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Ранняя профилактика развития и своевременная диагностика болезней сердечно-сосудистой си-
стемы являются одними из основных задач современной кардиологии. Один из перспективных
подходов направлен на выявление ассоциаций между носительством мутаций митохондриальной
ДНК и развитием сердечно-сосудистых заболеваний. Митохондрии являются единственным ис-
точником аккумуляции энергии в кардиомиоцитах, поэтому нарушение их работы, обусловленное
мутациями мтДНК, непосредственно отражается на биоэнергетике и работе клеток миокарда. Це-
лью данного обзора стало описание современных достижений в исследовании ассоциаций мутант-
ных мтДНК с развитием различных патологий сердечно-сосудистой системы.

Ключевые слова: митохондрии, мутации, митохондриальная ДНК, сердечно-сосудистые заболевания.
DOI: 10.31857/S0016675823070068, EDN: QKHDWL

СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫЕ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ И МИТОХОНДРИИ

Болезни сердечно-сосудистой системы (ССС)
являются одной из ведущих причин инвалидиза-
ции и смертности населения по всему миру [1–3].
Изучение причин развития данных патологий яв-
ляется обязательным этапом, способствующим
более полному пониманию фундаментальных ме-
ханизмов формирования сердечно-сосудистых
заболеваний (ССЗ).

Сердце представляет собой один из наиболее
энергозависимых органов, основная функция ко-
торого – обеспечение циркуляции крови по сосу-
дистой системе. Поддержание кровотока обеспе-
чивается за счет ритмичного сокращения камер
сердца в процессе электро-механического сопря-
жения миокарда. Последнее представляет собой
цепь последовательных событий от проведения
электрических импульсов, обеспечивающееся
возбудимостью клеток, до совершения ими меха-
нической работы (мышечное сокращение). Все
эти процессы обеспечиваются работой ионных
каналов (Na+/K+ АТФ-аза, Ca2+ транспортирую-
щие каналы и насосы) и контрактильных белков
(актомиозиновые комплексы) [4], тесно связан-
ной с достаточным и своевременным производ-
ством энергии в форме молекул АТФ. Для под-
держания энергетического обеспечения кардио-
миоцитов в последних имеется большое число

специальных органелл – митохондрий, основной
функцией которых является производство АТФ
[5]. По широкому спектру причин работа мито-
хондрий может быть нарушена, что проявляется в
снижении их биоэнергетической функции и не-
гативно сказывается на клетках рабочего миокар-
да. На фоне энергетической недостаточности
кардиомиоцитов с возрастом происходит срыв их
адаптационных резервов, что выражается в раз-
витии того или иного сердечно-сосудистого забо-
левания [6].

Особенности митохондрии как органеллы
Митохондрии представляют собой субклеточ-

ные структуры, в кардиомиоцитах они могут за-
нимать до 30–35% объема клетки [6]. Основными
отличительными особенностями митохондрий
являются: наличие двойной мембраны, инваги-
нации внутренней части которой формируют кри-
сты с ферментами дыхательной цепи переноса
электронов; присутствие ферментативных систем
окисления, поддерживающих биоэнергетику
клетки; наличие собственной митохондриаль-
ной ДНК. Митохондриальный геном представ-
ляет собой кольцевую двухцепочечную молекулу
ДНК (мтДНК), состоящую из 16594 пар основа-
ний, кодирующих 13 белков комплексов дыха-
тельной цепи, 22 молекулы иРНК и 2 молекулы
тРНК [7]. Ввиду близкого расположения к внут-

УДК 616.1;576.311.347;575.1
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ренней мембране митохондрий, отсутствия ги-
стоновых белков и системы репарации, мтДНК
является менее защищенной, чем ядерная ДНК,
что выражается в большей вероятности ее повре-
ждения свободными радикалами и накоплением
ошибок в процессе репликации, проявляющихся
в виде полиморфизмов и мутаций. Такие измене-
ния мтДНК могут оказаться нейтральными в отно-
шении синтезируемых молекул (вырожденность ге-
нетического кода), положительными (протектив-
ный эффект в развитии патологии) и негативными
(нарушение пространственной укладки белков
электрон-транспортной цепи).

МУТАЦИИ мтДНК И ИХ СВЯЗЬ
С РАЗВИТИЕМ ПАТОЛОГИИ СЕРДЦА

Первые предположения о связи патологии ми-
тохондрий и развитии отдельных заболеваний
выдвигались еще в середине прошлого века [8].
Однако установить причину развития митохон-
дриальных нарушений удалось только после откры-
тия [9] и расшифровки митохондриального генома,
а также обнаружения его мутаций в 80-е гг. XX в.
[10]. С тех пор число новых выявленных мутаций
мтДНК постоянно растет, как и увеличивается
объем информации об их взаимосвязи с отдель-
ными патологиями органов и систем, в том числе
и ССЗ [11].

Мутации мтДНК, ассоциированные 
с функциональными изменениями миокарда

Одной из самых распространенных выявленных
мутаций мтДНК является замена аденина на гуанин
в позиции 3243 (m.3243A>G) гена MT-TL1, кодиру-
ющего тРНК аминокислоты лейцина (tRNALeu (UUR))
[12]. Ассоциированный с данной мутацией син-
дром MELAS (Mitochondrial Encephalopathy, Lac-
tic Acidosis, and Stroke like episodes) имеет широ-
кий спектр клинических проявлений, среди кото-
рых миопатия, в том числе гипертрофическая
кардиомиопатия (ГКМП). В ряде случаев при ги-
стохимическом анализе биопсийного материала у
пациентов с носительством мутации 3243A>G
выявляется сниженная активность фермента ци-
тохром С-оксидазы в кардиомиоцитах, играюще-
го ключевую роль в передаче электронов в ЭТЦ
[13]. Также установлено, что существует четкая
взаимосвязь между развитием ГКМП и носитель-
ством мутации m.5178C>A (p = 0.038). В то же вре-
мя у пациентов с мутацией m.12315G>A в гене
тРНКлей и m.3336T>C в гене NADH-дегидрогена-
зы ГКМП не была выявлена (р = 0.017 и р = 0.014
соответственно), что, по мнению ученых, являет-
ся протективным фактором в формировании
ГКМП [14].

По данным работы Y. Qi с соавт. для пациен-
тов, имеющих дилатационную кардиомиопатию

(ДКМП), характерно носительство таких мута-
ций как MT-TL1 3302A>G, MT-TI 4295A>G, MT-
TM 4435A>G, MT-TA 5655T>C, MT-TH 12201T>C,
MT-TE 14692A>G и MT-TT 15927G>A [15]. Авто-
рами установлено, что при таком изменении ми-
тохондриального генома происходит снижение
энергообеспечения клетки, но при этом повыша-
ется утечка электронов из электрон-транспорт-
ной цепи, что увеличивает образование АФК (ак-
тивных форм кислорода) в клетке. По мнению
исследователей, этот факт может являться ключе-
вым моментом в формировании ДКМП.

В исследовании А. Brambilla с соавт. обнаруже-
но, что помимо ГКМП у трети детей с врожден-
ными митохондриальными мутациями в генах
MT-TL1, MT-ND1-3, 5, 6, MT-CTB1, MT-CO1,
MT-TC поражение сердечно-сосудистой системы
в форме ДКМП приводит к сердечной недоста-
точности, легочной гипертензии, жизнеугрожаю-
щим аритмиям и атриовентрикулярным блока-
дам. У детей с наследственными мутациями в
мтДНК с изначально выявленными нарушения-
ми в сердечно-сосудистой системе, в сравнении с
детьми без выявленных нарушений со стороны
ССС, но с врожденными митохондриальными
мутациями, прогноз выживаемости гораздо хуже
(22 против 45%). При этом средний возраст на-
ступления смерти среди указанных групп досто-
верно не различается [16].

Мутации мтДНК, ассоциированные с нарушением 
проводимости и развитием внезапной 

сердечной смерти

Нарушения сердечного ритма и проводимости
являются одними из ключевых факторов риска
смерти больных с ССЗ [17]. Одним из неблаго-
приятных исходов данных нарушений является
внезапная сердечная смерть, насчитывающая до
20% в структуре смертности населения в мире
[18]. На основании имеющихся данных можно го-
ворить о все чаще выявляемой взаимосвязи носи-
тельства отдельных гаплогрупп (вариант мтДНК с
наличием полиморфизма, сформировавшийся в
результате расселения людей и передачи полимор-
физма по материнской линии потомкам) и вероят-
ности наступления внезапной сердечной смерти
(ВСС). Так, для жителей Финляндии показано, что
у молодых людей (возраст 20–55 лет) смертность от
неишемической внезапной сердечной смерти ассо-
циированна с носительством субгаплогруппы Н1
(OR = 1.76 (95%CI, 1.02–3.04, p = 0.043)). Это, как
считают авторы исследования, может являться
косвенным предиктором развития ВСС. При
этом во всей выборке пациентов (n = 91) доля су-
пергаплогруппы HV, в которую входит и гапло-
группа Н1, составила 56.4% [19]. В работе F. Khatami
с соавт. было продемонстрировано, что носитель-
ство мутаций T14687C в умеренно консерватив-
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ной области акцепторного стебля тРНКГлу и
T10463C в высоко консервативной области
Т-петли в тРНКАрг может ухудшать состояние па-
циентов с синдромом удлиненного интервала QT
(long QT syndrome – LQTS). Исследователями про-
демонстрировано возраст-зависимое линейное
удлинение данного интервала у больных (r = 0.73,
p < 0.05), что в перспективе приводит к развитию
ВСС [20].

Показано, что у носителей выше упомянутой
мутации m.3243A>G на ЭКГ могут выявляться
признаки преждевременного возбуждения желу-
дочков с укорочением интервалов PR (синдром
Вольфа–Паркинсона–Уайта), а также синдром
слабости синусового узла и АВ-блокада I степени
[21]. Все перечисленные нарушения проводимо-
сти могут приводить к возникновению жизне-
угрожающих аритмий с исходом в форме ВСС.

Мутации мтДНК, ассоциированные 
с другими заболеваниями ССС

Помимо вышеописанных патологий сердца
весьма распространенным заболеванием у насе-
ления развитых стран является атеросклероз,
представляющий собой одну из основных причин
развития ишемической болезни сердца [22]. В ре-
зультате исследования Y. Nishigaki с соавт. было
установлено, что у японских женщин-носитель-
ниц полиморфизма mt663, определяющего гап-
логруппу А, риск развития атеротромботических
событий повышен, что делает их группой риска
развития ИБС [23]. В противоположность этому
выявлено, что у японских мужчин-носителей по-
лиморфных вариантов mt5147 и mt16519 (опреде-
ляют N9b гаплогруппу) развитие инфаркта мио-
карда не происходит. Показано, что это связано
со сниженной продукцией супероксидных ани-
он-радикалов кислорода [24]. В публикации
М.А. Сазоновой и соавт. говорится, что носи-
тельство мутации m.12315G>A в гене тРНКлей ас-
социировано с развитием атеросклеротических
бляшек в каротидной области (р = 0.001), в то вре-
мя как мутация m.13513G>A несет антиатероген-
ный эффект (p = 0.05) [25].

По результатам исследования С. Liu с соавт.,
направленного на изучение связи повышенного
артериального давления и глюкозы крови с мута-
циями мтДНК, проведенного на 32 секвениро-
ванных митохондриальных геномах пациентов с
высоким АД (один из факторов риска инфаркта
миокарда и сердечной недостаточности), уста-
новлено, что полиморфизм 5913G>A (Asp4Asn)
гена цитохром С-оксидазы MT-CO1 ассоцииро-
ван с более высокими уровнями кровяного давле-
ния и концентрации глюкозы в крови. Так, арте-
риальное давление у носителей данной мутации
было на 7 мм рт. ст. выше, а уровень глюкозы кро-

ви натощак выше на 17 мг/дл в сравнении с прак-
тически здоровым контролем (р = 0.05 и р = 0.009
соответственно) за период 25-летнего наблюдения
[26].

В работе Z. Jia с соавт., посвященной описа-
нию взаимосвязи мутации 15927G>A мтДНК и
развития ИБС, установлено, что носительство
данной мутации ведет к нарушению структуры и
физико-химических свойств треониновой тРНК.
Данный факт был продемонстрирован на линии
цисбридных клеток. В митохондриях последних
наблюдалось снижение экспрессии субъединиц
белков электронтранспортной цепи (ЭТЦ): ND1,
ND3, ND4, ND5, CO2, CYTB, ATP6, ATP8, сни-
жение их трансмембранного потенциала (при-
мерно до 50% в сравнении с контролем), как ос-
новной движущей силы синтеза АТФ, что в целом
негативно сказывалось биоэнергетике органелл.
Также у носителей данной мутации отмечается
повышенная генерация АФК за счет усиленной
утечки электронов из ЭТЦ, сниженный потенци-
ал ангиогенеза и большая склонность клеток к
апоптозу [27].

Крупные делеции в митохондриальной ДНК –
например такие как m.8470-13446del в промежут-
ке между генами ATPase8 и ND5 (в 1/3 случаев), от
нуклеотида 6341 до 13993 (делеция в 7652 пары ос-
нований), могут приводить к развитию синдрома
Кернса–Сайера (митохондриальная миопатия).
По имеющейся информации носительство ука-
занных мутаций ведет к нарушению работы ЭТЦ,
что критически отражается на тканях с высоким
энергетическим запросом (сердце, мозг, скелет-
ная мускулатура). Клинически это проявляется в
слабости мышц глаза (офтальмоплегия, птоз),
мозжечковой атаксии и прочими неврологически-
ми нарушениями а также мышечной слабостью и
прогрессирующей кардиомиопатией [28, 29].

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРОФИЛАКТИКИ 
МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Профилактика и лечение митохондриальных
заболеваний представляет собой на сегодняшний
день трудную задачу. Одной из особенностей раз-
вития ССЗ, ассоциированных с митохондриаль-
ной дисфункцией, является наличие множества
мутаций в различных генах, в отличие от “класси-
ческих” митохондриальных заболеваний, затра-
гивающих единичные гены, что снижает потен-
циальный эффект таргетной генной терапии в та-
ких случаях.

Чаще всего прибегают к вторичной профилакти-
ке уже выявленных патологий, представляющей со-
бой назначение и прием энерготропных препаратов
(L-карнитин, сукцинат, коэнзим Q10, креатин)
[30, 31]. В рамках первичной профилактики
(предотвращение передачи митохондриального
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заболевания потомству) существует широкий
спектр потенциально перспективных методов,
доказавших свою эффективность в условиях ла-
боратории на животных моделях [32–35]. В то же
время только две страны официально допустили
их применение на людях в рамках клинических
испытаний – Великобритания (2015 г.) и Австра-
лия (2022 г.). Речь идет о методах заместительной
митохондриальной терапии (перенос зародыше-
вых пузырьков, перенос пронуклеусов, перенос
веретена деления, перенос полярных телец и т.д.)
в результате которых формируется зародыш “от
трех родителей”, несущий ядерную ДНК от мате-
ри-носительницы митохондриального заболева-
ния, а митохондрии от здоровой женщины-доно-
ра. Одним из главных недостатков данных мето-
дов является вероятность переноса митохондрий
и мтДНК от больной матери [36], что увеличивает
риск развития патологии либо у зачатого ребенка,
либо в дальнейшем у его потомков из-за развития
эффекта гетероплазмии. Также не исключается
возможность негативных последствий из-за не-
совместимости белков, кодируемых ядерной
ДНК матери, и митохондрий донора, что может
привести к недостаточности работы электрон-
транспортной цепи в течение жизни [37].

Подводя итог, можно сказать, что митохон-
дриальная терапия только начинает развиваться.
Однако уже сейчас можно говорить о потенци-
альной пользе, которую принесет внедрение в
клиническую практику технологий, позволяю-
щих проводить коррекцию митохондриальных
заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании проведенного анализа совре-

менных литературных данных можно сделать вы-
вод, что полиморфизмы и мутации в мтДНК могут
оказывать различное влияние на развитие сердеч-
но-сосудистой патологии. Носительство отдельных
полиморфизмов может быть связано с развитием
сердечно-сосудистой патологии, тогда как отсут-
ствие или наличие других является протективным
фактором развития отдельных нозологий. В рам-
ках современной клинической практики анализ
на носительство мутаций митохондриальной
ДНК можно применить для раннего выявления
и/или предсказания развития заболевания серд-
ца. Особенно это актуально для лиц с высоким
риском нарушений ритма сердца, так как их раз-
витие может приводить к наступлению внезап-
ной сердечной смерти. Чем раньше будет уста-
новлена предрасположенность к возникновению
перебоев в сердечном ритме, тем более полный
комплекс мероприятий смогут осуществить кар-
диологи по сохранению и поддержанию нормаль-
ного функционирования миокарда пациента. В
связи с этим оценка митохондриального генома

на наличие мутаций может стать важным факто-
ром, который необходимо будет учитывать при
постановке диагноза.

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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Early prevention of development and timely diagnosis of diseases of the cardiovascular system are some of the
main tasks of modern cardiology. One of the promising approaches is aimed at identifying associations be-
tween the carriage of mitochondrial DNA (mtDNA) mutations and the development of cardiovascular dis-
eases. Mitochondria are the only source of energy accumulation in cardiomyocytes; therefore, failure of their
functioning, caused by mtDNA mutations, directly affects the bioenergetics and the work of myocardial cells.
The purpose of this review is to describe the current achivements in the study of associations of mutant mtDNA
with the development of various pathologies of the cardiovascular system.
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Одним из факторов, затрудняющих использование дикого аллотетраплоидного вида картофеля So-
lanum stoloniferum Schltdl et Bouchet (геном ААВВ) в селекции, являются геномные различия с S. tu-
berosum L. (АААА). Однако в литературе практически отсутствует информация о том, какие ценные
гены этого дикого вида расположены на субгеноме В и каким образом происходит их перенос в ге-
ном S. tuberosum. Целью настоящей работы было определение субгеномной принадлежности ряда
генов S. stoloniferum с использованием оригинального подхода, основанного на различиях в насле-
довании маркеров этих генов первым поколением беккросса (ВС1) культурным картофелем удвоен-
ных триплоидных гибридов (6x, AAAABB) в зависимости от их расположения на субгеноме А или В,
анализ наследования маркеров в ВС2 и ВС3 в рамках четырех схем интрогрессии и маркер-опосре-
дованной селекции по гену устойчивости к фитофторозу Rpi-sto1. Маркеры генов устойчивости к
фитофторозу Rpi-sto1, R3b, R2, генов устойчивости к PVY Rysto, Ryadg, гена устойчивости к раку кар-
тофеля Sen2 локализованы на субгеноме В, а гена Rychc устойчивости к PVY – на субгеноме А S. sto-
loniferum. Наблюдали спорадическое появление гибридов BC1 без маркеров, что можно объяснить
редкими случаями рекомбинации гомеологичных хромосом субгеномов А и В. Наследование мар-
керов в ВС2 (близкое к 1 : 1) в целом соответствовало ожидаемому при случайной передаче потом-
ству BC2 отдельных хромосом субгенома В. В ВС3 отобрано несколько перспективных для селекции
гибридов с маркером гена Rpi-sto1.

Ключевые слова: беккросс, ДНК-маркеры, геномные различия, интрогрессия генов, межвидовая ги-
бридизация, картофель.
DOI: 10.31857/S0016675823070056, EDN: QKFUVA

Дикий аллотетраплоидный вид картофеля So-
lanum stoloniferum рассматривают как ценный ис-
точник генов устойчивости к болезням и вредите-
лям для использования в селекции. Многие об-
разцы S. stoloniferum известны как носители генов
крайней устойчивости к вирусам PVY, PVX, PVA и
PVV [1, 2], а также устойчивости к фитофторозу,
бактериальным болезням и вредителям картофе-
ля [3–5]. Некоторые ценные гены S. stoloniferum,
прежде всего устойчивости к PVY, нашли приме-
нение в селекции и представлены в значительном
количестве сортов картофеля. Однако использу-
ется лишь ограниченный генофонд этого вида,
что связано с наличием ряда репродуктивных ба-
рьеров, затрудняющих его интрогрессию в геном
культурного картофеля. Основная проблема –

принадлежность S. stoloniferum и S. tuberosum к
разным группам скрещиваемости в отношении
постзиготного барьера, обусловленного так назы-
ваемым балансовым числом эндосперма (EBN):
первый относят к 4x (2EBN), а второй – к 4х
(4EBN) видам [6]. Кроме того, гибридизация со-
пряжена с односторонней несовместимостью,
при которой гибридные семена удается получить
только при использовании дикого вида в качестве
материнской формы [7], а полученные гибриды
характеризуются мужской стерильностью, свя-
занной с цитоплазмой дикого вида [4, 8–10].

Отдельного внимания заслуживают геномные
различия между S. stoloniferum (геномный состав
ААВВ) и S. tuberosum (АААА), которые могут за-
труднять интрогрессию ценных генов, локализо-

УДК 635.21:631.539:631.527.3:631.524.86:577.21
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ванных на субгеноме В, из-за нарушений в мейо-
зе межвидовых гибридов [11]. Геном В, характер-
ный для североамериканских диплоидных и
аллополиплоидных видов картофеля, имеет отно-
сительно высокую степень гомологии с геномом А.
G. Marks [12] наблюдал у гаплоида аллотетраплоид-
ного дикого вида S. polytrichon Rydb. (=S. stolon-
iferum; геномный состав АВ) высокую частоту
формирования бивалентов в мейозе (в среднем 7,
9, максимум 12). Образование в мейозе преиму-
щественно бивалентов отмечено у гибридов, по-
лученных при опылении пыльцой S. stoloniferum
(ААВВ) тетраплоидных гибридов (АААА) между
6x S. demissum Lindl. и диплоидными (АА) южно-
американскими видами S. gibberulosum Juz. et Buk.
(=S. chacoense Bitt.), S. simplicifolium Bitt. (=S. mi-
crodontum Bitt.), S. goniocalyx Juz. et Buk. (=S. ste-
notomum Juz. et Buk.) [13].

Аналогичную картину описал Propach (цит. по
[14]) у гибридов между 4х S. acaule Bitt. (сегмен-
тарный аллотетраплоид АААаАа) и 4х S. stolon-
iferum (AABB): было выявлено в среднем 1.9 уни-
валентов и 19 бивалентов, а также 0.9 тривалентов
и 1.4 квадривалентов на клетку. В клетках межви-
довых гибридов сродство гомеологичных хромо-
сом геномов А и В было выше, чем у полигаплои-
дов [14]. J. Hermsen, M. Ramanna [15] наблюдали
нормальное образование бивалентов у диплоид-
ных межвидовых гибридов S. verrucosum Schltdl ×
× S. bulbocastanum Dun. (геномный состав АВ).
Аналогичная картина отмечена также у тетрапло-
идных трехвидовых гибридов 6х (S. acaule × S. bul-
bocastanum)2 × 2x S. phureja Juz. et Buk. [16, 17]. Не-
давно T. Gavrilenko et al. [18] и S. Kikuchi et al. [19],
используя метод геномной гибридизации in situ
(GISH), продемонстрировали возможность ин-
трогрессии генетического материала генома В
полиплоидных межвидовых гибридов в геном А
гибридов их беккросса культурным картофелем.

Однако считается общепринятым, что гомео-
логичная рекомбинация с участием хромосом ге-
номов А и В может быть неэффективной в случае
наличия в клетках межвидовых гибридов парных
хромосом, принадлежащих одному из геномов
[11, 20–22]. Такая ситуация складывается, напри-
мер, при вовлечении в селекцию диких аллотет-
раплоидных видов картофеля, в том числе S. sto-
loniferum. Большинство методов преодоления их
нескрещиваемости с культурным картофелем ос-
новано на получении полиплоидных (чаще всего
6х) межвидовых гибридов, которые затем вклю-
чают в программы беккросса на культурный кар-
тофель [21, 23–28].

Первый беккросс сортами S. tuberosum по-
липлоидных межвидовых гибридов приводит к
формированию потомства с непарными хромосо-
мами субгенома В. Поскольку нормальный си-
напсис ожидается только между гомологичными

хромосомами субгенома А таких гибридов, воз-
никает вопрос о возможности интрогрессии гене-
тического материала субгенома В в геном А куль-
турного картофеля. В литературе отсутствует ин-
формация о специально проведенной субгеномной
локализации ценных генов S. stoloniferum, а также
характере их переноса в геном культурного карто-
феля в зависимости от принадлежности к субге-
номам А или В.

Ранее нами реализован ряд новых схем вовле-
чения в селекцию образца S. stoloniferum PI205522
с целью маркер-опосредованной интрогрессии в
геном культурного картофеля гена устойчивости
к фитофторозу широкого спектра действия Rpi-
sto1 (гомолога известного гена Rpi-blb1 из S. bulbo-
castanum) и получения мужски фертильных меж-
видовых гибридов [29, 30]. Помимо гена Rpi-sto1,
у этого образца выявлены ДНК-маркеры других
генов устойчивости к фитофторозу (R2, R3b), а
также к PVY (Ryadg, Rysto, Rychc), раку картофеля
(Sen2) ([31], настоящая статья).

В настоящей работе представлены результаты
использования оригинального подхода для опре-
деления субгеномной принадлежности ряда ге-
нов S. stoloniferum PI 205522, основанного на раз-
личиях в наследовании маркеров этих генов пер-
вым поколением беккросса (ВС1) на культурный
картофель гексаплоидных межвидовых гибридов
(удвоенных триплоидных гибридов, AAAABB) в
зависимости от их расположения на субгеноме А
или В. Исходные триплоидные гибриды
IGC15/118.3 и IGC15/114.52 (AAB) были получе-
ны в результате гибридизации между S. stoloni-
ferum (sto) PI205522 (ААВВ) и диплоидными ли-
ниями S. tuberosum (tub) (AA). Один из субгено-
мов А межвидовых гибридов происходит от дико-
го вида, а второй – от культурного картофеля. Эти
межвидовые гибриды, как и sto PI 205522, несут
семь маркеров генов устойчивости. Они могут
быть расположены на субгеноме A, субгеноме B
или на обоих субгеномах дикого вида.

Митотически удвоенные 6х клоны имеют две
копии субгенома В sto PI 205522 и в случае распо-
ложения генов на субгеноме В они будут пред-
ставлены у межвидовых гибридов в гомозиготном
состоянии. Следует ожидать отсутствие расщеп-
ления по таким генам в BC1 при преимуществен-
ном спаривании гомологичных хромосом в мейо-
зе межвидовых гибридов. Аналогичная картина
расщепления очевидно имеет место, если гены
расположены на обоих субгеномах дикого вида.

Митотически удвоенные 6х клоны также име-
ют две копии субгенома А sto PI 205522 и в случае
расположения генов на субгеноме А они будут
представлены у межвидовых гибридов в гомози-
готном состоянии. Кроме того, они имеют две ко-
пии генома A культурного картофеля, которые,
как правило, не имеют маркеров изучаемых ге-
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нов. Таким образом, их можно рассматривать в
качестве аналогов дуплексов автотетраплоидного
картофеля (4х сортов с двумя копиями генов), ко-
торые демонстрируют расщепление 5 : 1 (3.67 : 1 в
случае хроматидного расщепления) в потомстве
от скрещивания с нуллиплексными тестерами
[32–34].

Целью настоящего исследования было:
– изучить наследование названных генов в

первом поколении беккросса (ВС1) на культур-
ный картофель S. tuberosum 6x межвидовых ги-
бридов, что позволит определить возможную их
принадлежность к субгеномам А или В S. stoloni-
ferum PI 205522;

– изучить наследование этих генов в последу-
ющих поколениях беккросса (BC2 и BC3) в рамках
четырех схем интрогрессии с использованием
маркер-опосредованной селекции по гену Rpi-
sto1, отбора по полевой устойчивости к фитофто-
розу и по признакам культурного картофеля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал

В качестве материала использовали S. stoloni-
ferum PI 205522 (семена получены из генбанка по
картофелю США NRSP-6), диплоидную SvSv-ли-
нию IGC08/168.4 (F2 2x S. tuberosum × S. verrucos-
um) [35], фертильную диплоидную линию
IGC10/1.21 [36], межвидовые гибриды и их
потомство от беккроссирования на сорта куль-
турного картофеля, полученное в результате реа-
лизации четырех схем интрогрессии (рис. 1).

Схемы интрогрессии
Первая и вторая схемы – традиционные. Они

включают получение триплоидных межвидовых
гибридов, митотическое удвоение их хромосом и
беккроссирование полученных гексаплоидных
клонов на сорта картофеля. В первой схеме ис-
пользован 6х клон IGC15/118.3.С6.2016, получен-
ный с помощью обработки колхицином 3х гибри-
да 2х SvSv-линия S. tuberosum × S. stoloniferum PI
205522 [31]. Для получения ВС1 использован сорт
Katahdin (в качестве опылителя), ВС2 – сорт
Quarta (в качестве опылителя), ВС3 – сорта Сви-
танок Киевский, Уладар (в качестве опылителя),
Янка (в качестве материнской формы). Для целей
генетического анализа наследования в ВС1 ком-
плекса маркеров генов устойчивости к болезням,
выявленных у sto PI 205522, также использовали
гибриды IGC19/334.n между IGC15/118.3.С6.2016
и 2х линией tub IGC17n8, формирующей фер-
тильную нередуцированную пыльцу (у нее отсут-
ствует шесть из восьми маркеров, выявленных у
PI 205522). Во второй схеме использован 6х меж-

видовой гибрид IGC15/114.52.С5.2017, получен-
ный в результате митотического удвоения хромо-
сом 3х гибрида sto PI 205522 × 2х линия tub
IGC10/1.21. В анализ включено потомство от его
скрещивания с линией IGC17n8 – гибриды
IGC19/330.n.

Третья и четвертая схемы интрогрессии имеют
целью повысить вероятность гомеологичной ре-
комбинации субгеномов А и В [30]. В схеме 3 ис-
пользован 4х межвидовой гибрид IGC16/36.1, по-
лученный в результате опыления 6х клона
IGC15/118.3.С6.2016 2х линией tub IGC10/1.21
(ВС1, предполагаемая геномная формула – АААВ).
В настоящей статье представлены результаты
анализа потомства от скрещивания IGC16/36.1 (в
качестве материнской формы) с тестерной линией
IGC17n8 – гибриды IGC19/305.n. В схеме 4 ис-
пользован в качестве материнской формы 5х ги-
брид IGC15/103.53 (предполагаемый геномный
состав АААВВ), выделенный среди гибридов sto
PI 205522 × 2х tub IGC10/1.21. Очевидно, его об-
разование связано с формированием 2n яйцекле-
ток sto PI 205522. Для получения ВС1 (гибрид
IGC17/192.4) был использован сорт Quarta (в каче-
стве опылителя), ВС2 – сорта Quarta и Labadia (ги-
бриды соответственно IGC19/323.n и IGC19/335.n).

Поскольку один из субгеномов А у IGC15/103.53
в непарном состоянии, предполагалось, что у ги-
бридов ВС1 будет представлена только часть его
хромосом. Это должно ускорить процесс дости-
жения тетраплоидного уровня беккроссированием
межвидового гибрида с культурным картофелем и
повысить вероятность интрогрессии в геном куль-
турного картофеля генетического материала субге-
нома В за счет представленности у пентаплоидно-
го гибрида не одного (как в традиционной схеме
интрогрессии), а двух копий субгенома В. Еще
более перспективным для повышения вероятно-
сти гомеологичной рекомбинации представлялся
гибрид IGC16/36.1 (4х, АААВ), имеющий в не-
парном состоянии два полных набора хромосом
субгеномов А и В. Следует отметить, что скрещи-
вания гибридов IGC16/36.1 и IGC15/103.53 с куль-
турным картофелем в значительной степени за-
труднены (очевидно из-за различий их EBN) [30].

ДНК-маркеры

С целью изучения наследования генов устой-
чивости sto PI 205522 в рамках четырех схем ин-
трогрессии проводили детекцию ряда маркеров у
исходных межвидовых гибридов и их гибридов
беккросса на культурный картофель. Это марке-
ры RYSC3321, Yes3-3A341 и RY364-14298 генов
устойчивости к PVY Ryadg, Rysto и Rychc соответ-
ственно, маркеры 517/1519750, R22500 и R3b378 генов
устойчивости к фитофторозу (патоген Phytophtho-
ra infestans (Mont.) de Bary) Rpi-sto1, R2 и R3b соот-
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Рис. 1. Схемы интрогрессии генетического материала S. stoloniferum PI 205522 в геном культурного картофеля: тради-
ционные (1 и 2) и имеющие целью повышение вероятности рекомбинации гомеологичных хромосом субгеномов А и
В (3 и 4). В скобках приведены предполагаемые плоидность и геномный состав.
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ветственно, маркер 5450_31046 гена Sen2 устойчи-
вости к раку картофеля (патоген Synchitrium endo-
bioticum (Schilb.) Perc.). табл. 1) [3, 9, 37–41].
Дополнительно детектировали SCAR-маркер
SolB469, специфический для субгенома В аллотет-
раплоидных видов картофеля серии Longipedicillata
Buk. Этот маркер разработан на основе полиморф-
ных последовательностей интрона 2 FLORICAU-
LA/LEAFY (Flint2), который широко используется
таксономистами растений [42]. У гибридов ВС3 так-
же детектировали маркер TG689141 гена Н1 устой-
чивости к нематоде Globodera rostochiensis (Woll.)
Behr. [43].

Выделение и очистку ДНК осуществляли из
листьев растений с использованием наборов
“DNA purification Kit” производства фирмы
“Thermo Scientific” (EC) в соответствии с реко-
мендациями производителя и нашими модифи-
кациями. Синтез праймеров осуществлен в ОДО
“Праймтех” (Минск, Беларусь). ПЦР проводили
на термоциклере “GenAmp System 2700”, “PE Ap-
plied Biosystems” (США). Применялся унифици-
рованный состав реакционной смеси: препарат
тотальной ДНК в конечном объеме 100 нг, прайме-
ры ‒ 0.4 мкМ, dNTP ‒ 0.25 мM, MgCl2 ‒ 2.5 мМ,
Taq-ДНК-полимераза ‒ 1 ед. Для детекции мар-
кера R22500 использовали 2.0 ед. Pfu ДНК-полиме-
разы и реакционную смесь, рекомендованную
ООО АртБиоТех (Минск, Беларусь), которая вклю-
чала 100 нг ДНК, 0.4 мкМ праймеров, 2.0 мM dNTP,
2.0 мМ MgCl2.

Программы ПЦР для амплификации соответ-
ствующих маркеров были следующие:

SolB469 – один цикл 3 мин при 94°С; далее
35 циклов по 15 с при 94°С, 15 с при 60°С , 30 с при
72°С; 1 цикл 5 мин при 72°С.

RYSC3321 – два цикла 9 мин при 93°С; далее
35 циклов по 45 с при 94°С, 45 с при 56°С и 60 с
при 72°С; один цикл 5 мин при 72°С.

Yes3-3A341 – один цикл 2 мин при 94°С; далее
10 циклов по 40 с при 94°С, 40 с при 60°С и 60 с
при 72°С; далее 30 циклов по 40 с при 94°С, 40 с
при 55°С и 60 с при 72°С; один цикл 10 мин при
72°С.

RY364-14298 – один цикл 10 мин при 95°С; да-
лее 35 циклов по 30 с при 94°С, 30 с при 55°С и
90 с при 72°С; один цикл 5 мин при 72°С.

517/1519750 – один цикл 7 мин при 95°С; далее
38 циклов по 20 с при 95°С, 20 с при 58°С и 2 мин
при 72°С; один цикл 7 мин при 72°С.

R22500 – один цикл 7 мин при 95°С; далее
38 циклов по 20 с при 95°С, 20 с при 58°С и 2 мин
при 72°С; один цикл 7 мин при 72°С.

R3b378 – один цикл 7 мин при 95°С; далее
38 циклов по 20 с при 95°С, 20 с при 58°С и 2 мин
при 72°С; один цикл 7 мин при 72°С.

5450_31046 – один цикл 3 мин при 93°С; далее
35 циклов по 2 мин при 93°С, 45 с при 58°С и
1.5 мин при 72°С; один цикл 10 мин при 72°С.

TG689141 – один цикл 3 мин при 95°С; далее
35 циклов по 20 с при 94°С, 20 с при 55°С и 30 с
при 72°С; один цикл 3 мин при 72°С.

Таблица 1. ДНК-маркеры, использованные в работе

Маркер Ген Хромосома Праймеры (5'‒3') Ссылка

SolB469 FLint2 III F: ATAACTCTCAAATACGAAACAAA
R: CTCTGTAACTGTCCTAGATTCTGTGT

 [42]

RYSC3321 Ryadg XI F: ATACACTCATCTAAATTTGATGG
R: AGGATATACGGCATCATTTTTCCGA

 [37]

Yes3-3A341 Rysto XII F: TAACTCAAGCGGAATAACCC
R: AATTCACCTGTTTACATGCTTCTTGTG

 [9]

RY364-14298 Rychc IX F: CTATTATAAGTCTGGTACTAGGACG
R: GGCTATATGTTCAATGAATTCATGCTAA

 [38]

517/1519750 Rpi-sto1 VIII F: CATTCCAACTAGCCATCTTGG
R: TATTCAGATCGAAAGTAC

 [3]

R22500 R2 IV F: ATGGCTGATGCCTTTCTATCATTTGC
R: TCACAACATATAATTCCGCTTC

 [39]

R3b378 R3b XI F: GTCGATGAATGCTATGTTTCTCGAGA
R: ACCAGTTTCTTGCAATTCCAGATTG

 [40]

5450_31046 Sen2 XI F: ATGATCATTGATGGCAGCAG
R: GGGCATTTTGGAGCATAAAA

 [41]

TG689 H1 V F: TAAAACTCTTGGTTATAGCCTAT
R: AATAGAATGTGTTGTTTCACCAA

 [43]
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Продукты амплификации разделяли с помо-
щью электрофореза в 1.5%-ном агарозном геле с
бромистым этидием и визуализировали в ультра-
фиолетовом свете.

Для определения характера расщепления ги-
бридов по отдельным маркерам анализировали
ДНК 17–38 растений на комбинацию скрещива-
ния. Соответствие полученного расщепления
теоретически ожидаемому при различных вари-
антах скрещиваний подтверждали с помощью ме-
тода хи-квадрат.

Для получения поколений беккросса межви-
довых гибридов BC2 и BC3 отбирали наиболее
продуктивные гибриды с признаками культурно-
го картофеля (компактное гнездо клубней пра-
вильной формы и с мелкими глазками), не имею-
щие симптомов фитофтороза в конце периода веге-
тации (устойчивость 9 баллов по 9-балльной шкале)
в течение как минимум двух лет полевых испыта-
ний, несущие маркер 517/1519750 гена устойчивости
к фитофторозу Rpi-sto1. Место полевых испытаний
гибридов (г. Минск, Беларусь) характеризуется
ежегодными эпифитотиями фитофтороза (в годы
испытаний отмечено сильное поражение патоге-
ном восприимчивых сортов Уладар, Одиссей,
Янка и Лилея).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Представленность маркеров sto PI 205522 

у родительских форм и межвидовых гибридов F1

У 2х SvSv-линии IGC08/168.4, использованной
в качестве материнского родителя для гибридиза-
ции с sto PI 205522, обнаружены маркеры R22500 и
R3b378, что может затруднять анализ их наследова-
ния в последующих поколениях беккросса. У ги-
брида F1 IGC15/118.3 и его удвоенного с помощью
колхицина клона представлены все взятые в ана-
лиз маркеры.

У 2х родительской линии IGC10/1.21, высту-
павшей в качестве опылителя при получении
межвидового гибрида IGC15/114.52, маркеры об-
разца дикого вида не выявлены. У названного ги-
брида и соответствующего митотически удвоен-
ного 6х клона обнаружены все маркеры, за ис-
ключением маркера RY364-14298 гена Rychc.
Пентаплоидный гибрид IGC15/103.5 имел все
маркеры дикого вида (табл. 2).

Наследование маркеров sto PI 205522 гибридами ВС1

Как видно из табл. 2, гибриды BC1 IGC16/38.n,
IGC16/39.n, IGC19/334.n и IGC19/330.n демон-
стрировали отсутствие расщепления по маркерам
генов устойчивости к фитофторозу Rpi-sto1, R2 и
R3b, генов устойчивости к PVY Ryadg и Rysto, а так-
же по маркерам 5450_31046 и SolB469, что указывает

на локализацию этих генов на субгеноме В. Спо-
радическое появление гибридов без вышеупомя-
нутых маркеров в некоторых гибридных комби-
нациях (IGC19/334n по маркеру Yes3-3A341,
IGC19/330.n по маркерам 5450_31046 и SolB469)
можно объяснить скорее редкими случаями го-
меологической рекомбинации хромосом субге-
номов A и B в мейозе 6x клонов, чем расположени-
ем этих генов на субгеноме А. Расщепление 15 : 2 в
случае Yes3-3A341 у IGC19/334.n соответствует
ожидаемому 5 : 1 для анализирующих скрещива-
ний дуплекса (χ2 = 0.17,  = 3.84) и 3.67 : 1 (χ2 =
= 0.57). Однако все 38 гибридов между материн-
ской формой, 6х клоном IGC15/118.3.С6.2016 и
другим тестером, сортом Katahdin (IGC16/38.n и
IGC16/39.n) имели этот маркер. В свою очередь,
расщепление 22 : 1 по маркеру SolB469 у
IGC19/330.n также соответствует 5 : 1 и 3.67 : 1 (χ2 =
= 1.85 и χ2 = 2.99), однако у IGC19/334.n,
IGC16/38.n и IGC16/39.n отсутствовало расщеп-
ление по этому маркеру. Кроме того, маркер
SolB469 является специфическим для субгенома B
аллотетраплоидных видов картофеля [42].

В настоящем эксперименте возможно присут-
ствие у гибридов BC1 дополнительных копий не-
которых изучаемых генов на субгеноме А, кото-
рые они могли получить от культурного картофе-
ля. В частности, гены R2 и R3b могли быть
перенесены не только от дикого вида, но и от SvSv-
линии, а гены Ryadg и Sen2 – от тестера IGC17n8. В
случае маркера 5450_31046 гена Sen2 у гибридов
IGC19/330.n расщепление 22 : 1 соответствует
ожидаемому 11 : 1 (χ2 = 0.63) для скрещиваний
между 4х дуплексом и 4х симплексом. Несмотря
на отсутствие расщепления у IGC19/334.n (17 : 0)
по этому маркеру и как результат расщепление 39 :
: 1 у 40 аналогичных гибридов BC1 (IGC19/330.n и
IGC19/334.n), не исключается расположение
Sen2 на субгеноме А у sto PI 205522 (χ2 = 1.33). На-
против, отсутствие расщепления у гибридов
IGC19/334.n (17 : 0) и IGC19/330.n (23 : 0) по мар-
керам генов R2, R3b и Ryadg указывает на располо-
жение этих генов скорее на субгеноме В, чем суб-
геноме А.

Значительная часть гибридов BC1 IGC19/334.n
и IGC19/330.n не имела маркера RY364-14298 гена
Rychc, что очевидно связано с его локализацией на
субгеноме A sto PI 205522. Расщепление 18 : 5 в
случае с IGC19/330.n соответствует ожидаемому
5 : 1 для тестерных скрещиваний 4х дуплекса (χ2 =
= 0.19;  = 3.84), отклонение от ожидаемого
расщепления у IGC19/334.n (9 : 8, χ2 = 3.62) было
недостоверным.

У тетраплоидного гибрида ВС1 IGC16/36.1
(схема интрогрессии 3) представлены все исполь-
зованные маркеры. У гибрида IGC17/192.4 (схема

χ2
0.05

χ2
0.05
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Таблица 2. Наличие маркеров генов устойчивости и специфического для субгенома В маркера SolВ469 у межви-
довых гибридов S. stoloniferum PI 205522, их родительских форм; наследование маркеров в потомстве беккросса
межвидовых гибридов на культурный картофель в рамках четырех схем интрогрессии

Примечание. 1 – маркер представлен, 0 – маркер отсутствует, Н.д. – нет данных. * Гибриды с маркером : гибриды без марке-
ра. ** Данные, опубликованные ранее [31].

