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УДК 577.21:633.111.1

Е.А. Фомина, Т.М. Дмитриева, С.В. Малышев, О.Ю. Урбанович

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
КОЛЛЕКЦИИ СОРТОВ ПШЕНИЦЫ (TRITICUM AESTIVUM L.) ПО 

АЛЛЕЛЬНОМУ СОСТАВУ ГЕНА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
К ФОТОПЕРИОДУ PPD-D1 И ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ 

CBF-ФАКТОРЫ FR-B2 ЛОКУСА  

Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27 

e-mail: e.fomina@igc.by 

Исследован аллельный состав гена Ppd-D1, оказывающего влияние на чувствительность к фотопериоду, 
а также присутствие/отсутствие делеций в локусе Fr-B2, влияющих на морозоустойчивость в коллекции 
из 98 сортов яровой и озимой пшеницы. Показано, что в сортах пшеницы белорусской селекции получили 
распространение аллели генов, ассоциированные с устойчивостью к холоду.

Ключевые слова: озимая пшеница, нечувствительность к фотопериоду, Ppd-D1 ген, морозоустойчивость, 
Cbf-гены.

Введение
Пшеница является одним из важнейших зла-

ков, культивируемых в мире и обеспечиваю-
щим около пятой части потребляемых калорий 
на Земле. Гексаплоидная пшеница (Triticum 
aestivum L.), посевные площади под которой 
составляют 95% посевных площадей, заня-
тых под пшеницу в целом, была адаптирована 
к произрастанию в климатических зонах от 
65о с. ш. до 45о ю. ш. с большими вариациями 
температурного режима в течение вегетацион-
ного периода [1]. Вследствие более длительно-
го периода роста, высеваемая осенью озимая 
пшеница обладает более высоким потенциалом 
урожайности по сравнению с высеваемой вес-
ной яровой пшеницей. Однако для реализации 
данного потенциала сорта озимой пшеницы 
должны быть адаптированы к воздействию 
низких отрицательных температур в течение 
зимнего вегетационного периода [2].

Морозоустойчивость тесно связана с таким 
понятием, как закаливание — процессом, при 
котором растения подвергаются длительному 
воздействию постепенно понижающихся низ-
ких положительных температур. В результате 
происходит повышение холодоустойчивости 
и увеличение процента выживших растений 
при дальнейшей их экспозиции при отрица-

тельных температурах [3]. В процессе зака-
ливания в растительных клетках происходят 
огромные изменения на уровне транскрипто-
ма, что, в свою очередь, приводит к синтезу 
белков, обеспечивающих выживание растений 
в  условиях холодового стресса [4, 5].

Несмотря на значительные различия в уров-
не экспрессии генов, кодирующих такие белки 
среди растений, было показано, что в обеспе-
чении холодоустойчивости участвует отно-
сительно небольшое количество локусов [6]. 
В частности, в чувствительном к холоду сорте 
Chinese Spring наблюдалось повышение моро-
зоустойчивости в ходе проведения экспери-
ментов по замещению в его геноме хромосом 
5A, 5D и 5B на хромосомы сверхустойчивого 
сорта Cheyenne [7–9]. Также было выявле-
но, что замещение хромосомы 5A приводило 
к увеличению уровня экспрессии в ответ на 
воздействие холода гена COR14b, который вы-
полняет основную роль в защите хлоропластов 
во время действия низких отрицательных тем-
ператур [6]. Указанный ген, как и множество 
других генов, экспрессирующихся в ответ на 
воздействие холода, содержит в своей промо-
торной области CRT-DRE бокс — связываю-
щий домен для транскрипционных факторов 
семейства CBF (C-repeat Binding Factor). Один 
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из таких генов, TmCBF3, был картирован в об-
ласти хромосомы, где расположены гены, ока-
зывающие влияние на дифференциальную экс-
прессию COR14b гена, и названной Fr-2 (Frost 
resistance-2) локусом. Предположительно, 
основная роль данного локуса в обеспечении 
холодоустойчивости принадлежит CBF генам 
[10]. Следует отметить, что в растениях с вы-
соким уровнем холодоустойчивости был вы-
явлен более высокий уровень экспрессии еще 
целого ряда CBF генов, картированных в  Fr-2 
локусе, по сравнению с растениями с низким 
уровнем холодоустойчивости [11].

Детальное изучение семейства генов CBF 
у T. monococcum позволило выявить 15 CBF 
генов, 11 из которых были расположены в ви-
де кластера в локусе Fr-2 на хромосоме 5Am 
[12]. Последующее изучение данного локуса 
при помощи картирующей популяции T. mono-
coccum показало, что вероятнее всего гены 
CBF12, CBF14 и CBF15 играют основную роль 
в наблюдаемых различиях по уровню холодо-
устойчивости среди растений указанной по-
пуляции [13]. CBF гены принадлежат к AP2/
ERF семейству транскрипционных факторов и 
лучше всего изучены у Arabidopsis. Они игра-
ют важную роль в координации ответа на воз-
действие холода и их экспрессия индуцируется 
в течение 15 минут после начала воздействия 
низких температур, после чего, примерно че-
рез два часа, происходит активация других 
генов, принимающих участие в ответе на воз-
действие низких температур [3]. Этот так на-
зываемый CBF регулон содержит основную 
часть холодоиндуцибельных генов. Напри-
мер, в трансгенном Arabidopsis с повышенным 
уровнем экспрессии CBF2 гена происходила 
активация 28% всех холодоиндуцибельных 
генов [14]. Сюда входят гены,  кодирующие 
первичную структуру ферментов, принима-
ющих участие в синтезе криопротекторных и 
других мембран-стабилизирующих белков, ко-
торые помогают предотвратить повреждение 
растительных клеток при дегидратации, кото-
рая наблюдается в ходе холодового стресса [2].

Если в геноме Arabidopsis имеется три CBF 
гена, организованных в кластер на хромосоме 
4 [15–17], то в геноме пшеницы и других злаков 
их значительно больше. Так у гексаплоидной 
пшеницы в каждом из трех геномов находится 
как минимум по 15 CBF генов, 11 из которых 

располагаются в каждом из трех Fr-2 локусов 
[18]. У ячменя число копий CBF генов в Fr-H2 
локусе варьирует, что объясняет различия в 
уровне морозоустойчивости [19]. У пшеницы 
различная степень влияния трех гомеологич-
ных Fr-2 локусов на уровень морозоустойчиво-
сти была продемонстрирована в эксперименте 
по созданию замещеных линий по каждой из 
трех гомеологичных хромосом 5 группы, где 
замещение хромосомы 5A приводило к наи-
большему возрастанию уровня морозоустой-
чивости, а 5B — к наименьшему [7, 8].

Следует также отметить, что на адаптив-
ность растений к осенне-зимнему и весенне-
летнему периоду оказывает влияние и их чув-
ствительность к продолжительности светового 
дня [20]. За нечувствительность к продолжи-
тельности светового дня отвечает неполно-до-
минантный аллель Photoperiod-D1a (Ppd-D1a), 
расположенный на хромосоме 2D. Мутации в 
этом аллеле позволяют растениям цвести как 
при коротких световых днях, так и при длин-
ных. Основной мутацией в этом аллеле являет-
ся делеция длиной 2089 пн возле кодирующей 
области. По данным Файт, указанный аллель 
способствует увеличению урожайности и в 
то же время снижению морозоустойчивости 
растений [21]. Изменения в аналогичных ал-
лелях Ppd-А1 и Ppd-В1, расположенных соот-
ветственно на хромосомах 2A и 2B, не влияют 
на формирование нечувствительности к про-
должительности светового дня [22].

В связи с важностью генов, влияющих на 
чувствительность к продолжительности све-
тового дня и кодирующих первичную структу-
ру Cbf-факторов для селекционного процесса, 
целью проведенного исследования являлось 
определение аллельного состава данных генов 
у сортов и линий озимой пшеницы.

Материалы и методы
Объектом исследования служила коллекция, 

состоящая из 98 образцов сортов пшеницы, 
предоставленных ГУ «Государственная инспек-
ция по испытанию и охране сортов растений», а 
также лабораториями тритикале и озимой пше-
ницы РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по земледелию» (г. Жодино). 

ДНК из зерен выделяли по методу, предло-
женному Plaschke и др. [23]. Выделение про-
водили из двух зерновок для каждого сорта. 
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Анализ аллельного состава гена Ppd-D1   
проводили согласно методике, предложенной 
Beales и др. [22] с изменениями. 

Для амплификации была использована сле-
дующая программа: 1 цикл продолжительностью 
5 мин при 94 о С; 35 циклов, включающих в себя: 
40 с при 94 оС, 30 с при 54 о С, 1 мин при 72 оС, 
заключительная элонгация 10 мин при 72 о С.

Идентификацию аллельного состава ге-
нов, кодирующих первичную структуру Cbf-
факторов, проводили по методике, предложен-
ной Pearce и др. [2] с изменениями.

Для амплификации была использована следу-
ющая программа: 1 цикл продолжительностью 
5 мин при 94 о С; 45 циклов, включающих в себя: 
1 мин при 94 о С, 1 мин при 60 оС, 1 мин при 72 
оС, заключительная элонгация 10 мин при 72 оС.

Состав реакционной смеси для амплифика-
ции объемом 12,5 мкл был следующий: 1×бу-
фер для Taq полимеразы «А» без MgCl2; 1,5 
мМ MgCl2; 0,2 мМ НТФ; 0,25 нМ праймеры; 
0,5 ЕА Taq-полимераза; 50 нг ДНК. Для анали-
за использовались праймеры и ПЦР реактивы 
производства компании «Праймтех» (Минск).

Таблица  
Распространение аллелей гена Ppd-D1 в коллекции сортов пшеницы

Вид 
аллеля Название сорта Страна 

происхождения

Количество 
сортов и линий 

(%)

Ppd-D1a

Альбатрос одесский, Багира, Барвина, Благодарна, Борвий 
(образец 1), Борвий (образец 2), Бунчук, Видрада, Вильшана, 
Герта, Годувальныця одеська, Доброчын, Заграва одесская 
(образец 1), Заграва одесская (образец 2), Заможнисть, Истина 
одесская,  Калита, Козачий атаман, Лорд, Одесская 200, По-
долянка, Полевик, Почаивка, Придеснянська напивкарликова, 
Роксолана, Сагайдак, Селянка одесская, Славна, Турунчук, 
Ужинок, Уникум, Утес, Хвест, Хоревица (образец 1),  Хоревица 
(образец 2), Эпоха одесская, Яворина, Ярославна

Украина

59 (60,2%)Ариадна, Аскет, Донская полукарликовая, Донской сюрприз, 
Дон 95, Ермак, Ершовская 11, Жемчужинаи Поволжья, Коро-
ганка, Левобережная 1, Новоершовская, Памяти Калиненко, 
Ростовчанка 3, Синтетик, Юнона F.594

Россия

Balaton Австрия

Co 207 Франция

Faur, Miranda Румыния

Капылянка Беларусь

Ppd-D1b

Акорд, Кармен, Миронивська сторична, Элик Украина

36 (36,7%)

Богданка, Проза Россия

Lupus, Saturnus Австрия

Acratos, Catalus, Cubus, Dromos, Emmit, Perfect, Samurai, Skagen Германия

FT Wonder Канада

Былина, Виза*, Гармония, Дарья*, Завет, Каравай, Легенда, 
Прэм’ера, Рассвет*, Ростань*, Сабина*, Саната, Спектр, Сюiта, 
Тома*, Узлет, Фантазия, Элегiя (образец 1), Элегiя (образец 2)

Беларусь

Ppd-D1a 
+ Ppd-

D1b

Наусель Украина

3 (3,1%)Зарница Россия

Щара Беларусь

Примечание. Знаком «*» отмечены сорта ярового типа, все остальные сорта являются озимыми
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Как видно из таблицы, среди представлен-
ных сортов и линий 59 (60,2%) имеют в своем 
генотипе аллель Ppd-D1a, 36 (36,7%) — аллель 
Ppd-D1b. Некоторые сорта и линии (Зарница, 
Наусель и Щара) являются гетерозиготными 
по своему составу и несут в своем генотипе 
как Ppd-D1a, так и Ppd-D1b аллель. 

Сравнительный анализ сортов зарубежной 
и белорусской селекции по аллельному соста-
ву указанного гена показал, что среди сортов 
зарубежной селекции преобладают нечувстви-
тельные к продолжительности светового дня 
образцы. Их доля составляет 75,3% (рисунок). 
Среди сортов белорусской селекции 90,5% 
образцов, в том числе все образцы яровой 
пшеницы, оказались чувствительными к про-
должительности светового дня. Результаты по-
казывают, что селекционный процесс в Бела-
руси велся в сторону сортов, несущих в своих 
генотипах Ppd-D1b аллель. Очевидно, что на 
распространение аллеля Ppd-D1b оказали вли-
яние преимущества, которые он дает растени-
ям, выращиваемым в более холодных клима-
тических зонах.  В частности, в климатических 
условиях Беларуси преждевременное цветение 
может способствовать снижению урожайно-
сти. Кроме того, присутствие аллеля Ppd-D1b 
не снижает морозоустойчивость несущих его 

Визуализацию фрагментов амплификации 
проводили после разделения методом электро-
фореза в трис-ацетатном буфере при помощи 
системы документирования гелей GelDoc 2000.

Результаты и обсуждение
Для анализа распространения аллелей гена 

чувствительности к фотопериоду Ppd-D1 сре-
ди сортов пшеницы использовали праймеры 
Ppd-D1_F, Ppd-D1_R1 и Ppd-D1_R2, создан-
ные для выявления в данном гене делеции раз-
мером 2089 пн в гене Ppd-D1. Место посадки 
праймера Ppd-D1_R1 находится в области де-
леции, поэтому ПЦР продукт размером 414 пн 
образуется в образцах, не несущих данную 
делецию, что соответствует дикому аллелю 
Ppd-D1b и, следовательно, обладающих чув-
ствительностью к фотопериоду. Место посад-
ки праймера Ppd-D1_R2 находится в области 
первого интрона, расположенного за областью 
делеции, и ПЦР продукт размером 288 пн об-
разуется только в образцах, несущих в своих 
геномах 2089 пн делецию, т. е. мутантный ал-
лель Ppd-D1a, что говорит об их нечувстви-
тельности к фотопериоду [22].

Результаты исследования коллекции сортов 
пшеницы по аллельному составу гена Ppd-D1 
представлены в таблице.

Рис. Распространение аллелей гена Ppd-D1 среди сортов зарубежной и белорусской селекции
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сортов. Ppd-D1b аллель преобладал у сортов 
стран Германии и Австрии (таблица), где кли-
матические условия схожи с Беларусью. Для 
сортов стран с более теплым климатом, таких 
как Украина и Румыния, преобладающим ока-
зался аллель Ppd-D1a, что подтверждает лите-
ратурные данные о том, что указанный аллель 
чаще используется в селекционном процессе в 
странах с теплым климатом [22]. Так, напри-
мер, по данным Beales и др. в Англии Ppd-D1a 
аллель способствовал раннему цветению и как 
следствие снижению урожайности на 1,8%, 
в Германии — увеличению урожайности на 
7,7%, и на территории бывшей Югославии — 
увеличению урожайности на 33%. 

Согласно Dyck et al., слабая реакция на 
фотопериод, обусловленная присутствием 
в генотипе аллеля Ppd-D1a, является одним 
из необходимых условий для реализации по-
тенциала урожайности озимых сортов, кото-
рые возделывают в более южных районах с 
относительно мягкой зимой и укороченным 
естественным днем. Яровую пшеницу воз-
делывают, как правило, в северных районах 
с продолжительным естественным летним 
днем. Сорта, несущие в своих генотипах ал-
лель Ppd-D1a, в данных условиях не обладают 
преимуществом по урожаю зерна [24].

Для анализа гена Fr-B2, контролирующего 
толерантность к холоду, были использованы 
праймеры CBF-B4, CBF-B9-pair 1, CBF-B10 
и CBF-B12-pair 2. При амплификации с ни-
ми синтезируются фрагменты размером 159, 
235, 108 и 329 пн у сортов и линий, которые 
не имеют делеций в генах Cbf-B4 и Cbf-B9, 
расположенных в проксимальном кластере, 
Cbf-B10, расположенном в дистальном класте-
ре, и Cbf-B12, расположенном в центральном 
кластере указанного локуса. Pearce и др. в ис-
следуемых сестринских линиях, полученных 
на основе скрещивания сортов твердой пше-
ницы (Triticum durum Desf.) Durelle и Kronos, 
выявили три вида делеции: из шести генов, 
включающих в себя гены Cbf-B12, Cbf-B14 и 
Cbf-B15 центрального кластера, а также гены 
Cbf-B2 и Cbf-B4 проксимального кластера и 
Cbf-B16 дистального кластера, из девяти ге-
нов, включающих в себя, помимо упомянутых 
генов, гены Cbf-B3 и Cbf-B13 дистального кла-
стера, а также из 11 генов, в которую, помимо 
генов шести- и девятигенной делеции, входят 

еще и гены Cbf-B9 и Cbf-B17 проксимального 
кластера [2]. Таким образом, выбранные прай-
меры позволяют идентифицировать все виды 
указанных делеций.

Проведенный анализ показал, что, несмотря 
на отличия в устойчивости к фотопериоду, у 
всех исследуемых сортов пшеницы в локусе 
Fr-B2 представлено 11 Cbf генов. Сорта не 
несут известных делеций 6-го, 9-го или 11-го 
генов данного локуса, которые ассоциированы 
со снижением устойчивости к низким отрица-
тельным температурам.

Снижение уровня морозоустойчивости у 
сортов, несущих в своих геномах указанные 
делеции, было показано Pearce и др. [2]. При 
этом дилеции чаще встречались у сортов яро-
вой пшеницы, чем озимой. Так, в частности, 
делеция девяти генов была выявлена у 50,7% 
культивируемых сортов яровой и 38,9% ози-
мой твердой пшеницы (T. turgidum spp. durum) 
и делеция одиннадцати генов —  у 22% сортов 
яровой и 2% озимой гексаплоидной пшеницы 
[2]. В исследуемых нами образцах делеции Fr-
B2 локуса отсутствовали как в озимых, так и 
яровых сортах.

Pearce и др. предположили, что  делеции от-
дельных Cbf  генов в локусе Fr-B2 дают пре-
имущества только в случаях произрастания 
растений в регионах с теплым климатом [2]. 

Считается, что активация под  воздействи-
ем холода  Cbf регулона приводит к активации 
множества генов [25] и синтезу разнообраз-
ных криопротекторных белков для защиты 
клеток от повреждения в результате воздей-
ствия низких отрицательных температур. 
Для растений поддержание Cbf регулона в 
активном состоянии является энергетически 
затратным [2]. Это предположение нашло 
подтверждение в экспериментах по созданию 
трансгенных линий Arabidopsis с повышен-
ным уровнем экспрессии гена CBF2. Выра-
щивание указанных растений при темпера-
туре 22 оС приводило к снижению скорости 
роста и появлению карликовых растений [26].  
Вероятно, делеция ряда генов Cbf у сортов, 
выращиваемых в теплом климате, может дать 
им преимущества. Для боле точного выясне-
ния  роли делеций Cbf  генов  Fr-B2 локуса в 
адаптации растений к произрастанию в усло-
виях теплого климата представляет интерес 
изучение изогенных линий яровой пшеницы, 
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в генотипах которых присутствуют/отсут-
ствуют такие делеции [2].

Заключение
Исследован аллельный состав гена Ppd-D1, 

оказывающего влияние на чувствительность к 
фотопериоду, а также присутствие/отсутствие 
делеций в локусе Fr-B2, влияющих на морозо-
устойчивость в коллекции из 98 сортов яровой 
и озимой пшеницы. Среди представленных 
сортов и линий 59 (60,2%) имеют в своем ге-
нотипе аллель Ppd-D1a и являются нечувстви-
тельными к фотопериоду, 36 (36,7%) — аллель 
Ppd-D1b и являются чувствительными к фото-
периоду. Некоторые сорта и линии (Зарница, 
Наусель и Щара) являются гетерозиготными 
по своему составу и несут в своем генотипе 
как Ppd-D1a, так и Ppd-D1b аллель. Анализ 
локуса Fr-B2 показал, что, несмотря на от-
личия в устойчивости к фотопериоду, у всех 
исследуемых сортов пшеницы в указанном 
локусе представлено 11 Cbf генов. Показано, 
что в сортах пшеницы белорусской селекции 
получили распространение аллели генов, ас-
социированные с устойчивостью к холоду.
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MOLECULAR AND GENETIC CHARACTERISTICS OF THE 
COLLECTION OF WHEAT VARIETIES (TRITICUM AESTIVUM L.) BY 

THE ALLELIC COMPOSITION OF THE PHOTOPERIOD SENSITIVITY 
GENE PPD-D1 AND GENES ENCODING THE CBF FACTORS OF THE 

FR-B2 LOCUS
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Minsk, 220072, the Republic of Belarus
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Отдаленная гибридизация является стрессовым фактором, который вызывает реорганизацию родительских 
геномов в гибридном потомстве («геномный шок») и сопровождается потерей генов, изменениями в экспрессии 
генов, молчанием генов, делециями, инверсиями и транслокациями участков хромосом. Созданные аллополи-
плоидные гибриды секалотритикум являются новой интересной моделью для изучения влияния отдаленной 
гибридизации на участки генома, ответственные за правильное прохождение процессов деления и распре-
деления хромосом в гибридных клетках. Центромера осуществляет интегральный контроль этих процессов. 
Основным признаком активной центромеры является присутствие в нуклеосомах центромер специфической 
модификации гистона Н3, обозначаемой у растений СЕNH3. В данной работе приведены результаты цитогене-
тического анализа кариотипов гибридов секалотритикум и сравнение структуры N-концевого домена СЕNH3 
между родительскими и гибридными формами. Показано, что кариотипы созданных секалотритикум являются 
стабильными сбалансированными гексаплоидами и не содержат мини-хромосом с делетированными плеча-
ми или участками плеч. Оба родительских генома участвуют в формировании структуры CENH3 у гибридов 
секалотритикум. Высокая идентичность последовательностей CENH3 ржи и пшеницы обеспечивает высокий 
уровень экспрессии обеих родительских форм в гибридных геномах.

Ключевые слова: рожь, пшеница, отдаленная гибридизация, ржано-пшеничные амфидиплоиды, тритика-
ле, секалотритикум, аллополиплоиды, геном, цитогенетика, центромера, центромерный гистон H3 (CENH3), 
экспрессия генов.
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генов, делециями, инверсиями и транслокаци-
ями участков хромосом [4–6]. 

Принципиальное значение для расширения 
генофонда и создания селекционно ценных 
гибридов может иметь синтез ржано-пшенич-
ных амфидиплоидов, при котором материн-
ской формой служит рожь, а опылителем — 
пшеница. Такие скрещивания, как правило, 
затруднены вследствие проявления реакции 
односторонней несовместимости и ржано-
пшеничные амфидиплоиды до сих пор изуче-
ны недостаточно. Преодоление этого барьера 
связано с большими перестройками в геномах 
родительских форм, что является наиболее 
ярким проявлением «геномного шока» и со-
провождается различными хромосомными 
нарушениями, в том числе затрагивающими 

Введение
Аллополиплоидизация, возникающая вслед-

ствие отдаленной (межвидовой, межродовой) 
гибридизации, является одним из основных 
факторов в эволюции растений, ведущим к 
появлению новых видов [1, 2]. В селекцион-
ном процессе цель отдаленной гибридизации 
состоит в достижении у гибридов более пол-
ного проявления природного генетического 
потенциала или генетического разнообразия, 
присутствующего в каждой из родительских 
форм. При этом отдаленная гибридизация яв-
ляется стрессовым фактором, который вызы-
вает быструю реорганизацию родительских 
геномов в гибридном потомстве («геномный 
шок» [3]), сопровождающуюся потерей генов, 
изменениями в экспрессии генов, молчанием 
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структуру центромер. Исследованиями со-
трудников лаборатории цитогеномики рас-
тений Института генетики и цитологии НАН 
Беларуси установлено, что использование 
в скрещиваниях с рожью вида-посредни-
ка тритикале в качестве источника геномов 
пшеницы оказалось эффективным для пре-
одоления барьера односторонней прогамной 
несовместимости исходных видов [7]. Новые 
гибриды, у которых в качестве материнско-
го растения использовали рожь, а в качестве 
отцовского источника пшеничного генома — 
тритикале, получили название секалотрити-
кум (×Secalotriticum, син. ×Secalotriticum = 
Secale L. × Triticum L.). У секалотритикум 
создаются более благоприятные условия для 
усиления экспрессии генетических систем 
ржи и проявления ее ценных адаптивных 
признаков. 

Процесс образования гибридного генома 
и последующая его стабилизация напрямую 
связаны с нормализацией процесса мейоза 
и правильной сегрегацией хромосом. Имен-
но центромера является тем участком хро-
мосомы, который осуществляет контроль 
фундаментального процесса деления кле-
ток, включающего спаривание и разделение 
сестринских хроматид, присоединение вере-
тена деления, расхождение хромосом к по-
люсам клетки. Несовместимость центромер 
разных видов, по-видимому, является основ-
ной причиной элиминации хромосом одного 
из родительских геномов у гибридов [8, 9]. 
С молекулярной точки зрения, центромера 
представляет многокомпонентную структуру, 
состоящую из разнообразных классов после-
довательностей ДНК и белков. Центромерная 
ДНК показывает значительную вариабель-
ность структуры между видами и даже между 
хромосомами одного кариотипа [10]. Среди 
центромерных белков, согласно исследова-
ниям последнего десятилетия, особое место 
отводится центромерной модификации гисто-
на Н3, у растений обозначаемой как СЕNH3 
[10, 11]. Это особое положение обусловлено 
тем, что на молекулярном уровне наиболее 
специализированной и универсальной харак-
теристикой активной центромеры является 
присутствие СЕNH3 вместо канонического 
гистона Н3 в нуклеосомах центромерного 
хроматина. Это свойство отмечено у хромо-

сом, имеющих разнообразные формы центро-
мер: моноцентрические, дицентрические, го-
лоцентрические, неоцентромеры [11]. СЕNH3 
вместе с другими окружающими белками 
хроматина непосредственно ответственен за 
формирование в данном участке хромосо-
мы кинетохора, который взаимодействует с 
микротрубочками веретена деления, по кото-
рым хромосомы двигаются к полюсам клетки 
при ее делении [12]. Таким образом, СЕNH3 
можно рассматривать как эпигенетическую 
«метку» центромеры [13]. Как показано на 
некоторых видах млекопитающих и дрозофи-
ле, в случае его потери по каким-то причинам 
не происходит формирования кинетохора и 
правильного расхождения хромосом в ходе 
деления клеток [14].

В связи с особой ролью CENH3 в формиро-
вании и функционировании центромер пред-
ставляет значительный интерес изучение вли-
яния отдаленной гибридизации на структуру 
этого белка у гибридов относительно исход-
ных родительских форм. В настоящей рабо-
те такое исследование проведено на примере 
альфа-вариантов CENH3 ржано-пшеничных 
амфидиплоидов секалотритикум. Кроме того, 
используя С-бэндинг, необходимо было срав-
нить кариотипы родительских и гибридных 
форм на предмет возможных видимых хро-
мосомных перестроек вследствие отдаленной 
гибридизации.

Материалы и методы
Две формы гибридов секалотритикум STr 

ВМ и STr ВД были созданы на основе гибри-
дизации тетраплоидной ржи Верасень (S/RRRR, 
2n=4x=28) c гексаплоидными тритикале сортов 
Михась и Дубрава (T/AABBRR, 2n=6x=42). Три-
тикале выступали в качестве вида-посредни-
ка — источника геномов пшеницы и ингиби-
тора S-РНКаз ржи, что позволило преодолеть 
прогамную несовместимость ржи с пшеницей. 
Создание исходных форм тетраплоидной ржи 
описано в статье Гордей и др. [15]. 

Кариотипирование секалотритикум и мо-
лекулярно-цитогенетическую идентифика-
цию хромосом исходных видов проводили 
на давленых препаратах апикальных ме-
ристем корня с помощью варианта метода 
дифференциального окрашивания по Гимза 
(C-banding) [16]. 
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Молекулярный анализ проводили на рас-
тениях родительских форм и гибридов, выра-
щенных в теплице. Суммарную РНК выделя-
ли из листьeв 10–12-дневных проростков из 
4–5 растений родительских форм. У гибрид-
ных форм РНК выделяли из каждого расте-
ния отдельно. Выделение РНК проводили 
с использованием TRI Reagent (MRC, Ink., 
США) [17]. Чтобы избежать контаминации 
геномной ДНК, тотальную РНК обрабатывали 
RQ-RNase_Free DNAase (Promega, Madison, 
США). Для синтеза кДНК использовали набор 
реактивов RevertAidTM H Minus First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, США). 
Полученную кДНК использовали в серии ре-
акций ПЦР в качестве матрицы с праймерами, 
синтезированными специально для ампли-
фикации N-концевого участка (N-Terminal 
Tail, NTT) CENH3. Последовательности 
праймеров: 5’ – ATGGCCCGCACCAAGC 
(F), 5’ – GAAACTCGACCGACTTCTG (R). 
Размер продукта составлял 268 п. н. Продук-
ты ПЦР клонировали в плазмиду pTZ57R/T 
(InsTAclone PCR cloning kit, Thermo Scientific, 
США) и секвенировали по Сэнгеру с ис-
пользованием BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, США). 
Продукты реакции разделяли на приборе 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США). 
Последовательности индивидуальных клонов, 
полученные для каждого образца, анализи-
ровали при помощи программы FinchTV 1.4 
(Geospiza) и пакета программ FASTA [18]. По-
иск идентичности нуклеотидных последова-
тельностей осуществляли с помощью алгорит-
ма BLAST в базе данных NCBI. Графические 
изображения подготовлены с использованием 
программы Jalview. 

Результаты и обсуждение
Одним из проявлений геномного шока, воз-

никающего вследствие объединения двух ро-
дительских геномов в гибридной клетке при 
отдаленной гибридизации, являются различные 
хромосомные изменения. Делеции и транс-
локации отдельных хромосомных районов и 
хромосомных плеч относятся к наиболее рас-
пространенным нарушениям и были обнару-
жены в цитогенетическом анализе как пше-
нично-ржаных замещенных и дополненных 
линий [19, 20], так и в тритикале и потомках 

от скрещиваний тритикале × пшеница [21, 22]. 
Нарушения при этом отмечены в хромосомах 
обеих родительских форм. 

Кариотипы секалотритикум STr ВМ (Ве-
расень × Михась) и STr ВД (Верасень × Ду-
брава) (S/RRAABB, 2n=6x= 42) были про-
анализированы методом дифференциального 
окрашивания (С-бэндинг). Этот метод вы-
являет паттерн локализации  гетерохрома-
тиновых районов, который является спе-
цифичным для каждой хромосомы ржи и 
пшеницы и, соответственно, позволяет про-
вести идентификацию каждой хромосомы 
в гибридном кариотипе. На рис. 1 показан 
кариотип секалотритикум STr ВМ. Карио-
типы созданных секалотритикум являются 
стабильными сбалансированными гексапло-
идами и не содержат мини-хромосом с деле-
тированными плечами или участками плеч. 
Рисунок С-бэндинга хромосом гибридных 
геномов и исходных форм ржи и тритикале 
совпадает. Стабилизации кариотипов спо-

Рис. 1. Кариотип секалотритикум STr ВМ  
(Верасень × Михась) после С-бэндинга представлен 

полными наборами хромосом R-, A-, B-геномов
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собствовали однократный беккросс ржано-
тритикальных пентаплоидных гибридов F1  
(S/RRABR, 5x=35) на тритикале с последую-
щим самоопылением в течение 15 поколений 
и постоянный отбор на цитологическую ста-
бильность и фенотипическую однородность. 

Диплоидный RR-геном ржи у ржано-три-
тикальных гибридов F1 является фактором 
стабилизации мейоза и обеспечивает функ-
циональность гамет различного хромосомного 
состава. Формирование генома секалотрити-
кум происходит в F1BC1 на основе частично 
нередуцированных 21-хромосомных гамет 
пентаплоидов F1, сбалансированных по набо-
рам хромосом гаплогеномов исходных видов 
(7(R) 7(A) 7(B)). Стабильность генома и гене-
тическое разнообразие секалотритикум опре-
деляются типом цитоплазмы и следующими 
наследуемыми от генотипов ржано-тритикаль-
ных гибридов F1 цитогенетическими факто-
рами, в основном, связанными со структур-
но-функциональным состоянием центромер 
в их геноме:

- формирование (псевдо)унивалентов 
в результате десинапсиса;

- сохранение ими униполярной ориен-
тации центромер и редукционное I деление 
в мейозе;

- эквационное II деление мейоза с ре-
гулярной полярной сегрегацией и низким 
уровнем элиминации хромосом отдаленных 
гибридов.

Созданные секалотритикум при отборе на 
продуктивность претерпевали быструю стаби-
лизацию в мейозе. Стабилизация происходила 
за счет сужения спектра и быстрого снижения 
в F1–F3 частоты нарушений во втором мейо-
тическом делении (на 15–50%), в том числе 
уровня элиминации хромосом (с ~30% до ~6% 
тетрад с микроядрами). В F3-5 и последующих 
поколениях у секалотритикум более выражена 
нормализация первого деления мейоза: сред-
ний уровень аномалий в МI снижался с 57,3% 
у секалотритикум F3 до 16,9% в F5-9, а также 
в среднем c 25–30% до 8–10% в AI-AII, и до-
стигал менее 5% на стадии тетрад. Цитологи-
ческая стабилизация их генома практически 
завершалась в F5 [7].

Хромосомные изменения, о которых го-
ворилось выше, как правило, происходят 
быстро и наиболее интенсивно в первых 

поколениях, до 5-го включительно [7, 21], 
и особенно в F1 до удвоения хромосом [21]. 
Таким образом, продолжительные циклы 
скрещиваний при получении секалотритикум 
сыграли значительную роль в стабилизации 
гибридного кариотипа и восполнении воз-
можных потерянных в первых поколениях 
после гибридизации участков родительских 
геномов. В настоящее время созданный нами 
генофонд секалотритикум включает более 
50 уникальных линий. Стабильные формы 
по продуктивности сравнимы или превос-
ходят исходные тритикале, характеризуются 
сравнительно более широким диапазоном из-
менчивости, по некоторым признакам мор-
фотипа ближе ко ржи. Линии секалотрити-
кум идентифицированы с использованием 
дифференциального окрашивания хромо-
сом (C-banding) и рестрикционного анализа 
видоспецифических последовательностей 
цитоплазматической ДНК хлоропластов и 
митохондрий. 

