood serum was 
determined with a standard reagents kit (Biocon, India). The 
measurements were performed using a Photometer­5010 
biochemical semiautomatic analyzer (Boehringer Mannheim, 
Germany).

Studying biochemical composition of C. cibarius ex-
tracts. The content of protein, polysaccharides, phenol com-
pounds, flavonoids and carotinoids in C. cibarius extracts were 
determined applying an earlier described method (Protsenko 
et al., 2018). 

Statistics. Statistical processing of the data was made in 
Statistica 6.0 (StatSoft) software suit. Two­way analysis of 
variance (ANOVA) was carried out for the first scheme of 
administration: the first factor was “infection” (infected – 
non­infected), the second factor was “agent” (C. cibarius 

extract, solvent). To analyze the extract effect in the second 
administration scheme, one­way ANOVA was used. Body 
mass changes were evaluated by the Wilcoxon test criteria 
for paired comparison. The data were presented as the mean 
value ± error of mean. The results were considered statisti-
cally significant at p ≤ 0.05 and as a trend at 0.05 < p < 0.1. 
Parasite survival in the in vitro experiment was estimated with 
Kaplan–Meier method, the survival curves were compared 
using χ2. The curves differed at p ≤ 0.05.

results

In vitro study
In the first minutes after introducing the extract or 1 % DMSO 
no changes in worm appearance or activity were observed. 
In 24 h worm mobility in wells with 10, 100 and 1000 µg/ml 
extract concentration was 6.15 %, 7.69 % and 41.15 % below 
the control mobility respectively. Further on (in 72–120 h) 
worm mobility was gradually decreasing. In 120 h the group 
with 10 µg/ml of extract had 64 % less mobility than in the 
control group; in 100 µg/ml group – 71.2 % less than in the 
control group; and in the 1000 µg/ml group complete termi-
nation of activity was observed. In 168 h most worms died. 
In 24 h after adding C. cibarius extract IC50 was 1.58 µg/ml.

At each stage of observation the number of dead (immobile, 
non­transparent) worms was calculated. Mortality in the con-
trol group was 0 % 24 h after the beginning of the experiment, 
9.41 % – in 72 h, 37.65 % – in 120 h and 87.65 % – in 168 h; 
in the group with concentration of C. cibarius extract 10 µg/ml 
the results were 2.08, 29.86, 70.14 and 97.92 %, respectively. 
With 100 µg/ml extract concentration the values were 3.96, 
37.62, 77.23 and 91.19 %, respectively, while with 1000 µg/ml 
extract concentration – 12.08, 87.25 and 100 % in 120–168 h. 
In all cases the parasite survival diagrams upon administering 
C. cibarius extract were significantly different from the control 
values (10 µg/ml: χ2 = 41.57, p = 1.14 ⋅ 10–10; 100 µg/ml: χ2 = 
= 17.33, р = 3.13 ⋅ 10–5; 1000 µg/ml: χ2 = 227.48, р = 0.000).

The appearance of parasites had changed under the agent 
influence: many worms in wells with 10 and 100 µg/ml extract 
doses had enlarged excretory bladder in 72 h (Fig. 1, a, b), 
maintained further on. No such changes were observed in the 
control worms during the entire 168­hour period (Fig. 1, d) 
and specimens with 1000 µg/ml extract concentration that had 
nearly all died by that time (Fig. 1, c).

In vivo study
Single­dose C. cibarius extract administered on the first day 
after infection led to a statistically significant (F1;20 = 4.36,  
p = 0.048) decrease of the number of parasites in biliary ducts 
of liver 6 weeks after infection (18.1 ± 1.5), in comparison 
with the control group (23.5 ± 2.2). No considerable changes 
in the appearance of the parasites separated from mice liver 
with and without introducing C. cibarius extract were found 
microscopically. The worms were mostly immature, with two 
properly visualized intestine branches. Both groups had an 
animal with one mature O. felineus specimen.

No significant effect of the “infection” and “agent” factors 
on the relative mass of liver and spleen in the analyzed 
groups was found; there was no interaction between the 
factors (Table 1). Thymus mass increased in O. felineus-
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infected animals with administration of C. cibarius extract, 
in comparison with mice from the control group.

No impact of C. cibarius extract upon animal body weight 
gain in the 6 weeks of the experiment was discovered: mice 
in each subgroup were equally gaining weight that increased 
on average by 2.5–3 g.

In the second series of experiements intriduciton of 
C. cibarius extract for 7 days in 5 weeks after infecting did 
not cause any statistically significant change in the number 
of parasites (26.2 ± 0.89 – C. cibarius, 28.4 ± 1.85 – solvent; 
F1;29 = 1.16, р = 0.292). At the same time, the worms separated 
from biliary ducts after intriducting solvent and C. cibarius 
extract were different: the latter had considerably enlarged 
excretory bladder (Fig. 2, a, b). All worms were immature, 
had properly visualised two intestine branches in all mice, 
except two in each group that had a single mature O. felineus 
specimen (Fig. 2, c).

In 7­day introduction, no differences were found between 
animals that received C. cibarius extract and the control mice 
in terms of the relative liver mass (F1;29 = 2.10, р = 0.159) 
(51.6 ± 1.07 mg/g – control; 48.5 ± 1.75 mg/g – C. cibarius) 
and spleen mass (F1;29 = 2.85, р = 0.103) (3.1 ± 0.09 mg/g – 
control; 3.4 ± 0.15 mg/g – C. cibarius). There were no in-
tergroup differences in body mass at the beginning (F1;29 =  
= 0.036, р = 0.851) and at the end (F1;29 = 1.24, р = 0.275) 
of the experiment. At the same time, the body mass of mice 
reduced in both groups during the peirod of agent introduction 
(7 days): from 28.0 ± 0.50 g to 26.6 ± 0.46 g in the control 

group of mice (р = 0.000) and from 28.2 ± 0.58 g to 27.2 ± 
0.42 g in mice with C. cibarius extract (р = 0.015).

Biochemical blood analysis
Table 2 shows the results of biochemical studies of infected and 
non­infected mice after single­dose introduction of C. cibarius 
or the solvent. ANOVA did not find any influence of the 
“agent” factor on activity of ALT ((FCc   1;35  = 0.01, p = 0.915), 
AST (FCc   1;35  = 0.02, p = 0.898) and LDH (FCc   1;35  = 0.29,  
p = 0.591). The effect of the “infection” factor was significant 
with introducing both C. cibarius extract and the solvent (ALT: 
FOf   1;35 = = 13.16, p = 0.001; АСТ: FOf   1;35  = 14.06, p = 0.001; LDH: 
FOf   1;35  = 12.68, p = 0.001). No factor interaction was noticed 
(ALT: FCcxOf   1;35   = 0.06, p = 0.805; AST: FCcxOf   1;35   = 0.25,  
p = 0.623; LDH: FCcxOf   1;35   = 0.05, p = 0.821). Statistically 
significant influence of both the “infection” factor  
(FOf   1;35  = 7.35, p = 0.010), and the “agent” factor (FCc   1;35  = 4.51, 
p = 0.041) was shown for ALP with no factor interaction  
(FCc+Of   1;35  = 1.06, p = 0.311). As demonstarted with further post 
hoc comparison, ALP activity in the group of non­infected 
animals was decresaing with introducing C. cibarius extract, 
which was not observed in the infected mice. Moreover, 
the infected mice displayed much higher ALP activity with 
administration of C. cibarius extract in comparison with 
the non­infected animals. The effects of the “agent” and 
“infection” factors on the glucose level were statistically 
significant (FCc   1;35  =4.54 p=0.040; FOf   1;35 =4.23 p=0.047, 

а b c d

Fig. 1. Appearance of juvenile O. felineus specimens in 72 h after exposure to 10 μg/ml (a), 100 μg/ml (b) and 1000 μg/ml (c) C. cibarius extract and the 
solvent (d).
The arrows point at excretory bladder.

table 1. Relative organ mass after single-dose introduction of C. cibarius extract on the first day  
after infecting mice with O. felineus

organ, mg/g Сontrol O. felineus

solvent C. cibarius solvent C. cibarius

Liver 46.2 ± 3.33 49.5 ± 1.02 49.6 ± 1.22 51.3 ± 1.29

FofxCc   
1;36  = 2.34, p = 0.136; FCc   

1;36 = 2.10, p = 0.156; FofxCc   
1;36  = 0.20, р = 0.655

Spleen 3.8 ± 0.60 3.1 ± 0.23 3.5 ± 0.17 3.7 ± 0.14

Fof   
1;36 = 0.24, p = 0.628; FCc   

1;36 = 0.43, p = 0.514; FofxCc   
1;36  = 2.70, р = 0.109

Thymus 1.2 ± 0.04 1.2 ± 0.06 1.2 ± 0.06 1.4 ± 0.05#

Fof   
1;36 = 3.48, p = 0.070; FCc   

1;36 = 0.25, p = 0.618; FofxCc   
1;36  = 2.53, р = 0.120

Note: #p < 0.05 in comparison with the control group. of – the “infection” factor; Cc – the “agent” factor.
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table 3. Biochemical blood values in O. felineus-infected mice  
after 7-day introduction of C. cibarius

Index Solvent C. cibarius

АLT, unit/l 61.0 ± 7.74 60.2 ± 5.02

АSт, unit/l 232.1 ± 22.94 206.0 ± 10.04

ALP, unit/l 274.5 ± 13.58 270.8 ± 11.77

LDH, unit/l 3 933.6 ± 308.83 3 418.7 ± 103.66

GLU, mmol/l 8.3 ± 0.30 9.1 ± 0.21*

TP, g/l 84.5 ± 0.83 83.0 ± 1.10

CHoL, mmol/l 2.9 ± 0.10 2.8 ± 0.27

TG, mmol/l 0.2 ± 0.01 0.2 ± 0.01

* p < 0.05 in comparison with solvent.

respectively], with no factor interaction (FCcxOf   1;35  = 0.01,  
p = 0.937) Post hoc comparison, however, did not reveal 
any differences between the groups. There were no effects 
of the “agent” factor on the content of total protein (TP)  
(FCc   1;35  = 1.45, p = 0.237), triglycerides (TG) (FCc   1;35  = 0.10,  
p = 0.757) and cholesterol (CHOL) (FCc   1;35  = 0.34, p = 0.565). 
The “infection” factor (FOf   1;35   =  4.22, p = 0.047) determined 
noticeable, though statistically insignificant, reduction of 
TG level against solvent introduction (p = 0.072). No effect 
of infection upon the content of protein and cholesterol 
in blood was found (FOf   1;35  = 0.61, p = 0.441; FOf   1;35  = 1.65,  
p = 0.207). По всем трем показателям взаимодействие   
p = 0.207). There was no factor interaction for all three parameters  
(TP:  FCcxOf   1;35  = 0.01, p = 0.914; TG:  FCcxOf   1;35  = 0.85, p = 0.362; 
CHOL: FCcxOf   1;35  = 0.87, p = 0.357).

Table 3 gives the results of the biochemical studies of the 
infected mice administered the solvent or C. cibarius extract 
daily during 7 days, 5 week after infection. There was no 
difference between the mice of the compared groups in all 
measured parameters, except glucose (ALT: F1;27 = 0.01,  
p = 0.936; AST: F1;27 = 1.14, p = 0.295; ALP: F1;27 = 0.04,  
p = 0.838; LDH: F1;27 = 2.64, p = 0.116; TP: F1;27 = 1.28,  
p = 0.268; CHOL: F1;27 = 0.004, p = 0.951; TG: F1;27 =0.004,  
p = 0.949). C. cibarius extract increased the glucose level 
(F1;37 = 5.35, p = 0.029).

C. cibarius extract composition
Composition of different C. cibarius extracts was analysed. 

It was found that metanolic extraction is better for separatng 

phenol compounds, and ethanol extraction – for carotinoids 
(Table 4). Reextraction by ethanol after methanolic extraction 
helps increase the number of polysaccharides and phenol 
compounds, but is accompanied by considerable protein loss. 
In all three types of extraction the equal and insignificant 
content of flavonoids was obtained. 

Discussion
In the present work, the first data on anthelminthic 
activity of C. cibarius extracts on a model of O. felineus-
induced opisthorchiasis in mice was obtained. Earlier, 
anti­inflammatory effects (Vamanu, Nita, 2014), insecticide 

а b c

Fig. 2. Appearance of O. felineus specimens separated from mice livers.
a – the control group; b – the group received C. cibarius extract; c – a mature O. felineus specimen.

table 2. Blood biochemical values of the control and O. felineus-infected mice  
after a single-dose introduction of C. cibarius

Index Control O. felineus

Solvent C. cibarius Solvent C. cibarius

АLT, unit/l 47.3 ± 6.15 45.6 ± 5.67 88.0 ± 9.40# 92.3 ± 13.87##

АSт, unit/l 199.0 ± 26.17 184.4 ± 13.68 275.2 ± 33.15# 283.8 ± 19.14##

ALP, unit/l 256.8 ± 19.91 209.2 ± 11.38* 282.3 ± 14.96 265.7 ± 13.22##

LDH, unit/l 2 873.3 ± 223.36 3 140.9 ± 264.29 4 190.0 ± 475.53# 4 299.3 ± 290.81##

GLU, mmol/l 11.0 ± 0.78 10.0 ± 0.47 10.0 ± 0.36 9.1 ± 0.32

TP, g/l 88.3 ± 1.99 83.3 ± 5.63 90.8 ± 1.54 86.7 ± 2.02

CHoL, mmol/l 3.5 ± 0.23 3.0 ± 0.43 2.8 ± 0.26 2.9 ± 0.19

TG, mmol/l 0.3 ± 0.04 0.2 ± 0.03 0.2 ± 0.02(#) 0.2 ± 0.01

* p < 0.05 – in comparison with the solvent; # p < 0.05; ## p < 0.01; (#) 0.05 < p < 0.1 – in comparison with the control.
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activity (Cieniecka­Rosłonkiewicz et al., 2007), antioxidant 
and hepatoprotective properties – decreased fibrotic liver 
changes associated with induced inflammation (Aina et al., 
2012; Khalili et al., 2014, 2015), as well as cytotoxic effects on 
cancer cells in vitro (Sari et al., 2017) for C. cibarius extracts 
were demonstrated. In view of the above, one might expect a 
possible inhibitory action of C. cibarius directly on helminths.

Our in vitro experiments proved that survival and mobility 
of juvenile O. felineus specimens reduces in accordance with 
increasing the dose of C. cibarius extract in the incubational 
medium. In 120 h after starting the experiments, actively 
moving worms were found only in the control group. Enlarged 
excretory bladder in parasites also indicate anthelminthic 
activity of C. cibarius: similar morphological changes 
were observed as an effect of praziquantel (Pakharukova 
et al., 2015). It is believed that praziquantel damages 
parasite’s metabolism affecting membrane transport proteins, 
particularly, proteins of the parasite’s excretory system 
(Greenberg, 2014). It is possible that C. cibarius also affects 
performance of the excretory system of O. felineus.

IC50 of C. cibarius extract (1.58 mg/ml) is much higher 
than IC50 of other clinically used agents such as praziquantel 
(IC50 = 0.33 µg/ml for juvenile specimens and 0.14 µg/ml for 
adult specimens) (Pakharukova et al., 2015) or tribendimidin 
which is used to treat clonorchiasis (IC50 = 0.05 µg/ml for 
adult specimens) (Keiser et al., 2013). It can be explained by 
low content of potentially anthelminthic compounds in used 
C. cibarius extract. Such substances in C. cibarius could be 
specific beta­glucans as immunomodulators with cytotoxic 
effect on tumor cells (El Enshasy, Hatti­Kaul, 2013; Valverde 
et al., 2015; Sari et al., 2017), ergosterol – fungal steroid 
with antioxidant properties, as well as phenol compounds 
(myricetin and catechine) involved in antioxidant processes 
(Ebrahimzadeh et al., 2015; Valverde et al., 2015; Muszyńska 
et al., 2016). Several authors emphasize high activity of 
flavonoids (Kozarski et al., 2015). The obtained composition 
of C. cibarius extract shows presence of a considerable 
number of polysaccharides, with prevalence of beta­glucans 
(Muszyńska et al., 2016). Flavonoids and phenol compounds 
are present in smaller quantities. Ergosterol was discovered 
earlier in C. cibarius extracts by other researchers (Muszyńska 
et al., 2016).

The in vivo model demonstrated a prolonged juvenile stage 
of parasite development in mice in comparison with hamsters 
(Avgustinovich et al., 2017a, 2018). Almost all parasites were 
immature: only two intestine branches were visible, and there 
were no gonades. In natural hosts (humans, cats), parasites 
mature in a month after infection (Beyer, 2005). It can indicate 
that mice have special resistance mechanisms to O. felineus 

infection. Mice groups with solvent and C. cibarius extract 
under both schemes of administering had only single mature 
worm specimen. Therefore, it can be assumed that the extract 
did not influence maturation of O. felineus specimens in case 
of natural worm development. Enlargement of worm excre-
tory bladder after administering C. cibarius extract to mice, 
similar to those found in the in vitro study, corroborates the 
anthelminthic effect of C. cibarius extract on parasites. 

It should be emphasized that single­dose administration 
of C. cibarius extract on the first day after infecting caused a 
statistically significant reduction of the number of worms in 
the animals’ biliary ducts. Therefore, possible preventative 
anthelminthic effect of C. cibarius extract on the model of 
O. felineus­induced opisthorchiasis is shown for the first time. 
There were no statistically significant changes in the number 
of parasites in the animals’ biliary ducts when C. cibarius 
extract was administered for 7 days, 5 weeks after infection. 
Probably, some time after O. felineus migrate to biliary ducts, 
they become resistant to the effects of C. cibarius extract even 
under longer administration conditions. Thus, C. cibarius 
extract prevents worm attachment to the walls of biliary ducts 
and helps wash them out, but is not efficient against already 
attached parasites. However, we do not exclude that a higher 
concentration of one of the extract components could have the 
anihelminth effect at the later stages of infection.

C. cibarius extract did not effect changes in the relative 
mass of liver, spleen and thymus in intact as well as infected 
animals under both schemes of introduction of C. cibarius 
extract. It means that the extract does not have any apparent 
toxic effect upon host organisms. Since the infected animals 
that received C. cibarius extracts had increased relative thy-
mus weight in comparison with non­infected animals that 
were administered the extract, it is possible to assume that 
C. cibarius extract can stimulate Т­cell immunity of host in 
parasitic infections.

Single­dose introduction of C. cibarius extract did not 
prevent normal body weight gain in animals, which implies 
absence of any negative effects upon the organism of hosts. 
The observed decreased mice body weight when C. cibarius 
extract was administered for 7 days is most likely related to 
an impact of daily stress from the substance administering 
procedure, which other authors also pointed out (Charmandari 
et al., 2005).

O. felineus infection increased activity of ALT, AST, and 
LDH. Such changes are noted in opisthorchiasis as well as 
other inflammatory processes in liver (Wonkchalee et al., 
2012). Administering of C. cibarius extract did not normalize 
but also did not worsen these parameters. One can assume 
that single­dose introduction of the extract does not have 

table 4. Composition of C. cibarius extracts in three extraction techniques

C. cibarius extract The content of substances in the sample (in terms of dry weight of the extract)

Polysaccharides Total protein Phenolic compounds Flavonoids Carotenoids,  
mkg/gmg/g

ethanol 89.4 ± 6.2 13.7 ± 1.3 1.95 ± 0.10 ≤ 5 22.3

Methanol 82.3 ± 3.5 12.0 ± 0.8 2.47 ± 0.10 ≤ 5 3.2

ethanol-methanol 148.0 ± 4.7 ≤ 5 4.42 ± 0.12 ≤ 5 6.0
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any adverse effect immediately after infection start as in 
the control group of mice. Reduced ALP can be considered 
a positive effect, indicating possible anti­cholestasis effect 
of the extract, because increased ALP activity is observed 
in chronic opisthorchiasis and other diseases that cause 
cholestasis (Dechakhamphu et al., 2010). It is possible that 
reduced ALP activity in the non­infected animals caused by the 
extract is due to N­glucans, which are considered as potential 
immunomodulators (Sari et al., 2017).

Based on the biochemical blood values, the 7­day 
administering of C. cibarius extract did not have a noticeable 
therapeutic effect upon the infected animals; at the same time, 
no adverse impact of the extract was found too. The observed 
increased level of glucose in the animal blood can be explained 
by the stress from the agent administering procedure.

Thus, the study has revealed an anthelminthic effect of 
C. cibarius extract administered on the first day after infecting 
of animals with O. felineus metacercariae. Damaged vital 
activities of parasites were shown in vitro and in vivo, visually 
demonstrated as enlarged excretory bladder. The observed 
anthelminthic effect means a higher extract efficacy at the 
state of parasite excystation. Absence of impaired body and 
organ weight in animals as well as their biochemical blood 
parameters prove that the fungi extract has no adverse effects. 
Further studying of certain components of C. cibarius extract 
is necessary to evaluate their anthelminthic properties. 
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the role of VNTR aggrecan gene 
polymorphism in the development 
of osteoarthritis in women

D.A. Shapovalova1 , A.V. Tyurin2, S.S. Litvinov1, 
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osteoarthritis (oA) is a common multifactorial joint disease. 
Undifferentiated connective tissue dysplasia (uCTD) is a 
genetically determined lesion of the connective tissue 
structures, including joints, and it can be one of the factors 
predisposing to development of oA. Solving the problem 
of comorbidity of oA and uCTD signs will contribute to 
the early diagnosis and prophylactics of oA. Аggrecan is 
one of the major structural components of cartilage and 
it provides the ability to resist compressive loads through-
out life. We examined 316 women (mean age 50.5 ± 4.77) 
for signs of uCTD and oA. A study of the aggrecan gene 
(ACAN ) VNTR polymorphism, which is represented by a 
variable number of 57 nucleotide repeats, was performed. 
We searched for associations between the VNTR locus and 
oA in general and with an account of the localization of 
the pathological process, as well as with the presence of 
uCTD signs. Twelve allelic variants and 24 genotypes of the 
VNTR polymorphism of the aggrecan gene (ACAN ) were 
identified, the most frequent variants were alleles with 27, 
28 and 26 repeats. A significance of allele *27 (χ2 = 6.297, 
p = 0.012, odds ratio (oR) = 1.50; 95 % confidence interval 
(CI) 1.09–2.05) in the development of oA in general, knee 
oA (χ2 = 4.613, p = 0.031, oR = 1.52; 95 % CI 1.04–2.23), 
and multiple oA (χ2 = 4.181, p = 0.04, oR = 1.68; 95 % CI 
1.02–2.78) was revealed. Homozygous genotype *27*27 
was associated with oA (χ2 = 3.921, р = 0.047, oR = 1.72; 
95 % CI 1–2.96), and oA with uCTD signs in women 
(χ2 = 5.415, p = 0.019, oR = 2.34; 95 % CI 1.13–4.83).