Родители, гибриды
ДНК-маркеры

517/1519750 R22500 R3b378 RYSC3321 Yes3-3A341 RY364-14298 5450_31046 SolB469

Родители

S. stoloniferum PI 205522 1 1 1 1 1 1 1 1

SvSv-линия IGC08/168.4 0 1 1 0 0 0 0 0

IGC10/1.21 0 0 0 0 0 0 0 0

IGC17n8 0 0 0 1 0 0 1 0

Katahdin 0 0 0 1 0 0 0 0

Quarta 0 1 0 0 0 1 1 0

Labadia 0 0 0 0 0 0 1 0

Традиционные схемы интрогрессии

Схема 1:
F1 IGC15/118.3.С6.2016

1 1 1 1 1 1 1 1

ВС1 IGC16/38.n, IGC16/39.n
(IGC15/118.3.С6.2016 × Katahdin)

38 : 0* Н.д. Н.д. Н.д. 38 : 0 Н.д. Н.д. 38 : 0

BC1 IGC19/334.n
(IGC15/118.3.С6.2016 × IGC17n8)

17 : 0 17 : 0 17 : 0 17 : 0 15 : 2 9 : 8 17 : 0 17 : 0

BC2 IGC17/170.n
(IGC16/38.16 × Quarta)

14 : 16** 9 : 6 10 : 5 10 : 5 13 : 17** 2 : 13 8 : 7 10 : 20**

Схема 2:
F1 IGCC15/114.52.С5.2017

1 1 1 1 1 1 1 1

BC1 IGC19/330.n
(IGC15/114.52.С5.2017 × IGC17n8)

23 : 0 23 : 0 23 : 0 23 : 0 23 : 0 18 : 5 22 : 1 22 : 1

Схемы интрогрессии, имеющие целью повысить вероятность рекомбинации гомеологичных хромомом
субгеномов А и В

Схема 3:
ВС1 IGC16/36.1

1 1 1 1 1 1 1 1

ВС2 IGC19/305.n
(IGC16/36.1 × IGC17n8)

8 : 15 23 : 0 15 : 8 23 : 0 12 : 11 7 : 16 18 : 5 10 : 13

Схема 4:
F1 IGC15/103.53

1 1 1 1 1 1 1 1

BC1 IGC17/192.4
(IGC15/103.53 × Quarta)

1 1 1 0 1 0 1 1

BC2 IGC19/323.n
(IGC17/192.4 × Quarta)

5 : 10 12 : 3 8 : 7 0 : 15 5 : 10 7 : 8 15 : 0 3 : 12

BC2 IGC19/335.n
(IGC17/192.4 × Labadia)

9 : 9 12 : 6 15 : 3 0 : 18 4 : 14 0 : 18 12 : 6 8 : 10
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интрогрессии 4) отсутствовали маркеры генов Rychc
и Ryadg. Оба гибрида отличались, прежде всего,
высокой устойчивостью к фитофторозу в течение
ряда лет полевых испытаний и наличием маркера
517/1519750 гена Rpi-sto1 (табл. 2).

Следует отметить наличие маркеров RYSC321 и
5450_31046 у тестера IGC17n8, использованного
для получения гибридов ВС2 в нескольких схе-
мах, что может затруднять анализ интрогрессии
соответствующих генов дикого вида в геном куль-
турного картофеля.

Наследование маркеров sto PI 205522 гибридами ВС2

В табл. 2 представлены результаты анализа
30 гибридов ВС2 IGC17/170.n (схема интрогрес-
сии 1) по маркерам 517/1519750, Yes3-3A341 и
SolB469, опубликованным ранее [31], а также части
этой гибридной популяции (15 гибридов) по мар-
керам других генов устойчивости к болезням, вы-
явленным у sto PI 205522. Расщепление гибридов
IGC17/170.n по маркеру целевого гена Rpi-sto1 со-
ответствовало 1 : 1 (14 : 16). Аналогичный харак-
тер наследования в BC2 выявлен и для других ге-
нов sto PI 205522, которые были локализованы на
субгеноме В по результатам анализа расщепления
у BC1. По маркеру SolB469 наблюдали отклонение
от ожидаемого расщепления в сторону повышен-
ной доли гибридов без маркера (10 : 20), однако оно
было статистически недостоверным (χ2 = 3.33;

= 3.84).
Наследование маркеров специфичных для sto

PI 205522 генов гибридами ВС2 в рамках схем 3 и
4 в целом не отличалось от такового для гибридов
традиционных схем. Эффективность переноса
маркера 517/1519750 в ВС2 IGC19/305.n в рамках
схемы интрогрессии 3 соответствовала расщепле-
нию 1 : 2 (8 : 15). Такой же она была у гибридов
IGC19/323.n (IGC17/192.4 × Quarta) схемы ин-
трогрессии 4 – 5 : 10. Однако среди других гибри-
дов ВС2 этой схемы, IGC19/335.n (IGC17/192.4 ×
× Labadia), доли генотипов с маркером и без мар-
кера были равны (9 : 9). Аналогичная картина на-
следования в ВС2 схем 3 и 4 была характерна и для
маркеров R3b378, Yes3-3A341 и SolB469 – расщепле-
ние, близкое к 1 : 1 с разной степенью смещения
в сторону генотипов, имеющих или не имеющих
маркера.

Обращает внимание отсутствие расщепления
в ВС2 по некоторым маркерам в ряде комбинаций
скрещивания: все гибриды с маркером у
IGC19/305.n по R22500 и RYSC321, у IGC19/323.n по
Sen21046; все гибриды без маркера у 19/323.n и
IGC19/335.n по RYSC321 и у IGC19/335.n по мар-
керу RY364-14298 гена Rychc. Это можно объяснить
отсутствием или наличием и аллельным состоя-

χ2
0.05

нием (присутствием одной или нескольких ко-
пий) анализируемых генов у тестеров и гибридов
ВС1, отобранных для получения ВС2.

Наличие маркеров генов устойчивости 
к болезням и вредителям у гибридов ВС3

В табл. 3 представлены результаты детекции
маркеров генов устойчивости к болезням и вре-
дителям у гибридов ВС3, отобранных по призна-
кам культурного картофеля и высокой устойчи-
вости к фитофторозу. Большинство гибридов
(6 из 9) имело маркер целевого гена Rpi-sto1. У не-
которых из них также присутствовал маркер гена
устойчивости к фитофторозу R2. Его происхож-
дение у отдельных генотипов может быть разным:
как от sto PI 205522, так и от родительской SvSv-ли-
нии IGC08/168.4 или сорта Quarta, использованных
при беккроссировании межвидовых гибридов. Тре-
тий из использованных маркеров генов устойчи-
вости к фитофторозу R3b у отобранных гибридов
ВС3 не выявлен.

Из маркеров генов устойчивости к PVY у ото-
бранных гибридов ВС3 представлен только
RYSC321: он имелся у шести из девяти гибридов.
Однако, как и в случае с маркером гена R2, его
происхождение остается неясным. Интересно,
что маркер SolB469, специфичный для субгенома
В S. stoloniferum, сохранился у трех гибридов. У
двух гибридов ВС3, в том числе наиболее продук-
тивного IGC18/161.32, обнаружен маркер гена
устойчивости к нематоде, что улучшает их пер-
спективы использования в селекции. Для гибри-
да IGC18/161.32 также характерна высокая муж-
ская фертильность, что позволило успешно ис-
пользовать его в скрещиваниях 2021 и 2022 г. в
качестве опылителя с рядом сортов картофеля.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей статье представлены результаты

определения субгеномной локализации ряда ге-
нов sto PI 205522 на основании данных о наследо-
вании их ДНК-маркеров в первом поколении
беккросса 6x межвидовых гибридов (AAAABB) на
культурный картофель 4х S. tuberosum. Получен-
ные нами результаты подтвердили B-геномную
специфичность маркера SolB469. В свою очередь,
соответствие полученных результатов ожидаемо-
му характеру наследования в BC1 маркеров, рас-
положенных на субгеноме В, указывает на эф-
фективность предложенного подхода. По этой
причине не был неожиданным установленный
факт расположения гена Rpi-sto1 на субгеноме В
sto PI 205522. Существует предположение [3, 44],
что Rpi-sto1 является функциональным гомоло-
гом гена устойчивости к фитофторозу широкого
спектра действия Rpi-blb1 дикого 2x вида карто-



ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

ОСОБЕННОСТИ ПЕРЕНОСА ДНК-МАРКЕРОВ ГЕНОВ ДИКОГО… 749
Та

бл
иц

а 
3.

Н
ал

ич
ие

 м
ар

ке
ро

в 
ге

но
в 

ус
то

йч
ив

ос
ти

 и
 с

пе
ци

ф
ич

ес
ко

го
 д

ля
 с

уб
ге

но
м

а 
В

 м
ар

ке
ра

 S
ol

В
46

9 у
 ги

бр
ид

ов
 B

C
3 п

ро
гр

ам
м

ы
 м

ар
ке

р-
оп

ос
ре

до
ва

н-
но

й 
ин

тр
ог

ре
сс

ии
 г

ен
а 

R
pi

-s
to

1 
S.

 st
ol

on
ife

ru
m

 P
I 2

05
52

2 
в 

ге
но

м
 к

ул
ьт

ур
но

го
 к

ар
то

ф
ел

я

П
ри

м
еч

ан
ие

. 1
 –

 м
ар

ке
р 

пр
ед

ст
ав

ле
н,

 0
 –

 м
ар

ке
р 

от
су

тс
тв

уе
т.

Ги
бр

ид
ы

, с
ор

та
П

ро
ис

хо
ж

де
ни

е
Д

Н
К

-м
ар

ке
ры

51
7/

15
19

75
0

R
2 2

50
0

R
3b

37
8

R
YS

C
3 3

21
Ye

s3
-3

A
34

1
R

Y3
64

-1
4 2

98
54

50
_3

10
46

TG
68

9
So

lB
46

9

IG
C

18
/1

61
.3

2
Я

нк
а 

×
 IG

C
17

/1
70

.2
2

1
0

0
1

0
0

0
1

0

IG
C

18
/1

64
.3

5a
IG

C
17

/1
70

.2
2 

×
 С

ви
та

но
к

К
ие

вс
ки

й
0

0
0

0
0

0
0

0
0

IG
C

18
/1

64
.3

8
IG

C
17

/1
70

.2
2 

×
 С

ви
та

но
к

К
ие

вс
ки

й
0

1
0

1
0

0
0

0
1

IG
C

18
/1

64
.4

0
IG

C
17

/1
70

.2
2 

×
 С

ви
та

но
к 

К
ие

вс
ки

й
1

0
0

1
0

0
0

0
0

IG
C

18
/1

64
.4

2
IG

C
17

/1
70

.2
2 

×
 С

ви
та

но
к 

К
ие

вс
ки

й
1

1
0

0
0

0
0

0
1

IG
C

18
/1

64
.4

5
IG

C
17

/1
70

.2
2 

×
 С

ви
та

но
к 

К
ие

вс
ки

й
0

1
0

1
0

0
1

0
0

IG
C

18
/1

63
.7

IG
C

17
/1

70
.2

2 
×

 У
ла

да
р

1
1

0
0

0
0

0
0

1

IG
C

18
/1

63
.1

3
IG

C
17

/1
70

.2
2 

×
 У

ла
да

р
1

1
0

1
0

0
0

0
0

IG
C

18
/1

65
.1

0
IG

C
17

/1
70

.3
0 

×
 С

ви
та

но
к 

К
ие

вс
ки

й
1

1
0

0
0

0
0

1
0

Ро
ди

те
ль

ск
ие

 г
иб

ри
ды

 B
C

2 и
 с

ор
та

IG
C

17
/1

70
.2

2
IG

C
16

/3
8.

16
 ×

 Q
ua

rt
a

1
1

0
1

0
0

1
0

1

IG
C

17
/1

70
.3

0
IG

C
16

/3
8.

16
 ×

 Q
ua

rt
a

1
1

1
0

1
1

1
1

0

Я
нк

а
0

0
0

1
0

1
1

1
0

С
ви

та
но

к 
К

ие
вс

ки
й

0
0

0
0

0
0

0
0

0

Ул
ад

ар
0

0
0

1
0

0
0

1
0



750

ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

ЕРМИШИН и др.

феля из Мексики S. bulbocastanum (геном BB), и
этот вид является одним из предков S. stoloniferum
(в качестве источника субгенома B). Кроме того,
выглядит естественным расположение гена Rychc
на субгеноме А sto PI 205522, поскольку этот ген
является характерным для A-геномных видов
картофеля. Напротив, локализация на субгеноме B
генов устойчивости к фитофторозу R2 и R3b, а
также гена Ryadg устойчивости к PVY оказалась не-
ожиданной, поскольку эти гены также ассоции-
руются, прежде всего, с А-геномными видами
картофеля. Семья R2 включает большую группу
гомологичных генов различного происхождения,
локализованных на хромосоме IV [45]. У S. stoloni-
ferum рассматривают Rpi-blb3 в качестве гомолога
гена R2 [45], а ген Rpi-sto2 – гомолога R3b [46].
Однако в литературе отсутствует информация о
субгеномной локализации этих генов у S. stoloni-
ferum. Не установлено и субгеномное расположе-
ние гена Rysto устойчивости к PVY. Таким образом,
нам впервые удалось прояснить эту ситуацию.

Согласно нашим данным [47], у диплоидных
межвидовых гибридов между sto PI 205522 и 2x
линией IGC10/1.21, предположительно сохра-
нивших субгеном В дикого вида, выявлены мар-
керы генов устойчивости к фитофторозу Rpi-sto1,
R3b, устойчивости к PVY Rysto и Ryadg, а также мар-
кер SolB469. Это подтверждает приведенные выше
результаты настоящего исследования.

Определение субгеномной принадлежности
ряда генов устойчивости к болезням S. stoloniferum
имеет большое практическое значение, так как
позволяет прогнозировать уровень сложности их
интрогрессии в геном культурного картофеля. В
частности, наши результаты указывают на то, что
перенос большинства изученных генов может
быть затруднен из-за их расположения на субге-
номе В.

Высокая степень соответствия выявленного
характера наследования в BC1 ожидаемому для
генов, локализованных на субгеноме В (отсут-
ствие расщепления), означает, что спаривание
хромосом в мейозе 6x межвидовых гибридов пре-
имущественно интрагеномное, а гомеологиче-
ская рекомбинация А и В субгеномов отмечена
только в редких случаях. Так, мы выявили спора-
дическое появление гибридов ВС1, не несущих
маркеры гена Rysto (хромосома XII) и последова-
тельности ДНК FLint2 (хромосома III), что мож-
но объяснить гомеологической рекомбинацией.
Известно, что ген Rysto устойчивости к PVY был
успешно интрогрессирован от S. stoloniferum [4,
25] и присутствует у многих сортов картофеля.

Этот вывод подтвержден результатами цитоге-
нетического исследования ряда межвидовых гибри-
дов и их беккроссного поколения, использованных
в настоящей работе [18]. Авторы с помощью метода

GISH выявили одну–две рекомбинантные хромо-
сомы A/B в мейозе двух гибридов BC1 (IGC16/38.16,
IGC17/192.4) и двух гибридов BC2 (IGC17/170.30,
IGC19/305.5). Кроме того, они получили данные,
указывающие на то, что спаривание хромосом
субгенома А преимущественно интрагеномное, а
большинство хромосом субгенома В остается в
виде унивалентов как у гибридов BC1, так и у ги-
бридов BC2.

Как видно из табл. 2, расщепления изучаемых
маркеров в BC2 варьировали в довольно широких
пределах. Это ожидалось, принимая во внимание
данные [48] по вариации гомеологичных хромо-
сом у беккроссных поколений аналогичных 6х
межвидовых гибридов. Наличие некоторых из
изучаемых маркеров у сортов и линий культурно-
го картофеля и их отсутствие у части гибридов
BC1, использованных для беккроссирования,
могли вносить свой вклад в эту вариацию (табл. 2,
схемы интрогрессии 3 и 4). Так, легко объяснить
отсутствие расщепления в некоторых популяциях
BC2 мультиплексным состоянием соответствую-
щих генов у родительских форм S. tuberosum или
отсутствием маркеров у родительских гибридов
BC1, отобранных для получения гибридов BC2.

В целом наследование маркеров в BC2 в рамках
четырех схем интрогрессии (расщепление, близ-
кое к 1 : 1 с различной степенью отклонения) со-
ответствовало ожидаемому как при случайном
переносе потомству соответствующих хромосом
субгенома B, так и при образовании рекомби-
нантных A/B хромосом.

Следует отметить продемонстрированную в ра-
боте возможность отбора генотипов ВС2 с широким
набором использованных маркеров: в качестве при-
мера можно рассматривать IGC17/170.22 и
IGC17/170.30 (табл. 3). Однако нам не удалось пе-
ренести отобранным гибридам BC3 гены R3b, Rysto
и Rychc, а маркер гена Sen2 был представлен только
у одного гибрида. Неясно, связано это с выбран-
ной программой селекции (отбор по признакам
культурного картофеля, полевой устойчивости к
фитофторозу и наличию маркера гена Rpi-sto1), с
недостаточно большой популяцией гибридов BC3
(около 900 сеянцев первого года, 56 сеянцев пер-
вой клубневой репродукции) или с характером
переноса потомству генов дикого вида в зависи-
мости от их геномной локализации. Более того
неясно произошла ли интрогрессия генов субге-
нома В дикого вида в геном А гибридов ВС3 или у
них имеются дополнительные хромосомы субге-
нома В с соответствующими генами.

Важно то, что мы впервые продемонстрирова-
ли в настоящей работе возможность успешной
маркер-опосредованной интрогрессии ценного
гена устойчивости к фитофторозу Rpi-sto1 от
S. stoloniferum к культурному картофелю, исполь-
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зуя оригинальные SvSv-линии. Отобрано несколь-
ко гибридов ВС3, перспективных для селекции по
комплексу признаков культурного картофеля (от-
носительно высокой продуктивности клубней пра-
вильной формы и с мелкими глазками), высокой
полевой устойчивости к фитофторозу, наличию
маркера гена Rpi-sto1 и мужской фертильности.

Сложно сделать заключение об эффективно-
сти схем интрогрессии 3 и 4 для улучшения го-
меологического спаривания хромосом субгено-
мов А и В в поколениях беккросса. Как видно из
результатов статьи [18], беккроссирование гибри-
да IGC15/103.53 (схема интрогрессии 4) на куль-
турный картофель позволило получить гибрид
ВС1 IGC17/192.4, у которого представлена одна
рекомбинантная A/B хромосома, а в потомстве
гибрида IGC16/36.1 (схема интрогрессии 3) полу-
чен гибрид BC2 IGC19/305.5, который имеет две
хромосомы субгенома B с фрагментами хромосом
субгенома А. Тем не менее ограниченное количе-
ство изученных межвидовых гибридов не позво-
ляет сделать заключение, что эти схемы лучше
традиционных схем интрогрессии. Гибрид BC1
IGC16/38.16, имеющий две рекомбинантные A/B
хромосомы, был получен в рамках традиционной
схемы интрогрессии 1 [18].

Существенным фактором, который может ми-
нимизировать преимущества схем интрогрессии 3 и
4, является плохая скрещиваемость с культурным
картофелем гибридов IGC16/36.1 (4x, AAAB) и
IGC15/103.53 (5x, AAABB) из-за более низких
значений их эффективной плоидности по сравне-
нию с 4EBN S. tuberosum (4x, AAAA) [30]. Кроме
того, выяснилось, что те гибриды, которые все-
таки удалось получить (ВС2 IGC19/305.5, схема 3;
ВС1 IGC17/192.1 и IGC17/192.4, схема 4), неожи-
данно имели четыре полных набора хромосом ге-
нома А [18], т.е. они существенно не отличались
по составу хромосом от аналогичных гибридов
традиционных схем интрогрессии. Материнские
родители этих гибридов, IGC16/36.1 (4x, AAAB) и
IGC15/103.53 (5x, AAABB), имели 12 непарных
хромосом субгенома А (один набор), которые на-
следуются в беккроссном потомстве случайным
образом. Появление вышеупомянутых гибридов
можно объяснить только тем, что в процессе
оплодотворения имеет место отбор яйцеклеток,
которые имеют 2EBN благодаря тому, что они по-
лучили полный набор (12) хромосом непарного
субгенома А. Это обеспечивает образование жиз-
неспособных семян в результате оплодотворения
таких яйцеклеток (имеющих 24 хромосомы субге-
нома A) 2EBN пыльцой сортов картофеля. Появ-
ление гибрида ВС2 IGC19/305.5, гибридов ВС1
IGC17/192.1 и IGC17/192.4 также указывает на
преимущественно интрагеномное спаривание
хромосом в мейозе у их родителей, что приводит
к образованию 2EBN гамет с увеличенным коли-

чеством хромосом субгенома А. Следовательно
создание благоприятных условий для гомеологи-
ческой рекомбинации хромосом путем использо-
вания схем интрогрессии 3 и 4 (непарное состоя-
ние хромосом субгеномов А и В) не гарантирует
положительных результатов. Разработка схем ин-
трогрессии, имеющих целью повышение вероятно-
сти гомеологической рекомбинации хромосом суб-
геномов А и В, по-прежнему остается актуальной.

Таким образом, результаты настоящего иссле-
дования, с одной стороны, подтвердили слож-
ность проблемы интрогрессии в геном культур-
ного картофеля генов дикого аллотетраплоидно-
го вида картофеля S. stoloniferum. Показано, что
многие гены ценных для селекции признаков
этого вида могут располагаться на субгеноме B и
их перенос в геном А затруднен из-за преимуще-
ственно интрагеномного спаривания хромосом в
мейозе межвидовых гибридов и в поколениях их
беккросса культурным картофелем. С другой сто-
роны, отмечены редкие случаи гомеологической
рекомбинации хромосом субгеномов А и В, что
позволяет осуществить интрогрессию генов, ло-
кализованных на субгеноме В. Однако остается
неясным, все ли хромосомы субгенома В способ-
ны к гомеологической рекомбинации или только
часть из них.

Работа выполнена при поддержке Белорусско-
го республиканского фонда фундаментальных
исследований (грант № Б20Р-418).
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следований с использованием в качестве объекта
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Peculiarities of Transfer of DNA Markers of Wild Allotetraploid Potato Species 
Solanum stoloniferum to Backcross Progenies Depending on Their Subgenomic 

Location and Used Schemes of Introgression
A. P. Yermishina, *, A. V. Levya, A. S. Ageevaa, E. V. Voronkovaa, V. I. Lukshaa,

O. N. Gukasiana, and V. M. Zharicha

aInstitute of Genetics and Cytology, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220072 Belarus
*e-mail: ermishin@igc.by

Genomic difference between wild allotetraploid potato species Solanum stoloniferum Schltdl et Bouchet (ge-
nome AABB) and S. tuberosum L. (AAAA) is one of the factors hampering its use in breeding. However, there
is practically no information on valuable genes of this species located in the subgenome B and on the way of
their transfer into the genome A of cultivated potatoes. The objectives of this research were to identify subge-
nomic location of a set of S. stoloniferum genes using an original approach based on a difference of inheritance
of DNA markers of the genes in backcross BC1 of chromosome doubled triploid hybrids (6x, AAAABB) to 4х
S. tuberosum dependent on belonging to A or B subgenome; to study their inheritance in BC2 and BC3 in the
framework of four introgression schemes and marker assisted selection of the gene Rpi-sto1. The markers of
late blight (LB) resistance genes Rpi-sto1, R3b, R2, potato virus Y (PVY) resistance genes Rysto, Ryadg were
located on the subgenome B and the marker of PVY resistance gene Rychc – on the subgenome A. We ob-
served an appearance of unexpected sporadic hybrids free of markers in BC1 that may be explained by rare
cases of homeological recombination of A and B subgenome chromosomes. The segregation of the markers
in BC2 (close to 1 : 1) matched in general to that expected in the case of random transfer of the corresponding
chromosomes of the subgenome B. Some promising for breeding hybrids have been selected in BC3 having
the marker of the gene Rpi-sto1.

Keywords: backcross, DNA markers, gene introgression, genomic differences, interspecific hybridization,
potato.
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В настоящей работе в геноме чеснока Allium sativum L. идентифицировано 39 генов флавинсодержа-
щих монооксигеназ. Показано разделение AsFMOs на три филогенетические клады, ассоциирован-
ные с N-оксигенированием (22 белка), биосинтезом ауксинов (13 белков) и S-оксигенированием
(4 белка). В аминокислотных последовательностях AsFMOs найдены мотивы связывания с FAD и
NADPH, FMO-идентифицирующий мотив и FATGY-мотив. Показано, что транскрипты AsFMOs
присутствуют во всех органах чеснока с максимумом в корнях, листьях, цветоносе и воздушных лу-
ковицах. В ответ на заражение патогенным грибом Fusarium proliferatum выявлена дифференциаль-
ная экспрессия генов клады I (AsFMO4, AsFMO11, AsFMO12 и AsFMO35) в корнях чеснока сортов
Сармат и Стрелец, контрастных по устойчивости к фузариозной гнили. При этом экспрессионный
ответ гена AsFMO18 клады III, вовлеченного в биосинтез аллиина, идентичен для обоих сортов, не-
зависимо от их устойчивости/восприимчивости к фузариозу. Это предполагает совместное участие
генов клад I и III в ответных реакциях растений на заражение патогенами. Проанализирована коди-
рующая и регуляторная последовательности гена AsFMO35 у сортов Стрелец и Сармат. Показано,
что промоторная область гена AsFMO35 отличается присутствием АБК-ассоциированного цис-регу-
ляторного элемента ABRE у сорта Стрелец, восприимчивого к фузариозной гнили.
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анализ экспрессии.
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Флавинсодержащие монооксигеназы (FMO;
EC 1.14.13.8) катализируют реакцию окисления
путем включения одного атома молекулярного
кислорода в молекулу субстрата (нуклеофильные
или электрофильные соединения) с образовани-
ем гидроксильной группы [1]. Окисление этих со-
единений изменяет их физические и химические
свойства, такие как полярность, растворимость, ре-
акционная способность и восприимчивость для
дальнейших ферментативных модификаций [2].

Флавинсодержащие монооксигеназы обнару-
жены у всех царств организмов. В геномах бакте-
рий и одноклеточных эукариот присутствует
один ген FMO, млекопитающих и человека –
пять генов FMO, тогда как в геномах растений ге-
нов FMO значительно больше. Например, у мо-
дельного вида Arabidopsis thaliana их 29, у ячменя
Hordeum vulgare – 41 [1, 3].

На основе филогении и наличия специфичных
мотивов FMO разделяют на восемь классов (A–H).

У растений найдены только FMO класса B, кото-
рые встречаются во всех царствах живых организ-
мов и катализируют гидроксилирование соедине-
ний, содержащих гетероатомы (азот, сера, фос-
фор, селен и йод) [1]. FMO класса B строго
зависят от наличия никотинамидного кофермен-
та (NADH или NADPH) для восстановления фла-
вина (в частности, флавинадениндинуклеотида,
FAD). До связывания с субстратом фермент FMO
образует комплекс с NADPH, что приводит к вос-
становлению связанной с ферментом молекулы
FAD. Восстановленный комплекс флавин–фер-
мент связывает молекулярный кислород, в ре-
зультате чего образуется нестабильный промежу-
точный продукт C4a-гидропероксифлавин с вы-
сокой реакционной способностью. При реакции
фермента с субстратом, содержащим гетероатом
(например, азот или серу), с которым он может
взаимодействовать, один атом молекулярного
кислорода переносится на субстрат. В результате
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высвобождаются NADP+ и вода, а связывание
NADPH запускает новый цикл [1, 4, 5].

Функции флавинсодержащих монооксигеназ
наиболее изучены у человека и животных. Клю-
чевой физиологической ролью FMO является де-
токсикация широкого спектра ксенобиотиков в
печени, поскольку опосредованное FMO гидрок-
силирование делает молекулы более полярными и
облегчает их экскрецию, детоксикацию и транс-
порт [1, 6]. Также показано, что FMO участвуют в
старении и гомеостазе холестерина, а нарушение
функций/дисбаланс FMO приводит к таким забо-
леваниям, как триметиламинурия (неспособность
метаболизировать триметиламин из пищевых ис-
точников) и атеросклероз [7, 8]. Бактериальные и
грибные FMO нашли применение в биотехноло-
гии производства красителей и фармацевтиче-
ских препаратов [1].

Наличие у растений по сравнению с животны-
ми большего числа генов FMO предполагает, что
растения могут более широко использовать это
семейство ферментов, чем это делают остальные
организмы [3]. Показано, что у растений FMO
участвуют в биосинтезе ауксинов, метаболизме
гликозидов и других веществ, участвующих в сиг-
нальных путях развития и ответа на стрессы [1, 3].
Существуют четыре пути биосинтеза ауксина из
аминокислоты триптофана. Флавинсодержащие
монооксигеназы подсемейства YUCCA катализи-
руют реакцию окислительного декарбоксилиро-
вания индол-3-пирувата c образованием индо-
лилуксусной кислоты (ауксин) [9, 10]. Различия в
пространственно-временном профиле экспрес-
сии белков YUCCA определяют локальный био-
синтез ауксина в растениях, способствуя их раз-
витию и адаптивности [1, 11].

Реакция окисления серы, катализируемая фер-
ментами подсемейства FMOGS-OX, является важ-
ным этапом биосинтеза различных сераорганиче-
ских соединений у растений. Например, в результа-
те S-оксигенирования образуются специфичные
для представителей порядка Brassicales глюкози-
нолаты, которые придают растениям резкий и
терпкий вкус и вместе с продуктами распада (репел-
лентами и токсинами) обеспечивают защиту от фи-
топатогенов и травоядных животных [12, 13]. У чес-
нока Allium sativum идентифицирован ген AsFMO1,
продукт которого осуществляет высокостереосе-
лективное S-оксигенирование S-аллил-L-цистеи-
на с образованием аллиина, из которого затем обра-
зуется аллицин – сераорганическое соединение,
придающее чесноку характерный вкус и аромат
[14, 15].

Окисляющие азот флавинсодержащие моно-
оксигеназы играют критическую роль в иммуни-
тете растений [16]. Так, патоген-индуцируемый
путь деградации L-лизина осуществляется через
стадию образования N-гидроксипипеколиновой

кислоты – критического регулятора системной
приобретенной устойчивости (SAR) к патоген-
ной инфекции [1, 11].

К настоящему времени гены семейства FMO
идентифицированы и охарактеризованы у мно-
гих видов растений. У чеснока A. sativum известен
только один ген семейства FMO – AsFMO1, про-
дукт которого, как говорилось выше, участвует в
биосинтезе аллиина. Цель настоящей работы –
идентификация и характеристика генов флавин-
содержащих монооксигеназ в геноме чеснока
A. sativum и анализе их экспрессии в ответ на зара-
жение патогеном Fusarium proliferatum.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Идентификация и структурная характеристи-
ка генов FMOs у A. sativum. Поиск последователь-
ностей генов флавинсодержащих монооксигеназ
проводили в геноме и транскриптоме чеснока
A. sativum cv. Ershuizao, доступных в базе данных
NCBI (PRJNA606385, сборка Garlic.V2.fa;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) [17]. В качестве рефе-
ренса использовали последовательности мРНК ге-
нов FMOs A. thaliana [14]. Выравнивание и анализ
последовательностей FMOs проводили в программе
MEGA 7.0 (https://www.megasoftware.net/). Консер-
вативные домены и мотивы белков определяли с
помощью программ NCBI-CDD (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), MEME 5.1.1
(http://meme-suite.org/tools/meme) и литератур-
ных данных. Для поиска доменов связывания с
кофакторами FAD/NADPH использовали про-
грамму Cofactory-1.0 (https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php?Cofactory-1.0) и литературные
данные. Молекулярную массу и изоэлектриче-
скую точку (pI) рассчитывали с помощью ExPASy
(https://web.expasy.org/protparam/). Локализацию
белков предсказывали с помощью программы
LocTree3 (https://rostlab.org/services/loctree3/). Цис-
регуляторные элементы в промоторных областях
идентифицировали с помощью PlantCare (https://
bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

Растительный материал. Для проведения рабо-
ты использовали растения чеснока сортов Сармат и
Стрелец (луковицы предоставлены Федеральным
научным центром овощеводства, Московская обл.).
Растения выращивали в условиях эксперимен-
тальной установки искусственного климата
(ЭУИК, ФИЦ Биотехнологии РАН; день/ночь –
16/8 ч, 22/16°С; освещенность 190 мкМ/(м2/с)).
Через 90 дней собирали различные органы расте-
ния (корни, донце, луковица, листья, цветонос,
цветоложе и воздушные луковицы) и использова-
ли для анализа профиля экспрессии генов FMOs.

Для исследования изменения уровней тран-
скриптов генов FMOs в ответ на инфицирование
грибным патогеном F. proliferatum использовали
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зубки устойчивого (Сармат) и восприимчивого
(Стрелец) к фузариозной гнили сортов чеснока.
Заражения проводили по описанной нами ранее
методике [18, 19]: зубки каждого сорта стерилизо-
вали в 70%-ном этаноле (3 мин), промывали ди-
стиллированной водой, помещали на чашки Пет-
ри с влажной фильтровальной бумагой и инкуби-
ровали при 25°С в темноте. Через 72 ч половину
зубков каждого сорта заражали грибом F. proliferatum
изолят Стрелец [20] путем вымачивания в течение
5 мин в суспензии конидий (~106 конидий/мл). За-
тем зубки помещали на чашки Петри и инкубиро-
вали при 25°С в темноте. Неинфицированные
зубки использовали в качестве контроля. Для
анализа экспрессии генов FMOs у каждого из сор-
тов чеснока отбирали корни через 24 и 96 ч после
заражения (по два биологических повтора для
каждого сорта).

Выделение ДНК, РНК, синтез кДНК. Собран-
ный растительный материал растирали в жидком
азоте и использовали для выделения суммарной
РНК с последующей очисткой от примесей ДНК
(наборы RNeasy Plant Mini Kit и RNase free DNasy
set; QIAGEN, Германия). На основе полученных
препаратов РНК синтезировали кДНК (набор
GoScriptтм Reverse Transcription System, Promega,
США). Из ткани листьев выделяли геномную
ДНК 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). Качество препаратов
ДНК и РНК оценивали электрофорезом в 1%-ном
агарозном геле. Концентрацию препаратов нук-
леиновых кислот измеряли на приборе Qubit®
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) с помощью
соответствующих реактивов (Qubit RNA HS Assay
Kit и Qubit DS DNA HS Assay Kit, Invitrogen,
США).

Амплификация и секвенирование последова-
тельности AsFMO35. С помощью праймеров
(5'-TCACACTTGTCCCGGTCAT-3' и 5'-CAGT-
TAATCCACATCACCTCA-3') на препаратах кДНК
корней сортов Сармат и Стрелец амплифицирова-
ли и секвенировали кодирующие последовательно-
сти гена AsFMO35. На препаратах геномной ДНК
сортов Сармат и Стрелец с помощью праймеров (5'-
TAGCCAAACCATAACTTTCTAG-3' и 5'-ACGT-
TATCGAGAACGTCTTCA-3') амплифицировали
и секвенировали промоторную (∼1000 пн) об-
ласть гена AsFMO35. Полученные ампликоны се-
квенировали на ABI Prism 3700 DNA Analyzer
(ЦКП Биоинженерия, ФИЦ Биотехнологии
РАН) и анализировали в программе MEGA7.0.

Определение профиля экспрессии генов FMOs.
Профиль экспрессии генов FMOs определяли ме-
тодом ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР). Для
этого на основе идентифицированных кодирую-
щих последовательностей генов FMOs разрабаты-

вали специфичные праймеры (табл. 1). Относи-
тельный уровень экспрессии исследуемых генов
FMOs оценивали, используя референсные гены
GAPDH и UBQ [19]. Для РВ-ПЦР использовали
набор “Реакционная смесь для проведения РВ-
ПЦР в присутствии SYBR GreenI и ROX” (ООО
“Синтол”, Россия) и термоциклер CFX96 Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories,
США). Реакции проводили в двух биологических
и трех технических повторах в следующих условиях:
95°C – 5 мин; 40 циклов (95°C – 15 с, 62°C – 50 с).
Для визуализации данных и статистической обра-
ботки результатов использовали программу Graph-
Pad Prism v 8 (https://www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Идентификация и анализ последовательностей 

FMOs чеснока
В результате проведенного поиска в геноме

чеснока A. sativum (cv. Ershuizao, PRJNA606385)
[17] было идентифицировано 39 последователь-
ностей, кодирующих флавинсодержащие моно-
оксигеназы, что существенно больше, чем у мо-
дельного вида A. thaliana (29 генов), и почти сов-
падает с количеством генов данного семейства у
ячменя (41) [1] (табл. 2). Это может быть связано
с повышенной скоростью дупликации генов
A. sativum в связи с мужской стерильностью дан-
ного вида и адаптацией чеснока к самым разным
эколого-географическим нишам [21].

Было определено, что идентифицированные
гены AsFMOs локализуются на хромосомах 2, 3, 4,
5, 6, 7 и 8, при этом на хромосомах 2, 3, 4 и 6 гены
располагаются преимущественно кластерами
(рис. 1,а), что предполагает происхождение послед-
них в результате кластерной дупликации и возмож-

Таблица 1. Последовательности праймеров для прове-
дения РВ-ПЦР

Ген Последовательность праймера (5' → 3')

AsFMO4 CAGTGTTCAGCACGGAGTTGAT
CATTTGGTGGAAAGCTTGGGATG

AsFMO10 GTGCGATCTTGTACCTTTAGCTG
TTCTGGTCCTTTGCCCTGAC

AsFMO11 CTGGCGAATGGCATGTGACTA
GTAGGGATCCTTGGTTTGTTGCT

AsFMO12 CTGGGTACAAGGGGGATGAAAATT
CTAGTTGTGGGATACGAGGG

AsFMO18 TGCGGAGATTCCTGGAATTGATG
GGCAAATCTGGCAACATCTCTTG

AsFMO34 ATGAGGTCAGGACGTGGGAT
CTGAAGCGTCCAATGCACAG

AsFMO35 CCGAGCCTATAGAGACTGATC
GTAGTAGTAGTTGGAGAAGAAGCA
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Таблица 2. Характеристика генов AsFMOs, найденных в геноме A. sativum cv. Ershuizao (PRJNA606385)

Ген Ген ID [17] Локализация в геноме Длина, пн Число 
экзонов CDS, пн Белок, ао MW, кДа pI

AsFMO1 Asa2G00563.1 chr2:178565470..178567394 1925 5 1566 521 60.51 8.68

AsFMO2 Asa2G00564.1 chr2:179085308..179087234 1927 5 1569 522 60.05 8.61

AsFMO3 Asa2G00566.1 chr2:179585518..179587463 1946 5 1497 498 57.29 7.90

AsFMO4 Asa2G01829.1 chr2:509274501..509278822 4322 3 1527 508 57.23 7.13

AsFMO5 Asa2G01873.1 chr2:520505798-520507326 1529 3 1260 419 47.14 7.54

AsFMO6 Asa2G02211.1 chr2:613535251-613536670 1420 3 1257 418 46.8 8.38

AsFMO7 Asa2G05158.1 chr2:1404441386..1404443330 1945 5 1572 523 60.35 8.41

AsFMO8 Asa2G05159.1 chr2:1404695990..1404697879 1890 3 897 298 34.38 9.25

AsFMO9 Asa3G01542.1 chr3:413006960-413008314 1355 4 1101 366 40.71 8.87

AsFMO10 Asa3G01750.1 chr3:469416393..469423516 7124 5 1224 407 46.04 8.95

AsFMO11 Asa3G01757.1 chr3:470140014..470142303 2290 5 1554 517 58.26 7.86

AsFMO12 Asa3G01758.1 chr3:470836804..470839146 2343 5 1557 518 58.58 8.58

AsFMO13 Asa3G01764.1 chr3:471340029..471345878 5850 7 1668 555 62.80 6.13

AsFMO14 Asa3G01829.1 chr3:488097425-488098809 1385 4 1128 375 41.63 8.83

AsFMO15 Asa3G01832.1 chr3:488256596-488257950 1355 4 1101 366 40.43 8.62

AsFMO16 Asa3G04411. chr3:1214016645..1214019971 3327 8 1035 344 39.36 6.11

AsFMO17 Asa3G04881.1 chr3:1356644444..1356647057 2614 4 966 321 36.33 6.45

AsFMO18 Asa3G05097.1 chr3:1436738168..1436757284 19117 7 1374 457 50.57 5.99

AsFMO19 Asa4G04959.1 chr4:1349548769..1349551625 2857 7 1371 456 52.39 6.64

AsFMO20 Asa4G04963.1 chr4:1349970865..1349974164 3300 7 1398 465 53.45 6.51

AsFMO21 Asa4G05174.1 chr4:1411323304-1411326160 2857 4 1194 397 43.74 8.85

AsFMO22 Asa5G01162.1 chr5:277255700-277257092 1393 4 1146 381 42.31 7.13

AsFMO23 Asa5G02100.1 chr5:537732944-537735419 2476 4 1203 400 44.38 9.13

AsFMO24 Asa5G03493.1 chr5:916164858-916166644 1878 3 1191 396 44.18 8.28

AsFMO25 Asa5G05156.1 chr5:1391616063-1391618783 2721 4 1203 400 44.95 9.23

AsFMO26 Asa6G01973.1 chr6:516470472-516471830 1359 4 1101 366 40.45 8.65

AsFMO27 Asa6G02575.1 chr6:653898897-653900282 1386 4 1116 371 41.19 8.81

AsFMO28 Asa6G02576.1 chr6:654152583-654153984 1402 4 1146 381 41.99 8.77

AsFMO29 Asa6G02577.1 chr6:654185319-654186677 1359 4 1101 366 40.62 9.03

AsFMO30 Asa6G04803.1 chr6:1294764827-1294769658 4832 4 1320 439 49.66 9.21

AsFMO31 Asa6G05996.1 chr6:1658620606-1658623858 3253 4 1233 410 45.94 9.00

AsFMO32 Asa7G00434.1 chr7.1:159310605-159311930 1326 2 1233 410 45.9 8.89

AsFMO33 Asa7G01650.1 chr7.1:452936301-452937625 1325 2 1233 410 45.9 8.89

AsFMO34 Asa7G07228.1 chr7.2:925441006..925444175 3170 5 1527 508 57.18 8.49

AsFMO35 Asa8G00387.1 chr8:123423317..123428786 5468 5 1536 511 57.66 6.35

AsFMO36 Asa0G00609.1 scaffold13024:6793-8304 1512 4 1230 409 46.23 6.52

AsFMO37 Asa0G01058.1 scaffold15137:38288-40207 1320 5 1128 375 42.27 8.81

AsFMO38 Asa0G01059.1 scaffold15138:21603-23787 2185 5 1065 354 40.04 8.87

AsFMO39 Asa0G03474.1 scaffold2776:21775-23668 1894 4 1197 398 44.72 8.27
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Рис. 2. Дендрограмма, построенная на основе сравнительного анализа аминокислотных последовательностей FMO
чеснока A. sativum (As, синий шрифт) и A. thaliana (AT, черный шрифт). Дендрограмма получена с помощью програм-
мы MEGA 7.0 (метод Maximum Likelihood, 1000 бутстреп-реплик).
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ное сходство их функций. Для генов AsFMO36–39
хромосомная локализация выявлена не была, по-
скольку последовательности были обнаружены в
некартированных скаффолдах (табл. 2).

Найденные гены AsFMOs имели длину от 1320
до 19117 пн и содержали от двух до восьми экзо-
нов (рис. 1,б), размер кодирующих последова-
тельностей варьировал от 897 до 1668 пн (табл. 2).
Молекулярная масса белков AsFMOs варьирова-

ла в пределах 34.38–62.80 кДа, изоэлектрическая
точка – от 5.99 до 9.25 (табл. 2). Согласно пред-
сказанию в программе LocTree3 все белки
AsFMOs локализованы в цитоплазме.

На дендрограмме, построенной на основе
сравнительного анализа аминокислотных после-
довательностей FMO A. sativum и A. thaliana, было
выявлено четкое разделение белков на три клады
(рис. 2), что характерно для растительных FMO,
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Рис. 3. Выравнивание аминокислотных последовательностей AsFMOs клады I (фиолетовый шрифт), клады II (жел-
тый) и клады III (зеленый). Зелеными рамками выделены найденные с помощью программы Cofactory-1.0 мотивы
связывания с FAD и NADPH, консенсус GxGxxG подчеркнут. Указаны мотивы FMO (оранжевая рамка) и FATGY
(фиолетовая рамка).
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согласно [1]. Члены клады I предположительно
осуществляют реакцию N-оксигенации и вовле-
чены в ответ на заражение патогенами [11]. В кла-
ду I вошли только два белка A. thaliana и 13 белков
A. sativum, что может свидетельствовать о повы-
шенной адаптивности чеснока к неблагоприят-
ным условиям окружающей среды, а также о воз-
можной избыточной, дополняющей и/или взаи-
мозаменяющей роли генов AsFMO по отношению
к друг другу. В кладу II, объединяющую FMO, во-
влеченные в биосинтез ауксина [1], вошли 22 белка
A. sativum и 11 A. thaliana. К кладе III, предполо-
жительно имеющей отношение к реакции S-окси-
генации [1], относятся 16 белков A. thaliana и 4 –

чеснока, включая AsFMO18, участвующий в био-
синтезе аллиина, согласно [14].

Интересно, что гены AsFMO10–13 и AsFMO14,15,
которые локализованы в одном кластере на хро-
мосоме 3 (рис. 1,а), относятся при этом к разным
кладам – I и III соответственно (рис. 2). Это мо-
жет указывать на явление неофункционализации
дуплицированных генов, либо о совмещении ими
функций, свойственных для обеих клад.

С помощью программы Cofactory-1.0 и литера-
турных данных [3, 22] в белках AsFMOs был прове-
ден поиск мотивов связывания с FAD и NADPH,
FMO-последовательности и других консерватив-
ных мотивов (рис. 3, табл. 3). В результате было
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Таблица 3. Последовательности консервативных мотивов в белках AsFMOs. Выделенные зеленым аминокис-
лотные остатки идентичны консенсусу

Примечание. н/о – мотив не обнаружен.

