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При описании явлений, связанных с событиями полногеномной дупликации геномов (WGD), ис-
пользуют термины неополиплоид, мезополиплоид и палеополиплоид в их современной “пост-ге-
номной” интерпретации. По нашему мнению, в потоке меняющихся состояний генома между
неополиплоидами и палеополиплоидами имеет смысл выделить стадию эуполиплоида – такое со-
стояние полиплоида, когда его полиплоидная природа не вызывает никаких сомнений, но геном
(кариотип) эуполиплоида в отличие от неополиплоида уже относительно стабилен. В состоянии
эуполиплоида находится большинство геномов/кариотипов многочисленных полиплоидных видов
растений, полиплоидная природа кариотипа которых не вызывает сомнений у исследователей – ге-
нетиков, кариологов и флористов. Факультативно эуполиплоиды могут вступать в новые раунды
межвидовой гибридизации с сохранением у гибрида уровня плоидности родителей или с возникно-
вением аллополиплоида более высокого уровня плоидности. Эуполиплоидизация генома – это ра-
дикальный и быстрый способ видо- и родообразования у растений. Таким путем возникли десятки
тысяч видов современных растений. Удачные сочетания аллелей субгеномов эуполиплоида, харак-
терные для высоких полиплоидов крупные размеры, частый переход к неполовому размножению
могут способствовать успешному освоению эуполиплоидами новых ареалов, адаптации к экстре-
мальным условиям существования на краю ареалов, но не обретению новых ароморфозов – это ви-
дообразование, но видообразование на уже освоенном уровне эволюционной сложности, шаг, не
ведущий сам по себе к прогрессивной эволюции.

Ключевые слова: полиплоидия, эволюция геномов и кариотипов, цитогенетика растений.

DOI: 10.31857/S0016675823050119, EDN: DRWNGX

По оценкам кариосистематиков около поло-
вины видов цветковых растений полиплоиды [1].
Только в родах, где есть и диплоиды и полиплои-
ды и потому определение плоидности не вызыва-
ет сомнений, полиплоидных видов не менее 15%.
Причем в родах с низким основным числом хро-
мосом х = 2–7 доля полиплоидов существенно
больше – до 50% [2]. Результаты сравнительного
исследования групп сцепления представителей
всех основных филогенетических ветвей наземных
растений показали, что следы одного или несколь-
ких актов полногеномной дупликации (WGD) есть
в геномах всех исследованных в этом отношении
голосеменных и покрытосеменных растений [3–
5]. Поэтому удивляет не то, что полиплоидов
много, а то, что есть много – около 50–85% – рас-
тений, у которых кариотип выглядит так, словно
они диплоиды.

То, что один или несколько актов WGD имели
место в эволюции геномов всех голосеменных и
покрытосеменных растений, не кажется триви-

альным. У представителей других филогенетиче-
ских ветвей, сестринских ветви семенных расте-
ний (Spermatophyta), WGD выявляется не всегда.
Не видно следов WGD в геномах предков много-
клеточных наземных растений – харовых водо-
рослей [6]. Дупликаций – последствий WGD не
обнаружено в геномах плаунка Selaginélla [7], ан-
тоцеротового мха Anthoceros angustus [8], печеноч-
ного мха Marchantia polymorpha [9]. Напротив,
предки настоящих мхов (Bryophyta), папоротни-
ков и гомоспоровых плауновидных, так же как
цветковые растения, пережили по крайней мере
один акт WGD в своей истории [10]. Примеча-
тельно, что около 70% зарегистрированных актов
WGD у предков современных растений непосред-
ственно предшествовали периоду экологической
катастрофы на границе мелового периода и есть
основания думать, что какие-то особенности по-
явившихся тогда неополиплоидных геномов по-
могли их обладателям адаптироваться к новым
экологическим условиям [3, 11].

УДК 575.224.234.2

ОБЗОРНЫЕ
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РОДИОНОВ

WGD – АВТО-
ИЛИ АЛЛОПОЛИПЛОИДИЗАЦИЯ?

Событие WGD может произойти двумя раз-
личными способами – может произойти удвое-
ние генома вида, такой полиплоид с тремя и более
идентичными геномами (AAA, AAAA, …) называ-
ют автополиплоидом, в то время как полиплоид,
возникший после межвидовой гибридизации в
результате удвоения близких, но неодинаковых,
гомеологичных геномов (AABB, AABBCC и т.п.),
именуют аллополиплоидом. Как часто встреча-
ются авто- и аллополиплоды в природе – неиз-
вестно. Оценки разных авторов, даже когда речь
идет о хорошо изученных семействах, значитель-
но различаются (сравни: [12, 13]). Казалось бы,
различия между автополиплоидами и аллопо-
липлоидами очевидны – мультипликация генома
одного вида в первом случае и мультипликация
геномов как следствие объединения в одном ядре
(геноме) субгеномов нескольких разных видов – во
втором. Есть два основных методических подхода
для дифференциации авто- и аллополиплоидов:
таксономический и кариологический. Полиплоид
относят к автополиплоидам, если опытный систе-
матик считает, что диплоидные предки полиплоида
были растениями одного вида, – это таксономиче-
ский метод дифференциации. Не менее основа-
тельный вывод может быть сделан при кариологи-
ческом исследовании: если в мейозе I при конъюга-
ции хромосом образуются мультиваленты – это
автополиплоид, если хромосомы конъюгируют
попарно, мультивалентов нет – аллополиплоид.

Проблема в том, что следует считать разными
видами в мире растений. В ходе дискуссий о гра-
ницах видов предложено различать виды “биоло-
гические” – репродуктивно изолированные друг
от друга [1, 14, 15] и виды “морфологические” или
“таксономические” – природные популяции, обла-
дающие большими или меньшими морфологиче-
скими особенностями (морфологическим гиатусом)
и определенным ареалом [1, 16–18]. Сравнительно
часто морфологически хорошо различаемые ви-
ды растений способны при скрещивании давать
жизнеспособное, полностью или частично фер-
тильное потомство. Показано, что возможность
давать жизнеспособные гибриды может сохра-
няться у географически разобщенных видов рас-
тений миллионы и десятки миллионов лет [18].
Когда вследствие изменений климата или дея-
тельности человека ареалы “таксономических”
видов смыкаются, эти виды достаточно часто
вполне успешно могут скрещиваться, давая фер-
тильное, часто полиплоидное потомство. Этот
путь появления полиплоидных видов Дж.Л. Стеб-
бинс назвал “the secondary contact hypothesis” [19,
20]. “Таксономические” виды в последнее время
чаще всего выделяют на основе сочетания их мор-
фологических особенностей и ДНК-штрихкода,

подразумевая, что само по себе наличие своеоб-
разного набора признаков и различий в ДНК-
штрихкодах есть основание для предположения о
наличии репродуктивного барьера, дополнитель-
ные доказательства существования которого в
этом случае не требуются [21–23].

Поскольку вопрос, “что перед нами – авто-
или аллополиплоид?” априорно означает, что
мы, возможно, имеем дело с результатом межви-
дового скрещивания, следовательно “родителей”
предполагаемого аллополиплоида нельзя отнести
к “биологическим” видам на основе бесспорного
критерия биологического вида – его репродук-
тивной изоляции. Остается предположить, что
события межвидовой гибридизации, ведущие к
появлению аллополиплоидов, происходят при уча-
стии “таксономических” или “морфологических”
видов. Однако границы “таксономических” ви-
дов тоже вызывают дискуссию. Проблема в том,
что некоторые таксономически значимые при-
знаки растений определяются моногенно. На-
пример, виды Avena clauda и A. eriantha хорошо
различаются по морфологии цветка и колоска, но
различия эти определяются аллелями одного гена.
Оба вида можно видеть в смешанных популяциях
и известно, что гибриды между ними образуются
легко и они фертильны. Это пример двух “хоро-
ших” морфологических видов, однако с генети-
ческой точки зрения их видовой статус необосно-
ван [15]. Противоположная ситуация с видами
A. damascena и A. prostrata – по морфологии их
трудно различить, однако они репродуктивно
изолированы друг от друга [15]. По подсчетам
Л. Райсберга и соавт. [24] только 70% “таксоно-
мических” видов репродуктивно изолированы.
Частоту встречаемости репродуктивно изолирован-
ных, но морфологически неразличимых, криптиче-
ских видов растений в настоящее время подсчи-
тать невозможно [25, 26].

К нерешенным вопросам, имеющим отношение
к таксономическому критерию авто- или аллопо-
липлодии, относится проблема таксономического
статуса циторас – растений, близких друг к другу по
морфологии, но имеющих разные уровни плоид-
ности. Это один вид или несколько разных видов?
Как правило, циторасы автополиплоидного про-
исхождения не имеют существенных морфологи-
ческих различий, кроме, может быть, размеров
клеток и размеров самого растения. Их лишь в
редких случаях, когда ареалы циторас различаются,
относят к разным видам [26, 27]. Напротив, цито-
расы аллополиплоидного происхождения часто от-
носят к разным видам и даже родам, даже тогда,
когда морфологические различия между природ-
ными популяциями с разной композицией гено-
ма/кариотипа не очевидны [25–28].

Кариологический критерий гибридного про-
исхождения полиплоида независим от экспертной
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оценки таксономистами-морфологами видового
ранга его предков. Согласно ему вид считается ал-
лополиплоидом, если у него нет аллосиндеза
(конъюгации хромосом в мейозе I с образованием
мультивалентов) и дисомное наследование алле-
лей. Напротив, для автополиплоидов характерны
мультиваленты в мейозе I и полисомное наследова-
ние аллелей [13, 29]. Но получение и выращивание
на экспериментальном поле межвидовых гибридов
и исследование их хромосом в мейозе – трудоем-
кое, долговременное, плохо укладывающееся в со-
временную практику планирования и финанси-
рования научных проектов занятие. Крайне редко
подобное исследование затрагивает объекты вне
узкого круга модельных объектов генетики расте-
ний. Среди представителей 47 семейств растений
Ж. Ли с соавт. [30] выявили только 208 полипло-
идных видов растений, у которых хотя бы одна-
жды было исследовано поведение хромосом в
мейозе. Среди них, учитывая интегрированные
филогенетические, цитологические и генетиче-
ские данные, 118 видов были классифицированы
авторами как аллополиплоиды, а 90 – как автопо-
липлоиды [12, 30]. Однако в этой выборке только
92 вида демонстрировали строго бивалентное
спаривание хромосом в мейозе I, в то время как у
116 видов в профазе мейоза формировались муль-
тиваленты (по крайней мере один мультивалент).
Что важно: среди полиплоидов, которые рассмат-
ривались авторами исследования как аллопо-
липлоиды, 48% видов демонстрировали строго би-
валентное спаривание, а у 52% видов наблюдались
один или много мультивалентов. Среди автопо-
липлоидов соответствующие частоты были равны
39 и 61% [30]. Как и ожидалось, частота строго би-
валентного спаривания выше у аллополиплоидов,
чем у автополиплоидов, однако различия между
сравниваемыми типами полиплоидов незначитель-
ны. Высокая частота встречаемости мультивален-
тов у видов, которые считались аллополиплоидны-
ми, и частота строго бивалентного спаривания у ав-
тополиплоидов заставляют или отказаться от
критерия “строго бивалентное спаривание” как
индикатора аллополиплоидной природы по-
липлоида, или признать, что интегрированные
“phylogenetic, cytological, and genetic data”, ис-
пользованные авторами для дифференциации ав-
то- и аллополиплоидов [12, 30], не позволяют
корректно различить алло- или автополиплоиды.

Как результат, на сегодняшний день роль авто-
полиплоидии в процессах видообразования у расте-
ний остается неясной или не вполне обоснованной
[26, 27, 29–31]. Как правило, автополиплоид значи-
тельно в меньшей степени, чем аллополиплоид,
отличается от своих диплоидных предков по мор-
фологии [26, 27], по транскриптому [32, 33] и про-
теому [34]. Напротив, есть основания предполагать,
что активное видообразование, появление таксо-
номически значимых новаций в морфологии и

физиологии предков современных дикорастущих
растений, возникновение и/или целенаправленное
создание многочисленных сельскохозяйственных
культур были связаны с аллополиплоидами – по-
липлоидизацией геномов, сопровождавшей отда-
ленную гибридизацию [3, 11–13, 29, 35, 36].

НЕОПОЛИПЛОИДЫ, МЕЗОПОЛИПЛОИДЫ, 
ЭУПОЛИПЛОИДЫ, ПАЛЕОПОЛИПЛОИДЫ

При описании явлений, связанных с появле-
нием нового полиплоида и его последующими
трансформациями, используют предложенные
С. Фаварже [37] термины неополиплоид, мезопо-
липлоид и палеополиплоид в их современной
“пост-геномной” интерпретации [38]. При этом
неополиплоидом называют недавно возникшие
полиплоиды с кариотипом (геномом), число хро-
мосом в котором есть результат сочетания пол-
ных наборов хромосом (субгеномов) предковых
диплоидных видов. Термин палеополиплоид ис-
пользуется при описании генома (кариотипа), у
которого морфология хромосом и поведение хро-
мосом в мейозе как у диплоида, а полиплоидное
прошлое палеополиплоида становится очевидным
только после анализа последовательностей ядерно-
го генома. Мезополиплоидные виды демонстриру-
ют диплоидоподобный мейоз, дисомное наследо-
вание аллелей, имеют уменьшенное в сравнении
неополиплоидным предком, часто очень низкое
“квазидиплоидное” число хромосом, однако ро-
дительские субгеномы в геноме мезополиплоида
все еще можно различить цитогенетически или
молекулярно-филогенетически [38]. По нашему
мнению, в этом потоке меняющихся состояний
генома между неополиплоидами и палеопо-
липлоидами имеет смысл выделить стадию эупо-
липлоида (от эу, др.-греч. ε_ – “хорошо”, хоро-
ший, добротный; настоящий, подлинный, истин-
ный) – такое состояние полиплоида, когда его
полиплоидная природа не вызывает никаких со-
мнений (кариотип представляет собой сочетание
кариотипов родителей), но геном (кариотип) эупо-
липлоида в отличие от неополиплоида уже относи-
тельно стабилен [39, 40].

ЭУПОЛИПЛОИДЫ: САЛЬТАЦИОННОЕ 
ВИДООБРАЗОВАНИЕ ПУТЕМ 

МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ 
ДЕСПЕЦИАЛИЗАЦИИ И ЧАСТИЧНОЙ 

РЕПРОДУКТИВНОЙ ИЗОЛЯЦИИ
В состоянии эуполиплоида находится большин-

ство геномов/кариотипов многочисленных по-
липлоидных видов растений, полиплоидная приро-
да кариотипа которых не вызывает сомнений у ис-
следователей флоры. Среди цветковых растений
полиплоидные геномы чаще появлялись в сем.
Poaceae; тоже часто, но в 3 раза реже, чем у злаков,
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в семействах Montiaceae и Brassicaceae. Очень
редко акты полиплоидизации имели место в по-
рядке Arecales [41]. К типичным эуполиплоидам
относятся многочисленные аллотетраплоидные
виды с упорядоченным, диплоидного типа расхож-
дением хромосом в мейозе. Такие полиплоиды на-
зывают амфидиплоидами (термин введен М.С. На-
вашиным [42: с. 136]).

Проблемы с расхождением хромосом в мейозе
и митозе у неополиплоидов связаны с важной
особенностью центромеров эукариот – правильно
работающий кинетохор формируется как много-
компонентный нуклеино-протеиновый комплекс,
в основе которого лежит взаимодействие быстро
изменяющейся в ходе дивергенции таксонов цен-
тромерной ДНК и тех доменов центромерных
белков CenH3 и CENP-C, которые взаимодейству-
ют с центромерной ДНК и тоже быстро изменяются
в эволюции [43, 44]. Способность связываться с
центромерной ДНК другого вида у центромерных
белков может сохраняться долго. Показано, напри-
мер, что CenH3 Lepidium и Zea могут взаимодей-
ствовать с центромерной ДНК Arabidopsis, образуя
работающие центромеры, разводящие хромосомы
Arabidopsis в дочерние клетки, но в условиях кон-
куренции, когда в геноме присутствуют и CenH3
Lepidium и CenH3 Arabidopsis, хромосомы с “гете-
рогенными” кинетохорами расходятся хуже, ча-
сто попадают в микроядра и элиминируются [45].
Стабилизация расхождения хромосом у эупо-
липлоида может быть достигнута утратой центро-
мерной ДНК одного из родителей, как это на-
блюдается у аллотетраплоидной Zingeria trichopo-
da [46], и/или гомогенизацией генов CenH3 в
сторону одного из родителей [47].

Потери хромосом в мейозе нео- и мезопо-
липлоидов связаны не только с несовершенством
“бастардных” центромер, но и с аберрантным
спариванием хромосом в мейозе. Мультиваленты
у автополиплоидов и аллополиплоидов повыша-
ют вероятность неравного расхождения хромо-
сом в мейозе I, появления зигот и эндосперма с
несбалансированными хромосомными наборами
[29]. Отбор к повышению фертильности по-
липлоида должен идти в направлении хромосом-
ных наборов, в которых гомологичные и гомеоло-
гичные хромосомы преимущественно или исклю-
чительно конъюгировали бы с образованием
бивалентов [12, 48, 49]. Несколько разных меха-
низмов работают для достижения этого результа-
та. Прежде всего предпочтительному спариванию
гомологов, а не гомеологов, способствуют пред-
условия мейоза. В интерфазе в соматических
клетках [46, 50, 51] и в премейотической интерфа-
зе у полиплоидов [52] субгеномы разного проис-
хождения в большей или меньшей степени про-
странственно разделены.

Преимущественному спариванию гомологов
перед гомеологами способствует и то, что при ди-
вергенции предковых видов аллополиплоида в
хромосомах каждого вида накопились микроин-
версии, такие, как найдены в геноме Triticum [53]
и Oryza [54]. Не менее важно то, что за время ди-
вергенции предков аллополиплоидов в их гено-
мах происходили взрывная амплификация транс-
позонов одних семейств (новых или ранее мало-
численных) и исчезновение всех или большей
части последовательностей из семейств транспо-
зонов общего предка. Такой сценарий изменений
паттерна умеренных повторов в геноме называют
моделью “рождение–и–смерть” [55]. Например, из
33 семейств ретротранспозонов в геноме вида Oryza
punctata шесть семейств, занимающих 25 млн пн
(6.3% генома), не найдены в геномах других видов
риса [54]. Отслеживание судьбы 75 ортологичных
локусов LTR-содержащих ретротранспозонов у
восьми наиболее близкородственных видов из
группы родства O. sativa показало, что эти после-
довательности теряются из генома со средней
скоростью 3620 пн/млн лет на транспозон. Экс-
траполируя эти данные на весь геном, можно
предсказать, что если не будет следующего взры-
ва транспозиций, то геном O. sativa ssp. japonica
уменьшится на четверть своего размера в течение
следующих 3–4 млн лет [54].

Процессы преимущественного спаривания го-
мологичных хромосом в мейозе аллополиплоидов
находятся под генетическим контролем [49, 56].
Аллели, супрессоры спаривания гомеологичных
хромосом, обнаружены у диплоидных предков
полиплоидов в разных подсемействах растений,
что неудивительно, поскольку мы знаем, что все
они прошли через несколько актов WGD. По-
видимому, неополиплоид в большинстве случаев
получает их от своих диплоидных (палеополипло-
идных) предков, но известны случаи, когда бива-
лентное спаривание хромосом объяснялось но-
выми мутациями [56–58]. Иногда переход от
мультивалентного к бивалентному спариванию у
неополиплоидов происходит настолько быстро,
что заставляет предполагать эпигенетическую ре-
гуляцию процесса [56].

Второй этап, на котором исправляются ошибки
спаривания гомологов, относится ко времени
формирования синаптонемного комплекса (СК),
когда образование СК между гомологами идет эф-
фективно, а локальные участки СК, появившиеся
было между гомеологами, разбираются [49, 59, 60].

Помимо проблем с расхождением хромосом, у
неополиплоидов и мезополиплоидов в соматиче-
ских клетках наблюдается повышенная частота
фрагментов хромосом и межгеномных трансло-
каций [61, 62]. Существует точка зрения, что меж-
геномные транслокации являются одним из ме-
ханизмов преодоления ядерно-цитоплазматиче-
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ской несовместимости неополиплоидов [63, 64].
Вероятность межгеномных транслокаций затруд-
нена тем, что субгеномы разного происхождения
в интерфазном ядре у аллополиплоидов находят-
ся в разных компартментах [46, 50, 51]. Можно
предположить, что это же обстоятельство в какой-
то степени ограничивает межгеномную миграцию
транспозонов и иных рассеянных повторов. В су-
ществовании такого ограничения нас убеждает
феномен GISH-гибридизации, при которой обще-
геномная ДНК одного предполагаемого “предка”
гибридизируется с хромосомами только одного
субгенома, но не с другими (см., например: 46,
65]). Как долго сохраняются различия в наборах
рассеянных повторов между субгеномами у алло-
полиплоида в разных семействах – неизвестно. У
тетра- и гексаплоидных овсов, сформировавшихся
8–10 млн лет назад [66], выявляемое с помощью
GISH различие между A- и C-субгеномами по
рассеянным повторам сохранилось [67], а у Nico-
tiana nesophila, возникшего около 4.5 млн лет на-
зад, предками которого, как полагают, являлись
N. sylvestris и N. obtusifolia, GISH уже не выявляет
различия между субгеномами [68].

Факультативно эуполиплоиды могут вступать
в новые раунды межвидовой гибридизации с сохра-
нением у гибрида уровня плоидности или с появле-
нием аллополиплоида более высокого уровня пло-
идности [69, 70]. Показано, что у полиплоидов
высоких порядков постзиготическая изоляция
циторас часто выражена слабее, чем при гибриди-
зации диплоидов и тетраплоидов [71]. Среди по-
липлоидов высоких порядков часто встречаются
разные варианты анеуплоидий, не коррелирующие
с морфологическими гиатусами и интерпретируе-
мые как проявление внутривидового разнообразия
циторас. Неполная постзиготическая изоляция
имеет следствием непрерывный поток аллелей
между циторасами среди полиплоидов высоких
порядков, что замедляет дивергенцию морфоти-
пов у многохромосомных полиплоидов [71]. Та-
ким путем возникают целые комплексы факуль-
тативно перекрестно-опыляющихся природных
рас, отчасти апомиктических или самоопыляю-
щихся “микровидов”, которые невозможно раз-
делить на какие-либо “крупные” (“морфологиче-
ские”) виды [17, 72]. Такая ситуация имеет место
во многих родах злаков, например у Poa, Elymus,
Leymus, Thinopyrum [73].

Появление вследствие межвидовой гибриди-
зации эуполиплоидов с разными уровнями по-
липлоидии — это радикальный и быстрый способ
видообразования. Таким путем возникли десятки
тысяч видов современных растений [41, 74]. Так,
в результате гибридизации между тетраплоидным
североамериканским видом (2n = 4x = 32) Symphy-
otrichum boreale (Asteraceae) и гексаплоидом (2n =
= 6x = 48) S. novi-belgii появился редкий эндемич-
ный вид – декаплоид (2n = 10x = 80) S. anticostense

[75]. Наивысшие известные уровни полиплоиди-
зации среди цветковых – 16× у Artemisia (Asteraceae)
[76] и Primula (Primulaceae) [77], 24× у Tradescantia
(Commelinaceae), 28× у Eleocharis и 32× у Cyperus
(оба Cyperaceae) [78]. Относительно часто встре-
чаются высокие полиплоиды у злаков: 18× у Ave-
nula adsurgens [79], Arundo donax [80] и Anthoxan-
thum amarum [81], 20× у Helictochloa lusitanica [69],
36× у Andropogon barbinodis [82], 38× у Poa litorosa
[83].

Анализ чисел хромосом в кариотипах около
30 тыс. видов цветковых растений, относящихся
к 147 семействам 46 порядков, показал, что недав-
но возникшие полиплоиды (эуполиплоиды) есть
во всех порядках и в 139 из 147 семейств1 [41].

Tипичный пример эуполиплоида – кариотип
и геном сформировавшегося около 9 тыс. лет на-
зад гексаплоидного вида Triticum aestivum (2n = 42,
x = 7, BBAADD), возникшего в результате объ-
единения геномов тетраплоидной полбы (эммера)
T. turgidum (2n = 28, ВВАА) и генома диплоидного
(палеополиплоидного) вида Aegilops tauschii (2n = 14,
DD). Это был только последний из раундов по-
липлоидизации, приведший к появлению вида
T. aestivum. Примерно 500–800 тыс. лет назад ему
предшествовало появление тетраплоидного гено-
ма эммера в результате гибридизации двух дипло-
идных (палеополиплоидных) видов: со стороны
растения-опылителя, донора субгена А, это был
вид, похожий на T. urartu, но дивергировавший от
T. urartu на ~1.3 млн лет ранее, и материнского
растения-донора субгенома B – вида, родствен-
ного Ae. speltoides, но дивергировавшего от общего
предка с Ae. speltoides за ~4.5 млн лет до этого [84–
87]. Подчеркнем, что геном и кариотип современ-
ных линий и сортов T. aestivum выглядят стабильны-
ми, но кариотип ресинтезированных аллополипло-
идов с геномной конституцией BBAADD в первых
поколениях в той или иной степени (в зависимости
от линейной принадлежности родительских видов)
нестабилен – в этот момент идет потеря части дуп-
лицированных последовательностей протеин-ко-
дирующих генов, реорганизация повторов (репито-
ма). Однако, как правило, через несколько поколе-
ний геном стабилизируется, спаривание хромосом
в мейозе идет без образования мультивалентов
[85, 86].

Сходство групп сцепления трех субгеномов со-
временных T. aestivum между собой и с группами
сцепления диплоидных предков (макросинтения)
высокое, однако в среднем через каждые 75 млн пн
в геноме мягкой пшеницы встречаются микроин-
версии со средней длиной 10.5 млн пн, преимуще-
ственно лежащие в обедненных генами районах
[53]. По числу генов субгеномы A, B и D примерно
равны (35345, 35643 и 34212 генов соответствен-

1 Alstroemeriaceae, Fagaceae, Grossulariaceae, Nepenthaceae,
Nothofagaceae, Schisandraceae, Smilacaceae, Tamaricaceae.
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но). Не различаются они существенно и по числу
копий транспозонов разных классов. После по-
липлоидизации в геноме T. aestivum экспансии
транспозонов не происходило [53]. Однако в геноме
пшеницы шли и идут процессы постепенной геном-
ной диплоидизации (“фракционирования генома”
[38, 48]), но идут они равномерно, без дискримина-
ции одного из субгеномов – в полиплоидном геноме
T. aestivum каждый из субгеномов уже потерял при-
мерно по 10% предковых генов [53]. Возможно это,
как раз, и есть показатель квазистабильного состоя-
ния генома эуполиплоида. Несколько иная ситуа-
ция в аллополиплоидном геноме Avena sativa (карио-
тип AACCDD) – у овса в субгеноме С на 12% генов
меньше, чем в субгеномах А и D, однако гены эти не
утрачены, а транслоцированы из богатого генами
участка С-субгенома длиной не менее 226 млн пн в
хромосомы A и D-субгеномов – т.е. геном гекса-
плоидного овса также находится в квазистабиль-
ном состоянии [87].

Детально изучавшие кариотипы и процессы
видообразования Пшеницевых А. Лёве [88, 89] и
Д.Р. Дьюи [90] пришли к выводу, что новые рода
и виды у Triticeae образуются путем межвидовой
гибридизации и полиплоидизации через появле-
ние все новых и новых комбинаций субгеномов.
А. Лёве [88, 89] предложил считать родом группу
близкородственных видов, имеющих или специ-
фический диплоидный геном, или особую, толь-
ко для этого рода характерную комбинацию суб-
геномов. При этом автополиплоидное умножение
генома или субгенома не считалось достаточным
для того, чтобы относить автополиплоидные комби-
нации в разные рода (например: кариотипы JJHH,
JJJJHH, JJJJHHHH – кариотипы видов одного
рода). Привлекательная с генетической точки
зрения идея близка к предложению Л.Н. Делоне
[91] различать незначительные, микроэволюци-
онные, идущие в пределах рода изменения разме-
ров и морфологии хромосом и макроэволюцион-
ные, существенные реорганизации хромосомных
наборов. “Кариотип Делоне” – это таксономиче-
ская единица, группа видов, отличающаяся по
морфологии хромосомного набора от другой
группы видов, другого “кариотипа Делоне” [91].

А. Лёве [89] выделил у Пшеницевых 24 варианта
диплоидных геномов, обозначенных латинскими
буквами от А до Z, и 15 вариантов полиплоидных
геномов, в формировании которых принимали
участие 13 из 24 возможных первичных диплоид-
ных геномов. В предлагаемой А. Лёве системе ко-
личество родов в трибе Пшеницевые возросло, при
этом, руководствуясь геномным критерием рода,
пришлось раздробить некоторые общеизвестные
традиционные рода, такие как Triticum, на не-
сколько: T. monococcum и T. urartu с кариотипом
АА вошли в род Crithodium, T. durum (AABB) от-
несли в род Gigachilon, T. aestivum (BBAADD) –
род Triticum. Геном Hordeum vulgare и H. bulbosum
был обозначен как I, геном остальных представи-
телей рода Hordeum, диплоидов и полиплоидов,
был обозначен как H [89, 92]. Со временем букв
английского алфавита для обозначения вариан-
тов геномов стало не хватать, в частности оказа-
лось, что у видов H. murinum другой первичный
(диплоидный) геном – он был обозначен как Xu,
геном видов H. gussoneanum и H. marinum назван
Xa-геномом [92, 93]. Некоторые иные модифика-
ции обозначения геномов можно найти в статье
[92].

В качестве примера можно привести три акта
видо/родообразования у пшеницевых [90] (рис. 1).

Обсуждая особенности видо- и родообразова-
ния у растений, следует обратить внимание на то,
что одни и те же комбинации субгеномов (один и
тот же род) могут возникать неоднократно в раз-
ное время и в разных точках ареалов (рис. 2). Так,
дизъюнкция ареалов эуполиплоидных видов в
некоторых случаях может быть следствием неза-
висимого происхождения полиплоидных при-
родных рас со схожей комбинацией субгеномов
на разных территориях, на разных континентах.

Последовательное применение в таксономии
геномной концепции рода часто не совпадало с
дискретностью морфологических признаков, счи-
тавшихся таксономически значимыми в системати-
ке Злаков, не поддерживалось или поддерживалось,
но с оговорками и исключениями, опытными си-
стематиками растений [28, 94–97]. Однако неслу-

Рис. 1. Пример таксонообразования в трибе Пшеницевые (по [90], модифицировано).

Pseudoroegneria (2n = 14, SS)
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Critesion (2n = 14, HH)
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чайно закон гомологических рядов Н.И. Вавилова
[98, 99] был открыт, прежде всего, в работе с Пше-
ницевыми – при углубленном анализе морфоло-
гических вариаций у каждого вида злаков можно
выявить едва ли не весь комплекс признаков, на-
блюдавшихся у других видов данной трибы. Лишь
некоторые из признаков видоспецифичны и только
их можно рассматривать как таксономически зна-
чимые радикалы [98, 99]. Особенно это заметно, ко-
гда анализируются морфологические признаки по-
липлоидов, как правило отличающихся удивитель-
ным морфологическим разнообразием [28, 100].

Р.В. Камелин [96: c. 98, 100] справедливо заме-
тил, что установление геномного состава видов
путем попарного скрещивания и трудоемкого
анализа поведения хромосом в мейозе 1 [90, 97,
101] — задача трудно разрешимая, для многих
природных видов едва ли возможная. Поэтому в
первом десятилетии XXI в. предложенная Лёве
концепция разграничения родов Пшеницевых (и
не только Пшеницевых) по геномному критерию

родов не казалась Р.В. Камелину и другим бота-
никам-систематикам убедительной, поскольку
геномы полиплоидных злаков сложны по соста-
ву, а в 2005 г. не было уверенности, что первичные
геномы диплоидов и субгеномы полиплоидов
определены однозначно правильно и что эволю-
ция современных известных нам диплоидов и по-
липлоидов шла от диплоидов к полиплоидам, а не
наоборот. Не зная результатов полногеномного
секвенирования, Р.В. Камелин [96] вполне ре-
зонно допускал то, чему сейчас есть сравнитель-
но-геномные доказательства: геномы, которые
представляются нам первичными диплоидами,
могут в действительности являться недавними
дериватами полиплоидных геномов.

Но, с другой стороны, прав был и выдающийся
агростолог Н.Н. Цвелев [28], 30 лет назад писав-
ший о возможностях практического применения
геномного критерия: “в настоящее время они
[возможности], конечно, очень ограничены, так
как геномный анализ [методами Кихары и Дьюи]

Рис. 2. Один и тот же эуполиплоидный вид/род может возникать неоднократно в разное время и в разных точках сво-
его ареала.
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требует проведения очень трудоемких исследова-
ний. Однако то, что невозможно теперь, со време-
нем может стать возможным. Вероятно будет разра-
ботана новая методика, значительно облегчающая
генетический анализ, который, несомненно, очень
перспективен. Не исключено, что в будущем ста-
нет возможным использование содержащейся в
геномах избыточной информации, что откроет
широкие возможности для создания новых так-
сонов, а может быть и для воссоздания уже вы-
мерших таксонов, геномы которых сохранились в
хромосомных наборах ныне живущих видов, но
не используются ими в онтогенезе”. Н.Н. Цвелев
полагал [28, 100], что геномный критерий родов
заслуживает внимания хотя бы потому, что в на-
стоящее время однозначных синапоморфий для
построения системы родов Пшеницевых на осно-
вании таксономически убедительных морфоло-
гических гиатусов или репродуктивной изоляции
все равно не найдено, поэтому кажется вполне
возможным, что новые и будущие методики ис-
следования геномов вполне могут сделать геном-
ный критерий родов инструментом в руках систе-
матика-практика [28].

На важное обстоятельство, во многом опреде-
ляющее особенности морфологии диплоидных и
полиплоидных злаков, обратил внимание Н.Н. Цве-
лев [100, 102]. Один из базисных принципов тео-
рии эволюции гласит, что в пределах конкретной
филогенетической ветви характеристики любого
общего предка являются более примитивными,
неспециализированными, чем характеристики
потомков на различных ветвях его древа, которые
всегда более или менее специализированы про-
порционально времени их появления [103]. Тради-
ционный взгляд на видообразование и эволюцию
морфологических признаков у растений предпо-
лагал, что эволюционными потенциями обладают
неспециализированные формы, в каждой из фи-
логенетических ветвей идут разнонаправленные
процессы специализации; специализированные
формы не способны к диверсификации [100, 102].
Однако у злаков виды с диплоидными кариотипа-
ми, как правило, представляют собой высокоспе-
циализированные формы; часто это виды с узки-
ми или разорванными ареалами, в то время как
возникшие в результате аллополиплоидизации их
эуполиплоидные потомки с их сложной комбина-
цией субгеномов выглядят деспециализированны-
ми. Это проявляется в том, что у них появляются
более древние, а потому и более примитивные в
эволюционно-морфологическом смысле призна-
ки, как это наблюдается, например, у полиплоид-
ных Elymus в сравнении с их диплоидными пред-
ками из родов Hordeum и Pseudoroegneria [73, 97].
Многочисленные полиплоидные Calamagrostis
sensu lato менее специализированы в сравнении с
их вероятными диплоидными предками из родов
Agrostis, Trisetum [73, 102, 104]. PacBio-секвенирова-

ние четырех протяженных (около 1 тпн) низкоко-
пийных районов ядерного генома папоротников из
рода Botrychium (сем. Ophioglossаceae) показало, что
многочисленные полиплоиды в этом роде воз-
никли недавно, не более 5 млн лет назад, в результа-
те недавней быстрой “неадаптивной радиации”,
когда относительно небольшое количество дипло-
идных видов (12 из 20 исследованных) в результате
независимых актов межвидовой гибридизации дали
19 тетраплоидов и один гексаплоидный вид, при-
чем геномы трех диплоидных видов участвовали в
формировании субгеномов тетраплоидов только
один раз, а субгеном, полученый от B. pallidum,
найден в геномах семи тетраплоидов и одного
гексаплоида [105]. Таким образом, мы видим, что
при сальтационном видообразовании путем ал-
лополиплоидизации и интрогрессии эволюция
словно идет вспять: высокоспециализированные
эволюционно стазисные диплоидные (в действи-
тельности палеополиплоидные!) “предки” в ре-
зультате гибридизации дают начало нескольким
или многим эуполиплоидным родам, которые по
совокупности признаков выглядят малоспециа-
лизированными.

Переход неополиплоида к эуполиплоидному,
квазистабильному состоянию часто происходит в
сочетании с переходом к многолетней форме жиз-
ни, самоопылению, апомиксису и вегетативному
размножению, что важно при ограниченных воз-
можностях найти полового партнера [74, 106–109].
Само по себе полиплоидное состояние генома не
повышает устойчивости к низким температурам
[19, 20], однако низкие температуры, соленость и
иные неблагоприятные для данного вида эколо-
гические факторы, с которыми растениям прихо-
дится сталкиваться на границах их естественных
ареалов, на нарушенных землях и во вновь осваи-
ваемых экологических нишах, повышают вероят-
ность появления гамет с нередуцированным числом
хромосом у растений с облигатным или факульта-
тивным половым размножением [110–112]. Веро-
ятно поэтому эуполиплоидов много среди инва-
зионных видов [113] и среди видов-эндемиков
островной флоры [108]. В тундре Северного полу-
шария 51% видов полиплоиды, в расположенной
южнее тайге их 47% [74]. В западной Канаде,
Гренландии и европейской Арктике 87% эндеми-
ков полиплоиды, в Берингии таких эндемиков
69% [114, 115], на Аляске 55% [20].

В экстремальных условиях существования ве-
роятность межвидовой гибридизации и появления
аллополиплоидов увеличивается. Интересный и
поучительный факт приводит Н.Н. Цвелев [102]:
виды двух богатых видами секций рода Мятлик –
Poa и Stenopoa – в умеренно-теплой зоне часто
растут вместе не скрещиваясь. Гибриды между ни-
ми и гибридогенные, от них произошедшие, виды
встречаются только в Арктике и в высокогорьях.
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Влияя на частоту появления нередуцированных
гамет, экстремальные климатические условия спо-
собствуют относительной многочисленности по-
липлоидов в Арктике, однако большого видового
разнообразия и многочисленных популяций здесь
нет. Эуполиплоидное стабильное состояние генома
в сочетании с бесполым размножением, фиксиро-
ванной гетерозиготностью, защитой от инбридинга
и непредсказуемыми результатами генетического
дрейфа позволяет арктическим полиплоидам дли-
тельное время успешно сосуществовать и успешно
конкурировать с предварительно адаптирован-
ными и тоже немногочисленными диплоидными
(палеополиплоидными) родственниками [74, 114].

Ахиллесова пята этих прекрасно адаптирован-
ных к условиям среды полиплоидов, часто кло-
нально размножающихся и потому устойчиво пе-
редающих потомству весь комплекс прошедших
отбор адаптивных признаков экстремалов, – низ-
кий уровень внутривидовой изменчивости. Но
нет уверенности в том, что следующие поколения
этого вида не столкнутся с новыми радикальны-
ми вызовами со стороны видов-конкурентов или
среды обитания. На этот случай природой создан
механизм множественной изменчивости и гене-
тического дрейфа на основе мейотической неста-
бильности и дисплоидии. Яркий пример явлений
подобного рода приводит Йенс Клаусен [116]: в
прериях северо-запада США растет крупный и
многочисленный мятлик Poa ampla (сейчас: Poa
juncifolia). В его кариотипе 2n = 63 хромосомы. От
90 до 95 процентов жизнеспособных семян про-
изводятся видом апомиктически, в результате че-
го все растения в потомстве имеют 63 хромосомы,
фенотипически они воспроизводят родителей.
Однако небольшая часть потомства, от 5 до 10%,
появляется на свет в результате оплодотворения.
Как правило, это небольшие, слабые растения,
различающиеся по числу хромосом. У них насчи-
тывали 2n = 56, 60–63, 66, 70, 82–84, 90–93, 98–
102, 126, до 2n = 147 хромосом. Очевидно, перед
нами своеобразный резерв, целенаправленное
продуцирование все новых и новых вариантов
комбинаций аллелей, некоторые из которых мо-
гут оказаться более успешными, чем родитель-
ское поколение, при будущем непредсказуемом,
новом по сочетанию экологических факторов,
но, увы, неизбежном экологическом кризисе.

Прошедшие отбор удачные сочетания аллелей
субгеномов эуполиплоида, характерные для вы-
соких полиплоидов крупные размеры, переход к
неполовому размножению – все эти факторы
способствуют успешному освоению эуполиплои-
дами новых ареалов, адаптации к экстремальным
условиям существования на краю ареалов. Но, в
то же время, мутации в геномах полиплоидов за-
буферены, а экспериментально полученные по-
липлоиды, как правило, от своих диплоидных
предков ничем принципиально новым не отлича-

ются [19, 20, 35, 117]. Складывается впечатление,
что, легко формируя многочисленные новые, в
той или иной степени репродуктивно изолиро-
ванные полиплоидные виды, видовая и родовая
самостоятельность которых определяется ориги-
нальным сочетанием субгеномов, сам по себе акт
WGD ничего принципиально нового не создает,
что большая часть многочисленных полиплоид-
ных видов – “слепые” ветви на филогенетиче-
ском древе цветковых растений (“dead-end”) [19,
20, 48, 118]. Переход неополиплоида к состоянию
эуполиплоида – это путь к созданию нового вида,
но это видообразование на уже освоенном уровне
эволюционной сложности, шаг, не ведущий сам
по себе к прогрессивной эволюции.

Сравнительная геномика показывает, что в
долговременной перспективе, через миллион–
другой лет после WGD, носители палеополипло-
идных геномов имеют шанс вступить в состояние
“взрывного” видообразования (диверсификации) и
дать начало новым крупным надвидовым таксо-
нам [3, 48, 119, 120]. Этому, по-видимому, должны
предшествовать радикальные перестройки генома
полиплоида – должна произойти диплоидизация
генома, его “фракционирование”, уменьшение
числа хромосом в геноме за счет серии транслока-
ций (дисплоидия) [48, 119, 120]. Иначе говоря, ви-
дообразование путем создания новых сочетаний
субгеномов и стабилизации генома у эуплоидов,
разобранное в нашей статье, и создание новых
форм, дающих начало новым ароморфозам – это
два разных направления эволюции растений.

Работа выполнена в рамках проекта РНФ 22-
24-01117.

Настоящая статья не содержит результатов ка-
ких-либо исследований с использованием в каче-
стве объекта животных.

Настоящая статья не содержит результатов ка-
ких-либо исследований с участием в качестве
объекта людей.
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РОДИОНОВ

Eupolyploidy as a Modeinplant Speciation
A. V. Rodionov*

Komarov Botanical Institute Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: avrodionov@mail.ru

When discussing phenomena of the whole genome duplication (WGD), the terms neopolyploid, mesopoly-
ploid, and paleopolyploid are used in their modern “post-genomic” interpretation. In our opinion, in the
flow of changing genome states between neopolyploids and paleopolyploids, it makes sense to single out the
eupolyploid stage – a state of a polyploid, when its polyploid nature is beyond doubt, but the genome (karyo-
type) of the eupolyploid, unlike the neopolyploid, is already relatively stable. Most of so-called polyploid
plant species are actually eupolyplids, the polyploid nature of the karyotype of which is beyond doubt among
researchers – geneticists, karyologists, and f lorists. Optionally, eupolyploids can enter new rounds of inter-
specific hybridization with the hybrid maintaining the level of ploidy of the parents or with the emergence of
an allopolyploid of a higher level of ploidy. Eupolyploidization of the genome is a radical and rapid method
of speciation and genus formation in plants. In this way, tens of thousands of species of modern plants arose.
Successful combinations of alleles of eupolyploid subgenomes, large sizes characteristic of high polyploids,
frequent transition to asexual reproduction can contribute to the successful development of new areas by eu-
polyploids, adaptation to extreme conditions of existence at the edge of areas, but not to the acquisition of
new aromorphoses – this is speciation, but speciation on already mastered level of evolutionary complexity,
a step that does not in itself lead to progressive evolution.