Key words: osteoarthritis; non-differentiated connective 
tissue dysplasia; aggrecan; VNTR polymorphism; genetic 
predisposition.

Остеоартроз (ОА) – наиболее распространенное многофак-
торное заболевание суставов, одним из вероятных факторов 
риска развития которого является недифференцированная 
дисплазия соединительной ткани (ндСт) – генетически детер-
минированное нарушение структуры соединительной ткани, в 
том числе и в суставах. Проблема сочетания ОА с фенотипиче-
скими проявлениями ндСт чрезвычайно актуальна, является 
как фундаментальной, так и практической задачей, решение 
которой будет способствовать разработке подходов  ранней 
диагностики ОА и профилактике заболевания. Аггрекан пред-
ставляет собой основной протеогликан внеклеточного мат-
рикса суставного хряща, он отвечает за способность ткани 
выдерживать сжимающие нагрузки. У 316 женщин (средний 
возраст 50.5 ± 4.77), обследованных на наличие признаков 
ндСт и ОА, выполнено исследование полиморфизма VNTR гена 
аггрекана (ACAN ), который представлен вариабельным числом 
тандемных повторов, каждый из которых состоит из 57 нуклео-
тидов. Осуществлен поиск ассоциаций изученного локуса с 
ОА в целом, с учетом локализации патологического процесса, 
а также наличия признаков ндСт. Обнаружено 12 аллельных 
вариантов и 24 генотипа VNTR полиморфизма гена аггрека-
на (ACAN ), наиболее частыми оказались аллели с 27, 28 и 26 
повторами. Установлена значимость аллеля с 27 повторами 
в формировании остеоартроза у женщин в целом (χ2 = 6.297, 
p = 0.012, odds ratio (oR) = 1.50; 95 % доверительный интер-
вал (дИ) 1.09–2.05), ОА коленных суставов (χ2 = 4.613, p = 0.031, 
oR = 1.52; 95 % дИ 1.04–2.23) и полиартроза (χ2 = 4.181, p = 0.04, 
oR = 1.68; 95 % дИ 1.02–2.78). Гомозиготный генотип *27*27 
ассоциирован с остеоартрозом в целом как в изолированном 
состоянии (χ2 = 3.921, р = 0.047, oR = 1.72; 95 % дИ 1–2.96), так и 
в сочетании с недифференцированной дисплазией соедини-  
тельной ткани (χ2 = 5.415, p = 0.019, oR = 2.34; 95 % дИ 1.13–4.83) 
у женщин. 

Ключевые слова: остеоартроз; недифференцированная дис-
плазия соединительной ткани; аггрекан; VNTR полиморфизм; 
генетическая предрасположенность.
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Остеоартроз (остеоартрит – в зарубежной литерату­
ре) – прогрессирующее заболевание суставов не­
из вестной этиологии, характеризующееся пора ­ 

жением всех компонентов сустава – хряща, субхондраль-
ной кости, синовиальной оболочки, связок, капсулы око-
лосуставных мышц (Reynard, Loughlin, 2013; Steinberg, 
Zeg gini, 2016). Остеоартроз (ОА) является самым распро-
страненным заболеванием суставов в мире, он поражает 
примерно 10 % мужчин и 18 % женщин старше 60 лет 
(Wang et al., 2016). 

Множество факторов, включая возраст, женский пол, 
избыточный вес тела, травмы, аномалии развития суста­
вов, вносят вклад в развитие ОА (Brandt et al., 2009; Mu­
sumeci et al., 2015). Одним из таких факторов, вероятно 
предрасполагающих к развитию ОА, выступает недиффе-
ренцированная дисплазия соединительной ткани (нДСТ) –  
генетически детерминированное нарушение развития 
соединительной ткани, характеризующееся дефектами 
волокнистых структур и основного вещества, приводя-
щее к расстройству гомеостаза на тканевом, органном и 
организменном уровнях (Тябут, Каратыш, 2009). В но­  
менклатуре болезней (МКБ­10) термин «дисплазия соеди­
нительной ткани» не значится нозологической единицей, 
отдельные синдромы как дифференцированных (наслед-
ственных), так и недифференцированных (многофактор-
ных) форм ДСТ «рассеяны» в различных рубриках XIII 
и XVII классов. 

Считается, что у 10–22.5 % населения мира встречаются 
фенотипические признаки нДСТ различной выражен-
ности, не укладывающиеся в структуру наследственных 
синдромов (Кадурина, Горбунова, 2009), которые, как 
пра вило, носят прогрессирующий характер и лежат в 
осно ве формирования значительного числа соматической 
патологии, ухудшая прогноз основного заболевания (Зем-
цовский, 2008).

Недифференцированная дисплазия соединительной 
ткани характеризуется нарушением строения и функций 
межклеточного вещества соединительной ткани, что 
патогенетически сходно с развитием ОА (Нечаева и др., 
2008; Яковлев, Нечаева, 2011). Такие изменения затра-
гивают не только фибриллярный компонент матрикса – 
волокна коллагена, эластина, фибриллина, но и другие 
компоненты матрикса, важнейший из которых – аггрекан. 
Он представляет собой главный протеогликан суставно-
го хряща, отвечает за способность ткани выдерживать 
сжимающие нагрузки, с которыми суставы сталкиваются 
на протяжении всей жизни. Эта функция тесно связана 
со структурой макромолекулы аггрекана, образующей 
большие протеогликановые агрегаты в сочетании с гиа­
луроновой кислотой (Roughley, Mort, 2014; Mort et al., 
2016). Аггрекан содержит три сферических домена (G1, 
G2, G3) и короткий интерглобулярный домен между G1 
и G2 доменами (Doege et al., 1991; de Souza et al., 2008). 
Область G1 отвечает за взаимодействие гиалуроновой 
кислоты с аггреканом (Hardingham, 1979), длинный домен 
гликозаминогликана, находящийся между доменами G2 и 
G3, состоит из смежных областей, содержащих цепи кера-
тинсульфата (КС) и хондроитинсульфата (ХС) (Roughley 
et al., 2006). Цепи КС и ХС обеспечивают осмотические 
свойства, ответственные за сохранение воды при нагруз-

ках, предотвращая повреждения тканей (Urban et al., 1979; 
Mort et al., 2016). Белок аггрекан кодируется геном ACAN 
(AGC1), расположенным на 15­й хромосоме в регионе 
q26.1 (Doege et al., 1991; de Souza et al., 2008). Установле-
на роль мутаций этого гена в развитии некоторых видов 
хондро дисплазии, множественно­эпифизальной диспла-
зии, рассекающего остеохондрита, сопровождающихся 
развитием раннего ОА (Gibson, Briggs, 2016). Ряд иссле-
дований выявил ассоциации полиморфных вариантов гена 
аггрекана с развитием патологии межпозвоночных дисков 
и связочного аппарата (Kawaguchi et al., 1999; Roughley et 
al., 2006; Ryder et al., 2008; Xu et al., 2012). Обнаружена 
значимость VNTR полиморфизма, расположенного в 12­м 
экзоне гена аггрекана, который состоит из варьирующего 
числа тандемных повторов протяженностью 57 нуклео-
тидов, кодирующих 19 аминокислот. Описаны аллели в 
диапазоне от 13 до 34 повторов. Каждый повтор содержит 
серин­глициновые пары как две возможные точки креп­
ления для цепей ХС, крайний диапазон аллелей может 
обусловливать вариацию количества ХС цепей в мономере 
белка до 30 % (Rodriguez et al., 2006; de Souza et al., 2008). 
Таким образом, длина основного белка изменяется прямо 
пропорционально количеству повторов, изменение этой 
длины может привести к изменениям в функциональных 
свойствах соединительной ткани и хряща (Doege et al., 
1997). Имеющиеся данные о влиянии аллелей VNTR на 
соединительную ткань противоречивы и требуют даль-
нейших исследований.

Целью настоящего исследования был поиск ассоциаций 
аллелей и генотипов VNTR локуса гена ACAN c форми-
рованием ОА различных локализаций с учетом наличия 
признаков нДСТ у женщин, проживающих в Республике 
Башкортостан. 

материалы и методы 
В качестве материала для исследования использовали 
образцы ДНК 316 женщин (средний возраст 50.5 ± 4.77), 
обследованных на наличие признаков нДСТ и ОА в тера-
певтическом отделении городской клинической больницы 
№ 18, а также в поликлиниках № 2, 18, 38 Уфы. Исследо-
вание одобрено биоэтическими комитетами ФГБОУ ВО 
Башкирского государственного медицинского универ­
ситета и Ин ститута биохимии и генетики обособленного 
структурного подразделения Уфимского федерального 
исследовательского центра Российской академии наук, 
все пациенты подписали информированное согласие на 
участие в исследовании в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной медицинской ассоциации «Эти-
ческие принципы проведения медицинских исследований 
с участием человека в качестве субъекта». 

По этническому составу выборку составляли женщины: 
116 (37 %) русского, 122 (36 %) – татарского, 27 (8 %) баш­
кирского происхождения, метисы и представители дру-
гих этносов – 51 (16 %). Этническая принадлежность 
определялась на основании информации о предках до 
третье го поколения. В связи с этнической неоднородно-
стью выборки нами проведена оценка наличия значимых 
различий в распределении частот генотипов между груп-
пами разной этнической принадлежности с применением 
компьютерной программы RxC (Rows × Columns), кото­
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рая позволяет провести точный тест Фишера на таблице 
сопряженности любого размера посредством использо­
вания алгоритма Метрополиса (Miller, 1997). Не выявле­ 
 но статистически значимых различий между группами 
лиц с русской, татарской и башкирской этнической при-
надлежностью ( р = 0.089), что позволяет рассматривать 
выборку без разделения на группы по этнической при-
надлежности. 

Критерием исключения из исследования были наличие 
онкологической патологии, системных заболеваний соеди-
нительной ткани, признаков активного воспалительного 
процесса как инфекционной, так и неинфекционной этио-
логии, травматические повреждения суставов в анамнезе, 
беременность (или кормящие женщины), отказ от участия 
в исследовании. 

Группу женщин с ОА составили 155 пациенток, группу 
сравнения – 161 женщина без признаков ОА. Диагноз 
ОА выставлен в соответствии с критериями Американ-
ской ассоциации ревматологов (1995 г.), классификаци­
ей В.А. Насоновой и М.Г. Астапенко (1989) и рентгеноло-
гическим подтверждением. Полиартроз диагностирован 
у 38 женщин (24.52 %), гонартроз – у 81 (52.26 %), кок-
соартроз – у 36 женщин (23.22 %). Рентгенологическая 
стадия II (по Kellgrene­Lawrence) была у 97 пациенток 
(61.4 %), III – у 40 (25.3 %), IV – у 21 (13.3 %). Длитель-
ность заболевания составила от 3 до 18 лет (в среднем 
4.7 ± 1.8 года). Симптомокомплекс нДСТ был выявлен у 
151 человека, среди них у 123 женщин (81.45 %) – легкой 
степени, у 28 (18.54 %) – выраженной степени. Наличие 
фенотипических признаков нДСТ оценивалось в баллах 
по критериям, предложенным Т.И. Кадуриной и Л.Н. Аб­
бакумовой (2008), в модификации авторов. При сумме 
баллов от 9 до 14 определялась нДСТ легкой степени, 
свыше 15 баллов – выраженная. Было сформировано не­
сколько групп сравнения, в зависимости от наличия и от-
сутствия признаков ОА в изолированном и коморбидном 
состояниях с нДСТ, локализации ОА и выраженности 
нДСТ. Численность каждой выборки указана в табл. 1–3.

ДНК выделяли из периферической крови стандартным 
методом фенольно­хлороформной экстракции (Mathew, 
1985). Генотипирование проводили с применением ме-
тода полимеразной цепной реакции (ПЦР). Фрагменты 
полиморфного локуса VNTR гена ACAN были амп ли­
фицированы с использованием прямого праймера 5′-TAG 
AGG GCT CTG CCT CTG GAG TTG-3′ и обратного прай-
мера 5′-AGG TCC CCT ACC GCA GAG GTA GAA-3′. Для 
реакции амплификации использовали прибор Thermal 
Cycler 2720 Applied Biosystems. Амплифицированные 
фрагменты варьировали от 1143 пар оснований (п. о.) для 
аллеля с 19 повторами, до 1770 п. о. для аллеля с 30 повто-
рами. Продукты ПЦР разделяли в 6 % полиакриламидном 
геле при одинаковой длине разгона (25 см) и окрашивали 
раствором бромида этидия. Число повторов подтверждено 
методом секвенирования по Сэнгеру. Оценку результатов 
электрофореза осуществляли с использованием видео-
гельдокументирующей системы Geldokulant (Франция). 

Статистическая обработка полученных данных про-
ведена на основании общепринятых методов вариацион-
ной статистики с использованием стандартных пакетов 
Microsoft Excel 2007, Statistica 6.0, MedCalc, Rows × Co­

lumns. При сравнении частот аллелей и генотипов в груп­
пах боль ных и контроля применялся критерий χ2. Для 
таблиц сопряженности 2 × 2 использован критерий χ2 с 
поправкой Йетса на непрерывность, если частота хотя бы в 
одной ячейке таблицы была меньше или равна 5. Степень 
ассоциаций оценивали в значениях показателя отноше-
ния шансов (OR). Исследование клинико­генетических 
взаимодействий проводилось с использованием метода 
многофакторной логистической регрессии с построени-
ем ROC­кривых; состоятельность итоговых уравнений 
регрессии оценивали путем вычисления площади под 
кривой (AUC – area under ROC curve), показатель которой 
в диапазоне 0.6–0.7 считался средним, 0.7–0.8 – хорошим, 
0.8–0.9 – очень хорошим. Поправка на множественность 
сравнений рассчитывалась с применением метода Бен-
джамини – Хокберга (FDR – false discovery rate). 

Результаты 
В исследованной нами выборке женщин выявлено 12 ал-
лельных вариантов и 29 генотипов VNTR полиморфизма 
гена ACAN, содержащих от 19 до 30 повторов, наиболее 
частыми из которых оказались аллели с 26 (14.74 %), 
27 (44.47 %) и 28 (31.97 %) повторами как у пациентов 
с ОА, так и в контрольной группе (см. табл. 1). Аллели 
с числом повторов 19, 20, 21, 24, 30 были редкими и 
встречались в единичных случаях. Гетерозиготность по 
исследуемому локусу в целом составила 62.97 %.

Для подтверждения размера повторов нами было вы-
брано три гомозиготных по исследуемому локусу образца 
с разным числом повторов и проведено секвенирование 
по Сэнгеру. При этом были обнаружены вариации нук­
леотидов (ACC ACT, ACC GCT, ACT GCT и ACT ACT) 
в 17 и 18 кодонах внутри повторов, состоящих из 57 
нуклеотидов (19 кодонов). В исследованиях K.J. Doege 
с коллегами (1997) сообщалось о полиморфизме внутри 
повторов, наши результаты согласуются с этими данными. 
Вариант ACT GCT является самым распространенным. 
Таким образом, существует не только полиморфизм в 
числе повторов, но и однонуклеотидный полиморфизм 
внутри локуса, что приводит к высокой гетерогенности 
белка аггрекана.

Сравнительный анализ распределения частот аллелей 
между группами пациентов и контроля выявил статисти-
чески значимые различия по частоте аллеля *27 между 
группами женщин с ОА (0.497) и контроля (0.398) (χ2 = 
= 6.297, p = 0.012), OR составил 1.50 (95 % ДИ 1.09–2.05), 
что свидетельствовало о повышенном риске развития ОА 
для носителей аллеля *27. При рассмотрении выборки 
пациентов с ОА, в зависимости от локализации патологи-
ческого процесса, аллель *27 наиболее часто встречался 
у женщин с артрозом нескольких суставов (полиартроз), 
достигая 0.526, с наименьшей частотой выявлен у женщин 
с коксартрозом (0.458). Обнаружена ассоциация аллеля 
*27 с полиартрозом и гонартрозом (χ2 = 4.181; p = 0.04; 
OR = 1.68 (95 % ДИ 1.02–2.78) и χ2 = 4.613; p = 0.031; 
OR = 1.52 (95 % ДИ 1.04–2.23) соответственно). Отсут-
ствие ассоциации с ОА тазобедренного сустава, возможно, 
связано с малочисленностью этой группы женщин. Таким 
образом, аллель *27 является маркером риска развития 
ОА в целом и его различных локализаций.
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При анализе распределения частот аллелей изучаемого 
полиморфизма у пациентов с ОА с учетом наличия нДСТ 
нами было обнаружено статистически значимое преобла-
дание аллеля *27 у лиц с ОА в сочетании с нДСТ (0.495) 

(χ2 = 6.305, p = 0.012, OR = 1.67; 95 % ДИ 1.12–2.51), при 
этом показатель OR стал выше, чем при анализе ОА без 
учета признаков нДСТ, что свидетельствует о повышении 
риска развития ОА у женщин с нДСТ (см. табл. 2).

table 1. Comparison of allelic frequencies of the VNTR polymorphism in the ACAN gene in women with oA, hip oA, knee oA,  
polyarthritis, and the control group

Allele Groups compared

Control (161) ОА (155) HoA (36) KoA PA (38)

19 1 (0.003) 0 0 0 0 

20 0 2 (0.006) 0 1 (0.006) 1 (0.013)

21 1 (0.003) 1 (0.003) 0 1 (0.006) 0 

22 0 2 (0.006) 1 (0.014) 0 1 (0.013)

23 1 (0.003) 3 (0.011) 0 2 (0.012) 1 (0.013)

24 1 (0.003) 0 0 0 0 

25 13 (0.040) 6 (0.019) 0 3 (0.019) 3 (0.040)

26 52 (0.161) 42 (0.135) 13 (0.181) 22 (0.136) 7 (0.092)

27 128 (0.397) 154 (0.497)
χ2 = 6.297
p = 0.012
oR = 1.50
Cl 1.09–2.05

33 (0.458)
χ2 = 0.900
p = 0.342

81(0.500)
χ2 = 4.613
p = 0.031
oR = 1.52
Cl 1.04–2.23

40 (0.526)
χ2 = 4.181
p = 0.04
oR = 1.68
Cl 1.02–2.78

28 117 (0.363) 95 (0.306) 24 (0.333) 48 (0.297) 23 (0.303)

29 8 (0.025) 3 (0.011) 1 (0.014) 2 (0.012) 0 

30 0 2 (0.006) 0 2 (0.012) 0 

Designations: HoA, hip osteoarthrosis; KoA, knee osteoarthrosis; PA, polyarthrosis (involving several joints).

table 2. Comparison of allelic frequencies of the VNTR polymorphism in the ACAN gene in oA women with uCTD signs,  
uCTD of various grades, and control groups

Allele

Groups compared Groups compared

Control (165) uCTD (151) uCTD
moderate (123)

uCTD
severe (28)

ОА+ 
uCTD+ (93)

ОА- uCTD– 
(103)

19 1 (0.003) 0 0 0 0 1 (0.005)

20 0 2 (0.007) 2 (0.008) 0 2 (0.011) 0 

21 1 (0.003) 1 (0.003) 1 (0.004) 0 1 (0.005) 1 (0.005)

22 1 (0.003) 1 (0.003) 1 (0.004) 0 1 (0.005) 0 

23 3 (0.009) 1 (0.003) 0 1 (0.018) 1 (0.005) 1 (0.005)

24 1 (0.003) 0 0 0 0 1 (0.005)

25 12  (0.036) 7 (0.023) 4 (0.017) 3 (0.054) 4 (0.022) 10 (0.048)

26 55 (0.167) 39 (0.129) 33 (0.134) 6 (0.107) 23 (0.124) 36 (0.175)

27 138 (0.418) 144 (0.477) 
χ2 = 2.194
p = 0.138

117 (0.476) 27 (0.482) 92 (0.495)
χ2= 6.305
p = 0.012*
oR = 1.674
Cl 1.12-2.51

76 (0.369)

28 110 (0.334) 102 (0.339) 84 (0.341) 18 (0.321) 60 (0.323) 75 (0.364)

29 7 (0.021) 4 (0.013) 3 (0.012) 1 (0.018) 1 (0.005) 5 (0.024)

30 1 (0.003) 1 (0.003) 1 (0.004) 0 1 (0.005) 0 

* The association remains significant after applying the multifactorial logistic regression analysis.  
uCTD, undifferentiated connective tissue dysplasia.
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Не выявлена ассоциация аллеля *27 (χ2 = 2.194, p = 
= 0.138) с нДСТ без учета наличия патологии сустава и с 
учетом ее степени тяжести (см. табл. 2).

Сравнительный анализ распределения частот геноти-
пов локуса VNTR гена ACAN показал, что гомозиготный 
генотип *27*27 статистически значимо чаще встречается 
также у женщин с ОА без учета наличия признаков нДСТ 
(0.265) и с ОА в сочетании с нДСТ (0.269) по сравнению 
с группами контроля (0.174 и 0.136; χ2 = 3.921, р = 0.047 
и χ2 = 5.415, p = 0.019 соответственно) и оказался марке-
ром повышенного риска развития ОА в изолированном 
и коморбидном с нДСТ состояниях (OR = 1.72; 95 % ДИ 
1–2.96 и OR = 2.34; 95 % ДИ 1.13–4.83) соответственно 
(см. табл. 3).