Различия в структуре CENH3 между роди-
тельскими формами позволяют судить о регу-
ляции уровня экспрессии родительских форм 
белка в новом геномном окружении, возни-
кающем в гибридной клетке при отдаленной 
гибридизации. Первая работа по изучению 
возможной связи между различиями в струк-
туре CENH3 у родительских форм и процес-
сами расхождения хромосом родительских 
геномов при делении гибридных клеток была 
проведена на гибридах, полученных от скре-
щивания культурного ячменя H.vulgare и его 
ближайшего дикого родственника H.bulbosum 
[23]. Молекулы CENH3 не включались в цен-
тромеры  хромосом H.bulbosum, которые при 
этом инактивировались и элиминировались из 
гибридных эмбрионов. Возможно, отсутствие 
CENH3 в центромерах хромосом H.bulbosum 
обусловлено заметными различиями в струк-
туре этого белка между видами ячменя, в 
особенности в структуре N-концевой (NTT) 
последовательности [23]. В отличие от видов 
ячменя последовательности ДНК α и β форм 
CENH3 различных видов ржи и пшеницы име-
ют очень высокую (95–99%) идентичность 
[24], что значительно затрудняет поиск меж-
видовых различий и, соответственно, опреде-
ление характера их наследования в гибридных 
геномах. 
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Консенсусные нуклеотидные последова-
тельности NTT αCENH3 родительских форм 
Верасень и Михась, приведенные на рис. 2, 
отличаются всего одной заменой в пози-
ции 73, ведущей к несинонимичной замене 
аминокислоты серин на пролин. Она обна-
ружена у сорта Верасень в 73,3% проанали-
зированных клонов (таблица), тогда как для 
отцовской формы тритикале Михась в этой 
позиции замена наблюдается только у 7,7% 
клонов. Полученный от скрещивания этих ро-
дительских форм гибрид секалотритикум STr 
ВМ наследует высокое содержание пролина 
от материнского родителя Верасень (67,4%, 
таблица). Однако эта тенденция не поддер-
живается в другом скрещивании, где гибрид 
STr ВД показывает столь же низкий процент 
замен, как и отцовский родитель — сорт три-
тикале Дубрава (рис. 2, таблица). С другой 
стороны, в этой комбинации скрещивания в 
нескольких позициях (122, 123, 161, 166, 198) 
у Дубравы наблюдается значительно высокий 
процент однонуклеотидных замен по срав-
нению с материнским родителем Верасень 
(рис. 2, таблица), что ведет к несинонимич-
ным заменам аминокислот, а именно: аланин 
заменяется на валин, аланин на глицин, глу-
таминовая кислота на глутамин и лизин на 
аспарагин. Интересный результат заключает-
ся в том, что у гибрида секалотритикум STr 
ВД в этих позициях процент нуклеотидных 
замен (уровень полиморфизма) значительно 
превышает даже показатели тритикале Ду-
брава, демонстрируя своеобразный «гетеро-
зисный эффект». Таким образом, полученные 

результаты указывают, что оба родительских 
генома участвуют в формировании структуры 
CENH3 у гибридов секалотритикум. Вместе с 
тем, сравнение нуклеотидных последователь-
ностей наиболее вариабельной N-концевой 
части молекулы CENH3 у родительских форм 
и гибридов не выявляет определенной тен-
денции в наследовании.

Литературные данные о регуляции экспрес-
сии различных генов и других классов после-
довательностей ДНК в гибридных геномах, 
полученных при скрещивании различных ви-
дов или контрастных популяций одного вида, 
указывают на сложный и неоднородный ха-
рактер наследования. Явление ядрышкового 
доминирования, характерного для экспрессии 
генов рибосомальной РНК у тритикале, как 
пример геномного доминирования, заклю-
чается в репрессии генов рРНК ржи посред-
ством метилирования цитозина [25]. Однако, 
такой тип наследования, а именно геномное 
доминирование одного из родителей, не ха-
рактерно для большинства других примеров. 
Результаты изучения экспрессии генов у ги-
бридов, полученных от различных комбина-
ций экотипов арабидопсиса, противоречивы. 
В одном случае идентифицировано общее 
материнское доминирование [26], тогда как в 
другом найдено, что материнский и отцовский 
геномы транскрипционно эквивалентны [27]. 
В следующей работе показано, что различные 
гибридные комбинации показывают значи-
тельные вариации в активации родительских 
аллелей [28]. У некоторых гибридов между 
экотипами арабидопсиса зафиксирован гетеро-

Рис. 2. Консенсусные нуклеотидные последовательности NTT-домена αCENH3, полученных из родительских 
форм ржи (Верасень), тритикале (Михась, Дубрава) и амфидиплоидов секалотритикум (STr ВМ и STr ВД)

Позиции нуклеотидного полиморфизма (SNP, single nucleotide polymorphism) показаны: с частотой ниже 50%  — белым цветом, 
с частотой выше 50% — светло-серым цветом. Точная количественная оценка SNP приведена в табл. Звездочки указывают на 
позиции SNP, ведущие к несинонимичным заменам аминокислот, черные круги — на SNP, ведущие к синонимичным заменам. 
Позиции 122 и 123 расположены в одном кодоне и ведут к замене аминокислоты аланин на валин.
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Таблица 
Количественное определение нуклеотидного полиморфизма (SNP) в NTT-домене αCENH3, 

ведущего к заменам аминокислот (в % от числа секвенированных клонов)

Образец
Позиция в нуклеотидной последовательности

73 122, 123 161 166 198

Рожь Верасень
(S/RRRR, 2n = 28) 73,3 6,7 - - -

Тритикале Михась
(T/AABBRR, 2n = 42) 7,7 - - - -

Секалотритикум STr ВМ 
Верасень × Михась 
(S/RRAABB, 2n = 42) 

67,4 4,7 - - 2,3

Тритикале Дубрава
(T/AABBRR, 2n = 42) 6,7 6,7 13,3 13,3 20,0

Секалотритикум STr ВД 
Верасень × Дубрава 
(S/RRAABB, 2n = 42)

2,6 44,7 39,5 39,5 36,8

Примечание. Для каждого образца родительских форм было секвенировано по 15 клонов. Для гибридов секалотритикум 
в среднем по 15 клонов для каждого из 5 растений. Консенсусные нуклеотидные последовательности приведены на рис. 2, 
несинонимичные замены аминокислот, являющиеся следствием нуклеотидного полиморфизма, приведены в тексте

зис по биомассе и урожаю семян [29]. В них 
95% экспрессирующихся генов имели проме-
жуточных уровень экспрессии. Среди боль-
шинства остальных неаддитивно экспрессиру-
ющихся генов сдвиг экспрессии был в сторону 
материнского родителя [29].

При изучении транскрипционной и эпигене-
тической адаптации хромосом кукурузы в до-
полненных линиях овес-кукуруза, содержащих 
полный геном овса и отдельные хромосомы 
кукурузы, большинство генов кукурузы пока-
зало специфическую для кукурузы транскрип-
цию, однако подавление генной активности 
было более распространенной тенденцией, 
чем активация [30].

Наибольший интерес для нас представляют 
исследования экспрессии родительских генов 
в аллополиплоидных гибридах, полученных 
от скрещивания видов пшеницы и ржи. Та-
кие исследования на секалотритикум нам не 
известны, однако на аллогексаплоидных три-
тикале от скрещивания T.turgidum × S.cereale 
был проведен обширный анализ экспрессии 
генов ржи в кДНК, выделенных из различных 
тканей гибридных растений [31]. Были опре-
делены классы отсутствующих или молчащих 

генов ржи. Сравнение между диплоидной 
рожью и гексаплоидным тритикале выявило 
112 контигов кДНК ржи (~0,5% от общего ко-
личества), которые не определялись анализом 
экспрессии ни в одной из тканей тритикале, 
хотя их экспрессия была относительно высо-
ка в тканях ржи. Особенно интересен факт, 
что неэкспрессирующиеся в тритикале гены 
ржи имели значительно меньшую гомоло-
гию к соответствующим гомеологам в гено-
ме пшеницы или других видов Triticum, чем 
200 случайно отобранных генов ржи. Таким 
образом, гены ржи с низким подобием к их 
гомеологам в геномах Triticum имеют более 
высокую вероятность быть репрессирован-
ными или отсутствовать вследствие делеций 
в геномах аллополиплоидов. Это заключение 
хорошо согласуется с нашими результатами. 
Высокая идентичность последовательностей  
CENH3 между рожью и пшеницей обеспе-
чивает высокий уровень экспрессии обеих 
родительских форм в гибридных геномах се-
калотритикум. При этом у некоторых гибри-
дов (STr ВД) наблюдается резкое возрастание 
полиморфизма по нескольким позициям в по-
следовательностях CENH3. 
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Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (проект № 18-54-00013), 
Российской программы фундаментальных 
научных исследований (проект 0310-2018-
0010) и Белорусского республиканского фон-
да фундаментальных исследований (проект 
Б18Р-170).

Заключение
В данной работе приведены результаты 

цитогенетического анализа кариотипов ги-
бридов секалотритикум и сравнение струк-
туры N-концевого домена СЕNH3 между роди-
тельскими и гибридными формами. Показано, 
что кариотипы созданных секалотритикум 
являются стабильными сбалансированными 
гексаплоидами и не содержат мини-хромосом 
с делетированными плечами или участками 
плеч. Оба родительских генома участвуют 
в формировании структуры CENH3 у гибри-
дов секалотритикум. Высокая идентичность 
последовательностей CENH3 ржи и пшени-
цы обеспечивает высокий уровень экспрес-
сии обоих родительских форм в гибридных 
геномах.
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RYE-WHEAT AMPHIDIPLOIDS SECALOTRITICUM IS 
A NEW MODEL FOR STUDYING THE ACTIVITY OF GENES 

OF CENTROMERE PROTEIN CENH3

1Institute of Molecular and Cellular Biology, SB RAS  
Novosibirsk, 630090, Russia 

2Institute of Genetics and Cytology, NASB 
Minsk, 220072, the Republic of Belarus

Remote hybridization is stressful to plants. It causes rearrangements to parental genomes in hybrid progeny (“ge-
nome shock”), including loss of genes, changes in gene expression, silencing, deletions, inversions, and translocations 
of chromosome regions. The developed synthetic allopolyploids secalotriticum represent a new interesting model for 
studying the impact of remote hybridization on the genomic regions responsible for correct cell division and chromo-
some distribution in hybrid cells. These processes are orchestrated by the centromere. The hallmark of an active cen-
tromere is the presence of histone Н3 in centromeric nucleosomes in the form of its centromere-specific modification 
denoted in plants as CENH3. This work provides results of a cytogenetic analysis of secalotriticum karyotypes and 
compares the N-terminal domains of СЕNH3 between the parental and hybrid forms. It has been demonstrated that 
secalotriticum plants are stable balanced hexaploids devoid of mini-chromosomes with deleted arms, either in full or 
in part. Both parental genomes contribute to CENH3 formation in secalotriticum. A high level of nucleotide identity 
between rye and wheat CENH3 provides for a high level of expression of both parental forms in hybrid genomes.

Key words: rye, wheat, remote hybridization, rye-wheat amphidiploids, triticale, secalotriticum, allopolyploids, 
genome, cytogenetics, centromere, centromere-specific histone 3 (CENH3), gene expression.
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ВЛИЯНИЕ АЛЛЕЛЕЙ ГЕНА VP-1B НА УСТОЙЧИВОСТЬ К 
ПРЕДУБОРОЧНОМУ ПРОРАСТАНИЮ У МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ

Институт физиологии растений и генетики НАН Украины 
Украина, 03022, г. Киев, ул. Васильковская, 31/17 

e-mail: ales20009@ukr.net

Предуборочное прорастание зерна наносит значительный ущерб сельскому хозяйству, снижая урожай зерна 
и ухудшая его качество. Для изучения корреляции между аллельным состоянием гена Vp-1B и устойчивостью 
к предуборочному прорастанию были проанализированы 35 сортов пшеницы. Всего было обнаружено три ал-
леля гена Vp-1B: Vp-1Bа, Vp-1Bс, Vp-1Bd. Анализ коллекции образцов пшеницы показал, что 51,5% образцов 
имеют аллель Vp-1Bс, 37,1% образцов — Vp-1Bа, 11,4% образцов имеют аллель Vp-1Bd. Был определен индекс 
прорастания в исследованных образцах, с использованием которого все образцы были разделены на 3 группы: 
устойчивые, средние по устойчивости и неустойчивые к предуборочному прорастанию. Аллель Vp-1Bс харак-
терен для устойчивых образцов, аллель Vp-1Bа — для неустойчивых образцов.
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Введение
Мировое производство пшеницы превы-

шает 650 млн т в год, и потребность в зерне 
постоянно растет [1]. Во многих странах, 
а также в Украине, в посевах озимой и яровой 
пшеницы преобладают краснозерные сорта, 
хотя наиболее высоким спросом пользуется 
белое зерно, которое дает максимально вы-
сокий выход муки и позволяет получать раз-
личные виды макаронных изделий высокого 
качества. Несмотря на это, из-за увеличения 
риска предуборочного прорастания, вместо 
белозерных в Украине преимущественно вы-
ращивают краснозерные сорта яровой и ози-
мой пшеницы.

В годы с неблагоприятной погодой (дожди, 
холод) в период налива зерна и уборки урожая 
страдают также краснозерные сорта, при этом 
достаточно небольшого количества осадков 
(около 10–15 мм) [2, 3]. В процессе прораста-
ния разрушается крахмал, деградируют белки 
и другие вещества, ухудшаются физические 
и технологические свойства зерна [4]. Раз-
рушение крахмала в эндосперме в результате 
активности фермента альфа-амилазы может 
происходить и без видимых признаков про-
растания зерна, что важно учитывать как при 
хранении зерна, так и при использовании его 
в хлебопекарном  производстве [5].

В ряде стран проводится учет потерь от 
предуборочного прорастания. Например, в Ка-
наде они составляют около 100 млн долларов 
в год [6]. Давно замечено, что у краснозер-
ных сортов пшеницы устойчивость к пред-
уборочному прорастанию, как правило, выше, 
чем у белозерных. Некоторые исследователи 
считают, что это связано с генами, которые 
контролируют окраску зерна [7–9]. Красно-
зерность контролируют доминантные алле-
ли, а белозерность — рецессивные аллели 
R-генов, локализованных на длинных плечах 
хромосом третьей группы: R-A1 (старое назва-
ние R2) — на 3AL, R-B1 (R3) — на 3BL и R-D1 
(R1) — на 3DL [10]. Доминантные R-аллели 
представляют собой Myb-подобные факторы 
транскрипции, которые регулируют экспрес-
сию генов биосинтеза флавоноидов СhS, Chi, 
F3h и Dfr [11]. Положительная роль окраски 
зерна в устойчивости к предуборочному про-
растанию подтверждается исследованиями на 
почти изогенных линиях [12, 13], но молеку-
лярные механизмы этого явления не известны.

В ряде исследований говорится о том, что 
рядом с R-генами локализованы три Vp-1  ге-
на — Vp-1A, Vp-1B и Vp-1D (или TaVp-A1, 
TaVp-B1 и TaVp-D1) [14, 15, 16], которые, с 
одной стороны, ускоряют созревание зерна, 
с другой — репрессируют его прорастание 
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у разных видов растений. У мягкой пшеницы 
установлен множественный аллелизм Vp-1 
генов [17]. Периоды покоя семян и устойчи-
вость к предуборочному прорастанию наибо-
лее тесно ассоциированны с рядом аллелей 
Vp-1B локуса [18], а также с Vp-1A локусом 
[19]. Устойчивость к предуборочному прорас-
танию возможно улучшить путем встраивания 
в хромосому пшеницы Vp-1 генов кукурузы 
(Zea mays) [20].

Исходя из анализа последовательностей 
ДНК китайскими исследователями разрабо-
тан маркер Vp1B3, который был использован 
для анализа пшеницы с различным уровнем 
устойчивости к предуборочному прорастанию 
[21]. Было четко выявлено три амликона 845 
п. н., 569 п. н., 652 п. н., которым соответству-
ют три аллеля гена Vp-1B: Vp-1Bb, Vp-1Bc и 
Vp-1Ba. Устойчивые образцы имели амликоны 
845 п. н., 569 п. н., а неустойчивые — ампли-
кон 652 п. н. Анализ нулитетрасомных и ди-
телесомных линий подтвердил, что этот мар-
кер находится на хромосоме 3B. Необходимо 
отметить, что данные закономерности были 
установлены на белозерной пшенице.

При оценке аллельного состава гена Vp-1B 
на сортах мягкой пшеницы Центральной и Се-
верной Европы были обнаружены четыре ал-
леля, три из которых ранее идентифицированы 
в китайских сортах Vp-1Ba, Vp-1Bb и  Vp-1Bc, 
четвертым был новый аллель Vp-1Bd. Частоты 
различных аллелей в этом наборе европейских 
сортов пшеницы были следующими: Vp-1Ba 
(54%) > Vp-1Bc (21%) > Vp-1Bd (20%) > Vp-1Ba 
+ с (4%) > Vp-1Bb (1 %), при этом аллель Vp-
1Bb присутствовал только в двух французских 
сортах «Altria» и «Recital». Аллель Vp-1Bd 
присутствовал только в 20% европейских со-
ртах пшеницы и отсутствовал среди китайских 
сортов [25, 26]. 

В связи с тем, что в украинском генофонде 
пшеницы преобладают краснозерные сорта, 
для  определения связи между аллельным со-
ставом гена Vp-1B и их устойчивостью к пред-
уборочному прорастанию актуальным было 
продолжение  исследований в данном направ-
лении.

Целью работы было изучение корреляции 
между устойчивостью к предуборочному про-
растанию украинских сортов мягкой пшеницы 
и аллелями гена Vp-1B. 

Материалы и методы
В работе исследованы 35 сортов мягкой 

пшеницы. Выделение растительной ДНК 
осуществляли модифицированным ЦТАБ 
методом. Выявление аллелей гена Vp-1B осу-
ществляли путем ПЦР с использованием спец-
ифических праймеров. Последовательность 
праймеров к гену Vp-1B: праймер Vp-1BF: 
TGCTCCTTTCCCAATTGG и праймер Vp-
1BR: ACCCTCCTGCAGCTCATTG [21].

Реакционные смеси включали: специфиче-
ские праймеры, по 2 мкл буфера для ПЦР 10 × 
DreamTaq ™ Green Buffer (Thermo Scientific), по 
0,2 ммоль каждого дезоксирибонуклеотидов-3-
фосфата (Thermo Scientific), 0,5–0,75 единицы 
полимеразы DreamTaq ™ DNA Polymerase 
(Thermo Scientific), 50–100 нг суммарной 
ДНК, деионизированную воду Milli-Q до ко-
нечного объема 20 мкл. Реакции амплифика-
ции проводили в термоциклере Arctic Thermal 
Cycler (Thermo Scientific), Mastercycler gradient 
(Eppendorf) и Techne TC-312.

Программа амплификации ПЦР для выявле-
ния гена Vp-1B включала следующие этапы: 
начальная денатурация 3 мин при 94 °С;  35 
циклов денатурации 30 с при 94 °С; ренатура-
ция 30 с при 59 °С; элонгация 60 с при 72 °С и 
финальная элонгация 5 мин при 72 °С.

Полученные продукты ПЦР разделяли пу-
тем горизонтального электрофореза в агароз-
ном геле в SB буфере при напряжении 3–7 
В/см в зависимости от размеров ожидаемых 
ампликонов. Для визуализации использовали 
этидиум бромид в концентрации 0,5 мкг/мл. 
Полученные результаты документировались 
под УФ-светом фотоаппаратом Сanon ЕOS 
600D со светофильтром. Обработку электро-
фореграмм осуществляли с помощью графи-
ческого редактора GIMP.

Индекс прорастания (GI) рассчитывали по 
Walker-Simmons: GI = (7xn1 + 6xn2 + ... + 
1xn7) / 7 x N, где n1, n2, ..., n7 — число зерен, 
которые проросли на первый, второй и после-
дующие дни до седьмого дня, соответственно, 
N — общее число зерен. Индекс определяли в 
трех повторностях для каждого образца, ана-
лизировали по 50 зерен в повторности. 

Число падения определяли по методу Хаг-
берга-Пертена на приборе Falling Number 1700 
[22, 23]. Высокое число падения является по-
казателем низкой активности альфа-амилазы 
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и, следовательно, хорошего содержания белка 
для выпекания мучных изделий.

Статистические показатели рассчитывали 
по Доспехову [24].

Результаты и обсуждение
Нами был проанализирован набор из 35 со-

ртов мягкой пшеницы по аллельному составу 
гена Vp-1B, который контролирует устойчи-
вость к предуборочному прорастанию, с по-
мощью STS-маркера Vp1B3.

В исследованных образцах был определен 
индекс прорастания, по которому  все образцы 
были условно разделены на 3 группы: устойчи-
вые, средние по устойчивости и неустойчивые. 
Неустойчивые образцы имели среднее значение 
индекса прорастания 78,6, в группах устойчивых 
и средних по устойчивости значение индекса 
прорастания было 19,1 и 44,9, соответственно. 
Анализ индекса прорастания показал, что у ис-
следованных генотипов по этому показателю 
были значительные различия (табл. 1).

Таблица 1
 Характеристика сортов озимой мягкой пшеницы

Сорт Алелль Индекс прорастания.
 ИП × 100 Число падения

Смуглянка Vp-1Bc 9,0 444,5

Дарунок Подилля Vp-1Bc 10,0 375

Ласуня Vp-1Bc 17,0 -*

Украинка 0246 Vp-1Bc 17,5 -*

Солоха Vp-1Ba 21,5 401,5

Ятрань 60 Vp-1Bc 23,0 204

Наталка Vp-1Bc 24,0 248

Почаивка Vp-1Bс 24,0 360,5

Панна Vp-1Bc 26,0 338

Злука Vp-1Ba 27,0 365

Нива одесская Vp-1Bc 27,0 428

Каланча Vp-1Bc 27,0 316

Мироновская 808 Vp-1Bc 31,0 -*

Крыжинка Vp-1Ba 31.0 83

Достаток Vp-1Bc 32,0 406,5

Веснянка Vp-1Ba 33,0 -*

Снигурка Vp-1Ba 34,0 365

Астарта Vp-1Ba 35,0 399

Славна Vp-1Bc 37,5 444,5

Киевская остистая Vp-1Bc 39,0 473

Деметра Vp-1Bd 40,5 -*

Лазурна Vp-1Ba 42,5 209

Мироновская раннестыгла Vp-1Bc 47,0 206

Малиновка Vp-1Bc 48,0 441
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В данной выборке сортов нами были вы-
явлены три аллеля гена Vp-1B, которые были 
обозначены как Vp-1Bd, Vp-1Bc и Vp-1Ba. Наи-
более распространенным был аллель Vp-1Bc, 
который имел 18 сортов: Нива одесская, Пан-
на, Дарунок Подилля, Почаивка, Смуглянка, 
Ятрань 60, Наталка, Каланча, Мироновская 
808, Мироновская раннестыгла, Селянка, До-
статок, Малиновка, Славна, Киевская остистая, 
Куяльник, Украинка 0246, Ласуня. Вторым по 
распространенности аллелем был Vp-1Bа — 
присутствует в 13 образцах: Астарта, Зимоярка, 
Лазурна, Сонечко, Фаворитка, Злука, Солоха, 
Снигурка, Веснянка, Крыжинка, Володарка, 
Чигиринка, Орийка. Аллель Vp-1Bd был обна-
ружен у четырех сортов — Деметра, Хуртовы-
на, Переяславка, Богдана. Аллель Vp-1Bd имеет 
25 п. н. делецию в третьей области интрона по 
сравнению с нуклеотидной последовательно-
стью аллеля Vp-1Bа [25, 26].

Анализ коллекции образцов пшеницы показал, 
что 51,5% образцов имеют в своем геноме аллель 
Vp-1Bс (569 п. н.), 37,1% образцов — аллель Vp-
1Bа (652 п. н.), 11,4% образцов имеют аллель 
Vp-1Bd (627 п. н.) (рис.1–3). Наши результаты 
выявили значительное аллельное многообразие 
гена Vp-1B в украинских сортах пшеницы.

В этом исследовании мы уделяли наибольшее 
внимание поиску ассоциаций между аллелями 

гена Vp-1B и устойчивостью к предуборочному 
прорастанию (табл. 2). К устойчивым относятся 
образцы, которые имеют индекс прорастания 
на уровне 0–27, — Наталка, Каланча, Ласуня, 
Смуглянка, Ятрань 60, Нива одесская, Панна, 
Украинка 0246, Злука, Почаивка, Солоха, Дару-
нок Подолля. Для образцов, имеющих среднюю 
устойчивость, характерен индекс прорастания 
на уровне 27–69; это сорта — Деметра, Киев-
ская остистая, Фаворитка, Крыжинка, Веснян-
ка, Мироновская 808, Малиновка, Селянка, Ми-
роновская раннестыгла, Славна, Переяславка, 
Сонечко, Достаток, Лазурна, Хуртовына, Астар-
та, Снигурка, Куяльник, Богдана. К неустойчи-
вым относятся образцы, которые имеют индекс 
прорастания 70–100, — Володарка, Орийка, 
Чигиринка, Зимоярка. 

Было показано, что для 13 образцов, несущих 
аллель Vp-1Ba, характерен более высокий индекс 
прорастания. Среди 13 сортов с этим алеллем семь 
были средними по устойчивости — Астарта, Ла-
зурна, Сонечко, Фаворитка, Веснянка, Снигурка, 
Крыжинка. Два сорта были устойчивыми к пред-
уборочному прорастанию — Злука, Солоха. Че-
тыре сорта — неустойчивыми к предуборочному  
прорастанию — Володарка, Чигиринка, Орийка, 
Зимоярка. 

Аллель Vp-1Bс присутствовал в 18 образцах, 
из них 10 устойчивых: Нива одесская, Панна,  

Сорт Алелль Индекс прорастания.
 ИП × 100 Число падения

Селянка Vp-1Bc 50,0 -*

Куяльник Vp-1Bc 58,0 385

Сонечко Vp-1Ba 53,0 124

Хуртовына Vp-1Bd 58,0 175,5

Фаворитка Vp-1Ba 58,0 400

Переяславка Vp-1Bd 60,0 215

Богдана Vp-1Bd 68,0 255

Зимоярка Vp-1Ba 70,0 309,5

Чигиринка Vp-1Ba 73,0 191

Володарка Vp-1Ba 81,0 93,5

Орийка Vp-1Ba 86,0 181

Примечание. Показатели, отмеченные звездочкой, в данных образцах не определялись; Fфакт=7,8713>Fтеор=3,3276; p = 0,001859

Продолжение табл. 1
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Рис. 1. Электрофореграмма детекции аллелей гена Vp-1B: 1 — Панна, 2 — Славна, 3 — Селянка, 4, 5 —  
Достаток, 6 — Почаивка, 7 — Куяльник, 8 — Сонечко, 9 — Мироновская 808, 10, 11 — Каланча, 12,13 —  

Дарунок Подилля, 14 — Киевская остистая, 15 — Мироновская раннестыгла, 16 — Малиновка, 17 — Сонечко, 
М — маркер Ladder Mix

Рис. 2. Электрофореграмма детекции аллелей гена Vp-1B:  1, 2  — Смуглянка, 3, 4 — Злука, 5, 6 — Деметра,  
7, 8 — Зимоярка, 9, 10 — Нива одесская, 11, 12 — Лазурна, 13, 14 — Ятрань 60, 15, 16, 17, 18 — Снигурка,  

19 — контроль Н20, М — маркер Ladder Mix 

Дарунок Подолля, Почаивка, Смуглянка, Ят-
рань 60, Наталка, Каланча, Ласуня, Украинка 
0246 и 8 средних по устойчивости: Миронов-
ская 808, Мироновская раннестыгла, Селянка, 
Куяльник, Достаток, Малиновка, Славна, Ки-
евская остистая. 

Аллель Vp-1Bd присутствовал в 4 средних по 
устойчивости образцах: Деметра, Хуртовина, 
Переяславка, Богдана.

На основании полученных нами данных было 
установлено небольшое статистическое разли-

чие по индексу прорастания у образцов с раз-
ным аллельным составом. Показано, что в 
образцах с аллелем Vp-1Bc средний индекс 
прорастания — 30,3; стандартное отклоне-
ние — 7,4; стандартная ошибка — 1,8.  В образ-
цах с аллелем Vp-1Bа средний индекс прорас-
тания — 49,6; стандартное отклонение — 9,1; 
стандартная ошибка — 2,4.  В образцах с ал-
лелем Vp-1Bd: средний индекс прорастания — 
56,6; стандартное отклонение — 12,4; стан-
дартная ошибка — 6,1. Было выявлено, что   
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Рис. 3. Электрофореграмма детекции аллелей гена Vp-1B:  1 — Чигиринка, 2 — Куяльник, 3,4,5 — Орийка, 
6 — Переяславка, 7 — Панна, 8 — Богдана, 9 — Веснянка, 10, 11 — Ласуня, 12 — Веснянка, 13 — Крыжинка, 

14 — Киевская остистая, 15 — контроль Н20, М — маркер Ladder Mix

Таблица 2
Встречаемость аллелей Vp-1B у 35 сортов озимой мягкой пшеницы

Сорта Количество 
сортов

Индекс 
прорастания

ИП × 100

Диапазон 
индекса 

прорастания

Vp-1Bd
627 п. н.

Vp-1Bc
569 п. н.

Vp-1Ba
652 п. н.

Устойчивые 12 19,1 0–27 0 (0%) 10 (55,5%) 2 (15,3%)

Средние по 
устойчивости

19 44,9 27–69 4 (100%) 8 (44,5%) 7 (53,9%)

Неустойчивые 4 78,6 70–100 0 (0%) 0 (0%) 4 (30,8%)

во всей совокупности образцов существует 
слабая связь между устойчивостью к прорас-
танию и аллельным состоянием гена Vp-1B.

Склонность мягкой пшеницы к предубороч-
ному прорастанию зерна связывают с высокой 
активностью амилазы, которая непосредствен-
но коррелирует с числом падения Хагберга.  
В результате анализа нами  обнаружены образ-
цы озимой мягкой пшеницы, которые имеют 
число падения в пределах 83–473 с. При этом 
было показано, что неустойчивые образцы, 
которые имели число падения менее 200, ха-
рактеризовались наличием аллеля Vp-1Ba — 5 
образцов, и аллеля Vp-1Bd — 1 образец. Среди 
образцов, которые имели число падения более 
200, преобладал аллель Vp-1Bc — 14 образцов, 
при этом  аллель Vp-1Bа выявлен у 8 вариантов, 
у 2 вариантов — аллель Vp-1Bd, что не дает 

четкой зависимости числа падения от алелей 
гена Vp-1B и свидетельствует о комплексной 
характеристике данного показателя.

Заключение
Установлено, что исследованные образцы 

украинской пшеницы имеют три аллеля гена 
Vp-1B. Анализ коллекции образцов пшеницы 
показал, что 51,5% образцов имеют аллель Vp-
1Bс, 37,1% образцов Vp-1Bа, 11,4% образцов 
имеют аллель Vp-1Bd. С наибольшей частотой 
выявляются аллель Vp-1Bc и аллель Vp-1Ba. В 
образцах краснозерной пшеницы показана сла-
бая взаимосвязь аллелей гена Vp-1B и устой-
чивости к предуборочному прорастанию. У 
образцов, которые устойчивы к предубороч-
ному прорастания преобладает аллель Vp-1Bc, 
у неустойчивых — Vp-1Ba. 
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ПОЛУЧЕНИЕ ВЕКТОРНОЙ КОНСТРУКЦИИ ДЛЯ ЭКСПРЕССИИ  
В КЛЕТКАХ МИЦЕЛИАЛЬНЫХ ГРИБОВ ГЕНА ИЗОФЕРМЕНТА С2  

ПЕРОКСИДАЗЫ ИЗ КОРНЕЙ ХРЕНА

Институт микробиологии НАН Беларуси  
Республика Беларусь, 220141 г. Минск, ул. Купревича, 2  

e-mail: tsemashko@mbio.bas-net.by 

Проведен анализ нуклеотидных последовательностей генов изоферментов группы С пероксидазы из корней 
хрена, представленных в базе данных GenBank. Сконструирован вектор для экспрессии гена изофермента С2 
пероксидазы из корней хрена (hrpC2) в клетках мицелиальных грибов на основе синтезируемой последова-
тельности вышеуказанного гена и плазмид: pK18-саt, несущей фрагмент гена каталазы Penicillium adametzii 
для обеспечения встройки плазмиды в геномную ДНК, и pAN7-1, имеющей в своем составе промотор и тер-
минатор гена глицеральдегидфосфатдегидрогеназы Aspergillus nidulans для экспрессии hrpC2.

Ключевые слова: ген пероксидазы хрена, изофермент С2, экспрессионные векторы, грибы рода Pеnicillium.

УДК 579.25:577.15

Введение
 Ферменты — эффективные природные био-

катализаторы. Они используются в химиче-
ской и пищевой промышленности, фармацев-
тической индустрии, бытовой химии, сельском 
хозяйстве и т.д. Развитие биотехнологии, ге-
нетической и белковой инженерии позволило 
получать ферменты с новыми свойствами для 
катализа самых разнообразных химических 
реакций [1, 2].

Особый интерес представляют ферменты 
класса оксидоредуктаз, в частности перок-
сидазы. Они способствуют осуществлению 
окислительных процессов, выполняют синте-
тическую и метаболическую, а также защит-
ную функции.

Пероксидазы применяются в аналитической 
химии, медицинской диагностике и биотех-
нологии (в фотометрических, электрохими-
ческих, хемилюминесцентных, иммунофер-
ментных и ДНК-гибридизационных методах 
анализа). Так, использование пероксидазы в 
качестве метки в иммуноферментном анализе 
позволяет определять различные вещества, та-
кие как гормоны, онкомаркеры, аутоантитела, 
иммуноглобулины, лекарственные соединения 
и т. д. [3].

В настоящее время основным источником 
коммерчески доступной пероксидазы являют-
ся корни хрена (Armoracia rusticana) (HRP — 

Horse Radish Peroxidase, КФ 1.11.1.7). Однако 
сезонность и нестандартность растительного 
сырья, сложность очистки фермента ставят 
производителей перед необходимостью по-
иска других источников пероксидазы. Кро-
ме того, препараты HRP содержат несколько 
изоферментов, а их получение в гомогенном 
состоянии достаточно трудоемкая задача [4].

В последние годы прогресс, достигнутый 
в генной инженерии при клонировании эу-
кариотических генов в гетерологических 
системах, позволяет решать задачи более 
детального анализа свойств отдельных изо-
форм фермента, кодируемых определенным 
геном, а также их получения [5]. В лите-
ратуре имеются сведения о конструирова-
нии векторов для экспрессии генов HRP 
в клетках Escherichia coli, Saccharomyces 
cerevisiae, Pichia pastoris, Nicotiana tabacum, 
N. benthamiana и культурах клеток личинок 
насекомых [2]. Первая аминокислотная по-
следовательность изофермента HRP C1 была 
определена в 1976 году Велиндером. Моле-
кулярная масса полипептидной цепи состав-
ляла ~34 кДа [2]. В 1987–1988 года были 
установлены три кодирующих пероксидазу 
гена — prxC1, prxC2 и prxC3. К 2014 году 
было опубликовано в общей сложности 28 ну-
клеотидных последовательностей различных 
изоферментов пероксидаз [5]. Установлено, 
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что ферменты, кодируемые этими последо-
вательностями, различались по субстратной 
специфичности [3].

