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В статье приведен анализ полиморфизма нуклеотидных последовательностей генов, контроли-
рующих гиногенез (Zm_Pla1, Zm_CenH3, Zm_Dmp7) у гаплоиндуцирующих (ЗМС-8, ЗМС-П) и 
контрольных (КМ, ГПЛ-1) линий кукурузы саратовской селекции. С помощью секвенирования 
и последующего множественного выравнивания транскриптов целевых генов исследуемых в ра-
боте линий и референсной линии кукурузы B73 определено наличие однонуклеотидных замен 
(ОНЗ), делеций и вставок, построены филогенетические деревья по изучаемым генам. Установ-
лено наличие 4-нуклеотидной вставки в гене Zm_Pla1, которая обусловливает гаплоиндуцирую-
щую способность у предковой линии Stock 6 и гаплоиндуцирующих линий ЗМС-8 и ЗМС-П, а 
также 15 идентичных ОНЗ. Но элементы партеногенеза, демонстрируемые линиями АТ-1, АТ-3 
и АТ-4, у которых отсутствуют вставки из четырех нуклеотидов в гене Zm_Pla1, имеют иную ге-
нетическую основу. Филогенетический анализ гена Zm_Pla1 подтвердил родство гаплоиндуци-
рующих линий Stock6, ЗМС-П и ЗМС-8. В гене Zm_Dmp7 зафиксировано наличие пяти ОНЗ у 
линии ЗМС-8 и трех ОНЗ у линий ЗМС-П и КМ. Одна из ОНЗ (в положении 131 от стартового 
кодона) в гене Zm_Dmp7 является причиной повышенной гаплоиндуцирующей способности ли-
нии CAU5, но не ЗМС-П. Помимо этого, в гене Zm_Dmp7 обнаружены 3-нуклеотидная делеция 
у линии ЗМС-П и 9-нуклеотидная делеция у линии КМ.
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Одной из важнейших мировых сельскохозяй-
ственных культур является кукуруза (Zea mays L.). 
В современных сельскохозяйственных биотехно-
логиях для ускоренного получения гомозиготных 
линий применяют такую особенность систем раз-
множения растений, как гиногенез (образование 
гаплоидных растений при нарушениях оплодотво-
рения яйцеклетки). У современных сортов кукуру-
зы независимое от оплодотворения развитие заро-
дыша (гиногенез, или матроклинный партеноге-
нез, как частный случай) встречается крайне редко 
(0,01–0,1%). Однако более 60 лет назад в результате 
скрещиваний и селекции была получена линия ку-
курузы Stock 6, при использовании которой в каче-
стве опылителя в потомстве индуцируется образо-
вание до 2–3% матроклинных гаплоидов [1].

В 2017 г. впервые установлено, что в результа-
те скрещиваний у линии кукурузы Stock 6, полу-
ченной более 60 лет назад [1], возникла случай-
ная мутация – в четвертом экзоне гена Zm_Pla1, 

кодирующего белок фосфолипазу А, произошла 
вставка четырех нуклеотидов, что привело к сдви-
гу рамки считывания, замене 20 аминокислот, по-
явлению стоп-кодона и укорочению белка [2]. В 
ходе последующей селекции у линий саратовской 
селекции на базе линии Stock 6 эффективность га-
плоиндукции (ГИ) была повышена с 2 до 8–10% 
[3–6]. Однако пока неясно, какие мутации обу-
словливают повышенную ГИ-способность у линий 
саратовской селекции.

В 2018 г. впервые было установлено, что ген 
Dmp9 регулирует слияние мембран женской и муж-
ской гамет растений и экспрессируется специфи-
чески как в генеративных клетках, так и в сперми-
ях [7]. Годом позже было показано, что нокаут гена 
Dmp9 арабидопсиса приводит к нарушению опло-
дотворения в большей степени яйцеклетки, чем 
центральной клетки [8]. В 2019 г. было показано, 
что ген Dmp7, расположенный в локусе qhir8 (789 
тпн) у кукурузы, является ортологом гена Dmp9 
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арабидопсиса и контролирует гаплоиндукцию [9]. 
Ген Dmp7 экспрессируется на поздней стадии раз-
вития пыльцы кукурузы, а кодируемый им белок 
локализуется в плазматической мембране спермия 
и участвует в прикреплении спермия к поверхно-
сти яйцеклетки или центральной клетки. Роль гена 
Dmp7 в гаплоиндукции кукурузы была доказана в 
экспериментах по нокауту гена с помощью геном-
ного редактирования (CRISPR/Cas9) [9]. Одна од-
нонуклеотидная замена (ОНЗ) (в положении 131 от 
стартового кодона) последовательности гена Dmp7 
у линии кукурузы CAU5 приводит к аминокислот-
ной замене (метионин на треонин), что повышает 
гаплоиндукцию в 2–3 раза в присутствии мутант-
ного гена Pla1 [9].