Keywords: polyploidy, evolution of genomes and karyotypes, plant cytogenetics.
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С ПОМОЩЬЮ lux-БИОСЕНСОРОВ E. coli И НЕМАТОДЫ 
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Впервые применены lux-биосенсоры E. coli и нематоды Caenorhabditis elegans для исследования ге-
нотоксичности бета-пропиолактона (БПЛ), используемого в производстве инактивированных ви-
русных вакцин в качестве инактиватора. Показано, что ДНК-повреждающая активность БПЛ обу-
словлена не только его способностью связываться с ДНК бактерий, но и способностью генериро-
вать в клетке такие активные формы кислорода как супероксид-анион и перекись водорода,
обладающие генотоксической активностью. Обнаружено, что БПЛ доза-зависимым образом, начи-
ная с концентрации 0.001 моль/л, снижает выживаемость бактерий. Однако при этом усиливалась
интенсивность экспрессии гена антиоксидантной защиты супероксиддисмутазы soxS и гена репа-
рации ДНК colD. БПЛ индуцировал в клетках нематоды разрывы ДНК, выявляемые методом элек-
трофореза. Антиоксидант ацетилцистеин снижал генотоксические эффекты БПЛ как у бактерий,
так и у нематод.

Ключевые слова: бета-пропиолактон, lux-биосенсоры, E. coli, нематода Caenorhabditis elegans, гено-
токсичность, супероксид-анион, разрывы ДНК, антиоксидант, ацетил цистеин.
DOI: 10.31857/S0016675823040070, EDN: AVYSFU

Бета-пропиолактон (БПЛ) является промыш-
ленно важным химическим соединением. С 1953
по 1973 гг. его использовали для производства ак-
риловой кислоты [1–3], позже был предложен
новый метод синтеза акриловой кислоты и объе-
мы производства БПЛ в мире сократились. Кро-
ме применения в химической промышленности
БПЛ используется для стерилизации: хирургиче-
ских инструментов, плазмы крови, тканевых транс-
плантатов, молока, воды, питательного бульона и
ферментов [2–5]. В 1974 г. Международное агент-
ство по исследованию рака (IARC) включило БПЛ в
группу 2А возможных канцерогенов для человека
по результатам изучения его способности инду-
цировать рак у мышей и крыс при различных спо-
собах воздействия [1–4].

БПЛ является высоко реакционноспособным
соединением, для которого характерны реак-
ции с раскрытием четырехчленного цикла, вслед-
ствие напряженности связей в нем. При раскрытии
цикла БПЛ образуется электрофильное производ-
ное, обладающее сильными бактерицидными свой-
ствами. В связи с этим, БПЛ широко применяют
и в настоящее время для стерилизации крови, фер-

ментов, а также в качестве инактиватора в произ-
водстве инактивированных вирусных вакцин [1,
2] наряду с формальдегидом [1, 3]. Способность
БПЛ в первую очередь взаимодействовать с ДНК
или РНК предполагает, что иммуногенные эпи-
топы белка вируса будут повреждены незначи-
тельно в отличие от инактивации формальдеги-
дом [3–5].

Генотоксичность БПЛ как алкилирующего
агента, изучается с 60-х годов ХХ в. Было показа-
но, что БПЛ быстро вступает в реакцию с нуклео-
фильными центрами белков и нуклеиновых кис-
лот. В белках БПЛ преимущественно связывается
с серосодержащими аминокислотами [6]. В ДНК
БПЛ реагирует с гуанином, образуя 7-(2-карбок-
сиэтил)гуанин, с аденином реагирует в меньшей
степени, преимущественно в положении N3 его мо-
лекулы [7]. Алкилирование гуанина может приве-
сти либо к депуринизации, либо к образованию
ионизированной формы молекулы, способной к
неправильной водородной связи с тимином. Это
может привести к мутациям замены пары основа-
ний GC на AT.

УДК 575.224
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Токсические и мутагенные эффекты БПЛ бы-
ли изучены в лимфобластах человека и у бактерий
Salmonella typhimurium методом определения ко-
личества модифицированного гуанина. Клетки
S. typhimurium были в 25 раз более чувствительны
к БПЛ, чем клетки человека [8]. У Drosophila mela-
nogaster БПЛ индуцировал рецессивные летальные
мутации, связанные с полом, аутосомные трансло-
кации и разрывы хромосом [9]. В тесте Эймса
БПЛ индуцировал мутации замены пар основа-
ний у двух штаммов и сдвиг рамки считывания у
пяти штаммов S. typhimurium. При этом антиок-
сиданты – витамин С, витамин Е, селен и бутили-
рованный гидрокситолуол, заметно снижали му-
тагенез, происходящий по механизму сдвига рамки
считывания [10]. БПЛ индуцировал микроядра в
клетках селезенки мышей in vivo [11] и проявил
мутагенную активность на клеточных линиях V79
и g12 (трансгенная клеточная линия) [12]. Основ-
ные итоги исследования генетических свойств
приведены в обзорах [5, 13].

Было проведено исследование потенциальной
генотоксичности БПЛ на предимплантационных
эмбрионах мышей in vivо. Для этого самкам на
разных стадиях мейоза путем инъекции вводили
БПЛ в разное время после индукции суперовуля-
ции. Анализ мужских и женских хромосомных ком-
плементов перед сингамией, полученных от эмбри-
онов с первым расщеплением, не выявил цитоге-
нетических нарушений [14].

Для определения потенциальной органной спе-
цифичности генотоксического воздействия БПЛ
in vivo использовали трансгенную модель мыши
Muta™ Mouse, которая содержит несколько ко-
пий репортерного гена lacZ в одном локусе на
хромосоме 3. Авторы выделяли ДНК из интересу-
ющих тканей, затем вырезали репортерный ген и
вставляли в фаговые частицы. Далее заражали
этими фаговыми частицами бактерии E. coli, у ко-
торых отсутствует функциональный ген lacZ, да-
лее проводили позитивную селекцию для определе-
ния частоты мутаций lacZ+. Через семь дней после
однократного перорального введения мышам
БПЛ (150 мг/кг) частота мутаций в желудке мыши
Muta увеличилась в 8.8 раз по отношению к кон-
тролю, однако в печени мыши этот показатель со-
ставил 1.8 [15].

В экспериментах на крысах in vivo способность
БПЛ связываться с ДНК слизистой носа хорошо
соответствовала его канцерогенному потенциалу
в носу крыс [16]. Результаты экспериментов in vivo
указывают на то, что БПЛ не проявляет системного
генотоксического и канцерогенного эффектов, ча-
ще всего эти эффекты проявляются по месту введе-
ния. Например отмечено отсутствие системной
неоплазии в результате подкожного или перо-
рального воздействия БПЛ на животных [4]. Пе-
риод полураспада БПЛ in vivo вероятно слишком

короток для того, чтобы значительное количество
активной формы достигло любого целевого
участка.

Цель данной работы – изучение генотоксич-
ности БПЛ с помощью lux-биосенсоров E. coli,
несущих плазмиду с промоторами индуцибель-
ных генов SOS-ответа и генов окислительного
стресса, слитыми с lux-опероном, у нематоды
Caenorhabditis elegans.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Химические препараты. Все использованные хи-

мические вещества были аналитической чистоты.
β-Пропиолактон был приобретен у фирмы “Sig-
ma Aldrich” (США), N-ацетилцистеин (АЦЦ)
приобрели у компании “Serva” (Германия). Все
необходимые разведения веществ готовились ex
tempore.

Штаммы lux-биосенсоров. В работе использо-
вали lux-биосенсоры на основе штамма E. coli K12:
pColD-lux, pRecA-lux, pAlkA-lux, pSoxS-lux и
pKatG-lux. Данные биосенсоры содержат реком-
бинантную плазмиду, включающую промоторы
генов репарации и SOS-ответа: recA, alkA и colD;
промоторы генов супероксиддисмутазы soxS и ка-
талазы katG, cлитые с lux-опероном Photorhabdus
luminescens. Генотип штамма E. coli К12 MG1655 и
конструкции рекомбинантных плазмид описаны
ранее [17–19]. Перечисленные биосенсоры предо-
ставлены Г.Б. Завильгельским и И.В. Мануховым
(ГосНИИгенетика, Москва).

Хранение и культивирование бактериальных куль-
тур осуществляли с помощью питательных сред LB
(Луриа–Бертани), жидких и твердых, с добавле-
нием агара. Среды содержали ампициллин в кон-
центрации 100 мкг/мл. Для опытов использовали
культуры биосенсоров pRecA-lux, pColD-lux,
pAlkA-lux pKatG-lux и pSoxS-lux в жидкой пита-
тельной среде LB.

Регистрация люминесцентного ответа биосен-
соров. Ночные культуры биосенсоров разбавляли
в свежей жидкой среде LB, доводя содержание бак-
терий до концентрации 107 кл/мл, и инкубировали
при 37°C в течение 120 мин с аэрацией до достиже-
ния ранней экспоненциальной фазы. Далее культу-
ры переносили в 96-луночный планшет по 160 мкл
в каждую лунку. Ряд контрольного образца запол-
няли дистиллированной водой по 40 мкл в лунку,
следующие же ряды лунок заполняли по 20 мкл
воды в каждую лунку и по 20 мкл различных раз-
ведений БПЛ. В экспериментах по изучению вли-
яния антиоксидантов на действие БПЛ вместо
дистиллированной воды в лунку добавляли по
20 мкл раствора АЦЦ. Далее, культуры в запол-
ненных планшетах культивировали течение 1 ч
при 37°С и определяли интенсивность люминес-
ценции биосенсоров с помощью люминометра –
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микропланшетного ридера StatFax 4400, Aware-
ness Technology Inc. (США), где за единицу изме-
рения для люминесцентного ответа принимали
условные единицы светового потока (RLU). Вы-
шеперечисленные опыты проводили не менее
трех раз с восемью повторениями в каждом.

Тест на разрывы ДНК методом гель-электрофо-
реза. Ночные культуры биосенсоров разбавляли в
свежей жидкой среде LB, доводя содержание бак-
терий до концентрации 107 кл/мл. Затем инкуби-
ровали при 37°C в течение 120 мин с аэрацией до
достижения ранней экспоненциальной фазы. Да-
лее, по 1 мл различных разведений БПЛ и по 1 мл
раствора АЦЦ добавляли в 10 мл бактериальной
культуры и культивировали в течение 1.5 ч при
37°C, после этого бактерии отмывали изотониче-
ским физиологическим раствором путем центри-
фугирования. После очередного центрифугиро-
вания и слива супернатанта растворяли осадок
пипетированием в 350 мкл лизирующего раствора
(0.1 ммоль/л ЭДТА, 0.5 М NaOH, 0.05% SDS). Да-
лее выдерживали в лизирующем растворе в течение
1.5 ч при 37°C. Затем 35 мкл лизированной бактери-
альной культуры добавляли в лунки 1%-ной ага-
розной пластины, содержащей бромид этидия в
концентрации 10 мкл/100 мл. Леддер помещали в
первую лунку в объеме 5 мкл. Далее агарозная ге-
левая пластина устанавливалась в ванночке для
электрофореза, наполненной ТВЕ-буфером. Элек-
трофорез проводился в течение 1.5 ч при 100 В. На
последнем этапе с помощью трансиллюминато-
ра Vilber Lourmat serial N 10 102939 (Франция)
осуществляли визуализацию флуоресцирующих
штрихов ДНК под действием УФ-излучения.

Культивирование нематод. В работе использо-
вали нематод Caenorhabditis elegans Bristol N2, ко-
торых выращивали при 21°С на твердой агароз-
ной NGM-среде. В качестве питания использо-
вали E. coli ОР50 в виде газона по описанному
методу [20].

Для синхронизации поколения разросшуюся
на чашке Петри популяцию нематод пипетирова-
ли стерильной водой до получения взвеси нема-
тод и яиц. Переносили 3.5 мл взвеси в пробирку
и добавляли 1.5 мл свежеприготовленной смеси
(0.5 мл 5 М NaOH + 1 мл 5% HClO4). Перемеши-
вали и вортексировали 10 мин, а затем центрифу-
гировали 30 с при 1300 g и удаляли супернатант.
Затем промывали осадок, добавляя 5 мл воды,
центрифугируя и удаляя супернатант. Промывку
повторяли три раза. Затем 0.1 мл суспензии яиц
нематод переносили на чашку с NGM-агаром и
газоном E. coli ОР50. Выращивание синхронизиро-
ванных нематод проводили при 20°С в течение трех
суток до достижения стадии L4 (“young adult”).

Проведение эксперимента и выделение ДНК не-
матод. Для проведения эксперимента червей смы-
вали с чашек стерильной водой в 1.5-мл пробирки,

осаждали на вортексе и сливали супернатант. К
осадку добавляли БПЛ в разных концентрациях,
пипетировали до образования взвеси и инкуби-
ровали 120 мин при 21°С. Затем взвесь нематод
центрифугировали 5 мин при 2300 g и удаляли су-
пернатант, добавляли 1 мл стерильной воды и пи-
петировали до получения взвеси. Далее нематод
промывали с целью освобождения кишечника чер-
вей от бактерий. Для этого взвесь сливали в пробир-
ки по 15 мл, добавляли воду до достижения 5 мл и
центрифугировали 5 мин при 2300 g для образова-
ния гранул. Супернатант отбрасывали и заменяли
свежей стерильной водой. Пробирки, содержа-
щие нематоды, вортексировались 3 мин; после это-
го червей центрифугировали 5 мин при 2300 g для
удаления бактерий. Промывку повторяли десять
раз, чтобы вымыть бактерии из кишечника нема-
тод. При последней промывке избыток воды уда-
ляли, оставляя 1 мл смеси вода/нематоды, а затем
переносили в 1.5-мл микроцентрифужные про-
бирки и центрифугировали при 12100 g в течение
10 мин. Супернатант сливали, а гранулу подверга-
ли заморозке при –20°С, после чего механически
измельчали палочкой с абразивной поверхностью
наконечника.

Далее выделение ДНК проводили с использо-
ванием специального набора реагентов по прото-
колу Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scien-
tific) следующим образом. 1. Не дожидаясь оттаи-
вания измельченной гранулы, добавляли к ней
200 мкл ТЕ-буфера, 400 мкл лизирующего раство-
ра, и инкубировали при 65°С в течение 10 мин.
2. Затем добавляли 600 мкл хлороформа, перево-
рачивали пять раз и центрифугировали 2 мин при
10000 об./мин. 3. Верхнюю водную фазу, содер-
жащую ДНК, переносили в новую пробирку и до-
бавляли 800 мкл 1%-ного осаждающего раствора,
перемешивали несколькими переворотами в те-
чение 2 мин и центрифугировали 2 мин при
10000 об./мин. 4. Удаляли супернатант и раство-
ряли гранулу в 100 мкл раствора хлорида натрия
осторожным встряхиванием. 5. Добавляли 300 мкл
холодного этанола, осаждали ДНК при –20°С в
течение 10 мин, затем центрифугировали 4 мин
при 10000 об./мин, удаляли этанол, обливали гра-
нулу 70%-ным этанолом, добавляли к ней 200 мкл
стерильной деионизированной воды и растворяли
гранулу в воде аккуратным встряхиванием. Пере-
численные процедуры проведения эксперимента
и выделения ДНК нематод для электрофореза
описаны в [21].

Для электрофореза 1%-ную агарозную гелевую
пластину (0.01% бромида этидия) помещали в
ванночку с 10%-ным TBE-буфером и переносили
в лунки по 20 мкл лизированной ДНК нематод.
Электрофорез проводили при 100 мА, 120 В, 80 Вт.
Визуализацию результатов электрофореза ДНК
нематод осуществляли с помощью трансиллюми-
натора.
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МАЧИГОВ и др.

Статистическая обработка. Полученные в хо-
де опытов данные обработали стандартными ста-
тистическими методами. Вычисляли средние зна-
чения показателя и его ошибки. Значимость разли-
чий средних значений определяли с помощью t-
критерия Стьюдента. Для вывода о статистической
значимости различий полученных данных, считали
достаточной вероятность ошибки p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Изучение зависимости интенсивности люми-

несценции биосенсоров pSoxS-lux, pRecA-lux,
pColD-lux, pKatG-lux и pAlkA-lux от концентра-
ций БПЛ показало, что БПЛ в бактериальной
клетке увеличивает концентрацию таких окси-
дантов, как супероксид-анион и пероксид водо-
рода, регистрируемые биосенсорами pSoxS-lux и
pKatG-lux, а также вызывает повреждения в ДНК,
регистрируемые биосенсорами pRecA-lux и pColD-
lux. Биосенсор pAlkA-lux, откликающийся на дей-
ствие алкилирующих химических соединений, не
показал увеличения интенсивности люминесцен-
ции при действии БПЛ, однако при действии моно-
функционального алкилирующего соединения
ММС в концентрации 0.01 моль/л увеличил уро-
вень своей люминесценции с 95 (в контроле) до
2998 усл. ед., то есть более, чем в 30 раз (табл. 1).
Полученные результаты указывают на то, что
БПЛ генерирует в бактериях E. coli такие оксида-
тивные соединения, как супероксид-анион и (в

гораздо меньшей степени) пероксид водорода, а
также вызывает SOS-ответ.

На рис. 1 и 2 приведены амплитуды ответа био-
сенсоров на присутствие БПЛ, то есть отношение
интенсивности индуцированной люминесцен-
ции к контрольному уровню. Из представленных
диаграмм следует, что генотоксичность БПЛ, ре-
гистрируемая биосенсорами pRecA-lux и pColD-
lux, является результатом не только его прямого
действия на ДНК, но и повышения в клетках бак-
терий уровня генотоксичных супероксид-радика-
ла и перекиси водорода. При этом максимальный
генотоксический эффект и образование суперок-
сида наблюдается в концентрации БПЛ 0.0015
моль/л. При более высоких концентрациях БПЛ
происходит падение уровня люминесценции
биосенсоров, что может быть связано с токсиче-
ским действием БПЛ на бактерии.

Для уточнения этого явления были проведены
эксперименты по одновременному определению
люминесценции и выживаемости биосенсоров
pSoxS-lux и pColD-lux непосредственно в инкуба-
ционной смеси в лунках планшета в зависимости от
концентрации БПЛ. Для этого по истечении време-
ни инкубации экспериментальной смеси замеряли
интенсивность биолюминесценции. Затем аликво-
ту бактерий объемом 0.1 мл из каждой лунки се-
рийно разводили в физиологическом растворе до
10–6 для последующего высева в чашки Петри с
агаризованной питательной средой LB. Через 19 ч

Таблица 1. Зависимость интенсивности люминесценции биосенсоров от концентрации БПЛ

Примечание. В скобках приведены значимость различий между контрольными и опытными вариантами в случаях увеличе-
ния эффекта.

Вариант Интенсивность люминесценции биосенсоров, отн. ед.

БПЛ, моль/л pSoxS-lux pColD-lux pRecA-lux pKatG-lux pAlkA-lux

0 (вода) 1536 ± 33 969 ± 50 20218 ± 57 2737 ± 77 95 ± 1.30

0.000015 1570 ± 20 840 ± 35 21559 ± 548 2771 ± 80 90 ± 1.32

0.00015 2202 ± 38
(3.3Е-19) 974 ± 41 29798 ± 662

(1.6Е-15) 2812 ± 95 96 ± 1.08

0.0003 2807 ± 55
(9.5Е-28) 1028 ± 50 32771 ± 711

(8.2Е-20) 2955 ± 98 91 ± 1.08

0.00075 4223 ± 111
(1.3Е-31)

1422 ± 93
(9.5Е-5)

39384 ± 679
(1.0Е-29) 3014 ± 119 82 ± 1.42

0.0015 5244 ± 175
(5.8Е-29)

1749 ± 143
(4.8Е-6)

404087 ± 777
(5.4Е-29)

3201 ± 122
(0.003) 71 ± 1.30

0.003 3804 ± 136
(2.9Е-23)

1296 ± 96
(4.6Е-3)

35727 ± 652
(2.3Е-25)

3053 ± 113
(0.03) 46 ± 1.22

0.0075 972 ± 30 572 ± 23 17013 ± 504 1920 ± 35 11 ± 0.72

Положительный контроль
14927 ± 296
(диоксидин

0.001 М)

8185 ± 419
(диоксидин

0.001 М)

67673 ± 1386
(диоксидин

0.001 М)

38946 ± 932
(Н2О2

0.001 М)

2998 ± 33.3
(ММС 0.005 М)
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инкубации при 37°С учитывали число выросших
колоний и пересчитывали на число колониеобра-
зующих единиц в 0.1 мл суспензии бактерий.

В табл. 2 приведены количественные показате-
ли интенсивности люминесценции биосенсоров
pSoxS-lux и pColD-lux на 1000 колониеобразую-
щих единиц (КОЕ), то есть на 1000 жизнеспособ-
ных бактерий. Было обнаружено, что БПЛ прояв-
ляет токсичность в исследованных концентрациях
и снижает выживаемость бактерий по отношению к
контрольному варианту на порядок в концентра-
ции 0.0015 моль/л и на три порядка в концентра-
ции 0.0075 моль/л. При этом интенсивность лю-
минесценции биосенсоров возрастает в расчете
на 1000 КОЕ. Так, интенсивность люминесценции
биосенсоров pSoxS-lux и pColD-lux на 1000 КОЕ в
концентрации БПЛ 0.0075 моль/л составила 21.8
и 13.3 в относительных единицах соответственно.

Для определения степени поврежденности ДНК
бактерий при действии БПЛ и влияния на этот про-
цесс антиоксиданта N-ацетилцистеина (АЦЦ) ис-
пользовали метод электрофореза ДНК, выделенной

из бактерий биосенсора pSoxS-lux. БПЛ использо-
вали в концентрациях 0.035 и 0.15 моль/л, а АЦЦ –
в концентрациях 0.01 и 0.001 моль/л. В качестве
чистого контроля служили бактерии, не подверг-
шиеся воздействию БПЛ и АЦЦ, а в качестве пози-
тивного контроля – бактерии, обработанные диок-
сидином и перекисью водорода в концентрациях
0.0045 и 0.1 моль/л соответственно.

Из рис. 3 следует, что БПЛ в концентрации
0.15 моль/л (дорожка 7) вызывает разрывы ДНК бо-
лее эффективно, чем в концентрации 0.035 моль/л
(дорожка 4). АЦЦ в концентрации 0.001 моль/л не
оказывал заметного влияния на уровень поврежде-
ний ДНК, вызванных БПЛ (дорожки 3 и 6). Однако
АЦЦ в более высокой концентрации 0.01 моль/л
заметно снижал степень фрагментации ДНК бак-
терий (дорожки 3 и 6).

Для оценки генотоксичности БПЛ на эукарио-
тах, использовали нематоду Caenorhabditis elegans,
которая является хорошо изученным модельным
объектом в различных генетических исследова-

Рис. 1. Амплитуда ответа биосенсоров pSoxS-lux и
pColD-lux на действие БПЛ.
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Рис. 2. Амплитуда ответа биосенсоров pSoxS-lux и
pRecA-lux на действие БПЛ.
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Таблица 2. Зависимость выживаемости и интенсивности люминесценции бактерий биосенсоров pSox-lux и
pColD-lux от концентрации БПЛ

Биосенсор БПЛ, 
моль/л Количество КОЕ Люминесценция, 

отн. ед.
Люминесценция, 

на 1000 КОЕ, отн. ед.

pSoxS-lux Контроль 1.1 × 108 11.78 ± 31 0.01
0.0015 1.24 × 107 6047 ± 72 0.48
0.0075 4.28 × 104 9.34 ± 37 21.8

pColD-lux Контроль 9.66 × 107 905 ± 19 0.009
0.0015 1.06 × 107 1935 ± 54 0.18
0.0075 3.96 × 104 526 ± 13 13.3
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ниях. Нематоду на стадии развития L4 (yong agult)
подвергли воздействию БПЛ в различных кон-
центрациях в течение 2 ч, после чего выделяли то-
тальную ДНК и определяли степень ее фрагмен-
тированности методом гель-электрофореза. На
рис. 4 приведена электрофореграмма влияния
БПЛ на целостность ДНК нематод. Видно, что БПЛ
у нематод вызывает разрывы ДНК начиная с кон-
центрации 0.0015 моль/л (дорожка 6). Наиболее эф-
фективно повреждал ДНК нематоды БПЛ в кон-
центрациях 0.0075 и 0.015 моль/л (дорожки 8 и 9).
Следует отметить высокую генотоксичность пере-
киси водорода, использованной в качестве пози-
тивного контроля в концентрации 0.1 моль/л.
Антиоксидант АЦЦ в концентрациях 0.001 и
0.01 моль/л снижал ДНК-повреждающее действие
БПЛ в клетках нематоды в наивысшей исследован-
ной генотоксической концентрации 0.015 моль/л
(рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
БПЛ является высоко реакционноспособным

агентом, молекула которого представляет собой че-
тырехчленный цикл. После раскрытия цикла БПЛ
приобретает электрофильные свойства и быстро
вступает в реакцию с нуклеофильными центрами
нуклеиновых кислот и белков.

Показательными в отношении генотоксично-
сти БПЛ являются результаты, полученные на
биосенсорах pRecA-lux и pColD-lux (табл. 1), де-
монстрирующие индукцию генов recA и colD в от-
вет на повреждения в ДНК бактерий. Это являет-
ся следствием активации SOS-ответа, в котором
важную роль играют наличие однонитевых раз-
рывов в ДНК (ssDNA) и продукты генов recA и
lexA, последний из которых кодирует белок LexA,
являющимся репрессором генов SOS-регулона.
Промоторы генов recA и colD обеспечивают акти-
вацию начального и терминального этапов SOS-
ответа соответственно. Ген colD активируется при
наличии неудаленных на ранних этапах репарации
повреждений ДНК. К ним относятся объемные ад-
дукты, тиминовыедимеры и межнитевые сшивки,
приводящие к остановке репликации ДНК [22–24].

В наших экспериментах биосенсор pAlkA-lux
не показал увеличения интенсивности люминес-
ценции при действии БПЛ, тогда, как при дей-
ствии ММС в концентрации 0.005 моль/л увели-
чил уровень своей люминесценции с 95 в контро-
ле до 2998 усл. ед., то есть более, чем в 30 раз (табл. 1).
Это указывает на то, что продукты взаимодей-
ствия БПЛ с ДНК отличаются от таковых моно-
функционального алкилирующего соединения –
метилметансульфоната (ММС). Возможно, что
БПЛ при взаимодействии с ДНК образует аддук-
ты и сшивки, в отличие от ММС, который мети-
лирует ДНК.

Рис. 3. Влияние N-ацетилцистеина на ДНК-повре-
ждающую активность БПЛ в клетках биосенсора
pSox-lux. 1 – маркер длин ДНК, 2 – негативный кон-
троль (вода), 3 – БПЛ 0.035 + АЦЦ 0.01, 4 – БПЛ 0.035 +
+ АЦЦ 0.001, 5 – БПЛ 0.035, 6 – БПЛ 0.15 + АЦЦ 0.01,
7 – БПЛ 0.15 + АЦЦ 0.001, 8 – БПЛ 0.15, 9 – диокси-
дин, 0.0045, 10 – перекись водорода, 0.1. Концентра-
ции БПЛ, АЦЦ, диоксидина и перекиси водорода
приведены в моль/л.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Рис. 4. Влияние БПЛ на целостность ДНК нематод
Caenorhabditis elegans. 1 – маркер длин ДНК, 2 – кон-
троль (вода), БПЛ в концентрациях (моль/л): 3 –
0.00015, 4 – 0.0003, 5 – 0.00075, 6 – 0.0015, 7 – 0.003,
8 – 0.0075, 9 – 0.015, 10 – перекись водорода, 0.1 моль/л.
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БПЛ, как и ММС, при воздействии на двуни-
тевую ДНК в 70–80% случаев метилирует N7-по-
зицию гуанина [5, 25]. N3-метиладенин, который
является вторым по распространенности продук-
том алкилирования ММС двунитевой ДНК, удаля-
ется из нее 3-метиладенин-ДНК-гликозилазой –
продуктом гена adaA, экспрессия которого кон-
тролируется сенсорным белком Ada, являющим-
ся регулятором транскрипции. Метилирование
белка Ada ММС приводит к повышению его аф-
финности к промоторным участкам Ada-регуло-
на и превращает его в сильный транскрипцион-
ный активатор [25–27].

Отсутствие генотоксического эффекта БПЛ на
биосенсоре pAlkA-lux можно объяснить тем, его
химическая структура отличается от таковой ММС.
Генотоксичность БПЛ обусловлена продуктами
(фрагментами) раскрытия его четырехчленного
цикла, которые могут образовать преимущественно
аддуктыаддукты с белком Ada, приводящие к бло-
кированию транскрипции Ada-регулона.

Ранее, при сравнительном изучении активно-
сти эпихлоргидрина (ЭХГ) и ММС на биосенсоре
pAlkA-lux нами была обнаружена очень слабая
индукция люминесценции ЭХГ, который пред-
ставляет собой соединение, при раскрытии трех-
членного цикла которого, образуется электро-
фильный продукт. Максимальная интенсивность
люминесценции при действии ЭХГ в концентра-

ции 0.3 моль/л, составила 285 отн. ед., что в 42 ра-
за меньше люминесценции pAlkA-lux при дей-
ствии ММС в концентрации 0.1 моль/л [28].

Самым неожиданным результатом оказалась
индукция БПЛ экспрессии генов окислительного
стресса soxS и katG, кодирующих ферменты су-
пероксиддисмутазу и каталазу соответственно. В
настоящей работе были использованы биосенсо-
ры pSoxS-lux и pKatG-lux, которые несут рекомби-
нантную плазмиду, содержащую промоторы гена
супероксиддисмутазы soxS и гена каталазы katG.
В бактериальной клетке промоторы этих генов
находятся в блокированном состоянии. При уве-
личении концентрации супероксида или перок-
сида выше физиологического уровня, они всту-
пают в реакцию с соответствующими белками-
активаторами и происходит разблокировка про-
моторов, в результате чего lux-оперон транскри-
бируется и биосенсоры люминесцируют. БПЛ в
широком диапазоне концентраций от 0.000015 до
0.003 моль/л вызывал увеличение концентрации су-
пероксид-аниона в бактериальных клетках. Увели-
чение концентрации перекиси водорода наблю-
дали только при высоких концентрациях БПЛ
(0.0015 и 0.003 моль/л) (табл. 1). Полученные ре-
зультаты однозначно указывают на способность
БПЛ повреждать ДНК в клетках бактерий E. coli
также и в результате индукции окислительного
стресса.

Рис. 5. Влияние антиоксиданта АЦЦ на ДНК-повреждающее действие БПЛ у нематод Caenorhabditis elegans: 1 – мар-
кер, 2 – контроль (вода), 3 – БПЛ 0.015 + АЦЦ 0.01, 4 – БПЛ 0.015 + АЦЦ 0.001, 5 – БПЛ 0.015. Концентрации БПЛ и
АЦЦ приведены в моль/л.
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Нами был проведен анализ сопряженности ин-
дукции БПЛ SOS-ответа у биосенсоров pRecA-lux и
pColD-lux и индукции экспреcсии гена суперок-
сиддисмутазы у биосенсора pSoxS-lux. Для этого
определяли амплитуду ответа для каждого из ис-
пользованных нами биосенсоров, то есть отноше-
ния величины люминесценции в опытных вариан-
тах к таковому в контрольных вариантах (рис. 1, 2).

В наших экспериментах БПЛ наиболее ин-
тенсивно индуцировал SOS-ответ у биосенсо-
ров pRecA-lux и pColD-lux в концентрациях, ха-
рактерных для наиболее эффективной индукции
люминесценции у биосенсора pSoxS-lux (рис. 1, 2).
Однако с увеличением концентрации БПЛ (более
0.001 моль/л) происходит снижение выживаемо-
сти бактериальных клеток, что, как выявил элек-
трофоретический анализ, сопровождается дегра-
дацией ДНК бактерий (рис. 3). Интенсивность
свечения биосенсора pColD-lux свидетельствует
об уровне повреждений ДНК под действием сво-
бодных радикалов, инициированных супероксидом
в клетках бактерий. Если нормировать количе-
ственные показатели интенсивности люминесцен-
ции pColD-lux на 1000 КОЕ, т.е. на 1000 жизнеспо-
собных бактерий, то мы видим, что уровень отве-
та, характеризующий уровень SOS-репарации
ДНК у жизнеспособных бактерий, от увеличения
концентрации БПЛ не падает, а возрастает (табл. 2).
Подобное повышение уровня SOS-ответа у жиз-
неспособных бактерий наблюдали после воздей-
ствия диоксидина и параквата [29, 30]. Падение
выживаемости бактерий связано с увеличением
степени поврежденности ДНК, о чем свидетель-
ствуют результаты электрофоретического анали-
за целостности ДНК бактерий (рис. 3). Из электро-
фореграмм видно, что деградация ДНК усиливается
с увеличением концентрации БПЛ и снижается
при совместном использовании БПЛ и антиокси-
данта АЦЦ. Последний в наших экспериментах
снижал уровни индукции БПЛ как SOS-ответа,
так и экспрессии супероксиддисмутазы, инакти-
вирующей супероксидный радикал, в бактери-
альных клетках (рис. 1, 2).

Нематода Caenorhabditis elegans привлекает вни-
мание исследователей в качестве объекта для изуче-
ния токсических и генотоксических свойств хими-
ческих веществ. Это связано с тем, что она является
многоклеточным эукариотическим организмом и
обладает системой биотрансформации химических
соединений, аналогичной у млекопитающих [31,
32]. В наших экспериментах БПЛ при воздействии
на нематод в диапазоне концентраций 0.00015–
0.015 моль/л в течение 2 ч вызывал разрывы ДНК
начиная с концентрации 0.0015 моль/л (рис. 3). В
свою очередь, антиоксидант АЦЦ снижал ДНК-по-
вреждающую активность БПЛ в клетках нема-
тоды (рис. 4, 5). Результаты, полученные на

бактериальных биосенсорах, были подтвержде-
ны на нематодах.

Таким образом, впервые показано, что ДНК-по-
вреждающая активность БПЛ связана не только с
его способностью связываться с ДНК бактерий,
но и со способностью генерировать в клетке такие
генотоксичные формы кислорода как супероксид-
анион и перекись водорода. Обнаружено, что БПЛ
дозо-зависимым образом, начиная с концентрации
более 0.001 моль/л, одновременно снижает выжи-
ваемость бактерий и увеличивает интенсивность
экспрессии гена антиоксидантной защиты су-
пероксиддисмутазы soxS и гена репарации ДНК
colD. В клетках нематод БПЛ индуцировал раз-
рывы ДНК, выявляемые методом электрофоре-
за. Антиоксидант АЦЦ (ацетилцистеин) сни-
жал генотоксические эффекты БПЛ как у бак-
терий, так и у нематод.

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

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликтов
интересов.
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Study of the Genotoxicity of Beta-Propiolactone Using E. coli 
lux Biosensors and Nematode Caenorhabditis elegans

E. A. Machigova, S. K. Abileva, b, *, E. V. Igoninaa, and M. V. Marsovab

aVavilov Institute of General Genetics of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bLomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: abilev@vigg.ru

For the first time, lux biosensors of E. coli and the nematode Caenorhabditis elegans were used to study the
genotoxicity of beta-propiolactone (BPL) used in the production of inactivated viral vaccines as an inactiva-
tor. It has been shown that the DNA-damaging activity of BPL is due not only to its ability to bind to bacterial
DNA, but also to the ability to generate in the cell such reactive oxygen species as superoxide anion and per-
oxide, which have genotoxic activity. It was found that BPL in a dose-dependent manner, starting from a con-
centration of 0.001 mol/L, reduces the survival of bacteria. However, the intensity of expression of the anti-
oxidant defense gene of superoxide dismutase soxS and the DNA repair gene colD increased. BPL induced
DNA breaks in nematode cells detected by electrophoresis. The antioxidant acetylcysteine (ACC) reduced
the genotoxic effects of BPL on both bacteria and nematode.

Keywords: beta-propiolactone, lux-biosensors, E. coli, nematode Caenorhabditis elegans, genotoxicity, super-
oxide anion, DNA breaks, antioxidant, acetyl cysteine.
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В растении перца (Capsicum spp.) антоцианы важны не только для защиты фотолабильных соедине-
ний, но и для регуляции паттерна окраски плода. Ключевая роль в биосинтезе стабильных антоци-
анов принадлежит антоцианидин-3-О-глюкозилтрансферазам (UFGT). В данной работе охаракте-
ризована структура и филогения трех генов-гомологов UFGT перца. Биохимический анализ сортов
C. annuum (Сиреневый куб, Отелло и Сибиряк) и сорта C. frutescens (Самоцвет), различающихся пат-
терном пигментации плода в процессе созревания, показал наличие антоцианов в листьях и кожице
плода всех образцов (кроме плода сорта Сибиряк). Наибольшее содержание обнаружено в фиолето-
вых листьях сорта Самоцвет. В кожице плода всех образцов содержание антоцианов падало по мере
созревания. Экспрессионный анализ тех же тканей показал, что транскрипты генов UFGT1
(LOC107843659) и UFGT2 (LOC107843660) присутствуют в листьях всех сортов. В кожице плода
транскрипты UFGT1 детектированы на стадиях созревания 1 (Сиреневый куб и Отелло) и 1–3 (Са-
моцвет), тогда как транскрипты UFGT2 – во всех образцах с наибольшим значением у сорта Сиби-
ряк, где антоцианы отсутствовали. Транскрипты генов MBW-комплекса (anthocyanin2, MYC и
WD40), регулирующего биосинтез антоцианов, присутствовали в листьях всех сортов с максимумом
в фиолетовых листьях сорта Самоцвет. Сопоставление биохимических и экспрессионных данных
выявило положительную корреляцию количества антоцианов в кожице плодов и в листьях с уров-
нем транскриптов гена UFGT1. Для гена UFGT2 корреляции не выявлено. Секвенирование и анализ
гена UFGT1, включая промоторную область, у 18 сортов перца, различающихся паттерном окраски
плода, обнаружил инвариантность последовательности, независимо от окраски незрелого плода.
Анализ промоторов генов UFGT1 и UFGT2 показал различия в составе cis-регуляторных элементов,
вовлеченных в ответ на стрессы, гормоны и связывание с транскрипционными факторами семейств
MYB и MYC.

Ключевые слова: Capsicum spp., сорта перца, биосинтез антоцианов, антоцианидин-3-О-глюкозил-
трансфераза, UFGT, содержание антоцианов, экспрессия гена.
DOI: 10.31857/S0016675823050041, EDN: FNOPBO

Перец (род Capsicum) является важнейшей
овощной культурой с ежегодным мировым про-
изводством более 36 млн т (https://www.fao.org/
faostat). Плоды перца богаты питательными веще-
ствами и антиоксидантами (аскорбат, каротиноиды
и флавоноиды) [1], что делает их важной составляю-
щей диеты человека. К роду Capsicum относится, по
разным оценкам, от 30 до 35 видов [2, 3], из которых
широко культивируются только пять – C. annuum,
C. baccatum, C. chinense, C. frutescens и C. pubescens.

Окраска плода перца определяется комбина-
цией хлорофиллов, каротиноидов и антоцианов и
меняется по мере созревания. Исходно зеленая
или фиолетовая у незрелого плода она становится

красной, желтой или оранжевой у спелого плода,
что происходит за счет снижения содержания
хлорофиллов и антоцианов и накопления кароти-
ноидов [4–6]. При этом, если каротиноиды могут
накапливаться только в плодах, благодаря преоб-
разованию хлоропластов в хромопласты, то анто-
цианы, аккумулируясь в вакуолях, могут влиять
на пигментацию не только плодов, но также кор-
ней, листьев, стеблей и цветковых органов.

Антоцианы относятся к водорастворимым
флавоноидам и представляют собой соединение
антоцианидина с молекулой сахара и ацильной
группой; сами антоцианидины состоят из двух
ароматических бензольных колец и оксигениро-
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ванного гетероцикла [7, 8]. У растений путь биосин-
теза антоцианов высоко консервативен. Девять
ферментативных реакций приводят к образованию
из фенилаланина антоцианидинов (пеларгонидин,
цианидин и дельфинидин), к которым затем при-
соединяются молекулы сахара для получения ста-
бильных и водорастворимых пигментов [8, 9].
Перенос глюкозильной части UDP-глюкозы на
3-гидроксильную группу антоцианидинов катали-
зируется антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфера-
зой (3GT или UFGT (UDP-глюкозо-флавоноид-
глюкозилтрансфераза)) [10, 11]. В активации экс-
прессии структурных генов пути синтеза антоциа-
нидинов задействован так называемый MBW-ком-
плекс, состоящий из транскрипционных факторов
anthocyanin2 (R2R3-MYB), MYC (bHLH) и WD40
(WD-repeat) [9, 11–14].

Антоцианидин-3-О-глюкозилтрансферазы име-
ют решающее значение для биосинтеза антоциа-
нов в плодах растений. В геноме перца C. annuum
сорта Zunla-1 (PRJNA186921) аннотированы три
гена антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфераз
(Capana10g001978, Capana10g001979 и Capa-
na10g001980), тандемно расположенные на хромо-
соме 10 [15]. Первый из них (CaUFGT; FJ705848)
считается наиболее важным для биосинтеза анто-
цианов в плоде [5]. Однако в референсном геноме
перца C. annuum (сорт UCD-10X-F1, PRJNA376668)
аннотировано только два гена антоцианидин-3-
О-глюкозилтрансфераз – LOC107843659 (UFGT)
и LOC107843660, которые соответствуют последо-
вательностям Capana10g001978 и Capana10g001980
[15].

Показана положительная корреляция между
экспрессией кодирующих антоцианидин-3-О-глю-
козилтрансферазы генов и содержанием антоциа-
нов. Например, транскрипты гена 3GT присутству-
ют в красных ягодах винограда (Vitis vinifera L.) и от-
сутствуют в белых ягодах [16]. У личи (Litchi
chinensis Sonn.) содержание антоцианов в около-
плоднике коррелирует с уровнем транскриптов
3GT, причем взаимосвязи с транскрипцией дру-
гих генов флавоноидного пути не обнаружено
[10]. В плодах перца C. annuum также обнаружена
прямая зависимость количества антоцианов от
уровня экспрессии гена CaUFGT [5, 6].

В данной работе нами были определены про-
фили экспрессии генов антоцианидин-3-О-глю-
козилтрансфераз UFGT1 (Capana10g001978;
LOC107843659) и UFGT2 (Capana10g001980;
LOC107843660) в листьях и плодах сортов перца с
различным паттерном пигментации плода в про-
цессе созревания, а также генов MBW-комплекса
в листьях данных сортов. Был проведен анализ
корреляций между экспрессией генов UFGT1 и
UFGT2 с содержанием антоцианов в плодах и ли-
стьях перца, а также поиск возможных поли-
морфных вариантов в регуляторных и кодирую-

щих последовательностях гена UFGT1, ассоции-
рованных с различиями в окраске плода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растительный материал. В работе были ис-
пользованы образцы 18 сортов перца из коллекции
Федерального научного центра овощеводства
(Московская обл., поселок ВНИИССОК) (табл. 1).
Сорта представляли два основных паттерна
окраски плода: “незрелый плод/спелый плод” –
“зеленый/красный (или желтый, оранжевый)” и
“фиолетовый/красный (или желтый, оранжевый)”.
Из листьев всех образцов выделяли геномную
ДНК. Для анализа экспрессии генов и содержа-
ния антоцианов у сортов Сиреневый куб, Отелло,
Самоцвет и Сибиряк отбирали листья и кожицу
(экзокарп) плода на трех стадиях его развития.
Стадия 1 (MG, mature green) соответствовала не-
зрелому плоду, достигшему конечного размера;
стадия 2 (BR, breaker) – бланжевому плоду (переход
от незрелого к спелому плоду, сопровождающийся
постепенным изменением окраски); стадия 3 (FR,
fully ripe) – плоду биологической зрелости (фи-
нальная окраска; семена полностью сформирова-
ны) (рис. 1).

Определение содержания антоцианов. Содержа-
ние суммы антоцианов (в пересчете на дельфини-
дин-3-рутинозид) в листьях и кожице плодов,
предварительно растертых в жидком азоте, опре-
деляли спектрофотометрически в хлороформ-ме-
танольных экстрактах, в двух биологических и трех
технических повторах, согласно методике [17].