Система экспрессии E. coli наиболее по-
пулярна при исследовании кристаллической 
структуры HRP, поскольку позволяет доволь-
но быстро получить дегликозилированные 
формы фермента. Однако отсутствие глико-
зилирования в 2–3 раза снижает стабильность 
фермента. Согласно литературным данным, 
все кристаллические структуры пероксидаз 
растений, за исключением пероксидазы ара-
хиса, были получены в Е. coli [3]. Способы 
получения рекомбинантной HRP в E. coli из-
учались многими исследователями на примере 
различных векторных систем. Существует не-
сколько стратегий получения рекомбинантной 
HRP в E. coli, а именно: получение в качестве 
тел включения и последующий рефолдинг или 
получение активной пероксидазы хрена в пе-
риплазме [3, 6–8]. Недостатком подобных спо-
собов получения фермента является низкий 
выход целевого продукта. Так, при изучении 
возможности экспрессии пероксидазы в E. coli 
в работах Bartonek-Roxa с соавторами [7], 
было показано, что рекомбинантная HRP C1 
может синтезироваться в цитоплазме клеток 
E. coli в тельцах включения в нерастворимой 
неактивной форме. Образование телец вклю-
чения является единственным возможным 
способом защиты от токсического действия, 
вызванным HRP C1. Исследователи наблю-
дали ингибирование роста трансформантов 
E. coli. Ингибирующая активность обуслов-
лена синтезом 192 нуклеотидов, кодирующих 
первые 64 N-концевых аминокислоты в зре-
лой HRP. 

Ortlepp с соавторами [6] сконструировали 
три вектора на основе pUC18, позволяющих 
контролировать экспрессию с помощью плаз-
мидного lac репрессора, находящегося под 
контролем tac промотора. Ими установлено, 
что на уровень экспрессии белка влияют из-
менения на С-конце. Кроме того, ими был 
создан вектор для периплазматической экс-
прессии HRP C1 в клетках E. coli. Успешные 
результаты были получены путем слияния 
белка DsbA (disulfide bond, тиолдисульфид-
оксидоредуктазы) с N-концевым пептидом 
HRP. Однако такой гибридный белок HRP-
DsbA демонстрировал пониженную катали-

тическую активность и нестабильность, эту 
проблему, как предполагают авторы, можно 
решить путем посттрансляционного удаления 
DsbA. Несмотря на вполне успешные попытки 
секреции белка в периплазме клеток, большое 
количество рекомбинантного HRP C1 все рав-
но обнаруживалось в тельцах включения [8]. 

Ряд исследований по продукции рекомби-
нантной HRP C1 был выполнены в эукарио-
тических системах экспрессии. Для транс-
формации в P. pastoris использовали векторы 
pPICZα, содержащие последовательность, 
кодирующую α-фактор S. cerevisiae — сиг-
нал секреции метанол-индуцируемого про-
мотора PAOX1;  ген устойчивости к антибио-
тику зеоцину для селекции как в E. coli, так 
и в Pichia; последовательность, кодирующую 
C-концевой пептид, содержащий полиги-
стидиновую метку для упрощения процесса 
очистки рекомбинантного белка [8]. Уста-
новлено, что мутация Asn175Ser приводила к 
увеличению термической стабильности, бла-
годаря дополнительным водородным связям, 
вызывающим стабилизацию гемовой части 
фермента. В P. pastoris также была продемон-
стрирована возможность продукции HRP с 
Fab-фрагментами (fatty acid binding protein), 
обеспечивающими устойчивость к атразину, 
что придавало HRP антигенсвязывающие 
свойства. Система экспрессии для получе-
ния рекомбинантной HRP с Fab-фрагментами 
антител также была разработана на основе 
вектора pPICZα [10].

Кроме того, ген hrpC1 был клонирован в 
дрожжевой секретирующий вектор pYEX-S. 
Экспрессия гена находилась под контролем 
конструктивного промотора гена фосфоглице-
раткиназы. Вектор также содержал ген ампи-
циллин-резистентности из E.coli и дрожжевые 
селективные маркеры. Перенос гена hrpC1 
осуществляли в S. сerevisiae. Активность HRP 
C1 составила 25 ед/л [8]. 

В 1992 году в клеточных культурах клеток 
насекомых Sf9 была выделена активно синте-
зирующаяся HRP С1 [11, 12]. Вектор для экс-
прессии конструировали на основе плазмид 
pVL1392 и pGEMT, в которые ген hrp встра-
ивали под контроль вирусного промотора по-
лиэдрина.

При экспрессии в растениях томата и та-
бака гена hrpC1, как правило, получается 
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активный фермент, хотя степень его глико-
зилирования может отличаться от нативного 
белка. Известно, что степень гликозилиро-
вания фермента, синтезируемого транс-
генными томатами значительно ниже, чем 
HRP. Уменьшение степени гликозилирова-
ния снижает стабильность фермента. Кроме 
того, данный белок является каталитически 
активным и вызывает увядание растений 
(как полагают, за счет окисления гормона 
роста). При выделении рекомбинантной 
HRP основной проблемой является процесс 
очистки фермента, а именно, его отделение 
от полифенольных пигментов, синтезируе-
мых в томатах [3, 13, 14]. Преимуществами 
использования растительных систем для по-
лучения гетерологичных белков являются: 
правильный фолдинг и процессинг белка, 
сопоставимый с эукариотической системой 
экспрессии; незначительные материальные 
затраты на выращивание растений, что обе-
спечивает упрощенность производственного 
процесса и низкую себестоимость получае-
мого фермента [3, 14].

В работе Matsui с соавторами [13] сообща-
лось о секреции HRPC1 в клетках трансген-
ного табака (Nicotiana tabacum). Во-первых, 
была подтверждена роль СТРР (C-terminal 
propeptide; С-концевой пропептид) в клетках 
табака. Если в трансгенных растениях таба-
ка ген hrpC1 экспрессируется вместе с сиг-
нальным пептидом и СТРР, то наблюдается 
накопление HRPC1 в вакуолях. Когда hrpC1 
экспрессируется без ССТР, наблюдается на-
копление активного фермента в апопластиче-
ском пространстве. Во-вторых, было показа-
но увеличение экспрессии hrpC1 с помощью 
энхансеров — 5′-нетранслирующей области 
(UTR) гена алкогольдегидрогеназы N. tabacum 
(NtADH).

Как видно из литературных данных, каждая 
из описанных в работе систем экспрессии име-
ет свои преимущества и недостатки. Следует 
отметить, что высокий уровень экспрессии 
изофермента С HRP наблюдался в клетках 
дрожжей [3].

Цель данной работы — сконструировать 
вектор для экспрессии гена, кодирующего 
изофермент С2 HRP в клетках мицелиальных 
грибов. Мицелиальные грибы, синтезирую-
щие гем-содержащие ферменты, как извест-

но, образуют гем в избытке, что позволяет не 
проводить дополнительной активации HRP, 
добавляя кофактор или вещества его инду-
цирующие. 

Материалы и методы
 Ген, кодирующий изофермент С2 HRP, 

синтезирован искусственно и предостав-
лен для работы Eurofins Genomics в соста-
ве плазмиды рEX-A258-hrp. Для анализа 
на наличие фрагмента гена каталазы (cat) 
в геномной ДНК использовали мицелиаль-
ные грибы Pеnicillium adametzii, Penicillium 
jensenii БИМ F-134, Penicillium sp.  17, 
Penicillium sp. 37, Penicillium kapuscinski, 
Penicillium funiculosum, Penicillium varians 
545, Penicillium chrysogenum БИМ F-112, 
Penicillium chrysogenum БИМ F-32. В ра-
боте для клонирования рекомбинантных 
плазмид использовали Е. coli XL-1 Blue 
((F–::Tn10(Tetr), proA+B+, lacIq , Δ(lacZ) M15 
/ recA1, endA1, gyrA96(Nalr ), thi-1, hsdR17 
(rk– mk – ), glnV44, relA1, lac)). Информация 
об использованных плазмидах представлена 
в табл. 1.

Для постановки полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) использовались праймеры («Прайм-
тех», Беларусь) (табл. 2, 4). Праймеры были 
подобраны для выделения гена cat из мице-
лиальных грибов рода Penicillium, экзонных 
последовательностей фрагментов генов hrpС 
и для получения линеаризированного гена 
hrpC2, а также плазмид pK18-cat-pAN7-1 и 
pAN7-1.

ПЦР проводили с помощью Pfu-полимеразы 
или Taq HF-полимеразы («Праймтех», Бела-
русь), применяя необходимые для их работы 
буферные растворы того же производителя. 
Конечный объем смеси составил 50 мкл при 
использовании Pfu-полимеразы и 20 мкл —
для Taq HF-полимеразы (табл. 3).

Для выделения геномной ДНК из мицелия 
грибов и корней A. rusticana использовали 
набор «Нуклеосорб» (комплектация «С») 
фирмы «Праймтех» (Беларусь) [15]. Выделе-
ние проводили по методике производителя. 
Предварительно грибы рода Pеnicillium вы-
ращивали в колбах Эрленмейера на качалках 
в течение 48 часов при температуре 25–27 °C, 
при постоянном вращении колб со скоростью 
180 об/мин в жидкой питательной среде [16]. 
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Таблица 1 
Характеристика основных плазмид, используемых в работе

Плазмида Характеристики Источник получения

pJET1.2

AmpR; T7-промотор; PlacUV5-промотор; поли-
линкер; репликон плазмиды pMB1; летальный 
ген eco47IR; 2974 п.н., используется для кло-
нирования продуктов амплификации с тупыми 
концами

Плазмида получена из коллекции 
лаборатории «ЦАГИИ» Института 
микробиологии НАН Беларуси

рAN7-1
HygR; AmpR; lac-оператор; 
промотор и терминатор гена глицеральдегидфос
фатдегидрогеназы A. nidulans

Любезно предоставлена доктором P. Punt 
(Wageningen Center for Food Sciences 
(WCFS), Wageningen, The Netherlands

pK18
KanR; lac-промотор; последовательность, кодиру-
ющая ген lacZ; полилинкер в составе lacZ гена; 
ColE1-репликон 

Плазмида получена из коллекции 
лаборатории «ЦАГИИ» Института 
микробиологии НАН Беларуси

рEX-A258-
hrp

AmpR; pUC ori; lac-промотор; lac-оператор; по-
следовательность, кодирующая изофермент С2 
пероксидазы; 3504 п.о.

Плазмида предоставлена компанией 
Eurofins Genomics, Люксембург

Таблица 2 
Характеристика праймеров, использованных в работе 

ПЦР-продукт Название 
праймера

Нуклеотидная последовательность праймера в направлении 
5’→3’

Размер 
ПЦР-продукта, 

п. о.

Ген фермента 
пероксидазы из 
хрена Armoracia 
rusticana

P1 FHRP TGAGCAGACATCACCATGCATTCCTCTTCC

1078

P2 RHRP GGTCGGCATCTACTATTCGCTAGCTCTAG

Ген фермента 
каталазы 
мицелиальных 
грибов рода 
Penicillium

fcat2 GATTTCATCTTCCGCCAGAAGATCCA

545

rcat3 CCGTGACCGGCCATTGCCCA

Плазмида 
pK18-pAN7-1

P3 FpNOM GGAAGAGGAATGCATGGTGATGTCTGCTCA

10035

P4 RpNOM CTAGAGCTAGCGAATAGTAGATGCCGACC
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Биомассу гриба отбирали фильтрованием, уда-
ляли культуральную жидкость (супернатант). 
Затем обрабатывали мицелий ацетоном, про-
сушивали, промывали дистиллированной во-
дой и обрабатывали ультразвуком на установ-
ке Sonics Vibra-cell VCX 130 PB (США). Для 
выделения ДНК бактерий применяли набор 
фирмы «АртБиотех», Беларусь. 

Определение концентрации ДНК осущест-
вляли с помощью флуориметра («Invitrogen», 
США), используя краситель ZUBR Green-1 
(«Праймтех», Беларусь) согласно инструкции 
фирмы-производителя. 

Амплификацию проводили с использо-
ванием аплификатора T100 Thermal Cycler 
(производство «Bio-Rad», США). Условия 
амплификации варьировали в зависимости от 
используемых полимераз, праймеров и разме-
ра получаемого фрагмента ДНК. 

Электрофоретический анализ плазмидной 
ДНК и продуктов амплификации проводили по 
общепринятым методам, изложенным в руко-
водстве Т. Маниатис и др. [17]. Электрофорез 
проводили при комнатной температуре в те-
чение 40–80 мин. Для визуализации результа-
тов использовали систему гель-документации 
ChemiDoc™ MP Imaging System.

Размеры фрагментов ДНК устанавливали на 
основании их электрофоретической подвиж-

ности в агарозном геле. Для выделения ПЦР-
продуктов использовали набор «Нуклеосорб» 
(комплектация «G») фирмы «Праймтех» (Бе-
ларусь) [18].

Выделение плазмидной ДНК из бактериаль-
ных клеток E. coli XL-1 Blue проводили мето-
дом щелочного лизиса по методике Маниатиса 
с соавторами [17], адаптированной сотрудни-
ками лаборатории ЦАГИИ Института микро-
биологии НАН Беларуси.

Эндонуклеазные реакции проводили в объ-
еме 20 мкл с использованием 2  мкл (10Х) со-
ответствующего рестрикционного буфера, 2 
мкл ДНК и 2 ед рестрицирующего фермента. 
Для рестрикционного анализа были использо-
ван ферменты «ТhermoScientific». 

Реакции лигирования проводили в объеме 20 
мкл с использованием 10Х лигазного буфера и 
Т4 ДНК-лигазы. Реакционную смесь инкуби-
ровали в течение 1 ч при температуре 22 °С. 
После окончания инкубирования проводили 
очистку лигазной смеси хлороформом. Смесь 
хранили при температуре -20 °С. При поста-
новке реакций были соблюдены все условия, 
рекомендуемые производителем в соответ-
ствии с общепринятыми экспериментальными 
протоколами [19].

Сиквенс-анализ проводили по методу Сен-
гера с помощью автоматического секвенато-

Таблица 3
Состав реакционной смеси для проведения ПЦР

Компонент
Объем, мкл Концентрация Объем, мкл

Для Pfu-полимеразы Для Taq HF –полимеразы

ДНК-матрица 1 10 нг/мкл 1-3

Прямой праймер 1,5 20 пМ 1,5

Обратный праймер 1,5 20 пМ 1,5

Буфер (2,5Х) 20 1Х 2

Нуклеотиды (2мМ) -1 - 2

ДНК — полимераза Pfu (2 ед/мкл) 1 1 ед/мкл 3

Вода дистиллированная 
стерильная

25 - 7–9

Примечание. 1 — нуклеотиды входят в состав буфера
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ра 4300 DNA Analyzer (Li-COR Biosciences). 
Матрицей для секвенирующей реакции слу-
жила плазмидная ДНК pJET1.2-cat. Для про-
ведения секвенирования был использован на-
бор реактивов «DNA Cycle Sequencing Kit» 
(«Jena Bioscience», PCR-401S) и стандартные 
секвенирующие праймеры к вектору pJET1.2 
(pJET-F и pJET-R), меченые флуоресцентной 
меткой Cy5.5 (Праймтех, Беларусь).

Полученные данные анализировали с по-
мощью компьютерных программ eSeqTM 
DNA Sequencing Software Version 3.1.10 (Li-
COR Biosciences), BLASTN2.2.1 (NCBI сайт: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), SnapGene Viewer 
Version 3.1.2.

Изготовленные векторные конструкции 
трансформировали в клетки E. coli XL-1 Blue 
и протопласты P. adametzii методом электро-
порации с помощью прибора MicroPulser BIO-
RAD (США). Трансформанты отбирались по 
устойчивости к селективному агенту и по ре-
зультатам ПЦР-анализа.

Результаты и их обсуждение
 Проведен анализ 5 последовательностей 

генов, кодирующих изофермент С HRP, пред-
ставленных в базе данных GenBаnk. Уста-
новлено, что все гены hrpС имеют единую 

структуру: 4 экзона, 3 интрона. Определена 
гомология экзонных областей генов hrp, для 
последующего выделения участков гена hrpC. 
Показано, что сходство экзонных последова-
тельностей 3′ и 5′ концов составляет 95–100%. 
Установлено, что анализируемые последова-
тельности экзонов 1, 2 и 3 различных изоформ 
обладали наиболее высокой степенью иден-
тичности (99–100%), существенные отличия 
наблюдались между 5′ концевыми последо-
вательностями экзона 4 изоформ С1 и С2, С3. 
На основании полученных результатов были 
подобраны праймеры (табл. 4).

Для амплификации использовали геномную 
ДНК A. rusticana. Нами были получены 4 эк-
зонных области данного гена с использовани-
ем подобранных праймеров (табл. 4). Результа-
ты проведения полимеразной цепной реакции 
представлены на рис. 1. Размеры полученных 
фрагментов соответствовали ожидаемым ре-
зультатом, а именно, для экзона 1 ~ 230 п. о., 
для экзона 2 ~ 192 п. о., для экзона 3 ~ 169 п. о., 
для экзона 4 ~ 470 п. о. Наличие дополнитель-
ных фрагментов отмечено только при получе-
нии продукта экзона 3, что свидетельствует о 
специфичности подобранных праймеров, од-
нако не позволяет выделить гены, кодирующие 
отдельные изоформы HRP.

Таблица 4
Праймеры подобранные на основании анализа нуклеотидных последовательностей экзонов

Изоформа  
пероксидазы Праймеры Последовательность Температура 

плавления, °C

Экзон 1

C1, C2, C3 Fex1/3 HRP 
прямой ATGCATTCCCCTTCTTCTACTTC 53

C1, C2, C3 Rex1/3 HRP 
обратный ATTAACAAAGCAGTCGTGGAAGTG 54

Экзон 2

C1, C2, C3 Fex2/3 HRP 
прямой GGTTGTGACGCATCGATCTTG 54

C1, C2, C3 Rex2/3 HRP 
обратный CAAATTGACAGATTGTTGAGCTGCAA 55

Экзон 3

C1, C2, C3 Fex3/3 HRP 
прямой GCGGGAGGTCCTTCTTGGA 55

C1, C2, C3 Rex3/3 HRP 
обратный CGGAGAGAGCAACGAGATCAG 56
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Изоформа  
пероксидазы Праймеры Последовательность Температура, °C

Экзон 4

C1 прямой GTGGTCACACATTTGGAAAAAATCA 53

C2, C3 Rex4/3 HRP 
прямой GGGGCCACACATTTGGTAAAAAT 53

C2, C3 Rex4/3 HRP 
обратный TCACATAGAGCTAACAAAGTCAAC 52

Продолжение табл. 4

Для дальнейшей работы ген, кодирующий 
изоформу С2 HRP, был синтезирован хи-
мически Eurofins Genomics и получен в соста-
ве плазмиды рEX-A258-hrp (рис. 2). 

Как сказано выше, наиболее изучена изо-
форма С1 HRP, клонирование кодирующего ее 
гена было осуществлено в различные штаммы 
про- и эукариот [3]. Нами для работы был вы-
бран ген hrpС2, поскольку в литературе мало 
сведений о клонировании данного гена. При 
этом HRP С2 в отличие от HRP С1 характе-
ризуется более высокой скоростью окисле-
ния различных фенольных соединений [2, 3], 
а сходство экзонных участков генов hrpС2 и 
hrpС1 составляет 86–91%.

Хотя грибы являются одним из главных 
объектов, используемых для получения био-
логически активных метаболитов, векторов 
для экспрессии генов в клетках мицелиаль-
ных грибов сконструировано небольшое ко-
личество. Нами была использована конструк-
ция для экспрессии генов в клетках грибов 
рода Aspergillus pAN7-1, содержащая силь-
ный конститутивный промотор гена глице-
ральдегидфосфатдегидрогеназы Aspergillus 
nidulans (промотор gpd) и любезно предостав-
ленная доктором P. Punt (Wageningen Center 
for Food Sciences (WCFS), Wageningen, The 
Netherlands) [20]. Ряд исследователей отмеча-
ли, что, поскольку синтезируемые дрожжами 
и растениями пероксидазы являются катали-
тически активными, то они могут влиять на 
рост реципиентов, вызывая снижение коли-
чества биомассы дрожжей и увядание расте-
ний [9, 21].

Для встраивания гена hrpС2 в ДНК ми-
целиальных грибов было решено создать 
конструкцию, несущую фрагмент гена cat. 

Предполагалось, что полученный вектор обе-
спечит не только встраивание hrpС2 в хро-
мосому, но и позволит инактивировать ген, 
кодирующий гем-содержащую каталазу. Ка-
талаза и пероксидаза являются ферментами 
антиоксидантной системы и выполняют одну 
функцию — способствуют распаду пероксида 
водорода, образованного при окислении раз-
личных соединений.

Для выделения фрагмента гена cat P. adametzii 
использовались праймеры, созданные на осно-
ве анализа нуклеотидных последовательностей 
cat грибов рода Penicillium. В результате про-

Рис. 1. Электрофореграмма фрагментов ДНК, ампли-
фицированных на матрице тотальной ДНК, выделен-

ной из A. rusticana

Номера дорожек соответствуют продуктам амплифика-
ции экзонов 1–4 гена hrpС согласно порядковому номеру 
дорожки, 5 — маркер молекулярного веса (GeneRuler™ 
1˚kb˚DNA Ladder, «ThermoScientific»)
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веденных экспериментов был выделен фраг-
мент, размер которого составил около 600 п. о. 
(рис. 3, дорожка 2), что полностью соответ-
ствует ожидаемому результату.

ПЦР-продукт был встроен в плазмидный 
вектор pJET1.2 для последующего опреде-
ления нуклеотидной последовательности 
фрагмента cat P. adametzii. На основании 
сиквенс-анализа установлено, что фраг-
мент cat P. adametzii, имеющий размер 
568 п. о., на 81–97% идентичен участкам cat 
грибов P. chrysogenum Wisconsin 54-1255, 
P. digitatum Pd1, P. citrinum, P. marneffei 
ATCC 18224 (депонированных в GenBank 
NCBI (AM920431.1, XM_014675429.1, 
DQ288844.1, XM_002153565.1, соответ-
ственно).

В дальнейшем фрагмент с целевой по-
следовательностью ДНК cat P. adametzii 
(размер вырезанного по BamHI участка из 
вектора pJET1.2-cat составлял 615 п. о.) кло-
нировали в плазмиду pK18 (предварительно 
также обработанную рестрицирующим фер-
ментом BamHI) (рис. 4, дорожка 2). Размер 
полученной плазмиды рК18-cat составил 
2661 п. о.

Для выбора штаммов потенциальных ре-
ципиентов был проведен ПЦР-скрининг 
на наличие фрагмента гена cat для по-
следующей его инактивации путем встрой-
ки экспрессируемого гена пероксида-
зы. Для этого использованы 9 штаммов 
мицелиальных грибов Penicillium, син-
тезирующих гем-содержащие фермен-

Рис. 2. Карта плазмиды рEX-A258-hrp, несущей ген hrpС2 
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ты (P. adametzii, P. jensenii БИМ F-134, 
Penicillium sp.  17 ,  Penicillium sp. 37 , 
P. kapuscinski, P. funiculosum, P. varians 545, 
P. chrysogenum БИМ F-112, P. chrysogenum 
БИМ F-32). Согласно полученным ранее 
сотрудниками лаборатории ферментов дан-
ным эти штаммы продуцировали марганец-
пероксидазы и каталазы [21]. Установлено, 
что из 9 штаммов грибов рода Penicillium, 
характеризующихся повышенным уровнем 
гем-содержащих ферментов, 4 (P. adametzii 
P. kapuscinski, P. chrysogenum БИМ F-112, 
P. chrysogenum БИМ F-32) имеют аналогич-
ный фрагмент и в дальнейшем могут исполь-
зоваться в качестве реципиентных штаммов 
для трансформации векторной конструкции. 
В дальнейшем плазмиды рК18-саt и pAN7-1 
были лианеризованы по HindIII и лигирова-
ны друг с другом. Таким образом, была по-
лучена плазмида рК18-саt-AN7-1 10031 п. о. 

Ген hrpС2 предполагалось встраивать вмес-
то гена устойчивости к гигромицину. 

Наличие в гене пероксидазы хрена и в 
экспрессионных плазмидах сайтов, подвер-
женных воздействию наиболее часто встре-
чающихся рестрицирующих ферментов не 
позволило использовать данный метод для 
конструирования экспрессионной плазмиды. 
Для этого применялся метод продолжительной 
перекрывающейся полимеразной цепной реак-
ции (пп-ПЦР) [22]. На первом этапе ген hrpС2 
был выделен из рEX-A258-hrp методом ПЦР 
с использованием Pfu-полимеразы и олигону-
клеотидных праймеров P1 FHRP и P2 RHRP, 
имеющих на концах последовательности, ком-
плементарные плазмиде рК18-саt-AN7-1. В 
результате был получен фрагмент, несущий 
hrpC2, размером ~1100 п. о. (рис. 5А). 

На втором этапе линеаризовали вектор 
рК18-саt-AN7-1 методом ПЦР с использова-

Рис. 3. Электрофореграмма амплифицированного 
фрагмента ДНК гена cat P. adametzii\

1 — маркер молекулярного веса Long Range DNA Ladder 
(100bp-10kb) производства «Jena bioscience»; 2 — продукт 
амплификации cat P. adametzii)

Рис. 4. Электрофореграмма плазмиды pK18

1 — маркер молекулярного веса GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder 
(«ThermoScientific»); 2 — плазмида pK18, разрезанная по 
сайту рестрикции BamHI; 3 — исходная плазмида pK18



Молекулярная и прикладная генетика. Том 25, 2018 г.

41                                                                                  Т.В. Семашко и др. Получение векторной конструкции...

нием Pfu-полимеразы и олигонуклеотидных 
праймеров P3 FpNOM и P4 RpNOM, содер-
жащих фрагменты, комплементарные после-
довательности гена hrpС2. В результате был 
получен фрагмент, несущий вектор без гена 
устойчивости к гигромицину, размером ~9000 
п. о. (рис. 5Б). Каждый этап контролировали 
при помощи агарозного гель-электрофореза. 
Продукты амплификации очищали из реак-
ционной смеси переосаждением ацетатом ам-
мония и изопропиловым спиртом. На третьем 
этапе собирали линеаризованный вектор и це-
левой ген методом пп-ПЦР по следующей про-
грамме: цикл этапов предденатурации 30 с при 
98 °С; элонгации 3 мин при 72 °С и последу-
ющая стандартная процедура ам-плификации. 
В результате была получена плазмида, обо-
значенная как рК18-саt-AN7-1-HRP размером 
более 10000 п. о. (рис. 5В).

В дальнейшем была проведена котрансфор-
мация рК18-саt-AN7-1-HRP и рAN7-1 в клет-
ки P. adametzii. Трансформанты отбирали по 
устойчивости к гигромицину, ген устойчивости 
к данному антибиотику находился на плазмиде 
рAN7-1. Было получено 16 трансформантов, у 
2 из которых вставка гена hrpС2 подтверждена 
с использованием ПЦР-анализа (рис. 6).

Рис. 5. Электрофореграммы продуктов амплификации при проведении  
клонирования гена hrpC2 методом пп-ПЦР 

А — первый этап клонирования гена hrpC2 (температуры отжига 52 (1), 58 °С (2)); Б  — амплификат линеаризованного 
вектора  рК18-саt-AN7-1 (температура отжига: 45 (3), 50 (4), 55 °С (5)); В — амплификат вектора рК18-саt-AN7-1 с геном hrpC2 
(температура отжига: 50 (6), 55 °С (7)), М — маркер молекулярного веса (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, «ThermoScientific»)

Рис. 6. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК 
трансформантов P. adametzii

1–5  —  трансформанты P. adametzii, 6 — маркер молекулярного 
веса (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, «ThermoScientific»)
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Заключение
 Таким образом, проведен анализ нуклео-

тидных последовательностей генов, кодиру-
ющих изофермент С HRP, представленных в 
базе данных GenBаnk. Установлено, все ге-
ны hrpС имеют единую структуру: 4 экзона, 
3 интрона. Показано, что сходство экзонных 
последовательностей 3′ и 5′ концов состав-
ляет 95–100 %. Проведен анализ геномной 
ДНК грибов рода Pеnicillium.  Отобраны 4 
штамма мицелиальных грибов (P. adametzii, 
P. kapuscinski, P. chrysogenum БИМ F-112, 
P. chrysogenum БИМ F-32), как потенциаль-
ные реципиенты для векторных конструкций 
с генами пероксидазы и фрагментом гена cat, 
необходимым для встраивания конструкции в 
геномную ДНК. На основе синтезированной 
последовательности hrpC2 и плазмид: рEX-
A258-hrp, несущей ген hrpC2, pK18-саt, несу-
щей фрагмент гена cat P. adametzii для обеспе-
чения встройки плазмиды в геномную ДНК, и 
pAN7-1, имевшей в своем составе промотор и 
терминатор гена глицеральдегидфосфатдеги-
дрогеназы A. nidulans для экспрессии hrpC2, 
сконструирован вектор для экспрессии гена 
пероксидазы хрена изофермента С2 в клетках 
мицелиальных грибов. Проведена его транс-
формация в P. adametzii. Наличие вставки гена 
подтверждено ПЦР-анализом.
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The nucleotide sequences of isoenzymes C horseradish peroxidase genes of group presented in the GenBank database 
were analyzed. The vector for the expression of the horseradish peroxidase gene of the C2 isoenzyme was constructed 
for mycelial fungi cells using synthesized gene sequence and some plasmids: pK18-cat, carrying the fragment of the 
Penicillium adametzii catalase gene for plasmid insertion into genomic DNA, and pAN7-1, which contains the promoter 
and terminator of the Aspergillus nidulans glyceraldehyde phosphate dehydrogenase gene for hrpC2 expression.
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Сохранение интронов в молекулах зрелых РНК является плохо изученной стороной активности системы 
сплайсинга в клетках человека. Мы разработали многоэтапный алгоритм поиска in silico интронных 
последовательностей, сохраняющихся в молекулах зрелых РНК, секвенированных по методу RNA-Seq. 
Результаты применения данного алгоритма хорошо согласуются с данными по реконструкции полноразмерных 
молекул РНК, проведенной для разных типов клеток человека, и говорят о функциональной важности генов, 
РНК продукты которых содержат интроны.

Ключевые слова: сохранение интронов, сплайсинг РНК, RNA-Seq, транскриптом.

Введение
Сплайсинг РНК является многоступенчатым 

скоординированным молекулярным процес-
сом, ведущим к образованию молекул зрелых 
РНК [1]. Во время этого процесса происходит 
определение границ интронов (или экзонов 
согласно альтернативной модели) и их удале-
ние с последующим объединением экзонов в 
единую молекулу. Однако порой удаления не-
которых интронов не происходит, и они могут 
быть обнаружены в составе полиаденилиро-
ванных молекул РНК. На сегодняшний момент 
открыто три класса таких интронов: 1)  экзи-
троны (exitrons), которые входят в состав ко-
дирующих белок экзонов [2]; 2) удержанные 
интроны (retained introns), присутствующие в 
цитоплазматических РНК [3]; 3) задержанные 
интроны (detained introns), удаление которых 
идет с существенным запаздыванием по срав-
нению с другими интронами, из-за чего моле-
кула РНК не может покинуть ядро [4, 5].

Во всех этих случаях существование самого 
по себе феномена сохранения интронов не вы-
зывает сомнений, однако остаются открытыми 
вопросы о причинах их сохранения, тканевой, 
клеточной и генной специфичности, а также 
функциональной роли при разных состояни-
ях клеток [3]. Поскольку ключевым моментом 
в изучении таких интронов является их об-
наружение, особенно по данным полнотран-
скриптомного секвенирования, то мы задались 

целью разработать алгоритм поиска in silico ин-
тронных последовательностей, сохраняющих-
ся в молекулах зрелых РНК, сосредоточившись 
при этом только на транскриптоме лейкозных 
и нормальных клеток крови человека.

Материалы и методы
Представленное исследование основано на 

двух группах данных полнотранскриптомного 
секвенирования полиаденилированной клеточ-
ной РНК, проведенного по методу парнокон-
цевого RNA-Seq: оригинальных, полученных 
на базе Детского онкологического центра 
Вульфсона при Ньюкаслском университете 
(г. Ньюкасл, Великобритания), и публичных, 
находящихся в свободном доступе в базе ENA. 
К первой группе относятся данные, получен-
ные при секвенировании РНК, выделенной 
из двух образцов клеток линии Kasumi-1, и 
такого же количества образцов клеток линии 
SEM. Клеточная линия Kasumi-1 (ATCC® CRL-
2724TM) является модельной клеточной лини-
ей положительной по транслокации t(8;21)
(q22;q22) формы острого миелоидного лейкоза 
человека, а линия SEM (DSMZ №ACC 546) — 
положительной по транслокации t(4;11)
(q21;q23) формы острого лимфобластного 
лейкоза. Вторая группа была представлена 
данными секвенирования РНК, выделенной из 
лейкозных клеток пациентов, несущих транс-
локацию t(8;21)(q22;q22) (образцы с кодами 
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доступа GSM1521606 и GSM1521614) или 
инверсию inv(16) (образцы с кодами доступа 
GSM1521580 и GSM1636713). Кроме того, в 
эту же группу входили данные по двум образ-
цам CD34+ гемопоэтических стволовых/проге-
ниторных клеток, полученных из пуповинной 
крови (образцы с кодами доступа GSM1843222 
и GSM1843223), и двум образцам (с кодами до-
ступа GSM1552801 и GSM1552802) таких же 
клеток, но выделенных из нормального кост-
ного мозга человека.

FASTQ файлы, полученные при секвенирова-
нии транскриптома целевых клеток, подверга-
лись стандартной процедуре предпроцессинга, 
после чего риды (короткие секвенированные 
фрагменты РНК) картировались по эталон-
ной сборке GRCh38.p7 генома человека с по-
мощью программы subjunc [6]. Суммаризация 
интронных ридов осуществлялась с помощью 
алгоритма featureCounts [7]. В дальнейшем 
количественные данные подвергались много-
ступенчатой фильтрации, нормализации и 
трансформации, более подробно описанной в 
контексте изложения полученных результатов.

Сборка полноразмерных РНК осуществля-
лась с помощью алгоритма Cufflinks v.2.2.1 
[8]. Сборка проводилась с опорой на эталон-
ные модели генов человека, представленные 
в 85-ом выпуске базы данных Ensembl [9]. 
Для корректной оценки уровня экспресии 
собранных транскриптов на алгоритм по-
давался сиквенс эталонной сборки GRCh38.
p7 генома человека, а также игнорировались 
риды, картированные по генам рибосомаль-
ных РНК и генам митохондриального гено-
ма. Значения остальных параметров сборки 
использовались по умолчанию. Собранные 
транскрипты были подвергнуты многоуров-
невой фильтрации с помощью оригиналь-
ного R кода filtrTrans (https://github.com/
VGrinev/transcriptome-analysis/tree/master/
TranscriptsFeatures/filtrTrans.r).

