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Люцерна – один из лидеров по количеству 
продуцируемого недорого протеина с отличным 
аминокислотным составом, превосходящим  со-
рго-суданковые гибриды в 3 раза, а кукурузу в 2 
[1, 2]. Она пригодна к возделыванию в высоких 
северных широтах с возможностью давать прием-
лемые урожаи и слабо поражаться болезнями [3]. 
Плохая приспособленность к влажным кислым 
почвам и краткосрочным затоплениям корректи-
руется внедрением сортов, полученных благодаря 
сопряженной симбиотической растительно-ми-
кробной селекции с повышенной адаптивностью 
к абиотическим факторам [4–7]. Большие запасы 
азота, оставляемые культурой в почве, позволяют 
значительно сократить использование азотных 
удобрений для последующих культур и снизить 
затраты на производство [8]. 

Однако уровень белка люцерны подвержен 
сильной вариации [2, 9]. Агротехнические реше-
ния для его сохранения подразумевают уборку 
первого укоса на кормовые цели в фазу бутони-
зации – начало цветения, а также своевремен-
ную сушку [8–11]. Уровни многих аминокис-

лот, хлорофилла и флавоноидов, среди которых 
апигенин, лютеолин, кверцетин и мирицетин, 
в этот период в люцерне значительно выше, чем 
в фазу массового цветения культуры [9, 11, 12]. 
Поздняя заготовка приводит к сокращению ли-
стовой массы, содержащей большое количество 
белка, повышенному развитию стеблей, а также 
увеличению доли целлюлозы и лигнина [13–15]. 
Избыточная влажность в период сушки приво-
дит к потерям хлорофилла, положительно кор-
релирующего с белком. Наибольшие его потери 
происходят в первые 12 ч физиологической суш-
ки. Если в этот промежуток выпадают дожди, 
первый этап высыхания продлевается, и потери 
хлорофилла значительно увеличиваются [9, 11].

Одним из возможных селекционных решений 
по увеличению процентного соотношения пока-
зателя белка к уровню клетчатки, плохо сказыва-
ющейся на качестве корма, служит выявление и 
отбор растений с повышенной облиственностью 
для увеличения площади листовой поверхности 
[16]. Для этого надо отбирать растения с круп-
ными листовыми пластинками или образцы с 
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дополнительными листочками на черешке, от-
личные по количеству от дикого растения с тре-
мя листочками [15, 17, 18]. 

Цель исследования обзорной статьи заклю-
чается в изучении информации о причинах и 
последствиях появления многолисточковости у 
люцерны с точки зрения селекции и генетики с 
начала исследований признака, а также его ре-
зультатов на момент публикации обзора. 

ИССЛЕДОВАНИЕ МНОГОЛИСТОЧКОВОСТИ 

Наличие дополнительных листьев вызывает-
ся мутацией, проявляющейся путем увеличения 
количества листочков на черешке, по разным 
данным, от четырех–пяти, до десяти и более 
[19]; некоторые источники отмечают наиболее 
распространенными растения с пятью и семью 
листочками [20, 21]. Есть публикация, сообщаю-
щая о существовании образца, созданного в Бол-
гарии, с рекордными 23–24 листочками на лист 
и приемлемой урожайностью [22]. Вероятность 
проявления признака многолисточковости, в 
случае если до этого его преобладание у образца 
не прослеживалось, может быть очень мала [23]. 

Одни из первых исследований этого призна-
ка за рубежом отсылают в университет Небрас
ки, США. В 1938 г. исследователем Баудером 
(Bauder), в диссертационной работе, явление 
многолисточковости именовалось как “odd-leaf”. 
Выбрав из девяти генотипов, он, для изучения 
отобрал всего два, из-за низких показателей всхо-
жести семян или низкого процента многолисточ-
ковых форм [24, 25]. Баудер предложил дисомный 
характер наследования для каждого из двух неза-
висимых доминантных факторов, при которых 
один замешан в роли ингибитора, а второй эпи-
статичен к другому [20, 24, 25]. Также Баудер из-
учал уровень облиственности среди 50  растений 
трехлисточкового, а также 31 многолисточково-
го типа. Он установил, что в образцах, у которых 
многолисточковые листья представляли меньше 
половины всех листьев, сухое вещество практиче-
ски не отличалось от растений с многолисточко-
востью более чем у 50% листьев [20, 24, 25].

Возможно, одним из первых упоминаний это-
го признака в СССР стала работа “Биолого-ана-
томическое исследование люцерны (Medicago 
sativa L.)” Е.А. Мокеевой от 1940 г. На рис. 1, 
созданном на основе иллюстрации из ее работы, 
изображен тройчатый лист с сосудами и жил-
ками. Е.А. Мокеева указывала, что сосудистый 

пучок, выходящий из верхнего листочка, разде-
ляется на три пучка, а именно центральный и бо-
ковые. Последние расходятся на два, где один из 
них сливается с центральным, а другой с боко-
вым, формируя тем самым по всей длине общего 
черешка три сосудистых пучка [19].

Расхождение на три сосуда проводящего пучка 
в сочленении у верхнего листочка (рис. 1,б), как 
подметила автор, свидетельствует о допустимом 
формировании двух дополнительных листочков 
или лопастей, а у соединения боковых листьев 
возможно восстановление только одного листоч-
ка или лопасти. В подтверждение своих выводов 
исследователь привела наблюдения за многоли-
сточковыми формами, часто обнаруживаемыми в 
периоды межсезонья при коротком световом дне, 
и предположила, что данный признак может быть 
проявлением атавизма. Мокеева утверждала, что 
проведенные опыты на сокращающемся свето-
вом дне на местной селекционной станции по-
зволили получить растения как с увеличенными 
листовыми пластинками, так и с перистыми фор-
мами листьев, однако попытки отобрать из них 
образцы для исследований в местных условиях не 
дали результатов [19, с. 29, 113].

Американский исследователь Э. Бингхэм 
(E.  Bingham) предположил, что многолисточ-
ковость в диплоидной люцерне находится под 
контролем как минимум трех генов: multifoliate 
(mf) – рецессивного, отвечающего за экспрес-

Рис. 1. Иллюстрация тройчатого листа, выполнен-
ная по рис. 12 из работы Е.А. Мокеевой [19, с. 26] a – 
общий план листа с сосудами и жилками; б – круп-
ный план расхождения пучков боковых и верхнего 
листочков на второй и третьей ветвях соответствен-
но.
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сию, и двух аддитивных, оказывающих влияние 
на характер проявления признака [20]. В другой 
своей работе он повторил опыты Мокеевой в 
климатической камере с низкими температура-
ми и короткими периодами освещенности, где 
многолисточковых форм не обнаружил, однако 
отметил увеличение размера листовых пласти-
нок [19, 20, 25, 27]. В статье Бингхэма 1966 г. 
появились данные, что черешки многолисточко-
вых листьев имеют размер сосудистых пучков в 
2 раза больше, чем обычные формы. Проявилось 
это за счет рассечения срединного пучка в шейке 
при появлении дополнительных листьев. Сосу-
дистый рисунок листьев остался прежним и был 
сходен с другими бобовыми [28].

В 1969 г. появилось первое упоминание об об-
наружении многолисточковости у гексаплоид-
ной люцерны [29]. Сравнение обычных растений 
с мутантными по высоте в 1973 г. выявило проти-
воречия. Длина междоузлий у обычных растений 
была меньше, чем у мутантных. Авторы посчи-
тали, что данные признаки различаются из-за 
разной плотности посева [30]. В 1976 г. М. Брик 
(M. Brick) и соавт. сообщили, что полученные 
при скрещиваниях многолисточковые растения 
имели как длинные, так и короткие междоузлия, 
а корреляция между высотой растения и длиной 
междоузлий отсутствует [31].

В 1993 г. Н. Хуан (N. Juan) и соавт. подтвер-
дили влияние короткого светового дня на увели-
чение среднего количества листочков и его зна-
чительное взаимодействие с уровнем экспрессии 
признака. Черешки многолисточковых листьев 
оказались тяжелее обычных, однако их разме-
ры остались пропорциональными. У мутантных 
растений была выявлена связь с более длинными 
междоузлиями у образцов с низкой экспрессией 
признака. Повышенная экспрессия многоли-
сточковости не сопровождалась снижением уро-
жайности стеблевой массы [32]. 

В лаборатории селекции люцерны ФНЦ “ВИК 
им. В. Р. Вильямса” также изучают проявление 
многолисточковости у растений люцерны разных 
видов. На рис. 2 изображена вариация листьев, 
встречаемая на одном из опытных образцов, от-
носящихся к люцерне изменчивой (Medicago varia 
Mart.), а на рис. 3 показаны листья с того же об-
разца, но с представлением разной морфологии 
листа, проявляющейся на растении. 

Группа исследователей из Белгорода 
утверждает, что растения с мутацией многоли-

сточковости имеют устойчивость к развитию 
листостебельных заболеваний, причем наиболее 
она выражена у образцов с антоциановой окра-
ской и восковым налетом [33]. В другой своей 
работе они сообщают, что многолисточковые 
сортопопуляции показывают повышенный вы-
ход зеленой массы в условиях высокоплодород-
ных почв и пониженный при возделывании на 
луговых экотопах [34].

В исследовании, изучающем использование 
маркеров для отбора растений, устойчивых к за-
сухе, установили, что урожайность многолисточ-
ковых растений люцерны в среднем несколь-
ко выше, чем у обычных растений. Наиболее 
продуктивными оказались варианты с низкими 
побегами, продемонстрировавшие повышение 
продуктивной массы на 19–20% по сравнению 
с отобранной высокостебельной и начальной 

Рис. 2. Вариация листьев на одном из образцов ла-
боратории селекции люцерны: дикий тип – a (три 
листочка); многолисточковый – б, в, г, д (от четырех 
до семи листочков соответственно).

Рис. 3. Листья с разным строением: a, б – расщепле-
ние верхнего листочка; в – разнонаправленность 
боковых листочков; г – “потеря” бокового листа; д – 
расположение нескольких листочков на одном чере-
шочке. Вероятно, наличие бурой пятнистости на ли-
стьях обусловлено поздним их сбором, 31.08.2023 г.

а	 б 	 в	 г	 д
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популяцией. Наиболее низкая продуктивность 
была отмечена у растений с маркерами, отвечаю-
щими за отбор форм с поверхностным залегани-
ем корневой системы и высокими стеблями [35].

По другим данным, есть риск, что многоли-
сточковые формы растений будут менее устойчи-
вы к условиям засушливых регионов в отсутствие 
искусственного орошения из-за повышенной 
потери воды ввиду большей площади листо-
вой поверхности, подверженной транспирации 
[35]. Однако если засуха будет кратковременной 
и умеренной, уровень клетчатки, в результате 
ускоренного ферментативного осахаривания 
целлюлозы, может снизиться, а показатели пе-
ревариваемости улучшиться [36].

Эффективность фотосинтеза у растений с 
признаками многолисточковости в порядке 
уменьшения листочков выглядит так: 5 > 4 > 3 > 
6 > 7 > 8 > 9. Лист с пятью листочками показыва-
ет значительное превосходство над трехлисточ-
ковым растением, демонстрируя максимальную 
общую эффективность фотосинтеза среди всех 
изученных образцов. В нем содержится наиболь-
шее количество базальных тел, хлоропластов и 
крупных зерен крахмала [37].

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ПРИЗНАКА

Люцерна с признаками многолисточковости 
может содержать в своей генетической базе вну-
шительное разнообразие геномов из достаточно 
удаленных друг от друга источников [35]. В под-
тверждение сильного фактора наследования, 
предположения о котором выдвигались и ранее 
[25], научная группа из Аргентины отмечает, что 
при задействовании фенотипического рекур-
рентного отбора в течение четырех поколений, 
представленных 40 образцами, признак, отве-
чающий за многолисточковость, сохраняется в 
созданной популяции без существенного сни-
жения генетического разнообразия, повышения 
уровня инбридинга и дрейфа генов, дополни-
тельно с понижением части антипитательных 
веществ, а также увеличением общей питатель-
ной ценности биомассы [38]. Схожие данные по-
лучила и российская исследовательская группа, 
применив три цикла рекуррентного отбора [33].

Увеличение количества листьев из-за мутации 
многолисточковости может повышать уровень 
белка и облиственности [23]. Если 60% растений 
и более в популяции люцерны будут содержать 
хотя бы один лист с признаком многолисточково-

сти, то их можно отнести к группе с высокой экс-
прессией признака с коммерческой точки зрения, 
указывает А. Одорицци (A. Odorizzi). Также он 
считает, ссылаясь на других авторов, что разные 
варианты оценки выраженности многолисточ-
ковости могут быть результатом противоречи-
вых данных, публикуемых по этой тематике [39]. 
Нами была обнаружена только одна методика уче-
та экспрессии признака, предложенная К. Шиф-
фером (C. Sheaffer) с соавт. в 1995 г. Согласно ей 
каждому стеблю растения/растению присваива-
ется оценка от 0 до 5 в зависимости от количе-
ства листьев с признаками многолисточковости, 
и подсчитывается индекс экспрессии признака 
MultiFoliate Index (MFI) – сумма произведений 
количества (N*) растений, относящихся к каждой 
оценке многолисточковости, разделенная на об-
щее количество растений в популяции. Высокая 
экспрессия признака подразумевает нахождение 
в диапазоне от 2.8 и 3 до 3.8, умеренная – от 2 до 3, 
низкая – 1.4–2.4 [21].

Из-за тетраплоиднсти генома аллогамной 
люцерны со сложным морфогенезом листьев, 
его основу не могли получить длительное время 
[23, 40]. В мае 2020 г. китайскими учеными была 
опубликована работа, в которой описывается 
сборка эталонного генома на уровне хромосом 
и одновременно протокол его редактирования с 
помощью системы Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats/CRISPR associated 
protein 9 (CRISPR/Cas9), позволяющей удалять 
конкретные участки заданных генов, что, в свою 
очередь, дает возможность создавать мутанты, 
способные к аллогамному скрещиванию без пе-
редачи потомству трансгенов [40, 41]. 

Китайские исследователи описывают один 
из значимых для формирования структуры ли-
стьев ген, именуемый Palmate-like Pentafoliata1 
(PALM1). Его мутация приводит к образованию 
пятилисточковых листьев, тогда как наиболее 
распространенные формы являются трехлисточ-
ковыми [15]. Ген PALM1 отвечает за один из фак-
торов транскрипции цинкового пальца – Cys(2)
His(2) [15, 42, 43]. Факторы транскрипции явля-
ются крупной группой молекул, контролирую-
щей большое количество генов-мишеней и вызы-
вающей их подавление или активизацию [43, 44]. 

Детализированный анализ показал, что пара 
дополнительных примордиев листочков закла-
дывается на ранней стадии формирования зачат-
ка, тем самым свидетельствуя о том, что PALM1 
угнетает в проксимальной области листа дея-

БАРСУКОВ и др.
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тельность морфогенеза и требуется для поддерж-
ки развития трехлисточкового листа. Несмотря 
на то, что у мутантного растения palm1 наблю-
дается увеличенное количество, почти в 3  раза, 
транскрипта Single Leaflet 1 (SGL1), потеря ко-
торого приведет к формированию одиночной 
пластинки вместо тройчатой, на фоне дикого об-
разца сдвоенный мутант palm1sgl1 формирует не 
сложные, а простые листья. По данным иссле-
дователей это свидетельствует о том, что SGL1 
подвержен эпистатическому взаимодействию по 
отношению к PALM1, а дополнительные листоч-
ки, сформированные под воздействием palm1, 
образованы увеличением деятельности морфо-
генеза боковых створок примордия [42, 45].  

Мутирование хотя бы одного из четырех 
идентифицированных аллелей MsPALM1 (Ms – 
приставка к генам из Medicago sativa), которые 
имеют одинаковый экзон, может привести к 
формированию листа с пятью листочками. 
У  растений palm1 все четыре аллеля были му-
тированы. Несколько исследуемых мутантов 
palm1 были идентифицированы как химерные 
[40]. В публикации 2023 г.  говорится об обна-
ружении мутации, приводящей к образованию 
семилисточковых листьев. Она превращает глу-
тамин 15 транскрипционного фактора PALM1 в 
аргинин. В полевых условиях эта доминантная 
мутация в PALM1 приводит к значительному 
повышению уровней облиственности и белка, 
а также снижению нейтрально-детергентной 
клетчатки [46].

Сделано предположение, что многолисточко-
вость имеет связь с выраженностью работы ге-
нов Knotted-like Homeobox (KNOX), отвечающих 
за развитие морфогенеза и меристем сложных 
листьев растений, ввиду их повышенной экс-
прессии у многолисточковых образцов. Возмож-
но, данные наблюдения можно использовать 
как маркер многолисточковости [23, 47–50]. 
Homeobox – семейство генов, имеющее общий 
элемент последовательности ДНК, открытое 
в 1983 г. [51]. Нарушение работы этих генов в 
клетках зародыша листа приводит к формирова-
нию листьев с выраженными лопастями или заз-
убринами [52]. У люцерны посевной (Medicago 
sativa L.), как и других бобовых, относящихся к 
Inverted Repeat Lacking Clade (IRLC), в зоне за-
рождения листьев KNOX находятся в состоянии 
подавленности, считается что их роль заменяет 
SGL1, Floricaula (FLO), Lefy (LFY) и другие ор-
тологи [45, 53–55]. SGL1, возможно, оказыва-
ет влияние на регуляцию параллельных путей с 

KNOX в комплексном развитии, так как посто-
янная его экспрессия функционально не равно-
значна KNOX [45]. Данные о том, экспрессирует-
ся ли KNOX у растений из IRCL, противоречивы 
[2, 53, 56]. Высказывается предположение также 
и о влиянии PALM1 на морфогенетические про-
цессы, чувствительные к работе KNOX [42].

Была опубликована научная работа, посвя-
щенная изучению генов SQUAMOSA promoter-
binding Protein-Like (SPL) на уровне всего генома, 
отвечающих за регуляцию признаков в растени-
ях и их адаптацию к абиотическому стрессу, а 
также микроРНК 156 (miR 156), ответственной 
за посттранскрипционную регуляцию некото-
рых SPL. Исследователи пришли к выводам, что 
транскрипты MsSPL08, улучшающие адаптаци-
онные условия люцерны в условиях засухи и за-
соления, были значительно подавлены в много-
листочковой люцерне, а MsSPL08, нацеленный 
на miR156, играет роль в формировании расте-
ний с дополнительными листочками и способ-
ствует образованию ветвей [43]. В публикации 
2023 г. установили, что MsSPL отвечают на стре-
сы, связанные с засухой, засолением и уровнем 
метилжасмоната, а также что их белки локализа-
ны в ядре [57].

Группа исследователей из Аргентины и Фран-
ции во время поиска доминантных мутаций с 
просматриваемым фенотипом у растений, по-
лученных при помощи Transposable element of 
tobacco (Nicotiana tabacum) cell type 1 (Tnt1), об-
наружила мутантную форму растения люцерны 
с многолисточковыми листьями разной морфо-
логии [43, 58]. Количество листочков в образце 
варьировало от трех до семи. Сравнение нового 
растения с родительской формой показало пре-
имущество первого над вторым по соотношению 
листьев к стеблям. Особое внимание привлек тот 
факт, что у половины цветков многолисточково-
го образца с мутацией обнаружено увеличенное 
количество лепестков. По заявлению исследо-
вателей на 2021 г., это является первым упоми-
нанием доминантной мутации, отвечающей за 
развитие многолисточковости, и новых возмож-
ностей для задействования ретротранспозона 
Tnt1 в поисках подобных типов мутаций у поли-
плоидных видов [58]. Анализ фланкирующих по-
следовательностей Tnt1 в растении с мутацией, 
а также его потомстве, свидетельствовал о том, 
что мутация многолисточковости колокализо-
вана в хромосоме 3.4 с геном Nitrogen Assimilation 
Control protein 39 (MsNAC39), который может 
быть ответственным за контроль онтогенеза вви-
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ду родственности c NAC-подобными белками и 
генами Cup-Shaped Cotyledon 1 (CUC1), CUC2 у 
Arabidopsis  thaliana, участвующих в формирова-
нии листьев и цветков [58–60]. Ген CUC2, при 
развитии листового края, содействует форми-
рованию точек сближения транспортера оттока 
ауксина Pin-Formed (PIN1), что приводит к мак-
симальным концентрациям ауксина на зубчатых 
кончиках листа, который сильно угнетает CUC2 
на кончиках зубцов и способствует их росту [45].

Многие мутации люцерны, полученные как 
индуцированием мутагенов, так и естественным 
путем, являются рецессивными, их обнаружению 
способствовало изучение вида Medicago truncatula 
[40, 46, 58]. Гены Revoluta (REV) из семейства 
class III HomeoDomain-leucine ZIPper (HD-ZIPIII), 
отвечающие за адаксиальное развитие клеток в 
листе, при неправильной экспрессии в Medicago 
truncatula формируют новую полярность и струк-
туру сложных листьев вдоль дорсовентральной 
оси, а также, предположительно, участвуют в из-
менении уровня гомеостаза ауксина, изменяют 
сложный рисунок листьев [61].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследования причин появления допол-
нительных листьев были начаты уже довольно 
давно. Начиная с изучения строения черешка 
сложного листа, наука дошла до анализа гено-
ма и выявления все новых, вероятно взаимос-
вязанных в работе аллелей. Активное иссле-
дование многолисточковости начато с 60-х гг. 
прошлого века. С 2000-х гг. активно изучается 
работа генов, дающих начало появлению таких 
растений.

При изучении строения листьев в 40-х гг. про-
шлого века было выдвинуто предположение о том, 
что дополнительные листочки являются проявле-
нием атавизма. Обычно многолисточковость со-
провождается наличием от 4 до 10–11 листочков, 
однако существует публикация о люцерне из Бол-
гарии с впечатляющими 23–24 листочками. Ис-
следование признака часто связано с подсчетом 
индекса многолисточковости MFI, предложен-
ного К. Шиффером в 1995 г. Однако при работе 
с ним возникает проблема как интерпретировать 
значения, попадающие в межинтервальный про-
межуток категорий экспрессии. 

Интерес представляет изучение и сравнение 
внутреннего строения различных по количеству 
листочков листьев. Несмотря на их разнообраз-

ное количество у люцерны, отдавать предпочте-
ние в отборе образцам исключительно с самым 
большим количеством листочков из-за вероят-
ных проблем с эффективностью фотосинтеза не 
всегда идеальное решение. Оптимальное коли-
чество листочков в качестве цели для классиче-
ского отбора будет четыре–пять. 

Особое внимание следует обратить на изуче-
ние влияния длины дня ввиду большого коли-
чества световых зон в нашей стране. Короткий 
световой день повышает экспрессию многоли-
сточковости у растений с высоким индексом 
MFI. Cвязь высоты с мутантным признаком 
найдена у растений с длинными междоузлия-
ми и низкой экспрессией многолисточковости. 
Противоречивые данные, рассмотренные в пре-
дыдущих статьях [14, 30, 31], по мнению Н. Хуа-
на и К. Шиффера, связаны с изучением влияния 
конкретных зародышевых плазм, а не самого 
признака [30, 32]. Несмотря на это заключение, 
исследований о связи с высотой по-прежнему 
недостаточно, как и не хватает данных о влиянии 
мутантного признака на засухо- и морозоустой-
чивость, зимостойкость, устойчивость к заболе-
ваниям, изменения площади листовых пласти-
нок, параметры цветения, изменения подземной 
части. По многим из этих тем публикаций нет 
вовсе. Большинство исследований корреляций 
было выполнено более 20 лет назад. Необходи-
мы дополнительные научные работы для под-
тверждения старых и обнаружения новых связей 
между признаками.

Во многих работах, затрагивающих прояв-
ление и изучение многолисточковости, долгое 
время сообщали только про mf-мутацию, пред-
положение о которой выдвинул Э. Бингхэм в 
1965 г. Она представлена как рецессивная и 
подверженная сильному фактору наследования, 
что позволяет выделить ее через использова-
ние классической селекции. Однако с разви-
тием генетики и возможностей оборудования 
геном люцерны, сложность которого связана с 
тетраплоидной природой, удалось представить 
в сборке на уровне хромосом с учетом аллелей. 
Смогли обнаружить часть новых генов, прямо 
или косвенно принимающих участие в разви-
тии признака многолисточковости. Изучением 
их работы и взаимодействия в роли проявления 
признака предстоит заниматься еще длительное 
время. Выделение потенциальных доноров мно-
голисточковости можно осуществлять как мно-
гократным рекуррентным отбором и длитель-
ным инбридингом, так и через задействование 

БАРСУКОВ и др.
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Таблица 1. Гены, участвующие в проявлении многолисточковости

Гены, семейства генов
Роль в растениях

полное название аббревиатура

Palmate-like Pentafoliata1 
или PALM1 from Medicago 
sativa

PALM1 или MsPALM1

Отвечает за образование пятилисточковых и, по последним дан-
ным, семилисточковых листьев. Участвует в транскрипции цин-

кового пальца. Некоторые его рецессивные мутанты являлись 
химерными. Доминантная мутация повышает облиственность и 

уровень белка

Knotted-like Homeobox KNOX

Отвечают за развитие сложных листьев у растений, не относя-
щихся к IRLC. Данные о том, синтезируется ли KNOX у IRLC 

противоречивы, однако у многолисточковых растений их 
экспрессия повышена. Есть предложения использовать их как 

маркер многолисточковости
SQUAMOSA promoter-bind-
ing Protein-Like или SPL 
from Medicago sativa type 08

SPL или MsSPL08
Регулируют адаптацию растений к абиотическим стрессам в 

условиях засухи и засоления. В многолисточковых растениях по-
давлены и оказывают влияние на образование листьев и ветвей

Nitrogen Assimilation 
Control protein 39 from 
Medicago sativa

MsNAC39

С этим геном колокализована доминантная мутация много-
листочковости в хромосоме 3.4, полученная с помощью ре-

тротранспозона Tnt1. Вероятно, отвечает за контроль онтогене-
за, включая вегетативный рост

Revoluta REV
В результате неправильной экспрессии образуют новую струк-

туру и полярность сложных листьев. Могут быть связаны с 
проявлением многолисточковости

системы CRISPR/Cas9, а также ретротранспозо-
на Tnt1. Гены, описанные в настоящей статье и 
имеющие связь с многолисточковостью, собра-
ны в табл. 1 и сопровождены краткой характери-
стикой их роли в растениях.

В настоящей работе мы хотели собрать неко-
торое представление о разных причинах, связан-
ных с появлением дополнительных листочков и 
их влиянием на растения. По данной тематике 
написано не так много публикаций, большая 
часть из них относится к зарубежным авторам. 
Исследователей этого признака в России крайне 
мало, однако опыты в полевых условиях разных 
экотопов уже ведутся на юге страны [62, 63]. Мы 
надеемся, что научные работы по изучению мно-
голисточковости найдут продолжение у исследо-
вателей нашей страны.

Авторы выражают благодарность Ю.Г. Ша-
товой за помощь в подготовке иллюстраций и 
Г.В. Степановой за консультации во время напи-
сания статьи.

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации (тема № FGGW-
2023-0002.  Разработать биотехнологию управ-
ления процессом сопряженной селекции 
люцерно-ризобиальных симбиотических систем 
для создания сортов люцерны с высокой эффек-
тивностью симбиоза, обеспечивающей устойчи-

во высокую урожайность в различных условиях 
возделывания). 

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объ-
екта животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием в качестве объекта лю-
дей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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MULTIFOLIATE ALFALFA: ITS CAUSES AND INFLUENCE

N. M. Barsukova, b, *, E. S. Leonovaa, b, I. S. Zaitseva, b
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bRussian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, Moscow, 127434 Russia

*e-mail: keepter@yandex.ru

An increase in the leafiness of protein-rich alfalfa (Medicago) is possible not only through selection to change the 
size of the leaf blade. Some of the first reports on the study of the phenomenon of the formation of additional leaves, 
afterwards called multifoliate, date back to the 30 years of the XX century. This review article mentions the main 
articles related to the study of the trait. The structure of the leaf is described and information is collected on the 
correlations of multifoliate with height, internodes, day length and temperature. The influence of germplasm and 
research methods on obtaining contradictory data is indicated. The assumptions initially put forward by researchers 
about the atavistic nature of the manifestation of the trait, and later about the presence of a recessive mutation with 
2 additive genes regulating expression, are considered. The method of finding the index of evaluation of the expression 
of multifoliate proposed by Craig Sheaffer and confirming the strong character of inheritance of the trait in classical 
selection through recurrent selection is shown. In conclusion, the most significant genes and gene families that directly 
or indirectly affect the manifestation of multifoliate, including PALM1 and KNOX, are collected.
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Методом проточной цитометрии (FCM) исследована цитогеография полиплоидного комплекса Bassia 
prostrata s. l. на материале из 39 природных популяций в Армении, Казахстане и России. На основе опре-
деления содержания ДНК в ядрах (2C-value) выявлено три цитотипа: диплоидный (2n = 18), тетраплоид-
ный (2n = 36) и гексаплоидный (2n = 54). Верификация уровня плоидности, установленной по содержанию 
ДНК, проведена параллельным прямым подсчетом числа хромосом. Большинство изученных популяций 
представлены единственным цитотипом, в трех популяциях отмечена смешанная плоидность, когда наряду 
с диплоидами встречаются тетраплоиды или гексаплоиды. Выявлена генетическая обособленность хлоро-
пластной ДНК диплоидного и полиплоидных цитотипов. Показаны предположительные варианты эволю-
ционной связи цитотипов по спектрам рестрикции хпДНК. 

Ключевые слова: цитотип, экология цитотипов, полиплоидия, проточная цитометрия, число хромосом, 
ДНК-уровень плоидности, PCR-RFLP.

DOI: 10.31857/S0016675824030025  EDN: DPXHPA 

582.3.99:575.1

ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ

, с. 13–26

Полиплоидия широко распространена среди 
покрытосеменных растений, является важным 
фактором видообразования [1–3]. Во многих 
группах растений существуют полиплоидные 
комплексы, состоящие из форм, чей статус мо-
жет рассматриваться как видовой или подвидо-
вой, отдельные цитотипы могут признаваться 
(или не признаваться) в качестве самостоятель-
ных обособленных таксонов – эти вопросы яв-
ляются предметом дискуссии на протяжении 
всего периода изучения полиплоидии [2, 4–6]. 
Объединение морфологически сходных цито-
типов в один вид, без детального исследования, 
приводит в ряде случаев к искажениям в описа-
нии биоразнообразия, так как нередко не учиты-
ваются самостоятельные таксоны, которые ре-
ально существуют в природе. С другой стороны, 
наиболее критическим является предложение 
признавать в ранге вида каждый цитотип [2, 7]. 
Изучение изменчивости цитотипов и их распро-
странения в природе является одной из важней-

ших задач при исследовании процессов поли-
плоидизации.

Bassia prostrata (L.) A.J. Scott (= Kochia 
prostrata (L.) Schrad.) – широко распростра-
ненный евразиатский вид, основной ареал 
которого простирается от северного Причер-
номорья, Кавказа, Малой, Средней и Цен-
тральной Азии. Изолированные участки име-
ются в Испании, Австрии, Чехии и Румынии 
[8]. В России этот вид распространен в степ-
ной зоне и на юге лесостепной зоны. Восточ-
ная граница ареала проходит через Восточную 
Сибирь (Забайкальский край) и Восточную 
Монголию. Обитает в различных экологиче-
ских условиях на щебнистых, каменистых и 
глинистых почвах, на песках, солонцах, ме-
лах, от низкогорий до высокогорий в степной, 
полупустынной и пустынной зонах с умерен-
ным, континентальным или резко континен-
тальным климатом. 

mailto:ankova_tv@mail.ru
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B. prostrata морфологически очень полиморф-
ный вид, в пределах которого были установлены 
многочисленные таксоны различного ранга, раз-
личающиеся по степени и характеру опушения 
побегов и листьев. Все внутривидовые таксоны 
были выделены в составе K. prostrata. Первые две 
разновидности установил C. Moquin-Tandon [9], 
а именно var. canescens Moq. с войлочно опушен-
ными стеблями и сероватыми листьями и var. 
rubella Moq. с почти голыми стеблями, красно-
ватыми ветвями и зеленоватыми листьями. Впо-
следствии авторы по степени опушения выделяли 
в пределах этого вида три основные морфологи-
ческие группы, которые приводились как раз-
новидности [10–12] или подвиды [13, 14]. Расте-
ния со слабым опушением указывались как var. 
virescens Fenzl, var. rubella Moq. или var. prostrata; 
растения с прижатым густым опушением относи-
лись к var. canescens Moq. или var. villoscana Bong. 
et C.A.  Mey.; и растения с бело-мохнатым гу-
стым опушением указывались как var. villosissima 
Bong. et C.A. Mey. Л.П. Сергиевская [15] возвела 
наиболее опушенную разновидность в ранг вида 
K. villosissima (Bong. et C.A.  Mey.) Serg. Позднее 
G. Kadereit и H. Freitag [16] выполнили ком-
плексный молекулярно-филогенетический ана-
лиз биогеографии и филогении подсемейства 
Camphorosmeae, в том числе была сделана таксо-
номическая ревизия рода Kochia s. l., большинство 
видов которого были отнесены к роду Bassia. Ав-
торы использовали в анализе некоторые образцы 
B. prostrata s. l., в том числе материал по K. prostrata 
var. villosissima Bong. et C.A. Mey. и подтвердили 
мнение Сергиевской, что войлочно опушенные 
образцы следует относить к самостоятельному 
таксономическому виду, ими предложена новая 
комбинация – B. villosissima (Bong. et C.A. Mey.) 
Freitag et G. Kadereit. 

Помимо значительной морфологиче-
ской вариабельности по характеру опушения, 
B.  prostrata  s.  l. характеризуется наличием не-
скольких цитотипов. Различные уровни плоид-
ности у этого вида неоднократно отмечались в 
литературе. Так, диплоиды (2n = 2x = 18) были 
указаны из России (Республики Тыва [17, 18], 
Республики Алтай [19], Красноярского края 
[20], Волгоградской области [18]), а также из 
Монголии [21], Казахстана, Узбекистана [22] и 
Ирана [23]. Тетраплоиды (2n = 4x = 36) извест-
ны из Казахстана [22] и Китая [24]. Значительно 
реже были отмечены гексаплоиды (2n = 6x = 54), 
обнаруженные в Узбекистане [22], Пакистане 
[25] и Иране [23]. Эти данные были получены на 
исследовании единичных растений. В литерату-

ре имеются немногочисленные данные по опре-
делению уровня плоидности при измерениии 
размера генома методом проточной цитометрии 
этого вида, полученные на материале из Чехии 
[26], Республики Алтай и Новосибирской обла-
сти [19]. Изучение детального географического 
распространения отдельных цитотипов, оценка 
их таксономического статуса и выявление воз-
можных механизмов возникновения ранее не 
проводились.

Цитологическое изучение уровня плоидно-
сти методом прямого подсчета хромосом в ста-
дии митоза – достаточно трудоемкий процесс, 
требует большой затраты времени и соблюдения 
ряда условий: наличие растительного материала 
в стадии плодоношения со всхожими семенами, 
фиксация корешков в природе, подбор условий 
для проращивания семян, учет особенностей 
предфиксационной обработки проростков, про-
цесса подсчета. Определение размера генома ме-
тодом проточной цитометрии (FCM) позволяет 
в короткий срок установить уровень плоидности 
у большого количества образцов в любой стадии 
вегетации, в том числе и на гербарном материа-
ле. Это позволяет выявить географическое и эко-
логическое распространение цитотипов. 

Цель исследования – установить экологиче-
ские и биогеографические закономерности рас-
пространения отдельных цитотипов полиплоид-
ного комплекса Bassia prostrata s. l.

Были поставлены задачи: 1) собрать репрезен-
тативный материал в 39 популяциях в различных 
участках ареала B. prostrata s. l.; 2) определить со-
держание ДНК в ядрах (размер генома) в выбор-
ках из всех популяций; 3) выявить корреляцию 
между размером генома и уровнем плоидности, 
меж- и внутрипопуляционную изменчивость 
уровня плоидности; 4) подобрать фрагменты 
участков хлоропластной ДНК для метода ре-
стрикционного анализа ПЦР-продукта у образ-
цов разного уровня плоидности из разных попу-
ляций; 5) выявить гаплотипы, различающиеся 
по спектрам рестрикции, наличие внутрипопу-
ляционного разнообразия; 6) установить паттер-
ны рестрикции, соответствующие плоидности; 
7) выявить закономерности экологического и 
географического распространения отдельных 
цитотипов, их морфологическую и генетическую 
обособленность; 8) дать таксономическую ин-
терпретацию цитотипов в полиплоидном ком-
плексе B. prostrata s. l. на основании анализа всех 
полученных результатов.
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ЦИТОГЕОГРАФИЯ ПОЛИПЛОИДНОГО КОМПЛЕКСА

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Происхождение растительного материала

Материал для исследования был собран в при-
роде в 39 популяциях из Армении, Казахстана и 
России в период с 2019 по 2021 гг. Местонахожде-
ние популяций и их номера, указанные в табл. 1, 
соответствуют  использованным в тексте и на ри-
сунках. Собранные растения были  высушены по 
стандартной методике сушки гербарных образцов, 
ваучеры хранятся в Гербарии ЦСБС СО РАН (NS). 

Определение числа хромосом

Числа хромосом определяли методом пря-
мого подсчета в корневой меристеме в стадии 
метафазы митоза. В чашках Петри со стериль-
ным песком были пророщены семена растений 
из популяций: 9, 17, 28 и 36. Проростки длиной 
1–2 см выдерживали в 0.2%-ном водном рас-
творе колхицина в течение 2 ч при комнатной 
температуре и фиксировали в уксусно-кислом 
спирте (3 :  1). Корешки перед окрашивани-
ем протравливали в течение 15 мин в 4%-ном 
водном растворе железоаммонийных квасцов, 
затем окрашивали ацетогематоксилином по 
Ю.А. Смирнову [27]. Давленые временные пре-
параты просматривали на световом микроскопе 
Axioskop 40 и Axioscope A1 (×100) с использова-
нием программного обеспечения AxioVision 4.8 
и ZEN2012 (blue edition). 

Анализ размера генома (цитогенетический анализ)

Содержание ядерной ДНК, или голоплоид-
ный размер генома (2C) определяли методом 
проточной цитометрии у 309 образцов из 38 по-
пуляций, в каждой из которых анализировали от 
трех до 18 растений (табл. 1). Для исследования 
брали листовые пластинки из средней части по-
бега. Анализ образцов из 35 популяций прово-
дили на приборе Cy Flow Space (Sysmex Partec, 
Gorlitz, Германия) со штатным ПО CyFlow® 
Space с лазерным источником излучения 532 
нм. Материал из четырех популяций (29, 30, 32, 
36) был исследован на цитометре Partec CyFlow 
(Partec, GmbH) со штатным ПО CyView с ла-
зерным источником излучения с длиной волны 
532 нм. 

Анализ каждого образца проводили в два эта-
па. На первом этапе подбирали параметры де-
текции флуоресценции и выявления положения 
пика образца на графике и отмечали канал флу-
оресценции образца. На втором этапе ядра стан-
дарта и образца выделяли и окрашивали одновре-
менно: листья образца и стандарта (0.5 × 0.5 см) 

измельчали с использованием острого лезвия 
в пластиковых чашках Петри в 500 мкл охлаж-
денного буфера (0.1 M лимонной кислоты, 0.5% 
Triton), затем фильтровали через одноразовый 
фильтр CellTrics Partec 30 мкм (Sysmex Partec, 
Германия), и смешивали с 1500  мкл раствора 
для окрашивания, состоящего из Tris-MgCl2 бу-
фера (0.4 M Tris-основание, 4 мM MgCl2×6Н2О) 
c PI (50 мкг/мл), РНКазой (50 мкг/мл) и β-мер-
каптоэтанолом (1 мкл/мл) [28, 29]. Для дальней-
шей интерпретации данных использовали пики 
с не менее чем 1000 детектируемых частиц, при 
детекции 10000–15000 событий. Не менее трех 
образцов из каждой популяции анализировали 
три дня подряд, чтобы исключить погрешность 
прибора [30].

В качестве стандартов использовали све-
жие листья растений с известным содержани-
ем ДНК: Solanum lycopersicum “Stupicke polni 
rane”  2С = 1.96 пг [31]; Pisum sativum “Ctirad” 
2С = 9.09 пг [29] и Petroselinum crispum “Champion 
Moss Curled” 2C = 4.50 пг [32]. 

Голоплоидный размер генома (2С, в понима-
нии J. Greilhuber) [33] рассчитывали по формуле:  

2C образца = 2С стандарта × (средняя флуо-
ресценция пика образца/средняя флуоресцен-
ция пика стандарта).

Полученные результаты обрабатывали при по-
мощи ПО FloMax 2.9, Flowing Software 2.5.1 (со-
здатель Perttu Terho) и Statistica 12 (StatSoft Inc.). 

Примеры гистограмм интенсивности флу-
оресценции некоторых образцов B. prostrata из 
различных популяций показаны на рис. 1.	

Молекулярно-генетический анализ

Молекулярно-генетическая изменчивость 
отдельных цитотипов B. prostrata s. l. была ис-
следована методом рестрикционного анали-
за ПЦР-продукта (PCR-RFLP). Исследование 
популяций на распространение различных ре-
стрикционных паттернов было проведено для 
13 популяций заведомо удаленных друг от дру-
га: из России (республик Калмыкия, Тыва и 
Бурятия, Новосибирской области, Алтайского 
и Забайкальского краев), Армении и Казахста-
на (табл.  1). Для всех образцов, кроме Забай-
кальского края, предварительно был определен 
уровень плоидности методом проточной цито-
метрии. Среди отобранных образцов были пред-
ставлены шесть диплоидных популяций (1, 4, 7, 
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Таблица 1. Местонахождения, размер генома (GS) и уровень плоидности образцов Bassia prostratra s. l.

Номер 
популя-

ции 
Локалитет

Размер генома (2C, пг)
 число иссле-
дованных об-

разцов

уровень 
алоид-
ности

mean ± SD min–  
max CV, % стандарт

1*

Russia, Republic of Buryatia, 
52.11796°N, 109.1491°E, 30.07.2019, 
typical steppe, 
А. Кorolyuk 531 

3 ~ 2x 2.83 ± 0.05 2.79–2.88 1.67 Pt

2
Russia, Republic of Buryatia, 
50.64362°N, 106.0111°E, 26.07.2019, 
А. Кorolyuk 509 

6 ~ 2x 2.79 ± 0.07 2.70–2.89 2.47 Pt

3

Russia, Republic of Buryatia, 
51.5362°N, 107.3451°E, 6.08.2019, 
typical steppe,
Е. & А. Кorolyuk s.n.