С учетом того что заболевание многофакторное, для 
комплексной оценки клинико­генетических взаимодей-

ствий был применен метод многофакторной логисти­
ческой регрессии. Были использованы две модели – для 
развития ОА в целом и для ОА в сочетании с нДСТ (ри­
сунок). 

В предварительное уравнение регрессии было включе-
но четыре клинических предиктора (возраст, индекс массы 
тела, степень тяжести нДСТ, сумма баллов нДСТ) и ва-
рианты генотипов локуса VNTR. По результатам анализа, 
в итоговое уравнение регрессии для ОА в целом вошли 
возраст, наличие нДСТ и генотип *27*27 локуса VNTR, 
для сочетания ОА и нДСТ – возраст и генотип *27*27 
локуса VNTR. Обе полученные модели были статисти­
чески значимы (F = 2.76; p = 0.0078 и F = 2.15; p = 0.0055 
соответственно) и обладали достаточной прогностиче­
ской состоятельностью (AUC = 0.781 и AUC = 0.727 
соответственно). 

table 3. Comparison of allelic frequencies of the VNTR polymorphism in the ACAN gene in patients with oA vs. the control group, 
patients with uCTD vs. the control group, and oA + uCTD patients vs. the control group in women

Genotype Groups compared Groups compared Groups compared

ОА+ (155) ОА– (161) uCTD+ (151) uCTD– (165) ОА+uCTD+ (93) ОА–uCTD– (103)

19/27 0 1 (0.006) 0 1 (0.006) 0 1 (0.010)

20/25 1 (0.006) 0 1 (0.007) 0 1 (0.011) 0 

20/28 1 (0.006) 0 1 (0.007) 0 1 (0.011) 0 

21/27 0 1 (0.006) 0 1 (0.006) 0 1 (0.010)

21/28 1 (0.006) 0 1 (0.007) 0 1 (0.011) 0 

22/28 2 (0.013) 0 1 (0.007) 1 (0.006) 1 (0.011) 0 

23/27 1 (0.006) 1 (0.006) 1 (0.007) 1 (0.006) 1 (0.011) 1 (0.010)

23/28 1 (0.006) 0 0 1 (0.006) 0 0 

24/27 0 1 (0.006) 0 1 (0.006) 0 1 (0.010)

25/26 1 (0.006) 1 (0.006) 0 2 (0.013) 0 1 (0.010)

25/27 3 (0.020) 8 (0.051) 5 (0.033) 6 (0.036) 3 (0.032) 6 (0.058)

25/28 1 (0.006) 3 (0.019) 1 (0.007) 3 (0.018) 0 2 (0.019)

25/29 0 1 (0.006) 0 1 (0.006) 0 1 (0.010)

26/26 1 (0.006) 4 (0.025) 0 5 (0.030) 0 4 (0.039)

26/27 24 (0.156) 20 (0.124) 17 (0.113) 27 (0.164) 11 (0.117) 14 (0.136)

26/28 15 (0.098) 23 (0.143) 22 (0.145) 16 (0.097) 12 (0.129) 13 (0.126)

26/29 1 (0.006) 0 0 1 (0.006) 0 0 

27/27 41 (0.265)
χ2 = 3.921
p = 0.047
oR = 1.72
Cl1–2.96

28 (0.174) 39 (0.258) 30 (0.182) 25 (0.269)
χ2 = 5.415
p = 0.019*
oR = 2.34
Cl 1.13–4.83

14 (0.136)

27/28 41 (0.265) 35 (0.217) 38 (0.251) 38 (0.230) 25 (0.269) 22 (0.213)

27/29 2 (0.013) 5 (0.031) 4 (0.026) 3 (0.018) 1 (0.011) 2 (0.019)

27/30 1 (0.006) 0 1 (0.007) 0 1 (0.011) 0 

28/28 16 (0.104) 27 (0.168) 19 (0.125) 24 (0.145) 10 (0.107) 18 (0.175)

28/29 0 2 (0.012) 0 2 (0.013) 0 2 (0.019)

28/30 1 (0.006) 0 0 1 (0.006) 0 0 

* The association remains significant after multifactorial logistic regression analysis.
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Несмотря на снижение статистической значимости ряда 
ассоциаций после введения поправки на множественность 
сравнений, тенденция к преобладанию частоты генотипа 
*27*27 сохраняется в целом и для сочетанной патологии 
(ОА + нДСТ +), являясь предиктором в регрессионной 
модели. Это позволяет рассматривать *27*27 как один 
из факторов риска развития патологии и подчеркивает 
его роль в патогенезе нарушения метаболизма соедини-
тельной ткани.

Таким образом, выявлена ассоциация аллеля *27 VNTR 
полиморфизма гена ACAN и его гомозиготного генотипа 
в формировании ОА в целом, различных локализаций и 
в сочетании с нДСТ у женщин.

Обсуждение 
Результаты исследований влияния аллельных вариантов 
локуса VNTR гена ACAN на состояние хряща и соедини-
тельной ткани немногочисленны и противоречивы. Дли­
на основного белка изменяется прямо пропорционально 
количеству повторов, и вариация этой длины может при­  
вести к нарушению функции хряща при ОА, внося свой 
вклад в структуру внеклеточного матрикса и его механи-
ческие свойства (Doege et al., 1997; de Souza et al., 2008). 
Молекулы аггрекана, имеющие более длинные домены 
ХС, будут обладать повышенной плотностью и, предполо-
жительно, лучшими осмотическими свойствами. Поэтому 
можно прогнозировать, что ткань, содержащая аггрекан 
с более короткими доменами ХС, может функционально 
уступать и быть более восприимчивой к механическому 
воздействию. Однако такая закономерность соблюдается 
не всегда.

Исследования VNTR полиморфизма в популяциях Рос-
сии ранее не проводились. В числе первых нозологий, 
при которых изучена роль VNTR полиморфизма гена 
ACAN, были боль в спине и дегенеративные поражения 
межпозвоночных дисков. Результаты этих исследований 
обобщены в двух метаанализах. В одном из них, проведен-
ном J. Gu с коллегами (2013), использованы данные 965 
больных с дегенеративными поражениями межпозвоноч-
ных дисков и 982 человек контрольной группы из восьми 
исследований. Все обследованные были разделены на три 

группы, в зависимости от количества повторов локуса 
VNTR – «короткие» аллели (13–25 повторов), «нормаль-
ные» (26–27 повторов) и «длинные» (28–32 повторов). 
Короткие аллели увеличивали риск развития заболевания 
на 56 % в целом (OR 1.54; p = 0.03) и до 65 % у пациен-
тов азиатской этнической группы (OR = 1.65; p = 0.004).  
Анализ европеоидов не выявил статистически значи мых 
ассоциаций. В другом метаанализе, опубликованном го­
дом ранее, G. Xu с коллегами (2012) проводили сравне­
ние между пациентами с малым (менее 23 и 25) и боль­
шим числом повторов. Короткие аллели увеличивали риск 
развития заболевания как в целом по популяции, так и 
при делении, в зависимости от этнической принадлеж­ 
ности. 

T.B. de Souza с коллегами (2008) выявили ассоциацию 
коротких аллельных вариантов локуса VNTR с развитием 
ревматоидного артрита. Значение «аллельного индек-
са» – средней длины двух аллелей – в группе контроля 
статистически значимо превышало таковое у пациентов 
с ревматоидным артритом (53.7 и 52.7 соответственно, 
p = 0.001). 

Изучение влияния локуса VNTR гена ACAN на развитие 
ОА началось в конце 20­го века. По результатам работ 
W.E. Horton с коллегами (1998), в выборке из 93 мужчин 
(от 60 лет и старше) наличие аллеля *27 было ассоции-
ровано с ОА кистей (ОR = 3.23), но не было обнаружено 
статистически значимой связи между аллелем *27 и ОА 
других локализаций, что частично согласуется с получен-
ной нами ассоциацией аллеля *27 с ОА в целом, а также 
с ОА коленных суставов и полиостеоартрозом. 

В исследовании O.P. Kämäräinen с коллегами (2006), 
включавшем 630 женщин финской популяции от 45 до 
60 лет, напротив, аллель *27 был протективным в развитии 
ОА кистей рук. Аллельные варианты с большим количе-
ством повторов (28–34) в гомозиготном состоянии увели-
чивали риск развития патологии ( p = 0.036; OR = 1.73), 
что противоречит результатам наших исследований. 
P.J. Roughley с коллегами (2006) не обнаружили стати-
стической связи между аллелем *27 и ОА у 63 мужчин и 
женщин европейского происхождения с ОА тазобедрен-
ных суставов, что подтверждают и наши результаты.

100

80

60

40

20

0

Se
ns

iti
vi

ty

Specificity

Sensitivity 82.5
Specificity  61.0
Tests    > 0.4003

0 20

а

40 60 80 100

100

80

60

40

20

0

Чу
вс

тв
ит

ел
ьн

ос
ть

Specificity

Sensitivity 67.4
Specificity  70.3
Tests    > 0.4778

0 20

b

40 60 80 100

RoC analysis: (a) for oA; (b) for oA with uCTD signs.



д.А. Шаповалова, А.В.тюрин, С.С. Литвинов 
Э.К. Хуснутдинова, Р.И. Хусаинова

2018
22 • 7

871медицинская генетика Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 7

Роль полиморфного локуса VNTR гена аггрекана 
в развитии остеоартроза у женщин

Исследование 134 близнецов K.M. Kirk с коллегами 
(2003) показало незначительный протективный эффект 
аллелей *25 и *26 для развития гонартроза и *28 для 
развития коксартроза, что также не противоречит нашим 
данным.

По результатам секвенирования и сравнения с резуль­
татами K.J. Doege с коллегами (1997), нами был обнару-
жен уже известный полиморфизм в 17­м и 18­м кодонах 
каждого повтора, встречающийся во всех трех гомози-
готных исследованных образцах, содержащих 19 и 26 
повторов внутри каждого аллеля. Наши исследования 
подтверждают также описанный ранее аминокислотный 
полиморфизм, поскольку замена первого или последнего 
нуклеотида 18­го или 19­го кодона приводит к чередова-
нию аминокислот Thr/Ser/Ala.

Таким образом, полученные нами результаты являются 
ценным вкладом в представления о роли полиморфного 
локуса VNTR гена ACAN при нарушении структуры и 
функции соединительной ткани и хряща. Ассоциация 
аллеля *27 и его гомозиготного генотипа с развитием па­
тологии суставов демонстрирует неоднозначность суж­
дения о влиянии длины белковой молекулы на морфо-
функциональные характеристики суставного хряща и 
соединительной ткани в целом. Вероятно, этот аллельный 
вариант и его белковый продукт могут обладать повы-
шенным сродством к воздействию протеолитических 
ферментов, отвечающих за катаболизм межклеточного 
матрикса соединительной ткани. Для окончательного 
установления роли VNTR полиморфизма гена ACAN в 
развитии заболеваний соединительной ткани в целом и 
ОА в частности необходимы проведение исследований 
в популяциях разных регионов и различного происхож-
дения, а также анализ гено­фенотипических корреляций 
и морфофункциональных особенностей хряща у лиц с 
вариабельными аллельными вариантами VNTR полимор-
физма гена ACAN. 
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Kidney cancer is a heterogeneous group of malignant 
tumors, the vast majority of which are renal cell carci-
nomas (RCC) of various morphological types, of which 
the most common is the clear cell renal cell carcinoma 
(ccRCC). Particular attention in the carcinogenesis of 
the ccRCC is given to a number of tumor suppressor 
genes located on the short arm of the third chromo-
some. one of these genes, which are inactivated in 
the case of ccRCC is the PBRM1 gene encoding the 
PBAF SWI/SNF subunit of the chromatin remodeling 
complex, BAF180. The PBRM1 gene is located on the 
short arm of the third chromosome in the 3p21 region 
near the von Hippel – Lindau gene (VHL), the mutation 
in which is the main event in the occurrence of ccRCC. 
The aim of our investigation is identification of changes 
in the nucleotide sequence of the PBRM1 tumor sup-
pressor gene in patients with ccRCC. 210 pairs of DNA 
samples isolated from ccRCC tissue were studied. Ana-
lysis of changes in the nucleotide sequence of DNA was 
carried out by HRM analysis and direct sequencing. In 
the PBRM1 gene, two somatic mutations were found 
(c.233G>A (p.D45N) in exon 2, c.1675-1676delTC in 
exon 15) which were not described previously, and one 
known polymorphic variant rs17264436 (in exon 23). The 
frequency of detected mutations was 0.95 % of cases. 
Analysis of the allelic association for the polymorphic 
locus rs17264436 showed a statistically significant in-
crease in the risk of developing advanced kidney cancer 
in carriers of allele rs17264436*A, which can be used in 
the development of prognostic marker panels. Perhaps 
the low frequency of mutations in the samples we studi-
ed is due to the fact that the inactivation of the PBRM1 
gene takes place in other ways, and may also be due to 
the ethno-specificity of the studied group of patients.

Key words: renal cell carcinoma; polybromo gene 1 
(PBRM1); mutations; tumor suppressor genes.

Рак почки (РП) – это гетерогенная группа злокачественных опухо-
лей, подавляющее большинство которых представляет собой по-
чечно-клеточные карциномы различных морфологических типов, 
наиболее часто встречается светлоклеточный рак почки (СРП). 
Особое внимание в канцерогенезе СРП уделяется ряду генов-су-
прессоров опухолевого роста, расположенных на коротком плече 
третьей хромосомы. Одним из таких генов, инактивируемых при 
СРП, является ген полибромо 1 (PBRM1), кодирующий субъедини-
цу PBAF SWI/SNF комплекса ремоделирования хроматина BAF180. 
Ген PBRM1 расположен на коротком плече третьей хромосомы в 
области 3р21 вблизи гена фон Хиппеля – Линдау (VHL), мутации в 
котором чаще всего происходят при СРП. Целью настоящего ис-
следования был поиск изменений нуклеотидной последователь-
ности гена-супрессора опухолевого роста PBRM1 у пациентов со 
светлоклеточным раком почки. В работе исследовано 210 парных 
образцов дНК, выделенных из опухолевой ткани почки и прилегаю-
щей нормальной почечной паренхимы пациентов с СРП. Анализ 
изменений нуклеотидной последовательности дНК проводили 
методом высокочувствительного анализа кривых плавления (HRM)  
с последующим секвенированием. В гене PBRM1 было обнаруже-
но две соматические мутации (c.233G>A (p.D45N) во 2-м экзоне 
и c.1675-1676delTC в 15-м экзоне), не описанные ранее, и один 
известный полиморфный вариант rs17264436 (в 23-м экзоне). Час-
тота выявленных мутаций составила 0.95 % случаев. Оценка функ-
циональной значимости таких изменений показала, что  мутации 
c.233G>A (p.D45N) и c.1675-1676delTC в гене PBRM1 имеют потен-
циально патогенный характер. Анализ ассоциации аллелей поли-
морфного локуса rs17264436 выявил статистически значимое 
повышение риска развития заболевания с тяжелым течением у 
носителей аллеля rs17264436*A, что может быть использовано 
при разработке панелей прогностических маркеров. Возможно, 
низкая частота мутаций у исследованных образцов связана с тем, 
что инактивация гена PBRM1 происходит иными способами, а так же 
может быть обусловлена этноспецифичностью изученной группы 
пациентов. 

Ключевые слова: почечно-клеточная карцинома; ген полибромо 1 
(PBRM1); мутации; гены-супрессоры опухолевого роста.
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Рак почки (РП) – это гетерогенная группа злокачествен-
ных опухолей, подавляющее большинство которых 
представляют собой почечно­клеточные карциномы 

различных морфологических типов, из них наиболее часто 
встречается светлоклеточный рак почки (СРП). Ежегодно 
в мире регистрируют более 300 тыс. новых случаев РП 
(Ricketts, Linehan, 2014), в России эта цифра составляет 
18 тыс., в Республике Башкортостан – 400–450 случаев в 
год. Особое внимание в канцерогенезе СРП уделяется ряду 
генов­супрессоров опухолевого роста, расположенных 
на коротком плече третьей хромосомы. Одним из таких 
генов, инактивируемых при СРП, является ген полибро-
мо 1 (PBRM1), кодирующий субъединицу PBAF SWI/SNF 
комплекса ремоделирования хроматина BAF180. Белок 
PBRM1 способен изменять структуру хроматина, а так-
же обеспечивать регуляцию транскрипции посредством 
контроля доступности ДНК и влияния на транскрипцион-
ную активность p53 (Macher­Goeppinger et al., 2015). Ген 
PBRM1 расположен на коротком плече третьей хромосомы 
в области 3р21 вблизи гена фон Хиппеля – Линдау (VHL), 
мутации в котором представляют собой основное событие 
при возникновении СРП (Audenet et al., 2011). 

Целью настоящего исследования был поиск измене-
ний нуклеотидной последовательности в гене PBRM1 у 
пациентов со светлоклеточным раком почки башкирской, 
русской и татарской этнической принадлежности. 

материалы и методы
Проанализировано 210 парных образцов ДНК, выделен-
ных из опухолевой ткани почки и прилежащей нормаль-
ной почечной паренхимы неродственных больных СРП, 
проживающих на территории Республики Башкортостан. 
Все обследованные были пациентами Республиканской 
клинической больницы им. Г.Г. Куватова и клиники Баш-
кирского государственного медицинского университета 
г. Уфы. Забор образцов тканей проводился сотрудниками 
кафедры урологии. Исследование одобрено биоэтическим 
комитетом Института биохимии и генетики. В изучаемой 
группе 56.7 % пациентов имели начальные стадии забо-
левания (I–II стадии злокачественного процесса, согласно 
TNM классификации) и 43.3 % пациентов – поздние ста-
дии (III–IV). По этнической принадлежности пациенты 
распределились следующим образом: 14.7 % башкир, 
49.5 % русских и 35.8 % татар. Возраст пациентов на мо­
мент постановки диагноза варьировал от 27 до 80 лет. Ана­
лиз ассоциации аллелей rs17264436 гена PBRM1 с риском 
развития СРП был проведен у 234 пациентов со светло-
клеточным раком почки (18.7 % башкир, 44 % русских,  
37.3 % татар) и 268 индивидов из контрольной группы 
(23.3 % башкир, 36.6 % русских, 40.1 % татар). Конт­
рольная группа по возрасту, полу и территории прожива­
ния соответствовала группе больных. Все биологические 
ма териалы получены с информированного согласия па­
циентов. 

Выделение геномной ДНК из парных образцов опухо-
левой ткани почки и прилегающей нормальной почечной 
паренхимы, а также из венозной крови проводили методом 
фенол­хлороформной экстракции. Поиск мутаций в гене 
PBRM1 осуществляли с помощью высокочувствительного 
анализа кривых плавления (high­resolution melt, HRM) с 

последующим секвенированием. HRM­анализ основан 
на свойстве ДНК изменять свою конформацию при по-
степенном возрастании температуры из двуцепочечной 
молекулы в состояние одноцепочечной. В ходе анализа 
проводится реакция амплификации ДНК в присутст вии 
интеркалирующих флуоресцентных красителей, актив­
но связывающихся с двуцепочечными молекулами ДНК. 
Интенсивность флуоресценции дает возможность оце-
нить накопление продукта ПЦР и термически индуци-
рованное расщепление ДНК. Анализ кривых плавле ния 
выполняли на приборе Roche LightCycler® 96 с исполь-
зованием флуоресцентного красителя Eva Green. Опре­  
деление генотипов rs17264436 гена PBRM1 проводи-
ли с по мощью метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с последующим изучением полиморфизма длин 
рес трикционных фрагментов (ПДРФ­анализ). Реакцию 
амп лификации 23­го экзона гена PBRM1 проводили 
с ис пользованием специфичных олигонуклеотидных 
праймеров: F­TCCTCCCCAAGAATTGAAAAAGT, 
R­AATTTTCTCTTTCAGGAAAGTGTGC при темпера-
туре отжига 61 °С на приборе Biorad T100. ПЦР­продукт 
объемом 8 мкл обрабатывался эндонуклеазой рестрикции 
AcuI (ThermoScientific). Электрофоретическое разделение 
фрагментов ДНК было проведено в 7 % полиакриламид-
ном геле. Гель был окрашен в 1 % растворе бромистого 
этидия и визуализирован в проходящем ультрафиолето­
вом свете на гель­документирующей системе Vilber­Lour­
mat (Франция). Частоты генотипов и аллелей полиморф-
ного варианта rs17264436 у пациентов с раком почки и 
в контрольной группе сравнивались попарно с помощью 
точного двустороннего критерия Фишера, при этом досто-
верными считались различия частот аллелей и генотипов 
при значении p < 0.05.

Результаты
В ходе анализа нуклеотидной последовательности во вто-
ром экзоне гена PBRM1 у пациента с метастатическим ра-
ком почки была обнаружена миссенс­мутация c.233G>A,  
которая приводит к замене аспарагиновой кислоты на 
аспарагин в 45­м положении белка (p.D45N). Замена 
отрицательно заряженной аспарагиновой кислоты на по­
лярный аспарагин может влиять на свойства белка и вы-
зывать изменение сайтов сплайсинга. 