Функциональная аннотация генов про-
водилась с помощью оригинального R ко-
да enrichmentTest  (ht tps: / /gi thub.com/
VGrinev/transcriptome-analysis/tree/master/ 
TranscriptsFeatures/enrichmentTest.r) с исполь-
зованием двустороннего точного теста Фише-
ра и наборов функциональных групп генов, за-
груженных в виде OBO файлов с репозитория 
Gene Ontology Consortium [10]. Карта обогаще-

ний построена с помощью плагина Enrichment 
Map v.2.2.1 для пакета Cytoscape v.3.6.0 [11].

Статистические тесты и другие рутинные 
вычислительные процедуры проводились в 
соответствии с общепринятыми стандарта-
ми. Вся аналитическая работа, результаты ко-
торой представлены в настоящем исследова-
нии, проведена в среде программирования R 
с использованием как уже готовых решений, 
доступных через репозиторий Bioconductor 
или хранилище CRAN, так и с помощью ори-
гинальных программ, написанных автором 
исследования.

Результаты и обсуждение
Обнаружение интронов, сохранившихся 

в молекулах зрелых РНК, не является три-
виальной задачей. Для ее решения мы раз-
работали многоэтапный алгоритм поиска in 
silico таких последовательностей в структуре 
молекул зрелых РНК, секвенированных по 
технологии RNA-Seq.

На первом этапе был получен список геном-
ных координат всех не сохраняющихся в мо-
лекулах зрелых РНК интронов эталонного 
генома GRCh38.p7 человека, аннотированно-
го в 85-ом выпуске базы данных Ensembl [9]. 
Из этих координат были исключены интер-
валы, соответствующие одноэкзонным генам 
и генам малых РНК (miRNA, miscRNA, rRNA, 
tRNA, ribozyme, vaultRNA, sRNA, snRNA, 
scaRNA, scRNA и snoRNA), а оставшиеся ин-
тервалы были разбиты на интронные бины 
длиной не менее 50 нуклеотидов и сгруп-
пированы по их генной принадлежности. В 
данном случае под интронным бином под-
разумевается уникальный фрагмент интрона 
(либо весь интрон), не перекрывающийся с 
другими такими же уникальными интрон-
ными фрагментами. К полученному списку 
координат интронных бинов были добавлены 
геномные координаты, которые в базе дан-
ных Ensembl уже аннотированы как сохра-
няющиеся интроны. Эти координаты были 
процессированы так же, как и координаты не 
сохраняющихся интронов и, кроме того, раз-
делены на четыре группы в зависимости от 
локализации в гене (ассоциированы ли они с 
первым экзоном, внутренними экзонами или 
последним экзоном гена) или принадлежно-
сти к одноэкзонному(-ым) транскрипту(-там) 
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гена. Наш окончательный список содержал 
координаты 314 168 бинов не сохраняющихся 
в молекулах зрелых РНК интронов, а также 
5089, 3858, 6655 и 836 бинов сохраняющихся 
интронов, ассоциированных, соответственно, 
с первыми, внутренними и последними экзо-
нами генов или одноэкзонными транскрипта-
ми. Распределение длин этих бинов показано 
на рис. 1А. Обращает на себя внимание, что 
бины интронов, аннотированных в базе дан-
ных Ensembl как сохраняющиеся в молеку-
лах зрелых РНК, более короткие, чем бины 
несохраняющихся интронов: основной пик 
распределения размеров таких бинов совпа-
дает с пиком минимальных интронов, длина 
которых обычно лежит в диапазоне от 50 до 
150 нуклеотидов [12].

На втором этапе с помощью алгоритма 
subjunc [6] проводилось картирование RNA-
Seq ридов на эталонный геном GRCh38.p7 че-
ловека с последующей суммаризацией ридов, 
перекрывающихся с координатами интрон-
ных бинов. Суммаризация ридов осущест-
влялась с помощью алгоритма featureCounts 
[7], причем учитывались только уникально 
картированные риды и только те, которые 
перекрывались с интронным бином не менее 
чем на 5 нуклеотидов. При использовании та-
кого подхода в работе с RNA-Seq данными по 
транскриптому клеток линии Kasumi-1 нами 
обнаружено, что 44,9 ± 0,5% бинов, произо-
шедших из несохраняющихся интронов, по-
лучает не менее одного рида. Доля таких же 
бинов, но принадлежащих сохраняющимся 
интронам, получилась несколько больше: от 
58,5 ± 0,8% в случае с бинами, ассоцииро-
ванными с одноэкзонными транскриптами, 
до 69,9 ± 0,6% бинов, связанных с последни-
ми экзонами генов. Наблюдаемые процент-
ные различия согласуются с различиями и 
по уровню представленности в транскрип-
томе клеток линии Kasumi-1: распределение 
уровней экспресии бинов несохраняющих-
ся интронов смещено влево по сравнению с 
распределениями для других групп бинов, 
что проиллюстрировано на рис. 1Б. Схожие 
результаты наблюдались и при работе с дру-
гими наборами RNA-Seq данных.

Третий этап нашего анализа был нацелен 
на расчет эффективной длины интронных 
бинов. Под эффективной длиной в данном 

случае подразумевается та часть последова-
тельности, которая является уникальной в 
геноме. Необходимость такой корректировки 
обусловлена присутствием в интронных об-
ластях наших генов множества повторов [13]. 
В результате риды, которые картируются по 
таким областям генома, не учитываются при 
суммаризации, что искажает реальный уро-
вень экспресии интрона. Для корректировки 
длины интронных бинов мы воспользовались 
данными по картируемости генома человека 
[14] и рассчитали эффективную длину каж-
дого бина с помощью оригинального R кода. 
Как видно на рис. 1В, при использовании та-
кого подхода существенной корректировке 
подвергается длина только части интронных 
бинов, большая же часть корректируется ми-
нимально, что и обуславливает высокий уро-
вень корреляции между исходной и скоррек-
тированной длиной.

На четвертом этапе рассчитывались нуле-
вые распределения ридов по интронам генов. 
Под нулевым, или теоретически ожидаемым, 
распределением подразумевается гипотети-
ческая ситуации, при которой все интронные 
риды гена случайным образом и с равной ве-
роятностью распределяются по его интронам. 
Нулевые распределения строились нами на 
основе экспериментальных данных, или эм-
пирических распределений, описанных выше, 
по следующей формуле:

где NDRg — это математическое ожидание 
для i-го интронного бина гена g (другими сло-
вами, это то количество интронных ридов гена 
g, которое пришлось бы на i-тый интронный 
бин этого же гена если бы риды распределя-
лись по интронам случайным образом и с рав-
ной вероятностью);

Rs — общее количество уникально карти-
рованных интронных ридов гена g;

IntrEL —  эффективная длина i-го интронно-
го бина гена g;

RL — длина ридов в используемой RNA-Seq 
библиотеке;

N — количество интронных бинов, принад-
лежащих гену g.

i

i
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Рис. 1. Описательная статистика интронных бинов, вовлеченных в исследование

Экспериментальные данные, представленные на этом рисунке, были получены на клетках линии Kasumi-1, однако схожие 
результаты наблюдались и при работе с другими типами клеток.

А) Распределение длин бинов сохраняющихся интронов, ассоциированных с первыми, внутренними и последними экзонами 
генов или одноэкзонными транскриптами генов (кривые 1, 2, 3 и 4, соответственно) и бинов несохраняющихся интронов 
(кривая 5). Кривая 6 демонстрирует распределение длин всех исходных интронов эталонного генома GRCh38.p7 человека, 
которые использовались при расчете геномных координат интронных бинов.

Б) Экспрессия интронных бинов в клетках линии Kasumi-1. На этом графике показаны распределения бинов сохраняющихся 
интронов, ассоциированных с первыми, внутренними и последними экзонами генов или одноэкзонными транскриптами генов 
(кривые 1, 2, 3 и 4, соответственно) и бинов несохраняющихся интронов (кривая 5), экспрессия которых подтверждается хотя 
бы одним ридом. Экспрессия выражена в FPKM (от англ. fragments per kilobase per million) — количестве секвенированных 
фрагментов, приходящихся на 1 кб длины интронных бинов и на 1 млн фрагментов в RNA-Seq библиотеке. Штриховая 
вертикальная линия соответствует одному FPKM, что в среднем эквивалентно ~30 ридам на один интронный бин.

В) Соотношение между исходной и эффективной длиной интронных бинов.

Г) Эмпирическое (кривая 1) и нулевое (кривая 2) распределение ридов по интронным бинам генов, экспрессирующихся 
в клетках линии Kasumi-1. На дополнительной диаграмме рассеивания показано соотношение между эмпирическими и 
теоретически ожидаемыми уровнями экспресии интронных бинов генов, активных в указанных клетках.

Наш подход в расчете нулевого распределе-
ния схож с предложением Braun C. J. с соавт. 
[5], в частности, мы также стабилизировали 
дисперсию через извлечение корня квадрат-
ного из эффективной длины интронных би-
нов, скорректированной по длине ридов. Од-
нако наш подход предполагает использование 

исходных данных по суммаризации ридов, а 
не нормализованных, как в работе Braun C. J. 
с соавт. Кроме того, дискретизация значений 
нулевого распределения в нашем подходе не 
является обязательной, а зависит от того, какая 
статистическая модель будет использоваться в 
дальнейшем при идентификации сохраненных 
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интронов. По нашему мнению, эти два отли-
чия сводят к минимуму деформацию значе-
ний нулевого распределения. Тем не менее, 
это распределение ожидаемо отличается от 
эмпирического почти полным отсутствием 
значений равных нулю (рис. 1Г) и умеренно с 
ним коррелирует (рис. 1Г, вставка).

Пятый этап нашего анализа включал поиск 
статистически значимых различий между эм-
пирическими и нулевыми распределениями 
интронных ридов. Для этого и эмпирические, 
и теоретически ожидаемые значения объ-
единялись в одну матрицу данных, которая 
подвергалась стандартным процедурам пред-
процессинга и линейного моделирования. На 
этом этапе мы использовали два метода ли-
нейного моделирования: простой и обобщен-
ный. Первый метод основан на допущении, 
что эмпирические данные могут быть описа-
ны с помощью распределения Гаусса, а вто-
рой — распределения Пуассона. В нашей ра-
боте практическая реализация этих методов 
целиком базировалась на функциональных 
возможностях библиотек R-функций edgeR и 
limma [15, 16] и DESeq2 [17], соответствен-
но. На выходе любой из указанных методов 
выдает логарифмы (по основанию 2) крат-
ности различий, или log2 FC, между эмпи-
рическим и теоретически ожидаемым коли-
чеством интронных ридов, подтверждающих 
сохранение в молекулах зрелых РНК каждого 
из интронных бинов. Кроме того, каждый 
коэффициент log2 FC сопровождается как 
оригинальным p-значением, так и скоррек-
тированным q-значением — p-значением с 
поправкой на множественность проверок 
нулевых гипотез, проведенной по методу 
Беньямини-Хохберга [18].

Как видно на рис. 2А, описанный выше под-
ход позволяет идентифицировать множество 
интронных бинов, представленность которых 
в молекулах РНК статистически значимо вы-
ше, чем теоретически ожидалась. Так, в случае 
с клетками линии Kasumi-1 таковых обнару-
живается 7963 варианта.

Однако, как показано на рис. 2Б, сохране-
ние таких интронных бинов в молекулах РНК 
подтверждается разным количеством ридов, 
в том числе лишь единичными ридами, и это 
несмотря на то, что длина бинов порой может 
доходить до нескольких тысяч пар оснований. 

Очевидно, что в такой ситуации необходимо 
выбрать тот минимальный уровень подтверж-
даемости события, выше которого мы будем 
рассматривать его как значимое, а ниже — 
проигнорируем. Выбор такого порога и после-
дующая финальная фильтрация полученных 
результатов составили суть шестого этапа ал-
горитма поиска сохраненных интронов.

При выборе такого порога мы ориентирова-
лись на два критерия: 1) возможность полу-
чить независимое подтверждение экспресии 
с помощью количественной полимеразной 
цепной реакции и 2) схожесть распределения 
длин интронных бинов, претендующих на 
роль сохраняющихся в молекулах РНК, с тако-
вым для интронов, которые уже аннотированы 
в базе данных Ensembl как сохраняющиеся в 
молекулах зрелых РНК человека (см. рис. 1А). 
Основываясь на собственном опыте, а также 
опыте других исследователей, мы пришли к 
выводу, что для того, чтобы экспрессию ин-
трона, обнаруженную по данным RNA-Seq, 
можно было независимо подтвердить и дру-
гими методами, например, с помощью стан-
дартной или количественной полимеразной 
цепной реакции, необходимо, чтобы по нему 
картировалось не менее 5 ридов. Что касает-
ся второго критерия, то, как видно на рис. 2В, 
чем существеннее экспрессия интронных би-
нов подтверждается ридами, тем ближе рас-
пределение их длин к длинам сохраняющихся 
интронов из базы данных Ensembl. В конеч-
ном итоге мы остановились на компромисс-
ном подходе фильтрации, выбрав пороговый 
уровень экспресии 40 FPKM.

Воспользовавшись выше описанным алго-
ритмом действий и проведя соответствующую 
фильтрацию полученных данных, нам уда-
лось идентифицировать множество интронов 
(в форме интронных бинов), сохраняющихся 
в молекулах зрелых РНК в транскриптоме 
лейкозных и нормальных клеток крови чело-
века. Минимальное количество сохраненных 
интронов было обнаружено в транскриптоме 
CD34+ гемопоэтических стволовых/прогени-
торных клеток нормального костного моз-
га человека: 425 уникальных интрона, при-
надлежащих 394 генам. Несколько большее 
количество таких интронов было иденти-
фицировано в транскриптоме CD34+ клеток 
пуповинной крови человека: 1106 уникальных 
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Рис. 2. Идентификация сохраненных интронов в молекулах РНК

Экспериментальные данные, представленные на этом рисунке, были получены при изучении тотальной РНК, выделенной 
из клеток линии Kasumi-1, и секвенированной методом RNA-Seq. Линейное моделирование было проведено с помощью 
функциональных возможностей библиотек R-функций edgeR и limma. Схожие результаты были получены при изучении 
транскриптомов других типов клеток человека, а также при использовании функциональных возможностей библиотеки 
R-функций DESeq2.

А) График-вулкан, демонстрирующий статистические различия между эмпирическим и теоретически ожидаемым количеством 
ридов, подтверждающих сохранение интронных бинов в молекулах РНК. Ось абсцисс соответствует логарифмам (по 
основанию 2) кратности различий между эмпирическими и теоретически ожидаемыми значениями. Положительные величины 
коэффициента log2 FC указывают на то, что реальное количество ридов, подтверждающих сохранение интронных бинов в 
молекулах РНК, выше, чем теоретически ожидаемое. По оси ординат отложены отрицательные логарифмы (по основанию 10) 
соответствующих q-значений. Прямоугольник ограничивает область статистически значимых (p < 0,001, q < 0,01) событий с 
не менее чем двукратной положительной разницей между эмпирическими и теоретически ожидаемыми значениями.

Б) Представленность интронных бинов, выделенных на рис. 2А, в транскриптоме клеток линии Kasumi-1. Уровень экспресии 
этих бинов выражен с помощью трех разных единиц: 1) количество ридов, приходящихся на один интронный бин без учета 
его размера (кривая 1), 2) количество ридов, приходящихся на один интронный бин с учетом его размера (кривая 2) и 3) 
количество ридов, приходящихся на один интронный бин с учетом его размера и размера RNA-Seq библиотеки (кривая 3).

В) Взаимосвязь между длиной интронных бинов и уровнем их представленности в транскриптоме клеток линии Kasumi-1. 
Экспрессия интронных бинов выражена в FPKM. Цифры на графике указывают на пороговые значения FPKM, использован-
ные при фильтрации интронных бинов, выделенных на рис. 2А. На дополнительной вставке показано количество интронных 
бинов, прошедших фильтрацию при том или ином пороговом значении FPKM.

Г) Распределение интронных бинов, сохраняющихся в молекулах зрелых РНК лейкозных и нормальных клеток крови человека, 
по разным группам: бины интронов, аннотированных в базе данных Ensembl как не сохраняющиеся в молекулах зрелых 
РНК человека ( ), а также интронов, аннотированных как сохраняющиеся в ассоциации с первыми (), внутренними () 
или последними () экзонами генов либо одноэкзонными () транскриптами генов. Аббревиатуры CB-HPSC и BM-HPSC 
обозначают CD34+ гемопоэтические стволовые/прогениторные клетки, полученные из пуповинной крови или нормального 
костного мозга человека, соответственно.

интрона из 892 генов. Однако максимальное 
разнообразие сохраненных интронов наблю-
дается в транскриптоме лейкозных клеток, 
причем как клеток перевиваемых клеточных 
линий, так и клеток, выделенных из организ-

ма пациентов. Так, в транскриптоме клеток 
линии Kasumi-1 при созревании молекул РНК 
1528 генов произошло 1903 события сохране-
ния интронов, а в клетках больных лейкозом с 
инверсией inv(16) количество таких событий 
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достигло 2609 и затронуло сплайсинг молекул 
РНК, кодируемых 1898 генами. Эти различия 
являются интригующим результатом, одна-
ко, обусловлен ли он биологическими причи-
нами или же это технический артефакт, ос-
тается вопросом открытым и требующим 
дальнейших тщательных исследований. Ин-
тересно также отметить, что, несмотря на 
различия в общем количестве, соотношение 
разных групп сохраненных интронов остается 
схожим между разными типами клеток, что 
проиллюстрировано на рис. 2Г.

Для последующей валидации получен-
ных результатов мы провели реконструкцию 
транскриптомов изучаемых клеток с помо-
щью алгоритма Cufflinks [8]. Далее, воcполь-
зовавшись инфраструктурой GenomicRanges 
[19], мы идентифицировали те реконструи-

рованные транскрипты, которые содержат 
обнаруженные in silico интроны. Фактически 
на данном этапе исследования мы проверяли 
соответствие между покрытием интронной 
последовательности ридами и включением 
ее при сборке полноразмерных молекул РНК, 
как это показано на рис. 3А для гена NABP1 
человека.

Как видно на рис. 3Б, около 90% интронных 
бинов, классифицированных согласно in silico 
анализу как сохраняющиеся в молекулах зре-
лых РНК, присутствует в транскриптах, ре-
конструированных с помощью Cufflinks. При 
этом экспрессия транскриптов, содержащих 
интроны, не отличается от таковой для транс-
криптов без интронов (рис. 3В). Более того, 
такие транскрипты получаются более длин-
ными (очевидно, из-за вставки интрона), чем 

А) Сохранение интрона в молекулах зрелых РНК гена NABP1 человека, активного в клетках линии Kasumi-1. На рисунке 
показана только та часть гена, где идентифицирован сохраняющийся интрон. Сохранение этого интрона подтверждается как 
на уровне «сырых» ридов, картированных по гену NABP1, так и на уровне реконструированных транскриптов.

Б) Частота встречаемости интронов, определенных in silico как сохраняющиеся, в транскриптах, реконструированных с 
помощью Cufflinks. Область интронов, присутствующих в транскриптах, залита серим цветом, не присутствующих — черным 
цветом.

В) Экспрессия транскриптов, не содержащих интроны (кривая 1), и транскриптов, в которых присутствуют интроны (кривая 
2), в клетках линии Kasumi-1. Схожие результаты были получены для других типов клеток, вовлеченных в исследование.

Г) Распределение длины транскриптов, не содержащих интроны (кривая 1), и транскриптов, в которых присутствуют интроны 
(кривая 2). Рисунок основан на данных, полученных для клеток линии Kasumi-1, однако схожие результаты наблюдались и 
при работе с другими типами клеток, вовлеченных в исследование.

Рис. 3. Присутствие интронов в молекулах РНК, реконструированных с помощью Cufflinks



Молекулярная и прикладная генетика. Том 25, 2018 г.

51                                                                                    В.В. Гринев. Сохранение интронов в транскриптоме...

транскрипты без сохраняющихся интронов 
(рис. 3Г). Все это указывает на то, что транс-
крипты, содержащие интроны, скорее всего не 
являются шумом, появляющимся при работе 
системы сплайсинга, а, более вероятно, играют 
какую-то биологическую роль.

В рамках представленной работы мы пред-
приняли только базовый вариант функцио-
нального анализа наблюдаемого феномена — 
провели функциональное аннотирование 
генов, для которых были показаны сохраняю-
щиеся интроны, с помощью генных онтоло-
гий. Хотя очевидно, что такой подход не может 
быть исчерпывающим и что нужен дальней-
ший более глубокий функциональный анализ. 
Поскольку спектр сохраненных интронов и ге-
нов, для РНК продуктов которых характерно 
такое явление, в разных клетках различается 
(рис. 4), то мы провели функциональную ан-
нотацию для каждого из исследуемых типов 
клеток по отдельности, а затем интегрировали 
полученные результаты в единую карту обо-
гащений.

В качестве примера такого рода функ-
ционального анализа мы взяли результаты, 
полученные для клеток линии Kasumi-1, лей-
козных клеток пациентов, содержащих такую 
же хромосомную перестройку, как и клетки 
модельной линии, а также CD34+ гемопоэ-
тических стволовых/прогениторных клеток, 
полученных из нормального костного мозга 
человека. Обобщенный результат показан 
на рис. 5. Видно, что списки генов, для РНК 
продуктов которых характерно сохранение 
интронов, не случайны, а статистически зна-
чимо обогащены генами из нескольких функ-
циональных групп. Большая часть этих групп 
так или иначе связана с функционированием 
самих молекул РНК — от их образования при 
транскрипции через процессинг (включая 
этап сплайсинга) до трансляции и внутри-
клеточной локализации белковых продуктов. 
Отдельно можно также выделить группы ге-
нов, контролирующих состояние хромосом и 
клеточный цикл, т. е. влияющих на пролифе-
рацию клеток.

Рис. 4. Разнообразие сохраненных интронов и генов, их кодирующих, в лейкозных и нормальных клетках 

Этот рисунок основан на результатах, полученных при проведении линейного моделирования с помощью функциональных 
возможностей библиотек R-функций edgeR и limma. Схожие результаты были получены и при использовании библиотеки 
R-функций DESeq2.

А) Разнообразие интронов, сохраняющихся в зрелых молекулах РНК в транскриптоме клеток линии Kasumi-1, лейкозных клеток 
пациентов с транслокацией t(8;21)(q22;q22), а также CD34+ гемопоэтических стволовых/прогениторных клеток, полученных 
из нормального костного мозга человека. Общее количество сохраненных интронов, обнаруженных в транскриптоме тех или 
иных целевых клеток, указано в круглых скобках.

Б) Разнообразие генов, в зрелых молекулах РНК которых были обнаружены интроны. Типы клеток, показанные на этом 
рисунке, те же, что и на рис. 3А. Общее количество генов, для которых характерно сохранение интронов, указано в круглых 
скобках.
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Заключение
Таким образом, нами разработан многоэтап-

ный алгоритм поиска in silico интронных по-
следовательностей, сохраняющихся в моле-
кулах зрелых РНК. Разработанный алгоритм 
эффективен как при работе с оригинальны-
ми, так и с публичными RNA-Seq данными. 
Кроме того, он позволяет идентифицировать 
сохранившиеся интроны как в транскрипто-

ме нормальных клеток крови человека, так и 
лейкозных.

Результаты поиска in silico интронных по-
следовательностей, сохраняющихся в моле-
кулах зрелых РНК, хорошо согласуются с 
результатами независимой реконструкции 
полноразмерных молекул РНК с помощью 
алгоритма Cufflinks, проведенной с использо-
ванием тех же первичных RNA-Seq данных. 

Рис. 5. Функциональная аннотация генов, в зрелых молекулах РНК которых были обнаружены сохраненные интроны

Представленная функциональная аннотация основана на генных онтологиях и аннотациях, разработанных консорциумом 
Gene Ontology Consortium. Карта обогащений построена с помощью плагина Enrichment Map v.2.2.1 для пакета Cytoscape 
v.3.6.0. Функционально схожие группы генов объединены в метагруппы, названия которых даны в прямоугольных сносках. 
Диаметр круга функциональной группы генов пропорционален количеству ее членов, найденных среди генов с интронами, 
сохраняющимися в зрелых молекулах РНК в транскриптоме изучаемых клеток. Черная заливка сектора обозначает отсутствие 
статистически значимого обогащения генами данной функциональной группы списка генов с сохраняющимися интронами 
в изучаемом типе клеток. Интенсивность серой заливки сектора зависит от уровня статистической значимости (выра-
женной в виде скорректированных q-значений) обогащения списка генов с сохраняющимися интронами членами данной 
функциональной группы: чем меньше q-значение, тем интенсивнее заливка. Толщина линий, соединяющих функциональные 
группы, пропорциональна степени перекрытия списков генов этих групп.
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Более того, функциональный анализ, осно-
ванный на генных онтологиях, показывает, 
что выбор генов, для РНК продуктов которых 
характерно сохранение интронов, не является 
случайным, а затрагивает преимущественно те 
гены, которые участвуют в метаболизме самих 
РНК, трансляции и локализации белков, а так-
же контролируют клеточное деление.

Вместе с тем, полученные результаты под-
нимают целый ряд вопросов, связанных с фе-
номеном сохранения интронов в молекулах 
зрелых РНК. В частности, требуют разреше-
ния вопросы о детерминантах этого явления, 
механизмах избирательности в действиях 
системы сплайсинга, клеточной специфич-
ности, а также влиянии на кодирующий по-
тенциал молекул РНК и функциональных по-
следствиях для белков и клетки в целом. Все 
эти вопросы могут быть предметов дальней-
ших исследований.
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Retention of introns in mature RNA molecules is a dark side of the splicing machinery activity in human cells. We 
have developed a multi-step algorithm for in silico identification of introns retained in mature RNA molecules using 
the RNA-Seq technique. Algorithm application results are in good agreement with the reconstruction results of full-
length RNA molecules carried out for different types of human cells and confirm the functional significance of genes 
whose RNA products contain introns.
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В судебно-экспертной идентификации объектов животного происхождения важнейшее значение имеют ме-
тоды молекулярной биологии, из которых наиболее распространенными являются анализ микросателлитных 
локусов (STR) и митохондриальной ДНК. Генотипирование образцов и последующая статистическая оценка 
результатов предоставляет следственным органам высоко доказательную информацию, для чего необходимы 
справочные базы частот встречаемости исследуемых ДНК-маркеров. С целью подбора панели информативных 
маркеров для ДНК-идентификации биологических образцов вида кабан (Sus scrofa), обитающего на территории 
Республики Беларусь, проведено исследование 26 видоспецифичных STR-маркеров. На основе полученных 
данных о генетическом полиморфизме диких (n=719) и домашних (n=304) представителей вида произведен 
отбор 16 STR-локусов, которые позволяют установить происхождение животного от конкретной особи.

Ключевые слова: полиморфизм, микросателлиты, дикий кабан, свинья домашняя, идентификация.

Введение
На сегодняшний день широкий спектр пре-

ступлений связан с объектами животного 
происхождения (незаконная охота, торговля 
находящимися под угрозой исчезновения ви-
дами, трансграничное перемещение трофеев 
и изделий (дериватов) животного происхож-
дения, мошенничество с составом и истин-
ным происхождением мяса и полуфабрикатов, 
кражи и жестокое обращение с животными и 
др.). Одним из наиболее распространенных 
объектов, в отношении, которого фиксиру-
ются факты незаконной охоты на территории 
Республики Беларусь, является кабан (Sus 
scrofa) [1]. В то же время в стране активно 
ведется разведение высококачественных по-
род свиньи домашней, в отношении которых 
совершаются преступления имущественного 
характера, связанные с кражами животных 
или мясопродуктов.

Для получения доказательной информации 
при расследовании данных преступлений 
широко применяются молекулярные методы 

исследований. В судебных лабораториях по 
всему миру проводится молекулярно-гене-
тическая идентификация видов, основанная 
на анализе митохондриальной или ядерной 
ДНК, полученной из тканей животных (ко-
стей, чешуй и других биологических объектов 
с мест преступлений). Кроме того, генетиче-
ские маркеры используются для определения 
пола, оценки биологического происхождения 
(родства), установления принадлежности осо-
би к конкретной популяции, распознавания 
гибридов.

Современные тенденции в подборе генети-
ческих маркеров направлены на повышение 
разрешающей способности, специфичности, 
эффективности, доступности и технологично-
сти анализа. Согласно основным требованиям, 
ДНК маркер должен отвечать комплексу ха-
рактеристик: быть высоко полиморфным для 
выявления генетического разнообразия; иметь 
кодоминантный тип наследования для возмож-
ности дифференциации гетерозиготных орга-
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низмов. Микросателлиты (STR, от англ. Short 
Tandem Repeats) имеют ряд преимуществ пе-
ред другими маркирующими системами: они 
множественны, высокополиморфны, широко 
представлены по всему геному, легко выяв-
ляются и идентифицируются, в связи с чем, 
стали наиболее надежным и эффективным ме-
тодом анализа индивидуальных особенностей 
организмов. Кроме того, относительно высо-
кие темпы мутирования этих локусов приводят 
к накоплению популяционно-специфических 
мутаций, что позволяет проводить детальный 
анализ популяционной структуры. В судеб-
ной экспертизе ДНК-анализ на основе STR-
маркеров имеет особое значение, поскольку 
позволяет получить информацию доказатель-
ного уровня при исследовании биологических 
следов, которые не идентифицируются морфо-
логически: следы крови, фрагменты внутрен-
них органов, видоизмененные со временем 
останки и т. п.

Цель данной работы — подбор ДНК-мар-
керов для решения комплекса экспертных за-
дач, возникающих в процессе расследования 
уголовных и административных преступлений, 
объектами которых становились дикий кабан/ 
свинья домашняя или продукты их технологи-
ческой переработки.

Материалы и методы 
Полиморфизм микросателлитных маркеров 

кабана (Sus scrofa) был исследован в массиве 
из 719 образцов дикого кабана из различных 
районов Республики Беларусь и массиве из 
304 образцов 6 пород свиньи домашней. В 
массиве образцов свиньи домашней представ-
лены следующие породы: белорусская мясная 
(n=53), белорусская крупная белая (n=50), бе-
лорусская черная пестрая (n=20), йоркшир-
ская (n=55), ландрас (n=54) и дюрок (n=72). 
Биологические образцы представляли собой 
мышечную и хрящевую ткань.

Для экстракции ДНК образцы инкубиро-
вали при постоянном встряхивании и тем-
пературе 56 °C в 10 мМ Трис-HCl буфере 
pH 7.5, содержащем 2% додецилсульфата 
натрия (SDS), 100 мМ NaCl, 20 мМ EDTA с 
добавлением 5 мкл протеиназы K (20 мг/мл) 
в течение 24 часов. Лизат биологических об-
разцов далее подвергали процедуре очистки 
на силикагеле [2].

Амплификацию образцов проводили при 
следующих условиях: 0,2 мМ dNTP, 10 мМ 
трис-HCl буфер pH 8.6; 50 мМ KCl; 1,5 мМ 
MgCl2 и 0,75 U Taq-полимеразы. Концен-
трации праймеров варьировали в диапазоне 
0,032–0,052 µМ.

Анализ нуклеотидной последовательности 
проводили с использованием набора BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, США) с последующей очист-
кой продуктов секвенирования на колонках 
NucleoSEQ (Macherey-Nagel, Германия). Ана-
лиз нуклеотидной последовательности иссле-
дуемых микросателлитных локусов проводили 
при помощи программных пакетов: «SeqScape 
Software 3» и «Sequencing Analysis Software 6».

Синтез праймеров для генотипирования и 
секвенирования произведен ОДО «Синтол», 
Россия.

Характерное для каждого из образцов соче-
тание аллелей выявляли путем электрофоре-
тического разделения продуктов ПЦР в гене-
тическом анализаторе «3500 Genetic Analyzer» 
(Applied Biosystems, США). Определение раз-
меров выявленных аллелей (в п. н.) и соот-
ветствующих генотипов ДНК в исследуемых 
локусах проводили с использованием внутрен-
него стандарта размера «GeneScan-600 LIZ 
Size Standard v.2.0» (Applied Biosystems, США) 
на основе специализированной программы 
«GeneMapper ID-X» (Applied Biosystems, 
США) и электрофореграмм продуктов ПЦР 
образцов контрольной ДНК. Контрольная 
ДНК была представлена образами из популя-
ций дикого кабана и свиньи домашней с из-
вестными генотипами.

Статистическую обработку результатов ге-
нотипирования проводили с использовани-
ем программного пакета «Arlequin v.3.5.1.3» 
(Population Genetics CMPG Lab, Швейцария) 
и программного средства «PowerStatsV12 v.2» 
(Promega, США).

Результаты и обсуждение 
В работе были использованы 26 STR-маркеров. 

Подбор STR-локусов проводили с учетом реко-
мендаций FAO (от англ. Food and Agriculture 
Organization), представленных в библиотеке 
DAD-IS[3] (от англ. Domestic Animal Diversity 
Information System) и панели ISAG (от англ. 
International Society for Animals Genetics) [4, 5].
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В судебно-экспертном ДНК-анализе под-
бор локусов имеет особое значение, посколь-
ку достоверность полученных экспертом ре-
зультатов может быть проверена назначением 
повторного исследования образцов в другой 
лаборатории с оценкой воспроизводимости 
результатов. Генотипирование многих дину-
клеотидных STR-маркеров характеризуется 
высоким уровнем статтер-пиков и нередко 
выраженным аденилированием (+/– А-пики), 
которые могут приводить к несопоставимости 
результатов, полученных при проведении пер-
вичных и повторных экспертиз, особенно при 
исчислении аллелей локуса по молекулярному 
размеру фрагмента (пары нуклеотидов).

Поэтому основу идентификационной па-
нели составили локусы с тетрануклеотидной 
структурой тандема: FH2148, FH1727, FH1701, 
FH2709, FH2478, FH1733, FH3637, FH1900, 
FH1696, FH1589, FH4219, NLRIP0001, S0766, 
D0768, S0719, FH3558, S0663. В то же время, 
локусы с динуклеотидной структурой тандема, 
специфичные для свиньи домашней, изучены в 
мировой научной литературе значительно под-
робнее, что позволяет оценить их возможности 
также и в дифференциации биологических об-
разцов генетически близкородственного проис-
хождения (дикого кабана и свинья домашней). 
В настоящей работе задействованы следующие 
локусы с динуклеотидным повтором тандема: 
SW240, SW857, S0101, S0005, S0355, S0710, 
SW951, S0227, SW403 [6–11].

Оценка пригодности панели локусов для 
криминалистической идентификации прово-
дилась на основе скрининга образцов, анализа 
генетических и криминалистических параме-
тров массивов генотипов, результатов иссле-
дования первичной структуры аллелей на 
предмет выявления природы полиморфизма, 
наличия инсерций/ делеций и т. п.

Отдельным и немаловажным фактором явля-
ется дальнейшая необходимость мультиплек-
сирования локусов для создания наборов, тех-
нологичных в работе. Объединение праймеров 
различных локусов в один набор, во-первых, 
усредняет условия ПЦР для всех локусов, и, 
во-вторых, создает дополнительные требова-
ния, такие как недопустимость перекрывания 
аллельных диапазонов различных локусов, от-
сутствие взаимного влияния праймеров друг 
на друга в ходе ПЦР и др.