5 ~ 2x 2.46 ± 0.05 2.41–2.52 1.89 Ps

4*

Russia, Republic of Buryatia, 
51.7288°N, 107.4513°E, 6.08.2019, 
typical steppe, 
Е. & А. Кorolyuk s.n.

5 ~ 2x 2.60 ± 0.02 2.58–2.62 0.61 Ps

5
Russia, Irkutsk Region, 53.015617°N, 
106.905641°E, 9.09.2020, stony steppe, 
V. Chepinoga 20-84 

9 ~ 2х 2.44 ± 0.08 2.34–2.57 3.33 Ps

6
Russia, Republic of Khakassia, 
53.696667°N, 91.555833°E, 25.08.2020,  
sandy steppe, M. Lomonosova 1427 

11 ~ 4x 4.56 ± 0.05 4.49–4.64 1.18 Ps

7*
Russia, Republic of Tuva, 51.627583°N, 
94.435472°E, 22.08.2019, desert steppe,
D. Shaulo 82

7 ~ 2x 2.82 ± 0.11 2.60–2.93 3.88 Pt

8
Russia, Republic of Tuva, 52.041°N, 
94.199361°E, 24.08.2019, typical 
steppe, D. Shaulo 97 

7 ~ 2x 2.68 ± 0.06 2.56–2.75 2.33 Pt

9
Russia, Republic of Altai, 50.00403°N, 
88.23078°E, 8.09.2018, stony steppe,
Е. & А. Кorolyuk 2

3 2x 2.30 ± 0.08 2.21–2.35 3.40 Pt

10
Russia, Krasnoyarsk Territory, 
51.851361°N, 91.851611°E, 18.07.2020, 
stony steppe, D. Shaulo 37а 

7 ~ 2х 2.49 ± 0.09 2.42–2.65 3, 75 Ps

11
Russia, Altai Territory, 55.555833°N, 
81.375278°E, 2.08.2020, salted steppe
Т. Аn’kova s.n.

10 ~ 4x 4.43 ± 0.12 4.19–4.58 2.65 Ps

12*
Russia, Altai Territory, 52.733611°N, 
79.873889°E, 10.09.2020, salted steppe, 
А. Grebenyuk 1530

10 ~ 4х 4.42 ± 0.12 4.24–4.63 2.81 Ps

13

Russia, Novosibirsk Region, 
53.62795°N, 77.93332°E, 26.09.2020, 
salted steppe, 
Е. Кorolyuk 15-20 

4 ~ 4x 4.70 ± 0.06 4.64–4.78 1.35 Ps

14*

Russia, Novosibirsk Region, 
54.26674°N, 82.45371°E, 2.09.2019, 
typical steppe, 
А. Кorolyuk 19-567 

4 ~ 2x 2.59 ± 0.05 2.55–2.64 1.81 Ps

15

Russia, Novosibirsk Region, 
54.091458°N, 81.370428°E, 7.08.2019, 
stony slope,
Т. Аn’kova s.n. 

11 ~ 4x 5.28 ± 0.19 4.87–5.61 4.46 Sl

16*

Kazakhstan, Almaty Region, 
43.879917°N, 77.060389°E, 2.11.2019, 
sandy dunes,
Т. Аn’kova 208 

9 ~ 4x 5.01 ± 0.04 4.93–5.06 0.75 Ps

ПАНКОВА и др.
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17*
Kazakhstan, Almaty Region, 
43.718389°N, 77.037667°E, 2.11.2019, 
sandy dunes, Т. Аn’kova 205 

18
4x

4.90 ± 0.14 4.60–5.10 2.80 Ps

18*
Kazakhstan, Almaty Region, 
43.334667°N, 75.880556°E, 3.11.2019, 
stony steppe, Т. Аn’kova 213 

5 ~ 2x 2.66 ± 0.12 2.52–2.75 4.38 Ps

19*
Kazakhstan, Almaty Region, 
43.297083°N, 76.230194°E, 3.11.2019, 
salted steppe, Т. Аn’kova 210 

9 ~ 2x 2.49 ± 0.08 2.39–2.65 3.27 Ps

20
Kazakhstan, Kyzylorda Region, 
46.008333°N, 62.04944°E, 3.09.2019, 
sandy dunes, B. Osmonali et al. 932 

6 ~ 4x 5.01 ± 0.05 4.94–5.08 1.04 Ps

21
Kazakhstan, Kyzylorda Region, 
46.035833°N, 62.226111°E, 6.09.2019, 
sandy dunes, B. Osmonali et al. 931 

4 ~ 4x 5.16 ± 0.10 5.07–5.27 1.88 Ps

22

Russia, Chelyabinsk Region, 
52.100389°N, 60.000000°E, 
26.09.2020, typical steppe,  
О. Кalmykova 366 

10 ~ 2x 2.34 ± 0.06 2.27–2.46 2.56 Ps

23

Russia, Orenburg Region, 
51.280083°N, 60.011583°E, 26.09.2020, 
typical steppe,
О. Кalmykova 360 

7 ~ 2x 2.30 ± 0.03 2.27–2.34 1.14 Ps

24

Russia, Orenburg Region, 
50.813972°N, 60.922472°E, 23.09.2020, 
typical steppe,
О. Кalmykova 356 

9 ~ 2x 2.27 ± 0.06 2.17–2.37 2.84 Ps

25
Russia, Orenburg Region, 51.081111°N, 
57.787222°E, 8.10.2020, stony slope,
Т. Аn’kova 221 

15 ~ 6x 6.70 ± 0.10 6.57–6.85 1.54 Ps

26 mix
Russia, Orenburg Region, 51.4175°N, 
57.14348°E, 7.10.2020, typical steppe,
 Т. Аn’kova 219

3 ~ 6х 6.98 ± 0.46 6.71–7.52 6.66 Ps

the same population 9 ~ 2x 2.30 ± 0.03 2.25–2.33 1.12 Ps

27
Russia, Orenburg Region, 51.251389°N, 
55.063333°E, 5.10.2020, sandy steppe,
Т. Аn’kova 218 

9 ~ 6x 6.73 ± 0.20 6.37–6.99 2.76 Ps

28
Russia, Orenburg Region, 
51.534444°N, 55.106944°E, 5.10.2020, 
typical steppe, Т. Аn’kova 216 

15 2x 2.27 ±0.04 2.20–2.34 1.69 Ps

29
Russia, Republic of Dagestan, 
41.50462°N, 48.08520°E, 18.05.2021, 
А. Кorolyuk s.n.

6 ~ 6x 7.69 ± 0,26 7.19–7.87 3.33 Pt

30
Russia, Republic of Dagestan, 42.27°N, 
47.52°E, 10.10.2021, 
А.&E. Кorolyuk 119EK

4 ~ 6x 7.03 ± 0.18 6.94–7.29 2.55 Pt

31
Russia, Republic of Kalmykia, 
46.95568°N, 44.47173°E, 29.05.2020, 
dry steppe, А. Кorolyuk 20-098

5 ~ 6x 7.85 ± 0.02 7.83–7.88 0.24 Pt

32
Russia, Republic of Kalmykia, 
51.61786°N, 58.62958°E, 22.05.2021, 
А. Кorolyuk 21-088 

5 ~ 4x 4.49 ± 0.12 4.37–4.62 2.64 Ps

33
Russia, Republic of Kalmykia, 
46.39939°N, 44.01906°E, 27.05.2020, 
dry steppe, А. Кorolyuk 20-075

5 ~ 4x 4.57 ± 0.09 4.43–4.67 1.90 Ps

34* mix
Russia, Republic of Kalmykia, 
47.24055°N, 44.33986°E, 31.05.2020, 
dry steppe, А. Кorolyuk 20-132

6 ~ 4x 4.68 ± 0.20 4.47–5.03 4.36 Ps

the same population 4 ~ 2x 2.34 ± 0.11 2.22–2.49 4.81 Ps

ЦИТОГЕОГРАФИЯ ПОЛИПЛОИДНОГО КОМПЛЕКСА

Таблица 1.  Продолжение
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14, 18, 19), три тетраплоидные (12, 16, 17), две 
гексаплоидные (36, 37) и две популяции смешан-
ной плоидности (34, 35).

Для анализа, по результатам предварительно-
го секвенирования были отобраны относящиеся 
к хлоропластной ДНК фрагмент гена rbcL и ме-
жгеннные спейсеры pbsK-pbsL и trnD-trnT, име-
ющие полиморфные сайты рестрикции; состав 
и температуры отжига используемых праймеров 
приведены в табл. 2. 

Выделение ДНК выполняли по методике [34]. 
ПЦР проводили в смеси объемом 25 мкл, име-
ющей состав: 1×PCR-buffer (16 мM (NH4)2SO4, 
67 мM Tris-HCl (pH 8.8 при 25°C), 0.1% Tween-20); 
2 мМ MgCl2; 0.4 мМ каждого dNTP; 05 мкМ каж-
дого праймера и 1 ед. Taq-полимеразы производ-
ства ИМКБ СО РАН. 

Секвенирование проводили с использовани-
ем ресурсов ЦКП “Геномика” СО РАН (http://
www.niboch.nsc.ru/doku.php/sequest). Подбор 
ферментов рестрикции, различающих полимор-
фные варианты, осуществляли с помощью паке-
та программ in silico [35].

Рестрикцию проводили в реакционной сме-
си объемом 20 мкл, с рекомендованным произ-
водителем (Сибэнзим) буфером, 1 ед. фермента, 
и 2 мкл ПЦР-продукта на реакцию. Время реак-
ции – не менее 3 ч. После чего продукты рестрик-

ции отмывались спиртом от компонентов смеси 
и наносили на электрофорез в 1–2%-ном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кариологический и цитогенетический анализ

Соотношение размера генома с уровнем пло-
идности установлено (откалибровано) парал-
лельным подсчетом хромосом и измерением 
размера генома у образцов из четырех популя-
ций. В популяции 28 отмечены диплоиды (2n = 
2x = 18; 2С = 2.27 пг), в популяциях 9 и 17 ди-
плоиды (2n = 2x = 18; 2С = 2.30 пг) и тетрапло-
иды (2n = 4x = 36; 2С = 4.90 пг) соответственно. 
В популяции 36 выявлены гексаплоиды (2n  = 
6x = 54; 2С = 7.16  пг). Размер генома (2С, пг) 
был определен у 309 растений из 38 популяций 
(табл. 1). Для оценки различий по содержанию 
ДНК в ядрах был использован статистический 
анализ ANOVA. Все значения распределились 
в три группы, в каждую из которых попали, в 
том числе, образцы, изученные кариологически 
(рис. 2, 3), что свидетельствует о том, что образ-
цы каждой группы являются различными цито-
типами. 

Так, образцы 19 популяций с содержанием 
ДНК от 2.17 до 2.93 пг являются диплоидами, 
от 4.19 до 5.61 пг – тетраплоидами и от 6.06 до 
7.88 пг – гексаплоидами. Минимальное среднее 
значение размера генома (2C = 2.27 пг) было вы-
явлено в листьях диплоидных образцов из Орен-

35* mix
Russia, Republic of Kalmykia, 
46.15366°N, 44.30138°E, 25.05.2020, 
dry steppe, А. Кorolyuk 20-44

8 ~ 6x 6.54 ± 0.22 6.06–6.73 3.33 Ps

the same population 4 ~ 2x 2.33 ± 0.09 2.20–2.41 3.86 Ps

36*
Russia, Republic of  Crymea, 
44.502611°N,  33.596389°E, 26.10.2021, 
stony slope, T. Pankova 231

12 6x 7.16 ± 0.14 6.85–7.32 1.96 Pt

37*
Armenia, Kotayk Province, 
41.506111°N, 44.798889°E, 23.09.2019, 
stony slope, Е. Кorolyuk-10-19

5 ~ 6x 7.42 ± 0.26 6.97–7.52 3.46 Ps

38
Armenia, Kotayk Province, 
40.079167°N, 44.7302278°E, 
21.09.2019, stony slope, Е. Кorolyuk 6-19 

15
~ 6x

7.04 ± 0.15 6.68–7.31 2.17 Ps

39*

Russia, Trans-Baikal Territory, State 
Nature Biosphere Reserve Daurskiy, 
50.055833°N, 115.34°E,  steppe, L. 
Saraeva s.n.

10 – – – – –

Примечание. В первом столбце звездочкой отмечены популяции, исследованные методом рестрикционного анализа 
хпДНК, “mix” –  популяции смешанной плоидности; в столбце “Локалитет” приведена сокращенная этикетка, курси-
вом выделены коллекторы и их гербарные номера при наличии. Знаком “~” – обозначен уровень плоидности, опреде-
ленный только по размеру генома, жирным шрифтом обозначена плоидность, подтвержденная прямым подсчетом хро-
мосом. CV – коэффициент вариации. Стандарты: Ps – Pisum sativum, Pt – Petroselinum crispum, Sl – Solanum lycopersicum. 

ПАНКОВА и др.

Таблица 1. Окончание

http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/sequest
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/sequest
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бургской области (28), максимальное среднее 
(2C = 7.42 пг) – у гексаплоидных образцов из 
Армении (37). Среднее содержание ДНК у всех 
диплоидов составляло 2.47 пг, у тетраплоидов 
4.78 пг и у гексаплоидов 7.03 пг (табл. 3).

Большинство исследованных популяций 
представлены одним цитотипом. Среди них 

диплоидный цитотип выявлен в 19 популяци-
ях, тетраплоидный в 12 и гексаплоидный в 10 
(табл.  1, рис. 2). Три популяции имели сме-
шанный уровень плоидности: в популяции 35 
из Республики Калмыкии совместно обитают 
диплоиды и гексаплоиды, в популяции 34 от-
мечены диплоиды и тетраплоиды (рис.1,е). В 
популяции 26 из Оренбургской области встре-

Таблица 2. Праймеры для рестрикционного анализа фрагментов хпДНК

Участок ДНК Прямой праймер Обратный праймер Температура 
отжига

Фрагмент гена rbcL 5'-ATGTC-ACCAC-
AAACA-GAAAC- 3'

5'-TCGCA-TGTAC-CTGCA-
GTAGC- 3' 55°C

Межгенный участок pbsK-pbsL 5'-ACATC-KARTA-
CKGGA-CCAAT-AA-3'

5'-AACAC-CAGCT-TTRAA-
TCCAA-3' 49°C

Межгенный участок trnD-trnT ACCAA-TTGAA-CTACA-
ATCCC CTACC-ACTGA-GTTAA-AAGGG 53°C

1

Pt
1.000

1.558

5.50

3.75

Пик Индекс CV %,

Пик Индекс CV %,

Пик Индекс CV %,Пик Индекс CV %,

Пик Индекс CV %,

Пик Индекс CV %,Пик Индекс CV %,

Пик Индекс CV %,

1

Ps
1.000

1.367

4.25

3.19

1

Ps
1.000

1.799

6.64

5.75

1

2

Ps

1.000

2.043

3.970

5.52

4.41

3.89

1

Ps
1.000

1.269

4.50

3.23

1

Ps
1.000

2.010

5.81

3.04
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Рис. 1. Гистограммы интенсивности флуоресценции образцов B. prostratа разной плоидности. По оси абсцисс – 
значения относительной флуоресценции; по оси ординат – число ядер. 1, 2, – пики флуоресценции Bassia prostratea, 
Pt – пик флуоресценции стандарта Petroselinum crispum (2C = 4.50 пг), PS – пик флуоресценции стандарта Pisum 
sativum (2C = 9.09 пг); а – популяция № 7 (2x); б – популяция № 17 (4x); в – популяция № 38 (6x); г – популяция 
№26-смешанная (6x); д – популяция № 26-смешанная (2x); е – популяция № 34-смешанная (4x) . Индекс – соот-
ношение значений размера генома (2С) образца и стандарта.

ЦИТОГЕОГРАФИЯ ПОЛИПЛОИДНОГО КОМПЛЕКСА
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чаются диплоиды (рис.1,д) и гексаплоиды 
(рис.1,г). Примечательно, что в обеих смешан-
ных популяциях из Калмыкии преобладают 
образцы с полиплоидными цитотипами, тогда 
как в миксоплоидной популяции из Оренбург-
ской области – большинство исследованных 
образцов являются диплоидами. Несколько 
цитотипов, обитающих симпатрически в од-
ной популяции, могут быть фенологически 
разобщенными. Так, по данным М.И. Рубцова 
и соавт. [36] диплоидные образцы B. prostrata в 
условиях эксперимента зацветают через 77–92 
дня со дня вегетации, тетраплоиды – через 94–
102 дня и гексаплоиды вступают в фазу цве-
тения через 113–119 дней. По нашим наблю-
дениям, растения изученных миксоплоидных 
популяций также находились в разной стадии 
вегетации. При этом полиплоиды опережали 
в развитии диплоидов.

Морфология цитотипов

Как было указано выше, Bassia prostrata s. l. 
отличается высокой морфологической измен-
чивостью. Для оценки различий между тремя 
цитотипами был проведен анализ десяти мор-
фологических признаков (табл. 4). Было пока-
зано, что все диплоиды характеризуются мень-
шими размерами растений, слабым опушением 
стеблей и листьев, вальковатой формой листа 
и серовато-зеленой окраской. Такие растения 
при классификации данного таксона в составе 
рода Kochia относились к разновидностям var. 
rubella Moq., var. virescens Fenzl. или выделены в 
ранге подвида K. prostrata var. virescens Prat. Те-
траплоиды представлены двумя морфотипами. 
Наиболее широко распространен морфотип I, 
характеризующийся более крупными размера-
ми растений с сероватым или беловатым полу-
прижатым опушением листьев и стеблей. Этот 
морфотип обычно  относился к K. prostrata var. 
canescens Moq. Тетраплоидный морфотип II хо-
рошо отличается прежде всего густым бело-мох-
нато-волосистым опушением листьев и сте-
блей, более широкими листовыми пластинками 
и другими признаками. Такие растения были 
описаны как K. prostrata var. villosissima Bong. 
et C.A. Mey. B. villosissima (Bong. et C.A.  Mey.) 
Freitag et G. Kadereit). Изученные нами гекса-
плоидные растения сходны по характеру опу-
шения с тетраплоидными, относящимися к 
морфотипу I. Они отличаются главным образом 
более крупными размерами стеблей и листьев, 
что в целом соответствует общей закономерно-
сти, наблюдаемой у полиплоидов по сравнению 
с родственными диплоидами. 
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Рис. 2. Средние значения размера генома (GS, 2C) 
для изученных популяций B. prostrata.  Неокрашен-
ные отрезки соответствуют смешанным популяци-
ям, номера популяций соответствуют табл. 1.
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Рис. 3. Box-plot размера генома трех цитотипов 
B.  prostratа (по Kruskal–Wallis). Границы прямоу-
гольника определяют 1 и 3 квартили (25-й и 75-й  
процентили), горизонтальный отрезок внутри пря-
моугольника – медиана, вертикальный отрезок со-
ответствует минимальному и максимальному значе-
нию.
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По данным А.А. Бутник [37] шерстистоопу-
шенные формы Bassia prostrata характеризуются 
крупноклеточным эпидермисом с утолщенной 
наружной стенкой и мощной склеренхимной об-
кладкой вокруг проводящих пучков по сравнению 
с этими признаками у слабоопушенных растений, 
что, по мнению автора, повышает способность 
выживания в засушливых условиях. Однако боль-
шинство доказательств, что полиплоидия повы-
шает адаптивность, являются косвенными, так 
как прямые тесты трудно провести и они редки. 

Молекулярно-генетическая изменчивость

На основе анализа 130 образцов из 13 популя-
ций (табл. 1) было выявлено три гаплотипа, раз-
личающихся по спектрам рестрикции (табл.  5). 

В  большинстве случаев внутрипопуляционное 
разнообразие отсутствовало, а паттерны ре-
стрикции соответствовали плоидности (рис. 4). 
В  миксоплоидных популяциях из Калмыкии 
часть образцов имела паттерны рестрикции, ха-
рактерные для диплоидов, а другие образцы  – 
паттерны рестрикции, характерные для тетра-
плоидов. 

В целом проведенный нами молекулярно-ге-
нетический анализ отдельных цитотипов пока-
зал генетическую обособленность диплоидов, 
тетраплоидов и гексаплоидов. При этом гек-
саплоиды, представленные в двух популяциях 
из Армении (37 и 38), по спектрам рестрикции 
хпДНК занимают промежуточное положение 

Таблица 3. Статистические показатели значений размера генома (2С, пг) для всех изученных образцов B. prostrata по 
уровню плоидности

Плоидность N Среднее Медиана Мин Макс Станд. откл. CV, %
2x 128 2.47 2.40 2.17 2.93 0.20 7.93
4x 99 4.78 4.72 4.19 5.61 0.31 6.59
6x 82 7.03 6.97 6.06 7.88 0.41 5.86

Примечание. N – число исследованных оббразцов.

Таблица 4. Морфология исследованных цитотипов B. prostratа

Признаки
Диплоиды Тетраплоиды (I) Тетраплоиды (II) Гексаплоиды

var. prostrata var. canescens var. villosissima var. canescens
Окраска растения серовато-зеленая сероватая серая сероватая
Розетка прикорневых побегов + +, – – –
Высота растения (см) 30–35 (50) (30) 35–70 50–70 60–90
Стебель, диаметр у основания, см 1–1.2 (2) 2–4 3–4 2–4

Стебель, опушение слабое, коротко-кур-
чаво-волосистое

плотно-курча-
во-волосистое

густое, бело-мох-
нато-волосистое

коротко-прижа-
то-волосистое

Лист, форма линейные, валько-
ватые

линейные, линей-
но-ланцетные

линейно-лан-
цетные, ланцетные

линейные, линей-
но-ланцетные

Лист, длина (мм) 10–13 (17) 12–15 (20) 11–15 25–30
Лист, ширина (мм) 0.5–1 (0.5) 1–1.5 1–1.75 (2) 1.1–1.75

Лист, опушение прижатое полуприжатое, 
густое

бело-мохнато-во-
лосистое полуприжатое

Лист, цвет серовато-зеленые серовато-белова-
тые серовато-белые сероватые

Таблица 5. Cпектры рестрикции некоторых фрагментов хпДНК B. prostrata

Пара участок ДНК + фермент
Выявляемые фракции ДНК, пн

генотип 1 (диплоиды) генотип 2 (гексаплоиды) генотип 3 (тетраплоиды)
rbcL + Erh I 750 750  300+450 
pbsK + BstAC I 300+250 550 550 
DT + Bpu14 I 800+200 800+200 1000 
DT + Bsp4C I 650+450 470+380+250 470+420+250 

Примечание. Размер фрагментов ДНК приведен условно, в соответствии с возможностями электрофоретического раз-
деления.
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между ди- и тетраплоидами. Возникновение 
гексаплоидов у B.  prostrata в результате слия-
ния нередуцированных гамет диплоидов и те-
траплоидов было отмечено Е.Ш. Шахановым 
[38] при изучении мейоза, в процессе которого 
образовывались 27 закрытых бивалентов. Од-
нако в связи с ограничениями на рекомбина-
цию хпДНК, связанную с ее наследованием от 
одного из родительских растений, промежу-
точные спектры рестрикции не являются сви-
детельством многократного гибридогенного 
происхождения гексаплоидов B.  prostrata. По-
лученным спектрам рестрикции соответствует 
формирование предковой формой нескольких 

гаплотипов, три из которых дали начало ныне 
живущим вариантам с различной плоидно-
стью. Если же гексаплоиды являются гибрида-
ми, то такая гибридизация была по-видимому 
единичной, при этом формой, давшей нача-
ло хлоропластной ДНК, была форма, дающая 
нынешние спектры рестрикции гексаплоидов, 
вне зависимости от ее исходной плоидности. 
Предлагаемые эволюционные варианты свя-
зи плоидности и спектров рестрикции хпДНК 
представлены на рис. 5.

Однако для выявления конкретных путей ста-
новления данного полиплоидного комплекса 

Рис. 4. Электрофореграммы рестрикции участков хлоропластной ДНК для образцов Bassia prostrata s. l. различной 
плоидности. 2х – диплоиды (популяция 14), 4x – тетраплоиды (популяция 18), 6x – гексаплоиды (популяция 38). 
Дорожка справа – маркер молекулярных масс 100 пн + 1.5 + 3 тпн.
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необходимы более детальные генетические ис-
следования. 
Эколого-географическое распространение цитотипов

B. prostrata s. l. характеризуется широкой эко-
логической амплитудой, произрастая как в ус-
ловиях холодных высокогорий, так и в жарких 
пустынях на высотах от 200–300 до 3000 м над 
ур. моря. Диплоидые популяции встречаются в 
степных сообществах, часто каменистых, и при-
урочены преимущественно к равнинным и низ-
когорным местообитаниям. В среднем горном 
поясе отмечены на высотах от 750 до 2000 м. Те-
траплоиды распространены в более засушливых 
условиях по сравнению с диплоидами и обитают 
на песках или в степных сообществах. Гекса-
плоиды приурочены к каменистым склонам, 
часто обитают на нарушенных местообитаниях. 
Изредка отмечены также в составе смешанных 
степных популяций совместно с диплоидами. 

Согласно географическому распространению 
(рис. 6) в восточной, преимущественно горной 
части ареала B. prostrata от Алтая до Забайкаль-
ского края встречается только диплоидный ци-
тотип. Западнее, на равнинах в степной и полу-
пустынной зонах с более засушливым климатом, 
наряду с диплоидами часто встречаются тетра-
плоиды. Гексаплоидный цитотип, изредка отме-

ченный в центральной части ареала, преобладает 
в западной части изученного ареала в Армении 
и Дагестане. Высота над уровнем моря не влияет 
на распространение цитотипов.

Проведен анализ распространения цитотипов 
бассии по основным климатическим факторам: 
среднегодовая температура, средняя темпера-
тура января, средняя температура июля, сумма 
годовых осадков. Использованы данные сайта 
Climate-Data.org (https://ru.climate-data.org) для 
населенных пунктов наиболее близких к место-
нахождениям изученных 39, популяций и для 
14  популяций с известным цитотипом по ли-
тературе [17–26]. Диплоиды распространены в 
районах со среднегодовой температурой от –5°C 
(Алтай) до 11.9°C (Иран), тетраплоиды встреча-
ются в районах с диапазоном только положи-
тельных среднегодовых температур 2.6–11.6°C, 
а гексаплоиды ограничены в распространении 
среднегодовой температурой не ниже 4°C. Влия
ние других указанных выше климатических фак-
торов на закономерности в распространении ци-
тотипов B. prostrata не выявлено.

В целом наши данные согласуются с гипо-
тезой, что для полиплоидов характерна лучшая 
приспособленность к аридным условиям по 
сравнению с родственными диплоидами [39–41].
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Рис. 5. Варианты эволюционной связи плоидности и спектров рестрикции участков хпДНК.
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По характеру субстрата для B. prostratа s. l. выде-
ляют глинистый, песчаный и каменистый экотипы 
[42]. По нашим данным, диплоиды занимают более 
плотные глинистые субстраты, часто солонцовые, 
в степных сообществах; тетраплоиды обитают, как 
правило, на песчаных субстратах (пески, барханы); 
гексаплоиды встречаются на каменистых склонах 
часто антропогенно нарушенных. 

Таксономическая интерпретация 

Ранее было отмечено [43], что три разновид-
ности Bassia prostrata характеризуются различ-
ным уровнем плоидности. Авторы приводят ди-
плоидный цитотип как B. prostrata var. virescens 
(соответствует по нашим данным var. prostrata) 
тетраплоидный цитотип B. prostrata var villoscana 
(соответствует var. canescens по нашим дан-
ным) и гексаплоидный цитотип B. prostrata var. 
villosissima (табл. 4). Встатье было указано, что 
выделенные разнохромосомные формы могут 
являться отдельными видами, поскольку взаим-
ного переопыления растений с разным уровнем 
плоидности не обнаружено.

Проведенный нами анализ показал, что три 
группы, выделенные по морфологическим при-
знакам, не коррелируют с тремя группами, обо-
собленными генетически. Соответствие отмече-
но только для диплоидов (var. prostrata), тогда как 
тетраплоиды по морфологическим признакам 
могут относиться как к var. canescens, так и var. 

villosissima. Гексаплоиды по морфологии сходны 
с var. canescens, а генетически совмещают при-
знаки как диплоидов, так и тетраплоидов, что 
свидетельствует об их гибридогенном характере. 
Однако для более детальных выводов необходи-
мо включить в молекулярно-генетический ана-
лиз большее число гексаплоидных образцов. 

Таким образом, на основании полученных 
данных в пределах полиплоидного комплекса 
Bassia prostrata мы считаем целесообразным вы-
деление внутри видовых таксонов в ранге разно-
видностей B. prostrata var prostrata, B. prostrata var. 
canescens Moq. и B. prostrata var villosissima Bong. 
et C.A. Mey.

Исследование выполнено при поддержке 
РФФИ (проект № 19-04-00546-a) и научной про-
граммы № АААА-А21-121011290024-5 Централь-
ного сибирского ботанического сада СО РАН и 
научной программы № FWNR-2022-0015 ФИЦ 
Института цитологии и генетики СО РАН. Фи-
нансирование в части реактивов для проточной 
цитометрии некоторых образцов проведено при 
поддержке Минобрнауки России по договору № 
075-15-2021-1056 от 28 сентября 2021 г. между 
БИН РАН и Минобрнауки РФ, также в рамках 
Соглашения № ЕП/29-10-21-4 от 29 октября 
2021 г. между БИН РАН и ЦСБС СО РАН. При 
подготовке публикации использованы материа-
лы биоресурсных научных коллекций ЦСБС СО 

Рис. 6. Географическое распространение цитотипов B. prostrata по данным размера генома. Серые значки – наши 
данные, белые – по литературным источникам; уровень плоидности: круг – 2x, треугольник – 4x, ромб – 6x, звез-
да – миксоплоидная популяция.
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РАН УНУ № 440537 (NS) и оборудование для 
микроскопического анализа ЦСБС СО РАН.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объ-
екта животных. 

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей. 

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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CYTOGEOGRAPHY OF THE POLYPLOID COMPLEX BASSIA PROSTRATА  
S. L. (CHENOPODIACEAE) BASED ON GENOME SIZE ANALYSIS  

AND PCR-RFLP CPDNA
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The cytogeography of the polyploid complex Bassia prostrata s. l. was studied by flow cytometry (FCM) on material 
from 39 populations in Armenia, Kazakhstan and Russia. Based on the determination of the DNA content in the 
nuclei (2C-value), three cytotypes were identified: diploid (2n = 18), tetraploid (2n = 36) and hexaploid (2n = 
54). Verification of the ploidy level determined by DNA content was carried out by parallel direct counting of the 
chromosome number. Most of the studied populations are represented by a single cytotype; in three populations mixed 
ploidy is noted, when tetraploids or hexaploids are found along with diploids. The genetic isolation of chloroplast DNA 
of diploid and polyploid cytotypes was revealed. Presumable variants of the evolutionary relationship of cytotypes are 
shown based on cpDNA restriction spectra.

Keywords: cytotype, ecology of cytotypes, polyploidy, flow cytometry, chromosome number, DNA ploidy level, PCR-
RFLP.

ПАНКОВА и др.

http://dx.doi.org/10.1186/1756-0500-6-513


27

ГЕНЕТИКА, 2024, том 60, № 3

УДК

ИЗМЕНЧИВОСТЬ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ ЯРОВОГО 
ЯЧМЕНЯ ПО ГОРДЕИН-КОДИРУЮЩИМ ЛОКУСАМ ЗА 40-ЛЕТНИЙ 

ПЕРИОД НАУЧНОЙ СЕЛЕКЦИИ В КРАСНОЯРСКОМ КРАЕ

© 2024 г.  Н. А. Сурин1, Л. Н. Шевцова2, *, Н. С. Козулина1, Ю. М. Борисов3

1Красноярский научно-исследовательский институт сельского хозяйства Федерального исследовательского центра  
“Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской академии наук”, Красноярск, 660041 Россия

2Красноярский государственный аграрный университет, Красноярск, 660049 Россия 
3Институт проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова Российской академии наук, Москва, 119071 Россия

*e-mail: shevtsovaln48@rambler.ru

Поступила в редакцию 14.09.2023 г.
После доработки 25.09.2023 г.

Принята к публикации 06.10.2023 г.

В статье рассмотрены и обобщены результаты исследований полиморфизма гордеинов (HRD)  ярового яч-
меня методом электрофореза  в Красноярском НИИ сельского хозяйства (КНИИСХ) за период с 1988 по 
2021 г. Проведенный  анализ динамики генетического разнообразия сортообразцов ячменя экологического 
и селекционных питомников КНИИСХ, районированных и допущенных к использованию сортов в Крас-
ноярском крае показал существенное сужение частоты встречаемости и утрату ряда аллелей, характерных 
для условий Приенисейской Сибири,  и появление редких вариантов  для Сибирского региона. На основе 
многолетних наблюдений состава гордеинов селекционных образцов (перспективные и браковки), создан-
ных по разным направлениям селекции, выявлена сопряженность ряда аллелей  с хозяйственно ценными 
признаками. 

Ключевые слова: ячмень, селекция, идентификация, электрофоретические спектры, запасные белки ячменя, 
гордеины, аллели гордеинов, разнообразие, частоты встречаемости.

DOI: 10.31857/S0016675824030037  EDN: DPHBMH 

575.174.015.3:631.527:633.11:633.16

ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ

, с. 27–34

В настоящее время установлены значитель-
ный генетический полиморфизм для ячменя 
по локусам запасного белка – гордеина (Нгd), 
а также различия частот встречаемости аллелей 
гордеина у популяций и сортов в зависимости 
от географического происхождения [1–3]. Рас-
ширились возможности оценить адаптивную 
и селекционную важность аллелей  гордеина 
и их целенаправленного использования в ка-
честве генетических маркеров для ускорения 
селекционного процесса и повышения резуль-
тативности отбора генотипов, наиболее при-
способленных к определенным агроэкологи-
ческим зонам [4, 5] .

Цель работы – сравнительный анализ во вре-
мени  аллельного состава гордеинов сортов яро-
вого ячменя, возделываемых в Красноярском 
крае, сортообразцов селекционных питомников 
КНИИСХ и сортов инорайонной селекции, вы-
деленных  в качестве источников ценных при-
знаков в агроэкологических условиях края. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

 В качестве материала для исследования 
служили 33 сорта ярового ячменя, допущен-
ных к использованию (районированных) на 
территории Красноярского края (начиная с 
1940 г.), 40 местных сибирских форм ярового 
ячменя, не менее 500 образцов селекционных 
питомников Красноярского НИИСХ, а так-
же 400 сортообразцов инорайонной селек-
ции, выделенных по комплексу хозяйствен-
ных признаков в агроэкологических условиях 
края.

Полевая оценка образцов коллекции ВНИИР 
выполнена в КНИИСХ в лесостепной зоне Крас-
ноярского края. Почва участка чернозем обык-
новенный маломощный с содержанием гумуса 
(по Тюрину) 6.00%, N-NO3 31.3 мг/кг почвы, 
Р2О5 (по Мачигину) 5.0 мг/100 г почвы, К2О (по 
Мачигину) 21.9 мг/100 г почвы, рН 6.2. Предше-
ственник чистый пар.

mailto:shevtsovaln48@rambler.ru
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Рис.1. Электрофоретические спектры гордеинов ряда сортов селекции Красноярского НИИСХ.

Таблица 1. Формулы гордеинов сортов ячменя районированных и допущенных к использованию в Красноярском крае

№
 п/п

Название сорта Учреждение-оригинатор Год районирова-
ния Гордеины А.B.F.

1 Червонец Тулунская ГСС 1940 2.39.2.
2 Винер 11.63 Фаленская ГСС 1941 12.19.1.+2.19.1.
3 Красноярский -1 КНИИСХ 1967 12.19.1.+2.39.2.
4 Айхал Якутский НИИСХ 1974 12.8.2.+2.8.2.
5 Рассвет КНИИСХ 1977 12.13.2.
6 Агул КНИИСХ 1978 2.13.2.+2.39.2.
7 Баджей КНИИСХ 1980 ГСИ 12.13.2.
8 Енисей КНИИСХ 1981 13.1.3.+2.1.3.CDE
9 Красноярский-80 КНИИСХ 1986 2.17.3.

10 Новосибирский-80 СибНИИРС 1986 2.8.2.+24.8.2.
11 Агул-2 КИИСХ 1988 2.13.2.
12 Кедр КНИИСХ 1988 2.17.3.+2.1.3.+2.13.2.
13 Лазурит КНИИСХ 1989 ГСИ 2.17.3.
14 Маяк КНИИСХ 1989 ГСИ 18.н.н.
15 ТАН1 Донской НИИСХ 1990 23.29.3.
16 Одесский 115 ВСГИ 1990 12.13.2.
17 Соболек КНИИСХ 1996 12.13.2.
18 Ача СибНИИРС 1997 12.1.3.
19 Андрей НИИСХ Северо-Востока 1999 2.95.1.
20 Вулкан КНИИСХ 2002 18.67.1.
21 Бахус КНИИСХ 2003 2.25.1.
22 Оскар КНИИСХ 2007 12.1.3.С
23 Биом СибНИИРС 2008 24.8.2.CD
24 Буян КНИИСХ 2012 2.17.3.
25 Абалак КНИИСХ 2013 2.8.2.
26 Омский голозерный 1 СибНИИСХ 2013 18.35.1.+2.1.3.+2.17.3.
27 Омский голозерный 2 СибНИИСХ 2013 18.35.1.
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Электрофорез гордеинов проводили в 
13%-ном крахмальном геле в присутствии 3 М 
мочевины [6, 7]. Электрофоретические спектры 
записывали в виде генетических формул (HRD 
A.B.F.) согласно каталогу блоков компонентов 
гордеинов [5, 7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования полиморфизма гордеинов рай-
онированных в Красноярском крае сортов яро-
вого ячменя, включая паспортизацию сортов се-
лекции КНИИСХ (проводилась с 1988 г, [8,  9], 
рис. 1), выявили наиболее часто встречаемые 
(характерные) аллели для обширной территории 
края, а также динамику изменчивости аллель-
ного состава гордеинов сортов на протяжении 
периода районирования с 1940 г. до настоящего 
времени. 

В табл. 1 представлены районированные и до-
пущенные к использованию в Красноярском 
крае сорта ярового ячменя (начиная с 1940  г.), 
где прослеживаются  уровни межсортового 
(20  разных гордеиновых формул для 33 сортов) 
и внутрисортового полиморфизма. 

Рассматривая полиморфизм этих сортов во 
времени, можно отметить  устойчивую встре-
чаемость аллелей А2, А12, В1, В8, В17, но также 
утрату аллеля В13 в формулах районированных 
сортов, начиная с 2000 г. При этом в предыду-
щих исследованиях и публикациях [8–10] вы-
делено, что именно аллель В13 являлся самым 
распространенным среди сортов красноярской 
селекции (входит в биотипный состав сортов 
Рассвет, Агул, Агул-2, Баджей, Кедр, Соболек) 
и районированных в крае. В работах [11, 12] 
авторы отмечают, что гладкоостые краснояр-
ские сорта шестирядного ячменя, ранее воз-
делывавшиеся на территории Красноярского 
края, Агул (2.13.2. и 2.39.2.), Агул-2 (2.13.2.) и 
Соболек (12.13.2.) с аллелем B13 локуса Hrd B 

занимали в разные годы лидирующее положе-
ние в регионе, что подчеркивает адаптивную 
роль формул гордеинов 12.13.2. и 2.13.2., а осо-
бенно аллеля В13 к условиям Красноярского 
края. Начиная с 2002 г. изменилось не только 
соотношение частот аллелей в группе райони-
рованных в крае сортов, но и отмечается по-
явление редких аллелей В81 и В67 в формулах 
гордеина сортов красноярской селекции. На 
рис. 2 представлена диаграмма генетическо-
го разнообразия  районированных в крае со-
ртов (из табл.1) по локусу Hrd B, разделенных 
на две группы по  периодам селекции: первая 
группа – до 2000 г., вторая группа – от 2001 г. 
и отдельно выделена  группа сортов селекции 
КНИИСХ. Частота встречаемости гордеина 
В рассчитана по количеству генотипов с кон-
кретным аллелем. 

Известно, что успех в селекционной работе 
определяется в значительной мере ценностью 
исходного материала. В Красноярском НИИСХ 
в процессе многолетнего изучения коллекци-
онного материала ВНИИР им. Н.И. Вавилова в 
жестких условиях Восточной Сибири выделены 
ценные источники по важнейшим селекцион-
ным признакам [13–15]. 

За период с 1989 по 2007 г. методом электро-
фореза были исследованы 225 сортообразцов 
ярового ячменя различного эколого-географи-
ческого происхождения (в том числе 40 местных 
стародавних образцов), привлекаемых в разные 
годы в качестве родительских форм в селекцион-
ные программы института [10, 15]. Сравнитель-
ный анализ выборок сортообразцов за период по 
2007 г. показал, что, несмотря на широкое вовле-
чение в гибридизацию (Красноярский НИИСХ) 
исходных форм с аллелями А1, А23, В3, В21, В29, 
в сортах и перспективных селекционных образ-
цах института эти аллели отсутствовали. С дру-
гой стороны, отмечен преобладающий вклад 
родительских форм с аллелями А2, А12, В1, В8, 

№
 п/п

Название сорта Учреждение-оригинатор Год районирова-
ния Гордеины А.B.F.

28 Оленек КНИИСХ 2014 12.1.3.EC
29 Танай СибНИИРС 2014 12.1.3.
30 Красноярский 91 КНИИСХ 2017 12.1.3.
31 Емеля КНИИСХ 2018 2.81.3.

32 Уватский КНИИСХ , ГАУ Северного 
Зауралья 2018 ГСИ 12.8.2.

33 Такмак КНИИСХ 2019 12.1.3.

Примечание. н.н. – неизвестные аллели.
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В13, В17 в сорта института и в целом в сибирские 
селекционные сорта [10].

Сравнение выборок сибирских стародав-
них и сибирских селекционных сортообраз-
цов выявило высокую частоту встречаемости 
аллелей А2, В1, В8, В13, В17, В39 во всех си-
бирских сортообразцах. Но обнаружено, что 
аллель А44 (частота встречаемости среди ста-
родавних форм равна 26%) полностью утрачен 
и не встречается в современных сортах (табл. 
2). Указанный аллель был впервые определен у 
образца Лыковский (44.1.3.+2.13.2.), возделы-
ваемого семьей Лыковых, живших в изоляции 
в горах юга Красноярского края более 70 лет. 
Образец был подробно исследован в Красно-
ярском НИИСХ, позже этот аллельный вари-
ант был зарегистрирован А.А. Поморцевым в 
Институте общей генетики (ИОГен АН СССР) 
под номером A44.