В 2003 г. Чалык (Chalyk) с соавт. впервые была 
выдвинута гипотеза, что возможной причиной 
появления гаплоидов в потомстве линий-гапло-
индукторов кукурузы является анеуплоидия (эли-
минация хромосом) у части популяции мужских 
половых клеток, которая вызывает стимуляцию 
деления яйцеклетки без оплодотворения [10]. Эли-
минация хромосом подтвердилась у линий-гапло-
индукторов кукурузы, созданных на основе линии 
Stock 6 [11, 12]. Согласно [13], для CENH3-мутан-
тов кукурузы содержание гаплоидов в потомстве 
может достигать 3.6%.

Элиминация хромосом и появление гаплоидов 
в потомстве арабидопсиса наблюдались при мута-
ции в гене, кодирующем центромер-специфичный 
гистоновый белок CENH3, необходимый для при-
крепления веретена в процессе митоза и мейоза. 
Изменения в нуклеотидной последовательности 
гена приводят к несовместимости и потере хромо-
сом в первых зиготических делениях [14].

Исследования механизма анеуплоидии у ку-
курузы показали, что гаплоиндукция возникает 
при модификации N-концевого фрагмента или 
C-концевого складчатого гистонового домена бел-
ка CENH3 [13]. В работе [15] показано, что при 
ко-экспрессии гена CenH3 дикого и мутантного 
типов способность к гаплоиндукции пропадает.

Цель статьи – сравнительный анализ полимор-
физма нуклеотидных последовательностей генов, 
контролирующих гиногенез (наследуемый и инду-
цируемый) у гаплоиндуцирующих и контрольных 
линий кукурузы саратовской селекции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растения

Линия кукурузы ЗМС-8 (частота ГИ − 8%) [4], 
производная от линии ЗМС, получена на кафедре 
генетики ФГБУ ВО Саратовского национального 
исследовательского государственного университе-
та им. Н.Г. Чернышевского (СГУ). Линия ЗМС-П 
(частота ГИ − 10%) была получена из потомства 

самоопыленных гибридов линии ЗМС-8 (мате-
ринский родитель) и формы кукурузы с пурпурной 
окраской стеблей, листьев и метелок [6]. В скре-
щиваниях при получении линий ЗМС-8 и ЗМС-П 
использована линия Stock 6 [16].

Партеногенетическая линия кукурузы АТ-1 
была выделена в самоопыленном потомстве ги-
брида линии-гаплоиндуктора Stock 6 (США, [1]) 
и линии Коричневый тестер (США) [см. 17]. При 
экспериментальной задержке опыления в зароды-
шевых мешках у линии кукурузы AT-1 был обна-
ружен высокий процент начала развития зароды-
шей и эндосперма [17]. Однако линия АТ-1 плохо 
вызревала в условиях Саратовской области и поэ-
тому была скрещена со скороспелой линией сара-
товской селекции ГПЛ-1 (дигаплоидизированный 
гаплоид, Саратов), в результате чего получена ли-
ния АТ-3 [18]. Партеногенетическая линия кукуру-
зы АТ-4 была получена путем скрещивания линии 
АТ-1 с тетраплоидной линией Кр-1 (Краснодар) и 
последующим отбором диплоидной формы гибри-
да [19, 20]. Для линий АТ характерны такие эле-
менты апомиксиса, как независимое от опыления 
развитие зародыша до стадии глобулы, начало эн-
доспермогенеза, полиэмбриония, а также псевдо-
гамия [17, 21–23].

Линия КМ саратовской селекции без ГИ-спо-
собности имеет пурпурную окраску корней и по-
бегов, что позволяет выявлять гаплоиды на стадии 
проростков [3].

Определение нуклеотидной 
последовательности транскриптов генов

Для выявления мутаций были секвенированы 
транскрипты целевых генов у исследуемых линий 
кукурузы. РНК выделяли из замороженных тканей 
(пыльца, завязи) [24, 25], получали кДНК согласно 
инструкции производителя ревертазы (“Евроген”, 
Россия). Участки кДНК исследуемых генов ам-
плифицировали с использованием специфических 
праймеров (подобраны с помощью ресурса Primer-
Blast для перекрывающихся фрагментов последо-
вательностей) и набора реактивов Tersus Plus PCR 
kit (Кат. № PK121, “Евроген”). Затем ПЦР-продук-
ты очищали при помощи набора Cleanup Mini (Кат. 
№ BC023S, Евроген) и секвенировали в компаниях 
“Евроген” и “Синтол”.