В 15­м экзоне гена PBRM1 была обнаружена ранее не 
описанная соматическая мутация c.1675­1676delTC у 
пациента с первой стадией опухолевого процесса, при-
водящая к сдвигу рамки считывания, образованию стоп­ 
кодона (L526Ifs*6) и синтезу неполноценного белка. Му­
тация c.1675­1676delTC являлась причиной потери кон­
сервативных областей белка, таких как BAH1­домен 
(956­1074 аминокислоты) и BAH2­домен (1156­1272 
аминокислоты). Кроме того, мутация c.1675­1676delTC 
обуславливала утрату HMG­домена, обеспечивающего 
распознавание транскрипционными факторами после-
довательностей ДНК­мишеней. Ранее у этого пациента 
нами была впервые идентифицирована делеция семи 
нуклеотидов в 3­м экзоне гена фон Хиппеля – Линдау 
(VHL), (c.498_504del), которая также вела к сдвигу рамки 
считывания и образованию стоп­кодона (p.V166Vfs*1) 
(Кутлыева и др., 2012). 
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Поиск изменений нуклеотидной последовательности 
гена PBRM1 у пациентов с раком почки

Следует отметить, что выявленные изменения могут 
быть нивелированы системой нонсенс­опосредованного 
распада РНК. Однако результатом действия этой системы 
будет полная потеря белкового продукта PBRM1. 

Оценка функциональной значимости обнаруженных 
изменений была проведена с использованием следую-
щих аналитических программ: SIFT, Polyphen2_ HDIV, 
Polyphen2_HVAR, LRT, MutationTaster, MutationAsses-
sor, FATHMM, M­CAP и CADD (табл. 1). В результате 
анализа было показано, что мутации c.233G>A (p.D45N) 
и c.1675­1676delTC в гене PBRM1 имеют потенциально 
патогенный характер. 

При анализе 23­го экзона гена PBRM1 сдвиг кривой 
плавления был замечен в образцах ДНК как из опухолевой 
ткани, так и из нормальной почечной паренхимы. В ре-
зультате секвенирования указанных участков был обна-
ружен ранее описанный полиморфный локус rs17264436, 
характеризующийся синонимичной заменой пролина в 
1174 позиции белка (p.P1174P). Данный полиморфный 
вариант ранее был обнаружен при раке мочевого пузыря, 
кроме того, была продемонстрирована ассоциация его 
аллелей с риском развития рака молочной железы (He et 

al., 2014; Huang et al., 2015). Нами было выдвинуто пред-
положение, что аллели полиморфного локуса rs17264436 
могут быть ассоциированы с риском развития рака почки. 
В связи с этим был проведен анализ ассоциации генотипов 
и аллелей rs17264436 гена PBRM1 с риском развития СРП 
у пациентов со светлоклеточным раком почки и индивидов 
из контрольной группы. При сравнении группы больных 
с учетом тяжести течения заболевания нами выявлены 
статистически значимые различия в распределении частот 
аллелей полиморфного локуса rs17264436 гена PBRM1. 
Аллель rs17264436*А встречался в группе больных с 
тя желым течением заболевания в 48.3 % случаев, тогда 
как в контрольной группе – в 38.2 % случаев (табл. 2). 
Обнаружено, что аллель rs17264436*А может служить  
маркером риска развития рака почки тяжелого течения 
( p = 0.023; OR = 1.51 (95 % CI = 1.05–2.15)). Кроме того, 
выявлено, что генотип rs17264436*T/T ( p = 0.029; OR = 
= 0.53; (95 % CI = 0.29–0.94)) гена PBRM1 является про-
тективным маркером в отношении развития СРП тяжелого 
течения. Обнаруженная ассоциация аллелей rs17264436 
может быть использована при создании панели прогно-
стических маркеров риска развития СРП.

table 1. Prediction of the impact of the PBRM1 gene mutations on protein structure and function

Prediction method Mutation Deleterious Threshold

c.233G>A (p.D45N) 
PBRM1

c.1675-1676delTC 
(p.L526Ifs*6) PBRM1

c.3622T>A (p.P1174P) 
PBRM1

SIFT NA 0.00, D NA < 0.05

Polyphen2_HVAR NA 0.971, D NA > 0.5

Polyphen2_HDIV NA 0.899, D NA 0.5

LRT NA 0.843, D NA < 0.999

MutationTaster 0.990, D 0.810, D 0.666, D > 0.5

MutationAssessor NA 0.476, M NA 0.65

FATHMM NA 0.184, T NA ≥ 0.45

M-CAP NA 0.630, D NA 0.025

CADD 25.2 31.4 8.9 > 15

Designat ions :  SIFT: D, deleterious; Polyphen2: D, Probably damaging; LRT: D, deleterious; MutationTaster: D, disease-causing; MutationAssessor: M, medium; 
FATHMM: D, Damaging; M-CAP: D, deleterious; CADD: deleterious with the degree >15, higher values are more deleterious.

table 2. Frequency distribution of alleles and genotypes for the polymorphic locus rs17264436 in the PBRM1 gene  
in renal cancer patients and healthy residents of Bashkortostan with regard to the severity of the disease

Genotypes  
and alleles

Patients Healthy controls

with advanced disease with localized disease

ni pi ± sp , CI% ni pi ± sp , CI% ni pi ± sp , CI%

A/A 18 20.22 ± 4.26  (12.45–30.07) 17 14.78 ± 3.31  (8.85–22.61) 36 13.43 ± 2.08  (9.59–18.11)

A/T 50 56.18 ± 5.26  (45.25–66.68) 51 44.35 ± 4.63  (35.09–53.91) 133 49.63 ± 3.05  (43.49–55.77)

T/T 21 23.6 ± 4.5  (15.24–33.78) 47 40.87 ± 4.58  (31.79–50.43) 99 36.94 ± 2.95  (31.15–43.02)

N 89 115 268

A 86 48.31 ± 3.75  (40.78–55.91) 85 36.96 ± 3.18  (30.71–43.55) 205 38.25 ± 2.1  (34.11–42.51)

T 92 51.69 ± 3.75  (44.09–59.22) 145 92.06 ± 1.7  (88.01–95.08) 331 61.75 ± 2.1  (57.49–65.89)
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Обсуждение 
Белок BAF180, кодируемый геном PBRM1, содержит 
шесть бромодоменов, два BAH­домена и домен HMG, 
близ кий к С­концу. Белки, содержащие бромодомены, 
функционируют как эпигенетические считыватели (моду-
ли распознавания белка), которые распознают ацетилиро-
ванные гистоновые хвосты для облегчения транскрипции 
генов­мишеней. Существуют сообщения, что мутации в 
бромодоменах обнаруживаются при различных типах рака 
(Lloyd, Glass, 2017). Функция доменов BAH в настоящее 
время в значительной степени неизвестна. Современные 
исследования показывают, что домен BAH обычно имеет 
тенденцию к взаимодействию с нуклеосомами/гистонами/
метилированными гистонами, в том числе вокруг оста-
новленных репликационных вилок и, возможно, способен 
регулировать ассоциацию других связывающих хроматин 
белков конкурентно, приводя к изменению локальной 
структуры хроматина (Niimi et al., 2015).

Потеря функции гена PBRM1 в результате мутаций изу­
чена при многих онкологических заболеваниях, таких как 
рак молочной железы, мочевого пузыря, яичников, почки 
(Xia et al., 2008; Varela et al., 2011; Huang et al., 2015). 
В работе A.H. Shain и J.R. Pollack (2013) проанализиро-
вано 24 опубликованных полноэкзомных исследования 
генов SWI/SNF комплекса при различных типах рака и 
показано, что наиболее часто мутации в этом комплексе 
обнаруживаются при раке яичников и раке почки, причем 
при раке почки наиболее часто мутационным изменениям 
подвержены гены PBRM1 и ARID1A (АТ­богатый домен 
взаимодействия), относящиеся к субъединицам SWI/ SNF 
комплекса, которые, как предполагается, обладают функ-
циональной специфичностью. Кроме того, известно, что 
опухоли почки с мутациями в гене PBRM1 имеют специ­
фический профиль экспрессии других генов, что может 
быть использовано для молекулярно­генетической клас-
сификации спорадического СРП (Kapur et al., 2013). Было 
также показано, что мутации в PBRM1 сопровождают 
светлоклеточный подтип почечно­клеточных карцином и 
отсутствуют при саркоматоидном РП, где чаще встреча-
ются нарушения в генах SETD2 и BAP1 (Wang et al., 2017). 
Помимо того, соматические однонуклеотидные замены, 
а также потеря гетерозиготности в генах VHL, PBRM1 и 
SETD2, предположительно, представляют собой события, 
способствующие развитию саркоматозных элементов в 
СРП (Kluzek et al., 2017). 

Частым событием при СРП являются делеции в гене 
VHL, локализованном в области 3p, причем потеря боль­
ших участков хромосомы может затрагивать находящийся 
в этой же области ген PBRM1. Таким образом, инактива-
ция гена PBRM1 может способствовать развитию опухо-
ли в случаях, когда потеря гена VHL не достаточна для 
опухолевого генеза. В некоторых исследованиях опи сана 
корреляция потери PBRM1 с худшим результатом лечения 
(Gao et al., 2017). В исследовании A. Högner с кол легами 
(2018) выявлена одновременная потеря генов PBRM1 и 
VHL в опухолях почки в 60.4 % случаях. Была показана 
корреляция совместной потери этих генов с уровнем 
градации и стадией опухоли. В исследовании, где в ка­
честве модельных животных использовались мыши, про­
демонстрировано, что потеря PBRM1 улучшает приспо-

собленность клеток с дефектами в гене VHL, усиливая их 
пролиферативную способность и клеточный рост. Кроме 
того, у мышей пожилого возраста, а также животных с 
дефектами только в одном из генов, VHL либо PBRM1, 
никаких почечных опухолей не наблюдалось. Напротив, у 
мышей с дефектами в обоих генах в 100 % случаев разви-
лись раковые заболевания почек к 20­месячному возрасту 
(Espana­Agusti et al., 2017). Отмечено, что уровень мРНК, 
индуцированных гипоксией либо HIF, выше в опухолях 
СРП с дефектами в обоих генах, VHL и PBRM1, по срав-
нению с опухолями, где мутации присутствуют только в 
гене VHL (Gao et al., 2017).

Согласно литературным данным, частота соматических 
мутаций в гене PBRM1 при раке почки достигает 40 % 
(Sato et al., 2013). В результате поиска изменений нуклео­
тидной последовательности гена PBRM1 у пациентов из 
Республики Башкортостан соматические мутации были 
выявлены в 0.95 % (2/210) случаев первичных опухолей 
почки. Возможно, низкая частота мутаций у исследован-
ных нами образцов связана с тем, что инактивация гена 
PBRM1 происходит иными способами, а также может быть 
обусловлена этноспецифичностью исследуемой груп пы 
пациентов.

acknowledgement
This work was supported by the Russian Federation for Basic 
Research, project 17­44­020050. Experiments were done with 
the equipment of the Biomika Shared Access Center and the 
unique KODINK research facility. DNA samples were ob-
tained from the Shared Access Center «Collection of Human 
Biologic Materials», Institute of Biochemistry and Genetics, 
Ufa, Bashkortostan. 

Conflict of interest
The authors declare no conflict of interest.

Список литературы / references
Кутлыева Л.Р., Гилязова И.Р., Хусаинова Р.И., Загидуллин А.А., Ха-

лиуллин А.А., Климентова Е.А., Шафигина А.М., Павлов В.Н., 
Хуснутдинова Э.К. Поиск изменений нуклеотидной последова-
тельности в гене фон Хиппеля – Линдау и анализ аллельных де-
леций в генах­супрессорах опухолевого роста у больных свет-
локлеточным раком почки из Республики Башкортостан. Мед. 
генетика. 2012;12:27­35. [Kutlyeva L.R., Gilyazova I.R., Khusai­
no va R.I., Zagidullin A.A., Khaliullin A.A., Klimentova E.A., Shafi-
gina A.M., Pavlov V.N., Khusnutdinova E.K. Genetic screening for 
von Hippel – Lindau (VHL) gene mutations and analysis of allelic 
deletions of tumor suppressor genes in renal cell carcinoma patients 
from Bashkortostan. Meditsinskaya Genetika = Medical Genetics. 
2012;12:27­35. (in Russian)] 

Audenet F., Yates D.R., Cancel­Tassin G., Cussenot O., Rouprêt M. Ge-
netic pathways involved in carcinogenesis of clear cell renal cell car-
cinoma: genomics towards personalized medicine. BJU Int. 2011; 
109:1864­1870. DOI 10.1111/j.1464­410X.2011.10661.x.

Espana­Agusti J., Warren A., Chew S.K., Adams D.J., Matakidou A. 
Loss of PBRM1 rescues VHL dependent replication stress to pro-
mote renal carcinogenesis. Nat. Commun. 2017;8:2026. DOI 
10.1038/s41467­017­02245­1.

Gao W., Li W., Xiao T., Liu X.S., Kaelin W.G. Inactivation of the 
PBRM1 tumor suppressor gene amplifies the HIF­response in 
VHL−/− clear cell renal carcinoma. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
2017;114(5):1027­1032. DOI 10.1073/pnas.1619726114. 

He N., Zheng H., Li P., Zhao Y., Zhang W., Song F., Chen K.  
miR­ 485­ 5p binding site SNP rs8752 in HPGD gene is associ-



е.А. Климентова, И.Р. Гилязова, А.А. Измайлов, И.М. Султанов 
М.А. Бермишева, В.Н. Павлов, Э.К. Хуснутдинова

2018
22 • 7

877медицинская генетика Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 7

Поиск изменений нуклеотидной последовательности 
гена PBRM1 у пациентов с раком почки

ated with breast cancer risk. PLoS One. 2014;9(7):e102093. DOI 
10.1371/journal.pone.0102093.

Högner A., Krause H., Jandrig B., Kasim M., Fuller F.T., Schostak M., 
Erbersdobler A., Patzak A., Kilic E. PBRM1 and VHL expression 
correlate in human clear cell renal cell carcinoma with differen-
tial association with patient’s overall survival. Urol. Oncol. 2018; 
36(3):94.e1­94.e14. DOI 10.1016/j.urolonc.2017.10.027. 

Huang L., Peng Y., Zhong G., Xie W., Dong W., Wang B., Chen X., 
Gu P., He W., Wu S., Lin T., Huang J. PBRM1 suppresses blad-
der cancer by cyclin B1 induced cell cycle arrest. Oncotarget. 2015; 
6(18):16366­16378. DOI 10.18632/oncotarget.3879.

Kapur P., Peña­Llopis S., Christie A., Zhrebker L., Pavía­Jiménez A., 
Rathmell W.K., Xie X.J., Brugarolas J. Effects on survival of BAP1 
and PBRM1 mutations in sporadic clear­cell renal cell carcinoma: 
a retrospective analysis with independent validation. Lancet Oncol. 
2013;14(2):159­167. DOI 10.1016/S1470­2045(12)70584­3.

Kluzek K., Srebniak M.I., Majer W., Ida A., Milecki T., Huminska K., 
van der Helm R.M., Silesian A., Wrzesinski T.M., Wojciechowicz J., 
Beverloo B.H., Kwias Z., Bluyssen H.A.R., Wesoly J. Genetic cha­
racterization of Polish ccRCC patients: somatic mutation analysis of 
PBRM1, BAP1 and KDMC5, genomic SNP array analysis in tumor 
biopsy and preliminary results of chromosome aberrations analysis 
in plasma cell free DNA. Oncotarget. 2017;8(17):28558­28574. 
DOI 10.18632/oncotarget.15331.

Lloyd J.T., Glass K.C. Biological function and histone recognition of 
family IV bromodomain­containing proteins. J. Cell Physiol. 2017; 
233(3):1877­1886. DOI 10.1002/jcp.26010. 

Macher­Goeppinger S., Keith M., Tagscherer K.E., Singer S., Wink­
ler J., Hofmann T.G., Pahernik S., Duensing S., Hohenfellner M., 
Kopitz J., Schirmacher P., Roth W. PBRM1 (BAF180) protein is 
functionally regulated by p53­induced protein degradation in re-
nal cell carcinomas. J. Pathol. 2015;237(4):460­471. DOI 10.1002/
path.4592.

Niimi A., Hopkins S.R., Downs J.A., Masutani C. The BAH domain 
of BAF180 is required for PCNA ubiquitination. Mutat. Res. 2015; 
779:16­23. DOI 10.1016/j.mrfmmm.2015.06.006. 

Ricketts C.J., Linehan W.M. Intratumoral heterogeneity in kidney can-
cer. Nat. Genet. 2014;46:214­215. DOI 10.1038/ng.2904.

Sato Y., Yoshizato T., Shiraishi Y., Maekawa S., Okuno Y., Kamura T., 
Shimamura T., Sato­Otsubo A., Nagae G., Suzuki H., Nagata Y., 
Yoshida K., Kon A., Suzuki Y., Chiba K., Tanaka H., Niida A., Fuji-
moto A., Tsunoda T., Morikawa T., Maeda D., Kume H., Sugano S., 
Fukayama M., Aburatani H., Sanada M., Miyano S., Homma Y., 
Ogawa S. Integrated molecular analysis of clear­cell renal cell carci-
noma. Nat. Genet. 2013;45(8):860­867. DOI 10.1038/ng.2699.

Shain A.H., Pollack J.R. The spectrum of SWI/SNF mutations, ubiqui-
tous in human cancers. PLoS One. 2013;8(1):e55119. DOI 10.1371/
journal.pone.0055119.

Varela I., Tarpey P., Raine K., Huang D., Ong C.K., Stephens P., 
Davies H., Jones D., Lin M.L., Teague J., Bignell G., Butler A., 
Cho J., Dalgliesh G.L., Galappaththige D., Greenman C., Hardy C., 
Jia M., Latimer C., Lau K.W., Marshall J., McLaren S., Menzies A., 
Mudie L., Stebbings L., Largaespada D.A., Wessels L.F., Ri chard S., 
Kahnoski R.J., Anema J., Tuveson D.A., Perez­Mancera P.A., Mus­
tonen V., Fischer A., Adams D.J., Rust A., Chan­on W., Subimerb C., 
Dykema K., Furge K., Campbell P.J., Teh B.T., Stratton M.R., Fut-
real P.A. Exome sequencing identifies frequent mutation of the 
SWI/SNF complex gene PBRM1 in renal carcinoma. Nature. 2011; 
469(7331):539­542. DOI 10.1038/nature09639.

Wang Z., Kim T.B., Peng B., Karam J., Creighton C., Joon A., Kawaka-
mi F., Trevisan P., Jonasch E., Chow C.W., Canales J.R., Tamboli P., 
Tannir N., Wood C., Monzon F., Baggerly K., Varella­Garcia M., 
Czerniak B., Wistuba I., Mills G., Shaw K., Chen K., Sircar K. 
 Sarcomatoid renal cell carcinoma has a distinct molecular patho-
genesis, driver mutation profile, and transcriptional landscape. Clin. 
Cancer Res. 2017;23(21):6686­6696. DOI 10.1158/1078­0432.CCR­
17­1057.

Xia W., Nagase S., Montia A.G., Kalachikov S.M., Keniry M., Su T., 
Memeo L., Hibshoosh H., Parsons R. BAF180 is a critical regulator 
of p21 induction and a tumor suppressor mutated in breast cancer. 
Cancer Res. 2008;68(6):1667­1674. DOI 10.1158/0008­5472.CAN­
07­5276.

orCiD iD
E.A. Klimentova orcid.org/0000­0002­7853­8658
I.R. Gilyazova orcid.org/0000­0001­9499­5632
A.A. Izmailov orcid.org/0000­0002­8461­9243
I.M. Sultanov orcid.org/0000­0002­6930­1659
M.A. Bermisheva orcid.org/0000­0002­0584­3969
V.N. Pavlov orcid.org/0000­0003­2125­4897
E.K. Khusnutdinova orcid.org/0000­0003­2987­3334



Генетика животных
ОБЗОР / ReVIeW

Genetic mechanisms 
of the influence of light 
and phototransduction 
on Drosophila melanogaster  
lifespan

I.A. Solovev1, 2, M.V. Shaposhnikov1,  
A.A. Moskalev1, 2, 3, 4, 5 

1 Institute of Biology of Komi Scientific Center, UrB RAS, Syktyvkar, 
Russia

2 Pitirim Sorokin Syktyvkar State University, Department of ecology, 
Institute of Natural Sciences, Syktyvkar, Russia

3 Moscow Institute of Physics and Technology, Dolgoprudny, Russia
4 engelhardt Institute of Molecular Biology, RAS, Moscow, Russia
5 Vavilov Institute of General Genetics, RAS, Moscow, Russia

The light of the visible spectrum (with wavelengths of 
380–780 nm) is one of the fundamental abiotic factors 
to which organisms have been adapting since the start 
of biological evolution on the earth. Numerous literature 
sources establish a connection between the duration of 
exposure to daylight, carcinogenesis and longevity, con-
vincingly showing a significant reduction in the incidence 
of cancer in blind people, as well as in animal models. 
on the other hand, the stimulating nature of the effect 
of continuous illumination on reproductive function was 
noted, in particular, the effects of increasing the fecundity 
of females of various species are known. Increase in motor 
activity and, as a result, in metabolic rate and thermogene - 
sis during permanent exposure to light also reduces the 
body’s energy reserves and lifespan. In principle, in the 
context of aging, not only the exposure time, but also 
the age at the onset of exposure to constant illumination 
matter, the reverse effects are valid for the maintenance 
of experimental animals in the constant darkness. over 
the long period of the evolution of light signal transduc-  
tion systems, many mechanisms have emerged that  allow 
to form an adequate response of the organism to illumi na-
tion, modulating the highly conservative signaling cas- 
 cades, including those associated with aging and lifespan 
(FoXo, SIRT1, NF-κB, mToR/S6k, PPARα, etc). In this review, 
we consider the relationship between lifespan, photoregi-
mens, and also the expression of the genes encoding the 
phototransduction cascade and the circadian  oscillator  
elements of animal cells. In the present paper, basic trans-
ducers of light and other signals, such as the family of TRP 
receptors, G proteins, phospholipase C, and others, are 
considered in the context of aging and longevity. A rela-

Свет видимого спектра (с длинами волн 380–780 нм) – один из 
фундаментальных абиотических факторов, к которым организ-
мы вынуждены были адаптироваться с момента их возникно-
вения на земле. Многочисленные литературные источники 
устанавливают связь между длительностью экспозиции при 
дневном свете, канцерогенезом и продолжительностью жизни, 
убедительно показывая значительное снижение заболеваемо-
сти раком у слепых людей, а также в экспериментах по индуци-
руемому канцерогенезу и подсчету продолжительности жизни 
на слепых от рождения и механически ослепленных животных. 
С другой стороны, отмечен стимулирующий характер воздей-
ствия непрерывного освещения на репродуктивную функцию, 
в частности известны эффекты увеличения плодовитости са-
мок различных видов. Повышение двигательной активности 
и, как следствие, скорости метаболизма и термогенеза при 
перманентном освещении также сокращает энергетические 
резервы организма и продолжительность жизни. Критичны 
для стареющего организма не только время экспозиции, но 
также и возраст начала воздействия постоянным освещением, 
обратные эффекты обнаруживаются при содержании подопыт-
ных животных в темноте. За длительный период эволюции 
систем трансдукции светового сигнала появилось множество 
механизмов, позволяющих сформировать адекватный ответ 
организма на освещение, активируя высококонсервативные 
сигнальные каскады (FoXo, SIRT1, NF-κB, mToR/S6k, PPARα и др.), 
ассоциируемые, в том числе, со старением и продолжительно-
стью жизни. В настоящем обзоре исследована связь продол-
жительности жизни, фоторежима, а также экспрессии генов 
элементов фототрансдукционного каскада и циркадных часов 
животных. Рассмотрены в контексте старения классические 
трансдукторы световых и иных сигналов, такие как семей-
ство рецепторов TRP (transient receptor potential), G-белки, 
фосфолипаза С и др. Выдвинуты гипотезы о существовании 
связей между механизмами терморецепции, температурной 
синхронизации циркадного осциллятора (системы транскрип-
ционно-трансляционных петель обратной связи, автономно 
поддерживающей колебания экспрессии генов и физиологиче-
ских показателей) и продолжительностью жизни дрозофилы. 
На основе анализа опубликованных данных сформулирована 
гипотеза о возраст-зависимой фоторезистентности Drosophila 
melanogaster. Введено понятие возрастной фоторезистентно-
сти, под которой предлагается понимать утрату способности 
адаптироваться к фоторежиму, связанную с возрастным сниже-
нием экспрессии гена cry, кодирующего рецептор синего света.