По предварительной полевой оценке кол-
лекционного материала ячменя (238 образцов) 
за период 2014–2017 гг. были определены гене-
тические формулы выделенных селекционера-
ми 10 образцов с положительным сочетанием 
комплекса ценных селекционных признаков  – 
Тарский-3Омск (12.1.3.+12.13.2.), Казьмин-
скийХабаровск (12.13.2.), AC AlbrightКанада (12.13.2.), 
AC StaceyКанада (12.13.2.), JacksonКанада (2.13.2.), 
BVP-2D-1Канада (2.13.2.), БагрецСвердловск (2.8.2.), 
КалитаСвердловск (2.8.2.), СтепанЧелябинск (2.8.2.), 
ТаланНовосибирск (2.8.2.) [11]. В этой группе со-
ртообразцов лидирующая позиция по частоте 
встречаемости принадлежит аллелю В13 (50%), 

четыре образца имеют генетическую формулу 
2.8.2. (распространенная формула в культуре 
ярового ячменя, в том числе характерна для но-
восибирских сортов) и один генотип с формулой 
12.1.3.

Последующее изучение образцов (2016–
2021 гг.) коллекции ВНИИР по комплексу се-
лекционных показателей позволило выделить 
45  перспективных образцов для Восточной 
Сибири, которые могут быть использованы в 
качестве источников ценных признаков [16]. 
Определение генетических формул по горде-
инам этих сортов сопровождалось изучением 
следующих селекционных показателей: уро-
жайность, низкое варьирование урожайно-
сти (Cv,  %), экологическая стабильность (St2), 
стрессоустойчивость, стабильность генотипа 
(Sgi), высокая экологическая пластичность 
(bi > 1.0), селекционная ценность генотипов 
по массе зерна с м2, коэффициент адапта-
ции (KA > 1.0) [16]. В этой группе выделив-
шихся перспективных образцов у четырех 
сортов отмечены лучшие (многолетние) пока-
затели по пяти (и более) селекционным при-
знакам: AC AlbrightКанада (12.13.2.), CirstinГермания 
(2.1.3.+2.17.3.), Тарский-3Омск (12.1.3.+12.13.2.), 
АбалакКрасноярск–Тюмень (2.8.2.) [16]. 

В табл. 2 представлен сравнительный анализ 
аллельного состава гордеинов в рассмотренных 
выборках ярового ячменя (экологический пи-
томник, коллекция ВНИИР им. Н.И. Вавилова, 
районированные сорта) по периодам изучения в 
Красноярском НИИСХ.

Аллели Hrd B

B39 B19 B8 B13 B1 B17 B29 B95 B67 B25 B35 B81

до 2000 г.
после 2000 г.
Сорта селекции КНИИСХ
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Рис. 2. Распределение частот встречаемости аллелей локуса Hrd B в группах сортов, районированных и допущенных 
к использованию в Красноярском крае.
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Более 30 лет проводились электрофорети-
ческие исследования селекционных образцов 
из контрольного питомника и конкурсно-
го сортоиспытания Красноярского НИИСХ, 

которые включали наиболее перспективные 
образцы, а также браковки [10, 16]. Обнару-
жена значительная неравномерность частот 
встречаемости аллелей гордеинов в выборках 

Таблица 2. Частота встречаемости (%) выделившихся в Сибири аллелей локусов Hrd A и Hrd B у сортообразцов ярового 
ячменя

Аллели 
Hrd A и 
Hrd B 

Районированные и допущенные к использованию 
сорта ячменя в Красноярском крае

Экологический питомник,  
коллекция ВНИИР им. Н.И. Вавилова

год райони-
рования – до 

2000 г.

год райониро-
вания – после 

2000 г.

сорта селекции 
КНИИСХ 

(1967–2020 гг.)

местные 
формы

сорта 
сибирской 

селекции (годы 
изучения – 
до 2007 г.)

выделившиеся в крае 
сорта инорайонной 

селекции (годы 
изучения 2016–2021)

А2 60.0 37.5 56.5 54.0 57.1 49.0

А3 0 0 0 3.2 1.4 0

А4 0 0 0 1.6 1.4 0

А12 32.0 35.2 34.7 1.6 21.4 26.4

А13 4.0 0.0 4.3 0 1.4 1.9

А18 4.0 18.8 8.6 3.2 4.2 0

А21 0.0 0 4.3 0 1.4 3.8

А23 4.0 0 0 0 0 13.2

А24 0 6.2 0 9.8 9.2 1.9

А28 0 0 0 0 0 3.8

А44 0 0 0 26.0 0 0

А46 0 0 0 1.6 0 0

А49 0 0 0 1.6 0 0.0

В1 20.0 37.5 30.3 32.7 24.0 24.5

В3 0 0 0 6.5 8.6 0.0

В8 16.0 18.8 4.2 9.8 24.3 26.4

В13 24.0 0 26.1 1.6 14.2 9.4

В17 12.0 12.5 17.9 3.2 14.2 13.2

В19 12.0 0 0 8.2 9.5 1.9

В21 0 0 0 1.6 0 5.8

В25 0.0 6.3 4.3 0 2.7 3.8

В29 4.0 0 0 0 0 11.3

В35 0.0 12.5 0 0 1.5 0

В37 0 0 0 0 0 1.9

В39 8.0 0 8.7 8.2 5.7 0

В64 0 0 0 0 0 1.9

В67 0 6.3 4.3 1.6 1.5 0

В81 0 6.3 4.3 0 0 0

В84 0 0 0 0 3.0 0

В95 4.0 0 0 0   0
Всего 
образцов 19 14 20 40 42 45

Всего 
генотипов 25 16 23 61 73 53

ИЗМЕНЧИВОСТЬ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ
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перспективных и браковочных форм. Наи-
большей браковке на протяжении многих лет 
наблюдений подвергались аллели  А3, А10, А49, 
А19, А23 и все образцы с аллелем В29 (сочета-
ние А23В29). Обнаружено, что выбракованные 
образцы отличаются большей гетерогенно-
стью (70%) по сравнению с перспективными 
формами.  

Анализ электрофоретических спектров со-
ртообразцов селекционных питомников позво-
лил выделить формулы гордеинов, характерные 
для образцов, созданных по определенным на-
правлениям селекции. В табл. 3 представлены 
многолетние итоговые данные распределения 
часто встречающихся биотипов гордеинов у се-
лекционного материала, созданного по разным 
направлениям селекции. 

Генетическая формула 2.25.1. с редким для 
Сибири аллелем В25 впервые была определе-
на при изучении аллельного состава гордеинов 
148 адаптивных линий ячменя из контрольно-
го питомника и конкурсного сортоиспытания 
КНИИСХ. Указанные линии получены в ре-
зультате реализации селекционной программы 
под руководством Н.А. Сурина, направленной 
на повышение адаптивности сортов ячменя. 
Используя конвергентные скрещивания с при-
влечением таких сортов как Винер (материнская 
форма), Донецкий 650, Целинный 5, Омский 
13709, Красноуфимский 95, были выделены 
перспективные линии, положительно сочета-
ющие в себе устойчивость к неблагоприятным 
факторам и урожайность [10, 13, 15]. Лучшие из 
них послужили основой для сортов Арат и Ба-
хус, внесенных в Госреестр РФ по 11-му регио-
ну. К сожалению, районированы они были в ре-
гионе непродолжительный период и занимали 
небольшие площади, как и большинство других 
сортов с редкими для Приенисейской Сибири 
аллелями  – А18 (Маяк), В25 (Бахус), В95 (Ан-
дрей). 

Таким образом, отбор аллелей носит не 
случайный, а закономерный характер, что 
свидетельствует об экологической значимо-
сти белковых маркеров и важности учета ва-
риантов спектров гордеинов при определении 
как общей перспективности создаваемого ма-
териала, так и по отдельным направлениям 
селекции.

В результате изучения аллельного состава 
гордеинов сортообразцов ярового ячменя кол-
лекции ВНИИР им. Н.И. Вавилова (вовлечен-
ных в селекционную работу в крае), экологиче-
ского и селекционных питомников КНИИСХ, 
районированных и допущенных к использо-
ванию сортов в Красноярском крае отмече-
на  изменчивость состава гордеинов сортовых 
популяций ячменя в пространстве (разные ре-
гионы Сибири) и во времени (стародавние и 
современные разных лет селекции и райониро-
вания), связанная с условиями возделывания и 
искусственным отбором в определенных гео-
графических условиях.

Определены наиболее характерные  аллели 
гордеина для условий Приенисейской Сиби-
ри – А2, А12, В1, В8, В13, В17, В37. Отмечено, 
что у районированных и допущенных к исполь-
зованию сортов в крае после 2000 г. ранее часто 
встречаемый аллель В13 не обнаружен. Однако 
сортообразцы инорайонной селекции, отобран-
ные селекционерами для использования в ка-
честве ценных генетических источников, пре-
имущественно имеют гордеиновые формулы с 
аллелем В13. У сортов КНИИСХ более поздней 
селекции (после 2000 г.) зафиксированы редкие 
для сибирского региона аллели гордеинов В25, 
В67, В81. При этом отмечено, что районирован-
ные в крае сорта с часто встречаемыми “красно-
ярскими” аллелями (А2, А12, В1, В13, В17, В39) 
характерны для сортов-долгожителей ячменя в 
Сибирском регионе (Червонец, Кедр, Красно-
ярский-80, Соболек).

Таблица 3. Распределение формул гордеинов (HRD A.B.F.) образцов ячменя, имеющих высокий уровень проявления 
хозяйственно ценных признаков в условиях Красноярского края 

Экстрак-
тивность Белок

Устойчивость
Адаптив-

ностьк полега-
нию

к пыльной 
головне //твер-

дой головне

к поражению 
темнобурой пят-

нистностью

к засоле-
нию почв

к закислению почв 
ионами водорода

2.17.3. 2.8.2.;
12.13.2.;
12.1.3.;
2.1.3.

12.21.1.;
12.1.3.; 
2.25.1.

2.1.3.; 23.29.3.;
2.17.3. //
10.37.1.;
2.84.3.

2.8.2.;
2.17.3.

2.1.3.; 
2.25.2.; 
2.8.2.;
2.95.1.

2.1.3.; 2.25.1.; 2.8.2.; 
2.17.3.; 2.95.1.

12.13.2.;
2.8.2.;

2.25.1.;
2.17.3.
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Анализ образцов селекционных питомников 
КНИИСХ выявил преимущественную браков-
ку генотипов с аллелями А3, А10, А49, А19, А23 и 
В29 (сочетание А23В29). Отмеченная сопряжен-
ность ряда аллельных вариантов с хозяйственно 
ценными признаками может помочь при отборе 
селекционного материала на соответствующие 
признаки.

Настоящая работа выполнена при поддерж-
ке СО РАСХН по направлению Программы 04 
“Разработать адаптивные технологии возделы-
вания сельскохозяйственных культур в Сибири 
на основе мобилизации генетических ресурсов 
растений, создания новых сортов и гибридов, 
конструирования высокопродуктивных агроэко-
систем и агроландшафтов с целью обеспечения 
устойчивого роста величины и качества урожая, 
ресурсоэнергоэкономичности, природоохран-
ности, экологической надежности и рентабель-
ности”.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объ-
екта животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.

Авторы выражают глубокую признатель-
ность  докт. с-х. наук Н.В. Зобовой  за админи-
стративную поддержку генетических иссле-
дований в Красноярском НИИСХ. Авторы 
благодарны за многолетнее  сотрудничество, а 
также за методическую помощь и обсуждение 
ряда результатов исследований   ведущему со-
труднику ИОГен РАН (г. Москва) докт. биол. 
наук А.А. Поморцеву.
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The article discusses and summarizes the results of studies of polymorphism of hordeins (HRD) of spring barley by 
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and the appearance of rare variants for the Siberian region. Based on long-term observations of the composition of 
hordeins of breeding samples (promising and rejection) created in different areas of breeding, a number of alleles were 
found to be associated with economically valuable traits.
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Исследованы особенности интрогрессии отдельных генетических маркеров через зону гибридизации между 
двумя видами обыкновенных полевок Microtus arvalis s. str. и M. obscurus на четырех участках этой зоны: на 
северо-западе Нижегородской области, на востоке Владимирской и юго-западе Нижегородской области, на 
юге Липецкой области, и на северо-западе Воронежской обл. Анализ клинальной изменчивости по трем 
молекулярно-генетическим маркерам (cytb, tp53, SMCY11) и кариотипу выявил сходство в структуре “вла-
димирско-нижегородского”, “нижегородского” и “воронежского” участков гибридной зоны. Наибольшая 
ширина клины показана для гена cytb, наименьшая – для SMCY11; клины по гену tp53 и хромосомная кли-
на занимают промежуточное положение по этому параметру. Кроме того, на этих трансектах обнаружено 
смещение на юг или на восток (в пределы ареала M. obscurus) центра клины cytb относительно центров трех 
остальных клин. Обнаруженная асимметричная интрогрессия митохондриального генома от M. arvalis к 
M. obscurus может быть объяснена формированием гибридной зоны в результате вселения M. obscurus в ареал 
M. arvalis. “Липецкая” трансекта отличается от трех вышеперечисленных трансект очень узкими клинами с 
практически совпадающими центрами, что связано с локализацией гибридной зоны на этом участке вдоль 
р. Воронеж. Полученные результаты позволяют предполагать, что структура изученной зоны гибридизации 
определяется преимущественно пространственным совпадением (или несовпадением) ее центра с локаль-
ными физико-географическими преградами. 

Ключевые слова: интрогрессивная гибридизация, митохондриальная ДНК, ядерные гены, хромосомные пе-
рестройки, грызуны, млекопитающие. 
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Гибридные зоны традиционно рассматри-
ваются как “природные лаборатории эволюци-
онных исследований” и своеобразные “окна в 
эволюционный процесс” [1]. На структуру гиб
ридной зоны, которая формируется при вторич-
ном контакте ранее изолированных видов (или 
внутривидовых форм), оказывают влияние мно-
жество факторов: генетические различия между 
контактирующими видами (или формами), это-
логические особенности (зависящие от генети-

ческих различий), а также абиотические факто-
ры (рельеф местности и климат). Для того, чтобы 
определить какие из вышеназванных факторов 
преимущественно влияют на формирование ка-
кой-либо гибридной зоны, необходимо иссле-
довать выборки на трансектах через несколько 
участков этой зоны, различающихся по природ-
ным условиям. 

Настоящая статья посвящена особенностям 
интрогрессии отдельных генетических маркеров 
через зону гибридизации между двумя близкими 
видами обыкновенных полевок Microtus arvalis 
sensu stricto (s. str.) и M. obscurus. Зона контакта 

____________________
§ Дополнительные материалы для этой статьи доступны по 
ссылке: doi 10.31857/S0016675824030046 для авторизован-
ных пользователей
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между M. arvalis и M. obscurus локализована на 
Европейской территории России: от Нижегород-
ской и Ивановской областей на севере до Воро-
нежской и Курской областей на юге [2–4] (рис. 1). 

Данная зона контакта и гибридизации 
сформировалась в послеледниковье: полевки 
M. arvalis восточной (Eastern) филогенетической 
линии предположительно расселялись из рефу-
гиума в Карпатах [5], а M. obscurus Евразийской 
(Eurasian) сублинии китайско-русской (Sino-
Russian) линии – из рефугиума на Алтае [6, 7]. 
В настоящий момент гибридная зона (ГЗ) между 
этими двумя формами обнаружена во Владимир-
ской области [8–10], Нижегородской, Курской и 
Липецкой областях [3, 4]. 

При одинаковом диплоидном числе хромо-
сом, 2n = 46, M. arvalis и M. obscurus различают-
ся по числу двуплечих и одноплечих аутосом: 
шесть пар мелких аутосом в кариотипе M. arvalis 
(NF = 84) представлены метацентриками, а в ка-
риотипе M. obscurus (NF = 72) – акроцентрика-
ми [11–13]. Выявлены различия между ними и 
по морфологии Y-хромосомы, представленной 
в кариотипе M. arvalis самым мелким акроцен-
триком, а в кариотипе M. obscurus – средним 
акроцентриком [14]. Наконец, в популяциях 
M.  obscurus встречается акроцентрическая ауто-
сома № 5, сформированная в результате инвер-
сии [14–16]. В популяциях M. arvalis пара аутосом 
№ 5 всегда представлена субтелоцентриками.

M. arvalis и M. obscurus различаются по мито-
хондриальному геному (3.1–4.6% нуклеотидных 
замен для гена цитохрома b (cytb)) [9, 17]. Разли-
чия между M. arvalis и M. obscurus также были вы-
явлены по ядерному гену tp53 [9, 18]. Еще одним 
диагностическим признаком этих видов являет-
ся единичная замена нуклеотида (SNP) в интро-
не 11 Y-сцепленного гена SMCY [10].

Для исследования структуры гибридной 
зоны между M. arvalis и M. obscurus на четырех ее 
участках был проведен анализ клинальной гене-
тической изменчивости по четырем маркерам: 
мтДНК, наследуемой по материнской линии (ген 
cytb); ядерной ДНК, не сцепленной с половыми 
хромосомами (ген tp53); ядерной ДНК, сцеплен-
ной с Y-хромосомой (ген SMCY) и наследуемой 
по отцовской линии; и кариотипам. Полевки 
были отловлены на четырех участках ГЗ: “ниже-
городском” (на северо-западе Нижегородской 
обл.), “владимирско-нижегородском” (на восто-
ке Владимирской и юго-западе Нижегородской 

обл.), “липецком” (на юге Липецкой обл.) и 
“воронежском” (на северо-западе Воронежской 
обл.). Данные по “владимирско-нижегородско-
му” участку ГЗ ранее были частично опублико-
ваны [10]. 

Ранее при изучении гибридных популяций 
во Владимирской области был выявлен дефи-
цит гетерозигот по гену tp53 [9], что позволяет 
предположить сниженную приспособленность 
гетерозигот по сравнению с гомозиготами. В на-
стоящем исследовании определена частота гете-
розигот по гену tp53 на четырех участках гибрид-
ной зоны, чтобы выяснить: отличается ли она от 
ожидаемой согласно уравнению Харди–Вайн-
берга. Также исследовались распространение и 
частота инверсии аутосомы № 5, специфичной 
для M. obscurus, которая ранее не была выявлена 
в зоне гибридизации этих видов [4].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала были использованы об-
разцы тканей полевок, отловленных на четырех 
участках ГЗ: на северо-западе Нижегородской 
области (13 пунктов, 474 экз.), на востоке Влади-
мирской области и юго-западе Нижегородской 
области (29 пунктов, 736 экз.), на юге Липецкой 
области (7 пунктов, 180 экз.) и на северо-запа-
де Воронежской области (11 пунктов, 314 экз.) 
(рис. 2,а–г). В Нижегородской и Владимирской 
областях полевок отлавливали на лугах и класте-
рах полей, разделенных лесными массивами, в 
Липецкой и Воронежской областях – в оврагах 
и на окраинах полей. “Владимирско-нижегород-
ская” трансекта пересекается р. Окой, а “липец-
кая” – р. Воронеж (рис. 2,б, в). 

Препараты митотических хромосом гото-
вили из клеток костного мозга по стандартной 
методике [19]. Препараты окрашивали раство-
ром Гимза (5%) в течение 12–14 мин. Митоти-
ческие метафазы просматривали под микроско-
пом Leica CTR 5000 и анализировали с помощью 
программы Leica Application Suite version 3.3.1. 

С помощью ПЦР-типирования фрагмен-
тов генов cytb и tp53 (без секвенирования) [9, 
10, 18] определяли видовую принадлежность 
зверьков, а также выявляли гетерозиготы по 
гену tp53 и особей с различными сочетания-
ми гаплотипов cytb и аллелей tp53. Для ампли-
фикации фрагмента гена cytb использовалась 
смесь трех прямых праймеров – cbMA842F 
(5'-GGGGTTTACTATGGCTCA-3'), cbMO604F 
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(5'-CCTTCCACTTTATTCTACCT-3'), cbMR469F 
(5'-CAGTCAAAGACTTCTTAGGG-3') и 
одного обратного праймера H15915-SP 
(5'-TTCATTACTGGTTTACAAGAC-3') [10, 
17, 18]. Длины получаемых фрагментов гена 
cytb составляли: 842 пн для M. arvalis, 604 пн 
для M. obscurus и 469 пн для вида-двойника 
M.  rossiaemeridionalis [10, 18]. Для амплифика-
ции фрагмента гена tp53 использовалась смесь 
двух прямых праймеров – tp53MAF (5'-CTCCG
ATGGTGATGGTGAGTACCCA-3') и tp53MOF 
(5'-CGACGGTGATGGTGAGTTCCCG-3') 
и одного обратного праймера tp53D 
(5'-CGGTTCATGCCCCCCATGC-3') [10, 18]. 
Длины получаемых фрагментов гена tp53 состав-
ляли 788 пн для M. arvalis и 1003 пн для M. obscurus 
[10, 18]. Для проведения ПЦР использовалась 
реакционная смесь, которая включала 2 мкл 
dNTP (2.5 мМ), 2 мкл реакционного 10× буфера, 
0.8 мкл MgCl2 (50 мМ), 0.3 мкл (5 пМ) каждого 
праймера, 0.2 мкл (5 U/мкл) Taq-полимеразы, 
12.4 мкл H2O и 2 мкл (30 нг/мкл) ДНК-матрицы. 
Были применены следующие параметры ампли-
фикации: 94°С – 3 мин, 35 циклов (94°С – 30 с, 
50°С для фрагмента cytb и 65°С для фрагмента 
tp53 – 30 с, 72°С – 1 мин), 72°C – 10 мин.

Секвенирование интрона 11 гена SMCY 
проводилось в центре коллективного поль-
зования “Геном” с помощью набора реакти-
вов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v 3.1 
с последующим анализом продуктов реак-
ции на автоматическом секвенаторе Applied 
Biosystems 3730 DNA Analyzer. Для секвениро-
вания использованы праймеры SMCY11m-F 
(5'-GGAATTGTAAGAACCTGATT-3') и 
SMCY11m-R  (5'-GGATTACTTAATACATACTT-3'). 
M. arvalis имеет в позиции 295 этого интро-
на цитозин (C), а M. obscurus – тимин (T) [10]. 
Все вновь полученные последовательности де-
понированы в GenBank с номерами доступа 
OR451804–OR451930 (дополн. табл.).

Положение пересекающих гибридную зону 
трансект определялось аппроксимирующей пря-
мой, рассчитанной с помощью линейной ре-
грессии методом наименьших квадратов, в сре-
де программирования R [20]. За относительные 
позиции отдельных мест отлова принимались 
их проекции на трансекту. Был проведен анализ 
географической изменчивости на трансектах по 
генам cytb, tp53, SMCY и кариотипу. Для каждо-
го из четырех данных признаков рассчитывалась 
его частота в каждой из точек отлова. Частоты ко-
лебались от 0 до 1, где 0 это “чистые” M. obscurus, 

а 1 – “чистые” M. arvalis. Для гена tp53, по ко-
торому были обнаружены гетерозиготные особи, 
суммировали количество родительских аллелей 
и полученную сумму делили на общее удвоенное 
число особей в выборке (2N). Для хромосом при-
меняли иные вычисления, так как количество 
их вариантов гораздо больше, чем для молеку-
лярных маркеров. M. arvalis и M. obscurus имеют 
одинаковое диплоидное число хромосом 2n = 46, 
но различаются числом мелких акроцентриче-
ских хромосом: у M. arvalis их 8, а у M. obscurus 
– 20. Особи гибридного происхождения имеют 
промежуточное количество акроцентриков, т.е. 
от 9 до 19. Исходя из того, что общее количество 
промежуточных вариантов составляет 11, мы 
рассчитали “гибридный коэффициент” равный 
1/11 (0.091). Учитывая то, что ранее мы приняли 
“чистых” M. arvalis за 1, а M. obscurus за 0, гибрид-
ные особи будут иметь промежуточные частоты: 
9 акроцентриков – 0.916; 10 – 0.833; 11  – 0.75, 
19 – 0.083. 

Для построения клин использован пакет 
HZAR [21], разработанный для среды R. Для 
каждого из анализируемых признаков при по-
мощи информационного критерия Акайка (AIC) 
определялась оптимальная модель (из 15 воз-
можных) с оценкой параметров ширины клины 
и положения ее центра; совпадение центров и 
соответствие ширины различных клин на от-
дельных трансектах оценивались с использо-
ванием теста отношения правдоподобий; дове-
рительные 95%-ные интервалы (2LL low-high) 
определялись для оптимальной модели каждого 
признака (cytb, tp53, SMCY11 и кариотипа).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На всех четырех участках ГЗ обнаружены 
особи с гаплотипами cytb и SMCY11, присущи-
ми M.  arvalis и M. obscurus, и с аллелями гена 
tp53 обоих видов (гомо- и гетерозиготы на трех 
участках и только гомозиготы на “воронежском” 
участке). Детальная информация по молекуляр-
но-генетическим и хромосомным маркерам ис-
следованных полевок представлена в дополни-
тельных материалах (дополн. табл.). 

На “нижегородском” участке гетерозиготы 
по гену tp53 наблюдались в пункте № 11 (частота 
составила 14.5%), на “владимирско-нижегород-
ском” участке – в пунктах № 12–18 и 20–23 (ча-
стота гетерозигот варьировала от 6.3 до 38.1%); 
на “липецком” – в пункте № 5 (частота 8.0%) 
(рис. 2,а–в; табл. 1). Если суммировать результа-
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ты по трем участкам ГЗ, учитывая ранее опубли-
кованные данные по участку ГЗ в окр. г. Ковров 
(Владимирская обл.) [9], то в шести из 14 выбо-
рок численность гетерозигот по гену tp53 была 
ниже ожидаемой согласно уравнению Харди–
Вайнберга (Hardy–Weinberg equilibrium, HWE), а 
в восьми не отличалась от ожидаемой согласно 
HWE (табл. 1). 

Совместное обитание полевок с гаплотипами 
SMCY11 M. arvalis и M. obscurus было обнаруже-
но: на “нижегородском” участке в пунктах № 6 
и 7, на “владимирско-нижегородском” в пунк
те № 13 и на “липецком” участке в пункте № 4 
(рис.  2,а–в; дополн. табл.). На “воронежском” 
участке совместного обитания особей с гапло-
типами SMCY11 M. arvalis и M. obscurus не было 
выявлено ни в одном пункте.

На всех участках ГЗ присутствовали особи 
с  кариотипами, идентичными кариотипам ис-
ходных видов: с 26 мелкими метацентриками и 8 
акроцентриками (“8А”) и 14 мелкими метацен-
триками и 20 акроцентриками (“20А”), а также с 
рекомбинантными кариотипами (дополн. табл.). 
На “нижегородском” участке встречались реком-
бинанты “9А”–“13А” (с преобладанием хромо-
сом arvalis) и “16А”, “18А” и “19А” (с преоблада-
нием хромосом obscurus). Три особи с кариотипом 
“14А”, идентичным кариотипу гибридов F1, были 
отмечены в пункте № 6 и одна особь – в пункте № 7 
(рис. 2,а; дополн. табл.). На “владимирско-ниже-
городском” участке присутствовали рекомбинан-
ты “9А”–“11А”, “15А”, “17А”–“19А”; кариотип 
“14А” был отмечен в пункте № 12 (рис. 2,б). На 
“липецком” участке был зарегистрирован один 
вариант рекомбинантного кариотипа: “10А”. На 
“воронежском” участке присутствовали реком-
бинанты “9А”, “13А” и “19А” (дополн. табл.). 
Характеристики всего одного экземпляра (№ 747, 
самка, “владимирско-нижегородская” трансекта, 
пункт № 12) из всех полевок, исследованных в на-
стоящей работе, соответствовали таковым, ожи-
даемым у гибрида F1: гетерозигота по гену tp53 и 
кариотип “14А”. Все четыре особи (один самец 
и три самки), пойманные на “нижегородском” 
участке ГЗ и имеющие кариотип “14А”, оказа-
лись гомозиготами “arvalis” по гену tp53 (tp53A) 
(дополн. табл.).

На “нижегородском” участке ГЗ инверсия 
аутосомы № 5 была выявлена в пункте №  13 
(рис. 2,а). Эта перестройка встречалась у семи осо-
бей (все с кариотипом “20А”): у трех особей с ге-
нотипом cytb obscurus–tp53 obscurus (cytbO˗tp53O), 

одной особи с генотипом cytb arvalis–tp53 obscurus 
(cytbA˗tp53O) и трех особей cytb obscurus–tp53 
arvalis (cytbO˗tp53A) (дополн. табл.). Частота ин-
версии составила 13.5% (табл. 2). На “владимир-
ско-нижегородском” участке инверсия аутосомы 
№ 5 присутствовала в пунктах № 16, 21–23, 25, и 
27–29 (рис. 2,б) у 11 полевок с кариотипом “20А” 
и одной полевки с “19А”. Семь особей с карио-
типом “20А”, несущих инверсию, характеризо-
вались генотипом cytbO˗tp53O, три особи – гено-
типом cytbА˗tp53O, и одна особь – cytbА˗tp53А/O; 
особь с кариотипом “19А” характеризовалась 
генотипом cytbА˗tp53O. Частота инверсии варьи-
ровала от 1.5 до 25.0% (табл. 2). На “липецком” 
участке инверсия аутосомы № 5 не была выявлена. 
На “воронежском” участке инверсия аутосомы 
№ 5 наблюдалась в пунктах № 6–10 (рис. 2,г) у 17 
животных с кариотипом “20А”: 15 особей с гено-
типом cytbO˗tp53O и двух с генотипом cytbA˗tp53O. 
Частота инверсии варьировала от 7.5 до 22.2% 
(табл. 2). Единственная гомозигота по инвер-
сии, выявленная в пункте № 8 на “воронежском” 
участке, характеризовалась кариотипом “20А” и 
генотипом cytbO˗tp53O (табл. 2; дополн. табл.). Во 
всех остальных выборках на трех участках ГЗ ин-
версия аутосомы № 5 была отмечена только в ге-
терозиготном состоянии. Численность гомозигот 
по субтелоцентрику и гетерозигот по инверсии ни 
в одной из 14 выборок на трех участках ГЗ не от-
личалась от ожидаемой согласно HWE (табл. 2). 

Анализ клинальной генетической измен-
чивости по cytb, tp53, SMCY11 и хромосомам 
на “нижегородской”, “владимирско-нижего-
родской” и “воронежской” трансектах (рис. 3, 
табл. 3) показал, что клина по cytb самая широ-
кая, клина по SMCY11 – самая узкая, а клина по 
tp53 занимает промежуточное положение между 
ними. Различия по ширине между клиной по 
cytb и клинами по tp53 и SMCY11 на трех выше-
названных трансектах достоверны (доверитель-
ные интервалы не перекрываются). Центр кли-
ны по cytb на “владимирско-нижегородской” и 
“воронежской” трансектах достоверно смещен 
относительно центров клин по tp53, SMCY11 и 
центра хромосомной клины в сторону ареала 
M. obscurus; на “нижегородской” трансекте сме-
щение центра клины по cytb относительно цен-
тров клины по SMCY11 и хромосомной клины 
достоверно, а относительно центра клины по 
tp53 недостоверно (табл. 3).

Клины по cytb, tp53, SMCY11 и кариотипам 
на “липецкой” трансекте очень узкие, разли-
чия между ними по ширине и по расположению 
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Таблица 1. Численность гетерозигот по гену tp53 на четырех участках ГЗ: наблюдаемая и ожидаемая в соответствии с 
уравнением Харди–Вайнберга

Трансекта Пункт Частота гетерозигот, % Генотип Наблюдаемая Ожидаемая
χ2      

(d.f. = 1)

“Нижегородская” 11 14.5
A/A 10 3.391

21.934**A/O 9 22.218
O/O 43 36.391

“Владимирско-
Нижегородская”

12 15.8
A/A 14 12.645

4.280 *A/O 3 5.711
O/O 2 0.645

13 33.3
A/A 2 1.361

0.803A/O 3 4.278
O/O 4 3.361

14 38.1
A/A 1 1.191

0.053A/O 8 7.619
O/O 12 12.191

15 37.5
A/A 2 1.563

0.259A/O 6 6.875
O/O 8 7.563

16 28.2
A/A 7 5.134

1.034A/O 40 43.732
O/O 95 93.134

17 7.7
A/A 1 0.173

5.049 *A/O 1 2.654
O/O 11 10.173

18 6.3
A/A 4 1.266

11.436 **A/O 1 6.469
O/O 11 8.266

20 31.3
A/A 0 0.391

0.549A/O 5 4.219
O/O 11 11.391

21 15.4
A/A 0 0.231

0.271A/O 6 5.539
O/O 33 33.231

22 9.7

A/A 3 0.653

11.538 **A/O 3 7.694

O/O 25 22.653

23 18.2
A/A 2 0.818

3.227A/O 2 4.364
O/O 7 5.818

“Липецкая” 5 8.0
A/A 0 0.040

0.043A/O 2 1.920
O/O 23 23.040

Владимирская обл., 
Ковровский р-н

[9]

A/A
25.5  **A/O 8 23

O/O

Примечание. [9] – ранее опубликованные данные (сведения о численности гомозигот tp53A/A, tp53O/O не представле-
ны); * – уровень значимости p < 0.05, ** – уровень значимости p < 0.001.
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их центров недостоверны (рис. 3, табл. 3). На 
всех четырех изученных участках ГЗ не выявле-
но какого-либо пространственного совпадения 
центра клин по молекулярно-генетическим и 
хромосомным маркерам с границами между раз-
личающимися местообитаниями (экотонами). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Генетические характеристики участков гибридной 
зоны: гетерозиготы по гену tp53 и инверсия  

аутосомы № 5

Четыре участка гибридной зоны различают-
ся между собой по распространению и частоте 
встречаемости гетерозигот по гену tp53: гетерози-
готы были выявлены в 11 пунктах на “владимир-
ско-нижегородском” участке, в одном пункте на 

“нижегородском” и “липецком” участках и от-
сутствовали на “воронежском” участке. Частота 
гетерозигот на “владимирско-нижегородском” 
участке значительно варьировала (табл. 1). Одно 
из возможных объяснений неодинакового рас-
пространения и различающейся частоты гетеро-
зигот по гену tp53 – дрейф генов в малых попу-
ляциях под влиянием случайных стохастических 
процессов. Но, поскольку в шести из 14 выборок 
на трех участках ГЗ численность гетерозигот по 
гену tp53 была ниже ожидаемой согласно HWE 
(табл. 1), можно предполагать, что приспособ
ленность гетерозигот по гену tp53 несколько 
ниже, чем приспособленность гомозигот. 

Инверсия аутосомы № 5, зарегистрированная 
на “нижегородском”, “владимирско-нижегород-

N Кострома

Тверь

Владимир

Москва

Иваново 1

2

3

4

Нижний Новгород

Йошкар-Ола

Чебоксары
Казань

Рязань

Тула

Липецк
Тамбов

Пенза

Ульяновск

Курск

Воронеж

Саратов

0 300 км

Рис. 1. Зона гибридизации между 46-хромосомными видами обыкновенной полевки (Microtus arvalis s. str. и 
M. obscurus) и рассматриваемые трансекты через эту зону. Сплошными изогнутыми линиями показано прослежен-
ное положение ГЗ, пунктиром показано предполагаемое положение ГЗ. Прямыми отрезками показаны трансекты: 
1 – “нижегородская”, 2 – “владимирско-нижегородская”, 3 – “липецкая” и 4 – “воронежская”.
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Рис. 2. Трансекты (показаны прямыми линиями) через гибридную зону между Microtus arvalis s. str. и M. obscurus: а – 
“нижегородская”, б – “владимирско-нижегородская”, в – “липецкая”, г – “воронежская”. Нумерация мест отлова 
соответствует таковой в дополнительных материалах. Высота рельефа показана градиентным цветом: черный – са-
мый низкий, светло-серый – самый высокий.
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ском” и “воронежском” участках ГЗ, отсутство-
вала на “липецком” участке. Не исключено, что 
на “липецком” участке она не была выявлена из-
за меньшего размера выборки (26 кариотипов) 
по сравнению с тремя остальными участками ГЗ 
(“нижегородский” – 105 кариотипов, “владимир-
ско-нижегородский” – 347 кариотипов и “во-
ронежский” – 110 кариотипов) (дополн. табл.). 
Численность гомозигот по субтелоцентрическому 
варианту аутосомы № 5 и гетерозигот по инвер-
сии соответствовала ожидаемой согласно HWE 
на всех трех вышеназванных участках. Следова-
тельно, приспособленность гетерозигот, вероят-
но, не ниже, чем приспособленность гомозигот 
по субтелоцентрическому варианту аутосомы № 
5. При этом гомозигота по инверсии была обна-
ружена лишь в одной из 14 выборок: в пункте № 
8 на “воронежском” участке. Допустимо предпо-
ложить, что приспособленность гомозигот по ин-

версии ниже, чем приспособленность гетерозигот 
и гомозигот по субтелоцентрическому варианту 
аутосомы № 5. Одно из следствий из закона Хар-
ди–Вайнберга состоит в том, что редкие аллели 
присутствуют в популяции преимущественно в 
гетерозиготном, а не в гомозиготном состоянии. 
При очень низкой частоте аллеля действие есте-
ственного отбора значительно замедляется, так 
как редкий аллель сохраняется в гетерозиготном 
состоянии [22]. 

На “нижегородском”, “владимирско-ниже-
городском” и “воронежском” участках инвер-
сия была отмечена только у особей с кариотипом 
“20А” (в единственном случае – с кариотипом 
“19А”) и преимущественно с генотипом cytbО-
tp53O, хотя обнаруживалась также у особей с ге-
нотипом cytbA-tp53O, cytbО-tp53А и cytbA-tp53A/O. 
Распространение данной инверсии на трех участ-

Таблица 2. Численность гетерозигот по инверсии аутосомы № 5: наблюдаемая и ожидаемая согласно уравнению Хар-
ди–Вайнберга 

Трансекта Пункт Частота инверсии, % Генотип Наблюдаемая Ожидаемая χ2   (d.f. = 1)

“Нижегородская” 13 13.5
ST/ST 19 19.471

0.629ST/A 7 6.058
A/A 0 0.471

“Владимирско-
Нижегородская”

16 1.5
ST/ST 65 65.015

0.015ST/A 2 1.970
A/A 0 0.015

21 4.8
ST/ST 19 19.048

0.053ST/A 2 1.905
A/A 0 0.048

22 3.8
ST/ST 12 12.019

0.021ST/A 1 0.962
A/A 0 0.019

23 16.7
ST/ST 2 2.083

0.12ST/A 1 0.833
A/A 0 0.083

25 25.0
ST/ST 1 1.125

0.222ST/A 1 0.750
A/A 0 0.125

27 2.2
ST/ST 22 22.011

0.012ST/A 1 0.978
А/А 0 0.011

28 2.9
ST/ST 33 33.029

0.030ST/A 2 1.943
А/А 0 0.029

29 14.3
ST/ST 5 5.143

0.194ST/A 2 1.714
А/А 0 0.143
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Трансекта Пункт Частота инверсии, % Генотип Наблюдаемая Ожидаемая χ2   (d.f. = 1)

“Воронежская”

6 16.6

ST/ST 8 8.333

0.480ST/A 4 3.333

A/A 0 0.333

7 11.5

ST/ST 10 10.173

0.221ST/A 3 2.654

A/A 0 0.173

8 22.2

ST/ST 6 5.444

1.148ST/A 2 3.111

A/A 1 0.444

9 12.5

ST/ST 12 12.250

0.327ST/A 4 3.500

A/A 0 0.250

10 7.5

ST/ST 17 17.113

0.132ST/A 3 2.775

A/A 0 0.113

Примечание. ST/ST – гомозиготы по субтелоцентрическому варианту аутосомы № 5; ST/A – гетерозиготы по инверсии 
аутосомы № 5; A/A – гомозиготы по инверсии.

Продолжение таблицы 2

Таблица 3. Оптимальные модели, полученные для отдельных генетических маркеров и “гибридного” хромосомного ин-
декса, по четырем трансектам через зону гибридизации между Microtus arvalis s. str. и M. obscurus 

Маркер Оптимальная модель 
(масштабирование, “хвосты”)

Центр клины  
(2LL low-high) Ширина клины (2LL low-high)

“Нижегородская” трансекта
cytb фиксированное, нет 26.06 (23.99–28.19) 24.5 (19.37–31.15)
tp53 фиксированное, нет 25.07 (23.62–26.6) 13.17 (9.64–17.84)

SMCY11  нет, нет 20.84 (18.64–22.00) 0.9 (0.06–10.75)
Хромосомы  нет, нет 20.05 (15.72–23.44) 19.9 (13.13–31.72)

“Владимирско-Нижегородская” трансекта
cytb нет, нет 84.31 (81.46–86.86) 45.87 (37.84–55.74)
tp53 нет, правый 72.35 (70.34–76.94) 15.17 (9.43–29.72)

SMCY11 нет, нет 72.91 (69.06–75.42) 0.49 (0.10–14.65)
Хромосомы нет, нет 72.23 (68.11–75.68) 19.81 (14.52–27.25)

“Липецкая” трансекта
cytb  нет, левый 17.65 (17.24–18.69) 0.37 (0.11–1.56)
tp53  нет, нет 18.76 (17.74–18.87) 0.36 (0.01–2.14)

SMCY11  нет, нет 17.0 (15.8–18.44) 0.33 (0.008–6.16)
Хромосомы  нет, левый 17.86 (17.48–17.86) 0.61 (0.53–1.94)

“Воронежская” трансекта
cytb  нет, нет 27.72 (24.34–31.08) 45.13 (35.76–58.74)
tp53  нет, нет 21.47 (19.91–23.00) 7.97 (5.83–10.83)

SMCY11  нет, нет 19.93 (17.07–23.03) 1.27 (0.52–15.31)
Хромосомы  свободное, нет 19.83 (16.32–22.42) 1.85 (0.14–11.87)

Примечание. Полученные оценки положения центра (от начала трансекты, в км) и ширины клины (в км) даны с двумя 
доверительными 95%-ными интервалами (2LL low-high).
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ках ГЗ ограничивается только отрезками ГЗ, где 
преобладают генотипы и кариотипы M. obscurus. 

По-видимому, инверсия аутосомы № 5 несо-
вместима с некими генными комплексами, прису-
щими M. arvalis. Аналогичная ситуация была отме-
чена в ГЗ между двумя подвидами домовых мышей 
Mus m. musculus и M. m. domesticus, где популяция 
второго подвида характеризуется множественны-
ми хромосомными перестройками [23, 24]. Интро-
грессия определенных хромосомных перестроек от 

M. m. domesticus к M. m. musculus не была обнару-
жена. Анализ генов, сцепленных с определенны-
ми Rb-транслокациями, обнаружил несовмести-
мость некоторых перицентрических районов M. m. 
domesticus с генами M. m. musculus [24]. 