Методы биоинформатики

Нуклеотидные последовательности генов гапло-
индуцирующих и партеногенетических линий ку-
курузы сравнивали между собой, с линиями, не об-
ладающими данными признаками, и референсной 
линией B73 методом множественного выравнива-
ния с использованием программы BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Zm_Pla1

Множественное выравнивание нуклеотидных 
последовательностей транскриптов гена Zm_Pla1 
исследованных нами линий ЗМС-П и ЗМС-8, а 
также предковой линии Stock 6 показало присут-
ствие вставки из четырех нуклеотидов и 15 ОНЗ 
(рис. 1), что свидетельствует о наследовании сара-
товскими линиями нуклеотидной последователь-
ности гена Zm_Pla1 от линии Stock 6. Филогене-
тический анализ и множественное выравнивание 
гена Zm_Pla1 у исследуемых линий и линий из 
базы данных (https://www.gramene.org, https://www.
maizegdb.org) показали наличие тех же 15 ОНЗ в ге-
нах Zm_Pla1 у линий, ни одна из которых не явля-
ется гаплоиндуктором. Поэтому можно предполо-
жить, что наличие 15 ОНЗ не связано с повышен-
ной ГИ-способностью линий ЗМС-П и ЗМС-8.

Последовательности гена Zm_Pla1 линий КМ 
и ГПЛ-1, которые использовались при получении 
линий ЗМС-8 и ЗМС-П, также не содержали 4-ну-
клеотидной вставки. У линии КМ обнаружен ва-
риант нуклеотидной последовательности гена Zm_
Pla1, содержащий семь ОНЗ. Последовательность 
гена Zm_Pla1 линии ГПЛ-1 полностью совпадает 
с последовательностью гена Zm_Pla1 референсной 
линии В73.

Мы секвенировали транскрипт гена Zm_Pla1 
партеногенетической линии АТ-1, которая была 
выделена среди самоопыленного потомства Stock 6 
и Коричневый тестер [17] и ее производных ‒ АТ-3, 
АТ-4. Вопреки нашему ожиданию последователь-
ности Zm_Pla1 этих линий полностью совпадают с 
последовательностью Zm_Pla1 референсной линии 
и не имеют вставки четырех нуклеотидов и 15 ОНЗ 
(данные не показаны). Эти линии характеризуются 
наличием элементов наследуемого партеногенеза, 
но не обладают гаплоиндуцирующей способно-
стью. Таким образом, ген Zm_Pla1, мутировав-
ший у линии Stock 6, не был унаследован линией 
АТ-1 и ее производными, а наследуемый партено-
генез линий АТ связан с другими генетическими 
детерминантами.

Вставка четырех нуклеотидов в гене Zm_Pla1 
нарушает функцию кодируемого им фермента 
фосфолипазы А, который осуществляет гидро-
лиз фосфолипидов до жирных кислот. Связь это-
го процесса с гаплоиндукцией не вполне ясна, но 
предположительно дефектная фосфолипаза влия-
ет на состав фосфолипидов мембраны и, как след-
ствие, способность мембран спермия и яйцеклет-
ки к слиянию [26]. В результате спермий не может 
слиться с яйцеклеткой и произвести диплоидный 
зародыш. Вставка четырех нуклеотидов в ген Zm_
Pla1 приводит к фенотипу, как у линии Stock 6, и 
служит причиной образования до 2% гаплоидов в 

потомстве у линии-негаплоиндуктора [27]. Какие 
дополнительные мутации и в каких генах дают уве-
личение ГИ-способности линий ЗМС-П и ЗМС-8 
до 8‒10%, еще предстоит выяснить.

Zm_CenH3

Нуклеотидная последовательность гена Zm_
CenH3 у линий КМ и ЗМС-8 полностью совпадает 
с последовательностью гена референсной линии 
В73, а у линии ЗМС-П несет одну ОНЗ.