Выделение ДНК, амплификация последователь-
ностей. Из листьев образцов перца с помощью
СТАВ-буфера: 100 мМ Tris (pH = 8.0), 20 мМ ЭДТА
(pH = 8.0), 2 М NaCl, 2% PVP, 5% меркаптоэтанола
(w/v), 2% СТАВ (w/v), 10 мМ ацетата аммония –
выделяли геномную ДНК. 100 мг растительной
ткани гомогенизировали в 500 мкл СТАВ-буфера,
затем добавляли один объем хлороформа и цен-
трифугировали (13000 об.) в течение 10 мин, далее
отбирали верхнюю фазу, добавляли к ней 250 мкл
изопропанола и центрифугировали (13000 об.) в
течение 10 мин; осадок ДНК промывали трижды
в 100 мкл 70%-ного этанола, высушивали (70°С) и
растворяли в 30 мкл деионизированной воды.

Амплификацию гена Capana10g001978 (вклю-
чая промоторную область, 1000 пн) проводили с
использованием геномной ДНК в качестве мат-
рицы и разработанных праймеров (табл. 2). Ам-
пликоны секвенировали с помощью ABI Prism
3700 DNA Analyzer (ЦКП Биоинженерия, ФИЦ
Биотехнологии РАН). Полученные последова-
тельности депонировали в NCBI (OP066796–
OP066813). Структурно-филогенетический ана-
лиз последовательностей проводили в программе
MEGA 7.0 (https://www.megasoftware.net/). Консер-
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Таблица 1. Образцы перца, использованные в работе

Образец: вид, сорт
Окраска плода в процессе созревания

стадия 1 (MG) стадия 2 (BR) стадия 3 (FR)

C. annuum, Антей Зеленая Зеленая Красная
C. annuum, Ария Темно-зеленая Темно-зеленая Оранжевая
C. annuum, Гогошары Зеленая Зеленая с красными сегментами Красная
C. annuum, Гранат Зеленая Зеленая с красными сегментами Темно-красная
C. annuum, Желтый букет Зеленая Зеленая с желтыми сегментами Желтая
C. annuum, Кармин Зеленая Зеленая с красными сегментами Красная
C. annuum, Королевский Зеленая Зеленая Желтая
C. annuum, Медок Зеленая Зеленая Желтая
C. annuum, Мечта хозяйки Зеленая Зеленая с красными сегментами Красная
C. annuum, Мила Зеленая Зеленая Красная
C. annuum, Мулат Зеленая Темно-зеленая Коричнево-красная
C. annuum, Оранжевое наслаждение Зеленая Светло-зеленая Оранжевая
C. annuum, Отелло Фиолетовая Красно-фиолетовая Красная
C. annuum, Пурпурный Фиолетовая Фиолетово-зеленая Красная
C. annuum, Сибиряк Зеленая Красная с зелеными сегментами Красная
C. annuum, Сиреневый куб Фиолетовая Фиолетово-красная Красная
C. annuum, Янтарь Фиолетово-зеленая Зеленая Оранжевая
C. frutescens, Самоцвет Фиолетовая Светло-желтая Красная

вативные домены и мотивы в белках определяли с
помощью программ NCBI-CDD (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) и MEME
5.4.1 (https://meme-suite.org/meme/tools/meme).
Поиск cis-регуляторных элементов проводили с
помощью программы PlantCare (http://bioinfor-
matics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

Выделение РНК, синтез кДНК. Суммарную
РНК из листьев и кожицы плодов, предваритель-
но растертых в жидком азоте, выделяли и очища-
ли от примесей ДНК с помощью наборов RNeasy
Plant Mini Kit и RNase free DNasy set (QIAGEN,
Германия). Полученные препараты использовали
для синтеза кДНК (набор GoScriptтм Reverse Tran-
scription System; Promega, США).

Определение профиля экспрессии генов. Про-
филь экспрессии генов Capana10g001978, Capa-
na10g001979 и Capana10g001980 (в листьях и ко-
жице плодов), а также anthocyanin2, MYC и WD40
(в листьях) определяли методом количественной
ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР) с использо-
ванием разработанных праймеров (табл. 2). От-
носительный уровень экспрессии генов оценива-
ли, нормализуя его по референсным генам GAPDH
(LOC107862704, XM_016708343.2) и Actin7
(LOC107850541, XM_016695142.2). Для РВ-ПЦР
использовали 3 нг кДНК-матрицы, набор “Реак-
ционная смесь для проведения РВ-ПЦР в присут-
ствии SYBR GreenI и ROX” (ООО “Синтол”, Рос-
сия) и амплификатор CFX96 Real-Time PCR De-

tection System (Bio-Rad Laboratories, США).
Реакции проводили в трех технических повторах
в следующих условиях: 95°C – 5 мин; 40 циклов
(95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Относительную экс-
прессию генов рассчитывали методом 2–ΔΔCt. Ви-
зуализацию данных и регрессионный анализ про-
водили с помощью программы GraphPad Prism
v. 7.02 (https://www.graphpad.com). Корреляция
между содержанием суммы антоцианов и уров-
нем экспрессии гена присутствовала, если квад-
рат коэффициента множественной корреляции
R2 > 0.7.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика генов антоцианидин-3-О-глю-
козилтрансфераз в геноме перца. Был проведен
сравнительный анализ последовательностей ге-
нов трех антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфе-
раз Capana10g001978, Capana10g001979 и Capa-
na10g001980, идентифицированных ранее в гено-
ме перца сорта Zunla-1 [15] в сравнении с
гомологичными последовательностями, анноти-
рованными позднее в референсном геноме C. annu-
um (сорт UCD-10X-F1, PRJNA376668). Было пока-
зано, что Capana10g001978 и Capana10g001980 (сорт
Zunla-1) идентичны LOC107843659 и LOC107843660
(сорт UCD-10X-F1) соответственно. Ген Capa-
na10g001979 гомологичен Capana10g001980 на
99% и содержит преждевременный стоп-кодон
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(из-за полиморфных вариантов C132G и T413A).
В референсном геноме сорта UCD-10X-F1 он со-
ответствует не аннотированной последователь-
ности (208673888..208675240, хромосома 10).

Анализируемые последовательности функци-
ональных генов антоцианидин-3-О-глюкозил-
трансфераз UFGT1 (LOC107843659) и UFGT2
(LOC107843660) не содержали интронов и имели
сходные характеристики (табл. 3). Оба кодируемых
фермента антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфераз

включали консервативный UDP-гликозилтрансфе-
разный домен GT1_Gtf-like (cd03784).

Филогенетический анализ аминокислотных
последовательностей белков UFGT1 и UFGT2
различных видов Capsicum был проведен в срав-
нении с доступными гомологичными последова-
тельностями других представителей Solanaceae
(Petunia × hybrida и Solanum spp.) и модельного ви-
да Arabidopsis thaliana L. Было обнаружено, что ге-
номы видов Solanum, петунии и A. thaliana содер-

Таблица 2. Использованные в работе последовательности пар праймеров

Ген Последовательность
праймеров, 5' → 3' Применение

Capana10g001978 (=UFGT1)

CACACAATCCCAAGTGAAC
TTGCCTCCCTCAAATAGTC

Амплификация и секвенирование 
кодирующей последовательности 
гена

TTTGACACCATCCCAAACAT
GAATTAGTTTGATTCGATTTGAC

Амплификация и секвенирование 
регуляторной области гена

CTTTTGGTAGCCATGCAGTTCC
CACCATCCCAAACATTGTAAATC

РВ-ПЦР

Capana10g001979
GGAGGAGGAAAGAGGATTTCC
TCACTACCACAGCAACAGCC

Capana10g001980 (=UFGT2) GAGTGTTTGGGAGATTGGTTTAC
GCCTTAGAACCTTCCCTTTATCA

anthocyanin2
GCAGAAAGAGCTGTAGATTGAG
TCTCTTGTCGATGAGGAGCAG

MYC
CAATGGGGCTATAAAGACTAGGAA
GGAAAAGAGAAAGAAACACACATG

WD40
TCAGCCAATAGAAGGTGGATTG
TCACACCCTTAGAATCTGAAGC

GAPDH
GTACGACAACGAATGGGGTTA
GGTCCGAGAGAACACTTTATTC

Actin7
CATTGTGCTCAGTGGTGGTTC
TCTGCTGGAAGGTGCTAAGTG

Таблица 3. Характеристика генов антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфераз в геноме перца C. annuum

Примечание. * – в геноме C. annuum сорта UCD-10X-F1 (PRJNA376668), ** – синоним UFGT или 3GT, pI – изоэлектрическая
точка.

Н
аз

ва
ни

е 
ге

на
ан

то
ци

ан
ид

ин
-3

-
О

-г
лю

ко
зи

лт
ра

нс
ф

ер
аз

 
в 

да
нн

ой
 с

та
ть

е

Ген ID* Локализация
в геноме*

Длина, 
пн

CDS, 
пн

Белок, 
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MW, 
кДа pI Домен

UFGT1** LOC107843659 chr10:208664164..208665507 1344 1344 447 49.5 6.13 GT1_Gtf-like (6–390 а.о.)
UFGT2 LOC107843660 chr10:208704889..208706241 1353 1353 450 49.7 5.82 GT1_Gtf-like (9–447 а.о.)
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жат только по одному гомологу гена антоциани-
дин-3-О-глюкозилтрансфераз. Построенная
дендрограмма показала четкую кластеризацию
белков на группы UFGT1 и UFGT2 (рис. 1,а). Не-
смотря на то, что UFGT A. thaliana обладает почти
равным сходством с UFGT1 и UFGT2 перца
(идентичность 47.6 и 45.7% соответственно),
UFGT видов Solanum сгруппировались с UFGT1
перца, а генетическая дистанция белков перца
группы UFGT2 значительно превышает расстояние
для группы UFGT1 (рис. 1,а). Анализ консерватив-
ных мотивов в белковых последовательностях не
выявил структурных различий между UFGT1 и
UFGT2 видов Capsicum и Solanum, однако обнару-
жил их отличие от UFGT петунии и A. thaliana в об-
ласти трех мотивов: двух – в функциональном до-
мене GT1_Gtf-like, и одного – на С-конце (рис. 1,б).

Определение содержания антоцианов и профиля
экспрессии генов антоцианидин-3-О-глюкозилтранс-
фераз у образцов перца. Для биохимического и экс-
прессионного анализа использовали образцы
трех сортов C. annuum (Сиреневый куб, Отелло и
Сибиряк) и сорт C. frutescens (Самоцвет), различа-
ющихся паттерном пигментации плода в процес-
се созревания (табл. 1, рис. 2). У сортов Сирене-
вый куб и Отелло незрелый плод (стадия 1, MG)
имеет фиолетовую окраску, которая по мере со-
зревания сменяется на ярко-красную; листья
имеют зеленую окраску. У сорта Самоцвет незре-
лый плод имеет ярко-фиолетовую окраску, кото-
рая затем сменяется на светло-желтую и на ста-
дии спелости становится красной; листья имеют
темно-фиолетовую окраску. Сорт Сибиряк фор-
мирует зеленые листья, незрелые плоды темно-
зеленой окраски и спелые плоды ярко-красной
окраски (рис. 2).

Данные биохимического анализа показали,
что содержание суммы антоцианов у сортов Си-
реневый куб и Отелло максимально в кожице не-
зрелого плода (стадия 1) и по мере созревания
плода снижается (рис. 3,а). У сорта Самоцвет со-
держание антоцианов высокое на стадиях 1 и 2 и
значительно падает к стадии 3. При этом в кожице
плода на стадии 2, когда плод имеет светло-желтую
окраску, количество антоцианов существенно вы-
ше, чем на стадии 1, в плоде фиолетовой окраски
(рис. 2, 3,а). У сорта Сибиряк антоцианы в кожи-
це плодов не обнаружены (рис. 3,а).

Экспрессионный анализ показал, что тран-
скрипты UFGT1 присутствуют в кожице незрелого
плода стадии 1 у сортов Сиреневый куб и Отелло и
на всех трех стадиях развития у сорта Самоцвет
(рис. 3,б). В кожице плодов сорта Сибиряк тран-
скриптов UFGT1 обнаружено не было (рис. 3,б).

Экспрессия гена UFGT2 была выявлена в ко-
жице плодов всех четырех сортов перца. У сортов
Сиреневый куб и Самоцвет уровень транскрип-
тов гена был высоким на стадии 1 и значительно

падал по мере созревания плода, к стадии 3 при-
ближаясь к низкой экспрессии, характерной для
всех стадий у сорта Отелло. В плодах сорта Сиби-
ряк, не содержащих антоцианов, наблюдались са-
мые высокие уровни транскрипции гена UFGT2 с
максимумом на стадии 2 и равной экспрессией на
стадиях 1 и 3 (рис. 3,в).

В листьях наибольшее содержание суммы ан-
тоцианов было детектировано у сорта Самоцвет
(~1100 мкг/г; фиолетовая окраска), тогда как у сор-
тов Сиреневый куб, Отелло и Сибиряк оно было
значительно ниже (~2–12 мкг/г; зеленая окраска)
(рис. 4,а).

Транскрипты гена UFGT1 были выявлены в
листьях всех анализируемых сортов, однако их
уровень у сорта Самоцвет значительно (в 30–150
раз) превышал таковой у сортов Сиреневый куб,
Отелло и Сибиряк (рис. 4,б). Наибольший уро-
вень экспрессии гена UFGT2 наблюдался в ли-
стьях сорта Сиреневый куб – в 2.5 раза выше, чем
у сортов Отелло, Самоцвет и Сибиряк (рис. 4,в).

Экспрессии гена Capana10g001979 (третий го-
молог антоцианидин-3-О-глюкозилтрансферазы
в геноме перца) детектировано не было ни в пло-
дах, ни в листьях анализируемых образцов.

Дополнительно в листьях сортов перца были
определены профили экспрессии генов транскрип-
ционных факторов anthocyanin2, MYC и WD40. Бы-
ло показано, что транскрипты всех трех генов
присутствуют в листьях всех анализируемых сор-
тов, при этом наибольшие уровни экспрессии на-
блюдались в фиолетовых листьях сорта Самоцвет
(рис. 4,г–е).

На основе данных биохимического и экспрес-
сионного анализа методом линейной регрессии
была определена взаимосвязь уровней транскрип-
ции генов антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфе-
раз и содержания суммы антоцианов (рис. 5). Бы-
ло выявлено, что количество антоцианов поло-
жительно коррелирует с уровнями транскриптов
гена UFGT1 как в кожице плодов, так и в листьях
(R2 = 0.72 и 0.99 соответственно, p-value < 0.01)
(рис. 5,а, б). Для гена UFGT2 такой корреляции
выявлено не было (R2 = 0.15 и 0.13) (рис. 5,в, г).

Определение кодирующей последовательности и
промоторной области гена UFGT1 у сортов перца.
Для анализа вариабельности кодирующей после-
довательности и промоторной области гена
UFGT1 у образцов перца, различающихся паттер-
ном окраски плода в процессе созревания, дан-
ные последовательности были амплифицирова-
ны и секвенированы. Для анализа были исполь-
зованы 17 сортов перца C. annuum, четыре из
которых (Сиреневый куб, Пурпурный, Отелло и
Янтарь) формируют фиолетовый незрелый плод,
а остальные 13 – зеленый, а также сорт C. frute-
scens (Самоцвет), у которого фиолетовую окраску
имеет не только незрелый плод, но и листья (табл.
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1). Структурный анализ полученных последова-
тельностей выявил их инвариантность между об-
разцами (независимо от окраски незрелого пло-
да) и идентичность референсным последователь-
ностям кДНК UFGT1 (LOC107843659) и
промоторной области (по геному сорта UCD-
10X-F1). Регуляторная последовательность не со-
держала ни одного из полиморфизмов, обнару-
женных ранее другими авторами и, по их предпо-
ложениям, сцепленных с окраской плода перца,
опосредованной антоцианами [15].

Cis-регуляторные элементы в промоторах генов
UFGT1 и UFGT2. В промоторной области (~1000 пн)
генов UFGT1 и UFGT2 был проведен поиск cis-ре-
гуляторных элементов, вовлеченных в ответ на
стрессы и гормоны, а также являющихся сайтами
связывания с транскрипционными факторами
(рис. 6). В результате в промоторе гена UFGT1 бы-
ло выявлено шесть cis-регуляторных элементов,
вовлеченных в ответ на стрессы (элементы ARE,
W-box и WRE3) и свет (элемент box 4), а также от-
вечающих за связывание с транскрипционными
факторами семейств MYB и MYC (элементы
MYB и MYC) (рис. 6,а). В промоторе области гена
UFGT2 было найдено девять cis-регуляторных эле-
ментов, вовлеченных в ответ на стрессы (STRE,
TC-rich repeats, W-box и WUN-motif), свет (ATCT-
motif, box4 и GT1-motif) и салициловую кислоту
(SARE), а также участвующих в связывании с
транскрипционными факторами семейства MYB
(MYB-like) (рис. 6,б).

ОБСУЖДЕНИЕ
Окраска плодов растений в красно-сине-фио-

летовой гамме, привлекающая опылителей и рас-
пространителей семян, обусловлена синтезом и
накоплением антоцианов в вакуолях клеток [18].
Помимо аттрактивной функции, антоцианы яв-
ляются антиоксидантами и участвуют в ответных
реакциях на абиотические и биотические стрессы
[18, 19]. Критическую роль в определении анто-
циановой окраски плодов играют антоцианидин-
3-О-глюкозилтрансферазы [10, 11, 16]. Под дей-
ствием этих ферментов к молекулам антоцианиди-
нов в 3-О-положении присоединяются молекулы
сахара, в результате чего образуются стабильные
водорастворимые пигменты, которые затем
транспортируются в вакуоли [8, 9].

Ранее в геноме перца C. annuum (сорта Zunla-1)
были аннотированы три гена антоцианидин-3-О-
глюкозилтрансфераз (Capana10g001978, Capa-
na10g001979 и Capana10g001980), тандемно распо-
ложенные на хромосоме 10. Проведенный нами
анализ референсного генома перца C. annuum
(сорт UCD-10X-F1В) выявил два гена антоциани-
дин-3-О-глюкозилтрансфераз, соответствующие
Capana10g001978 и Capana10g001980 и названные
в данной работе UFGT1 и UFGT2 (табл. 3), а также



ГЕНЕТИКА  том 59  № 5  2023

ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНОВ АНТОЦИАНИДИН-3-О-ГЛЮКОЗИЛТРАНСФЕРАЗ... 525

третью последовательность (Capana10g001979),
которая не аннотирована, видимо, из-за присут-
ствия преждевременного стоп-кодона.

Ранее было выдвинуто предположение, что
Capana10g001979, в отличие от своих безинтрон-
ных паралогов, содержит интрон, куда попадает
преждевременный стоп-кодон, и эта область вы-
резается в процессе сплайсинга. Однако прайме-
ры, использованные авторами этой работы для
экспрессионного анализа Capana10g001979 и Cap-
ana10g001980 [15], не позволяют дифференциро-
вать данные транскрипты. Более того, РВ-ПЦР с
праймерами (табл. 2), разработанными нами с
учетом предсказаний J. Liu с соавт. (2020), не де-
тектировала транскриптов Capana10g001979 ни в
листьях, ни в плодах образцов перца, независимо
от окраски тканей. С учетом 99% идентичности
Capana10g001979 и Capana10g001980, экспрессион-
ные данные позволяют считать Capana10g001979
псевдогеном, появившимся в результате недав-
ней дупликации Capana10g001980.

В отличие от перца, другие представители пас-
леновых содержат в геноме только один паралог

UFGT1 (рис. 1), который является ближайшим го-
мологом Capana10g001978 [15] и соответствует ранее
описанному гену CaUFGT (FJ705848) [5]. Можно
предположить, что именно данный ген является
основным из трех паралогичных генов в биосин-
тезе антоцианов в тканях перца. Чтобы оценить
данную гипотезу, нами был проведен сравнитель-
ный анализ экспрессии генов UFGT1 и UFGT2 в
листьях и кожице плодов образцов перца с раз-
ным паттерном окраски тканей (рис. 2, табл. 1) в
сочетании с биохимическим определением со-
держания суммы антоцианов (рис. 3, 4). Анализ
возможных корреляций показал, что количество
суммы антоцианов прямо зависит от уровня экс-
прессии гена UFGT1 как в кожице плода, так и в
листьях перца, и не связано с экспрессией UFGT2
(рис. 5).

Ранее сообщалось, что в кодирующей после-
довательности гена UFGT1 (Capana10g001978) со-
держатся приводящие к аминокислотным заме-
щениям нуклеотидные замены C528A и A708G,
коррелирующие с наличием антоцианов в кожи-
це незрелого плода у образцов перца C. annuum

Рис. 4. Содержание антоцианов (а) и экспрессия генов антоцианидин-3-О-глюкозилтрансфераз UFGT1 (б) и UFGT2 (в)
и генов транскрипционных факторов anthocyanin2 (г), MYC (д) и WD40 (е) в листьях сортов перца Сиреневый куб,
Отелло, Самоцвет и Сибиряк.
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[15]. Поэтому, представлялось интересным изу-
чить полиморфизм гена UFGT1 у российских сор-
тов перца. Анализ кДНК UFGT1 в геноме 18 сор-
тов перца с различной окраской листьев и плода в
процессе созревания (табл. 1) выявил полную
идентичность последовательности между образца-
ми. В положениях 528 и 708 последовательности ге-
на UFGT1 у всех анализируемых сортов перца нахо-
дились аденин (А) и гуанин (G), характерные, по
данным [15], только для фиолетовой окраски не-
зрелого плода.

В промоторной области гена UFGT1 в работе
J. Liu с соавт. (2020) также были выявлены SNPs и
индели, ассоциированные с наличием антоциа-
новой окраски незрелого плода. Проведенный
нами анализ промоторов UFGT1 (1000 пн) у 18
российских сортов перца с различной окраской
незрелого плода показал инвариантность после-
довательности среди образцов и ее идентичность
последовательности в референсном геноме (сорт
UCD-10X-F1). При этом индель AAATACTAT-
CATAAGTGACATATT (в положении –437), харак-
терная для образцов перца с фиолетовой окраской

плода [15], присутствовала в промоторных обла-
стях гена UFGT1 всех анализируемых нами сортов
перца. Другие индели в положениях –738, –146 и
–33 [15] у анализируемых нами сортов перца об-
наружены не были.

Таким образом, заключение о присутствии по-
лиморфных вариантов, ассоциированных с анто-
циановой окраской плода, выдвинутое J. Liu с со-
авт. (2020), можно считать необоснованными.
Отсутствие таких вариантов позволяет предполо-
жить наличие других факторов, определяющих
уровень экспрессии гена. Обнаруженные в промо-
торной области генов UFGT1 и UFGT2 cis-регуля-
торные элементы, вовлеченные в ответ на различ-
ные стрессы, в том числе свет (рис. 6,б), подтвер-
ждают известные данные об участии антоцианов в
регуляции стрессоустойчивости. Например в ответ
на заражение Penicillium digitatum в плодах апель-
сина (Citrus sinensis) наблюдается активация био-
синтеза антоцианов, а экспрессия структурных
генов флавоноидного пути, в том числе UFGT,
возрастает в 2–10 раз [20]. В листьях винограда
(Vitis vinifera) засуха и вирусная инфекция приводят

Рис. 5. Линейная регрессия экспрессии генов UFGT1 и UFGT2 и содержания антоцианов в кожице плодов (а, в) и ли-
стьях (б, г).
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к активации транскрипции структурных генов фла-
воноидного пути, а также фактора транскрипции
семейства R2R3-MYB VvMYBA1 [19, 21].

При отсутствии различий в промоторе UFGT1
между образцами уровень экспрессии гена, ско-
рее всего, регулируется комплексом MBW [9, 11,
12, 14]. Действительно, анализ cis-регуляторных
элементов идентифицировал сайты связывания с
транскрипционными факторами семейства MYB
в промоторе как UFGT1, так и UFGT2 (рис. 6). При
этом анализ экспрессии генов anthocyanin2
(R2R3-MYB), MYC (bHLH) и WD40 (WD-repeat),
продукты которых составляют комплекс MBW,
показал, что уровень экспрессии двух из них пря-
мо коррелирует с экспрессией UFGT1, но не
UFGT2 (рис. 4).

Интересно, что уровень транскрипции гена
UFGT2 не имел никакой ассоциации с содержа-
нием антоцианов (рис. 3–5). Так, самые высокие
уровни транскрипции среди образцов наблюда-
лись в кожице плодов сорта Сибиряк, не содер-
жащей антоцианов (рис. 3,а, в), а также в листьях
сорта Сиреневый куб, которые имеют зеленую
окраску и накапливают низкое количество анто-
цианов (рис. 4,а, в). При этом промоторная об-
ласть гена UFGT2 в сравнении с UFGT1 была более
обогащена стресс- и гормон-чувствительными cis-
регуляторными элементами (STRE, TC-rich repeats,
W-box, WUN-motif, SARE) (рис. 6,б). Можно пред-
положить, что функция гена связана скорее с отве-
том растения перца на различные абиотические и

Рис. 6. Предсказанные cis-регуляторные элементы в промоторной области (1000 пн) генов UFGT1 (а) и UFGT2 (б).
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биотические стрессы, чем с биосинтезом антоци-
анов.

Таким образом, можно предположить, что в
растениях перца уровень синтеза антоцианов и в
листьях, и в плоде находится в прямой зависимо-
сти от активности одного из трех генов антоциа-
нидин-3-О-глюкозилтрансферазы – гена UFGT1,
регуляция которой зависит от активности членов
комплекса MBW. При этом не имеется никаких
полиморфных вариантов в самом гене, ассоции-
рованных с различиями в уровне биосинтеза ан-
тоцианов и, как следствие, окраской плода. Гены
UFGT2 и Capana10g001979 появились, вероятно, в
результате тандемной трипликации гена UFGT1 в
геноме перца при возникновении и диверсифи-
кации видов Capsicum. Ген Capana10g001979 явля-
ется псевдогеном, тогда как ген UFGT2 может
проявлять тенденцию к неофункционализации,
вероятно, связанной с ответом растения на стрес-
сы, но не с биосинтезом антоцианов (исходя из
данных его высокой экспрессии в кожице плода
сорта Сибиряк в сочетании с полным отсутствием
там антоцианов).

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда (№ 19-16-00016)
и Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Antocyanidin-3-O-Glucosyltransferase Genes in Pepper (Capsicum spp.)
and Their Role in Anthocyanine Biosynthesis

M. A. Filyushina, *, A. V. Shchennikovaa, and E. Z. Kochievaa

aFederal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: michel7753@mail.ru

In pepper (Capsicum spp.), anthocyanins are important not only for the photolabile compounds protection,
but also for the regulation of fruit color pattern. Anthocyanidin-3-O-glucosyltransferases (UFGTs) play a key
role in the biosynthesis of stable anthocyanins. In this work, the structure and phylogeny of three pepper
UFGT homologue genes are characterized. Biochemical analysis of C. annuum cultivars (cv. Syrenevii cube,
Othello and Sibiryak) and C. frutescens (cv. Samotsvet), which differ in the pattern of fruit pigmentation
during ripening, showed the presence of anthocyanins in leaves and fruit peel of all accessions (except for the
cv. Sibiryak fruit). The highest anthocyanins content was found in the purple leaves of the cv. Samotsvet. In
the fruit peel of all accessions, the anthocyanins content decreased with ripening. Expression analysis of the
same tissues showed that UFGT1 (LOC107843659) and UFGT2 (LOC107843660) transcripts are present in
the leaves of all cultivars. In the fruit peel, UFGT1 transcripts were detected at maturation stages 1 (cv. Syren-
evii cube and Othello) and 1–3 (cv. Samotsvet), while UFGT2 transcripts were found in all accessions with
the maximum in the cv. Sibiryak, where anthocyanins were absent. Transcripts of the MBW complex (antho-
cyanin2, MYC, and WD40), which regulates the biosynthesis of anthocyanins, were present in the leaves of all
cultivars with a maximum in the purple leaves of the cv. Samotsvet. Comparison of biochemical and expres-
sion data revealed a positive correlation between the amount of anthocyanins in fruit peel and leaves and UF-
GT1 expression level. For UFGT2 such correlation was no found. Analysis of UFGT1 sequence, including the
promoter region, in 18 pepper cultivars that differ in fruit color pattern, revealed sequence invariance, regard-
less of the color of the immature fruit. Analysis of the UFGT1 and UFGT2 promoter sequences of the showed
differences in the composition of cis-regulatory elements involved in response to stress and hormones, and in
MYB and MYC transcription factors binding sites.

Keywords: Capsicum spp., pepper cultivars, anthocyanins biosynthesis, anthocyanidin-3-O-glucosyltransfer-
ase, UFGT, the content of anthocyanins, gene expression.
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ОБЛАСТЬ ПОНИЖЕННОЙ РЕКОМБИНАЦИИ ГРУППЫ СЦЕПЛЕНИЯ 13 
ПОДСОЛНЕЧНИКА (Helianthus annuus L.) ВКЛЮЧАЕТ КЛАСТЕРЫ ГЕНОВ 

ВОССТАНОВЛЕНИЯ ФЕРТИЛЬНОСТИ (Rf1) И УСТОЙЧИВОСТИ (Pl)
К ЛОЖНОЙ МУЧНИСТОЙ РОСЕ
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В группе сцепления 13 генома культурного подсолнечника Helianthus annuus L. картирован ряд ге-
нов, контролирующих ценные для селекции признаки: восстановление фертильности пыльцы при
цитоплазматической мужской стерильности, устойчивость к грибным болезням (ложной мучни-
стой росе, ржавчине), которые были интрогрессированы от диких видов. Известно, что у подсол-
нечника и других растений частота рекомбинации в районах хромосом, содержащих интрогресси-
рованные гены устойчивости, может быть подавлена, что благоприятно для проведения отбора с по-
мощью сцепленных с ними молекулярных маркеров. В F2 гибридов от скрещиваний стерильной линии
подсолнечника ВИР 116А (ЦМС РЕТ1) с линиями – восстановителями фертильности пыльцы из кол-
лекции ВИР изучили характер совместного наследования локуса Rf1 (фенотипический маркер – при-
знак восстановления фертильности) и Pl5/Pl8, контролирующего устойчивость к большому числу рас
Plasmopara halstedii (Farl) Berl. & De Toni (STS-маркер Нa-Р1). В скрещивании ВИР 116А × ВИР 740 ча-
стота рекомбинации между локусами Pl5/Pl8 и Rf1 составила 8.61, а в скрещиваниях ВИР 116А × ВИР 195
и ВИР 116А × RIL 80 оказалась почти вдвое выше. Во всех изученных популяциях F2 отмечено от-
сутствие рекомбинантного фенотипического класса стерильных растений с отцовским вариантом
маркера Нa-Р1. При цитологическом анализе установлено, что показатели фертильности пыльцы
растений с разными аллелями маркера, скорее всего, определяются генотипом растения, а не ал-
лельным составом мужского гаметофита. Предположили, что нехватка одного из рекомбинантных
классов F2 может быть связана с эмбриональной летальностью, т.е. гибелью зигот, несущих рецес-
сивный аллель гена восстановления фертильности пыльцы rf1 и аллельный вариант STS-маркера
Ha-P1 гена устойчивости (чувствительности) в локусе Pl5Pl8, полученный от отцовского родителя.

Ключевые слова: гибриды, наследование, локусы, аллели, молекулярные маркеры, фенотипические
классы, фертильность пыльцы, зиготическая летальность.
DOI: 10.31857/S0016675823050028, EDN: FNMMXS

Подсолнечник Helianthus annuus L. – одна из
ведущих масличных культур в мире и основная –
в Российской Федерации. В настоящее время для
получения семян подсолнечника наряду с сортами
возделывают высокопродуктивные гетерозисные
гибриды, характеризующиеся устойчивостью к бо-
лезням и вредителям. При создании гибридов ис-
пользуется цитоплазматическая мужская стериль-
ность (ЦМС) РЕТ1-типа, полученная на основе
однолетнего дикого вида H. petiolaris Nutt. [1]; для
восстановления фертильности гибридов F1 необ-
ходимо присутствие в генотипе ядерного гена Rf1,
источником которого послужила линия T66006-

2-1-B H. annuus [2]. Ген Rf1 картирован в группе
сцепления 13. В этой же группе сцепления H. an-
nuus находятся гены, детерминирующие устойчи-
вость к большому числу рас фитопатогенного
гриба Plasmopara halstedii (Farl) Berl. & De Toni,
вызывающего опасное заболевание – ложную
мучнистую росу (локус Pl5/Pl8), а также гены
устойчивости к возбудителю ржавчины Puccinia
helianthii Schw. (локусы R4, RHAR6, Radv, R13b, R13b)
[3]. Установлено, что белки, кодируемые генами
устойчивости к возбудителю ложной мучнистой
росы, принадлежат к суперсемейству NBS-LRR.
Они содержат сайт связывания нуклеотидов (Nu-
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cleotide Binding Site − NBS) и обогащенные лей-
цином повторы (Leucine-Rich Repeat − LRR), т.е.
имеют структуру, характерную для продуктов боль-
шинства R-генов [4]. Результаты недавних исследо-
ваний показали, что гены-кандидаты в локусе Rf1,
контролирующем признак восстановления фер-
тильности пыльцы, кодируют PPR-белки, содержа-
щие повторяющиеся элементы из 35 аминокислот-
ных остатков (PentatricoPeptide Repeats), т.е. сход-
ны по структуре с продуктами большинства
идентифицированных к настоящему времени ге-
нов Rf растений [5–7].

Ряд авторов отмечают, что гены растений, вовле-
ченные в контроль восстановления фертильности
пыльцы (Rf), и гены устойчивости к фитопатогенам
(R) характеризуются сходством структуры (наличи-
ем повторяющихся мотивов), имеют кластерную
организацию и часто находятся в смежных райо-
нах хромосом [8–10]. Обнаружено, что частоты
рекомбинации между молекулярными маркерами и
локусами генов устойчивости могут значительно
отличаться от значений, предсказанных на осно-
вании физической карты [11]. Это явление полу-
чило название подавления (супрессии) рекомби-
нации. Так, эффект пониженной рекомбинации
наблюдался в группе сцепления 1 H. annuus, в
районе локуса Plarg, определяющего устойчивость
к большинству известных рас P. halstedii [12]. Сни-
жение частоты рекомбинации отмечали и в районе
группы сцепления 13, несущем гены устойчивости к
ржавчине [13]. При анализе расщепляющихся по-
пуляций от скрещиваний генетически разнородных
линий у подсолнечника [14] и других растений [15]
были получены различные оценки величины ре-
комбинации в гомологичных районах хромосом,
содержащих гены устойчивости.

Сложный локус Pl5/Pl8 первоначально был
картирован в группе сцепления 6 [16, 17], а позд-
нее был отнесен к группе сцепления 13 [18]. Из-
вестно, что гены локуса Pl5 интрогрессированы из
многолетнего гексаплоидного вида H. tuberosus L.,
а Pl8 – из однолетнего диплоидного вида H. argo-
phyllus L. [19]. Кластер Pl5/Pl8 содержит ряд гомо-
логичных генов, отвечающих за устойчивость к
большому числу рас P. halstedii [20, 21]. О. Radwan
et al. [21] определили полные нуклеотидные после-
довательности двух аналогов генов устойчивости
(RGA) кластера Pl5/Pl8 и показали, что кодируемые
ими белки относятся к подсемейству CC-NBS-LRR
и содержат на N-конце скрученный спиральный
домен (Coiled Coil). Авторы разработали серию
специфичных внутрилокусных STS-маркеров для
идентификации генотипов, несущих аллели устой-
чивости/чувствительности. Профили маркеров,
полученных с каждой из шести пар праймеров,
четко различались у устойчивых и неустойчивых
генотипов. При использовании праймеров Ha-P1
диагностическими фрагментами для идентифика-

ции аллелей устойчивости в разных частях слож-
ного локуса Pl5/Pl8 могут служить ампликоны
длиной около 2000 пн, тогда как маркеры аллелей
чувствительности характеризуются другим про-
филем с фрагментами в интервале 1150–1600 пн.
В ряде работ маркеры апробированы для поиска
аллелей устойчивости среди селекционного мате-
риала [22, 23] и линий генетической коллекции
ВИР [24].

Локусы Rf1 и Pl5/Pl8 находятся в одном плече
хромосомы 13. Точных данных о генетическом
расстоянии между данными локусами в литературе
нет. Опубликованные генетические карты группы
сцепления 13 в основном фрагментарны, показы-
вают расстояния только между молекулярными
маркерами внутри группы, либо определяют рас-
стояние между каждым из локусов Rf1 или Pl5/Pl8
и сцепленными с ними молекулярными маркера-
ми [21]. На первой генетической карте сцепления
“CARTISOL”, построенной на основе RFLP-марке-
ров, локус Pl5 был картирован на расстоянии 15 сМ
от Rf1 [16]. Источниками разработанных к насто-
ящему времени карт служили расщепляющиеся
популяции, полученные от скрещиваний различ-
ных родительских линий. Возможно, этим объяс-
няются различия в оценках генетических рассто-
яний между молекулярными маркерами в преде-
лах карты (либо между геном интереса − Rf1,
Pl5/Pl8 и маркерным локусом), которые были
опубликованы в разных источниках. Более точ-
ные данные по оценке величины сцепления мо-
жет дать анализ расщепления гибридов, получен-
ных с участием одной и той же материнской фор-
мы и генетически различных отцовских линий. В
настоящей работе мы изучили характер совмест-
ного наследования признака восстановления
фертильности пыльцы (фенотипический маркер
локуса Rf1) и молекулярных маркеров локуса
Pl5/Pl8 в потомствах от скрещиваний стерильной
линии ЦМС ВИР 116А с линиями – восстанови-
телями фертильности пыльцы, оценили величи-
ну рекомбинации между локусами Pl5/Pl8 и Rf1 в
каждом из скрещиваний и показали, что относи-
тельно низкие значения рекомбинации в иссле-
дованном районе обусловлены нехваткой одного
из рекомбинантных классов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исходным материалом для исследования слу-
жили 35 линий коллекции подсолнечника ВИР,
среди которых − пять стерильных линий с ЦМС
РЕТ1-типа (НА89, ВИР 114А, ВИР 215А, ВИР
434А, ВИР 471А), линия ВИР 151А на основе
ЦМС RIG0, а также 29 фертильных линий, разли-
чавшихся по способности к восстановлению фер-
тильности пыльцы [25]. По результатам молеку-
лярного скрининга четыре линии были отобраны
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для скрещиваний. Использованные в скрещива-
ниях родительские формы – линии коллекции
подсолнечника ВИР – были высокогомозигот-
ными и насчитывали не менее 10 поколений ин-
бридинга. В качестве материнского родителя для
скрещиваний была взята линия ВИР 116А (к-3455,
выделена из сорта Вымпел). Отцовскими линиями
служили линии: ВИР 740 (к-3528, выделена из скре-
щивания ВИР 113 × источник Rf, Россия), ВИР 195
(к-3285, отбор из линии SL 3336, Болгария) и RIL
80 (к-3598, выделена из скрещивания I1083HR4 ×
× RHA 345, Франция). Отцовские линии разли-
чались по типу цитоплазмы (фертильный тип у
ВИР 740, стерильный РЕТ1 – у ВИР 195 и RIL 80),
а также наличию–отсутствию диагностических
маркеров гена Rf1 (табл. 1) [25].

Гибридологический анализ

Скрещивания были выполнены на Кубанской
опытной станции ВИР (Краснодарский край,
Гулькевичский район) в 2011 г. От самоопыления
гибридных растений F1 получены семена гибри-
дов F2. Гибриды F1 выращены на полях научно-
производственной базы “Пушкинские и Павлов-
ские лаборатории ВИР” (С.-Петербург, Пушкин)
в 2013 г., популяции F2 – в 2015, 2019 и 2020 г. По-
сев проводили в одни и те же сроки (конец мая),
схема расположения растений – 40 × 40 см. Каж-
дая из изученных семей F2 (по одной гибридов от
скрещивания ВИР 116А с ВИР 740 и RIL 80 и две –
от скрещивания ВИР 116А × ВИР 195) – являлась
потомством одного гибридного растения F1.

Оценивали расщепление гибридов F2 по при-
знакам фертильности/стерильности, а также по
вариантам STS-маркера На-Р1, специфичного
для гена Pl8 в кластере Pl5/Pl8 [21]. Для определе-
ния частоты рекомбинации по данным анализа F2
использовали формулы П.Ф. Рокицкого [26].

Молекулярно-генетический анализ

Фракции тотальной ДНК были выделены из
листьев молодых растений с использованием мо-
дифицированного протокола [27]. Для амплифика-
ции внутригенного STS-маркера Нa-Р1 использовали
пару праймеров (F-GCCCAAAATTGAAAGAAAG-
GTGTG, R-GGCGAAATTGGTTCCCGTGAGTCG)
[21]. При проведении ПЦР пользовались прото-
колом, рекомендованным разработчиками прай-
меров. Продукты ПЦР анализировали с помо-
щью электрофореза в 2%-ном агарозном геле.

Для определения нуклеотидных последова-
тельностей фрагментов, амплифицированных с
помощью пары праймеров На-Р1, продукты очи-
щали от посторонних примесей с помощью набо-
ра Cleanup Standard фирмы “Евроген” (Москва).
Для лигирования ампликонов в вектор pAL2-T
использовали набор Quick-TA kit (Евроген), а для
трансформации − компетентные клетки, приго-
товленные на основе штамма DH5α E. coli, по
протоколу, предложенному [28], с модификация-
ми [29]. По пять белых колоний каждого образца
проверяли на наличие вставки методом ПЦР с
праймерами М13. По два ампликона нужного
размера анализировали на секвенаторе ABI
3500xL (Applied Biosystems) в ЦКП “Геномные
технологии, протеомика и клеточная биология”
ФГБНУ ВНИИСХМ. Полученные сиквенсы срав-
нивали с гомологичными последовательностями с
использованием алгоритма BLAST (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Цитологический анализ пыльцы

Для оценки фертильности пыльцы использо-
вался модифицированный ацетокарминовый ме-
тод окрашивания в сочетании с методом анализа
данных путем построения вариационных кривых
[30]. В каждой из двух проанализированных се-
мей F2 (ВИР 116А × ВИР 195) было выделено по
шесть фертильных растений, характеризующихся
разными профилями маркера На-Р1. Таким обра-

Таблица 1. Характеристика родительских линий

Примечание. S – стерильный, F – фертильный.

Линия
Номер

по каталогу 
ВИР

Происхождение
Тип 

цитоплазмы
(по [25])

Наличие 
диагностических 
маркеров гена Rf1 

(по [25])

ВИР 116А к-3455 Из сорта Вымпел, Россия S Отсутствуют
ВИР 740 к-3528 Из скрещивания ВИР 113 × источник Rf, Россия F HRG01, HRG02, 

ORS511
ВИР 195 к-3285 Отбор из линии SL 3336, Болгария S ORS511
RIL 80 к-3598 Из скрещивания I1083HR4 × RHA 345, Франция S HRG01, HRG02, 

ORS511
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зом, из каждой семьи была собрана пыльца у 18
растений, а всего обследовано 36 растений.

На постоянных препаратах пыльцы, окрашен-
ной ацетокармином, анализировали по 10–15 по-
лей зрения для каждого образца. Фертильными
мы считали пыльцевые зерна нормального и уве-
личенного размера с равномерно окрашенной
цитоплазмой, к стерильным были отнесены не-
окрашенные и неоднородно окрашенные пыльце-
вые зерна всех размеров, а также окрашенные зер-
на значительно меньшего размера (микропыльца).
Оценивали отношение фертильных пыльцевых
зерен к общему числу учтенных пыльцевых зерен
данного препарата (в %), измеряли диаметр
пыльцевых зерен. Математическая обработка по-
лученных данных заключалась в построении ва-
риационных кривых по встречаемости пыльце-
вых зерен определенного диаметра.