Анализ клинальной генетической изменчивости: 
факторы, влияющие на структуру гибридной зоны

При сравнении четырех трансект, заметно 
сходство между “нижегородским”, “владимир-
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Рис. 3. Клины четырех генетических признаков, диагностических для Microtus arvalis s. str. и M. obscurus, выявленные 
на четырех рассматриваемых трансектах через зону гибридизации между этими видами. Различными оттенками 
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M. arvalis s. str., OBS – M. obscurus.  
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ско-нижегородским” и “воронежским” участка-
ми ГЗ: клина по cytb является самой широкой из 
четырех клин, клина по SMCY11 оказалась самой 
узкой, а клина по гену tp53 занимает промежу-
точное положение между ними (рис. 3, табл. 3). 
Этот результат достаточно ожидаем, поскольку 
Р. Пети и Л. Экскофье [25] показали, что у ви-
дов, среди которых расселяющиеся особи пред-
ставлены гетерогаметным полом (самцы в случае 
большинства млекопитающих), наиболее выра-
женный характер имеет интрогрессия маркеров, 
связанных с противоположным полом (мтДНК 
в случае млекопитающих). При изучении про-
странственной генетической структуры попу-
ляции M. arvalis с использованием микросател-
литных локусов было обнаружено, что у данного 
вида активно расселяются самцы [26]. 

Узкая клина Y-сцепленных генов отмечена и в 
других ГЗ млекопитающих, например в ГЗ меж-
ду европейскими филогенетическими линиями 
M. arvalis [27] и подвидами домовой мыши Mus 
m. musculus и M. m. domesticus [28]. Ограничение 
интрогрессии Y-сцепленных генов может быть 
обусловлено тем, что в соответствии с правилом 
Холдейна [29] приспособленность особей гете-
рогаметного пола при гибридизации снижается 
значительнее, чем особей гомогаметного пола. 

На трех вышеупомянутых трансектах выявле-
но существенное смещение на восток, юго-восток 
или на юг (в сторону ареала M. obscurus) центра 
клины по cytb относительно центров остальных 
клин (рис. 2,а–г; рис. 3, табл. 3). Это смещение до-
стоверно, т.е. доверительный интервал клины по 
cytb не перекрывается с интервалами других мар-
керов (единственное исключение – клина по tp53 
“нижегородской” трансекты) (табл. 3). Подобный 
феномен находится в полном соответствии с ре-
зультатами симуляционного моделирования [30, 
31], полевых экспериментов [32] и исследований 
реальных природных ситуаций [33–36], согласно 
которым при вселении одного вида в ареал дру-
гого направление интрогрессии мтДНК противо-
положно направлению расселения. При исследо-
вании поведения самцов M. arvalis и M. obscurus в 
тесте “перегородка” и “открытое поле” было об-
наружено, что самцы M. obscurus более активны в 
освоении новой территории, чем самцы M. arvalis 
[37, 38]. Поэтому весьма вероятно, что исследу-
емая ГЗ сформировалась в результате вселения 
M. obscurus в ареал M. arvalis. 

“Липецкая” трансекта отличается от трех вы-
шеупомянутых трансект очень узкими клинами 

по всем исследованным маркерам и совпадени-
ем их центров (рис. 3,в; табл. 3). Подобные ха-
рактеристики явно обусловлены локализацией 
ГЗ на юге Липецкой области вдоль р. Воронеж: 
центры клин на данном участке совпадают с 
поймой реки. Даже такие большие реки, как 
Волга, преодолимы для M. arvalis и M. obscurus 
[2]. Водная преграда, р. Ока (рис. 2,б), присут-
ствует и на территории, на которой находит-
ся “владимирско-нижегородский” участок ГЗ. 
Гибридная зона локализована здесь на левом бе-
регу, а на правом обнаружены только популяции 
M. obscurus (генетические маркеры M. arvalis от-
сутствуют). Этот факт позволяет предположить, 
что на “владимирско-нижегородском” участке 
р. Ока ограничивает распространение генетиче-
ских маркеров (гаплотипов cytb) M. arvalis. Од-
нако водная преграда не оказывает заметного 
влияния на структуру ГЗ на данном участке, хотя 
р. Ока здесь значительно шире (500 м), чем р. Во-
ронеж на “липецком” участке (50 м). Вероятно, 
это связано с тем, что на “владимирско-нижего-
родском” участке центр ГЗ локализован в 43 км 
от р. Ока (рис. 2,б). Столь значительное рассто-
яние обусловливает возможное влияние данной 
водной преграды лишь на элиминацию наиболее 
восточной части потенциальной клины по cytb, 
что приводит к незначительному уменьшению 
ширины ГЗ на этом участке. Таким образом, раз-
личия в структуре изученных участков ГЗ между 
Microtus arvalis s. str. и M. obscurus определяются 
преимущественно пространственным совпаде-
нием (или несовпадением) центра ГЗ с локаль-
ными физическими преградами, что отчетливо 
видно на примере ее “липецкого” участка.

 В качестве одного из факторов, влияющих на 
структуру ГЗ, традиционно рассматривается ее 
возраст. На “липецком” и “воронежском” участ-
ках (в лесостепной зоне) M. arvalis и M. obscurus 
могли вступить в контакт раньше, чем на “ни-
жегородском” и “владимирско-нижегородском” 
участках (в лесной зоне), где формирование от-
крытых биотопов было связано исключительно 
со сведением лесов человеком. Однако предпо-
ложение о влиянии возраста отдельных участков 
ГЗ между M. arvalis и M. obscurus на их структуру 
находится в противоречии с резким отличием 
ширины и взаимного положения клин по от-
дельным признакам, выявленным на “липец-
кой” трансекте, от таковых на трех остальных 
трансектах. 

Отсутствие связи локализации изученных 
участков ГЗ с границами между различающи-
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мися местообитаниями, общее пространствен-
ное совпадение выявленных клин по отдельным 
признакам на каждой трансекте, а также край-
няя редкость гибридов F1 позволяют отнести ее 
к категории “зон напряжения” (“tension zones”), 
которым свойственна стабилизация вдоль фи-
зико-географических преград [39]. Пока сложно 
ответить на вопрос о том, связана ли локализа-
ция ГЗ на “липецком” участке вдоль р. Воронеж 
с формированием здесь исходной зоны контак-
та между Microtus arvalis s. str. и M. obscurus, или 
же с ее прошлой пространственной динамикой 
и последующей стабилизацией вдоль данной 
преграды. Рассмотренная нами протяженная ГЗ 
между Microtus arvalis s. str. и M. obscurus является 
подходящей моделью для дальнейшего изучения 
(в том числе и с использованием геномных мето-
дов) влияния множества разнообразных факто-
ров на ее структуру.

Авторы выражают благодарность Т.А. Миро-
новой, А.В. Щеголькову, П.Г. Власенко, Н.А. Ил-
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STRUCTURE OF THE HYBRID ZONE BETWEEN ALLIED SPECIES OF THE 
COMMON VOLE, Microtus arvalis AND M. obscurus: INFLUENCE OF GENETIC 

FACTORS AND LANDSCAPE-GEOGRAPHIC CONDITIONS

L. A. Lavrenchenkoa, *, A. R. Gromova, A. A. Martynova, D. S. Kostina, 

V. A. Komarovaa, D. M. Krivonogovb, E. V. Cherepanovaa

aSevertsov Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
bLobachevsky State University of Nizhny Novgorod (Arzamas Branch), Arzamas, 607220 Russia

*e-mail: llavrenchenko@gmail.com

Patterns of introgression of several genetic markers across the hybrid zone between allied species of the common vole 
Microtus arvalis s. str. и M. obscurus were studied in four its sections: in northwest Nizhny Novgorod region, east 
Vladimir and southwest of Nizhny Novgorod regions, south Lipetsk region, and northwest Voronezh region. Analysis of 
the clinal variability for three molecular-genetic markers (cytb, tp53, SMCY11) and for karyotypes showed a structural 
similarity between the “Vladimir – Nizhny Novgorod”, “Nizhny Novgorod”, and “Voronezh” sections. The maximal 
width was shown for the cytb cline, the minimal width – for the SMCY11 cline; the tp53 cline and chromosomal cline 
occupy intermediate position for this parameter. Furthermore, in these transects the centre of the cline for the cytb is 
shifted southeastward (into the distribution range of M. obscurus) from the centres of three other clines. The revealed 
asymmetric introgression of mitochondrial genome from M. arvalis to M. obscurus may be explained by the fact that 
the hybrid zone was formed as a result of invasion of M. obscurus into the range of M. arvalis. The “Lipetsk” transect 
differs from three above-mentioned transects by very narrow clines with nearly coinciding centres. Such characteristics 
of the “Lipetsk” transect are obviously caused by localization of the hybrid zone in this section along river Voronezh. 
The obtained results led us to suppose that the structure of the studied hybrid zone is determined mainly by coinciding 
(or non-coinciding) of its centre with local physical barriers.

Keywords: introgressive hybridization, mitochondrial DNA, nuclear genes, chromosomal rearrangements, rodents, 
mammals.
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В ходе исследований с использованием молекулярно-биологических методов генотипировано по локусам 
BM1818, BM1824, BM2113, ETH10, ETH225, ETH3, INRA023, SPS115, TGLA126, TGLA122, TGLA227, TGLA53, 
CSN2(rs43703011) и CSN3(rs43703016) 3000 образцов крови коров айрширской, голштинской и джерсейской 
пород из стад Краснодарского и Ставропольского краев. В среднем частота встречаемости гомозиготных 
генотипов по 12 микросателлитным локусам у джерсейского скота составила 0.38, у голштинского и айр-
ширского – 0.30 и 0.27соответственно; наиболее высокое аллельное разнообразие выявлено у голштинского 
скота (9.0 ± 1.7 аллелей на локус). Следует отметить значительные отличия генетического профиля айршир-
ского скота. Для айрширских животных типичными (но малораспространенными у скота джерсейской и 
голштинской пород) оказались аллельные варианты: 270 локуса ВМ1818, 137 локуса ВМ2113, 213 локуса 
ETH10, 119 локуса ETH3, 142 локуса ETH225, 87 локуса TGLA227, 166 локуса TGLA53. В изученной субпопу-
ляции джерсейского скота частота встречаемости генотипа А2А2 локуса CSN2(rs43703011) (бета-казеина) со-
ставила 0.68, а в группах айрширского и голштинского лишь 0.25 и 0.31 соответственно. Генотип ВВ локуса 
CSN3(rs43703016) (каппа-казеина) встречался в джерсейской группе животных с частотой 0.76, а у айрширов 
и голштинов – 0.04 и 0.15 соответственно. Генотипированные группы джерсейских, айрширских и голштин-
ских животных значительны по объему; предполагаем, что выявленные закономерности характерны для 
скота указанных пород на юге России. Считаем, что полученные данные в дальнейшем можно использовать 
в практической работе по отнесению тех или иных групп скота к типичным голштинским, айрширским или 
джерсейским и при создании стад – продуцентов молока определенного типа (например молока типа А2).

Ключевые слова: голштинский, айрширский, джерсейский скот, микросателлитные локусы, CSN2, CSN3.

DOI: 10.31857/S0016675824030055  EDN: DPECEM

Микросателли́ты – участки ДНК, состоящие 
из тандемно повторяющихся мономеров. Гено-
типирование по микросателлитным локусам ис-
пользуется в генетических исследованиях и для 
подтверждения происхождения животных, так 
STR-маркеры BM1818, BM1824, BM2113, ETH10, 
ETH225, ETH3, INRA023, SPS115, TGLA126, 
TGLA122, TGLA227, TGLA53 рекомендованы для 
этой цели ISAG (International Society for Animal 
Genetics)[1–5].

Из описанных в литературных источниках 
генетических вариантов каппа-казеина крупно-
го рогатого скота наиболее распространенными 

являются аллели А и В (rs43703016). Установле-
но, что аллель А в большинстве исследованных 
групп встречается значительно чаще аллеля В 
[6, 7]. Установлено, что молочные системы, по-
лученные из молока  животных CSN3BB, имеют 
самую короткую продолжительность коагуля-
ции, лучшие значения прочности сгустка и по-
вышенный выход по сравнению с молоком от 
коров CSN3 AA [8]. 

Для гена β-казеина (CSN2) описано 13 поли-
морфных вариантов. В зависимости от кодона, 
кодирующего аминокислоту в позиции 67β-ка-
зеина (гистидин или пролин), животные произ-

mailto:NVK1972@yandex.ru
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B5%D0%B7%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D1%80%D0%B8%D0%B1%D0%BE%D0%BD%D1%83%D0%BA%D0%BB%D0%B5%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%B2%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%8F%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B5%D1%81%D1%8F_%D0%BF%D0%BE%D1%81%D0%BB%D0%B5%D0%B4%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%82%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%B8_%D0%94%D0%9D%D0%9A


50

ГЕНЕТИКА          том 60         № 3          2024

КОВАЛЮК и др.

водят молоко двух типов: А1 и А2 и имеют гено-
типы А1А1, А1А2, А2А2[9]. 

Исследования, проведенные в ряде стран, по-
казали, что существует связь между потреблени-
ем β-казеина типа А1 (rs43703011) и различными 
заболеваниями. При расщеплении ферментами 
ЖКТ молока, содержащего фракцию ß-казеина 
А1, образуется пептид ß-казоформин 7 (BCM-7) 
в значительно большем количестве, чем при со-
ответствующем расщеплении молока, содержа-
щего фракцию ß-казеина А2 (полученного от ко-
ров с генотипом А2А2).

Вероятно, опиоидный пептид BCM-7 имеет 
более высокое сродство, по сравнению с иными 
метаболитами, к ряду рецепторов мозговой ткани, 
иммунных клеток и клеток кишечника и запуска-
ет реакции воспаления, особенно у детей и людей 
с нарушениями функции пищеварения [9,10]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В ходе исследований с использованием молеку-
лярно-биологических методов проанализировано 
3000 образцов крови коров айрширской породы (n 
= 1000) (АО “Агрокомплекс Павловский” Павлов-
ского района, ООО “ПЗ “Дружба” Калининского 
района, ПАО “ПЗ им. В.И. Чапаева” Динского 
района Краснодарского края); голштинской по-
роды (n = 1000) (АО “Родина” Каневского района, 
ОАО Агрофирма племзавод “Победа” Каневского 
района, АО “Рассвет” Усть-Лабинского района 
Краснодарского края) и джерсейской породы (n 
= 1000) (ООО “Агроальянс Инвест” Александров-
ского района Ставропольского края). Анализиро-
вались животные с подтвержденным по матери и 
отцу происхождением.

ДНК выделяли из цельной крови с антикоа-
гулянтом (ЭДТА) при помощи ПЦР-совмести-
мого реагента для проведения быстрого лизиса 
CorDIS Sprint. ПЦР проводили с использовани-
ем набора CorDIS Cattle (ООО “Гордиз”, Рос-
сия). Продукты амплификации анализирова-
ли с применением генетического анализатора 
Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer. 
Учитывались следующие STR-маркеры: 
BM1818, BM1824, BM2113, ETH10, ETH225, 
ETH3, INRA023, SPS115, TGLA126, TGLA122, 
TGLA227, TGLA53.

Для амплификации участка локуса CSN2 ис-
пользовали разработанные нами праймеры сле-
дующей последовательности [11]:

BK1 5'-AGG GAT GTT TTG TGG GAG GCT 
CTT-3';

BK2 5'-ATA AAA TCC ACC CCT TTG CCC 
AGA-3'.

и наборы реагентов Gene Pak PCR Core (ООО 
Лаборатория “Изоген”, г. Москва). Фрагменты, 
амплифицированные с участка гена ß-казеина 
(температура отжига 63 ̊С), расщеплялись эндо-
нуклеазой BstDEI (№ Е227, НПО “СибЭнзим”) в 
случае наличия аллеля А2 на два фрагмента: 64 и 
22 пн Фрагмент, амплифицированный с аллеля 
А1, сайта рестрикции не имел (размер его состав-
лял 86 пн). Результаты рестрикции оценивали в 
2.5%-ном агарозном геле.

Для амплификации участка локуса CSN3 ис-
пользовали следующие праймеры [12]:

KKAZ 1 5'-TGT GCT GAG TAG GTA TCC TAG 
TTA TGG-3';

KKAZ 2 5'-GCG TTG TCT TCT TTG ATG TCT 
CCT TAG-3'

Условия амплификации: 94°С — 3.5 мин; 
94°С — 30 с, 62°С — 30 с, 72°С — 30 с — 32 цикла; 
72°С — 3 мин. В результате фрагменты, которые 
амплифицировались с участка гена каппа-казе-
ина варианта А, расщеплялись эндонуклеазой 
HinfI (№ Е076, НПО “СибЭнзим”) на три фраг-
мента: 326, 100 и 27 пн. Фрагмент, амплифициро-
ванный с аллеля В, расщеплялся на 2 фрагмента: 
426 и 27 пн. Результаты рестрикции оценивали в 
2.0%-ном агарозном геле.

Фактические частоты встречаемости отдель-
ных генотипов определяли путем соотношения 
количества особей носителей генотипа к общему 
количеству особей в анализируемой группе.

Для подсчета частот аллелей использовали 
формулу 

P = (2N1+N2)/2n,
где N1 – число гомозигот по исследуемому ал-
лелю, а N2 – число гетерозигот, n – объем вы-
борки. 

Наблюдаемую и ожидаемую гетерозигот-
ность, индекс фиксации Райта рассчитывали 
следующим образом:

Hо = hj/n,

где Hо – наблюдаемая гетерозиготность по одно-
му локусу, hj – количество гетерозиготных гено-
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типов в локусе, n – общее количество генотипов 
в локусе; 

He = 1 – ∑рi
2,

где He – ожидаемая гетерозиготность по одному 
локусу, pi – частота встречаемости i-го аллеля; 

FIS = (Не – Ho)/He,
где FIS – индекс фиксации Райта, He – ожидае-
мая гетерозиготность, Ho – наблюдаемая гетеро-
зиготность. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ частоты встречаемости гомозиготных 
вариантов микросателлитных локусов (BM1818, 
BM1824, BM2113, ETH10, ETH225, ETH3, 
INRA023, SPS115, TGLA126, TGLA122, TGLA227, 
TGLA53) в выборках животных айрширской, 
джерсейской и голштинской пород показал, что 
количество гомозиготных генотипов оказалось 
в целом выше у особей джерсейской породы. 
В среднем частота встречаемости гомозиготных 
генотипов по 12 локусам у джерсейского скота 
составила 0.38, у голштинского и айрширско-
го — 0.30 и 0.27 соответственно (табл. 1). 

У представителей всех трех пород отмечен до-
статочно высокий процент встречаемости гомо-
зиготных по локусу TGLA126 животных. Однако 
у голштинов и джерсеев такие животные несли 
преимущественно генотип 117*117, а гомозигот-
ные по TGLA126 айрширы – 115*115.

Установить связь между индивидуумами от-
дельной субпопуляции и субпопуляцией в целом 
позволяет индекс фиксации Райта (FIS). Он ко-
личественно отражает отклонение частот встре-
чаемости гетерозиготных генотипов от теоре-
тически ожидаемой по Харди–Вайнбергу доли 
гетерозигот при случайном спаривании внутри 
популяции и может рассматриваться в качестве 
одного из критериев инбредности популяции. 
При этом положительное значение FIS означает 
нехватку гетерозигот в данной популяции, в то 
время как отрицательное значение указывает на 
их избыток.

В исследуемой выборке джерсейского скота, 
несмотря на более высокий уровень гомозигот-
ности, в среднем наблюдался минимальный из-
лишек гетерозигот (FIS = –0.03), в выборке айр-
ширского – минимальный недостаток (FIS = 0.01) 
(табл. 1). 

Наиболее высокое аллельное разнообразие 
оказалось у голштинского скота. Так, среднее 

количество аллелей на локус у джерсеев состави-
ло 5.8 ± 0.8, у айрширов – 7.8 ± 0.9, а у голшти-
нов — 9.0 ± 1.7 (табл. 2). 

Однако число информативных аллелей (т.е. 
встречающихся с частотой от 5% и выше) ока-
залось схоже в выборках джерсейского и голш
тинского скота (3.8 и 3.9 соответственно) и было 
значительно выше в выборке айрширского ско-
та и составило 6.5 ± 0.7 аллелей на локус. На 
наш взгляд объяснить этот факт можно тем, что 
группы голштинского и джерсейского скота в 
представленных хозяйствах были сформированы 
преимущественно завезенными из-за рубежа чи-
стопородными голштинскими или джерсейскими 
животными, а группа айрширских – путем погло-
тительного скрещивания (улучшаемая порода – 
красная степная, а улучшающая – айрширская).

Таблица 1. Структура субпопуляций крупного рогатого 
скота джерсейской, айрширской и голштинской пород 
по гомо- и гетерозиготности микросателлитных локусов
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Частота встречаемости локусов у живот-
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(n = 1000)
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BM1818 0.74 0.26 0.81 0.19 0.63 0.37
BM1824 0.55 0.45 0.74 0.26 0.76 0.24
BM2113 0.34 0.66 0.88 0.12 0.74 0.26
ETH10 0.70 0.30 0.83 0.17 0.78 0.22
ETH225 0.67 0.33 0.83 0.17 0.67 0.33
ETH3 0.51 0.49 0.79 0.21 0.67 0.33
INRA023 0.73 0.27 0.68 0.32 0.66 0.34
SPS115 0.56 0.44 0.42 0.58 0.60 0.40
TGLA126 0.55 0.45 0.57 0.43 0.53 0.47
TGLA122 0.70 0.30 0.80 0.20 0.78 0.22
TGLA227 0.75 0.25 0.58 0.42 0.77 0.23
TGLA53 0.69 0.31 0.78 0.22 0.86 0.14

В среднем по 
12 локусам 

0.62 
± 

0.07

0.38 ± 
0.07

0.73 
± 

0.07

0.27 ± 
0.08

0.70 
± 

0.05

0.30 ± 
0.05

Ho (наблюда-
емая гетеро-
зиготность)

0.62 0.73 0.70

He (ожидае-
мая гетерози-
готность)

0.60 0.74 0.70

FIS –0.03 0.01 0.00
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Аллельные варианты исследуемых локусов и 
их встречаемость в группах джерсейского, айр
ширского и голштинского скота представле-
ны для наглядности в виде диаграмм (рис. 1) и 
в табл.  3. Абсолютные значения встречаемости 
каждого из аллельных вариантов отражены на 
оси Y. 

У голштинских животных выявлены ал-
лельные варианты, которые не встречались у 
джерсейского и айрширского скота: для локу-
са ETH3 – 129 (0.30), для локуса INRA023 – 202 
(0.18), для TGLA 227 – 99 (0.09, для TGLA53 – 176 
(0.08), 184 (0.08) и 186 (0.10).

Установлено, что уникальными для представ-
ленной выборки джерсейской породы является 
аллель 101 локуса TGLA227 с частотой встреча-
емости 0.06, аллель 261 локуса SPS115 (частота 
встречаемости 0.05) и аллель 198 локуса INRA023 
(0.21).

Уникальными для айрширских животных яв-
ляются аллели 184 локуса BM1824 (0.05) и 178 
локуса TGLA53 (распространен с частотой 0.08).

С самой высокой частотой в группе особей 
джерсейской породы встретился аллель 135 
локуса ВМ2113 (частота встречаемости 0.81), 
у айрширских животных – аллель 115 локу-
са TGLA126  – с частотой 0.58; у животных гол-
штинской породы – аллель 117 локуса TGLA126 
(частота встречаемости 0.64).

Типичными для голштинского скота и мало-
распространенными (либо не встречающимися) 
у представителей айрширской и джерсейской 
пород являются аллели 129 локуса ETH3, 176, 
184, 186 локуса TGLA53.

Типичным для джерсейского скота оказался 
аллель 198 локуса INRA023.

Следует отметить значительные отличия ми-
кросателлитного профиля айрширского скота. 
Для айрширских животных типичными (но ма-
лораспространенными у джерсеев и голштинов) 
оказались аллели 270 локуса ВМ1818, 137 локуса 
ВМ2113, 213 локуса ETH10, 119 локуса ETH3, 142 
локуса ETH225,87 локуса TGLA227, 166 локу-
саTGLA53. Интересно, что айрширская порода 
значительно отличается по частотам встречаемо-
сти аллельных вариантов и других полиморфных 
локусов [13,14]. 

Полученные закономерности по частотам 
встречаемости и видовому разнообразию алле-
лей у голштинского скота нашей выборки сход-
ны с таковыми у голштинизированного крупно-
го рогатого скота Урала [15].

Как нам представляются практические воз-
можности использования полученных данных? 
Например, ряд айрширских стад в нашем крае 
голштинизируется. Считается, что пятое поко-
ление, полученное от чистопородных голштин-
ских быков, – это чистопородные голштинские 

Таблица 2. Характеристика аллелофонда по 12 микросателлитным локусам у животных джерсейской, айрширской и 
голштинской пород

Микросателлитные локусы
Джерсейская  

(n = 1000)
Айрширская 

(n = 1000)
Голштинская  

(n = 1000)
Na Na > 5% Na Na > 5% Na Na > 5%

BM1818 6 5 7 6 7 3
BM1824 5 3 6 5 5 4
BM2113 6 3 6 6 8 4
ETH10 6 4 8 6 8 4
ETH225 5 4 7 7 7 4
ETH3 4 2 7 6 8 4
INRA023 7 3 9 7 12 4
SPS115 6 4 6 6 7 3
TGLA126 4 4 7 5 7 2
TGLA122 7 4 11 7 14 4
TGLA227 9 5 9 9 11 4
TGLA53 5 4 10 8 14 7
Число аллелей на локус в среднем 5.8±0.8 3.8±0.5 7.8±0.9 6.5±0.7 9.0±1.7 3.9±0.7

Примечание. Na – число аллелей на локус; Na > 5% – число информативных аллелей.

КОВАЛЮК и др.
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Рис. 1. Аллельные варианты микросателлитных локусов (ось Х) и их количество (ось Y) в выборках крупного рога-
того скота
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Рис. 1. (Окончание.) Аллельные варианты микросателлитных локусов (ось Х) и их количество (ось Y) в выборках 
крупного рогатого скота
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Таблица 3. Частота встречаемости аллелей микросателлитных локусов в субпопуляциях айрширского, голштинского 
и джерсейского скота

СТРУКТУРА СУБПОПУЛЯЦИЙ

Локус Аллельный 
вариант

Джерсей-
ский

Айршир-
ский

Голштин-
ский

BM1818 258 0.23 0.01 –
260 0.14 0.01 –
262 0.07 0.07 0.41
264 0.12 0.00 0.10
266 0.45 0.36 0.45
268 – 0.08 0.02
270 0.00 0.47 0.02

BM1824 178 0.00 0.43 0.28
180 0.43 0.22 0.26
182 0.01 0.22 0.15
184 – 0.05 –
188 0.55 0.08 0.31
190 0.00 0.00 0.01

BM2113 121 – – –
125 – 0.05 0.20
127 – 0.07 0.15
131 0.07 – –
133 0.09 0.14 0.01
135 0.81 0.14 0.46
137 0.03 0.43 0.04
139 – 0.17 0.15

ETH10 209 – – 0.02
213 – 0.23 0.04
215 0.43 0.14 0.01
217 0.31 0.09 0.22
219 0.18 0.14 0.30
221 0.08 0.15 0.02
223 0.01 0.25 0.18
225 – – 0.21

ETH225 140 0.14 0.15 0.11
142 – 0.22 0.01
144 0.49 0.13 0.03
146 0.00 0.04 0.01
148 0.29 0.03 0.48
150 0.08 0.35 0.28
152 – 0.08 0.09

ETH3 109 – 0.03 0.00
117 0.58 0.33 0.46
119 0.00 0.21 0.01
121 0.01 0.01 –
125 0.41 0.28 0.07
127 – 0.13 0.16
129 – – 0.30

INRA023 198 0.21 – –
200 0.02 0.07 0.01
202 – – 0.18
206 0.35 0.31 0.32
208 0.34 0.02 0.01

Локус Аллельный 
вариант

Джерсей-
ский

Айршир-
ский

Голштин-
ский

210 0.00 0.00 0.20
214 0.04 0.49 0.28
216 – 0.02 –
218 0.03 – –
220 – 0.08 –
222 – 0.01 –

SPS 115 248 0.12 0.58 0.56
252 0.63 0.07 0.29
254 0.15 0.26 0.02
256 – 0.06 0.07
258 – 0.01 0.01
260 0.05 0.02 0.05
261 0.05 – –

TGLA 126 115 0.08 0.58 0.29
117 0.66 0.33 0.64
119 – 0.01 0.01
121 0.11 0.04 0.04
123 0.15 0.03 0.02

TGLA 122 141 – 0.07 0.01
143 0.45 0.25 0.27
147 – 0.22 –
149 0.16 – 0.28
151 0.23 0.36 0.04
155 – 0.03 –
161 0.00 0.05 0.04
163 0.00 0.00 0.26
169 0.15 – –
171 – – 0.02
183 – 0.02 0.07

TGLA 227 77 0.05 0.02 –
81 0.43 0.15 0.02
83 – 0.02 0.03
85 – 0.09 –
87 – 0.27 0.05
89 0.00 0.13 0.40
91 0.24 0.23 0.20
93 0.22 0.03 0.01
95 0.01 – –
97 0.01 0.06 0.16
99 – – 0.09
101 0.06 – –
103 – – 0.03

TGLA 53 154 – 0.02 0.01
158 – – 0.23
160 0.24 0.29 0.08
162 0.05 0.02 0.13
166 – 0.34 0.02
168 0.25 0.20 0.24
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животные. Никаких анализов это подтверждаю-
щих не производится. Возможно, что наши ис-
следования позволят в дальнейшем разработать 
доступную методику оценки чистопородности в 
подобных ситуациях.

Кроме того, проведено генотипирование вы-
борок голштинского (n = 1000), айрширского 
(n = 1000) и джерсейского (n = 1000) скота по ло-
кусам CSN2 и CSN3. 

Полученные результаты по частотам встре-
чаемости генотипов и аллелей по CSN2 и CSN3 
представлены в табл. 4.

Анализ данных табл. 4 показывает, что если 
оценивать субпопуляции животных джерсей-
ской, айрширской и голштинской пород с по-
зиций перспектив селекции по локусам CSN2 
и CSN3 (считая предпочтительными вариант 
А2А2 локуса CSN2 и вариант ВВ локуса CSN3) 
то проще всего добиться значимого результата 
с группой животных джерсейской породы. Так, 
в изученной субпопуляции джерсейского ско-
та частота встречаемости генотипа А2А2 локуса 

CSN2 составила 0.68, а в группах айрширского и 
голштинского лишь 0.25 и 0.31 соответственно. 
Генотип ВВ локуса CSN3 встречался в джерсей-
ской группе животных с частотой 0.76, а у айр-
широв и голштинов – 0.04 и 0.15 соответственно.

Сравнение полученных результатов с резуль-
татами исследований других авторов [9] показа-
ло, что субпопуляции юга России соответствуют 
у голштинской породы субпопуляции голштин-
ской породы США (частота встречаемости алле-
ля А1 локуса CSN2 в ней – 0.42), у айрширской 
породы – субпопуляции Финляндии (0.50), а у 
генотипированной группы джерсейской породы 
частота встречаемости аллеля А1 оказалась выше 
(составила 0.18), чем в группе животных джер-
сейской породы США (0.02) [9].

Проведенное исследование показывает, что 
ограничиться подбором быков с гомозиготным 
генотипом (например, А2А2 или А2А2 ВВ) как 
стратегии создания стад – продуцентов молока 
желательного типа, можно только у джерсейских 
животных.

В голштинских и айрширских стадах нежела-
тельные аллели A1 CSN2 и A CSN3 будут встре-
чаться с достаточно высокой частотой в четырех–
пяти следующих поколениях. А ограничение 
выбора быков-производителей быками с гено-
типами А2А2 и ВВ значительно сузит спектр про-
изводителей и приведет к потере других хозяй-
ственно полезных признаков. У голштинских и 
айрширских животных правильная стратегия, на 
наш взгляд, – отбор животных с желательными 
генотипами, выделение их в отдельные группы, 
получение и переработка продукции именно от 
этих животных.

Следует отметить, что в мире нет единого 
мнения по поводу вредности молока типа А1 [9, 
10]. Несмотря на это, селекционные програм-
мы в некоторых странах (например, Германии, 
США) направлены на элиминацию аллеля А1 
локуса CSN2 из генотипа молочного скота. 

Генотипированные группы джерсейских, 
айрширских и голштинских животных доста-
точны по объему, поэтому с большой степенью 
вероятности можно утверждать, что выявлен-
ные закономерности характерны для скота ука-
занных пород на юге России (Ставропольский, 
Краснодарский край). Полученные данные мож-
но использовать в исследовательской работе по 
отнесению тех или иных групп скота к типичным 

Локус Аллельный 
вариант

Джерсей-
ский

Айршир-
ский

Голштин-
ский

170 0.43 0.07 0.01
172 – – 0.01
176 – – 0.08
178 – 0.08 –
182 0.02 – –
184 – – 0.08
186 – – 0.10

Таблица 3. Окончание

Таблица 4. Частота встречаемости генотипов и аллелей 
по локусам CSN2 и CSN3 у крупного рогатого скота гол-
штинской, айрширской и джерсейской пород

Локус
Гено-
тип/

аллель

Джерсей-
ская  

(n = 1000)

Айршир-
ская  

(n = 1000)

Голштин-
ская  

(n = 1000)

CSN2

А1А1 0.02 0.24 0.19
А1А2 0.30 0.51 0.50
А2А2 0.68 0.25 0.31

А1 0.18 0.49 0.44
А2 0.82 0.51 0.56

CSN3

АА 0.01 0.57 0.33
АВ 0.23 0.39 0.52
ВВ 0.76 0.04 0.15
А 0.13 0.77 0.59
В 0.87 0.23 0.41
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голштинским, айрширским или джерсейским 
группам и при создании стад – продуцентов 
молока определенного типа (например, молока 
типа А2).

Работа выполнена при поддержке Госу-
дарственного задания и внебюджетных хоздо-
говорных средств. Номер регистрации темы 
“Разработать эффективные селекционные и 
биотехнологические методы сохранения и со-
вершенствования существующих пород, со
здания новых типов и линий для рентабельного 
производства продукции в условиях современ-
ной технологии содержания и полноценного пи-
тания сельскохозяйственных животных” 0688-
2019-0017.

Все применимые международные, нацио-
нальные и/или институциональные принципы 
ухода и использования животных были соблю-
дены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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STRUCTURE OF SUBOPOPULATIONS OF AIRESHIRE, HOLSTIN AND 
JERSEY CATTLE IN THE SOUTHERN REGIONS OF RUSSIA BY CSN2 
(RS43703011), CSN3 (RS43703016) AND MICROSATELLITE LOCUSES 
(BM1818, BM1824, BM2113, ETH10, ETH225, ETH3, INRA023, SPS115, 

TGLA126, TGLA122, TGLA227, TGLA53)

N. V. Kovalyuk1, *, A. E. Volchenko1, E. V. Shiryaeva1, L. I. Yakusheva1, Yu. Yu. Shakhnazarova1

1Krasnodar Scientific Center for Animal Science and Veterinary Medicine, Krasnodar, 350055 Russia 

*e-mail: NVK1972@yandex.ru

During studies using molecular biological methods, the following loci were genotyped: BM1818, BM1824, BM2113, 
ETH10, ETH225, ETH3, INRA023, SPS115, TGLA126, TGLA122, TGLA227, TGLA53, CSN2 (rs43703011) and CSN3 
(rs43703 016) 3000 cow blood samples Ayrshire, Holstein and Jersey breeds from the herds of the Krasnodar and 
Stavropol territories. On average, the frequency of occurrence of homozygous genotypes for 12 microsatellite loci in 
Jersey cattle was 0.38, in Holstein and Ayrshire cattle – 0.30 and 0.27, respectively; the highest allelic diversity was 
found in Holstein cattle (9.0 ± 1.7 alleles per locus). It should be noted that there are significant differences in the 
genetic profile of Ayrshire cattle. For Ayrshire animals, the following alleles turned out to be typical (but rare in Jersey 
and Holstein cattle): 270 locus BM1818, 137 locus BM2113, 213 locus ETH10, 119 locus ETH3, 142 locus ETH225, 
87 locus TGLA227, 166 locus TGLA53. In the studied subpopulation of Jersey cattle, the frequency of occurrence of 
the A2A2 genotype of the CSN2 locus (rs43703011) (beta casein) was 0.68, and in the Ayrshire and Holstein groups it 
was only 0.25 and 0.31, respectively. The BB genotype of the CSN3 locus (rs43703016) (casein kappa) was found in 
the Jersey group of animals with a frequency of 0.76, and in Ayrshires and Holsteins – 0.04 and 0.15, respectively. The 
genotyped groups of Jersey, Ayrshire and Holstein animals are significant in volume; we assume that the identified 
patterns are typical for cattle of these breeds in the south of Russia. We believe that the data obtained can be used in 
the future in practical work on classifying certain groups of livestock as typical Holstein, Ayrshire or Jersey and when 
creating herds that produce milk of a certain type (for example, type A2 milk).

Keywords: Holstein, Ayrshire, Jersey cattle, microsatellite loci, CSN2, CSN3.
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ПОЛИМОРФИЗМ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ЛОКУСОВ В ПОПУЛЯЦИЯХ 
КАВКАЗСКИХ СКАЛЬНЫХ ЯЩЕРИЦ И ЕГО ИСПОЛЬЗОВАНИЕ  

ДЛЯ ОЦЕНКИ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ КОМПЛЕКСА  
Darevskia raddei§
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Изучение кавказских скальных ящериц комплекса Darevskia raddei sensu lato, представленного несколькими 
подвидами, имеет большой интерес и научную значимость в связи с их участием в межвидовых гибридиза-
циях с образованием пяти из семи известных однополых (партеногенетических) видов рода Darevskia. В ста-
тье приведены генетические параметры для популяций (подвидов) D. r. raddei и D. r. nairensis, полученные 
на основе анализа изменчивости десяти микросателлитных локусов 230 особей из 17 популяций Армении 
и Арцаха (Нагорного Карабаха). Согласно этим параметрам, популяции D. r. raddei характеризуются боль-
шим разнообразием по числу аллелей и генотипов по сравнению с популяциями D. r. nairensis. Анализ ге-
нетической дифференциации показал, что популяции D. r. raddei подразделяются на две группы, одна из 
которых ближе к D .r. nairensis, чем к D. r. raddei. Анализ индекса ассоциаций показал отсутствие свободной 
перекомбинации аллелей между подвидами, что говорит об их изоляции и отсутствии скрещивания между 
особями. Таким образом, на основе расширенной популяционной выборки и разработанной панели микро-
сателлитных маркеров получены новые данные о популяционной структуре вида D. raddei, о генетическом 
разнообразии и дифференциации популяций D. r. raddei и D. r. nairensis.

Ключевые слова: подвид, популяция, ящерицы Darevskia, генетическое разнообразие, популяционная струк-
тура, генетическая дифференциация.

DOI: 10.31857/S0016675824030069  EDN: DPBCHD  

Кавказские скальные ящерицы Darevskia 
raddei [1] широко распространены на террито-
рии Армянского нагорья и представляют комп
лекс из четырёх подвидов (Darevskia raddei raddei 
[2], Darevskia raddei nairensis [3], Darevskia raddei 
vanensis [4], Darevskia raddei chaldoranensis [5]). 
Подвиды различаются по морфологии (фолидоз; 
верхняя сторона тела может иметь разнообраз-
ную окраску в коричневых тонах, полоса вдоль 
спины состоит из множества темных пятен, об-
разуя сетчатый узор; брюшная сторона может 
быть окрашена в белые, голубые и зеленые тона), 
высоте обитания над уровнем моря, а также по-
веденческим паттерном, например способом 

удержания самцом самки во время спаривания. 
В настоящее время наиболее изученными явля-
ются подвиды D. r. nairensis и D. r. raddei, одна-
ко, несмотря на имеющиеся сведения о дивер-
генции данных подвидов, их таксономическое 
положение и степень монофилии остаются 
дискуссионными. Анализ аллельных вариантов 
ряда аллозимных локусов показал невысокий 
уровень генетического полиморфизма, а в ходе 
изучения митохондриальной ДНК было выясне-
но, что различные популяции D. r. raddei имеют 
разную степень дивергенции с D. r. nairensis. Вид 
D. raddei sensu lato является материнским видом 
для пяти из семи известных партеногенетических 
представителей рода Darevskia – D. rostombekowi, 
D. unisexualis, D. sapphirina, D. bendimahiensis и 
D. uzzelli [6, 7]. Для последних четырех партено-
видов отцовским является вид D. valentini [8, 9]. 

__________________
§ Дополнительные материалы для этой статьи доступны по 
ссылке: doi 10.31857/S0016675824030069 для авторизован-
ных пользователей
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Таким образом, изучение внутривидового разно-
образия Darevskia raddei представляет интерес в 
связи с его участием в межвидовых гибридизаци-
ях с образованием однополых дочерних видов, 
а также с проблемой естественной гибридизации 
двуполых и дочерних однополых видов скальных 
ящериц в зоне симпатрии с образованием три-
плоидных гибридов [10, 11]. 

Анализ аллельных вариантов 36 аллозим-
ных локусов из шести популяций D. r. nairensis 
и четырех популяций D. r. raddei также показал 
невысокий уровень генетического полимор-
физма – половина из всех 36 локусов оказались 
моноаллельными [8]. В нашей предыдущей ра-
боте [12] при использовании трех тетрануклео-
тидных микросателлитных локусов был показан 
высокий уровень генетической дифференциа-
ции этих популяций. В настоящей работе для 
определения генетических параметров были ис-
пользованы увеличенные выборки D. r. raddei и 
D. r. nairensis и новые, более полиморфные, ди- и 
тринуклеотидные микросателлитные локусы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор материала (фрагменты хвостов) прово-
дили на территории Армении и Арцаха (Нагор-
ного Карабаха) с 1997 г. по 2021 г. Было собрано 
225 образцов D. raddei из 17 локалитетов (табл. 
П1). Образцы из Лчапа, Айраванка и Лчашена 
были объединены в одну популяцию “Лчашен”, 
таким образом в работе проанализировано 15 по-
пуляций D. raddei. 

Работа с животными проводилась в стро-
гом соответствии с правилами Министерства 
охраны природы Армении (номер разрешения 
5/22.1/51043) и этического комитета Москов-
ского государственного университета (номер 
разрешения 24-01). После забора биоматериа-
ла ящерицы выпускались в места их обитания. 
Для сравнения использовали восемь ранее полу-
ченных коллекционных образцов ДНК ящериц 
D. valentini из локалитетов Лчашен, Тэж и Адис 
(табл. П1). Образцы ДНК были выделены стан-
дартным фенольно-хлороформным методом 
с использованием протеиназы К.