Ключевые слова: фоторецепция; фототрансдукция; циркадные 
часы; фоторежимы; старение; продолжительность жизни.
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tionship between the mechanisms of thermoreception, 
the temperature synchronization of the circadian oscillator 
and the life span is established in the review. Analysis of 
experimental data obtained from the Drosophila melano-
gaster model allowed us to formulate the hypothesis of 
age-dependent photoresistance – a gradual decrease in 
the expression of genes associated with phototransduc-
tion and circadian oscillators, leading to deterioration 
in the ability to adapt to the photoregimen and to the 
increase in the rate of aging. 

Key words: photoreception; phototransduction; circadian 
clocks; photoregimens; aging; lifespan.

В результате естественного отбора организмы сформи-
ровали ряд генетически детерминированных систем, 
воспринимающих и передающих световые сигналы. 

Продолжительность жизни (ПЖ) наравне с плодови­
тостью – составная часть приспособленности вида. Ранее 
на модели Drosophila melanogaster было установлено 
негативное влияние непрерывного освещения и увеличе-
ния длины светового дня на ПЖ (Москалев и др., 2006). 
В эф фектах светового режима на ПЖ этого организма вы-
явлена роль генетических механизмов, связанных с транс-
крипционным фактором FOXO, деацетилазами гистонов 
сиртуинами и белками теплового шока HSP70 (Москалев, 
Малышева, 2010), а также механизмами детоксикации 
свободных радикалов и репарации ДНК (Москалев, Ма-
лышева, 2009; Shostal, Moskalev, 2012). В экспериментах 
с грызунами и в эпидемиологических исследованиях по 
заболеваемости раком в человеческой популяции показан 
вклад фоторежима в канцерогенез и процесс старения 
(Anisimov et al., 2012; Анисимов и др., 2013). С другой 
стороны, отмечен стимулирующий характер воздействия 
непрерывного освещения на репродуктивную функцию, 
в частности увеличение плодовитости самок D. melano-
gaster (Москалев и др., 2006). 

Согласно теории отработанной сомы (Kirkwood, 1977), 
репродуктивная функция и скорость старения находятся 
в обратной зависимости, что может быть одной из при-
чин снижения ПЖ при увеличении длины светового дня. 
Повышение двигательной активности и, как следствие, 
скорости метаболизма и термогенеза плодовой мухи при 
постоянном освещении сокращает энергетические резер­
вы организма и ПЖ (Москалев, Малышева, 2010). Кроме 
этого, высокую летальность куколок дрозофилы при не-
прерывном световом воздействии с длинами волн 378, 
440 или 467 нм, относящихся к «синей» области спектра, 
обусловливает оксидативный стресс, индуцируемый 
вслед ствие возбуждения квантами света фотосенсибили-
зирующих флавоноидных и порфириновых соединений, 
генерирующих свободные формы кислорода (Hori et al., 
2014). С данными этих авторов согласуется результат, 
полученный в экспериментах на дрозофиле, содержа-
щейся при цикле освещения, в котором освещенность в 
темновую фазу была 1, 10 и 100 лк. В эксперименте на-
блюдалось снижение количества откладываемых самками 

яиц (McLay et al., 2017). Однако увеличения времени 
ювенильного развития зарегистрировано не было, отме­
чалось только сокращение ПЖ имаго (McLay et al., 2017). 
Показано, что эффект сокращения ПЖ дрозофилы в усло-
виях постоянного освещения зависит от пола и таких фак-
торов, как интенсивность света и концентрация этанола в 
питательной среде (Shen et al., 2018). Этанол нивелирует 
повреждающее воздействие постоянного осве щения у 
самцов и на 20 % сокращает жизнь самок, обитающих 
в тех же условиях. В отсутствие этанола в питательной 
сре де у самцов отрицательный эффект на ПЖ менее вы-
ражен, чем у самок (Shen et al., 2018).

Одним из предполагаемых факторов, обусловливающих 
снижение ПЖ, является нейродегенерация, индуцируемая, 
в том числе, тусклым непрерывным освещением (Kim 
et al., 2018). У дрозофилы при индуцируемой эктопи-
ческой экспрессии белка Tau (Elav-GAL4>UAS-hTauRW 
или Elav- GAL4>UAS-hTauWT ) при освещенности в 10 лк 
было отмечено усиление вакуолизации нейронов мозга 
(Kim et al., 2018). При значительном росте концентрации 
белка Tau регистрируется нарушение периода, ампли-
туды и устойчивости циркадных ритмов локомоторной 
активности, сопровождающееся деконсолидацией сна и 
сокращением его суммарного времени (Kim et al., 2018).

Продолжительность экспозиции наряду с возрастом на-
чала воздействия постоянным освещением принципиаль-
на в контексте старения организма (Анисимов и др., 2012; 
Лотош и др., 2013). Установлена связь между проживани-
ем в местностях со световым загрязнением и повышением 
рисков развития онкологических заболеваний (Kloog et 
al., 2008–2010; Kamdar et al., 2013). Отметим, что эффек-
ты отсутствия освещения или способности к рецепции 
световых сигналов противоположны воздействию света, 
например, слепота продлевает жизнь самцов крыс (Lehrer, 
1981), постоянное содержание в темноте грызунов снижа-
ет риск развития злокачественных опухолей (Анисимов, 
2008; Anisimov et al., 2012; Виноградова, Анисимов, 2012). 
В то же время первичная слепота у женщин уменьшает ве-
роятность заболевания раком молочной железы, так, риск 
его развития обратно пропорционален степени утраты 
способности воспринимать свет. Исследование историй 
болезни жителей Скандинавского полуострова показало, 
что слепота значительно снижает риск развития онколо-
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гических заболеваний (Анисимов и др., 2013). Непрекра-
щающаяся «функциональная ночь» слепых препятствует 
уменьшению выработки на свету гормона мелатонина, 
ответственного за регуляцию различных биологических 
ритмов, поскольку исключительно световое воздействие 
на органы зрения способно индуцировать прекращение 
его синтеза в супрахиазматическом ядре млекопитающих 
(Анисимов, 2008; Anisimov et al., 2012; Виноградова, 
Анисимов, 2012). Терапевтический мелатонин является 
геропротектором и онкосупрессором, таким образом, не-
прерывное поддержание его уровня в крови способствует 
профилактике некоторых онкологических заболеваний и 
замедляет процесс старения (Hardeland, 2017).

В настоящее время активно изучаются системы фото-
рецепции и молекулярно­генетические пути фототранс-
дукции, связанные с вышеописанными эффектами.

Системы фоторецепции
Группы фоторецепторных молекул выделяют по несколь-
ким параметрам: функциям, спектральным картам, типам 
хромофоров, локализации, по присутствию определенных 
белковых доменов или типам генерируемого на выходе 
сигнала. Классификация по типу хромофора – одна из наи-
более распространенных. В ней выделяют криптохромы, 
родопсины (Ostrovsky, 2017), ксантопсины, фитохромы, 
LOV­доменные, BLUF­доменные, цилиатные (стенторин­
ассоциированные) и UVR8 белки (Björn, 2015). Далее 
речь пойдет только о рецепторах, присущих животным 
(криптохромах и родопсинах), а также нижележащих 
каскадах трансдукции сигналов, поскольку наш обзор ста­
вит целью выявление молекулярно­генетических меха-
низмов сопряжения фоторецепции и фототрансдукции с 
сигнальными путями, участвующими в процессе старения 
плодовой мухи.

механизм фототрансдукции
Cистема фототрансдукции достаточно консервативна сре-
ди животных. В настоящей работе фототрансдукционный 
каскад рассмотрен на примере D. melanogaster.

Фоторецепторы мухи очень чувствительны и реагиру ют 
на одиночные фотоны в 10–100 раз быстрее, чем палочки 
позвоночных, но, подобно колбочкам, могут быстро адап-
тироваться во всем диапазоне освещенности (Randall et al., 
2015). Спектр, в котором дрозофила способна восприни-
мать свет, отличается от человеческого за счет присутствия 
родопсинов Rh3 и Rh4, улавливающих электромагнитные 
волны длиной 300–350 нм, при этом верхняя граница у 
дрозофилы ниже, она составляет не более 600 нм, в то 
время как у человека достигает 650 нм (Song, Lee, 2018).

У плодовой мушки, как и у других двукрылых, сложные 
фасеточные глаза, состоящие из примерно 750 суперпози-
ционных нейральных омматидиев шестиугольной формы 
(фасеток). Омматидий – структура, сформированная из 19 
клеток: 8 фоторецепторов и 11 вспомогательных клеток. 
Фоторецепторы делятся на три типа: шесть клеток перво-
го типа R1­R6, окружающих дистальную R7 (второй тип) 
и проксимальную R8 (третий тип) центральные клетки. 
Роговичная хитиновая линза венчает омматидий, она рас­
положена над четырьмя коническими и двумя первичными 
пигментными клетками (Wolff, Ready, 1993). На поверхно-

сти фоторецепторов расположено по четыре конических 
клетки, которые окружены двумя первичными пигмент-
ными клетками, соприкасающимися по средней линии 
омматидия. Сетка из вторичных и третичных пигментных 
клеток окружает ядро омматидия, содержащее фоторецеп-
торы, конические клетки и первичные пигментные клетки, 
образуя структуру, подобную пчелиным сотам. Вторичные 
пигментные клетки лежат между каждыми двумя омма-
тидиями, третичные пигментные клетки соприкасаются 
одновременно с тремя близлежащими омматидиями в 
матрице. В структуре глаза дрозофилы присутствуют так­
же механосенсорные щетинки, не относящиеся онтогене-
тически к омматидию, но проецирующие его сенсорные 
аксоны в мозг. Рабдомерами называются вмещающие 
родопсин апикальные поверхности фоторецепторных 
клеток, которые образованы плотными стопками микро-
ворсинок (около 60 000), формируемых плазматической 
мембраной клетки­фоторецептора (Wolff, Ready, 1993). 
Элементы каскада фототрансдукции начинают функцио­
нировать именно в пределах этих клеток, приводя к их 
деполяризации.

Многие элементы молекулярного механизма фототранс-
дукции можно встретить в типичных фосфатидилинози-
тольных каскадах (Plachetzki et al., 2010). Традиционно 
выделяют рецептор, связанный с G­белком (родопсин, 
кодируемый ninaE), фосфолипазу C, кодируемую norpA, 
гетеротримерный G­белок (Gq) и два связанных Ca2+­про­
ницаемых катионных канала, кодируемых генами trp и 
trpl. Фосфолипаза C (phospholipase C, PLC), TRP, проте-
инкиназа С и миозин III (ninaC) формируют молекулярные 
комплексы при содействии inaD (Plachetzki et al., 2010).

Фосфолипаза C гидролизует фосфатидил­инозитол­4,5­
бисфосфат (PIP2). В этой реакции продуктами являются 
диацилглицерол (ДАГ), инозитол­1,4,5 трифосфат (IP3) 
и протон, но какой именно продукт активирует каналы, 
пока не ясно. Доказательство в пользу ДАГ получено на 
мутантах rdgA, этот ген кодирует ДАГ­киназу (DGK), 
которая контролирует уровни ДАГ путем его фосфори-
лирования до фосфатидной кислоты. У rdgA мутантов 
TRP и TRPL постоянно активны, что приводит к тяжелой 
дегенерации сетчатки. Гипоморфные мутации гена norpA 
(norpAP12, norpAP16 и norpAP57 ) снижают способность сет-
чатки формировать ответ на освещение. Однако у двойных 
мутантов norpA и rdgA не только эффект мутации rdgA 
скомпенсирован, но и фенотип norpA менее выражен, 
т. е. наблюдается реципрокная генетическая компенсация 
(Hardie, Juusola, 2015). В настоящее время неизвестно, 
меняется ли продолжительность жизни и/или скорость 
старения у двойных мутантов norpA и rdgA.

У D. melanogaster каскад интраокулярной фототранс-
дукции (рис. 1) не является единственным, параллельно с 
ним функционирует система криптохром­опосредованной 
синхронизации циркадных часов клетки, которая активна 
практически во всех тканях (механизм ее функциониро-
вания описан в следующем разделе обзора). У человека 
осцилляторами периферических тканей управляет супра-
хиазматическое ядро посредством гормона мелатонина, в 
то время как плодовая муха рецептирует свет всеми клет­
ками, и синхронизация происходит экстраокулярно (Fogle 
et al., 2015). 
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Генетические механизмы влияния света и фототрансдукции 
на продолжительность жизни Drosophila melanogaster

центральный осциллятор
Циркадные часы клетки, известные также как централь-
ный молекулярный осциллятор, представляют собой 
транс крипционно­трансляционные автономные петли 
об ратной связи, которые генерируют околосуточные 
(цир кадные) ритмы экспрессии генов и, как следствие, 
периодические колебания физиологических показателей 
и поведение организма в целом. Ранние наблюдения опре-
делили, что циркадные ритмы – не просто ответ на цикл 
смены дня и ночи, но и колебания, способные сохраняться 
в постоянной темноте с периодом, приблизительно состав-
ляющим 24 ч, что указывает на их эндогенную природу.

Генетическая основа циркадных ритмов была убеди-
тельно продемонстрирована открытием первого «часо­
вого» гена D. melanogaster, названного period ( per). Ну­
ле вой аллель этого гена вызывал утрату ритмического 
поведения, тогда как миссенс­аллели обнаруживались 
у мух с ко роткими (около 19 ч) или длинными (прибли­
зительно 29 ч) периодами свободных осцилляций (Gie­
bultowicz, 2017). 

Последующие исследования на дрозофилах и мышах 
привели к открытию других генов центрального осцил-
лятора, которые формируют транскрипционно­транс-
ляционные петли положительной либо отрицательной 
обратной связи, перезапускающиеся через каждые 24 ч 
как под воздействием внешних стимулов, так и самосто­
ятельно (Dibner, Schibler, 2015). Упрощенная графическая 
модель транскрипционно­трансляционных петель об-
ратной связи циркадного осциллятора D. melanogaster 
показана на рис. 2.

Гетеродимер CLK/CYC, элементы которого кодируются 
генами Clock (Clk) и cycle (cyc или dBmal1), формирует 
положительную петлю обратной связи путем связывания 
с последовательностями E­box в промоторах генов pe riod 
(per) и timeless (tim) и стимулирует их транскрипцию при 
наступлении ранней ночи. Белки PER и TIM накапливают-
ся в ядрах клеток поздно ночью и связываются с ди ме ром 
CLK/CYC, инактивируя его, что влечет за собой подавле-

ние транскрипции per и tim до тех пор, пока ре прессивный 
гетеродимер PER/TIM не деградирует и положительная 
обратная связь не возобладает над отрица тельной, т. е. 
пока осциллятор не перезапустится. Суточ ные колебания 
дополнительно усиливаются через пост трансляционные 
модификации белков осциллятора, особенно посредством 
последовательного фосфорилирования (Ito, Tomioka, 
2016). В то время как осцилляции сохраняются в условиях 
постоянной темноты, синхронизация колебаний обычно 
происходит относительно фоторежима через светочувст­
вительный кодируемый геном cry флавопротеин CRY 
(флавинадениндинуклеотид выступает в нем в качестве 
хромофора). При активации светом CRY связывается с 
TIM, приводя к его деградации. Поскольку TIM стабили-
зирует PER, последний также деградирует при содействии 
DBT в течение нескольких часов после активации (Ito, 
Tomioka, 2016). 

Существует и альтернативный механизм фототрансдук-
ции, описанный K.J. Fogle с коллегами (2015). Индуци-
рованный светом CRY запускает процесс деполяризации 
мембраны через высококонсервативный сенсор редокс­
статуса, обнаруживаемый в структуре потенциал­зави-
симого калиевого канала, в частности его β­субъединицы 
(Kvβ), которая кодируется геном hyperkinetic (hk). Ней-
рональный ответ на свет почти полностью отсутствует у 
мутантов hk. Множественные α­субъединицы калиевого 
канала, кодируемые генами Shaker (Sh), Ether-a-go-go 
(eag) и Ether-a-go-go-related (Elk), взаимодействуют с Hk, 
их мутации также влияют на протекание процесса фото-
трансдукции. Световая индукция СRY, таким образом, 
приводит к деполяризации мембраны, учащению сигнали-
зации нейронов и изменениям в поведении. Большинство 
циркадных генов эукариот консервативны, что позволяет 
сопоставлять результаты экспериментов, выполненных 
на дрозофиле и млекопитающих. Отличия касаются того, 
что в гетеродимере­репрессоре млекопитающих TIM не 
участвует, выступая, скорее, регулятором клеточного цик-
ла. Его место в белковом комплексе занимает СRY1 или 
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Fig. 1. Light transduction pathway in Drosophila melanogaster. 
Designations: GDP, guanosine diphosphate; GTP, guanosine triphosphate, DAG, diacylglycerol; P, phosphate; Gq and others, G protein 
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CRY2. Ортологом CYC у млекопитающих служит BMAL1, 
у них присутствует также дублирующий функцию CLK 
белок NPAS2 (Fuhr et al., 2015). Еще одно отличие от цир-
кадных часов беспозвоночных – множественность генов 
центрального осциллятора у млекопитающих. Поскольку 
присутствует два или более паралога, то аритмичность 
достигается одновременной индукцией мутаций или 
инактивацией всех вариантов того или иного гена (Fuhr 
et al., 2015).

Вклад генов циркадных ритмов  
в процесс старения
Гены циркадных ритмов вносят существенный вклад в 
процесс старения, активируя своими продуктами, извест-
ными в качестве транскрипционных факторов, множество 
ассоциируемых со старением сигнальных каскадов, таких 
как p53/Atm, SIRT1, NF­κB, mTOR/S6k, Pparα и др. (Доб­
ровольская и др., 2016; Соловьёв и др., 2016; Moskalev et 
al., 2017). В табл. 1 приведено описание влияния мутаций 
в генах циркадных ритмов либо их эктопической экспрес-
сии в нервной системе на медианную продолжительность 
жизни D. melanogaster.

Точкой сопряжения каскадов фототрансдукции, веду-
щих от зрительных пигментов и от криптохрома, является 
фосфолипаза С (у дрозофилы norpA, у млекопитающих 
PLC), по данным базы STRING (Szklarczyk et al., 2017). 
У млекопитающих криптохром утратил способность вы-
ступать в качестве циркадного фоторецептора, синхрони-
зирующего организм с фоторежимом в обход зрительного 
пути фототрансдукции. Данные по влиянию мутаций 
и сверхэкспрессии norpA на продолжительность жизни 
дрозофилы обнаружить не удалось. Однако, по некоторым 
источникам (Fortini, Bonini, 2000), сверхэкспрессия norpA 
у плодовой мухи использовалась ранее для моделирования 
нейродегенерации. В то время как добавление комплекс-

ного сфинголипидного препарата (имитирует индукцию 
фосфолипазы С) в пищу продлевает жизнь дрожжей и дро-
зофил, индукция экспрессии фосфолипазы С в крысиных 
фибробластах приводит к их бласттрансформации (Chang 
et al., 1997). Выше было показано, что фосфолипаза С 
сопряжена в сигнальном каскаде с G­белком, который, в 
свою очередь, активируется группой рецепторов GPCR 
(G­protein coupled receptors), к ним причисляют TRP и 
TRPL. G­белки участвуют во множестве сигнальных кас­
кадов. На модели Caenorhabditis elegans было выяс нено, 
что особи­носители мутаций утраты функции субъ еди­
ницы Gα (odr­3 и gpa­1), Gγ­субъединицы gpc­1 и особи 
с эктопической экспрессией Gα (gpa­11) имели бóльшую 
продолжительность жизни, нежели черви, не подвергав-
шиеся манипуляциям с генами, кодирующими элементы 
G­белка. Наиболее вероятным механизмом регуляции 
продолжительности жизни при участии G­белков у C. ele-
gans является FOXO­опосредованный сигнальный путь. 
В экспериментах H. Lans и G. Jansen (2007) показано, 
что DAF­16/FOXO мутация, ведущая к утрате функции, 
полностью нивелирует эффекты всех вариантов мутаций 
субъединиц G­белка (Sheng et al., 2017). 