В ходе исследований при высоком уровне 
полиморфизма, установленном в предвари-
тельных экспериментах (рис. 1), в дальнейшем 
не использовались в мультиплексах локусы 
FH1657, FH3558, S0719, S0663. Так, для локу-
сов FH1657 и FH3558 показан широкий диапа-
зон молекулярных размеров аллелей, что соз-
дает риск перекрывания аллелей с соседними 
локусами — в дальнейшем мультиплексирова-
нии использовался 1 локус (FH3637) с широ-
ким диапазоном аллелей. Аллели локуса S0719 
не оптимальны по размеру (460–520 п. н.), 
поскольку увеличивается время электрофоре-
тического разделения продуктов ПЦР. При ге-
нотипировании образцов в мультиплексе для 
локуса S0663 установлен значительный дис-
баланс интенсивности наработки «коротких» и 
«длинных» аллелей, который может приводить 
к «ложной» гомозиготности.

В локусах S0355, S0710, SW951, SW403 и 
FH4219 доминирующие аллели встречают-
ся с частотой 0,865–0,997 в группе диких, а у 
домашних животных доминирующий аллель 
локуса S0227 встречается с частотой 0,816. 
Такой характер распределения аллелей де-
лает эти локусы малоинформативными при 
ДНК-идентификации образцов. Однако, ввиду 
установленных различий в распределении ча-
стот аллелей у диких и домашних животных, 
эти локусы вносят существенный вклад при 
дифференциации неизвестного образца по ти-
пу «дикий»/«домашний» (на примере локуса 
FH4219 — рис. 2).

Таким образом, в дальнейшем подроб-
но изучался полиморфизм локусов FH2148, 
FH1727, FH1701, FH2709, FH2478, FH1733, 
FH3637, FH1900, FH1696, FH1589, NL-
RIP0001, S0766, SW240, SW857, S0101, 
S0005. Для локусов с тетрануклеотидными 
повторами также было проведено изучение 
первичных последовательностей выявленных 
аллелей. В общей сложности была установле-
на нуклеотидная структура 71 аллеля из 255, 
суммарно выявленных в ходе генотипирова-
ния выборок диких и домашних животных. 
В результате анализа первичной структуры 
аллелей подтверждено, что аллели локусов 
FH1589, FH1733, FH1727, FH2478, FH1696, 
FH1701, FH1900, FH2709, FH2148, FH3637, 
NLRIP0001 имеют тетрануклеотидную струк-
туру тандемной области, что при выявленном 
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уровне полиморфизма позволяет использовать 
данные локусы для решения идентификаци-
онных задач.

По данным секвенирования 16 аллелей ло-
куса D0768 установлено, что наряду с повторя-
ющимся тандемным мотивом -(GAAA)n- суще-
ствует участок, содержащий динуклеотидные 

повторы -(GA)5-CA-(GA)n-, где для n экспери-
ментально установлены значения 11–14, 16 
и 22. Наличие двух повторяющихся тандемов 
дает различную структуру первичных после-
довательностей для двух пар изоаллелей (в 288 
п. н. и 309 п. н.), т. е. аллелей, совпадающих 
по молекулярным размерам, но различных по 

Рис. 1. Диаграмма распределения частот встречаемости аллелей локусов FH1657, FH3558, S0719, S0663 у 
дикого кабана (Wb, Sus scrofa) и свиньи домашней (Ds, Sus scrofa domesticus)

Рис. 2. Диаграмма распределения частот встречаемости аллелей локуса FH4219 у дикого кабана (Wb, Sus 
scrofa) и свиньи домашней (Ds, Sus scrofa domesticus)
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первичной структуре. По причине наличия изо-
аллельных вариантов данный локус в дальней-
шей работе не использовался.

Локус S0766 также содержит два варьирую-
щих тандемных мотива, тетрануклеотидный 
(GAAA) и динуклеотидный (CA), что потен-
циально определяет возможность существо-
вания изоаллелей. Поскольку эксперимен-
тально установлено, что локус S0766 вносит 
существенный вклад при молекулярно-гене-
тической дифференциации образцов дикого 
и домашнего происхождения, локус включен 
в разработанную панель, однако генотипы ло-
куса S0766 не рекомендуется использовать при 
идентификации образцов. 

В выборках дикого кабана и свиньи домашней 
суммарно выявлено 255 аллельных вариантов 
(212 в группе диких и 201 в группе домашних 
животных). Наиболее полиморфными в обе-
их группах животных оказались локус S0005 с 
суммарным количеством аллельных вариантов 
32, локус FH2148 с суммарным количеством 
аллельных вариантов 22, и локусы FH1589 и 
FH3637, имеющие по 21 варианту аллелей, а 
наименее полиморфными — локусы FH1900, 
FH2478 и FH1733 (по 10 аллельных вариантов).

Аллельное разнообразие в целом выше у 
диких кабанов.

Результаты исследования полиморфизма 
отобранных 16 локусов приведены в табл. 1.

Таблица 1
Аллельные диапазоны и количество выявленных аллелей в выборках дикого кабана 

и свиньи домашней

Локус

Аллельные 
диапазоны 

у дикого кабана, 
п. н.

Аллельные 
диапазоны 

у свиньи домашней, 
п. н.

Количество 
аллелей 

у дикого кабана

Количество 
аллелей у свиньи 

домашней 

Общее
количество 

аллей

FH1589 136–196
(аллели 9–24)* 136–204 16 19 21

FH1696 349–401
(аллели 10–23) 345–393 11 12 15

FH1701 175–231
(аллели 6–20) 175–231 12 15 15

FH1727 206–254
(аллели 16–28) 210–246 13 8 13

FH1733 282–314
(аллели 8–16) 274–310 9 9 10

FH1900 231–263
(аллели 3–11) 239–279 9 7 10

FH2148 232–340
(аллели 20–47) 244–376 17 18 22

FH2478 272–308
(аллели 5–14) 276–304 10 8 10

FH2709 114–182
(аллели 14–30.2) 114–186 18 13 19

FH3637 133–291
(аллели 2–41) 137–323 16 14 21

NLRIP0001 333–369
(аллели 10–19) 337–381 10 10 13

S0005 193–267 203–269 27 26 32

S0101 195–219 193–217 13 8 14

S0766 432–468 434–464 9 9 11
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Локус

Аллельные 
диапазоны 

у дикого кабана, 
п. н.

Аллельные 
диапазоны 

у свиньи домашней, 
п. н.

Количество 
аллелей 

у дикого кабана

Количество 
аллелей у свиньи 

домашней 

Общее
количество 

аллей

SW240 95–127 93–127 15 14 18

SW857 144–158 136–160 7 11 11

В расчете на 
1 локус – – 13,3 12,7 15,9

Примечание. В скобках приведена нумерация аллелей соответственно числу повторяющегося тандема 

Сравнительный анализ показал, что размер-
ные диапазоны аллелей для обеих групп жи-
вотных в целом совпадают, однако для всех 
исследуемых локусов показано наличие ал-
лельных вариантов, характерных только для 
одной из групп животных. 

Для локуса FH2709 установлено наличие 
6 аллелей с неполными тандемными повтора-
ми — минорных аллелей, первичная структу-
ра 4 из них подтверждена секвенированием. 
Идентификация минорных аллелей может 
представлять определенные сложности. Локус 

Продолжение табл. 1

FH3637 имеет широкий размерный диапазон 
аллелей (190 п. н.) с нерегулярным распреде-
лением аллелей и одной распространенной 
доминантой как у диких, так у домашних жи-
вотных — аллелем 19 (0,4).

В табл. 2 приведено частотное распреде-
ление аллелей тетрануклеотидных локусов в 
выборке дикого кабана. Нумерация аллелей 
соответствует числу тандемных повторов, 
жирным шрифтом выделены аллели, для кото-
рых секвенированием установлена первичная 
последовательность.

Таблица 2
Частотное распределение аллелей в выборке дикого кабана

№ FH1589 FH1696 FH1701 FH1727 FH1733 FH1900 FH2148 FH2478 FH2709 FH3637 NLRP
0001

2 0,066

3 0,005 0,078

4 0,002 0,013

5 0,028 0,002

6 0,001 0,051 0,001 0,002

7 0,110 0,308

8 0,035 0,003 0,154 0,139

9 0,001 0,072 0,072 0,412 0,051

10 0,004 0,013 0,175 0,159 0,228 0,040 0,033

11 0,097 0,135 0,337 0,010 0,110 0,033

13 0,043 0,027 0,261 0,141 0,161 0,001 0,276

14 0,026 0,169 0,188 0,043 0,001 0,024 0,006 0,305

15 0,146 0,267 0,090 0,028 0,164

16 0,092 0,220 0,001 0,004 0,003 0,014 0,005
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№ FH1589 FH1696 FH1701 FH1727 FH1733 FH1900 FH2148 FH2478 FH2709 FH3637 NLRP
0001

17 0,098 0,156 0,001 0,083 0,038 0,052 0,079

17.2 0,374

18 0,242 0,056 0,037 0,007 0,329 0,047

19 0,102 0,010 0,084 0,226 0,403 0,004

20 0,121 0,019 0,009 0,103 0,001 0,065 0,001

21 0,015 0,182 0,051 0,149

22 0,006 0,001 0,019 0,001

23 0,003 0,001 0,013 0,054 0,020 0,039

24 0,001 0,063 0,070 0,017

25 0,232 0,055 0,001

26 0,120 0,051 0,033

26.2 0,002

27 0,068 0,062 0,002

28 0,011 0,113

28.2 0,001

29 0,108

29.2 0,008

30 0,117

30.2 0,001

31 0,201

32 0,089

33 0,021 0,004

34 0,004

35 0,002 0,002

37 0,001

39 0,001

41 0,002

47 0,001

Продолжение табл. 2

Сравнительный анализ частот встречаемости 
аллелей исследуемых локусов в анализируе-
мых группах (дикого кабана и свиньи домаш-
ней) показал наличие статистически значимой 
генетической дифференциации между ними 
(Fst = 0,07072; P < 0,000001).

Анализ соответствия частот распределения 
аллелей в популяции закону Харди-Вайнберга

показал, что в суммарной выборке дикого каба-
на отклонение от равновесия Харди-Вайнберга 
было выявлено в 7 локусах, а в выборке домаш-
них свиней не соответствовали равновесию 14 
локусов. После применения поправки Bonfer-
roni [12] количество локусов, не находящихся в 
равновесии, составило 3 и 11 для выборок диких 
кабанов и домашних свиней, соответственно.
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Выборки диких кабанов и домашних свиней 
в целом показали высокие значения ожидаемой 
и наблюдаемой гетерозиготности (табл. 3) в ис-
следованных локусах, за исключением локусов 
FH1900 и S0101 в группе домашних животных.

Криминалистическую применимость локу-
сов для идентификационных целей оценивали 
по следующим критериям: вероятность ис-
ключения исследуемого образца по заданному 
генотипу (power of exclusion, PE); вероятность 
различения генотипов двух неродственных 
индивидуумов (power of discrimination, PD); 
информационное содержание полиморфизма 
(polymorphism information content, PIC). Значе-
ния PIC для исследованных локусов приведе-
ны в табл. 4. Критерий PIC выявляет дискри-
минационную способность маркера, зависит 
от числа известных аллелей и распределения 
их частот и эквивалентен генному разнообра-

зию. Чем выше данное значение, тем более 
информативным является исследуемый локус.

В результате показано, что параметры PIC 
различаются как между локусами, так и для 
одних и тех же локусов в различных выбор-
ках образцов.

В целом оценка генетико-популяционных па-
раметров локусов подтверждает применимость 
исследованной панели локусов для решения 
идентификационных задач в судебном ДНК-
анализе образцов животного происхождения.

Способность отобранных локусов иденти-
фицировать исследуемые образцы (cumulative 
power of discrimination, CPD) [13] составляет 
99,99999999999999% для популяции дикого 
кабана и 99,999999999999999% для свиньи 
домашней.

Возможность использования панели локу-
сов для установления родства была доказана

Локус He
для диких

Ho
для диких

He
для домашних

Ho
для домашних

FH1589 0,86467 0,86926 0,87196 0,80592

FH1696 0,81918 0,80389 0,86697 0,73684

FH1701 0,83249 0,80529 0,85613 0,71711

FH1727 0,86412 0,85953 0,73407 0,69408

FH1733 0,78742 0,78164 0,85635 0,78289

FH1900 0,73898 0,72184 0,55924 0,46711

FH2148 0,89299 0,84562 0,81103 0,71053

FH2478 0,80871 0,79277 0,76675 0,70066

FH2709 0,77786 0,77330 0,85505 0,81250

FH3637 0,71477 0,68567 0,72456 0,60526

NLRIP0001 0,79008 0,76356 0,71582 0,66118

S0005 0,87375 0,84006 0,92425 0,90132

S0101 0,79599 0,80250 0,65251 0,59539

S0766 0,78571 0,78720 0,78464 0,66776

SW240 0,81150 0,78581 0,81535 0,80592

SW857 0,66528 0,67177 0,84313 0,80592

Среднее 0,801469 0,786857 0,789863 0,7169

Таблица 3
Значения наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности в выборках дикого кабана 

и свиньи домашней
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№ п/п Локус PIC
для дикого кабана

PIC
для свиньи домашней

1 FH1589 0,85082 0,85920

2 FH1696 0,79531 0,85240

3 FH1701 0,81165 0,83985

4 FH1727 0,85010 0,69517

5 FH1733 0,75834 0,84089

6 FH1900 0,70316 0,46171

7 FH2148 0,88381 0,79829

8 FH2478 0,78353 0,72784

9 FH2709 0,75126 0,83973

10 FH3637 0,67147 0,68434

  11 NLRIP0001 0,76129 0,68005

12 S0005 0,86305 0,91942

13 S0101 0,76920 0,61116

14 S0766 0,75213 0,75550

15 SW240 0,78799 0,79543

16 SW857 0,60301 0,82489

Таблица 4
Значения генетико-популяционного параметра PIC для исследованных микросателлитных 

локусов особей рода кабанов (Sus)

исследованием семейных групп свиньи домаш-
ней. Уровень различения потомков (сибсов) в 
первом поколении с помощью 16 STR-локусов 
исследовали в 6 семейных группах. Из них 
2 группы включали обоих родителей и по 13 
сибсов в каждом помете. Остальные семейные 
группы были неполными: группа № 1 — свино-
матка и 9 сибсов одного помета; группа № 2 — 
свиноматка и 7 сибсов; группа № 4 — свино-
матка и 11 сибсов; группа № 5 — свиноматка 
и 8 сибсов.

В результате исследований панель из 16 
STR-локусов позволила индивидуализировать 
каждую особь в первом поколении во всех се-
мейных группах.

Заключение
Для идентификации кабана (Sus scrofa) в ли-

тературе описано большое количество микро-
сателлитных локусов, которые потенциально 

могут быть эффективным инструментом для 
решения задач судебной экспертизы. При этом 
в судебно-экспертном приложении к STR-
маркерам помимо информативности, завися-
щей от степени их полиморфизма, предъявля-
ются дополнительные требования, такие как 
способность к мультиплексированию, к поли-
морфизму нуклеотидной последовательности, 
устойчивости амплификации и др.

В результате экспериментального иссле-
дования 26 микросателлитных локусов было 
отобрано 16 видоспецифичных STR-марке-
ров, с использованием которых проведено 
скрининговое исследование 719 образцов 
дикого кабана из различных регионов Бела-
руси и 304 образцов 6 пород свиньи домаш-
ней, разводимой на территории Республики. 
Исследование первичной структуры аллелей 
с тетрануклеотидным тандемным повтором 
позволило вести общепринятое универсаль-
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ное исчисление аллелей по числу тандемных 
повторов. 

Получены приоритетные знания фундамен-
тального уровня о генетическом полимор-
физме микросателлитных локусов животных 
вида кабан (диких и домашних), обитающих 
на территории Республики Беларусь. Экспери-
ментально доказано, что отобранные 16 STR-
локусы пригодны для достоверной иденти-
фикации образцов дикого кабана и свиньи 
домашней, что существенно в формировании 
объективной доказательственной информации 
в судебно-следственном процессе при рассле-
довании правонарушений в отношении живот-
ных данного вида. Полученные сведения о по-
лиморфизме микросателлитных локусов рода 
кабанов могут использоваться в мониторинге 
развития диких популяций, охотоведении, в 
генетике животных, научных исследованиях 
и селекции в свиноводстве.

Авторы выражают благодарность Ган-
дже А.И. и Журиной Н.В., сотрудникам  РУП 
«Научно-практический центр НАН Беларуси 
по животноводству», за предоставление для 
исследования коллекционных образцов пород 
свиньи домашней.
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Molecular biology methods have a high value in the forensic examination of animal origin objects. Analysis of 
STR loci and of mitochondrial DNA are the most common methods. Genotyping of samples and subsequent statistical 
evaluation of results provide investigative authorities with highly evidentiary information. This requires reference 
databases of the studied DNA marker frequencies. Analysis of 26 species-specific microsatellite markers was carried out 
to establish the most informative markers for the DNA identification of biological samples of the European wild boar 
(Sus scrofa), inhabiting the territory of the Republic of Belarus. Using the obtained data on the genetic polymorphism 
of wild (n=719) and domestic (n=304) species representatives, the selection of 16 STR loci was performed. The selected 
loci allow to verify the animal origin from a concrete individual.
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Интенсивная селекция, направленная на увеличение молочной продуктивности, привела к появлению у коров 
голштинской породы проблем, связанных со снижением их репродуктивной способности. Изучение генетиче-
ской структуры популяции крупного рогатого скота голштинизированной породы по гену SMC2, детермини-
рующему фертильность крупного рогатого скота, актуально для развития племенного животноводства Респу-
блики Беларусь. Негативное влияние данного рецессивного генетического дефекта приводит к эмбриональной 
смертности или гибели теленка в ранний постэмбриональный период. Данный наследственный дефект относится 
к гаплотипу фертильности HH3. Частота животных-носителей гаплотипа фертильности HH3 (HH3C), обу-
словленного мутацией в гене SMC2, составляет 3,46%. Во избежание распространения мутации необходимо 
исключать из селекционного процесса животных-носителей этого дефекта, а также строго контролировать 
качество ввозимой племенной продукции (материала) в Республику Беларусь.

Ключевые слова: крупный рогатый скот, полиморфизм гена SMC2, гаплотип фертильности HH3. 

Введение
В настоящее время голштинская порода круп-

ного рогатого скота является самой распростра-
ненной породой молочного направления в ми-
ре, которую, согласно данным FAO (Food and 
Agriculture Organization), разводят по крайне 
мере в 161 стране [1]. В Республике Беларусь на 
долю молочного скота голштинской и голшти-
низированной черно-пестрой пород приходится 
основная часть поголовья. В связи с интенсив-
ной селекцией, направленной на увеличение 
молочной продуктивности, у коров голштин-
ской породы появились проблемы, связанные 
со снижением их репродуктивной способности 
[2]. До недавнего времени снижение воспроиз-
водительной способности объясняли, главным 
образом, послеродовыми проблемами клиниче-
ского характера и развитием метаболического 
стресса, возникающего во время лактации. В 
настоящее время считается, что, по крайней ме-
ре, половина такого снижения детерминирована 
генетическими факторами [3]. 

Исследование геномов, с использованием 
NGS-технологий (new generation sequencing), 
показало, что усредненный геном несет 250-
300 вариантов последовательностей с наруше-

нием физиологических функций (LoF, loss-of-
function). Открытие целого ряда LoF-мутаций 
стало возможным благодаря разработке и при-
менению нового подхода, так называемого 
картирования гомозиготности. Возрастание 
негативного влияния LoF-мутаций на фертиль-
ность коров связывают с поступательным ро-
стом гомозиготности в породах, поскольку в 
гомозиготном состоянии такие мутации могут 
быть летальными, приводя к эмбриональной 
гибели. Так, средний коэффициент инбридин-
га у голштинского скота в США вырос с 0,22% 
в 1965 году до 6,53% в 2015 году [4]. Причи-
нами возрастания степени инбридинга стали 
относительно низкое исходное генетическое 
разнообразие в большинстве молочных пород 
как следствие их происхождения от ограни-
ченного числа родоначальников; интенсивное 
использование для искусственного осеменения 
относительно небольшого числа выдающихся 
быков-производителей, практикуемое в тече-
ние более 50 лет; жесткая селекция по ограни-
ченному числу признаков. Некоторые голштин-
ские быки стали отцами нескольких тысяч 
сыновей, оцененных по качеству потомства, и 
нескольких сотен тысяч и даже более миллиона 
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лактирующих дочерей. Кроме того, из прибли-
зительно 5000 быков, оцениваемых ежегодно 
по качеству потомства, почти 50% — потомки 
10 наиболее популярных быков. В этой связи 
диагностика LoF-мутаций, ассоциированных с 
летальными наследственными заболеваниями, 
становится одним из ключевых элементов в си-
стеме генетического мониторинга популяций 
сельскохозяйственных животных. 

Число LoF-мутаций, обусловливающих на-
следственные аномалии и вызывающих эм-
бриональную и раннюю постэмбриональную 
смертность, в молочных породах крупного ро-
гатого скота до недавнего времени ограничива-
лось единицами. Ранее в голштинской породе 
КРС были идентифицированы LoF-мутации, 
приводящие к наследственным генетическим 
дефектам: дефицит уридин-монофосфатсин-
тазы (DUMPS), дефицит лейкоцитарной ад-
гезии (BLAD), комплексный порок позвоноч-
ника (CVM), брахиспинальный синдром (BY). 
В настоящее время, наряду с традиционной 
аббревиатурой, они известны как гаплотипы 
фертильности (HHD, HHB, HHC, HH0, соответ-
ственно). Использование метода полногеномно-
го секвенирования позволило выявить новые 
мутации, ассоциированные с гаплотипами фер-
тильности голштинского скота: НН1 (APAF1, 
C→T, Q579X), НН3 (SMC2, T→C, F1135S), 
НН4 (GART, A→C, N290T), НН5 (TFB1M, 
138kb Del), HCD (APOB, 1,3 kb Ins), являющи-
еся причиной эмбриональной смертности.

На данный момент в голштинской породе 
регистрируется 10 гаплотипов фертильно-
сти (HCD, HH0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, 
HHB, HHC, HHD), оказывающих влияние на 
процент успешных осеменений (с наступле-
нием стельности) и (или) ассоциированных с 
эмбриональной и ранней постэмбриональной 
смертностью на различных стадиях и встре-
чающихся с частотой от 0,01 до 2,95%. Нега-
тивное влияние этих гаплотипов, оцененное 
в популяции североамериканских голштинов, 
проявляется в снижении частоты осеменений, 
завершившихся стельностью на 1,0–9,9%. Рас-
пространению гаплотипов фертильности спо-
собствует то, что их носители — выдающиеся 
быки-производители, интенсивно используе-
мые для искусственного осеменения в странах, 
занимающихся молочным скотоводством, в 
том числе и в Республике Беларусь. 

Материалы и методы
В качестве биологического материала для 

выделения ДНК использовали сперму пле-
менных быков-производителей и образцы 
цельной крови или хрящевой ткани (ушной 
выщип) коров. Выделение и очистку ДНК из 
образцов биологического материала проводи-
ли с использованием коммерческих наборов 
реагентов для выделения ДНК «Нуклеосорб 
В», «Нуклеосорб С» («Праймтех», Беларусь) 
и NucleoSpin Tissue («Macherey-Nagel», Гер-
мания) согласно прилагаемым инструкциям 
по применению.

Концентрацию выделенной ДНК определя-
ли с помощью флуориметра Qubit 2.0 («Invi-
trogen», Австрия) с использованием набора 
реагентов Molecular probes Qubit dsDNA BR 
Assay kit («Life technologies», США). Разве-
дение ДНК до рабочей концентрации прово-
дили стерильной деионизированной водой 
(MQ-H2O) в зависимости от используемого 
молекулярно-генетического метода. 

Полиморфные варианты гена SMC2 выяв-
ляли методом ПЦР в режиме «реального вре-
мени» (ПЦР- РВ).  Для постановки ПЦР- РВ 
использовали термоциклер CFX 96 Real-Time 
PCR Detection System («Bio-Rad», США). 
Анализ результатов проводили в программе 
Bio-Rad СFX Manager (Version3.1). Выявле-
ние полиморфизма гена SMC2 проводили с 
помощью аллель-специфических праймеров.  
Реакционная смесь для ПЦР-РВ содержала 
2 х Maxima Sybr Green PCR Mix («Thermo 
Scientific», EU), по 300 нM каждого праймера, 
деионизированную воду и 5–30 нг геномной 
ДНК исследуемого образца. Программа ам-
плификации: 95 oC — 10 мин; 95 °С — 10 с; 
58–60 °С — 20 с; 62 °С — 30 с (50 циклов). 
Учет результатов проводили при снятии по-
казаний флуоресценции на стадии отжига при 
58–60 °С. 

Секвенирование по Сэнгеру исследуемых 
локусов гена  SMC2  (аллели дикого типа и 
мутантные аллели) осуществляли на приборе 
3500 Genetic Analyzer («Applied Biosystems», 
США). ПЦР-фрагменты экстрагировали из 
агарозного геля, очищали с помощью набора 
DNA Gel Extraction Kit («Thermo scientific», 
EU). Для постановки секвенирующей ПЦР 
использовали Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit («Applied Biosystems», США) 
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и обратные праймеры для амплификации 
фрагментов гена SMC2.  ПЦР проводили по 
следующей программе: 95 °С 5 мин; 50 ци-
клов — 95 °С 30 с, 55 °С 10 с, 60 °С 40 мин; 
12 °С 5 мин.  Полученные амплификаты очи-
щали от непрореагировавших ddNTP. Анализ 
результатов проводили с использованием про-
граммы Sequencing Analysis («Applied Biosys-
tems», США).

Результаты и обсуждение
Гаплотип фертильности HH3 (OMIA: 001824-

9913) локализован на хромосоме 8 в позиции 
с 92,485,682 до 96,594,716 (74 маркера) и 
рассчитан на основе координат генома (UMD 
3.1.)  [5].

Установлено, что причиной эмбриональной 
смертности телят является несинонимная 
однонуклеотидная замена — SNP  (T / C) 
в экзоне 24 гена структурной поддержки 
хромосом (SMC2) в положении 95 410 507 
(UMD3.1), (rs456206907). Данный полимор-
физм является причиной замен как амино-
кислоты 1135 от фенилаланина до серина 
(Phe1135Ser) (GenBank #: XP_002689921.2), 
так и кодируемого белка в домене P-loop-
нуклеозидтри-фосфатгидролазы (НТФазы).  
Белок SMC2 играет важную роль в процессах 
репарации ДНК, конденсации хромосом и их 
сегрегации в процессе клеточного деления. 
[5, 6–10].

Изучение происхождения выявленных скры-
тых животных-носителей мутации гена SMC2 
показало, что наиболее ранними известными 
родоначальниками мутации являются извест-
ные быки-производители американской се-
лекции Glendell ARLINDA CHIEF (1968 г. р.), 
USA 1556373 и Gay View SKYLINER (1954 г. 
р.) USA 1244845. Анализ результатов, прове-
денный в североамериканской и французской 
популяциях голштинов у осемененных коров, 
отцы которых являются скрытыми носителя-
ми гаплотипа фертильности HH3, с быками –
скрытыми носителями аналогичного гапло-
типа, показал снижение степени стельности, 
соответственно, на 3,2 и 5,4–5,5% [11, 12]. 
Показано, что частота встречаемости скры-
тых носителей HH3 среди быков-производи-
телей составляет 3,0–4,7% в США и 5,0% во 
Франции [13, 14]. Проведенный российскими 
учеными анализ родословных быков-произво-

дителей (n=560) в племенных предприятиях 
России показал, что у тридцати быков-произ-
водителей в поколениях F1-F2 предков встре-
чаются носители мутантного аллеля в гене 
SMC2. Частота встречаемости животных-но-
сителей гаплотипа фертильности НН3 рос-
сийских племпредприятий варьирует от 2,7 
до 8,4%, в среднем составляет 5,4%. Скрытые 
носители принадлежат двум широко распро-
страненным генеалогическим линиям — Реф-
лекшн Соверинга и Уэс Идеала [1, 15]. 

В результате проведенного по племенным 
картам анализа родословных быков, использу-
емых для осеменения в сельхозпредприятиях 
Республики Беларусь, и согласно базе дан-
ных Holstein Association USA [32, 33], были 
определены вероятные носители мутантного 
аллеля гена SMC2, детерминирующего гапло-
тип фертильности HH3. Секвенированием был 
выявлен носитель мутантного аллеля — бык 
Джудо, №100552. Образец ДНК, выделенный 
из спермы этого быка, использовали в качестве 
положительного контрольного образца для 
детекции полиморфизма rs456206907 в гене 
SMC2 с помощью метода аллель-специфиче-
ской ПЦР в режиме реального времени. Каж-
дый образец амплифицировался с 2-мя парами 
праймеров. В каждой паре один из праймеров 
был общим, а второй комплементарен мутант-
ному/дикому аллелям гена SMC2. Визуализа-
ция накопления ПЦР-продуктов происходила 
в режиме реального времени в присутствии 
интеркалирующего красителя Sybr Green I. 
Для интерпретации результатов ПЦР-РВ зна-
чение ∆Ct тестируемых образцов сравнивали 
со значением ∆Ct контрольного образца, со-
держащего два типа аллелей в гетерозиготе и 
отрицательного контрольного образца.

Специфичность полученных ПЦР-продуктов 
была подтверждена секвенированием по Сэн-
геру (рисунок). 

Нами проведено тестирование быков-про-
изводителей и маточное поголовье в отобран-
ной выборке (n=433) для выявления живот-
ных-носителей мутантного аллеля гена SMC2, 
ассоциированного с гаплотипом фертильно-
сти НН3.  

Выявлено 15 особей-носителей мутации SMC2, 
из них 4 быка производителя: Юрген/600411, 
Джудо/100552, Мотто/400595, Блик/200459;  осо-
бей маточного поголовья  — 11 голов.
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Таким образом, в результате проведенного 
скрининга популяции крупного рогатого 
скота выявлены животные-носители мутации 
в гене SMC2, ассоциированной с пониженной 
плодовитостью КРС (гаплотип фертильности 
HH3). Частота животных-носителей мутации 
в гене SMC2 составляет 3,46%.

Заключение
Носительство гаплотипа HH3, связанного с 

пониженной фертильностью у быков-произ-
водителей, сперма которых была ввезена из-
за рубежа — Юрген/600411, Джудо/100552, 
Мотто/400595, Блик/200459, подтверждает  
необходимость строгого контроля качества 
ввозимой племенной продукции (материала). 

К маточному поголовью с установленным 
носительством гаплотипов во избежание скры-
тых абортов и эмбриональной смертности 
гомозиготного потомства следует подбирать 
только проверенных на генетические аномалии 
производителей. 

Предложено исключить из селекционного 
процесса быков-производителей – носите-
лей гаплотипа фертильности HH3 и строго 
контролировать качество ввозимой племен-
ной продукции (материала) для избежания 
распространения в селекционном стаде му-
таций, отрицательно влияющих на фертиль-

ность, учитывая, что скрытые носители га-
плотипа фертильности HH3 принадлежат 
двум широко распространенным генеалоги-
ческим линиям — Рефлекшн Соверинга и 
Уэс Идеала.
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Intensive breeding aimed at an increase in milk productivity has led to the problems associated with a decreased 
reproductive capacity in Holstein cows. Study of a genetic structure of the cattle population of holsteinized breed by 
the SMC2 gene that determines the cattle fertility is relevant for the development of livestock breeding in the Republic 
of Belarus. A negative effect of this recessive genetic defect in the homozygous state leads to embryonic death or calf 
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determined by the SMC2 gene mutation is 3,46%. In order to avoid the spread of this mutation, it is necessary to exclude 
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Введение
Тли (Aphididae), представляющие собой 

одно из семейств грудохоботных насекомых 
(Hemiptera: Sternorrhyncha), это сравнительно 
небольшая группа фитофагов, объединяющая 
около 5000 рецентных видов в 24 подсемей-
ствах [1–3]. Хорошо известной особенностью 
этого таксона являются облигатный цикличе-
ский партеногенез и полифения, т. е. суще-
ствование нескольких морфологически раз-
личных форм внутри одного годичного цикла. 
Благодаря живорождению и партеногенезу 
телескопического типа, тли способны к взрыв-
ному увеличению численности, что, вкупе с 
активным расселением и миграцией на другие 
растения, делает их крайне опасными вреди-
телями сельского хозяйства [4–6].

Все тли, за исключением 35 видов относи-
мых к полифагам, способны питаться и раз-
множаться на строго ограниченном перечне 
видов растений, т. е. являются более или менее 
строгими специалистами [7].  Полифаги насе-
ляют растения из десятков (обычно не менее 
40) ботанических семейств [8], среди которых, 
как правило, множество сельскохозяйственных 
культур, пряно-ароматических и лекарствен-
ных растений, причем способность полифагов 
метаболизировать колоссальное разнообразие 
растительных алкалоидов и иных защитных 
веществ привлекает все большее внимание ис-
следователей во всем мире [9]. Однако, несмо-
тря на тщательное изучение, феномен возник-
новения полифагии у тлей, который, по сути, 
представляет собой эволюционную реверсию, 

до сих пор вызывает множество вопросов, и 
механизм этого явления остается не полностью 
понятным [10–12]. 

Из 35 видов, относимых к полифагам, 33 от-
носятся к одному из наиболее молодых и про-
грессивных подсемейств тлей — Aphidinae. 
Aphis fabae s.l., свекловичная или, иначе, чер-
ная бобовая тля, это один из видов-полифагов, 
распространенный повсеместно, питающийся 
на калине, жасмине и бересклете (первичное 
кормовое растение) и множестве как сорных 
травянистых, так и возделываемых растений, 
включая свеклу, бобовые, подсолнечник, карто-
фель и томаты, морковь и многие другие важные 
сельскохозяйственные культуры [13, 14].

В последнее время Aphis fabae s.l. разделя-
ют на 6 подвидов (A. fabae cirsiiacanthoidis, 
A. fabae eryngii, A. fabae evonymi, A. fabae 
fabae, A. fabae mordvilkoi и A. fabae solanella), 
как это указано информационным ресурсом 
«Fauna Europaea» [15]. Все подвиды морфо-
логически идентичны, и их дифференциа-
ция возможна только по ассоциации с кон-
кретными кормовыми растениями. A. fabae 
mordvilkoi Borner & Janisch, 1922, в частности, 
использует в качестве первичного растения бе-
ресклет (Euonymus europaeus) и различные 
виды чубушника (Philadelphus sp.) и широко 
распространен в Беларуси, где эти растения 
часто высаживают в городах в качестве орна-
ментальной растительности. Как вторичное 
растение A. fabae mordvilkoi чаще всего ис-
пользует лопухи, которые, как известно, отно-
сятся к лекарственным растениям, поскольку 
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Результаты секвенирования, аннотации и анализа митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi приведены 
в настоящей работе. Показано, что мтДНК A. fabae mordvilkoi имеет типичные для тлей структуру и размер и не 
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их вегетативные части содержат, кроме проче-
го, много разнообразных эфирных масел [16]. 