LQGQVLHSKDC

F/LATGY

FQGKVMHSLDY
FSGKVIHSMDY

YATGY

FQGKVMHSLDY

FQGQVLHSKDC
FKGKMVHSVEY

FSGEVLHASDY

FGGKVLHSSEF
FCKRAVHTCGY
FSGEVLHSSQY
FKGGLMHSSEY

FEGRKIHVSAY

LATGY

MATGY

YKGIVMHTSSY

FKGDMMHSCQY
FGSQITHVSDY

FIGKVMHSSEY

FVGIPRKLIGFYCTGY

HCTGY

FVGIPRKLIGF

LATGY FIGTDIAYIIASKYAFSELIQSLITGKVLHSSEY

GCGPSA

GAGPAG

GCGNSG

GAGPSG GCGNSG
GAGPSG GCGNSG

GAGPGG
GCGNSG

GCGNSG
GAGPSG GCGNSG

GAGPSG GCGNSG

GFLKSA
GAGLSG

GAGISG

GCMKSG

GCLKSA

GGGISG GYKKSA
GCMKSGGAGLSG

GYKKSAGGGISG

GxGxxGБелок FAD-мотив NADPH-мотив
GxGxxG

FATGY-мотив FMO-мотив
FxGxxxHxxxY/F

Клада I

AsFMO1 LATGF FHGQVMHSLDY
AsFMO2 GGGISG GYKKSA LATGF FQGKVMHSLDY
AsFMO3 GGGISG GYKKSA LATGF
AsFMO4 FATGF
AsFMO7 LATGF
AsFMO8 GGGISG н/о н/о н/о
AsFMO10 н/о FATGY
AsFMO11 GCLKSA FATGY FQGQVLHSKDC
AsFMO12 GAGISG GCSKSA FATGY FQGQVLHSKDC
AsFMO13 GAGISG н/о FATGY FQGQVLHSRDC
AsFMO17 GAGISG н/о
AsFMO34 LATGY
AsFMO35 GAGLSG GCKKSG FKGQVIHSLDY

Клада II

AsFMO5 YATGY
AsFMO6 GAGPSG GCGNSG MATGY FGNPITHVCNY
AsFMO9 н/о GCGNSG FATGY FSGKVLHSSEF
AsFMO14 RAGPGG GCGNSG FATGY FSGKVLHSSEF
AsFMO15 н/о FATGY
AsFMO21 FATGY
AsFMO22 GAGPGG GCGNSG LATGY
AsFMO23 GAGPSG GSGNSG LATGY
AsFMO24 GAGPSG GCGNSG LATGY CCTNVLHVSDY
AsFMO25 GAGPSG GCGNSG FATGY
AsFMO26 н/о GCGNSG FATGY FSGKVIHSSEF
AsFMO27 GAGPGC FATGY FSGKVLHSSEF
AsFMO28 GCGNSG FATGY FSGKVIHSSEF
AsFMO29 н/о FATGY FSGKVMHSSEF
AsFMO30 FKGQIIHTSCY
AsFMO31 LATGY
AsFMO32 GAGPSG GCGNSG MATGY FGSQITHVSDY
AsFMO33 GAGPSG GCGNSG
AsFMO36 GAGPAG GSGNSG FATGY
AsFMO37 GSGNSG LATGY FIGKVMHSSEY
AsFMO38 н/о GSGNSG LATGY
AsFMO39 GAGPAG GSGNSG

Клада III

AsFMO16 н/о FVGLCNKVIIF
AsFMO18 GAGAAG GSSASA HCTGY FVGIPWKIVPF
AsFMO19 GAGPSG GNSMSG
AsFMO20 GAGPSG GNSMSG YCTGY
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показано, что AsFMO9, 10, 15, 16, 26, 29 и 38 не со-
держат FAD-связывающего мотива, а AsFMO8 и
13 – NADPH-связывающего мотива. В FAD-свя-
зывающем мотиве остальных белков AsFMOs
(кроме AsFMO14 и 27) был идентифицирован
консенсус складки Россмана “GxGxxG” (табл. 3).
В NADPH-связывающем мотиве консенсус
“GxGxxG” был выявлен только у AsFMOs клады II,
тогда как в белках AsFMOs клад I и III последова-
тельность консенсуса оказалась вариабельной
(Gxxxxx, GxxxxG, GxGxxx) (табл. 3). Это находит-
ся в согласии с ранее опубликованными данными
о том, что у растительных FMOs последователь-
ность NADPH-связывающего мотива менее кон-
сервативна по сравнению с FAD-связывающим
мотивом [3]. В подтверждение полученным нами
данным все белки FMOs A. thaliana содержат в
FAD-связывающем мотиве консенсус “Gx-
GxxG”, в то время как консенсус “GxGxxG” в
NADPH-связывающем мотиве выявлен только у
белков подсемейства YUCCA (клада II), а у бел-
ков клад I и III – только в виде “Gxxxxx” или
“GxxxxG” [23]. Возможно, это является характе-
ристикой именно растительных белков FMO, от-
носящихся к кладам I и III, что может быть связа-
но с особенностями белковых взаимодействий в
процессе выполнения функций в биосинтезе аук-
синов или S-оксигенации субстратов.

FMO-идентифицирующий мотив был обна-
ружен во всех белках AsFMOs, кроме AsFMO8
(рис. 3). При этом у белков клад I и II он распола-
гался между FAD- и NADPH-связывающими мо-
тивами, а у белков клады III – на С-конце, что со-
гласуется со структурной спецификой раститель-
ных белков FMO, касающейся локализации
FMO-мотива, показанной ранее [24]. Так, распо-
ложение FMO-мотива на С-конце белков характер-
но для S-окисляющих FMO (клада III); у N-окисля-
ющих FMO (клада I) и белков подсемейства
YUCCA (клада II) FMO-мотив располагается
между FAD- и NADPH-связывающими мотива-
ми [1, 3]. В белке AsFMO39 FMO-мотив был более
протяженным, чем в остальных белках AsFMOs
(табл. 3). Подобное явление, а также отсутствие
FMO-мотива (как у AsFMO8) ранее были выявле-
ны у белков A. thaliana AT1G63390 (отсутствие
мотива) и AT1G62580 (более протяженный мо-
тив) [3]. Специфичный для FMO-мотива консен-
сус “FxGxxxHxxxY/F” был найден в последова-
тельности 26 белков AsFMOs и его менее консер-
вативный вариант – у остальных белков (табл. 3).
У A. thaliana консенсус “FxGxxxHxxxY/F” содер-
жался в FMO-мотивах белков клад I и II, а в бел-
ках клады III данный консенсус был менее кон-
сервативен [3].

Консервативный FATGY-мотив, обычно ха-
рактерный для всех FMO [1], был идентифициро-
ван на С-конце белков AsFMOs, кроме AsFMO8 и

17 (рис. 3, табл. 3). В белках клад I и II данный мотив
более соответствовал консенсусу “F/LATGY”, а в
белках клады III данный мотив был представлен
только аминокислотами TGY. В целом наличие
только аминокислот TGY в FATGY-мотиве харак-
терно для растительных FMO клады III [3]. Это
может свидетельствовать о значимости именно
данных трех аминокислот для осуществления ак-
тивности ферментами FMO растений. Отсут-
ствие мотива может предполагать изменения в
функции соответствующих белков.

В последовательностях белков AsFMOs была
проведена сравнительная характеристика кон-
сервативных мотивов (MEME 5.1.1) (рис. 4). Было
идентифицировано 15 мотивов и показано четкое
соответствие полученных консенсусных профи-
лей разделению белков на клады. Мотивы 12 и 13
были специфичны для белков клады I, тогда как
мотивы 3, 5, 6 и 10 – для белков клады II, что
предполагает связь данных мотивов с функцио-
нальной специфичностью AsFMOs. Для белков
клады III специфичных мотивов обнаружено не
было, что может указывать на более раннее про-
исхождение данных AsFMOs и свойственную им
первоначальную роль в реакции S-оксигенации.

Профиль экспрессии генов AsFMOs
в различных органах растения чеснока

Транскриптомные данные A. sativum cv. Er-
shuizao (PRJNA607255, GSE145455) [17] были ис-
пользованы для in silico оценки уровней тран-
скриптов генов AsFMOs в различных тканях рас-
тения чеснока (рис. 5). Было обнаружено, что
экспрессия генов AsFMOs в анализируемых тка-
нях низкая (FPKM < 10) либо отсутствует, за ис-
ключением генов AsFMO4, AsFMO10, AsFMO11,
AsFMO18, AsFMO34 и AsFMO35, для которых во
всех или в отдельных органах были выявлены зна-
чения FPKM > 10 (рис. 5). Транскрипты генов
AsFMO4, AsFMO10, AsFMO11, AsFMO18 и AsFMO35
присутствовали во всех анализируемых органах
чеснока, при этом максимальные значения экс-
прессии детектированы в корнях, листьях, лож-
ном стебле, цветках и проростках. Ген AsFMO34
экспрессировался преимущественно в листьях и
проростках (рис. 5).

Методом РВ-ПЦР нами был определен про-
филь экспрессии генов AsFMO4, AsFMO10,
AsFMO11, AsFMO12, AsFMO18, AsFMO34 и AsFMO35
в корне, луковице, донце, ложном стебле, листе,
цветоносе, цветоложе и воздушной луковице чес-
нока сорта Сармат (рис. 6). Было обнаружено, что
транскрипты AsFMO4, AsFMO11, AsFMO12, AsFMO18
и AsFMO35 присутствуют во всех анализируемых
органах. Максимальные уровни экспрессии гена
AsFMO4 наблюдались в корнях и листьях, гена
AsFMO11 – в цветоносе и цветоложе, AsFMO12 –
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Рис. 4. Идентифицированные с помощью MEME 5.1.1 консервативные мотивы в белках AsFMOs.

Локализация мотивовБелок Кладаp-value

III

II

I

AsFMO1 4.20e-282
3.35e-280
1.15e-245
7.91e-225
9.51e-283
7.94e-130
3.12e-220
1.01e-276
4.13e-273
2.72e-253
2.86e-132
3.66e-220
2.06e-223

4.37e-197
2.12e-204
9.18e-246
2.00e-244
2.54e-243
1.92e-191
2.92e-246
1.18e-180
1.03e-196
1.44e-198
1.92e-243
1.17e-213
2.79e-257
3.65e-245
8.76e-182
5.97e-184
1.53e-210
1.53e-210
5.72e-183
7.71e-195
2.69e-174
3.66e-183

4.66e-54
5.66e-76
3.95e-88
4.54e-88

AsFMO2
AsFMO3
AsFMO4
AsFMO7
AsFMO8

AsFMO10
AsFMO11
AsFMO12
AsFMO13
AsFMO17
AsFMO34
AsFMO35

AsFMO5
AsFMO6
AsFMO9

AsFMO14
AsFMO15
AsFMO21
AsFMO22
AsFMO23
AsFMO24
AsFMO25
AsFMO26
AsFMO27
AsFMO28
AsFMO29
AsFMO30
AsFMO31
AsFMO32
AsFMO33
AsFMO36
AsFMO37
AsFMO38
AsFMO39

AsFMO16
AsFMO18
AsFMO19
AsFMO20

Мотив Консенсусная последовательность
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
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Рис. 5. Тепловая карта экспрессии генов AsFMOs у A. sativum cv. Ershuizao в корнях, луковицах (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 и 8 со-
ответствуют 192, 197, 202, 207, 212, 217, 222 и 227 дням развития луковицы), листьях, ложном стебле, бутонах, цветках
и проростках. Цвета от красного к зеленому показывают градиент экспрессии гена от низкого к высокому. Цифрами
указаны значения FPKM согласно транскриптомным данным [17].
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в листьях и цветоложе, AsFMO35 – в корнях, лу-
ковице и воздушных луковицах (рис. 6). Ген
AsFMO18, продукт которого участвует в биосинтезе
аллиина [14], экспрессировался во всех анализи-
руемых органах чеснока с максимумом в листьях,
цветоносе и цветоложе. Максимальный уровень
транскриптов гена AsFMO10 был выявлен в дон-
це, при этом в ложном стебле и листьях тран-
скрипты AsFMO10 отсутствовали. Максимальный
уровень экспрессии AsFMO34 был детектирован в
листьях, а в цветоносе, цветоложе и воздушных
луковицах транскрипты данного гена зафиксиро-
ваны не были (рис. 6).

Полученные результаты в целом согласуются с
данными экспрессионного in silico анализа A. sa-
tivum cv. Ershuizao – максимальные уровни тран-
скриптов генов AsFMOs характерны для корней и
листьев (рис. 5). Исключение составили данные
по экспрессии AsFMO12 – по данным транскрип-
томного анализа слабая экспрессия данного гена
наблюдается в корнях, ложном стебле, цветках и
проростках, тогда как по данным РВ-ПЦР – ген
экспрессируется во всех органах с максимумом в
листьях и цветоложе (рис. 6). Это может быть свя-
зано с различиями в генотипе анализируемых
сортов cv. Ershuizao (in silico) и Сармат (РВ-ПЦР).

Рис. 6. Профиль экспрессии генов AsFMOs в различных органах чеснока сорта Сармат. Данные нормализовали по
уровням транскрипции генов GAPDH и UBQ.
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Профиль экспрессии генов AsFMOs в ответ
на заражение Fusarium proliferatum

С целью определить, участвуют ли гены AsFMOs
в ответе на биотические стрессы, нами было ис-
следовано изменение уровней транскриптов генов
AsFMO4, AsFMO10, AsFMO11, AsFMO12, AsFMO18,
AsFMO34 и AsFMO35 в ответ на заражение патоге-
ном F. proliferatum. Анализ проводили методом
РВ-ПЦР в корнях чеснока сортов Сармат (устой-
чив к фузариозной гнили) и Стрелец (восприим-
чив к фузариозной гнили) через 24 и 96 ч после за-
ражения F. proliferatum (рис. 7).

В корнях контрольных растений (без зараже-
ния) сортов Сармат и Стрелец уровень тран-
скриптов генов AsFMOs не менялся или менялся
незначительно в период 24–96 ч, за исключением
генов AsFMO11 и AsFMO12 у сорта Сармат и гена
AsFMO35 у сорта Стрелец (резкое падение экспрес-
сии в период 24–96 ч); также для гена AsFMO4 у
сорта Стрелец и AsFMO18 у сорта Сармат наблю-
дался легкий подъем уровня транскриптов от 24 к
96 ч (рис. 7).

Через 24 ч после заражения F. proliferatum в
корнях обоих сортов была выявлена активация
транскрипции анализируемых генов AsFMOs, за
исключением AsFMO11 у сорта Сармат, уровень
транскриптов которого рос, но незначительно
(рис. 7).

Через 96 ч после заражения у устойчивого к
фузариозной гнили сорта Сармат активирова-
лась транскрипция генов AsFMO4, AsFMO11,
AsFMO12 и AsFMO35, а уровни экспрессии
AsFMO10 и AsFMO18 остались на одном уровне с
контролем. В то же время у восприимчивого сор-
та Стрелец экспрессия большинства генов оста-
лась на уровне контроля, и только у двух генов,
AsFMO12 и AsFMO35, оказалась повышенной.

В целом экспрессионный ответ генов AsFMOs
на заражение F. proliferatum в корнях чеснока сор-
тов Сармат и Стрелец был сходен, за исключени-
ем реакции гена AsFMO35. По отношению к кон-
тролю у устойчивого к фузариозной гнили сорта
Сармат в точке 96 ч уровень транскриптов гена
AsFMO35 возрос в 7 раз, а у восприимчивого сорта
Стрелец – только в 2 раза (рис. 7).

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что дифференциальная экспрессия генов
AsFMO4, AsFMO11, AsFMO12 и AsFMO35 может
быть связана со степенью устойчивости геноти-
пов чеснока к фузариозной гнили. Все четыре ге-
на входят в кладу I (рис. 2), т.е. предположительно
участвуют в реакции N-оксигенирования суб-
стратов, что указывает на связь данного процесса
с устойчивостью растения к патогенам наряду с
S-оксигенированием у видов Brassicaceae [12, 13].
Только один ген клады III (ассоциированной с
S-оксигенированием; [1]) – AsFMO18 – был ис-
пользован нами для сравнительного экспресси-

онного анализа. Однако для обоих сортов, неза-
висимо от их устойчивости/восприимчивости к
фузариозу, экспрессионный ответ гена AsFMO18
на заражение был практически идентичен. Это
может свидетельствовать о том, что для действен-
ной стимуляции устойчивости к патогенам кроме
генов AsFMO клады I (и N-оксигенирования) не-
обходимо участие также генов AsFMO клады III (и
S-оксигенирования).

Анализ последовательностей гена AsFMO35 
у сортов чеснока Сармат и Стрелец

Поскольку в корнях сортов чеснока Сармат и
Стрелец, контрастных по устойчивости к фузариоз-
ной гнили, была обнаружена дифференциальная
экспрессия гена AsFMO35 в ответ на заражение па-
тогеном F. proliferatum, нами были проанализирова-
ны кодирующие последовательности данного гена
и его промоторной области (∼1000 пн до старт-ко-
дона). Кодирующие последовательности гена
AsFMO35 были одинаковыми у сортов Сармат и
Стрелец и отличались от референса (сорт Ershuizao)
четырьмя нуклеотидными заменами (C23G, C120A,
A271G и G918A), две из которых приводили к за-
мещениям аминокислотных остатков (S8C и N91D).
В промоторной области гена AsFMO35 у сортов Сар-
мат и Стрелец, в сравнении с референсом, было вы-
явлено пять нуклеотидных замен и однонуклеотид-
ная вставка (–881(A→T), –662(G→A), –628(G→A),
–582(T→C), –469(A→C) и –448 insT). При этом
замены в положениях –881 и –628 были специ-
фичны для сорта Сармат, замена в положении
–582 – специфична для сорта Стрелец.

С помощью программы PlantCare в промотор-
ных областях гена AsFMO35 сортов Сармат, Стре-
лец и Ershuizao был проведен поиск цис-регуля-
торных элементов. Всего было найдено 13 типов
цис-регуляторных элементов, связанных с отве-
том на гормоны (ABRE, AuxRR-core, TGA-ele-
ment и ERE), стрессы (MYB, MYC и STRE), свет
(Box 4, 3-AF1 binding site и TCT-motif) и с неиз-
вестной функцией (CCGTCC-motif, A-box и
AAGAA-motif) (табл. 4). У восприимчивого к фу-
зариозной гнили сорта Стрелец специфичная за-
мена в положении –582(T→C) привела к возник-
новению элемента ABRE, который отсутствует в
промоторах AsFMO35 у сортов Сармат и Ershuizao
(табл. 4). Нуклеотидная замена в положении
662(G→A) у сортов Сармат и Стрелец привела к
появлению цис-элемента 3-AF1 binding site, кото-
рый отсутствовал в промоторе у cv. Ershuizao. Как
было показано ранее, элемент 3-AF1 binding site
встречается в промоторах генов, вовлеченных в
ответы на различные стрессы. Например, у вино-
града (Vitis quinquangularis) элемент 3-AF1 binding
site является одним из ключевых цис-регулятор-
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ных элементов в промоторе гена MYB15, который
играет важную роль в устойчивости растений к
биотическим и абиотическим стрессам [25].

В целом, если говорить о различиях в регуля-
ции гена AsFMO35 у сортов Сармат и Стрелец,
контрастных по устойчивости к фузариозной
гнили, то единственное расхождение связано с
появлением элемента ABRE (сцеплен с ответом
на АБК) в случае сорта Стрелец (восприимчив к
фузариозу) (табл. 4). Поскольку АБК играет одну
из ключевых ролей в обеспечении устойчивости
растения к стрессам [26], можно предположить,
что появление данного элемента в промоторе
AsFMO35 могло повысить степень участия гена в
ответе растения чеснока на инфекцию.

Таким образом, в геноме чеснока было иден-
тифицировано 39 генов флавин-содержащих мо-
ноокисгеназ. Филогенетический анализ разделил
AsFMOs на три клады, ассоциированные с N-ок-
сигенированием (I; 22 гена), биосинтезом аукси-
нов (II; 13 генов) и S-оксигенированием (III; 4 ге-
на). Диспропорция в количестве членов каждой
из трех клад (увеличение в кладах I и II, сокраще-
ние в кладе III) у чеснока в сравнении с A. thaliana
может свидетельствовать о повышенной адаптив-
ности чеснока к стрессовым факторам (гены кла-
ды I) и значении триптофан-зависимого пути
биосинтеза ауксинов (гены клады II).

В аминокислотных последовательностях
AsFMOs были найдены характерные мотивы свя-
зывания с FAD и NADPH, FMO-идентифицирую-
щий мотив и FATGY-мотив, присутствие и вариа-
бельность которых подтверждали принадлежность
к кладам. Отсутствие одного или нескольких мо-
тивов в некоторых AsFMOs может быть связано с
изменением или потерей функции у данных белков.

Анализ профиля экспрессии генов AsFMOs по-
казал, что транскрипты AsFMOs (за исключением
AsFMO34) присутствуют во всех органах чеснока с
максимумом в корнях, листьях, цветоносе и воз-
душных луковицах.

Анализ экспрессионного ответа выборки ге-
нов AsFMO на заражение патогенным грибом
F. proliferatum в корнях чеснока выявил диффе-
ренциальную экспрессию генов клады I AsFMO4,
AsFMO11, AsFMO12 и AsFMO35 между сортами
Сармат и Стрелец, контрастными по устойчиво-
сти к фузариозной гнили. Такой ответ указывает
на связь реакции N-оксигенирования с устойчи-
востью растения к патогенам наряду с S-оксиге-
нированием. Экспрессионный ответ гена клады III
(ассоциированной с S-оксигенированием) –
AsFMO18 – был идентичен для обоих сортов, неза-
висимо от их устойчивости/восприимчивости к фу-
зариозу, что предполагает обязательное совместное
участие генов клад I и III (N- и S-оксигенирования)
в стимуляции устойчивости растения к патогенам.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РНФ (№ 21-76-00007) и Министерства на-
уки и высшего образования РФ.

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.
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Flavin-Containing Monooxygenases (FMO) Genes in Garlic Allium sativum L.: 
Genome-Wide Identification, Characterization, and Expression Analysis 

in Response to Fusarium proliferatum
O. K. Anisimovaa, A. V. Shchennikovaa, E. Z. Kochievaa, and M. A. Filyushina, *

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

In this study, 39 f lavin-containing monooxygenase genes were identified in the garlic (Allium sativum L.) ge-
nome. The distribution of AsFMOs into three phylogenetic clades associated with N-oxygenation (22 pro-
teins), auxin biosynthesis (13 proteins), and S-oxygenation (4 proteins) has been shown. FAD and NADPH
binding, FMO-identifying, and FATGY motifs were found in the AsFMO sequences. AsFMOs transcripts
were present in all garlic organs with a maximum in roots, leaves, peduncle, and aerial bulbs. In response to
infection with the pathogenic fungus Fusarium proliferatum, differential expression of clade I genes (AsFMO4,
AsFMO11, AsFMO12, and AsFMO35) was detected in the roots of cv. Sarmat and Strelets, contrasting in Fu-
sarium rot resistance. At the same time, the expression response of the clade III AsFMO18 gene involved in
the alliin biosynthesis was similar for both cultivars, regardless of their resistance/susceptibility to Fusarium.
This suggests the clades I and III genes redundancy in plant responses to infection. The AsFMO35 coding and
regulatory sequences were analyzed in the Sarmat and Strelets cultivars. It was shown that the AsFMO35 pro-
moter differs in the presence of the ABA-associated cis-regulatory element ABRE in cv. Strelets susceptible
to Fusarium rot.

Keywords: garlic, Allium sativum L., f lavin-containing monooxygenase, Fusarium rot, expression analysis.
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ФИЛОГЕОГРАФИЯ ВИДОВ ДУБА НА КАВКАЗЕ ПО РЕЗУЛЬТАТАМ 
АНАЛИЗА ХЛОРОПЛАСТНОЙ ДНК
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С целью изучения биогеографии и истории умеренной биоты кавказского региона, одного из цен-
тров биологического разнообразия Евразии, была исследована филогеографическая структура хло-
ропластной ДНК робуроидных дубов (Quercus L., секция Quercus, Fagaceae). Было проанализирова-
но 926 деревьев пяти видов (Quercus robur, Q. petraea, Q. pubescens, Q. hartwissiana, Q. macranthera) из
70 популяций, расположенных в разных частях Кавказа. Секвенирование пяти фрагментов общей
длиной более 10000 пар нуклеотидов выявило восемь гаплотипов, для типирования которых ис-
пользовались хлоропластные микросателлитные локусы (cpSSR), секвенирование и рестриктный
анализ. Филогенетическое дерево Quercus, включающее 34 хлоропластных гаплотипа западно-евро-
азиатских и восточно-азиатских робуроидных видов, подтвердило монофилию робуроидных дубов,
образующих несколько линий, не имеющих между собой поддержанных топологических отноше-
ний. Выявленные на Кавказе гаплотипы относятся к двум дивергентным западно-евроазиатским
линиям. Эти гаплотипы эндемичны для Восточного Причерноморья и не имеют родственных гап-
лотипов за его пределами, что свидетельствует о длительном обитании дубов на Кавказе и об исто-
рических связях дубов кавказского региона с Восточным Крымом и Восточной Турцией при отсут-
ствии обменов хлоропластной ДНК с восточно-европейской частью ареала. Результаты настоящего
исследования показывают, что кавказские популяции не могли вносить существенный вклад в ко-
лонизацию северных территорий и не испытывали влияния более северных популяций, по крайней
мере путем переноса семян. Области распространения кавказских гаплотипов почти не пересека-
ются между собой, занимая определенные географические районы, вероятно благодаря расселению
из отдельных ледниковых рефугиумов и генетическому дрейфу. Географическая структура измен-
чивости хлоропластной ДНК указывает на длительное присутствие дуба, помимо Западного Закав-
казья (Колхидский рефугиум), в районах Северо-Западного, Центрального, Восточного Кавказа и
на Малом Кавказе. Совпадающий состав гаплотипов исследованных видов Quercus в пределах гео-
графических районов свидетельствует о долговременном совместном существовании разных видов
в разных частях Кавказа.

Ключевые слова: филогеография, Кавказ, Quercus, хлоропластная ДНК, популяционная структура,
рефугиумы, молекулярная филогения.
DOI: 10.31857/S001667582307010X, EDN: QQLYKV

Расположенные на юге европейской лесной
зоны горные области, граничащие со средизем-
номорским бассейном, характеризуются стабиль-
ностью среды, способствующей сохранению в те-
чение многих ледниковых циклов популяций
представителей умеренной биоты и аккумуляции
генетического разнообразия [1]. Кавказ является
одним из самых биологически богатых регионов
умеренного климата, признанным “очагом биораз-
нообразия” [2–5], в котором сочетаются элементы

трех флористических областей: Циркумбореаль-
ной, Средиземноморской и Ирано-Туранской [6].
Ввиду сложной геологической истории, изолиро-
ванного географического положения и высокого
разнообразия климатических и эдафических
условий кавказский регион создает уникальные
возможности для эволюции умеренной и боре-
альной биоты. Исследования генетического раз-
нообразия кавказских популяций растений и жи-
вотных [4, 7–15] выявили внутрирегиональные

УДК 575.174.5+582.632.2
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различия и дифференциацию с европейскими ча-
стями ареалов, имеющую у разных видов разную
структуру. Для описания истории растительности
наиболее информативными могут быть филогео-
графические исследования лесообразующих ви-
дов умеренной флоры, в том числе широколист-
венных видов деревьев.

Практически во всех районах Кавказа наибо-
лее распространенной лесной породой является
дуб (род Quercus L.) [3, 16]. В горах представители
Quercus формируют обширный пояс дубовых ле-
сов. Они обильны во многих растительных фор-
мациях, от влажных низменностей до ксерофит-
ных высокогорных местообитаний. Виды дуба на
Кавказе характеризуются значительной изменчи-
востью. Их систематике и популяционной струк-
туре неоднократно было уделено внимание ис-
следователей [17, 18]. В то же время общепри-
знанной таксономической схемы кавказских
дубов до сих пор нет; многие таксоны, описанные
ранее как виды, сегодня рассматриваются в ранге
подвидов, вариаций и географических рас. В на-
стоящее время в Конспекте флоры Кавказа [19]
указывается восемь видов Quercus. Из них шесть
относятся к робуроидным дубам, т.е. евроазиат-
ским представителям секции Quercus [20], среди
которых наиболее распространены дуб черешча-
тый (Q. robur L.) с двумя подвидам на Кавказе и
дуб скальный (Q. petraea (Matt.) Liebl.) с пятью
подвидами. Эти виды обычны в Европе, а на Кав-
казе находится их юго-восточный анклав, связан-
ный с основным ареалом через Малую Азию. В
более влажных р-нах Западного Кавказа встреча-
ется дуб Гартвиса (Q. hartwissiana Steven) – во-
сточноевропейско-малоазиатско-кавказский вид.
В горных районах, обычно выше 1700 м, произ-
растает дуб крупнопыльниковый, или восточный
(Q. macranthera Fisch. et C.A. Mey. ex Hohen) – вид
с западно-азиатским распространением. Ареал
средиземноморского ксерофитного дуба пуши-
стого (Q. pubescens Willd.) на Кавказе ограничен
районами Северо-Западного и Восточного Кав-
каза. Хотя виды и подвиды различаются по эколо-
гическим требованиям и репродуктивной страте-
гии, их ареалы на Кавказе в значительной степе-
ни совпадают, и между ними часто наблюдается
существенное перекрывание таксономических
диагностических признаков. Например, исследо-
вание морфологических признаков дубов Кавка-
за [11] не позволило разделить два подвида у Q. ro-
bur и два подвида у Q. petraea.

Сложности в изучении таксономической
структуры кавказских дубов определяют важ-
ность молекулярно-генетических исследований
видов Quercus в регионе. Филогеография, осно-
ванная на изменчивости хлоропластной ДНК
(хпДНК), является важным источником инфор-
мации о близких видах растений и гибридных
взаимодействиях, об эволюционной истории и об

истории растительных сообществ, о расположе-
нии климатических рефугиумов, прошлых изоля-
циях и путях миграции. Это обусловлено мате-
ринским наследованием хпДНК и, соответствен-
но, пространственной подвижностью, связанной
с переносом семян. Виды Quercus благодаря свое-
му экологическому значению и генетическому
разнообразию представляют собой один из ос-
новных объектов филогеографических исследо-
ваний европейских широколиственных древес-
ных растений (например, [21–24]). Однако кав-
казская часть ареалов европейских дубов остается
слабоизученной.

Предки современных робуроидных дубов
впервые отмечены на Кавказе в конце миоцена
[25]. В более поздние эпохи они регулярно обна-
руживаются в пыльцевых спектрах и, вероятно,
никогда полностью не исчезали на этой террито-
рии. Хотя во время последнего ледникового мак-
симума (LGM) (~21–14 тыс. л. н.) пыльца Quercus
отмечается только в Колхидском районе (Запад-
ный Кавказ, Восточное Причерноморье), нет со-
мнения, что виды дуба продолжали существовать
и в других частях Кавказа, иначе невозможно
объяснить быстрое широкое распространение
пыльцы Quercus вскоре после LGM [2, 26, 27]. Фи-
логеографические исследования позволяют не
только выявить рефугиумы, но и оценить их древ-
ность и стабильность условий обитания.

Ранее для Крымско-Кавказского региона [28]
была исследована изменчивость пяти участков
хпДНК (ASq, CDq, TFq, trnH-psbA и trnK-matK)
общей длиной более 10000 пн у трех видов робу-
роидных дубов (Q. robur, Q. petraea, Q. pubescens).
По совокупности результатов секвенирования
обнаружено 10 эндемичных для Восточного При-
черноморья гаплотипов, которые отличались от
гаплотипов восточно-европейской части ареала,
выявленных ранее [23]. Был оптимизирован под-
ход к их генотипированию, предусматривающий
анализ изменчивости хлоропластных микросател-
литов (cpSSR), рестриктный анализ и поэтапное се-
квенирование [28]. Совместное использование этих
методов позволяет выявить гаплотипы в пределах
отдельных географических регионов (Восточная
Европа, Крым, Кавказ), а в сочетании с секвениро-
ванием – надежно их диагностировать.

При проведении филогенетического анализа
была установлена принадлежность гаплотипов
Кавказского региона к нескольким дивергент-
ным филогенетическим линиям [28], при отсут-
ствии близкородственных гаплотипов между
Кавказом и Восточной Европой, что может ука-
зывать на относительную древность и самостоя-
тельность кавказских линий хпДНК. Однако
проведенные филогенетические исследования в
основном включали гаплотипы Восточного При-
черноморья, Восточной и Центральной Европы
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[28, 29]. Возникшие в ряде работ предположения
о возможной близости некоторых кавказских и
восточно-азиатских линий хпДНК [11, 29] требо-
вали уточнения положения кавказских гаплоти-
пов в филогении робуроидных дубов, с добавле-
нием в анализ представителей других линий и
других видов, включая имеющиеся в базах дан-
ных пластомы различных европейских и азиат-
ских дубов секции Quercus.

Ранее на Северном Кавказе была обнаружена
дифференциация популяций в направлении с за-
пада на восток, где предполагалось, по крайней
мере, три района, различающихся по составу гап-
лотипов: западный, центральный и восточный
[28]. В Закавказье (Грузия) по двум хпДНК-мар-
керам в работе J. Ekhvaia et al. [11] было выявлено
подразделение на две области, западную и во-
сточную. В то же время географически ограни-
ченный набор выборок и изменчивых маркеров в
предыдущих исследованиях требовал более де-
тального анализа разнообразия хлоропластных
гаплотипов внутри Кавказа и в прилегающих об-
ластях.

В Кавказском регионе [11, 28], как и в других
районах Европы и Западной Азии [21, 24, 29, 30],
у разных видов робуроидных дубов наблюдается
совпадение гаплотипов хпДНК, что указывает на
исторический поток генов, передающихся по ма-
теринской линии [20]. На Кавказе при совпадаю-
щих частых гаплотипах [28] более редкие гапло-
типы были обнаружены в малом количестве вы-
борок, иногда только у одного из видов. В ряде
исследований [29, 30] отмечалась разница в со-
ставе гаплотипов между симпатрическими попу-
ляциями разных видов. Информация о локализа-
ции редких гаплотипов и различии в частотах га-
плотипов между видами может свидетельствовать
об истории конкретной популяции или о нерав-
номерной интенсивности межвидового генного
потока, что требует увеличения количества выбо-
рок на Кавказе, в том числе в местах совместного
обитания разных видов.

Цель данной работы – исследование филогео-
графии робуроидных дубов Quercus на Кавказе,
выявление путей миграции и связей с прилегаю-
щими территориями. Использовались апробиро-
ванные в предыдущей работе маркеры хпДНК и
оптимизированные варианты генотипирования
[28]. Была существенно расширена география вы-
борок трех видов дуба (Q. robur, Q. petraea, Q. pu-
bescens), добавлено несколько популяций еще
двух робуроидных видов (Q. hartwissiana, Q. mac-
ranthera), встречающихся на Кавказе. Для прояс-
нения возможных обменов между популяциями
Q. robur северо-восточной части ареала и Пред-
кавказья были исследованы популяции этих ре-
гионов. Для определения позиции кавказских га-
плотипов в филогении хпДНК евроазиатских ро-

буроидных дубов, в филогенетический анализ,
кроме кавказских и восточно-европейских гапло-
типов, были включены гаплотипы пластомов ев-
ропейских и восточно-азиатских видов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В Кавказском регионе проанализировано 926

деревьев из 70 популяционных выборок, распо-
ложенных в разных ботанико-географических
районах Кавказа [19], включая Западное и Во-
сточное Предкавказье, Западный, Центральный
и Восточный Кавказ, Северо-Западное Закавка-
зье, Западное, Центральное и Южное Закавказье.
В исследование были включены следующие ви-
ды: дуб черешчатый Q. robur (415 деревьев из
31 популяции), дуб скальный Q. petraea (446 об-
разцов из 32 популяций), дуб пушистый Q. pubes-
cens (40 образцов из двух популяций), дуб крупно-
пыльниковый Q. macranthera (10 деревьев из двух
выборок), дуб Гартвиса Q. hartwissiana (15 дере-
вьев из трех выборок) (табл. 1, рис. 1). В северо-
восточной части ареала, в дополнение к ранее
изученному материалу [23], исследовано 10 попу-
ляционных выборок Q. robur из Поволжья, Юж-
ного Урала, Ростовской области, Украины, и од-
на выборка Q. petraea из Калининградской обла-
сти (рис. 1,а).

Материал собирали в естественных местооби-
таниях дубов вдали от населенных пунктов. Рас-
стояние между изученными деревьями составля-
ло не менее 50 м. В большинстве выборок для
снижения эффекта семейной кластеризации об-
разцы с деревьев отбирались по маршруту протя-
женностью в несколько километров. Величина
популяционной выборки составляла в среднем
13.2 особей (от 1 до 33 деревьев), в большинстве
случаев более пяти деревьев. Таксономическую
принадлежность устанавливали по описаниям,
приведенным в [17, 18]. Внутривидовые таксоны
не учитывались. В случаях совпадения или непо-
средственной близости точек сбора разных видов
Quercus выборкам присваивалось одинаковое на-
звание, но разные номера (табл. 1). Ваучерные об-
разцы хранятся в лаб. молекулярной экологии
растений ИЭРиЖ УрО РАН. Выделение геном-
ной ДНК проводили с помощью метода CTAB
[31] из высушенных в силикагеле листьев.

Для генотипирования был использован анализ
изменчивости хлоропластных микросателлитных
локусов (cpSSR) [28, 32], в сочетании с секвени-
рованием и рестриктным анализом. Как было по-
казано ранее [23, 28], внутри отдельных географи-
ческих регионов (восточно-европейская часть
ареала, Крымский п-ов, Кавказ) большинство га-
плотипов может быть определено с помощью
cpSSR-маркеров, однако в Кавказском регионе
для разделения некоторых близких гаплотипов
требуется дополнительное секвенирование. Ме-



ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

ФИЛОГЕОГРАФИЯ ВИДОВ ДУБА НА КАВКАЗЕ ПО РЕЗУЛЬТАТАМ АНАЛИЗА 775

Таблица 1. Характеристика исследованных популяций дуба черешчатого Q. robur (rb), дубов скального Q. petraea (pt),
дуба пушистого Q. pubescens (pb), дуба Гартвиса Q. hartwissiana (h), дуба крупнопыльникового Q. macranthera (mc)

№ Популяция
Координаты

n H
Гаплотипы

(число особей)с. ш. в. д.

Кавказ, Q. robur
1 Темрюк (rb)* 45°12′31″ 37°17′06″ 5 0 Z-I (5)
2 Школьный (rb)* 45°03′14″ 37°34′33″ 20 0 Z-I (20)
3 Гостагаевская (rb)* 44°58′58″ 37°30′21″ 11 0 Z-I (11)
4 Семигорский (rb)* 44°53′53″ 37°36′10″ 25 0 Z-I (25)
5 Крымск (rb)* 44°56′28″ 38°03′24″ 22 0 Z-I (22)
6 Убинская (rb)* 44°42′20″ 38°31′27″ 23 0 Z-I (23)
7 Новомихайловский (rb) 44°14′35″ 38°50′35″ 3 0 Z-I (3)
8 Горячий Ключ (rb) 44°35′22″ 39°00′31″ 25 0.2800 E (21), Z-I (4)
9 Куринская (rb)* 44°24′20″ 39°26′03″ 20 0.5211 E (9), E-III (11)

10 Цыпка (rb) 44°10′15″ 39°10′07″ 14 0 E (14)
11 Анастасиевка (rb) 44°09′55″ 39°16′02″ 4 0 E (4)
12 Псебай (rb)* 44°02′28″ 40°45′38″ 18 0 E (18)
13 Нижний Архыз (rb) 43°40′22″ 41°26′03″ 9 0 E (9)
14 Теберда (rb) 43°24′51″ 41°43′51″ 6 0 E (6)
15 Кропоткин (rb) 45°24′06″ 40°34′15″ 28 0 E-III (28)
16 Ставрополь (rb) 45°02′47″ 41°56′11″ 10 0 E (10)
17 Русск. лесная дача (rb) 45°02′13″ 41°52′10″ 15 0 E (15)
18 Буденновск (rb) 44°45′23″ 44°09′55″ 33 0 E (33)
19 Кисловодск (rb) 43°53′12″ 42°46′41″ 3 0 E (3)
20 Пятигорск (rb) 44°03′16″ 43°06′35″ 3 0 E (3)
21 Бештау (rb) 44°07′16″ 43°03′44″ 22 0 E (22)
22 Нальчик (rb)* 44°26′41″ 43°35′36″ 24 0.4094 E (18), X-II (5), A-II (1)
23 Балта (rb)* 42°55′12″ 44°38′21″ 4 0.6667 F (2), E (2)
24 Нохчи-Келой (rb) 42°45′08″ 45°55′34″ 5 0 F (5)
25 Гуниб (rb) 42°23′15″ 46°57′03″ 5 0 F (5)
26 Талги (rb) 42°52′39″ 47°25′22″ 4 0 F (4)
27 пер. Буйнакский (rb) 42°56′07″ 47°21′49″ 4 0 F (4)
28 Эрпели (rb)* 42°47′21″ 46°58′40″ 12 0 F (12)
29 Дербент (rb) 42°01′49″ 48°16′07″ 5 0 F (5)
30 Самур (rb) 41°50′16″ 48°31′19″ 25 0 F (25)
31 Цхинвал (rb)* 42°14′57″ 43°59′47″ 8 0 X-I (8)

Среднее, № 1–31 13.4
Всего, № 1–31 415

Кавказ, Q. petraea, Q. pubescens
32 Сукко (pt)* 44°47′37″ 37°24′56″ 28 0 Z-I (28)
33 Широкая балка (pb) 44°39′41″ 37°42′14″ 24 0 Z-I (24)
34 Кабардинка (pb)* 44°40′40″ 37°53′56″ 16 0 Z-I (16)
35 Убинская (pt) 44°42′20″ 38°31′27″ 5 0 Z-I (5)
36 Новомихайловский (pt)* 44°14′35″ 38°50′35″ 28 0.6349 Z-I (12), Z-II (12), E (4)
37 Горячий Ключ (pt) 44°35′22″ 39°00′31″ 4 0.5000 E (3), Z-I (1)
38 Фанагорийская (pt) 44°32′30″ 39°08′06″ 4 0 Z-I (4)
39 Куринская (pt) 44°24′20″ 39°26′03″ 4 0.5000 E (3), E-III (1)
40 Цыпка (pt) 44°10′15″ 39°10′07″ 7 0 E (7)
41 Анастасиевка (pt) 44°09′55″ 39°16′02″ 19 0 E (19)
42 р. Шахе (pt) 43°50′30″ 39°21′16″ 14 0.2637 E (12), Z-I (2)
43 г. Б. Ахун (pt) 43°32′41″ 39°50′35″ 27 0 E
44 Роза Хутор (pt) 43°40′32″ 40°18′11″ 19 0 Z-I
45 Ахштырь (pt) 43°31′39″ 39°59′08″ 8 0.2500 Z-I (7), E (1)
46 Гагра (pt)* 43°16′04″ 40°19′40″ 29 0.5025 Z-I (12), X-III (17)



776

ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

СЕМЕРИКОВА и др.

Примечание. n – объем выборки; H – несмещенное гаплотипическое разнообразие.
* Популяционные выборки, исследованные на Кавказе в работах [28, 29].

47 Агараки (pt) 43°12′17″ 40°25′19″ 12 0.6212 Z-I (6), X-III (5), E (1)
48 Псебай (pt) 44°02′28″ 40°45′38″ 4 0 E (4)
49 Теберда (pt) 43°24′51″ 41°43′51″ 1 0 E (1)
50 Ставрополь (pt) 45°02′47″ 41°56′11″ 3 0 E (3)
51 Русск. лесная дача (pt) 45°02′13″ 41°52′10″ 20 0 E (20)
52 Бештау (pt) 44°07′16″ 43°03′44″ 28 0 E (28)
53 Пятигорск (pt)* 44°03′16″ 43°06′35″ 12 0 E (12)
54 Балта (pt) 42°55′12″ 44°38′21″ 18 0 F (18)
55 Нохчи-Келой (pt) 42°45′08″ 45°55′34″ 4 0 F (4)
56 Шаро-Аргун (pt) 42°48′25″ 45°49′31″ 6 0 F (6)
57 Эрпели (pt) 42°47′21″ 46°58′40″ 27 0 F (27)
58 пер. Буйнакский (pt) 42°56′07″ 47°21′49″ 26 0 F (26)
59 Терменлик (pt)* 42°44′39″ 47°00′17″ 7 0 F (7)
60 Дербент (pt) 42°02′49″ 48°15′47″ 24 0 F (24)
61 Цхинвал (pt) 42°14′57″ 43°59′47″ 24 0 X-I
62 Орбели (pt) 42°38′51″ 42°48′52″ 8 0 X-I'
63 Бзиаури (pt) 42°15′57″ 42°56′46″ 4 0 X-I
64 Боржоми (pt) 41°46′18″ 43°28′22″ 10 0 X-I
65 Шикахох (pt) 39°05′18″ 46°27′34″ 12 0 E (12)

Среднее, № 32–65 14.3
Всего, № 32–65 486

Кавказ, Q. macranthera, Q. hartwissiana
66 Дилижан (mc) 40°42′04″ 44°50′49″ 6 0 E (6)
67 Вайк (mc) 39°41′42″ 45°34′25″ 4 0 E (4)
68 Крымск (h) 44°56′28″ 38°03′24″ 2 0 E (2)
69 Анастасиевка (h) 44°09′55″ 39°16′02″ 2 0 E (2)
70 Ахштырь (h) 43°31′39″ 39°59′08″ 11 0.1818 Z-I (10), E (1)

Среднее, № 66–70 5
Всего, № 66–70 25

Северо-восточная часть ареала, Q. robur, Q. petraea
71 Светлогорск (pt) 54°55′56″ 20°08′35″ 17 0 S
72 Ульяновск (rb) 54°06′40″ 47°02′56″ 5 0 A-I (5)
73 Жигули (rb) 53°24′ 49°42′ 5 0 A-II (5)
74 Тольятти (rb) 53°28′38″ 49°19′40″ 10 0 A-II (10)
75 Климовка (rb) 53°30′04″ 48°59′14″ 5 0 A-II (5)
76 Вольский р-н (rb) 52°00′29″ 47°18′19″ 10 0 A-I (10)
77 Оренбургская обл (rb) 51°22′21″ 57°24′52″ 5 0 A-I (5)
78 Кипчак-Аскарово (rb) 53°57′18″ 55°04′07″ 5 0 A-II (5)
79 Исянгуловские горы (rb) 52°06′32″ 56°36'12″ 5 0 A-I (5)
80 Днепропетровск (rb) 48°30′33″ 34°45′42″ 8 0 A-I (8)
81 Миллерово (rb) 49°53′34″ 41°23′14″ 7 0 A-I (7)

Среднее, № 71–81 11
Всего, № 71–81 82

№ Популяция
Координаты

n H
Гаплотипы

(число особей)с. ш. в. д.