Пыльцевые зерна у подсолнечника слегка эл-
липсоидные, однако максимальный и минималь-
ный диаметры различаются незначительно и на
уровне светового микроскопа их форма близка к
шарообразной. Для расчетов мы использовали
диаметр в наиболее широкой части пыльцевого
зерна. Ранжирование в группы проводили с ша-
гом 2 мкм. Подробное цитологическое исследо-
вание, фотографирование и измерение пыльцы
осуществляли с помощью микроскопа Axio Imag-
er Z1, входящего в ЦКП “Клеточные и молеку-
лярные технологии изучения растений и грибов”
Ботанического института им. В.Л. Комарова РАН
(Санкт-Петербург), оснащенного цифровой фо-
токамерой, в программе ZEN 3.5 (blue edition).
Расчеты, построение вариационных кривых и пред-
ставление этих результатов в виде графиков осу-
ществляли с помощью пакета программ MS Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Расщепление по фертильности/стерильности
во втором поколении каждой из трех изученных
гибридных комбинаций было близко к соотно-
шению 3 (фертильные) : 1 (стерильные) (табл. 2),
что свидетельствует о моногенном характере на-
следования признака. Такой же характер насле-
дования признака восстановления фертильности
пыльцы наблюдали у F2 гибридов от скрещива-
ния линии ВИР 116А с другими линиями − вос-
становителями фертильности пыльцы из коллек-
ции ВИР: ВИР 210, ВИР 365, ВИР 558, RIL 130
(данные не показаны). Использованные в скре-
щиваниях отцовские линии ВИР 195 и RIL 80
имеют стерильный тип цитоплазмы и диагности-
ческие молекулярные маркеры гена Rf1 (ORS511 − у
ВИР 195; ORS511, HRG01, HRG02 − у RIL 80).
Линия ВИР 740 характеризуется фертильным ти-
пом цитоплазмы и также имеет три диагностиче-
ских маркера гена Rf1 − ORS511, HRG01, HRG02
(табл. 1) [25]. Эти данные и сходный характер на-
следования признака восстановления фертиль-
ности пыльцы позволили предположить, что ис-
пользованные в качестве отцовских родителей
линии являются носителями доминантного аллеля
одного и того же гена восстановления фертильно-
сти Rf1.

Родительские линии характеризовались раз-
личными профилями STS-маркера Hа-P1, специ-
фичного для локуса Pl5/Pl8. У стерильной линии
ВИР 116А амплифицировался только один фраг-
мент длиной около 1250 пн. Такой же профиль
продуктов амплификации наблюдался и у других
стерильных линий с цитоплазмой РЕТ1: НА89,
ВИР 114А, ВИР 215А, ВИР 434А, ВИР 471А, а также
у линии ВИР 151А с цитоплазмой RIG0. У линии
ВИР 740 продукты амплификации были представ-

Таблица 2. Расщепление в семьях F2 гибридов от межлинейных скрещиваний по фертильности/стерильности и
вариантам маркера Ha-P1

Примечание. F – фертильные растения, S – стерильные растения; m, p и m/p – растения соответственно с материнским, от-

цовским и гибридным профилем маркера Ha-P1. * d.f. = 1,  = 3.84; ** d.f. = 2,  = 6.0.

Комбинация скрещивания
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**

P

F S всего m m/p p всего

ВИР 116А × ВИР 740 91 30 121 0.002 0.975−0.99 29 65 27 121 0.74 0.10−0.90
ВИР 116А × ВИР 195, семья 1 74 24 98 0.01 0.90−0.95 31 51 16 98 4.81 0.05−0.10
ВИР 116А × ВИР 195, семья 2 77 18 95 1.86 0.10−0.90 27 50 18 95 1.97 0.10−0.90
ВИР 116А × RIL 80 106 35 141 0.002 0.975−0.99 25 77 39 141 3.98 0.10−0.90

2
05χ 2

05χ
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лены двумя четко различающимися по длине фраг-
ментами 1100 и 1450 пн, у линии ВИР 195 – двумя
фрагментами длиной около 1450 и 1650 пн, у линии
RIL 80 – тремя фрагментами длиной 1500, 1750 и
2000 пн (рис. 1). У других линий генетической
коллекции подсолнечника ВИР профили ампли-
фицированных фрагментов также были гетероген-
ными и полиморфными (данные не показаны).

Для того чтобы подтвердить локализацию изу-
чаемых фрагментов в районе кластера Pl5/Pl8, мы
клонировали и секвенировали продукты ампли-
фикации, полученные у линий ВИР 740 и ВИР
116А. Нуклеотидные последовательности ампли-
конов оказались сходными с нуклеотидной после-
довательностью клона Ha-NTIR11g, депонирован-
ной в базу NCBI в качестве идентифицированного
у устойчивой линии QIR8 H. annuus аналога гена
устойчивости. Последовательность Ha-NTIR11g,
кодирующая белок CC-NBS-LRR, находится в ло-
кусе Pl5/Pl8 (образец AY490793.2) [21, 31]. В после-
довательности хромосомы 13 из аннотированного
генома инбредной линии XRQ (MNCJ02000328.1)
сайт отжига прямого праймера находится в положе-
нии 165737987, а в последовательности AY490793.2 −
в позиции 4298. Сайт отжига обратного праймера
локализован в межгенном участке. Ампликоны,
полученные у образцов ВИР 116A и RIL 80, высоко-
полиморфны, они включают небольшой фрагмент
кодирующей последовательности гена длиной 125 и
89 пн соответственно (рис. 2) и протяженную флан-
кирующую, некодирующую последовательность.
У линии ВИР 740 обнаружены различающиеся по
длине фрагменты, содержащие сайты отжига
праймеров. У линии ВИР 116А клонирован один
фрагмент, длина которого (1246 пн) соответство-
вала оценке размера ампликона, полученной при
электрофорезе в агарозном геле. Таким образом,
подтверждено предположение о локализации
изученных STS-фрагментов в последовательности
одного из генов устойчивости в сложном локусе
Pl5/Pl8.

В каждой из изученных семей F2 от трех ком-
бинаций скрещиваний наблюдали три варианта
профилей STS-маркера На-Р1: материнский (как
у линии ВИР 116А, обозначен m), отцовский
(обозначен p) и гибридный (m/p), включавший
фрагменты обеих родительских форм (рис. 1).
Наблюдаемое расщепление было близко к теоре-
тически ожидаемому 1(m) : 2(m/p) : 1(p) при ко-
доминантном наследовании признака (табл. 2).

В скрещивании ВИР 116А × ВИР 740 частота
рекомбинации между локусами На-Р1 и Rf1 со-
ставила 8.61, что указывает на довольно тесное
сцепление. В скрещиваниях ВИР 116А × ВИР 195
и ВИР 116А × RIL 80 частота рекомбинации меж-
ду двумя локусами была немного выше – от 14.66
до 20.4% (табл. 3). Теоретически, при данных зна-
чениях генетического расстояния в F2 ожидали

появление шести фенотипических классов (табл. 3),
однако ни в одной из проанализированных ком-
бинаций (всего было оценено 455 растений F2)
стерильные растения с отцовским вариантом мар-
кера, т.е. относящиеся к рекомбинантному гомо-
зиготному классу, не обнаружены, и наблюдали
по пять фенотипических классов. Нехватка ре-
комбинантного фенотипического класса могла
быть вызвана либо очень тесным сцеплением ва-
рианта “m” маркера Нa-Р1 с рецессивным алле-
лем rf1, либо их расположением в одном и том же
локусе. Однако в случае отсутствия рекомбинации
при полном сцеплении двух локусов должна быть
нехватка и другого фенотипического класса – сте-
рильных растений с гетерозиготным профилем
маркера. Тем не менее гетерозиготные рекомби-
нантные генотипы с высокой частотой наблюда-
лись во всех проанализированных популяциях.

Другой возможной причиной элиминации ре-
комбинантного фенотипического класса могла
быть нежизнеспособность гамет, несущих аллели
rf1 и p, которые продуцировали растения F1. Для
проверки этого предположения изучили показа-
тели фертильности пыльцы у растений популя-
ции F2 (ВИР 116А × ВИР 195) с различными вари-
антами маркера. В анализ были включены только
фертильные растения, поскольку пыльники сте-
рильных (генотип rf1rf1) лишены пыльцы. Пред-
полагали, что большая часть фертильных расте-
ний могла быть представлена гетерозиготами по
локусу Rf1, т.е. имела генотипы Rf1rf1pp, Rf1rf1mm
либо Rf1rf1mp и, следовательно, гаметы, одновре-
менно несущие аллели rf1 и p, могли продуциро-
ваться растениями F2 как с отцовским (p), так и с
гибридным (m/p) вариантами маркера.

В целом анализ пыльцы ацетокарминовым мето-
дом позволил выявить среди фертильных по фено-
типу гибридных растений F2 (ВИР 116А × ВИР 195)
значительное разнообразие по качеству пыльцы,
а именно по степени окрашиваемости и диаметру
пыльцевых зерен. Диапазон вариаций проявле-
ния этих параметров укладывается в три класса:
от высокофертильных растений с показателем
фертильности более 80% (84–97%), через группу
растений со средней фертильностью 53–76%, до
низкофертильных растений с показателем фер-
тильности менее 50% (8–48%) (рис. 3, 4).

Среди исследованных растений оказалось 19
(52.7% от общего числа) высокофертильных (ВФ),
среднефертильных (СФ) было 11 (30.5%), низко-
фертильных (НФ) – 6 (16.6%). Таким образом,
примерно половина растений имела пыльцу хо-
рошего качества, а половина – пыльцу понижен-
ного качества. Группа высокофертильных расте-
ний и группа растений с пониженным качеством
пыльцы (средне и низкофертильных растений) по
количеству растений распределились как 19 : 17, что
соответствует соотношению 1 : 1 (показатель χ2 =
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Рис. 1. Расщепление по вариантам маркера Ha-P1 в F2 гибридов ВИР 116А × ВИР 195 (а), ВИР 116А × ВИР 740 (б) и
ВИР 116А × RIL 80 (в). Значками ♀ и ♂ обозначены продукты амплификации маркера материнской (ВИР 116А) и от-
цовских форм: ВИР 195 (а), ВИР 740 (б) и RIL 80 (в). Цифрами 1−7 обозначены варианты маркера гибридных расте-
ний: материнский у растений 1, 5 (а), 1, 2 (б), 7 (в); отцовский у растений 2 (а) 3, 4, 7 (б), 3, 6 (в); гибридный у растений
3, 4, 6, 7 (а), 5, 6 (б), 1, 2, 4, 5 (в). М − маркер молекулярной массы GeneRuler 1kb DNA Ladder, Thermo Scientific.
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= 0.74). В зависимости от профилей маркера эти
показатели распределились следующим образом:
материнский вариант маркера (m) – 6 ВФ/3 СФ/3
НФ, отцовский вариант маркера (p) – 7 ВФ/3
СФ/2 НФ, гибридный вариант маркера (m/p) – 6
ВФ/5 СФ/1 НФ (рис. 3). Таким образом, наличие
маркера p не ведет к летальности пыльцы; кроме
того, среди растений, продуцирующих гаметы с
маркером p, доля стерильной пыльцы не выше,
чем у пыльцы, несущей маркер m.

Распределение по уровню фертильности среди
растений, относящихся к семье 1, было следую-
щим: 12 ВФ, 5 СФ и 1 НФ. Среди растений из се-
мьи 2 было 7 ВФ, 6 СФ и 5 НФ. В целом в выборке
из семьи 1 было отмечено больше растений с вы-
сокой фертильностью, чем в выборке из семьи 2.
Как видно из диаграммы (рис. 4), разброс значе-
ний показателя фертильности пыльцы среди рас-
тений из семьи 2 оказался более заметным, чем в
семье 1.

Высокофертильные растения характеризуют-
ся выровненной по размеру пыльцой, вариацион-
ная кривая по диаметру у них имеет нормальный
вид, с хорошо выраженным единичным пиком
(рис. 5а, б). У пыльцы растений с пониженной
фертильностью наблюдается значимо большая
гетерогенность по диаметру в сравнении с высо-
кофертильными формами. У среднефертильных
растений на графике виден выступ слева, кото-
рый является показателем того, что увеличивается
число более мелких пыльцевых зерен (рис. 5,в, г).
При большом количестве стерильной пыльцы

этот выступ может принимать вид второго пика.
Появление на графике дополнительного выступа
справа свидетельствует о наличии заметного ко-
личества более крупных пыльцевых зерен и, как
правило, одновременно формируются и совсем
мелкие пыльцевые зерна, что отображается в виде
подъема в левой части (рис. 5д, е).

ОБСУЖДЕНИЕ
Расщепление в F2 гибридов от скрещивания

одной и той же стерильной линии H. annuus с тре-
мя восстановителями фертильности пыльцы,
различающимися по происхождению, было близ-
ко к теоретически ожидаемому при моногенном
контроле признака. Согласно литературным дан-
ным за восстановление мужской фертильности при
ЦМС РЕТ1-типа отвечает ген Rf1, находящийся в
хромосоме 13 [2, 18]. Поэтому в качестве рабочей
гипотезы было принято предположение о том,
что в изучаемых комбинациях скрещивания при-
знак восстановления фертильности пыльцы кон-
тролировался одним и тем же локусом (Rf1). В поль-
зу этой гипотезы свидетельствуют сходное расщеп-
ление в F2 и сцепленный характер наследования
признака с маркерами локуса Pl5/Pl8, также карти-
рованного в группе сцепления 13. В литературе
сообщалось еще об одном не сцепленном с Rf1
локусе, отвечающем за признак восстановления
фертильности пыльцы [32]. Считается, что этот
ген присутствует в генотипах как стерильных ли-
ний, так и восстановителей, и поэтому не влияет

Таблица 3. Анализ совместного наследования признака фертильности/стерильности и аллельных вариантов
маркера Нa-Р1 в семьях F2 гибридов от межлинейных скрещиваний

Примечание. Идентифицируемые по фенотипу рекомбинантные классы выделены полужирным шрифтом, в скобках указан
предполагаемый фенотипический радикал. F – фертильные растения, S – стерильные растения; m, p и m/p – растения соответ-
ственно с материнским, отцовским и гибридным профилем маркера Ha-P1. Приведены предполагаемые генотипы растений,
относящиеся к конкретному фенотипическому классу. Rf1 и rf1 – соответственно доминантный и рецессивный аллели локуса
восстановления фертильности, m и p – аллели STS-маркера локуса Pl5/Pl8. Ампликон материнской линии ВИР 116А имел длину
1250 пн. Профили маркера отцовских линий различались размерами ампликонов: у линии ВИР 740 ампликоны имели длину

1100 и 1450 пн, ВИР 195 − 1450 и 1650 пн, RIL 80 − 1500, 1750 и 2000 пн. r – коэффициент рекомбинации, %. * d.f. = 5,  = 11.1.

Комбинация 
скрещивания

Число растений с фенотипом и предполагаемый генотип 
каждого фенотипического класса
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Р rF, m/p
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Rf1rf1mp
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F, m
Rf1Rf1mm, 
Rf1rf1mm

(A-bb)

S, m/p
rf1rf1mp
(aaBb)

S, m
rf1rf1mm

(aabb)

S, p
rf1rf1pp
(aaBB)

всего

ВИР 116A × ВИР 740 58 27 6 7 23 0 121 58.849 <0.01 8.61
ВИР 116A × ВИР 195, 
семья 1

48 16 10 3 21 0 98 56.803 <0.01 13.56

ВИР 116A × ВИР 195, 
семья 2

46 18 13 4 14 0 95 26.432 <0.01 20.4

ВИР 116A × RIL 80 63 39 4 14 21 0 141 53.364 <0.01 14.66

2
0.05χ
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Рис. 3. Фертильность пыльцы (%) у растений F2 (ВИР 116А × ВИР 195) с разными вариантами маркера Нa-Р1 (локус
Pl5/Pl8).
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Рис. 4. Вариабельность по признаку фертильности пыльцы выборок растений из двух семей гибридов F2 (ВИР 116А ×
× ВИР 195).
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на характер расщепления. Генетическое расстоя-
ние между локусами Rf1 и Pl5, впервые установ-
ленное в работах L. Gentzbittel et al. [16] и P. Bert et al.
[17], составило около 15%. В наших экспериментах
значения силы сцепления между двумя локусами,
полученные в разных комбинациях скрещивания,
колебались от 8.6% (ВИР 116А × ВИР 740) до 20.4%
(ВИР 116А × ВИР 195, семья 2). Поскольку во всех
трех скрещиваниях материнской формой служила
одна и та же линия, а гибриды F1 были выращены в
одинаковых условиях, различия величины реком-
бинации могли быть обусловлены влиянием ге-
нотипа отцовской формы.

Частота рекомбинации зависит от многих фак-
торов, среди которых основным является степень
дивергенции гомологичных районов хромосом. В
районах хромосом с относительно низким уров-
нем гомологии (например, интрогрессированных
из геномов других видов) степень рекомбинации
при конъюгации может быть снижена. Сравнитель-
ные исследования транскриптома четырех однолет-
них видов подсолнечника (H. annuus, H. argophyllus,
H. debilis Nutt., H. petiolaris) показали, что в эво-
люции геномов видов решающим фактором явля-
ется не столько обмен генами (речь идет о видах,
способных скрещиваться), сколько подавление
рекомбинации в определенных районах, что при-

Рис. 5. Микрофотографии пыльцы растений F2 гибридов (ВИР 116А × ВИР 195) и вариационные кривые по диаметру
пыльцевых зерен: a, б – высокофертильное растение (фертильность 97%); в, г – среднефертильное растение (фертиль-
ность 74%); д, е – низкофертильное растение (фертильность 39%).
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водит к образованию так называемых “островков
дивергенции” [33]. Так, например, частота ре-
комбинации между молекулярными маркерами и
локусом Plarg, интрогрессированным от однолет-
него дикого вида H. argophyllus, невелика, тогда
как на физической карте маркеры и локус нахо-
дятся на значительном расстоянии. В результате
подавления рекомбинации в данном районе на-
блюдается “кластеризация” молекулярных марке-
ров вблизи локуса гена устойчивости, что весьма
благоприятно для проведения маркер-опосредо-
ванного отбора в селекции устойчивых форм [12] и
пирамидирования генов [13].

Наиболее вероятные кандидаты в локусе Rf1
хромосомы 13 находятся между позициями
170494693–178217103 [5] или 169655088–173581392
референсного генома [6]. В нашей работе уста-
новлено, что сайт отжига праймера для маркера
Ha-P1 локализован в позиции 165737987. Следо-
вательно, физическое расстояние между марке-
ром На-Р1 и локусом Rf1 составляет 4–5 млн пн
(длина хромосомы 13 по данным сайта NCBI –
примерно 173 млн пн).

В настоящей работе при анализе рекомбинации
между геном Rf1 (фенотипический маркер − при-
знак восстановления фертильности) и внутрило-
кусным STS-маркером На-Р1 впервые выявлена
нехватка одного из рекомбинантных классов. Это
может служить одним из факторов наблюдаемого
снижения показателя рекомбинации на данном
участке хромосомы 13 в отдельных комбинациях
скрещиваний.

Результаты цитологического анализа свидетель-
ствуют о значительной гетерогенности популяции
F2 (ВИР 116А × ВИР 195) по признаку фертильно-
сти пыльцы. Среди растений, фенотипированных
как фертильные, выявлена группа высокофер-
тильных, имеющих пыльцу хорошего качества, и
группа растений с пониженным качеством пыль-
цы (средне- и низкофертильных растений), с со-
отношением 1 : 1. Также выявлена тенденция к
снижению уровня фертильности у рекомбинантов с
материнским типом маркера Нa-Р1, специфичного
для локуса Pl5/Pl8, т.е. у генотипов, гомозиготных по
аллелю m, полученному от материнской формы.
Однако эти факты не могут объяснить отсутствие
фенотипического класса “стерильный с отцов-
ским (p) вариантом маркера” в расщепляющихся
популяциях гибридов F2. Нехватка фенотипиче-
ского класса стерильных растений с отцовским
вариантом маркера среди 455 проанализирован-
ных сегрегантов F2 может быть связана с эмбрио-
нальной летальностью генотипов, гомозиготных
по рецессивному аллелю гена восстановления
фертильности Rf1 и аллелю гена устойчивости в
локусе Pl5/Pl8, полученному от отцовского роди-
теля (rf1rf1pp). У растений идентифицирован ряд
генов, вызывающих летальность либо понижен-

ную жизнеспособность гибридов от межвидовых
скрещиваний. Многие из них обусловливают
устойчивость к патогенам и кодируют рецепторы
внутриклеточного ответа − белки семейства
NBS-LRR [34]. В частности, недавно показано,
что ген, обусловливающий гибридную леталь-
ность при скрещивании видов хлопчатника Gos-
sypium barbadense L. и G. hirsutum L., кодирует бе-
лок семейства СС-NBS-LRR [35]. Установлено
также, что нарушения эмбриогенеза и развития
зародыша у кукурузы и арабидопсиса часто связаны
с дефектами генов, кодирующих PPR-белки, при-
нимающих участие в редактировании транскриптов
митохондриальных и хлоропластных генов [36].

В настоящей работе выявлены различные ано-
малии пыльцы растений F2, в частности так называ-
емые микро- и макропыльцевые зерна. Они образу-
ются в результате неравномерного расхождения
хромосом в мейозе при образовании микроспор:
одному ядру достается излишек генетического
материала, а в другом получается недостаток, что
приводит к несимметричному заложению клеточ-
ных перегородок в тетраде и в итоге к образованию
неравных микроспор. А это, в свою очередь, случа-
ется при нестабильном геноме (у гибридов, у по-
липлоидов) или же может быть ответом на небла-
гоприятные условия среды. Так, исследование
пыльцы у F1 между H. annuus и H. resinosus Small
выявило гетерогенность пыльцевых зерен по раз-
меру, а на графиках распределения пыльцы по
диаметру были обнаружены два четко различи-
мых пика: в районе 19 и 24 мкм, что было связано
с нарушениями в мейозе, которые приводят к фор-
мированию диплоидной пыльцы [37]. Значимая
разница между диаметром фертильных (окрашен-
ных) и стерильных пыльцевых зерен отмечается
не только у подсолнечника, но и у других видов.
Например, у Mimulus guttatus DC это разница со-
ставляет около 13 мкм, что позволяет использо-
вать диаметр пыльцевого зерна для автоматиче-
ского подсчета соотношения фертильных и сте-
рильных пыльцевых зерен [38].

Довольно большое число генов растений неза-
менимы для функционирования гаметофита и ран-
него развития семян. У подсолнечника фертиль-
ность пыльцы гибридов F1 высока (90–100%), тогда
как в F2 она может значительно снижаться [39].
Теоретически растения F1 изученных комбина-
ций скрещиваний продуцировали четыре типа га-
мет – несущих доминантный или рецессивный
аллель гена восстановления фертильности, а также
разные аллели маркерного фрагмента. Существует
вероятность того, что гаметы с разным сочетанием
аллелей гена Rf1 и вариантов маркерного фрагмен-
та На-Р1 различаются по жизнеспособности. Од-
нако, как было показано ранее на других комби-
нациях скрещивания с участием линии ВИР 116А,
вся пыльца выглядит качественно в F1 и неодно-
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родность по показателям фертильности более
четко проявляется в F2 [39]. Это позволяет предпо-
ложить, что контроль показателей фертильности
пыльцы осуществляется на уровне спорофита.

Фертильность пыльцы – важный селекционный
признак, определяющий продуктивность гибридов.
Снижение уровня фертильности приводит к сни-
жению урожайности гибридов подсолнечника,
появлению “череззерницы”. Как следует из по-
лученных данных, гибель части зародышей при
самоопылении гибридов F1 может быть генетиче-
ски детерминирована. Это может приводить к
снижению завязываемости семян и снижению
продуктивности гибридов. Другим фактором,
влияющим на завязываемость семян при само-
опылении, является автофертильность, показате-
лями которой служит отношение числа завязав-
шихся семян к общему числу семянок в корзинке
при самоопылении и при открытом цветении. За-
вязываемость семянок, особенно при самоопы-
лении, является сложным признаком полигенной
природы [40]. Автофертильность гибридов под-
солнечника составляет 43%, самоопыленных ли-
ний – 37% и сортов-популяций – 7% [41]. Доказан
существенный вклад генотипа в завязываемость се-
мянок [42]. Результаты настоящего исследования
позволяют предположить, что на завязываемость
семян у гибридов F1 на основе ЦМС РЕТ1 может
оказывать влияние и такой фактор, как гибель од-
ного из рекомбинантных классов, включающего
полученный от материнского родителя рецессив-
ный аллель гена rf1 и аллель находящегося в том
же плече хромосомы 13 локуса устойчивости от
отцовского родителя.

В настоящей работе изучены особенности сов-
местного наследования двух картированных в
группе сцепления 13 H. annuus локусов: Rf1 (фе-
нотипический маркер – признак восстановления
фертильности пыльцы) и Pl5/Pl8 (STS-маркер На-
Р1). Частота рекомбинации между двумя локуса-
ми в популяциях F2 от скрещиваний одной и той
же стерильной линии-тестера с тремя линиями –
восстановителями фертильности пыльцы варьи-
рует от 8.7 до 20%. Среди фенотипических классов
во всех изученных популяциях F2 не выявлены ре-
комбинантные гомозиготы по рецессивному ал-
лелю rf1, полученному от материнского родителя,
и отцовскому варианту внутрилокусного маркера
Pl5/Pl8 от отцовского родителя. Возможно, их от-
сутствие обусловлено гибелью зигот, содержащих
аллель rf1 и аллель гена устойчивости в локусе
Pl5/Pl8, продуктами которого являются белки
подсемейства CC-NBS-LRR.
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A Recombination Suppressed Region of Sunflower (Helianthus annuus L.)
Linkage Group 13 Covers Restoration of Fertility (Rf1)

and Downy Mildew Resistance (Pl) Gene Clusters
I. N. Anisimovaa, *, N. V. Alpatievaa, O. N. Voronovab, V. A. Gavrilovaa,

Yu. I. Karabitsinaa, E. B. Kuznetsovaa, and E. E. Radchenkoa

aVavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources, St. Petersburg, 190000 Russia
bKomarov Botanical Institute of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 197022 Russia

*e-mail: irina_anisimova@inbox.ru

A number of genes that control valuable for breeding traits introgressed from wild relatives, i.e. pollen fertility
restoration, resistance to fungal diseases (downy mildew and rust), are mapped on linkage group 13 of the cul-
tivated sunflower Helianthus annuus L. genome. In sunflower and other plants, the recombination in the
chromosome regions containing resistance genes can be suppressed that is favourable for marker assisted se-
lection with applying molecular markers linked to these loci. The joint inheritance of the loci Rf1 (the phe-
notypic marker is fertility restoration trait) and Pl5/Pl8 conferring resistance to many races of Plasmopara
halstedii (Farl) Berl. & De Toni (the STS marker Ha-P1) was studied in the F2 generation of hybrids between
a sterile line VIR 116A lines and pollen fertility restorers from sunflower VIR collection. In the crossing VIR
116А × VIR 740, the frequency of recombination between the loci Pl5Pl8 and Rf1 constituted 8.61 whereas in
the crosses VIR 116А × VIR 195 and VIR 116А × VIR 80 turned out to be twice as high. In all examined F2
populations the absence of phenotypic class of sterile plants possessing paternal Нa-Р1 marker variant was
mentioned. It has been shown by the cytological analysis that pollen fertility indices are most probably deter-
mined by the plant genotype rather than the male gametophyte allelic constitution. A deficiency of a recom-
binant F2 class was proposed to be associated with embryonic lethality, i.e. the collapse of zygotes carrying
the recessive allele of fertility restoration gene and a specific allele of the resistance (susceptibility) gene ob-
tained from the male parent.

Keywords: hybrids, inheritance, loci, alleles, molecular markers, phenotypic classes, pollen fertility, zygotic
lethality.
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ПРЕДПОЛАГАЕМЫЙ ЛОКУС, ВОВЛЕЧЕННЫЙ В ИЗМЕНЧИВОСТЬ 
РАЗМЕРОВ ЧЕРЕПА ЛИСИЦ (Vulpes vulpes)
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Представлены результаты анализа промеров черепа лисиц (Vulpes vulpes) из популяций, прошедших
длительный отбор на дружелюбное (ручное, или доместикационное) и агрессивное поведение по
отношению к человеку, а также не подвергавшихся направленному отбору по свойствам поведения.
Краниометрические показатели сняты с двух выборок лисиц: 1) со 140 лисиц, потомков возвратного
скрещивания гибридов первого поколения между представителями дружелюбной и агрессивной
линий (F1), c представителями дружелюбной линии, 2) с объединенной выборки из 50 дружелюб-
ных, 50 агрессивных и 50 неселекционированных по поведению (контрольных) особей. Потомки
возвратного скрещивания ранее были генотипированы по 350 микросателлитным маркерам. Эти
микросателлиты были использованы в настоящей работе для проведения совместного статистиче-
ского анализа методом 2B-PLS генетических и краниометрических данных лисиц из первой выбор-
ки. Выявлен регион на 10-й хромосоме лисицы, маркированный тремя микросателлитами (FH2535,
RVC1, REN193M22), контролирующий изменчивость размеров черепа. Вторая выборка была гено-
типирована только по трем маркерам, которые показали ассоциацию с размерами черепа у потом-
ков возвратного скрещивания. Аналогичный анализ методом 2B-PLS этой выборки подтвердил
участие региона на 10-й хромосоме лисицы в контроле размеров черепа, причем эта связь оказалась
более выраженной у самцов, чем у самок. В идентифицированном геномном участке расположен
ген IGF1, который обусловливает 15% изменчивости размеров тела у собак. Полученные в настоя-
щей работе результаты дают основание предполагать участие гена IGF1 в контроле размеров черепа
лисиц.

Ключевые слова: лисица, отбор по поведению, размеры черепа, локусы количественных признаков.
DOI: 10.31857/S0016675823050089, EDN: FNUESY

Процесс доместикации характеризуется ком-
плексными генетическими преобразованиями
животных [1–3]. Одомашненные животные, как
правило, отличаются от диких видов-предшествен-
ников пониженной агрессивностью по отношению
к человеку и устойчивостью к стрессирующим фак-
торам [4]. Хотя изменения в поведении являются
ключевыми характеристиками доместикации,
одомашненные животные также отличаются от ди-
ких предков и по другим признакам, в частности
морфологическим параметрам [5]. Видом с наи-
более ярким морфологическим разнообразием
является домашняя собака (Canis familiaris). До-
местикация собаки от волка началась не менее
15 тыс. лет назад [6–9]. Первые признаки исполь-

зования собак, в соответствии с их морфологиче-
скими характеристиками, были обнаружены при
анализе черепов собак, живших около 9 тыс. лет
назад [10]. В популяции собак на о-ве Жохов про-
слеживается четкое разделение между особями
среднего размера, которых использовали как ез-
довых собак, и крупными собаками, которых ис-
пользовали для охоты. Хотя основные морфоло-
гические типы уже обнаруживаются у собак, жив-
ших несколько тысяч лет назад [11–16], наиболее
интенсивная селекция собак по морфологиче-
ским признакам началась с образованием пород.
Регистрация стандартов пород собак в XIX в. и
последующее их разведение как изолированных
генетических линий способствовали увеличению

УДК 599.742.1:631.524.5

ГЕНЕТИКА
ЖИВОТНЫХ
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морфологических различий. Например, чихуахуа
и дог различаются по весу более чем в 20 раз. По-
родное разведение также привело к значитель-
ным различиям в пропорциях черепа: брахице-
фальные породы собак характеризуются большой
черепной коробкой и короткой мордой, а долихо-
цефальные породы – узким и удлиненным чере-
пом. В настоящее время зарегистрировано около
400 пород собак, стандарт каждой из которых
описывает породные характеристики поведения
и морфологии.

Многообразие пород создало беспрецедент-
ную возможность для изучения генетики морфо-
логических признаков собак [17, 18]. В отличие от
генетики человека, где такие количественные
признаки, как рост, регулируются малыми вкла-
дами большого числа генов [19], исследования
морфологических признаков собак и сельскохо-
зяйственных животных показывают, что количе-
ственные признаки у одомашненных животных
могут контролироваться небольшим числом ге-
нов, имеющих значительный эффект [20–23].
Так, у собак около 65% вариации в размере тела
контролируются шестью генами: GHR, HMGA2,
IGF1, IGF1R, SMAD2 и STC2 [24]. Генетический
анализ размеров и формы черепа собак также об-
наружил небольшое число локусов, вносящих
значительный вклад в формирование межпород-
ных различий [25–28]. Относительно простая ге-
нетическая архитектура морфологических при-
знаков собак объясняется историей породного
разведения. Хотя исследования на исторически
одомашненных видах внесли фундаментальный
вклад в изучение генетического регулирования
признаков поведения и морфологии [29, 30], дли-
тельный искусственный отбор, который прошли
все современные домашние животные, создает
трудности в поиске генов, вклад которых был ва-
жен на ранних этапах одомашнивания. Гены,
влияющие на генетическое преобразование жи-
вотных на начальных этапах одомашнивания,
можно попытаться найти в анализе эксперимен-
тально одомашненных животных.

Эксперимент по одомашниванию лисицы,
проводимый более 60 лет в новосибирском Ин-
ституте цитологии и генетики (ИЦиГ СО РАН),
привел к созданию популяции ручных лисиц, на-
поминающих по поведению домашнюю собаку
[3]. В отличие от исторически одомашненных жи-
вотных, история которых включает в себя селекцию
по самым разнообразным признакам, эксперимен-
тальная доместикация лисиц велась путем интен-
сивного отбора по единственному признаку – на
дружелюбное отношение к человеку. Кроме того,
в ИЦиГ СО РАН более сорока лет ведется отбор
совхозных лисиц на агрессивное поведение по от-
ношению к человеку [3, 31]. Агрессивная популя-
ция характеризуется более негативным отношени-
ем к человеку, чем совхозные лисицы, разводимые

в клеточных условиях, но не подвергающиеся
прямому отбору по поведению. Эксперименталь-
ная популяция дружелюбных лисиц может быть
использована как аналог ранних этапов одомаш-
нивания при сравнении ее с совхозными лисица-
ми. Как и исторически одомашненные виды, ли-
сицы ИЦиГ СО РАН демонстрируют многие при-
знаки, связанные с изменением поведения [3, 31].
Интересным представляется исследование связи
отбора с изменением пропорций черепа, по-
скольку показано, что краниальные признаки в
процессе доместикации млекопитающих претер-
певают значительные изменения [32, 33]. Ранее у
дружелюбных лисиц были показаны изменения
пропорций черепа [34, 35], а также увеличение
объема серого вещества по сравнению с совхоз-
ными неселекционируемыми по поведению ли-
сицами [36].

В настоящей работе мы провели генетический
анализ краниометрических данных дружелюб-
ных, агрессивных и неселекционированных по
поведению (контрольных) лисиц. Первый этап
анализа был проведен с использованием беккрос-
сов, являющихся потомками возвратного скре-
щивания гибридов первого поколения между
представителями дружелюбной и агрессивной
линий (F1), c представителями дружелюбной ли-
нии. Поскольку ранее эти животные были гено-
типированы по 350 микросателлитным маркерам
равномерно распределенными по геному лиси-
цы, а также протестированы по их реакции на че-
ловека [37], мы поставили задачу провести поиск
участков генома лисицы, вовлеченных в вариа-
цию краниологических признаков, и попытаться
выявить локусы, общие для вариации этих при-
знаков и поведения. В результате генетического
анализа были обнаружены участки в геноме лиси-
цы, показавшие связь с краниометрическими
признаками независимо от поведения. Один из
обнаруженных локусов содержит ген IGF1, кото-
рый отвечает за ~15% вариации в размере собак
[26]. Анализ данного локуса в независимых вы-
борках из ручной, агрессивной и совхозной попу-
ляций подтвердил связь выявленного участка ге-
нома с краниометрическими признаками лисиц.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные

В исследовании использованы лисицы из экс-
периментальных популяций новосибирского ИЦиГ
СО РАН, прошедшие многолетний отбор по свой-
ствам поведения – на доместикационное (доме-
стицируемые, или ручные лисицы) и агрессивное
поведение по отношению к человеку, а также ли-
сицы ИЦиГ СО РАН, не подвергающиеся специ-
альному отбору по свойствам поведения. На пер-
вом этапе в анализ были включены 140 потомков
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возвратного скрещивания гибридов первого по-
коления (F1) между доместицируемыми и агрес-
сивными особями с представителями исходной
популяции доместицируемых лисиц. Возраст жи-
вотных на момент исследования составлял 12 мес.

На втором этапе использована вторая выборка –
из ручных, агрессивных и не подвергавшихся от-
бору лисиц ИЦиГ СО РАН (по 50 животных из
каждой популяции, в равном количестве самцов
и самок, всего 150 животных). На данном этапе
исследования животные из трех указанных попу-
ляций были объединены вместе. В анализ вклю-
чали объединенную группу, состоящую из руч-
ных, агрессивных и неселекционируемых по по-
ведению лисиц. Возраст животных на момент
исследования – 8 мес. В этом возрасте молодые
лисицы близки по размеру и пропорциям тела к
взрослым особям.

Правила работы с животными в ИЦиГ СО РАН
соответствуют международным нормам охраны
животных, используемых в научных целях (Ди-
ректива 2010/63/EU Европейского Парламента и
Совета Европейского Союза). Условия содержания
и ухода идентичны для всех лисиц, содержащихся
на экспериментальной ферме ИЦиГ СО РАН.

Фенотипирование 
по краниометрическим признакам

Измерение краниальных признаков лисиц-
потомков возвратного скрещивания (n = 140)
проводили на цифровых рентгенограммах с ис-
пользованием программы Looker (разработчик –
Институт прикладной физики СО РАН, Новоси-
бирск). Для этого животных рентгеноскопировали
в трех проекциях (фронтальной, левой и правой) в
возрасте одного года. Каждое животное было оха-
рактеризовано по 21 метрическому признаку
(список промеров приведен в табл. 1). Схема из-
мерений была опубликована ранее [38]. Для ми-
нимизации возможных ошибок все измерения
были проведены дважды одним исследователем.
Для каждого из промеров были вычислены сред-
негрупповые значения и среднеквадратическое
отклонение (сигма). После этого искали значе-
ния, уклоняющиеся от среднегруппового за пре-
делы трех сигм. Такие измерения считались вы-
полненными некорректно, или “выбросами”, и
были исключены. Такие промеры были повторе-
ны третий раз. В анализ всегда включали среднее
значение из двух корректных измерений.

Краниометрические признаки животных из
второй выборки (исходных родительских популя-
ций ручных, агрессивных и неселекционированных
лисиц) были измерены на очищенных черепах, по-
лученных путем вываривания после планового за-
боя. Измерения сделаны с использованием элек-
тронного цифрового штангенциркуля (цена деле-

ния 0.01 мм). Каждое животное охарактеризовано
23 краниометрическими признаками. Один и тот
же исследователь проводил измерения дважды.
Как и в первой выборке, значения, уклоняющие-
ся от среднегруппового за пределы трех сигм,
считались некорректными, исключались и изме-
рялись заново, как описано выше для беккроссов.
В анализ всегда включали среднее значение из
двух корректных измерений. Перечень промеров
и схема измерения из второй выборки приведены
на рис. 1. Средние значения промеров для самцов
и самок приведены в табл. 2.

Анализ исходных признаков второй выборки
проводили методом главных компонент [39] в па-
кете Statistica10. По значению первой из главных
компонент (определяющей общий размер) были
выделены особи, характеризующиеся наиболее
крупным и наиболее мелким черепом, которые
затем анализировались с помощью программы
2B-PLS, как и потомки возвратного скрещива-
ния. Две выборки (потомков возвратного скре-
щивания и исходных родительских линий) нико-
гда не смешивались и всегда анализировались
раздельно. Для того чтобы исключить влияние
пола на размерные признаки, исходные данные
были выровнены по полу (для этого из исходных
значений у самок было вычтено среднее значение
по самкам, у самцов – среднее значение по сам-
цам). После этой процедуры проводили анализ
главных компонент. Анализ морфологической
изменчивости лисиц и собак, проведенный нами
ранее, показал высокую степень их гомологии по
главным компонентам – интегральным показате-
лям, выявленным для скелетных признаков, а
также высокую наследуемость компонент [40, 41].

Генотипирование по микросателлитным маркерам

Потомки от возвратного скрещивания были
ранее генотипированы по 350 микросателлитным
маркерам (SSR, simple sequence repeat) для поиска
локусов, отвечающих за доместикационное и
агрессивное поведение, процедура генотипиро-
вания и подсчета аллелей для маркеров описана
ранее [37]. Список маркеров см. [Supplementary,
Table 3, 37].

Выделение ДНК и генотипирование живот-
ных из второй выборки (представителей ручных,
агрессивных и неселекционированных лисиц)
проводили в ходе настоящей работы в ИЦиГ СО
РАН. Образцы крови были собраны из vena safena.
ДНК выделяли из образцов крови методом феноль-
ной экстракции [42]. Животные из второй выборки
были генотипированы по трем микросателитным
маркерам (RVC1, REN193M22 и FH2535) – тем, ко-
торые показали ассоциацию с размером черепа
беккроссов.
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Таблица 1. Корреляции морфологических признаков с первой парой бикомпонент (генетической и морфологи-
ческой). 2B-PLS-анализ потомков лисиц от возвратного скрещивания гибридов первого поколения между пред-
ставителями дружелюбной и агрессивной линий (F1) c представителями дружелюбной линии

Признак Генетическая
ось_01

Морфологическая 
ось_01

Генетическая 
ось_02

Морфологическая 
ось_02

Длина черепа (фронт.) 0.663 0.927 –0.149 –0.236
Длина черепа (лев.) 0.591 0.910 –0.156 –0.252
Длина черепа (прав.) 0.655 0.909 –0.168 –0.275
Скуловая ширина 0.685 0.879 0.063 0.097
Ширина атланта 0.619 0.865 –0.016 –0.125
Длина нижней челюсти (прав.) 0.560 0.847 –0.192 –0.311
Ширина моляр 0.560 0.813 –0.025 0.004
Ширина нижней челюсти (лев.) 0.613 0.805 0.087 0.059
Длина носовой кости 0.480 0.790 –0.275 –0.391
Ширина сосцевидного отростка 0.559 0.775 0.158 0.131
Ширина мозговой капсулы 0.521 0.675 0.033 0.129
Длина шеи 0.460 0.640 0.068 0.012
Высота носовой кости (прав.) 0.402 0.549 0.06 0.095
Высота мозговой капсулы 0.330 0.465 0.454 0.629
Высота носовой кости (лев.) 0.319 0.464 0.024 0.072
Ширина между клыками 0.215 0.402 0.112 0.168
Длина нижней челюсти (лев.) 0.236 0.321 –0.204 –0.331
Высота нижней челюсти (прав.) 0.232 0.300 0.331 0.379
Высота мозговой капсулы без слуховых 
барабанов 0.151 0.219 0.415 0.59

Ширина плеч 0.138 0.184 0.311 0.356
Высота нижней челюсти (лев.) –0.015 0.005 0.188 0.362

Генотипы ручных, агрессивных и неселекцио-
нированных лисиц по микросателлитам RVC1,
REN193M22 и FH2535 определяли с помощью
ПЦР. Праймеры и условия амплификации опи-
саны ранее [43, 44]. Прямой праймер каждого
маркера был помечен флуоресцентным красителем
FAM. Последующий фрагментный анализ проводи-
ли в ЦКП “Геномика” ИЦиГ СО РАН на приборе
Applied Biosystems 3130xl в присутствии Gene-
Scan-500 LIZ Size Standard. Для анализа результа-
тов использовали программное обеспечение
“Peak Scanner” (Appleid Biosystem, США). Резуль-
таты ПЦР анализировали индивидуально для
каждого маркера, аллели идентифицировали ис-
ходя из длины фрагментов микросателлитной по-
следовательности. Информация о генотипах жи-
вотных из второй выборки по каждому из аллелей
микросателлитных маркеров лисицы для включе-
ния ее в анализ была записана в следующем виде:
название маркера_длина микросателлитной после-
довательности_количество копий конкретного ал-
леля у конкретного животного, т.е. “0” – отсут-
ствие данного аллеля, “1” – гетерозигота и “2” –
гомозигота по данному аллелю.