 A. fabae s.l., как и другие полифаги, пере-
носит множество вирусов растений как с од-
них культур на другие, так и от сорных рас-
тений — на возделываемые. Несмотря на 
питание этих тлей на культурных растениях, 
где они неизбежно подвергаются обработкам, 
случаи появления устойчивых к инсектицидам 
рас A. fabae s.l. в научной литературе до сих 
пор описаны не были. С нашей точки зрения, 
изучение тлей этого вида как самостоятельно, 
так и в сравнении с полифагами, способными к 
формированию устойчивости к инсектицидам, 
может быть крайне интересно с точки зрения 
понимания эволюционных механизмов форми-
рования полифагии и любой другой биохими-
ческой резистентности, в том числе резистент-
ности к синтетическим инсектицидам. В этой 
работе мы представляем первые результаты 
в области сравнительной геномики A. fabae 
s.l. — результаты сравнительного анализа ми-
тохондриальных геномов тлей, что особенно 
интересно, учитывая, что митохондриальные 
гены не связаны с адаптацией животных к пи-
танию и, следовательно, могут предоставить 
исследователям информацию об особенностях 
молекулярной эволюции вида в общем, позво-
ляя обнаружить какие-либо различия в скоро-
сти мутации ДНК и/или особенностях действу-
ющего на вид отбора (разумеется, если такие 
различия имеются). В рамках этой работы мы 
поставили перед собой задачу оценить измен-
чивость митохондриальных геномов тлей, ис-
пользовав для анализа все доступные геномы 
митохондрий тлей рода Aphis L., опубликован-
ные разными исследователями в предыдущие 
годы, и геном A. fabae mordvilkoi, коллектиро-
ванной в Беларуси.

В последние годы полные митохондриаль-
ные геномы насекомых все чаще используются 
в работах, связанных с изучением их филоге-
нии и уточнением систематики [17]. В качестве 
филогенетических маркеров могут использо-
ваться структура генома, т. е. такие признаки, 
как число и очередность расположения генов, 
размер и строение регуляторных областей, а 
также нуклеотидные и аминокислотные по-
следовательности белок-кодирующих генов и 
вторичная структура транспортных и рибосо-
мальных РНК [18–21]. Показано, что эти при-

знаки обладают различной степенью консерва-
тивности и могут использоваться для решения 
разнообразных исследовательских задач во 
многих таксонах насекомых.

В общем случае митохондриальный ге-
ном насекомых представлен кольцевой дву-
цепочечной молекулой ДНК длиной 12–20 Kb 
и содержит 13 белок-кодирующих генов (ни-
когда не имеющих интронов), 22 гена тРНК 
и 2 гена рРНК (малой и большой субъединиц 
митохондриальных рибосом) [22, 23]. Кроме 
этого, в митохондриальном геноме насекомых 
присутствует богатая аденином и тимином ре-
гуляторная область, часто содержащая много-
численные короткие повторы. Любопытной 
особенностью митохондриальных геномов 
насекомых является то, что гены в них могут 
частично перекрываться, т. е. одни и те же ну-
клеотиды могут одновременно входить в тер-
минирующий кодон вышележащего гена и в 
старт-кодон гена, располагающегося в геноме 
ниже [24, 25].

На момент написания этой работы в мире 
было опубликовано только 3 митохондриаль-
ных генома тлей рода Aphis L.: два генома, 
принадлежащих A. craccivora, один — из Ев-
ропы, а второй — из США, и геном A. gossypii, 
причем оба этих вида так же, как и A. fabae s.l., 
относятся к полифагам [26–28]. 

Материалы и методы
Колония A. fabae mordvilkoi была коллек-

тирована в г. Минск (Беларусь) с Philadelphus 
sp. Принадлежность тлей к указанному виду 
и подвиду была подтверждена ДНК-штрих-
кодированием (сравнение последовательности 
гена COI с последовательностями, депониро-
ванными в BOLD). Тотальную ДНК выделили 
с использованием набора Blood-Animal-Plant 
DNA Preparation Kit (Jena Bioscience). Полно-
геномное секвенирование провели по техно-
логии IonTorrent. 

Извлечение прочтений митохондриаль-
ной ДНК из общего пула прочтений прово-
дили путем последовательной фильтрации 
и выравнивания данных полногеномного 
секвенирования A. fabae mordvilkoi по ядер-
ным и митохондриальным геномам близко-
родственных организмов (A. glycines и A. 
craccivora). В частности, локальное вырав-
нивание общего пула прочтений по ядерно-
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му геному A. glycines проводили по алгорит-
му Смита-Ватермана в программе Bowtie2 с 
использованием параметра «very-sensitive-
local» (высокочувствительное локальное вы-
равнивание). Фильтрацию не выравненных 
прочтений из карты выравнивания последо-
вательностей (SAM) проводили с использо-
ванием программного пакета Samtools версии 
0.1.19 при помощи опции sort. Преобразова-
ние форматов данных провели в программе 
bedtools версии 2.25.0. Далее провели вы-
равнивание полученных прочтений вышеу-
казанным способом по митохондриальному 
геному A. craccivora и отбор выравненных 
прочтений. Полученный набор последова-
тельностей использовали в дальнейшей про-
цедуре de novo сборки в программе MITObim 
1.9, которая использует алгоритмы сборки 
ассемблера MIRA. Данный ассемблер про-
водит сборку вокруг высоко консерватив-
ных участков митохондриального генома, в 
нашем случае были использованы гены COI 
и cytB. Нуклеотидные последовательности 
этих генов были получены из международной 
базы данных нуклеотидных последователь-
ностей GenBank NCBI (COI [FJ965710.1] и 
cytB [GU205347.1]). Параметры сборки для 
полученного пула прочтений оптимизирова-
ли следующим образом: значение k-меры ва-
рьировали от 11 до 41 с шагом в 2 единицы. 
Оптимальное значение k-меры выбрали по 
основным статистическим показателям, та-
ким как максимальная длина контиги, коли-
чество контиг, N50. Перекрытие интервалов 
контиг провели в программе MEGA7.

Аннотацию митохондриального генома 
A. fabae mordvilkoi провели по гомологии с ре-

ференсными геномами, находящимися в сво-
бодном доступе в GenBank NCBI, информация 
о которых приведена в табл. 1. 

Карту митохондриального генома A. fabae 
mordvilkoi построили в программе SnapGene 
с соблюдением пропорций размера генов по 
отношению друг к другу (GSL Biotech; на сай-
те snapgene.com). Моделирование вторичной 
структуры тРНК провели в онлайн сервисе 
ARWEN [29]. Нуклеотидную композицию рас-
считали в программе MEGA7 [30].

Последовательность полного митохондри-
ального генома A. fabae mordvilkoi была де-
понирована в GenBank NCBI (код доступа 
MG897128).

Результаты и обсуждение
Полный митохондриальный геном A. fabae 

mordvilkoi имеет размер 15,346 Kb. Как это 
часто отмечается для беспозвоночных жи-
вотных, содержание аденина и тимина в ми-
тохондриальной ДНК A. fabae mordvilkoi в 
сумме значительно превышает ожидаемые 
50% и достигает 83,6%. Такая диспропорция 
содержания нуклеотидов в митохондриальных 
геномах обычно считается следствием агрес-
сивности среды в матриксе митохондрий [31, 
32]. У A. fabae mordvilkoi пропорция (А+Т)/
(G+C)>80/20 сохраняется в самых разных 
в функциональном отношении областях ге-
нома (табл. 2).

В геноме A. fabae mordvilkoi обнаруживают-
ся 13 белок-кодирующих генов и 24 РНК-коди-
рующих, из которых 2 кодируют РНК большой 
и малой субъединиц митохондриальных рибо-
сом и 22 представляют собой гены транспорт-
ных РНК (табл. 3).

Вид тли
Размер 
генома, 

п. н.

Число 
генов

Длина, п. н.
Код доступа
в GenBank

D-петля Некодирующая 
область

A. craccivora 15 305 37 557 – KX 447142.1

A. craccivora 15 308 37 557 – NC 031387.1

A. gossypii 15 869 37 627 784 NC 024581.1

Таблица 1
Митохондриальные геномы тлей рода Aphis L., использованные для аннотации
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Характеристика
Процентное содержание нуклеотидов

Длина, п. н.
T C A G A+T

Полный геном 38,6 10,3 45,0 6,2 83,6 15346

Белок-кодирующие гены 
(без учета цепи) 38,1 10,8 44,9 6,2 83,0 10947

Белок-кодирующие гены, 
(+)-цепь 43,3 11,4 38,5 6,9 81,8 6735

Белок-кодирующие гены, 
(–)-цепь 29,9 9,9 55,1 5,1 85,0 4212

Гены тРНК 40,4 8,7 44,7 6,2 85,1 1383

Гены рРНК 39,0 10,4 45,8 4,9 84,8 2043

Регион, несущий повторы 38,6 7,6 49,7 4,1 88,3 197

D-петля 41,0 5,6 43,6 9,8 84,6 661

Таблица 2
Нуклеотидный состав митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi

Таблица 3
Характеристика митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi

Название 
области Продукт/функциональное назначение Координаты в геноме Длина, п. н. Кодирующая 

цепь

Cox1 Субъединица I цитохром с оксидазы 1–1536 1536 +

L тРНК лейцина 1531–1602 72 +

Cox2 Cубъединица II цитохром с оксидазы 1603–2274 672 +

K тРНК лизина 2289–2362 74 +

D тРНК аспарагиновой кислоты 2362–2424 63 +

Atp8 Субъединица VIII АТФ-синтазы F0 2425–2583 159 +

Atp6 Субъединица VI АТФ-синтазы F0 2564–3217 654 +

Cox3 Cубъединица III цитохром с 
оксидазы 3217–4002 786 +

G тРНК глицина 4002–4064 63 +

Nad3 Субъединица 
III НАДН-дегидрогеназы 4062–4418 357 +

A тРНК аланина 4419–4482 64 +
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Название 
области Продукт/функциональное назначение Координаты в геноме Длина, п. н. Кодирующая 

цепь

R тРНК аргинина 4482–4547 66 +

N тРНК аспарагина 4545–4610 66 +

S тРНК серина 4610–4672 63 +

E тРНК глутаминовой кислоты 4675–4738 64 +

Rep_region Область повторов 4733–4929 197 +

F тРНК фенилаланина 4918–4981 64 –

Nad5 Субъединица 
V НАДН-дегидрогеназы 4982–6652 1671 –

H тРНК гистидина 6700–6766* 67 –

Nad4 Субъединица 
IV НАДН-дегидрогеназы 6764–8086 1325 –

Nad4L Субъединица 
IV L НАДН-дегидрогеназы 8080–8370 291 –

T тРНК треонина 8372–8432 61 +

P тРНК пролина 8435–8502 68 –

Nad6 Субъединица 
VI НАДН-дегидрогеназы 8494–8997 504 +

CytB Цитохром B 9000–10115 1116 +

S тРНК серина 10122–10192 71 +

Nad1 Субъединица 
I НАДН-дегидрогеназы 10197–11132 936 –

L тРНК лейцина 11133–11198 66 –

RrnL 16S рРНК 11199–12460 1262 –

V тРНК валина 12459–12520 60 –

RrnS 12S рРНК 12532–13312 781 –

D-loop Область D-петли 13329–13989 661 +

I тРНК изолейцина 13984–14046 63 +

Q тРНК глутамина 14043–14109 67 –

Продолжение табл. 3
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Белок-кодирующие гены в митохондриаль-
ном геноме A. fabae mordvilkoi в основном 
имеют типичные для членистоногих старт- и 
стоп-кодоны (АТN и ТАА соответственно). 
Только в гене cytB роль стоп-кодона выпол-
няет кодон АТА, а в гене Nad4 стоп-кодон 
отсутствует, как это часто отмечается в мито-
хондриальных геномах других тлей. 17 генов 
в мтДНК A. fabae mordvilkoi перекрываются, 
при этом чаще всего они имеют 1 общий ну-
клеотид (5 случаев), по одному разу встреча-

ются перекрытия на 4 и 7 нуклеотидов. Наи-
большее перекрытие обнаруживается между 
генами Atp8 и Atp6 и составляет 19 нуклео-
тидов. Между некоторыми генами есть ко-
роткие некодирующие вставки. Исключение 
составляют гены Nad5 и тРНК аминокислоты 
гистидин, вставка между которыми составля-
ет 48 нуклеотидов (см. табл. 3).

Порядок генов в митохондриальном геноме 
A. fabae mordvilkoi оказался в целом типичным 
для тлей (рис. 1). 

Окончание табл. 3

Название 
области Продукт/функциональное назначение Координаты в геноме Длина, п. н. Кодирующая 

цепь

M тРНК метионина 14115–14180 66 +

Nad2 Субъединица 
II НАДН-дегидрогеназы 14181–15158 978 +

W тРНК триптофана 15157–15218 62 +

C тРНК цистеина 15210–15278 69 +

Y тРНК тирозина 15279–15346 68 –

Примечание. * — перед геном располагается наиболее длинная некодирующая область (не считая региона, несущего повторы, 
и D-петли) длиной 49 нуклеотидов

Рис. 1. Карта митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi
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Однако оказалось, что порядок генов в 
мтДНК A. fabae mordvilkoi отличается от 
такового в других расшифрованных геномах 
видов тлей того же рода. А именно, в мтДНК 
A. craccivora имеется перестройка — дис-
позиция гена тРНК тирозина из типичного 
для тлей положения непосредственно перед 
геном cox1 (COI по другой номенклатуре) 
в позицию ниже D-петли, с образованием 
вставки между D-петлей и обычно распо-
ложенным сразу за ней геном тРНК изолей-
цина. Митохондриальный геном A. fabae 
mordvilkoi, как и геном A. gossypii, этой 
перестройки не содержит. У A. gossypii, од-

нако, обнаруживается другая перестройка 
структуры митохондриального генома, так-
же отсутствующая у A. fabae mordvilkoi, а 
именно — замена одного из генов тРНК се-
рина на дополнительную тРНК аминокис-
лоты лейцин.

Митогеном A. fabae mordvilkoi несет все 
гены тРНК, наличие которых типично для 
митохондриальных геномов насекомых. Пер-
вичная и вторичная структура тРНК также ти-
пичны, в том числе обычным является откло-
нение структуры одной из двух тРНК серина 
(tRNA-Ser с антикодоном «gtc») от типичной 
формы «клеверного листа» (рис. 2). 

Рис. 2. Вторичная структура тРНК митохондриального генома Aphis fabae mordvilkoi
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Ситуация с регионом, содержащим повто-
ры или, так называемым, «repeat-region», у 
трех сравниваемых видов рода Aphis значи-
тельно различается. В обоих митохондри-
альных геномах A. craccivora эта область от-
сутствует, что отмечается и у других видов 
тлей. В митохондриальном геноме A. gossypii 
эта область присутствует и является до-
вольно протяженной — 784 п. н. У A. fabae 
mordvilkoi repeat-region, напротив, необычно 
короткий — только 197 п. н. Следует отме-
тить, что repeat-region в митохондриальном 
геноме насекомых встречается сравнительно 
нечасто, в связи с чем многие исследовате-
ли считают его типичным признаком мтДНК 
тлей [33]. Тем не менее, как уже было сказа-
но, не все виды тлей несут в своих митохон-
дриальных геномах эту область с до сих пор 
не установленной функцией [34]. Интерес-
ным также является то, что в литературе этот 
участок обычно описывают как AT-богатый 
[35, 36]. Однако содержание А+Т у A. fabae 
mordvilkoi является крайне высоким во всем 
митохондриальном геноме (86,3%), что не 
позволяет обозначить repeat-region этих тлей 
как область со значительным, относительно 
других областей митохондриального гено-
ма, повышением доли аденинов и тиминов, 
в сравнении с содержанием G+C (содержа-
ние А+Т в области, содержащей повторы, 
равно 88,3%). 

Область D-петли у всех трех видов рода 
Aphis является вполне типичной для тлей и у 
A. fabae mordvilkoi состоит из 661 п. н.

Заключение
Секвенирование генома A. fabae mordvilkoi 

фауны Беларуси показало, что митохондри-
альный геном тлей этого вида является типич-
ным для тлей несмотря на то, что геномы двух 
других представителей того же рода, которые 
были расшифрованы, имеют отклонения от 
общей для тлей структуры. Размеры митохон-
дриального генома трех видов тлей рода Aphis 
несколько различаются за счет варьирования 
в длине региона, содержащего повторы. В от-
личие от A. craccivora, митохондриальный ге-
ном A. fabae mordvilkoi имеет область, обычно 
обозначаемую как «repeat-region», которая, 
однако, значительно короче, чем аналогичный 
участок генома у A. gossypii.
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Введение
Сосна обыкновенная является главной ле-

сообразующей породой Беларуси — долевое 
участие сосновой формации в лесном фонде 
республики составляет порядка 50%. Сосно-
вые насаждения имеют важное хозяйственное 
и средообразующее значение [1]. Ежегодный 
объем проводимых мероприятий по лесовос-
становлению сосняков превышает 16 тыс. га с 
использованием более 60 млн штук посадоч-
ного материала. 

Основным негативным фактором при вы-
ращивании посадочного материала в условиях 
лесных питомников являются инфекционные 
заболевания, среди которых доминируют болез-
ни, вызываемые некротрофными патогенными 
грибами родов Fusarium, Alternaria, Verticillium, 
Rhizoctonia, Botrytis, поражающие корневую 
систему и стебель проростков — инфекцион-
ное полегание сеянцев [2]. Одной из стратегий 
повышения устойчивости лесного посадочного 
материала является использование при выращи-
вании генотипов растений, характеризующихся 
наследственно обусловленной резистентностью 
к фитопатогенным микроорганизмам.

За последние десятилетия, с развитием мо-
лекулярно-генетических методов у древес-
ных растений, в том числе и хвойных видов, 
было описано большое число генов, ассо-
циированных с устойчивостью к патогенам 

(R-белки) [3–8]. Одной из основных групп 
защитных белков, являются антимикробные 
полипептиды (АМП). АМП растений харак-
теризуются небольшим размером (<100 ами-
нокислот) и большинство из них относятся к 
цистеин-насыщенным пептидам, в молекулах 
которых содержится четное число остатков ци-
стеина, образующих дисульфидные связи, что 
придает их молекулам высокую структурную 
стабильность и предотвращает их денатура-
цию вне клетки. На основе гомологии ами-
нокислотных последовательностей, а также 
пространственной структуры, АМП классифи-
цируются на следующие семейства: тионины, 
дефензины, хитин-подобные белки, гевеино- 
и нотииноподобные белки, неспецифические 
липидпереносящие белки, макроциклические 
пептиды, Snakin/GASA-семейство и др. [9–12].

Экспрессия антимикробных пептидов в 
растительном организме происходит как 
конститутивно, так и в ответ на микробное 
заражение [8]. Механизм физиологического 
воздействия антимикробных пептидов расте-
ний на патогены объясняется моделью Шая-
Мацудзаки-Хуанга (SMH) [13–15], в основе 
которой показано взаимодействие АМП с 
мембраной патогена и последующим сме-
щением липидов мембраны, изменением ее 
структуры и, в некоторых случаях, проник-
новением пептида внутрь микробных клеток. 

Л.В. Можаровская
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С использованием высокопроизводительного секвенирования транскриптомов проростков сосны обыкновенной 
идентифицировано четыре, ранее не описанные, экспрессируемые последовательности, детерминирующие 
антимикробные пептиды (АМП). На основании полученных результатов проведена аннотация и структурно-
функциональный анализ выявленных EST-маркеров. Проведенный сравнительный анализ идентифицированных 
паралогичных АМП-генов выявил высокий уровень их сходства (92–97%).
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Основываясь на данной модели, различны-
ми авторами предложено несколько гипотез 
причин гибели патогенного микроорганизма: 
вследствие деполяризации мембраны; созда-
ния механических повреждений; активации 
процессов разрушающих клеточную стенку, 
включая индукцию гидролитических фермен-
тов; нарушения распределения липидов мем-
браны, приводящих к ее функциональному 
дисбалансу; повреждения органоидов клетки 
[16–18].

В настоящее время в базе нуклеотидных 
последовательностей NCBI содержатся в 
основном фрагментарные, полученные раз-
личными авторами и не систематизирован-
ные данные структурной организации анти-
микробных пептидов. Для хвойных видов 
растений количество аннотированных после-
довательностей антимикробных пептидов яв-
ляется ограниченным: Pinus monticola (AMP1: 
JQ771157 – JQ771173; AMP1: AY596276); 
Pinus pinaster (AMP1: HM210085; AMP2: 
HM210086); Pinus sylvestris (AMP1: AF410952; 
AMP2:  AF410953;  AMP3:  AF410954; 
AMP4: AF410955); Pseudotsuga menziesii 
(antimicrobial peptide 2-like: KC155997) [4, 5, 
7]. В связи с этим исследования, направлен-
ные на молекулярно-генетическую иденти-
фикацию антимикробных пептидов хвойных 
видов, представляют особый интерес как в 
аспекте оценки эволюционного развития им-
мунной системы растений, так и для выявле-
ния устойчивых к инфекционным заболева-
ниям генотипов.

Исходя из вышесказанного, целью рабо-
ты являлся поиск наиболее представленных 
антимикробных пептидов в транскриптоме 
проростков сосны обыкновенной с после-
дующим их структурно-функциональным 
анализом.

Материалы и методы
Проростки P. sylvestris (n=14), выращивали 

в лабораторных условиях при температуре 
воздуха 22 °С и фотопериоде 10 ч в течение 
14 суток. Выделение тотальной РНК прово-
дили из корня и гипоктиля проростков набо-
ром GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit 
(Thermo Scientific, США) по методике фир-
мы-производителя. Очистку РНК от примесей 
геномной ДНК выполняли набором DNase I, 

RNase-free (Thermo Scientific, США), а для ин-
гибирования рибонуклеаз — RNase Inhibitor 
(Thermo Scientific, США). Для реакции об-
ратной транскрипции матричной РНК с полу-
чением двухцепочечной кДНК использовали 
набор Maxima H Minus Double-Stranded cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Scientific, США). 

Библиотеки кДНК (размер фрагмента ≈200 
п. н.) готовили с использованием набора Ion 
Plus Fragment Library Kit (Thermo Scientific, 
США). Эмульсионную ПЦР проводили с ис-
пользованием набора Ion PGM Template OT2 
200 Kit (Thermo Scientific, США) согласно ин-
струкции компании-производителя, в планшет-
ном амплификаторе Ion One Touch 2 System 
(Thermo Scientific, США). Этап обогащения ми-
кросфер производился с использованием авто-
матической пробоподготовки Ion OneTouch ES 
с применением наборов Ion PGM Template OT2 
Solutions 200 Kit и Ion PGM Enrichment Beads 
(Thermo Scientific, США). Реакцию секвениро-
вания производили на базе геномного анализа-
тора Ion PGM System (Thermo Scientific, США) 
с использованием набора Ion PGM Sequencing 
200 Kit v2 и полупроводникового микрочипа Ion 
314 Chip v2 (Thermo Scientific, США). Перво-
начальную обработку данных, поступающих от 
геномного анализатора, осуществляли в авто-
матическом режиме при помощи программно-
го обеспечения Ion Torrent Suite v. 4.0 (Thermo 
Scientific, США). Окончательную обработку 
информации и сборку транскриптов генов 
производили с использованием программного 
обеспечения SeqMan NGen v. 11 (DNASTAR, 
Израиль).

Для идентификации кодирующих после-
довательностей антимикробных пептидов 
использовали ISS-подход (анализ сходства 
последовательностей) в базе данных нуклео-
тидных последовательностей и консерватив-
ных доменов GenBank NCBI [19]. Трансляцию 
нуклеотидных последовательностей с после-
дующим множественным выравниванием про-
водили с использованием программного пакета 
CLC Sequence Viewer 6.3 (Qiagen, США). Для 
кластерного анализа, с построением дендро-
грамм генетического сходства, использовали 
программное обеспечение MEGA 6.0. Оценку 
воспроизводимости результатов кластеризации 
проводили с использованием бутстреп-анализа 
(1000 повторов).
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Результаты и обсуждение
По результатам высокопроизводительного 

секвенирования библиотек кДНК исследуе-
мых проростков P. sylvestris с последующей 
сборкой, было получено более 28 тыс. по-
следовательностей (контигов). Для контигов 
(уровень покрытия > 20) № 43, 44, 45, 82 вы-
явлен высокий уровень сходства с генами се-
мейства антимикробных пептидов, содержа-
щих домен MiAMP1, ранее описанный для 
антимикробного пептида австралийского ореха 
Macadamia integrifolia [20]. С использованием 
ISS-подхода для нуклеотидных последова-
тельностей контигов № 43 и 45 было показано 
сходство с последовательностями генов анти-
микробного пептида 1 (АМП1) на 99% (ген 
Sp-AMP1 Pinus sylvestris, депонент GenBank 
AF410952) и 97% (ген PpAMP1 Pinus pinaster, 
депонент GenBank HM210085), соответствен-
но. Нуклеотидная последовательность контига 
№ 44 на 99% совпадала с последовательно-
стью гена Sp-AMP3 антимикробного пептида 
3 (АМП3) Pinus sylvestris (депонент GenBank 
AF410954). Анализ сходства последователь-
ностей для контига № 82 показал идентич-
ность на 99% с последовательностями ге-
нов трех антимикробных пептидов (АМП2, 
АМП3, АМП4) Pinus sylvestris (депоненты 
GenBank AF410953, AF410954, AF410955). 
Также был проведен анализ сходства между 
нуклеотидными последовательностями новых 
идентифицированных АМП (контиги № 43, 
44, 45, 82), установлен высокий уровень кон-
сервативности (сходство 92–97%).

С использованием программы Protein BLAST 
базы данных GenBank NCBI был проведен 
поиск гомологов транслируемых аминокис-
лотных последовательностей (АК-последо-
вательностей) идентифицированных пепти-
дов с последующей оценкой степени сходства. 
Для контига № 43 сходство аминокислотной 
последовательности транслируемого региона 
с АК-последовательностью кодируемой ге-
ном Sp-AMP1 (депонент GenBank AF410952, 
protein_id AAL05052) составило 97%, наи-
большее сходство в 98% наблюдалось с АК-
последовательностью PpAMP1 (депонент 
GenBank HM210085, protein_id ADJ53037) с 
наличием двух несинонимичных замен, выра-
жающихся в изменении полипептидной цепи в 
положениях L10 ↔ M10, R84 ↔ G84, и одной 

синонимичной, относящейся к позиции A9. 
Сравнение нуклеотидного и аминокислотно-
го выравниваний показало, что несинонимич-
ные замены вызваны миссенс-мутациями по 
типу трансверсии в первых позициях кодонов 
(TTG ↔ ATG; CGT ↔ GGT), синонимичная за-
мена обеспечена сайленс-мутацией-транзицией 
в третьей позиции кодона (GCT ↔ GCC). Ами-
нокислотная и нуклеотидная последователь-
ности транслируемого региона контига № 44 
имела 100% гомологию с последовательностя-
ми пептида и гена Sp-AMP3 (депонент GenBank 
AF410954, protein_id AAL05054). Для контига 
№ 45 сходство АК-последовательности транс-
лируемого региона с АК-последовательностью, 
кодируемой геном PpAMP1 (депонент GenBank 
HM210085, protein_id ADJ53037), составило 
97%. При сравнении нуклеотидного и ами-
нокислотного выравниваний было выявле-
но наличие трех несинонимичных замен (V9 
↔ M9; M10 ↔ L10; A92 ↔ D92), вызванных 
миссенс-мутациями: транзицией в первой по-
зиции кодона (GTG ↔ ATG), трансверсиями в 
первой (ATG ↔ CTG) и второй (GCT ↔ GAT) 
позициях кодонов, а также одной синонимич-
ной заменой в 101 позиции (F101) за счет сай-
ленс-мутации по типу транзиции в третьей по-
зиции кодона (TTT ↔ TTC). Анализ сходства 
аминокислотной последовательности трансли-
руемого региона контига № 82 показал иден-
тичность на 99% с АК-последовательностями: 
Sp-AMP2 (депонент GenBank AF410953, 
protein_id AAL05053), Sp-AMP3 (депонент 
GenBank AF410954, protein_id AAL05054), 
Sp-AMP4 (депонент GenBank AF410955, 
protein_id AAL05055). Для транслируемых 
аминокислотных последовательностей, ко-
дируемых генами Sp-AMP2 и Sp-AMP4, была 
установлена 100% гомология (при этом вы-
явлено различие в нетранслируемом регио-
не). Для нуклеотидной последовательности 
АМП контига № 82 по отношению к данным 
последовательностям наблюдалось наличие 
одной несинонимичной замены, выражаю-
щейся в АК-последовательности в положении 
Q25 ↔ E25, вызванной миссенс-мутацией по 
типу трансверсии в первой позиции кодона 
(CAG ↔ GAG). При сравнении последователь-
ностей АМП контига № 82 с последовательно-
стью Sp-AMP3 выявлена одна несинонимичная 
замена, выражающаяся в аминокислотной за-
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мене (S70 ↔ A70), обеспеченная двумя транс-
версиями в первом и третьем положении кодо-
на (TCT ↔ GCG), а также одна синонимичная 
по типу транзиции в третьем положении кодо-
на (ACT ↔ ACC), кодирующего аминокислоту 
треонин в 68 положении.

Для проведения кластерного анализа ис-
пользовались идентифицированные нами по-
следовательности АМП P. sylvestris, а также 
ранее известные для хвойных видов, взятые 
из базы данных GenBank. С использованием 
программы ORF Finder для нуклеотидных по-
следовательностей анализируемых хвойных 
растений была идентифицирована откры-
тая рамка считывания длиной 318 нуклеоти-
дов (105 аминокислот), содержащая домен 
пептида MiAMP1 и 26 (27 для HM210086) 
аминокислотных остатков сигнальной по-
следовательности (короткая аминокислотная 
последовательность белков, которая определя-
ет направление их транспорта в клетке после 
трансляции и способствует проникновению 

молекул сквозь мембраны во внеклеточное 
пространство) [21]. Ранее в исследовании 
К. Казана с соавторами было показано, что 
сигнальная последовательность антимикроб-
ного пептида MiAMP1 необходима для экзо-
генной секреции АМП в межклеточные про-
странства для ингибирования находящихся в 
них патогенов [22].

Анализ множественного выравнивания ами-
нокислотных последовательностей данных 
антимикробных пептидов показал наличие 33 
консервативных аминокислот (рис. 1), большая 
часть из которых (94%) была локализована в 
функциональном MiAMP1-домене. Харак-
терной особенностью домена являлось обяза-
тельное наличие не менее шести цистеиновых 
остатков, обеспечивающих сохранение ста-
бильности третичной структуры полипептида, 
необходимой для сохранения функциональной 
активности. 

С помощью алгоритма ближнего соседа 
(neighbor-joining, NJ) для исследуемых амино-

Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей АМП хвойных видов, а также Macadamia 
integrifolia, содержащих домен MiAMP1
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кислотных последовательностей АМП (вклю-
чая AMP1 Macadamia integrifolia) проведен 
кластерный анализ и построена дендрограмма 
(рис. 2). 

Как видно из рис. 2, структура дендрограм-
мы представлена двумя основными кластера-
ми с достоверно подтвержденными высоки-
ми уровнями значения бутстрепа (730–1000). 
При этом внутри кластера, сформированного 
антимикробным пептидом 2 Pinus pinaster и 
неаннотированным пептидом Picea sitchensis 
(депоненты GenBank HM210086 и EF676834), 
наблюдался высокий уровень генетической 
дифференциации: 0,1287 и 0,1268. Второй 
обширный кластер был сформирован амино-
кислотными последовательностями различ-
ных АМП хвойных родов Pinus (ранее ан-
нотированных как: АМП1, АМП2, АМП3, 
АМП4, предшественник АМП), Picea (ранее 
не аннотированные) и Pseudotsuga (аннотиро-
ванный как АМП-2-подобный пептид). Кро-
ме того, в структуре дендрограммы АМП-2 
видов одного рода P. sylvestris (AF410953) и 
P. pinaster (HM210086) вошли в разные кла-
стеры и различия между их аминокислот-
ными структурами были значительно выше, 
чем между АМП-2 P. sylvestris (AF410953) 
и АМП-2-подобным пептидом Pseudotsuga 

menziesii (KC155997). Также важно отме-
тить, что для антимикробных пептидов P. 
sylvestris, идентифицированных Ф. Асигбу 
с соавторами, АМП2 (AF410953) и АМП4 
(AF410955) наблюдалась полная идентич-
ность, и они сформировали общую ветвь [6]. 
Полученные результаты кластеризации, на 
наш взгляд, свидетельствуют о том, что де-
понированные различными авторами данные, 
относительно молекулярной структуры и ан-
нотации антимикробных пептидов хвойных 
растений, разобщены и требуют дальнейшей 
систематизации.

Анализ внутривидовой представленности 
АМП, на примере P. sylvestris, показал ши-
рокое разнообразие антимикробных пепти-
дов с низким уровнем структурных различий, 
что, предположительно, обусловлено общим 
происхождением и последующей диверген-
цией генов-паралогов, кодирующих данные 
пептиды. Исходя из литературных данных, 
описывающих особенности коэволюции 
растений и патогенных микроорганизмов, у 
древесных растений в ответ на формирова-
ние широкого спектра таксонов патогенного 
микроорганизма наблюдается увеличение 
разнообразия в геномах растений семейств 
генов антимикробных пептидов [24, 25].

Рис. 2. Дендрограмма генетического сходства исследуемых аминокислотных последовательностей АМП.  
Шкала внизу — генетическое расстояние [23]
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Для идентифицированных доменов анти-
микробных пептидов был проведен молеку-
лярный анализ (in silico) с использованием 
программы IPC. Прогнозируемая молекуляр-
ная масса пептидного региона составила от 
8,35 кДа (для контига № 43) до 8,59 (контиг 
№ 44), теоретическая изоэлектрическая точка 
(pI) также оказалась сходной: 7,25 (для конти-
гов № 43 и 45) и 7,53 для контигов № 44 и 82), 
что указывает на сходство их физико-химиче-
ских параметров.

Трехмерное моделирование пространствен-
ной структуры аминокислотных последова-
тельностей структурных доменов MiAMP1 
исследуемых АМП проведено на сервере про-
граммы SWISS-MODEL. В качестве референс-
ной модели использовался домен MiAMP1 
австралийского ореха Macadamia integrifolia 
с установленной ранее структурой [20], для 
которой характерно наличие восьми β-цепей, 
формирующих две β-складки с топологией 
«греческого ключа». Аналогичная простран-
ственная организация показана и для доменов 
антимикробных пептидов, выявленных нами у 

сосны обыкновенной (рис. 3). В то же время, 
исходя из структурного анализа установлено, 
что электростатический потенциал исследуе-
мых доменов сосны отличался от референс-
ного домена MiAMP1, являющегося амфипа-
тической молекулой, у которой большая часть 
положительных зарядов сконцентрировано на 
одной стороне пептида. Для всех четырех до-
менов было характерно замещение положи-
тельно заряженного аминокислотного остатка 
E16 на нейтральный A16, также в положении 
65 отрицательно заряженный R замещен на 
нейтрально заряженный Q. Пары доменов кон-
тигов 43/45 и 44/82 характеризовались сходной 
структурной организацией и электростатиче-
ским потенциалом, но для домена контига № 45 
наблюдался дополнительный положительный 
заряд в положении D66. Однако, не смотря на 
наличие полиморфизма в доменной области, 
пространственная структура, с присутствием 
специфичных аминокислот, для всех АМП со-
хранялась.