Таблица 1.  Окончание

тодика исследования изменчивости cpSSR-локу-
сов методом вертикального электрофореза по-
дробно описана нами ранее в работе [23]. Для но-
вых образцов кавказского и северо-восточного
регионов был проведен анализ изменчивости че-

тырех cpSSR-локусов (μdt1, μdt3, μdt4, μcd4) [32],
установлено сочетание аллелей (cpSSR-гаплоти-
пы). Для установления гаплотипов, не различаю-
щихся по cpSSR-маркерам внутри региона, и для
подтверждения правильности типирования гапло-
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типов из разных регионов, кроме секвенирования,
проводился рестриктный анализ (PCR-RFLP), со-
четание фрагмент/рестриктаза приводится в ра-
боте [28]. Разделение родственных гаплотипов,
таких как X-I, X-II, X-III, а также гаплотипов Z-I
и Z-II, для которых рестриктаза не была подобра-
на, осуществлялось секвенированием определен-
ных фрагментов [28]. Образцы каждого выявлен-
ного cpSSR-гаплотипа были секвенированы у
разных видов в 40 популяциях, полностью по пя-
ти фрагментам или частично для подтверждения
гаплотипа, всего у 95 образцов.

Последовательности гаплотипов были получе-
ны для пяти хлоропластных регионов: psaA-trnS
(ASq), psbC-trnD (CDq), trnT-trnF (TFq), trnK-
matK и trnH-psbA [28], общей длиной ~10100 пн.
Используемые праймеры, условия амплифика-
ции и секвенирования, параметры изменчивости
фрагментов описаны ранее в работах [23, 28].
ПРЦ-продукты очищали с помощью набора
ExS-Pure, NimaGen B.V. Реакцию секвенирова-
ния проводили с помощью набора BrilliantDye
Terminator v 3.1 (NimaGen, Нидерланды), продук-
ты реакции анализировали на автоматическом
секвенаторе Нанофор 05 в Центре коллективного
пользования “Современные технологии для эко-
логических исследований” ИЭРиЖ УрО РАН.
Редактирование и выравнивание полученных по-
следовательностей выполняли вручную в про-
грамме BioEdit v 7.2.5 [33]. С помощью пакета
программ Arlequin ver 3.5 [34] для каждой популя-
ции оценивалось несмещенное гаплотипическое
разнообразие (H). Для кавказских популяций
трех наиболее распространенных видов (Q. robur,
комплекс Q. petraea–Q. pubescens) в программе Ar-
lequin [34] проводили анализ молекулярной дис-
персии AMOVA. Кроме частот гаплотипов учиты-
вались генетические дистанции между гаплоти-
пами, вычисленные на основе нуклеотидных
замен и перестроек в пяти фрагментах хпДНК.
Использовались следующие уровни изменчиво-
сти: внутри популяций, между популяциями
внутри групп популяций, между группами попу-
ляций. Проведено несколько вариантов иерархи-
ческого анализа AMOVA: 1) при объединенном
анализе выборок трех видов в качестве двух раз-
ных групп выступали популяции Q. robur/популя-
ции Q. petraea–Q. pubescens; 2) при анализе только
популяций Q. robur, в качестве групп выступали
четыре географических региона, различающихся

по составу гаплотипов (см. Результаты); 3) при
анализе только популяций Q. petraea–Q. pubescens
в качестве групп выступали пять географических
регионов (см. Результаты).

Филогенетические деревья гаплотипов по-
строены с использованием байесовского подхода
(BI) в программе MrBayes v 3.1.2 [35] и метода
максимальной экономии (MP) в программном
пакете PAUP*4.0b1 [36]. Параметры и модели BI и
MP анализов описаны в работе [37]. В анализ бы-
ли включены все точковые мутации, инделы и
инверсии, за исключением мутаций числа микро-
сателлитных повторов и инверсии во фрагменте
CDq [28] ввиду их высокой гомоплазии. Ранее
описанные на Кавказе гаплотипы E-I и E-II, ко-
торые различались только числом микросател-
литных повторов во фрагменте ASq [23], были
объединены в один гаплотип (E).

В филогении хпДНК робуроидных дубов были
использованы имеющиеся в базе данных Gen-
Bank пластомы (полные хлоропластные геномы)
большинства видов восточно-азиатских робуро-
идных дубов [38], всего 12 гаплотипов 10 таксо-
нов: Q. mongolica, Q. dentata, Q. dentata ssp. stew-
ardii, Q. fabrei, Q. griffithii, Q. aliena, Q. serrata,
Q. serrata var. brevipetiolata, Q. wutaishanica и Q. yun-
nanensis. Номера GenBank указаны на рис. 2. Из
западно-евроазиатских гаплотипов в анализ, кро-
ме кавказских, были включены гаплотипы, полу-
ченные нами из восточной части основного ареа-
ла Q. robur [23], включая крымско-балканские га-
плотипы [29], последовательности которых были
ранее помещены в GenBank (см. [23, 28, 29]). Фи-
логенетическая реконструкция была дополнена
тремя гаплотипами западно-европейских линий
хпДНК (описанных в работе R.J. Petit et al. [21, 22]
как линии В и D), взятых из коллекции пластомов
европейских робуроидных дубов [39]: пластом
“Qrobur_129.36.1.2” (RFLP-гаплотип H10 соглас-
но [22]), “Qrobur_239.37.10.4” (гаплотип H12),
“Qpetraea_92.49.13.2” (гаплотип H21). Кроме то-
го, использовались гаплотипы из Турции “Qpet-
raea_249.35.12.4” (H18) и Восточной Грузии “Qpe-
traea_184.43.9.4” (H17), а также пластом Q. robur
западно-европейского происхождения (Gen-
Bank, LT799088). Для включения в анализ из пла-
стомов были взяты участки пяти соответствую-
щих фрагментов. Кроме робуроидных дубов, в
анализе присутствовали американские виды
Q. lobata (секция Quercus) (пластом из GenBank,

Рис. 1. Географическое распределение хлоропластных гаплотипов: а – Q. robur и Q. petraea в северо-восточной части
ареала, № 71–81 – вновь исследованные популяции, диаграммы без номеров – выборки из работ [23, 29]. Цветовые
обозначения гаплотипов соответствуют рис. 2, 3. Сплошной линией обозначена граница ареала Q. robur. Площадь диа-
грамм пропорциональна размеру выборки; б – на Кавказе в популяциях Q. robur (№ 1–31) и Q. hartwissiana (№ 68–70).
В Крыму обозначены выборки из работы [29]. Штриховой линией указана северная граница крымско-кавказской ча-
сти ареала дуба. Цветными линиями обозначены группы AMOVA для Q. robur; в – на Кавказе в популяциях Q. petraea,
Q. pubescens (№ 32–65) и Q. macranthera (№ 66–67). Треугольником маркировано происхождение пластома из базы
данных [39]. Цветными линиями обозначены группы AMOVA для Q. petraea–Q. pubescens.
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CM012305) и Q. rubra (секция Lobatae) (JX970937),
а также два средиземноморских вида подрода Cer-
ris из разных секций: пробковый дуб Q. suber (сек-
ция Cerris) и каменный дуб Q. ilex (секция Ilex),
последовательности которых были взяты из на-
шей предыдущей работы [28]. В качестве внеш-
ней группы был использован Trigonobalanus doi-
changensis (KF990556). Для построения сети гап-
лотипов был применен подход Median-Joining в
программе NETWORK 5.0.1.0 [40], где внешней
группой выступил наиболее близкий к робуроид-
ным гаплотип Q. lobata (секция Quercus). Пред-
ставители других секций не были включены в
анализ сети гаплотипов из-за значительной уда-
ленности от гаплотипов робуроидных дубов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В кавказских популяциях по данным секвениро-
вания пяти хлоропластных фрагментов было обна-
ружено восемь гаплотипов (Z-I, Z-II, E, E-III, F,
X-I, X-II, X-III). Новых гаплотипов, по сравне-
нию с полученными в работе [28], не было выявле-
но. Обозначения хпДНК гаплотипов соответствуют
принятым в предыдущих работах [23, 28]. Они ти-
пировались вариантами cpSSR, которые совпада-
ли с описанными ранее [28]. В кавказских попу-
ляциях наблюдалось шесть комбинаций cpSSR-
аллелей, новых аллелей не было обнаружено. Се-
квенированием подтверждено совпадение боль-
шинства cpSSR-комбинаций с типируемыми гап-
лотипами, за исключением гаплотипов группы X,

Рис. 2. Филогенетическое дерево 34 хлоропластных гаплотипов робуроидных дубов и гаплотипов Q. lobata, Q. rubra,
Q. ilex, Q. suber, построенное с помощью байесовского метода (50%-ный консенсус) на основе нуклеотидных последо-
вательностей пяти фрагментов хпДНК общей длиной ~10100 пн. Над линиями приведена статистическая поддержка
байесовским методом (значения апостериорной вероятности, %), под линиями – бутстрэп-поддержка (MP, 1000 ре-
пликаций). Цветными кругами маркированы гаплотипы, полученные в настоящей работе и предыдущих исследова-
ниях, обозначения гаплотипов соответствуют принятым ранее [23, 28]. В прямоугольные рамки заключены кавказ-
ские гаплотипы, в овальные рамки – гаплотипы Крыма. Шкала отражает число замен на нуклеотидную позицию. Н10,
Н12, Н21, Н17, Н18 – гаплотипы пластомов из базы данных [39] (см. Материалы и методы). Для гаплотипов восточно-
азиатских робуроидных дубов, видов других групп и секций и для внешней группы приводятся номера пластомов из
GenBank.
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которые типируются cpSSR-комбинациями с алле-
лем 4 в локусе μdt3, с дальнейшим разделением на
гаплотипы секвенированием участка фрагмента
CDq [28]. Наиболее часто встречается комбинация
аллелей (2/4/2/1) в локусах μdt1, μdt3, μdt4, μcd4
соответственно. Установлено, что данная комбина-
ция может соответствовать двум родственным гап-
лотипам: в выборке Орбели (№ 62) – гаплотипу X-I',
в выборке Гагра (№ 46) – гаплотипу X-III.

На Кавказе гаплотипов основного восточно-
европейского ареала не обнаружено, кроме опи-
санного ранее гаплотипа A-II в выборке Q. robur
(№ 22, Нальчик) [28]. Все особи, типируемые с
помощью комбинации cpSSR как кавказский га-
плотип F (совпадающий по cpSSR-маркерам с га-
плотипом A-II из основного ареала), были до-
полнительно проанализированы рестриктным
анализом с комбинацией CDq/HinfI или секве-
нированием. Образцов с “северным” гаплоти-
пом A-II на Кавказе больше не было выявлено.

В результате анализа 926 образцов из 70 популя-
ций получено распределение гаплотипов пяти ви-
дов дуба в Кавказском регионе (табл. 1, рис. 1,б, в).
Гаплотипическое разнообразие в кавказских попу-
ляциях Quercus невысокое (табл. 1), в большинстве
выборок независимо от их объема присутствует
один гаплотип. Характерной чертой является уве-
личение разнообразия в пограничных зонах между
областями распространения наиболее частых гап-
лотипов. Максимальная изменчивость наблюда-
лась в выборках южного макросклона Западного
Кавказа (рис. 1,б, в).

Области распространения наиболее частых и
родственных им гаплотипов четко географически
очерчены. “Западные” гаплотипы группы Z (пре-
обладающий Z-I и родственный ему Z-II) распро-
странены на западе Кавказского региона, преоб-
ладают в Северо-Западном Закавказье, на край-
нем западе Кавказа и Предкавказья. На северном
макросклоне Большого Кавказского хребта дан-
ные гаплотипы не отмечены восточнее р. Псе-
купс (выборки № 8, 37, 38). На южном макросклоне
“западный” гаплотип продвигается дальше, с весь-
ма неравномерным распределением вдоль побере-
жья Черного моря до Абхазии, где гаплотип Z-I об-
наружен в р-не Адлера вдоль р. Мзымты, в р-не Га-
гры и Пицунды у Q. petraea и Q. hartwissiana.

Наиболее распространенными в Кавказском
регионе являются гаплотипы группы E (“цен-
тральные”), они преобладают в популяциях на се-
верном макросклоне Большого Кавказа, в горной
части Западного Кавказа, в Предкавказье и на
Центральном Кавказе. В Западном Закавказье эта
гаплогруппа вклинивается в область распростра-
нения гаплотипов Z в р-не Туапсе, доходя до Абха-
зии. В Закавказье распространение гаплотипа E
имеет разрыв и вновь обнаруживается в трех выбор-
ках Q. petraea и Q. macranthera в Армении (рис. 1,в).

Область распространения гаплотипа F (“во-
сточного”) ограничена Восточным Кавказом
(Дагестан, Чечня, Сев. Осетия).

Варианты гаплотипов X (“закавказские”) об-
наружены в основном в Западном и Центральном
Закавказье. Единственное исключение – наличие
гаплотипа X-II на северном макросклоне Боль-
шого Кавказа в выборке Нальчик (№ 22). Данный
вариант отличается от наиболее распространен-
ного закавказского гаплотипа X-I инверсией
(GA/TC) во фрагменте CDq.

На Кавказе у видов Quercus выявлена высокая
географическая дифференциация, которая была у
разных видов примерно одинакова, FST = 96%
(Q. robur) и FST = 95% (Q. petraea/Q. pubescens), при
этом наибольшие различия наблюдаются между
географическими группами, различия между по-
пуляциями внутри групп были невелики. При
иерархическом анализе генетической изменчиво-
сти AMOVA на Кавказе, при рассмотрении толь-
ко Q. robur, популяции априорно разделялись на
четыре группы по преобладающим гаплотипам:
1) Западный Кавказ (Северо-Западное Закавка-
зье, западная область Зап. Кавказа, крайне запад-
ный р-н Зап. Предкавказья), популяции с преоб-
ладанием “западного” гаплотипа (№ 1–8);
2) Предкавказье, Центральный Кавказ, горные
районы Зап. Кавказа, популяции с “центральны-
ми” гаплотипами (№ 9–22); 3) Восточный Кав-
каз, популяции с преобладанием “восточного”
гаплотипа (№ 23–30); 4) Центральное Закавказье,
“закавказский” гаплотип (№ 31). Анализ AMOVA
(табл. 2) для кавказских популяций Q. robur при
разделении на четыре группы показал очень вы-
сокую дифференциацию между группами (FCT =
= 0.93890).

В анализе AMOVA близкородственные виды
Q. petraea и Q. pubescens были объединены, так как
в некоторых районах Восточного Кавказа между
ними наблюдается континуум таксономических
признаков, поэтому в табл. 1 все выборки Восточ-
ного Кавказа отнесены к Q. petraea. Достаточно
четко два вида были определены только в преде-
лах Северо-Западного Кавказа, где в двух изучен-
ных выборках Q. pubescens присутствовал гапло-
тип Z-I, совпадающий с гаплотипами других ви-
дов в том же районе. При анализе AMOVA
комплекса Q. petraea–Q. pubescens популяции бы-
ли разделены на пять групп, четыре из которых
аналогичны группам Q. robur: 1) крайне Западный
Кавказ, популяции с преобладанием “западного”
гаплотипа (№ 32–36); 2) Предкавказье, Цен-
тральный Кавказ, горные районы Зап. Кавказа,
Зап. Закавказье, популяции с “центральными” и
“западными” гаплотипами (№ 37–45, № 48–53);
3) Восточный Кавказ, популяции с “восточным”
гаплотипом (№ 54–60); 4) Центральное Закавка-
зье, область распространения “закавказских” га-
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плотипов (№ 61–64, № 46, 47); 5) Армянское на-
горье, выборка Q. petraea с гаплотипом E (№ 65).
При разделении Q. petraea/pubescens на пять групп
доля изменчивости между группами также была
высокой (FCT = 85.7%), что значительно превы-
шает дифференциацию внутри групп (FST = 9.5%)
(табл. 2).

При варианте иерархического анализа AMOVA
популяций Кавказа, где в качестве разных групп
выступали популяции Q. robur/популяции Q. pet-
raea–pubescens, разделение на группы было незна-
чимым (данные не приводятся). Гаплотипы сов-
падали у видов по географическим районам. Об-
щими для двух видов на Кавказе были
преобладающие гаплотипы: Z-I на западе, Е и E-
III в центральной части, F на востоке, X-I в Цен-
тральном Закавказье. Гаплотипы, отмеченные
только у одного из видов (Z-II, X-II, X-III), были
редкими, в местах их локального обнаружения
были собраны в основном представители одного
вида дуба. Однако даже сравнительно редкие гап-
лотипы совпадали в местах совместного произ-
растания. Например, достаточно редкий гапло-
тип E-III в выборке Куринская присутствует у
обоих видов (табл. 1). Гаплотипы, выявленные у
менее распространенных видов Q. hartwissiana и
Q. macranthera, относятся к наиболее частым гап-
лотипам Центрального, Западного Кавказа и За-
кавказья (гаплотипы E и Z-I). В двух популяциях
Q. macranthera фиксирован гаплотип E, совпада-
ющий с гаплотипом Q. petraea из того же района.
Выраженное различие по составу гаплотипов
между разными видами наблюдалось в един-
ственном случае в выборке Крымск (№ 5, 68), где
у 22 деревьев Q. robur обнаружен гаплотип Z-I, од-
нако у двух собранных в том же массиве деревьев
Q. hartwissiana наблюдался гаплотип E, что может
свидетельствовать о недавнем внедрении дуба
Гартвиса в этот лесной массив.

В северо-восточной части ареала Q. robur добав-
ление нового материала подтверждает выявленную
ранее филогеографическую структуру [23]: наличие
на востоке двух гаплотипов (A-I и A-II), причем в
южных районах преобладает гаплотип A-I, в Цен-
тральном Поволжье встретились оба гаплотипа. В
Калининградской области в выборке Q. petraea у
всех особей присутствовал гаплотип S, который
являлся самым распространенным в симпатриче-
ских популяциях Q. robur в Калининградской об-
ласти [23].

В филогенетический анализ были включены
34 гаплотипа робуроидных дубов (23 – западно-
евроазиатских, 11 – восточно-азиатских). Из них
17 гаплотипов взяты из наших работ [23, 28, 29].
Остальные представлены гаплотипами пласто-
мов. Гаплотипы, которые отличались друг от дру-
га только инверсией в CDq (гаплотипы Z-I/Z-II,
X-I/X-II) или числом микросателлитных повто-
ров (см. Материалы и методы), на филогенетиче-
ском дереве и сети гаплотипов занимают одина-
ковую позицию (рис. 2, 3). На рис. 2 представлено
байесовское дерево (BI), с указанием значений
статистических поддержек клад обоих деревьев
(BI и MP). Гаплотипы робуроидных дубов образу-
ют высокоподдержанную монофилетичную кла-
ду, которая значительно дифференцирована от
гаплотипов дубов других секций и американских
видов секции Quercus и секции Lobatae. Внутри
“робуроидной” клады линии гаплотипов запад-
но-евроазиатских дубов и восточно-азиатских ду-
бов не образуют монофилетичных групп. Гапло-
типы западно-евроазиатских дубов формировали
несколько глубоко дивергировавших клад с не-
определенными филогенетическими отношения-
ми. Сеть гаплотипов, основанная на 91 изменчивом
признаке, во многом соответствует дереву гаплоти-
пов (рис. 3) и состоит из нескольких расходящихся
ветвей. Выявленные в кавказских популяциях гап-
лотипы относятся к двум дивергентным филоге-

Таблица 2. Иерархический анализ генетической изменчивости (AMOVA) в кавказской части ареала отдельно для
Q. robur и дубов Q. petraea/Q. pubescens, популяции априорно разделены на группы (рис. 1,б, в), см. Результаты

Примечание. Уровень значимости: **** P < 0.00001.

Вид Источник изменчивости Число степеней 
свободы

Компонента 
изменчивости

Доля
изменчивости, %

Q. robur Между четырьмя группами 3 4.35240 93.89
Между популяциями внутри групп 27 0.11885 2.56
Внутри популяций 384 0.16439 3.55

Индексы фиксации: FCT = 0.93890****, FST = 0.96454****, FSC = 0.41960****
Q. petraea/
Q. pubescens

Между пятью группами 4 3.88960 85.69
Между популяциями внутри групп 28 0.43081 9.49
Внутри популяций 453 0.21849 4.81

Индексы фиксации: FCT = 0.85695****, FST = 0.95186****, FSC = 0.66350****
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СЕМЕРИКОВА и др.

нетическим кладам западно-евроазиатских видов
(рис. 2, 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Место кавказских гаплотипов в филогении 
хлоропластной ДНК робуроидных дубов

Филогенетическое дерево (рис. 2) хлоропласт-
ной ДНК подтверждает монофилию гаплотипов
робуроидных дубов. Их ветвь состоит из несколь-

ких глубоко разошедшихся клад без определен-
ных топологических отношений, что соответ-
ствует гипотезе о происхождении робуроидных
дубов в результате миграции в Евразию амери-
канских представителей секции Quercus и гибри-
дизации с видами секции Pontica [20, 41]. Эволю-
ционная успешность возникшей гибридной груп-
пы [41] обусловила быструю дифференциацию и
распространение в Евразии, что объясняет отсут-
ствие филогенетической структуры между линиями

Рис. 3. Филогенетическая сеть хлоропластных гаплотипов 34 хлоропластных гаплотипов робуроидных дубов и Q. lo-
bata, построенная на основе нуклеотидных последовательностей пяти фрагментов хпДНК с помощью метода Median-
Joining в программе NETWORK [40]. В штриховые рамки заключены кавказские гаплотипы, в овальные рамки – гап-
лотипы Крыма. Сплошной линией обведены гаплотипы восточно-азиатских видов. Поперечные линии обозначают
мутации. * При построении филогенетической сети не учитывались мутации, специфичные для внешней группы
Q. lobata.
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хпДНК. Соотношение длин ветвей основных клад
робуроидных дубов и клад разных секций Quercus
по хпДНК (примерно 1 : 4) соответствует соотноше-
нию оценок возраста дивергенции видов внутри
группы робуроидных дубов (~10–11 млн л. н.) и воз-
раста дивергенции секций (~45 млн л. н.), полу-
ченных на основе мультигенных ядерных данных
[41]. Следовательно, 10–11 млн л. н. можно принять
в качестве оценки возраста дивергенции клад
хпДНК робуроидных дубов. Близкая оценка –
10.81 млн л. н. (3.45–20.98) была получена на ос-
нове кодирующих последовательностей хлоро-
пластной ДНК [38].

Линии хлоропластных гаплотипов (рис. 2) не
разделились на западно-евроазиатскую и восточ-
но-азиатскую группы, как это было показано для
этих групп по ядерной ДНК [41]. На Кавказе при-
сутствуют гаплотипы двух дивергентных западно-
евроазиатских линий. Эти гаплотипы эндемичны
для всего Восточного Причерноморья, включая Во-
сточную Турцию и Крым, и не имеют родственных
гаплотипов за его пределами. Из этого следует, что
дубы в Восточном Причерноморье длительное вре-
мя находятся в изоляции от остальных частей их
ареалов в отношении матерински наследуемой
хпДНК, т.е. в отношении миграций посредством
переноса семян. При этом на Кавказе выявлено
сравнительно мало редких гаплотипов, филоге-
нетически близких к каким-либо частым. Веро-
ятной причиной такой картины может быть дли-
тельное существование в нескольких областях,
изолированных друг от друга морскими бассей-
нами, высокими горами, степными простран-
ствами и т.п., что исключает распространение од-
ной линии хпДНК во всем Кавказском регионе. В
то же время периодические сокращения числен-
ности, например в ледниковые фазы плейстоце-
на, способствовали фиксации отдельных гапло-
типов в пределах локальных областей.

В Кавказском регионе, как и в других частях
ареалов робуроидных дубов [22, 23, 30], структура
изменчивости хпДНК почти не зависит от таксо-
номической принадлежности образцов (рис. 1,б, в),
что также отражается в незначимой доле измен-
чивости, соответствующей межвидовым разли-
чиям, притом что доля изменчивости между гео-
графическими группами очень велика, например
у Q. robur на Кавказе FCT = 95% (табл. 2). Обычно
отсутствие межвидовых различий объясняется за-
хватом матерински наследуемой хпДНК при ин-
трогрессивной гибридизации (см. [20, 30] и ссылки
в этих работах). Совпадающий состав гаплотипов у
видов Quercus в выявленных географических груп-
пах на Кавказе свидетельствует о долговременном
совместном существовании популяций разных ви-
дов в отдельных районах Кавказа. Выраженные
межвидовые различия по составу гаплотипов на-
блюдались лишь в нескольких локальных случаях

и скорее свидетельствуют об истории конкретно-
го насаждения (см. Результаты).

Географическое распространение хлоропластных 
гаплотипов и история дубов 
в Восточном Причерноморье

Из двух присутствующих на Кавказе линий
хпДНК одна содержит гаплотипы Западного и
Центрального Кавказа, а также Закавказья (гап-
логруппы X, E и Z, см. рис. 3). Из них закавказ-
ские гаплотипы (X-I и X-II) находятся в базаль-
ном положении к остальным кавказским гапло-
типам и к субкладе гаплотипов (S, B, D, G),
распространенных на Балканах и северо-западе
Русской равнины. Другая линия содержит во-
сточно-кавказские гаплотипы F и H17, а также
сильно дивергированные от них субклады гапло-
типов северо-восточной части ареала дуба череш-
чатого (A-I и A-II) и гаплотипов Крыма, Малой
Азии и Восточной Европы (T и C) (рис. 3). В
предыдущей работе [28] было проведено сопо-
ставление последовательностей хлоропластных
фрагментов гаплотипов Крыма и Кавказа с гап-
лотипами Закавказья из работы [11] по двум фраг-
ментам trnH-psbA и trnK-matK, и с гаплотипами
Турции из исследования [30] по фрагменту TFq,
что дало основание с большой определенностью
сравнивать распространение кавказских, крым-
ских и родственных им гаплотипов на прилегаю-
щих территориях.

Гаплотипы Quercus на Кавказе имеют хорошо
очерченные, почти не перекрывающиеся ареалы.
Часть исследованных выборок имела небольшой
размер (1–5 деревьев) (табл. 1), но все описанные
географические группы популяций характеризу-
ются значительным числом выборок нескольких
видов (рис. 1), имеющих один основной гаплотип
(родственные гаплотипы), что исключает ошибку
в выделении каждой из групп, обусловленную ма-
лым размером выборок.

Гаплогруппа Z (с преобладанием Z-I) распро-
странена на северо-западном Кавказе по север-
ному склону на восток до р. Псекупс и по черно-
морскому побережью на юг до м. Пицунда. Гап-
логруппа E распространена по северному склону
Кавказа далее на восток примерно до р. Терек. В
наиболее низкой части гаплогруппа E перевали-
вает Кавказский хребет и выходит на черномор-
ское побережье (район Джубга–Туапсе), разры-
вая область распространения гаплогруппы Z. По
данным наших предыдущих исследований крым-
ских популяций дуба [29], гаплотип Z-I домини-
рует в Восточном Крыму, что очевидно указывает
на колонизацию Крыма с Северо-Западного Кав-
каза. Но в Крыму в небольшом количестве при-
сутствует и гаплогруппа E, что, вероятно, объяс-
няется дальней миграцией через Черное море из
участка кавказского побережья, занятого E. Ин-
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тересно отметить, что единично гаплотип E най-
ден также и в западной части Крыма, а гаплотипы
Западного Крыма (T и К) имеют родственные га-
плотипы в Малой Азии [29]. Все это указывает на
множественность дальних миграций в Причерно-
морье.

Гаплогруппа E, кроме северного склона Цен-
трального Кавказа и Предкавказья, распростра-
нена на Малом Кавказе в популяциях Q. petraea и
Q. macranthera, после разрыва, заполненного аре-
алом гаплотипа X. Также гаплотип, родственный
E, встречается в Восточной Турции у Q. macran-
thera [30]. Гаплотипы группы X распространены в
Закавказье от Абхазии на западе до Лихского
хребта на востоке. На северном склоне гаплотип
X-II обнаружен только в районе Нальчика. Иден-
тичные гаплогруппе X гаплотипы отмечены на
востоке Турции у нескольких видов робуроидных
дубов [30].

Гаплотип F и родственный ему гаплотип пла-
стома H17 распространены восточнее Владикав-
каза на Северном Кавказе и восточнее Лихского
хребта в Закавказье, что подтверждается данными
исследования дубов Закавказья [11]. Кроме того,
по данным из работы [30] родственный или иден-
тичный гаплотипу F вариант встречается на севе-
ре Турции вдоль черноморского побережья.

Ареалы хлоропластных гаплотипов робуроид-
ных дубов на Кавказе не всегда строго локализо-
ваны и в некоторых случаях образуют разрывы,
что, как и с примерами обнаружения гаплотипов E
в Крыму, может быть объяснено дальним перено-
сом [29], но в большинстве случаев вероятнее все-
го есть следствие вымираний популяций – носи-
телей одних гаплотипов, и последующей реколо-
низации свободной территории с участием
популяций – носителей других гаплотипов, как,
например, при частичном вытеснении гаплоти-
пов Z гаплотипами E на черноморском побережье
Кавказа или при образовании разрыва ареала E в
Закавказье. Вымирания и расселения являются
следствием климатических колебаний, и ареалы
гаплотипов указывают на районы расположения
рефугиумов, в которых данный гаплотип сохра-
нялся в неблагоприятные климатические фазы и
из которого происходила реколонизация [1, 4, 7,
15, 21, 22, 29].

В Кавказском регионе присутствие пыльцы
Quercus во время последнего ледникового макси-
мума отмечено только на западе Закавказья, в об-
ласти так называемого “колхидского” рефугиума
биоты умеренных лесов [2, 25, 42]. В этом районе
реконструируются предковые популяции для
ящериц, саламандр, примул и др. [4, 8, 13]. В то же
время географически очерченных районов, заня-
тых определенной гаплогруппой хпДНК Quercus,
на Кавказе имеется не менее пяти, и только два из
них, районы распространения гаплогрупп Z и X,

возможно связаны с “колхидским” рефугиумом.
Следовательно, рефугиумы – источники колони-
зации в большинстве случаев не отражены в име-
ющихся пыльцевых данных. Это определяет важ-
ность анализа структуры изменчивости хпДНК
для локализации рефугиумов лесной раститель-
ности на Кавказе. Так, только на основании рас-
пространения хлоропластных гаплотипов, в до-
полнение к “колхидскому”, можно предполагать
наличие ледниковых рефугимов дубовых лесов на
северном склоне Центрального Кавказа, на Во-
сточном Кавказе и на Малом Кавказе. В Предкав-
казье дубы, видимо, распространились по рекам
бассейнов Кубани и Кумы, текущим со склонов
Центрального Кавказа, что объясняет присут-
ствие только гаплотипов группы E как в Запад-
ном, так и в Восточном Предкавказье. Показа-
тельный пример эффекта основателя при таком
расселении – фиксация редкого гаплотипа E-III в
выборке Кропоткин (№ 15).

Также длительное, превышающее LGM суще-
ствование дуба можно предполагать в северо-за-
падных районах Кавказа, где во всех популяциях
трех видов дуба (Q. robur, Q. petraea, Q. pubescens)
фиксированы гаплотипы группы Z. Трудно допу-
стить распространение гаплотипа Z-I исключи-
тельно из “колхидского” рефугиума, поскольку
его ареал включает, помимо Северо-Западного
Кавказа, и Восточный Крым, куда быстрая коло-
низация носителей кавказского гаплотипа Z-I с
востока [29], навстречу эндемичным западно-
крымским гаплотипам T и K, могла происходить
только из наиболее близких Крыму районов Се-
веро-Западного Кавказа.

Молекулярные данные подтверждают дли-
тельное обособленное существование популяций
дуба в плейстоцене в достаточно обширных райо-
нах Восточного Кавказа и Восточного Закавка-
зья. Особенности восточных популяций Кавказа
описываются во многих генетических исследова-
ниях разных таксономических групп растений и
животных (например, [4, 10, 11]). Дифференциа-
ция лесной биоты Кавказа могла начаться еще с
конца верхнего миоцена, когда при появлении
поперечного хребта Закавказье разделилось на
западную (теплую и влажную) и восточную (арид-
ную, с континентальным климатом) части [25].
Область распространения “восточных” гаплоти-
пов дуба предстоит уточнить при исследовании
прикаспийских районов Азербайджана и Ирана,
в том числе дубов Гирканского рефугиума [5] и
гор Малого Кавказа.

Вызывает интерес то обстоятельство, что рез-
кая подразделенность Кавказского региона на
районы, занятые определенными гаплотипами,
при почти полном отсутствии изменчивости
хпДНК внутри них, явно контрастирует с более
южными областями обитания дубовых лесов. На-
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пример, в Малой Азии районы распространения
отдельных гаплотипов носят более мозаичный
характер [30]. Предположительно эти особенно-
сти связаны с более мягкими условиями Среди-
земноморья, включая Малую Азию, по сравне-
нию с более северными регионами. Вероятно, в
Средиземноморье сокращения пригодных для
широколиственных лесов местообитаний во вре-
мя ледниковых фаз были менее критичными, и
источников реколонизации ко времени улучше-
ния климата оказывалось больше.

Результаты настоящей работы при сравнении
с нашими данными по Крымскому п-ову [29] и с
исследованиями дубов Малой Азии [30] показы-
вают существование исторической связи кавказ-
ских популяций с географически близкими реги-
онами Восточного Причерноморья – Восточным
Крымом и Восточной Турцией. Гаплотипы Цен-
трального и Восточного Кавказа (E, F) и Закавка-
зья (гаплогруппа X) близки гаплотипам Северо-
Восточной Турции. Из них гаплотипы F и X от-
сутствуют в Крыму. Гаплотипы Западного Крыма
(T, K) близки гаплотипам Западной и Централь-
ной Турции и отсутствуют на Кавказе. Гаплотип Z
является эндемичным для района Западного Кав-
каза и Восточного Крыма. В целом в Причерно-
морском регионе выявляется сложная структура,
показывающая выраженные различия в истории
растительности Крыма и Кавказа. Общим для двух
регионов – Крыма и Кавказа – является отсутствие
обмена с восточно-европейской частью ареала по
матерински наследуемым маркерам.

Отличие популяций Кавказа и основного ареала 
по хлоропластным маркерам

Исследования генетической изменчивости не-
которых растений, например сосны обыкновен-
ной по митохондриальной ДНК [15], можжевель-
ника обыкновенного [10] и черемухи обыкновен-
ной [14] по хлоропластной ДНК, тиса ягодного по
ядерным маркерам [9], демонстрируют различия
между популяциями западной и восточной части
Кавказа. При этом северо-западные группы этих
видов оказываются значительно ближе к евро-
пейским популяциям, чем восточные, что указы-
вает на реализацию в прошлом генетического обме-
на между Северным Кавказом и Русской равниной
через Приазовье или Северное Причерноморье.
Однако в кавказской части ареалов дубов во всех по-
пуляциях присутствуют только гаплотипы, специ-
фичные Кавказскому региону. Единственный слу-
чай вблизи г. Нальчик (дерево с гаплотипом A-II),
по-видимому, имеет антропогенное, заносное
происхождение, что подтверждается отнесением
данного образца к восточно-европейскому кла-
стеру по ядерным (nSSR) маркерам, в отличие от
других образцов дуба Кавказа (Семерикова, не-
опубл. данные). В выборках Предкавказья, наибо-

лее близких к северной границе кавказского ареала
дуба, “северных” гаплотипов, характерных для Во-
сточной Европы, также не наблюдается.

Увеличение числа изученных выборок из севе-
ро-восточной части ареала, в том числе из райо-
нов, близких к южной границе ареала дуба че-
решчатого, и сравнение с данными других иссле-
дований дуба из южных областей Русской
равнины [24] показывает, в свою очередь, отсут-
ствие крымско-кавказских гаплотипов в восточ-
но-европейской части ареала Q. robur (рис. 1,а).
Таким образом, по матерински наследуемым
маркерам связь между Кавказским регионом и
Восточной Европой не выявлена. Барьером для
генетического потока в этом случае, очевидно,
является аридная степная зона. Считается [43,
44], что понтокаспийский регион в LGM и во вре-
мена более ранних плейстоценовых оледенений в
основном был покрыт холодной степью. Кроме
степной зоны географическим барьером между
Кавказским перешейком и Русской равниной
выступал Манычский пролив, через который не-
однократно происходил водообмен между черно-
морским и каспийским бассейнами [43]. В ре-
зультате кавказские популяции не могли вносить
существенный вклад в колонизацию северных
территорий, и не испытывали влияния более се-
верных популяций, по крайней мере путем пере-
носа семян, поскольку матерински наследуемые
маркеры не обнаруживают генетического обмена
между двумя регионами. Однако вопрос об обме-
не ядерными генами посредством переноса пыль-
цы остается открытым ввиду способности пыль-
цы дуба распространяться на значительно боль-
шие расстояния, чем желуди [24, 45].

Имеющиеся палеоданные для областей к севе-
ру от Кавказа допускают возможную связь лесной
растительности Западного Кавказа с Русской рав-
ниной. В последние годы стали формироваться
представления о том, что полного исчезновения
лесной зоны в LGM на территории Русской рав-
нины не происходило [46–48], а лишь наблюдал-
ся ее сдвиг на юг. По данным, приводимым в ра-
ботах [47, 48], при переходе от плейстоцена к го-
лоцену на территории нижнего Дона были
распространены леса, в том числе с участием ду-
ба. В предгорьях Северо-Западного Кавказа [27]
дубовые леса в гумидные фазы голоцена неодно-
кратно распространялись из горных районов на
Таманский п-ов. Для проверки гипотезы о взаи-
мовлияниях кавказских и восточно-европейских
популяций за счет пыльцевого переноса необхо-
димо исследовать структуру изменчивости ядер-
ной ДНК в сочетании с моделированием демо-
графических сценариев, включающих возмож-
ные миграции ядерных генов.
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Phylogeography of Oak Species in the Caucasus Based on the Results
of Chloroplast DNA Analysis
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In order to study the biogeography and history of the temperate biota of the Caucasian region, one of the cen-
ters of biological diversity of Eurasia, the phylogeographic structure of the chloroplast DNA of roburoid oaks
(Quercus L. sect. Quercus, Fagaceae) was studied. We analyzed 926 trees of five species (Quercus robur, Q. pe-
traea, Q. pubescens, Q. hartwissiana, Q. macranthera) from 70 populations located in different parts of the
Caucasus. Sequencing of five fragments with a total length of more than 10000 bp revealed eight haplotypes,
which were typed using chloroplast microsatellite loci (cpSSR), sequencing, and restriction analysis. The
Quercus phylogenetic tree, which includes 34 chloroplast haplotypes of Western Eurasian and East Asian ro-
buroid species, confirmed the monophyly of roburoid oaks, which form several lines that do not have sup-
ported topological relationships with each other. The haplotypes identified in the Caucasus belong to two di-
vergent Western Eurasian lineages. These haplotypes are endemic for the Eastern Black Sea and Caucasian
region and do not have related haplotypes beyond its borders, which indicates the long-term presence of oaks
in the Caucasus and the historical links of the oaks of the Caucasian region with the Eastern Crimea and East-
ern Turkey in the absence of chloroplast DNA exchanges with the Eastern European part of the range. The
results of the present study indicate that Caucasian populations could not significantly contribute to the col-
onization of northern territories, and were not influenced by more northern populations, at least through seed
transfer. The distribution zones of the Caucasian haplotypes almost do not intersect with each other, occu-
pying certain geographical areas, probably due to the settlement from individual glacial refugia and genetic
drift. The geographical structure of chloroplast DNA variability indicates a long-term presence of oak in ad-
dition to Western Transcaucasia (Colchis refugium), in the regions of the Northwestern, Central, Eastern
Caucasus and the Lesser Caucasus. The coincident composition of the haplotypes of the studied oak species
within the geographic regions indicates the long-term coexistence of different species in different parts of the
Caucasus.

Keywords: phylogeography, Caucasus, Quercus, chloroplast DNA, population structure, refugia, molecular
phylogeny.
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Apodemus peninsulae (Rodentia) НА ДАЛЬНЕМ ВОСТОКЕ РОССИИ
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Описана изменчивость по числу и морфотипам макро-, мини- и микро-В-хромосом в кариотипах
восточноазиатской мыши Apodemus peninsulae долины р. Зея Амурской области. Микро-В-хромосо-
мы в кариотипах мышей Российского Дальнего Востока обнаружены впервые. Выявлены две раз-
нонаправленные тенденции географической изменчивости морфотипов В-хромосом. Первая обу-
словлена присутствием–отсутствием мини и/или микро, помимо макро-В-хромосом, у животных
правого и левого берега р. Зея в северо-восточной части Верхнезейской равнины, а также в северной
части Амурско-Зейской равнины. Вторая – клинальная изменчивость, характеризуется постепен-
ным возрастанием в трех географических популяциях A. peninsulae, в направлении с севера на юг до-
лины р. Зея, количественных характеристик В-хромосом: индекса x ̄В Max микро, x ̄В Max макро,
числа морфотипов, числа клонов у особей-мозаиков, а также доли особей-мозаиков. Обнаруженное
разнообразие морфотипов В-хромосом A. peninsulae для 13 регионов позволяет по-новому оценить
географическую изменчивость добавочных хромосом этого вида на Дальнем Востоке России и
предположить их адаптивную значимость для вида.

Ключевые слова: В-хромосомы, полиморфизм, мозаицизм, Apodemus peninsulae, клинальная измен-
чивость, морфотипы, модальное число, индекс x ̄В.
DOI: 10.31857/S0016675823070093, EDN: QPQAEZ

В геноме более чем 2828 видов эукариот при-
сутствуют, помимо хромосом основного набора
(А), добавочные (или В-) хромосомы [1]. К насто-
ящему времени полиморфизм по В-хромосомам
известен у 85 видов млекопитающих, более 2/3 из
которых принадлежат к отряду Rodentia [2]. Часто
В-хромосомы имеют гетерохроматиновую при-
роду и состоят из повторяющихся последователь-
ностей. Они не являются обязательными элемен-
тами генома, не подчиняются наследованию по
законам Менделя, не оказывают существенного
влияния на развитие организма [3–5]. В послед-
нее время обсуждаются вопросы происхождения,
эволюции, поведения в митозе и мейозе, молеку-
лярного состава, пространственного расположе-
ния и вклада В-хромосом в архитектонику интер-
фазного ядра у млекопитающих [2, 6–13 и др.].
Тем не менее исследования числового и морфо-
типического разнообразия В-хромосом остаются
первостепенными и не утрачивают своей актуаль-
ности при изучении кариотипов.

Числа В-хромосом у большей части видов мле-
копитающих варьируют от 1 до 17 [2]. Однако у
двух видов – восточноазиатской мыши Apodemus
peninsulae Thomas, 1906 и копытного лемминга
Dicrostonyx torquatus Pall., 1789 выявлены макси-
мальные для млекопитающих числа В-хромосом.
Так, у первого вида в некоторых популяциях Си-
бири это число доходит до 30 [14], а у второго вида
на Чукотке (кроме о-ва Врангеля, где В = 0) – до
42 [15]. Как правило, размеры В-хромосом млеко-
питающих либо меньше (почти у одной трети ви-
дов это микро-В-хромосомы), либо сопоставимы с
А-хромосомами набора. Их морфология весьма
разнообразна (от акро- до метацентрической и/или
точкоподобной – в случае микро-В-хромосом).
Крайне редко В-хромосомы превышают по разме-
ру А-хромосомы, как, например, у бразильского
перепончатолапого хомяка Holochilus brasiliensis и
белохвостой чешуехвостой крысы Uromys caudi-
maculatus [2]. Наиболее широкий спектр разнооб-
разия размерных и морфологических типов В-
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хромосом отмечен у восточноазиатской мыши. К
тому же вид распространен в Центральной, Южной
Сибири, Прибайкалье, Дальнем Востоке России,
Северной Монголии, Центральном, Восточном
Китае, п-ове Корея, на севере Японии (о-ве Хок-
кайдо) [16].

В силу вышеуказанных кариотипических осо-
бенностей и широкого распространения этот вид
часто используется как модельный объект для
изучения хромосомного полиморфизма по В-хро-
мосомам у млекопитающих.

Изменчивость по В-хромосомам A. peninsulae
известна более 50 лет [17–19]. В литературе на-
коплены данные по изменчивости числа и мор-
фологии В-хромосом у животных Сибири, При-
байкалья [20], Забайкалья, юга Дальнего Востока
России, в том числе на островах Тихого океана, а
также Китая, севера Японии (о-ве Хоккайдо),
Ю. Кореи [21].