2B-PLS-анализ

Первая и вторая выборки анализировались
раздельно с помощью метода 2B-PLS (two-block
partial least-squares analysis) [45] в пакетах про-
грамм PAST и Jacobi4 [46]. Данные для анализа
каждого животного из первой выборки (поколение
беккроссов) включали информацию о генотипах по
350 микросателлитным маркерам, записанную в
виде длин двух аллелей (далее они определяются
как “генетические” признаки), и 21 промере черепа
(далее – “морфологические” признаки). Данные
для анализа второй выборки (ручные, агрессив-
ные и неселекционированные лисицы) включали
информацию о генотипах по трем маркерам
(RVC1, REN193M22 и FH2535), локализованным
на 10-й хромосоме, и 23 краниометрическим при-
знакам. Метод 2B-PLS базируется на возможно-
сти геометрического представления объектов в
виде точек евклидова пространства невысокой
размерности для любых типов описаний. Для
каждого типа данных строится своя матрица рас-
стояний между объектами. По всем матрицам
расстояний между объектами вычисляются пред-
ставляющие их евклидовы пространства. Систе-
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Рис. 1. Схема промеров черепа лисиц из выборки ручных, агрессивных и неселекционированных по поведению. а –
фронтальная проекция, вид сверху; б – фронтальная проекция, вид снизу; в – боковая проекция. 1 – общая длина че-
репа; 2 – ширина на уровне орбит; 3 – скуловая ширина; 4 – длина лицевой части черепа; 5 – базальная длина черепа;
6 – ширина на уровне клыков; 7 – ширина на уровне премоляр; 8 – ширина на уровне моляр; 9 – длина нёбной кости;
10 – ширина мозгового черепа; 11 – ширина на уровне сосцевидного отростка (мастоида); 12 – высота мозговой кап-
сулы без слуховых барабанов; 13 – максимальная высота мозговой капсулы; 14 – заглазничная ширина; 15 – межглаз-
ничная ширина; 16 – высота нижней челюсти (лев.); 17 – длина нижней челюсти (лев.); 18 – высота нижней челюсти
(прав.); 19 – длина нижней челюсти (прав.); 20 – нёбный отросток преднёбной верхней челюсти; 21 – длина верхнего
зубного ряда (прав.); 22 – длина верхнего зубного ряда (лев.); 23 – длина твердого нёба.
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мы координат в этих пространствах вращаются до
получения максимального соответствия между
конфигурациями объектов. Далее конфигурации
объектов исследуются средствами многомерного
анализа. В методе 2B-PLS вычисляются линей-
ные комбинации (латентные векторы, или ком-
поненты) между переменными двух блоков, кото-
рые максимально учитывают ковариацию между
двумя исходными наборами данных, хотя суще-
ствуют расширения PLS для моделирования от-
ношений между большим количеством наборов
[45, 47, 48]. Метод 2B-PLS успешно используется
в мировой практике для анализа сложных коли-
чественных признаков [49–56], в том числе при
анализе соответствия морфологических и моле-
кулярно-генетических данных [29, 57–63]. В обо-
их рассматриваемых нами случаях для морфоло-
гических и генетических признаков лисиц были
вычислены конгруэнтные друг другу компоненты
краниометрической и генетической изменчиво-
сти (бикомпоненты – “морфологические” и “ге-
нетические”). Набор корреляций исходных мор-

фологических признаков с “морфологическими”
компонентами позволяет дать им фенотипиче-
скую интерпретацию. Корреляции микросател-
литных маркеров с генетическими компонентами
могут дать информацию о локализации в геноме
лисицы участков, вовлеченных в контроль изуча-
емых признаков [57, 58].

Пороговые значения уровня значимости для
корреляции фенотипических и генетических
признаков с бикомпонентами были рассчитаны с
использованием критерия false discovery rate
(FDR) [64]. Модуль порогового значения корре-
ляции признаков с генетической и морфологиче-
ской компонентами для уровня статистической
значимости Р < 0.01 составил 0.348, для уровня
P < 0.05–0.280.

Для обработки данных использовались пакеты
программ PAST (Paleontological statistics software
package) [65], а также Jacobi4, разрабатываемый в
ИЦиГ СО РАН [46]. Jacobi4 специально разрабо-
тан для анализа и комбинирования данных раз-

Таблица 2. Средние значения (мм) промеров ручных, агрессивных и неселекционируемых по поведению самцов
и самок лисиц

Примечание. Обозначения и схема промеров приведены на рис. 1. Значения приведены в формате M ± SEM.

Номер 
промера

Ручные самцы 
(n = 25)

Ручные самки 
(n = 23)

Агрессивные 
самцы (n = 25)

Агрессивные 
самки (n = 25)

Контрольные 
самцы (n = 25)

Контрольные 
самки (n = 26)

1 148.0 ± 0.88 139.7 ± 0.44 147.4 ± 0.62 140.6 ± 0.57 146.2 ± 0.68 141.1 ± 0.80
2 63.9 ± 0.54 61.0 ± 0.30 64.7 ± 0.33 62.5 ± 0.31 63.4 ± 0.38 62.1 ± 0.54
3 75.0 ± 0.40 71.1 ± 0.30 76.0 ± 0.34 72.5 ± 0.30 73.4 ± 0.35 72.3 ± 0.45
4 55.2 ± 0.62 51.8 ± 0.35 54.7 ±  0.35 51.7 ± 0.46 55.4 ± 0.49 52.3 ± 0.39
5 134.9 ± 0.74 127.5 ± 0.44 133.3 ± 0.61 127.7 ± 0.64 132.4 ± 0.69 128.4 ± 0.68
6 24.3 ± 0.18 22.6 ± 0.16 25.1 ± 0.39 23.7 ± 0.19 24.8 ± 0.22 23.6 ± 0.22
7 41.6 ± 0.24 39.5 ± 0.22 41.5 ± 0.23 40.1 ± 0.21 41.1 ± 0.25 40.2 ± 0.26
8 37.4 ± 0.22 35.6 ± 0.20 37.6 ± 0.18 36.3 ± 0.20 37.2 ± 0.28 36.3 ± 0.25
9 21.7 ± 0.24 20.7 ± 0.19 21.5 ± 0.26 20.8 ± 0.26 20.9 ± 0.23 20.7 ± 0.19

10 48.3 ± 0.18 47.0 ± 0.23 48.3 ± 0.21 47.2 ± 0.26 48.1 ± 0.26 47.6 ± 0.26
11 35.9 ± 0.20 34.4 ± 0.19 35.5 ± 0.15 34.3 ± 0.19 35.3 ± 0.15 34.4 ± 0.1
12 41.8 ± 0.18 40.5 ± 0.15 41.5 ± 0.15 40.7 ± 0.23 41.9 ± 0.23 41.1 ± 0.24
13 49.6 ± 0.24 48.2 ± 0.15 49.4 ± 0.18 48.5 ± 0.27 50.1 ± 0.22 49.2 ± 0.30
14 24.6 ± 0.17 24.9 ± 0.30 25.1 ± 0.21 25.2 ± 0.25 24.5 ± 0.26 24.3 ± 0.31
15 26.4 ± 0.23 24.8 ± 0.21 28.1 ± 0.20 27.0 ± 0.19 26.9 ± 0.24 25.9 ± 0.21
16 10.3 ± 0.11 9.4 ± 0.11 10.0 ± 0.09 9.6 ± 0.09 10.4 ± 0.10 9.9 ± 0.11
17 109.4 ± 0.49 102.3 ± 0.38 108.3 ± 0.45 103.5 ± 0.41 107.6 ± 0.56 102.9 ± 0.56
18 10.5 ± 0.10 9.6 ± 0.10 10.2 ± 0.09 9.9 ± 0.10 10.6 ± 0.10 10.1 ± 0.14
19 109.1 ± 0.47 101.8 ± 0.42 108.4 ± 0.47 103.3 ± 0.40 107.3 ± 0.57 102.5 ± 0.54
20 33.5 ± 0.37 31.9 ± 0.32 32.5 ± 0.33 31.4 ± 0.28 32.6 ± 0.34 31.4 ± 0.37
21 77.9 ± 0.47 74.0 ± 0.34 77.3 ± 0.39 74.0 ± 0.44 77.4 ± 0.47 74.7 ± 0.47
22 77.9 ± 0.48 74.0 ± 0.32 77.2 ± 0.39 73.9 ± 0.44 77.2 ± 0.45 74.9 ± 0.48
23 77.0 ± 0.54 73.2 ± 0.35 75.9 ± 0.41 72.8 ± 0.44 75.1 ± 0.46 72.6 ± 0.50



550

ГЕНЕТИКА  том 59  № 5  2023

ХАРЛАМОВА и др.

личных типов, в том числе количественных и ка-
чественных признаков.

РЕЗУЛЬТАТЫ
2B-PLS анализ первой выборки 

(поколение бекроссов)
На основе данных о морфологии (краниомет-

рических промерах) и генотипах (данные по 350
микросателлитным маркерам для каждой особи)
лисиц поколения беккроссов были вычислены
пары бикомпонент с помощью метода 2B-PLS.
Первая из них описывает максимальную долю
общей ковариации морфологических и генетиче-
ских признаков (в данном анализе – 66%) (табл. 3).
Биологическая интерпретация компонент опре-
деляется величиной и знаком корреляции исход-
ных признаков с каждой из компонент. По значе-
ниям корреляции краниометрических признаков
с первой “морфологической” компонентой (табл. 1)
ее следует интерпретировать как размерную, так
как все признаки показывают с ней высокую по-
ложительную корреляцию. Следовательно, более
крупные особи будут иметь большие значения
первой компоненты. Последующие компоненты
вносят меньший вклад в изменчивость изучаемых

признаков (табл. 3). Они имеют различный знак и
разный уровень корреляции с признаками, по кото-
рым эти компоненты могут быть интерпретирова-
ны как определяющие пропорции краниальных
признаков. Для примера в табл. 1 представлены
корреляции признаков со второй парой генетиче-
ской и морфологической бикомпонент. В настоя-
щей работе мы рассматриваем первую пару би-
компонент. Далее мы будем называть первую
морфологическую компоненту “размерной”.

Корреляции же генетического признака с обе-
ими бикомпонентами могут являться показате-
лем участия данного локуса в формировании изу-
чаемых фенотипических признаков. Так, стати-
стически значимая корреляция с первой парой
бикомпонент была обнаружена для 55 аллелей 48
микросателлитных маркеров, локализованных
почти на каждой из хромосом (за исключением 3-й
и 13-й) у лисиц-потомков возвратного скрещива-
ния (Дополнительный материал, табл. 1). Выявлен-
ные локусы были сопоставлены нами с известными
из литературы данными по генетическому контро-
лю скелетных признаков у собак. Одним из наи-
более интересных локусов является участок на
10-й хромосоме лисицы протяженностью менее
10 сМ. Три полиморфных маркера, локализован-

Таблица 3. Доля ковариации генетической и морфологической изменчивости, описываемой бикомпонентами,
рассчитанная для потомков лисиц от возвратного скрещивания (беккроссов) на ручного родителя

Бикомпоненты
(пары осей)

Собственное
значение

Процент общей 
ковариации

Кумулятивный %
общей ковариации

Оси_01 0.646 66.431 66.431
Оси_02 0.068 7.034 73.465
Оси_03 0.044 4.569 78.034
Оси_04 0.038 3.953 81.988
Оси_05 0.032 3.249 85.237
Оси_06 0.027 2.745 87.981
Оси_07 0.022 2.283 90.265
Оси_08 0.016 1.685 91.950
Оси_09 0.014 1.458 93.408
Оси_10 0.012 1.253 94.662
Оси_11 0.011 1.145 95.807
Оси_12 0.009 0.894 96.701
Оси_13 0.008 0.801 97.501
Оси_14 0.006 0.662 98.163
Оси_15 0.006 0.572 98.734
Оси_16 0.004 0.438 99.172
Оси_17 0.003 0.330 99.502
Оси_18 0.002 0.188 99.690
Оси_19 0.001 0.148 99.838
Оси_20 0.001 0.117 99.956
Оси_21 0.000 0.044 100.000
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ных в данном участке, – RVC1, REN193M22 и
FH2535 показали в настоящей работе статистиче-
ски значимую связь с размерной осью (табл. 4, 5).
Выявленный регион синтенен одному из ключе-
вых регионов в геноме собак, вовлеченному в
контроль изменчивости размеров тела [17, 26, 66].
Взаимное расположение этих микросателлитов
на 10-й хромосоме лисицы, а также соответствую-
щие им синтенные участки 15-й хромосомы соба-
ки показаны на рис. 2. На 15-й хромосоме собаки
в районе 43.5 тпн, т.е. в участке между двумя мик-
росателлитами, использованными в настоящей
работе (RVC1_151 и REN193M22), локализован
ген IGF-1, являющийся одним из ключевых в
контроле размеров тела собак [21].

Распределение особей по генотипам одного из
трех использованных в работе микросателлитов
представлено графически на плоскости первых
бикомпонент (рис. 3). Как было сказано выше,
отрицательные значения оси соответствуют наи-
более мелким, положительные – более крупным
особям. Ось генотипов показывает количество
копий соответствующего аллеля у каждой из осо-
бей (0, 1 или 2). Как следует из рис. 3, особи, не-
сущие по крайней мере одну копию аллеля
RVC1_151, по размеру черепа мельче особей, не
имеющих данного аллеля. Неслучайное распре-
деление особей разного генотипа в пространстве
бикомпонент указывает на влияние аллеля
RVC1_151 на размер черепа лисиц (значение кор-

реляций микросателлитных маркеров с первой
морфологической осью приведены в табл. 4).

Анализ “размерного” локуса на десятой хромосоме 
лисиц из второй выборки (ручные, агрессивные 

и неселекционированные лисицы)

На втором этапе был проведен отдельный не-
зависимый анализ промеров черепа лисиц из вто-
рой выборки (по 25 самцов и 25 самок из ручной,
агрессивной и неселекционируемой популяций –
всего 150 особей). Эти животные представляют со-
бой репрезентативную выборку из эксперимен-
тальных популяций, содержащихся на данном эта-
пе на лисьей ферме ИЦиГ СО РАН. Очищенные
черепа были измерены, полученные промеры про-
анализированы методом главных компонент. Как
ранее было показано на собаках, главные компо-
ненты (ГК) представляют собой интегральные
признаки, которые могут охарактеризовать особь
как по размерам, так и по пропорциям скелетных
признаков [17]. Первая из компонент как у собак,
так и в нашем исследовании объясняет наиболь-
ший процент изменчивости и описывает вариа-
ции размеров. Корреляции исходных признаков с
ГК1 имеют очень высокие значения (например, с
длиной черепа 0.94, со скуловой шириной 0.78). С
учетом результатов анализа главных компонент
для последующего генотипирования были ото-
браны 34 особи с мелкими размерами черепов (из
области отрицательных значений ГК1), а также с

Таблица 4. Корреляции генетических признаков (микросателлитных маркеров) с первой парой бикомпонент (ге-
нетической и морфологической осями) на 10-й хромосоме лисицы. 2B-PLS-анализ, беккроссы

Примечание. Генотипы записаны в следующем виде: номер хромосомы_название маркера_длина аллеля_число копий этого
аллеля. Например, Ch10_RVC1_151_1 означает: гетерозигота по аллелю длиной 151 пн маркера RVC1 на 10-й хромосоме ли-
сицы.

Генотип Генетическая
ось_01

Морфологическая
ось_01

Частота носителей 
генотипа, %

Ch10_RVC1_151_0 0.333 0.333 60.0
Ch10_RVC1_151_1 –0.313 –0.321 32.3
Ch10_REN193M22_188_2 0.407 0.310 67.1
Ch10_REN193M22_191_0 0.407 0.310 67.1
Ch10_FH2535_186_0 0.154 0.289 65.0
Ch10_FH2535_186_1 –0.141 –0.282 26.0

Таблица 5. Генетические варианты, выявленные у лисиц для каждого из маркеров Ch10_RVC1,
Ch10_REN193M22, Ch10_FH2535

Название 
маркера

Хромосома 
лисицы

Хромосома 
собаки

Число аллелей 
маркера у лисицы

Перечень аллелей 
(длина в пн)

FH2535 10 15 5 174, 182, 186, 178, 196
RVC1 10 15 4 149, 151, 153, 155
REN193M22 10 15 2 188, 191
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крупными черепами (из области положительных
значений ГК1), наиболее контрастные как по аб-
солютным размерам черепа, так и по первой глав-
ной компоненте.

Генотипы определяли по трем описанным выше
микросателлитным маркерам (RVC1, REN193M22
и FH2535) для подтверждения вклада этих марке-
ров в вариацию размеров черепа лисиц. Перечень
контрастных животных, их принадлежность к той
или иной популяции, краниометрические дан-
ные и генотипы представлены в табл. 6. Инфор-
мация о генотипе каждого животного, как и ранее
для беккроссов, была записана в виде дозы (числа
копий 0, 1 или 2) каждого аллеля каждого из трех
маркеров и проанализирована в пакете программ
PAST для оценки степени их совместного влия-
ния на краниологический фенотип – были вы-
числены PLS-оси (бикомпоненты) совместной
генетической и морфологической изменчивости.
В результате была выявлена статистически значи-
мая связь между генетической и морфологиче-
ской осями (коэффициент корреляции между
осями r = –0.4137, P = 0.015; n = 34, самцы и самки
вместе, рис. 4).

После этого мы определили генотипы по тем
же трем микросателлитам у оставшихся живот-
ных из второй выборки, добавили их данные к
контрастным по размерам животным и провели
аналогичный анализ. Компонентный анализ по-
казал, что на долю первой компоненты (ГК1),
описывающей вариацию размеров черепа этой

выборки, приходится 49.9% общей изменчиво-
сти. Далее значение ГК1 было взято в качестве
размерного фенотипа, и в пакете PAST был вычис-
лен коэффициент корреляции ГК1 с генотипом по
трем перечисленным выше микросателлитам, ло-
кализованным на 10-й хромосоме лисицы, для объ-
единенной выборки измеренных лисиц (также
без учета их поведения): r = 0.240, P = 0.007 (n = 127).
Анализ, проведенный отдельно для самцов и са-
мок, показал статистически достоверную корре-
ляцию у самцов (r = 0.282, P = 0.026, n = 62; рис. 5).
У самок не обнаружено статистически значимой
корреляции (r = 0.202, P = 0.106, n = 65).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то что размер тела является од-
ним из классических примеров полигенных при-
знаков, в последние годы у разных видов живот-
ных выявляется ключевое влияние отдельных ге-
нов на этот признак. В особенности это касается
исследований на одомашненных видах, претер-
певших сильное давление искусственного отбора
по различным признакам, в том числе по размеру
тела. Например, показано влияние на размер тела
генов из семейства Insulin growth factor у собак [21,
66]. Одним из генов-кандидатов у свиней являет-
ся IGFBP-6 – ген insulin-like growth factor binding
protein-6 (IGF-связывающий белок) [67]. Описа-
ны четыре ключевых гена, участвующих в регуля-
ции размеров тела лошадей [68]. Влияние гена

Рис. 2. Сравнительная карта 10-й хромосомы лисицы (Vvu10) с гомологичными участками генома собаки (Cfa15 и
Cfa26 – 15-я и 26-я хромосомы собаки) (из: Kukekova et al., 2007, Genome Research [44]).
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IGF-1 на размерные признаки показано также для
мыши [69, 70] и человека [70].

Анализ промеров черепа потомков возвратного 
скрещивания методом 2B-PLS

Анализ обнаружил значимую ковариацию
морфологических признаков с многочисленными
микросателлитами, локализованными на различ-
ных хромосомах лисицы (см. Дополнительные ма-
териалы, табл. 1). В настоящей работе более де-
тальному анализу был подвергнут один из локусов,
маркированный тремя микросателлитами, лока-
лизованными на участке протяженностью менее
10 сМ на 10-й хромосоме лисицы. Каждый из этих
микросателлитов показал статистически значи-
мую связь с наиболее значимой по вкладу в из-
менчивость, описывающей вариации размеров
компонентой. Этот участок генома лисицы син-
тенен участку 15-й хромосомы собаки, в котором
ранее был обнаружен локус, сцепленный с разме-
ром тела у самок португальской водной собаки
[71]. В нем локализован ген IGF1, обусловливаю-
щий 15% вариабельности размеров у собак [26,
66]. Ранее показано, что один из трех наиболее
часто встречающихся аллельных вариантов IGF1
является главным фактором, определяющим

мелкий размер у собак [21]. Как было сказано вы-
ше, участие гена IGF1 в контроле размеров тела
показано для разных видов млекопитающих [21,
26, 67–71], причем у псовых размер контролиру-
ется наличием разных мутаций [72]. В недавней
работе у собак и волков выявлена новая однонук-
леотидная замена (SNP) в локусе IGF1, связанная
с крупным размером тела [72]. Авторами собран
большой материал в поддержку того, что за круп-
ный размер у собак и волков отвечает аллель Т
этого SNP. Однако у других псовых, в том числе и
у лисиц, аллеля Т обнаружено не было. Как мы
показали в настоящей работе, различия по разме-
ру черепа у лисиц также картируются в геномный
участок, содержащий ген IGF1. Можно предполо-
жить, что если у лисиц размер тоже регулируется
действием IGF1, то за это у них отвечает не та же,
что у собак и волков, а другая мутация в этом гене.
Это предполагает, что механизм вариации разме-
ра у псовых (возможно, и в целом у млекопитаю-
щих) довольно консервативен, в него вовлечен
IGF1, но даже у таких относительно близкород-
ственных видов как лиса и собака мутации, влия-
ющие на размер, могут быть разные. Нельзя ис-
ключить, однако, что за различия в размере у ли-
сиц может отвечать и другой ген в этом локусе.

Рис. 3. Распределение генотипов маркера RVC1 на плоскости бикомпонент у потомков возвратного скрещивания.
Оси размера и генотипа – первые, т.е. максимальные по вкладу в изменчивость морфологическая (“размерная”) и ге-
нетическая оси, рассчитанные методом 2B-PLS для оценки ковариации генетических и морфологических признаков
лисиц. RVC1_151 – один из аллелей маркера RVC1 длиной 151 пн. Полые кружки RVC1_151_0 – особи, не имеющие
данного аллеля; закрашенные кружки RVC1_151_2 – особи, гомозиготные по RVC1_151; закрашенные квадраты
RVC1_151_1 – особи, гетерозиготные по данному аллелю.
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Таблица 6. Генотипы (пн) по трем маркерам и значение “размерной” компоненты (ГК1) для 34 лисиц, наиболее
контрастных по размеру черепа

Примечание. Номер – уникальный идентификационный номер (имя) животного (ж – самка, м – самец); А – агрессивные,
Р – ручные, Н – неселекционированные по поведению; возраст указан в днях на момент измерения; ГК1 – значение первой
главной компоненты, описывающей вариацию размеров черепа.

Номер ГК1 Популяция Возраст REN193M22 REN193M22 FH2535 FH2535 RVC1 RVC1

7424-1м –7.64 А 243 188 188 178 196 149 151
Кафе-1м –7.32 Р 231 188 191 178 196 153 151
466-1м –6.59 Н 243 188 188 178 186 155 155
7456-1м –5.84 А 246 188 191 174 178 153 155
7824-1м –5.74 А 246 188 188 178 182 153 155
292-1м –5.50 Н 231 188 191 174 186 153 155
Джей-1м –4.89 Р 227 191 191 178 178 149 151
254-1м –4.74 Н 248 188 188 182 186 155 155
232-1м –4.65 Н 231 188 188 182 186 153 155
Мура-1м –4.55 Р 235 188 191 182 186 149 151
508-1ж –3.96 Н 232 188 188 174 186 153 155
7936-1м –2.72 А 243 188 188 174 178
256-1ж –2.45 Н 232 188 188 182 190 153 151
314-1ж –2.29 Н 239 188 188 174 178 153 155
Аспи-1м –1.72 Р 204 188 188 182 182 153 151
7972-1ж –0.84 А 255 188 188 196 186 155 155
7838-1ж –0.66 А 254 188 188 182 196 153 155
7848-1ж –0.53 А 247 188 188 178 186 155 151
7768-1ж –0.24 А 238 188 188 178 196 153 155
618-1м 0.01 Н 235 188 188 174 178 153 155
612-1ж 0.20 Н 259 188 188 182 182 153 151
230-1м 0.34 Н 188 191 182 196 153 155
264-1м 2.45 Н 231 188 188 182 182 153
Дева-1м 3.10 Р 250 188 188 182 182 153 153
452-1м 3.96 Н 232 188 188 174 182 153 153
612-2ж 4.06 Н 259 188 188 174 182 153 151
602-1ж 4.62 Н 247 188 188 178 182 149 153
Адап-1м 4.65 Р 247 188 191 182 186 151 151
7244-1ж 5.00 А 248 188 188 196 153 155
7528-1ж 5.19 А 252 188 188 196 196 153 155
960-1ж 5.42 Н 248 188 188 178 196
Экст-1ж 5.55 Р 244 188 188 182 178 153 151
7972-2ж 5.87 А 255 188 188 196 186 155 155
7754-1ж 6.27 А 250 188 188 178 178 153 155

Анализ “размерного” локуса на десятой хромосоме
у потомков ручных, агрессивных
и неселекционированных лисиц

Анализ подтвердил показанную на беккроссах
связь размерной компоненты с участком на 10-й
хромосоме лисицы. Такая связь была значимой
для наиболее контрастных по абсолютным разме-

рам тела лисиц (n = 34, P = 0.015). При анализе же
выборки, в которую были включены как селекци-
онированные по поведению, так и контрольные
животные, данная связь оказалась более выра-
женной у самцов лисиц. У самок не обнаружено
достоверной корреляции между размерной и ге-
нетической осями. Ранее при анализе ручной и
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Рис. 4. Распределение в пространстве первой пары (размерной и генетической) осей особей ручных, агрессивных и не-
селекционированных лисиц. Ось генотипа рассчитана на основе информации по микросателлитным маркерам
Ch10_RVC1, Ch10_REN193M22 и Ch10_FH2535 для n = 34 контрастных по размеру черепа лисиц (в том числе 18 сам-
цов и 16 самок). Линия показывает регрессию генотипической оси на размерную ось.
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агрессивной популяций лисиц влияние отбора по
поведению выявлялось для отдельных скелетных
признаков [34, 41]. Отбор на ручное поведение
изменяет пропорции черепа лисиц в том же на-
правлении, в каком они изменяются у исторически
одомашненных видов, и этот эффект был также бо-
лее выражен у самцов [34, 35]. Мы видим возмож-
ное объяснение в том, что искусственный отбор
по любым признакам среди самцов является бо-
лее интенсивным, поскольку в промышленных
популяциях лисиц, как и в нашей эксперимен-
тальной, соотношение самцов и самок поддержи-
вается на уровне 1 : 3. То есть количество самцов,
отбираемых для размножения, как правило в 3 раза
меньше количества отбираемых на племя самок.
Поэтому можно ожидать, что любые коррелирован-
ные изменения в процессе отбора в первую очередь
коснутся самцов. На собаках, однако, было показа-
но, что синтенный выявленному нами локус, мар-
кированный микросателлитом FH2295 на 15-й
хромосоме португальских водных собак, сцеплен
с размерными признаками самок [71].

На современном этапе отбора было выявлено
увеличение объема серого вещества мозга у руч-
ных лисиц по сравнению с неселекционируемыми
по поведению, причем одни и те же области уве-
личены в объеме при отборе как на ручное, так и
на агрессивное поведение [36]. Этот факт хотя и
противоречит общепринятым представлениям об

уменьшении объема мозга при доместикации
[73], он свидетельствует, что отбор по поведению
в противоположных направлениях (на дружелю-
бие и агрессивность) может аналогичным обра-
зом влиять на морфологию мозга и расширяет на-
ши представления о возможных эффектах такого
отбора [36]. Кроме того, интересным является то,
что аллельный вариант IGF1, показывающий связь
с мелким размером собак, в то же время демон-
стрирует связь с признаками поведения [74]. В
настоящей работе также показано, что некоторые
из микросателлитных маркеров (на 8-й, 12-й, 14-й и
15-й хромосомах лисицы – см. Дополнительные
материалы, табл. 1), обнаруживших значимую ас-
социацию с размерами черепа лисиц, расположе-
ны в геномных районах, отвечающих за различия
в поведении между ручными и агрессивными ли-
сицами [3, 75]. Мы предполагаем провести даль-
нейший детальный анализ этих районов, чтобы
оценить их потенциальную связь с морфологией
и поведением лисиц.

Выражаем искреннюю благодарность Л.Н. Трут,
Ю.Э. Гербеку и Р.Г. Гулевич за участие в обсужде-
нии результатов, ЦКП Геномных исследований
ИЦиГ СО РАН и Г.В. Васильеву за проведенный
фрагментный анализ ДНК лисиц, а также Marsh-
field Laboratories Mammalian Genotyping Service и
сотруднице Корнелльского университета (Итака,
США) Светлане Темных за генотипирование об-
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разцов лисиц-потомков возвратного скрещивания
с помощью набора микросателлитных маркеров
собак.

Содержание и разведение экспериментальных
животных в ЦКП “Генофонды пушных и сельско-
хозяйственных животных” ИЦиГ СО РАН поддер-
живались бюджетным проектом № FWNR-2022-
0019. Экспериментальная работа частично под-
держана проектом РНФ № 21-44-04405.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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ПРИЛОЖЕНИЕ

Дополнительные материалы, Таблица 1. Корреляции генетических признаков (микросателлитных маркеров) с
первой парой бикомпонент (генетической и морфологической осями). Совместный 2B-PLS-анализ промеров
черепа и генотипов по SSR-маркерам лисиц – потомков возвратного скрещивания гибридов первого поколения
между представителями дружелюбной и агрессивной линий (F1), c представителями дружелюбной линии

SSR-маркеры* Генетическая ось_01 Морфологическая ось_01

Ch1_FH2598_382_0 0.5088750124 0.4256672561
Ch1_FH2294_218_0 0.5009753704 0.4120003283
Ch14_C03.629_198_1 0.5734645128 0.4118264616
Ch14_C03.629_196_1 0.5734645128 0.4118264616
Ch14_C03.629_198_0 –0.5947184563 –0.3993136883
Ch5_FH3603_375_1 0.3812309206 0.3852052987
Ch14_C03.629_196_2 –0.5750371814 –0.3829647005
Ch9_FH2528_281_0 –0.6281602383 –0.3704173565
Ch14_FH2137_164_2 –0.5661104918 –0.3690257967
Ch5_FH3603_375_2 –0.3131198585 –0.3649965227
Ch14_REN157C08_237_0 0.5950171947 0.3544715047
Ch2_REN278L10_254_1 0.5012012124 0.3536485732
Ch2_REN278L10_254_0 –0.5012012124 –0.3536485434
Ch14_REN157C08_241_0 –0.5223002434 –0.3491254747
Ch14_FH3377_162_2 –0.5177600980 –0.3476556838
Ch5_FH3746_323_0 –0.3997269273 –0.3451761603
Ch5_FH3746_323_1 0.3997269273 0.3451761603
Ch14_REN157C08_241_1 0.4729447663 0.3439171314
Ch9_FH2528_281_1 0.5723578930 0.3348945677
Ch10_RVC1_151_0 0.3319693804 0.3304607868
Ch12_REN01G01_238_0 0.7113391757 0.3301526308
Ch9_REN93E07_172_0 –0.5634263754 –0.3297780454
Ch9_REN93E07_172_1 0.5634263158 0.3297780156
Ch15_DTRCN14_449_0 0.4528990388 0.3270610571
Ch2_REN278L10_250_1 –0.3135467172 –0.3243272305
Ch7_REN292N24_146_2 –0.4042654037 –0.3237753808
Ch12_CM5.63_324_0 –0.2345804572 –0.3207023144
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Ch8_CM27.22d_158_0 0.2836382687 0.3193939030
Ch10_RVC1_151_1 –0.3122069538 –0.3190278411
Ch10_REN193M22_188_2 0.4091495574 0.3175673187
Ch10_REN193M22_191_0 0.4091495574 0.3175673187
Ch1_C02509_195_1 0.5183656812 0.3162743747
Ch4_DTR19.31_163_0 –0.4382106364 –0.3151617348
Ch4_DTR19.31_163_1 0.4382106364 0.3151617050
Ch1_D01505_169_0 0.3052595556 0.3139682114
Ch14_FH2137_164_1 0.4966157675 0.3119449019
Ch12_CM11.33_279_0 –0.4668546319 –0.3089730144
Ch8_CM27.22d_158_1 –0.2737227082 –0.3077421784
Ch6_CM8.63_155_0 –0.4145818651 –0.3071575761
Ch1_FH2598_363_0 –0.6573292017 –0.3059901893
Ch1_FH2294_218_1 –0.3344947398 –0.3037176728
Ch7_FH2258_314_0 –0.3061069250 –0.3036116064
Ch7_REN292N24_146_1 0.2336719334 0.3030025363
Ch7_REN292N24_140_1 0.2336719334 0.3030025363
Ch16_C04107_140_0 –0.2194583714 –0.3024165630
Ch15_CM30.20_199_1 0.3300955296 0.3016671240
Ch15_CM30.20_199_0 –0.3300955296 –0.3016670942
Ch8_CM27.16_293_2 0.3791619837 0.3003662229
Ch11_REN118B15_223_0 –0.3092670739 –0.3003400266
Ch11_REN118B15_223_1 0.3092670739 0.3003400266
Ch12_CM5.63_324_1 0.2149613649 0.2995644212
Ch12_CM5.41_200_0. –0.3931669295 –0.2988489270
Ch12_CM5.41_200_1. 0.3931669593 0.2988488972
Ch8_CM27.22e_200_0 –0.4428538084 –0.2985331714
Ch8_CM27.22e_200_1 0.4428538084 0.2985331416
Ch8_CM27.22_244_0 –0.3017807007 –0.2974354029
Ch8_CM27.22_244_1 0.3017807305 0.2974354029
Ch14_FH3377_160_0 –0.5228435993 –0.2967728078
Ch14_FH3377_160_1 0.5228435993 0.2967728078
Ch14_FH3377_162_1 0.5228435993 0.2967728078
Ch12_REN245N06_185_0 –0.4902884364 –0.2966138721
Ch12_REN245N06_185_1 0.4902884364 0.2966138422
Ch7_REN292N24_140_0 –0.4059456885 –0.2943195403
Ch7_FH2175_205_0 –0.3457841575 –0.2919130027
Ch3_26749b_372_0 0.1377184987 0.2916675806
Ch1_D01505_169_1 –0.2841742337 –0.2912140191
Ch4_FH3834_271_1 0.3003900051 0.2908516824
Ch12_CM11.33_279_1 0.4354266226 0.2895141542
XX_FH2584_378_2 0.3655744791 0.2887584269
Ch1_D01505_151_2 0.4256709516 0.2881330848
Ch11_FH2312_188_1 0.3937124610 0.2868360579
Ch10_FH2535_186_0 0.1462546885 0.2856175900
Ch14_AHTH138_223_1 0.4600208402 0.2853651345
Ch5_AHTH91_214_1 –0.1349556893 –0.2816416025
Ch5_AHTH91_214_0 0.1349556893 0.2816416025

SSR-маркеры* Генетическая ось_01 Морфологическая ось_01
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* – представлены все микросателлитные маркеры, показавшие статистически значимую связь с морфологической осью.

Putative Locus for Cranial Size Variability
of the Fox (Vulpes vulpes)

A. V. Kharlamovaa, *, S. G. Shikhevicha, A. V. Vladimirovaa, A. V. Kukekovab, and V. M. Efimova, c, d

aFederal Research Center Institute of Cytology and Genetics, 
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

bUniversity of Illinois at Urbana-Champaign, Urbana, 61801 USA
cNovosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

dTomsk State University, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: kharlam@bionet.nsc.ru

Skull morphology was studied in three populations of red foxes (Vulpes vulpes): tame, which was produced by
long-term selection for friendly behavior to humans; aggressive, which was produced by long-term selection
for aggressive behavior to humans; and conventional farm-bred, which was not deliberately selected for be-
havior. We have collected skulls measurements from two sets of foxes: (1) 140 backcross foxes produced by
breeding of tame and aggressive foxes to each other and then crossing F1 foxes to tame strain, and (2) 150
foxes from original populations (50 tame, 50 aggressive and 50 conventional farm-bred). The backcross foxes
have been genotyped with 350 microsatellite markers and analyzed using 2B-PLS analysis. A significant cor-
relation between microsatellite genotypes and skull shape was identified for three microsatellite markers on
10-th fox chromosome: FH2535, RVC1, REN193M22. The second set of foxes (tame, aggressive and con-
ventional) was genotyped for these three markers and also analysed with 2B_PLS. Significant correlation was
identified between genotypes and skull size for males, but not for females. The genomic region identified in
this study contains IGF-1 gene, which is responsible for 15% of body size variation in dogs. Our findings sug-
gest that IGF-1 gene is also involved in skull size regulation in red foxes.

Keywords: fox, selection for behavior, cranial size, quantitative trait loci.

Ch1_C02509_195_0 –0.4775922298 –0.2816212773
Ch7_FH2670_216_0 –0.4681460559 –0.2809127271
Ch7_FH2670_216_1 0.4681460559 0.2809127271
Ch11_FH2312_188_0 –0.3515757322 –0.2805899680
Ch8_CM27.12b_169_0 0.3093428016 0.2800920904
Ch10_FH2535_186_1 –0.1336975396 –0.2798022926
Ch14_AHTH138_223_0 –0.4644137919 –0.2795152664
Ch9_PEZ19_203_0 0.3321470022 0.2782078385
Ch15_DTRCN14_449_1 –0.3463239670 –0.2765797079
Ch5_REN183B03_139_0 –0.4823150933 –0.2765341401
Ch12_CM11.15_195_0 0.5695562959 0.2765189111
Ch16_FH2532_258_0 –0.3306177557 –0.2761352062
Ch16_FH2532_258_1 0.3306177258 0.2761351764
Ch5_FH3815_165_2 –0.4665594399 –0.2759817243
Ch5_FH3868_231_2 –0.3336104155 –0.2751336694

SSR-маркеры* Генетическая ось_01 Морфологическая ось_01
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Поиск новых генов, влияющих на рост и развитие мышечной ткани, ассоциированных с признака-
ми мясной продуктивности овец, является актуальной задачей, выполнение которой неразрывно
связано с перспективами развития маркер-ориентированной и геномной селекции. В статье приведены
данные по использованию нового подхода к обнаружению генов-кандидатов мясной продуктивности
овец. Генотипирование животных выполняли с использованием ДНК-биочипов Ovine Infinium HD
BeadChip 600K, поиск ассоциаций проводили с использованием программного обеспечения PLINK
V.1.07. В ходе проделанной работы выявлены SNP, достоверно ассоциированные с фенотипически-
ми признаками, характеризующими мясную продуктивность у овец северокавказской мясо-шерст-
ной породы: высотой в холке, живой массой при рождении, толщиной жировой ткани, шириной
“мышечного глаза”. Для поиска генов-кандидатов было отобрано 19 однонуклеотидных замен с
наибольшей достоверностью ассоциаций. Определение местоположения анализируемых SNP поз-
волило установить 16 новых генов-кандидатов, ассоциированных с прижизненными показателями
мясной продуктивности овец северокавказской мясо-шерстной породы: CILK1, ENO4, CTPS2,
GABRB2, SLC44A1, C12ORF45, SLC41A2, CASD1, SINE2, SLC35F1, RP, SH3KBP1, LRRIQ1, SWAP70,
THBS1 и FSIP. Генотипирование животных по этим генам следует использовать в маркер-ассоции-
рованной селекции для улучшения показателей мясной продуктивности овец и изучения их влия-
ния на фенотип.

Ключевые слова: овца, SNP, полногеномный поиск ассоциаций, ПГАА, ген-кандидат, северокавказ-
ская мясо-шерстная порода.
DOI: 10.31857/S0016675823050090, EDN: FNVKYA

Интенсивное развитие мясного овцеводства,
связанное с возрастающим спросом на высокока-
чественную баранину, обусловливает необходи-
мость совершенствования существующих пород с
целью повышения их продуктивных качеств. Од-
ним из наиболее перспективных подходов для ре-
шения этой задачи является использование методов
маркер-ассоциированной селекции по аллелям ге-
нов, влияющих на мясную продуктивность [1, 2].

В результате ранее проведенных научных ис-
следований выявлен ряд генов, связанных с коли-
чественными и качественными показателями
мясной продуктивности овец. Одним из наиболее
изученных маркерных генов является ген MSTN
(myostatin). Белковый продукт этого гена ограни-
чивает рост мышечной ткани у млекопитающих.
Присутствие аллелей гена, ассоциированных со

снижением функциональной активности миоста-
тина, приводит к развитию фенотипа двойной
мускулатуры [3, 4]. В качестве маркерных также
были предложены гены, тем или иным образом
влияющие на работу миостатина. Так, ген MYOD1
(myogenic differentiation 1) влияет на параметры
мясной продуктивности овец путем регуляции
экспрессии MSTN [5]. Ген FST (follistatin) рас-
сматривается как перспективный маркер мясной
продуктивности в связи с тем, что мышечные
изоформы белка фоллистатина обладают ингиби-
рующей способностью в отношении миостатина
[6]. Гормон роста обладает мощным анаболиче-
ским и антикатаболическим действием в различ-
ных типах клеток. В наибольшей степени эффект
гормона проявляется в мышечной и хрящевой
тканях [7]. Выявлена связь полиморфизма гена
GH (growth hormone) с живой массой и показателя-
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ми роста овец [8, 9]. Возникновение мутации кал-
липиги в межгенной области DLK1 (Delta Like
Non-Canonical Notch Ligand 1) – GTL2 (WAS/WASL-
interacting protein family member) вызывает эктопи-
ческую экспрессию кластера импринтированных
генов в скелетных мышцах, что приводит к гипер-
трофии отдельных групп мышц бедер овец и сни-
жению количество жира [10]. Также ранее было
показано, что полиморфизм генов REM1 (RRAD
and GEM like GTPase 1), MEF2B (myocyte enhancer
factor 2B) и FABP4 (fatty acid binding protein 4) свя-
зан с рядом прижизненных и убойных показате-
лей продуктивности у овец [11–13].

Несмотря на наличие достаточно большого
количества информации о генах, влияющих на
показатели мясной продуктивности у овец, их
список далеко не полон. Это связано с участием
множества белков и ферментов в формировании
мышечных волокон, каждый из которых зависит
от структуры и функций различного числа генов
[14]. Также сложности при поиске новых генов
мясной продуктивности возникают в связи с тем,
что их эффект может быть скрыт наличием сово-
купности аллельных вариантов уже известных ге-
нов с доказанным влиянием на развитие мышц.
Вместе с тем поиск новых генов, влияющих на
рост и развитие мышечной ткани, связанных с
фенотипическими признаками овец, актуален
для дальнейшего развития селекционной работы.
В связи с этим целесообразно, по нашему мне-
нию, проводить поиск новых генов-кандидатов
мясной продуктивности в группе животных, име-
ющих сходный генотип по набору полиморфизма
известных маркерных генов. Вероятно, разнооб-
разие параметров мясной продуктивности в та-
кой группе будет обусловлено не полиморфиз-
мом уже изученных маркерных генов, а аллель-
ными вариантами ранее не рассмотренных генов.

Стабилизацию влияния одних генов и прояв-
ление функции других генов можно наблюдать
среди пород, подвергающихся селекции для по-
лучения максимальной продуктивности в опре-
деленных экологических нишах, различающихся
по климату, составу кормов и воды. К таким по-
родам овец относится северокавказская мясо-
шерстная, хорошо адаптированная для разведе-
ния в условиях засушливых степей Юга России.
Она отличается достаточно высокой мясной про-
дуктивностью для своего класса, бараны-произ-
водители имеют среднюю массу более 100 кг, а яр-
ки – 60 кг. При этом дисперсия фенотипа мясных
форм в породе указывает на определенное разно-
образие генетического потенциала и возможность
дальнейшего ее совершенствования [15, 16].

Цель нашего исследования – поиск новых ге-
нов-кандидатов мясной продуктивности у овец
северокавказской мясо-шерстной породы в груп-
пе животных с учетом генотипов по полиморфиз-

му известных генов, влияющих на развитие мы-
шечной ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводились на базе лаборато-

рий Всероссийского научно-исследовательского
института овцеводства и козоводства (ВНИИОК) –
филиала ФГБНУ “Северо-Кавказский Федераль-
ный научный аграрный центр”, Сколковского
института науки и технологий “Сколтех”.