Полученные данные кластерного и молеку-
лярно-структурного анализа свидетельствуют 

Рис. 3. Трехмерная модель доменов MiAMP1 идентифицированных АМП проростков сосны обыкновенной 
(а — контиг № 43, б — контиг № 44, в — контиг № 45, контиг № 82) на основе референсной модели домена 

MiAMP1 Macadamia integrifolia с отображенным электростатическим потенциалом, β-цепи обозначены 
стрелкой
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о наличии структурного разнообразия парало-
гичных генов P. sylvestris, кодирующих функ-
ционально сходные антимикробные пептиды. 
На наш взгляд, это может быть обусловлено 
особенностью таксономического состава па-
тогенной микрофлоры, вызывающей болезни 
сеянцев сосны обыкновенной. Как отмеча-
лось выше, основными патогенами выступает 
группа аскомицетных некротрофных грибов со 
сходными патогенетическими свойствами, что 
обуславливает выработку у растения тожде-
ственных защитных механизмов. В то же вре-
мя, эффективность действия антимикробных 
пептидов достигается за счет незначительных 
изменений в их структуре, обеспечивающих 
наибольшее сродство к различным видам па-
тогенов. Аналогичные результаты относитель-
но структурно-функционального разнообразия 
АМП среди хвойных растений были получены 
в исследованиях для P. pinaster и P. monticola 
[5, 7].

Как указывалось ранее и подтверждается 
результатами наших исследований, антими-
кробные пептиды являются наиболее широ-
ко представленной группой защитных белков 
(продуктов R-генов) в метаболоме пророст-
ков P. sylvestris, что определяет их значимость 
в качестве объекта исследования для уста-
новления механизмов резистентности сосны 
обыкновенной к различным инфекционным 
заболеваниям.

Заключение
В результате проведенных исследований 

для транскриптома проростков сосны обык-
новенной идентифицировано четыре ранее 
не описанных гена, кодирующих антимикроб-
ные пептиды, проведен их структурно-функ-
циональный анализ. Установлено, что они 
являются паралогами и содержат функцио-
нальный домен MiAMP1, ассоциированный с 
устойчивостью растений к патогенным микро-
организмам. Уровень генетического сходства 
экспрессируемых нуклеотидных последова-
тельностей идентифицированных АМП-генов 
составил 92–97%, при этом генетические 
изменения в меньшей степени затрагивали 
функциональную область (MiAMP1-домен), 
что указывает на сохранение их антимикроб-
ной специфичности. Выявлена относительная 
консервативность домена MiAMP1, что позво-

ляет использовать его в качестве EST-маркера 
для идентификации устойчивых генотипов 
сосны обыкновенной. 
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В статье представлены результаты молекулярно-генетического анализа потомства сосны обыкновенной, 
полученного из семян, собранных в разных частях кроны. Показано, что материнский генотип является 
основным фактором формирования генетической структуры семенного потомства. Выявлена гетероген-
ность генетической структуры мужских гаметофитов, участвующих в опылении мегастробил как различных 
клонов, так и разных частей кроны одного и того же материнского дерева. Установлено, что уровень ожида-
емой гетерозиготности потомства из верхней, средней и нижней частей кроны статистически достоверно не 
отличается. 

Ключевые слова: лесосеменная плантация, молекулярно-генетический анализ, сосна обыкновенная, система 
скрещивания.

Введение
Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) 

является главной лесообразующей породой 
Беларуси — долевое участие сосняков со-
ставляет около 50% от всей лесопокрытой 
площади страны [1]. Сосновые леса имеют 
важное экономическое значение в качестве 
источника сырья для деревообрабатывающей 
промышленности страны, а также выполняют 
широкий спектр экологических и социальных 
функций.

Одним из центральных вопросов, связан-
ных с ведением лесного хозяйства, является 
обеспечение возобновления лесных ресурсов, 
компенсирующих их изъятие как в результате 
лесопромышленной деятельности (заготовка 
древесины и недревесной продукции), так и 
в результате сокращения древостоев за счет 
негативного воздействия различных факторов 
биотической (болезни и вредители) и абиоти-
ческой (ураганы, паводки, аномальные значе-
ния температур и др.) природы. С этой целью 
в Беларуси ежегодно проводятся лесовосста-
новительные мероприятия на общей площади 
≈ 40 тыс. га, значительная часть из которых 
связана с посадкой леса. Для обеспечения 

потребностей лесного хозяйства в посадоч-
ном материале производится сезонная заго-
товка семян как в естественных древостоях, 
так и в специализированных искусственных 
насаждениях — лесосеменных плантациях 
(ЛСП) [2].

В настоящее время лесосеменные планта-
ции являются одним из основных источников 
получения семян с высокими наследственны-
ми качествами. По структуре ЛСП разделя-
ются на два типа — ЛСП первого и второго 
порядка, что связано с селекционным стату-
сом деревьев произрастающих на плантаци-
ях. Лесосеменные плантации первого порядка 
закладываются прививками черенков от плю-
совых деревьев — отобранных в естествен-
ных древостоях по комплексу хозяйственно 
ценных признаков. ЛСП второго порядка за-
кладываются клоновым материалом элитных 
деревьев — плюсовых деревьев, прошедших 
селекционно-генетическую оценку по по-
томству. 

Несмотря на то, что генетическая структу-
ра ЛСП является основой для формирования 
наследственных характеристик семенного 
потомства, использование только этого кри-
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терия при создании объектов постоянной ле-
сосеменной базы не позволяет в полной мере 
прогнозировать генетические особенности 
партий семян и, вследствие этого, максималь-
но реализовать селекционный потенциал ис-
пользуемого клонового материала плюсовых 
и элитных деревьев [3]. Среди дополнитель-
ных факторов, способных оказывать влияние 
на формирование наследственных характе-
ристик потомства, наибольшей значимостью 
характеризуется система скрещивания, кото-
рая зависит от фенологических и репродук-
тивных (постгамная совместимость) свойств 
материнских деревьев, пространственного 
размещения клонов по территории ЛСП и 
т. д. [4].

На текущий момент времени одним из 
наиболее информативных способов оценки 
наследственных характеристик партий се-
мян, получаемых на лесосеменных планта-
циях, является использование методов ДНК-
маркирования, которые позволяют проводить 
генотипирование отдельных индивидов в по-
томстве, оценивать их генетическое родство 
и разнообразие, устанавливать источник про-
исхождения пыльцы и др.

Следует подчеркнуть, что в случае ана-
лиза семенного потомства, полученного в 
результате открытого опыления, молеку-
лярно-генетические методы дают возмож-
ность не только установить эффективную 
численность индивидов на ЛСП (клоны, 
участвующие в скрещивании), но и опре-
делить репродуктивные особенности струк-
туры плантации, включая перечень факто-
ров, оказывающих наибольшее влияние на 
процессы опыления и эмбриогенеза [4]. 
Последующий анализ генетического разно-
образия пыльцевого пула, совместимости и 
превалирования различных вариантов гено-
типических комбинаций дает возможность 
оптимизировать клоновую структуру ЛСП, 
исходя из аспектов их репродуктивного со-
четания.  

Исходя из всего вышесказанного, целью дан-
ного исследования являлся молекулярно-ге-
нетический анализ семенного потомства кло-
нов сосны обыкновенной на ЛСП II порядка, 
включая оценку гетерогенности пыльцевого 
облака и особенностей опыления в различных 
частях кроны. 

Материалы и методы
Сбор экспериментального материала для 

исследований проводился на ЛСП сосны 
обыкновенной II порядка, расположенной 
на территории Старо-Дятловичского лесни-
чества Гомельского опытного лесхоза. На 
изученном участке для исследований были 
выбраны клоны, представленные в трех по-
вторностях, расположенные на равном удале-
нии друг от друга. Для проведения исследова-
ния с выбранных нами клонов были собраны 
шишки по отдельности из трех условно раз-
деленных частей кроны (верхней, средней, 
нижней). Извлечение семян производилось 
из шишек, предварительно высушенных в 
контролируемых условиях при температуре 
45 0С (сушильный шкаф для семян DL 600, 
BCC АВ, Швеция). 

С целью увеличения объема доступного 
биологического материала для выделения 
ДНК, перед проведением генетического ана-
лиза, семена проращивались в контролиру-
емых условиях (в аппарате Якобсена 5101 
Series RuMed, Германия) в течение 7 дней 
при температуре 25 0С. Для дальнейшего вы-
деления ДНК из каждой группы проростков 
(относящихся к определенному дереву и ча-
сти кроны) было отобрано по 10 индивидов, 
из которых иссекали одинаковые по размеру 
фрагменты (L=5 мм) в области гипокотиля и 
объединяли их в единый образец. 

Выделение ДНК производилось на основа-
нии использования модифицированного CTAB 
метода [5]. Полученные препараты ДНК раз-
бавляли до одинаковой концентрации. В ка-
честве ДНК-маркера был использован наи-
более вариабельный из пяти рассмотренных 
(Pttx 4001, Pttx 3116, Psyl 17, Psyl 36, Psyl 44) 
микросателлитный локус, локализованный в 
клеточном ядре — Psyl 17. Структура прай-
мера и условия ПЦР-амплификации микро-
сателитных локусов соответствовали литера-
турным данным [6].

Предварительное электрофоретическое 
фракционирование проводили в 2% агарозном 
геле. Окончательный электрофоретический 
анализ ампликонов SSR-локусов выполнялся 
с помощью генетического анализатора ABI 
Prism 310 (Thermo Fisher Scientific, США) со-
гласно протоколу, рекомендуемому компанией 
изготовителем. Анализ полученных резуль-
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татов проводился на основании использова-
ния программного пакета GeneMapper 4.1 
(Thermo Fisher Scientific, США). Генетико-
статистическая обработка проводилась с по-
мощью программного обеспечения PopGen32 
и Statistica 10 [7].

Результаты и обсуждение
На первом этапе исследований для каждой 

изученной группы проростков на основе ана-
лиза электрофоретических профилей SSR-
локуса нами была описана их генетическая 
структура, выраженная в частотах встречае-
мости аллельных вариантов (рис. 1).

Проведенная сравнительная оценка генети-
ческой структуры полусибсового потомства 
показала, что наибольшим уровнем сходства, 
в целом, характеризуются группы, происходя-
щие от одного и того же или генотипически 
одинаковых (по изученному локусу) материн-
ских деревьев (табл. 1), что указывает на веду-
щую роль генотипа матери при формировании 
генетической структуры потомства (рис. 2). В 
то же время наблюдается некоторая тенден-
ция того, что семена, собранные в верхней 
части кроны, характеризовались большими 

генетическими отличиями по сравнению с 
группами, относящимися к средней и нижней 
части кроны. Данные результаты могут быть 
обусловлены определенными различиями 
в генетической структуре пыльцевого пула, 
участвовавшего в формировании семенного 
потомства, что привело к изменениям соот-
ношения частот аллельных вариантов. Так, 
частота встречаемости аллеля 217 (локус Psyl 
17) в средней и нижней части кроны состав-
ляла 27,7% и 25,0%, соответственно, в то же 
время в верхней части кроны она равнялась 
43,9%. Разнонаправленность кластеризации 
потомства из различных частей кроны клонов 
28/423, 28/521/ 28/522, 28/513 и 28/424 объяс-
няется сочетанием двух факторов — сходством 
генотипа материнских растений — Psyl 17220/222 
и генетической гетерогенностью пыльцевого 
пула. В то же время потомство клонов с уни-
кальными генотипами (28/533 — Psyl 17217/217 
и 28/427  — Psyl 17220/220) характеризовалось 
наибольшим генетическим сходством внутри 
группы, что выражалось в формировании еди-
ных кластеров на дендрограмме (рис. 2).

На следующем этапе работы проведено 
вычленение материнских аллелей для полу-

Рис. 1. Генетическая структура потомства сосны обыкновенной (локус Psyl 17, клон 28/533, верхняя часть кроны)

Таблица 1
Генотипы изученных клонов сосны обыкновенной (локус Psyl 17)

№ клона 28/423 28/424 28/427 28/513 28/521 28/522 28/529 28/533

Материнский генотип 220/222 220/222 220/220 220/222 220/222 220/222 217/220 217/217
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чения дендрограммы, иллюстрирующей сте-
пень генотипической дифференциации групп 
потомств по отцовскому генотипу (рис. 3). Из 
полученных результатов следует, что генети-
ческая структура потомства с различных ча-
стей кроны сосны, при кластеризации не свя-
зана друг с другом. Также следует отметить 
тот факт, что при вычленении материнских 
аллелей у клонов 28/533 и 28/427 одна из ча-

стей кроны переместилась в другой кластер. 
Это еще раз подтверждает, что генотип мате-
ри имеет наибольшее значение при формиро-
вании семенного материала. На разделение 
по различным кластерам потомства, получен-
ного от одного дерева, также могут влиять и 
другие факторы, например различные сроки 
раскрывания шишек при созревании в раз-
личных частях кроны, расположение клонов 

Рис. 2. Дендрограмма, иллюстрирующая степень генотипической дифференциации между семенным 
потомством изученных клонов сосны обыкновенной

Рис. 3. Дендрограмма, иллюстрирующая степень генотипической дифференциации изученных клонов сосны 
обыкновенной после вычленения материнских аллелей
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на плантации, распространение пыльцевого 
облака возле дерева, роза ветров и т. д. 

Показатели ожидаемой гетерозиготности 
(Не) (табл. 2), у потомства из различных ча-

стей кроны клонов 28/533 и 28/427, явля-
ющихся гомозиготными, в среднем ниже, 
чем у остальных деревьев. Наиболее высо-
кий уровень гетерозиготности был отмечен 

Таблица 2
Ожидаемая геторозиготность клонов сосны обыкновенной

№ клона Часть кроны Нe

28/423

Верх 0,61

Середина 0,66

Низ 0,62

28/424

Верх 0,69

Середина 0,65

Низ 0,67

28/427

Верх 0,67

Середина 0,58

Низ 0,67

28/513

Верх –

Середина 0,64

Низ 0,72

28/521

Верх 0,71

Середина 0,61

Низ 0,72

28/522

Верх 0,72

Середина 0,66

Низ 0,76

28/529

Верх 0,64

Середина 0,61

Низ 0,67

28/533

Верх 0,67

Середина 0,62

Низ 0,57
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у клона под номером 28/522. При сравне-
нии средней гетерозиготности потомства  
из верхней, средней и нижней части кроны, 
были получены следующие значения — 0,67, 
0,63 и 0,68, соответственно, при этом данные 
различия являются статистически недосто-
верными.

При анализе такого показателя, как чис-
ло аллелей на локус, следует выделить клон 
28/533, у которого отсутствовали редкие ал-
лели. Количество не редких аллелей у по-
томства остальных клонов варьировало от 
2 до 7 штук. 

Заключение
Анализ семенного материала, собранно-

го с клонов на ЛСП II порядка показал, что 
генотип матери имеет наибольшее значение 
при формировании семенного материала. 
При кластеризации потомства на основании 
данных только по отцовскому вкладу не на-
блюдается образования групп по принад-
лежности к материнскому клону, поэтому 
генотипическая структура потомства одно-
го клона, полученного из различных частей 
кроны, может значительно различаться, из-
за гетерогенности отцовского пыльцевого 
пула. Уровень ожидаемой гетерозиготности 
потомства из верхней, средней и нижней 
частей кроны статистически не отличается 
между собой.
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The Article presents molecular-genetic analysis results of the Scots pine progeny obtained from the seeds collected 
in different parts of the crown. It was shown that the maternal genotype contribution is the main factor in the genetic 
structure formation of the seed progeny. The genetic structure heterogeneity of male gametophytes, participating in 
the megastrobile pollination of both different clones and different crown parts of the same mother tree was identified. 
It was established that the expected heterozygosity level in progeny from upper, middle and lower parts of the crown 
is not significantly different statistically.
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В статье рассматриваются основные алгоритмы и программное обеспечение для обработки данных сборки 
геномов растений.
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Введение
За последние годы геномы более 50 видов 

сельскохозяйственных и нескольких лесохо-
зяйственных растений были просеквениро-
ваны, представляя новые ресурсы для улуч-
шения селекции и информацию для изучения 
генного состава растений. Секвенирование — 
не конечная цель, конечная цель  — это улуч-
шение качества и увеличение урожайности 
сельскохозяйственных культур и лесных ре-
сурсов, а также более глубокое понимание 
геномной эволюции [46]. Автоматические 
методы расшифровки последовательностей 
ДНК (секвенирования) позволяют в течение 
короткого времени (несколько дней) и срав-
нительно недорого (несколько тысяч долла-
ров) получить сотни миллиардов коротких 
последовательностей из четырех букв А, Т, 
G, С, полученных прочтением фрагментов 

входного образца ДНК одного или несколь-
ких организмов.

Существует несколько компаний, выпу-
скающих устройства для получения корот-
ких чтений. Самыми распространенными на 
рынке этих устройств являются продукты 
компании Illumina, однако в последнее время 
секвенаторы Ion Torrent стремительно наби-
рают популярность благодаря своей деше-
визне. Сравнительные характеристики сек-
венаторов этих двух компаний представлены 
в табл. 1 [48, 49].

Основные алгоритмы  
сборки геномов растений

De novo в переводе с латыни означает «cна-
чала», заново. Сборка генома de Novо предпо-
лагает ассемблирование генома из коротких 
чтений без ссылочного эталона-генома.

Параметр Ion Torrent Proton Illumina HiSeq 2500

Цена системы, $ 243000 740000

Стоимость годового обслуживания, $ 19400 59200

Стоимость на 1 миллиард пар нуклеотидов, $ 16,67 46,00

Длительность одного запуска, ч 8 27

Таблица 1
Сравнительные характеристики секвенаторов Illumina и Ion Torrent
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В противоположность de novo сборке суще-
ствует и широко применяется сборка геномов 
с использованием проаннотированного ссы-
лочного генома-эталона. Есть публикации, 
показывающие преимущества и недостатки 
обоих подходов [44].

Задачей сборки генома является восстанов-
ление последовательности ДНК (ее длина со-
ставляет от миллионов до миллиардов нуклео-
тидов у разных живых существ) на основании 
информации, полученной в результате секве-
нирования. Этот процесс делится, как правило, 
на следующие этапы:

1. Исправление ошибок в данных секвени-
рования.

2. Сборка квазиконтигов — фрагментов, пре-
фиксы и суффиксы которых были получены на 
этапе секвенирования.

3. Сборка контигов — максимальных непре-
рывных последовательностей нуклеотидов, 
которые удалось восстановить.

4. Построение скэффолдов — последова-
тельностей контигов, разделенных промежут-
ками, для длин которых известны верхние и 
нижние оценки.

Одной из наиболее часто используемых при 
сборке генома математических моделей явля-
ется граф де Брюина. На его использовании 
основаны следующие программные средства 
сборки генома: Velvet, ALLPATHS, ABySS, 
SOAPdenovo, EULER. Одним из недостатков, 
которым обладают перечисленные программ-
ные средства, является большой объем опера-
тивной памяти, необходимый для сборки ге-
нома размером в миллиард нуклеотидов [48]. 

В алгоритмах ассемблирования (сборки ге-
номов из коротких ридов) должны учитываться 
такие факторы, как неравномерность покрытия 
(число чтений, содержащих тот или иной ну-
клеотид генома) геномов ридами, которые по 
технологии получаются из случайных фраг-
ментов ДНК; возможность и частота ошибок в 
ридах; возможность наличия химерных ридов, 
составленных из разных частей ДНК; наличие в 
геномах длинных повторов, которые могут при-
водить к невозможности восстановление пол-
ной последовательности даже теоретически.

Наиболее сложной является сборка генома 
de novo. Задача сборки при наличии образца, 
например, сборки генома индивидуального 
человека при наличии референсного генома 

(секвенированный, собранный и проанноти-
рованный геном организма того же вида, к ко-
торому относится анализируемый образец) бо-
лее простая. Предложены десятки алгоритмов 
сборки de novo. Большинство из них основаны 
на построении графа де Брюйна и нахождении 
Эйлерового пути в нем. Однако из-за разных 
эвристик, заложенных на разных этапах сбор-
ки, результаты применения сборщиков суще-
ственно отличаются. Важным обстоятельством, 
усложняющим сравнение алгоритмов, является 
то, что отсутствуют универсальные метрики 
оценки качества сборки. Причина заключается 
в том, что нет количественной оценки ошибок 
разного типа. Например, что лучше: большее 
число длинных контигов (однозначно расшиф-
рованных непрерывных последовательностей) 
и скэффолдов (нескольких контигов, склеенных 
в единую последо вательность с возможными 
пропусками или недостоверно определенными 
нуклеотидами между ними) либо уменьшение 
числа химер: контигов и скэффолдов, ошибоч-
но склеенных из фрагментов разных хромосом.

Большой разрыв между желаемым резуль-
татом сборки de novo и получаемыми ре-
зультатами, высокая актуальность создания 
более качественных сборщиков геномов для 
медицины и биологии ставят эту задачу в пер-
вый ряд актуальных вычислительных задач.

Особые сложности возникают при попытках 
сборки метагеномных данных с различными 
смесями и примесями геномов организмов 
различного происхождения.

Нами, на основе литературы и собственного 
опыта обработки геномных данных, предложе-
ны алгоритмы, представленные на рис. 1 и 2.

Обзор особенностей доступных  
программ-сборщиков геномов

Все перечисленные сборщики геномов фигу-
рируют в научных работах последнего време-
ни, посвященных сравнению качества работы 
геномных сборщиков.

Для контроля качества коротких чтений, 
фильтрации и тримминга перед ассемблиро-
ванием-сборкой, как правило, применяются 
FASTX-Toolkit и FastQC. 

ABYSS — собирает геном в модели распре-
деленной памяти, используя библиотеку MPI. 
Для определения участков перекрытий исполь-
зует распределенную хеш-таблицу [23, 32].
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RAY — может собирать геном в модели рас-
пределенной памяти, используя библиотеку 
MPI. Использует оригинальную эвристику для 
выявления повторов в геноме.

SOAPdenovo — использует разреженную 
хеш-таблицу для экономии оперативной памя-
ти, что может приводить к ошибкам сборки. 
Для этого сборщика характерно относительно 
малое время работы [39].

SPAdes — использует различные параметры 
сборки для участков генома с различной глу-
биной покрытия [5].

Velvet — один из первых и самых распро-
страненных сборщиков для коротких ридов. 
Необходимо вручную задавать большой набор 
параметров сборки [2, 22, 25, 40, 41]. 

Результаты сборки обрабатываются с целью 
удаления повторов и соответствующих проме-
жутков программами REPuter [15, 16], Tandem 
Repeat Finder [17, 38], and RepeatMasker [4, 6, 
9, 13, 33, 34] RECON (Bao and Eddy, 2002), 
Repeat Modeler RepeatScout и REPET. Что ка-
сается картирования/выравнивания геномов 

против ссылочного генома-эталона, можно 
применять инструменты анализа BLAST [4] и 
Blat [14]. Также разработаны более продви-
нутые инструменты: Maq [7], Bowtie, SOA-
Paligner и BWA. Эти же программы широко 
применяются для картирования геномов че-
ловека, млекопитающих и микроорганизмов 
[1, 12, 19, 20]. Cуществуют также так называ-
емые компаративные ассемблеры: AMOScmp 
[29], ABBA [28] и Celera Assembler [10] для 
сборки с использованием генома-эталона и 
для анализа сложных метагеномных данных 
с генными примесями. 

Пути преодоления ошбок 
cеквенирования, сборки  
и картирования геномов 

Проблемой секвенирования геномов являет-
ся тот факт, что только малая порция генома 
кодирует непосредственно сами реальные ак-
тивные гены, а эти гены окружены повторяю-
щейся ДНК, которая трудно поддается анализу 
и идентификации.

Рис. 1. Общий алгоритм сборки геномов (пояснение см. в тексте). По источнику [47]
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В процессе чтения секвенаторами допуска-
ются технические ошибки. Ошибки бывают 
трех типов:

1. Ошибки вставки — в основном проявля-
ются в прочтении более длинных, чем в исход-
ном геноме, по следовательностей одинаковых 
нуклеотидов (например, вместо «AA» было 
прочитано «AAA»).

2. Ошибки удаления — в этом случае в 
прочитанной нуклеотидной последователь-
ности может не хватать одного нуклеотида 
(например, вместо «ACGT» было прочитано 
«AGT»).

3. Ошибки замены — в таких случаях неко-
торые нуклеотиды были прочитаны неверно 
(например, вместо нуклеотида A был прочитан 
нуклеотид G).

Секвенаторы компании Ion Torrent соверша-
ют ошибки вставки и удаления значительно 
чаще, чем ошибки замены, в связи с чем воз-
никает необходимость разработки методов их 
исправления.

Сборки генома, построенные сборщиками 
на основе ридов длины 100–150 нуклеоти-
дов, фрагментированы и содержат ошибки. 
Обычная практика при решении задачи сбор-
ки генома заключается в запуске нескольких 
сборщиков с различными параметрами, а за-
тем выбору наилучшего варианта согласно 
некоторым соображениям. Однако недавние 
исследования показывают, что достаточно 
распространена ситуация, при которой одни 
сборщики показывают лучший результат по 
одному из статистических критериев в срав-
нении с другими программами и уступают им 
же по другому критерию.

Одной из первых программ для объедине-
ния набора контигов от разных сборщиков 
стала Reconciliator . В ней производится по-
иск участков, являющихся уникальными как 
для ведомой, так и для ведущей последова-
тельности. На следующем этапе закрываются 
пропуски в контигах из первого набора с ис-
пользованием последовательностей из второго 

Рис. 2. Алгоритм обработки данных геномов лесных деревьев на примере сосны



Молекулярная и прикладная генетика. Том 25, 2018 г.

                                                                                         103                                                               М.В. Спринджук и др. Алгоритмы и программное обеспечение...

набора. В случае наличия нескольких вариан-
тов выбирается тот, который отвечает лучшему 
стати стическому критерию. Похожий подход 
использует GAA, строящий граф соответствия 
между наборами контигов, используемый для 
объединения сборок, и ZORRO, который пред-
варяет шаг объединения этапом фильтрования 
контигов, содержащих ошибки. Программа 
GAM-NGS [35] ищет в контигах блоки соот-
ветствия, которые зависят от количества ри-
дов, картирующихся на сравниваемые после-
довательности — таким образом, не проводят 
процедуру выравнивания каждого контига с 
каждым. Исходя из информации, полученной 
на стадии картирования ридов, строится граф 
сборок, анализируя который можно устано-
вить участки несоответствия между наборами 
контигов.

Процесс объединения результатов работ ге-
номных сборщиков является ресурсоемкой за-
дачей. Время работы программы Reconciliator 
на одном из входных наборов данных состав-
ляет 24 часа, потребление оперативной памяти 
при этом составляет больше 100 Гб .

Методы, основанные на исправлении к-меров, 
работают не с чтениями, а с их подстроками 
длины к — к-мерами. Если в чтениях присут-
ствуют только ошибки замены, то можно для 
каждого к-мера пере брать все возможные вари-
анты ошибок, которые могли в нем произойти 
(их 3*к варианта). Такое подход не работает для 
ошибок вставки и замены, так как при таких 
ошибках к-меры превращаются соответственно 
в (к+1)-меры и (к-1)-меры.

Методы, основанные на графе де Брейна, в 
целом менее эффективны, чем основанные на 
к-мерах, так как требуют хранения в памяти 
большого графа, из-за чего затрудняется их 
масштабируемость, а также из-за сложности 
графа, получаемого в случае больших гено-
мов [48].

Так как парные короткие чтения имеют пе-
рехлест приблизительно размером в 20 пар 
оснований, их можно переассемблировать в 
псевдо-длинные чтения (псевдоконтиги, су-
перчтения), используя программное обеспе-
чение ALLPATHS-LG [45], MaSuRCA [43] и 
FLASH [21]. Также, особенно при использо-
вании программ-сборщиков без встроенной 
функции исправления ошибок секвенирова-
ния, полезно применять программное обе-

спечение Quake, которое эффективно находит 
и исправляет ошибки секвенирования перед 
сборкой генома. Еще одна методика для пре-
одоления ошибок и повторов в геномах — это 
применение гибридного подхода с использова-
нием сборки и картирования геномов коротких 
и длинных чтений одновременно. 

Опыт секвенирования и сборки  
геномов березы 

Имеется практически единственная публи-
кация [37], в которой в деталях представляет-
ся процесс секвенирования и сборки генома 
карликовой березы (Betula nana). Применялось 
программное обеспечение SOAPdenovo-63mer 
версия 2.04.3. Генерированные контиги обра-
батывались программой GapCloser [3], была 
выбрана длина k-меров между 28 и 38. Каче-
ство результатов сборки контролировалось 
программным обеспечением Assemblathon 
statistics 2 [8, 11] и CEGMA [24]. На основе 
большей длины, более полноценного покры-
тия генома и меньшего количества контигов 
отбирался лучший результат сборки. Лучший 
результат показал k-мер=35 и параметр M3 
SOAPdenovo сборщика. Авторы применяли 
также программное обеспечение Bowtie и 
Stacks для картирования и запроса вариантов с 
использованием аннотированного ссылочного 
генома-эталона. 

Заключение
Сборка любого генома, в особенности рас-

тения лесохозяйcтвенного назначения, пред-
ставляет собой новую многогранную задачу. 
Для преодоления специфических проблем, 
связанных с особенностями геномов расте-
ний, нужно применять дополнительное про-
граммное обеспечение для удаления повторов 
как в исходных коротких чтениях, так и в кон-
тигах, необходимо экспериментировать с раз-
личным программным обеспечением, пред-
назначенным для создания пвсевдоконтигов. 
Недавно появилось программное обеспече-
ние, позволяющее собирать геномы полипло-
идных растений и выполнять сборку геномов 
с использованием эталонного ссылочного ге-
нома [18, 26, 27, 30, 31, 36, 42]. Из литератур-
ных источников можно также сделать вывод 
об острой необходимости применять для задач 
геномики мощнейшие дорогостоящие процес-
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соры и большую оперативную память вплоть 
до 1TБ и более; также, возможно, уже име-
ется опыт  применения суперкомпьютерных 
технологий. Будущие исследования геноми-
ки лесохозяйственных и сельскохозяйствен-
ных растений будут выполнимы только при 
наличии адекватных поставленным задачам 
технических, программных и аналитических 
технологий, средств, алгоритмов и методик. 
Следующей ступенью в изучении геномов 
растений будут исследования по изучению 
разнообразия геномных вариаций лесных и 
сельскохозяйственных растений, глубокая 
аннотация их функциональных элементов и 
создание предиктивных количественных мо-
делей, соотносящих генотип с фенотипом.  
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Введение
Использование разных методов идентифика-

ции алкалоидов позволило выявить не только 
их качественное и количественное наличие у 
разных видов люпина, но и тестировать гено-
мы по известным генам алкалоидности. Обзор 
такой информации важен при разработке новой 
стратегии в селекции люпина разных направ-
лений использования, а также апробации пер-
спективных селекционных образцов на разных 
этапах онтогенеза растений. Знание структуры 
и генетического контроля разных форм ал-
калоидов люпина приобретает все большую 
необходимость при создании стабильно без-
алкалоидных сортов для производства кормов 
и кондитерской промышленности, использова-
нии отдельных алкалоидов в фармакологиче-
ской промышленности и познании их роли в 
формировании устойчивости растений к био-
тическим и абиотическим стрессорам.

Алкалоиды люпина: строение,  
содержание, характеристики

Алкалоиды люпина относятся к группе про-
изводных хинолизидина [1], большая часть 
из них имеет состав C15HxNO2, где «х» может 
быть равен 20, 22, 24 и 26. Наиболее распро-
странены у разных видов люпина люпинин, 
люпанин, спартеин, гидроксилюпанин, ангу-
стифолин. Всего выявлено более 150 хино-
лизидиновых алкалоидов [1, 2, 3], многие из 
которых видоспецифичны. В люпине желтом 
содержится также алкалоид индольной груп-
пы грамин [4].

Содержание алкалоидов в семенах дикора-
стущих и культивируемых горьких люпинов 
колеблется от 3,5 до 8% [1, 5]. Эти образцы 
используются для сидеральных целей. Образ-
цы со средним содержанием алкалоидов от 0,1 
до 0,3% относятся к кормовым [6]. При содер-
жании в семенах 0,02% алкалоидов и менее 
образцы могут быть рекомендованы для упо-
требления в пищу человеку, в кондитерской и 
другой промышленности [7]. Абсолютно безал-
калоидных генотипов люпина не обнаружено. 

Уровень алкалоидности растений и семян 
образцов люпина различного происхождения 
может изменяться в 2–6 раз в зависимости от 
внешних и внутренних условий [1, 3, 8, 9], 
этапа онтогенеза [1,10]. Так, в фазу ветвления, 
когда фотосинтетическая деятельность расте-
ний особенно высока, наибольшее количество 
алкалоидов содержится в молодых листьях 
[1, 11]. В фазу цветения растений происходит 
интенсивный отток этих веществ из листьев и 
стеблей к местам плодообразования, где отме-
чается максимальное количество алкалоидов 
к началу созревания бобов. По мере формиро-
вания семян продолжается дальнейшее пере-
мещение алкалоидов в них [12]. В последние 
годы высказывается предположение, что часть 
алкалоидов может быть синтезирована и в се-
менах [11]. В ходе онтогенеза растения изменя-
ется также качественный состав алкалоидного 
комплекса. Так, в фазу начала ветвления рас-
тений гидроксилюпанина содержится несколь-
ко больше, чем люпанина. В фазах цветения 
и образования бобов на растении в листьях, а 
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затем и в семенах количественно преобладает 
люпанин [10]. Показано селективное переме-
щение алкалоидов группы хинолизидина по 
флоэме, поскольку компонентный состав ал-
калоидного комплекса в листьях богаче, чем 
в семенах [11].

Количество алкалоидов в семенах и расте-
ниях люпина зависит от содержания отдель-
ных компонентов комплекса. Однако связь 
эта может быть различной. У диких линий 
люпина узколистного показан высокий по-
ложительный корреляционный коэффициент 
между содержанием 13-гидроксилюпанина и 
ангустифолина и общей алкалоидностью рас-
тений. Среди возделываемых сортов из рее-
стра Польши такое же влияние на количество 
алкалоидов оказывал люпанин [5]. 