Спектр вариаций чисел В-хромосом в карио-
типе восточноазиатской мыши разных регионов
имеет широкий разброс. Так, вариации модальных
чисел В-хромосом у животных Сибири 1–30 [14,
20], а на Дальнем Востоке России – 1–7 [21–24].
Объединение данных по регионам Дальнего Восто-
ка не выявило значительных различий по модаль-
ному числу В-хромосом, и среднее число В-хромо-
сом на особь (индекс x̄В), изменяясь в разных точ-
ках отлова от 0 до 4, составило для региона 1.67 [23].
В объединенных выборках разных регионов Си-
бири, Бурятии и Монголии индекс x̄В изменялся в
более широких пределах, по сравнению с Дальним
Востоком, варьируя от 5.9 до 23.0 [20].

Нередко исследователи упрощенно делят
В-хромосомы на макро (структуры видимой мор-
фологии) и микро (элементы без распознаваемой
морфологии). Ранее была рассчитана частота
встречаемости A. peninsulae с макро- и микро-В-
хромосомами в разных регионах по ареалу [21].
При этом отмечено увеличение общего числа
В-хромосом и частоты микро-, по сравнению с
макро-В-хромосомами – у мышей Сибири [14,
20], Забайкалья, Японии [21]. По составу ДНК
макро- и микро-В-хромосомы имеют повторы,
сходные с разными районами плеч или прицен-
тромерных районов хромосом основного набора.
Сравнительный анализ макро- и микро-В-хромо-
сом A. peninsulae, выполненный при помощи ме-
тода микродиссекции хромосом и FISH-анализа,
не выявил в В-хромосомах особей Дальнего Во-
стока России слабоконденсированных повторов
ДНК, характерных для микро-В-хромосом Сиби-
ри [10, 25]. Поэтому была введена еще одна груп-
па – мини-В-хромосомы, к которой отнесли

очень мелкие структуры особей дальневосточных
популяций (первоначально классифицирован-
ных как микро), встречающиеся у них с неболь-
шой частотой [11, 23, 26].

От акроцентрических хромосом основного (А-)
набора В-хромосомы A. peninsulae резко отличаются
как разнообразной морфологией – от акро- до
метацентрических и микро-В-хромосом, так и
размерами – от крупных, превышающих А-хро-
мосомы, до мелких и точкоподобных. Создано
несколько систем классификации морфотипов
В-хромосом. Ю.М. Борисов [27] разделяет В-хро-
мосомы на пять классов на основе размерно-мор-
фологических характеристик. Мы рассматриваем
шесть групп морфотипов, с учетом выделения
“мини” В-хромосом [26].

На юге Дальнего Востока России разнообра-
зие морфотипов В-хромосом A. peninsulae наибо-
лее хорошо изучено для Приморского, Хабаров-
ского краев и Еврейской автономной области [23,
24, 26, 28]. В этих регионах описаны превалирую-
щие и редко встречающиеся морфотипы В-хро-
мосом. Так, метацентрические В-хромосомы
средних и мелких размеров отмечены здесь чаще
всего, в то время как другие макро (крупные мета-,
субмета-, субтелоцентрические; средние и мел-
кие субмета-, субтелоцентрические) и мини-В-
хромосомы отмечены реже.

По морфотипическому многообразию выявлена
клинальная изменчивость, связанная с сокращени-
ем числа морфотипов в направлении с востока аре-
ала Приморского края на северо-запад – в Хабаров-
ский край, Еврейскую АО и предположительно да-
лее на запад, в Амурскую область [24]. В силу
неравномерности кариологических исследований
кариотипы A. peninsulae остаются малоизученны-
ми на обширной территории Амурской области.
Этот регион фактически является белым пятном,
так как описания кариотипов проведены лишь
для пяти особей из двух удаленных точек [29, 30].
Настоящая работа является продолжением ис-
следования морфотипов В-хромосом восточно-
азиатской мыши из ранее неизученных регионов
Дальнего Востока России.

Цель настоящей работы – получить информа-
цию о морфотипической изменчивости В-хромо-
сом A. peninsulae в Амурской области и сравнить
ее с имеющимися данными для мышей дальнево-
сточной части ареала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследованы В-хромосомы у 19 особей восточ-

ноазиатской мыши, отловленных в летние месяцы
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2012, 2013 и 2015 гг. в пяти пунктах (№ 2–6) долины
р. Зея Амурской области (табл. 1, рис. 1). Также на-
ми использованы характеристики кариотипов от
пяти ранее изученных особей Амурской области
из двух пунктов № 7 и 1 [29, 30].

В работе точки отлова объединены в географи-
ческие популяции I–III, с учетом географических
преград, климата и человеческой деятельности.
Семь пунктов отлова находятся в долине р. Зея
Амурской области на территории двух равнин –
Верхнезейской и Амурско-Зейской. Верхнезей-
ская равнина со всех сторон ограничена горными

хребтами: на севере – хребет Становой, на юге –
система хребтов Тукурингра–Соктахан–Джагды.
Территория равнины относится к зоне средней
тайги, с характерными неблагоприятными усло-
виями сурового климата, многолетней мерзло-
той. Биотоп, пригодный для восточноазиатской
мыши, здесь стал резко ограничен после образова-
ния Зейского водохранилища. После 1974 г. и до не-
давнего времени считали, что этот вид на Верхне-
зейской равнине отсутствует. Отлов A. peninsulae в
пунктах № 1 и 2 [30, 31] позволил восстановить
вопрос ее обитания на этой территории и сделать

Таблица 1. Пункты, биотоп и годы отлова Apodemus peninsulae в долине р. Зея Амурской области

Номер
пункта
отлова

Месяц и год 
отлова Число особей Географическое расположение/биотоп (координаты) Источник

Северо-восток Верхнезейской равнины, географическая популяция I

1 Июнь 2014 г. 1 ♀ Зейский р-н, правый (или западный) берег Зейского водо-
хранилища, окр. с. Бомнак/разнотравная поляна широко-
лиственного леса (54°43′07″ с. ш., 128°53′00″ в. д.)

 [30]

2 Июль 2015 г. 5 ♂♂ Зейский р-н, левый (или восточный) приток р. Зея, долина 
р. Арги/участок широколиственного леса (54°40′17″ с. ш., 
129°6′36″ в. д.)

Наши 
данные

Север Амурско-Зейской равнины, географическая популяция II

3 Август 2013 г. 3 ♂♂ Зейский р-н, правый (или западный) берег р. Зея, 32 км по 
дороге на запад от г. Зея/граница заболоченного участка и 
широколиственного леса (53°40′37″ с. ш., 126°55′32″ в. д.)

»

4 Август 2013 г. 3 (1 ♂/2 ♀♀) Зейский р-н, правый (или западный) берег р. Зея, 11 км по 
дороге на юг от г. Зея/лесополоса вдоль дороги
(53°40′20″ с. ш., 127°03′40″ в. д.)

»

5 Август 2013 г. 4 (1 ♂/3 ♀♀) Зейский р-н, левый (или восточный) берег р. Зея, 9 км на юг 
по дороге от г. Зея/заболоченный участок вдоль дороги 
(53°41′15″ с. ш., 127°16′01″ в. д.)

»

Юго-восток Амурско-Зейской равнины, географическая популяция III

6 Август 2012 г. 4 ♂♂ Свободненский р-н, правый (или западный) берег р. Зея, 
близ с. Желтоярово/разнотравный луг (51°31′09″ с. ш., 
128°25′46″ в. д.)

»

7 Июль 1986 г. 4 ♂♂ Благовещенский р-н, правый (или западный) берег р. Зея, 
30 км на северо-восток от г. Благовещенск, близ с. Белого-
рье/овраг вблизи широколиственного леса (50°29′ с. ш., 
127°39′ в. д.)

 [29]

1–7 Всего 24
(18 ♂♂/6 ♀♀)
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вывод, что вид в этом районе изолирован от ос-
новного ареала [32]. Обе выборки расположены в
северо-восточной части Верхнезейской равнины,
недалеко друг от друга, поэтому мы рассматрива-
ли их как единую географическую популяцию I.

Остальные выборки сделаны в северной и
юго-восточной частях Амурско-Зейской равни-
ны долины р. Зея. Северная часть выборок, рас-
положенных близко друг от друга, на правом и ле-
вом берегу р. Зея, взята в аграрных биотопах, близ
широколиственных зон растительности. Счита-
ется, что Зейское водохранилище оказывает вли-
яние на климат, растительность и распростране-
ние краеареальных видов грызунов. Здесь восточ-
ноазиатская мышь находится близко к северной
границе ареала [32]. Обитает в березняках, сфор-

мировавшихся в результате антропогенного воз-
действия на лесные экосистемы южной тайги.
Эти выборки (№ 3, 4, 5) мы рассматривали как
географическую популяцию II.

В юго-восточной части Амурско-Зейской рав-
нины исследованы две точки (№ 6 и 7), располо-
женные в зоне луговой экосистемы, часто являю-
щиеся вторичными как последствие уничтоже-
ния лиственничных лесов. Климат здесь мягче,
чем в северной части равнины, с более разнооб-
разной растительностью [33]. Поэтому мы объ-
единили эти точки в единую географическую по-
пуляцию III.

Суспензии хромосом получены из клеток
костного мозга в полевых условиях по стандарт-
ной методике [34]. Для идентификации числа и

Рис. 1. Пункты отлова и частота морфотипов макро (синий), мини (красный) и микро (зеленый) В-хромосом A. pen-
insulae в долине р. Зея. Цифры соответствуют пунктам отлова, приведенным в табл. 1–3.
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морфологии хромосом использованы методы ру-
тинного окрашивания (ацето-орсеином или кра-
сителем Гимза), а для окраски на структурный ге-
терохроматин (С-бэндинг) метод, предложенный
А.Т. Самнером [35]. Для кариотипирования каж-
дой особи проанализировано не менее 21 метафа-
зы. Хромосомные препараты просмотрены под
микроскопом Axioskop 40 (Carl Zeiss, Германия).
Для регистрации и обработки микроизображений
использованы CCD-камера AxioCam HR и про-
граммное обеспечение Axiovision (Carl Zeiss)
ЦКП “Биотехнология и генетическая инжене-
рия” ФНЦ биоразнообразия ДВО РАН.

По размерам и морфологии выделены шесть
групп морфотипов В-хромосом [26]: 1 – крупные
(L) мета- (L-m), субмета- (L-sm), субтелоцентри-
ческие (L-st); 2 – средние (M) мета- (M-m), суб-
мета- (M-sm), субтелоцентрические (M-st); 3 –
мелкие (S) мета- (S-m), субмета- (S-sm), субтело-
центрические (S-st); 4 – мелкие (S) акроцентри-
ческие (S-a); 5 – очень мелкие (SS) мини-В-хро-
мосомы (SS-mini), в 2–3 раза мельче мелких ауто-
сом и имеющие хотя бы одно видимое плечо; 6 –
очень мелкие микро (SS-micro) В-хромосомы,
точкообразные, без распознаваемой морфоло-
гии, в 5–6 и более раз мельче мелких хромосом
основного набора.

В сравнительном анализе использовано раз-
мерное деление В-хромосом на макро (структуры
из групп морфотипов 1–4), мини (группа 5) и
микро (группа 6).

При оценке характера мозаицизма использо-
ван критерий учета клеточных клонов, ранее раз-
работанный Д.К. Беляевым с коллегами для ис-
следования клеток костного мозга серебристо-
черных лисиц с В-хромосомами [36]. Клоном
считали клетки, когда гипоплоидный класс кле-
ток был равен или превышал 10%, а гиперплоид-
ный составлял не менее 5% от модального числа.
Животные с двумя и более клонами клеток клас-
сифицировали как мозаиков, а с одним клоном –
как имеющих стабильный кариотип.

Для особей из каждой точки отлова приведены
числовые параметры В-хромосом (Мо – мода,
или модальное число, x̄В – среднее число В-хро-
мосом на особь, Max – максимальное число
В-хромосом и SE – стандартная ошибка сред-
них), которые вычислены с использованием па-
кета статистических программ Statistica TIBCO
Software Inc. [37]. Индекс x̄В Mo рассчитан по мо-
дальным хромосомным числам для каждого
пункта отлова как суммарное отношение чисел
В-хромосом в модальных клонах животных к чис-
лу особей, вслед за другими исследователями [38].

Для учета информации об изменчивости число-
вых и морфологических характеристик В-хромо-
сом дополнительно приведен индекс x̄В Max –
среднее число В-хромосом на особь по клону с
максимальным числом В-хромосом, так как у жи-
вотных с мозаицизмом он отличен от индекса x̄В
Mo, а у мышей со стабильным кариотипом эти
индексы имеют равные значения.

Для расчета доли особей с макро-, мини- и
микро-В-хромосомами, а также для оценки раз-
нообразия морфотипов В-хромосом у животных
разных регионов Дальнего Востока России ис-
пользовали пакет программы xls для Windows 10.
Частоту каждого морфотипа В-хромосом (в %)
рассчитывали относительно общей суммы В-хро-
мосом, найденных в кариотипах всех животных
региона. В сравнительном анализе характеристик
В-хромосом юга Дальнего Востока России, поми-
мо 24 изученных экземпляров из Амурской обла-
сти, дополнительно привлечены данные карио-
типов 503 животных ЕАО, Хабаровского, При-
морского краев и Сахалинской области [21, 23, 24,
28]. При составлении дендрограмм частоты
встречаемости морфотипов В-хромосом мы зано-
во перераспределили географически близкие вы-
борки по 13 регионам Дальнего Востока России
(10 – с континентальной части и 3 – с островов).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Кариотипы A. peninsulae долины р. Зея Амур-

ской области (групп I–III) включали 48 убываю-
щих по величине акроцентрических хромосом
основного набора (А-хромосомы), а также варьи-
рующие от 0 до 5 добавочные (В-) хромосомы
(2n = 48–53). Всего у животных из Амурской об-
ласти обнаружено семь морфотипов В-хромосом.
Индивидуальные кариотипы особей представле-
ны разнообразными сочетаниями одного–трех
морфотипов В-хромосом (рис. 2,а). Найдены
здесь следующие В-хромосомы: 0–5 макро (L-m,
M-m, M-sm, S-m, S-sm), 0–3 мини (SS-mini) и
впервые для Амурской области (а также для Даль-
него Востока России) 0–2 микро (SS-micro). Од-
на половина исследованных животных имела мо-
заичные (среди них 8 самцов и 4 самки), другая
половина – стабильные кариотипы (10 самцов и
2 самки).

При дифференциальном С-окрашивании
В-хромосом большая часть двуплечих макро и
мини элементов не имела С-блоков в прицентро-
мерных районах. У них, как правило, с разной ин-
тенсивностью окрашивались дистальные районы
плеч или плечи почти целиком, без прицентро-
мерной области. В целом сигнал их окраски был
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Рис. 2. Метафазные пластинки A. peninsulae: а – рутинная окраска ацето-орсеином самца № 3952 из пункта № 2, до-
лина р. Арги, 2n = 48 + 4Bs (1 S-sm + 3 SS-mini-m); б – С-окрашивание хромосом самки № 3314 из пункта № 5, левый
берег р. Зея, 2n = 48 + 1B (1 SS-micro). Стрелками указаны В-хромосомы, X – половые Х-хромосомы.
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Таблица 3. Характер мозаицизма кариотипов A. peninsulae долины р. Зея Амурской области

Примечание. Номера пунктов отлова (арабские цифры) или объединенных локальных популяций (римские цифры) соответ-
ствуют номерам на рис. 1 и в табл. 1 и 2; 1 клон – животные со стабильным кариотипом (=с одним клеточным клоном).

Номер 
пункта 
отлова

Число
особей

Вариации чисел 
В-хромосом 

с учетом клонов

Доля животных с числом клонов 1–4
Доля особей

с мозаицизмом
1 2 3 4

1 1 2 1.00 0 0 0 0

2 5 2, 4, 5 1.00 0 0 0 0

I всего 6 2–5 1.00 0 0 0 0

3 3 1, 4 1.00 0 0 0 0

4 3 1–3 0.67 0 0.33 0 0.33

5 4 0–3 0 0.75 0.25 0 1.00

II всего 10 0–4 0.50 0.30 0.20 0.50

6 4 1–4 0.25 0.50 0.25 0 0.75

7 4 0–4 0 0.25 0.50 0.25 1.00

III всего 8 0–4 0.12 0.38 0.38 0.12 0.88

размытым и более слабым, чем у С-блоков при-
центромерных районов плеч аутосом, что харак-
терно для С-окрашивания В-хромосом животных
Дальнего Востока [22, 29]. Однако у некоторых
особей на крупных и мелких двуплечих В-хромо-
сомах, а также на части очень мелких В-хромосом
имелись С-блоки в прицентромерном районе.
Следует заметить, что по сравнению с аутосома-
ми на двуплечих В-хромосомах эти С-блоки
окрашивались слабее. Напротив, часть очень
мелких В-хромосом были ярко окрашены при
С-бэндинге и были определены нами как микро-
В-хромосомы (рис. 2,б). Характер их окраски был
аналогичен C-окрашиванию многих мелких мик-
ро В-хромосом животных из популяций Сибири
и о. Хоккайдо Японии [21].

Количественные и морфотипические характе-
ристики В-хромосом (табл. 2), а также характер мо-
заицизма (табл. 3) были изменчивы в I–III геогра-
фических популяциях A. peninsulae долины р. Зея.

В кариотипах мышей географической популя-
ции I из Верхнезейской равнины (пункты № 1 и 2)
выявлено наибольшее число В-хромосом, равное
5, которое представлено сочетаниями 1–5 макро,
0–3 мини и 0–1 микро добавочных хромосом.
Среднее число В-хромосом на особь (x̄В Mo) со-

ставило 2 и 3, в пунктах № 1 и 2 соответственно.
Суммарно для этих животных индекс x ̄В Mo = x̄В
Max = 2.83. Выявлено четыре морфотипа В-хро-
мосом, где преобладал клон с двумя мелкими ме-
тацентрическими (S-m) В-хромосомами. Реже
встречены мини, S-sm и микро-В-хромосомы.
Мозаицизма среди шести особей не обнаружено.

В кариотипах мышей географической популя-
ции II сочетания В-хромосом составили: 0–4 мак-
ро, 0 мини и 0–1 микро. Пределы варьирования
индекса x ̄В Mo были широкие – от 0.75, 2.00 и до
2.67, в пунктах отлова № 5, 3, 4 соответственно.
Для этих мышей x ̄В Mo составил 1.70, а x ̄В Max =
= 2.10 (табл. 2). Обнаружено пять морфотипов
В-хромосом. Чаще всего отмечены животные,
имеющие в модальном клоне 1 S-m или 1 M-m
В-хромосому. Редко зарегистрированы L-m,
S-sm из группы макро-В-хромосом, а также мик-
ро-В-хромосомы. Среди мышей популяции II об-
наружено четыре самца и одна самка со стабиль-
ными кариотипами (№ 3, 4). Одна самка 3319 из
точки № 4 и все особи (1 самец и 3 самки) из точ-
ки № 5 были двух- или трехклоновыми особями-
мозаиками (табл. 2, 3).

Сочетания В-хромосом в кариотипах мышей
географической популяции III (№ 6 и 7) Амур-
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ско-Зейской равнины были: 2–4 макро, 0–1 ми-
ни, 0–2 микро. Индекс x ̄В Mo равнялся 2.00 в
обеих точках отлова. Для мышей x̄В Max = 3.00
(табл. 2). Найдено шесть морфотипов В-хромосом.
Как и в популяции II, здесь преобладали мыши,
имеющие в модальном клоне 2 S-m и/или M-m
В-хромосомы. Кроме того, из макро-В-хромосом
редко отмечены L-m, M-sm, а также мини- и мик-
ро-В-хромосомы. Среди исследованных восьми
самцов выявлены преимущественно особи-моза-
ики с двумя, тремя и четырьмя клонами клеток
(табл. 3). Лишь один самец 3166 из пункта № 6
имел стабильный кариотип.

У животных географических популяций II и
III Амурско-Зейской равнины вариации чисел
В-хромосом в кариотипе зверьков были схожи –
от 0 до 4.

Объединение хромосомных данных от мышей
с левого и правого берега р. Зея показало, что у
первых (№ 2, 5) отсутствовали некоторые морфо-
типы макро-В-хромосом (M-m, L-m). Однако у
них имелись SS-micro и/или SS-mini В-хромо-
сомы, которые не обнаружены у большинства
животных с правого берега (№ 1, 3, 4, 7) р. Зея.
Исключение составили два правобережных сам-
ца-мозаика 3165 и 3167 из точки № 6, которые со-
держали либо микро-, либо мини-В-хромосомы
соответственно (см. рис. 1 и табл. 2).

Сопоставление полученных данных выявило
две тенденции географической изменчивости в
Амурской области. Одна связана с наличием у
A. peninsulae географических популяций I и II с
левого берега р. Зея (пункты № 2 и 5) всех типов
В-хромосом (макро, мини, микро), а с правого
берега (№ 1, 3, 4) только макро-В-хромосом
(рис. 1, табл. 2). В географической популяции III
нижнего течения р. Зея такой изменчивости нет,
зверьки из двух пунктов правого берега р. Зея
имели разнородные кариотипы: в пункте № 7
присутствовали только макро-В-хромосомы, в
№ 6 – макро-, мини- и микро-В-хромосомы.

Также у изученных A. peninsulae была отмечена
клинальная изменчивость в направлении с севера
на юг долины р. Зея (от I ко II и III географиче-
ским популяциям), обусловленная постепенным
возрастанием пяти количественных показателей
В-хромосом: 1) индекса x ̄В Max микро – от 0.17,
0.20 до 0.25; 2) индекса x ̄В Max макро – от 2.00,
1.90 до 2.63; 3) числа морфотипов – от 4, 5 до 6;
4) числа клонов у особей-мозаиков – от 1, 1–3 до
1–4; 5) доли особей-мозаиков – от 0. 0.50 до 0.88
(см. табл. 2 и 3).

Выше показано плавное возрастание значений
индекса x̄В Max для микро и для всех макро-В-

хромосом. Вклад определенного морфотипа в
процесс нарастания суммарного индекса x̄В Max
макро-В-хромосом не равномерен в географиче-
ских популяциях I–III. Так, превалирующий мор-
фотип – мелкие метацентрические В-хромосомы
имеет везде высокие значения x̄В Max S-m – 1.83,
1.00, 1.29. Наиболее ярко возрастание индекса x̄В
Max от популяций I к III проявляется в несколь-
ких морфотипах макро-В-хромосом: M-m (0,
0.50, 1.00), L-m (0, 0.20, 0.25), M-sm (0, 0, 0.13).
Напротив, значение x̄В Max морфтотипа S-sm име-
ет тенденцию к понижению в вышеуказанных по-
пуляциях – 0.17, 0.20, 0. Также снижение x̄В Max на-
блюдается у морфотипа SS-mini – 0.67, 0, 0.13.

ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительный анализ представленных выше

кариотипических характеристик В-хромосом
мышей Амурской области и имеющихся к насто-
ящему времени сведений о В-хромосомах живот-
ных Дальнего Востока России позволил выявить
ряд сходств и различий между географическими
регионами.

Оценка числовых параметров В-хромосом
Наибольшие сходства выявлены по количе-

ственным параметрам В-хромосом (общее число,
модальное число, индекс x̄В Mo) у животных
Амурской области и Еврейской автономной об-
ласти (ЕАО). Вариации чисел В-хромосом в кари-
отипах мышей этих двух регионов были схожи
(0–5). Модальное число В-хромосом в Амурской
области было 2, а в ЕАО – 1. В разных пунктах от-
лова долины р. Зея разброс x̄В Mo был от 0.75 до
3.00, обобщенный x ̄В Mo для всех особей = 2.08.
В ЕАО разброс x̄В Mo для разных мест отлова со-
ставлял от 1.0 до 2.25, итоговый для всех x̄В Mo = 2.0
[24]. В Хабаровском и Приморском краях по
сравнению с долиной р. Зея и ЕАО вариации чи-
сел В-хромосом были немного выше – от 0 до 7,
размах x ̄В Mo составил от 0 до 4, а итоговый x̄В
Mo был, наоборот, ниже – 1.55 и 1.68 соответ-
ственно [23].

Характер мозаицизма
Как известно, доля животных Дальнего Восто-

ка с мозаицизмом довольно высока – 61.70 [23]. В
регионах доли особей-мозаиков составили: 0.53 –
в ЕАО [24], 0.57 – в Приморском, 0.67 – в Хаба-
ровском крае [21]. Изученные животные долины
р. Зея по степени мозаицизма (его доля 0.50)
близки с особями из ЕАО. Стабильность карио-
типов мышей Приморского и Хабаровского краев
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чаще всего связана с наличием особей без В-хро-
мосом, а не с постоянным числом 2n + Bs [26, 29].

Исследованные животные также схожи с дру-
гими особями Дальнего Востока по характеру мо-
заицизма и преобладанию двух- и трехклоновых
мозаиков [23, 39]. Более высокие клоны клеток
(от 4 и более) ранее выявлены у мышей из точки
№ 7 Амурской области, а также из Забайкалья,
Алтая и Республики Тыва [39].

Сравнительный анализ количественных ха-
рактеристик стабильных и мозаичных кариотипов
A. peninsulae показал увеличение числовых спектров
В-хромосом у особей-мозаиков [22–24, 26]. Ранее
выявлено, что в Среднем (ЕАО) и Нижнем (Хаба-
ровский край) Приамурье, а также в Приморском
крае редкие морфотипы макро- и мини-В-хромо-
сом чаще всего встречены в кариотипах особей-
мозаиков, по сравнению с животными со ста-
бильным кариотипом. Этот факт, по-видимому,
свидетельствует о большей пластичности карио-
типов особей-мозаиков.

Также имеются сведения, что в объединенных
популяциях разных регионов Дальнего Востока
редкие морфотипы В-хромосом чаще всего найде-
ны в кариотипах самцов [24]. Последние вносят
наибольший вклад в появление как редких вариан-
тов макро-, так и мини-В-хромосом – в Приамурье
и редких макро-В-хромосом – в Приморском крае.
Для животных Амурской области преждевременно
проводить подобный анализ, так как самцы со-
ставили 3/4 выборки.

Частота особей с макро-,
мини- и микро-В-хромосомами

Выше показано, что В-хромосомы присут-
ствовали в кариотипах особей всех изученных
групп мышей долины р. Зея. Обычно в кариотипе
животных с В-хромосомами представлено не-
сколько морфотипов В-хромосом. Как правило,
обязательно присутствуют макро, иногда в соче-
таниях с мини- или микро-В-хромосомами. Рас-
пределение животных с макро-, мини- и микро-
В-хромосомами неравнозначно (табл. 2). Так, ча-
стота особей с макро-В-хромосомами равнялась
1.0 почти во всех пунктах, за исключением № 5,
где эта частота составила 0.75 из-за того, что в мо-
заичном кариотипе самки № 3314 выявлена толь-
ко 0–1 микро-В-хромосома, а макро-В-хромосо-
мы отсутствовали. Доля всех животных с макро-
В-хромосомами в долине р. Зея составила 0.96. В
разных регионах Дальнего Востока России доли
особей с макро-В-хромосомами были высокие и
изменялись от 0.78 до 1.00 [21]. Этот факт свиде-
тельствует в пользу того, что макро-В-хромосомы

являются основными элементами, вносящими
вклад в общую составляющую числа В-хромосом,
характеризующую кариотипы мышей дальнево-
сточного региона в целом.

Частоты мини- и микро-В-хромосом в половине
точек исследования равнялись 0 (№ 1, 3, 4, 7). В точ-
ке № 5 отсутствовали лишь мини-В-хромосомы,
а частота микро была 0.50. Частоты мини и микро
составили в точке № 2 – по 0.25, а в точке № 6 –
0.40 и 0.20 соответственно. В целом для всех жи-
вотных долины р. Зея частоты особей с мини- и
микро-В-хромосомами были 0.13 и 0.17 соответ-
ственно, а суммарно доля мышей с мини- плюс
микро-В-хромосомами составила здесь 0.30. Для
ранее изученных A. peninsulae Дальнего Востока
мини- и микро-В-хромосомы отмечены реже.
Так, в ЕАО доля особей с мини-В-хромосомами
составила 0.17, с микро – 0, в то время как в карио-
типах мышей Хабаровского и Приморского краев
мини плюс ранее описанные как микро, но пред-
положительно тоже мини-В-хромосомы [11],
встречены реже в 2 и более раз – с частотой 0.06 и
0.14 соответственно [21, 24, 26].

Географическая изменчивость 
морфотипов В-хромосом

Обнаруженные выше две разнонаправленные
тенденции географической изменчивости мор-
фотипов В-хромосом A. peninsulae в Амурской об-
ласти заслуживают особого внимания.

С одной стороны, изменчивость обусловлена
присутствием–отсутствием мини и/или микро,
помимо макро, В-хромосом у животных геогра-
фических популяций I и II правого и левого бере-
га р. Зея в северо-восточной части Верхнезейской
равнины, а также в северной части Амурско-Зей-
ской равнины. По-видимому, для мышей локаль-
ных популяций I и II р. Зея выступает физиче-
ским барьером, разделяющим особей с макро- и
мини- или микро-В-хромосомами. Различия по
морфологии В-хромосом у A. peninsulae, обитаю-
щих на противоположных берегах других круп-
ных рек, ранее также наблюдали исследователи,
хотя и не во всех случаях. Аналогичная ситуация
известна для животных из мест отлова близ рек
Енисей, Ангара. Например, в среднем течении
левого берега р. Енисей описаны только микро-
В-хромосомы [14], тогда как на правом берегу
р. Енисей (и его притоков р. Кан, р. Ангара), а
также близ г. Красноярска на левом берегу име-
лись особи или только с макро- или с сочетания-
ми макро- и микро-В-хромосом. Долина р. Анга-
ра в Байкальском регионе также разделяет мышей
с макро- и микро-В-хромосомами [40]. По описа-
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Таблица 4. Дендрограммы разнообразия морфотипов Bs в объединенных выборках A. peninsulae из 13 регионов
Дальнего Востока России

Примечание. № 1–11 – данные по ранее опубликованным работам [21, 22, 24, 28, 44]; № 12, 13 – настоящая статья. Секторы
мини (серый цвет) и микро (желтый цвет) вынесены за границы дендрограмм. Все остальные секторы (кроме В = 0) принад-
лежат к макро-В-хромосомам.

Номер
пункта
отлова

Регион и число: Дендрограмма Номер
пункта
отлова

Дендрограмма

Приморский край (ПК), Хабаровский край (ХК),81

ПК, о. Стенина, ХК, низовья р. Амур,9

10

2

ПК, о. Русский, ХК, левый берег р. Амур,3

11ПК, юг, Еврейская4

12ПК, восток, Амурская обл. (АО),5

13ПК, центр, АО, правый берег р. Зея, 6

Сахалинская обл., 7 Large M
Large ST
Middle SM

Small ST
Small M

Micro

Large SM
Middle M
Middle ST
Small SM
Mini
B = 0

точек отлова/особей,
 n//морфотипов

Регион и число:
точек отлова/особей,

 n//морфотипов

о. Сахалин,
6/n = 55//1

5/n = 15//74/n = 44//9

левый берег р. Зея, 
2/n = 9//5

5/n = 72//11

автономная обл. (ЕАО),
4/n = 30//5

14/n = 168//11

6/n = 47//62/n = 15//3

1/n = 16//51/n = 16//1

правый берег р. Амур,
3/n = 8//5

запад,
8/n = 32//7



800

ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

РОСЛИК, КАРТАВЦЕВА

нию авторов, в кариотипе мышей их трех точек
отлова на западном побережье оз. Байкал присут-
ствовали только макро-В-хромосомы, а у мышей
из восьми точек отлова с юго-восточного побере-
жья оз. Байкал имелись макро- и микро-В-хро-
мосомы. Напротив, проведенный нами ранее
сравнительный анализ кариотипов восточноази-
атской мыши с левого, правого берегов и низо-
вьев р. Амур (см. табл. 4) выявил между ними
только частотные отличия по встречаемости од-
них и тех же морфотипов В-хромосом [26].

С другой стороны, описанная здесь клиналь-
ная изменчивость в направлении с севера на юг
долины р. Зея связана с постепенным возраста-
нием в географических популяциях объединен-
ных выборок ряда количественных показателей
В-хромосом. Ранее клинальная изменчивость за
счет возрастания только числа микро (точечных)
В-хромосом, но в направлении с юга на север была
описана для этого вида в Западных Саянах [41], Бу-
рятии, Монголии [42] и Тыве [43]. Можно предпо-
ложить, что эта изменчивость может играть адап-
тивную роль для популяций A. peninsulae.

Сравнительный анализ морфотипического 
разнообразия В-хромосом на Дальнем Востоке
Анализ новых и ранее полученных данных

позволил построить дендрограммы морфотипи-
ческого разнообразия В-хромосом для 13 регио-
нов юга Дальнего Востока (табл. 4). Из распреде-
ления морфотипов В-хромосом, представленного
на дендрограммах, следует, что на юге Дальнего
Востока России выявлены животные, хромосом-
ные наборы которых имеют разнообразные мор-
фотипы В-хромосом, их частота и количество
различаются в выборках из регионов. Так, в карио-
типах A. peninsulae из исследованных точек Амур-
ской области и всего Дальнего Востока России [24,
28, 44] наиболее часто встречены средние и/или
мелкие метацентрические (M-m и/или S-m) макро-
В-хромосомы. Редкие морфотипы в каждом регио-
не имели отличия по частоте и числу.

В кариотипах животных из большинства реги-
онов присутствовали В-хромосомы. Исключение
составили лишь выборки, собранные на двух ост-
ровах – Стенина и Сахалин (дендрограммы № 2,
7 в табл. 4), где В-хромосомы отсутствовали в карио-
типах всех особей. В регионах континентальной ча-
сти Хабаровского и Приморского краев доли осо-
бей без В-хромосом были невысокие – 0.03–0.05.
Распределение В-хромосом A. peninsulae по мор-
фотипам в регионах имело свои особенности. У
животных из большинства регионов Дальнего
Востока (№ 3, 5, 6, 8, 10, 11, 13) более 90% доба-

вочных хромосом принадлежали к группам мак-
ро, и от 2 до 8% – к мини- или микро-В-хромосо-
мам. В кариотипах животных трех регионов (№ 1,
9 и 12) частота макро-В-хромосом снижалась до
79, 62 и 68% соответственно. Причины пониже-
ния частоты макро-В-хромосом в каждом случае
различные. В западных выборках Приморского
края (дендрограмма № 1) они связаны с появле-
нием мини-В-хромосом, на левом берегу р. Зея
(№ 12) – с мини- плюс микро-В-хромосомами, в
низовьях р. Амур Хабаровского края (№ 9) – с вы-
явлением 33% животных без В-хромосом.

На Дальнем Востоке России наибольшее мор-
фотипическое разнообразие обнаружено в карио-
типах A. peninsulae юга (№ 4) и востока (№ 5) При-
морского края, где максимально найдено 11 мор-
фотипов (табл. 4). В центральной (№ 6) и
западной (№ 1) частях Приморского края число
морфотипов снижалось – до девяти и семи соот-
ветственно. Далее при движении на северо-запад
это число еще ниже: шесть – в Хабаровском крае
(суммарно для № 8, 9, 10) и пять – в ЕАО (№ 11)
[24, 28]. В настоящем исследовании в Амурской
области выявлено семь морфотипов В-хромосом,
аналогично животным западной части Примор-
ского края. Причем эти морфотипы найдены у
мышей правого берега р. Зея (№ 13 в табл. 4). На-
против, животные левого берега р. Зея Амурской
области (№ 12) имели пять морфотипов, анало-
гично числу морфотипов В-хромосом для мышей
соседних близких регионов: ЕАО (№ 11), правого
берега р. Амур (№ 8), а также низовьев р. Амур Ха-
баровского края (№ 9).

Оценивая картину географической изменчи-
вости морфотипов В-хромосом A. peninsulae в
изученных регионах Дальнего Востока России в
целом, следует отметить, что характер изменчи-
вости В-хромосом в Амурской области, по-види-
мому, несколько иной. Несмотря на сходство в
количестве морфотипов между вышеупомянуты-
ми регионами, имеются различия в частоте встре-
чаемости основных, редких, а также новых мор-
фотипов (микро) В-хромосом. Животные каждой
из исследованных точек отлова имели свои вари-
ации чисел и свой набор макро-, мини- и микро-
В-хромосом, которые отличали их от соседних
пунктов отлова. В Амурской области особенность
полиморфизма связана с появлением в кариотипе
животных микро-В-хромосом и как следствие
этого – с различиями в превалирующих морфо-
типах между право и левобережными популяция-
ми и общем числе морфотипов. Для разных реги-
онов Дальнего Востока морфотипические харак-
теристики В-хромосом, вероятно, важнее, чем
количественные, и могут выступать фактором,
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дифференцирующим популяции или группы по-
пуляций.

Наблюдаемая географическая дифференциация
популяций A. peninsulae по морфотипам В-хромо-
сом на Дальнем Востоке России предположитель-
но, связана с адаптацией различных популяций к
разным условиям обитания, меняющимся клима-
тическим условиям, спектру зоонозных инфек-
ций у мышей-носителей и в целом может иметь
большое значение для вида.
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Variability of Supernumerary Chromosome Morphotypes and the Emergence
of Micro-B-Chromosomes in the Karyotype of Apodemus peninsulae (Rodentia)

in the Russian Far East
G. V. Roslika, * and I. V. Kartavtsevaa

aFederal Scientific Center of the East Asia Terrestrial Biodiversity, Far East Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Vladivostok, 690022 Russia
*e-mail: roslik_g@mail.ru

Variability in the number and morphotypes of macro, as well as mini and micro B-chromosomes of Apodemus
peninsulae in the valley Zeya River from Amur region is described. Micro B chromosomes were found in the
karyotypes of the Korean field mice from the Far East of Russia for the first time. Two opposite trends in the
geographic variability of B chromosome morphotypes have been identified. The first one is due to the pres-
ence/absence of mini and/or micro, in addition to macro B-chromosomes, in animals from the right and left
river banks in the northeastern part of the Upper Zeya Plain, as well as in the northern part of the Amur-Zeya
Plain. The second is a clinal variability is characterized by a gradual increase in three combined geographic
populations of A. peninsulae of numerical parameters of B-chromosomes: index x̄В Max micro, x̄В Max mac-
ro, the number of morphotypes, the number of clones in mosaics, and the proportion of mosaics in the di-
rection from north to south of the Zeya River valley. The revealed diversity of A. peninsulae B-chromosome
morphotypes for 13 regions allows us to re-evaluate the geographical variability of additional chromosomes
of this species in the Russian Far East Adaptive value of B-chromosome morphotypes for the species has been
also assumed.

Keywords: B chromosomes, polymorphysm, morphotypes, mosaicism, Apodemus peninsulae, cline variabili-
ty, modal number, x̄В index.
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Проведен анализ генетической структуры группировок выдры европейской части России (ЕЧР) и
ее сравнение с известной по литературным данным генетической структурой выдры в Европе. Про-
анализированы данные на основе гаплотипов фрагмента контрольного региона мтДНК (255 пн), в
том числе представленных в NCBI. Для выборки (N = 75) из европейской части России описано шесть
гаплотипов мтДНК. 62.1% животных принадлежат общему европейскому гаплотипу, 17.6% – гаплотипу,
отмеченному в Великобритании и Финляндии, остальные четыре гаплотипа описаны впервые. Гапло-
типическое разнообразие для выборки по России и Закавказью составило h = 0.56 ± 0.054, нуклеотид-
ное разнообразие π = 0.0016 ± 0.002. При увеличении длины фрагмента мтДНК до 820 пн у выдр из
ЕЧР наблюдается увеличение как гаплотипического разнообразия h до 0.85 ± 0.03, так и нуклеотид-
ного π = 0.002 ± 0.001, число гаплотипов увеличилось до 14. Географическое распределение гапло-
типов не зависит ни от региона, ни от системы рек. Имеется как центральный гаплотип, распро-
страненный по всей ЕЧР, так и второстепенные, объединяющие меньшее число регионов. Таким
образом, генетическое разнообразие выдры ЕЧР выше, чем в Европе, при этом структура популя-
ций повторяет общеевропейский паттерн, но с региональными особенностями.

Ключевые слова: Lutra lutra, митохондриальная ДНК, контрольный регион, генетическое разнообра-
зие, европейская часть России.
DOI: 10.31857/S0016675823070111, EDN: QQMBRV

Речная выдра (Lutra lutra L., 1758) – один из
широко распространенных палеарктических ви-
дов хищных млекопитающих. Это практически
единственный вид семейства куньи, имеющий
настолько обширный ареал, к тому же ведущий
околоводный образ жизни. Популяция выдры в
Европе претерпевала ряд резких снижений чис-
ленности, в особенности во второй половине
ХХ в. Основными причинами были пушной про-
мысел, охрана рыбных ферм, нарушение место-
обитаний (например, прокладка каналов, уста-
новка дамб, осушение заливных лугов и вырубка
прибрежных лесов), а также загрязнение вод тя-
желыми металлами и удобрениями. Сейчас вид
имеет охранный статус “близкий к уязвимому”
(near threatened) (IUCN), а практически в каждой

из европейских стран находится под строгой
охраной ввиду низкой численности. На террито-
рии России речная выдра распространена широ-
ко, однако ее численность всегда была невелика
[1]. По данным Центрохотконтроля [2] числен-
ность выдры на 2019 г. составила 102.0 тыс. осо-
бей. Кавказский подвид выдры L. l. meridionalis
внесен в Красную книгу Российской Федерации
как редкий и малоизученный [3]. На территории
России численность кавказского подвида оцени-
вается приблизительно в 1000 особей [3], в Армении
– 300 особей, в Азербайджане – 1200 особей [4].

Несмотря на широкий палеарктический ареал,
генетическое разнообразие речной выдры было
достаточно изучено только в ряде европейских
стран [5–13] и на начальных этапах проведены

УДК 575.174.015.3:599.742.4

ГЕНЕТИКА 
ЖИВОТНЫХ



ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ РЕЧНОЙ ВЫДРЫ (Lutra lutra) 805

исследования в Южной Корее [14]. В результате
анализа контрольного региона мтДНК речной
выдры для европейской популяции отмечается
низкое генетическое разнообразие и “звездооб-
разная” генетическая структура мтДНК. Это мо-
жет свидетельствовать о прохождении вида через
ряд бутылочных горлышек в связи с резким падени-
ем численности [11]. В европейских странах выяв-
лено 15 гаплотипов данного фрагмента мтДНК [8,
10, 13, 15], из которых один является доминирую-
щим для всей территории Европы. Для европей-
ской части России подобных резких снижений
численности зафиксировано не было, и в целом
выдра попадала в фокус исследователей в основ-
ном как ценный пушной ресурс. Отсутствие рез-
ких снижений численности и умеренные квоты
на добычу этого вида могут указывать на другую
историю, а, следовательно, несколько иную гене-
тическую структуру популяции выдры, чем для
европейских стран.

В настоящей работе мы представляем первые ре-
зультаты исследования генетической структуры по-
пуляции выдры для европейской части России (да-
лее – ЕЧР), а также проводим сравнение с генети-
ческой структурой европейской популяции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании были использованы 75 образ-

цов различных тканей выдры (табл. 1). Образцы
мышечной ткани были получены из коллекции
кабинета методов молекулярной диагностики
ИПЭЭ РАН. Костный материал из коллекций
Зоологического музея МГУ и Краниологической
лаборатории Центрально-Лесного заповедника
был взят из нижней челюсти, а также ткани пуль-
пы зуба. Образцы экскрементов были собраны на
территории заповедников: ГПЗ “Калужские засе-
ки”, ГПБЗ “Брянский лес”, Центрально-Лесной
ГПБЗ, Кавказский ГПБЗ. При сборе проб экс-
крементов ориентировались на протокол, пропи-
санный в “Мониторинге переднеазиатского лео-
парда…” [16].