Объект исследования – бараны северокавказ-
ской мясо-шерстной породы в возрасте 12 мес.,
принадлежащие к племенному ядру. На первом
этапе было генотипировано 275 баранов. Среди
них были отобраны 50 баранов с наиболее близ-
кими генотипами по полиморфизму известных
генов мясной продуктивности: MSTN (oar3_
OAR2_118149265; oar3_OAR2_118150665), MEF2B
(oar3_OAR5_3860373; oar3_OAR5_3867887), FABP4
(oar3_OAR9_57537070), GH (oar3_OAR11_47529756;
oar3_OAR11_47545769), REM1 (oar3_OAR13_
60384593; oar3_ OAR13_60385591), MYOD1 (oar3_
OAR15_3434222; oar3_OAR15_3441596), FST (OAR16_
27849538.1; oar3_OAR16_25632659; oar3_OAR16_
25632701; oar3_OAR16_25633632$; oar3_OAR16_
25638968), DLK1 (oar3_OAR18_64313560; oar3_
OAR18_64314938; oar3_OAR18_64341672). Выбран-
ные бараны принадлежали к трем неродственным
селекционным линиям, внутри линий степень
родства не превышала 50% по отцу. Животные
содержались в одинаковых оптимальных услови-
ях в племзаводе “Восток” Ставропольского края.
Так как мясная продуктивность породы оценива-
ется по баранам, ярки в группу исследованных
животных не входили. У отобранных баранов
определяли 15 прижизненных показателей мяс-
ной продуктивности. Живую массу при рождении
и в 12 мес. измеряли с помощью весов МП 300
ВЕДА Ф-1 (МИДЛиК, Россия), по этим парамет-
рам рассчитывали ежедневный суточный при-
рост. С использованием линейки и измеритель-
ной ленты измеряли высоту в холке и крестце,
ширину груди и спины, глубину груди, обхват
плеча, предплечья и бедра. С помощью перенос-
ного УЗИ-сканера DUS 60 VET (EDAN, Китай),
используя линейный датчик с частотой 5.0 МГц,
определяли параметры толщины и ширины “мы-
шечного глазка”, толщину бедренной мышцы и
жировой ткани в поясничной области. Все жи-
вотные были клинически здоровы и получали
полноценный смешанный рацион.

Генотипирование
Геномную ДНК выделяли из образцов цель-

ной крови, взятой в асептических условиях из
яремной вены, с помощью набора Pure Link Ge-
nomic DNA MiniKit (Invitrogen Life Technologies,
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США) в соответствии с протоколом производите-
ля. Генотипирование животных проводили с ис-
пользованием Ovine Infinium HD BeadChip 600K
(Illumina Inc. CA, США) в соответствии с протоко-
лом производителя. Первичную обработку резуль-
татов генотипирования проводили с помощью про-
граммы Genome Studio 2.0 (Illumina Inc. CA, США).

Контроль качества генотипирования
Контроль качества генотипирования прово-

дили с использованием программного обеспече-
ния PLINK v.1.07 [17]. В обработку данных были
включены образцы с показателем количества вы-
явленных однонуклеотидных замен больше 0.95
(Call Rate). Из анализа были исключены SNP (sin-
gle nucleotide polymorphism), не имеющие хромо-
сомной или физической локализации, с частотой
минорных аллелей (MAF – Minor Allele Frequen-
cy) меньше 0.01, частотой потерянных генотипов
(missing genotype) больше 0.1. В качестве порого-
вого значения по критерию Харди–Вайнберга
(Hardy–Weinberg equilibrium) использовалось
значение p = 0.0001. С положительным результа-
том контроль качества генотипирования прошли
50 образцов. Из 606006 SNP для дальнейшего
анализа были использованы 562549.

Генетический и статистический анализ
Полногеномный анализ ассоциаций (ПГАА)

выполняли с использованием программного
обеспечения PLINK v1.07 [17] на основе оценки
значимости влияния SNP на количественные
прижизненные признаки мясной продуктивно-
сти овец. Для множественных сравнений вводили
поправку Бонферрони, устанавливающую показа-
тель уровня значимости р = 0.8 × 10–6. Визуализа-
цию и построение графиков проводили с примене-
нием пакета “QQman” на языке программирова-
ния R. Поиск генов-кандидатов осуществляли
среди ближайших генов, расположенных на рас-
стоянии, не превышающем 250000 пн (половина
сантиморганиды) от SNP, показавших достовер-
ную ассоциацию с признаками мясной продуктив-
ности. Анализируемые полиморфизмы представле-
ны биаллельными SNP, аллелям присвоены обо-
значения А и В, в соответствии с наименованием на
чипе Ovine Infinium HD BeadChip 600K (Illumina
Inc. CA, США). Для картирования SNP использо-
вали сборку генома Ovis_Aries_3.1. Аннотирование
генов выполняли с использованием геномных бра-
узеров UCSC (www.genome.ucsc.edu) и Ensembl
(www.ensembl.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенный поиск ассоциаций полиморфизма

известных маркерных генов с некоторыми при-

жизненными параметрами продуктивности пока-
зал отсутствие достоверных ассоциаций у обследуе-
мой группы овец северокавказской мясо-шерстной
породы (табл. 1). Достоверность ассоциаций для че-
тырех SNP, расположенных в генах MSTN, MEF2B
и FABP4, не была рассчитана, так как у изучаемых
животных они присутствовали только в виде моно-
морфных гомозиготных вариантов. Для остальных
генетических вариантов показатель достоверности
был значительно выше порогового значения p с
учетом поправки Бонферрони.

Тепловая карта распределения аллелей SNP
маркерных генов (рис. 1) мясной продуктивности
демонстрирует отсутствие выраженной кластериза-
ции исследуемых животных по выявленным гено-
типам. Не сформировано каких-либо достаточно
крупных кластеров до 3–4 порядка, распределение
генотипов носит случайный характер. Несколько
SNP присутствовали в виде мономорфных аллелей
(в генах MSTN, MEF2B и FABP4), часть замен в ге-
нах FST и DKL1 имела единичные гетерозиготные
варианты. Таким образом, в подобранной группе
животных полиморфизм известных генов про-
дуктивности, вероятно, не оказывал достоверно-
го влияния на параметры фенотипа овец северо-
кавказской мясо-шерстной породы.

В результате полногеномного поиска ассоциа-
ций выявлено около 20 SNP, достоверно связанных
с прижизненными показателями мясной продук-
тивности у овец северокавказской мясо-шерст-
ной породы (рис. 2).

Для высоты в холке максимальный показатель
достоверности был у двух SNP, расположенных
на хромосомах 20 и 22 (рис. 2,а). Одна из них на-
ходилась в интроне гена, другая – в межгенном
пространстве. При оценке ассоциаций с живой
массой при рождении (рис. 2,б) три замены с вы-
сокой достоверностью ассоциаций располага-
лись на хромосоме X. Все они находились очень
близко друг от друга рядом с геном CTPS2, что
позволяет предположить их совместное наследо-
вание.

Для параметра “толщина жировой ткани” бы-
ло выявлено три SNP, преодолевших порог досто-
верности с учетом поправки Бонферрони (рис. 2,в).
Наибольшую достоверность связи имели замены
на хромосомах 2, 3 и 5. Две из них находились в
межгенном пространстве, а одна – в интроне гена.

Достоверные связи с параметром “ширина
мышечного глазка” были выявлены для несколь-
ких SNP, при этом наибольшую достоверность
имели ассоциации SNP, расположенные на хро-
мосоме 4 (рис. 2,г). Они находились в разных ин-
тронах одного и того же гена.

В результате ПГАА выявлено несколько SNP,
ассоциированных с обхватом предплечья (рис. 2,д),
для дальнейшего анализа было отобрано девять
замен. Замены с достоверным уровнем ассоциа-
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ции на хромосомах 8 и 17 расположены в межген-
ном пространстве, замены на хромосомах 3, 7, 15
и X обнаружены в интронах генов. При этом одна
из замен на хромосоме 7 картировалась в интро-
ны сразу двух генов.

Для ряда других прижизненных показателей
мясной продуктивности овец северокавказской

мясо-шерстной породы, включающего в себя жи-
вую массу в годовалом возрасте, среднесуточный
прирост, высоту в крестце, ширину и глубину гру-
ди, ширину спины, обхваты плеча и бедра, тол-
щину “мышечного глазка” и толщину бедренной
мышцы, достоверных ассоциаций с SNP обнару-
жено не было.

Таблица 1. Связь полиморфизма маркерных генов с прижизненными показателями мясной продуктивности
овец северокавказской мясо-шерстной породы

Примечание. N/A – полиморфизм не обнаружен; ЖМ – живая масса; ТМГ – толщина “мышечного глазка”.

Ген SNP Хромосома Позиция ЖМ, p ТМГ, p

MSTN oar3_OAR2_118149265 2 118149265 N/A N/A
MSTN oar3_OAR2_118150665 2 118150665 N/A N/A
MEF2B oar3_OAR5_3860373 5 3860373 0.93 0.98
MEF2B oar3_OAR5_3867887 5 3867887 N/A N/A
FABP4 oar3_OAR9_57537070 9 57537070 N/A N/A
GH oar3_OAR11_47529756 11 47529756 0.40 0.23
GH oar3_OAR11_47545769 11 47545769 0.04 0.78
REM1 oar3_OAR13_60384593 13 60384593 0.15 0.87
REM1 oar3_OAR13_60385591 13 60385591 0.15 0.87
MYOD1 oar3_OAR15_3434222 15 3434222 0.49 0.53
MYOD1 oar3_OAR15_3441596 15 3441596 0.61 0.19
FST OAR16_27849538.1 16 25631318 0.11 0.34
FST oar3_OAR16_25632659 16 25632659 0.56 0.83
FST oar3_OAR16_25632701 16 25632701 0.86 0.66
FST oar3_OAR16_25633632 16 25633632 0.56 0.83
FST oar3_OAR16_25638968 16 25638968 0.03 0.54
DLK1 oar3_OAR18_64313560 18 64313560 0.77 0.67
DLK1 oar3_OAR18_64314938 18 64314938 0.14 0.79
DLK1 oar3_OAR18_64341672 18 64341672 0.99 0.55

Рис. 1. Тепловая карта распределения аллелей SNP маркерных генов, достоверно не связанных с мясной продуктив-
ностью, у овец северокавказской мясо-шерстной породы. Кластеризация по генотипам. Светло-серый цвет – гомози-
гота А, серый цвет – гетерозигота АВ, темно-серый цвет – гомозигота В.
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Для дальнейшего изучения и аннотирования
близлежащих генов-кандидатов было отобрано
19 SNP, имеющих наибольший уровень достовер-
ности ассоциаций (табл. 2). Из них девять были

расположены в интронах генов, остальные 10 –
на разном удалении от генов. Ближе всех находи-
лась замена rs411918327 на хромосоме 17 – 17782 пн.
Наиболее отдаленное расположение относитель-

Рис. 2. Манхэттенский график результатов ПГАА с набором значений –log10(p) для исследуемых SNP по прижизнен-
ным показателям мясной продуктивности: высота в холке (а), живая масса при рождении (б), толщина жировой ткани (в),
ширина “мышечного глазка” (г), обхват предплечья (д). Синяя линия обозначает порог ожидаемой достоверности раз-
личий при значении –log10(p) = 5.
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но ближайшего гена-кандидата имела замена
rs411177492 на хромосоме 2. Она составила 112524 пн.
Для большинства других замен дистанция не пре-
вышала 40 тпн. Это указывает на очень высокую
вероятность сцепленного наследования обнару-
женных SNP с приведенными в табл. 2 генами-
кандидатами продуктивности.

Ассоциированная с высотой в холке замена
rs405580662 располагается в интроне гена CILK1.
Ген ENO4 (enolase 4) расположен в 60 тпн от заме-
ны rs404887224. Три обнаруженные нами на хро-
мосоме X замены находятся в непосредственной
близости (от 23 до 32 тпн) от гена CTPS2 (Cytidine
5'-Triphosphate Synthetase 2). В интроне гена
GABRB2 (gamma-aminobutyric acid type A receptor
subunit beta2), расположенного на хромосоме 5,
находится замена с очень высокими показателя-
ми достоверности ассоциаций с толщиной жира в
поясничной области. Еще один ассоциированный с
толщиной жира SNP расположен в области гена
SLC44A1 (solute carrier family 44 member 1). Между
геном SLC41A2 (solute carrier family 41 member 2) и
геном C12ORF45 (chromosome 12 open reading frame
45) (30 и 26 тпн соответственно) также находится
SNP, связанный с толщиной жира. Две замены на
хромосоме 4, ассоциированные с шириной “мы-
шечного глазка”, располагаются в интронах гена

CASD1 (CAS1 domain containing 1). Ген SINE2
(spectrin repeat containing nuclear envelope protein 2)
содержит в своем интроне SNP с очень высокими
показателями ассоциации с обхватом предпле-
чья. Еще одна замена, связанная с обхватом пред-
плечья, находится в 60 тпн от гена SLC35F1 (solute
carrier family 35 member F1). Сразу три SNP, ассо-
циированных с обхватом предплечья, находятся в
области гена RP (Ribosomal protein) на хромосоме 17,
имея расстояние от 17 до 35 тпн до гена. На хро-
мосоме Х находится ген SH3KBP1 (SH3 domain
containing kinase binding protein 1), содержащий в
интроне SNP с высокой ассоциацией с обхватом
предплечья. Также связанная с обхватом пред-
плечья SNP локализуется в интроне гена LRRIQ1
(leucine rich repeats and IQ motif containing 1). Замена
rs413432564 обнаружена в интроне гена SWAP70
(switching B cell complex subunit). Замена rs422549589
располагается в локусе, попадающем в интроны
сразу двух генов – THBS1 (thrombospondin 1) и
FSIP1 (fibrous sheath interacting protein 1).

Тепловая карта генотипов животных по обна-
руженным нами SNP (рис. 3) показывает совер-
шенно другое распределение гомо- и гетерозигот-
ных вариантов по сравнению с тепловой картой для
известных генов мясной продуктивности (рис. 1).
Ни одна из замен, формирующих генотипы, не

Таблица 2. Связь SNP с прижизненными показателями мясной продуктивности и новые гены-кандидаты овец
северокавказской мясо-шерстной породы

Примечание. ВВХ – высота в холке; ЖМР – живая масса при рождении, ТЖТ – толщина жировой ткани; ШМГ – ширина
“мышечного глазка”; ОПП – обхват предплечья.

Признак Хромросома SNP Позиция p Ген/расстояние до гена, пн

ВВХ
20 rs405580662 25023121 1.01e-07 CILK1/intron 11-12
22 rs404887224 36141759 1.07e-06 ENO4/61224

ЖМР
X rs410901922 14048240 1.83e-08 CTPS2/29384
X rs410836916 14054083 1.83e-08 CTPS2/23541
X rs416819309 14045890 1.30e-07 CTPS2/31734

ТЖТ
5 rs410336272 70279825 4.07e-11 GABRB2/intron 9-10
2 rs411177492 17793666 2.06e-10 SLC44A1/112524
3 rs406382505 173590152 2.74e-08 C12ORF45/26001; SLC41A2/30547

ШМГ
4 rs420242290 11782536 4.64e-07 CASD1/intron 3-4
4 rs427172181 11801072 4.64e-07 CASD1/intron 10-11

ОПП

7 rs422152157 73053165 2.84e-11 SINE2/intron 2-3
8 rs398907349 19601156 1.66e-08 SLC35F1/62507
17 rs399242667 49481697 1.66e-08 RP/34798
17 rs430083361 49493261 1.66e-08 RP/23234
17 rs411918327 49498713 1.66e-08 RP/17782
X rs428366450 17003427 1.79e-08 SH3KBP1/intron 13-14
3 rs429375653 121233501 3.43e-08 LRRIQ1/intron 13-14
15 rs413432564 42537319 3.43e-08 SWAP70/intron 1-2
7 rs422549589 32364039 4.36e-08 THBS1/intron 22-23; FSIP1/intron 9-10
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представлена у исследуемых животных в моно-
морфном варианте, при этом преобладают гомо-
зиготные варианты. Гетерозиготные варианты
представлены у достаточно малого числа животных.
Кластеризация генотипов позволила выделить
две большие группы, существенно различающие-
ся по аллелям SNP, расположенных преимуще-
ственно в двух генах – CTPS2 (CTP synthase 2) и
CASD1 (ciliogenesis associated kinase 1).

Таким образом, использованный нами способ
выбора животных с минимальным влиянием из-
вестных генов продуктивности на фенотип позво-
лил обнаружить новые локусы генома, имеющие
достоверную связь с прижизненными показателя-
ми мясной продуктивности, и предложить ряд
новых генов-кандидатов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенный анализ связи полиморфизма из-
вестных генов продуктивности с параметрами роста
и развития овец показал, что у некоторых предста-
вителей овец северокавказской мясо-шерстной по-
роды в результате проводимой селекционной ра-
боты эти гены утратили свою роль в обеспечении
дисперсии фенотипа. Это связано с тем, что ген
миостатина, наиболее сильного регулятора раз-
вития мышечной ткани, у обследуемых животных
имеет только один аллельный вариант. У них встре-
чается тот же вариант SNP, что и у австралийских
мериносовых овец, которые являются одними из
предков северокавказской мясо-шерстной поро-
ды [18]. На этом фоне влияние остальных извест-
ных генов на разнообразие фенотипа существен-
но снижено еще и по той причине, что замены в
них сгруппированы в достаточно случайном по-

рядке, варианты генотипов плохо кластеризуют-
ся. Все это указывает на то, что выбранные нами
овцы северокавказской мясо-шерстной породы
хорошо подходят для поиска новых генов-канди-
датов мясной продуктивности, так как животные
имеют достаточную вариабельность в параметрах
экстерьера и ультразвуковых измерениях. Соот-
ветственно обнаруженная дисперсия фенотипа
должна иметь под собой основу в виде особенно-
стей генотипа.

Полногеномный поиск ассоциаций SNP с
прижизненными параметрами мясной продуктив-
ности выявил несколько замен с достаточно высо-
кими показателями достоверности связи. Для не-
которых из них уровень значимости был меньше
0.8 × 10–6. Это указывает на необходимость при-
стального изучения особенностей строения обна-
руженных локусов генома.

Кластеризация и построение тепловой карты
для генотипов по SNP, ассоциированным с пока-
зателями продуктивности, показали четкое раз-
деление обследованных животных как минимум
на две группы. И связано оно в основном с поли-
морфизмом в области генов CTPS2 и CASD1, вли-
яние которого на параметры фенотипа ранее во-
обще не рассматривалось. По нашему мнению,
именно на них стоит обратить особое внимание
при дальнейшем изучении механизма влияния
генов продуктивности на параметры роста и раз-
вития животных.

Для большинства предлагаемых нами новых
генов-кандидатов исследований связи с продук-
тивными качествами животных ранее не прово-
дилось. Ген CILK1 (Ciliogenesis Associated Kinase 1)

Рис. 3. Тепловая карта распределения аллелей SNP, достоверно ассоциированных с прижизненными показателями
мясной продуктивностью у овец северокавказской мясо-шерстной породы. Кластеризация по генотипам. Светло-се-
рый цвет – гомозигота А, серый цвет – гетерозигота АВ, темно-серый цвет – гомозигота В.
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кодирует киназу 1, связанную с цилиогенезом, и
экспрессируется во многих тканях организма.
Мутации в гене CILK1 приводят у человека к на-
следственным заболеваниям с нарушением раз-
вития костно-мышечной системы, легких, голов-
ного мозга и других органов. У мышей мутации
сопровождаются замедлением роста и патология-
ми позвоночника [19]. Исходя из этого, ген CILK1
может быть связан с изменениями размера тела у
овец и требует дальнейшего изучения.

Продуктом гена ENO4 (enolase 4) является фер-
мент, участвующий в одном из этапов синтеза пи-
рувата в процессе гликолиза. Высокая активность
гена выявлена в спермиях человека, барана и мы-
ши. Полиморфизм гена ENO4 у мышей связывают с
нарушениями подвижности сперматозоидов и
развитием бесплодия [20]. Важность гена ENO4
для энергетического обмена позволяет предполо-
жить его влияние на рост и развитие животных.

Ген CTPS2 (Cytidine 5'-Triphosphate Synthetase 2)
кодирует одну из изоформ фермента, катализиру-
ющего последнюю стадию синтеза пиримидина,
входящего в состав молекул урацила, тимина и
цитозина. Фермент крайне важен во все периоды
развития организма, гомозиготы с нокаутирован-
ным геном CTPS2 погибают еще на этапе эмбри-
онального развития [21]. Учитывая функции гена
и особенности распределения генотипов, выяв-
ленных в нашем исследовании, следует считать
его возможным кандидатом, связанным с про-
дуктивностью изучаемых животных.

Влияние гена GABRB2 (gamma-aminobutyric acid
type A receptor subunit beta2) на фенотип животных
не изучалось, у человека его полиморфизм связы-
вают с развитием наследственных форм эпилеп-
сии и эпилептической энцефалопатии [22]. Это
указывает на его важность для передачи импуль-
сов нейронами и позволяет считать косвенно свя-
занным с регуляцией роста и развития организма.

Кодируемый геном SLC44A1 (solute carrier family
44 member 1) митохондриальный белок отвечает за
трансмембранный транспорт холина и регулиру-
ет его метаболизм. У мышей высокая активность
гена была выявлена в гепатоцитах и мышечной
ткани [23]. В связи с этим ген SLC44A1 может рас-
сматриваться в качества кандидата, связанного с
продуктивностью у овец.

Ген C12ORF45 (chromosome 12 open reading frame 45)
имеет открытую рамку считывания. Несмотря на
то что обнаружено достаточно много участков ге-
нома, представляющих собой открытые рамки
считывания без стоп-кодонов, их функция не ясна.
Существует мнение, что они кодируют регулятор-
ные аминокислотные последовательности для раз-

личных биологических процессов [24]. Ген SLC41A2
относится к группе, кодирующей белки Mg2+-ка-
налов у бактерий и у высших животных [25]. Оба
описанных гена могут влиять на обменные про-
цессы в организме и рассматриваются нами как
кандидаты, связанные с мясной продуктивностью.

Ген CASD1 (CAS1 domain containing 1) содержит
домен белка, катализирующего превращение си-
аловой кислоты. Сиаловая кислота участвует в
регуляции межклеточных взаимоотношений, пе-
редаче сигналов, распознавании клеток [26]. Мы
считаем необходимым дальнейшее изучение роли
гена CASD1 в реализации продуктивных качеств у
овец.

Есть сообщения о связи мутаций в гене SINE2
(spectrin repeat containing nuclear envelope protein 2) с
развитием нейро-мышечной дистрофии и пора-
жением миокарда у человека [27]. Это указывает
на возможность связи полиморфизма гена SINE2
с развитием мышечной ткани у животных.

Ген SLC35F1 (solute carrier family 35 member F1)
кодирует белок из семейства трансмембранных
транспортеров, особенно активно функциониру-
ющих в нервной системе при реализации функ-
ций гемато-энцефалического барьера [28]. По на-
шему мнению, ген RP (Ribosomal protein) заслужи-
вает внимания для дальнейшего изучения связи с
мясной продуктивностью. Было показано, что
рибосомальные протеины не только связаны с
функцией рибосом, но и участвуют в процессах
канцерогенеза, передаче сигналов в иммунной
системе, а также отвечают за нормальное разви-
тие организма [29].

Ген SH3KBP1 (SH3 domain containing kinase binding
protein 1) отличается способностью к продукции
ряда изоформ белкового продукта за счет альтер-
нативного сплайсинга и принимает участие в пе-
рестройке цитоскелета, клеточной адгезии, про-
цессах апоптоза, миграции и инвазии клеток [30].
Такое многообразие функций делает его перспек-
тивным геном-кандидатом продуктивных свойств
овец.

Функцию генов семейства, к которому отно-
сится LRRIQ1 (leucine rich repeats and IQ motif con-
taining 1), связывают с реализацией неспецифиче-
ского иммунного ответа [31]. Ген SWAP70 (switch-
ing B cell complex subunit) участвует в миграции
клеток, фагоцитозе, процессах деструкции кост-
ной ткани [32]. Оба этих гена представляют инте-
рес для изучения связи их полиморфизма с фено-
типическими параметрами овец.

Ген THBS1 (thrombospondin 1) принимает уча-
стие в большом количестве обменных процессов,
включая межклеточные взаимодействия, регуля-



570

ГЕНЕТИКА  том 59  № 5  2023

КРИВОРУЧКО и др.

цию утилизации глюкозы, метаболизм адипоци-
тов [33]. Функция гена FSIP1 (fibrous sheath inter-
acting protein 1) до конца не изучена. Имеются све-
дения об участии гена FSIP1 во взаимодействии
ряда белковых молекул, а также о связи его поли-
морфизма с развитием слизистой меланомы [34]
и рака мочевого пузыря [35]. Исходя из структур-
но-функциональных особенностей локуса, ассо-
циированного с показателем продуктивности, мы
считаем необходимым дальнейшее изучение обо-
их этих генов на предмет участия в реализации
фенотипа животных.

Таким образом, использован новый подход к
обнаружению генов-кандидатов продуктивно-
сти, основанный на проведении ПГАА в группе
животных с учетом генотипа по полиморфизму
известных генов, влияющему на развитие мы-
шечной ткани. В результате проведенного ПГАА
у овец северокавказской мясо-шерстной породы
было выявлено 19 SNP, связанных с прижизнен-
ными показателями мясной продуктивности.
Определение местоположения анализируемых SNP
позволило установить 16 новых генов-кандидатов,
ассоциированных с показателями мясной продук-
тивности овец северокавказской мясо-шерстной
породы. Обнаруженные замены располагались в ин-
тронах или фланкирующих областях генов: CILK1,
ENO4, CTPS2, GABRB2, SLC44A1, C12ORF45,
SLC41A2, CASD1, SINE2, SLC35F1, RP, SH3KBP1,
LRRIQ1, SWAP70, THBS1 и FSIP1. Предложенные
гены-кандидаты участвуют в метаболизме белков
и нуклеиновых кислот, обеспечении межклеточ-
ных взаимодействий и передачи нервного им-
пульса, в регуляции развития мышечной ткани.
Дальнейшие исследования должны быть направ-
лены на подтверждение влияния предложенных
генов-кандидатов на фенотип овец, а также на изу-
чение структуры этих генов для выявления кон-
кретных полиморфизмов, вызывающих измене-
ния фенотипа.

Финансирование работы проводилось за счет
средств Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации, грант № 075-15-
2021-1037 (внутр. № 15.БРК.21.0001).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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A Genome-Wide Search of New Meat Productivity Candidate Genes
in North Caucasian Meat and Wool Sheep Breed

A. Yu. Krivoruchkoa, b, *, R. V. Zuevb, A. I. Surova, A. V. Skokovaa,
A. A. Kanibolotskayaa, A. A. Likhovidb, and O. A. Yatsyka

aNorth Caucasian Federal Scientific Agrarian Center, Stavropol Krai, Mikhailovsk, 356241 Russia
bNorth Caucasian Federal University, Stavropol, 355017 Russia

*е-mail: rcvm@yandex.ru

The search for new genes that affect the growth and development of muscle tissue and associated with meat
productivity traits in sheep is an actual task. The implementation of this is inextricably linked with the pros-
pects for the development of marker-assisted and genomic selection. Research presents data of new approach
in the detection of candidate genes for sheep meat productivity. Animal genotyping was performed using
Ovine Infinium HD BeadChip 600K DNA, association search was performed using PLINK v1.07 software.
As a result of the work, identified SNPs that were significantly associated with phenotypic traits directly re-
lated to the level of meat productivity in the North-Caucasian meat and wool sheep: height at the withers, live
weight at birth, thickness of adipose tissue, width of the muscle “eye”. To search for candidate genes, 19 poly-
morphisms with the highest association reliability were selected. Determining the location of the analyzed
SNPs made it possible to identify 16 new candidate genes associated with lifetime meat productivity traits in
North-Caucasian meat and wool sheep: CILK1, ENO4, CTPS2, GABRB2, SLC44A1, C12ORF45, SLC41A2,
CASD1, SINE2, SLC35F1, RP, SH3KBP1, LRRIQ1, SWAP70, THBS1 and FSIP. Animal genotyping for
these genes should be used in marker-associated breeding to improve sheep meat productivity and study their
effect on the phenotype.

Keywords: sheep, SNP, genome-wide association search, GWAS, candidate gene, North Caucasian meat and
wool breed.
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Методом ПЦР в режиме реального времени проведен анализ носительства аллелей в 13 генетиче-
ских локусах, влияющих на обмен птеринов, у 116 пациентов с шизофренией и 62 здоровых добро-
вольцев. Для анализа точности прогнозирования риска шизофрении использовался метод бинар-
ной логистической регрессии с оценкой вклада всех изученных локусов. Разработана математиче-
ская модель, которая позволяет спрогнозировать риск развития шизофрении у носителя комбинации
генотипов MTHFD1 1958СС/MTRR 66GG с вероятностью 90.6%, MTHFD1 1958СС/MTRR 66AG – с ве-
роятностью 81.9%. Применение данной модели целесообразно в рутинной психиатрической практике
среди лиц высокого риска развития шизофрении, однако для внедрения полученных данных в практи-
ческое здравоохранение необходима репликация в других выборках с большим объемом наблюдений.

Ключевые слова: однонуклеотидный полиморфизм, шизофрения, птерины, фолаты, метилирование.
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К настоящему времени имеются убедительные
данные о том, что нарушения обмена птеринов – де-
фицит фолатов, тетрагидробиоптерина (ВН4), ко-
баламина, гипергомоцистеинемия – играют этио-
патогенетическую роль в развитии шизофрении
[1–6]. Закономерным в связи с этим является поиск
генетических предпосылок, обусловливающих эти
биохимические нарушения. Существуют мета-
анализы, подтверждающие вклад однонуклеотид-
ного полиморфизма (SNP) MTHFR 677C>T в риск
развития шизофрении [7], ряд публикаций по ге-
нетическим локусам кобаламин-зависимых фер-
ментов фолатного обмена [8, 9], противоречивые
сведения по SNP фермента синтеза ВН4 ГТФ-цик-
логидролазы-1 [10], а также отдельные единич-
ные публикации по ряду других генетических ло-
кусов, влияющих на фолатный обмен [11].

Согласно имеющимся данным литературы,
вклад каждого из изученных генетических ло-
кусов в развитие шизофрении слабый, он был до-
казан на больших выборках [7]. При этом распре-
деление генотипов полиморфизма ферментов фо-
латного обмена в разных популяциях, занимающих

различные географические территории, зачастую
различается [12, 13].

Кроме того, за пределами внимания большин-
ства исследователей остаются другие генетические
факторы, влияющие на фолатный обмен, которые
стали известны только недавно благодаря GWAS
[11, 14]. Оценка вклада ряда SNP в фолатный об-
мен изучалась либо у здоровых (в общей популя-
ции), либо при других (не психических) рас-
стройствах, и были получены значимые результа-
ты [15]. Их эффект на риск развития шизофрении
только начинает изучаться, причем результаты
разных авторов противоречат друг другу [8, 16].

Кумулятивный эффект носительства поли-
морфных аллелей в нескольких локусах, влияющих
на обмен фолатов, может оказаться более выра-
женным, чем влияние одного SNP. К настоящему
времени работ, которые бы учитывали влияние
нескольких генетических локусов ферментов фо-
латного обмена на риск развития шизофрении, в
доступной нам научной литературе не найдено,
хотя есть отдельные работы о кумулятивном вли-
янии полиморфизма ферментов фолатного обме-
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на на выраженность негативных симптомов ши-
зофрении [17].

Кроме проблемы полигенного влияния на об-
мен фолатов затрудняет изучение вклада поли-
морфных генетических локусов ферментов фо-
латного цикла на риск развития шизофрении так-
же то, что не до конца изучена роль
молекулярных механизмов влияния отдельных
генетических факторов на риск шизофрении.
Кроме того, весьма большую роль в развитии на-
рушений обмена фолатов играют средовые фак-
торы (питание и образ жизни), влияющие на уро-
вень фолатов, кобаламина и пиридоксина сыво-
ротки крови, – все эти витамины являются
непосредственными участниками фолатного об-
мена (субстратами и кофакторами ферментов фо-
латного обмена).

Цель данной работы – оценка влияния на риск
развития шизофрении носительства комплекса
генетических маркеров, участвующих в обмене
фолатов и тетрагидробиоптерина, и разработка
на основе этого математической модели прогно-
зирования риска шизофрении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Протокол исследования и информированное

согласие для участников были одобрены Локаль-
ным этическим комитетом № 1 Приволжского
исследовательского медицинского университе-
та (протокол № 4 заседания от 13.03.2019). Крите-
рием включения пациентов в исследование было
подтверждение диагноза шизофрении на основа-
нии интервью с применением опросника Mini In-
ternational Neuropsychiatric Interview for Diagnostic
and Statistical Manual, Version 5 (M.I.N.I. for DSM-5).
Критериями включения для контрольной группы
были: отсутствие анамнеза психического заболе-
вания и консультаций у специалистов-психиатров в
течение жизни, отсутствие социальной дезадапта-
ции (добровольцы имели трудовую или учебную
занятость, социализацию) и отсутствие зависи-
мости от психоактивных веществ (ПАВ). Общие
критерии включения для обеих групп: доброволь-
ное согласие на участие в исследовании; отсутствие
хронических заболеваний, связанных с воспалени-
ем, выраженными изменениями показателей окси-
дативного стресса, гипергомоцистеинемией, на-
рушениями метаболизма фолатов и фенилалани-
на; отсутствие приема синтетических витаминов,
противовоспалительных препаратов и антиокси-
дантов в течение месяца до включения в исследо-
вание. Все участники исследования (116 пациен-
тов с шизофренией и 62 здоровых добровольца)
были жителями Нижнего Новгорода или Нижего-
родской области. Забор венозной крови осуществ-
лялся строго натощак в утренние часы из локтевой
вены. Молекулярная диагностика SNP проводи-
лась у всех участников методом полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) с аллель-специфическими
праймерами и последующей детекцией в режиме
реального времени. Использовали тест-системы
для выделения ДНК из лейкоцитов “ДНК-Экс-
пресс кровь” (производство НПП “Литех” Россия)
и наборы для определения аллелей производства
ООО “ТестГен” (Россия) и НПП “Литех”.

Изученные генетические факторы представлены
в табл. 1. У носителей полиморфных аллелей изу-
ченных SNP снижается соответствующая функция
фермента/белка, что определяет его влияние на
различные звенья метаболизма птеринов. На ос-
нове обзора литературы [11] были выбраны гене-
тические факторы, которые ранее изучались в
контексте нарушений обмена птеринов: влияю-
щие на усвоение фолатов из пищи, их внутрикле-
точный транспорт, метаболизм в клетке, синтез
тетрагидробиоптерина, а также смежные процес-
сы одноуглеродного метаболизма – метилирова-
ние и транссульфурацию.

Статистический анализ полученных результатов
проводили с помощью пакета прикладных про-
грамм SPSS Statistics v. 27. Сравнение частот распре-
деления генотипов у пациентов и здоровых добро-
вольцев (табл. 2) проводили с помощью анализа
таблиц сопряженности методом Chi2 (χ2) с по-
правкой Йетса на непрерывность. Для анализа
точности прогнозирования риска шизофрении ис-
пользовали метод бинарной логистической ре-
грессии с оценкой вклада 13 генетических локусов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределение генотипов изученных SNP сре-
ди пациентов и здоровых добровольцев и соответ-
ствие распределения по каждому локусу закону
Харди–Вайнберга представлено в табл. 2.

Критический уровень значимости (р ≤ 0.05) для
переменных (13 SNP) в регрессионных уравнениях
был преодолен только для двух локусов – rs2236225
(далее MTHFD1) и rs1801394 (далее MTRR), поэто-
му в дальнейшем анализе участвовали только SNP
MTHFD1 и MTRR. Нормальный (“дикий”) гено-
тип MTHFD1 CC и полиморфный генотип
MTRR GG у пациентов встречались чаще, по-
этому эти генотипы были обозначены в матема-
тической модели как факторы риска шизофре-
нии кодом “2”, соответственно гомозиготные гено-
типы с альтернативным аллелем – кодом “0”,
гетерозиготы – кодом “1”.

При разработке математической модели би-
нарным событием являлось разделение изучен-
ной выборки на две группы: пациенты с установ-
ленным диагнозом шизофрения и здоровые добро-
вольцы (болен/здоров). Вероятность наступления
события для определенного случая рассчитывает-
ся по общей формуле (в данном случае событие –
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Таблица 1. Генетические факторы, изученные в рамках данной работы

Номер SNP,
другие обозначения 

при наличии
Название фермента/белка Функция фермента/белка, роль полиморфизма

rs10137071
(С>T или G>A,
далее GCH1-1)

ГТФ-циклогидролаза-1 (GCH1) Синтез ВН4 (снижение уровня тетрагидробиопте-
рина – ВН4 – в сыворотке крови у носителей 
полиморфных аллелей)

rs8007267
(далее GCH1-2)

rs202676
(484T>C,
далее FOLH1)

Фолатгидролаза-1 (FOLH1), или 
глутамат карбоксипептидаза-II 
(GCP-II)

Абсорбция фолатов из кишечника

rs1051266
(Arg27Cys, 80G>A, 
далее RFC1)

Восстановленный переносчик 
фолатов (reduced folate carrier-1, 
RFC1), SLC19A1

Синтез клеточных рецепторов фолатов (трансмем-
бранный перенос фолатов внутрь клетки)

rs2618372
(далее DHFR)

Дигидрофолатредуктаза (DHFR) Внутриклеточный метаболизм фолатов: превраще-
ние дигидрофолата (пищи) в метаболически актив-
ную форму тетрагидрофолат

rs2236225
(1958G>A,
далее MTHFD1)

Метилентетрагидрофолатдегидро-
геназа (MTHFD1)

Цитоплазматический метаболизм фолатов: взаимные 
превращения тетрагидрофолата (ТГФ), 10-формил-
ТГФ, 5,10-метенил-ТГФ и 5,10-метилен-ТГФ

rs1801133
(677C>T, Ala222Val, 
далее MTHFR1)

Метилентетрагидрофолатредук-
таза (MTHFR)

Восстановление 5,10-метилен-ТГФ в 5-метил-
ТГФ, необходимый для метилирования, в том 
числе гомоцистеина в метионин

rs1801131
(1298A>C, Glu429Ala, 
далее MTHFR2)

rs1805087
(2756A>G, Asp919Gly,
далее MTR)

Метионинсинтаза (MTR) Восстановление гомоцистеина в метионин, 
кобаламин-зависимая реакция

rs1801394
(66A>G, Ile22Met, 
далее MTRR)

Редуктаза метионинсинтазы 
(MTRR)

Восстановление метионинсинтазы для осуществ-
ления метилирования гомоцистеина в метионин

rs5742905
(T833C/844ins68,
далее CBS)

Цистатионин-β-синтаза (CBS) Первая стадия транссульфурации (превращение 
гомоцистеина в цистатионин), кофактор — 
пиридоксальфосфат (витамин В6)

rs4654748
(далее NBPF3)

Neuroblastoma breakpoint family 
member 3 (NBPF3, русскоязычного 
перевода не найдено)

Влияет на уровень пиридоксина (В6) в плазме, как 
следствие — может определять активность СBS

rs4680
(158Val>Met, 
далее COMT)

Катехол-О-метилтрансфераза 
(COMT)

Метаболизм (распад) катехоламинов при участии 
метильной группы из цикла обмена фолатов

это установление факта, что участник исследова-
ния болен шизофренией):

X – значение независимой переменной, b – коэф-

−
1 ,

1 zр =
+ e

где .z = bX + a

фициент, расчет которого является задачей би-
нарной логистической регрессии, а – константа.

Если для р установлено значение меньше 0.5,
то можно предположить, что событие не наступит
(участник исследования здоров); в противном слу-
чае предполагается наступление события (участник
исследования болен).
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Таблица 2. Распределение генотипов изученных SNP среди пациентов и здоровых добровольцев

Ген, генотипы
Пациенты, N (частота); 

cоответствие распределения 
закону Харди–Вайнберга

Здоровые, N (частота); 
cоответствие распределения 

закону Харди–Вайнберга

Различия частот между 
пациентами и здоровыми

GCH1-1
СС
СТ
ТТ

41 (0.36)
17 (0.15)
57 (0.49)
Chi2 = 56.11; p = 0.000

28 (0.45)
9 (0.15)
25 (0.40)
Chi2 = 31.16; p = 0.000

Chi2 = 1.68; p = 0.43

GCH1-2
СС
СТ
ТТ

82 (0.71)
31 (0.27)
3 (0.026)
Chi2 = 0.0012; p = 0.99

44 (0.71)
17 (0.27)
1 (0.016)
Chi2 = 0.19; p = 0.91

Chi2 = 0.18; p = 0.92

FOLH1
TT
TC
CC

40 (0.34)
64 (0.55)
12 (0.10)
Chi2 = 3.42; p = 0.18

29 (0.47)
29 (0.47)
4 (0.065)
Chi2 = 0.85; p = 0.65

Chi2 = 2.80; p = 0.25

RFC1
GG
GA
AA

40 (0.34)
52 (0.45)
24 (0.21)
Chi2 = 0.86; p = 0.65

21 (0.34)
27 (0.44)
14 (0.23)
Chi2 = 0.86; p = 0.65

Chi2 = 0.087; p = 0.96

DHFR
CC
CA
AA

80 (0.69)
28 (0.24)
8 (0.069)
Chi2 = 5.35; p = 0.069

35 (0.56)
22 (0.35)
5 (0.08)
Chi2 = 0.33; p = 0.85

Chi2 = 2.91; p = 0.23

MTHFD1
CC (GG)
CT (GA)
TT (AA)

44 (0.38)
43 (0.37)
29 (0.25)
Chi2 = 7.02; p = 0.030

13 (0.21)
22 (0.35)
27 (0.44)
Chi2 = 3.94; p = 0.14

Chi2 = 8.08; p = 0.018

MTHFR1
CC
CT
TT

68 (0.58)
41 (0.35)
8 (0.068)
Chi2 = 0.28; p = 0.87

32 (0.52)
25 (0.40)
5 (0.081)
Chi2 = 0.0014; p = 0.99

Chi2 = 0.70; p = 0.71

MTHFR2
AA
AC
CC

54 (0.47)
39 (0.34)
23 (0.20)
Chi2 = 8.83; p = 0.012

24 (0.39)
27 (0.44)
11 (0.18)
Chi2 = 0.49; p = 0.78

Chi2 = 1.73; p = 0.42

MTR
AA
AG
GG

44 (0.38)
30 (0.26)
42 (0.36)
Chi2 = 27.0; p = 0.000

24 (0.39)
21 (0.34)
17 (0.27)
Chi2 = 6.11; p = 0.047

Chi2 = 1.85; p = 0.40
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Модель 1 “MTHFD1”

Из табл. 3 следует, что общий процент верно от-
несенных к группам “пациент” и “здоровый” с по-
мощью переменной “MTHFD1” составляет 65.2%.
Однако обращает на себя внимание факт, что при-
сутствуют 62 ложноположительных прогноза – все
здоровые добровольцы были отнесены к группе
“пациент”. В то же время в модели отсутствуют лож-

ноотрицательные прогнозы – все лица с диагнозом
шизофрения верно отнесены к группе “пациент”.

Несмотря на присутствие довольно большого ко-
личества ложноположительных случаев, все пере-
менные в уравнении регрессии оказались статисти-
чески значимыми (табл. 4): а = –1.219 (р = 0.00012) и
b = 1.148 (р = 0.006).

z = 1.148ХMTHFD1 – 1.219 (модель 1 “MTHFD1”).

Примечание. Chi2 – χ2.

MTRR
AA
AG
GG

26 (0.23)
53 (0.46)
36 (0.31)
Chi2 = 0.58; p = 0.75

10 (0.16)
39 (0.63)
13 (0.21)
Chi2 = 4.22; p = 0.12

Chi2 = 4.58; p = 0.10

CBS
TT
TC
CC

65 (0.57)
15 (0.13)
34 (0.30)
Chi2 = 58.41; p = 0.000

38 (0.63)
9 (0.15)
13 (0.22)
Chi2 = 24.34; p = 0.000

Chi2 = 1.33; p = 0.52

NBPF
TT
TC
CC

89 (0.77)
9 (0.078)
18 (0.16)
Chi2 = 65.58; p = 0.000

44 (0.71)
5 (0.08)
13 (0.21)
Chi2 = 38.20; p = 0.000

Chi2 = 0.87; p = 0.65

COMT
GG
GA
AA

75 (0.65)
5 (0.043)
36 (0.31)
Chi2 = 94.55; p = 0.000

46 (0.74)
2 (0.032)
14 (0.23)
Chi2 = 51.57; p = 0.000

Chi2 = 1.69; p = 0.43

Ген, генотипы
Пациенты, N (частота); 

cоответствие распределения 
закону Харди–Вайнберга

Здоровые, N (частота); 
cоответствие распределения 

закону Харди–Вайнберга

Различия частот между 
пациентами и здоровыми

Таблица 2.  Окончание

Таблица 3. Классификация модели 1 (MTHFD1)

Наблюдаемые

Предсказанные

группа
процент корректных

пациенты здоровые

Группа
Пациенты 116 0 100.0

Здоровые 62 0 0.0

Общий процент 65.2

Таблица 4. Переменные в уравнении модели 1 (MTHFD1)

Переменная Значение Стандартная ошибка Уровень значимости

b 1.148 0.414 0.006

a –1.219 0.316 0.00012
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Проверка модели 1 “MTHFD1”
1. Генотип ТТ (полиморфный гомозиготный)

SNP MTHFD1 (код “0”).
z = 1.148 × 0 – 1.219 = –1.219,

Модель 1 показала, что участник изученной
выборки с генотипом TT SNP MTHFD1 окажется
болен с малой вероятностью, равной 22.8%, соот-
ветственно здоровым – с вероятностью 77.2%.