Поиск микросателлитных локусов в геноме 
ящерицы D. valentini [13] проводили с исполь-
зованием конвейера, включающего несколько 
программ и скриптов на языке Python. На пер-
вом этапе с использованием perl-скрипта MISA 
[14] в геноме был осуществлен поиск микроса-

теллитных повторов с заданной длиной мономе-
ра 2 и 3 нуклеотида и с числом повторов не ме-
нее 10. Далее с использованием BedTools v2.30.0 
[15] и дополнительных скриптов из генома были 
выбраны все последовательности, удовлетворя-
ющие следующим критериям: 1) размер после-
довательностей, прилегающих к 5' и 3' концам 
микросателлита, составляет не менее 100 пн; 
2)  микросателлит и фланкирующие области не 
содержат N; 3) фланкирующие области не содер-
жат повторы и последовательности, затрудняю-
щие гибридизацию праймеров. Аналогичный по-
иск обнаружил ортологичные локусы в черновых 
геномных сборках D. unisexualis и D. raddei, что 
позволило использовать данные локусы для ана-
лиза внутривидового разнообразия комплекса 
D. raddei. Для подбора ПЦР-праймеров исполь-
зовали программу Primer3 [16, 17] при заданной 
длине искомого продукта, включающего ми-
кросателлитый повтор не менее 100 пн, рассто-
янии от праймеров до микросателлита не менее 
10 пн, длине праймеров 20–25 пн и температуре 
плавления 58–62°С. Наиболее подходящие пары 
праймеров были проверены на уникальность ам-
плифицируемого продукта локальным поиском 
in silico в геноме D. valentini с помощью BLAST+ 
2.12.0 [18]. Для молекулярно-генетического ана-
лиза (генотипирования ДНК) было отобрано 
11 микросателлитных локусов (табл. П2).

ПЦР проводили в объеме 20 мкл на 50 нг ДНК 
с использованием набора “GenPakPCRCore” 
(Isogene Laboratory) согласно протоколу фир-
мы-производителя при следующих температур-
ных режимах: денатурация при 94°C − 3 мин, 
амплификация в течениt 30 циклов (денатурация 
94°C – 1 мин, отжиг 60°C – 40 с, элонгация 72°C – 
30 с, последний цикл − 5 мин при 72°C). Концен-
трация каждого праймера составляла 0.2 мкМ. 
Один из праймеров для амплификации индиви-
дуальных локусов был помечен флуоресцентным 
красителем по 5' концу. В табл. П2 приведены 
характеристики локусов и праймеров, исполь-
зованных в работе. Продукты ПЦР-амплифи-
кации фракционировали в 0.8%-ном агарозном 
геле с последующим выделением фрагментов 
ДНК с помощью набора GeneJET Gel Extraction 
Kit (ThermoScientific). Анализ длин амплифи-
цированных фрагментов проводили с помощью 
капиллярного электрофореза (фрагментный 
анализ) в компании “Синтол” с использовани-
ем генетического анализатора “НАНОФОР-05”. 
Для определения размеров амплифицированных 
фрагментов использовали программное обе-
спечение Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems). 
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Каждый продукт амплификации рассматривал-
ся как биаллельный локус: гетерозиготный при 
наличии двух фрагментов разного размера (два 
пика при анализе длин амплифицированных 
фрагментов) и гомозиготный (один пик), если 
обнаруживался единственный фрагмент.

Результаты генотипирования всех локусов 
сведены в таблицу и конвертированы с помо-
щью функции df2genind пакета adegenet [19, 20] в 
объект класса genind для последующего анализа 
в среде R v4.2.0 [21]. Расчеты частоты нуль-ал-
лелей (т.е. отсутствия ПЦР-продукта вследствие 
мутаций в последовательностях ДНК, фланкиру-
ющих микросателлит, на которые гибридизуются 
праймеры, что приводит к появлению ложных 
гомозигот) проводились в программе Rstudio с 
помощью пакета PopGenReport. Оценку частот 
аллелей, анализ аллельного и генетического раз-
нообразия проводили с помощью пакетов hierfstat 
[22], pegas [23] и poppr [24]. Степень генетической 
дифференциации между D. r. raddei и D. r. nairensis 
определяли, рассчитывая показатель FST [25] и 
модифицированный вариант GST Хедрика [26, 27], 
учитывающий тенденцию стандартного крите-
рия GST недооценивать степень дифференциации 
между небольшим числом популяций.

Чтобы определить популяционно-генети-
ческую структуру вида D. raddei на основании 
данных микросателлитного анализа был ис-
пользован дискриминантный анализ главных 
компонент (DAPC) [28], реализованный в па-
кете adegenet [19, 20]. В качестве внешней груп-

пы была добавлена выборка D. valentini, при 
этом анализ проводили без учета имеющихся 
сведений о популяционной структуре вида. Оп-
тимальное количество генетических кластеров 
в популяциях определяли с помощью алгоритма 
k средних (k-means), использующего байесов-
ский информационный критерий. Далее рассчи-
тывалась вероятность отношения конкретных 
особей к генетическим кластерам. 

Индекс ассоциации, использующийся для 
оценки мультилокусного неравновесия по сце-
плению, определяли с использованием пакета 
poppr [24, 29]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика микросателлитных локусов

На выборке D. raddei для шести тринуклео-
тидных и пяти динуклеотидных локусов были 
получены генетические характеристики, такие 
как число аллелей и генотипов, наблюдаемая 
и ожидаемая гетерозиготность, а также вырав-
ненность (степень равномерности распределе-
ния генотипов) и индекс Симпсона (табл. 1). 
В качестве внешней группы была использова-
на небольшая выборка особей вида D. valentini. 
Было обнаружено, что наименьшим числом 
аллелей и генотипов характеризуется локус 
sc12962, а также для этого локуса характерно 
наибольшее отклонение наблюдаемой гетеро-
зиготности от ожидаемой. Это связано с не-
равномерным распределением аллелей в попу-
ляциях (рис. 1) и значительным количеством 

Таблица 1. Генетические характеристики микросателлитных локусов на выборках D. raddei и D. valentini (238 особей) 

Локус Число аллелей Число генотипов 1 – D Hexp Hobs Evenness
sc12962 13 28 0.82 0.74 0.26 0.53
sc4525 52 134 0.99 0.96 0.79 0.81
sc1422 33 90 0.98 0.94 0.76 0.79
sc138 27 65 0.96 0.91 0.69 0.68
sc149 41 107 0.98 0.94 0.86 0.76

sc12560 51 139 0.99 0.96 0.82 0.76
sc7287 35 85 0.98 0.93 0.67 0.73
sc1872 73 148 0.99 0.97 0.71 0.86
sc4045 25 56 0.94 0.86 0.71 0.59

sc10877 56 128 0.98 0.95 0.68 0.67
sc6476 53 145 0.99 0.96 0.85 0.80

Среднее 42 102 0.96 092 0.70 0.73

Примечание. 1 – D – индекс Симпсона (Simpson inde.x); Hexp – ожидаемая гетерозиготность (Nei’s, 1978); Hobs – наблю-
даемая гетерозиготность; Evenness – выравненность.

ПОЛИМОРФИЗМ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ЛОКУСОВ



62

ГЕНЕТИКА          том 60         № 3          2024

гомозигот по аллелям “119” и “128” (названия 
аллелей соответствуют размерам в парах ну-
клеотидов, полученных при анализе длин амп
лифицированных фрагментов – фрагментом 
анализе). Отклонения значений наблюдаемой 
и ожидаемой гетерозиготности были выявлены 
по всем проанализированным локусам, в связи 
с этим мы предположили наличие нуль-аллелей 
по каждому локусу (рис. 2). Как видно из рис. 2, 
наиболее вероятно присутствие подобных алле-
лей в случае локуса sc12962. Так как изучаемые 
локусы характеризуются высоким уровнем по-
лиморфизма и поскольку данные виды относят-
ся к одному роду кавказских скальных ящериц, 
была проведена оценка совпадающих аллель-
ных вариантов у проанализированных особей 
D. raddei (оба подвида) и D. valentini (табл. П3). 
Согласно полученным результатам, наиболь-
шее число совпадающих аллелей между разны-
ми видами было выявлено по локусу sc12962. На 
основании полученных данных мы исключили 
локус sc12962 из дальнейшего анализа, и таким 
образом оценка внутривидового разнообразия 
D.  raddei проводилась на основании полимор-
физма десяти микросателлитных локусов. 

В табл. П4 приведены генетические параме-
тры (ожидаемая и наблюдаемая гетерозиготность 
по Нею, выравненность (evenness) и индекс раз-
нообразия Симпсона (1 – D)), полученные на 
основании полиморфизма десяти микросател-
литных локусов и характеризующие внутриви-
довое разнообразие D. raddei. Они различаются 
для D. r. raddei и D. r. nairensis: D. r. raddei харак-
теризуется большим числом аллелей и генотипов 
по сравнению с D. r. nairensis, при этом среднее 
значение выравненности отличается незначи-
тельно. Наиболее полиморфным является локус 
sc1872 – 71 аллель комбинируется в 142 гено-

типа. Однако значение наблюдаемой гетерози-
готности по этому локусу было ниже, чем для 
большинства локусов. Наименее полиморфным 
является локус sc138: 27 аллелей образуют 65 ге-
нотипов, при этом величина наблюдаемой гете-
розиготности составляет 0.72. 

Генетические параметры популяций D. raddei

Популяции D. raddei sensu lato характеризу-
ются различным количеством аллелей и выяв-
ленных генотипов, однако полиморфизм для 
каждого локуса случаен для каждой популяции. 
Наибольшее число аллелей и генотипов выявле-
но в популяции “Ереван” (табл. П5), в то время 
как значение параметра выравненности геноти-
пов в этой популяции самое низкое. Наимень-
шее значение наблюдаемой гетерозиготности 
выявлено в популяции Горис, а наибольшее – в 
популяции Гандзасар и соответственно наибо-
лее близкое к значению ожидаемой гетерозигот-
ности. Частоты аллелей и генотипов для каждой 
популяции послужили основой для подсчета 
генотипического разнообразия и генетических 
дистанций. 

Графическое выражение внутривидовой 
дифференциации и популяционной структуры 
комплекса Darevskia raddei sensu lato на основе 
генетических дистанций по Нею, рассчитан-
ных по данным полиморфизма микросател-
литных локусов, представлено на рис. 3. Все 
популяции разделились на три группы: в одну 
входят популяции D. r. raddei Гегард, Горис, 
Егегнадзор, Каджаран и Селимский перевал 
(группа D.  r.  raddei GG); в другую – популя-
ции D. r. raddei Зуар, Гандзасар, Тартар, Татев и 
Нрнадзор (группа D. r. raddei TT); в отдельную 
группу входят все популяции D. r. nairensis и по-
пуляция D. r. raddei Гош. 
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теллитному локусу sc12962 на выборках D. raddei и 
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Внутривидовую дифференциацию D. raddei 
оценивали с помощью параметра GST, получен-
ного при попарном сравнении популяций. Зна-
чения данного параметра представлены в виде 
тепловой карты на рис. П1. Все популяции раз-
деляются на те же популяционные группы, как и 
при использовании генетических дистанций по 
Нею. Значения GST, полученные при попарном 
сравнении популяции D. r. raddei Гош и популя-
ций D. r. nairensis, варьируют в пределах от 0.31 до 
0.6, а при сравнении с популяциями D. r. raddei – 
в пределах от 0.62 до 0.93 (рис. П1). Таким обра-
зом, в дальнейшей работе мы объединили попу-
ляцию Гош с популяциями D. r. nairensis.

В табл. 2 приведены результаты оценки вну-
тривидовой дифференциации D. raddei с помо-
щью параметра GST с разбиением на три группы, 
описанные выше. Согласно проведенной оценке 
группы D. r. raddei ТТ и D. r. nairensis генетиче-
ски ближе друг другу, нежели группы D. r. raddei 

TT и D. r. raddei GG – в первом случае значение 
индекса GST составляет величину 0.44, во вто-
ром случае – величину 0.81. Значение параме-
тра GST при сравнении групп D. r. raddei GG и 
D.  r.  nairensis составляет 0.65. Это может свиде-
тельствовать о более значительной дифференци-
ации этих групп популяций. 

Рис. 3. Неукорененное филогенетическое дерево 
популяций D. raddei, построенное на основании ге-
нетических расстояний по Нею с бутстреп-поддерж-
кой в 100 итераций.

Рис. 4. Индекс ассоциации ( dr ) подвидов D. raddei. 
а – без разделения на подвиды; б – D. r. raddei; в – 
D. r. nairensis.

Таблица 2. Внутривидовая дифференциация D. raddei на 
основании генетических дистанций GST 

Попарные сравнения GST

D. r. raddei–D. r. nairensis 0.36
D. r. raddei TT–D. r.nairensis 0.44
D. r. raddei GG–D. r.nairensis 0.65
D. r. raddei GG–D. r. raddei TT 0.81
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Оценку свободной перекомбинации аллелей 
в пределах подвидов D. raddei проводили с по-
мощью стандартизированного индекса ассоци-
аций ( dr ). Значение ( dr ) равное 0.13 (p =  0.018) 
для вида D. raddei в целом (т.е. для обоих подви-
дов) указывает на незначительную вероятность 
перекомбинации аллелей между подвидами 
(рис.  4,а), т.е. данные подвиды изолированы и 
скрещивание между их особями отсутствует. Зна-
чение индекса ассоциации для подвида D. r. raddei 
(рис. 4,б) составляет 0.145 (p = 0.008), а для подви-
да D. r. nairensis – 0.106 (p = 0.001) (рис. 4,в), что 
может свидетельствовать о значительной обосо-
бленности популяций в пределах каждого подви-
да. Анализ значений индекса ассоциаций в пре-
делах групп D. r. raddei GG и D. r. raddei TT (рис. 
5,а и 5,б соответственно) показал высокую веро-
ятность свободного скрещивания между особями 
популяций внутри каждой группы.

Использование метода дискриминантного 
анализа главных компонент (DAPC) на всей вы-
борке вида D. raddei и внешней группе D. valentini 
позволило определить наличие трех генетиче-
ских кластеров (K = 3), соответствующих виду 
D. valentini (красный цвет) и подвидам D. r. raddei 

(желтый цвет) и D. r. nairensis (синий цвет) 
(рис.  6,а). При разделении подвида D.  r.  raddei 
на две группы GG и TT и соответственно уве-
личении числа кластеров (К = 4) популяции 
вида D. raddei образуют три незначительно пе-
рекрывающиеся облака, соответствующих груп-
пам популяций D. r. raddei GG, D. r. raddei TT 
и D. r. nairensis (рис. 6,б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение внутривидового полиморфизма яв-
ляется одной из важных проблем биоразнообра-
зия, особенно для некоторых видов позвоночных, 
участвующих в сетчатой эволюции. Одним из та-
ких видов является Darevskia raddei, структура ко-
торого, несмотря на большой объем накопленной 
информации, до сих пор вызывает много вопро-
сов. Особенностью данного вида является участие 
в качестве материнского при образовании ряда 
партеногенетических видов, таким образом имею-
щих гибридное происхождение и соответственно 
гибридные кариотипы [30]. При этом популяции 
D. r. raddei относят к материнским для партенови-
да D. rostombekowi, а популяции D. r. nairensis – для 
партеновидов D. unisexualis и D. uzzeli [6, 7]. В этой 
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Рис. 5. Индекс ассоциации ( dr ) групп популяций 
D. r. raddei GG (а) и D. r. raddei ТТ (б). 

Рис. 6. Кластеризация особей видов D. raddei и 
D. valentini на основании дискриминантного анализа 
главных компонент. а – число кластеров К = 3; б – 
число кластеров К = 4.
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связи особую значимость получила проблема ге-
нетической дифференциации и таксономическо-
го статуса этих популяций. В различное время 
популяции D. r. raddei и D. r. nairensis относили к 
видам, подвидам или одному виду в зависимости 
от характера исследования, типа генетических 
маркеров, ареалов изучаемых популяций [31]. Ра-
нее при использовании трех микросателлитных 
локусов нами были получены высокие показате-
ли генетической дифференциации D.  r.  raddei и 
D. r. nairensis [12]. В настоящей работе они были 
подтверждены на расширенной популяционной 
выборке особей при использовании новой панели 
из 10 микросателлитных локусов и свидетельству-
ют о глубокой дивергенции этих популяций, по-
зволяющей разделять их на подвидовые группы. 
Кроме того, показано, что популяции D. r. raddei 
характеризуются большим разнообразием по 
сравнению с D. r. nairensis и в свою очередь под-
разделены на две группы с различным составом 
популяций. Это свидетельствует о сложной по-
пуляционной структуре вида D. raddei в соответ-
ствии с его значительным морфологическим и 
цитогенетическим разнообразием [32]. В работе 
впервые проведен анализ индекса ассоциаций, 
который показал отсутствие свободной переком-
бинации аллелей между подвидами, что свиде-
тельствует об их изоляции и отсутствии скрещи-
вания между особями. 

Значение параметра GST = 0.36 между подви-
дами D. r. raddei и D. r. nairensis относительно не-
велико (табл. 2), несмотря на высокие показате-
ли данного параметра при попарном сравнении 
групп популяций D. r. raddei GG, D. r. raddei TT 
и D. r. nairensis. Это может быть вызвано сходной 
частотой аллельных вариантов в данных группах, 
связанной с потоком генов между популяциями 
до разделения на подвиды [33]. Этим может объ-
ясняться частичное перекрывание спектров при 
дискриминантном анализе главных компонент. 

Таким образом, в настоящей работе проде-
монстрирована возможность использования 
новых микросателлитных локусов для популя-
ционно-генетических исследований кавказских 
скальных ящериц. По данным полиморфиз-
ма этих локусов подтвержден высокий уровень 
генетической дифференциации популяций 
D. r. raddei и D. r. nairensis на группы подвидового 
статуса. Кроме этого, отсутствие свободной пе-
рекомбинации аллелей позволяет предположить 
и репродуктивную изоляцию подвидов D. raddei, 
это в совокупности с молекулярно-генетической 
дифференциацией свидетельствует о глубокой 

их дивергенции. Новые характеристики попу-
ляционной структуры вида D. raddei связаны с 
обнаружением двух генетически различающихся 
групп популяций у самого подвида D. r. raddei, 
одна из которых оказалась генетически ближе 
другому подвиду D. r. nairensis. Выявлена досто-
верная кластеризация особей из популяции Гош 
с образцами подвида D. r. nairensis. Таким обра-
зом подтверждено генетическое сходство этих 
групп, ранее обсуждавшееся в ряде работ [6, 34]. 
Ящерицы из Южной Армении разделяются на 
два основных кластера, где имеются видимые 
различия по окраске и размерным характерист-
кам. Все ящерицы из популяций Зуар, Гандза-
сар, Тартар, Татев и Нрнадзор (группа D. r. raddei 
TT) отличаются наличием зеленого цвета в окра-
ске спины и брюха, ярким паттерном рисунка и 
крупными размерами. В кластере D. r. raddei из 
популяций Гегард, Горис, Егегнадзор, Каджаран 
и Селимский перевал (группа D. r. raddei GG) 
большая часть ящериц не имеет зеленого цвета 
в окраске, отличается наличием больше желтого 
цвета на брюхе и слабым рисунком вдоль хреб-
та, а также более мелкими размерами, особенно-
го среди самок. У большинства из них характер 
фолидоза преанальной области, рисунок спины 
и окраска не отличаются от таковых у партеноге-
нетического дочернего вида D. rostombekowi, что 
наталкивает на определенные предположения о 
локации материнской популяции, давшей нача-
ло данному партеновиду.
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генбергу за помощь в сборе биологического ма-
териала. 

Исследование выполнено при поддержке 
гранта РНФ № 19-14-00083 и с использованием 
приборов ЦКП ИБГ РАН.

Все применимые международные, нацио-
нальные и/или институциональные принципы 
ухода и использования животных были соблю-
дены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.  �Arribas O.J. Phylogeny and relationships of the mountain 
lizards of Europe and Near East (Archaeolacerta Merttens, 
1921, sensu lato) and their relationships among the Eur-
asian Lacertid lizards // Rus. J. Herpetol. 1999. V. 6. № 1. 
P. 1–22. 

ПОЛИМОРФИЗМ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ЛОКУСОВ



66

ГЕНЕТИКА          том 60         № 3          2024

      https://doi.org/10.30906/1026-2296-1999-6-1-1-22
2.  �Boettger O. Kriechthiere der Kaukasusländer, gesam-

melt durch die Radde-Valentin’sche Expedition nach 
dem Karabagh und durch die Herren Dr. J. Valentin un 
P. Reibisch // Ber Senck Ges. 1892: 131−150 P.

3.  �Даревский И. С. Скальные ящерицы Кавказа 
(Систематика, экология и филогения полиморфной 
группы кавказских ящериц подрода Archaeolacerta). Л.: 
Наука, Ленингр. отд., 1967. 214 с.

4.  �Eiselt J., Schmidtle, J.F., Darevsky I.S. Untersuchungen an 
Felseidechsen (Lacerta saxicola-Komplex) in der östlichen 
Türkei. 2. Eine neue Unterart der Lacerta raddei BOETT-
GER, 1892 (Squamata: Sauria: Lacertidae) // Herpetozoa. 
1993. V. 6. № 1/2. P. 65 – 70. 

5.  �Rastegar-Pouyani N., Karamiani R., Oraei H. et al. A New 
Subspecies of Darevskia raddei (Boettger, 1892) (Sauria: 
Lacertidae) from the West Azerbaijan Province, Iran // 
Asian Herpetol. Research. 2011. V. 2. № 4. P. 216–222. 
https://doi.org/10.3724/sp.j.1245.2011.00216

6.  �Moritz C., Uzzel T., Spolsky C. et al. The maternal ancestry 
and approximate age of parthenogenetic species of Cauca-
sian rock lizards (Lacerta: Lacertidae) // Genetica. 1992. 
V. 87. P. 53–62. https://doi.org/10.1007/bf00128773

7.  �Freita, S., Rocha S., Campos J. et al.  Parthenogenesis 
through the ice ages: A biogeographic analysis of the par-
thenogenetic rock lizards (genus Darevskia) // Mol. Phylo-
genet. Evol. 2016. V. 102. P. 117–127. 

      https://doi.org/10.1016/j.ympev.2016.05.035
8.  �Bobyn M.L., Darevsky I.S., Kupriyanova L.A. Allozyme 

variation in populations of Lacerta raddei and Lacerta nai-
rensis from Armenia // Amphibia–Reptilia. 1996. V. 17. 
P. 233–246. https://doi.org/10.1163/156853896X00414

9.  �Yanchukov A., Tarkhnishvili D., Erdolu M. et al. Precise 
paternal ancestry of hybrid unisexual ZW lizards (ge-
nus Darevskia: Lacertidae: Squamata) revealed by Z-linked 
genomic markers // Biol. J. Linnean Society. 2022. V. 136. 
№ 2. P. 293 – 305. 

      https://doi.org/10.1093/biolinnean/blac023
10. �Carretero M.A., García-Muñoz E., Argaña E. et al. Parthe-

nogenetic Darevskia lizards mate frequently if they have 
the chance: A quantitative analysis of copulation marks in 
a sympatric zone // J. Nat. History. V. 52. № 7–8. P. 405–
413. https://doi.org/10.1080/00222933.2018.1435832

11. �Гирнык А.Е., Вергун А.А., Рысков А.П. Идентификация 
гибридных особей скальных ящериц Darevskia armeni-
aca×Darevskia valentini на основе микросателлитного 
генотипирования // Генетика. 2023. T. 59. № 6. С. 723–
727. https://doi.org/10.31857/S0016675823060073 

12. �Омельченко А.В., Гирнык А.Е., Осипов Ф.А. и др. Генети-
ческая дифференциация природных популяций яще-
риц комплекса Darevskia raddei по данным микроса-
теллитного маркирования геномов // Генетика. 2016. 
Т. 52. № 2. С. 260–264. 

      https://doi.org/10.1134/S1022795416020083
13. �Ochkalova S., Korchagin V., Vergun A. et al. First genome 

of rock lizard Darevskia valentini involved in formation of 
several parthenogenetic species // Genes. 2022. V. 13. № 9. 
https://doi.org/10.3390/genes13091569

14. �Thiel T., Michalek W., Varshney R. et al. Exploiting EST 
databases for the development and characterization of 
gene-derived SSR-markers in barley (Hordeum vulgare 
L.) // Theor Appl Genet. 2003. V. 106. № 3. P. 411–422. 
https://doi.org/10.1007/s00122-002-1031-0

15. �Quinlan A.R., Hall I.M. BEDTools: A flexible suite of util-
ities for comparing genomic features // Bioinformatics. 
2010. V. 26. № 6. P. 841–842. 

      https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btq033 
16. �Untergasser A., Cutcutache I., Koressaar T. et al. Primer3 – 

new capabilities and interfaces // Nucl. Acids Res. 2012. 
V. 40. № 15. P. 115. https://doi.org/10.1093/nar/gks596

17. �Koressaar T., Remm M. Enhancements and modifications 
of primer design program Primer3 // Bioinformatics. 2007. 
V. 23. № 10. P. 1289–1291. 

      https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btm091
18. �Camacho C., Coulouris G., Avagyan V. et al. BLAST+: ar-

chitecture and applications // BMC Bioinformatics. 2009. 
V. 10. P. 421. https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-421

19. �Jombart T. adegenet: A R package for the multivariate 
analysis of genetic markers // Bioinformatics. 2008. V. 24. 
№ 11. P. 1403–1405. 

      https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btn129 
20. �Jombart T., Ahmed I. adegenet 1.3-1: New tools for the anal-

ysis of genome-wide SNP data // Bioinformatics. 2011. V. 
27. № 21. P. 3070–3071. 

      https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr521
21. �R Core Team. R: A language and environment for statis-

tical computing. R Foundation for Statistical Comput-
ing. Vienna, Austria, 2022. https://www.R-project.org/

22. �Goudet J. Hierfstat, a package for R to compute and test 
hierarchical F-statistics // Mol. Ecol. Notes. 2005. V. 5. 
№ 1. P. 184–186. 

      https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2004.00828.x
23. �Paradis E. pegas: An R package for population genetics 

with an integrated–modular approach // Bioinformatics. 
2010. V. 26 № 3. P. 419–420. 

      https://doi.org/ 10.1093/bioinformatics/btp696
24. �Kamvar Z.N., Tabima J.F., Grünwald N.J. Poppr: An R 

package for genetic analysis of populations with clonal, 
partially clonal, and/or sexual reproduction // PeerJ. 2014. 
https://doi.org/10.7717/peerj.281

25. �Nei M. Molecular Evolutionary Genetics, N. Y. Chich-
ester, West Sussex: Columbia Univ. Press, 1987. 514 p. 
https://doi.org/10.7312/nei-92038

26. �Hedrick P.W. A standardized genetic differentiation mea-
sure // Evolution. 2005. V. 59. № 8. P. 1633–1638. 

      https://doi.org/10.1111/j.0014-3820.2005.tb01814.x
27. �Meirmans P.G, Hedrick P.W. Assessing population struc-

ture: FST and related measures // Mol. Ecol. Resources. 
2011. V. 11. № 1. P. 5–18. 

      https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2010.02927.x

ОДЕГОВ и др.

https://doi.org/10.1093/biolinnean/blac023
https://doi.org/10.3390/genes13091569
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btq033
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btn129
https://www.r-project.org/
https://doi.org/10.7717/peerj.281


67

ГЕНЕТИКА          том 60         № 3          2024

28. �Jombart T., Devillard S. and Balloux F. Discriminant analy-
sis of principal components: A new method for the analysis 
of genetically structured populations // BMC Genetics. 
2010. V. 11. № 94. 

      https://doi.org/10.1186/1471-2156-11-94
29. �Kamvar Z.N., Brooks J.K., Grunwald N.J. New R tools for 

analyzing genome-wide population genetic data with a fo-
cus on clonality // Front. Genet. 2015. V. 6. 

      https://doi: 10.3389/fgen.2015.00208
30. �Spangenberg V., Kolomiets O., Stepanyan I. et al. Evolution 

of the parthenogenetic rock lizard hybrid karyotype: Rob-
ertsonian translocation between two maternal chromo-
somes in Darevskia rostombekowi // Chromosoma. 2020. 
V. 129. № 3–4. P. 275–283. 

      https://doi: 10.1007/s00412-020-00744-7
31. �Гречко В.В., Банникова А.А., Косушкин С.А. и др. Моле-

кулярно-генетическое разнообразие комплекса яще-

риц Darevskia raddei (Lacertidae: Sauria): ранние этапы 
видообразования // Мол. биология. 2007. Т. 41. № 5. 
С. 839–851. 

      https://doi.org/10.1134/S0026893307050093
32. �Spangenberg V., Arakelyan M., Galoyan E. et al. Extraor-

dinary centromeres: Differences in the meiotic chromo-
somes of two rock lizards species Darevskia portschinskii 
and Darevskia raddei // PeerJ 2019. 

      https://doi.org/10.7717/peerj.6360
33. �Cota L.G., Moreira P.A. Brandão M.M. et al. Structure and 

genetic diversity of Anacardium humile (Anacardiaceae): A 
tropical shrub // Genet. and Mol. Research. 2017. V. 16. 
№ 3. P. 1–13. http://dx.doi.org/10.4238/gmr16039778

34. �Валяева А.А., Мартиросян И.А. Генетический поли-
морфизм локуса du47g в популяциях скальных ящериц 
Darevskia raddei Армении // Актуальные вопросы зооло-
гии, экологии и охраны природы. 2021. Вып. 3. С. 30–34.

ПОЛИМОРФИЗМ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ЛОКУСОВ

POLYMORPHISM OF MICROSATELLITE LOCI IN POPULATIONS  
OF CAUCASIAN ROCK LIZARDS AND ITS USE FOR ASSESSING THE 

GENETIC DIVERSITY OF Darevskia raddei
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The study of Caucasian rock lizards of the Darevskia raddei complex, represented by several subspecies, is of great 
interest and scientific significance in connection with their participation in interspecific hybridizations with the 
formation of five of the seven known unisexual (parthenogenetic) species of the genus Darevskia. Here are presented 
genetic parameters for populations (subspecies) of D. r. raddei and D. r. nairensis based on the analysis of the variability 
of 10 microsatellite loci of 230 individuals from 17 populations of Armenia and Nagorno-Karabakh. According to 
these parameters, D. r. raddei are characterized by greater diversity in the number of alleles and genotypes compared to 
D. r. nairensis. Genetic differentiation analysis showed that D. r. raddei populations are divided into two groups, one of 
which is genetically closer to D. r.  nairensis than D. r. raddei. Analysis of the association index showed the absence of 
free recombination of alleles between subspecies, which indicates their isolation and the absence of crossing between 
individuals. Thus, based on the expanded population sample and the developed panel of microsatellite markers, 
new data on the population structure of D. raddei species, genetic diversity and differentiation of D. r. raddei and 
D. r. nairensis were obtained.

Keywords: subspecies, population, Darevskia lizards, genetic diversity, population structure, genetic differentiation.

https://doi.org/10.1134/S0026893307050093
mailto:irena-m@yandex.ru


68

ГЕНЕТИКА, 2024, том 60, № 3

УДК

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЙ АНАЛИЗ ЗЕБУВИДНОГО 
СКОТА С ПОРОДАМИ Bos taurus

© 2024 г.  С. В. Бекетов1, 2, *, Г. Р. Свищева1, В. П. Упелниек2, С. А. Сенатор2, С. Б. Кузнецов1,  
Э. А. Николаева1, Ю. А. Столповский1

1Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова Российской академии наук, Москва, 119991 Россия
2Главный ботанический сад им. Н.В. Цицина Российской академии наук, Москва, 127276 Россия

*e-mail: svbeketov@gmail.com

Поступила в редакцию 13.10.2023 г.
После доработки 31.10.2023 г.

Принята к публикации 07.11.2023 г.

С использованием 14 STR-локусов (BM1824, BM2113, CSRM60, CSSM66, ETH3, ETH10, ETH225, ILSTS006, 
INRA023, SPS115, TGLA53, TGLA122, TGLA126, TGLA227) проведено сравнительное генотипирование попу-
ляции зебувидного скота (Bos taurus × Bos indicus) и восьми популяций пород B. taurus, включая шесть отече-
ственных (холмогорская, ярославская, красная горбатовская, костромская, тагильская, серая украинская), 
а также двух трансграничных европейских пород (голштинская и бурая швицкая). Всего было исследовано 
562 особи. По результатам STR-анализа установлено, что все популяционные выборки B. taurus характе-
ризовались средним аллельным разнообразием A

R 
= 4.87–6.7 и достаточно высоким уровнем генетической 

изменчивости H
E 

= 0.68–0.76 с незначительным преобладанием случайных спариваний F
IS 

= –0.1... 0.0. У зе-
бувидного скота соответствующие показатели составили A

R 
= 5.96, H

E 
= 0.72 и F

IS 
= –0.0278. При этом раз-

личия в генетической структуре рассматриваемых пород В. taurus в значительной степени определялись по-
пуляционно-демографическими колебаниями, а выявляемые в популяции зебувидного скота генетическая 
и фенотипическая неоднородности связаны с уменьшением действия искусственного отбора.

Ключевые слова: зебувидный скот, породы Bos taurus, микросателлиты, генетическая структура, изменчи-
вость, филогения.
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В 2022 г. общая численность крупного рога-
того скота (Bоs taurus и Bos indicus, включая их 
помесные формы) во всем мире составила око-
ло 940  млн голов [1], причем более половины 
мирового поголовья приходилось на две страны: 
Индию и Бразилию, где в структуре крупного 
рогатого скота традиционно преобладают зебу 
(B.  indicus). Несмотря на низкое качество мяса 
и незначительную молочную продуктивность, 
зебу, в отличие от европейского скота (B. taurus), 
обладает резистентностью к ряду заболеваний и 
высокой способностью переваривать трудноусво-
яемые растительные корма [2]. При этом молоко 
коров зебу по своим качественным показателям 
характеризуется высоким содержанием жира (5–
6%) и белка (3.7–4.2%) [3]. Указанные преимуще-
ства позволяют использовать зебу для выведения 
помесных форм и пород, получаемых на основе 
межвидовой гибридизации (В. taurus ×B. indicus).

Среди наиболее известных примеров гибрид-
ного скота с использованием зебу можно назвать 

такие породы мясного направления, как сан-
та-гертруда, брангус, бифмастер, чербрей, инду-
бразил, из молочных пород – это австралийский 
молочный зебувидный скот, ямайка-хоуп, ку-
бинская сибонея и др. [4–7].

В нашей стране идея использования зебу для 
получения гибридов и создания новых жир-
но- и белковомолочных пород крупного рога-
того скота, устойчивых к заболеваниям и не-
благоприятному климату, впервые возникла в 
“Аскания-Нова” и была реализована в 30-е гг. 
прошлого столетия М.Ф. Ивановым, И.С.  Жу-
равком и А.Е.  Мокеевой, затем Е.П.  Стеклене-
вым, П.Н.  Буйной, Ю.С. Мусиенко и др. [8]. 
Впоследствии селекционная работа по созданию 
высокопродуктивных форм зебувидного ско-
та продолжилась на Кавказе и в Средней Азии, 
где имелись местные породы зебу (азербайджан-
ская и туркменская), а также примитивный зе-
бувидный скот хорасанского типа (Узбекистан, 
Таджикистан, Туркмения). На основе этого по-

636.2:575.17
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЙ АНАЛИЗ

головья были созданы крупные массивы швице-
зебувидных и красных зебувидных коров [9–11].

В 1956 г. на базе научно-экспериментально-
го хозяйства (НЭХ) “Снегири” Главного бота-
нического сада АН СССР (Московская обл.) 
впервые в нечерноземной зоне России начался 
эксперимент по получению и разведению гибри-
дов коров черно-пестрой породы с быками азер-
байджанского зебу [12]. В дальнейшем создание 
новых групп животных проводили с прилитием 
крови кубинского и новозеландского зебу, а так-
же пенджабского зебу породы сахивал. В 1999 г. 
для увеличения молочности и улучшения формы 
вымени у гибридных животных в скрещиваниях 
стали использовать голштинских быков [12, 13]

Однако несмотря на то, что стадо зебувидного 
скота в Московской обл. существует вот уже более 
60 лет, имеется всего лишь одна работа, в которой 
проводилось сравнение генотипов зебувидных 
коров с породами B. taurus по ISSR-маркерам [14]. 
Целью нашего исследования стало cравнительное 
изучение зебувидного скота НЭХ “Снегири” и 
пород B. taurus с использованием микросателлит-
ной пролиферации ДНК. В отличие от ISSR этот 
метод является более эффективным и востребо-
ванным при изучении генетической структуры 
популяций. Достаточно сказать, что по данным 
мировых научных публикаций за период с 2005 по 
2020 гг. при генотипировании разных видов сель-
скохозяйственных животных чаще всего приме-
нялись именно STR-маркеры – 48% [15].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследований являлись об-
разцы биоматериала (кровь) зебувидного скота 
HЭХ “Снегири” (Московская обл.) (NewKRS, 
n = 73) и животных восьми пород B. taurus, в т. ч. 
двух европейских: бурой швицкой (Костромская 
обл., Костромской р-н) (BrSwis, n = 50) и голш
тинской (Московская обл.) (Holst, n = 176), 
также шести отечественных: холмогорской 
(Республика Коми, Интинский р-н) (Kholm, 
n = 50), ярославской (Ярославская обл., Ярос-
лавский р-н) (Yaros, n = 50), тагильской (Перм-
ская обл., Октябрьский р-н) (Tagil, n = 49), 
красной горбатовской (Нижегородская обл., 
Павловский р-н) (RedGor, n = 50), костромской 
(Костромская обл., Костромской р-н) (Kostr, 
n = 20) и серой украинской (Республика Алтай, 
Шебалинский р-н) (Grey, n = 44). ДНК выделя-
ли из лейкоцитарной фракции крови с помощью 
набора реагентов Diatom™ DNA Prep 200 (ООО 

“ИзогенЛаб”, Россия) в соответствии с рекомен-
дациями производителя.

Всего было прогенотипировано 562 животных 
по 14 STR-маркерам (BM1824, BM2113, CSRM60, 
CSSM66, ETH3, ETH10, ETH225, ILSTS006, 
INRA023, SPS115, TGLA53, TGLA122, TGLA126, 
TGLA227).

Мультиплексный ПЦР-анализ микросател-
литных локусов, содержащих короткие тандем-
ные повторы, проводили с использованием на-
бора COrDIS Cattle (“Гордиз”, Москва, Россия) 
согласно инструкции производителя. После на-
чальной денатурации 94°C 3 мин амплификацию 
фрагментов осуществляли в следующем темпе-
ратурно-временном режиме: четыре цикла при 
98°C 30 с, 59°C 120 с, 72°C 90 с, с 6 циклами при 
94°C 30 с, 59°C 120 с, 72°C, 90 с, с 18 циклами при 
90°C 30 с, 59°C 120 с, 72°C, 75 с и окончательным 
удлинением при 68°C 15 мин. Полимеразную 
цепную реакцию выполняли на термоцикле-
реVeriti (ThermoFisherScientific, США). Капил-
лярный электрофорез продуктов ПЦР-реакции 
проводили на генетическом анализаторе ABI 
3130XL (Applied Biosystems, США) с последую-
щим определением длин аллелей микросател-
литов в программном обеспечении GeneMapper 
v. 4.0. (Applied Biosystems).

Для оценки структуры популяций зебувидно-
го скота и пород B. taurus использовали следую-
щие показатели: cреднее число индивидуумов, 
генотипированных по локусам (N), аллельное 
разнообразие (AR), наблюдаемая (HO) и ожи-
даемая (HE) гетерозиготности, доля полимор-
фных локусов, коэффициент инбридинга (FIS) 
[16]. Расчет уровней аллельного и генетическо-
го разнообразия, определение приват-аллелей, 
F-cтатистик Райта, оценку равновесия Хар-
ди–Вайнберга и анализ главных компонент по 
исследованным локусам (Principal Component 
Analysis, PCA) проводили с помощью программ-
ного обеспечения PopGenReport Version 3.0.4. 
[17, 18]. Межпородные филогенетические отно-
шения устанавливали путем построения дендро-
граммы по методу NJ (Neighbor-Joining) [19] на 
основе генетических расстояний DA Нея [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ

С использованием STR-маркеров были опреде-
лены генотипы крупного рогатого скота, включая 
популяцию зебувидного скота НЭХ “Снегири”. 
Как показано в табл. 1, наибольшие значения доли 
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полиморфных локусов – 71.16% и уровня аллель-
ного разнообразия – 6.7 были отмечены у тагиль-
ского скота, а наименьшие у бурого швицкого – 
50.09 и 5.28 соответственно. Зебувидный скот по 
этим показателям занимал промежуточное поло-
жение с долей полиморфных локусов – 63.81% и 
величиной аллельного разнообразия равной 5.96. 

Значения наблюдаемой (HO) и ожидаемой 
гетерозиготности (HE) во всех рассматривае-
мых популяциях оказались очень близки между 
собой. Особенно это было характерно для хол-

могорских коров (HO = 0.73, HE = 0.73) и в наи-
меньшей степени для серого украинского скота 
(HO = 0.73, HE = 0.65). При этом за исключени-
ем холмогорской породы у которой коэффици-
ент инбридинга FIS оказался равным 0, во всех 
остальных популяциях крупного рогатого скота, 
включая зебувидный скот, отмечали незначи-
тельное преобладание случайных спариваний 
– FIS от –0.01 до –0.0685. Тем не менее досто-
верные отклонения от равновесия Харди–Вайн-
берга получены только по двум породам: бурой 
швицкой и серой украинской (табл. 1).

Всего в рассматриваемых популяциях крупного 
рогатого скота было обнаружено 24 приват-аллеля, 
в т. ч. по одному у костромского, бурого швицко-
го и голштинского cкота и 7 – в популяции серых 
украинских коров. У зебувидного скота выявлены 
4 приват-аллеля, три из которых превышали веро-
ятность появления равную 0.1. Приват-аллель 123 
встречался в локусе Eth3 только у ярославского ско-
та, 284 в локусе Ilsts006 – у серого украинского, 106 
в локусе Csrm60 – у холмогорского и 121 в локусе 
Bm2113  – у тагильского, причем из всех пород с 
наибольшей частотой (30%) выявлялся только ал-
лель 171 в локусе Tgla122 в популяции голштинско-
го скота (табл.  2). При рассмотрении F-cтатистик 
по исследованным локусам значение FIS = –0.0268 
указывает на незначительный избыток гетеро-
зиготных генотипов, с невысокой вероятностью 
встречи аллелей общего предка в рассматриваемых 
популяциях FIT = 0.07, а уровень FST=0.0942 сви-
детельствует о их средней дивергенции, наиболь-
ший вклад в которую вносит локус Tgla126 (табл. 
3). Определенный интерес представляет сравнение 
дендрограммы Neighbor-Joining и графика глав-
ных компонент (PCA) (рис. 1 и 2). Можно видеть, 
что согласно Neighbor-Joining взаимоотношениям 
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Рис. 1. Филогенетическое дерево популяционных 
выборок пород B. taurus и зебувидного скота НЭХ 
“Снегири” методом NJ с генетическими расстояни-
ями DA Нея.