Рецепторы TRP также участвуют в регуляции продол-
жительности жизни, при этом примеры этой связи можно 
найти, скорее, в семействах TRP­подобных белков, ассо-
циированных с термосенсорной системой, поскольку они 
изучены более глубоко, нежели подгруппы, участвующие 
в путях фототрансдукции. Достаточно давно известны 
механизмы синхронизации центрального осциллятора 
тем пературными стимулами, что может указывать на со-
пряженность механизмов температурной компенсации и 
детерминирования продолжительности жизни и циркад-
ных ритмов, поскольку в перезапуске циркадного осцилля-
тора участвует именно семейство рецепторов TRP (Poletini 
et al., 2015). Например, при активации низкими темпера-
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table 2. Comparison of the expression of genes for elements of the light transduction signaling pathway in Drosophila melanogaster

Gene Protein Mammalian homologs 
and orthologs

Change of the expression 
in heads on day 47 with 
reference to day 3, %  
(Zou et al., 2000)

Change of the expression in the 
light receptor on day 40 with 
reference to day 3, %, (Hall et al., 
2017)

norpA norpA PLC –34* +29

Galphaq G protein alpha q subunit Gq –31* +29

Gbeta13f G protein beta-subunit 13F Gβ –8* +11

Ggamma1 G protein gamma-subunit Gγ +5 +5

trp TRP TRP –17* +57

trpl TRPL TRPL –35* +75

inaC inaC PKC –16* +10

inaD inaD – –26* –8

inaF-B inaF-B TRP-binding proteins –21* +89

ninaC ninaC Myosin III –41* –

ninaE ninae Rh1 –12* +84

Rh2 Rh2 Rh2 +6 –7

Rh3 Rh3 Rh3 +3 +35

Rh4 Rh4 Rh4 +60* +127

Rh5 Rh5 Rh5 +14* +59

Rh6 Rh6 Rh6 +3 +128

Rh7 Rh7 Rh7 +72 –30

Note. –, no data; *, only genes with different expression patterns in the experiment are shown (significant according to Student’s t test, p < 0.05). 

The comparison was performed with NCBI tools Geo Datasets: DataSetRecord GDS582, and Statistica 6.0. 

table 1. effects of mutations in circadian rhythm genes on D. melanogaster longevity

Mutant genotype Phenotype Reference

per s ML reduction in males Klarsfeld, Rouyer, 1998

cyc01 » Hendricks et al., 2003

per 01 » Krishnan et al., 2009

tim01 и per 01 » Katewa et al., 2016

cry 01 ML in males is reduced (–33 to –35 %) добровольская и др., 2016

cry 02 Insignificant ML increase in males (+3 %) »

ectopic expression of circadian rhythm genes in the central nervous system with the Elav-Switch.Gal4 > UAS-“Gene” system

cry ML increase in both sexes (to +15 %) Dobrovol’skaya et al., 2016

Clk ML reduction in females (–10 %) Dobrovol’skaya et al., 2016; Solov’ev et al., 2018

Note. ML, median longevity.

турами TRPA­1 у С. elegans инициирует генетическую 
программу, которая активно способствует долголетию. 
Эта программа включает в себя такие этапы, как индукция 
притока ионов Ca2+, активацию кальций­чувствительной 
киназы PKC­2, FOXO­киназы SGK­1 и фактора транс-
крипции семейства FOXO DAF­16 (Xiao et al., 2015). 
Недавние исследования на мышах показали, что нокаут 
по TRPV1 ведет к продлению жизни (Riera et al., 2014).

Произведя анализ транскриптомных данных из работы 
S. Zou с коллегами (2000), полученных на линии w1118 

D. melanogaster, мы выяснили, что в головах 47­дневных 
имаго наблюдается повышение концентрации мРНК ро­

допсинов Rh2-7 и снижение экспрессии родопсина 1, ко­
дируемого ninaE на фоне значительного падения профи­  
лей экспрессии нижерасположенных элементов фото-
трансдукционного каскада. Относительные изменения 
экспрессии элементов представлены в табл. 2.

Ранее нами были получены данные о снижении экспрес-
сии генов­детерминант циркадных ритмов с возрастом у 
дрозофилы (в головах самцов гены cry, per и Clk, по (Соло-
вьёв и др., 2016) и cry, per, tim, cyc в тотальном гомогенате 
дрозофилы, по (Добровольская и др., 2016). Важно отме­
тить, что эффекты возраст­зависимого снижения были  
показаны на тотальном гомогенате мух линии w1118. 
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Любопытно отметить, что гены клеток самого фоторе­
цептора, находящегося в фасетке, склонны с возрастом 
обнаруживать статистически не подтвердившуюся тен-
денцию к повышению профиля экспрессии, в отличие от 
генов, экспрессирующихся в остальных клетках головы 
дрозофил. В целом сравнение профилей экспрессии дало 
достаточно противоречивую картину, нуждающуюся в 
уточнении и проверке. 

Гипотеза возрастной фоторезистентности
Данные, приведенные в ранее опубликованных работах, 
указывают на снижение с возрастом концентрации мРНК, 
экспрессируемых генами, кодирующими интра­ и экстра-
окулярные фоторецепторы (Zou et al., 2000; Доброволь-
ская и др., 2016), а также элементы сигнального каскада 
фототрансдукции. Эта тенденция была обнаружена на 
дрозофиле (см. табл. 2), у которой компенсация недоста-
точности мРНК рецептора синего света cry продлевала 
жизнь. Проиллюстрировать сущность проблемы можно 
на примере патогенеза инсулинорезистентного диабета 
второго типа, при котором по тем или иным причинам 
снижается численность инсулиновых рецепторов, что 
вызывает инсулинорезистентность с характерными для 
нее нарушениями гомеостаза и гомеодинамики. Так, мы 
предлагаем по аналогии называть фоторезистентностью 
недостаточность рецептирующих свет и трансдуцирую-
щих световой сигнал молекул в организме. Показано, что 
мутанты cry 01 D. melanogaster проявляют повышенную 
чувствительность к голоданию (Добровольская и др., 
2016). На млекопитающих описан механизм, который ги-
потетически может объяснять этот эффект. Белки CRY1 и 
CRY2 в норме подавляют глюконеогенез (модулируя глю-
кагоновый сигнальный путь и фосфорилирование CREB), 
а PER2, кроме этого, интенсифицирует накопление гли-
когена в печени. Таким образом, репрессорные элементы 
центрального осциллятора противостоят высвобождению 
глюкозы из депо в печени, что способствует наиболее 
эффективному расходованию гликогена (Chaudhari et al., 
2017). У дрозофил мутация cry 01, вероятно, препятствует 
нормальному ингибированию процесса высвобождения 
глюкозы из депо во время голодания, что и приводит к 
наблюдаемому эффекту снижения устойчивости.

На человеческой популяции прямой зависимости меж­
ду экспрессией генов и фоторезистентностью пока уста­
новлено не было, однако сам феномен известен. Его иллю­
стрирует работа (Daneault et al., 2014), в которой на двух 
разновозрастных группах людей показана тенденция к 
утрате с возрастом способности формировать адекватный 
ответ на свет синего спектра, оказывающий стимули­
рую щий эффект на когнитивные способности молодого 
организма. У пожилых испытуемых ответ на синий свет 
в подушке таламуса, амигдале, тегментуме, ин сулярной, 
префронтальной и окципитальной коре был снижен на 
функциональной магнитно­резонансной томограмме в 
реальном времени относительно молодой группы, что 
может быть косвенно признано проявлением фоторези-
стентности, хотя и отличающейся, вероятно, на молеку-
лярном уровне.

Подобное обсуждаемому явление было зарегистрирова-
но у самцов мыши линии C57BL/6J. У старых животных 

показано снижение экспрессии субъединицы NR2B и 
чувствительности к N­метил­D­аспартату (NMDA – аго-
нист глутаматергических рецепторов), участвующему в 
передаче светового сигнала и синхронизации активности 
супрахиазматического ядра с фоторежимом. Вследствие 
наблюдаемого снижения чувствительности к синхрони-
зирующему воздействию света возникают нарушения 
циркадных ритмов физиологической активности, цикл 
которых перезапускается независимо от фоторежима из­
за недостаточности рецептирующих и трансдуцирующих 
молекул, что вызывает дезадаптацию организма (Biello 
et al., 2018).

Принимая во внимание работы, обнаруживающие 
сни жение риска смерти от различных причин при утрате 
зрения (Lehrer, 1981) и врожденной слепоте (Анисимов и 
др., 2013), можно предположить, что усиление фоторези-
стентности посредством снижения с возрастом экспрессии 
генов, кодирующих фоторецепторы и фототрансдукторы, 
является генетически детерминированной адаптацией к 
повреждающим стимулам фоторежима, возникшей еще 
на ранних этапах эволюции, когда живые организмы экс-
понировались не в пример большим до зам оптического 
и космического излучений, нежели мы можем зареги-
стрировать в настоящее время. Тесная связь элементов 
центрального осциллятора клетки и фотолиаз, фотореак-
тивационные свойства некоторых криптохромов, а также 
способность элементов осциллятора участвовать в контро-
ле клеточного цикла (Feillet et al., 2015) и репарации ДНК 
(Bee et al., 2015; Papp et al., 2015) служат подтверждениями 
нашего предположения о сопряженности механизмов 
фототрансдукции и контроля продолжительности жизни 
(Patel et al., 2016).
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Митохондриальные последовательности, интегрирован-
ные в дНК хромосом, – перспективный объект для разра-
ботки генетических маркеров филогенеза и геномной 
нестабильности. Митохондриальный геном D. virilis и дру-
гих видов дрозофил из группы virilis содержит микросател-
литные последовательности (AT)n в спейсерной области 
между генами atp6 и cox3, что является отличительным 
признаком группы virilis. Ядерный геном D. virilis содержит 
большое количество протяженных фрагментов митохон-
дриальной дНК, которые в сумме в несколько раз длиннее 
митохондриального генома. Эти ядерные последователь-
ности митохондриального происхождения содержат все 
типы митохондриальных последовательностей, в том числе 
митохондриальные гены и микросателлитные последова-
тельности (AT)n в спейсерной области между генами atp6 и 
cox3. Наличие микросателлита (AT)n обеспечивает возмож-
ность инсерции ретротранспозона Tv1, имеющего свойство 
встраиваться сайт-специфично в последовательности 
микросателлита (AT)n. В результате инсерции транспозона 
в микросателлит образуется уникальная последователь-
ность, образованная ядерной копией гена atp6 или cox3 и 
ретротранспозоном Tv1, которая может быть выделена из 
генома методом ПЦР. Используя этот подход, мы выявили и 
проанализировали нуклеотидную изменчивость псевдо-
генов atp6 и cox3, ассоциированных с инсерциями Tv1, 
в клеточной культуре D. virilis и у четырех видов дрозофил 
из группы virilis: D. virilis, D. montana, D. borealis и D. lacicola. 
Выявлены новые события переноса митохондриальных по-
следовательностей в ядро клетки в пересеваемой культуре 
D. virilis и новые события инсерций ретротранспозона Tv1 в 
геноме клеток пересеваемой культуры, возникших в ходе 
пассирования данной клеточной линии. Показана видоспе-
цифичность фрагментов митохондриальных псевдогенов 
atp6 и cox3, ассоциированных с инсерциями ретротранспо-
зона Tv1, в ядерном геноме видов дрозофил из группы 
virilis, позволяющая идентифицировать виды группы. Воз-
раст инсерций Tv1 в последовательности митохондриаль-
ного происхождения у D. virilis равен 1.50 млн лет, D. lacicola – 

Mitochondrial DNA sequences integrated into chromosomes 
are a promising object for designing genetic markers for 
studies of phylogenesis and genomic instability. Mitochon-
drial genomes of D. virilis and other Drosophila species of the 
virilis group contain (AT)n microsatellites in the spacer region 
between the atp6 and cox3 genes, and this microsatellite se-
quence is one of the hallmarks of the virilis group. The nuclear 
genome of D. virilis contains many extended fragments of 
mitochondrial DNA, which in total are several times longer 
than the mitochondrial genome. These nuclear sequences 
of mitochondrial origin contain all types of mitochondrial 
sequences, including mitochondrial genes and the afore-
mentioned microsatellite sequence. The presence of the (AT) n 
microsatellite allows insertion of retrotransposon Tv1, which 
can transpose into the (AT)n microsatellite in a site-specific 
manner. The Tv1 insertion into (AT)n, close to the atp6 or cox3 
pseudogenes produces a unique sequence. This sequence is 
formed by retrotransposon Tv1 and pseudogenes atp6 or cox3. 
This unique sequence can be detected in the genome by a 
PCR-based method. We applied this method to the detection 
and analysis of the nucleotide variability of the pseudogenes 
atp6 and cox3 associated with Tv1 insertions in a D. virilis cell 
culture and in the genomes of four Drosophila species of the 
virilis group: D. virilis, D. montana, D. borealis, and D. lacicola. 
We discovered new events of mitochondrial sequence transfer 
to the nucleus in the transplanted cell culture of D. virilis, and 
new Tv1 insertions, having emerged during the passage of this 
cell line were detected in the genome of the D. virilis trans-
planted cell culture. We found atp6 and cox3 pseudogenes as-
sociated with insertions of retrotransposon Tv1 in the nuclear 
genomes of four Drosophila species from the virilis group. 
These chimeric sequences proved to be species-specific. The 
age of the Tv1 insertion into the atp6 and cox3 pseudogenes 
is estimated at 1.50 Ma for D. virilis, 1.31 Ma for D. lacicola, and 
1.56 Ma for D. borealis. A specific situation was revealed for 
D. montana, in which Tv1 insertions with nearly identical 5’ and 
3’ long terminal repeats (LTRs) were present in accessions of 
flies from europe and Asia. The age of this insertion was about 
300 thousand years, and the insertion was absent from the 
D. montana fly line from North America.

Key words: mitochondrial genome; retrotransposons; numts; 
Drosophila; virilis group.

e-mail: andrianovb@mail.ru

Genetic variation of the nuclear sequences  
of mitochondrial origin associated  
with retrotransposon Tv1 insertions  
in Drosophila species of the virilis group
B.V. Andrianov , D.A. Romanov, T.V. Gorelova 

Vavilov Institute of General Genetics, RAS, Moscow, Russia

Received 30.04.2018  
Accepted for publication 25.09.2018      
© AUTHoRS, 2018

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2018;22(7):887-894
DoI 10.18699/VJ18.430



888 animal geneticsVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 7

How to cite tHis article:
Andrianov B.V., Romanov D.A., Gorelova T.V. Genetic variation of the nuclear sequences of mitochondrial origin associated with 
retrotransposon Tv1 insertions in Drosophila species of the virilis group. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of 
Genetics and Breeding. 2018;22(7):887-894. DoI 10.18699/VJ18.430

1.31 млн лет, D. borealis – 1.56 млн лет. Особая ситуация 
найдена для D. montana. У этого вида выявлена инсерция 
с практически идентичными 5’ и 3’ длинными концевыми 
повторами в линиях мух европейского и азиатского про-
исхождения. Возраст инсерции около 300 тыс. лет, и она 
отсутствует у линии D. montana из Северной Америки. 

Ключевые слова: митохондриальный геном; ретротранспо-
зоны; numts; Drosophila; группа virilis.

The transfer of mitochondrial DNA into the nucleus of 
the cell has been found in all eukaryotic species studied 
so far (Bensasson et al., 2001; Richly, Leister, 2004; 

Hazkani­Covo et al., 2010). Fragments of mitochondrial DNA 
in chromosomes were called numts (abbreviation of nuclear 
sequences of mitochondrial origin) (Lopez et al., 1994). In 
the literature, this term is variously capitalized and italicized. 
We interpret numt as a genetic term and write it in lowercase 
Roman letters. The numbers and lengths of numts vary among 
species, depending on the ratios of their acquisition and loss.

The main source of data on the origin and variability of 
numts is the comparative analysis of complete genomes. The 
numbers of numts in the genomes of different fruit fly spe-
cies vary by an order of magnitude (Rogers, Griffiths­Jones, 
2012). Such a significant variation is likely to be determined 
by different rates of numt acquisition and loss. In Drosophila, 
the frequency of fixation of a new numt type in the genome is 
0.75 copies per million years (Rogers, Griffiths­Jones, 2012). 
It is natural to assume that the speed of occurrence of new 
copies of numts is highly variable in different species.

The number of numts detected in a complete genome de-
pends on search parameters. Therefore, data reported by dif-
ferent authors are controversial. In the genome of Drosophila 
melanogaster Meigen (1830), the number of detectable numts 
varies from 3 to 6 (Bensasson et al., 2001; Richly, Leister, 
2004; Pamilo et al., 2007; Rogers, Griffiths­Jones, 2012; 
Hazkani­Covo, Martin, 2017), and this is the least number of 
numts among the studied genomes of Drosophila. As reviewed 
in (Rogers, Griffiths­Jones, 2012), the numbers of numts found 
in other Drosophila species are 5 in D. simulans Sturtevant 
(1919), 9 in each of D. yakuba Burla (1954) and D. grimshawi 
Oldenberg (1914), 20 in D. erecta Tsacas, Lachaise (1974), 24 
in D. mojavensis Patterson (1940), 25 in D. sechellia Tsacas, 
Bachli (1981), 26 in D. ananassae Doleschall (1858), 54 in 
D. persimilis Dobzhansky, Epling (1944), 59 in D. virilis 
Sturtevant (1916), and 67 in D. willistoni Sturtevant (1916). 
D. virilis belongs to the group of Drosophila species with 
the highest number of numts in the genome. In the nuclear 
genome of this species, all sequences of the mitochondrial 
chromosome are represented.

Since insertions of fragments of mitochondrial DNA into 
chromosomal DNA cause mutations, a significant increase 
in the number of numts in the genome can be a marker of 
genomic instability. The frequency of mitochondrial DNA 
fragment insertion into chromosomal DNA varies in the 
course of evolution (Hazkani­Covo, Martin, 2017). It has been 
suggested that in most cases the appearance of new numts in 
the genome is related to the speciation process (Gunbin et 
al., 2017). In this connection, it is of interest to study the as-

sociation of numts with retrotransposons, since the induction 
of transpositions of retrotransposons and numts can cause 
genomic instability. Numts are usually integrated into (AT)n 
microsatellite sites and are often flanked by retrotransposons, 
or Alu repeats in humans (Tsuji et al., 2012). In Drosophila, 
45 % of numts are located close to retrotransposons of LINE 
type and LTR­containing type (Rogers, Griffiths­Jones, 2012).

The search for numts associated with retrotransposons in 
the complete genome of D. virilis revealed an insertion of ret-
rotransposon Tv1 into the spacer region between the atp6 and 
cox3 numts. Retrotransposon Tv1 was found in the D. virilis 
genome and in the genomes of all species of Drosophila form-
ing the virilis group (Andrianov et al., 1999). Retrotransposon 
Tv1 is integrated in a site­specific manner into the microsatel-
lite (AT)n sequence to form a direct duplication (AT)4 at the 
site of insertion (Andrianov et al., 2010). The presence of 
the (AT)n microsatellite favors Tv1 integration into this site. 
As a result of Tv1 insertion into the numt, a unique sequence 
arises, which can be detected from the genome by a PCR­based 
method. Using this approach, we analyzed the variability of 
numts associated with Tv1 insertions in D. virilis fly lines, in 
D. virilis cell culture, and in the genomes of four species of 
Drosophila of the virilis group: D. virilis, D. montana Stone, 
Griffen, Patterson (1941), D. lacicola Patterson (1944) and 
D. borealis Patterson (1952). All numts associated with the 
retrotransposon Tv1 in fly lines are located on the Y chromo-
some. Our data reveal new events of mitochondrial DNA 
transfer into chromosomes and new events of Tv1 retrotrans-
position in D. virilis cell culture. This finding brought us to the 
conclusion that the emergence of new numt – Tv1 associations 
were specific markers characterizing genomic instability in 
D. virilis cell culture.

Materials and methods
Fly and cell lines. Drosophila lines of species of the virilis 
group used in the work were obtained from the Genetic Col-
lection of Insect Lines and Insect Cell Cultures of the Vavilov 
Institute of General Genetics of RAS (http://vigg.ru/index.
php?id=337), the Collection of Drosophila Genetic Lines of 
the Koltzov Institute of Developmental Biology of the RAS 
(http://idbras.comcor.ru/collection/Drosophila.pdf), and the 
collection of the Tucson Drosophila Species Stock Center 
(http://stockcenter.arl.arizona.edu). All Drosophila lines were 
isofemale except for the old laboratory line L160. The charac-
teristics of the fly lines studied are shown in Supplement 11. 
The permanent D. virilis cell line 79f7Dv3g was obtained in 
1979 (Braude­Zolotarjova et al., 1986). All Drosophila lines 
1 Supplemantary Materials 1–4 are available in the online version of the paper: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx14.pdf
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and the cell culture used in this study are available upon 
request to the corresponding collections or to the authors of 
the article.

DNA isolation, PCR and sequencing of PCR fragments. 
Genomic DNA was isolated from Drosophila imagoes and 
cultured cells by the conventional phenol­chloroform ex-
traction method (Sambrook et al., 1989). PCR amplification 
was performed on a template of total DNA isolated from an 
individual Drosophila imago or from 106 cells of permanent 
cell culture.

The primers used to amplify the atp6 and cox3 numts associ-
ated with the insertion of retrotransposon Tv1 and fragments of 
the mitochondrial genes atp6 and cox3 of Drosophila species 
of the virilis group are listed in the Table. PCR was performed 
on an Applied Biosystems (PCR System 2700) thermocycler 
with a universal Encyclo Plus PCR kit (Evrogen, Moscow) 
as recommended by the manufacturer, the reaction volume 
being 25 μL.