По данным [6, 8], чем меньше алкалоидов 
суммарно находится в образце люпина, тем 
меньше содержится в нем компонентов алка-
лоидного комплекса. Однако этот факт требу-
ет уточнения, поскольку показано различие 
в лимитах детекции для каждого отдельного 
алкалоида [13, 14] в зависимости от метода 
исследования. Так, нижние пределы детекции 
и количественного определения люпанина 
при использовании газой хроматографии со-
ставляют 2 мкг/мл и 3 мкг/мл, соответствен-
но [13], лимиты по этим же показателям с 
использованием гель-электрофореза [14] — 
7,9 мкг/мл и 8,12 мкг/мл, соответственно. 
Сходные результаты отмечены для спартеи-
на, 13α-гидроксилюпанина, ангустифолина. 
В связи с этим возможны некоторые разли-
чия в характеристике состава алкалоидного 
комплекса у сортов разных видов люпина 
вследствие неполной детекции. Также мето-
ды экстракции и используемые системы рас-
творителей оказывают влияние на степень и 
полноту выделения отдельных компонентов 
алкалоидного комплекса и, как следствие, 
общего суммарного содержания алкалоидов. 
Поэтому обоснована необходимость стандар-
тизации методик определения алкалоидности 
растений разных видов люпина. 

В современной хемосистематике алкалоиды 
люпина ограниченно используются в качестве 
хемотаксономических маркеров видов люпи-
на из-за указанных причин [1], однако для па-
спортизации образцов, защиты авторских прав 
и выбора направления использования сорта, 

несомненно, имеют значение наряду с морфо-
логическими, биохимическими, молекулярно-
генетическими и другими характеристиками.

Биосинтез алкалоидов группы  
хинолизидина

По современным представлениям биосин-
тез алкалоидов начинается с декарбоксили-
рования лизина до кадаверина при участии 
фермента лизиндекарбоксилазы, изученной у 
люпина узколистного [2, 11]. Особенно интен-
сивно происходит этот процесс в хлоропластах 
молодых листьев при их освещении [1]. Далее 
кадаверин подвергается окислительному деза-
минированию медь-аминооксидазой (CuAO) с 
получением 5-аминопентаналя, образующего 
в результате спонтанной циклизации основа-
ние Шиффа (рис. 1). В дальнейшем происхо-
дит образование люпинина, спартеина, муль-
тифлорина, люпанина и, после этерификации, 
их производных [11]. По данным автора [2], 
конечными продуктами биосинтеза алкало-
идов являются эфиры алкалоидов, и именно 
они накапливаются в семенах, что требует до-
полнительного изучения. 

К настоящему времени этапы образова-
ния алкалоидов изучены не полностью. Из-
вестно только о некоторых ферментах про-
цесса биосинтеза — лизиндекарбоксилазе 
и нескольких трансферазах [2, 11], одна из 
которых характерна только для хинолизи-
динсодержащих растений [2], клонирована и 
охарактеризована — это (–)-13-α-гидрокси-
мультифлорин/(+)-13-α-гидроксилюпанин-О-
тиглоилтрансфераза. 

При изучении экспрессии генов, кодиру-
ющих трансферазы биосинтеза алкалоидов, 
показано, что начальные этапы этого про-
цесса происходят в листьях [11]. Последую-
щая этерификация алкалоидов происходит в 
корнях растений и гипокотилях проростков, 
где показана экспрессия генов трансфераз, 
ацетилирующих 13-α-гидроксилюпанин и 
13-α-гидроксимультифлорин [1, 11]. 

При изучении высоко- и низкоалкалоидных 
форм люпина желтого, белого, узколистного 
было установлено, что уровень лизина ви-
доспецифичен [15], однако при этом заметна 
общая тенденция: у изученных высокоалка-
лоидных форм содержание лизина ниже, чем 
у сладких образцов [15, 16], что, видимо, свя-
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зано с блокированием синтеза алкалоидов на 
этапе образования кадаверина из лизина. Сход-
ная тенденция отмечена для некоторых других 
аминокислот: орнитина и аргинина [15].

Зная основные этапы биосинтеза алкало-
идов и гены, отвечающие за этот процесс, 
можно предположить, что образцы с высоким 
содержанием алкалоидов не несут мутантных 
генов этого признака. В то же время повыше-
ние количества люпанина и других основных 
алкалоидов по сравнению с их эфирами среди 
возделываемых пищевых и кормовых сортов 
указывает на мутации в генах, детерминирую-

щих процесс этерификации. Возможен также 
вариант сорта, когда мутация затрагивает ген 
лизиндекарбоксилазы, что приводит к резко-
му снижению всех компонентов алкалоидного 
комплекса в равной степени и повышению ко-
личества лизина как универсального предше-
ственника всех хинолизидиновых алкалоидов.  

Учитывая данные о биосинтезе алкалоидов 
и генетике алкалоидности в селекции люпина, 
можно получить образцы не только с желае-
мым количеством алкалоидов, но и с интересу-
ющим исследователя компонентным составом 
алкалоидного комплекса.

L/ODC — лизин/орнитиндекарбоксилаза, ECT/EFT-LCT/LFT — ρ-кумароил-CoA/ферулоил-CoA: (+)-эпилюпинин/(–)-люпи-
нин O-кумароил/ферулоилтрансфераза, HMT/HLT — тиглоил-CoA:(–)-13α-гидроксимультифлорин/(+)-13α-гидроксилюпанин 
O-тиглоилтрансфераза, CuAO — медь-аминооксидаза

Рис. 1. Схема биосинтеза хинолизидиновых алкалоидов люпина [2]
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Генетика признака алкалоидности
Высокое содержание алкалоидов — доми-

нантный признак по отношению к низкому 
их содержанию. Безалкалоидные и малоалка-
лоидные формы возникают в виде рецессив-
ных мутаций генов, что приводит либо к ча-
стичному снижению уровня алкалоидности, 
либо к практически полному отстутствию 
признака [17]. Алкалоидность — сложный 
количественный признак, в его формиро-
вании принимают участие не менее 6 генов 
[17, 18], что было экспериментально обо-
сновано при построении комплементаци-
онной карты – схемы при гибридизации 12 
сортов люпина узколистного разного проис-
хождения [18]. Гены, отвечающие за каждый 
из этапов процесса биосинтеза алкалоидов, 
наследуются независимо. При комплемен-
тарном эффекте взаимодействия неаллель-
ных генов в F1 происходит реверсия к дико-
му генотипу (восстановление нормального 
биосинтеза алкалоидов) при гибридизации 
различающихся по генам низкой алкалоид-
ности условно безалкалоидных сортов. В F2 
возможно образование двух типов гибридов: 
безалкалоидных, как и родители, и алкало-
идных. Пары родительских безалкалоидных 
сортообразцов, дающие алкалоидное потом-
ство, были названы «несовместимыми» [17, 
18]. Такое восстановление синтеза алкалои-
дов у гибридов при скрещивании неаллель-

ных мутантов было названо «перерождение» 
кормовых форм в алкалоидные.

При скрещивании образцов с минимальной 
алкалоидностью возможно также частичное 
восстановление биосинтеза алкалоидов (в 2–5 
раз по сравнению с исходными сладкими фор-
мами). Это свидетельствует о том, что часть 
неаллельных генов алкалоидности гибрида 
комплементарна, за счет чего и происходит 
неполное восстановление биосинтеза алка-
лоидов. Некоторые исследователи полагают, 
что ген малоалкалоидности таких сортов пред-
ставляет собой «блок» генов (совокупность 
генов) по этому признаку [8, 18, 19].

Первые шаги в современной селекции кор-
мового люпина связаны с фактом обнаружения 
Зенгбушем среди высокоалкалоидных рас-
тений спонтанных мутантов с низким содер-
жанием алкалоидов [20]. При изучении этого 
признака позднее было установлено, что ал-
калоидность контролируется у этого образца 
геном, который был назван по названию об-
разца, у которого он был обнаружен, — Stamm 
411 [20], а позднее был идентифицирован как 
iucundus. Полный список генов пониженного 
содержания алкалоидов люпина узколистного 
в сравнении с высокоалкалоидными формами, 
их фенотипическое проявление и данные об 
авторах представлены в табл. 1. 

Образцы с геном tantalus были получены 
путем радиационного мутагенеза [22]. По 

Таблица 1
Гены, детерминирующие алкалоидность люпина узколистного

Название Символ Фенотипическое проявление, 
алкалоидность, % ОСВ Выделен впервые у образца, автор

depressus dep снижение уровня алкалоидности
Stamm 14 (выделил Федотов, 1936, 
описал Troll, 1955) 
[21, 8]

esculentus esc снижение уровня алкалоидности Stamm 415 (Sengbusch, 1942) 
[21, 8]

iucundus iuc снижение уровня алкалоидности Stamm 411 (Sengbusch, 1942) 
[21, 8]

tantalus tant снижение уровня алкалоидности №6034 и №6035 [22]

angustifolius a1, a2, 
a3

аллель а1 — 0,06 %, аллель а2 — до 
0,02%, аллель а3 — до 0,04% [23]
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данным [24, 25], ген малоалкалоидности iu-
cundus расположен в 7 группе сцепления. По 
другим данным [26], этот ген находится в де-
вятой группе сцепления. Данный факт указы-
вает на противоречивые данные, полученные 
при анализе этих генов алкалоидности, и тре-
бует дополнительных исследований.

Гены люпина желтого, отвечающие за сни-
жение количества алкалоидов, представ-лены 
в табл. 2. Следует упомянуть, что гены хино-
лизидиновых алкалоидов и индольного алка-
лоида грамина наследуются независимо друг 
от друга [10]. 

У люпина белого низкая алкалоидность 
также определяется мутантными генами [22, 
26, 27], наследуемыми независимо (табл. 3). 

В ходе последних исследований люпина 
узколистного идентифицирован регион, охва-
тывающий ген iucundus и отвечающий как за 
общее содержание алкалоидов, так и за уров-
ни ангустифолина и 13-гидроксилюпанина, 
но не люпанина [25]. Ближайшим маркером, 
сцепленным с указанным регионом, является 
именно маркер гена iucundus. Следователь-
но, данный ген не блокирует начальные эта-
пы биосинтеза алкалоидов люпина. Локус 

Название Символ Фенотипическое проявление, 
алкалоидность, % ОСВ

Выделен впервые у образца, 
автор

amoenus am до 0,013% Stamm 80 (Sengbusch, 1928) 

dulcis dul до 0,05% Stamm 8 (Sengbusch, 1928)

liber lib до 0,01% Stamm 102 (Sengbusch, 1928)

V351 V351 снижение уровня алкалоидности Stamm V351 (Lamberts, 1955)

наличие грамина Jach, 1975 [4]

Название Символ Фенотипическое проявление

mitis mit максимальное уменьшение содержания всех компонентов алкалоидного 
комплекса в равной степени [27]

pauper pau снижение уровня алкалоидности

nutricius nut повышении концентрации дегидролюпанина и снижении концентрации 
дегидроангустифолина [27, 28]

exiquus exi снижение уровня алкалоидности

primus prim снижение уровня алкалоидности

quintus q снижение уровня алкалоидности

reductus red снижение уровня алкалоидности

suavis sua снижение уровня алкалоидности

Таблица 2
Гены, детерминирующие алкалоидность люпина желтого [21]

Таблица 3
Гены, детерминирующие алкалоидность люпина белого [21]
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13-гидроксилюпанина наиболее тесно связан 
с маркером DAWA504.280 [25], из чего может 
следовать разобщенность этих регионов и, как 
следствие, указание на действие разных генов 
малоалкалоидности.

Аллели гена dulcis люпина желтого, види-
мо, связаны с образованием основных струк-
турных алкалоидов, поскольку соотношение 
лизина и кадаверина у сладких сортов с этим 
мутантным геном и у горьких диких образцов, 
доминантных по этому гену, не изменяется, 
как и активность ацилтрансфераз хинолизи-
диновых алкалоидов [11]. 

Состав алкалоидного комплекса люпина 
белого при наличии генов малоалкалоидно-
сти также различен [21]. Ген pauper, видимо, 
связан с регуляцией начальных этапов био-
синтеза алкалоидов [27]. Повышение концен-
трации дегидролюпанина и снижение уровня 
дегидроангустифолина у образцов с геном 
nutricius указывает на иной фермент цепи био-
синтеза [27]. 

Наличие рецессивных аллелей, изменяю-
щих качественный и количественный состав 
компонентов комплекса алкалоидов, показа-
но и для других видов люпина. Так, аллель 
mutal у люпина изменчивого (L. mutabilis L.), 
полученный в результате химического мута-
генеза, в гомозиготном состоянии снижает 
количество алкалоидов менее 2,0%, сдвигая 
при этом соотношение (люпанин+спартеин): 

(17-оксоспартеин+4-гидроксилюпанин) в сто-
рону двух последних [29].

На основании ряда исследований были пред-
ложены [цит. по 8] генотипы сортов люпина 
узколистного, различающихся по алкалоид-
ности, которые могут иметь следующие фор-
мулы (табл. 4).

Из данных таблицы следует, что, кроме дико-
го типа в геномах культурных сортообразцов, 
имеется хотя бы один мутантный ген, блокиру-
ющий синтез алкалоидов [8, 17]. Рекомбинация 
таких генотипов между собой в правильно по-
добранной системе скрещиваний может при-
вести к выщеплению образцов с минимальным 
содержанием алкалоидов (следы) [6, 8, 17, 18], 
что желательно для современной селекции.

Гены алкалоидности плейотропно действу-
ют на формирование хозяйственно ценных 
признаков [21, 22, 25, 30]: локусы, отвечаю-
щие за алкалоидность люпина узколистного, 
тесно коррелируют с локусами, контролирую-
щими количество семян и массу их на расте-
нии [25]. Было показано, что наличие рецес-
сивных генов малоалкалоидности у люпина 
отрицательно коррелирует с жизнеспособно-
стью и продуктивностью растений [31]. Так, 
ген iucundus в рецессивном состоянии сни-
жает фертильность пыльцы растений люпина 
узколистного [22], вызывает предрасположен-
ность к заболеваниям и растрескиваемости 
бобов. При этом ген tantalus не снижает про-

Таблица 4
Предполагаемые формулы генотипов, различающихся по алкалоидности сортов люпина 

узколистного [8]

Название генотипа, ген 
малоалкалоидности

Алкалоидность (фенотип),  
% ОСВ Формула генотипа

Дикий тип 2% и более ++  ++  ++  ++  ++

Сидеральный тип 1 около 1,2% alc1alc1  ++  ++  ++  ++

Сидеральный тип 2 около 0,6% ++  alc2alc2  ++  ++  ++

Белорусский 155 около 0,2% ++  ++  ++  alc4alc4  ++

Штамм 411 (iucundus) 0,01–0,06% alc1alc1  alc2alc2  ++  ++  alc5alc5

Линия Б-аЛ1 до 0,01% alc1alc1  alc2alc2  alc3alc3  ++  ++

Примечание. + — аллель дикого типа; 
аlc1-alc5 — мутантные гены, определяющие пониженное количество алкалоидов
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дуктивности и жизнеспособности растений 
в отличие от других мутантных генов [31] и 
поэтому более желателен для использования 
в селекции [27]. Ген dulcius люпина желтого 
снижает урожайность в 1,5 раза [30]. Нали-
чие гена V 351 в рецессивном состоянии у 
этого же вида приводит к резкому снижению 
жизнеспособности растений, в связи с чем 
носителей этого гена не рекомендуется ис-
пользовать в селекции [21, 30], что следует 
учитывать в дальнейшем подборе пар роди-
тельских форм. 

Наличие разных генов алкалоидности в гено-
типе каждого конкретного образца можно уста-
новить как методами классической генетики при 
анализирующих скрещиваниях, так и в резуль-
тате молекулярно-генетического анализа при 
применении праймеров к каждому конкретному 
гену. Сегодня идет интенсивный поиск маркеров 
и конструирование праймеров к генам алкало-
идности люпина узколистного, белого, желтого. 
Однако не все типы маркеров могут быть приме-
нены к культуре люпина в решении данной про-
блемы. Так, изучение «горьких» сортов люпина 
узколистного с применением RAPD-анализа не 
выявило полиморфизма ДНК в зависимости от 
фенотипа сорта, что делает непригодными дан-
ный тип маркеров для анализа популяций [2]. 
Только для гена iucundus люпина узколистно-
го осуществлен сегодня синтез ISSR-праймера 
iucLi [24], амплификоны с применением ко-

торого выявляют полиморфизм гена по этому 
признаку (описано не менее 6 бэндов) [24, 32]. 
Такое большое количество описанных аллелей, 
возможно, связано с тем, что по данным [6, 8] 
этот ген малоалкалоидности представляет собой 
блок из 4-х рецессивных генов с соответствую-
щим распределением их при гибридизации. У 
люпина белого осуществлен синтез праймера к 
гену pauper, выявляющего генотипы с горьким 
(207 п. о.) и сладким (209 п. о.) аллелями [33]. 
При изучении алкалоидности листьев и семян 
у образцов стержневой коллекции люпина жел-
того выявлен ряд участков генома, связанных с 
биосинтезом люпинина, спартеина и грамина, 
что планируется использовать для разработки 
видоспецифичных праймеров к генам алкалоид-
ности люпина желтого. В результате проведен-
ного анализа 164 образцов люпина желтого по-
казаны на карте хромосом регионы, связанные 
с морфологией корней и отвечающие за содер-
жание алкалоидов и сахаров [34]. Ведется поиск 
генов биосинтеза алкалоидов, в частности гена 
лизиндекарбоксилазы и других ферментов, ка-
тализирующих образование алкалоидов [2, 35]. 

В результате анализа литературы по алка-
лоидности люпина нами выделены группы 
генотипов, у которых установлены разными 
авторами соответствующие гены малоалкало-
идности (табл. 5).

По данным молекулярно-генетического ана-
лиза у образцов люпина узколистного Rancher, 

Таблица 5
Образцы разных видов люпина, несущие гены малоалкалоидности

Вид люпина, ген, сорт Источник 

Люпин узколистный 

ген iucundus (iuc)

Современные австралийские сорта: Belara, Chittick, Coromup, Danja, Geebung, Gungurru, 
Illyarrie, Jenabillup, Jindalee, Kalya, Mandelup, Marri, Merrit, Moonah, Myallie, Quilinock, 
Rencher, Tallerack, Tanjil, Unicrop, Uniharvest, Uniwhite, Wandoo, Warrah, Wonga, Yandee, Yor-
rell, 71 A07 B, 75 F261 и др.

[21, 24, 26,
32–37]

Современные отечественные сорта: Ашчадны, Миртан, Першацвет, ПЧБ9 [32, 36]

Старые и современные сорта Австралии, Германии, Дании, Швеции, Польши, России: 
Беняконский 335, Брянский 1272, Вада-18, ГЛ-174-86/1, ДМ-антоциановый, Ладный, 
Ланедекс-1, Лаф-рбс-2, Мюнхебергский синий II, Немчиновский 846, Северный 3, Blanko, 
Borre, Frost, Kazan, Myrzynek, Mirela, New Zealand Blue, Pflugs Blau Lupine, Fest, №4243, 
р22730 и др. 

[8, 21, 37, 38]
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Вид люпина, ген, сорт Источник 

ген tantalus (tan)

№ 6034, № 6035 [21, 24, 26]

ген depressus (dep)

Stamm 14 (417) [21, 37]

ген esculentus (esc)

Stamm 415 [21, 27]

другие гены, не аллельные гену iucundus (iuc)

ген сорта Белорусский 155

Белорусский 155, Немчиновский кормовой 1, АПБ155 [6, 21, 37]

гены линии Б-аЛ1

ДВС1, Б-аЛ1, Мужин, Муженек, Темно-зеленый, Ясны [6, 21]

Люпин желтый 

ген dulcius (dul)

Брянский 81, Брянский 27, Детер 38, Детер 122. Мотив 369, Проминь, Stamm 8 (Wt 97506) [21]

ген amoenus (am)

Stamm 80 (Wt 97507) [21]

ген liber (lib)

Stamm 8 (Wt 97506) [21]

ген V 351

Stamm 102 (Wt 97764) [21]

Люпин белый 

ген pauper (pau)

Andromeda, Astra, Esta 1-15,Hamburg, Ida, Kraftquell, Kiev Mutant, Luxor, Magna, Minibean, 
Minori, Pflugs Gela, Rosetta, Tiptop, Ultra, Vladimir, WALAB 2008, Борки, Владимир, Диета, 
Олежка, Пищевой, Севериновский, Синий парус

[28, 33]

ген exiguus (exi)

Neuland, Start [33]

ген nutricius 

Nahrquell [33]

Продолжение табл. 5
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Брянский 1121, Сидерат 38, р22823, р22868 от-
сутствует низкоалкалоидный аллель iucundus 
[32]. Поскольку современный австралийский 
сорт Yorrell, анонсированный как носитель 
доместицируемого аллеля iucundus, является 
малоалкалоидным, но в молекулярно-генетиче-
ском анализе не показывает аллеля «сладкого» 
генотипа, этими же авторами был сделан вывод 
о возможном изменении последовательности 
ДНК у образца Yorrell в области амплификации.

На основе характеристики гибридов перво-
го поколения, полученных при скрещивании 
родительских компонентов с низким содер-
жанием алкалоидов, нами был составлен 
список образцов, являющихся аллельными 
и неаллельными мутантами по этому при-

знаку. Совокупные данные представлены в 
табл. 6 и 7.

Серия проведенных авторами скрещиваний 
позволила установить образцы с мутантным 
геном iucundus, в потомстве которых проис-
ходит частичное восстановление алкалоиднос-
ти. Это комбинации Миртан (iuc) х Frost (iuc), 
Frost (iuc) x Yorrell (iuc), Frost (iuc) x Wonga 
(iuc), Frost (iuc) x Fest (iuc), Fest (iuc) x Frost 
(iuc), Fest (iuc) х Першацвет (iuc), Першацвет 
(iuc) х Frost (iuc), Першацвет (iuc) х Fest (iuc) 
[36]. Хотя у этих форм и есть мутантный ген, 
восстановление алкалоидности происходит до 
малоалкалоидных форм, что свидетельствует 
о присутствии других генов, отвечающих за 
биосинтез алкалоидов, либо о «блоке» генов  

Вид люпина, сорт 
(материнская форма) Совместимые сорта (отцовская форма)

Люпин желтый

Weiko Белорусский 6, Кормовой 3 [10]

Надежный Престиж, Демидовский [36]

МЛ БСХА-13, БСХА-19, Фотон [36]

БСХА-13 Фотон, Престиж, Демидовский [36]

Люпин узколистный

Денлад Ланедекс 3, Надежда [39]

Данко Миртан, Unicrop [39]

Ладенекс 3 Надежда, Денлад, L-300 [39]

L-300 Надежда, Денлад, Ланедекс 3 [39]

Надежда Ланедекс 3, Денлад, L-300 [39]

Натальевский 5 Unicrop [40]

Северный 3 Стадолищенский Л-610, Беняконский розовый сладкий, Borre [10,18]

Немчиновский 846 La II, Стадолищенский Л-610 [37]

Северный 3 Unicrop [37]

Мужин Unicrop [37]

Таблица 6
«Совместимые» по признаку низкой алкалоидности сорта люпина узколистного и люпина 

желтого
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iucundus. Следует отметить, что во всех вари-
антах скрещивания сорта Fest с образцами с ге-
ном iuc нами было получено в F1 алкалоидное 
потомство. Сходное формирование признака 
алкалоидности (малоалкалоидное потомство 
в первом поколении) было показано и для об-
разца Брянский 1121 при скрещивании его с 
сортом Першацвет (iuc) [36]. Это указывает 
на «несовместимость» этих двух указанных 
образцов [10, 21, 32, 36]. 

В связи с тем, что количественное содержание 
компонентов комплекса может варьировать в за-
висимости от генотипа, становится понятным 
различие в степени токсичности суммарного 
комплекса алкалоидов, что и было показано в 
работе [6, 8]. Всего выделяют по соотношению 
отдельных алкалоидов три типа комплекса:

а) ангустифолиус, с максимальным содержа-
нием наиболее токсичного люпанина (50–80%) 
и с меньшим количеством двух других основных 
алкалоидов (13-гидроксилюпанина 10–20% и ан-
густифолина 5–20%). Характерен для большин-
ства изученных сортов люпина узколистного;

б) линифолиус (алкалоидов 24%, 9% и 67%, 
соответственно). Описан у люпина льнолист-
ного;

в) опсиантус (6–12%, 34–72% и 16–47% этих 
же алкалоидов, соответственно, а также ново-

го алкалоида мультифлорина 1–13%). Данный 
комплекс описан у люпина поздноцветущего, 
отнесенного, как и льнолистный, к виду люпин 
узколистный [6, 8]. Сходный качественный 
состав имеют образцы Белорусский 155 и не-
которые другие.

Алкалоидные комплексы двух последних 
групп (линифолиус и опсиантус) менее ток-
сичны и представляют собой рецессивные му-
тации по отдельным локусам (табл. 8) [8, 40] с 
доминированием высокотоксичного комплекса 
ангустифолиус. 

Для отдельных сортов (Gungurru, Warrah) по-
казана малая токсичность стерни при выпасе 
скота [41, 42], что может быть связано либо с 
малым количеством алкалоидов в зеленой мас-
се люпина, либо с низкой степенью токсично-
сти алкалоидного комплекса указанных сортов. 
Данный факт требует дополнительного ис-
следования с помощью современных методов 
хроматографического разделения алкалоидов.

Изучив историю сортов [21, 41, 42 и др.] и 
приняв во внимание филогенетические иссле-
дования, проведенные с применением биохи-
мических маркеров [43], можно предположить, 
что образцы, имеющие в родословной ген из 
образца Stamm 411, будут содержать макси-
мальное количество генов малоалкалоидности,

Вид люпина, сорт, 
материнская форма Несовместимые сорта, отцовская форма

Люпин желтый

Престиж МЛ [36]

Люпин узколистный

Оборницкий Белорусский 155, Мирзин, Мирзинек, Borre [10, 18]

Данко Кучный [40]

Мужин Оборницкий [18]

Белорусский 155 Оборницкий, Borre, Быстрорастущий сладкий, Мирзин, Мирзинек, Unicrop, 
Харчовы, Немчиновский кормовой 1 [10, 18, 37, 40]

Немчиновский 846 Брянский 35, Unicrop, Uniwhite, La 8 [10, 21, 36, 40]

Таблица 7
«Несовместимые» по признаку низкой алкалоидности сорта люпина узколистного и люпина 

желтого
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что предпочтительно для дальнейшей селек-
ции культуры в направлении снижения синтеза 
алкалоидов. 

В процессе доместикации разных видов 
люпина в генотипах происходило накопление 
генов с фенотипическим проявлением желае-
мых признаков (устойчивость к заболевани-
ям, нерастрескиваемость бобов, отсутствие 
твердокаменности, нетребовательность к яро-
визации и др.). Для ряда сортов отечествен-
ной и зарубежной селекции раскрыты родос-
ловные [21, 41, 42] с указанием накопленных 
в генотипе рецессивных генов. Однако для 
признака «низкая алкалоидность» у люпина 
узколистного информация о распространении 
гена в процессе селекции показана только для 
гена iucundus [21]. Можно предположить, что 
в ходе длительной селекции люпина проис-
ходило накопление разных генов малоалка-
лоидности в генотипе, что получило свое 
отражение в создании образцов со стабильно 
минимальными количествами этих токсич-
ных вторичных метаболитов. Анализ данных 
литературы позволил предположить, что у об-
разца Frost есть только 1 доместицированный 
ген малоалкалоидности — iucundus [9, 37], у 
сортов Гелена и Немчиновский 846 показано 
наличие 2 генов пониженного содержания 
алкалоидов [6]. Сорта Illyarrie, Эмир, Митан, 
Дикаф-14 несут по 3 гена низкого содержания 
алкалоидов в своих генотипах, что получает 
у них свое выражение в уровне алкалоидно-
сти менее 0,1% [43, 44]. У образцов Yorrell и 
Ладный присутствуют 4 рецессивных гена, 
контролирующих алкалоидность. Уровень 
алкалоидов у них не превышает 0,06% даже 
в неблагоприятные по климатическим усло-
виям годы. 

По австралийской программе селекции со-
рта люпина белого несут в себе только ген ма-
лоалкалоидности pauper с целью исключения 
переопыления неаллельных образцов [21].

Снижение количества алкалоидов в семе-
нах и зеленой массе люпина в ходе длитель-
ной селекции привело к созданию кормовых 
и условно пищевых сортов [45]. Это дополни-
тельно свидетельствует о накоплении рецес-
сивных генов малоалкалоидности в геноти-
пах таких сортов. Селекция же сидеральных 
форм была направлена на отбор алкалоидных 
образцов в связи с более высокой устойчиво-
стью их к действию стрессорных факторов 
различной природы и накоплением большей 
биомассы для использования их на зеленое 
удобрение независимо от содержания алка-
лоидов.

Биологическое действие алкалоидов 
люпина

Алкалоиды люпина обладают широким био-
логическим действием. Так, известен их ток-
сичный эффект [1]. Не обладая мутагенным 
действием [46] и не индуцируя апоптоз опу-
холевых клеток [1], алкалоиды тем не менее 
являются сильнодействующими вещества-
ми с нейротоксическим и кардиотоксичным 
эффектами. Отдельные из них токсичны для 
крупного рогатого скота [47], вызывают гибель 
взрослых животных. Анагирин действует те-
ратогенно. Для других алкалоидов на пророст-
ках лука репчатого показан антимутагенный 
эффект [46], видимо, основанный на большом 
количестве сопряженных связей в их структур-
ной формуле. Возможно, поэтому спартеин не 
окисляется пероксидазой из хрена, оставаясь 
стабильной молекулой [48]. Также показано 

Таблица 8
Формулы генотипов разных по степени токсичности алкалоидных комплексов люпина 

узколистного [8, 40]

Состав алкалоидного комплекса Формула генотипа

Высокотоксичный (ангустифолиус) асо1+ асо2+

Слаботоксичный Льнолистный (линифолиус) асо1 асо1

Слаботоксичный Ржавый — Ltac (опсиантус) асо2 асо2
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влияние алкалоидов группы хинолизидина 
на секрецию инсулина β-клетками островков 
Лангерганса поджелудочной железы человека 
[цит. по 1] и прирост массы тела у потомства 
крольчих, получающих корм с добавкой люпи-
новой муки, что может быть связано со стиму-
ляцией лактации за счет окситоциноподобного 
действия пахикарпина и спартеина [49].

Степень токсичности алкалоидов люпина 
различается. Наиболее токсичны люпанин и 
спартеин, степень токсичности эфиров алка-
лоидов на порядок ниже, а соли алкалоидов 
менее токсичны, чем чистые препараты [1, 7 и 
др.]. Показано, что летальная доза алкалоида 
для животных зависит от вида животного, воз-
раста, а также от способа введения вещества, 
что указывает на разрушение алкалоидов либо 
в желудочно-кишечном тракте, либо в ворот-
ной системе печени [1, 11]. 

Установлено, что состав алкалоидного ком-
плекса также влиял на развитие личинок тли, 
особенно снижали количество вредителей 
этого вида 13-гидроксилюпанин и 13-тигло-
илоксилюпанин. Генотипы с максимальным 
содержанием указанных алкалоидов мо-
гут быть источниками устойчивости к тле 
при селекции на безалкалоидность [1, 50]. 
Именно эти алкалоиды менее токсичны для 
остальных животных, что также представля-
ет интерес для новой модели будущего со-
рта. Возможно, эволюция тли происходила 
на образцах с высокотоксичным комплек-
сом алкалоидов, что позволило насекомым 
отдельных видов выработать устойчивость, 
связанную со способностью тли выделять 
алкалоиды во внешнюю среду секретирую-
щими железами [1].

В отношении фитопатогенных грибов также 
показана различная степень токсичности ал-
калоидов, при этом Fusarium oxysporum, воз-
будитель трахеомикозного увядания, оказался 
практически нечувствителен к токсичному 
действию люпинина и спартеина, в то время 
как рост мицелия и спорообразование у воз-
будитель корневых гнилей F.avenaceum инги-
бировался этими алкалоидами [51] в системе 
in vitro, что следует учитывать при создании 
сортов, устойчивых к возбудителям разных 
форм фузариоза.

Действие многих алкалоидов на организм че-
ловека и животных хорошо изучено, а их роль 

в жизни самих растений исследована пока не-
достаточно. По современным представлениям 
наиболее вероятна теория «защитной» роли 
алкалоидов [31, 44, 46, 48], что указывает на 
необходимость присутствия этих вторичных 
метаболитов в составе растений. Так, показано, 
что в растениях люпина в течение нескольких 
часов после нанесения травмы растению про-
исходит резкое повышение уровня алкалоидов 
в 4 раза [1]. Установлено, что низкая алкало-
идность снижает устойчивость к вредителям и 
переносимым ими вирусам [28]. В то же время 
анализ вторичных метаболитов в зеленой массе 
инфицированных и неинфицированных расте-
ний люпина узколистного показал, что в ответ 
на заражение спорами гриба Colletothrychum 
lupini не изменяется уровень алкалоидов и 
жирных кислот, как и при обработке метабо-
литами патогена. Количество же флаваноидов 
(в частности, фитоалексинов) значительно из-
меняется в сторону увеличения у пораженных 
растений [52]. Возможна и запасающая роль 
алкалоидов в качестве источников азота [1]. 

Вторичные метаболиты — аттрактанты для 
насекомых и, возможно, сигнальные соедине-
ния [1], регулирующие ряд защитных и физио-
логических процессов в растениях люпина, 
поэтому понятна необходимость присутствия 
алкалоидов в зеленой массе и семенах люпи-
на. В связи с вышесказанным сегодня одна из 
рассматриваемых перспективных моделей со-
рта люпина — образцы с высоким содержани-
ем алкалоидов в листьях и низким — в семе-
нах, благодаря чему растения люпина смогут 
повысить устойчивость к неблагоприятным 
факторам среды и сформировать семена, кото-
рые можно будет использовать на корм скоту. 
Поэтому сегодня исследования направлены 
не только на изучение механизмов действия 
генов при биосинтезе, но также значительное 
внимание уделяется транспортным системах, 
благодаря которым будет возможен либо се-
лективный перенос малотоксичных алкалои-
дов из листьев в генеративные органы, либо 
алкалоиды в семена транспортироваться не 
будут [1, 2, 11]. Вторая из возможных моделей 
будущего сорта — растения с большим содер-
жанием низкотоксичных алкалоидов, что так-
же сделает возможным употребление зеленой 
массы растений и семян в качестве кормовой 
культуры [21, 43, 46].
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Заключение
За более чем 100 лет изучения алкалоидности 

люпина получены знания о составе алкалои-
дов, их биологическом действии, роли в расте-
ниях, генетике этого признака. Однако многие 
вопросы остаются открытыми, что является 
предметом дальнейших исследований как фун-
даментального, так и прикладного характера 
в плане реконструирования новых геномов у 
разных видов люпина для разнонаправленного 
их использования. Эволюция геномов растений 
разных видов люпина в культурном возделы-
вании привела к реконструированию разных 
генотипов относительно отдельных генов ал-
калоидности и их взаимодействия в процессе 
онтогенеза растений. Поэтому при характери-
стике образцов разных типов коллекций лю-
пина обязательно должен быть указан в их па-
спортах этот селекционно значимый признак.
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можностью регистрации продуктов ПЦР в режиме реального времени CFX96 (Bio-Rad, США), 
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