2. Гетерозигота CT SNP MTHFD1 (код “1”).
z = 1.148 × 1 – 1.219 = –0.071,

Гетерозигота гена MTHFD1 не дает точных ука-
заний на отнесение испытуемого в группу “паци-
ент” или “здоровый”, так как вероятности обоих
исходов практически равны.

3. Генотип СС SNP MTHFD1 (код “2”).
z = 1.148 × 2 – 1.219 = 1.077,

Носительство генотипа СС SNP MTHFD1 сви-
детельствует о вероятности заболевания шизо-
френией 74.6%.

Таким образом, исходя из результатов бинарной
логистической регрессии (модель 1 “MTHFD1”),
наличие у испытуемого генотипа СС SNP MTHFD1
свидетельствует о большой вероятности предрас-
положенности к шизофрении и, напротив, нали-
чие у испытуемого генотипа ТТ SNP MTHFD1 –
об отсутствии риска заболевания.

Модель 2 “MTRR”
Таблица классификации модели 2 “MTRR” не

отличается от таблицы классификации предыду-
щей модели. Для модели 2 также обе переменные
в уравнении регрессии оказались статистиче-
ски значимыми (табл. 5): а = –1.046 (р = 0.002)
и b = 0.739 (р = 0.05).

z = 0.739ХMTRR – 1.046 (модель 2 “MTRR”).

Проверка модели 2 “MTRR”
1. Генотип AA SNP MTRR (код “0”).
z = 0.739 × 0 – 1.046 = –1.046,

( )− −1.219
1 0.228.

1
р = =

+ e

( )− −0.071
1 0.482.

1
р = =

+ e

( )− 1.077
1 0.746.

1
р = =

+ e

Модель 2 показала, что участник выборки с ге-
нотипом AA SNP MTRR окажется больным шизо-
френией с малой вероятностью, равной 26%, со-
ответственно здоровым – с вероятностью 74%.

2. Гетерозигота AG SNP MTRR (код “1”).
z = 0.739 × 1 – 1.046 = –0.307,

Гетерозигота SNP MTRR также не дает точных
указаний на отнесение испытуемого в группу
“пациент” или “здоровый”, так как вероятности
обоих исходов практически равны.

3. Генотип GG SNP MTRR (код “2”).
z = 0.739 × 2 – 1.046 = 0.432,

Носительство генотипа GG SNP MTRR свиде-
тельствует, что участник выборки окажется болен
с вероятностью 60.6%, величина которой не явля-
ется основанием для отнесения испытуемого в ту
или иную группу.

Таким образом, исходя их результатов бинарной
логистической регрессии (модель 2 “MTRR”), на-
личие у испытуемого генотипа AA SNP MTRR
свидетельствует о большой вероятности отсут-
ствия предрасположенности к шизофрении. Од-
нако наличие гетерозиготы и генотипа GG не поз-
воляет сделать точный прогноз.

Модель 3 “MTHFD1 + MTRR”
На основании ранее построенных моделей бы-

ло принято решение использовать в модели 3 сра-
зу две переменные: MTHFD1 и MTRR (табл. 6).

Совместное использование переменных
MTHFD1 и MTRR в регрессионном анализе не-
сколько повышает общий процент корректных
предсказаний за счет увеличения вероятности от-
несения пациентов в группу “здоровых”.

В данной части исследования все перемен-
ные также оказались статистически значимы-
ми: а = –1.661 (р = 0.00014), b1 = 1.204 (р = 0.004)
и b2 = 0.762 (р = 0.05) (табл. 7).

z = 1.204ХMTHFD1 + 0.395ХMTRR – 1.661 (модель 3
“MTHFD1 + MTRR”).

( )− −1.046
1 0.26.

1
р = =

+ e

( )− −0.307
1 0.424.

1
р = =

+ e

( )− 0.432
1 0.606.

1
р = =

+ e

Таблица 5. Переменные в уравнении модели 2 (MTRR)

Переменная Значение Стандартная ошибка Уровень значимости

b 0.739 0.385 0.05

a –1.046 0.322 0.002
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Проверка модели 3 “MTHFD1 + MTRR”
1. Генотип ТТ SNP MTHFD1 (код “0”) + гено-

тип АА SNP MTRR (код “0”).
z = 1.204 × 0 + 0.762 × 0 – 1.661 = –1.661,

Модель 3 показала более высокую точность от-
несения испытуемого с кодом “0” по обоим генам
к группе “здоровых” – 84% (сочетанное носи-
тельство генотипов MTHFD1 TT и MTRR AA).

2. Гетерозигота СТ SNP MTHFD1 (код “1”) и
гетерозигота AG SNP MTRR (код “1”).

z = 1.204 × 1 + 0.762 × 1 – 1.661 = –0.305,

Как и в предыдущих моделях, гетерозиготы
MTHFD1 и MTRR не дают точных указаний на от-
несение испытуемого в группу “пациент” или “здо-
ровый”, так как вероятности обоих исходов прак-
тически равны.

3. Генотип СС SNP MTHFD1 (код “2”) + гено-
тип GG SNP MTRR (код “2”).

z = 1.204 × 2 + 0.762 × 2 – 1.661 = 2.271,

Совместное определение генотипов с кодом
“2” SNP MTHFD1 и MTRR (сочетанное носитель-
ство генотипов MTHFD1 СС и MTRR GG) свиде-
тельствует, что испытуемый окажется болен с ве-
роятностью 90.6% и соответственно здоров – с
вероятностью 9.4%.

Однако интерес представляет и оценка вклада
в прогноз других комбинаций аллелей генов
MTHFD1 и MTRR в генотипе пациента.

( )− −1.661
1 0.16.

1
р = =

+ e

( )− −0.305
1 0.575.

1
р = =

+ e

( )− 2.271
1 0.906.

1
р = =

+ e

4. Генотип ТТ SNP MTHFD1 (код “0”) + гете-
розигота AG MTRR (код “1”).

z = 1.204 × 0 + 0.762 × 1 – 1.661 = –0.899,

Комбинация генотипа ТТ SNP MTHFD1 и ге-
терозиготы AG SNP MTRR свидетельствует о ве-
роятности 71.1% отсутствия шизофрении у испы-
туемого.

5. Генотип СС SNP MTHFD1 (код “2”) + гете-
розигота AG MTRR (код “1”).

z = 1.204 × 2 + 0.762 × 1 – 1.661 = 1.509,

Комбинация генотипа СС SNP MTHFD1 и ге-
терозиготы MTRR свидетельствует о вероятности
шизофрении у испытуемого 81.9%.

6. Генотип ТТ SNP MTHFD1 (код “0”) + гено-
тип GG SNP MTRR (код “2”).

z = 1.204 × 0 + 0.762 × 2 – 1.661 = –0.137,

Комбинация генотипа ТТ SNP MTHFD1 и ге-
нотипа GG SNP MTRR также не дает точных ука-
заний на отнесение испытуемого в группу “паци-
ент” или “здоровый”.

Таким образом, исходя их результатов бинарной
логистической регрессии (модель 3 “MTHFD1 +
+ MTRR”), совместное наличие у испытуемого ге-
нотипов ТТ MTHFD1 и AA MTRR, а также генотипа
ТТ MTHFD1 и гетерозиготы MTRR свидетельствует
о большой вероятности отсутствия предрасполо-
женности к шизофрении. Напротив, совместное

( )− −0.899
1 0.289.

1
р = =

+ e

( )− 1.509
1 0.819.

1
р = =

+ e

( )− −0.137
1 0.465.

1
р = =

+ e

Таблица 6. Классификация MTHFD1 + MTRR

Наблюдаемые

Предсказанные

группа
процент корректных

пациенты здоровые

Группа
Пациенты 102 13 88.7

Здоровые 47 15 24.2

Общий процент 66.1

Таблица 7. Переменные в уравнении модели 3 (“MTHFD1 + MTRR”)

Переменная Значение Стандартная ошибка Уровень значимости

b1 (для MTHFD1) 1.204 0.422 0.004

b2 (для MTRR) 0.762 0.395 0.05

a –1.661 0.436 0.00014



580

ГЕНЕТИКА  том 59  № 5  2023

ЖИЛЯЕВА и др.

определение генотипов СС MTHFD1 и GG MTRR, а
также генотипа СС MTHFD1 и гетерозиготы MTRR
может свидетельствовать о предрасположенности к
шизофрении с высокой вероятностью.

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно полученным результатам, на основа-

нии оценки вклада 13 генетических локусов, вли-
яющих на обмен птеринов, с помощью метода
бинарной логистической регрессии было выделе-
но два локуса, оказывающих статистически зна-
чимый вклад в риск развития шизофрении, –
MTHFD1 и MTRR. При этом наиболее изученный
в плане риска развития шизофрении SNP фолат-
ного цикла MTHFR 677C>T, исходя из проведен-
ного анализа, не оказывает статистически значи-
мого вклада в риск развития заболевания. На наш
взгляд, это обусловлено относительно малым объе-
мом выборки. Тем не менее два из изученных ло-
кусов в значительной степени ассоциированы с
риском развития изучаемого заболевания в дан-
ной выборке, что позволило построить математи-
ческую модель для оценки риска шизофрении у
носителей различных аллелей данных SNP.

В соответствии с распределением частот геноти-
пов у пациентов и здоровых добровольцев и разра-
ботанной математической моделью SNP MTHFD1
оказывает вклад в риск развития шизофрении, на
первый взгляд, парадоксальным образом: у носи-
телей полиморфных (низкофункциональных) ал-
лелей риск шизофрении ниже, чем у носителей
нормальных (“диких”) аллелей. Данный парадокс
был проанализирован ранее в опубликованной на-
ми статье [16], наиболее вероятным объяснением
является то, что у носителей полиморфных алле-
лей данного SNP уровень 5-метилфолата повы-
шается за счет снижения расхода фолатов в смеж-
ном цикле синтеза пуринов, который осуществ-
ляется при участии фермента MTHFD1. Таким
образом снижение функции MTHFD1 приводит
к сниженному расходу фолатов на синтез нуклеи-
новых оснований, повышается уровень 5-метил-
фолата, необходимого для процессов метилиро-
вания. Гипометилирование, в том числе превраще-
ние гомоцистеина в метионин, в настоящее время
рассматривается как один из наиболее вероят-
ных этиопатогенетических молекулярных механиз-
мов шизофрении при нарушении обмена фолатов
[18]. Напротив, повышенный синтез нуклеиновых
кислот и снижение уровня 5-MTHF рассматрива-
ется как фактор, повышающий риск психоза [18].

Второй из 13 локусов, который включен в раз-
работанную нами математическую модель в связи с
наличием статистически значимого вклада в веро-
ятный риск шизофрении, – SNP фермента MTRR.

Последний принимает непосредственное участие
в метилировании гомоцистеина в метионин, и
именно носительство полиморфного аллеля в го-
мозиготной форме, при котором снижена функция
этого фермента, повышает риск шизофрении.

Учитывая, что оба генетических фактора, вли-
яние которых на риск шизофрении оказалось
значимым в разработанной модели, гипотетиче-
ски влияют на один и тот же молекулярный меха-
низм, а именно метилирование, в том числе гомо-
цистеина в метионин, актуальным представляется
дальнейшее изучение роли этого биохимического
процесса в этиопатогенезе шизофрении. Роль ме-
тилирования в этиопатогенезе шизофрении мо-
жет быть связана с синтезом и утилизацией моно-
аминов при участии S-аденозилметионина, с
гипометилированием ДНК и эпигенетически-
ми нарушениями, с посттрансляционной моди-
фикацией белков и ферментов, что приводит к
изменениям их функции. При этом важным с прак-
тической точки зрения моментом является возмож-
ность восполнения дефицита метильных групп при
дефиците метилирования, в том числе генетиче-
ски обусловленном, с помощью применения ме-
тилфолата и/или метилкобаламина.

Разработанная модель построена на относи-
тельно малой выборке пациентов и здоровых доб-
ровольцев из одного региона России, что ограничи-
вает возможность ее широкого применения. На
наш взгляд, модель, построенная только на двух по-
лиморфных локусах, не может применяться для
прогнозирования риска шизофрении у субъектов
из общей популяции, и тем более не может при-
меняться для диагностики шизофрении – поли-
генного расстройства со сложными механизмами
патогенеза, единственно верным способом диа-
гностики которого на данный момент времени
является клинический психопатологический ме-
тод. Однако разработанная модель может иметь
ценность при применении в клинике первого пси-
хотического эпизода, а также у пациентов с состоя-
ниями высокого риска по развитию шизофрении.
Значимость данной модели заключается не толь-
ко в оценке риска развития шизофрении при на-
личии аллелей/генотипов риска, а в возможности
следующим этапом провести оценку биохимиче-
ских показателей фолатного обмена (уровня фола-
тов, гомоцистеина плазмы) и провести персонифи-
цированную коррекцию биохимических наруше-
ний фолатного обмена. Подходы с применением
фолатов уже изучались ранее при шизофрении:
продемонстрирован их эффект в коррекции нега-
тивных симптомов и когнитивных нарушений при
шизофрении [19, 20]. Преимущества оценки гене-
тических маркеров методом ПЦР заключаются, во-
первых, в дешевизне метода по сравнению с био-
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химическим скринингом, а во-вторых, в стабиль-
ности изучаемых показателей. Уровни фолатов/го-
моцистеина плазмы/сыворотки крови являются
нестабильными биохимическими показателями,
которые в значительной степени колеблются под
влиянием диеты, приема витаминов, антиоксидан-
тов, сезона года, курения, употребления алкоголя,
кофеина и множества других факторов образа жиз-
ни. Генетические маркеры являются надежными
переменными, которые не меняются у носителя под
влиянием внешних обстоятельств. Возможность
снижения риска развития шизофрении у субъектов
высокого риска путем персонифицированной кор-
рекции биохимических нарушений на основе гене-
тического скрининга до настоящего времени не
изучалась, в связи с чем является актуальной зада-
чей следующего этапа данного исследования.

Ограничения исследования

Данная математическая модель построена на
анализе статистики распределения аллелей изу-
ченных локусов среди пациентов с шизофренией
и здоровых добровольцев, что является весьма ме-
ханистическим подходом, не учитывающим воз-
можный компенсирующий/декомпенсирующий
эффект ряда сочетаний полиморфизма фермен-
тов фолатного обмена на функциональном уровне
(комплементарности, эпистаза, полимерии), что
требует дополнительного анализа [21]. Оценка вза-
имодействия генетических факторов фолатного
обмена требует дополнительного анализа их сум-
марного влияния на биохимические показатели,
что позволит выявить эффекты взаимодействия
генов, что будет выполнено на дальнейших эта-
пах исследования.

Ограничением данного исследования является
также то, что изучены только 13 локусов, при том
что к настоящему времени по результатам GWAS
число SNP, влияющих на фолатный обмен, гораз-
до больше [11]. По отдельным из изученных локу-
сов распределение аллелей и генотипов не соот-
ветствует закону Харди–Вайнберга, что может
рассматриваться как признак нарушений геноти-
пирования. Однако закон Харди–Вайнберга дей-
ствует в идеальной бесконечно большой популя-
ции, не подвергающейся отбору, что не примени-
мо к изученной малой выборке [22]. Наконец,
малый объем изученной выборки возможно не поз-
волил выявить статистически значимые различия в
частотах аллелей/генотипов между пациентами и
здоровыми по другим локусам, кроме двух, вклю-
ченных в модель. Тем не менее это не отменяет
возможность использования разработанной мо-
дели, которую можно дополнять генотипирова-

нием локуса MTHFR 677C>T, по обширным дан-
ным литературы также влияющего на риск шизо-
френии за счет снижения метилирования, что
может являться дополнительным аргументом в
пользу применения метилфолата среди субъектов
высокого риска по развитию шизофрении.

Перспективы дальнейших исследований

Дальнейшим этапом данного исследования мог-
ло бы стать тестирование разработанной модели в
популяции высокого риска по развитию шизо-
френии, однако из-за этических соображений это
не представляется возможным (субъектам высокого
риска по данной модели назначение фолатов, осо-
бенно метилфолата, может дать протективный эф-
фект в отношении заболевания шизофренией, по-
этому оставлять их без коррекции нарушений
фолатного обмена неэтично). Целесообразной
представляется дальнейшая апробация разработан-
ной модели в популяции лиц высокого риска по раз-
витию шизофрении совместно с биохимическим
скринингом и коррекцией биохимических наруше-
ний для снижения риска развития у участников ис-
следования манифестной формы шизофрении.

В рамках проведенного исследования разрабо-
тана математическая модель прогнозирования
риска развития шизофрении на основе оценки
носительства аллелей двух генетических локусов,
влияющих на фолатный обмен. Применение дан-
ной модели целесообразно в рутинной психиат-
рической практике среди лиц высокого риска по
развитию шизофрении. Для подтверждения воз-
можности снижения риска развития шизофрении с
помощью биохимической коррекции нарушений
обмена фолатов у носителей генотипов высокого
риска по изученным локусам требуются дальней-
шие исследования.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 20-015-00301_А.

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 ин-
тересов.
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Mathematical Model Development for Schizophrenia Risk Prediction Based 
on Assessment of Polymorphic Alleles Carriage in 13 Genetic

Loci Affecting Pterin Metabolism
T. V. Zhilyaevaa, b, *, A. P. Bavrinaa, E. D. Kasyanovb, A. S. Blagonravovaa, and G. E. Mazob

aPrivolzhsky Research Medical University, Nizhny Novgorod, 603005 Russia
bBekhterev National Research Medical Center Psychiatry and Neurology, St. Petersburg, 192019 Russia

*e-mail: bizet@inbox.ru

Real-time PCR was used to analyze the carriage of alleles in 13 genetic loci that affect pterin metabolism in
116 patients with schizophrenia and 62 healthy volunteers. To analyze the accuracy of predicting the risk of
schizophrenia, we used the binary logistic regression method with the assessment of the contribution of all
studied loci. Results: A mathematical model was developed that makes it possible to predict the risk of schizo-
phrenia manifestation in a carrier of the combination of genotypes MTHFD1 1958CC/MTRR 66GG with a
probability of 90.6%, MTHFD1 1958CC/MTRR66AG with a probability of 81.9%. The use of this model is
expedient in routine psychiatric practice among individuals at high risk of schizophrenia manifestation after
replication in other samples and obtaining a larger volume of observations.

Keywords: single nucleotide polymorphism, schizophrenia, pterins, folates, methylation.
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тификации биологических образцов животных вида енотовидная собака (Nyctereutes procyonoides) пред-
ложена тест-система NPlex, включающая 14 аутосомных STRs и два половых локуса. Тест-система
валидирована для решения экспертных задач по установлению принадлежности биологических
следов, обнаруженных на местах правонарушений (следов крови и выделений, фрагментов мышеч-
ных или костных тканей, дермы и волос и т.п.), конкретной особи животного вида енотовидная со-
бака, а также для установления биологического родства животных данного вида. Валидационные
мероприятия проведены в соответствии с протоколом Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods.
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Вид енотовидная собака (Nyctereutes procyonoides)
является самым неизученным в семействе псо-
вые. Доступна информация о нескольких группах
исследователей [1–4], которые занимаются выяв-
лением индивидуальных генетических характе-
ристик этого вида животных. Поскольку данный
вид псовых лидирующий распространитель таких
заболеваний как бешенство и чесотка, основное
внимание ученых направлено именно на иссле-
дования зоонозных инфекций у вида [5–8].

Вид енотовидная собака в начале XX в. обитал
только на Дальнем Востоке и включал пять под-
видов: Nyctereutes procyonoides procyonoides (обитал
в Китае и Северном Вьетнаме); N. p. orestes (насе-
лял горную область Китая); N. p. ussuriensis (был
распространен в большинстве регионов Сибири и
Восточного Китая); N. p. koreensis и N. p. viverrinus
(обитали на территории Кореи и Японии соответ-
ственно) [9]. В Беларуси енотовидная собака бы-
ла интродуцирована в 1936 г. (Гомельская, Мин-
ская и Витебская области) [10]. Но уже до этого
времени на территории республики встречались
единичные особи енотовидной собаки, мигриро-
вавшие из соседних областей России, в которых

их интродукция была проведена раньше [11].
Енотовидная собака в Беларуси является ненор-
мируемым охотничьим видом, охота на которого
разрешена весь год. Однако отстрел данного жи-
вотного без охотничьей путевки или в заповедни-
ках классифицируется как факт незаконной охо-
ты, что приводит к возбуждению уголовных дел и,
как следствие, к назначению судебных экспертиз.
Численность енотовидной собаки на территории
страны в 2020 г. составляла около 15000 особей,
из которых 5500 особей (около 40% численности)
были добыты в ходе плановых охотничьих меро-
приятий [12].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования и выделение ДНК

Для изучения STR-полиморфизма вида еното-
видная собака было исследовано 165 образцов
мышечной и хрящевой ткани и образцов шерсти
животных (73 биологических образца самцов и 92
самок). Коллекция образцов диких животных бы-
ла законно сформирована при содействии ГУ
“Полесский государственный радиационно-эко-

УДК 343.98+575.174:599.742.1

МАТЕМАТИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ
И МЕТОДЫ
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логический заповедник”, а также в сотрудниче-
стве с РГОО “Белорусское общество охотников и
рыболовов”.

ДНК из биологических образцов выделяли по
методике, основанной на высвобождении ДНК в
ходе инкубации образцов биологического мате-
риала в лизирующем буфере 20 мM Tris-HCl, pH 8.0,
содержащем 2% SDS, 100 мM NaCl, 20 мM EDTA, с
протеиназой К и 0.01 мМ дитиотрейтолом, при 37–
56°С и периодическом встряхивании. Лизат мы-
шечной и хрящевой ткани подвергали общепри-
нятой процедуре очистки на силикагеле [13].
Определение количества выделенной ДНК про-
водили методом спектрофотометрии с использо-
ванием прибора для измерения концентрации
общей фракции ДНК для микрообъемов объек-
тов исследования DS-11 (DeNovix, США) соглас-
но рекомендациям производителя.

Дизайн тест-системы, амплификация 
микросателлитных локусов и генотипирование
С целью разработки тест-системы для крими-

налистической ДНК-идентификации животных
биологического вида енотовидная собака проведе-
но исследование полиморфизма 39 STR-локусов и
трех локусов половой принадлежности. Подробный
перечень локусов указан в табл. S1 Приложения.

В процессе оптимизации условий протекания
амплификации исследовали специфичность и
интенсивность выявления аллелей в зависимости
от значений концентрации ионов Mg2+, температу-
ры отжига и концентрации праймеров, количества
и качества ДНК, с использованием различных ста-
билизаторов полимеразы (Triton X-100, Tween-20,
BSA, TMGNa, DMSO) в изменяющихся количе-
ствах, а также с ДНК-полимеразами различных
типов и производителей. В результате конечный
состав реакционной смеси общим объемом 10 мкл
составил: 10 мМ Tris-HCl, pH 8.6; 25 мМ KCl;
2.0 мМ MgCl2; 0.2 мМ каждого из dNTP; 0.2–
1.0 мкМ каждого из пары праймеров; 0.15 ед. ак-
тивности ДНК-полимеразы; 1.5 нг/мкл БСА (бы-
чий сывороточный альбумин); 0.02% Triton X-100
и 1–20 нг анализируемой ДНК.

При разработке тест-системы NPlex амплифи-
кацию проводили на программируемых приборах
термоциклического типа “C1000” (BioRad, США)
в следующих условиях: 10 мин инициальной ин-
кубации при 95°С; 30× [30 с при 95°С, 40 с при
60°С и 60 с при 72°С] с финальным этапом элон-
гации в течение 30 мин при 72°С.

Характерное для каждого из образцов сочета-
ние аллелей выявляли путем электрофоретиче-
ского разделения продуктов ПЦР в генетическом
анализаторе 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems, США). Определение размеров выявленных
аллелей (в пн) и соответствующих генотипов

ДНК в исследуемых локусах проводили с исполь-
зованием внутренних стандартов размера Orange
500 bp (NimaGen®, Нидерланды) и GeneScan-600
LIZТМ SizeStandard v2.0 (ThermoFisher Scientific,
США), а также программного пакета GeneMapper
ID-X v1.6.

Секвенирование аллелей локусов

Для выявления возможных изоаллелей и мик-
ровариантов последовательности, а также для тан-
демного исчисления аллелей тест-системы прово-
дили определение первичной структуры аллелей
путем секвенирования методом обрыва цепи.
Нуклеотидные последовательности аллелей каждо-
го из STR-локусов и локусов половой принадлеж-
ности особей вида енотовидная собака определяли
в прямом и обратном направлении. Секвенирова-
ние проводили на приборе 3500 Genetic Аnalyzer с
использованием набора для секвенирования Big-
Dye® Tеrminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Ap-
plied Biosystems) и BrilliantDye™ Terminator kit v.3.1
(NimaGen®). Полученные результаты анализи-
ровали с помощью пакета программ Sequencing
Analysis Software v.5.4 (Applied Biosystems). Срав-
нительный анализ последовательностей аллелей
исследованных локусов у целевых видов и видов-
источников проводили на основе ресурсов базы
данных нуклеотидных последовательностей Gen-
Bank [14] и программного продукта BioEdit
v7.0.5.3 [15]. Последовательности каждого локуса
тест-системы NPlex, имеющие минимальный и
максимальный молекулярный размер аллелей,
были внесены в базу данных GenBank с присвое-
нием соответствующих номеров доступа, кото-
рые указаны в табл. S2 Приложения.

Статистическая обработка результатов

Основной анализ генетического разнообразия, а
именно выявление уровня полиморфизма, расчет
частот встречаемости аллелей, значения наблю-
даемой (НO) и ожидаемой (НЕ) гетерозиготности,
оценку соответствия равновесию Харди–Вайнберга
(HWE) и оценку сцепления локусов проводили с
использованием программных пакетов GenAlEx
v6.5 [16] и Arlequin v3.5.1.3 [17]. Установление воз-
можных ошибок в интерпретации генетических
профилей локусов с интенсивными статтер-фраг-
ментами, при выпадении аллелей, при наличии
“нуль”-аллелей или других возможных артефак-
тов ПЦР проводили с помощью программ Micro-
Checker v2.2.1 [18] и Cervus v3.0.7 [19].

Кластерный анализ массива генотипов выборки
енотовидной собаки, полученного с разработан-
ной тест-системой, оценивали с использованием
программы Structure v2.3.4 [20, 21].
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Криминалистические параметры отобранных
микросателлитных локусов (расчет PIC, вероят-
ностей случайного совпадения генотипов для не-
родственных особей и для сибсов, частоты встреча-
емости определенного генотипа) были рассчитаны
с помощью программных продуктов GenAlEx v6.5 и
Cervus v3.0.7. Конвертацию массивов генотипов
енотовидной собаки в генетические файлы вы-
шеперечисленных программ проводили с ис-
пользованием вспомогательного компонента
PGDSpider [22].

Валидационные мероприятия

Процесс апробации и оптимизации условий
использования тест-системы был направлен на
достижение высокого уровня специфичности ам-
плификации, оптимальной интенсивности выяв-
ления флуорофоров маркера и заключался в под-
боре температуры отжига праймеров, концентра-
ции праймеров и их соотношения в системе, а
также количества ДНК в пробе.

Валидационные мероприятия проведены в со-
ответствии с протоколом Scientific Working Group
on DNA Analysis Methods (SWGDAM) и включали
в себя: исследование работоспособности тест-си-
стемы как с коммерческими наборами реагентов
различных производителей (ThermoFisher Scientific,
США, ОДО “Праймтех”, РБ; ООО “Синтол”, РФ;
ЗАО “Евроген”, РФ; ООО “АртБиоТех”, РБ;
BioRad, США), так и с реакционными смесями
лабораторного приготовления, а также тестиро-
вание разработанной системы на повторяемость,
воспроизводимость, специфичность, анализ сме-
сей, чувствительность и устойчивость. Анализ ре-
зультатов валидационных мероприятий проводили
с помощью программного обспечения GeneMap-
per ID-X v1.4 (ThermoFisher Scientific).

Повторяемость. С целью оценки повторяемо-
сти получения результатов с использованием
тест-системы NPlex контрольные образцы ДНК
были амплифицированы 16 раз с последующим
анализом результатов генотипирования.

Воспроизводимость. Оценена вариабельность
получения результатов с использованием тест-
системы NPlex между операторами, временными
интервалами (сутки) и используемыми приборами.
Каждый оператор независимо соблюдал прото-
кол в отдельные дни и с использованием разного
оборудования.

Специфичность. В рамках анализа специфич-
ности оценена перекрестная применимость данной
системы на матрицах ДНК других представителей
семейства псовые. Также для валидации тест-си-
стемы NPlex по аналитической специфичности
проведена проверка возможности отжига различ-
ных комбинаций праймеров, использованных в
тест-системе, на матрицах ДНК других представи-

телей класса млекопитающие. Анализ проводили с
использованием базы нуклеотидных последова-
тельностей GenBank и программного продукта
Primer-BLAST.

Анализ смесей. С использованием предлагаемой
тест-системы были проанализированы образцы,
содержащие смесь биологического материала раз-
личных особей енотовидной собаки, а также образ-
цы, содержащие смесь ДНК енотовидной собаки и
ДНК другого представителя семейства псовые, в
различных соотношениях компонентов смеси.
Соотношения смесей были следующими: 1 : 1, 1 : 2,
1 : 5, 1 : 15 и 1 : 30, причем мужской образец был
второстепенным компонентом.

Чувствительность. Во время валидационных и
контрольных исследований тест-система NPlex
была проанализирована с использованием мартиц
ДНК в разном количестве (0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 20 нг)
и различного качества (ДНК с различным индек-
сом деградации).

Устойчивость. В рамках валидационных меро-
приятий продемонстрирована устойчивость ре-
зультатов, полученных с помощью тест-системы
NPlex, с использованием образца контрольной
ДНК енотовидной собаки. Амплификацию кон-
трольного образца ДНК с ипользованием тест-
системы NPlex проводили при 20, 25, 30, 35 и 40
циклах ПЦР в трех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Конструирование мультиплексной тест-системы

Уже на первоначальном этапе исследования
пять микросателлитных локусов были исключены
из последующего анализа по причине отсутствия
специфической амплификации (табл. S1 Приложе-
ния). На втором этапе оценивался уровень поли-
морфизма отобранных 34 локусов и их способность
к амплификации в мультиплексной системе. Локу-
сы с мономорфным проявлением признака, вы-
сокой интенсивностью статтер-фрагментов или
препятствующие мультиплексированию были
удалены из последующего анализа.

Исключения составили два локуса vWF.x и
Nyct10, у которых были выявлены один и два аллеля
соответственно. Аллели локуса vWF.x содержат в
своей структуре гексануклеотидные тандемные
повторы. У енотовидной собаки, лисицы обык-
новенной и песца обыкновенного локус имеет
мономорфное выявление, у собак и волков – по-
лиморфное. Локус Nyct10 у лисицы обыкновен-
ной проявляется мономорфно, у енотовидной со-
баки – полиморфно, а у волка, собаки и песца локус
не амплифицируется.

Поскольку в Беларуси объектами незаконной
охоты могут быть все вышеперечисленные дикие
виды животных, а охоту на енотовидную собаку
нередко проводят с использованием охотничьих
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собак, существует высокая вероятность наличия
смешанных криминалистических образцов. В та-
ком случае локусы с выраженным межвидовым
дифференцирующим потенциалом могут быть
полезными компонентами тест-системы в качестве
внутреннего молекулярно-генетического контроля
видовой принадлежности исследуемого образца.

В результате проведенного секвенирования
аллелей отобранных локусов была установлена
выраженная размерная гомоплазия с типом тан-
дема (AG)n(GGAA)n в локусе FH3771 и было вы-
явлено большое количество микровариантов в
динуклеотидном локусе CPH4. Данные локусы
также были исключены из дальнейшей работы.
Причины исключения остальных исследованных
маркеров более подробно указаны в табл. S1 При-
ложения.

Неожиданный результат был получен при се-
квенировании аллелей локуса FH2361. При пере-
носе данного маркера на ДНК енотовидной соба-
ки аллели с исходно тетрануклеотидным тандемом
(CTTT)n у собаки домашней визуализируются
при электрофорезе как динуклеотидные и имеют
тандемное строение (CT)n (рис. 1).

Таким образом, в результате изучения поли-
морфизма 39 STR-локусов и трех локусов поло-
вой принадлежности было отобрано 14 аутосом-
ных микросателлитных локусов (гексануклеотид
vWF.x [23]; три локуса с тетрануклеотидным по-
втором – FH2096 [24], Nyct10 [2], PEZ17 [25]; два
тринуклеотидных локуса – Nyct9, Nyct11 [2]; во-
семь динуклеотидных – FH2361 [25], NPPM30,
NPPM609, NPPM965 [1], Nyct3, Nyct4, Nyct6 [2] и
V602 [26]) и два половых (DBX6, DBY7 [27]). Из
них девять локусов разработаны для генотипиро-
вания енотовидной собаки (Nyct10, Nyct9, Nyct11,
NPPM30, NPPM609, NPPM965, Nyct3, Nyct4,
Nyct6), шесть локусов – для собаки домашней
(vWF.x, FH2096, PEZ17, FH2361, DBX6, DBY7) и
один локус – для лисицы обыкновенной (V602).

Типичная электрофореграмма разработанной
тест-системы для идентификации енотовидной
собаки приведена на рис. 2.

Статистический анализ результатов 
использования тест-системы

При статистическом анализе результатов гено-
типирования установлено, что распределение ча-
стот гетерозиготных профилей в исследуемой вы-
борке соответствует нормальному (рис. 3).

При этом распределение частот гетерозигот-
ных профилей выборки подчиняется правилу
трех сигм (σ). На расстоянии одного стандартно-
го отклонения (1σ) от среднего значения 0.658 на-
ходятся 66.7% значений из данного распределе-
ния (диапазон значений 0.530–0.786, стандартное
отклонение σ = 0.127); 95.2% значений лежат на

Рис. 1. Участок последовательности локуса FH2361 у
собаки домашней (на рисунке C_l_familiaris_refer-
ence_317) и у енотовидной собаки (на рисунке N_pro-
cyonoides_318, N_procyonoides_316, N_procyonoi-
des_314, N_procyonoides_312, N_procyonoides_310,
N_procyonoides_308, N_procyonoides_306).
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расстоянии двух стандартных отклонений (диа-
пазон 0.402–0.914); 99.4% – не более трех σ (диа-
пазон значений 0.274–1.041). Результаты свиде-
тельствуют, что выборка животных репрезента-
тивна и панель локусов тест-системы NPlex
выявляет полиморфизм образцов адекватно.

Одновременно был проведен анализ результатов
генотипирования с помощью программ Micro-
Checker v2.2.1 и Cervus v3.0.7 на предмет выпадения
аллелей, неверной интерпретации результатов ге-
нотипирования по причине интенсивных статтер-
фрагментов, артефактов ПЦР, “нуль”-аллелей
и т.п. Анализ показал отсутствие “нуль”-аллелей или
других отклонений у всех исследованных локусов.

Оценка сцепления локусов с использованием
программных пакетов GENALEX v6.5 и Arlequin
v3.5.1.3 показала отсутствие сцепленного наследо-
вания признаков, что свидетельствует о независи-
мом распределении аллелей локусов тест-системы.

Кластерный анализ выборки, проведенный с
использованием программы Structure v2.3.4, по-
казал отсутствие подразделения на популяции и
признал выборку образцов генетически одно-
родной.

Аллельное распределение в суммарной выбор-
ке енотовидных собак для всех исследованных
полиморфных локусов соответствовало распре-
делению Харди–Вайнберга (P > 0.05).

Средняя ожидаемая гетерозиготность (НЕ) для
микросателлитных локусов, входящих в тест-си-
стему, составила 0.655. Средняя наблюдаемая ге-
терозиготность (НO) составила 0.657. Детальная
информация об исследованных локусах пред-
ставлена в табл. 1.

Согласно D. Botstein et al. [28] PIC для высоко-
информативного локуса должен превышать зна-
чение 0.5, для достаточно информативного может
быть менее 0.5, но обязательно превышать значение
0.25. Показатель PIC для малоинформативного ло-
куса имеет значение менее 0.25. Как следует из
табл. 1, минимальные значения PIC выявлены у ло-
кусов Nyct10 (0.375), NPPM965 (0.357). Такое значе-
ние PIC для локуса Nyct10 обусловлено существова-
нием только двух аллелей, а для локуса NPPM965
(пять аллелей) – сильной выраженностью мажор-
ного аллеля. Максимальное значение PIC выявлено
у локуса V602 (0.785), что объясняется большим
количеством выявленных аллелей с относительно
равномерным распределением в популяции.
Среднее значение PIC составило 0.629. Таким об-
разом, полученные нами данные следует считать
значимыми для интерпретации результатов и
оценки уровня изменчивости.

Суммарно в выборке с использованием тест-
системы NPlex были идентифицированы 82 алле-
ля, частоты встречаемости которых приведены в

Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов тест-системы NPlex для идентификации особей еното-
видной собаки

Примечание. * Na – число выявленных аллелей в локусе; HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозигот-
ность; HWЕ – значимость отклонения от равновесия Харди–Вайнберга; ns – статистически незначимое отклонение от рав-
новесия HWЕ; PIC – показатель информативности генетического полиморфизма.

Локус
Выявленный 
размерный 

диапазон в тандемах

Выявленный 
истинный 

диапазон, пн
Na HO HE HWЕ PIC

vWF.X 2/2 121/121 1 Мономорфный локус
Nyct10 8–9 188–191 2 0.503 0.500 ns 0.375
Nyct11 5–8 103–112 3 0.570 0.585 ns 0.495
NPPM609 12–19 183–197 5 0.612 0.581 ns 0.547
NPPM965 9–13 220–228 5 0.412 0.389 ns 0.357
NPPM30 17–23 226–238 6 0.648 0.741 ns 0.695
Nyct9 6–14 162–186 6 0.776 0.785 ns 0.752
Nyct3 16–22 237–249 7 0.636 0.691 ns 0.652
FH2361 14–20 306–318 7 0.463 0.436 ns 0.409
Nyct4 10–23 215–241 7 0.780 0.795 ns 0.765
FH2096 4–10 84–108 7 0.661 0.635 ns 0.595
Nyct6 11–25 143–171 8 0.812 0.799 ns 0.771
PEZ17 9–17 192–224 9 0.818 0.768 ns 0.737
V602 3–14 124–146 9 0.855 0.811 ns 0.785
DBX6 X 246 1 Мономорфный локус
DBY7 Y 117 1 Мономорфный локус



ГЕНЕТИКА  том 59  № 5  2023

РАЗРАБОТКА ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ ДНК-ИДЕНТИФИКАЦИИ 591

Таблица 2. Частоты встречаемости аллелей локусов тест-системы NPlex в популяции енотовидной собаки

Аллель
N

YC
T

11

V6
02

N
YC

T
10

N
P

P
M

60
9

N
P

P
M

96
5

N
P

P
M

30

FH
20

96

N
YC

T
6

N
YC

T
3

PE
Z1

7

FH
23

61

N
YC

T
9

N
YC

T
4

3 0.130
4 0.091 0.006
5 0.464 0.161 0.545
6 0.009 0.155 0.097
7 0.436 0.073
8 0.100 0.300 0.494 0.003 0.012 0.197
9 0.097 0.506 0.094 0.015 0.003

10 0.197 0.136 0.194 0.036 0.176 0.015
11 0.003 0.764 0.209 0.091
12 0.164 0.170 0.024
13 0.612 0.003 0.379 0.191 0.284
14 0.012 0.094 0.191 0.735 0.315 0.235
15 0.067 0.118 0.018
16 0.012 0.009 0.024
17 0.055 0.009 0.482 0.003 0.012 0.216
18 0.282 0.300 0.152 0.073
19 0.064 0.321 0.152 0.079 0.134 0.116
20 0.024 0.209 0.003
21 0.064 0.061 0.073
22 0.264 0.070 0.006
23 0.015 0.045 0.061
25 0.191

табл. 2. Наиболее полиморфными оказались локусы
V602 и PEZ17, у них было выявлено по девять алле-
лей. Наименьший уровень полиморфизма показали
локусы Nyct10 (два аллеля), Nyct11 (три аллеля).
Наиболее выраженные мажорные аллели были
обнаружены в локусах NPPM965 – аллель 11 (ча-
стота 0.764), FH2361 – 14 (0.735), NPPM609 – 13
(0.612), FH2096 – 5 (0.545) и Nyct3 – 17 (0.482). В
локусах Nyct11, NPPM30, Nyct6 и Nyct4 выявлено
два и более доминантных аллеля.

Криминалистическую применимость локусов
тест-системы NPlex для идентификационных целей
оценивали по таким критериям как вероятность
случайного совпадения генотипов двух индивидуу-
мов (P(ID) – для неродственных особей и P(ID)sib –
для родственных животных) и частота встречаемо-
сти определенного генотипа. Поскольку в иссле-
дованной выборке отсутствует подразделение на
популяции, расчет показателей проводили на ос-
нове полученных данных совокупной выборки
для 13 несцепленных локусов. Результаты приве-
дены в табл. 3, при этом перечень локусов отра-
жает убывание их значений P(ID).

Значение вероятности случайного совпадения
исследуемого образца по заданному генотипу бы-
ло максимальным для локуса NPPM965, а мини-
мальным для локуса V602. Высокий уровень зна-
чения P(ID) для локуса NPPM965 (пять аллелей)
объясняется сильно выраженным мажорным алле-
лем 11 (частотой встречаемости 0.764). Минималь-
ное значение случайного совпадения для локуса
V602 обусловлено максимальным числом аллелей (9)
с относительно равномерным распределением
частот в популяции.

Частота встречаемости генотипа в выборке ва-
рьировала от 6.3 × 10–17 до 2.5 × 10–10 со средним
значением 1.1 × 10–11. Значения P(ID) и P(ID)sib
для тест-системы NPlex составляли 1.6 × 10–11 и
3.9 × 10–5 соответственно. Значения LR для не-
родственных особей и сибсов составили 6.4 × 1010

и 2.5 × 104 соответственно. Учитывая, что числен-
ность популяции енотовидной собаки в Республи-
ке Беларусь по состоянию на 2020 г. оценивалась в
15000 особей, сила исключения, обеспечиваемая
STR-локусами тест-системы NPlex, позволяет
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Таблица 3. Значения вероятности случайного совпадения генотипов двух неродственных особей и сибсов для от-
дельных локусов и их комбинаций

Примечание. P(ID) – вероятность случайного совпадения генотипов двух индивидуумов для неродственных особей; P(ID)sib – ве-
роятность случайного совпадения генотипов двух индивидуумов для родственных животных; * – здесь и далее произведение
P(ID) предыдущих и данного локусов; ** – здесь и далее произведение P(ID)sib предыдущих и данного локусов.