Таблица 1. Параметры аллельного и генетического разнообразия популяций крупного рогатого скота

Породы КРС N Полиморфные локусы, % AR HO HE FIS HWE
Holst 176 62.36 5.52 0.72 0.71 –0.0141 0.8067
Tagil 49 71.16 6.7 0.77 0.76 –0.0132 0.0704
Kholm 50 60.36 5.8 0.73 0.73 0 0.0980
RedGorb 50 68.8 6.21 0.78 0.73 –0.0685 0.9987
BrSwitsk 50 50.09 5.28 0.77 0.70 –0.1 0
Grey 44 54.46 4.87 0.73 0.65 –0.0441 0.0023
Yaros 50 58.4 5.57 0.72 0.70 –0.0286 0.6586
Kostr 20 54.48 5.44 0.71 0.68 –0.0441 0.6156
NewKRS 73 63.81 5.96 0.74 0.72 –0.0278 0.7029

Примечание. N – число проанализированных образцов; AR – аллельное разнообразие; HO – наблюдаемая гетерозигот-
ность; HE – ожидаемая гетерозиготность; FIS – коэффициент инбридинга; HWE – уровень значимости для отклонений 
от равновесия Харди–Вайнберга.
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Рис. 2. Проекция особей исследуемых популяций 
пород B. taurus и зебувидного скота НЭХ “Снегири” 
на плоскости двух координат по данным PCA-ана-
лиза.

Таблица 2. Приват-аллели в локусах и популяциях круп-
ного рогатого скота

Локус Популяция Аллель Частота встречае-
мости, %

Eth3 Yaros 123 3
Inra023 Grey 196 14
Inra023 Tagil 204 1
Inra023 RedGor 216 5
Ilsts006 Grey 284 1
Tgla227 NewKRS 085 5
Tgla122 Kholm 139 3
Tgla122 Tagil 145 2
Tgla122 Kostr 159 1
Tgla122 Holst 171 30
Sps115 NewKRS 250 3
Sps115 Grey 261 1
Sps115 Grey 262 1
Eth225 BrSwis 156 4
Eth225 NewKRS 160 9
Tgla53 NewKRS 152 1
Tgla53 Tagil 182 3
Tgla53 Tagil 188 1
Csrm60 Kholm 106 1
Bm2113 Tagil 121 1
Bm2113 Grey 143 2
Bm1824 RedGor 174 13
Bm1824 Grey 176 1
Bm1824 Grey 184 1

Таблица 3. F-cтатистики по исследованным локусам по-
пуляций крупного рогатого скота

Локус FIS FST FIT

Eth225 –0.0342 0.0663 0.0344
Eth10 –0.0549 0.0716 0.0206
Csrm60 –0.0404 0.0719 0.0344
Cssm66 0.0157 0.0885 0.1028
Tgla227 –0.0228 0.0892 0.0685
Bm1824 0.0135 0.0926 0.1049
Tgla122 –0.0403 0.0927 0.0561
Eth3 0.0016 0.0928 0.0943
Tgla53 –0.0143 0.0945 0.0816
Sps115 –0.0169 0.0956 0.0803
Bm2113 –0.0432 0.1008 0.0620
Ilsts006 –0.0518 0.1102 0.0641
Inra023 –0.0033 0.1170 0.1142
Tgla126 –0.0839 0.1345 0.0618

Cредняя –0.0268 0.0942 0.0700

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЙ АНАЛИЗ

(рис. 1), зебувидный скот формирует один подкла-
стер с голштинской породой, входя в общий кла-
стер с холмогорским и серым украинским скотом. 
Действительно, голштинская порода использова-
лась для повышения продуктивности зебувидного 
скота НЭХ “Снегири” [3]. В свою очередь основой 
голштинского скота послужила голландская ост-
фризская порода, которая использовалась и при 
создании холмогорского скота [21]. Что же касает-
ся близости никак не связанных между собой серой 
украинской и холмогорской пород, то в данном 
случае скорее всего проявляется эффект “романов-
ской овцы” [22], когда популяция не родственная 
ни одной из рассматриваемых групп животных слу-
чайным образом объединяется с разными порода-
ми. В нашем случае это серая украинская порода, 
которая ведет свое происхождение от серого степ-
ного скота, включающего подольскую и роман-
скую породы, в прошлом широко распространен-
ных в южной части Европы, а также степной в зоне 
Средиземноморья и Причерноморья [23].

С другой стороны, не вызывает сомнений об-
наруживаемое на дендрограмме родство бурой 
швицкой и костромской пород, так как послед-
няя была создана путем скрещивания местного 
костромского скота с альгаузской и бурой швиц-
кой породами. Вполне естественным выглядит 
также объединение ярославских и красных гор-
батовских коров, являющихся в своей основе 
отродьями двух ветвей великорусского скота: 
северного и приокского. В то время как относи-
тельная обособленность тагильской породы объ-
ясняется тем, что она была выведена из местного 
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низко продуктивного уральского скота с участи-
ем ярославской и холмогорской пород [21].

При последующем рассмотрении тех же самых 
популяций с использованием метода главных 
компонент (PCA) (рис. 2) мы видим несколько 
иную картину межпородных взаимодействий. 
Так, в отличие от Neighbor-Joining-дендрограм-
мы популяции голштинского, бурого швицко-
го и серого украинского скота локализуются 
на графике PCA достаточно обособленно, при 
том что совершенно неродственные друг другу 
породы, представленные популяциями тагиль-
ского, красного горбатовского, костромского 
и зебувидного скота оказались сближенными. 
В  частности, популяция зебувидного скота в 
значительной степени перекрывается с живот-
ными костромской породы, несколько менее – с 
красным горбатовским и тагильским скотом, и 
совсем незначительно – с бурыми швицкими и 
голштинскими коровами. Такое несоответствие, 
вероятнее всего, определяется внутрипопопу-
ляционной генетической неоднородностью зе-
бувидного скота НЭХ “Снегири”, выявляемой 
и путем визуальной экстерьерной оценки.

Например в стаде зебувидного скота встре-
чаются четыре основных окрасочных фенотипа 
(рис.  3,  4): два преобладающих – практически 
черный и пегий (черно-белый), и два редких – 

красный и коричневый с затемненной головой и 
подпалинами. Следует сказать, что выявляемые 
цвета характерны для исходных родительских 
форм зебувидного скота НЭХ “Снегири”: пегая и 
черная соответствуют масти холмогорского и гол-
штинского скота, а  красная и коричневая – на-
тивной окраске зебу.

ОБСУЖДЕНИЕ

В современной научной литературе имеется 
большое количество работ, посвященных изу-
чению полиморфных структур ДНК крупного 
рогатого скота, в т. ч. по STR-маркерам. Чаще 
всего c использованием микросателлитного ге-
нотипирования сравнивали породы B. taurus и 
B. indicus в пределах одного, либо обоих таксо-
нов [24–29]. Гораздо меньше изучены помеси 
или породы, созданные при участии зебу [30, 
31] и практически отсутствуют исследования по 
сравнительному анализу популяционно-гене-
тической структуры и родства пород B. taurus и 
B. indicus с зебувидным скотом [32, 33].

В этом контексте достаточно близка алгорит-
му нашего исследования работа бразильских уче-
ных, изучавших пять местных креольских пород 
крупного рогатого скота, две европейские породы 
молочного направления и три породы зебу [34]. 
Согласно их данным, рассматриваемые породы 

БЕКЕТОВ и др.

Рис. 3. Зебувидный скот НЭХ “Снегири” масти черно-пестрого и голштинского скота.

Рис. 4. Зебувидный скот НЭХ “Снегири” масти зебу.
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https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D0%BE%D0%BB%D0%BC%D0%BE%D0%B3%D0%BE%D1%80%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_(%D0%BF%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B4%D0%B0_%D0%BA%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B2)
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЙ АНАЛИЗ

B. taurus и B. indicus отличались высоким аллелль-
ным и генетическим разнообразием и незначитель-
ным уровнем инбридинга. При этом параметры F 
статистик для исследуемых популяций характери-
зовали их, как имеющих дефицит гетерозигот FIS = 
0.071, со средней дифференциацией FST = 0.078 и 
отклонением от случайного спаривания в сторону 
незначительного инбридинга FIT = 0.144 > FST.

Примечательно, что сходные значения сво-
дных оценок F-статистик отмечают для по-
давляющего большинства пород B. taurus и B. 
indicus [35]. Значительно реже при изучении 
генетической структуры популяций крупного 
рогатого скота выявляют избыток гетерозигот 
и преобладание неродственных спариваний. 
Чаще всего подобные отклонения могут быть 
обусловлены снижением селекционного отбо-
ра, влиянием интрогрессии пород-улучшателей 
или же проведением специальных мероприя-
тий, направленных на сохранение малочислен-
ных пород [36]. 

Кроме того, большинство авторов отмеча-
ют, что аборигенные и региональные культур-
ные породы крупного рогатого скота в отличие 
от специализированных трансграничных по-
род, характеризуются более высокой генетиче-
ской изменчивостью [27, 32, 34]. Тем не менее 
в нашем исследовании эта закономерность не 
подтвердилась для костромской, ярославской 
и серой украинской пород, ожидаемая гетеро-
зиготность которых (HE = 0.65–0.70) оказалась 
меньшей или была одинаковой при сравнении с 
популяциями бурого швицкого и голштинского 
скота (HE = 0.70–0.71) (табл. 1). 

Возможная причина подобного отклонения 
кроется в популяционно-демографических из-
менениях. Общеизвестно, что уменьшение по-
пуляции приводит к снижению ее генетической 
изменчивости [27], и напротив, увеличение по-
головья – к повышению [37]. Так, рост един-
ственной в стране популяции тагильского скота, 
которая за 11 лет увеличилась в 2.5 раза со 104 до 
260 голов [38], мог сказаться на увеличении ее 
ожидаемой гетерозиготности до HE = 0.76, а 
следствием уменьшения численности алтайской 
популяции серого украинского скота стал невы-
сокий уровень генетической изменчивости – HE 
= 0.65 относительно крупных стад этой породы в 
украинских хозяйствах ООО “Голосеево” и КСП 
“Вороньков”, где этот же самый показатель cо-
ставил HE = 0.80 и 0.81 соответственно [39]. Если 
же рассматривать породы в целом, то за период с 

2010 по 2021 гг. общая численность костромско-
го скота в Российской Федерации сократилась 
на 31.9%, а ярославского – на 45.9%, что также 
не могло не сказаться на изменении генетиче-
ской структуры их популяций [38].

Что же касается зебувидного скота НЭХ “Сне-
гири”, то здесь значения аллельного разнообра-
зия AR = 5.96 и уровня гетерозиготности HE = 0.72 
оказались примерно сходными с соответствую-
щими показателями у африканского зебувидно-
го скота санга (AR = 6.07–6.25, HE = 0.71–0.72) и 
зенга (AR = 5.97–6.27, HE = 0.71–0.72) [33]. Счита-
ется, что санга образовался путем гибридизации 
местного безгорбого крупного рогатого скота Bos 
taurus africanus с зебу, а зенга – скрещиванием 
зебу с санга [40, 41]. Однако если у скота зенга 
и санга наблюдается дефицит гетерозигот, то в 
популяции зебувидного скота НЭХ “Снегири” 
отмечается их избыток.

Таким образом, при сравнении зебувидного 
скота (B. indicus× В. taurus) с породами В. taurus 
по микросателлитным маркерам было установ-
лено, что все рассматриваемые выборки харак-
теризовались средним аллельным разнообрази-
ем и достаточно высоким уровнем генетической 
изменчивости, с незначительным преобладани-
ем случайных спариваний. При этом различия в 
генетической структуре рассматриваемых пород 
В. taurus преимущественно определялись по-
пуляционно-демографическими колебаниями, 
а выявляемая в популяции зебувидного скота 
(B. indicus × В. taurus) генетическая и фенотипи-
ческая (по масти) неоднородность обусловлена 
уменьшением действия искусственного отбора.

Исследования выполнены при финансовой 
поддержке РНФ – проект № 23-16-00059 и Го-
сударственного задания Министерства науки и 
высшего образования РФ “Оценка генетическо-
го потенциала национальных пород крупного 
рогатого скота” № 122020800034-4.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода и 
использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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COMPARATIVE MICROSATELLITE ANALYSIS OF ZEBOID CATTLE WITH 
BREEDS OF Bos taurus

S. V. Beketova,b, *, G. R. Svishchevaa, V. P. Upelniekb, S. A. Senatorb, S. B. Kuznetsova,  
E. A. Nikolaevaa, Yu. A. Stolpovskya

aVavilov Institute of General Genetics of Russian Academy of Sciences, Moscow,
119991 Russia

bTsitsin Main Botanical Garden, Russian Academy of Sciences, Moscow, 127276 Russia

*e-mail: svbeketov@gmail.com

Comparative genotyping of a population of zeboid cattle (Bos taurus × Bos  indicus) and eight populations of B. taurus 
breeds, including six domestic (Нolmogorskaya, Yaroslavskaya, Red Gorbatovskaya, Kostromskaya, Tagil’skaya, 
Gray Ukrainian) and two transboundary European breeds (Holstein and Brown Swiss). A total of 562 individuals 
were examined. Based on the results of the STR analysis, it was found that all population samples of B. taurus were 
characterized by an average allelic diversity A

R 
= 4.87–6.7 and a fairly high level of genetic variability H

E 
= 0.68–

0.76 with a slight predominance of random matings F
IS 

= –0.1... 0.0. In zeboid cattle, the corresponding indicators 
were A

R 
= 5.96, H

E 
= 0.72 and F

IS 
= –0.0278. At the same time, differences in the genetic structure of the B. taurus 

breeds under consideration were largely determined by population-demographic fluctuations, and the genetic and 
phenotypic heterogeneity detected in the population of zeboid cattle was determined by a decrease in the effect of 
artificial selection.

Keywords: zeboid cattle, Bos taurus breeds, microsatellites, genetic structure, variability, phylogeny.
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В основе патогенеза аллергических заболеваний (АЗ) находится взаимодействие генетических, эпигенети-
ческих и внешнесредовых факторов. Аллергический ринит (АР) и атопическая бронхиальная астма (БА) 
являются тесно взаимосвязанными и часто сочетающимися друг с другом АЗ дыхательных путей. Хрониче-
ское рецидивирующее течение этих заболеваний определяет необходимость дальнейшего и более глубокого 
исследования механизмов развития данных патологий. Гистамин является важнейшим медиатором воспа-
ления, высвобождаемым при аллергических реакциях. Цель данной работы изучение роли полиморфных 
вариантов генов AOC1, HRH2, HRH3, ALDH7A1, ADCYAP1, HNMT, PSAP, SCG3, участвующих в метаболиз-
ме гистамина, в развитии различных эндофенотипов АЗ дыхательных путей, у индивидов, проживающих 
в Республике Башкортостан. Материалом для исследования являлись образцы ДНК 358 больных АЗ ды-
хательных путей различной этнической принадлежности (русские – 165, татары – 143, башкиры – 50) и 
200 индивидов контрольной группы с неотягощенной наследственностью в отношении АЗ (русские – 75, 
татары – 83, башкиры – 42). Генотипирование полиморфных вариантов проведено методом ПЦР в режиме 
реального времени и ПЦР-ПДРФ-анализа. Обнаружено, что генотип rs1049793*СC и аллель rs1049793*С гена 
AOC1 ассоциированы с риском развития АЗ дыхательных путей и БА с сопутствующим АР у русских. Выяв-
лен значительно более высокий уровень общего IgE у русских больных АЗ дыхательных путей с генотипом 
rs1049793*СС гена AOC1 по сравнению с носителями генотипов rs1049793*СG и rs1049793*GG. Установлена 
ассоциация аллеля rs17525472*С полиморфного варианта, локализованного вблизи гена SCG3, с развитием 
АР у индивидов русской этнической принадлежности. Результаты исследования свидетельствуют от том, что 
гены AOC1 и SCG3, участвующие в метаболизме гистамина, вовлечены в развитие различных эндофенотипов 
АЗ дыхательных путей у детей. 

Ключевые слова: гистамин, ген, полиморфный вариант, аллергический ринит, бронхиальная астма.
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Аллергические заболевания (АЗ) являются 
распространенными хроническими заболева-
ниями многофакторной природы. К наиболее 
известным АЗ относятся бронхиальная астма 
(БА), аллергический ринит (АР) и атопический 
дерматит. БА и АР представляют собой сложные 
заболевания, проявляющиеся в виде хроничес
кого воспаления верхних и нижних дыхатель-
ных путей. Слизистые оболочки полости носа и 
бронхов у индивидов с БА и АР имеют единый 
профиль аллергенов и медиаторов воспаления, 
патоморфологические исследования показыва-

ют сходный клеточный состав воспалительного 
инфильтрата слизистой оболочки носа и брон-
хов у пациентов. БА и АР тесно взаимосвязаны 
между собой и часто сочетаются друг с другом. 
Предполагается, что данные заболевания могут 
быть разными стадиями единого процесса, еди-
ной болезнью, основой которой является сенси-
билизация верхних дыхательных путей и брон-
хов [1].

БА представляет собой многофакторное и ге-
терогенное заболевание, часто характеризую-
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щееся хрипами и одышкой, вызванными вос-
палением и гиперреактивностью дыхательных 
путей, наследуемость заболевания варьирует от 
55 до 74% у взрослых и достигает 90% у детей [2]. 
Показано, что более 80% пациентов с аллергиче-
ской БА имеют сопутствующие симптомы АР, в 
то время как от 20 до 50% пациентов с АР име-
ют клинические проявления БА [3]. АР являет-
ся заболеванием, зачастую характеризующимся 
иммуноглобулин E опосредованным воспалени-
ем слизистой оболочки носа, формирующимся 
и прогрессирующим под действием аллергенов 
[4]. Известно, что симптомы АР не опасны для 
жизни, они часто причиняют беспокойство и не-
гативно влияют на работу и качество жизни, на-
следуемость АР составляет более 65% [5]. В мире 
от АР страдают около 400 миллионов человек, 
причем в последние десятилетия из-за роста 
индустриализации и загрязнения воздуха число 
больных увеличивается [3]. В основе развития 
аллергических заболеваний (АЗ) лежит сложное 
взаимодействие между генетической предраспо-
ложенностью и воздействием различных факто-
ров окружающей среды, наиболее важными из 
которых являются аллергены. В ряде полноге-
номных ассоциативных исследований (GWAS) 
показано, что БА и АР имеют большое число как 
различных, так и общих полиморфных вариан-
тов генов (IL33, IL1RL1, IL13, RAD50, C11orf30, 
LRRC32, TSL и др.), ассоциированных с разви-
тием заболеваний и отдельных их фенотипов [6]. 

Гистамин играет центральную роль в патогене-
зе аллергических заболеваний, усиливает секре-
цию Th2-цитокинов (IL-5, IL-4, IL-10 и IL-13) и 
ингибирует продукцию Th1-цитокинов (IFN-γ, 
IL-12, IL-2), способствуя сдвигу баланса Т-кле-
ток в сторону Th2-лимфоцитов. Гистамин также 
регулирует функции моноцитов, макрофагов, 
нейтрофилов, эозинофилов, В-клеток и дендрит-
ных клеток [7]. Синтез гистамина начинается с 
α-декарбоксилирования L-гистидина ферментом 
гистидиндекарбоксилазой, биологическое воз-
действие гистамина реализуется при взаимодей-
ствии с HR1, HR2, HR3 и HR4 рецепторами. Ги-
стамин расщепляется под действием ферментов 
гистамин-N-метилтрансферазы (HNMT) и диа-
миноксидазы (DAO или AOC1), известен широ-
кий ряд генов, кодирующих белки, ответственные 
за синтез и метаболизм гистамина (HDC, HRH1, 
HRH2, HRH3, HRH4, HNMT и АOC1) [8]. Выпол-
нен ряд исследований полиморфных локусов ге-
нов, участвующих в метаболизме гистамина, у 
больных АЗ по результатам которых обнаружены 
полиморфные варианты генов, ассоциированные 

с риском развития аллергопатологий, а также с 
чувствительностью пациентов к использованию 
антигистаминных препаратов у индивидов раз-
личного происхождения [9, 10]. В Республике 
Башкортостан также проведен ряд работ, посвя-
щенных анализу генов, участвующих в метабо-
лизме гистамина, в результате которых выявле-
ны полиморфные варианты генов, связанные с 
риском развития и особенностями клинического 
течения БА (HRH1, HRH4, HNMT, АOC1) [11–13], 
однако анализ полиморфных вариантов генов 
рецепторов гистамина HRH2 и HRH3, альдегид-
дегидрогеназы 7 члена семейства A1 ALDH7A1, 
полипептида 1, активирующего аденилатциклазу 
ADCYAP1, просапозина PSAP, секретогранина 3 
SCG3, медьсодержащей аминоксидазы 1 AOC1, 
гистамин-N-метилтрансферазы HNMT в группах 
индивидов из РБ с различными эндофенотипами 
АЗ дыхательных путей ранее не проводилcя. 

Цель данной работы – исследование роли 
полиморфных вариантов генов AOC1, HRH2, 
HRH3, ALDH7A1, ADCYAP1, HNMT, PSAP, SCG3, 
участвующих в метаболизме гистамина, в разви-
тии различных эндофенотипов АЗ дыхательных 
путей, у индивидов, проживающих в Республике 
Башкортостан. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы ДНК 558 неродственных индивидов 
от 2 до 18 лет из Республики Башкортостан ис-
пользованы в качестве материала исследования. 
Общая выборка пациентов составила 358 инди-
видов больных АЗ дыхательных путей различной 
этнической принадлежности (русские – 165, 
татары – 143, башкиры – 50). Все исследуемые 
индивиды с АЗ дыхательных путей были па-
циентами Клиники БГМУ, ГКБ № 21 г. Уфы и 
ГБУЗ РДКБ (г. Уфа). Диагноз заболеваний уста-
навливался на основании семейного анамнеза, 
истории болезни, результатов клинического ос-
мотра и дополнительных лабораторных методов 
(кожная аллергопроба, уровень иммуноглобули-
на Е (IgE), общий анализ крови, риноскопия). 
При проведении анализа объединенная груп-
па больных была разделена на несколько под-
групп: общая выборка пациентов, включающая 
всех индивидов с БА и АР, больных БА (без АР), 
больных АР (без БА) и больных БА с сопутствую-
щим АР. В качестве контроля была использована 
группа, включающая 200 практически здоровых 
индивидов с неотягощенной наследственностью 
по АЗ (русские – 75, татары – 83, башкиры – 42), 
с низким уровнем общего IgE в сыворотке кро-
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ви и показателями функции внешнего дыхания 
в пределах нормы. Исследование одобрено био
этическими комитетами БГМУ (протокол № 28 
от 29.10.2012 г.) и ИБГ УФИЦ РАН (протокол 
№ 7 от 10.02.2011 г.).

Образцы ДНК выделены из перифериче-
ской крови методом фенол-хлороформной экс-
тракции. Генотипирование полиморфных ва-
риантов генов AOC1 (rs1049793, p.His664Asp) и 
HNMT (rs11558538, p.Thr105Ile) проведено ме-
тодом ПДРФ-анализа, генов HRH2 (rs2067474, 
c.-525-493G>A) и HRH3 (rs3787429, p.Arg196His), 
ALDH7A1 (rs13182402, c.517+395T>C), ADCYAP1 
(rs2231187, c.456A>G; p.Lys152=), PSAP 
(rs11000016, g.71819460C>T), полиморфного ло-
куса rs17525472 (g.51677471T>C), локализован-
ного вблизи гена SCG3, методом ПЦР в режиме 
реального времени. 

Для сравнительного анализа частот аллелей 
и генотипов в группах использован критерий 
хи-квадрат для таблиц сопряженности 2×2 (с по-
правкой Йейтса), при статистически достовер-
ных различиях выполнялась оценка показателя 
отношения шансов (OR, Odds Ratio) и 95%-ного 
доверительного интервала (CI95%) (MS Excel 
2016, Plink 1.9). Тип распределения количествен-
ных данных оценивался критерием Колмогоро-
ва–Смирнова. Для оценки равенства генераль-
ной дисперсии применялся критерий Левена, 
при нормальности распределения данных и ра-
венстве генеральной дисперсии сравнение двух 
групп выполнялось t-тестом Стьюдента, трех и 
более – однофакторным дисперсионным ана-
лизом. Непараметрические тесты применялись 
в случае, если распределение не являлось нор-
мальным или не было выполнено условие ра-
венства вариаций (t-тест Манна–Уитни и H-тест 
Краскелла–Уоллиса). Мета анализ выполнен 
с применением пакетов программ Plink 1.9 
и WinPepi v11.32.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проведено исследование полиморфных ва-
риантов весьми генов (AOC1, HRH2, HRH3, 
ALDH7A1, ADCYAP1, HNMT, PSAP, SCG3), уча-
ствующих в метаболизме гистамина, у больных 
АЗ дыхательных путей и в контрольной груп-
пе индивидов из РБ (табл. 1). Выполнен анализ 
ассоциаций анализируемых полиморфных ва-
риантов генов с риском развития АЗ дыхатель-
ных путей, клинических проявлений только БА 
и только АР, а также БА с сопутствующим АР. 

Распределение частот генотипов полиморфных 
вариантов соответствовало равновесию Харди–
Вайнберга (р > 0.05). 

Статистически значимые различия в распреде-
лении частот аллелей и генотипов между выбор-
ками больных АЗ дыхательных путей и контроля 
выявлены при анализе полиморфного варианта 
rs1049793 гена AOC1 (табл. 1). Обнаружена более 
высокая частота генотипа rs1049793*СС и алле-
ля rs1049793*С гена AOC1 в выборке больных 
АЗ дыхательных путей у русских по этнической 
принадлежности (50.93 и 71.43%), чем в соответ-
ствующем контроле (35.14%, p = 0.02; OR = 1.92, 
95%CI 1.09–3.38 и 60.14%, p = 0.01; OR = 1.66, 
95%CI 1.1–2.49). 

Далее был проведен более дифференцирован-
ный анализ ассоциаций полиморфных вариан-
тов генов с клиническими проявлениями только 
БА и только АР, а также БА с сопутствующим 
АР и с уровнем общего IgE. В группе русских 
больных БА с сопутствующим АР также уста-
новлена значительно более высокая частота ге-
нотипа rs1049793*СС и аллеля rs1049793*С (56.94 
и 74.31%) чем в контроле (35.14%, p = 0.008; 
OR = 2.44, 95%CI 1.25–4.76 и 60.14%, p = 0.01; 
OR = 1.92, 95%CI 1.17–3.15). Аллель rs1049793*G 
гена AOC1 значительно реже встречался у рус-
ских больных АЗ дыхательных путей (28.57%, 
p = 0.01; OR = 0.60, 95%CI 0.40–0.91) и боль-
ных БА с сопутствующим АР (25.69%, p = 0.01; 
OR = 0.52, 95%CI 0.32–0.86), чем в контроле 
(39.86%). Обнаружено значительное увеличение 
уровня общего IgE у русских больных АЗ дыха-
тельных путей, носителей генотипа rs1049793*СС 
(432.9 ± 45.89) гена AOC1, по сравнению с боль-
ными, имеющими генотип rs1049793*СG и 
rs1049793*GG (291.6 ± 23.72 и 251 ± 64.87 соот-
ветственно, p = 0.04). 

Проведено исследование полиморфных ва-
риантов rs2231187 гена ADCYAP1 и rs11558538 
гена HNMT в выборках больных и контроля из 
РБ. Анализ распределения частот аллелей и ге-
нотипов полиморфного варианта rs2231187 гена 
ADCYAP1 выявил тенденцию к повышению ча-
стоты встречаемости аллеля rs2231187*A у боль-
ных АЗ дыхательных путей (83.0%) и БА с сопут-
ствующим АР (83.82%) башкирской этнической 
принадлежности по сравнению с контролем 
(71.43%, p = 0.06 и p = 0.07 соответственно), ана-
логичная тенденция была обнаружена в группе 
татар больных АЗ дыхательных путей (p = 0.08). 
Выявлена тенденция к ассоциации аллеля 

САВЕЛЬЕВА и др.
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Таблица 1. Частоты аллелей и генотипов полиморфных вариантов генов, участвующих в метаболизме гистамина, у боль-
ных АЗ дыхательных путей и в контроле

Полиморфный вари-
ант/ группа

Генотипы Аллели
Nn (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

AOC1, rs1049793 CC CG GG C G

Б
ол

ьн
ы

е Русские

82 (50.93) 
p = 0.02 

OR = 1.92 
(1.09–3.38)

66 (40.99) 13 (8.07) 230 (71.43) p = 0.01 
OR = 1.66 (1.1–2.49)

92 (28.57) p = 0.01 
OR = 0.6 (0.4–0.91) 161

Татары 65 (45.77) 63 (44.37) 14 (9.86) 193 (67.96) 91 (32.04) 142
Башкиры 15 (30.0) 25 (50.0) 10 (20.0) 55 (55.0) 45 (45.0) 50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 26 (35.14) 37 (50.0) 11 (14.86) 89 (60.14) 59 (39.86) 74

Татары 35 (43.21) 41 (50.62) 5 (6.17) 111 (68.52) 51 (31.48) 81
Башкиры 18 (42.86) 18 (42.86) 6 (14.29) 54 (64.29) 30 (35.71) 42

HRH2, rs2067474 GG GA AA G A

Б
ол

ь-
ны

е Русские 147 (90.74) 14 (8.64) 1 (0.62) 308 (95.06) 16 (4.94) 162
Татары 128 (90.78) 13 (9.22) – 269 (95.39) 13 (4.61) 141

Башкиры 41 (82.0) 9 (18.0) – 91 (91.0) 9 (9.0) 50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 68 (90.67) 7 (9.33) – 143 (95.33) 7 (4.67) 75

Татары 76 (92.68) 6 (7.32) – 158 (96.34) 6 (3.66) 82
Башкиры 36 (85.71) 5 (11.9) 1 (2.38) 77 (91.67) 7 (8.33) 42

HRH3, rs3787429 CC CT TT C T

Б
ол

ь-
ны

е Русские 51 (31.10) 88 (53.66) 25 (15.24) 190 (57.93) 138 (42.07) 164
Татары 59 (41.84) 53 (37.59) 29 (20.57) 171 (60.64) 111 (39.36) 141

Башкиры 16 (32.0) 27 (54.0) 7 (14.0) 59 (59.0) 41 (41.0) 50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 25 (33.33) 41 (54.67) 9 (12.0) 91 (60.67) 59 (39.33) 75

Татары 32 (38.55) 41 (49.4) 10 (12.05) 105 (63.25) 61 (36.75) 83
Башкиры 17 (40.48) 18 (42.86) 7 (16.67) 52 (61.9) 32 (38.1) 42

ALDH7A1, rs13182402 AA AG GG A G

Б
ол

ь-
ны

е Русские 133 (81.60) 27 (16.56) 3 (1.84) 293 (89.88) 33 (10.12) 163
Татары 107 (76.43) 32 (22.86) 1 (0.71) 246 (87.86) 34 (12.14) 140

Башкиры 41 (82.0) 7 (14.0) 2 (4.0) 89 (89.0) 11 (11.0) 50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 57 (76.0) 17 (22.67) 1 (1.33) 131 (87.33) 19 (12.67) 75

Татары 65 (79.27) 17 (20.73) – 147 (89.63) 17 (10.37) 82
Башкиры 32 (76.19) 10 (23.81) – 74 (88.1) 10 (11.9) 42

ADCYAP1, rs2231187 AA AG GG A G

Б
ол

ьн
ы

е

Русские 76 (47.2) 62 (38.51) 23 (14.29) 214 (66.46) 108 (33.54) 161

Татары 80 (57.55) 48 (34.53) 11 (7.91) 208 (74.82) p = 0.08 
OR = 1.46 (0.96–2.23)

70 (25.18) з = 0.08
OR = 0.69 (0.45–1.05)

139

Башкиры 33 (66.0) 17 (34.0) – 83 (83.0) p = 0.06 
OR = 1.95 (0.97–3.95)

17 (17.0) p = 0.06
OR = 0.51 (0.25–3.95)

50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 34 (45.33) 36 (48.0) 5 (6.67) 104 (69.33) 46 (30.67) 75

Татары 40 (48.78) 30 (36.59) 12 (14.63) 110 (67.07) 54 (32.93) 82
Башкиры 20 (47.62) 20 (47.62) 2 (4.76) 60 (71.43) 24 (28.57) 42

HNMT, rs11558538 CC CT TT C T

Б
ол

ьн
ы

е Русские 127 (78.4) 31 (19.14) 4 (2.47) 285 (87.96) 39 (12.04) 162
Татары 105 (75.54) 34 (24.46) – 244 (87.77) 34 (12.23) 139

Башкиры 36 (72.0) 13 (26.0) 1 (2.0) 85 (85.0) 15 (15.0) 50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 58 (78.38) 13 (17.57) 3 (4.05) 129 (87.16) 19 (12.84) 74

Татары 67 (81.71) 15 (18.29) – 149 (90.85) 15 (9.15) 82
Башкиры 36 (85.71) 6 (14.29) – 78 (92.86) 6 (7.14) 42
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rs11558538*T гена HNMT с развитием БА с  со-
путствующим АР у башкир (p = 0.08). 

При сравнительном анализе распределе-
ния частот аллелей и генотипов полиморфно-
го локуса rs17525472 гена SCG3 между группа-
ми больных АР дыхательных путей и контроля 
выявлено, что аллель rs17525472*С достоверно 
чаще встречается у индивидов с АР русской эт-
нической принадлежности (17.74%), чем в кон-
трольной выборке (8.67%, p = 0.03; OR=2.27, 
95%CI 1.09–4.72). Частота более распростра-
ненного генотипа rs17525472*TT и аллеля 
rs17525472*T в группе больных АР была досто-
верно ниже (67.74 и 82.26%), чем в контроле 
у русских (82.67%, p = 0.04; OR = 0.44, 95%CI 
0.20–0.98 и 91.33%, p = 0.03; OR = 0.44, 95%CI 
0.21–0.91).

С целью обобщения полученных данных и об-
наружения общих маркеров риска развития АЗ у 
индивидов различной этнической принадлеж-
ности проведен метаанализ ассоциаций исследу-
емых полиморфных вариантов генов с развитием 
АЗ дыхательных путей у русских, татар и башкир. 
Статистически достоверных различий между вы-
борками больных АЗ дыхательных путей и кон-
троля не обнаружено, но выявлена тенденция 
к ассоциации аллеля rs1049793*С гена AOC1 с 
развитием АР (табл. 2, p = 0.07), что предпола-
гает возможную роль данного гена не только в 
развитии АЗ дыхательных путей у русских, но и 
в объединенной группе индивидов различного 
происхождения.

ОБСУЖДЕНИЕ

Рост распространенности АЗ дыхательных 
путей в мире ставит проблему профилактики 
аллергических патологий в число важнейших 
проблем современной клинической медицины. 
Более глубокое понимание молекулярно-гене-
тических особенностей патогенеза АЗ может 
способствовать их своевременной диагностике 
и повышению эффективности лечения. В насто-
ящей работе проведено исследование ряда по-
лиморфных локусов генов AOC1, HRH2, HRH3, 
ALDH7A1, ADCYAP1, HNMT, PSAP, SCG3, уча-
ствующих в метаболизме гистамина, у больных 
АЗ дыхательных путей и контроля из Республики 
Башкортостан.

Ген AOC1 расположен в хромосомной обла-
сти 7q36.1, кодирует белок – медьсодержащую 
аминоксидазу 1, также известный как DAO, ка-
тализирующий окислительное дезаминирование 
гистамина (https://omim.org/entry/104610), по-
лиморфный вариант rs1049793 влияет на уровень 
экспрессии AOC1 в сыворотке крови (https://
www.ensembl.org). В настоящем исследовании 
выявлена ассоциация генотипа rs1049793*СС и 
аллеля rs1049793*С гена AOC1 с развитием АЗ 
дыхательных путей и БА с сопутствующим АР 
у русских, что согласуется с ранее опублико-
ванными нами выводами об ассоциации аллеля 
rs1049793*С с БА и сниженными показателями 
спирографии у русских [12, 13] и подтверждает 
значимость гена AOC1 в развитии аллергическо-
го воспаления. В ряде опубликованных работ 

Полиморфный вари-
ант/ группа

Генотипы Аллели
N

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Б
ол

ь-
ны

е Русские 117 (71.78) 44 (26.99) 2 (1.23) 278 (85.28) 48 (14.72) 163
Татары 93 (66.43) 46 (32.86) 1 (0.71) 232 (8.,86) 48 (17.14) 140

Башкиры 41 (82.0) 9 (18.0) – 91 (91.0) 9 (9.0) 50

К
он

-
тр

ол
ь Русские 55 (74.32) 18 (24.32) 1 (1.35) 128 (86.49) 20 (13.51) 74

Татары 53 (65.43) 27 (33.33) 1 (1.23) 133 (82.1) 29 (17.9) 81
Башкиры 33 (80.49) 6 (14.63) 2 (4.88) 72 (87.8) 10 (12.2) 41

SCG3, rs17525472 TT TC CC T C

Б
ол

ь-
ны

е Русские 119 (73.91) 40 (24.84) 2 (1.24) 278 (86.34) 44 (13.66) 161
Татары 109 (77.86) 26 (18.57) 5 (3.57) 133 (82.1) 29 (17.9) 140

Башкиры 37 (75.51) 10 (20.41) 2 (4.08) 84 (85.71) 14 (14.29) 49

К
он

-
тр

ол
ь Русские 62 (82.67) 13 (17.33) – 137 (91.33) 13 (8.67) 75

Татары 63 (76.83) 19 (23.17) – 145 (88.41) 19 (11.59) 82
Башкиры 33 (78.57) 7 (16.67) 2 (4.76) 73 (86.9) 11 (13.1) 42

Примечание. N – общее количество индивидов; n – численность групп, в скобках частоты аллелей и генотипов, %; 
p – уровень значимости, указан при р < 0.09; OR – отношение шансов, в скобках – 95%-ный доверительный интервал.

Таблица 1. Продолжение

САВЕЛЬЕВА и др.

https://omim.org/entry/104610
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других авторов также показана роль полимор-
фного варианта rs1049793 и белка экспрессии 
гена AOC1 в развитии АЗ дыхательных путей. 
E. García-Martín с соавт. показано, что у боль-
ных АЗ дыхательных путей европейского проис-
хождения, несущих генотип rs1049793*GG гена 
AOC1, значительно чаще проявляются симптомы 
аллергии при низком уровне IgE, чем у носите-
лей альтернативных аллелей [14]. Установлено, 
что уровень экспрессии белка данного гена в сы-
воротке крови выше у пациентов с атопической 
БА и АР, чем в контрольной группе индивидов 
из Египта, также установлена положительная 
корреляция между тяжестью АЗ и уровнем экс-
прессии белка, кодируемого геном AOC1 [15]. 
Обнаружено, что чем ниже катаболическая ак-
тивность AOC1, тем ниже пиковая скорость но-
сового вдоха у взрослых пациентов европейского 
происхождения с персистирующим АР [16]. 

Ген ADCYAP1 (18p11.32) кодирует белок, акти-
вирующий аденилатциклазу гипофиза (PACAP). 
Белок PACAP участвует в метаболизме гиста-
мина [10], а также эндогенной регуляции тонуса 
гладких мышц дыхательных путей при БА [17]. В 
настоящем исследовании обнаружены лишь тен-
денции к ассоциации полиморфного варианта 
rs2231187 гена ADCYAP1 с развитием АЗ дыхатель-
ных путей у башкир и татар, в то же время ранее 
нами было показано, что аллель rs2231187*A гена 
ADCYAP1 связан с развитием БА с началом в дет-
ском возрасте у башкир [12]. Обнаружена более 
низкая экспрессия белка ADCYAP1 в эпителии 
носовой полости пациентов с хроническим рино-
синуситом из Хорватии по сравнению с контро-
лем, причем наиболее низкий уровень экспрес-
сии ADCYAP1 отмечался у пациентов с тяжелой 

формой заболевания. Показано, что воспаление 
в слизистой оболочке носа больных с хрониче-
ским ринусинуситом может регулироваться через 
передачу сигналов ADCYAP1 [18]. Полученные 
данные могут свидетельствовать об определенной 
роли гена ADCYAP1 в патогенезе различных АЗ, 
однако для ее подтверждения необходимо прове-
дение дальнейших исследований. 

Полиморфный вариант rs11558538, локали-
зованный в 4-м экзоне гена HNMT (2q22.1), ко-
дирует аминокислотную замену Thr105Ile. Белок 
HNMT играет важную роль в деградации гиста-
мина путем метилирования гистамин-N-метил-
трансферазой. По данным ранее опубликован-
ного нами исследования показано, что аллель 
rs11558538*T гена HNMT ассоциирован со сни-
женными значениями МОС25 у татар больных 
БА [13]. Однако в настоящей работе выявлена 
тенденция к ассоциации аллеля rs11558538*T 
гена HNMT с развитием БА с сопутствующим АР 
у башкир, не достигшая уровня статистической 
значимости. Полученные результаты неодно-
значны и также требуют проведения дополни-
тельных исследований данного гена у больных 
АЗ. В то же время в ряде опубликованных работ 
подтверждается роль гена HNMT в патогене-
зе АЗ дыхательных путей. L. Fernández-Novoa 
с соавт. показано, что аллель rs11558538*T гена 
HNMT ассоциирован со снижением активности 
фермента HNMT [19]. Установлена ассоциация 
генотипа rs1801105*TT и аллеля rs1801105*T гена 
HNMT с развитием БА у детей европейского про-
исхождения [20]. Выявлена ассоциация аллеля 
rs11558538*T гена HNMT с ярко выраженными 
клиническими симптомами АР у индивидов дет-
ского возраста из Мексики [9]. 