Zm_Dmp7

Линии ЗМС-8 и ЗМС-П обладают высокой га-
плоиндуцирующей способностью ‒ 8‒10 % [3‒6]. 
Количество ОНЗ на 1000 нуклеотидов у гена Zm_
Dmp7 исследованных линий составляет от 6,4 до 
10,4. Анализ белок-кодирующей последовательно-
сти гена Zm_Dmp7 показал наличие пяти ОНЗ у ли-
нии ЗМС-8, а также трех ОНЗ и одной делеции из 
трех нуклеотидов у линии ЗМС-П по сравнению с 
контрольной линией B73 (рис. 2). Линия КМ несет 
три ОНЗ и делецию из девяти нуклеотидов в бе-
лок-кодирующей части гена Zm_Dmp7, последова-
тельность гена Zm_Dmp7 линии ГПЛ-1 совпадает с 
референсной последовательностью гена Zm_Dmp7 
линии В73 (данные не показаны). У линий ЗМС-8 
и ЗМС-П одинаковые ОНЗ С>G в положении 431, 
линии КМ, ЗМС-8 и ЗМС-П несут идентичные 
ОНЗ в положении 457 (см. рис. 2).

Интересно отметить, что ген Zm_Dmp7 у линии 
ЗМС-8 несет ту же ОНЗ (в положении 131 от стар-
тового кодона, рис. 2), что и гаплоиндуцирующая 
линия кукурузы CAU5 [9], которая, как считают 
авторы, увеличивает гаплоиндукцию у линии ку-
курузы CAU5 в 2‒3 раза в присутствии мутантно-
го гена Zm_Pla1 [9]. Однако линия ЗМС-П (ГИ ‒ 
10%), полученная при скрещивании ЗМС-8 (ГИ ‒ 
8%) с негаплоиндуцирующими линиями, не несет 
ОНЗ в положении 131. Таким образом, ОНЗ в по-
ложении 131 от стартового кодона в гене Zm_Dmp7 
не является причиной повышенной гаплоиндуци-
рующей способности линии ЗМС-П.

Для выявления филогенетического родства из-
учаемых линий кукурузы были построены фило-
граммы с использованием последовательностей 
транскриптов генов Zm_Pla1 (рис. 3), Zm_Dmp7 
(рис. 4).

Эволюционный анализ генов был проведен в 
программе MEGA 11 [28]. Эволюционные рассто-
яния были вычислены с использованием метода 
максимального составного правдоподобия [29].

Из филограммы, построенной по гену Zm_Pla1, 
видно, что линии саратовской селекции распре-
делились по родственным группам линий из баз 
данных. Линии по данному гену разделились на 
два больших кластера или на 12 отдельных групп, 
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Рис. 1. Множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Zm_Pla1 у линий кукурузы саратов-
ской селекции КМ, ЗМС-8, ЗМС-П, ГПЛ-1, а также линий Stock 6 и B73, выполненное с использованием програм-
мы BLAST. Точками показано нуклеотидное сходство у линий кукурузы, буквами обозначены однонуклеотидные 
замены, дефисом – отсутствие нуклеотида.
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у всех линий в дендрограмме р-расстояния ветвей 
не превышают 0,007 (см. рис. 3). Линии АТ-1, АТ-3 
и АТ-4 входят в одну группу с референсной линией 
В73. Несмотря на то что линия Stock 6 аннотирова-
на как одна из предковых для линии АТ-1 [17], ген 
Zm_Pla1 не был унаследован этой линией.

Филогенетический анализ гена Zm_Pla1 де-
монстрирует родство гаплоиндуцирующих линий 
Stock 6, ЗМС-П и ЗМС-8 и приобретение линиями 
ЗМС-П и ЗМС-8 способности к гаплоиндукции за 
счет мутации в гене Zm_Pla1 у Stock 6 укладывается 
в эту концепцию. Однако линии-гаплоиндукторы 
ЗМС-П и ЗМС-8 объединены в группу не только 
с линией Stock 6, но и с негаплоиндуцирующими 
линиями EP1, CML277, CML69, TX303, CML103, 
NC358, M162W, KY21, CML247 (см. рис. 3).

На основании выявленного нами полиморфиз-
ма гена Zm_Dmp7 построена филограмма с исполь-
зованием последовательностей гена Zm_Dmp7 ли-
ний-негаплоиндукторов, найденных в базах дан-
ных и исследуемых нами, линий ГПЛ-1 и КМ, а 
также линий-гаплоиндукторов ‒ ЗМС-П и ЗМС-
8 (см. рис. 4). По характеру нуклеотидных после-
довательностей линии кукурузы распределились 
в два кластера с низким значением p-расстояния 
(эволюционное расстояние) между линиями вну-
три кластера. Как видно из дендрограммы, один 
из кластеров включает линии-гаплоиндукторы 

ЗМС-П, ЗМС-8 и контрольную линию ГПЛ-1 са-
ратовской селекции.