PCR schedule: (1) predenaturation at 95 °C for 5 min; 
(2) 5 cycles: denaturation at 95 °C for 40 s, annealing at 
50 °C for 40 s, and elongation at 72 °C for 60 s; (3) 30 cycles: 
denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 59 °C for 30 s, 
and elongation at 72 °C for 60 s; (4) postextension at 72 °C 
for 7 min.

All conceivable structures of “chimeric” sequences result-
ing from the insertion of retrotransposon Tv1 into the micro-
satellite (AT)n sequence between the atp6 and cox3 genes in 
the forward and reverse orientations relative to the orientation 
of the mitochondrial genes are presented in Figure 1. There 
may be four types of sequences, and they correspond to four 
types of experimental design to obtain a “chimeric” PCR  
fragments

Experiment a1. The following pairs of primers were used 
to amplify the atp6 numts associated with the insertion of 
retrotransposon Tv1 in the forward orientation: (1) Dvir6.1F 
and Dvir7.2R, (2) Dvir6.2F and Dvir7.2R, (3) Dvir6.3F and 
Dvir7.2R. In case of D. virilis, primers Dvir6.1F and Dvir7.2R 
were replaced by Dvir4.1F and Dvir7.1R. 

Experiment c1. Primers for cox3 numts associated with 
the insertion of Tv1 in the forward orientation: (1) Dvir8.1F 
and Dvir5.1R, (2) Dvir8.1F and Dvir5.2R, (3) Dvir8.1F and 
Dvir5.3R.

Experiment a2. Primers for atp6 numts associated with 
the insertion of Tv1 in the reverse orientation: (1) Dvir6.1F 
and Dvir8.1F, (2) Dvir6.2F and Dvir8.1F, (3) Dvir6.3F and 
Dvir8.1F.

Experiment c2. Primers for cox3 numts associated with 
the insertion of Tv1 in the reverse orientation: (1) Dvir7.2R 

PCR primers

Primer 
designation

Sequence 5’–3’ The genomic nucleotide  
sequence taken for primer design

Primer 
specificity

Species tested  
with the primer

Dvir0.1F GTCAATGTTCAGAAATCTGTGG D. littoralis 06-17a FJ447340.1 cox2 D. borealis, D. kanekoi, 
D. lacicola, D. montana

Dvir4.1F AAGGAACCCCAGCAATTCTT D. virilis 1051.87 BK006340.1 atp6 D. virilis, D. virilis cell line

Dvir5.1R TCGTAAACCAATAGTTACAGGGTAAG D. virilis 1051.87 BK006340.1 cox3 D. borealis, D. lacicola, 
D. lummei, D. montana

Dvir5.2R AGCAGGTGGTCATGATGCTC D. virilis 1051.87 BK006340.1 cox3 D. borealis, D. lacicola, 
D. montana

Dvir5.3R TCAATATCATGCTGCTGCTTC D. virilis 1051.87 BK006340.1 cox3 D. borealis, D. kanekoi, 
D. lacicola, D. lummei, 
D. montana

Dvir5.4R TTGTGAATGGTTTCCTTCCA D. virilis 1051.87 BK006340.1 cox3 D. virilis cell line

Dvir6.1F GTAATTCGACCAGGAACTTTAGC D. virilis 1051.87 BK006340.1 atp6 D. borealis, D. kanekoi, 
D. lacicola, D. lummei, 
D. montana

Dvir6.2F CTCTTTTAGGACCCTCAGGTCA D. virilis 1051.87 BK006340.1 atp6 D. borealis, D. lacicola, 
D. lummei, D. montana, 
D. virilis

Dvir6.3F TTCTGTATTCGACCCATCAGC D. virilis 1051.87 BK006340.1 atp6 D. virilis

Dvir6.4R TTCCTTGAGGAACTAAATGAGC D. borealis 0961.00 KF669860.1 atp6 D. borealis, D. kanekoi, 
D. lacicola, D. montana

Dvir7.1R TTCCCGAATATGAACTGATTTATCT D. virilis Tv1 complete sequence 
AF056940.1

LTR Tv1 D. virilis

Dvir7.2R CAATTCTTTATTTTCACTAACGGCTAC D. virilis Tv1 complete sequence 
AF056940.1

LTR Tv1 D. borealis, D. lacicola, 
D. montana

Dvir8.1F GCACCCACCCTTTCACAT D. virilis Tv1 complete sequence 
AF056940.1

LTR Tv1 D. borealis, D. lacicola, 
D. montana

Dvir8.2F CAAAGCATTTACGTAAGCAATGA D. virilis Tv1 complete sequence 
AF056940.1

UTR Tv1 D. virilis cell line



Mitochondrial sequences associated  
with retrotransposon Tv1 insertions in Drosophila

B.V. Andrianov 
D.A. Romanov, T.V. Gorelova

890 animal geneticsVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 7

and Dvir5.1R, (2) Dvir7.2R and Dvir5.2R, (3) Dvir7.2R and 
Dvir5.3R.

PCR of mitochondrial genes. Primers for fragments of mi-
tochondrial genes atp6 and cox3 of Drosophila of the virilis 
group (1) Dvir0.1F and Dvir6.4R for D. borealis, D. kanekoi, 
D. lacicola, and D. montana; (2) Dvir6.2F and Dvir5.1R or 
Dvir6.1F and Dvir5.3R for other Drosophila species of the 
virilis group.

The results of electrophoretic fractionation of PCR frag-
ments formed by atp6 and cox3 numts associated with the 
insertion of retrotransposon Tv1 are presented in Supple-
ment 2. The sizes of the PCR fragments can be indicated only 
approximately, because atp6 and cox3 numts reveal indels in 
interspecific and, sometimes, intraspecific comparison, and 
the lengths of the spacer sequence between atp6 and cox3 
differ among species.

Cloning. PCR products were run in agarose gel, eluted, and 
purified with an elution kit (Zymoclean™ Gel DNA Recove­
ry Kit, Zymo Research, USA) according to manufacturer’s 
recommendations. All PCR products were cloned prior to 
sequencing. PCR product cloning was performed using the 
pGEM®­T Easy Vector System according to standard proto-
cols (Fermentas InsTAclone™ PCR Cloning Kit). The result-
ing clones were sequenced. At least three independent clones 
were sequenced for each PCR fragment. Sequencing of the 
amplification products was conducted with both primers on 
an ABI PRISM 3500 instrument using a BigDye® Termina-
tor v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, United 
States), according to manufacturer’s recommendations.

Phylogenetic analysis. Alignment of the resulting se-
quences and phylogenetic analysis were carried out in the 
MEGA6.06 program (Tamura et al., 2013). For construction 
of dendrograms, we used the NJ method and the Kimura 
evolutionary model. The bootstrap support of 1000 replicas 
was used. Indels were removed from the compared sequences 
prior to the construction of dendrograms.

results and discussion
To provide a basis for further work, we characterized atp6 
and cox3 numts and associated insertions of retrotransposon 
Tv1 in the genome of D. virilis (Fig. 2).

Experimental search for chimeric sequences of atp6 numt – 
Tv1 in fly lines of D. virilis of different geographical origins 
revealed the expected nucleotide sequence corresponding to 
the D­01 map (see Fig. 2) in all fly lines examined. We com-
pared five D. virilis lines of different geographic origins (see 
Supplement 1). They all contain the same numt. The nucleotide 
divergence of this atp6 numt from the atp6 mitochondrial 
gene of D. virilis is 0.09. The amino acid sequence contained 
21 substitutions. This numt has no internal termination codons. 
Insertions of Tv1 are also the same in different fly lines, ex-
cept for the insertion of Tv1 in line L160. The Tv1 associated 
with the atp6 numt in this line has several point nucleotide 
substitutions and two small deficiencies in the LTR sequence. 
The lengths of numts in the genome of D. virilis flies and in 
the permanent cell line are constant, being the same as in the 
corresponding mitochondrial sequence. The genetic maps of 
all experimentally obtained numts of D. virilis associated with 
the insertion of Tv1 are presented in Supplement 3. Differences 
in the length of PCR fragments, observed only on the DNA 
template of the cell culture, are determined by differences in 
the length of LTRs of retrotransposon Tv1. These differences 
in length are due to the presence or absence of 40­bp long 
duplications. Only one type of association of atp6 numts 
with Tv1 in direct orientation was found in fly genomes, and 
there were no associations of cox3 numts with Tv1, whereas 
in the cell culture all the four possible types of associations 
were identified (see Supplements 2 and 3). Consequently, they 
emerged in the cell culture in the process of cultivation after 
the obtaining of this culture in 1979 (Braude­Zolotarjova et al., 
1986). Unfortunately, the D. virilis cell line was established 
from a fly line that has been lost, and presently they cannot be 
compared. However, with regard to the fact that D. virilis is a 
nearly monomorphic species (Mirol et al., 2008), we can use 
extant fly lines for comparisons with the D. virilis cell line. 

This raises the question of the origin of these numts and the 
origin of Tv1 insertions. Theoretically, there are two possible 
sources of new numt insertions in the genome: mitochondrial 
DNA and previously arisen numts (Hazkani­Covo et al., 2003). 
To make it clear, we conducted a phylogenetic analysis of 
the variability of the obtained numts and the corresponding 
sequences of mitochondrial genes. The result of the compari-
son of mitochondrial genes with numts is shown in Figure 3.

We detected almost complete identity between the newly 
emerged numts in the cell culture and the sequence of the 
mitochondrial gene of D. virilis, and significant differences 
from the numts of D. virilis flies. Consequently, the numts 
that arise in the cell culture descend from mitochondrial DNA 
rather than from preexisting numts. The genome­derived 
numt associated with the insertion of Tv1 belongs to the most 
divergent and probably the oldest insertions of numts in the 
D. virilis genome. Comparison of the variability of numts and 
associated copies of Tv1 provides an answer to the question 
of the differences in age of these insertions. In doing it, we 
analyzed the Tv1 LTR nucleotide variability from Tv1 inser-
tions in the numts. The result of the phylogenetic analysis of 
Tv1 LTR variability is presented in Figure 4. In silico search 
revealed 12 types of Tv1 LTRs in the D. virilis genome. We 
also found two currently active types of Tv1 in the cell culture 
(Fig. 4). These types differ from the Tv1 copy associated with 
the numt in the genome. Hence, both numts of D. virilis and 
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Fig. 1. Four types of experiments (a1, a2, c1, and c2) for identification of 
atp6 and cox3 numts associated with the insertion of Tv1.
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the associated Tv1 LTRs in the cell culture are among the 
youngest sequences in their groups, and they arose during 
the cell culturing. The ages of the numt and Tv1 insertions in 
the cell culture match.

To find out whether Tv1 insertions always occur in newly 
formed numts, we searched some Drosophila species of the 
virilis group for associations of numts with Tv1 according to 
the experimental design shown in Figure 1. Numts marked 
with Tv1 insertions were identified in D. virilis, D. borealis, 
D. lacicola, and D. montana. Genetic maps of the PCR frag-
ments are presented in Supplement 4. Insertions of Tv1 in the 
direct orientation with respect to atp6 and cox3 were found 
in D. lacicola. The nucleotide divergence of the cox3 numt 
from the sequence of the corresponding mitochondrial gene 
of the same species is 0.05, and for the two detected atp6 
numts, the nucleotide divergences are 0.06 and 0.07. The 
numbers of amino acid substitutions for these numts are 6, 
5, and 9, respectively. None of the nucleotide substitutions 
generated termination codons. These two D. lacicola atp6 
numts are associated with different copies of Tv1 (GenBank 
accession numbers: KX399470, KX399471). As inferred from 
the intercomparison of these numts, they diverged after the 
transfer to the nucleus. A total of 14 nucleotide substitutions 
were found; of them, 5 in the first position, 6 in the second, 
and only 3 in the third position of codons, respectively. Note 
that in the mitochondrial genome most nucleotide substitu-

tions fall in the third position. It is reasonable to suggest that 
the observed differences accumulated after the transfer of the 
sequences to the nuclear genome.

Insertions of Tv1 in the reverse orientation relative to atp6 
and cox3 were found in the genome of D. montana. The 
nucleotide divergence of the detected numts from the cor-
responding mitochondrial genes of this species is 0.09. This 
level of nucleotide divergence suggests that the divergence 
of the numts is ancient. We found 12 amino acid substitu-
tions and 1 termination codon. The cox3 numt of the same 
species has 15 amino acid substitutions and 3 termination 
codons. In total, four lines of D. montana were analyzed. In 
the 1021.13, 20 OL8 and KR 13­09 fly lines, atp6 and cox3 
numts are associated with retrotransposon Tv1 in the reverse 
orientation. The 5′ and 3′ LTRs of this Tv1 are nearly identi-
cal, which suggests a recent insertion of retrotransposon Tv1 
into the ancient numt. In D. montana line 1021.19 from North 
America, these numts were not found. In this line, we found 
another cox3 numt, associated with the retrotransposon Tv1 
in the reverse orientation. The nucleotide divergence of this 
numt is 0.05; it has seven amino acid substitutions and one 
termination codon.

An insertion of Tv1 in the reverse orientation with respect 
to cox3 was found in D. borealis. The nucleotide divergence 
of the detected numt from the corresponding mitochondrial 
DNA is also large, 0.12. There are 14 amino acid substitu-
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Fig. 2. Schematic representation of all atp6 and cox3 numts from the complete genome of Drosophila virilis line TSC # 15010-1051.87 
(GenBank accession number: AANI00000000.1).
each numt is assigned a unique name to the left of the map. Numts atp6 D-01 and D-02 are associated with insertions of retrotranspo son Tv1 
in the direct orientation.
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tions and 3 termination codons. In addition, D. borealis has 
an unusual insertion of retrotransposon Tv1, located at the 
beginning of the atp6 gene rather than between the atp6 
and cox3 genes. The detected numt includes atp6 and cox3 
sequences associated with Tv1 in the direct orientation. The 
nucleotide divergence of this atp6 numt from the D. borealis 
mitochondrial atp6 gene is 0.14; it has 31 amino acid substitu-
tions and 1 termination codon. The nucleotide divergence of 
this cox3 numt from the D. borealis mitochondrial cox3 gene 
is 0.13; it has 11 amino acid substitutions and 2 termination 
codons. All the detected atp6 and cox3 numts are associated 
with retrotransposon Tv1 only in males (see Supplement 2), 
which points to their location on the Y chromosome. It can be 
assumed that the Y chromosome is the preferred place of the 
preservation of numts, whereas in other parts of the genome 
these sequences are rapidly lost.

Phylogenetic analysis reveals characteristic differences 
in the time of the emergence of numts and insertions of Tv1 
(Figures 5 and 6). Figure 5 shows the phylogenetic reconstruc-
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Fig.  4.  Reconstruction of the phylogenetic tree of Tv1 LTR sequences 
associated with atp6 numts.
LTRs from insertions into the numts of the cell culture are enclosed with a 
dashed line, and the LTR associated with the numt from the fly genome is 
boxed. The nucleotide sequences of LTR Tv1 were obtained by in silico analysis 
of the complete genome of D. virilis line TSC # 15010-1051.87 (GenBank acces-
sion number: AANI00000000.1). The schematic representation and GenBank 
accession numbers of the nucleotide sequences of PCR fragments containing 
Tv1 LTRs are presented in Supplement 3.
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tion of the divergence of atp6 numts in 
Drosophila of the virilis group. In all 
examined cases, the time of divergence 
between numts and the modern forms of 
the mitochondrial genes is about several 
million years. The ages of insertions of 
retrotransposon Tv1 can be estimated 
by comparing different copies of LTRs 
associated either with the atp6 or cox3 
numts in a particular line of flies. The 
analysis is illustrated in Figure 6. If we 
assume the rate of fixation of nucleotide 
substitutions to be 0.016 substitutions 
per site for one million years, the typi-
cal value for noncoding Drosophila se-
quences (Bowen, McDonald, 2001), the 
age of Tv1 insertions into the numt of 
D. virilis is estimated to be 1.5 million 
years. A similar situation is observed in 
D. borealis and D. lacicola. The oppo-
site is found in D. montana. Insertions 
with nearly identical 5′ and 3′ LTRs 
are found in the 1021.13, 20 OL8 and 
KR 13­09 fly lines. The age of this Tv1 
insertion is about 300 000 years, and this 
insertion is absent from line 1021.19, 
which has another insertion of Tv1.

It is important to note that there is no 
coincidence between the ages of numts 
and of the associated insertion of Tv1 in  
D. montana. Young copies of Tv1 are as­
sociated with the ancient numt. There­
fore, the transfer of these elements oc­
curred independently and at different 
times. This fact points to probable dif-
ferences in the molecular mechanisms of 
the appearance of numt­Tv1 associations 
in somatic cells of the cell culture and 
germline cells.

Conclusions
We investigated the variability of atp6 
and cox3 numts associated with site­
specific insertions of retrotransposon 
Tv1 in Drosophila of the virilis group 
and D. virilis permanent cell culture. 
The method of numt detection was based 
on the ability of retrotransposon Tv1 to 
transpose into the microsatellite (AT)

 n 
sequence and on the presence of this 
microsatellite in the spacer region be-
tween the mitochondrial genes atp6 and 
cox3 in the mitochondrial genomes of 
Drosophila of the virilis group. In the 
D. virilis cell line, we found new events 
of mitochondrial DNA transfer to the 
nucleus and new Tv1 insertions. Most 
of the new insertions of retrotransposon 
Tv1 in the cell culture occur in the newly 
emerged numts. As a result, the ages of 

retrotransposon insertions and numt in sertions in the cell line are the same. The 
opposite situation was found in Drosophila species of the virilis group. Insertions 
of Tv1 occur in ancient numts in the genomes of flies. As a result, the ages of ret-
rotransposon insertions and numts are different. The atp6 and cox3 numts, which are 
associated with site­specific insertions of retrotransposon Tv1, are species­specific 
in Drosophila of the virilis group.
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The first two characters in the name of a sequence indicate the type of experiment in which the LTR se-
quence was obtained. The next two letters indicate the species of Drosophila: Mo for D. montana, Bo for 
D. borealis, La for D.  lacicola, and Vi for D. virilis. The next letters indicate the Drosophila line name. The 
bootstrap support values are listed at the nodes of the phylogram. Trees are drawn in scale. The lengths 
of branches correspond to the frequencies of nucleotide substitutions per site. estimation of the age of 
Tv1 insertions is provided by the formula T = d/2k, where T is age, Ma; d, nucleotide divergence; k = 0.016 
(Bowen, McDonald, 2001). The LTR sequences of Tv1 and the associated sequences of numts were submit-
ted to GenBank under accession numbers KX399470–KX399482.
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Applying quasigenetic markers – non-biological traits 
which are nevertheless inherited in generations – is one 
of the research fields within human population  genetics. 
For the West european, east european, and Caucasus po-
pulations, surnames are typical quasigenetic markers. For 
Central Asian populations, particularly Kazakh, the clan 
affiliation serves as a good marker: a set of papers demon-
strated that many clans include mainly persons which bio-
logically descent from a recent common ancestor. In this 
study, we analyzed a large (~4.2 million persons) dataset 
on quasigenetic markers – the geographic distribution of 
50 Kazakh clans at the beginning of the 20th century, and 
compared the dataset with the direct data of the Y- chro-
mosomal diversity in modern Kazakh populations. The 
analysis included three steps: the isonymy method, which 
is standard for quasigenetic markers, comparing frequen-
cies of quasigenetic markers, and comparing the quasige-
netic and genetic datasets. We constructed 50 maps of fre-
quency of the distribution of each clan and revealed that 
these maps correlate with the maps of genetic distances. 
The Mantel test also demonstrated a significant correla-
tion between geographic and quasigenetic distances 
(r = 0.60; p < 0.05). The analysis of inter-population vari-
ability revealed the largest diversity between geographic 
territories corresponding to the social-territorial groups of 
the Kazakh Khanate (zhuzes) rather than to other histori-
cal groups that existed on the territory of Kazakhstan in 
 preceding and modern epochs. The same is evidenced by 
the principal components and multidimensional scaling 
plots, which grouped geographic populations into three 
clusters corresponding to three zhuzes. This indicates that 

Использование для изучения генофонда квазигенетических 
маркеров – признаков небиологической природы (фамилия, 
род), но четко наследующихся в поколениях, – одно из направ-
лений в популяционной генетике человека. если для популя-
ций Западной европы, европейской части России и Кавказа 
в роли квазигенетических маркеров выступают фамилии, то 
для популяций Центральной Азии эффективным квазигенети-
ческим маркером является родовая принадлежность. В ряде 
исследований было показано, что для центральноазиатских 
популяций, в особенности казахов, во многих родах просле-
живается происхождение большинства членов рода от обще-
го биологического предка. В настоящей работе представлен 
анализ большого массива данных о 50 казахских родах у 
~4.2 млн человек в начале XX века в сравнении с разнооб-
ра зием Y-хромосомы в современных казахских популяциях. 
Анализ состоял из трех блоков: описание разнообразия ква-
зигенетических маркеров стандартным методом изонимии; 
сравнение популяций по частотам квазигенетических марке-
ров; сравнение квазигенетических и генетических данных. По-
строено 50 карт частоты представленности каждого рода на 
территории Казахстана и ряда смежных территорий. Показано, 
что эти карты частот квазигенетических маркеров оказываются 
скоррелированы с картами генетических расстояний. О связи 
генетических и квазигенетических расстояний свидетельствует 
и тест Мантеля: обнаружена достоверная корреляция между 
матрицами географических и квазигенетических расстояний 
(r = 0.60; p < 0.05). Анализ межпопуляционной изменчивости 
выявляет наибольшее межгрупповое разнообразие между 
 географическими территориями, соответствующими социаль-
но-территориальным объединениям казахского хан ства –  
жузам, нежели другим историческим территориальным объ-
единениям (феодальные государства, улусы, области), сущест-
вовавшим на территории Казахстана в предшествующие и со-  
временную эпохи. С этими результатами согласуются графики 
главных компонент и многомерного шкалирования, на кото-
рых географические популяции объединяются в три кластера, 
соответствующие социально-территориальным объединени-
ям – трем жузам. Это указывает на то, что окончательное струк-
турирование казахского генофонда могло произойти в эпоху 
существования казахского ханства.