Молекулярно-генетический анализ проводи-
ли в кабинете методов молекулярной диагности-
ки ИПЭЭ РАН. Выделение ДНК проводили с ис-
пользованием наборов QIAAmp Stool Mini Kit,
QIAAmp Investigator kit, QIAAmp Blood & Tissue
kit (Qiagen, США) по протоколам, указанным
производителем. Были проанализированы после-
довательности левого участка контрольного регио-
на мтДНК (D-петля, СR) 1) длиной 255 пар нуклео-
тидов (пн), 2) длиной 820 пн. Для этого использова-
ли две пары праймеров: LlucybL996/H16498 [11]
(цикл ПЦР взят из оригинальной статьи) и разра-

Таблица 1. Количество и происхождение используемых образцов выдры

Регион Тип пробы Объем
выборки Год сбора Источник

Псковская обл. Мышцы 8 2018–2019 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4948–4955
Тверская обл. Мышцы 4 2018 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4956–4959

Кости 6 1989–1995 Коллекция ЦЛГПБЗ, № 5.1.1, 5.4.1, 5.5.1, 5.11.1, 5.13.1, 5.17.1
Экскременты 4 2020 Центрально-Лесной ГПБЗ

Калужская обл. Экскременты 25 2018–2020 ГПЗ “Калужские засеки”
Мышцы 1 2021 ГПЗ “Калужские засеки”, коллекция ИПЭЭ РАН, № 4960

Вологодская обл. Кости 1 1990 Дарвиновский заповедник, коллекция ЦЛГПБЗ, № 3Д
Брянская обл. Экскременты 3 2020 ГПБЗ “Брянский лес”
Архангельская обл. Мышцы 4 2021 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4961–4964

Кости 1 1950 ЗМ МГУ, № S-52031
Респ. Коми Кости 5 1938–1948 ЗМ МГУ, № S-66726, S-48774, S-48783, S-48776, S-48751
Владимирская обл. Кости 3 1965–2016 ЗМ МГУ, № S-200521, S-75381, S-75382
Пензенская обл. Мышцы 1 2021 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4965
Респ. Карелия Мышцы 1 2022 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4966
Воронежская обл. Мышцы 1 2021 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4967
Респ. Северная 
Осетия

Кости 1 1921 ЗМ МГУ, № S-12960
Экскременты 1 2022 Кавказский ГПБЗ

Армения Мышцы 3 2022 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4968–4970
Азербайджан Кости 1 – ЗМ МГУ, № S-179914
Узбекистан Мышцы 1 2022 Коллекция ИПЭЭ РАН, № 4971
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ботанную пару праймеров: Lut4F TCACCATG-
CCTCGAGAAACC, Lut4R TGTATACGTACGTG-
CACGGG (цикл ПЦР: 94°C 2 мин, (94°C 40 с,
57°C 40 с, 72°C 40 с) – 40 циклов, 72°C 10 мин).
ПЦР-смесь объемом 20 мкл включала в себя
4 мкл 5x-MasDDTaqMIX-2025 (Диалат Лтд, Рос-
сия), по 1.5 мкл прямого и обратного праймеров с
концентрацией 5 пкМ, 1 ед. Hot Start Taq ДНК-
полимеразы (SibEnzyme, Россия), 4 мкл выделен-
ной ДНК и Н2О. Амплификацию проводили в
MiniAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems,
США), контроль качества ПЦР-продукта прово-
дили электрофорезом в 1.5%-ном агарозном геле.

ПЦР-продукты очищали переосаждением в спирте
или набором Cleanup Mini (Евроген, Россия). Се-
квенирование проводили на автоматическом секве-
наторе ABI 3130 (Applied Biosystems) с наборами Big-
Dye Terminator kit v 3.1/1.1 (Applied Biosystems). Вы-
равнивание и редактирование последовательностей
проводили в программе BioEdit 7.05 [17]. Гаплоти-
пическую сеть (Median-Joining Network) строили
в программе PopART 1.7 [18]. Расчет нуклеотид-
ного π и гаплотипического (h) разнообразия, мо-
лекулярный дисперсионный анализ (AMOVA) с
эволюционной моделью Кимура-2-параметр (K2P)
проводили в программе Arlequin 3.5 [19]. Сравнение
проводили с гаплотипами мтДНК речной выдры,
представленными в NCBI (№ AJ006174–AJ006178,
EU294255–EU294258, AM982528, FJ971618–
FJ971622, HQ113947, KC823048–KC823049).

Объединенную выборку из 621 образца по
фрагменту контрольного региона мтДНК в 255 пн
составили на основе гаплотипов, представленных
в NCBI. Размер выборки для каждого гаплотипа и
их распределение по странам составили на основе
работ европейских исследователей [8, 10, 13]. Та-
ким образом, получили шесть выборок: Ирлан-
дия (n = 49) [8], Великобритания (n = 83) [10], Ис-
пания (n = 92), Центральная Европа (Нидерлан-
ды, Германия, Австрия) (n = 140) [10], Северная
Европа (n = 183) (Финляндия, Швеция) [13], ЕЧР
и Закавказье (n = 74) (табл. 2). Образец из Узбеки-
стана (подвид L. l. seistanica) использовали как
внешнюю группу для укоренения медианной сети
и в анализе он не участвовал.

Выборка для фрагмента контрольного региона
мтДНК длиной 820 пн составила 59 образцов.
Также мы разделили образцы из России и стран
Закавказья согласно регионам происхождения
(табл. 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для фрагмента 255 пн в популяции выдры ев-

ропейской части России и стран Закавказья вы-
явлено шесть гаплотипов мтДНК. Медианная
сеть анализируемых гаплотипов (Median-Joining
Network) [5, 6, 8, 10, 13, 15, 20] представлена на
рис. 1. 46 образцов (62.1%) принадлежат общеев-
ропейскому гаплотипу Lut1, 13 образцов (17.6%)
принадлежат гаплотипу Lut4, остальные четыре

Таблица 2. Распространенность гаплотипов кон-
трольного региона мтДНК (255 пн) выдры в исследуе-
мых выборках

Примечание. UK – Великобритания, IRL – Ирландия, ESP –
Испания, CENT – Центральная Европа (Нидерланды, Герма-
ния, Австрия), SCA – Северная Европа (Швеция, Финляндия),
RUS + СAU – ЕЧР и Закавказье; * – новые гаплотипы.

Гаплотип UK IRL ESP CENT SCA RUS + CAU

Lut1 33 19 84 92 166 46
Lut2 0 1 0 1 0 0
Lut3 12 16 2 46 5 0
Lut4 2 0 0 0 1 13
Lut5 0 1 0 1 0 0
Lut6 24 0 6 0 0 0
Lut7 12 0 0 0 0 0
Lut8 0 1 0 0 0 0
Lut9 0 3 0 0 0 0
Lut10 0 3 0 0 0 0
Lut12 0 1 0 0 0 0
Lut11 0 4 0 0 0 0
Lut13 0 0 0 0 1 0
Lut14 0 0 0 0 9 0
Lut15 0 0 0 0 1 0
RU1* 0 0 0 0 0 12
RU2* 0 0 0 0 0 1
ARM1* 0 0 0 0 0 1
ARM2* 0 0 0 0 0 1
UZ1* 0 0 0 0 0 0

Таблица 3. Распространенность гаплотипов контрольного региона мтДНК (255 и 820 пн) выдры в исследуемых
выборках в европейской части России и в странах Закавказья

Примечание. PSK – Псковская обл., TVR – Тверская обл., BRN – Брянская обл., KLG – Калужская обл., VOR – Воронеж-
ская обл., VLD – Владимирская обл., PNZ – Пензенская обл., ARH – Архангельская обл., VOL – Вологодская обл., KOMI –
Республика Коми, KAR – Республика Карелия, CAU – Кавказ (Северная Осетия, Азербайджан, Армения).

PSK TVR BRN KLG VOR VLD PNZ ARH VOL KOMI KAR CAU Σ

255 пн 8 14 3 26 1 3 1 6 1 5 1 5 74
820 пн 8 14 3 19 1 0 1 5 1 2 1 4 59
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гаплотипа ранее не были описаны (RU1–4, NCBI
№ OQ059030–OQ059034). Гаплотип RU1 пред-
ставлен в 12 образцах (16.2%), гаплотипы RU2,
ARM1, ARM2 обнаружены в единичном экзем-
пляре (по 1.3% соответственно). Обнаружено
семь полиморфных сайтов: три транзиции, три
трансверсии, один индель.

Гаплотипическое разнообразие для выборки
по России и Закавказью (RUS + CAU) составило
h = 0.56 ± 0.054, нуклеотидное разнообразие π =
= 0.0016 ± 0.002. Для объединенной с европей-
скими гаплотипами выборки гаплотипическое
разнообразие h = 0.48 ± 0.024, нуклеотидное раз-
нообразие π = 0.025 ± 0.022.

Значение генетической дистанции Fst варьирует
в диапазоне 0.03–0.39 (р < 0.05). Наибольшие разли-
чия наблюдаются между исследуемой нами и бри-
танской выборками (0.30, р < 0.05), наименьшие –

между исследуемой нами и испанской (0.09, р <
< 0.05). Молекулярный дисперсионный анализ
(AMOVA) показал, что различия между популя-
циями составили 21.67%, различия внутри попу-
ляций – 78.33% (p < 0.05).

Географическое распространение гаплотипов
представлено на рис. 2. Несмотря на доминирова-
ние гаплотипа Lut1, в представленных группиров-
ках частоты остальных встречаемых гаплотипов
различаются. Так, в группировке центральной Ев-
ропы и Ирландии второй по встречаемости гапло-
тип это Lut3 (32.9 и 32.6% соответственно), а в Вели-
кобритании Lut6 (28.9%). М. Переc-Aро с соавт.
[20] отметили, что особи с гаплотипами Lut3 и
Lut6 в испанской группировке ведут свое проис-
хождение из Франции и Великобритании соот-
ветственно. В скандинавской группировке доля
гаплотипов Lut3 и Lut9 составляет 3 и 5% соответ-

Рис. 1. Медианная сеть гаплотипов фрагмента в 255 пн контрольного региона мтДНК выдры. UK – Великобритания,
IRL – Ирландия, ESP – Испания, CENT – Центральная Европа (Нидерланды, Германия, Австрия), SCA – Северная
Европа (Швеция, Финляндия), RUS + СAU – ЕЧР и Закавказье, UZ – Узбекистан. Гаплотипы обозначены кругами,
их размер пропорционален выборке. Вертикальные черточки отражают число мутаций между гаплотипами.
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ственно. В группировке ЕЧР гаплотипы Lut4 и
RU1 встречаются в 19.6 и 16.6% образцов. При
этом гаплотип Lut4 помимо России отмечен так-
же в Великобритании и Финляндии [13].

Медианная сеть из шести гаплотипов фраг-
мента в 255 пн для 75 образцов из ЕЧР, стран За-
кавказья и Узбекистана представлена на рис. 3.
Гаплотип Lut1 встречается в 9 из 12 представлен-
ных регионов (кроме Брянской, Пензенской и
Воронежской областей, что, вероятно, связано с
малым количеством образцов), гаплотип RU1 – в
четырех регионах, гаплотип Lut4 – в двух. Для
Калужской области отмечено три гаплотипа из
шести. В Тверской области гаплотип RU1 встре-
чается наравне с Lut1, практически в половине
исследованных образцов (семь из 13). В Псков-
ской области RU1 также присутствует (три из
восьми). Два образца выдры из Армении образу-
ют новые гаплотипы ARM1 и ARM2, отличающие-
ся от Lut1 на одну и две замены соответственно.

Единственный образец из Узбекистана (UZ1*) от-
личается от доминирующего Lut1 на две замены.

При увеличении длины анализируемого фраг-
мента до 820 пн медианная сеть разветвляется
(рис. 4), в 60 образцах выделяется 14 гаплотипов
(NCBI № OQ059035–OQ059049). Обнаружено
15 полиморфных сайтов: девять транзиций, три
трансверсии, три инделя. Гаплотипическое раз-
нообразие составило h = 0.85 ± 0.03, нуклеотид-
ное разнообразие π = 0.002 ± 0.001. Так же, как и
описано выше, выделяется доминирующий цен-
тральный гаплотип (820-4, 28.8% образцов), рас-
пространенный в семи регионах ЕЧР. Второстепен-
ные гаплотипы объединяют меньшее количество
регионов (820-2 и 820-13 по три региона, 820-5 – че-
тыре региона). Десять гаплотипов уникальны и
встречаются только в одном регионе. При этом
географическое распределение данных гаплотипов
не показывает зависимости ни от региона, ни от си-
стемы рек. Образцы из Армении представлены на

Рис. 2. Географическое распространение гаплотипов фрагмента контрольного региона (255 пн) мтДНК выдры.
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медианной сети гаплотипами 820-11, 820-12, 820-13
и отличаются от 820-4 на 1–3 замены. Образец из
Узбекистана (UZ1*) отличается от доминирую-
щего на пять замен.

ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с предыдущими исследования-
ми [6, 8, 10, 11, 13, 15, 20] для фрагмента контроль-
ного региона в 255 пн гаплотип Lut1 является так-
же доминирующим и для территории России.
При этом он встречен также и у образцов из Ар-
мении и Азербайджана, что свидетельствует о его
широком распространении и, как минимум, на
территории Закавказья. Второстепенные гапло-
типы схожим образом отличаются от основного
на 1–2 замены. Таким образом, наблюдаемое звез-
дообразное строение медианной сети не позволяет
обозначить какие-либо четкие филогеографиче-
ские паттерны, а указывает на прохождение вида на

данной территории через “бутылочное горлышко”
[11] в позднеплейстоценовых рефугиумах [21] и, ви-
димо, быстрое дальнейшее увеличение численно-
сти в раннем голоцене.

При этом следует отметить и наличие уникаль-
ных региональных гаплотипов. Так, гаплотип
RU1 был встречен только для территории России,
причем с большой долей от общей выборки
(16.1%). Наравне с ним представлен и гаплотип
Lut4, описанный прежде в Великобритании и
Финляндии.

При увеличении длины фрагмента количество
замен и разветвленность сети закономерно уве-
личиваются. Имеются как центральный гаплотип
(820-4), распространенный по всей ЕЧР, так и
второстепенные, объединяющие меньшее коли-
чество регионов (820-2, 820-4, 820-14). При этом
не наблюдается территориальной зависимости в
распространении гаплотипов от речных систем,
как можно было бы предположить исходя из эко-

Рис. 3. Медианная сеть гаплотипов фрагмента в 255 пн контрольного региона мтДНК выдры в европейской части Рос-
сии, странах Закавказья, Узбекистане. Для рис. 3, 4: PSK – Псковская обл., TVR – Тверская обл., BRN – Брянская
обл., KLG – Калужская обл., VOR – Воронежская обл., VLD – Владимирская обл., PNZ – Пензенская обл., ARH –
Архангельская обл., VOL – Вологодская обл., KOMI – республика Коми, KAR – республика Карелия, CAU – Кавказ
(респ. Северная Осетия, Азербайджан, Армения), UZ – Узбекистан. Гаплотипы обозначены кругами, их размер про-
порционален выборке. Вертикальные черточки отражают число мутаций между гаплотипами.
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логии выдры, а именно наличия у них линейных
индивидуальных участков. Так, гаплотип 820-2
представлен как в речной системе Волги, так и
Дона, гаплотип 820-5 – в системах Волги, Север-
ной Двины и Шелони, а гаплотип 820-14 – в си-
стемах Волги, Десны и Дона. Известно, что рассе-
ление молодых особей выдры может проходить на
достаточно большие территории, при этом не
обязательно вдоль водотоков [22]. К тому же от-
сутствие резкого снижения численности особей в
восточной части Европы, как это было в середине
ХХ в. в Западной Европе, позволило сохранить бо-
лее высокое генетическое разнообразие особей.

Кавказские образцы, принадлежащие к под-
виду L. l. meridionalis [23], включаются как в об-
щий гаплотип Lut1 (а именно по одному из Се-
верной Осетии, Азербайджана, Армении), так и
образуют два новых гаплотипа из Армении. На
более длинном фрагменте образец из Северной
Осетии представлен доминирующим гаплотипом

820-4, а образцы из Армении отделяются. Таким
образом, несмотря на то что некоторые различия
от номинативного подвида присутствуют, они
незначительны и полученные гаплотипы в от-
дельный кластер не выделяются. Схожие результа-
ты получены и по морфологическим исследовани-
ям [24]. Авторами отмечается низкое морфологиче-
ское разнообразие вида и слабые морфологические
различия по краниометрическим и одонтологиче-
ским показателям между выдрами Европы и Кав-
каза (Северная Осетия, Грузия, Армения). Также
авторами предполагается, что выдры с этих тер-
риторий относятся к номинативному подвиду
L. l. lutra, и полученные нами результаты по из-
менчивости фрагмента контрольного региона
мтДНК на данном этапе исследования такому
предположению не противоречат.

Единственный образец из Узбекистана, при-
надлежащий к подвиду L. l. seistanica, по коротко-
му фрагменту (255 пн) оказывается ближе всего

Рис. 4. Медианная сеть гаплотипов фрагмента в 820 пн контрольного региона мтДНК выдры в европейской части Рос-
сии, странах Закавказья, Узбекистане.
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ко второму по распространенности в Европе гап-
лотипу Lut3, при этом на более длинном фраг-
менте (820 пн) занимает обособленное положе-
ние на медианной сети. Это может свидетель-
ствовать о более сложной филогеографической
структуре и, вероятно, большем генетическом
разнообразии вида в Сибири и Средней Азии, чем
это наблюдается для территории Европы, что не
противоречит известным морфологическим и
экстерьерным особенностям популяций Lutra lu-
tra, населяющих территорию России [23].

Авторы благодарят за предоставленный мате-
риал для генетического анализа А.Д. Пояркова,
В.В. Осипова, М.А. Грицыну, В.C. Лебедева,
О.Г. Нанову, Е.Ф. Ситникову.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 23-24-00411).

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.
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In this study we examined mitochondrial DNA diversity of Eurasian otter from European part of Russia and
Transcaucasian countries and compared it with other European populations. We used a fragment of mtDNA
control region (255 bp) and also included previously detected haplotypes from NCBI. Six haplotypes were
found in 75 samples from European part of Russia and Transcaucasian countries. Lut1 was the most common
haplotype (62.1% of samples), Lut4 was detected in 17.6% of samples, other 4 haplotypes were newly detect-
ed. Haplotype diversity for European part of Russia and Transcaucasian countries were h = 0.56 ± 0.054, nu-
cleotide diversity were π = 0.0016 ± 0.002. When we elongated the fragment of mtDNA (820 bp), haplotype
(0.85 ± 0.03) and nucleotide diversity (π = 0.002 ± 0.001) were increased and 14 haplotypes were found. Geo-
graphic distribution of haplotypes depends neither on region, nor on river system. Central haplotype was de-
tected throughout European part of Russia and Transcaucasian countries, as well as minor haplotypes, ob-
served in lesser number of regions. Therefore, genetic diversity of Eurasian otters from European part of Rus-
sia and Transcaucasian countries is higher than in the rest of Europe. Besides, the population structure
repeats European pattern with several regional features.

Keywords: Lutra lutra, mitochondrial DNA, control region, genetic diversity, European part of Russia.
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С использованием NGS секвенирована кодирующая последовательность гена TTN у пациентов с
некомпактным миокардом левого желудочка (НКМ, 44 человека) и гипертрофической кардиомио-
патией (ГКМП, 74 человека), а также в контрольной группе (194 человека) и выявлено девять нук-
леотидных вариантов, приводящих к укороченному титину (TTNtv), и 372 миссенс-варианта. Про-
веден сравнительный анализ генетической изменчивости титина между группами пациентов с
НКМ и ГКМП и контрольной выборкой по типу мутаций и их локализации в экзонах гена, а также
в саркомерных и функциональных доменах белка. Подтверждена роль TTNtv в развитии НКМ, а
также показана значимость дополнительных вариантов в этом же гене или в других генах, ассоции-
рованных с различными кардиомиопатиями, для фенотипической реализации TTNtv. У 75% паци-
ентов с TTNtv наблюдался дилатационный фенотип НКМ. Миссенс-замены в гене TTN обнаруже-
ны как среди пациентов с НКМ и ГКМП, так и у людей в контрольной выборке, что косвенно под-
тверждает доброкачественность большинства миссенс-вариантов в этом гене. В работе определены
и перечислены экзоны гена TTN с нуклеотидными заменами и без них, а также представлен пере-
чень миссенс-вариантов с возможной клинической значимостью в отношении структурной патоло-
гии миокарда, включая новые. Показано, что большинство патогенных и потенциально значимых
вариантов находились в А-зоне саркомера. Во всех группах выявлено порядка 30–50% новых, ранее
не описанных вариантов. Вероятно, многие из них являются нейтральными и представляют исклю-
чительно популяционный интерес.

Ключевые слова: ген TTN, укорачивающие титин мутации, миссенс-мутации, патогенная значи-
мость нуклеотидных вариантов, гипертрофическая кардиомиопатия, некомпактная кардиомиопа-
тия левого желудочка.
DOI: 10.31857/S0016675823070032, EDN: QJIMJH

Ген TTN кодирует титин – самый большой бе-
лок человека, третий по распространенности мы-
шечный протеин после миозина и актина. Титин
содержится в сердечной и скелетной мышцах и
играет ключевую роль в организации и структур-
ной целостности саркомеров, а также участвует в
формировании пассивной жесткости миокарда и
в передаче внутриклеточных сигналов, иниции-
руемых стрессом [1].

Ген TTN расположен на хромосоме 2q31 и со-
держит 363 экзона, кодирующих 38138 аминокис-
лотных остатков. Титин имеет многодоменную
структуру и включает протеин-киназный домен,
152 повторяющихся иммуноглобулин-подобных
домена (Ig), 132 фибронектин III-подобных доме-
на (FnIII), 31 домен PEVK, 7 Z-повторов и 33 не-
идентифицированных домена (по базе UniProt).

Одна молекула титина охватывает половину
длины саркомера и простирается от Z-диска
(N-конец) до M-диска (C-конец). Z1/Z2, самые
N-концевые домены области связывания Z-дис-
ка титина, действуют как механосенсоры. Растя-
жимая область I-зоны титина в некоторых участ-
ках взаимодействует с актиновыми (тонкими)
нитями и имеет функцию молекулярной пружи-
ны [2]. Область A-зоны титина связана с миози-
ном (толстые нити) через домены FnIII и функ-
ционально нерастяжима. М-диск титина содер-
жит множественные структурные и сигнальные
комплексы [1, 3–5].

В области, соответствующей I-зоне белка,
происходят дифференциальные события сплай-
синга мРНК, что приводит к возникновению ше-
сти различных изоформ титина у взрослого чело-
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века. Изоформа N2A (3.7 МДа) присутствует в
скелетных мышцах, ее I-область различается по
размеру в разных типах мышц. Наиболее пред-
ставленными изоформами кардиального титина у
взрослых являются N2BA (3.3 МДа) и N2B
(2.97 МДа) [2, 6, 7]. N2B известна как более жест-
кая изоформа титина, поскольку она короче и для
ее растяжения требуется больше силы [8]. У
взрослого здорового человека соотношение экс-
прессии N2BA : N2B составляет примерно 40 : 60
[9]. У пациентов с ишемической и дилатацион-
ной кардиомиопатиями соотношение меняется в
пользу N2BA. Это, по всей вероятности, приво-
дит к снижению жесткости и пассивного напря-
жения миокарда и тем самым выступает в каче-
стве механизма, компенсирующего повышение
пассивной жесткости вследствие фиброза [9, 10].

Полная (каноническая) последовательность
гена TTN человека содержит также три изоформ-
специфичных взаимоисключающих экзона, на-
зываемых новыми экзонами (novex), кодирую-
щих последовательность I-зоны, названную
novex-1 (экзон 45), novex-2 (экзон 46) и novex-3
(экзон отсутствует в метатранскрипте [11]). Тран-
скрипты, содержащие эти экзоны, кодируют три
минорные изоформы титина novex-1 (Nvx-1),
novex-2 (Nvx-2) и novex-3 (Nvx-3). Изоформа
Nvx-3 регулирует кальциевые миофибриллярные
сигнальные пути и вовлечена в инициированную
стрессом реструктуризацию саркомеров.

В гене TTN насчитывается несколько десятков
тысяч редких миссенс-вариантов и более 1000 му-
таций, преимущественно нонсенс, приводящих к
укороченной форме титина. На данный момент
можно считать доказанным, что укорачивающие
титин мутации (TTNtv) являются наиболее рас-
пространенной генетической причиной как ди-
латационной (ДКМП), так и некомпактной кар-
диомиопатий (НКМ), поскольку они встречают-
ся у 15–25% пациентов с данными патологиями.
При этом при гипертрофической кардиомиопа-
тии (ГКМП) или в популяционных выборках этот
показатель составляет 1–2% [12]. Что касается
миссенс-вариантов гена TTN, то их роль в разви-
тии кардиомиопатий трудно выяснить из-за не-
полной пенетрантности и наличия фоновых ва-
риаций в этом гене в количестве 2–3% практиче-
ски у каждого индивида [11]. Предполагается, что
большинство выявляемых миссенс-вариантов
могут быть либо доброкачественными, либо не-
достаточными, чтобы вызывать заболевание без
дополнительных факторов, поскольку их доля в
популяционных исследованиях превышает рас-
пространенность наследственных типов кардио-
миопатий [13]. Дополнительные доказательства
модифицирующей роли миссенс-мутаций в гене
TTN получены R. Roncarati с соавт. [14]: род-
ственники с мутацией в гене LMNA и дополни-
тельным вариантом в гене TTN демонстрировали

более тяжелый фенотип дилатационной кардио-
миопатии с ранней манифестацией заболевания
по сравнению с носителями только одного вари-
анта в гене LMNA.

В связи с вышесказанным целью исследова-
ния было изучение спектра и распространенно-
сти нуклеотидных вариантов в гене TTN у паци-
ентов с некомпактной и гипертрофической кар-
диомиопатиями и индивидуумов контрольной
выборки, принадлежащих к одной и той же попу-
ляции, для выявления потенциально патогенных
генетических изменений в отношении структур-
ной патологии миокарда.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 118 нерод-
ственных пациентов: 44 – с некомпактной кар-
диомиопатией левого желудочка (54.5% мужчин;
средний возраст 43.07 ± 12.52 лет) и 74 – с гипер-
трофической кардиомиопатией (66.2% мужчин;
средний возраст 39.3 ± 12.9 лет), обследованных и
наблюдаемых в РНПЦ “Кардиология” в течение
длительного времени. Диагноз ГКМП ставился в
соответствии с рекомендациями Международно-
го комитета экспертов по ГКМП (ESC 2014). Ди-
агноз НКМ устанавливали на основании: 1)
ЭхоКГ-критериев R. Jenni [15]; 2) МРТ-критери-
ев S. Petersen и А. Jacquier [16, 17]. Группу сравнения
в виде популяционной выборки составили 194 чело-
века (57.2% мужчин; средний возраст 16.6 ± 15.9 лет)
без структурных заболеваний миокарда (далее по
тексту обозначена как “контрольная группа”).
Все участники подписали информированное со-
гласие на использование соответствующих био-
материалов для научных исследований.

Выделение тотальной ДНК из замороженной
цельной крови выполняли фенол-хлороформ-
ным методом. Определение однонуклеотидных
вариантов в гене TTN проводили методом высо-
копроизводительного секвенирования (NGS) на
генетических анализаторах MiSeq или NextSeq
550 (Illumina). Пробоподготовку образцов в груп-
пе пациентов осуществляли с использованием
набора TruSight Cardio Sequencing Kit (Illumina), в
контрольной выборке – TruSight One Sequencing
и TruSight One Expanded Panels (Illumina). Все пе-
речисленные наборы включали панели, содержа-
щие зонды для гибридизации к экзонам, как ми-
нимум, 174 генов, ассоциированных с наслед-
ственными заболеваниями сердечно-сосудистой
системы.

Выравнивание прочтений проводилось на
сборку генома человека GRCh37. Индексация фай-
лов, а также работа с форматами нуклеотидных дан-
ных проводились в программе samtools. Определе-
ние однонуклеотидных вариантов (SNP-calling)
осуществлялось с использованием пакета про-
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грамм GATK в режиме GVCF (программы AddOr-
ReplaceReadGroups, HaplotypeCaller, Combine-
GVCFs, GenotypeGVCFs). Фильтрация SNP в
файле gVCF по покрытию (DP > 10) и качеству
(QUAL > 20) выполнялась с использованием
VCFtools. Для оценки ассоциаций выявленных
вариантов с исследуемыми патологиями исполь-
зовали программу plink. Полученный vcf файл
конвертировали в .bed.bim.fam формат с последу-
ющим добавлением информации о фенотипиче-
ской принадлежности и родственных связях. Да-
лее варианты фильтровали по следующим парамет-
рам: полиморфный сайт генотипирован не менее
чем в 98% образцов; соответствие закону равнове-
сия Харди–Вайнберга (р < 0.0000001). Также оцени-
вали популяционную стратификацию с использо-
ванием данных генотипирования проекта “1000
Genomes” для добавления значений главных
компонент в анализ в качестве ковариат и стати-
стической коррекции возможной неоднородно-
сти популяционной структуры выборки.

Эффект и классификацию вариантов рассчи-
тывали с использованием программы Variant Ef-
fect Predictor, используя транскрипты, которые
приведены в https://www.cardiodb.org/titin/titin_
transcripts.php [11]. С этого же ресурса использо-
валась информация о локализации функциональ-
ных доменов (FnIII, Ig и др.) и бэндов саркомера
(A-, I-, Z-, M- и др.). Варианты последовательно-
сти в TTN описаны в соответствии с эталонной
последовательностью, кодирующей ДНК (мета-
транскрипт). Визуализацию полученных резуль-
татов, а также работу с матрицами данных прово-
дили с использованием интерпретируемых язы-
ков программирования Python (библиотеки
pandas, numpy, seaborn, matplotlib, itertools, venn)
и bash. Разработанные скрипты находятся в репо-
зитории github по ссылке: https://github.com/
IGC-bioinf/TTN_scripts.

Аннотирование нуклеотидных вариантов про-
водили с помощью специального программного
обеспечения ANNOVAR rev. 527 [18]. Для опреде-
ления диагностической значимости выявленных
генетических вариантов проводилось сравнение
их частоты встречаемости между группами паци-
ентов (НКМ и ГКМП) и контрольной выборкой.
Оценку патогенности нуклеотидных вариантов
проводили в соответствии с критериями Американ-
ского колледжа медицинской генетики (ACMG,
2015) [19]. К потенциально патогенным относили
нуклеотидные варианты, которые не встречались
в контрольной группе или статистически значи-
мо чаще обнаруживались в группах пациентов,
чем в контроле, а значение MAF (minor allele fre-
quency) для них не превышало 0.00001. Рассчи-
танные значения p-уровня значимости при срав-
нении с контрольной группой были скорректиро-
ваны с помощью поправки Бонферрони для
множественного тестирования.

РЕЗУЛЬТАТЫ

У 118 неродственных пациентов с кардиомио-
патиями (44 пробандам с НКМ, 74 – с ГКМП) и у
194 человек из контрольной группы с помощью
NGS проводили секвенирование 364 экзонов ге-
на TTN, кодирующего сердечные изоформы ти-
тина (N2B, N2BA, Nvx-1, -2, -3) и мышечную изо-
форму N2A. Всего в трех группах выявлено 372
миссенс-варианта и девять укорачивающих ти-
тин вариантов (TTNtv).

Спектр и распространенность TTNtv у пациентов
с кардиомиопатиями (НКМ и ГКМП)

В результате генотипирования 44 пациентов с
НКМ у восьми (18.2%: 6 мужчин/2 женщины) вы-
явлены нуклеотидные варианты в гене TTN, при-
водящие к возникновению преждевременного
стоп-кодона: семь нонсенс-мутаций (p.Glu4095*,
p.Gln4566*, p.Gly15531*, p.Arg16766*, p.Gly17830*,
p.Trp24578*, p.Tyr25971*) и одна делеция, вызываю-
щая сдвиг рамки считывания p.Arg19172fs (табл. 1).
Три нонсенс-мутации p.Gln4566* (rs775072385),
p.Arg16766* (rs754866489), p.Gly17830*
(rs759231562) описаны ранее у пациентов с
ДКМП [11, 12, 20], остальные варианты обнару-
жены впервые. TTNtv находились в 48-м (два па-
циента), 250-, 267-, 278-, 294-, 326-м (два пациен-
та) экзонах метатранскрипта и присутствовали во
всех изоформах сердечного титина, кроме Nvx-3.

Пять (62.5%) из восьми вариантов приводили
к преждевременной остановке синтеза титина в
области А-зоны саркомера, остальные затрагива-
ли I-зону.

У шести (№ 548, 557, 570, 579, 583 и 690) из
восьми пациентов нонсенс-мутация в гене TTN
сочеталась с одним или несколькими дополни-
тельными вариантами неопределенного значения
(VUS) в этом же гене или других генах, ассоции-
рованных с различными кардиомиопатиями:
MYBPC3, TMPO, DSP, LDB3, RBM20, JPH2 и
RYR2.

У шести (75.0%) из восьми пациентов с TTNtv
диагностирован дилатационный фенотип НКМ, у
остальных (№ 557 и 593) наблюдалась изолирован-
ная форма НКМ с признаками дилатации ЛЖ.

В контрольной группе у двух (1.0%) из 194 че-
ловек выявлен новый вариант с.10927C>A
(р.Glu3643*) в 46-м экзоне метатранскрипта, ко-
торый приводит к преждевременному стоп-кодону
только в 44-м экзоне Nvx-2 (табл. 2). Все остальные
изоформы титина (N2BA, N2B, Nvx-1, -3) не вклю-
чают данную замену и, следовательно, полностью
сохраняют свои функции.

Ни один из 74 пробандов с ГКМП не имел уко-
рачивающих титин вариантов.
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Оценка разнообразия и патогенной значимости 
миссенс-вариантов у пациентов

с кардиомиопатиями (НКМ и ГКМП)
В группах пациентов с НКМ и ГКМП и в кон-

трольной выборке всего выявлено 372 отличаю-
щихся от референсных нуклеотидных варианта,
из которых 249 (66.9%) были уникальными и
встречались только в одной из трех анализируе-
мых групп, 75 (20.2%) встречались во всех трех
группах, 48 (12.9%) были общими только для ка-
ких-либо двух групп (рис. 1).

Сравнительный анализ распространенности
уникальных миссенс-вариантов в группах паци-
ентов показал, что их доли составили 30.0% (42 из
140 мутаций, выявленных в этой группе) и 20.7%
(28 из 135) в группах с НКМ и ГКМП соответ-
ственно и статистически значимо не различались
(χ2 = 2.64; р = 0.104). Частота встречаемости уни-
кальных замен в контрольной выборке равнялась
60.7% (179 из 295) и существенно превышала этот
показатель в обеих группах пациентов (р < 0.00001).

Из табл. 2 следует, что распределение миссенс-
вариантов в гене TTN по экзонам было неравно-
мерным. В 213 (58.5%) из 364 экзонов вообще не
обнаружено каких-либо нуклеотидных замен, а в
30 (8.2%) экзонах наблюдалось по нескольку уни-
кальных вариантов. Общие во всех группах нук-
леотидные замены локализовались в 77 (21.2%)
экзонах, при этом в 13 из них (28, 48, 61, 74, 229,
245, 277, 304, 326, 337, 350, 358, 360) встречались
также и уникальные нуклеотидные замены. Са-
мыми “нагруженными” по наличию уникальных

и общих вариантов во всех группах были 326-й
(54 варианта) и 358-й (26 вариантов) экзоны. Они
же были и самыми большими: 17106 и 5609 пн со-
ответственно. Однако прямой зависимости ча-
стоты замен от протяженности экзонов не наблю-
далось, что, вероятно, связано с функциональной
значимостью кодируемых ими областей белка и
требует дополнительного изучения.

При анализе распределения общих и уникаль-
ных миссенс-вариантов в зонах саркомера (A-, I-
зоны), представленного в табл. 3 и на рис. 2, вы-
явлены следующие различия: половина уникаль-
ных замен во всех рассматриваемых группах,
включая контрольную, сосредоточена в А-обла-
сти, что в среднем в 1.5 раза выше по сравнению с
I-зоной. При этом общие варианты, наоборот,
статистически значимо чаще регистрировались в
I-полосе, чем в А-области (р = 0.0005) (табл. 3).

Распределение уникальных и общих миссенс-
вариантов в функциональных доменах белка
(FnIII, Ig и др.) также имело свои особенности
(табл. 4, рис. 3). 70–80% уникальных замен в каж-
дой из рассматриваемых групп были практически
поровну распределены между FnIII и Ig доменами.
Общие варианты находились в FnIII и Ig доменах
в 67% случаев, а их присутствие в Ig было в 2 раза
выше, чем в FnIII, что статистически значимо от-
личалось от распределения уникальных миссенс-
вариантов (р = 0.01).

В табл. 5 и 6 представлено распределение уни-
кальных миссенс-вариантов в сердечных изофор-
мах титина (N2BA, N2B, Nvx-1, Nvx-2 и Nvx-3) в

Таблица 2. Локализация миссенс-вариантов в экзонах гена TTN в группах пациентов и в контроле

Примечание. Жирным шрифтом выделены наиболее вариабельные экзоны.

Группа
Номер экзона в канонической форме гена TTN (метатранскрипт)

с несколькими уникальными 
вариантами с общими вариантами без нуклеотидных вариантов

НКМ I (2 экзона): 61, 127
А (2 экзона): 326, 339
М (1 экзон): 358

Z (8 экзонов): 7, 9, 15, 21, 22, 
24, 27, 28
I (40 экзонов): 31, 33, 36, 40, 
42–44, 48, 50, 51, 55, 58, 61, 
66, 72–74, 77, 78, 80, 84, 87, 
88, 90–92, 98, 105, 107, 119, 
123, 130, 132, 138, 173, 209, 
229, 233, 245, 248
А (25 экзонов): 260, 266, 272, 
277, 286, 289, 294, 298, 301, 
304, 308, 311, 316, 326, 330, 
331, 337, 338, 342, 346, 350, 
352, 353, 356, 357
М (4 экзона): 358–361

Z (13 экзонов): 1, 4–6, 8, 10–13, 17, 19, 
20, 23
I (153 экзона): 30, 32, 34, 35, 37–39, 41, 
47, 53, 54, 57, 59, 62, 65, 75, 79, 82, 83, 85, 
89, 93–96, 101–104, 106, 108–112, 114–
118, 120–122, 124–126, 129, 131, 133–137, 
139–172, 174–201, 203–208, 210–224, 
226–228, 231, 232, 234–236, 240–244, 
247, 249–251
А (46 экзонов): 255, 258, 259, 261, 262, 
267, 268, 270, 271, 276, 280–285, 288, 
290, 292, 296, 297, 299, 302, 303, 307, 
309, 312–315, 317–319, 321, 323, 324, 329, 
332, 336, 341, 343, 345, 347, 348, 351, 354
М (1 экзон): 363

ГКМП A (2 экзона): 310, 326
М (1 экзон): 358

Контроль Z (2 экзона): 3, 28
I (10 экзонов): 29, 46, 48, 70, 
74, 76, 86, 88, 229, 245
А (13 экзонов): 256, 277, 293, 
304, 310, 326, 327, 334, 335, 
337, 343, 344, 350
М (2 экзона): 358, 360

Всего 30 экзонов 77 экзонов 213 экзонов
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трех анализируемых группах для оценки пред-
ставленности выявленных нуклеотидных замен в
различных изоформах белка у пациентов с кар-
диомиопатиями в сравнении с контрольной вы-
боркой.

В группе из 44 пациентов с НКМ обнаружено
42 уникальных миссенс-варианта (табл. 5, 6):

39 замен – в метатранскрипте и 3 (7.1%) – в 46-м
экзоне Nvx-3, отсутствующего в метатранскрипте.
Только одна замена (2.4%) в 28-м экзоне присут-
ствовала во всех изоформах; еще 25 (59.5%) вариан-
тов в 14 экзонах метатранскрипта присутствовали
во всех изоформах, кроме Nvx-3 (табл. 6). Тринад-
цать (31.0%) миссенс-вариантов в 11 экзонах ме-

Рис. 1. Соотношение общих и уникальных миссенс-вариантов в гене TTN в группах пациентов с ГКМП и НКМ и в
контрольной выборке (диаграмма Венна).

2842 7

75

179

2516

НКМ

НКМ

ГКМП

ГКМП

Контроль

Контроль

Таблица 3. Распределение уникальных и общих миссенс-вариантов метатранскрипта гена TTN относительно А-, I-,
M-областей саркомера у пациентов и в контроле

Область
Уникальные замены, n (%)

Общие замены, n (%)
НКМ ГКМП контроль

M-полоса 1 (2.6) 2 (7.1) 20 (11.9) 8 (11.0)
A-зона 22 (57.9) 14 (50.0) 90 (53.6) 24 (32.9)
I-зона 13 (34.2) 11 (39.3) 45 (26.8) 34 (46.6)
Z-диск – 1 (3.6) 13 (7.7) 6 (8.2)

Другая 2 (5.3) – – 1 (1.4)

Всего 38 28 168 73
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Таблица 4. Распределение уникальных и общих миссенс-вариантов метатранскрипта гена TTN в функциональ-
ных доменах титина у пациентов и в контроле

Домен
Уникальные замены, n (%)

Общие замены, n (%)
НКМ ГКМП контроль

FnIII 15 (39.5) 12 (42.8) 70 (41.6) 15 (20.5)

Ig 17 (44.7) 9 (32.2) 62 (36.9) 34 (46.6)

Protein kinase – 1 (3.6) 2 (1.2) –

PEVK – – 3 (1.8) 1 (1.4)

Другие 6 (15.8) 6 (21.4) 31 (18.5) 23 (31.5)

Всего 38 28 168 73

Таблица 5. Представленность выявленных уникальных миссенс-вариантов в различных транскриптах (изофор-
мах) титина в изучаемых группах

Группа Всего 
мутаций

Мeta, n (%) 
(364 ex)

Кол-во мутаций в изоформах титина, n (%)

N2BA (313 ех) N2B (191 ех) Nvx-1 (192 ех) Nvx-2 (192 ех) Nvx-3 (46 ех )

НКМ 42 39 (92.9) 38 (90.4) 25 (59.5) 25 (59.5) 25 (59.5) 3 (7.1)
ГКМП 28 2 (100) 28 (100) 22 (78.6) 22 (78.6) 22 (78.6) 5 (17.8)
Контроль 179 168 (93.9) 164 (91.6) 132 (73.7) 132 (73.7) 136 (75.95) 26 (14.5)

Таблица 6. Распределение встречаемости уникальных миссенс-вариантов и их локализация с учетом различных
изоформ титина в группах пациентов и в контроле

Примечание. * – нумерация экзонов в метатранскрипте; ** – в скобках указано число уникальных нуклеотидных вариантов в эк-
зоне; *** – 46-й экзон Nvx-3 (отсутствует в метатранскрипте); жирным шрифтом выделены число экзонов и доля вариантов.

Изоформы 
TTN

НКМ ГКМП Контроль

n (%) экзоны* n (%) экзоны n (%) экзоны

N2BA, N2B, 
Nvx-1, Nvx-2, 
Nvx-3

1/42 (2.4) 1: 28 5/28 
(17.9)

5: 16, 29, 36, 42, 
48

15/179 
(8.4)

12: 2, 3 (2), 7, 14, 18, 25, 26, 
28 (3), 29, 39, 42, 44

N2BA, N2B, 
Nvx-1, Nvx-2

25/42 
(59.5)

14: 238, 254, 273, 
308, 310, 311, 326 
(9)**, 333, 335, 
338, 339 (2), 349, 
357 (2), 358 (2)

17/28 
(60.7)

16: 49, 237, 253, 
257, 263, 264, 
278, 287, 306, 
310, 316, 326 
(2), 340, 352, 
356, 358

117/179 
(65.4)

49: 48 (3), 225, 229 (2), 230, 
239, 245 (2), 252, 253, 254, 
256 (5), 265, 266, 269, 272, 
275, 277 (3), 279, 286, 287, 
289, 291, 293 (4), 295, 300, 
301, 304 (3), 305, 310 (3), 316, 
320, 322, 325, 326 (26), 327 
(2), 328, 334 (3), 335 (2), 337 
(3), 339, 343 (2), 344 (3), 350 
(2), 352, 353, 355, 358 (14), 
359, 360 (2), 362 (2)

N2BA 13/42 
(31.0)

11: 50, 56, 61 (2), 
67, 69, 71, 80, 86, 
99, 107, 127 (2)

6/28 
(21.4)

5: 52, 66, 93, 113 
(2), 207

32/179 
(17.9)

26: 50, 58, 60, 61, 63, 64, 68, 
69, 70 (2), 71, 73, 74, 76 (2), 
78, 81, 86 (2), 88 (4), 91, 92, 
97, 100, 117, 128, 131, 136, 202

Nvx-3 3/42 (7.1) 1: 46*** – – 11/179 (6.1) 1: 46***

Nvx-2 – – – – 4/179 (2.2) 1: 46
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Рис. 3. Схематичное изображение распределения уникальных и общих миссенс-вариантов в функциональных доме-
нах между анализируемыми группами: а – НКМ и контроль; б – ГКМП и контроль. Вправо отложена доля вариантов
в группе пациентов, влево – в контрольной выборке.
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татранскрипта затрагивали только сердечную
изоформу N2BA и отсутствовали в других изо-
формах в результате альтернативного сплайсинга.
Один вариант (2.4%) находился в 199-м экзоне
метатранскрипта и не идентифицировался в ана-
лизируемых изоформах.

Все варианты были единичными, за исключе-
нием нуклеотидной замены c.200T>C (p.I67T,
rs952685437) в третьем экзоне, которая встрети-
лась у двух пациентов с НКМ (табл. 7).

В группе из 74 пациентов с ГКМП в метатран-
скрипте обнаружено 28 уникальных миссенс-ва-
риантов (табл. 5, 6). Пять из 28 (17.9%) вариантов
в пяти экзонах присутствовали во всех сердечных
изоформах, 17 (60.7%) замен в 16 экзонах метатран-
скрипта присутствовали во всех изоформах, кроме
Nvx-3 (табл. 6). В сердечной изоформе N2BA на-
считывалось еще шесть (21.4%) уникальных мис-
сенс-вариантов в пяти экзонах метатранскрипта,
которые отсутствовали в других сердечных изо-
формах. У пациентов с ГКМП в отличие от груп-
пы с НКМ не выявлено миссенс-мутаций, лока-
лизованных в 46-м экзоне Nvx-3.

Нуклеотидная замена в третьем экзоне, обна-
руженная у двух пациентов с НКМ, также дважды
встретилась в группе с ГКМП (табл. 7), при этом
отсутствовала в нашей группе сравнения и в дру-
гих популяциях мира.