Линия Stock 6, несущая мутацию в гене Zm_Pla1, 
являлась предковой для линий с наследуемым (АТ-
1, АТ-3, АТ-4) и индуцированным (ЗМС-П, ЗМС-
8) партеногенезом. Нами показано, что высокая 
гаплоиндуцирующая способность саратовских ли-
ний ЗМС-П и ЗМС-8 частично обусловлена нали-
чием дефектного гена Zm_Pla1, унаследованного от 
Stock 6. Партеногенетические линии АТ несут ген 
Zm_Pla1, полностью идентичный гену Zm_Pla1 ре-
ференсной непартеногенетической линии В73, что 
указывает на то, что элементы апомиксиса, демон-
стрируемые этими линиями, обусловлены иными 
генетическими детерминантами.

В процессе многолетней селекционной работы 
нескольких групп по всему миру частоту гапло-
индукции у современных линий-гаплоиндукто-
ров кукурузы удалось повысить с 2 до 8–15 % по 
сравнению с предковой линией Stock 6 [6, 16]. Ген 
Zm_Pla1 определен как первый детерминирующий 
гаплоиндукцию с частотой 2% [27], и ведутся пои-
ски генов повышенной гаплоиндуцирующей спо-
собности. Например, в работе [30] идентифициро-
вали девять ОНЗ, которые были достоверно связа-
ны с гаплоиндукцией. В работе [9] одна из ОНЗ (в 
положении 131) в гене Zm_Dmp7 была определена 
как причина повышенной частоты гаплоиндукции 

Рис. 2. Множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Zm_Dmp7 у линий кукурузы са-
ратовской селекции КМ, ЗМС-8, ЗМС-П и референсной линии B73, выполненное с использованием программы 
BLAST. Точками показано нуклеотидное сходство последовательностей гена Zm_Dmp7 исследуемых линий с после-
довательностью гена Zm_Dmp7 референсной линии В73; ОНЗ у линий КМ, ЗМС-8 и ЗМС-П обозначены буквами; 
дефис означает отсутствие нуклеотида. ОНЗ линии ЗМС-8, совпадающая с ОНЗ линии CAU5, подчеркнута.
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Рис. 3. Филограмма линий кукурузы по гену Zm_Pla1, построенная в программе MEGA 11 [по 16] (обозначения 
линий даны согласно авторскому оригиналу). Вариант представления с данными эволюционного расстояния для 
каждой из ветвей; рамками выделены изучаемые линии саратовской селекции.
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Рис. 4. Филограмма линий кукурузы по гену Zm_DMP7, построенная в программе MEGA 11 [по 16] (обозначения 
линий даны согласно авторскому оригиналу). Вариант представления с данными эволюционного расстояния для 
каждой из ветвей; рамками выделены изучаемые линии саратовской селекции.
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в присутствии мутантного гена Zm_Pla1. В наших 
исследованиях связь этой мутации гена Zm_Dmp7 
с повышенной способностью линий саратовской 
селекции к гаплоиндукции не установлена.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 23-26-00101). 
Авторы признательны Ю.В. Смолькиной, О.В. Гу-
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The SNP polymorphism in gynogenesis (Zm_Pla1, Zm_CenH3, Zm_Dmp7) genes from haploid-inducing 
and control maize lines was evaluated. Using sequencing and multiple alignment methods the SNP, 
deletions, insertions in the target genes was established in comparing with the reference B73 maize 
line, and the phylogenetic trees were prepared. The presence of a 4-nucleotide insertions (4NI) and 15 
identical SNP in the Zm_Pla1 gene of the ancestral Stock 6 and haploid-inducing ZMS-8 and ZMS-P 
maize lines and the absence of 4NI in the Zm_Pla1 gene in parthenogenetic as well as control maize lines 
were established. Phylogenetic analysis of the Zm_Pla1 gene confirmed the relationships between Stock 
6 and haploid-inducing ZMS-P and ZMS-8 maize lines from Saratov. The presence of 5 SNPs in the 
Zm_Dmp7 gene of the ZMS-8 line, 3 SNPs and one 3-nucleotide deletion in the Zm_Dmp7 gene of the 
ZMS-P line, 3 SNPs and a 9-nucleotide deletion in the Zm_Dmp7 gene of the KM line were observed. 
The SNP (at position 131 from the start codon) in the Zm_Dmp7 gene is the reason for the increased 
haploid-inducing ability in CAU5, but not for ZMS-P maize line. Additionally, the 3-nucleotide deletion 
in the Zm_Dmp7 gene in the ZMS-P maize line and a 9-nucleotide deletion in the KM maize line were 
observed.
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