Ключевые слова: генофонд; геногеография; квазигенетические 
маркеры; казахи; родорасселение.
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the final structuring of the Kazakh gene pool might have 
occurred during the Kazakh Khanate period.

Key words: gene pool; gene geography; quasigenetic 
markers; Kazakh; clan.

В популяционной генетике человека, в отличие  от  изу ­ 
чения генофондов других видов, широко использу-
ются не только данные по фенотипическому разно-

образию и ДНК­полиморфизму, но и квазигенетические 
маркеры – признаки негенетической природы (Ревазов 
и др., 1986), которые, тем не менее, передаются непре-
рывно в поколениях благодаря культурным традициям. 
Наиболее эффективными среди квазигенетических мар-
керов являются фамилии, наследующиеся в основном по 
однородительскому типу – отцовской генеалогической 
линии. Изучение фамильного фонда проведено для по-
пуляций Западной Европы (King et al., 2006; McEvoy, 
Bradley, 2006; King, Jobling, 2009; Martínez­González et 
al., 2012; Solé­Morata et al., 2015; Martinez­Cadenas et 
al., 2016), европейской части России (Балановская и др., 
2011) и Кавказа (Балановская и др., 2000). По сравнению 
с ДНК­маркерами квазигенетические маркеры имеют 
свои достоинства: они селективно нейтральны, и данные 
могут быть собраны не для небольших выборок, а для 
тотальной популяции (Балановская, Балановский, 2007). 
Установленное соответствие между квазигенетическими 
и генетическими маркерами позволяет использовать ква-
зигенетические маркеры для оценки инбридинга (Cavalli­
Sforza, Bodmer, 1971). Поэтому к настоящему моменту 
с помощью антропонимики (данные о фамилиях, родах 
и т. п.) изучена генетическая структура многих популяций 
мира: Парагвая (Dipierri et al., 2011), Боливии (Rodriguez­
Larralde et al., 2011), Чили (Barrai et al., 2012), Албании 
(Mikerezi et al., 2013), Гондураса (Herrera et al., 2014), Ар-
гентины (Dipierri et al., 2017), Восточной Европы (Scapoli 
et al., 2007), России (Балановская и др., 2005; Сорокина и 
др., 2007; Почешхова и др., 2008; Ельчинова и др., 2009; 
Tarskaia et al., 2009; Кучер и др., 2010; Лавряшина и др., 
2011; Ульянова и др., 2014). Использование фамилий в 
сочетании с геногеографическим подходом позволяет 
наглядно увидеть изменчивость генофонда с помощью 
карт (Балановский и др., 2001).

Близким к фамилиям является понятие патрилинейно­
го рода – группы людей, возводящих свое происхождение 
к общему предку. Однако это понятие прежде всего соци-
альное: генеалогическая цепочка рода в одних случаях мо-
жет соответствовать биологическому родству, а в других 
отличаться. В ситуациях, когда такое соответствие наблю-
дается, принадлежность к роду наследуется в поколениях 
так же, как и Y­хромосома – от отца к сыну. Последние 
исследования населения Центральной Азии по изучению 
связи Y­хромосомы и родовых групп преимущественно 
для казахов (Chaix et al., 2004; Bíró et al., 2009; Abilev 
et al., 2012; Жабагин и др., 2014; Balanovsky et al., 2015; 

Balaresque et al., 2015; Жабагин и др., 2016; Zhabagin et 
al., 2017) выявили, что большинство родов действительно 
состоит в основном из людей, принадлежащих к общему 
биологическому предку по мужской линии. Поэтому род 
в популяциях Центральной Азии может рассматриваться 
как эффективный квазигенетический маркер – не менее, 
если не более, эффективный, чем фамилии в Европе.

Опираясь на эти твердо установленные факты тесной 
связи родовой принадлежности локальных казахских 
популяций и их генофондов по маркерам Y­хромосомы, 
мы предприняли следующий шаг и проанализировали 
обширные данные о расселении казахских родов и час­ 
 тоте их представленности в разных регионах Казахстана. 
Эти данные были, во­первых, проанализированы стан­
дарт ны ми методами, используемыми для квазигенетиче-
ских маркеров, и, во­вторых, сопоставлены с прямыми 
генетическими данными о распределении гаплогрупп 
Y­хро мосомы в казахских популяциях. Кроме того, на 
основе исторической информации о принадлежности 
географических ареалов расселения казахских популяций 
к территориальным объединениям, существовавшим в 
историческом прошлом на территории Казахстана, была 
оценена межпопуляционная изменчивость для каждого 
из таких исторических объединений (феодальные госу-
дарства, улусы, жузы, области) и определена их роль в 
формировании современной архитектоники генофонда 
казахов.

материалы и методы
Материалом для исследования квазигенетических мар-
керов послужил свод статистических сведений по рас-
селению казахских родов «Материалы по киргизскому 
(казахскому) землепользованию...» (~ 4.2 млн человек) (Та-
силова, 2017), основанный на данных переписи населения 
Российской империи об особенностях хозяйства и земле-
пользования в конце XIX и начала XX века, собранных под 
руководством Ф. Щербина, В. Кузнецова, П. Скрыплева, 
П. Хворостанского, В. Переплетчикова (Темиргалиев, 
2010). Ни для более ранних (в связи с от сутствием систе-
матических переписей), ни для более поздних периодов 
(в связи с отсутствием в последующих переписях вопроса 
о родовой принадлежности) не имеется столь же подроб-
ных и достоверных данных о численности представителей 
каждого рода в каждом из регионов. Настоящей работой 
мы вводим эти уникальные данные в более активный на-
учный оборот, представив их в виде электронных таблиц 
и карт расселения родов (Приложения 1–3, размещены 
на сайте www.генофонд.рф). Всего изучено расселение 
50 казахских родов. Проанализированы частоты родов в 
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33 популяциях (уездах), относящихся к восьми историче­
ским областям Центральной Азии Российской империи 
а также частоты родов в шести губерниях, пограничных 
с центральноазиатскими областями Российской империи 
(рис. 1). Для сравнения использовалась база данных частот 
гаплогрупп Y­хромосомы в современных популяциях 
казахов (районы). 

Анализ данных состоял из описания разнообразия 
ква зигенетических маркеров стандартным методом изо­
нимии; сравнения популяций по частотам квазигенети­
че ских маркеров; сравнения квазигенетических и гене­
ти ческих данных.

При описании разнообразия наименования всех 50 ро­
дов рассматривались в качестве аллелей нейтрального 
мультиаллельного локуса, наследующихся по однороди­
тельскому типу. На основе данных о частотах родов в по­
пуляциях с помощью программы Excel были рассчитаны 
такие параметры, как:

– случайная изонимия (Ir): Ir = ∑q2
   i , где qi – частота i­го 

рода в популяции; 
– случайный инбридинг (f r): f r =1/4 Ir, соответствую­

щий FST Райта (Crow, Mange, 1965), в том числе с вычетом 
вкладов более высоких уровней популяционной системы 
(Балановская и др., 2000) по формуле: 

f *  r(район – область) = f r(район) – f r(область); 

– показатель разнообразия (α): α = 1/Ir (Fisher, 1943; 
Barrai et al., 1996);

– индекс миграции (v): v = α/(N + α), где N – размер по­
пуляции (Karlin, McGregor, 1967; Zei et al., 1983; Piazza 
et al., 1985);

– энтропия распределения (H): H = –∑qi log2 qi (Barrai et 
al., 1987, 1989) и показатель избыточности (R): R = 100 × 
× (log2 qi – H) log2 qi.

Расчет генетических расстояний между популяциями 
(по частотам квазигенетических маркеров) проводился 
 согласно (Nei, 1987) в программе DJgenetic (Balanovsky 
et al., 2008). Генетические взаимоотношения между по­
пуляциями визуализировались в программе Statistica 8 
(StatSoft, Tulsa, OK, США) методом многомерного шка­
лирования и в пространстве главных компонент. Корреля­
ционный тест Мантеля рассчитан в программном пакете 
Arlequin 3.5 (Excoffi er, Lischer, 2010), при этом статисти­
ческая значимость параметров была протестирована с 
помощью 1000 непараметрических перестановок. Расчет 
географических расстояний между уездами проводился 
по их географическим координатам с помощью програм­
мы DistGeo (Balanovsky et al., 2011). Геногеографические 
карты были созданы с помощью программы GeneGeo 
(Balanovsky et al., 2011; Koshel, 2012).

Результаты и обсуждение

Характеристика популяционного разнообразия 
по квазигенетическим маркерам
По обширному своду данных «Материалы по киргизскому 
(казахскому) землепользованию...» (Тасилова, 2017) были 
подсчитаны частоты родов (Приложение 11), рассматри­
1 Приложения 1–3 см. по адресу:
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx15.pdf

ваемых далее в качестве квазигенетических маркеров, в 
популяциях казахов начала XX века (см. рис. 1).

Подробные характеристики разнообразия частот ро­
дов приведены в Приложении 2 (www.генофонд.рф). 
Здесь отметим только, что анализ инбридинга выполнен 
как для популяций (уездов, нижний административный 
уровень), так и для объединенных областных популяций 
(верхний административный уровень). При рассмотрении 
областных популяций самые высокие показатели изони­
мии и инбридинга (f *   r  до 0.156) отмечены на юго­западе 
(в Закаспийской области, которая также характеризует ся 
наименьшим числом родов) и на северо­востоке (в Се­
мипалатинской области). Напротив, самые низкие по­
казатели инбридинга (f *   r , от 0.003 до 0.018) отмечаются 
на северо­западе Казахстана (Уральская область) и на 
смежных территориях России, в Зауралье и нижнем По­
волжье (регионы Оренбургская, Самарская, Астрахан ская, 
Букеевская Орда). Вероятно, эти наблюдения отображают 
следы исторического заселения казахами Заволжья в 
связи с образованием Букеевской Орды в XVIII веке и 
ростом роли Оренбурга как административного центра 
Центральной Азии.

Результаты расчета инбридинга (f r) на нижнем адми­
нистративном уровне (уездные популяции) картографи­
рованы на рис. 2 в пределах современной территории 
Казахстана (исходные значения представлены в При­
ложении 2). Значения варьируют на целый порядок: от 
f r = 0.024 для популяци  и KAZ_29 (Перовский уезд) до 
f r = 0.227 для популяции KAZ_25 (Красноводский уезд). 
Паттерн случайного инбридинга как на уровне уездов, 
так и при анализе областей выявляет высокие значения 
на юго­западе, но также показывает, что вторая область 
максимумов на северо­востоке является географически 
более обширной и захватывает часть центральных райо­
нов Казахстана.

Для Центральной Азии, по данным других исследо­
ваний, использовавших метод изонимии на основе ин­

Tobol
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Akmolinsk
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Semipalatinsk

Syr-Darya

Khiva

Bukhara

Kokand

Ural
Astrakhan

Bukey
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Trans-Caspian

Semire
chye

Samara orenburg

Fig. 1. Map of the Central Asian part of the Russian empire at the end 
of the 19th – beginning of the 20th century (from Harvard World Map: 
http://worldmap.harvard.edu/maps/russianempire with modifi cations). 
oblasts and governorates are indicated by text blocks, and uyezd centers are 
shown as dots (Appendix 2). 
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формации о родовой принадлежности, в сельских попу­
ляциях установлен высокий уровень инбридинга и в 
Турк мении, и в Узбекистане (Бочков и др., 1984), причем 
в этих же популяциях отмечается и высокая отягощен­
ность наследственной патологией. Поэтому обнаружен­
ный нами максимальный инбридинг в данном исследо­ 
ва нии в пределах юго­западных и северо­восточных ка­
захских популяций позволяет прогнозировать высокий 
генетический груз в этих регионах Казахстана, и, соответ­
ственно, указывает на перспективность их прямого гене­
тико­эпидемиологического обследования.

Сравнение карт распространения родов 
и генетических данных
По данным Приложения 1 была построена серия из 50 
карт распространения отдельных родов (Приложение 3, 
www. генофонд.рф). На рис. 3 представлены примеры 
таких карт (для родов Кыпшак, Байулы, Найман, Дулат). 
Являясь лишь одним из результатов нашего исследования, 
представленные карты имеют первостепенную новизну 
для этнографов и историков, поскольку подобные карты 
родорасселения последний раз реконструировались в на­
учных работах полувековой давности (Востров, Му канов, 
1968), а новые карты, основанные на четких алгоритмах 
расчета и визуализации, созданы впервые.

Эти карты родорасселения крайне полезны в исследо­
ваниях структуры генофонда казахов. На рис. 4 показана 
тесная связь между распространением квазигенетиче­

ского маркера (расселением рода Аргын), частоты от­
дельного генетического маркера (гаплогруппы G1-M285 
Y­хромосомы) и характеристикой генофонда Каркаралин­
ского района Казахстана (где доля представителей рода 
Аргын особенно высока) по совокупности генетических 
маркеров. Практически полное совпадение этих карт ил­
люстрирует и подтверждает то, что данные о расселении 
родов могут быть эффективны для прогноза генофонда 
в популяциях, где прямые генетические данные пока не 
получены. Такое совпадение карт позволяет сделать еще 
один важный вывод. Поскольку карты родорасселения 
получены на материалах начала XX века, а генетические 
данные представляют современное население, это служит 
косвенным аргументом, что население большинства ре­
гионов сохраняло генетическую преемственность с конца 
XIX до начала XXI века. 

Роль исторических популяционных объединений 
в   формировании структуры казахского генофонда
Межпопуляционная изменчивость по всей совокупно сти 
(39 популяций, включающих 33 уездные популяции и 
6 сопредельных губерний) достигает высоких значений 
FST = 0.35. Для количественной оценки связи межпопуля­
ционной изменчивости и географических расстояний про­
веден тест Мантеля. Между 33 уездами были определены 
географические расстояния. Между этими же уездами на 
основе частот родов были рассчитаны квазигенетические 
расстояния аналогично генетическим расстояниям Нея. 

Fig. 2. Random inbreeding distribution predicted from data on quasigenetic markers.
The color scale illustrates the values of a character: purple for maximum values to white for minimum ones. The right upper corner of the 
legend shows statistical parameters of the numerical model of the character: K, the number of reference sites; N, the number of map grid 
nodes; min, minimum; max, maximum; avg, average value; std, standard deviation. Correlation coeffi  cients: Rlat, with latitude; Rlon, with 
longitude. 
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Реконструкция структуры генофонда казахов 
по данным об их родорасселении

Сопоставление полученных двух матриц – географиче­
ских и квазигенетических расстояний – демонстрирует 
достоверную высокую корреляцию между ними: r = 0.60 
(p < 0.05). 

Этот результат указывает на низкую миграционную 
активность казахского населения и позволяет перейти к 
анализу роли различных исторических социально­тер­
риториальных объединений. Для реализации этой цели 
проведен анализ AMOVA (таблица), популяции были 
сгруппированы согласно данным об исторических об­
разованиях на территории Казахстана.

Первая группировка популяций («государственная») 
отражает три государственных образования в эпоху ран­
него феодализма (750–1050 гг.): Кимакское государство, 
Карлукское государство, Огузское государство. Предпо­
лагается, что они могли выступить основополагающим 
фактором формирования структуры генофонда совре­
менных казахов.

Вторая группировка популяций («улусы») – террито­
риально­административное наследие империи Чингис­
хана – улусы Джучи, Угэдея и Чагатая, существовавшие 
на территории расселения исследуемых популяций с 
XIII по XV век. Длительный период существования та­

кого территориального деления Монгольской империи 
и смена сложившихся раннефеодальных взаимосвязей 
могли стереть сформировавшуюся изначальную структуру 
(«государственную») и заложить другую основу («улусы») 
для структурирования генофонда.

Третья группировка популяций («жузы») – со ци аль­
но­территориальное подразделение казахского ханства 
(1465–1847) – Старший, Средний, Младший жузы, су­
ществующие поныне. Вероятно, именно социально­тер­
риториальные отношения, сложившиеся в казахском 
ханстве, выступили в качестве нового основного фактора 
в структурировании генофонда.

Четвертая группировка популяций («губернии») отра­
жает территориально­административное деление Рос­
сийской империи в Центральной Азии: Степное генерал­
губернаторство, Туркестанское генерал­губернаторство 
и Зауральская киргизская степь (известна также как 
Оренбургское ведомство или Казахи Оренбургского 
ведомства). Несомненно, одной из целей колониального 
территориально­административного деления был пере­
вод кочевников к оседлости. Это могло также выступить 
значимым фактором в дальнейшем переструктурирова­
нии генофонда.

Fig. 3. Geographic distribution of some Kazakh clans: (a) Kypshak; (b) Bayuly; (c) Nayman; (d) Dulat. 
Dots indicate Kazakh populations studied. The color scale illustrates the proportions of a clan in the population from purple (100%) to light-green (1%). other 
panels of the legend show statistical parameters of mapping. 
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Fig. 4. Gene geography of the Argyn clan: (А) geographic distribution of the clan, the shares of 
Argyn people in the total populations of regions being mapped; (B) frequency distribution of 
haplogroup G1; (C) genetic distances from the Karkaraly raion of Kazakhstan.

Пятая группировка («современ­
ная») отражает совре менное распре­
деление популяций между граница­
ми го сударств (Казахстана, России и 
стран Средней Азии).

Наименьшая межгрупповая измен­
чивость (3.6 %) была выявлена имен­
но при пятой («современной») груп­
пировке (см. таблицу). Это ука зывает 
на то, что между современными казах­
скими популяциями различных госу­
дарств нет существенных различий 
при допущении, что большая часть 
со временных популяций является по­
томками населения тех же уездов. 

Максимальное значение межгруп­
повой изменчивости (12.3 %) полу­
чено при объединении популяций, 
согласно социально­территориально­
му подразделению времен казахско­
го ханства (жузы), существовавшему 
не менее 550 лет тому назад. Такой 
ре зультат свидетельствует о том, что 
окончательное структурирование ка­
захского генофонда произошло во 
вре мя казахского ханства.

Результаты группировки популя­
ций по более ранним географическим 
подразделениям указывают на значи­
мое наследие Монгольской империи 
(«улусы», 10.7 %) и позволяют пред­
положить, что уже в эпоху Монголь­
ской империи (Золотая Орда) начи­ 
нает формироваться пространствен­
ная структура современного генофон­
да казахов. 

Полученные результаты склоня­
ют чашу весов в пользу гипотезы 
Т.И. Султанова, указывающей, что 
жузы возникли после распада Золотой 
Орды (Кляшторный, Султанов, 1992; 
Сабитов, 2014), нежели в сторону аль­
тернативной гипотезы (Аманжолов, 
1959), постулирующей, что казахи под­
разделились на жузы еще в X–XII ве­
ках, до объединения Чингисханом 
тюрков и монголов в одну империю.

Результаты анализа AMOVA под­
тверждаются и другими методами. 
Так, при анализе главных компонент 
на верхнем (областном) уровне адми­
нистративного деления географиче­
ские популяции объединяются в три 
кластера, соответствующие социаль­
но­территориальным объединениям – 
трем жузам казахов: α­кластер отра­
жает старший жуз; β­кластер – сред­
ний; γ­кластер – младший жуз (рис. 5).

Анализ на нижнем уровне админи­
стративного деления (уезды) методом 
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The proportion of interpopulation variation (FST) among Kazakh populations grouped according to five different historical models  
of the territorial structure

Basis of division Groups Number 
of populations

Percentage of variation (%)

among populations 
within groups

among groups

Modern states Kazakhstan 27 33.07 3.58

Russia    5

Central Asian States    7

Administrative subdivision  
of the Russian empire

Steppe Governorate General 17 29.40 7.07

Turkestan Governorate General 10

Transural Kirghiz steppe 12

Socioterritorial division  
of the Kazakh Khanate

Senior zhuz 10 25.21 12.26

Middle zhuz 16

Junior zhuz 13

Administrative division  
of the Mongolian empire 
heritage

Ulus of Jochi 25 27.16 10.72

Ulus of Chagatai    7

Ulus of Ögedei    7

Division in the epoch  
of early feudalism

Kimak Khanate 23 29.99 6.78

oguz Yabghu State    6

Karluk Yabghu 10
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Fig. 5. The principal component analysis plot of regional Kazakh populations from the dataset on quasigenetic markers.

многомерного шкалирования демонстрирует также от-
четливые различия между взаимоотношениями уездов: 
определяются те же самые кластеры (рис. 6). В пределах 
β­кластера обнаруживается сближение юго­восточных 
популяций KAZ_8, KAZ6, KAZ_3, KAZ_4 (Семипала-
тинской и Семиреченской областей) и связь с KAZ_32 

(Самаркандской области), вероятно, связанное с мигра-
цией казахов в Самарканд (История народов Узбекистана, 
1947). Примечательно, что наблюдается также четкое 
разделение между популяциями вдоль Сырдарьи – низо-
вые (KAZ_28, KAZ_29, KAZ_31) и верховые (KAZ_26, 
KAZ_27, KAZ_30) уезды Сырдарь инской области.
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Таким образом, особенность архитектоники казахской 
популяции – ее родоплеменная структура – позволила нам 
использовать рода в качестве квазигенетических маркеров, 
впервые ввести в научный оборот большой массив данных 
о родах у казахов и выявить сходство паттернов измен-
чивости квазигенетических маркеров и прямых генети-
ческих данных о полиморфизме Y­хромосомы. Изучение 
структуры генофонда казахов на основе геногеографи-
ческого подхода и метода изонимии обнаружило более 
высокий уровень инбридинга в популяциях юго­запада 
и северо­востока. Высокие межпопуляционные различия 
проявляются больше всего между регионами, относив-
шимися к разным социально­государственным образова-
ниям в позднемонгольский период и период Казахского 
ханства, и поэтому могли сформироваться в эти эпохи.
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