Таблица 2. Результаты метаанализа ассоциации полиморфных локусов исследуемых генов с развитием АР у индивидов 
русской, татарской и башкирской этнической принадлежности

Ген SNP A1 A2 N
Модель с фиксированным 

эффектом
Модель со случайным 

эффектом Q I2

P OR P(R) OR (R)
AOC1 rs1049793 G C 3 0.07 0.69 0.07 0.69 0.49 0
HRH2 rs2067474 A G 3 0.36 1.45 0.36 1.45 0.58 0
HRH3 rs3787429 T C 3 0.75 1.06 0.75 1.06 0.41 0
ALDH7A1 rs13182402 G A 3 0.26 1.36 0.26 1.36 0.39 0
ADCYAP1 rs2231187 G A 3 0.56 0.88 0.46 0.77 0.15 47.98
HNMT rs11558538 T C 3 0.94 0.98 0.94 0.98 0.81 0
PSAP rs11000016 T C 3 0.29 1.31 0.41 1.32 0.24 30.35
SCG3 rs17525472 C T 3 0.15 1.60 0.75 1.24 0.06 71.74

Примечание. А2, А2 – аллели; N – число групп, включенных в исследование; P – p-value fixed; P(R) – p-value random; 
OR(R) – отношение шансов (random); Q – критерий гетерогенности Кохрена; I2 – оценка индекса статистической ге-
терогенности.
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Ген секретогранина 3 SCG3 локализован в 
хромосомной области 15q21.2. Белок SCG3 от-
носится к семейству нейроэндокринных секре-
торных белков гранинов, являющихся пред-
шественниками ряда биологически активных 
белков. Показано, что некоторые гранины 
функционируют как вспомогательные белки при 
сортировке и протеолитическом процессинге 
прогормонов (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/29106). 
При GWAS обнаружено, что полиморфный ва-
риант rs17525472 с высоким уровнем значимо-
сти ассоциирован с тяжелой БА у европейцев 
[21]. В настоящей работе показано, что аллель 
rs17525472*С ассоциирован с развитием АР, что 
частично согласуется с результатами GWAS и 
подтверждает роль данного гена в развитии ал-
лергопатологий. 

Таким образом, выполнено исследование 
полиморфных вариантов восьми генов, участву-
ющих в метаболизме гистамина, у больных АЗ 
дыхательных путей и индивидов контрольной 
группы из РБ. У русских обнаружена ассоциа-
ция генотипа rs1049793*СС и аллеля rs1049793*С 
гена AOC1 с развитием АЗ дыхательных путей 
и БА с сопутствующим АР, а также выявлено 
значительное повышение уровня общего IgE 
у больных АЗ дыхательных путей, являющих-
ся носителями генотипа rs1049793*СС. Уста-
новлена ассоциация аллеля rs17525472*С гена 
SCG3 с развитием АР у русских. Результаты ис-
следования свидетельствуют о роли аллельных 
вариантов исследованных генов AOC1 и SCG3, 
участвующих в метаболизме гистамина, в пато-
генезе АЗ дыхательных путей, что может быть 
использовано при подготовке новых современ-
ных способов ранней диагностики аллергиче-
ских патологий.

Работа выполнена в рамках Государствен-
ного задания Министерства науки и высшего 
образования РФ (№ 122041400169-2), при ча-
стичной поддержке Мегагранта Минобрна-
уки РФ (№  075-15-2021-595), Санкт-Петер-
бургского государственного университета (ID 
PURE: 103964756). Для исследования исполь-
зовано оборудование ЦКП “Биомика” (Отде-
ление биохимических методов исследований и 
нанобиотехнологии РЦКП “Агидель”) и УНУ 
“КОДИНК”. Образцы ДНК для исследования 
использованы из “Коллекции биологических 
материалов человека” ИБГ УФИЦ РАН, под-
держанной Программой биоресурсных кол-
лекций ФАНО России (соглашение № 007-
030164/2).

Все процедуры, выполненные в исследова-
нии с участием людей, соответствуют этиче-
ским стандартам институционального и/или 
национального комитета по исследовательской 
этике и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное 
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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STUDY OF THE ROLE OF GENES INVOLVED IN THE METABOLISM 
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The interaction of genetic, epigenetic and environmental factors underlies the pathogenesis of allergic diseases. Allergic 
rhinitis and atopic bronchial asthma are closely related and often concurrent respiratory allergic diseases. The chronic 
recurrent course of these diseases establishes the importance of further and more profound studies of the mechanisms 
underlying the development of these pathologies. Histamine is one of the most significant inflammatory mediators 
secreted during allergic reactions. The aim of the research was to study the role of polymorphic variants of AOC1, HRH2, 
HRH3, ALDH7A1, ADCYAP1, HNMT, PSAP, SCG3, genes involved in the histamine metabolism in the development 
of different endophenotypes of the allergic airway diseases in individuals living in the Republic of Bashkortostan. 
DNA samples of 358 individuals with allergic diseases of the respiratory tract of different ethnicity (Russians – 165, 
Tatars – 143, Bashkirs – 50) and 200 controls with unweighted heredity in allergic diseases (Russians – 75, Tatars – 
83, Bashkirs – 42). Genotyping of polymorphic variants was performed by real-time PCR and PCR-RFLP analysis. It 
was revealed that the rs104979793*CC genotype and the rs104979793*C allele of the AOC1 gene were associated with 
allergic diseases of the respiratory tract and asthma with concomitant allergic rhinitis in Russians. A significant increase 
of total IgE level was revealed in Russian patients with allergic diseases of the respiratory tract with the rs1049793*CC 
genotype of the AOC1 gene compared to carriers of the rs1049793*CG and rs1049793*GG genotypes. The association of 
the C allele of the rs17525472 polymorphic variant localized near the SCG3 gene with allergic rhinitis in Russians was 
established. The results revealed that AOC1 and SCG3 genes involved in the metabolism of histamine are related to the 
development of different endophenotypes of airway diseases in children.

Keywords: histamine, gene, polymorphic variant, allergic rhinitis, bronchial asthma.
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Наиболее частой причиной внезапной потери сознания являются вазовагальные обмороки (ВВО), которые 
возникают вследствие гипоперфузии головного мозга из-за нарушения вегетативного контроля кровообра-
щения, приводящего к артериальной гипотензии. Известно, что к ВВО существует генетическая предраспо-
ложенность, однако данные о роли отдельных генов довольно противоречивы. С помощью программного 
обеспечения APSampler, использующего  метод Монте-Карло Марковскими цепями и Байесовскую непа-
раметрическую статистику, мы выявили биаллельные сочетания, ассоциированные с ВВО, и исследовали 
характер взаимодействия между их компонентами. Для анализа использовали полученные нами ранее ре-
зультаты геномного типирования однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) пяти генов, продукты которых 
участвуют в нейрогуморальной регуляции, и четырех SNP, расположенных в локусе 2q32.1, пополненные 
данными для новых индивидов, включенных в исследование. В общую выборку вошло 175 больных с под-
твержденным диагнозом ВВО и 200 индивидов контрольной группы без обмороков в анамнезе. Обнаружено 
11 ассоциированных с ВВО попарных сочетаний SNP различных генов. пять из этих сочетаний оказались 
эпистатическими, причем в четырех из них вовлечены SNP локуса 2q32.1, лежащие внутри или вблизи генов 
некодирующих РНК. Высказано предположение, что гены некодирующих РНК, локализованные на хромо-
соме 2, могут прямо или опосредованно (через каскады взаимодействий) участвовать в регуляции активно-
сти генов, образующих с ними эпистатические пары.

Ключевые слова: генетический полиморфизм, эпистатические взаимодействия, генетическая предрасполо-
женность, синкопальные состояния, вазовагальные обмороки.

DOI: 10.31857/S0016675824030092  EDN: DOIQHK 

Обморок (синкопе) представляет собой 
преходящую потерю сознания вследствие це-
ребральной гипоперфузии и характеризуется 
внезапным началом и полным спонтанным 
восстановлением. Согласно последней патофи-
зиологической классификации синкопальных 
состояний 2018 г. [1] (рекомендации на рус-
ском языке [2]), обмороки разделяют на реф-
лекторные (нейрогенные), ортостатические и 
кардиальные. Вазовагальные обмороки (ВВО) 
входят в группу рефлекторных обмороков и 
являются наиболее частой причиной преходя-
щей потери сознания. Механизм развития ВВО 
включает снижение частоты сердечных сокра-
щений (ЧСС) и тонуса сосудов на фоне нару-
шения работы вегетативной нервной системы 
и нейрогуморальной регуляции, что в конечном 

итоге приводит к падению артериального дав-
ления (АД), уменьшению кровоснабжения го-
ловного мозга и потере сознания [3, 4]. 

ВВО относят к мультифакториальным поли-
генным заболеваниям; хотя причины развития 
ВВО до конца не ясны, не вызывает сомнения, что 
важная роль среди них принадлежит наследствен-
ной предрасположенности [5]. Поскольку в основе 
патогенеза ВВО лежит нарушение нейрогумораль-
ной регуляции [6], в качестве возможных генов 
предрасположенности рассматривают гены, ко-
дирующие рецепторы, белки-переносчики и фер-
менты, участвующие в синтезе нейромедиаторов и 
вазоактивных молекул, таких как адреналин, но-
радреналин, аденозин, оксид азота, вазопрессин, 
эндотелин и другие, однако довольном многочис-
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ленные данные о роли отдельных генов-кандида-
тов как правило противоречивы [5]. 

Первое исследование генетической состав-
ляющей обмороков методом полногеномного 
поиска ассоциаций (GWAS) было проведено в 
2020 г. на выборке пациентов из ресурса Бри-
танского биобанка (The UK Biobank resource), 
страдающих, согласно Международной клас-
сификации заболеваний, обмороками или 
коллапсом (рубрики 780.2 по МКБ-9 и R55 
по МКБ-10), и валидировано на данных Дат-
ского биобанка неонатального скрининга [7]. 
В этой работе был идентифицирован новый ло-
кус в области 2q32.1 хромосомы 2, однонуклео-
тидные полиморфные варианты (SNP) которого 
оказались ассоциированными с заболеванием 
(р < 5 × 10−8). Наиболее значимой была ассоци-
ация с rs12465214 (p = 5.8 × 10−15). В марте 2023 г. 
были опубликованы результаты мета-анализа 
данных пяти биобанков разных стран (Ислан-
дия, Британия, Дания, США и Финляндия) [8], 
который показал ассоциацию с риском развития 
обмороков и коллапса, снова без разделения их 
на патогенетические варианты, 18 независимых 
SNP, из которых rs12465214, локазизованный в 
области 2q32.1, был обнаружен ранее в работе 
[7], а остальные 17 были новыми. Мета-анализ 
выявил общий генетический фон обмороков 
и коллапса с патологией сердечно-сосудистой 
системы, что свидетельствует о важности тща-
тельного контроля за состоянием здоровья лю-
дей с синкопе.

Мы сосредоточили свои исследования гене-
тической предрасположенности к обморокам на 
одном типе рефлекторных (нейрогенных) обмо-
роков – на ВВО. Цель настоящей работы – по-
иск ассоциированных с ВВО биаллельных эпи-
статических сочетаний генов; термин “эпистаз” 
использовали для обозначения взаимодействия 
различных генов, при котором проявление од-
ного гена находится под влиянием другого гена, 
неаллельного ему (независимо от направления 
эффекта) [9]. Для этого анализа использовали 
полученные нами ранее результаты геномно-
го типирования полиморфных вариантов генов 
нейрогуморальной регуляции [10], пополнен-
ные данными для новых пациентов, включен-
ных в исследование (далее – гены группы 1), и 
полиморфных вариантов в области 2q32.1 [11] 
(далее  – гены группы 2). Провели поиск биал-
лельных сочетаний двух типов: а) включающих 
два варианта генов группы 1 и б) включающих 
вариант гена группы 1 совместно с вариантом 

гена группы 2, а также исследовали характер вза-
имодействия между компонентами всех найден-
ных сочетаний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

В исследование генетической предрасполо-
женности к ВВО методом “случай–контроль” 
было включено 175 неродственных больных 
ВВО (средний возраст ± стандартное отклоне-
ние 35.89 ± 15.7 лет), из них 63 мужчины (сред-
ний возраст 34.5 ± 15.5 лет) и 112 женщин 
(средний возраст 36 ± 15.7 лет) из числа паци-
ентов Института клинической кардиологии 
им. А.Л.  Мясникова ФГБУ НМИЦК им. акад. 
Е.И. Чазова Минздрава России. Всем пациентам 
проводилось стандартное клинико-инструмен-
тальное обследование, включавшее физикаль-
ный осмотр, регистрацию ЭКГ в 12 отведениях, 
суточное холтеровское мониторирование ЭКГ, 
эхокардиографию, оценку барорефлекторного 
контроля с помощью анализа временных по-
следовательных изменений систолического АД 
и ЧСС, пробу Вальсальвы–Вебера, пробу с ки-
стевым жимом, пробу с глубоким дыханием. 
Диагноз ВВО был поставлен на основании ти-
пичных провоцирующих факторов и клиниче-
ских проявлений. Среди триггеров обмороков 
наиболее часто встречались пребывание в поло-
жении ортостаза в душном помещении (100%), 
венепункция или реакция на другое болевое 
воздействие (95%). 92% больных описывали на-
личие предвестников в виде тошноты, потливо-
сти, головокружения, ощущения “потемнения в 
глазах”. Во всех случаях бессознательный период 
был кратковременным (менее 1 мин), пациенты 
быстро “приходили в себя” после приступа, спу-
танности (характерной для эпилептических при-
ступов) не отмечено ни у одного больного. Во 
всех случаях по результатам инструментального 
обследования были исключены иные (кардиаль-
ные, неврологические и метаболические) при-
чины приступов потери сознания.

Контрольная группа включала 200 индивидов 
(средний возраст 36.7 ± 13.7 лет) без обмороков 
в анамнезе, из них 108 мужчин (средний возраст 
36.1 ± 12.9 лет) и 92 женщины (средний возраст 
37.4 ± 14.6 лет). Эту группу составили 72 человека, 
у которых при проведении обследования не было 
выявлено каких-либо заболеваний, и 128 пациен-
тов, проходивших стационарное обследование и 
лечение либо в связи с различными нарушениями 
ритма сердца (редкие пароксизмы атриовентри-
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кулярной узловой реципрокной тахикардии, тре-
петания или фибрилляции предсердий), либо по 
поводу транзиторной артериальной гипертензии. 
При их обследовании ни в одном случае не было 
обнаружено признаков органического поражения 
миокарда, а также других соматических или не-
врологических заболеваний. 

Критериями исключения из исследования 
являлись ишемическая болезнь сердца, стено-
кардия II–IV функционального класса, острый 
коронарный синдром (нестабильная стенокар-
дия, острый инфаркт миокарда), злокачествен-
ная и рефрактерная артериальная гипертензия, 
хроническая сердечная недостаточность II–IV 
функционального класса (по NYHA), злокаче-
ственные желудочковые аритмии, почечная, 
печеночная недостаточность, онкологические 
заболевания, декомпенсация эндокринных па-
тологий (сахарный диабет, тиреотоксикоз, гипо-
тиреоз), невазовагальный генез синкопальных 
состояний, психические расстройства, алкого-
лизм, заболевания периферической и централь-
ной нервной системы. От всех участников ис-
следования было получено информированное 
согласие.

Генотипирование

Генотипирование было проведено для всех 
включенных в исследование индивидов. Геном-
ную ДНК из периферической крови выделяли с 
использованием коммерческого набора QIAamp 
DNA BloodMiniKit (QIAGEN, Германия). Ге-
номное типирование полиморфных участ-
ков rs2070744 в гене NOS3, rs1048101 в гене 
ADRA1A, rs1801253 в гене ADRB1, rs4680 в гене 
COMT, rs5751876 в гене ADORA2A и rs12465214, 
rs12621296, rs17582219, rs1344706 в области 2q32.1 
проводили методом ПЦР с детекцией в режиме 
реального времени с применением соответству-
ющих коммерческих наборов TaqMan® SNP 
Genotyping Assay (Applied Biosystems) по инструк-
циям производителя на приборе StepOnePlus™. 
Для подтверждения правильности анализа про-
изводили повторное генотипирование случайно 
выбранных проб в количестве 10% от исходной 
выборки. Все выбранные SNP имели частоту ми-
норного аллеля не ниже 5%. 

Статистический анализ результатов 
генотипирования

Оценку отклонения наблюдаемых частот гено-
типов от равновесия Харди–Вайнберга по крите-
рию χ2 проводили с помощью алгоритма макси-
мизации математического ожидания (expectation 

maximization, EM) с использованием программ-
ного обеспечения (ПО) Haploview 4.2 (http://www.
broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php).

Для сравнения в группах больных ВВО и здо-
ровых индивидов частот носительства аллелей и 
генотипов отдельных полиморфных участков и 
их биаллельных сочетаний было использовано 
оригинальное ПО APSampler [12, 13]. APSampler 
использует метод Монте-Карло Марковскими 
цепями и Байесовскую непараметрическую ста-
тистику для выявления ассоциаций генотипа с 
фенотипическим признаком и проводит вали-
дацию результатов на основании традиционно-
го статистического подхода, для чего в комплекс 
включена программа, которая оценивает значи-
мость ассоциаций каждого найденного основ-
ным алгоритмом аллеля/генотипа или их сочета-
ния с признаком по значениям точного критерия 
Фишера, отношения шансов (ОШ) и его 95%-го 
доверительного интервала (ДИ). Применяется 
односторонний точный критерий, т.к. данное 
ПО при выявлении ассоциации указывает также 
и ее направление. Значимыми считали различия 
сравниваемых частот при значении pf < 0.05, при 
условии, что значения 95%ДИ для ОШ не пере-
секают 1. Кроме того, для валидации полученных 
результатов APSampler использует пермутацион-
ный тест; значение pperm для аллеля или аллель-
ного сочетания определяется как вероятность 
того, что после сбалансированного перемеши-
вания меток “больной” и “контроль” (100 пер-
мутаций) и нового поиска с помощью APSampler 
оценка значимости ассоциации с заболеванием 
произвольно найденного аллеля или аллельного 
сочетания будет не хуже, чем исходная оценка. 
Значимыми считали величины pperm < 0.05.

Найденные с помощью APSampler сочетания 
считали ассоциированными с заболеванием, 
если любой входящий в сочетание аллель/гено-
тип характеризуется меньшей значимостью ас-
социации, чем само сочетание. Исходя из пред-
ставления о возможности аддитивного вклада 
компонентов сочетаний или же эпистатического 
взаимодействия между ними, оценивали их при-
роду с помощью точного трехфакторного теста, 
подобного критерию Фишера (the exact three-
way Fisher-like interaction numeric test, FLINT), 
и фактора синергии (ФС, synergy factor) [14], 
входящих в состав инструментов ПО APSampler. 
Взаимодействие компонентов сочетаний счита-
ли эпистатическим, если величина pFLINT была 
менее 0.05, а значение 95%-ного ДИ для ФС не 
пересекало 1.

http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php
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Для 175 неродственных больных ВВО и 
200 индивидов контрольной группы проведено в 
настоящей работе или ранее [10, 11] генотипиро-
вание SNP, представленных в табл. 1. Это SNP, 
для которых мы ранее показали ассоциацию с  
ВВО; они локализованы в области генов, вовле-
ченных в нейрогуморальную передачу сигналов: 
rs104810 гена ADRA1A, rs18012531 гена ADRB1, 
rs5751876 гена ADORA2A, rs4680 гена COMT, 
rs2070744 гена NOS3 (eNOS) [10] (гены груп-
пы 1), и на хромосоме 2 в области 2q32.1: SNP 

rs17582219, rs12621296, rs12465214 и rs1344706 
[11] (гены группы 2).

Проведенный с использованием ПО 
Haploview 4.2 анализ не выявил отклонений от 
равновесия Харди–Вайнберга (p > 0.01) для всех 
исследуемых SNP ни у пациентов с ВВО, ни в 
контрольной группе.

Полученные в настоящей работе данные по 
ассоциации с ВВО носительства отдельных ал-
лелей и генотипов риска полиморфных участков 
генов группы 1 – COMT, ADRA1A, ADORA2A и 

Таблица 1. Включенные в исследование полиморфные участки, их локализация и продукты близлежащих генов 

rs Ближайший(е) ген(ы)* Хромосомная 
локализация Продукт гена(ов)

rs17582219 LOC105373777

2q32.1

нкРНК LOC105373777 

rs12621296 LOC105373777 
LOC102724340

нкРНК LOC105373777 
нкРНК LOC102724340

rs12465214
LOC102724340 
LOC105373776 

MIR548AE1

нкРНК LOC102724340 
нкРНК LOC105373776 

микроРНК 548ae-1

rs1344706 ZNF804A Белок цинкового пальца 804A

rs2070744 NOS3 (eNOS) 7q36.1 Синтаза оксида азота

rs1048101 ADRA1A 8p21.2 Альфа 1А адренергический рецептор

rs1801253 ADRB1 10q25.3 Бета 1 адренергический рецептор

rs4680 COMT 22q11.21 Катехол-O-метилтрансфераза

rs5751876 ADORA2A 22q11.23 Рецептор аденозина A2A

Примечание. нкРНК – некодирующая РНК, * – гены выделены жирным шрифтом, если полиморфизм локализован 
непосредственно в гене.

Таблица 2. Ассоциация с риском ВВО носительства аллелей и генотипов полиморфных участков генов, продукты кото-
рых участвуют в нейрогуморальной передаче сигналов (гены группы 1) 

Аллели/генотипы

Данные настоящей работы 
(175 больных ВВО и 200 контролей)

Данные из [10] 
(157 больных ВВО и 161 контроль)**

Частота носительства,  
cлучай/контроль

Величина р (pperm)*  
[ОШ (95%ДИ)]

Частота носительства,  
cлучай/контроль

Величина р 
[ОШ (95%ДИ)] 

COMT*G 
(G/G + A/G) 0.78/0.64 0.0015 (0.018) 

[2.04 (1.29–3.24)] 0.78/0.64 0.0050 
[1.96 (1.2–3.22)]

ADRA1A*G/G 0.63/0.49 0.0041 (0.047) 
[1.78(1.18–2.69)] 0.62/0.50 0.020 

[1.64 (1.05–2.56)]

ADORA2A*C/C 0.42/0.29 0.0056 
[1.78 (1.16–2.72)] 0.41/0.30 0.0079  

[1.83 (1.14–2.93)]
ADRB1*G 
(G/G + C/G) 0.69/0.57 0.009 

[1.70 (1.11–2.61)] 0.68/0.58 0.027 
[1.61 (1.02–2.55)]

Примечание. * – в скобках представлены величины pperm, если они достигают уровня значимости (<0.05); ** – для со-
поставления с данными настоящей работы результаты исследования [10] оценены с использованием одностороннего 
критерия Фишера.

ТИТОВ и др.
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ADRB1 (табл. 2) полностью подтвердили резуль-
таты, полученные нами ранее на меньшей выбор-
ке [10]. Увеличение размеров выборки больных со 
157 до 175 человек и здоровых индивидов со 161 
до 200 человек, не повлияв на частоты носитель-
ства найденных аллелей риска, привело к возрас-
танию уровня значимости ассоциаций. Значения 
р улучшились в диапазоне до почти 5-кратного, а 
результаты для вариантов генов COMT и ADRA1A 
стали выдерживать пермутационный тест.

В табл. 3 представлены найденные с помощью 
мультилокусного анализа ассоциированные с 
ВВО биаллельные сочетания исследованных 
SNP и результаты оценки характера взаимо-
действий между компонентами этих сочетаний. 
Для сочетания COMT*G+ NOS3*T, выявление 
которого в работе [10] позволило показать уча-
стие гена NOS3 в формировании предрасполо-
женности к ВВО, наблюдали эпистатический 
характер взаимодействия между компонентами: 
pFLINT = 0.043; ФС (95%ДИ) = 5.42 (1.16–25.4) 
(табл. 3,а).

Обнаружено четыре биаллельных сочетания, 
содержащие вариант гена, продукт которого 

участвует в нейрогуморальной передаче сигна-
лов (группа 1), совместно с вариантом, локали-
зованным в области 2q32.1 (группа 2) (табл. 3,б). 
Аллель rs12465214*А входил в два сочетания, 
предрасполагающих к ВВО – одно с генотипом 
ADRA1A*G/G (pperm = 0.0025, ОШ = 2.18, 95%ДИ: 
1.43–3.32) и второе – с аллелем COMT*G 
(pperm = 0.00066, ОШ = 2.33, 95%ДИ: 1.53–3.54). 
Аллель rs17582219*A был выявлен в составе двух 
протективных сочетаний с “зеркальными” ва-
риантами тех же генов: с аллелем ADRA1A*A 
(pperm = 0.003, ОШ = 0.46, 95%ДИ: 0.30–0.70) 
и с генотипом COMT*A/A (pperm = 0.00034, 
ОШ = 0.36, 95%ДИ: 0.22–0.59). Эпистатическое 
взаимодействие наблюдалось между компо-
нентами всех этих сочетаний, за исключением 
COMT*G + rs12465214*A.

ОБСУЖДЕНИЕ

Подход к анализу генетической предрасполо-
женности к полигенным заболеваниям, основан-
ный на анализе ассоциации признака с носитель-
ством сочетаний вариантов генов [15], показал 
свою высокую информативность благодаря по-
вышению статистической мощности исследова-

Таблица 3. Результаты анализа эпистатических взаимодействий между компонентами ассоциированных с ВВО биал-
лельных сочетаний исследованных генов

Биаллельные сочетания Частота носительства,  
cлучай/контроль

Величина р (pperm)*  
[ОШ (95%ДИ)]

 Величина pFLINT

[ФС (95%ДИ)]

а) Совместное носительство вариантов генов, продукты которых участвуют в нейрогуморальной передаче сигналов 
(группа 1) 

COMT*G (G/G + A/G) + 
ADORA2A*C/C 0.33/0.15 0.000032 (0.00041) 

[2.78 (1.69–4.59)] НЗ

COMT*G (G/G + A/G) +  
NOS3*T (T/T + C/T) 0.73/0.56 0.00031 (0.004) 

[2.18 (1.40–3.37)] 
0.043 

[5.42 (1.16–25.4)]

ADRA1A*A (A/A + A/G) + 
ADORA2A*T (T/T + C/T) 0.20/0.38 0.00014 (0.002) 

[0.42 (0.26– 0.67)] НЗ

б) Совместное носительство варианта гена группы 1 и варианта гена, локализованного в области 2q32.1 (группа 2)

ADRA1A*G/G +  
rs12465214*А (A/A + A/C) 0.48/0.31 0.0002 (0.0025) 

[2.18 (1.43–3.32)]
0.01 

[3.52 (1.42–8.74)]

COMT*G (G/G + A/G) + 
rs12465214*A (А/А + A/C) 0.52/0.32 0.000051 (0.00066)  

[2.33 (1.53–3.54)] НЗ

ADRA1A*A (А/А + A/G) + 
rs17582219*A (A/A + A/G) 0.29/0.47 0.00024 (0.0030) 

[0.46 (0.30–0.70)]
0.025 

[0.16 (0.037–0.70)]

COMT*A/A +  
rs17582219*A (A/A + A/G) 0.16/0.34 0.000026 (0.00034) 

[0.36 (0.22–0.59)]
0.0053 

[0.11 (0.023–0.53)]

Примечание. НЗ – не значимо; * – в скобках после величины p представлены величины pperm, если они достигают уровня 
значимости (<0.05).
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ния [12]. Использование мультилокусного ана-
лиза, реализованного в ПО APSampler, позволяет 
выявлять сочетанные ассоциации вариантов не-
скольких генов благодаря кумулятивному эф-
фекту между аллелями этих генов и вычленять из 
числа сочетаний те, компоненты которых эпи-
статически взаимодействуют между собой. Этот 
подход был применен нами ранее при анализе ас-
социации с ВВО SNP в составе генов, продукты 
которых участвуют в нейрогуморальной передаче 
сигналов [10], а также SNP в области 2q32.1 [11]. 
В  обеих работах он позволил пополнить список 
генов, вовлеченных в развитие ВВО, за счет ге-
нов, ассоциацию которых с заболеванием выяв-
ляли только в составе сочетаний. 

В настоящем исследовании на выборке боль-
ных ВВО и здоровых контролей, для которой 
ранее исследовали ассоциацию с ВВО биаллель-
ных сочетаний генов группы 2 [11], анализирова-
ли взаимодействие генов обеих групп. Для этого 
SNP группы 1 были протипированы у всех ин-
дивидов, включенных в анализ генов группы 2. 
Увеличение размеров выборок, использованных 
в работе [10] (157 больных и 161 контролей),  до 
175 больных и 200 контролей не отразилось на  
частотах носительства найденных аллелей риска 

и привело, согласно данным табл. 2, к возраста-
нию уровня значимости для всех четырех ассо-
циированных с ВВО вариантов генов группы  1 
(величина р уменьшилась в диапазоне от 1.41 
до 4.88 раз). Для анализа причин, приведших 
к такому изменению значений p, мы оценили 
статистическую мощность выявления ассоци-
ации этих вариантов в обеих выборках при ис-
пользовании точного одностороннего критерия 
Фишера. Изменения мощности исследования 
оказались достаточными для объяснения полу-
ченных результатов. Так, для носительства ал-
леля COMT*G, который при увеличении размера 
выборки характеризуется возрастанием уровня 
значимости в 3.3 раза, статистическая мощность 
возросла с 0.75 до 0.90.

На рис. 1 представлено схематическое изобра-
жение 11 ассоциированных с ВВО биаллельных 
сочетаний полиморфных участков исследован-
ных нами генов, из которых 5 оказались эписта-
тическими. В 4 из 5 выявленных эпистатических 
взаимодействий вовлечены SNP группы  2  – 
rs17582219, rs12621296 и rs12465214 на хромо-
соме 2, продуктами ближайших генов которых 
являются неохарактеризованные некодирующие 
РНК (нкРНК) LOC105373777, LOC102724340 

rs17582219
LOC105373777

rs1344706
ZNF804A

rs12621296
LOC105373777
LOC102724340

rs4680
COMT

rs2070744
NOS3

rs5751876
ADORA2A

rs1048101
ADRA1A

rs12465214
LOC102724340
LOC105373776

MIR548AE1

Рис. 1. Схематическое изображение биаллельных сочетаний полиморфных участков различных генов, ассоцииро-
ванных с ВВО. Каждое сочетание изображено в виде пары SNP как прямоугольники, соединенные оранжевыми 
линиями; тройные линии связывают компоненты эпистатических сочетаний, одинарные линии – компоненты 
сочетаний, эпистаза между которыми не обнаружено. Звездочка около линии означает, что сочетание описано в 
работе [11]. Желтые прямоугольники – SNP в генах, продукты которых участвуют в нейрогуморальной регуляции 
(группа 1), голубые – SNP, расположенные на хромосоме 2 в локусе 2q32.1 (группа 2). В зеленой рамке – SNP, ассо-
циация которых с ВВО была показана только в составе сочетаний, в синей рамке – еще и в одиночку.

ТИТОВ и др.
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и LOC105373776; rs12465214 локализован еще 
и рядом с геном MIR548AE1, кодирующим ми-
кроРНК 548ae-1 (см. табл. 1). Между этими 
тремя SNP выявлено значительное сцепление 
(D' < 1, LOD > 2) [11]. Эти данные могут указы-
вать на вовлечение в развитие ВВО перечислен-
ных некодирующих генов. 

SNP rs1344706, локализованный в интроне 
2 гена ZNF804A, не входит ни в одно из эпистатиче-
ских сочетаний. Согласно [11], этот участок очень 
слабо сцеплен с rs12465214 (D' < 1, LOD < 2), а с 
rs17582219 и rs12621296 его сцепления не наблюда-
лось. Напротив, rs17582219 ассоциирован с ВВО в 
составе трех эпистатических пар, что может указы-
вать на центральную роль гена LOC105373777 в на-
блюдаемых взаимодействиях. 

Мы обнаружили единственное эпистатиче-
ское сочетание COMT*G + NOS3*T, включаю-
щее два белок-кодирующих гена, продукты ко-
торых участвуют в нейрогуморальной передаче 
сигналов (группа 1). Это сочетание предраспо-
лагает к развитию ВВО (см. табл. 3а); согласно 
[9], наличие эпистаза между его компонентами 
скорее всего связано со свойствами этих кон-
кретных аллелей, а не локусов в целом. 

Продукт гена COMT – фермент катехол-O-ме-
тил-трансфераза – участвует в метаболизме 
адреналина и норадреналина [16]. У носителей 
аллеля rs4680 COMT*G (Val158) повышена ак-
тивность катехол-О-метилтрансферазы [17], что 
может вследствие распада катехоламинов при-
водить к уменьшению активации адренорецеп-
торов и, как следствие, к снижению АД и ЧСС. 
Продукт гена NOS3 – эндотелиальная синтаза 
оксида азота (eNOS) – участвует в синтезе одно-
го из основных вазодилататоров – оксида азота 
NO [18]. У носителей аллеля rs2070744 NOS3*T 
наблюдается повышенная экспрессия гена [19] и 
более высокий уровень NO в плазме крови [20], 
что способствует вазодилатации и снижению 
АД. В хорошем соответствии с данными литера-
туры, мы показали, что аллель rs4680 COMT*G 
является фактором риска ВВО (см. табл. 2), од-
нако значимых ассоциаций ВВО с носитель-
ством аллеля rs2070744 NOS3*Т поодиночке мы 
не наблюдали. В то же время, присутствующие в 
обнаруженном нами предрасполагающем соче-
тании COMT*G + NOS3*T аллели не только ока-
зывают однонаправленное влияние на ключевые 
звенья патогенеза ВВО – снижение тонуса сосу-
дов, ЧСС и АД, но и, согласно нашим данным, 
находятся в эпистатическом взаимодействии.

Полученные нами результаты свидетельству-
ют о том, что ВВО имеет четкую генетическую 
архитектуру, подтверждая заключение, сделан-
ное для объединенной группы синкопе и кол-
лапса [8], однако два списка ассоциированных 
SNP пересекаются только для rs12465214, лока-
лизованного в области 2q32.1. При этом мы на-
блюдали существенный вклад эпистатаза между 
выбранными нами кандидатными генами в раз-
витие ВВО. Необходимы дальнейшие исследова-
ния, чтобы установить, распространяется ли это 
положение на другие гены, участвующие в фор-
мировании генетической предрасположенно-
сти к ВВО. Привлекательно предположить, что 
гены некодирующих РНК, локализованные на 
хромосоме 2, прямо или опосредованно (через 
каскады взаимодействий) участвуют в регуляции 
активности генов, образующих с ними эпистати-
ческие пары.

Исследование выполнено в рамках Государ-
ственного задания ФГБУ “Национальный меди-
цинский исследовательский центр кардиологии 
им. академика Е.И. Чазова” Минздрава России 
(№ 121031300196-1).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим 
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное 
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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SEARCH FOR EPISTATICALLY INTERACTING GENETIC VARIANTS THAT 
ARE ASSOCIATED WITH VASOVAGAL SYNCOPE WITHIN BIALLELIC 

COMBINATIONS 

B. V. Titov1, 2, N. F. Matveeva1, 2, E. A. Bazyleva1, A. V. Pevzner1, O. O. Favorova1, 2, *
1Chazov National Medical Research Center of Cardiology, Moscow, 121552 Russia

2Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: olga.favorova@gmail.com

The most common cause of transient loss of consciousness is vasovagal syncope (VVS), which occurs due to hypoperfusion 
of the brain due to the interruption of vegetative blood circulation control leading to arterial hypotension. It is known 
that there is a genetic predisposition to VVS, but the data on the role of individual genes are quite inconsistent. Using 
APSampler software,which based on a Markov chain Monte Carlo technique and Bayesian nonparametric statistics, 
we identified biallelic combinations associated with VVS and investigated the nature of interaction between their 
components. We used the previously obtained results of genomic typing of single nucleotide polymorphisms (SNPs) of 
5 genes, the products of which are involved in neurohumoral regulation, and 4 SNPs within locus 2q32.1, supplemented 
with data for new individuals included in the study. The total sample included 175 patients with a confirmed diagnosis 
of VVS and 200 control individuals without a history of syncope. Eleven pairwise combinations of SNPs of different 
genes were found to be associated with VVS. Five of these combinations were epistatic, four of which included SNPs at 
the 2q32.1 locus located within or near noncoding RNA genes. It is suggested that genes of noncoding RNAs localized 
on chromosome 2 may directly or indirectly (through cascades of interactions) participate in the regulation of the 
activity of genes forming epistatic combinations with them.

Keywords: genetic polymorphism, epistatic interaction, genetic predisposition, syncope, vasovagal syncope.
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Светлоклеточная почечно-клеточная карцинома (скПКК) – злокачественная опухоль почки с плохим 
прогнозом и трудно поддающаяся лечению. Несмотря на значительные успехи в лечении скПКК, инги-
биторы контрольных точек иммунного ответа (ИКТИ) все еще имеют ограниченную терапевтическую эф-
фективность. Все больше работ показывают, что экзосомальные микроРНК являются ключевыми модуля-
торами опухолевой сигнализации и детерминантами опухолевого микроокружения. Нарушение регуляции 
микроРНК может влиять на иммуногенность рака и ответ на терапию ИКТИ, что делает их привлекательны-
ми для использования в качестве прогностических молекулярно-генетических биомаркеров.  Мы оценили 
уровень экспрессии экзосомальных микроРНК (микроРНК-424, -146а, -503, -144) до и после терапии ИКТИ 
в образцах плазмы, полученных от 42 больных со скПКК. Анализ экспрессии проводили методом ПЦР в ре-
жиме реального времени. Результаты показали, что уровни экспрессии микроРНК-424 и микроРНК-146a 
были повышены после терапии ИКТИ (микроРНК-424 = Mean ± SEM 1.202 ± 0.15 и микроРНК-146a = 
12.22 ± 1.45) по сравнению с уровнями экспрессии до терапии (микроРНК-424 = Mean ± SEM 0.63 ± 0.17; 
p-value = 0.03 и микроРНК-146a = 7.03 ± 0.90; p-value = 0.006). МикроРНК-424 и микроРНК-146a могут быть 
использованы для создания панели молекулярных маркеров для оценки эффективности терапии ингибито-
рами иммунных контрольных точек. Несмотря на то что полученные данные являются весьма предваритель-
ными и требуют дальнейшего изучения на более крупной выборке, они еще больше повышают интерес к 
использованию микроРНК в качестве дополнительных маркеров терапии ИКТИ, способных модулировать 
иммунную толерантность.

Ключевые слова: ингибиторы контрольных точек иммунитета, резистентность, экзосомальные микроРНК, 
прогностические маркеры; почечно-клеточная карцинома.

DOI: 10.31857/S0016675824030107 EDN: DOGQTN 

В последние годы произошла существенная 
эволюция в терапии рака, направленная глав-
ным образом на применение иммунотерапев-
тических подходов, заменяющих классические 
методы лечения, такие как химиотерапия, луче-
вая терапия и хирургия, или в сочетании с ними 
[1]. Ингибиторы контрольных точек иммунитета 
(ИКТИ) являются хорошо зарекомендовавши-
ми себя высокоэффективными препаратами для 
лечения различных видов рака, включая свет-
локлеточную почечно-клеточную карциному 
(скПКК). Несмотря на прогресс и беспрецедент-

ные достижения в области иммунотерапии рака, 
резистентность остается серьезной клинической 
проблемой [2, 3].

Некодирующие РНК в последние несколько 
лет стали ключевыми игроками в эпигенети-
ческой регуляции генов, среди них микроРНК 
(miRNAs) широко изучаются на предмет их 
потенциальной роли в регуляции различных 
клеточных процессов в норме и патологии. 
МикроРНК – это некодирующие РНК длиной 
около 22 нуклеотидов, которые являются пост-

mailto:dilara.asadullina@yandex.ru
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транскрипционными регуляторами экспрессии 
генов [4]. Способность микроРНК ингибировать 
трансляцию онкогенов и опухолевых супрес-
соров предполагает их участие в канцерогенезе 
[5–7]. Предыдущие исследования показали, что 
микроРНК стабильны в плазме или сыворотках 
крови, тканеспецифичны и имеют прогностиче-
скую клиническую ценность в качестве биомар-
керов [8, 9].

Цель данного исследования – оценка про-
филя экспрессии экзосомальных микроРНК 
(микроРНК-424, -146а, -503, -144) у пациентов 

со светлоклеточной почечно-клеточной карци-
номой до и после терапии ингибиторами кон-
трольных точек иммунного ответа для поиска 
дополнительных биомаркеров эффективности 
иммунотерапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании приняли участие 42 пациен-
та с гистологически подтвержденным диагно-
зом “светлоклеточная почечно-клеточная кар-
цинома”, получавшиx терапию ингибиторами 
контрольных точек иммунного ответа в период 

Таблица 1. Анализ экспрессии экзосомных микроРНК

МикроРНК До терапии ИКТИ (Mean ± SEM) После терапии ИКТИ (Mean ± SEM) p-value
146a 7.03 ± 0.90 12.22 ± 1.45 0.006
424 0.63 ± 0.17 1.202 ± 0.15 0.03
503 0.77 ± 0.05 0.71 ± 0.05 0.18
144 2.42 ± 0.46 2.58 ± 0.65 0.668

Примечание. Полужирным шрифтом даны статистически значимые результаты.
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Рис. 1. Уровни экспрессии экзосомальных микроРНК у пациентов с скПКК, получавших терапию ИКТИ. а – 
miRNA-424; б – miRNA-503; в – miRNA-146a; г – miRNA-144. Уровень значимости p-value рассчитывался с ис-
пользованием критерия Вилкоксона. bt – до терапии; at – после терапии.

ЭКЗОСОМАЛЬНЫЕ МИКРОРНК-146a И микроРНК-424
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с 2020 по 2023 г., проживающиx на территории 
Республики Башкортостан. Забор образцов ве-
нозной крови у пациентов до и после терапии 
осуществлялся сотрудниками Республиканско-
го клинического онкологического диспансера, 
отделения онкологии и урологии клиники Баш-
кирского государственного медицинского уни-
верситета. От каждого пациента было получено 
информированное согласие на забор биологиче-
ского материала и проведение молекулярно-ге-
нетического исследования. 

Выделение экзосомальных микроРНК из 
1  мл плазмы крови, синтез кДНК и количе-
ственную ПЦР в реальном времени прово-
дили, как описано ранее [10] с использова-
нием соответствующих наборов miRCURY 
LNA (Qiagen, Hilden, Германия) на приборе 
для ПЦР в реальном времени Rotor-Gene Q 
(Qiagen, Hilden). МикроРНК-16 и микроР-
НК-1228 были использованы в качестве ре-
ференсных генов (эндогенный контроль), а 
UniSp2, UniSp4, UniSp5, UniSp6 и синтетиче-
ская микроРНК-39 – в качестве экзогенных 
контролей выделения, обратной транскрип-
ции и амплификации, входящих в состав набо-
ров (Qiagen, Hilden). Уровень экзосомальных 
микроРНК оценивали методом 2–ΔΔCt.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ экспрессии был проведен с помощью 
количественной ПЦР в реальном времени. На-
блюдалась статистически значимая дисрегуляция 
экспрессии экзосомальных микроРНК-424 и ми-
кроРНК-146а. Уровни экспрессии микро-РНК 
увеличились после терапии (микро-РНК-424 = 
Mean ± SEM 1.202 ± 0.15 и микроРНК-146a = 
12.22 ± 1.45) по сравнению с уровнями до тера-
пии (микроРНК-424 = Mean ± SEM 0.63 ± 0.17; 
p-value = 0.03 и микроРНК-146a  = 7.03 ± 0.90; 
p-value = 0.006). Остальные микроРНК не проде-
монстрировали существенных различий в уров-
нях экспрессии микроРНК между двумя группа-
ми (p-value > 0.05) (рис. 1,а–г; табл. 1).