В контрольной выборке (194 человека) в мета-
транскрипте установлено 179 миссенс-вариантов
(табл. 5, 6), не встретившихся у пациентов: 168
(93.8%) замен – в метатранскрипте и 11 (6.2%) – в
46-м экзоне Nvx-3. 15 (8.4%) из 179 миссенс-вари-
антов в 12 экзонах присутствовали во всех сердеч-
ных изоформах (N2BA, N2B, Nvx-1, Nvx-2 и Nvx-3),
а 117 (65.4%) мутаций в 49 экзонах метатран-
скрипта присутствовали во всех изоформах, кро-
ме Nvx-3. В сердечной изоформе N2BA насчиты-
валось еще 32 (17.9%) уникальных миссенс-вари-
анта в 26 экзонах, характерных исключительно
для этой изоформы титина. Выявлено также че-
тыре (2.2%) миссенс-мутации в 46-м экзоне мета-
транскрипта, соответствующего 44-му экзону
Nvx2 (табл. 6).

Более одного раза выявлен 31 (17.3%) вариант в
24 экзонах (2, 3, 14, 25, 26, 29, 46, 70 (2 мутации),
71, 86, 254, 256, 269, 277 (2 мутации), 304, 310, 325,
326 (3 мутации), 335, 339, 344, 352, 358 (4 мута-
ции), 360). Эти замены c большой долей вероят-
ности являются доброкачественными и не вызы-
вают структурных нарушений миокарда.

Характеристика потенциально патогенных 
миссенс-мутаций в гене TTN у пациентов
со структурными нарушениями миокарда

В группе с НКМ (44 пациента) у 16 (36.4%) чело-
век идентифицировано 17 (40.5%) уникальных мис-

сенс-вариантов, характеризующихся MAF < 0.00001
(табл. 7). 12 (70.6%) нуклеотидных замен приво-
дили к изменению А-зоны саркомера, три (17.6%)
затрагивали I-зону, одна у двух пациентов нахо-
дилась в Z-диске. Пять (29.4%) вариантов нахо-
дились в 326-м экзоне, два – в 339-м экзоне.

Трое (№ 577, 614, 583) из 16 пациентов с заме-
нами в гене TTN были компаундными гетерози-
готами (два редких варианта), у пациента № 583
второй была нонсенс-мутация в гене TTN (табл. 1).
У семи (43.8%) пробандов найден дополнитель-
ный вариант в другом гене, ассоциированном с
кардиомиопатией. Девять (52.9%) нуклеотидных
вариантов были новыми (табл. 7).

В группе с ГКМП у 13 (17.6%) из 74 пациентов
идентифицировали 13 (46.4%) из 28 миссенс-ва-
риантов, имеющих MAF < 0.00001 (табл. 7). Все
мутации были уникальными за исключением
двух: p.Ile67Thr (два пациента) и p.R16524H (два
пациента). Замена p.Ile67Thr была выявлена, как
уже говорилось выше, и у двух пациентов с НКМ.
Шесть (46.2%) нуклеотидных вариантов приводили
к изменению А-зоны саркомера, пять (38.5%) за-
трагивали I-зону, одна локализована у двух пациен-
тов в Z-диске и еще одна в М-области.

Два (№ 365, 493) из 13 пациентов были ком-
паундными гетерозиготами. У троих (23.1%) про-
бандов обнаружен дополнительный вариант в
другом гене, ассоциированном с ГКМП. Пять
(38.5%) мутаций были новыми.

ОБСУЖДЕНИЕ
Секвенирование гена TTN независимо от кли-

нической характеристики исследуемых групп
приводит к идентификации большого количества
нуклеотидных вариантов, что скорее всего обу-
словлено огромным размером гена, его структу-
рой, а также потерей значительных участков в хо-
де альтернативного сплайсинга при образовании
различных изоформ титина. Варианты в гене TTN
описаны при различных патологиях скелетных
мышц и сердца [21–24]. Доказано, что укорочен-
ные варианты (TTNtv) в большинстве случаев яв-
ляются причиной ДКМП и НКМ [25], при этом
их наследование является аутосомно-доминант-
ное. TTNtv также обнаруживается у пациентов с
мышечными миопатиями, но в данном случае в
основном наблюдается рецессивное наследова-
ние [21, 24].

Интерпретация диагностической значимости
миссенс-вариантов в гене TTN, представляющих
подавляющее большинство идентифицирован-
ных вариантов, является более сложной задачей.
М. Savarese и соавт. показали, что определить
уровень их патогенности, опираясь исключитель-
но на критерии руководства по классификации
вариантов ACMG, затруднительно и предложили
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Таблица 7. Характеристика редких потенциально патогенных миссенс-мутаций (MAF < 0.00001) в гене TTN в
группах пациентов

Примечание. Жирным шрифтом выделены новые нуклеотидные варианты; MAF – частота минорного аллеля; * – в скобках
указан № п/п нуклеотидного варианта для пациентов с компаундной гетерозиготой.

№
п/п

Шифр 
пациента

Экзон (зона 
саркомера) Домен Замена в ДНК 

(rs) Замена в белке MAF
(gnomAD)

Дополнительные 
варианты (класс 

ACMG)

Пациенты с НКМ
1 614 (1) 339 (A) Ig-134 c.93002A>G 

rs1308531791
p.N31001S 4.025e-06 KCNJ2 (III)

2 550 339 (A) c.92756G>C p.R30919P – –
3 581 338 (A) Fn-111 c.92087C>A p.A30696E – LDB3 (III)
4 594 333 (A) Fn-104 c.88930A>G p.K29644E – –
5 585 326 (A) Ig-127 c.84092G>A 

rs1206516728
p.G28031E 4.045e-06 –

6 614 (2) 326 (A) Fn-82 c.80258A>C 
rs1321131877

p.Y26753S 4.021e-06 KCNJ2 (III)

7 547 326 (A) Fn-67 c.73858C>T 
rs1191890177

p.P24620S 4.035e-06 RYR2 (III)

8 575 326 (A) Fn-62 c.71903A>C 
rs769320596

p.N23968T 2.017e-05 –

9 563 326 (A) Fn-57 c.69992C>T p.P23331L – MYH7 (III)
10 577 (1) 308 (A) Fn-43 c.64151C>G p.T21384S – –
11 555 273 (A) Ig-98 c.51961C>T 

rs752764827
p.R17321C 2.02e-05 CACNA1C (III)

12 625 254 (A) Fn-3 c.47691G>T p.E15897D – –
13 577 (2) 199 (–) – c.38807A>G p.K12936R – –
14 579 71 (I) Ig-47 c.20583C>G p.N6861K – LDB3 (III), TTNtv
15 585 69 (I) Ig-45 c.20252G>T p.C6751F – –
16 583 28 (near

Z-disk/I)
Ig-10 c. 6449T>C 

rs761352132
p.M2150T 1.594e-05 MYBPC3 (IV), 

TTNtv
17 331; 556 3 (Z-disk) Ig-1 c.200T>C 

rs952685437
p.I67T 7.0 e-06 –

–
Пациенты с ГКМП

1 237 360 (M) Ig-151 c.107182G>A
rs764891218

p.E35728L 1.216e-05 –

2 36 316 (A) Fn-49 c.66589C>T 
rs774696610

p.R22197W 1.214e-05 –

3 71 310 (A) Fn-44 c.64688C>G 
rs751700216

p.P21563R 8.1e-06 TCAP (III)

4 50 310 (A) Fn-44 c.64860G>C 
rs373713828

p.R21620S 8.05e-06 MYBPC3 (IV)

5 408 306 (A) Ig-109 c.63715G>C p.D21239H – –
6 289

 65
264 (A) Fn-7 c.49571G>A

rs757390152
p.R16524H 1.621e-05 –

7 493 (1) 257 (A) – c.48163C>T 
rs1012450335

p.R16055C 4.051e-06 –

8 340 237 (I) Ig-86 c.43883C>T p.S14628F – –
9 365 (1) 113 (I) – c.30801A>T p.K10267N – –

10 365 (2) 113 (I) – c.30794C>T
rs1333544444

p.P10265L 0 –

11 493 (2) 52 (I) Ig-28 c.15378G>T p.Q5126H – –
12 213 29 (I) Ig-11 c.6560A>G p.E2187G – –
13 101

59
3 (Z-disk) Ig-1 c.200T>C 

rs952685437
p.I67T 7.0 e-06 MYH7 (IV)

–
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поправки классификации вариантов гена TTN в
контексте конкретных заболеваний скелетных
мышц [26].

В ходе нашего исследования секвенирована
кодирующая последовательность гена TTN мето-
дом NGS у пациентов с НКМ (44 человека) и
ГКМП (74 человека), а также в контрольной груп-
пе (194 человека) и выявлено девять нуклеотид-
ных вариантов, приводящих к укороченному ти-
тину (TTNtv), и 372 миссенс-варианта. Проведен
сравнительный анализ генетической изменчиво-
сти титина между группами пациентов с НКМ и
ГКМП и контрольной выборкой по типу мутаций
и их локализации в экзонах гена, а также в сарко-
мерных и функциональных доменах белка.

Варианты TTNtv были сосредоточены в группе
пациентов с НКМ, что подтверждает их значи-
мую роль в патогенезе этого заболевания (табл. 1).
Их доля в этой группе составила 18.2% и была в
18 раз выше, чем в контроле (1.1%; р < 0.00004).
Важно отметить, что TTNtv у пациентов были уни-
кальными, локализовались в конститутивных экзо-
нах, не подвергающихся альтернативному сплай-
сингу, и присутствовали во всех сердечных изофор-
мах, за исключением Nvx-3. В противоположность
этому обнаруженная у двух человек контрольной
группы новая нонсенс-мутация с.10927C>A
(р.Glu3643*) находилась в 46-м экзоне метатран-
скрипта и приводила к преждевременному стоп-ко-
дону только в 44-м экзоне Nvx-2. Уровень тран-
скрипции (PSI – proportion spliced-in) в этом экзо-
не по литературным данным составляет только
7–14% [23]. Поскольку мутация р.Glu3643* затра-
гивает всего лишь одну изоформу титина с низ-
ким уровнем экспрессии, можно предположить,
что данное нарушение является не столь критич-
ным для функционирования кардиомиоцитов. У
пациентов с ГКМП такой тип мутаций вообще
отсутствовал. Полученные данные подтверждают
важность поиска мутаций в гене TTN при НКМ.
Интересно, что в нашей когорте TTNtv в 75.0%
случаев сочетались с одним или несколькими ва-
риантами с неустановленной клинической зна-
чимостью (VUS) в этом же гене или в других генах,
ассоциированных с кардиомиопатиями (табл. 1). В
исследовании K. Miszalski-Jamka и соавт. [25] также
продемонстрировано значительное превышение
совместного наследования TTNtv с другими нук-
леотидными заменами, что позволяет предполо-
жить необходимость дополнительных генетиче-
ских факторов для фенотипического проявления
TTNtv в большинстве случаев. У 75% носителей
мутаций TTNtv наблюдался дилатационный фе-
нотип НКМ (табл. 1). Ранее в ряде работ учеными
установлена связь TTNtv с ДКМП, но при этом
ими не проводилась оценка некомпактности
миокарда в этой когорте пациентов [11]. На сего-
дняшний день считается, что основным механиз-
мом действия TTNtv является гаплонедостаточ-

ность, которая проявляется дезорганизацией сар-
комера и подавлением сигнальных путей [23].

Миссенс-замены в гене TTN обнаружены как
среди пациентов с НКМ и ГКМП, так и у людей в
контрольной выборке без структурных наруше-
ний миокарда, при этом две третьих от 372 отли-
чающихся от референсных нуклеотидных вари-
антов были уникальными и встречались только в
одной из трех анализируемых групп (рис. 1). Одна
треть нуклеотидных замен представляла общие
полиморфные варианты, установленные либо во
всех трех группах (20.2%), либо в каких-либо двух
(12.9%). Наибольшая доля уникальных миссенс-
вариантов (71.9%) была сконцентрирована в кон-
трольной выборке. На втором месте по данному
типу мутаций стояла выборка пациентов с НКМ
(16.9%), а наименьшее число наблюдалось в груп-
пе пациентов с ГКМП (11.2%), несмотря на то,
что количество пациентов в этой группе было
практически в 1.7 раз больше, чем в группе паци-
ентов с НКМ. Существенные различия касались
также доли частых уникальных вариантов, встре-
чающихся более чем у одного человека. Наиболь-
шим этот показатель также был в контрольной вы-
борке. Повышенный уровень уникальных миссенс-
вариантов в контроле, по-видимому, в какой-то ме-
ре объясняется большим объемом этой группы
(194 человека), а также является косвенным под-
тверждением существующего на данный момент
предположения о доброкачественности большин-
ства миссенс-вариантов в гене TTN. В пользу это-
го свидетельствует и наличие существенной доли
частых уникальных вариантов в контрольной
группе, которые распространяются в популяции
в силу их нейтральности.

Следует отметить, что распределение миссенс-
вариантов по экзонам гена TTN и соответственно
по областям саркомера и функциональным доме-
нам не было равномерным (табл. 2–4, рис. 2, 3) и
характеризовалось межгрупповой вариабельно-
стью. Более половины (58.5%) экзонов характе-
ризовалось отсутствием каких-либо нуклеотид-
ных замен, что, вероятно, указывает на критиче-
скую значимость кодируемых ими областей
белка. Несколько уникальных нуклеотидных за-
мен имела небольшая часть экзонов (8.2%): 61 и
127 экзоны – в группе НКМ; 310, 326, 358 экзоны –
у пациентов с ГКМП; 3, 28, 29, 46, 48, 70, 74, 76,
86, 88, 229, 245, 256, 277, 293, 304, 310, 326, 327,
334, 335, 337, 343, 344, 350, 358, 360 экзоны – в
контрольной выборке. 21.2% экзонов были бога-
ты полиморфными сайтами, в них концентриро-
вались общие для всех трех групп варианты. Та-
ким образом, данные, представленные в табл. 2–
7, могут быть полезными при оценке патогенного
статуса выявляемых миссенс-вариантов в гене
TTN: варианты в экзонах без нуклеотидных за-
мен, а также в экзонах с большим количеством
уникальных мутаций, выявленных у пациентов со
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структурными изменениями миокарда, имеют
больше шансов оказаться патогенными.

В ходе анализа было показано, что уникальные
варианты у пациентов с кардиомиопатиями чаще
локализовались в А-зоне саркомера (рис. 2, табл. 1,
7): 62.5% TTNtv (НКМ); 70.6 и 46.2% миссенс-му-
таций у пациентов с НКМ и ГКМП соответствен-
но. Среди вероятно доброкачественных вариан-
тов, которые встречались как среди пациентов,
так и в контрольной выборке, доля мутаций в А-
зоне составила лишь около 32.9%, а основная часть
была сосредоточена в I-зоне. Это согласуется с дан-
ными других исследователей, также установив-
ших, что мутации в гене TTN в условно здоровой
популяции локализуются обычно в экзонах, со-
ответствующих I-зоне саркомера и имеющих
низкий показатель PSI, в отличие от пациентов с
кардиомиопатиями (КМП), у которых они пре-
имущественно находятся в экзонах с конститу-
тивным уровнем экспрессии (PSI = 100%), коди-
рующих область А-зоны титина [23, 27].

Анализ присутствия уникальных миссенс-ва-
риантов в сердечных изоформах (N2BA, N2B,
Nvx-1, Nvx-2 и Nvx-3) титина в изучаемых груп-
пах (табл. 5, 6) не выявил существенных различий
между пациентами и контролем. Доля вариантов,
представленных во всех сердечных изоформах ти-
тина, составила только 2.4% в группе с НКМ и
была несколько выше у пациентов с ГКМП
(17.9%) и в контроле (8.4%). Еще порядка 60–65%
нуклеотидных замен в анализируемых группах
находились во всех изоформах, исключая Nvx-3.
Варианты, локализованные в экзонах только сер-
дечной изоформы титина N2BA, составили 20–
30%, их число было выше в группе с НКМ: 31.0%
(НКМ), 21.4% (ГКМП), 17.9% (контроль).

Во всех группах выявлено порядка 30–50% но-
вых вариантов, не обнаруженных ранее. По-
скольку они встречались практически с одинако-
вой частотой как среди пациентов, так и в кон-
троле, трудно оценить степень патогенности этих
нуклеотидных изменений, многие из них могут
оказаться нейтральными и представлять исклю-
чительно популяционный интерес.

Таким образом, в ходе проведенного исследо-
вания показана роль укорачивающих титин вари-
антов TTNtv в развитии НКМ, преимущественно
дилатационного фенотипа. В настоящей работе
определены высокомутабельные и консерватив-
ные экзоны гена TTN, а также представлен пере-
чень миссенс-мутаций с возможной клинической
значимостью в отношении структурной патоло-
гии миокарда, включая новые варианты. Пред-
ставленные данные могут быть дополнительным
ориентиром в интерпретации патогенного стату-
са миссенс-вариантов в этом гене. При этом сле-
дует отметить, что на данный момент самым на-
дежным методом определения и доказательства

патогенности выявленного миссенс-варианта в
гене TTN у пациентов со структурными наруше-
ниями миокарда остается, пожалуй, сегрегацион-
ный анализ в случае больших информативных се-
мейств. Это подтверждается и результатами дру-
гих исследований [28].

Значительный прорыв в понимании роли и па-
тогенной значимости вариантов титина при сер-
дечной и мышечной патологии лежит в плоскости
совместных усилий исследователей в изучении его
генетической изменчивости с использованием
больших когорт пациентов, а также в проведении
сравнительных исследований случай–контроль,
принадлежащих одной популяции.

Работа выполнена в рамках мероприятия 2.2.6
“Изучение спектра и распространенности мута-
ций в гене титина у белорусских пациентов с на-
следственными моногенными заболеваниями
миокарда и оценка их диагностической значимо-
сти” подпрограммы 1 “Геномика, эпигеномика,
биоинформатика” ГПНИ “Биотехнологии 2”
(2021–2025 гг.).

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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Genetic Variation in Titin in Patients with Hypertrophic
and Non-Compact Cardiomyopathy

N. N. Chakovaa, *, R. S. Shulinskia, S. M. Komissarovab, T. V. Dolmatovicha, S. S. Niyazovaa,
O. Ch. Mazura, A. S. Ivanovaa, and A. D. Liaudanskia

aInstitute of Genetics and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220072 Republic Belarus
bRepublican Scientific and Practical Centre “Cardiology”, Minsk, 220036 Republic Belarus

*e-mail: n.chakova@igc.by

Using NGS, the coding sequence of the TTN gene was sequenced in patients with left ventricular non-com-
paction cardiomyopathy (LVNC, 44 individuals) and hypertrophic cardiomyopathy (HCM, 74 individuals),
as well as in the control (194 individuals), and 9 nucleotide variants leading to truncated titin (TTNtv) and
372 missense variants were identified. A comparative analysis of the genetic variability of titin between the
groups of patients with LVNC and HCM and the control sample was carried out in terms of the type of mu-
tations and their localization in the exons of genes, as well as in the sarcomeric and functional domains of the
protein. The role of TTNtv in the development of LVNC was confirmed, and the significance of additional
variants in the same gene or in other genes associated with various cardiomyopathies for the phenotypic im-
plementation of TTNtv was demonstrated. 75% of patients with TTNtv had a dilated LVNC phenotype. Mis-
sense substitutions in the TTN gene were found both among the patients with LVNC and HCM, and in people
in the control sample, which indirectly confirms that most missense variants in this gene are benign. The pa-
per identifies and lists highly mutable and conserved exons of the TTN gene and also presents a list of mis-
sense mutations with possible clinical significance in relation to the structural pathology of the myocardium,
including new variants. It was shown that the majority of pathogenic and potentially significant mutations
were located in the A-zone of the sarcomere. In all the groups, about 30–50% of new variants were identified.
Probably, many of them are neutral and are of exclusively population interest.

Keywords: TTN gene, titin-truncating variants (TTNtv), missense-mutations, pathogenic significance of
mutations, hypertrophic cardiomyopathy, left ventricular non-compaction cardiomyopathy.
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Проблемы кросс-контаминации и неправильной маркировки образцов биоматериала являются
крайне актуальными при проведении массовых генетических исследований. В настоящем исследо-
вании проведена экспериментальная оценка возможности выявления кросс-контаминированных
образцов ДНК с использованием нескольких подходов: расчета отношения ридов, приходящихся
на референсный или альтернативный аллель (allele ratio, AR); отношения количества гетерозигот-
ных вариантов к гомозиготным; значения показателя CallRate для данных, полученных с помощью
ДНК-микрочипов; программы Picard CrosscheckFingerprints (CrossCheck). Для проведения иссле-
дований были созданы контаминированные образцы (смеси) путем смешивания обычных “чи-
стых” образцов ДНК в разных соотношениях. Показатели качества образцов проанализированы по
данным полногеномного секвенирования и генотипирования с помощью ДНК-микрочипа Illumina
microarray BeadArray technology CoreExome (СЕ). Экспериментально установлено, что все указан-
ные подходы могут быть использованы для выявления ошибок генотипирования, связанных с кон-
таминированием образцов.

Ключевые слова: полногеномное секвенирование, контаминация, ДНК-микрочипы, контроль каче-
ства.
DOI: 10.31857/S0016675823060061, EDN: SSDAUO

Для получения точных и корректных результа-
тов генетических исследований необходимо быть
уверенным в высоком качестве секвенирования,
в отсутствии неправильно маркированных образ-
цов и контаминации. Использование алгоритмов,
позволяющих выявлять образцы биоматериала,
поступившие от одного и того же донора, а также
оценивать степень загрязненности другими био-
образцами, актуально и полезно в рутинной
практике.

В то время как программы для оценки качества
данных секвенирования на этапе прочтений (ридов,
FASTQ-файлов) и выравнивания (ВАМ-файлов)

хорошо известны и широко применяются, распро-
страненного метода для оценки качества итоговых
данных (vcf-файлов) нет. В настоящей работе рас-
сматриваются два подхода: расчет соотношения
прочтений, приходящихся на референсный или
альтернативный аллель, к общему числу прочте-
ний (allele ratio, AR) и расчет соотношения коли-
чества гетерозиготных вариантов к гомозиготным
(Het/Hom) [1]. Ранее было показано, что показа-
тель Het/Hom различается в разных этносах, но
постоянный для любых регионов генома [2]. В
своей работе J. Wang и коллеги показали, что для
европейцев отношение Het/Hom в среднем со-
ставляет 1.6, самое высокое значение Het/Hom
наблюдается у африканцев (около 2.0), а самое
низкое (около 1.4) свойственно азиатам.

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675823060061 для авторизованных
пользователей.

# Вклад этих авторов в работу равнозначный.

УДК 57.081.23

МАТЕМАТИЧЕСКИЕ
МОДЕЛИ И МЕТОДЫ
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Одной из программ, позволяющей выявить
образцы биоматериала, поступившие от одного и
того же донора, является программа Picard Cross-
check Fingerprints (CrossCheck) от The Broad Institute
(“Picard Toolkit” 2019, GitHub Repository https://
broadinstitute.github.io/picard/). Отличительной осо-
бенностью этой программы является выдача ре-
зультата в виде количественной характеристики –
степени сходства образцов. При этом было пока-
зано, что CrossCheck точен и универсален для
различных типов данных, таких как секвенирова-
ние РНК, ДНК и ChiP-seq [3]. Однако информа-
ция о корректности работы CrossCheck в случае
контаминации отсутствует. В рамках настоящей
работы мы оценили способность программы
CrossCheck выявлять пары образцов биоматериа-
ла, поступивших от одного донора, при условии
контаминации одного или обоих образцов.

Принцип работы программного обеспечения
(ПО) CrossCheck состоит в следующем: из VCF-
файлов отбираются генетические варианты и со-
здается “генетический отпечаток”. Специально
для CrossCheck был создан набор из 58894 одно-
нуклеотидных генетических вариантов (SNPs)
(https://github.com/naumanjaved/fingerprint_maps/
blob/master/map_files/hg38_chr.map). Эти вариан-
ты отобраны таким образом, чтобы частота встре-
чаемости минорного аллеля (MAF) была больше
10% по данным проекта “1000 геномов”. В сфор-
мированный набор вошли только биаллельные
SNPs. Кроме того, все отобранные SNPs находи-
лись в блоках неравновесного наследования
(Linkage disequilibrium, LD) с высоким коэффи-
циентом корреляции внутри блока (r2 > 0.85) и
низким процентом корреляции между блоками
(r2 < 0.1). Также в разных популяциях встречае-
мость этих SNPs различалась менее чем на 10% по
данным проекта “1000 геномов”.

При сравнении “генетических отпечатков”
между собой ПО CrossCheck рассчитывает метрику
LOD (LOD Score) для каждой пары образцов, пока-
зывающую какие образцы с какой вероятностью
имеют одинаковое биологическое происхождение.
Авторами программы CrossCheck указаны следую-
щие пороговые значения LOD: разные образцы
(LOD < –5), дубли (LOD > 5), “сомнительные”
(‒5 < LOD < 5).

В рамках данного исследования была смоделиро-
вана контаминация выделенной ДНК и проанали-
зированы показатели качества контаминированных
образцов на данных WGS и при генотипировании с
помощью технологии Illumina microarray BeadArray
technology CoreExome (СЕ). В работе Т. Dallavilla
показано, что с помощью расчета AR можно вы-
явить контаминацию свыше 10%, поэтому для
данной работы нами были выбраны следующие
значения контаминации: 10, 20, 30 и 50% [1]. По-
мимо того, что контаминацию ниже 10% нельзя

обнаружить с помощью расчета AR, следует отме-
тить, что низкая степень контаминации окажет
меньшее влияние на результаты секвенирования,
нежели контаминация свыше 10%.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор биоматериала и метаданных

В настоящем исследовании использованы об-
разцы цельной крови от семи доноров из коллек-
ции ФГБУ “ЦСП” ФМБА России. Для всех биооб-
разцов соблюдены следующие условия: наличие и
корректность метаданных каждого донора (пол,
возраст, регион проживания, национальность, ана-
мнез); обеспечение правильного забора, транс-
портировки и хранения биоматериала (венозная
кровь) в соответствии с ГОСТ Р53079.4-2008. Все
биообразцы прошли проверку на отсутствие при-
знаков гемолиза и хилеза.

Выделение ДНК из цельной крови
Выделение геномной ДНК из образцов цельной

крови проводилось с использованием автоматизи-
рованной станции Tecan Freedom EVO (Tecan,
Швейцария) при помощи набора MagAttract HMW
DNA Kit (Qiagen, Германия), а также применя-
лась процедура ручного выделения с применени-
ем набора DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Германия)
в соответствии с протоколом производителя.

Концентрацию и чистоту выделенной ДНК
определяли двумя методами: в автоматическом
режиме на планшетном ридере Infinite 200 Pro
(Tecan, Швейцария) с помощью программы Ma-
gellan, а также в ручном режиме с помощью флуо-
риметра Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific,
США), чистоту препаратов ДНК оценивали с по-
мощью NanoDrop One C Microvolume UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific).

Для всех образцов выделенной ДНК отноше-
ние показателей поглощения 260/280 составляло
1.8–2.0, отношение 260/230 – 2.0–2.2.

Подготовка геномных библиотек
и секвенирование образцов ДНК

Для приготовления библиотек использовали
150–500 нг геномной ДНК. Тагментацию ДНК,
очистку и амплификацию тагментированнной
ДНК, очистку полученных библиотек проводили
согласно протоколу Nextera DNA Flex Library Prep
(Document #1000000025416 v07, Illumina, США).
Полногеномные библиотеки готовили с исполь-
зованием набора реагентов Nextera DNA Flex kit
(Illumina, США) согласно рекомендациям произ-
водителя и набора индексов IDT-ILMN Nextera
DNA UD Indexes Set A и Set B для предотвраще-
ния кросс-контаминации образцов. Концентра-
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ция библиотек измерялась на планшетном ридере
Infinite F Nano Plus (Tecan, Швейцария). Размер
полученных библиотек определяли при помощи
набора реагентов Agilent D1000 на приборе Agilent
4200 TapeStation (Agilent Technologies, США). Пу-
лирование производилось автоматически с ис-
пользованием роботизированной станции Tecan
Freedom EVO (Tecan). Пул библиотек перед се-
квенированием разводили до концентрации 1.5–
2.0 нМ. Контроль качества пула проводили при
помощи набора реагентов Agilent HS D1000 Scre-
enTape на приборе Agilent 4200 TapeStation (Agilent
Technologies, США). Полногеномное секвениро-
вание проводили на приборе Illumina NovaSeq
6000 (Illumina), используя набор реагентов S4, 300
циклов (Illumina) с парно-концевыми прочтени-
ями 2 × 150 пн.

Генотипирование с помощью технологии Illumina 
microarray (BeadArray technology)

Микрочиповое генотипирование проводили с
использованием набора Illumina Infinium CoreEx-
ome-24 v1.3 (Illumina) по протоколу производите-
ля (документ Infinium HTS Assay Reference Guide
(15045738 v04)). Пробоподготовка проводилась с
помощью автоматизированной станции Tecan
Freedom EVO. Микрочипы сканировали на систе-
ме Illumina iScan с модулем автоматической пода-
чи Autoloader 2.x.

Создание контаминированных образцов
Для проведения исследования из семи образцов

выделенной ДНК было сформировано четыре пары
так, что один образец (50027) присутствовал в двух
парах. Для каждой пары было приготовлено четыре
смеси в соотношениях 10 : 90, 20 : 80, 30 : 70 и 50 : 50.
В табл. 1 представлены названия получившихся
смесей и соотношения, в которых смешивались
исходные образцы.

Биоинформатическая обработка WGS
Первым этапом обработки сырых данных се-

квенирования является процесс демультиплика-

ции, при котором исходная выдача секвенатора
NovaSeq 6000 из формата BCL конвертируется в
формат FASTQ с помощью программного обес-
печения bcl2fastq v2.20. Для проведения контроля
качества секвенирования всей ячейки в целом ис-
пользовалась программа Illumina Sequencing Anal-
ysis Viewer v2.4.7. Следующий этап биоинформати-
ческой обработки подразумевает выравнивание на
референсный геном, что осуществлялось с помо-
щью DRAGEN [4]. В качестве референсного генома
использовалась последовательность GRCh38.d1.vd1
(GDC Reference Files, NCI Genomic Data Com-
mons, https://gdc.cancer.gov/about-data/gdc-data-pro-
cessing/gdc-reference-files (accessed: 21.02.2022)).

Малые генетические варианты (SNPs) опреде-
ляли с помощью программы Strelka v2.9.10 [5] с
фильтром “PASS”. Количество гомо- и гетерози-
гот рассчитывали с помощью программы bcftools
v1.14 [6].

Биоинформатическая обработка СЕ
Алгоритм обработки данных CE и получения

VCF-файлов из результатов сканирования Illumi-
na microarray CoreExome сводился к следующему:
для конвертации файлов формата idat в формат
gtc использовали Illumina Array Analysis Platform
gencall v1.1 с манифест-файлами, предоставлен-
ными компанией Illumina (v1.3); для конвертации
файлов формата gtc в файлы формата VCF ис-
пользовали программу GTCtoVCF v1.2.1 (Illumina) с
референсным геномом человека human_g1k_v37;
для перевода координат SNPs с референса hu-
man_g1k_v37 на референс GRCh38.d1.vd1 исполь-
зовали программу CrossMap v0.5.4 [7]. Из полу-
ченных VCF-файлов удаляли все мутации со зна-
чением 0 в поле GQ или с генотипом “.” и “./.”.

Расчет метрик для гетерозиготных вариантов
Расчет соотношения прочтений, приходящих-

ся на референсный или альтернативный аллель, к
общему числу прочтений (allele ratio, AR) и всех
связанных с этим показателем метрик, а также
фильтрацию мутаций проводили по методике,
описанной в работе Т. Dallavilla [1]. Из данных

Таблица 1. Названия смесей, участвующих в эксперименте

Соотношение

Образцы

50022 50054 50027 50005

50016 50027 50053 50008

10 : 90 50022_10_50016_90 50054_10_50027_90 50027_10_50053_90 50005_10_50008_90
20 : 80 50022_20_50016_80 50054_20_50027_80 50027_20_50053_80 50005_20_50008_80
30 : 70 50022_30_50016_70 50054_30_50027_70 50027_30_50053_70 50005_30_50008_70
50 : 50 50022_50_50016_50 50054_50_50027_50 50027_50_50053_50 50005_50_50008_50
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WGS были отобраны только биаллельные гетеро-
зиготные варианты с качеством выравнивания
(map quality, MQ) более 18 и суммарным числом
прочтений более 10. Для поиска AR для каждого
гетерозиготного варианта рассчитали отношение
количества прочтений с альтернативным аллелем
к общему количеству прочтений в данной позиции.

Для 500 образцов WGS с покрытием более 30x
и отношением Het/Hom в диапазоне 1.64–1.7 рас-
считали стандартное отклонение AR (0.09). На
основании этих данных определили “референс-
ный” 95%-ный доверительный интервал (95%ДИ)
для AR, равный 0.5 ± 1.96 × 0.09.

Затем для каждого образца рассчитали про-
цент гетерозигот с AR за пределами диапазона
0.32–0.68 и стандартное отклонение AR.

Запуск CrossCheck
Для VCF-файлов, полученных на данных WGS

и CE, попарно во всех возможных комбинациях
определили значение LOD Score с помощью про-
граммы PICARD CrosscheckFingerprints (v2.26.11).
В качестве набора гаплотипов использовался
файл, описанный в работе N. Javed [3].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для дальнейшего изложения введены следую-

щие обозначения: чистый образец – образец, в
котором присутствует ДНК только от одного че-
ловека; смесь образцов – образец, состоящий из
биоматериала двух человек; мажорный компо-
нент смеси – ДНК, содержание которой превы-
шает 50% в смеси из двух образцов; минорный
компонент смеси – ДНК, содержание которой
менее 50% в смеси из двух образцов. В зависимо-
сти от содержания минорного компонента будем
использовать термины: 10-, 20-, 30-, 50%-ная
смесь. Процентное содержание минорного ком-
понента в смеси будем называть концентрацией.
Все образцы (и “чистые”, и смеси образцов) ге-
нотипировали с помощью двух технологий:
WGS и СЕ.

Показатели качества
контаминированных образцов

Для всех полученных файлов сравнили метри-
ки качества. С помощью программы CrossCheck
попарно сравнили VCF-файлы, полученные с
применением только одной технологии (WGS–
WGS, СЕ–СЕ) и с помощью двух разных техноло-
гий (WGS–CE). Выявление малых герминальных
вариантов в данных полногеномного секвениро-
вания образца состоит из нескольких этапов. На
первом этапе данные, поступающие из секвена-
тора в формате BCL, конвертируются в формат
FASTQ. В этом формате содержится информация

как о нуклеотидной последовательности каждого
рида, так и о качестве, с которым определен каж-
дый нуклеотид в прочтении. Мы оценили каче-
ство всех образцов (смесей и чистых) с помощью
программы fastqc (FASTQC. A quality control tool
for high throughput sequence data, BibSonomy [Elec-
tronic resource]. URL: https://www.bibsonomy.org/
bibtex/f230a919c34360709aa298734d63dca3 (accessed:
31.01.2022)). Как и ожидалось, в формате FASTQ
показатели качества у смесей и чистых образцов
не отличаются друг от друга (Приложение).

На втором этапе обработки данных осуществ-
ляется выравнивание прочтений на референсный
геном. Выравнивание проводили при помощи
программы DRAGEN. Сравнение метрик каче-
ства выравнивания у смесей и чистых образцов
также не выявило различий (Приложение, табл. 1
и 2).

Для выявления малых герминальных генети-
ческих вариантов использовалась программа
Strelka. Одним из показателей качества является
отношение количества гетерозиготных вариантов
к гомозиготным (Het/Hom).

У чистых образцов на данных WGS рассчитан-
ное отношение Het/Hom находилось в интервале
1.6–1.8, что согласуется с ранее опубликованны-
ми результатами [2], поскольку все образцы в на-
стоящем исследовании были получены от евро-
пейцев. Для 10%-ной смеси отношение Het/Hom
равно 1.9, для 20% – превышает 2.1, для 30% – вы-
ше 3.0, для 50% – выше 3.5 (табл. 2). В случае с СЕ
наблюдалась похожая ситуация: отношение
Het/Hom у 10%-ных смесей незначительно выше,
чем у чистых образцов, а у смесей с содержанием
минорного компонента 20% и более отношение
Het/Hom превышает 2.0. Так как значение
Het/Hom в диапазоне 2–2.1 является нормой для
африканцев, то без информации об этнической
принадлежности доноров биоматериала считать
образцы с Het/Hom > 2.0 контаминированными
нельзя.

Еще одна метрика, которую можно использо-
вать для определения контаминации, – это отно-
шение прочтений, которые приходятся на рефе-
ренсный или альтернативный аллель, к общему
числу прочтений в конкретной гетерозиготной
мутации (allele ratio, AR). В данном исследовании
в чистых образцах гетерозиготные варианты с AR
вне 95%ДИ не превышает 10%, тогда как у 10%-
ных смесей превышают 16%, для 20%-ных – 35%,
для 30%-ных – 49.5%, а для 50%-ных – 61% (табл. 2).
С увеличением количества примеси увеличивает-
ся и стандартное отклонение, принимающее зна-
чение 0.1 для чистых образцов и 0.2 для 50%-ных
смесей; кроме того, меняется характер распреде-
ления AR (Приложение, рис. 1).

Для оценки качества результатов генотипиро-
вания с помощью СЕ производителем рекомен-
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дован показатель Call Rate c минимальным поро-
говым значением 0.95. Call Rate 10%-ных смесей
был близок к отметке 0.98, а образцов с большей
долей примеси еще ниже. Таким образом, нижнее
пороговое значение Call Rate 0.99 позволит вы-
явить образцы с 10% примесей и более.

Результаты работы программы 
CrossCheck на образцах WGS

При сравнении программой CrossCheck VCF-
файла самого с собой или с VCF-файлом, полу-

ченным для того же донора биоматериала при по-
вторном секвенировании, значение LOD прини-
мает значения около 5200 (Приложение, табл. 5).
При сравнении разных файлов между собой сред-
нее значение LOD составляет –5000. Для WGS
данных проекта “1000 геномов” значения LOD
несколько различались: так, при сравнении VCF-
файла самого с собой LOD составлял в среднем
7594 ± 73, а при сравнении VCF-файлов, полу-
ченных для разных образцов, значения LOD име-
ли среднее –12198 ± 248 (данные проекта “1000
геномов”, http://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/

Таблица 2. Метрики Call Rate и AR, отношение количества гетерозиготных вариантов к гомозиготным в образцах
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50005 1.7 1.7 1.00 0.09 7.77

50008 1.7 1.6 1.00 0.09 7.49

50016 1.7 1.7 1.00 0.09 7.50

50022 1.6 1.7 0.99 0.07 3.57

50027 1.7 1.6 1.00 0.09 6.31

50053 1.7 1.6 1.00 0.08 5.26

50054 1.6 1.7 0.99 0.09 6.39

50005_10_50008_90 1.9 1.7 0.98 0.14 20.03

50022_10_50016_90 1.9 1.8 0.98 0.13 16.46

50027_10_50053_90 1.9 1.7 0.98 0.13 16.66

50054_10_50027_90 1.9 1.7 0.98 0.14 18.33

50005_20_50008_80 2.2 2.0 0.92 0.18 35.35

50022_20_50016_80 2.4 2.1 0.92 0.18 35.80

50027_20_50053_80 2.6 2.0 0.92 0.18 38.51

50054_20_50027_80 2.4 2.1 0.92 0.18 37.31

50005_30_50008_70 3.0 2.6 0.87 0.20 50.15

50022_30_50016_70 3.2 2.8 0.88 0.20 49.52

50027_30_50053_70 3.0 2.7 0.88 0.20 50.56

50054_30_50027_70 3.1 2.8 0.87 0.20 52.17

50005_50_50008_50 3.9 2.7 0.82 0.21 61.32

50022_50_50016_50 4.1 2.8 0.81 0.21 61.90

50027_50_50053_50 3.5 2.6 0.81 0.21 61.57

50054_50_50027_50 3.7 2.8 0.82 0.21 61.93

2 203 286 2 032 090

2 194 958 2 030 601

2 311 041 2 137 817

2 278 578 2 197 124

2 215 825 2 076 111

2 188 256 2 073 102

2 279 388 2 133 669

2 410 422 1 927 536

2 465 573 2 059 733

2 332200 1 943 566

2 408 983 1 967 530

2 781 638 1 798 329

2 902 550 1 863 518

2 846 513 1 750 277

2 894 513 1 814 605

3 235 816 1 613 056

3 322 283 1 676 965

3 254 114 1 608 676

3 3832 18 1 618 203

3 712 528 1 435 999

3 798 084 1 447 188

3 709 487 1 425 530

3 789 406 1 442 491
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data_collections/1000G_2504_high_coverage/work-
ing/20220422_3202_phased_SNV_INDEL_SV/). То
есть значения LOD имеют узкий диапазон, что
позволяет акцентировать внимание на парах об-
разцов с выбивающимся LOD. Значения LOD,
полученные для данных проекта “1000 геномов”,
больше LOD, полученных на наших данных, за
счет того, что в файле от проекта “1000 геномов”
представлены SNPs, прошедшие фильтрацию, и
набор SNPs у всех образцов получился одинако-
вым. В то время как в наших данных представле-
ны все SNPs, обнаруженные в каждом конкрет-
ном образце.

Кроме того, мы дополнительно проверили,
что CrossCheck не дает ложноположительных ре-
зультатов, например при сравнении родственни-
ков первого колена LOD находится в диапазоне
от –3800 до –1700.

В случае со смесями значение LOD становится
ниже. У пар, состоящих из чистого образца и сме-
си того же образца и 10% контаминирующего
агента, значение LOD снижается до 3500; если
контаминирующего агента в смеси 20%, то LOD

снижается до 1200–1700 (рис. 1,а). Для 30%-ных
смесей значения LOD попадают в диапазон от –300
до 200, т.е. такие пары могут быть определены и как
разные (LOD < –5), и как дубли (если LOD > 5), и
как “сомнительные” (–5 < LOD < 5). Пары чисто-
го образца и 50%-ных смесей однозначно помеча-
ются как разные. Пары, состоящие из чистого об-
разца и смеси, где “чистый” образец является ми-
норным компонентом, имеют LOD ниже –1000,
т.е. помечаются как разные образцы (рис. 1,б).

Кроме того, в ходе выполнения исследования
мы попарно сравнили смеси одних и тех же образ-
цов с разным процентным соотношением компо-
нентов (рис. 2,а). Чем больше схож процентный
состав двух смесей, тем выше LOD. При сравне-
нии файла самого с собой вне зависимости от
процента примеси LOD получается около 5000
или выше, т.е. такой же, как у чистых образцов.
Чуть меньшие значения (4500) принимает LOD
при сравнении 30%-ных и 50%-ных смесей между
собой. Во всех остальных случаях LOD ниже 4000.
Таким образом, заниженное значение LOD мо-
жет быть дополнительным признаком контами-
нации. Смеси с содержанием контаминирующего
агента 30% и более при сравнении с образцом, со-
ответствующим мажорному компоненту, могут
не быть определены как поступившие от одного
донора биоматериала (LOD близок к 0, а при 50% –
ниже 0).

При сравнении смесей, состоящих из разных
образцов, LOD возрастает вместе с долей конта-
минации (рис. 2,б). Однако LOD не превышает 0,
т.е. даже 50%-ные смеси будут помечаться как
разные. Выбросы выше 0 (рис. 2,б) обусловлены
тем, что один и тот же образец использовался как
основной компонент в одной смеси и как минор-
ный компонент в другой смеси. В этом случае
LOD не превышает 1000 и остается достаточно
низким по сравнению со значением 5000, характер-
ным для чистых образцов. Выбросы, расположен-
ные ниже 0, обусловлены тем, что среди доноров
образцов есть родственники первого колена.

Результаты работы программы CrossCheck
на образцах CoreExome

Технология определения однонуклеотидных
вариантов Illumina microarray BeadArray technolo-
gy CoreExome позволяет провести генотипирова-
ние по 567218 точкам, а не по всему геному, как в
случае с WGS, причем только 2998 из них входят в
референсный файл CrossCheck. Это приводит к
тому, что LOD при сравнении файлов, получен-
ных с помощью чипов СЕ, будет ниже, чем в слу-
чае WGS.

При сравнении файла самого с собой или с
дублем среднее значение LOD составляет 1000, а
для пары разных файлов –700 (Приложение,

Рис. 1. Значение LOD Score в зависимости от концен-
трации смеси (процента контаминации) для резуль-
татов WGS, полученное при сравнении пар образцов,
где один – “чистый” образец, второй – это смесь, где
“чистый” образец выступает в роли мажорного (а) и
минорного (б) компонентов в разном процентном со-
отношении.
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табл. 6). Также мы установили характерные зна-
чения LOD для данных проекта “1000 геномов”.
Из WGS-данных проекта “1000 геномов” отфиль-
тровали только SNPs, входящие в СЕ, и сравнили
полученные файлы с помощью программы Cross-
Check. При сравнении файла самого с собой LOD
в среднем находится на отметке 1092 ± 16, а при
сравнении VCF-файлов, полученных для разных
образцов, LOD равен –1980 ± 56.

Для пары образцов, генотипированных с по-
мощью СЕ, LOD составляет около 1000 в том слу-
чае, если доля примеси не превышает 10%. Во всех
остальных случаях LOD будет ниже 900 (рис. 3,а;
4,а). Это позволяет распознать образцы, которые
контаминированы или по какой-либо другой
причине имеют низкое качество. Пары, включа-
ющие образец и смесь с этим же образцом в каче-
стве минорного компонента, имеют LOD ниже 0
(рис. 3,б). Для пары смесей разных образцов LOD
возрастает вместе с долей контаминации (рис. 4,б).
Однако LOD не превышает 0, т.е. даже сильно
контаминированные образцы будут помечаться
как разные.