Локус P(ID) для одного 
локуса

P(ID)sib для одного 
локуса

P(ID) с включением 
последующего локуса

P(ID)sib с 
включением 

последующего локуса

NPPM965 4.1 × 10–1 6.6 × 10–1 4.1 × 10–1 6.6 × 10–1

NYCT10 3.8 × 10–1 5.9 × 10–1 1.5 × 10–1* 3.9 × 10–1**

FH2361 3.5 × 10–1 6.2 × 10–1 5.2 × 10–2 2.4 × 10–1

NYCT11 2.6 × 10–1 5.2 × 10–1 1.4 × 10–2 1.3 × 10–1

NPPM609 2.1 × 10–1 5.1 × 10–1 2.9 × 10–3 6.5 × 10–2

FH2096 1.8 × 10–1 4.8 × 10–1 5.1 × 10–4 3.1 × 10–2

NYCT3 1.3 × 10–1 4.4 × 10–1 6.8 × 10–5 1.3 × 10–2

NPPM30 1.1 × 10–1 4.1 × 10–1 7.7 × 10–6 5.5 × 10–3

PEZ17 8.5 × 10–2 3.9 × 10–1 6.5 × 10–7 2.1 × 10–3

NYCT9 7.9 × 10–2 3.8 × 10–1 5.2 × 10–8 8.0 × 10–4

NYCT4 7.2 × 10–2 3.7 × 10–1 3.7 × 10–9 3.0 × 10–4

NYCT6 6.9 × 10–2 3.7 × 10–1 2.6 × 10–10 1.1 × 10–4

V602 6.1 × 10–2 3.6 × 10–1 1.6 × 10–11 3.9 × 10–5

LR 6.4 × 1010 2.5 × 104

достигать надежного уровня доказательств в кри-
миналистическом ДНК-анализе.

При этом необходимо учитывать, что исследо-
ванная выборка была однородной и, как следствие,
при расчете вероятности случайного совпадения не
были учтены значения FST (коэффициента инбри-
динга) для данной конкретной популяции еното-
видной собаки. В случае использования NPlex
для других регионов и мест обитаний енотовид-
ной собаки следует создать соответствующий
массив генотипов и оценить уровень субструкту-
рирования популяции. При наличии субструкту-
рирования значения P(ID) и P(ID)sib будут раз-
личные для каждой субпопуляции.

Валидация тест-системы NPlex
При разработке тест-системы NPlex синтез

праймеров, входящих в тест-систему, проводился
в АО “Гентерра” (Российская Федерация).

В результате валидационных мероприятий по
исследованию работоспособности тест-системы
с коммерческими наборами реагентов различных
производителей (ThermoFisher Scientific, США;
ОДО “Праймтех”, РБ; ООО “Синтол”, РФ; ЗАО

“Евроген”, РФ; ООО “АртБиоТех”, РБ; BioRad,
США) установлено, что использование различ-
ных реагентов данных производителей на выяв-
ляемые параметры системы не влияет.

Повторяемость. При проведении исследова-
ний в одинаковых условиях продемонстрирована
повторяемость результатов, полученных с помо-
щью тест-системы NPlex.

В каждом параллельном анализе для каждого
образца ДНК при использовании тест-системы
NPlex выявлены все ожидаемые аллели во всех
локусах. Полученные данные указывают на то,
что тест-система NPlex стабильно дает результат с
высокой повторяемостью.

Воспроизводимость. Для оценки вариабельно-
сти исследования тест-системы NPlex было полу-
чено 88 результатов. Прецизионность каждого
образца, генотипированного тест-системой NPlex,
составила 100%.

Специфичность. Тест-система NPlex предна-
значена для ДНК-идентификации и установле-
ния родства животных вида енотовидная собака,
обитающих на территории Беларуси. Перекрест-
ная активность тест-системы NPlex при геноти-
пирования ДНК других видов семейства псовые
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Таблица 4. Результаты перекрестной амплификации микросателлитных локусов тест-системы NPlex на матри-
цах ДНК других видов семейства псовые

Примечание. n/a – отсутствие специфического продукта амплификации.

Локус
Vulpes vulpes

(лисица обыкновенная)
Vulpes lagopus

(песец обыкновенный)

Canis lupus lupus
(волк обыкновенный)
и Canis lupus familiaris 
(собака домашняя)

vWF.X В аллельном диапазоне Вне аллельного диапазона

DBX Вне аллельного диапазона В аллельном диапазоне

NPPM609 n/a »

Nyct6 n/a »

NPPM965 Вне аллельного диапазона n/a

Nyct10 » n/a

Nyct4 n/a В аллельном диапазоне

Nyct11 Общий аллельный диапазон для всех видов

V602 »

NPPM30 »

FH2096 »

PEZ17 »

FH2361 »

Nyct9 »

DBY »

Nyct3 n/a

(в части совпадения диапазона выявляемых алле-
лей других видов семейства псовые с диапазоном
енотовидной собаки) представлена в табл. 4.

Из приведенных результатов следует, что ло-
кусы тест-системы NPlex проявляют значитель-
ную перекрестную активность с матрицами ДНК
других видов из семейства псовых. Последнее не ка-
жется удивительным, поскольку семейство объеди-
няет виды, связанные общим происхождением в си-
лу филогенетического родства. С учетом перекрест-
ной активности локусов включение в тест-систему
NPlex локусов с низкой полиморфностью (vWF.x,
Nyct10), но с выраженным межвидовым дифферен-
цирующим потенциалом является оправданным.

При использовании данной тест-системы на
матрицах ДНК представителей семейства коша-
чьи (кошка домашняя, рысь европейская), семей-
ства куньи (хорь лесной, выдра речная, куница
лесная, ласка, норка американская, барсук), се-
мейства бобровые (бобр речной), семейства заячьи
(заяц-русак, заяц-беляк), отряда парнокопытные
(косуля европейская, олень благородный, олень
пятнистый, лось, лань европейская, бык домашний,
зубр европейский, кабан европейский), отряда не-

парнокопытные (лошадь домашняя), класса пти-
цы (курица домашняя, гусь серый, индейка) и от-
ряда приматы (человек) продукты ПЦР в исполь-
зуемых локусах не выявляются.

Также с использованием базы нуклеотидных
последовательностей GenBank и программного
продукта Primer-BLAST было проанализировано
суммарно 289 возможных комбинаций праймеров
тест-системы NPlex. Установлено, что только одна
комбинация потенциально может приводить к не-
специфической амплификации: праймер “DBY7 F”
дает неспецифическую амплификацию (фрагмент в
173 пн) с праймером “Nyct10 R” на матрице ДНК
кабана европейского (Sus scrofa). Полученный ре-
зультат свидетельствует о высокой аналитиче-
ской специфичности тест-системы.

Анализ смесей. Образцы, содержащие смесь
биологического материала различных особей
енотовидной собаки, а также енотовидной собаки и
различных представителей семейства псовые мо-
гут быть проанализированы с использованием
тест-системы. В данном случае интерпретация
результатов генотипирования будет в значительной
мере зависеть от качественных и количественных
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Рис. 4. Электрофореграмма результатов амплификации контрольного образца ДНК енотовидной собаки при различ-
ных количествах циклов амплификации. 40с, 35с, 30с, 25с, 20с – число циклов амплификации. По вертикали – ин-
тенсивность флуоресценции.
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характеристик смеси. Тем не менее необходимо
отметить, что наличие в ПЦР-смеси примеси
ДНК другого псового легко диагностируется вви-
ду различий в аллельном диапазоне локусов, об-
ладающих дифференцирующим потенциалом.

Чувствительность. Для тест-системы NPlex
оптимальное количество ДНК, вносимой в ПЦР,
составляет 2 нг. Во время валидационных и кон-
трольных исследований тест-система показала
полное выявление генотипа животного в диапа-
зоне от 0.5 до 15 нг ДНК.

Минимальное вносимое количество ДНК,
позволяющее получить полный генетический про-
филь животного, составляет 0.5 нг и является пре-
делом определения тест-системы.

Устойчивость. Тест-система NPlex оптимизиро-
вана при использовании 30 циклов амплификации.
В рамках валидационных мероприятий продемон-
стрирована устойчивость результатов, полученных
с помощью тест-системы NPlex на образце конто-
рольной ДНК енотовидной собаки. Для тест-си-
стемы NPlex получено 15 результатов, демонстри-
рующих устойчивость исследования. Электрофо-
реграмма результатов амплификации контрольного
образца ДНК енотовидной собаки при различном
количестве циклов аплификации представлена
на рис. 4.

Минимальное количество циклов амплифика-
ции, при которых возможно полное выявление
генотипа животного с использованием тест-си-
стемы NPlex, составляет 20. Оптимальное коли-
чество циклов амплификации с использованием
тест-системы NPleх составляет 30. При этом уве-
личение циклов амплификации до 40 не приво-
дит к появлению неспецифических продуктов
амплификации, а уменьшение количества цик-
лов до 20 может приводить к выпадению аллелей
только в локусах DBX и Nyct9. Остальные локусы
NPleх амплифицируются эффективно.

В ходе настоящего исследования был опреде-
лен спектр STR-локусов, которые обладают до-
статочным полиморфизмом при работе с ДНК
енотовидной собаки, и была разработана мульти-
плексная тест-система NPlex для идентификации
особей енотовидной собаки в криминалистиче-
ских исследованиях. В ходе экспериментов была
проведена оценка полиморфизма, криминали-
стических параметров локусов, включенных в
тест-систему, а также подтверждена тандемная
структура аллелей локусов. Разработанная тест-
система NPlex обладает высокой повторяемостью
и прецизионностью в 100%, имеет высокую ана-
литическую специфичность и низкий предел об-
наружения генетического материала. По резуль-
татам генетико-статистического анализа массива
генотипов образцов енотовидной собаки все ло-
кусы наследуются независимо и соответствуют
равновесию Харди–Вайнберга. Разработанная
тест-система NPlex может применяться при ис-
следовании вещественных доказательств по де-
лам о незаконной охоте, о нападении диких жи-

вотных и по иным делам, связанным с участием
енотовидных собак.

Итогом разработки тест-системы явилась мето-
дика ДНК-идентификации биологических образ-
цов животных вида енотовидная собака (Nyctereutes
procyonoides), предназначенная для практикую-
щих судебных экспертов Государственного коми-
тета судебных экспертиз Республики Беларусь и
научных сотрудников по профилю исследования.
Методика включена в Реестр судебно-эксперт-
ных методик и иных методических материалов
Государственного комитета судебных экспертиз
Республики Беларусь, что соответствует импле-
ментации разработки в национальную правовую
систему.

Авторы выражают благодарность Республи-
канскому государственому общественному объ-
единению “Белорусское общество охотников и
рыболовов” и персонально И.С. Юрченко, заве-
дующему отдела экологии фауны Государствен-
ного природоохранного научно-исследователь-
ского учреждения “Полесский государственный
радиационно-экологический заповедник” за по-
мощь в формировании коллекции биологических
образцов.

Подробная информация об используемых по-
следовательностях праймеров и особенностях ис-
следованных локусов, а также номера доступа к
последовательностям аллелей в GenBank приве-
дены в табл. S1 и S2 Приложения.

Все авторы участвовали в исследовании и ана-
лизе результатов.

Данная работа выполнялась на базе государ-
ственного учреждения “Научно-практический
центр Государственного комитета судебных экс-
пертиз Республики Беларусь” и финансировалась
Национальной Академией наук Республики Бе-
ларусь (номер государственной регистрации
НИОК(Т)Р: 20190195).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Таблица S2. Номер доступа GenBank, последовательности праймеров и локусов, входящих в тест-систему NPlex

Локус Флуорофор Последовательности праймеров Номер доступа GenBank

vWF.X VIC
CTCCCCTTCTCTACCTCCACCTCTAA

OM371048
CAGAGGTCAGCAAGGGTACTATTGTG

Nyct10 NED
CTTGCTGCAAATCTCCCATT OM716956

OM716957CAAGGAGAGGAGCTGTTTGC

Nyct11 FAM
CCAGTCATCCTGCCTTTGTT OM716958

OM716959GTGCCCTTGTGGGTTTCTTA

NPPM609 FAM
TTTGGGGTCACTCAGATAGGAAG OM716960

OM716961TTTTCCAGAAGGGAGAACAGGT

NPPM965 FAM
AGAGCAAAGAAACAGGGCTATAG OM716962

OM716963GCTGATTTTGTGTTCTGCTCTGT

NPPM30 FAM
AGGACTATTTCACGCCTTGTTG OM716964

OM716965ATTCCCACCTCAGTGATTACAG

Nyct9 PET
CCCTCAATGGTCTTATCCCC OM716966

OM716967ACGACCCCTTCATCTGACTG

Nyct3 VIC
TGGACAAGGTCACACAGGAA OM716968

OM716969ACCCTCCAAGTGTTCACGAC

FH2361 NED
GCTTGGAAGGTGAGACTGAATG OM716970

OM716971AGCACTTAGAATGTACCAGGCA

Nyct4 PET
TGCTTCTGTCTCCCCTGTCT OM716972

OM716973AGTTCAGCCGGGTTGTAATG

FH2096 VIC
CCGTCTAAGAGCCTCCC OM716974

OM716975GACAAGGTTTCCTGGTTCCA

Nyct6 VIC
GATCCAGCTGTCACTGCTTT OM716976

OM716977GTCTGCTTCTCCCTCTCCCT

PEZ17 VIC
CTAAGGGACTGAACTTCTCC OM716978

OM716979GTGGAACCTGCTTAAGATTC

V602 FAM
CAGCCTGGACTACAATTCTCTTT OM716980

OM716981CCCCAAGTCTTTTGTCCAGA

DBX FAM
ATGCTGCAGTTTTTCCAGA

OM630073
TACGCTGGGTCTTAGTT

DBY NED
GGTCCAGGAGAGGCTTTGAA

OM630074
TGCCATTGTTTAAAAGGAAG
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A Robust Test System for DNA Identification of Raccoon Dogs
A. E. Hrebianchuka, *, O. N. Lukashkovab, S. A. Kotavab, and I. S. Tsybovskyc

aState Forensic Examination Committee of the Republic of Belarus, Minsk, 220073 Belarus
bScientific and Practical Center of the State Forensic Examination Committee of the Republic Belarus, Minsk, 220114 Belarus

cRUP “BelJurZabespjachjenne”, Minsk, 220069 Belarus
*e-mail: iamsanya94@mail.ru

To establish a system for DNA identification of biological samples of the raccoon dog (Nyctereutes procyonoi-
des), we carried out a study of polymorphism of 39 microsatellite loci and three sex loci specific to various
species of the Canidae family. This resulted in the development of the NPlex test system, which includes 14
autosomal STRs and two sex loci. The test system has been validated for use in forensic identification of
racoon dogs based on biological traces (such as traces of blood and secretions, fragments of muscle tissue or
bones, dermis and hair, etc.) found at crime scenes, as well as for establishing biological relationship of ani-
mals of this species. Validation efforts were performed in accordance with the protocol of the Scientific Work-
ing Group on DNA Analysis Methods.

Keywords: microsatellites, identification, Canidae family, forensics, illegal hunting.
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В-ХРОМОСОМ У ЛЕСНЫХ МЫШЕЙ Sylvaemus f lavicollis
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Изучены кариотипы 95 особей (57 самцов и 38 самок) желтогорлой мыши (Sylvaemus flavicollis
Melchior, 1834), отловленных в семи пунктах на территории Восточной Европы. Только у одной осо-
би выявлена одна добавочная хромосома. Показано, что у Sylvaemus flavicollis в обследованных пунк-
тах из центральной части данного ареала частота встречаемости особей с В-хромосомами очень низ-
ка и вероятно не зависит от экологических условий мест обитания.

Ключевые слова: лесные мыши, Apodemus peninsulae, Sylvaemus flavicollis, В-хромосомы.
DOI: 10.31857/S001667582305003X, EDN: FNNPMP

К настоящему времени так называемые доба-
вочные, или В-хромосомы, представляющие до-
полнение к основному набору хромосом обнаруже-
ны более чем у 500 видов животных и 3000 видов
растений. У млекопитающих наличие добавочных
хромосом известно у 85 видов, что составляет
около 1.9% от всех кариотипически изученных
видов класса [1, 2]. При этом у разных видов число
их варьирует от 1–3 до 10–30 [1–4]. Однако не-
смотря на достаточную изученность В-хромосом
у видов млекопитающих, вопрос их происхожде-
ния, организации, а также, какие факторы опреде-
ляют распределение данных хромосом среди раз-
личных видов, до конца остается не решенным.

Наиболее часто добавочные хромосомы встреча-
ются у представителей отряда грызуны (Mammalia,
Rodentia) – виды лесных и полевых мышей: восточ-
ноазиатская мышь (Apodemus peninsulae), японская
мышь (A. argenteus), полевая мышь (A. agrarius),
малоазиатская мышь (А. mystacinus), желтогорлая
мышь (Sylvaemus flavicollis), европейская лесная
мышь (S. sylvaticus) [1]. В связи с чем род мышей
Apodemus считается модельным при изучении В-
хромосом [5]. Наиболее часто добавочные хромо-
сомы выявляются у двух широкореареальных ви-
дов этого рода – восточноазиатская мышь (от 1 до
30 В-хромосом) [3–5] и желтогорлая мышь (от 1
до 7 В-хромосом) [2, 6].

Все мыши континентальных популяций A. pen-
insulae – более 30 локалитетов Палеарктики – ха-
рактеризуются высокой частотой встречаемости в
кариотипе В-хромосом [4, 5]. Известно лишь две
популяции вида, обитающие на островах Сахалин
и Стенин, особи которых не имели в кариотипе
B-хромосомы [5]. В европейской части ареала
лесных мышей широко представлен вид Sylvae-
mus flavicollis. Согласно данным по частоте встре-
чаемости добавочных хромосом у желтогорлой
мыши на территории Западной Европы, только
некоторые популяции характеризуются наличием
1–3 мелких акроцентрических В-хромосом, при
этом наиболее часто встречались мыши с одной
В-хромосомой – 23%, реже с двумя – 12% и тремя –
7% [2, 7–9]. При обследовании небольшой вы-
борки из азиатской части Турции, состоящей из
восьми особей желтогорлых мышей, В-хромосо-
мы ни у одной из них не были обнаружены [6, 7].

В восточной части Европы хромосомный поли-
морфизм S. flavicollis по числу В-хромосом изучен
недостаточно, лишь по выборкам из нескольких
пунктов [9–11]. По данным этих работ у Sylvaemus
flavicollis Восточной Европы частота добавочных
хромосом варьирует от 0 до 80% [11]. Согласно ра-
боте [12] у желтогорлой мыши наблюдается кли-
нальная тенденция увеличения частот B-хромосом
от юго-восточной к центральной части Европы.
Возможно эта тенденция может проявляться и
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дальше в восточной и северной частях Европы.
Однако это предположение не подтверждается
данными из северо-восточной части Польши [6].
В связи с этим важно получение дополнительных
сведений о географической изменчивости частот
В-хромосом в популяциях желтогорлой мыши
Восточной Европы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучены кариотипы 95 особей Sylvaemus flavi-
collis, отловленных в семи пунктах территории во-
сточной части Европы: 20 особей из окр. ст. Посе-
лок, Ленинградская обл.; 20 особей из д. Бельково
и 20 из д. Борзово, Тверская обл. (Россия); 15 осо-
бей – д. Вялье и 5 – особей окр. г. Добруш, Го-
мельская обл. (Беларусь), 15 особей – д. Плесец-
кое, Киевская обл. (Украина) (табл. 1, рис. 1).

Хромосомные препараты приготовлены по
стандартной методике из клеток костного мозга и
селезенки [13]. Для характеристики кариотипа от
каждого животного анализировали от 20 и более
метафазных пластинок. Подсчет хромосом и
определение В-хромосом производилось с ис-
пользованием микроскопа Leiсa D5000.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Кариотипы от всех 95 желтогорлых мышей S. fla-
vicollis при рутинной окраске имели стабильный
основной хромосомный набор, состоящий из
убывающего по размеру ряда акроцентрических
хромосом с 2n = 48; NF = 48. При этом половые
хромосомы акроцентрические, Х-хромосома – са-
мый крупный акроцентрик набора. Y-хромосома
является самым мелким акроцентриком набора.

Среди особей анализируемой выборки выяви-
ли одну добавочную хромосому (5%) в клетках
костного мозга самца из окр. ст. Поселок Ленин-
градской обл. При этом в мейотических клетках
этого самца на стадии диакинеза хорошо была
видна ее парная структура (рис. 2). Таким обра-
зом, в мейотических клетках были выявлены две
В-хромосомы, в отличие от клеток костного моз-
га, где наблюдалась только одна В-хромосома.
Что согласуется с данными 1985 г.: из трех изучен-
ных особей данной местности одна содержала в
своем кариотипе одну добавочную хромосому
[10]. В то же время среди особей восточноазиат-
ской лесной мыши A. peninsulae из Сибири, где
каждая мышь имеет определенное число В-хро-
мосом (от 1 до 30) [2, 3], а число В-хромосом у

Таблица 1. Локалитеты и представленность особей с добавочными хромосомами (собственные и литературные
данные)

№ Локалитет
Число исследованных животных

Источник
всего с В-хромосомами

1 Северная Богемия (Чехия) 138 109  [12]
2 Северная Моравия (Чехия) 36 29  То же
3 Южная Моравия (Чехия) 84 34 »
4 Словакия 42 15 »
5 Югославия 421 169 »
6 Македония, Греция, Болгария 55 22 »
7 Румыния 19 2 »
8 Северо-Восточная Польша 146 41 [6]
9 ст. Поселок, Ленинградская обл., Россия 20 1 Наши данные

10 д. Бельково, Тверская обл., Россия 20 0 Наши данные
11 д. Борзово, Тверская обл., Россия 20 0 Наши данные
12 г. Новозыбков, Брянская обл., Россия 19 6  [12]
13 г. Добруш, Гомельская обл., Беларусь 5 0 Наши данные
14 д. Вялье, Гомельская обл., Беларусь 15 0 Наши данные
15 с. Плесецкое, Киевская обл., Украина 15 0 Наши данные
16 Турция 41 9  [12]
17 Турция 8 0  [10]
18 г. Саратов, Россия 21 17  [10]
19 ст. Вешенская, Ростовская обл., Россия 9 0  [15]
20 Средний Урал, Россия 7 0  [14]
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особей желтогорлой мыши S. flavicollis варьирует
от 1 до 7 [6–10].

В настоящем исследовании не обнаружили В-
хромосом у особей Sylvaemus flavicollis на значи-
тельной территории Валдайской возвышенности –
Тверская обл. (40 особей), на территории Беларуси
(35 особей), на территории Украины (15 особей),
что согласуется с данными более ранних исследо-
ваний [10].

Анализируя литературные данные по встреча-
емости В-хромосом у 1006 особей из 13 районов
Европейской части ареала S. flavicollis (табл. 1)
установлено, что частоты встречаемости мелких
акроцентрических В-хромосом на данной терри-
тории варьируют от 5.2 до 81%. Так в Македонии,
Греции и Болгарии частота встречаемости доба-
вочных хромосом у желтогорлой мыши составила
5.2% (n = 55), в Румынии – 10.2% (n = 19), в север-
ной части Польши – 20.1% (n = 146), в Словакии –
35.7% (n = 42), в Югославии – 40.1% (n = 421), в
Чехии частота В-хромосом варьировала от 40.5 до
80.6% (n = 258), в окр. г. Саратова добавочные
хромосомы встречались у 81% особей желтогор-

Рис. 1. Пункты отлова желтогорлых мышей (S. flavicollis) (собственные и литературные данные).
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Рис. 2. Метафазная пластинка мыши S. flavicollis из
окр. ст. Поселок Ленинградской обл., Россия. Стрел-
кой указана В-хромосома.
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лой мыши. В азиатской части Турции В-хромосо-
мы у желтогорлой мыши выявлены не были. По
краям ареала – Средний Урал и Ростовская обл.
[14, 15], добавочные хромосомы в кариотипе жел-
тогорлых мышей не выявлены. Также отмечено,
что среди особей Sylvaemus flavicollis с В-хромосо-
мами чаще всего встречались мыши с одной
(23%) и реже с двумя (12%) и тремя (7%) добавоч-
ными хромосомами. Мыши, имеющие четыре и
более В-хромосомы, встречались крайне редко
[6–10].

Таким образом, в целом по ареалу, географиче-
ская изменчивость частоты добавочных хромосом у
лесных мышей Sylvaemus flavicollis восточной Евро-
пы случайна. Это заключение получено на осно-
вании изучения 1006 особей как по литературным
данным, так и в настоящей работе (табл. 1). Впер-
вые при анализе значительных выборок территории
центральной части ареала S. flavicollis В-хромосомы
не обнаружены. Эти предварительные данные ука-
зывают на особенность формирования популяций
этого вида в данном месте ее ареала.

Мы предполагаем, что одним из факторов,
определяющим распределение добавочных хро-
мосом у лесных мышей является техногенный
фактор. В связи с этим выборки мышей были разде-
лены следующим образом. Выборку, подвержен-
ную техногенным факторам, составили: 20 особей
из районов Гомельской обл. Республики Бела-
русь (Брагинского, Хойникского и Добрушского
р-ов) и 15 особей из окрестностей г. Киева (Укра-
ина) – районы, подверженные воздействию тех-
ногенных факторов Чернобыльской аварии. К
выборкам из достаточно чистых регионов можно
отнести 60 особей желтогорлой мыши из Ленин-
градской и Тверской областей (Россия) (табл. 1).
Таким образом, у Sylvaemus flavicollis в обследован-
ных пунктах из центральной части ареала частота
встречаемости особей с В-хромосомами очень
низка и не зависит от экологических условий
мест обитания, в данном случае от факторов техно-
генной природы.

Авторы благодарны за помощь в отлове мышей
Ф.Н. Голинищеву, Е.C. Гайдученко и Д.В. Лука-
шову.
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Geographic Variability in the Frequency of B Chromosome Occurrence
in the Wood Mice Sylvaemus f lavicollis of Eastern Europe

Yu. M. Borisova, *, I. A. Kryshchukb, **, and Z. Z. Borisovaa

aSevertsov Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Science, Moscow, 119071 Russia
bScientific and Practical Center of the National Academy of Sciences of Belarus on Bioresource, Minsk, 220072 Belarus
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The karyotypes of 95 individuals (57 males and 38 females) of the yellow-throated mouse (Sylvaemus flavi-
collis Melchior, 1834), caught at seven points in Eastern Europe, were studied. Only one individual had one
extra chromosome. It was shown that in Sylvaemus flavicollis in the surveyed sites from the central part of the
range (Eastern Europe), the frequency of occurrence of individuals with B chromosomes is very low and
probably does not depend on the ecological conditions of habitats.

Keywords: wild mice, Apodemus peninsulae, Sylvaemus flavicollis, В chromosomes.
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Первая кафедра генетики (тогда генетики и экспериментальной зоологии) в России была основана
в 1919 г. профессором Ю.А. Филипченко. Первые шаги первая кафедра генетики в России делала в
контексте мировой науки, чему способствовали тесные контакты между ведущими учеными-гене-
тиками, которые сегодня являются признанными классиками генетики: Т.Х. Морган, Ю.А. Филип-
ченко, Н.И. Вавилов, У. Бэтсон, Г.А. Левитский, Г.Д. Карпеченко, Ф.Г. Добржанский, Г.Д. Мёллер,
М.Е. Лобашев и др. Современная научно-образовательная деятельность кафедры предопределена
ее предыдущей историей и коллектив кафедры продолжает развивать традиции учебно-научного
комплекса, в котором преподавательская работа неразрывно связана с исследовательской работой
в рамках общей проблемы – “Механизмы интеграции генетических процессов”. Формулировка
широкой проблемы позволяет противостоять центробежным тенденциям, причиной которых мо-
жет стать дифференцировка интересов и конкретных задач исследователей, а это, в свою очередь,
таит опасность “зауживания” в подготовке специалистов. Оформление некоторой объединяющей
проблемы традиционно для кафедры и сохраняет основу взаимопонимания между разными специ-
алистами-генетиками, а также акцентирует представления о генетике как об одной из важнейших
общебиологических дисциплин.
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“Овладеть методом научного знания
можно, только наблюдая его в его живой

работе. Метод передается не путем книг,
а путем заразы, путем непосредственной

передачи его от человека к человеку”
С.И. Гессен [1]

Важную роль в становлении ученого играет
принадлежность к научной школе. Примером та-
кой научной школы является кафедра генетики
Санкт-Петербургского университета, отметив-
шая в 2019 г. свое столетие. Это первая кафедра
генетики (первое название – “генетики и экспе-
риментальной зоологии”) в нашей стране, она
была основана в 1919 г. в Петроградском универ-
ситете Юрием Александровичем Филипченко. С
самого начала становление основных отечествен-
ных генетических школ – Н.К. Кольцова в Москве
и Ю.А. Филипченко (а также Н.И. Вавилова) в
Петрограде–Ленинграде, происходило при взаи-
модействии, во-первых, между собой, а во-вто-
рых, с ведущими школами мировой генетики.

В Петергофский естественнонаучный инсти-
тут Петроградского университета – ПЕНИ (до

2007 г. это был Биологический научно-исследо-
вательский институт (БиНИИ) СПбГУ), также
основанный Ю.А. Филипченко, приезжал У. Бэт-
сон, который по приглашению Н.И. Вавилова
посетил СССР в период празднования 200-летия
нашей Академии. Контакты Ю.А. Филипченко с
Т.Х. Морганом вылились в публикацию небольшой
брошюры “Наследственны ли приобретенные при-
знаки” [2]. Эти контакты, развивавшиеся в даль-
нейшем [3], привели к командировке Ф.Г. Добр-
жанского в 1927 г. по Рокфеллеровской стипен-
дии в лабораторию Т.Х. Моргана для освоения
работ с Drosophila. Позже, уже после кончины
Ю.А. Филипченко, Г.Дж. Мёллер и К. Бриджес
работали в Институте генетики АН СССР и на ка-
федрах генетики (тогда их было уже две – “генетики
животных” и “генетики растений”) Ленинградско-
го университета. Кафедра генетики растений по-
явилась благодаря инициативе Н.И. Вавилова
(1932 г.). На должность заведующего этой кафедрой
он рекомендовал своего молодого сотрудника –
Г.Д. Карпеченко.

УДК 575

ХРОНИКА
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Как известно, Ф.Г. Добржанский не вернулся
из командировки в США и в дальнейшем занял
позицию лидера в школе Т. Моргана после его
кончины и стал крупнейшим генетиком-эволюци-
онистом, основателем синтетической теории эво-
люции [4, 5]. Оказавшись в школе Моргана, Добр-
жанский не мог не испытать влияния Г.Дж. Мёлле-
ра, стремившегося найти общие основы генетики и
теории эволюции и испытывавшего особый инте-
рес к малым мутациям, генам-модификаторам и
плейотропии мутаций. Скорее всего влияние было
обоюдным. В конце концов Г. Мёллер в 1930-е гг.
оказался в СССР в институте Н.И. Вавилова и на
кафедре, основанной Ю.А. Филипченко.

Ф.Г. Добржанский трижды пытался приехать в
СССР. Трижды ему было отказано (личное сооб-
щение Добржанского). Тем не менее он сохранял
связи с российскими генетиками, в частности, в
1966 г., после “реабилитации” генетики в СССР
была организована поездка четырех советских ге-
нетиков (Б.Л. Астаурова, С.И. Алиханяна,
Д.К. Беляева, Н.П. Дубинина) в США. В 1967 г.
С.Г. Инге-Вечтомов, будучи на стажировке в
Йельском университете, был приглашен Ф. Доб-
ржанским в Нью-Йорк к себе в лабораторию в
Рокфеллеровском университете. С.Г. Инге-
Вечтомов, ныне академик РАН, заведовал кафед-
рой генетики и селекции СПбГУ с 1972 по 2015 гг.

Научные интересы Ю.А. Филипченко охваты-
вали широкий круг проблем, среди которых были
генетика животных, генетика растений, генетика
человека (евгеника). Исследования разных биоло-
гических объектов объединяют интерес Филипчен-
ко к наследованию количественных признаков. В
связи с этим понятен его интерес к вариационной
статистике. Юрий Александрович был последова-
тельным пропагандистом идей Г.И. Менделя и
Ф. Гальтона. Это объясняет и его интерес как к
евгенике, так и к генетике человека в более широ-
ком смысле. Большое значение для понимания
научного мировоззрения Ю.А. Филипченко имеет
знакомство с его эволюционными взглядами.
Наиболее полно они отражены в труде “Эволю-
ционная идея в биологии” (1926 г.). Кроме того,
нужно напомнить, что именно Филипченко ввел
в 1927 г. понятия “макроэволюция” и “микроэво-
люция” [6]. Символично, что Первый всесоюз-
ный съезд генетиков и селекционеров в 1929 г. в
Ленинграде открывали два доклада: Н.И. Вавилова
“Проблема происхождения культурных растений
и животных в современном понимании” и
Ю.А. Филипченко “Проблема гена” [7].

Особый интерес сегодня представляют взгля-
ды Филипченко на различную роль генома и
плазмона в процессах микро- и макроэволюции
[8]. Интересен сам факт обращения автора к тому,
что теперь принято называть “эпигенетикой”,
значение которой в индивидуальном и эволюцион-

ном развитии мы не до конца понимаем и сегодня.
Юрий Александрович Филипченко создал об-
ширную научную школу, многие представители
которой стали известными учеными-генетиками:
М.Л. Бельговский, А.А. Прокофьева-Бельговская,
Н.С. Бутарин, Ф.Г. Добржанский, А.И. Зуйтин,
И.И. Канаев, Ю.Я. Керкис, Н.Н. Колесник,
Т.К. Лепин, Я.Я. Лус, Н.Н. Медведев, Ю.М. Оленов,
Е.П. Раджабли, Н.Я. Федорова, Р.А. Мазинг,
Ю.Л. Горощенко и др.

Кафедра, созданная Ю.А. Филипченко, пере-
жила тяжелый период гонений, завершившийся
разгромом отечественной генетики после печаль-
но известной августовской Сессии ВАСХНИЛ
1948 г., и стала одним из главных центров возрож-
дения отечественной генетики в 50–60-е гг. ХХ в.
В восстановлении преподавания генетики в на-
шей стране сыграл огромную роль Михаил Ефи-
мович Лобашёв, выпускник кафедры генетики и
экспериментальной зоологии 1932 г. [9, 10]. Лоба-
шёв начал специализироваться по генетике уже
на первом курсе. Он пришел на кафедру генетики
и экспериментальной зоологии весной 1930 г., ко-
гда скончался проф. Ю.А. Филипченко. Сильное
влияние на формирование М.Е. Лобашёва как
ученого оказали дисциплины физиологического
цикла, которым он уделял большое внимание в
студенческие годы. Курс цитофизиологии проф.
Д.Н. Насонова, который он слушал факультатив-
но, подтолкнул Михаила Ефимовича к формули-
рованию впоследствии его физиологической ги-
потезы мутационного процесса. Еще до поступ-
ления в аспирантуру Лобашёв был принят на
работу в Институт генетики АН СССР, который
организовал Н.И. Вавилов на базе лаборатории
генетики, созданной еще Ю.А. Филипченко. В
Институте генетики М.Е. Лобашёв познакомился
с Н.И. Вавиловым и был очарован силой его лично-
сти и талантом ученого. Там же он познакомился и
подружился с Я.Я. Лусом – одним из первых со-
трудников Ю.А. Филипченко, а также с амери-
канскими генетиками К. Бриджесом и Г. Мёллером,
которых М.Е. Лобашёв считал “лучшими дрозофи-
листами мира”. Поступив в аспирантуру, Лобашёв
увлекся проблемой химического мутагенеза, в чем и
преуспел. Он (почти одновременно с В.В. Сахаро-
вым [11]) индуцировал летальные сцепленные с
полом мутации у дрозофилы с помощью аммиака,
уксусной кислоты и асфиксии [12–14]. В 1935 г.
Михаил Ефимович защитил кандидатскую диссер-
тацию на тему “О природе действия химических
факторов на мутационный процесс”. Оппонентами
на защите выступили: Г. Мёллер (будущий лауреат
Нобелевской премии), Г.Д. Карпеченко (позже
расстрелянный в период уничтожения генетики),
Э. Бауэр (расстрелянный в 1938 г.). 11 апреля 1936 г.
газета “Известия” опубликовала статью М.Е. Ло-
башёва “Искусственное получение мутаций”. За-
ключение к ней написал Г. Мёллер. Он в частности



608

ГЕНЕТИКА  том 59  № 5  2023

ИНГЕ-ВЕЧТОМОВ и др.

отметил: “Мы горячо приветствуем те возможно-
сти, которые открывает работа М.Е. Лобашёва, и
надеемся, что он пойдет в этом направлении еще
дальше и скоро найдет себе множество последова-
телей среди генетиков, так как эти данные относи-
тельно получения мутаций химическим методом
являются важным событием… Наша радость тем
больше, что успех не случаен, а является резуль-
татом критического и в то же время оригинально-
го мышления, комбинированного с знанием всей
предыдущей работы и с большой затратой утоми-
тельного физического и умственного труда. Здесь
был необходим настоящий синтез. И наибольшее
удовлетворение дает то обстоятельство, что перед
нами достижение члена комсомола. С энтузиаз-
мом я приношу мои поздравления т. Лобашёву и
мои сердечные пожелания дальнейшего успеха”.
Дружбу с Г. Мёллером Михаил Ефимович сохранил
на всю жизнь. Напоминанием об этом периоде на
кафедре генетики служит набор таблиц, собствен-
норучно изготовленных Г.Дж. Мёллером для курса
по генетике дрозофилы, который он читал сту-
дентам. Эти таблицы подарил кафедре в 1974 г.
Н.Н. Медведев, друживший с Г. Мёллером. В сту-
денческие годы М.Е. Лобашёва Н.Н. Медведев
был его куратором.

Михаил Ефимович прошeл всю войну, закон-
чив ее в чине капитана, он демобилизовался в ок-
тябре 1945 г. Уже в 1946 г. М.Е. Лобашёв защитил
докторскую диссертацию “О природе действия
внешних условий на динамику мутационного
процесса” [15]. На следующий год краткое изло-
жение диссертации было опубликовано им в жур-
нале “Вестник Ленинградского университета”:
“Физиологическая (паранекротическая) гипотеза
мутационного процесса” [16]. В своей работе
М.Е. Лобашёв впервые поставил рядом два понятия:
“мутация” и “репарация”. Он считал, что мута-
ция это – результат нетождественной репарации
клетки после повреждающего воздействия. Свои
идеи Лобашёв и его ученики обосновывали при
исследовании последействия повышенной тем-
пературы (не мутагенного фактора) на частоту
мутаций, индуцированных рентгеновыми лучами.
Такое воздействие повышало частоту мутаций [17].
Следовательно, мутации – не одноактные события,
а результат процесса, длящегося во времени –
устранения в процессе репарации первичного по-
вреждения (М.Е. Лобашёв называл их предмутаци-
онными изменениями) генетического материала
либо превращения его в мутацию. Так оно и ока-
залось в дальнейшем. Много позже ученики Ми-
хаила Ефимовича, а также ученики его учеников
разработали подходы к изучению фенотипиче-
ского проявления первичных повреждений в ло-
кусе типов спаривания у дрожжей-сахаромицетов
[18, 19]. Зависимость мутагенеза от состояния си-
стем репарации ДНК общепризнана в настоящее
время. Увы, автор физиологической гипотезы

вскоре был лишен возможности разрабатывать ее
далее. В августе 1948 г. прошла печально извест-
ная сессия ВАСХНиЛ, после чего все генетики и
им сочувствующие были изгнаны из университе-
тов страны. В течение последующего десятилетия
генетика в Советском Союзе была под запретом,
что послужило причиной отставания советской и
российской биологии от развития мировой нау-
ки. Восстановление генетики в нашей стране на-
чалось после 1957 г., в этом году стало возможным
возвращение на кафедру М.Е. Лобашёва. Прежде
всего он выдвинул лозунг “Кадры для кадров!”, и
первой его заботой было восстановление препо-
давания генетики в университете. С 1957 г. Лоба-
шёв читал курс общей генетики, который затем
стал основой его учебника “Генетика” [20, 21], ко-
торый долгое время служил единственным учеб-
ным пособием для университетских биологов в
постижении науки о наследственности и измен-
чивости. М. Лобашёв на всю жизнь сохранил ин-
терес к проблеме изменчивости и к соотношению
наследственной и ненаследственной изменчиво-
сти. Традиции М.Е. Лобашёва живут по сию пору
на кафедре генетики и биотехнологии СПбГУ. В
настоящее время кафедра разрабатывает в основ-
ном два дополняющих друг друга направления.
1) Развитие матричного принципа, восходящего
к идеям Н.К. Кольцова и воплощенного в Цен-
тральной Догме молекулярной биологии Ф. Крика.
2) Экологическая генетика как основа нового
эволюционного синтеза. Кафедра разрабатывает
общую проблему “Механизмы интеграции гене-
тических процессов”.

Последние десятилетия (начиная с 70-х гг. ХХ в.)
школа генетики нашего университета сознательно и
целенаправленно опирается на структуру научного
метода [22], творчески объединяя проблемы, возни-
кающие в исследовательской работе и в преподава-
нии генетики. При этом и само содержание научно-
го метода становится областью творчества. Доста-
точно напомнить, что Т. Кун, предложивший
понятие парадигмы как характеристики “нор-
мальной” науки, так и не дал определения этого
понятия в своем классическом труде, хотя и посто-
янно его использовал. Наиболее удачно дал опреде-
ление парадигмы Н.Н. Хромов-Борисов, окончив-
ший химфак в 1963 г., а затем он был аспирантом и
сотрудником кафедры генетики. Н.Н. Хромов-Бо-
рисов наполовину в шутку определил науку как
“круговую поруку гипотез”. Замените “науку” на
“парадигму” и вы получите хорошее определение
последней.

Еще одно “уточнение” структуры научного
метода мы находим у А.С. Пушкина:

“О сколько нам открытий чудных
Готовит просвещенья дух.
И опыт – сын ошибок трудных,
И гений – парадоксов друг …” А.С. Пушкин [23].
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Сам Т. Кун писал о фактах, не укладывающихся
в существующую парадигму, как об “аномалиях”.
Понятие “парадокса” здесь уместнее и с лингви-
стической точки зрения для обозначения нового
направления при наличии твердых доказательств
в пользу его существования. Продуктивность пара-
дигмального подхода в сопоставлении с наблюдае-
мыми парадоксами хорошо иллюстрируют работы
по изучению структуры и функции гена (парадиг-
мальный подход), проводившиеся на кафедре гене-
тики с 60-х гг. ХХ в. (Связь супрессии и межаллель-
ной комплементации у S. cerevisiae) и приведшие к
расшифровке генетического контроля дрожжевого
приона [PSI+] (парадоксальный феномен) [24].
Сопоставление парадигмы и парадоксов в препо-
давании (не только генетики) закладывает осно-
вы критического мышления у студентов и стиму-
лирует их творческие потенции.

Научные школы представляют собой уникаль-
ный феномен коллективного творческого само-
развития, в основе которого лежит взаимное обо-
гащение знаниями, идеями и исследовательским
интересом. Они характеризуются большой кон-
центрацией выдающихся исследователей и чрез-
вычайно высокой производительностью. Это не
единственная возможная форма коллективного
осуществления научной деятельности, но, по всей
видимости, самая эффективная. Наличие такого
феномена как научная школа опровергает рас-
пространенную в настоящее время гипотезу о
единственно правильном способе организации
исследовательской деятельности – временные
творческие коллективы, создаваемые и финанси-
руемые на конкурсной основе, “под заказ” [25].
Наиболее мощным стимулом развития науки яв-
ляется творческий поиск (исследовательский ин-
терес). Именно фундаментальные исследования,
не имеющие, на первый взгляд, сиюминутной
практической ценности, являются основой от-
крытий и научных революций.
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Professor Yu.A. Filipchenko founded the first department of genetics (then genetics and experimental zool-
ogy) in Russia in 1919. The first department of genetics in Russia made its first steps in the context of world
science was facilitatedthrough contacts between leading scientists in genetics, who today are recognized as
classics of genetics – T.H. Morgan, Yu.A. Filipchenko, N.I. Vavilov, W. Bateson, G.A. Levitsky,
G.D. Karpechenko, F.G. Dobzhansky, H.J. Muller, M.E. Lobashev and others. The modern scientific and
educational activities of the department are predetermined by its previous history and the staff of the depart-
ment continues to develop the traditions of the educational and scientific complex. Teaching work is link in-
extricably with research work within the framework of a common problem – “Mechanisms of the genetic
processes integration”. The formulation of a broad problem makes it possible to resist centrifugal tendencies,
the cause of which may be the differentiation of interests and specific tasks of researchers, what, in turn, is
fraught with the danger of training narrow specialists. The formularization of some unifying problem is tra-
ditional for the department and preserves the basis of mutual understanding between different geneticists, and
emphasizes that geneticsis one of the most important general biological disciplines.

Keywords: scientific school, history of genetics, department of genetics, St. Petersburg State University, ge-
netic education, paradigm.