Целевые микроРНК обладают широким спек-
тром биологических функций. Было обнаружено, 
что многие из изученных генов – функциональ-
ные, тесно связанные с ПКК и иммунитетом. 
Анализ KEGG-путей показал, что микроРНК-424 
и микроРНК-146а были значительно обогащены 
в нескольких путях (табл. 2, рис. 2).

Для оценки участия валидированных ге-
нов-мишеней микроРНК-424 и микроРНК-146а 
в соответствующих сигнальных путях, разви-

Таблица 2. Анализ путей обогащения KEGG для экзосомальных микроРНК-146а и микроРНК-424

FDR Число  
генов-мишеней

Число генов  
сигнального пути Название сигнального пути

2.9 *10–8 5 89 Экспрессия PD-L1 и сигнальный путь контрольных точек 
в онкологии

4.8*10–7 4 76 Коклюш
1.1*10–6 4 101 Болезнь Шагаса
2.5*10–5 3 76 Лейшманиоз
1.1*10–6 4 103 Сигнальный путь Toll-подобных рецепторов
1.1*10–6 4 104 Сигнальный путь NF-kappa B
1.4*10–7 5 139 Корь
1.4*10–6 4 112 Токсоплазмоз
1.9*10–7 5 161 Гепатит В
2.8*10–6 4 137 Иерсиниозная инфекция
2.9*10–6 4 141 Алкогольная болезнь печени
2.4*10–7 5 179 Туберкулез
6.7*10–5 3 109 Сигнальный путь HIF-1
4.4*10–7 5 210 Инфекция вируса иммунодефицита человека 1
1.0*10–5 4 197 Инфекция патогенной кишечной палочки
1.0*10–5 4 202 Инфекция вируса Эпштейна-Барр
1.2*10–5 4 214 Липиды и атеросклероз
1.6*10–5 4 232 Коронавирусная инфекция
2.0*10–5 4 249 Инфекция сальмонелл
3.4*10–5 4 294 Сигнальный путь MAPK

АСАДУЛЛИНА и др.
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вающих иммуновоспалительные реакции при 
раке, был проведен анализ Gene Ontology (GO) 
(рис. 3).

Для оценки диагностической точности эк-
зосомальных микроРНК как маркеров эф-
фективности терапии ИКТИ были построены 
ROC-кривые. Результаты показали, что площадь 
под кривой (AUC) микроРНК-424 составляет 
0.804 (95% ДИ: 0.7082–0.9006) и обеспечивает 
73.8% специфичности и 88.1% чувствительно-
сти; диагностическая точность микроРНК-424 
выше, чем у комбинации микроРНК (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то что иммунотерапия высоко-
эффективна при многих видах рака на поздних 
стадиях, часть  пациентов остается резистент-
ной к терапии или вынуждена отменить терапию  
из-за тяжелых побочных эффектов, связанных 
с иммунитетом. Ввиду того, что для назначения 
иммунотерапии используется опухолевая (тка-
невая) экспрессия PD-L, которая не является 
специфичным и точным маркером, существует 
острая потребность в более достоверных био-
маркерах для прогнозирования ответа на имму-
нотерапию, что позволит избирательно страти-
фицировать пациентов. Экспрессия микроРНК 
у пациентов, получавших иммунотерапию, и по-
тенциальная роль микроРНК в реакции пациен-
тов на терапию – на сегодняшний день актуаль-

ная тема для исследования. Работы по изучению 
профиля экспрессии экзосомальных микроРНК 
у пациентов с скПКК, получающих терапию 
ИКТИ, представлены единичными исследова-
ниями, что требует более детального изучения 
роли микроРНК в прогнозировании эффектив-
ности терапии ИКТИ.

В исследовнии Z. Wang с соавт. сообщалось, 
что циркулирующая микроРНК-21 функциони-
рует как неинвазивный прогностический био-
маркер ответа при иммунотерапии рака [11]. 
L.  Chen с соавт. [12] продемонстрировали, что 
микроРНК-200 ингибирует PD-L1, предотвра-
щая эпителиально-мезенхимальный переход 
(ЭМП) и метастазирование при раке легких. Из-
вестно, что p53 регулирует PD-L1 с помощью ми-
кроРНК-34a [13], которая непосредственно свя-
зывается с 3'-нетранслируемой областью PD-L1 
при немелкоклеточном раке легкого (НМРЛ), 
подавляя экспрессию PD-L1. 

Лекарственная устойчивость – одна из 
наиболее значимых проблем в клинической 
практике. Было показано, что потеря ми-
кроРНК-424(322)/503 способствует развитию 
химиорезистентности за счет регуляции двух ее 
мишеней – регулятора апоптоза BCL-2 и рецеп-
тора инсулиноподобного фактора роста-1 IGF1R, 
а таргетная терапия, блокирующая аберрантную 
активность этих мишеней, восстанавливает чув-
ствительность к химиотерапии [14].
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Рис. 2. Анализ обогащения сигнальных путей GO и диаграмма, отражающая результаты анализа обогащения 
KEGG-путей, проведенного для микроРНК-146a и микроРНК-424 и их валидированных мишеней.
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Имеются данные, что микроРНК-424 участву-
ет в формировании лекарственной устойчивости 
больных раком желудка, получающих химио-
терапию препаратами платины. Одним из ге-
нов-мишеней микроРНК-424 является SMURF1, 
который участвует в убиквитиназной активно-
сти. У пациентов, резистентных к цисплатину, 
снижение экспрессии микроРНК-424 увели-
чивало экспрессию  гена Е3-убиквитин-проте-
инлигазы SMURF1, а также стимулировало экс-
прессию гена члена семейства гомологов Ras A 
RHOA, который играет роль в лекарственной 
устойчивости [15]. В другом исследовании было 
показано, что снижение экспрессии микроР-
НК-424-3p препятствует увеличению экспрессии 
гена ABCC2, кодирующего белок 2, связанного с 
множественной лекарственной устойчивостью, 
и приводит к лекарственной устойчивости и 
прогрессии опухоли, а противоположные ре-
зультаты были получены Y. Li с соавт., которые 
показали, что как in vivo, так и in vitro сверхэкс-
прессия микроРНК-424-3p играет важную роль 
в устойчивости клеток рака желудка к циспла-
тину [16]. Известно, что гипоксия индуцирует 
экспрессию микроРНК-424, а сверхэкспрессия 
этой микроРНК подавляет опухолевый супрес-
сор PDCD4, участвующий в апоптозе. В иссле-
довании D. Zhang с соавт. снижение регуляции 
микроРНК-424 повышало гибель клеток под 
воздействием доксорубицина, обусловленную 
усилением апоптоза [17].

В другом исследовании стимуляция экспрес-
сии микроРНК-424-3p способствовала сенси-
билизации клеток рака яичников к цисплатину 

за счет снижения экспрессии белка галектина-3, 
кодируемого геном LGALS3 [18]. Также был иден-
тифицирован ряд микроРНК (микроРНК-34a, 
-34b, -187, -199a, -199b, -146a, -15b, -130a, -214, 
и -424), которые дифференциально экспресси-
руются при лечении доксорубицином. Иссле-
дование биологической значимости идентифи-
цированных микроРНК выявило взаимосвязь с 
функцией кардиомиоцитов и кардиотоксично-
стью, что позволит в дальнейшем использовать 
определенные сигнатуры микроРНК в качестве 
потенциальных биомаркеров лекарственно-ин-
дуцированной кардиотоксичности [19].

Известно, что в формировании лекарственной 
резистентности при остеосаркоме большую роль 
играет длинная некодирующая РНК (lncRNA) 
LINC01116, которая ингибирует экспрессию 
микроРНК-424-5p, связываясь с геном EZH2, 
кодирующим гистон-лизин-N-метилтрансфера-
зу, и тем самым повышает устойчивость клеток 
остеосаркомы к доксорубицину [20]. B. Ralla с 
соавт. исследовали роль микроРНК-9-5p в рези-
стентности к другой группе препаратов, ингиби-
торам тирозинкиназ (ИТК), в сравнении с дру-
гими клиническими признаками (возраст, пол, 
стадия опухоли, статус метастазирования и др). 
Сверхэкспрессия микроРНК-9-5p и понижен-
ная экспрессия микроРНК-489-3p были ассоци-
ированы с отсутствием ответа на терапию ИТК 
у пациентов с метастатической ПКК [21]. В дру-
гом исследовании, проведенном A. Gamez-Pozo 
с соавт., изучалась прогностическая способность 
моделей, включающих экспрессию микроРНК, 
в отношении резистентности к терапии сунити-
нибом. При сравнении таких моделей с класси-
фикацией риска MSKCC для прогнозирования 
общей выживаемости модель, включающая ми-
кроРНК-192, -193-3p и -501-3p, показала хоро-
шую способность выявлять пациентов с плохим 
ответом на терапию и хорошую точность прогно-
зирования общей выживаемости [22]. По данным 
исследования, проведенного J. Kovacova и соавт., 
микроРНК-376b-3p может быть использована для 
прогнозирования ответа на терапию сунитини-
бом при метастатических опухолях [23].

J. He с соавт. [24] предположили, что микро
РНК-31-5p, транспортируемая внеклеточными 
везикулами, участвует в развитии резистентно-
сти к мультитаргетному рецептору тирозинкиназ 
сорафенибу. Y. Liu с соавт. исследовали систему 
доставки лекарственных средств в виде нанове-
зикул, нагруженных комбинацией анти PD-L1 
и микроРНК-424. Эти нановезикулы активиро-
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Рис. 4. ROC-анализ для прогнозирования ответа на 
терапию ИКТИ при скПКК на основе анализа экс-
прессии экзосомальной микроРНК-424.
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вали Т-клетки, которые высвобождали большое 
количество цитокинов, таких как IFN-γ и IL-2, 
для активации макрофагов и NK-клеток, что 
способствовало ингибированию роста подкожно 
трансплантированной гепатоцеллюлярной кар-
циномы у мышей [25].

Во многих исследованиях микроРНК-146а 
рассматривается как негативный регулятор им-
мунной активации, сопоставимый с молекулами 
иммунных чекпоинтов. Известно, что микро
РНК-146a играет центральную роль в оси STAT1/
IFNγ в микроокружении меланомы, влияя на ми-
грацию, пролиферацию, функцию митохондрий 
и уровень PD-L1[26]. Установлено, что при сни-
жении экспрессии микроРНК-146a развиваются 
заметно более тяжелые иммуноопосредованные 
нежелательные явления (иоНЯ). А полиморфный 
вариант (SNP) rs2910164, приводящий к сниже-
нию экспрессии микроРНК-146a, ассоциирован 
с повышенным риском развития тяжелых иоНЯ 
[27]. В нашей работе мы также подтвердили, что 
снижение экспрессии микроРНК-146 у больных 
с скПКК с тяжелыми иоНЯ и SNP rs2910164 кор-
релируют с повышенным риском развития тяже-
лых осложнений [10]. Ранее было описано, что 
регуляция микроРНК-146a играет важную роль в 
усилении иммунной супрессии путем увеличения 
популяции регуляторных Т-клеток и может моду-
лировать лекарственную устойчивость опухоле-
вых клеток [28].

В другом исследовании выявили снижение 
микроРНК-150, -146a и -424 в мононуклеарных 
клетках периферической крови у пациентов с 
сахарным диабетом 1-го типа, вероятно ассо-
циированных с позитивностью аутоантител и 
разрушением эндогенной остаточной функции 
бета-клеток, что указывает на участие этих ми-
кроРНК в регуляции имунного ответа [29].

X.-X. Peng и соавт. оценили возможность ис-
пользования экзосомальных микроРНК плаз-
мы крови в качестве биомаркеров у пациентов 
с НМРЛ, получающих иммунотерапию [30]. В 
этом исследовании три микроРНК семейства 
hsa-miRNA-320 (микроРНК-320d, -320c и -320b) 
были определены как потенциальные предикто-
ры ответа, поскольку их уровни были значитель-
но повышены в группе пациентов с прогресси-
рующим заболеванием по сравнению с группой 
пациентов с частичным ответом на исходном 
уровне до начала лечения. Кроме того, было об-
наружено, что уровень микроРНК-125b-5p сни-
жен у пациентов, ответивших на лечение ИКТИ. 

A.R. Halvorsen с соавт. провели секвенирование 
следующего поколения (NGS) с профилирова-
нием микроРНК в образцах сыворотки крови, 
собранных у пациентов с НМРЛ до начала им-
мунотерапии ниволумабом [31]. Они выявили 
сигнатуру, состоящую из семи микроРНК (ми-
кроРНК-215-5p, -411-3p, -493-5p, -494-3p, -495-
3p, -548-5p и -93-3p), которая была статистиче-
ски значимо связана с общей выживаемостью. 
M. Boeri и соавт. проспективно оценивали экс-
прессию микроРНК плазмы крови у пациентов 
с НМРЛ до начала терапии ИКТИ. Анализ про-
филя ряда микроРНК позволил оценить взаи-
мосвязь с такими показателями как общая часто-
та ответа, выживаемость без прогрессирования и 
общая выживаемость. Уровень экспрессии ми-
кроРНК во время терапии снижался и оставался 
низким до прогрессирования опухоли у пациен-
тов, отвечающих на терапию. Анализ профиля 
ряда микроРНК позволил оценить взаимосвязь 
с такими показателями как общая частота отве-
та, выживаемость без прогрессирования и общая 
выживаемость. Уровень экспрессии микроРНК  
во время терапии снижался и оставался низким 
до прогрессирования опухоли у пациентов, отве-
чающих на терапию [32]. 

N. Rajakumar с соавт. также оценивали  про-
филь экспрессии различных микроРНК при 
НМРЛ и  выявили пять микроРНК (микроРНК-
2115-3р, -218-5р,-224-5р,-4676-3р,6503-5р) для 
оценки риска, позволяющие  предсказать общую 
выживаемость пациентов с НМРЛ IV стадии, по-
лучающих монотерапию ингибитором PD-1 [33]. 
Другие итальянские исследователи признали 
экзосомальную микроРНК-625-5p новым неза-
висимым биомаркером ответа и выживаемости у 
пациентов, получающих ИКТИ в первой, второй 
или третьей линии терапии при НМРЛ [34]. 

Ответ на иммунотерапию, вероятно, опреде-
ляется сложным взаимодействием между опу-
холью и иммунозависимыми факторами, что по 
своей сути ограничивает прогнозирование от-
вета на основе отдельно взятых биомаркеров и 
односторонних параметров опухоли. К тому же 
ограниченность выборки, гетерогенность опухо-
ли, межпопуляционные различия также требуют 
дальнейшего углубленного изучения для воспол-
нения пробела в знаниях. Очевидно, что выяв-
ление и валидация дополнительных прогности-
ческих биомаркеров для оценки эффективности 
и безопасности иммунотерапии будут активным 
направлением исследований на несколько лет 
вперед. В эпоху персонализированной меди-

АСАДУЛЛИНА и др.
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цины необходимы дальнейшие исследования 
и подтверждение результатов на более крупной 
независимой когорте пациентов, а также моде-
лирование in vitro и in vivo, что позволит внедрить 
микроРНК для мониторинга и прогнозирования 
реакции на лечение и резистентности терапии 
ИКТИ в клинических условиях.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 23-25-00392, https://
rscf.ru/project/23-25-00392/.

Все процедуры, выполненные в исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике 
и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам 
этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное 
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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EXOSOMAL miRNA-146a AND miRNA-424 AS POSSIBLE PREDICTORS OF 
IMMUNE CHECKPOINT INHIBITORS THERAPY RESPONSE IN CLEAR 

CELL RENAL CELL CARCINOMA

D. D. Asadullina1, 2, *, I. R. Gilyazova1, 2, **, E. A. Ivanova1, S. M. Izmailova2, G. R. Gilyazova2,  
V. N. Pavlov2, E. K. Khusnutdinova1, 2

1Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences,  
Ufa, 450054 Russia

2Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Bashkir State Medical University” of the Ministry of Health  
of the Russian Federation, Ufa, 450008 Russia

*e-mail: dilara.asadullina@yandex.ru
**e-mail: gilyasova_irina@mail.ru

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is a malignant kidney tumor with a poor prognosis and difficult to treat. 
Despite significant advances in the treatment of ccRCC, immune checkpoint in-hibitors (ICI) still have limited 
therapeutic efficacy. A growing body of work has demonstrated that exosomal microRNAs are key modulators of 
tumor signaling and determinants of the tumor microenvironment.  Disruption of microRNA regulation may affect 
ccRCC immunogenicity and response to ICI therapy, making them attractive for use as prognostic molecular genetic 
bi-omarkers. We evaluated exosomal miRNAs (miRNA-424,-146a,-503, -144) expression levels before and after 
ICI therapy in plasma samples obtained from 42 ccRCC patients. Expression analysis was performed by real-time 
PCR method. The results showed that the expression levels of miRNA-424 and miRNA-146a were upregulated after 
ICI therapy treatment  (miRNA-424 = Mean ± SEM 1.202 ± 0.15 and miRNA-146a = 12.22 ± 1.45) compared 
expression levels before therapy (miRNA-424=Mean±SEM 0.63 ± 0.17; p-value = 0.03 and miRNA-146a = 7.03 ± 
0.90; p-value = 0.006). miRNA-424 and miRNA-146a can be used to create a panel of molecular markers for evaluating 
the effectiveness of immune checkpoint inhibitors therapy. Even though this is very preliminary and requires further 
studying on a larger sample, it further increases the interest in using microRNAs, as additional ICI therapeutic markers 
capable of modulating immune tolerance.

Keywords: immune checkpoint inhibitors, resistance, exosomal microRNAs, prognostic markers; renal cell carcinoma.
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Известно, что нейрогормон окситоцин играет важную роль в патогенезе психических заболеваний, а также 
моделирует связь между стрессовыми факторами, особенно действующими на ранних этапах развития, и 
развитием психических расстройств. Основываясь на этих данных, мы исследовали эффекты взаимодей-
ствия средового фактора, в качестве которого рассматривали невзгоды детства (НД) и генотипов гена ок-
ситоцинового рецептора (OXTR) в полиморфных сайтах rs4686302 и rs7632287 на выраженность негативных 
симптомов шизофрении. В исследовании приняли участие 592 больных шизофренией (рубрики F20. по 
МКБ-10). Информация о наличии НД была получена из историй болезни и опроса пациента и ближайших 
родственников. Для статистической обработки данных применяли ковариационный анализ (GML); при 
post-hoс попарном сравнении применяли критерий Тьюки. Выявлен значимый эффект взаимодействия НД 
и полиморфизма гена OXTR rs7632287(G/A) на выраженность негативных симптомов у больных шизофре
нией. У больных без НД полиморфизмы не оказывали значимого эффекта на изучаемый фенотип. Таким 
образом, в нашем исследовании впервые показано, что полиморфизм rs7632287(G/A) и НД оказывают вза-
имное влияние на тяжесть негативных симптомов шизофрении. 

Ключевые слова: шизофрения, невзгоды детства, генетический полиморфизм, окситоцинэргическая система, 
PANSS.
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Шизофрения представляет собой слож-
ное, хроническое психическое расстройство 
с гетерогенным генетическим и нейробиоло-
гическим фоном. Основные особенности ши-
зофрении включают в  себя различные психо-
тические симптомы, такие как бред, слуховые 
галлюцинации, измененную эмоциональную 
реактивность, неорганизованное поведение, 
социальную изоляцию и когнитивные нару-
шения. Многие исследования доказали значи-
тельную роль средовых воздействий в комби-
нации с генетическими факторами на развитие 
и тяжесть проявлений шизофрении [1–3]. Тем 
не менее, механизмы, лежащие в основе био-
логически различных кластеров симптомов, 
остаются не ясными [4]. Известно, что нега-
тивная симптоматика у больных шизофренией 
неблагоприятно влияет на уровень социальных 
взаимодействий, которое ведет к снижению 
адаптации больных и ухудшению качества их 
жизни [5, 6]. 

Окситоцин в настоящее время является од-
ним из наиболее интенсивно изучаемых нейро-
пептидов. Так в ряде работ было показано, что 
окситоцин оказывает модулирующий эффект 
на различные формы социального поведения у 
психически здоровых людей [7], а также влияние 
этого нейрогормона на социальные когниции у 
больных шизофренией, снижение которых явля-
ется предиктором ухудшения как клинического 
состояния, в частности негативных симптомов, 
так и социального функционирования больного 
[8, 9]. Доказано, что связь окситоцина с социаль-
ным поведением чувствительна к воздействиям 
окружающей среды [10, 11], а шизофрения, как 
известно, относится к заболеваниям, которые 
обусловлены как генетическими, так и средовы-
ми факторами, причем часто имеет место вза-
имодействие этих факторов между собой [12, 
13]. Молекулярно-генетические исследования 
указывают на связь между вариациями в генах 
окситоцинэргической системы и основными 
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симптомами шизофрении [14]. В тоже время из-
вестно, что окситоцин опосредует связь между 
стрессовыми факторами, в особенности действу-
ющими на ранних этапах развития, и развитием 
психических расстройств [15–17]. Ранее нами 
была обнаружена ассоциация полиморфизма 
гена окситоцинового рецептора (OXTR) rs53576 
со способностью формировать межличностные 
отношения у больных шизофренией, при этом 
показано, что ассоциация опосредована средо-
вым фактором риска, в качестве которого рас-
сматривали перинатальные осложнения [16].

Цель настоящей работы – продолжение ис-
следований в этом направлении, в частности, 
изучение ассоциации между полиморфизмами 
гена OXTR rs468302 и rs7632287 и негативными 
симптомами шизофрении с учетом средового 
фактора риска этого заболевания. Полиморфиз-
мы rs7632287, rs4686302 представляют интерес в 
связи с тем, что ранее обнаружена их ассоциация 
с рядом социальных поведенческих признаков 
(способность формировать социальные связи) 
и расстройств (аутизм и расстройства аутисти-
ческого спектра) [18–23]. В качестве средового 
фактора рассматривали невзгоды детства (НД), 
т.е. события, которые могли неблагоприятно 
воздействовать на психоэмоциональное состоя-
ние и развитие ребенка в период до 18 лет [24, 
25]. К НД относят жестокое обращение в семье, 
наличие у родителей алкогольной или наркоти-
ческой зависимости, психических расстройств. 
Обобщенные литературные данные свидетель-
ствуют, что НД существенно увеличивают риск 
развития психоза [1, 26, 27]. 

Для формирования исследуемой группы были 
проанализированы истории болезней и струк-
турированные интервью больных с диагнозом 
“шизофрения” (рубрика F20 по МКБ-10). Все 
больные подписали информированное согласие 
на участие в исследовании и сдали кровь для вы-

деления ДНК. Критериями включения в группу 
являлись указание в истории болезни на нали-
чие НД (алкоголизация, злоупотребление пси-
хоактивными веществами, наличие психических 
заболеваний одного или обоих родителей, же-
стокое обращение в семье) или же их отсутствие, 
как описано ранее [28]. Для исследования сфор-
мирована выборка из 592 больных с диагнозом 
шизофрения (F20 по МКБ-10); 372 женщины 
и 220 мужчин, средний возраст 32.1 ± 12.4 лет, 
возраст к началу заболевания 20.6 ± 8.0 лет). Все 
больные прошли клиническое обследование, ко-
торое предусматривало количественную оценку 
выраженности симптомов, приведенных в шка-
ле позитивных и негативных синдромов PANSS 
(The Positive and Negative Syndrome Scale). Вы-
борка была разделена на две группы – с НД 
(n = 250) и без них (n = 342). 

Генотипирование проводили с использо-
ванием ПЦР методом плавления с высоким 
разрешением (High Resolution Melting). Метод 
включал в себя амплификацию интересую-
щего фрагмента в присутствии флюоресцент-
ного красителя (Evagreen). Для проведения 
генотипирования были подобраны олигонукле-
отидные праймеры OXTR(C/T) rs4686302 пря-
мой – CCAGATCTTGAAGCTGATAAGGCCG  
и (обратный) TGCTGGGCCGTCTTCATCCA, 
94°C – 5ʹ(94°C – 25ʹʹ 64°C – 35ʹʹ 72°C – 
20ʹʹ) × 40, OXTR (G/A) rs7632287 прямой – 
CTCTTCGTGCATGTCCCAGC и (обратный) 
GGAGAAGAGAGGCTTGCACTGA, 94°C – 
5ʹ(94°C – 25ʹʹ 66°C – 15ʹʹ 72°C – 20ʹʹ) × 40. 

Проведено сравнение этих групп между со-
бой по клиническим характеристикам и поиск 
ассоциаций между полиморфизмами rs468302 
и rs7632287 и клиническими характеристиками 
в каждой из групп. Статистическая обработка 
результатов проводилась с помощью таблицы 
сопряженности программы (Statistica) с исполь-

Таблица 1. Клинико-демографические характеристики групп больных шизофренией с НД и без них

Показатель НД (n = 250) Отсутствие НД (n = 342)
Женщины, n (%) 160 (42.8) 212 (57.2)
Мужчины,n (%) 90 (40.9) 130 (59.1)
Возраст на момент обследования, годы 33.1 (13.2) 30.7 (11.2)
Длительность болезни, годы 11.0 (10.8) 12.0 (12.2)
PANSS, (P)-позитивные симптомы, балл 23.6 (8.9) 23.2 (9.0)
PANSS, (N)-негативные симптомы, балл 23.7 (7.8) 23.9 (8.3)
PANSS, (OP)-общие психопатологические симптомы, балл 39.5 (13.1) 39.6 (14.2)

Примечание. В скобках приведено стандартное отклонение. 

ИССЛЕДОВАНИЕ СВЯЗИ МЕЖДУ ПОЛИМОРФИЗМОМ 
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зованием критерия χ2 Пирсона для качественных 
признаков. Для оценки ассоциации генетическо-
го варианта с количественными признаками ис-
пользовали модуль General Linear Models (GLM); 
при post-hoc попарном сравнении применяли 
критерий Тьюки, в качестве зависимой перемен-
ной использовали выраженность симптомов в 
баллах; в качестве групповых факторов  – гено-
тип и наличие/отсутствие НД, в качестве кова-
риат – пол и длительность болезни. С помощью 
метода Колмогорова–Смирнова был проведен 
анализ показателей PANSS на нормальность 
распределения, было показано, что распределе-
ние по субшкалам не отличалось от нормального 
распределения. Различия считались значимыми 
при p < 0.05.

Клинико-демографические характеристики и 
оценка клинических симптомов по шкале PANSS 
приведены в табл. 1. В группах больных с НД и без 
них различий в клинических показателях (возраст 
на момент обследования, длительность болез-
ни, общий балл по шкалам PANSS) выявлено не 
было. Частоты аллелей и генотипов для каждого 
из исследованных полиморфизмов представлены 
в табл. 2. Отклонений от равновесия Харди–Вай-
нберга не выявлено (p > 0.05), частоты минорного 
аллеля соответствовали ожидаемым для европей-
ской популяции (0.12, 0.24 соответственно). Да-
лее было изучено влияние генотипов на выражен-
ность негативных симптомов в группах с НД и без 
них. Данные представлены в табл. 3.

По отдельности ни генотип, ни НД не ока-
зывали статистически значимого влияния на 

выраженность негативных симптомов. Однако 
обнаружен взаимный эффект полиморфизмов 
OXTR (G/A) rs7632287 (p = 0.04), OXTR (C/T) 
rs4686302 (p = 0.01) и НД на выраженность не-
гативных симптомов. Пол не влиял на выявлен-
ные эффекты (F = 0.07, p = 0.9). В группе без НД 
полиморфизмы не оказывали значимого эффек-
та на этот показатель. Значимые различия были 
обнаружены в группе с НД, больные с генотипом 
GG полиморфизма rs7632287 демонстрировали 
большую выраженность симптомов, чем носите-
ли генотипа AA (p = 0.03). У носителей геноти-
па ТТ полиморфизма rs4686302 (C/T) отмечены 
более высокие баллы по субшкале негативных 
симптомов по сравнению с носителями геноти-
па СС, однако различия не достигали принятого 
уровня значимости (p = 0.08).

Литературные данные показывают, что поли-
морфизмы OXTR rs468302 и rs7632287 связаны с 
различными признаками, относящимися к со-
циальному поведению, а также с расстройства-
ми аутистического спектра (РАС), для которых 
характерно нарушение социального взаимодей-
ствия и коммуникаций. Однако данные о направ-
ленности этой связи достаточно противоречивы. 
Сообщалось об ассоциации генотипа GG поли-
морфизма rs7632287 с основными фенотипами 
РАС, включая дисфункцию в социальной сфе-
ре [18], а также со способностью распознавать 
лица, которую оценивали по активности мин-
далевидного тела, измеренной с помощью fMRI 
[23]. В то же время по данным других исследова-
ний аллель А был связан с симптомами дефицита 
социального взаимодействия из спектра аутизма 

Таблица 1. Клинико-демографические характеристики групп больных шизофренией с НД и без них

Показатель НД (n = 250) Отсутствие НД (n = 342)
Женщины, n (%) 160 (42.8) 212 (57.2)
Мужчины,n (%) 90 (40.9) 130 (59.1)
Возраст на момент обследования, годы 33.1 (13.2) 30.7 (11.2)
Длительность болезни, годы 11.0 (10.8) 12.0 (12.2)
PANSS, (P)-позитивные симптомы, балл 23.6 (8.9) 23.2 (9.0)
PANSS, (N)-негативные симптомы, балл 23.7 (7.8) 23.9 (8.3)
PANSS, (OP)-общие психопатологические симптомы, балл 39.5 (13.1) 39.6 (14.2)

Примечание. В скобках приведено стандартное отклонение. 

Таблица 2. Распределение аллелей и генотипов в исследуемой группе больных шизофренией

Ген, полиморфизм Частота аллеля, % Частота генетипа, % (n)

OXTR (C/T) rs4686302
C T CC CT TT
83 17 68.52 (407) 28.96 (170) 2.53 (15)

OXTR (G/A) rs7632287
G A GG GA AA
77 23 57.07 (338) 36.20 (214) 6.73 (40)

ЛЕЖЕЙКО и др.
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[19], в также с антисоциальным поведением у 
мальчиков-подростков из Швеции  [21]. По-
лиморфизм rs4686302 был связан с дефицитом 
социального познания. В частности, носители 
аллеля Т с СДВГ (синдром дефицита внимания 
и гиперактивности) значительно хуже распозна-
вали эмоции на лице, чем люди с генотипом СС 
[29]. Также исследование на клеточных моделях 
показало связь rs4686302 с генетическими на-
рушениями регуляции, связанными с РАС [30]. 
В гендерных исследованиях с полиморфизмом 
rs4686302 наблюдался значимый эффект на вы-
раженность эмоциональной эмпатии: в китай-
ской популяции женщины-носители аллеля Т 
проявляли большую эмпатию, чем мужчины [20]. 
В другом исследовании аллель Т полиморфизма 
rs4686302 был ассоциирован со способностью 
формировать социальные связи у мужчин, тог-
да как у женщин направление ассоциации было 
противоположным [31]. Одной из возможных 
причин разнонаправленного влияния генетиче-
ских вариантов rs468302 и rs7632287 на исследуе-
мые фенотипы является отсутствие оценки роли 
средового фактора. Показано, например, что у 
пациентов с обсессивно-компульсивным рас-
стройством, которые имели в анамнезе психоло-
гические травмы детства, увеличивался уровень 
метилированияв CpG сайтах cg04523291 в гене 
OXTR, что являлось предиктором худшего ответа 
на когнитивно-поведенческую терапию [33]. 

Нужно отметить, что в доступной нам литера-
туре отсутствуют сведения об ассоциации поли-
морфизмов rs468302 и rs7632287 с шизофренией 
или ее клиническими проявлениями. В то же 
время известно, что выраженность социальных 
когниций, в том числе способности распозна-
вать лица, находится в обратной корреляцион-
ной связи с выраженностью негативных симпто-
мов у больных шизофренией [34].   

Таким образом, в нашем исследовании на 
большой выборке больных шизофренией по-

казано, что полиморфизмы OXTR rs468302 и 
rs7632287, ранее ассоциированные с фенотипа-
ми, относящимися к социальному поведению, 
могут быть связаны с негативными симптомами 
шизофрении, при этом связь опосредована на-
личием в анамнезе психотравмирующих собы-
тий, действующих на раннем этапе развития.

Все процедуры, выполненные в исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике 
и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам 
этики.

От каждого из включенных в исследование 
участников было получено информированное 
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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STUDY OF THE ASSOCIATION BETWEEN OXYTOCIN RECEPTOR GENE 
POLYMORPHISM, CHILDHOOD ADVERSITY AND NEGATIVE SYMPTOMS 

OF SCHIZOPHRENIA

T. V. Lezheiko1, *, V. A. Mikhailova1, M. V. Gabaeva1, V. E. Golimbet1 
1Mental Health Research Center, Moscow, 115522 Russia

*e-mail: Lezheiko@list.ru

Is known that the neurohormone oxytocin plays an important role in the pathogenesis of mental illness, and also models 
the relationship between stress factors, especially those acting in the early stages of development, and the development 
of mental disorders. Based on these data, we investigated the effects of the interaction of the environmental factor, 
which was considered the adversity of childhood (ND) and the oxytocin receptor (OXTR) genotypes in the polymorphic 
sites rs4686302 and rs7632287, on the severity of negative symptoms of schizophrenia. The study involved 592 patients 
with schizophrenia (headings F20. according to ICD-10). Information about the presence of ND was obtained from 
case histories and patient interviews. Analysis of covariance (GML) was used for statistical data processing; in post-
hoc pairwise comparison, Tukey’s test was used. A significant effect of the interaction between ND and OXTR gene 
polymorphism rs7632287(G/A) on the severity of negative symptoms in patients with schizophrenia was revealed. 
In patients without ND, polymorphisms did not have a significant effect on the studied phenotype. Thus, our study 
showed for the first time that the rs7632287(G/A) polymorphism and ND have a mutual effect on the severity of 
negative symptoms of schizophrenia.

Keywords: schizophrenia, childhood adversity, genetic polymorphism, oxytocinergic system, PANSS. 
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Показана эффективность использования четырех ISSR-маркеров (М1, М2, М7 и М11) для исследования 
генетической изменчивости регенерантов Fagopyrum esculentum, полученных на селективных средах с вы-
сокими дозами ZnSO

4
×7 H

2
O(808–1313 мг/л) in vitro. Обнаружен высокий уровень полиморфизма в объеди-

ненной выборке – 74.4%. Полученные образцы могут быть использованы в селекции для создания сортов 
с хозяйственно-ценными признаками.

Ключевые слова: гречиха посевная, селективные среды, цинк, ISSR-маркеры, полиморфизм, генетические 
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Гречиха посевная (Fagopyrum esculentum 
Moench) – традиционная крупяная культура 
во многих странах мира. Она обладает высо-
кой пластичностью и большим потенциалом 
генетического улучшения [1]. Применение со-
временных биотехнологических методов зна-
чительно расширяет возможности селекции 
F. esculentum. Маркеры межмикросателлитной 
последовательности (ISSR) успешно исполь-
зуются для исследования генетического раз-
нообразия растений вследствие высокой ин-
формативности и получения воспроизводимых 
результатов [2–7]. ISSR-анализ внутривидово-
го генетического полиморфизма видов и сортов 
гречихи проведен ранее Г.Д. Кадыровой с соавт. 
[8] с помощью 13 ISSR-праймеров. В  резуль-
тате было отобрано четыре наиболее инфор-
мативных – М1 ((AC)8GC), М2 ((AC)8CTG), 
М7 ((CAG)5) и М11 ((CA)6AG), приводящих к 
формированию воспроизводимых, четких по-
лиморфных спектров, состоящих не менее чем 
из 20 фрагментов. С использованием маркеров 
М1, М2, М7 и М11 нами были изучены гене-
тическая изменчивость и хозяйственно ценные 
признаки F. esculentum, что позволило повысить 
результативность отбора перспективных линий 
и показало эффективность применяемой мар-
керной системы [9]. 

В настоящей работе с использованием четы-
рех ISSR-маркеров (М1, М2, М7 и М11) проведе-
но исследование пробирочных образцов гречихи 
сорта Изумруд регенерантного происхождения, 
полученных in vitro на средах Мурасиге и Скуга 
(МС) с высокой концентрацией тяжелого ме-
талла цинка (ZnSO4×7H2O в дозах 808, 909, 1010, 
1111, 1212 и  1313  мг/л). Асептические черенки 
гречихи культивировали с токсикантом в тече-
ние 21 сут, а затем выжившие генотипы субкуль-
тивировали и микроклонально размножали на 
средах МС. Для исследования морфобиологиче-
ских признаков полученных генотипов проби-
рочные растения высаживали на вегетационной 
площадке с почвенным субстратом и проводили 
исследование биометрических показателей и 
продуктивности.

В результате проведенных исследований было 
выявлено, что четыре ISSR-маркера продуци-
ровали 61 полиморфных ампликона. Полимор-
физм в объединенной выборке составил 74.4%. 
На базе бинарных матриц проведен подсчет ин-
декса генетических дистанций Нея (DN). Анализ 
полученных данных показал, что при сравнении 
с исходной формой (контролем in vitro) геноти-
пы были распределены по двум группам. Первая 
группа (1) имела наименьшие DN – 0.0796–0.1176. 

mailto:borovayasveta@mail.ru


111

В эту группу, помимо контрольных растений, во-
шли образцы, полученные на среде с более низ-
кими концентрациями ZnSO4×7H2O, равными 
808 и 909 мг/л, и вариант Zn 1212. Наибольшие 
генетические различия с исходной формой про-
демонстрировали растения из второй группы (2), 
полученные с помощью соли цинка в концен-
трациях 1010, 1111 и 1313 мг/л, показавшие мак-
симальные значения DN, равные 0.1793–0.2348 
и образовавшие на древе отдельный кластер на 
UPGMA-дендрограмме (рис. 1). 

Результаты исследования биометрических 
показателей пробирочных растений-регенеран-
тов гречихи, высаженных в почву на вегетацион-
ной площадке, представлены в табл. 1. Растения, 
подвергшиеся воздействию соли цинка в дозе 
1010, 1111 и 1313 мг/л (вторая группа с наиболь-

шими DN), характеризуются рядом преимуществ 
по сравнению с остальными образцами. Они 
превзошли контроль, а также группу растений 
вариантов Zn 808, Zn 909 и Zn 1212 по толщи-
не первого междоузлия в 1.2–1.4 раза, варьируя 
в пределах 0.54–0.58 см. Число боковых ветвей 
второго порядка у второй группы больше, чем у 
первой, в среднем в 2.9 раза. Отмечено также на-
личие боковых ветвей третьего порядка у расте-
ний второй группы, в то время как у первой груп-
пы они отсутствуют. Соответственно, семенная 
продуктивность одного растения из второй груп-
пы составила 2.96–5.78 г, что в среднем на 38.1% 
выше, чем у первой. 

По мнению ряда исследователей, ISSR-мар-
керы в высокой степени полиморфны у гречихи 
[8, 10, 11]. Полученные с их помощью паттерны 
ПЦР-продуктов видоспецифичны, а сам метод 
весьма успешен при идентификации генотипов. 

Таким образом, используемая маркерная си-
стема, включающая ISSR-маркеры М1, М2, М7 
и М11, пригодна для идентификации генетиче-
ских различий и выявляет высокий уровень по-
лиморфизма у регенерантов F. esculentum. Дан-
ные молекулярно-генетических исследований 
подтверждают, что применение селективных 
сред с высокими концентрациями ионов цин-
ка приводит к появлению хозяйственно ценных 
признаков у исследуемых образцов.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объ-
екта животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием в качестве объекта лю-
дей.

Контроль

Zn 1212

Zn 808

Zn 909

Zn 1313

Zn 1111

Zn 1010

1

2

Рис. 1. UPGMA-дендрограмма, основанная на зна-
чениях генетических дистанций Нея для регенеран-
тов гречихи. 1 – группа вариантов, характеризую-
щаяся наименьшими DN по сравнению с исходной 
формой; 2 – руппа вариантов, характеризующаяся 
наибольшим DN по сравнению с исходной формой.

Таблица 1. Биометрические показатели регенерантов гречихи, полученных на селективных средах с цинком

Содержа-
ние цинка в 

МС, мг/л

Высота 
растения, см

Толщина 
первого 

междоузлия, см

Длина первого 
междоузлия, 

см

Число боковых ветвей Семенная про-
дуктивность од-
ного растения, г

1-го  
пoрядка

2-го 
порядка

3-го 
порядка

Контроль  
in vitro 151.2 ± 15.0a 0.46 ± 0.06a 2.0 ± 0.5b 3.3 ± 1.5a 0a 0a 3.09a

Zn 808 159.8 ± 3.8a 0.42 ± 0.02a 2.9 ± 0.5a 2.3 ± 0.6b 1.0 ± 1.0b 0a 2.97a
Zn 909 140.9 ± 7.2b 0.42 ± 0.02a 2.4 ± 0.4ab 4.3 ± 0.6ac 1.0 ± 1.0b 0a 2.53a
Zn 1010 127.8 ± 8.7c 0.56 ± 0.06b 2.7 ± 0.3a 2.3 ± 0.6b 2.0 ± 1.0c 1.0 ± 1.0b 2.96a
Zn 1111 142.3 ± 48.5b 0.58 ± 0.04b 2.7 ± 0.6a 2.3 ± 0.6b 2.0 ± 1.7c 0.3 ± 0.6b 4.88b
Zn 1212 133.5 ± 2.1c 0.41 ± 0.01a 3.1 ± 0.2a 4.7 ± 0.6c 1.0 ± 1.0b 0a 2.65a
Zn 1313 136.2 ± 8.2c 0.54 ± 0.06b 1.8 ± 0.3b 4.7 ± 2.5c 3.0 ± 1.0cd 1.0 ± 0.0b 5.78d

Примечание. Разные строчные буквы в одном и том же столбце указывают на существенные различия между варианта-
ми при p < 0.05.
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АNALYZING BUCKWHEAT GENOTYPES OBTAINED ON SELECTIVE MEDIA 
WITH ZINC in vitro USING ISSR MARKERS
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The paper evaluates four ISSR-markers (М1, М2, М7, and М11) for their effectiveness in research on the genetic 
distances of regenerated Fagopyrum esculentum plants, which were obtained in vitro on selective media with high doses 
of  ZnSO

4
×7 H

2
O (808–1313 mg/L). The level of polymorphism was determined to be high in the combined sample 

(74.4%). The obtained speciemens might be used in the breeding of new varieties with economically important traits. 

Keywords: common buckwheat, selective media, zinc, ISSR-markers, polymorphism, genetic distances, biometric 
parameters.
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