Рис. 2. Значение LOD при сравнении WGS смесей од-
них и тех же образцов между собой (а) и образцов из
разных “партий” (б). По оси абсцисс отмечена кон-
центрация (процент контаминации) одного из образ-
цов из пары, в боксах сверху – процент контамина-
ции второго образца из пары.
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Рис. 3. Значение LOD Score в зависимости от концен-
трации смеси (процента контаминации) для резуль-
татов CE, полученное при сравнении пар образцов,
где один – “чистый” образец, второй – это смесь, где
“чистый” образец выступает в роли мажорного (а) и
минорного (б) компонентов в разном процентном со-
отношении.
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Работа CrossCheck с парой образцов
CoreExome–WGS

Если в рамках эксперимента один и тот же об-
разец был генотипирован с помощью СЕ и WGS,
то необходимо убедиться, что не возникло пута-
ницы и действительно результаты CE и WGS при-
надлежат одному и тому же образцу. Для этих це-
лей также можно воспользоваться программой
CrossCheck. Сравнение файлов CE и WGS проис-
ходит по 2998 точкам. Значения LOD для иден-
тичных образцов составляет примерно 650, для
пары разных образцов примерно –1500 (Прило-
жение, табл. 7).

В отличие от сравнения результатов, получен-
ных с помощью одной и той же технологии, в дан-
ном случае имеет значение какой из образцов (СЕ
или WGS) контаминирован. Если контаминирован
образец WGS, то обнаружить соответствующий ему
образец на СЕ можно только при контаминации не
выше 10% (рис. 5,а, б). Если же контаминирован
образец СЕ, то обнаружить соответствующий ему
WGS можно даже при контаминации в 30%
(рис. 5,в, г). А при контаминации СЕ образца на
50% LOD будет принимать значения близкие к 0,
т.е. возможны ситуации определения пары образцов
как разных (LOD < –5), как дублей (если LOD > 5)
или как “сомнительных” (–5 < LOD < 5).

В случае контаминации обеих проб образца
(WGS до 10% и СЕ до 20%) LOD будет держаться
на уровне 600 (рис. 6,а). При более высоком уров-
не контаминации LOD для пары, где хоть одна из
проб контаминирована, будет принимать значе-
ния значительно ниже 600, т.е. по значению LOD
можно предположить наличие контаминации,
как минимум, в одном из образцов.

Смеси, состоящие из пар разных образцов,
при сравнении друг с другом имеют LOD ниже 0,
т.е. всегда однозначно помечаются как разные
(рис. 6,б).

ОБСУЖДЕНИЕ
В рамках настоящего исследования были про-

анализированы метрики качества “чистых” и
контаминированных образцов ДНК человека.
Впервые показано, что метрики качества, рассчи-
танные по файлам с прочтениями (FASTQ) и вы-
равниванием (ВАМ), между “чистыми” и конта-
минированными образцами не различались. Од-
нако метрики, рассчитанные на базе файлов,
содержащих информацию о SNPs (VCF-файлы),
позволяют отличать контаминированные и “чи-
стые” образцы друг от друга.

У всех способов контроля качества, использо-
ванных в данной работе, есть свой диапазон допу-
стимых значений, именно поэтому целесообразно
использовать несколько методов одновременно.
Для WGS набор методов может включать в себя

Рис. 4. Значение LOD при сравнении СЕ смесей од-
них и тех же образцов между собой (а) и образцов из
разных “партий” (б). По оси абсцисс отмечена кон-
центрация (процент контаминации) одного из образ-
цов из пары, в боксах сверху – процент контамина-
ции второго образца из пары.
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определение процента гетерозиготных вариантов
с AR вне диапазона 0.5 ± 1.96 × 0.09 и стандартного
отклонения AR, расчет Het/Hom и использование
программы CrossCheck. Результаты, полученные в
данной работе, подтверждают предыдущие резуль-
таты, опубликованные Dallavilla и соавт.: расчет
AR позволяет выявлять контаминацию 10% и бо-
лее [1]. Впервые рассчитана метрика Het/Hom
для образцов с разной степенью контаминации.
Повышенное значение Het/Hom может тракто-
ваться только как косвенное свидетельство кон-
таминации и только совместно с информацией об
этнической принадлежности донора биоматериала.
В настоящей работе проверили корректность рабо-
ты программы CrossCheck с контаминированными
образцами. Программа CrossCheck позволяет выяв-
лять пары образцов биоматериала, поступивших от
одного и того же донора и генотипированных с по-
мощью СЕ и WGS. Впервые показано, что метри-
ка схожести файлов, рассчитанная программой
CrossCheck, зависит от степени контаминации
образца. При этом разные контаминированные
образцы при сравнении друг с другом имеют LOD

ниже 0, т.е. всегда однозначно помечаются как
разные. Для того чтобы иметь возможность ис-
пользовать LOD как дополнительную метрику
качества образца, стоит оценить характерные для
конкретного набора данных значения LOD для
пары проб, поступивших от одного донора био-
материала, и для пары разных образцов.

Поскольку принципы генотипирования и секве-
нирования любых других диплоидных организмов
не отличаются от подходов, используемых для рас-
шифровки нуклеотидной последовательности ДНК
человека, описанные в данной работе методы
можно применять и для их контроля качества.

Исследование не имело спонсорской под-
держки.

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.

Рис. 5. Значение LOD Score, полученное при сравнении: а – “чистого” СЕ и контаминированного WGS для пары
идентичных образцов; б – “чистого” СЕ и смеси, где “чистый” образец выступает в роли минорного компонента в раз-
ном процентном соотношении; в – “чистого” WGS и контаминированного CE для пары идентичных образцов; г –
“чистого” WGS и смеси, где “чистый” образец выступает в роли минорного компонента в разном процентном соот-
ношении.
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Рис. 6. Значение LOD при сравнении СЕ и WGS смесей одних и тех же образцов между собой (а) и контаминирован-
ных образцов из разных “партий” (б). По оси абсцисс отмечена концентрация (процент контаминации) WGS, в боксах
сверху – процент контаминации CE.
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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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Experimental Evaluation of the Possibility to Detect Cross-Contaminated
DNA Samples Based on Genetic Data
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K. D. Konureevaa, E. D. Maralovaa, M. V. Erokhinaa, T. A. Shpakovaa,
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aFederal State Budgetary Insntitution “Centre for Strategic Planning and Management of Biomedical Health Risks”
of the Federal Medical Biological Agency, Moscow, 119121 Russia
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The problems of cross-contamination and swap samples are extremely relevant during large-scale genetic
studies. In this study several approaches of detecting cross-contaminated DNA samples were checked: the ra-
tio of reads per reference and alternative allele (allele ratio, AR), the amount of heterozygos to homozygous
variants ratio, the CallRate value for the DNA microarrays data, the Picard CrosscheckFingerprints (Cross-
Check) program. Contaminated samples (mixtures) were created by mixing ordinary “pure” DNA samples
in different ratios. Samples’ quality parameters were analyzed after whole genome sequencing and genotyping
with the Illumina microarray BeadArray technology CoreExome (CE) DNA microarray. It has been experi-
mentally established that all of these approaches can be used to detect genotyping errors associated with sam-
ple contamination.

Keywords: whole genome sequencing, contamination, microarray BeadArray technology, quality control.
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Формирование синаптонемного комплекса между гомологичными хромосомами во время профазы I
мейоза имеет первоочередное значение для нормального протекания процесса рекомбинации. На-
рушения в образовании синаптонемного комплекса могут приводить как к асинапсису (при этом на
стадии метафазы I будут присутствовать униваленты), так и гетерологичному синапсису (на стадии
метафазы I будут выявляться как униваленты, так и мультиваленты). Ранее нами были получены му-
танты ржи, у которых не наблюдалось образования синаптонемных комплексов (sy1 и sy9) или си-
напсис был гетерологичным (sy10, sy18 и sy19). Мы провели биоинформатический анализ анноти-
рованного генома ржи и выявили потенциальные гены-кандидаты для каждого из этих мутантов.
Выбор генов-кандидатов осуществляли на основе данных микросателлитного картирования и со-
поставления их с аннотированными последовательностями генома ржи. В результате были выбра-
ны следующие гены: Mei2-like для мутанта sy1, MAD2 для мутанта sy9, BUB3.3 и BUB3.1 для sy10 и sy18
соответственно, а также Meiosis 5 для sy19.

Ключевые слова: рожь, мейоз, синаптонемный комплекс, картирование мутаций.
DOI: 10.31857/S0016675823070123, EDN: QQPAKU

В 2021 г. были опубликованы результаты пол-
ного секвенирования генома Secale cereale [1, 2].
Доступность аннотированного генома ржи поз-
волила провести биоинформатический анализ и
выявить потенциальные гены-кандидаты, мута-
ции в которых в гомозиготном состоянии, как
было показано ранее [3–5], приводят к наруше-
нию процессов синапсиса гомологичных хромо-
сом. Для анализа были взяты гены, мутации в ко-
торых были ранее обозначены как sy1, sy9, sy10,
sy18 и sy19.

Выбор генов-кандидатов осуществляли на ос-
нове данных микросателлитного картирования
[3–6] и сопоставления их с аннотированными по-
следовательностями генома ржи. Гены Sy9 и Sy18
ранее были картированы на длинном плече 2R-
хромосомы ржи вблизи центромеры. Sy9 был кар-
тирован в непосредственной близости от микро-
сателлитных локусов Xscm43 и Xrems1230 ржи и
локуса Xgwm132 пшеницы, тогда как Sy18 был
картирован относительно локусов Xrems1130 и
Xrems1203 ржи. Sy10 был локализован на длинном
плече хромосомы 5R ржи вблизи микросателлит-

ных локусов Xgwm126, Xgwm6 и Xgwm538 пшени-
цы и Xscm179 ржи. Мутации sy1 и sy19 были лока-
лизованы на длинном плече хромосомы 7R ржи
рядом с локусами Xrems1187, Xrems1135 и
Xrems1188 ржи (sy1) и локусом Xrems1234 ржи
(sy10). Биоинформатический анализ положения
маркеров на хромосомах ржи (номер сборки ге-
нома в базе GenBank – GCA_902687465.1) произ-
водился с использованием программ: Ipcress (из
пакета Exonerate версии 2.4.0) и Blastn версии
2.12.0. Расположение мутаций sy1, sy9, sy10, sy18 и
sy19 на хромосомах ржи и наиболее вероятные ге-
ны-кандидаты приведены на рис. 1.

Ранее было показано, что у гомозигот по мута-
ции sy1 наблюдается комплекс нарушений в ходе
мейоза, в частности: в профазе I формируются
только осевые элементы хромосом, отсутствует
синаптонемный комплекс (СК), на стадии мета-
фазы I мейоза в 96.8% случаев наблюдаются толь-
ко униваленты, белок Asy1 выявлялся в виде не-
прерывных линейных сигналов вдоль каждой
хромосомы [7].
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Результаты хромосомного картирования му-
танта sy1 показали, что наиболее вероятным ге-
ном-кандидатом в этом случае является ген, ко-
дирующий Mei2-подобный белок (Mei2-like pro-
tein 6). Ранее у арабидопсиса было выявлено пять
генов, относящихся к семейству Arabidopsis-
mei2-Like (AML), мутации в которых приводят к
нарушениям синапсиса, образованию унивален-
тов, фрагментации хромосом и формированию
ацентриков [8]. Mei2-подобные белки содержат
уникальный домен RRM, который отвечает за
связывание с РНК [9], предполагается, что они
могут как напрямую посттранскрипционно регу-
лировать активность генов, так и быть вовлечен-
ными в организацию и ремоделинг хроматина.
Это согласуется с раннее полученными данными
о том, что у мутанта sy1 отсутствуют ранние фер-
менты рекомбинации Rad51/Dmc1 [10], что мо-
жет быть связано с нарушениями на уровне пост-
транскрипционной регуляции соответствующих
генов. Было показано, что белок Mei2 является
главным регулятором мейоза у Schizosaccharomy-
ces pombe, а гены, кодирующие его ортологи, были
обнаружены у разных групп эукариот, поэтому
считается, что MEI2-подобные гены возникли на
ранних этапах эволюции эукариот [9]. Сравнение
аминокислотных последовательностей белков
Mei2-like protein 6 риса, кукурузы, пшеницы и
ржи показывает, что наибольшая степень сход-
ства между белками наблюдается именно в обла-
сти С-терминального домена RRM, специфично-
го для Mei2-подобных белков (166–274 а.к. белка
Mei2-like protein 6 ржи).

Асинаптический мутант sy9 был схож с мутан-
том sy1 по цитологической картине нарушений в
мейозе, однако у мутанта sy9 в 90% клеток белок
Asy1 отсутствовал, в отличие от мутанта sy1 [11].
Анализ генов-кандидатов для мутанта sy9 выявил
ген MAD2, продукт которого участвует в контроле

клеточного цикла. У кукурузы белок MAD2 лока-
лизуется во внешней части мейотического кине-
тохора [12], для его гомолога у нематоды С. elegans
была показана роль в регуляции мейотического
синапсиса [13]. Белок MAD2 вместе с белками
Bub1, Bub3, Cdc20 образует комплекс, контроли-
рующий соединение кинетохор с микротрубочками
веретена деления. MAD2 играет ключевую роль в
сборке этого комплекса благодаря домену HORMA,
впервые обнаруженному у белков HOP1, REV7 и
MAD2. Домен HORMA взаимодействует с осевы-
ми элементами хромосом, а также участвует в об-
разовании белковых гомо- и гетеродимеров [14].
Белок Asy1 относится к тому же семейству бел-
ков, содержащих HORMA-домен, что и MAD2
[15]. Сравнение аминокислотных последователь-
ностей белков MAD2 риса, кукурузы, пшеницы и
ржи показало практически полную их идентич-
ность, что говорит о принципиальной важности
этого белка для функционирования мейоцитов
растений.

Предшествующий анализ показал, что мута-
ции sy10, sy18 и sy19 вызывают частично негомо-
логичный синапсис и варьирующее число унива-
лентов в метафазе I. У мутанта sy10 белки Asy1 и
Zyp1 образуют линейные треки, однако трехслой-
ная структура СК не образуется, и синапсис про-
ходит гетерологично [11]. У мутанта sy19 вдоль
хромосом наблюдается прерывистый сигнал бел-
ка Asy1 [16]. Мутанты sy10 и sy18, как мы предпо-
лагаем, несут мутации в генах BUB3.3 и BUB3.1
соответственно. Белки BUB3.3 и BUB3.1 араби-
допсиса взаимодействуют с белком MAD2 [17], у
нематоды С. elegans была показана их роль в ком-
плексе с белком МAD2 в регуляции синапсиса
[18]. Эти белки содержат мотивы WD40, принци-
пиальные для белок-белковых взаимодействий.
Точковые мутации в консервативном мотиве

Рис. 1. Локализация мутаций sy1, sy9, sy10, sy18 и sy19 на хромосомах ржи. В прямоугольных рамках – предполагаемые
гены-кандидаты для этих мутаций.
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WD40 дрожжевого Bub3 нарушают его ассоциа-
цию с Mad2, Mad3 и Cdc20 [19].

В качестве гена-кандидата для мутанта sy19 на-
ми был выбран ген Meiosis 5, продукт которого го-
мологичен белкам WM5 пшеницы и PDF1 араби-
допсиса. У пшеницы этот ген экспрессируется на
ранних стадиях мейоза, однако его роль в форми-
ровании синапсиса пока не изучена. Делеция одной
из копий этого гена у пшеницы приводит к повы-
шенному гомеологическому спариванию хромосом
при межвидовом скрещивании [20]. Анализ амино-
кислотных последовательностей белков Mei5 из
разных видов злаков выявил характерную последо-
вательность, состоящую из остатков глицина, од-
нако ее функциональная роль в настоящее время
остается неизвестной.

Синапсис гомологичных хромосом в процессе
мейотического деления является основой для ге-
нетической рекомбинации и сбалансированного
расхождения хромосом в анафазе I. Нормальное
протекание этих процессов зависит, в том числе,
от правильного взаимодействия центромерных и
теломерных областей хромосом. Изучение мутан-
тов ржи, у которых в ходе мейоза наблюдаются
различные нарушения, выявило ряд генов, про-
дукты которых могут как посттранскрипционно
регулировать активность генов, так и быть вовле-
ченными в организацию и ремоделинг хромати-
на, а также контролировать соединение кинето-
хор с микротрубочками веретена деления.

Работа выполнена в рамках госзадания ИОГен
РАН (тема № 0092-2022-0002).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Search for Candidate Genes for Mutations Disrupting Synaptonemal Complex 
Formation in the Sequenced Genome of Rye Secale cereale
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The formation of a synaptonemal complex between homologous chromosomes during prophase I of meiosis
is of great importance for the normal course of the recombination process. Disturbances in the formation of
the synaptonemal complex can lead to both asynapsis (in this case, univalents will be present at the metaphase
I stage) and heterologous synapsis (both univalents and multivalents will be detected at the metaphase I
stage). Previously, we obtained rye mutants in which no formation of synaptonemal complexes (sy1 and sy9)
was observed or the synapsis was heterologous (sy10, sy18 and sy19). We performed a bioinformatics analysis
of the annotated rye genome and identified potential candidate genes for each of these mutants. The choice
of candidate genes was carried out on the basis of microsatellite mapping data and their comparison with an-
notated sequences of the rye genome. As a result, the following genes were selected: Mei2-like for the sy1 mu-
tant, MAD2 for the sy9 mutant, BUB3.3 and BUB3.1 for sy10 and sy18, respectively, and Meiosis 5 for sy19.

Кeywords: rye, meiosis, synaptonemal complex, mutation mapping.
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Изучили полиморфизм микросателлитов у полутонкорунных овец в типе ромни-марш печорской
популяции, выведенных с участием исчезнувшей ныне северной короткохвостой аборигенной овцы.
Оценка дифференциации групп овец разного генезиса по частотам генов STR-локусов, идентификация
приват-аллелей и кластерный анализ не позволили получить информацию об аллелофонде абориген-
ной овцы. Поглотительное скрещивание на улучшающую породу с селекцией кроссбредной популяции
по целевым стандартам мясошерстных пород, по-видимому, привели к утрате печорскими полутонко-
рунными овцами генного пула, характерного для северной аборигенной овцы.
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Ключевой проблемой сохранения генетиче-
ского разнообразия является сохранение популя-
ций и пород, генофонд которых пока безвозврат-
но не потерян [1]. Однако не менее важна пробле-
ма реконструкции аборигенных генофондов,
ассимилированных в процессе создания новых
пород или кроссбредных товарных популяций. В
связи с этим ранее нами проведено рекогносци-
ровочное исследование кроссбредных полутон-
корунных овец печорской популяции, при выве-
дении которых материнской основой послужила
ныне исчезнувшая аборигенная северная коротко-
хвостая овца. В результате получили предваритель-
ные сведения об аллельной структуре STR-локусов
и выявили приват-аллели, которые предположи-
тельно отнесли к утраченному аллелофонду [2]. В
задачи настоящего исследования входило путем
анализа более многочисленных выборок по алле-
лям STR-локусов определить генетический вклад
северной короткохвостой грубошерстной овцы в
аллелофонд печорской популяции.

С этой целью по 12 локусам микросателлитов
генотипировали три репродуктивные группы жи-
вотных. В первую включили полутонкорунных
овец по родословным и внешним признакам,
имевшим предпожительное родство с исчезнув-
шей аборигенной северной овцой. Во вторую
группу вошли помеси, полученные от скрещива-
ния баранов куйбышевской породы с печорски-

ми овцематками в типе ромни-марш, по родо-
словным и внешним признакам, не имевшим
родства с аборигенной овцой. В третью группу
включили чистопородных овец грубошерстной
романовской породы исторически близкой по ре-
гиону разведения и, возможно, имеющей с по-
следней общее происхождение [3]. Исследование
провели на базе экспериментального стада овец
крестьянско-фермерского хозяйства Л.А. Кане-
вой, изначально укомплектованного репродук-
тивным поголовьем овец, законтрактованным у
местного населения поселений Усть-Цилемского
р-на Республики Коми. Территория района (с
географическими координатами 65°48′13′′ северной
широты и 51°32′4′′ восточной долготы) относится к
атлантико-арктической климатической зоне.

Анализ полиморфизма микросателлитов на
коммерческих условиях выполнили лаборатории
ДНК-технологий ВНИИплем и ООО “Гордиз”
(gordiz.ru). Для генотипирования использовали
набор реагентов COrDIS Sheep, с помощью кото-
рого можно анализировать аллельный полимор-
физм следующих локусов: McM042, INRA006,
McM527, ETH152, CSRD247, OarFCB20, INRA172,
INRA063, MAF065, MAF214, INRA005, INRA023 и
маркер пола AMEL [4]. ДНК для анализа выделя-
ли из тканей ушных раковин, отсеченных во вре-
мя мечения животных. Образцы консервировали
96%-ным этиловым спиртом-ректификатом.

УДК 636.367/368:636.082.13:575
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По группам овец рассчитали следующие гене-
тико-популяционные показатели: число живот-
ных в группе – n, частоты генов (qijk – частота i-го
аллеля, j-го локуса, в k-ой (суб)популяции (груп-
пе); стандартные ошибки частот генов – ±sqijk),
разницу по частотам генов между группами овец
(dqijk), среднее число аллелей (Njk), число аллелей
с частотой ≥0.05 (Najk), число эффективных алле-
лей (Nejk) на локус, доля приват-аллелей к сумме
аллелей по 12 STR-локусам (Nplijk). Также по груп-
пам животных рассчитывали: ожидаемую (Hek) и
наблюдаемую (Hok) гетерозиготности, Fisjk – ин-
дексы фиксации, генетические дистанции при
попарном сравнении групп по отдельным локу-
сам – Fstj, и в среднем по 12 STR-локусам – Fst по
Райту [5], а также коэффициенты вариации Fstj,
вычисленные при попарном сравнении групп по
каждому в отдельности локусу (C.V.). Статисти-
ческую обработку данных, построение диаграмм
выполнили с использованием программ GenAlEx
6.503 [6] и Microsoft Excel.

В целом по 12 STR-локусам в трех группах жи-
вотных выявлено 109 аллелей, из них в первой
группе – 88, во второй – 91, в третьей – 77. Незави-
симо от породности и породы аллели INRA006110

INRA006164, ETH152186, CSRD247213 и CSRD247227,
OarFCB2091 и OarFCB20105, INRA172154, INRA063169 и
INRA063175, MAF065127 и MAF065135, MAF214189

встречались во всех группах овец с частотами
0.150 и выше. Первая и вторая группы овец досто-
верно различались по частотам 28 аллелей, первая с
третьей – по 57, вторая и третья – 61. Наиболее вы-
сокая частота достоверных различий между группа-
ми установлена по частотам аллелей трех высокопо-
лиморфных локусов: CSRD247, INRA005, INRA023
(табл. 1). В первой группе выявлены два приват-
аллеля: CSRD247209 и INRA023218, во второй – 11
аллелей, которые не встречались в первой группе,
10 из них отсутствовали и в алленофонде овец
третьей группы.

В самой “бедной” по аллельному разнообразию
третьей группе выявлено 16 специфических алле-
лей. Если в группах тонкорунных овец специфиче-
ские аллели встречались с низкими частотами (мак-
симальная частота – 0.049 ± 0.018 INRA023202), то у
романовских овец частоты некоторых из них пре-
вышали 0.05 и доходили до 0.130.

Из данных, приведенных в табл. 2, видно, что
по аллельному разнообразию, ожидаемой гетеро-
зиготности первая группа недостоверно превос-
ходила чистопородных романовских овец и усту-
пала кроссбредной второй группе. По значениям
Fis она характеризовалась максимальным избыт-
ком гетерозигот, а по количеству и частоте выяв-
ленных приват-аллелей достоверно уступала вто-
рой и третьей группам соответственно при уровне
значимости р < 0.05 и р < 0.01. Средняя по 12-ти

STR-локусам генетическая дистанция (Fst) между
первой и второй группами составила 0.012 ± 0.002.
По парам 1*3 и 2*3 значения Fst соответственно
были 0.052 ± 0.011 и 0.054 ± 0.010. Коэффициенты
вариации значений Fst, рассчитанных при попар-
ном сравнении групп в пределах каждого локуса,
колебались от 58.7 до 75.8%.

При сравнении пород (групп, популяций) не-
которые из полиморфных маркеров теоретически
могут коррелировать с дивергенцией популяций
по полиморфным генам, контролирующим се-
лективные признаки. Усреднение оценок генети-
ческой изменчивости по ряду маркерных локусов
нивелирует такие ассоциации и мешает их выяв-
лению [7–9]. Из данных, представленных на рис. 1
видно, что ни по одному локусу генетическая ди-
станция между первой и втрой группами не пре-
восходила генетические дистанции при попар-
ном сравнении первой и второй групп с третьей
группой. Локус CSRD247 являлся единственным,
по которому значение Fst между первой и второй
группами приближалось по величине к Fst между
первой и третьей группами.

Анализ более многочисленных выборок, чем в
ранее проведенном рекогносцировочном иссле-
довании [10], показал, что поголовье овец сохра-
нившее родственные связи с северными овцами и
овцами печорской породной группы по абсолютно-
му числу аллелей, числу информативных и эффек-
тивных аллелей на локус достоверно не отличались
от помесей печорских маток с баранами куйбышев-
ской породы и от чистопородных романовских
овец. Генетические дистанции по Райту между по-
лутонкорунными овцами 1-й и 2-й групп по от-
дельным локусам колебались в пределах от 0.004
до 0.024. По доле приват-аллелей от общего числа
аллелей по 12 локусам овцы первой группы досто-
верно уступали второй (р < 0.05) и третьей группе
(р < 0.001). Различия между первой и второй груп-
пами скорее всего обусловлены генетическим
компонентом, привнесенным куйбышевской по-
родой, поскольку именно во второй группе обна-
ружено 11 аллелей, которые в ней встречены.

При планировании исследования мы допуска-
ли, что генетическая дистанция между первой и
третьей группами должна быть ниже, чем между
второй и третьей, что косвенно указывало бы на
наличие генного пула аборигенной северной ко-
роткохвостой овцы в генофонде полутонкорунных
печорских овец первой группы. Такое допущение
основывалось на различном генезисе печорских
полутонкорунных овец и куйбышевской породы,
поскольку при выведении последней материн-
скими породами служили аборигенные грубо-
шерстные длиннотощехвостые черкасские и ва-
гасские полутонкорунные ярки, которые пере-
крывались баранами ромни-марш до получения
второго поколения включительно (“кровность”
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Таблица 1. Частоты аллелей STR-локусов и разница между группами овец по частотам аллелей

Локусы
А

лл
ел

и

Группы и численность животных Разница по частотам аллелей
между группами (dqijk)х1 (n = 68) 2 (n = 72) 3 (n = 50)

qijk ±sqijk qijk ±sqijk qijk ±sqijk 1–2 1–3 2–3

McM042 81 0.324 0.040 0.417 0.041 0.000 0.000 –0.093 0.324*** 0.417***
87 0.125 0.028 0.243 0.036 0.360 0.048 –0.118** –0.235*** –0.117*
89 0.176 0.033 0.076 0.022 0.060 0.024 0.100* 0.116** 0.016
93 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000 0.000 –0.007 0.000 0.007
95 0.022 0.013 0.049 0.018 0.240 0.043 –0.027 –0.218*** –0.191***
99 0.147 0.030 0.076 0.022 0.000 0.000 0.071 0.147*** 0.076***

103 0.206 0.035 0.132 0.028 0.340 0.047 0.074 –0.134* –0.208***

INRA006 108 0.007 0.007 0.104 0.025 0.000 0.000 –0.097*** 0.007 0.104***
110 0.478 0.043 0.493 0.042 0.580 0.049 –0.015 –0.102 –0.087
112 0.029 0.014 0.028 0.014 0.040 0.020 0.002 –0.011 –0.012
116 0.103 0.026 0.097 0.025 0.230 0.042 0.006 –0.127** –0.133**
124 0.191 0.034 0.104 0.025 0.000 0.000 0.087* 0.191*** 0.104***
130 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.020 0.000 –0.040* –0.040*
132 0.162 0.032 0.125 0.028 0.100 0.030 0.037 0.062 0.025
134 0.029 0.014 0.049 0.018 0.010 0.010 –0.019 0.019 0.039

McM527 158 0.000 0.000 0.014 0.010 0.000 0.000 –0.014 0.000 0.014
164 0.404 0.042 0.375 0.040 0.210 0.041 0.029 0.194*** 0.165**
166 0.169 0.032 0.146 0.029 0.170 0.038 0.023 –0.001 –0.024
168 0.162 0.032 0.236 0.035 0.120 0.032 –0.074 0.042 0.116*
170 0.096 0.025 0.139 0.029 0.070 0.026 –0.043 0.026 0.069
172 0.000 0.000 0.000 0.000 0.130 0.034 0.000 –0.130*** –0.130***
174 0.044 0.018 0.014 0.010 0.080 0.027 0.030 –0.036 –0.066*
176 0.125 0.028 0.076 0.022 0.120 0.032 0.049 0.005 –0.044
178 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.030 0.000 –0.100*** –0.100***

ETH152 186 0.456 0.043 0.396 0.041 0.330 0.047 0.060 0.126* 0.066
188 0.147 0.030 0.083 0.023 0.090 0.029 0.064 0.057 –0.007
190 0.081 0.023 0.139 0.029 0.490 0.050 –0.058 –0.409*** –0.351***
192 0.316 0.040 0.382 0.040 0.030 0.017 –0.066 0.286*** 0.352***
196 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.024 0.000 –0.060* –0.060*

CSRD247 209 0.022 0.013 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.022 0.000
213 0.375 0.042 0.194 0.033 0.620 0.049 0.181*** –0.245*** –0.426***
223 0.044 0.018 0.049 0.018 0.000 0.000 –0.004 0.044* 0.049**
227 0.250 0.037 0.410 0.041 0.240 0.043 –0.160** 0.010 0.170**
228 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000 0.000 –0.007 0.000 0.007
229 0.125 0.028 0.125 0.028 0.020 0.014 0.000 0.105*** 0.105***
231 0.044 0.018 0.111 0.026 0.030 0.017 –0.067* 0.014 0.081**
233 0.000 0.000 0.063 0.020 0.020 0.014 –0.063** –0.020 0.043
235 0.000 0.000 0.000 0.000 0.070 0.026 0.000 –0.070** –0.070**
237 0.140 0.030 0.028 0.014 0.000 0.000 0.112*** 0.140*** 0.028*
239 0.000 0.000 0.014 0.010 0.000 0.000 –0.014 0.000 0.014
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OarFCB20 87 0.015 0.010 0.056 0.019 0.000 0.000 –0.041 0.015 0.056**
89 0.037 0.016 0.146 0.029 0.150 0.036 –0.109** –0.113** –0.004
91 0.390 0.042 0.285 0.038 0.410 0.049 0.105 –0.020 –0.125*
93 0.103 0.026 0.111 0.026 0.000 0.000 –0.008 0.103*** 0.111***
95 0.066 0.021 0.042 0.017 0.000 0.000 0.025 0.066** 0.042*
99 0.096 0.025 0.028 0.014 0.010 0.010 0.068* 0.086** 0.018

101 0.074 0.022 0.139 0.029 0.060 0.024 –0.065 0.014 0.079*
102 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000 0.000 –0.007 0.000 0.007
105 0.221 0.036 0.188 0.033 0.370 0.048 0.033 –0.149* –0.183**

INRA172 126 0.243 0.037 0.104 0.025 0.000 0.000 0.138** 0.243*** 0.104***
154 0.500 0.043 0.486 0.042 0.160 0.037 0.014 0.340*** 0.326***
156 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.014 0.000 –0.020 –0.020
158 0.051 0.019 0.104 0.025 0.000 0.000 –0.053 0.051** 0.104***
160 0.074 0.022 0.132 0.028 0.540 0.050 –0.058 –0.466*** –0.408***
162 0.088 0.024 0.097 0.025 0.190 0.039 –0.009 –0.102* –0.093*
164 0.044 0.018 0.069 0.021 0.090 0.029 –0.025 –0.046 –0.021
170 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000 0.000 –0.007 0.000 0.007

INRA063 167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.024 0.000 –0.060* –0.060*
169 0.287 0.039 0.229 0.035 0.330 0.047 0.058 –0.043 –0.101
173 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.014 0.000 –0.020 –0.020
175 0.375 0.042 0.278 0.037 0.290 0.045 0.097 0.085 -0.012
177 0.081 0.023 0.125 0.028 0.180 0.038 –0.044 –0.099* –0.055
183 0.221 0.036 0.167 0.031 0.100 0.030 0.054 0.121** 0.067
189 0.000 0.000 0.014 0.010 0.000 0.000 –0.014 0.000 0.014
197 0.007 0.007 0.174 0.032 0.000 0.000 –0.166*** 0.007 0.174***
201 0.029 0.014 0.007 0.007 0.020 0.014 0.022 0.009 –0.013
209 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000 0.000 –0.007 0.000 0.007

MAF065 121 0.000 0.000 0.000 0.000 0.010 0.010 0.000 –0.010 –0.010
125 0.191 0.034 0.097 0.025 0.000 0.000 0.094* 0.191*** 0.097***
127 0.265 0.038 0.410 0.041 0.150 0.036 –0.145** 0.115* 0.260***
129 0.096 0.025 0.201 0.033 0.050 0.022 –0.105* 0.046 0.151***
131 0.029 0.014 0.007 0.007 0.110 0.031 0.022 –0.081* –0.103**
133 0.000 0.000 0.000 0.000 0.010 0.010 0.000 –0.010 –0.010
135 0.390 0.042 0.229 0.035 0.210 0.041 0.161** 0.180** 0.019
137 0.029 0.014 0.056 0.019 0.450 0.050 –0.026 –0.421*** –0.394***
139 0.000 0.000 0.000 0.000 0.010 0.010 0.000 –0.010 –0.010

MAF214 183 0.110 0.027 0.049 0.018 0.000 0.000 0.062 0.110*** 0.049**
187 0.007 0.007 0.063 0.020 0.000 0.000 –0.055** 0.007 0.063**
189 0.507 0.043 0.479 0.042 0.630 0.048 0.028 –0.123 –0.151*
191 0.250 0.037 0.306 0.038 0.160 0.037 –0.056 0.090 0.146**
223 0.125 0.028 0.104 0.025 0.080 0.027 0.021 0.045 0.024
263 0.000 0.000 0.000 0.000 0.130 0.034 0.000 –0.130*** –0.130***

Локусы
А

лл
ел

и

Группы и численность животных Разница по частотам аллелей
между группами (dqijk)х1 (n = 68) 2 (n = 72) 3 (n = 50)

qijk ±sqijk qijk ±sqijk qijk ±sqijk 1–2 1–3 2–3

Таблица 1. Продолжение
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по ромни-марш ≈75%) [11]. “Кровность” овец пе-
чорской породной группы по отцовской породе
ромни-марш доходила до 87–93% [12]. Поэтому ге-
нетический компонент северной аборигенной овцы
в синтетическом генофонде, по-видимому, не
превышал 13%. Родство романовской породы с
исчезнувшей северной короткохвостой овцой
обосновывалось их бесспорным сходством по не-
которым анатомическим особенностям скелета,
шерстного покрова, скороспелости, плодовитости,
полиэстричности и очагу первичного возникнове-
ния [3]. На этом основании генофонд романовской
овцы рассматривался нами в качестве возможного
образца генофонда северной аборигенной овцы
[13]. Хотя, объективности ради, заметим, что о

происхождении романовской породы до настоя-
щего времени единого мнения нет [3, 13, 14].

Таким образом, анализ дифференциации групп
овец разного генезиса по частотам генов STR-локу-
сов, генетических дистанций, приват-аллелей и
результатов ранее проведенного кластерного ана-
лиза [10] при исследовании более многочислен-
ных выборок не подтвердил полученную ранее
предварительную информацию об обнаружении
STR-маркеров аллелофонда исчезнувшей абориген-
ной северной короткохвостой овцы [10], ассимили-
рованной породой ромни-марш в ходе выведения
печорской полутонкорунной породной группы.
Поглотительное скрещивание на улучшающую по-
роду и селекция по целевым стандартам полутонко-
рунных мясошерстных пород в типе ромни-марш

Примечание. Достоверность различий (dqijk) при уровнях значимости: * – p ≤ 0.05, ** – p ≤ 0.01, *** – p ≤ 0.001.

INRA005 119 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.014 0.000 –0.020 –0.020
125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.070 0.026 0.000 –0.070** –0.070**
127 0.066 0.021 0.146 0.029 0.210 0.041 –0.080* –0.144** –0.064
129 0.096 0.025 0.014 0.010 0.000 0.000 0.082** 0.096*** 0.014
133 0.022 0.013 0.021 0.012 0.000 0.000 0.001 0.022 0.021
135 0.051 0.019 0.118 0.027 0.130 0.034 –0.067* –0.079* –0.012
137 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000 0.000 –0.007 0.000 0.007
141 0.199 0.034 0.181 0.032 0.020 0.014 0.018 0.179*** 0.161***
143 0.066 0.021 0.181 0.032 0.040 0.020 –0.114** 0.026 0.141***
145 0.250 0.037 0.188 0.033 0.130 0.034 0.063 0.120* 0.058
147 0.029 0.014 0.042 0.017 0.370 0.048 –0.012 –0.341*** –0.328***
151 0.169 0.032 0.097 0.025 0.010 0.010 0.072 0.159*** 0.087***
153 0.051 0.019 0.007 0.007 0.000 0.000 0.045* 0.051** 0.007

INRA023 194 0.169 0.032 0.215 0.034 0.060 0.024 –0.046 0.109** 0.155***
196 0.000 0.000 0.000 0.000 0.010 0.010 0.000 –0.010 –0.010
198 0.007 0.007 0.007 0.007 0.170 0.038 0.000 –0.163*** –0.163***
200 0.213 0.035 0.292 0.038 0.140 0.035 –0.078 0.073 0.152**
202 0.000 0.000 0.049 0.018 0.000 0.000 –0.049** 0.000 0.049**
204 0.096 0.025 0.097 0.025 0.030 0.017 –0.002 0.066* 0.067*
206 0.257 0.037 0.125 0.028 0.230 0.042 0.132** 0.027 –0.105*
208 0.074 0.022 0.042 0.017 0.010 0.010 0.032 0.064** 0.032
210 0.029 0.014 0.021 0.012 0.000 0.000 0.009 0.029* 0.021
212 0.125 0.028 0.042 0.017 0.250 0.043 0.083* –0.125* –0.208***
214 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.022 0.000 –0.050* –0.050*
216 0.015 0.010 0.035 0.015 0.050 0.022 –0.020 –0.035 –0.015
218 0.007 0.007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.007 0.007 0.000
220 0.007 0.007 0.076 0.022 0.000 0.000 –0.069** 0.007 0.076***

Локусы
А

лл
ел

и

Группы и численность животных Разница по частотам аллелей
между группами (dqijk)х1 (n = 68) 2 (n = 72) 3 (n = 50)

qijk ±sqijk qijk ±sqijk qijk ±sqijk 1–2 1–3 2–3

Таблица 1. Окончание
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привели к тому, что печорские полутонкорунные
овцы по STR-маркерам, видимо, утратили генный
пул короткохвостой аборигенной овцы, ранее
широко распространенной на территории Северной

Европы. По устным свидетельствам старожилов
приполярных районов, исчезнувшая северная або-
ригенная овца обладала неприхотливостью, жизне-
способностью, скороспелостью, плодовитостью

Таблица 2. Характеристика групп овец по генетико-популяционным показателям

Примечание. Хk – средние значение по 12-ти локусам STR в трех группах животных, ±Sxk – стандартные ошибки средних по
группам.

Показатель
Средние по группам

X1 ±Sx1 X2 ±Sx2 X3 ±Sx3

N 6.8 0.58 7.6 0.62 6.4 0.57
Na 4.9 0.36 5.1 0.19 4.7 0.43
Ne 4.077 0.322 4.321 0.356 3.655 0.436
NPl 0.027 0.017 0.110 0.033 0.208 0.046
ISh 1.553 0.073 1.624 0.075 1.419 0.096
He 0.740 0.018 0.753 0.018 0.690 0.029
Fis –0.050 0.013 –0.033 0.020 –0.023 0.025

Между группами 1*2 1*3 2*3

Fst 0.012 0.002 0.052 0.011 0.055 0.010
C.VFst 58.7 75.8 61.0

Рис. 1. Генетические дистанции по Райту между группами овец по 12-ти STR-локусам (Fst).
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и полиэстричностью – ценнейшими качествами,
которых остро не достает современным культур-
ным породам.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства высшего образования и науки РФ в рамках
Государственного задания 02106411598-8-4.4.4.

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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Analysis of the Allelofund of Semi-Fine-Wool Sheep
of the Pechora Population Using STR Markers
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aInstitute of Agrobiotechnologies of the Federal Research Center of the Komi, Science Center of the Ural Branch
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The polymorphism of microsatellites was studied in semi-fine-wool sheep in the Romney-Marsh type of the
Pechora population, bred with the participation of the now extinct northern short-tailed aboriginal sheep.
Evaluation of the differentiation of groups of sheep of different genesis by the frequencies of STR loci genes,
identification of private alleles and cluster analysis did not allow to obtain information about the allelofund
of the aboriginal sheep. Absorption crossing into an improved breed with the selection of a crossbred popu-
lation according to the target standards of semi-fine-wool breeds, apparently, led to the loss of the gene pool
characteristic of the northern aboriginal sheep by the Pechora sheep.

Keywords: frequency of alleles, heterozygosity, private alleles, subpopulation, allelofund, short-tailed, semi-
fine-wool, sheep.
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Нарушение функции иммунной системы и нейровоспаление, предполагается, могут играть роль в
патогенезе шизофрении. При этом роль адаптивного иммунитета на сегодняшний день мало изуче-
на. Данная работа является пилотным исследованием в выявлении разнообразия репертуаров Т-кле-
точных рецепторов гамма-цепи при шизофрении. В рамках проведенного исследования была апро-
бирована методология выявления иммунных репертуаров Т-клеточных рецепторов (ТКР) гамма-
цепи с использованием глубокого секвенирования, на примере нескольких пациентов с ювениль-
ной формой шизофрении. Были выявлены профили клонотипов, оценено их разнообразие и пред-
полагаемые отличия в структуре CDR3-региона TRG (T Cell Receptor Gamma Locus) функциональ-
ных клонов у пациентов с ювенильной формой шизофрении по сравнению с контрольными инди-
видами. Данный подход представляется перспективным для дальнейшего изучения изменений в
адаптивной иммунной системе на репрезентативных когортах больных с различными формами ши-
зофрении.
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Шизофрения – эндогенное полиморфное
психическое расстройство, частота встречаемо-
сти которого составляет около 1% во всем мире
[1]. Данное заболевание характеризуется когни-
тивными, поведенческими и эмоциональными
нарушениями [2]. Ранее проведенные исследова-
ния показывают, что воспаление в центральной
нервной системе (ЦНС) и нарушения систем им-
мунного ответа могут играть важную роль в пато-
генезе шизофрении. Эта гипотеза подтверждается
иммуногенетическими данными последних лет, а
также повышенной частотой аутоиммунных забо-
леваний у пациентов с шизофренией [3–7]. Совре-
менные технологии NGS-секвенирования откры-
вают новые возможности для изучения иммуноге-
нетических факторов при развитии шизофрении и
других нейропсихических патологий. Особый инте-

рес представляет собой изучение гамма-дельта
Т-клеточных рецепторов (ТКР), которые пред-
ставляют минорную фракцию Т-клеток (5–10%),
и на данный момент являются малоизученными.
При этом, гамма-дельта Т-клетки могут играть
значительную регуляторную роль в адаптивном
иммунитете у пациентов с ювенильной формой
шизофрении.

В исследовании использовали 17 образцов
ДНК, выделенной из периферической крови,
включающих девять пациентов с ювенильной
формой шизофрении и восемь здоровых индиви-
дов контрольной группы до 20 лет (табл. 1). Иссле-
дование было одобрено локальным этическим ко-
митетом Института общей генетики им. Н.И. Вави-
лова РАН (№ 5 от 01.12.2016 г.) и локальным
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этическим комитетом НИИ психического здоро-
вья Томского НИМЦ (протокол № 63/7.2014).

Образцы ДНК были выделены из перифериче-
ской крови набором QIAamp DNA Blood Midi Kit
(Qiagen). Оценка качества и количества выделен-
ной ДНК была проведена с использованием при-
боров: Nano Drop One C (Thermo Scientific) и Qu-
bit 4.0 (Invitrogen). Мультиплексную ПЦР с оли-
гонуклеотидами на CDR3-регионы TRG (T Cell
Receptor Gamma Locus) проводили на готовом на-
боре реагентов PicoMaxx High Fidelity PCR System
(Agilent). Синтез олигонуклеотидов TRG, опуб-
ликованных ранее в статьях [8, 9], был произведен
компанией “Евроген”. Амплификацию проводили
по протоколу, опубликованному ранее в статье [9].
Качественно ПЦР-продукты были проверены ме-
тодом гель-электрофореза в 2%-ном агарозном ге-
ле. Далее была проведена дополнительная очист-
ка ПЦР-продуктов с помощью набора QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen). Приготовление
NGS-библиотек для глубокого секвенирования
осуществлялось с помощью набора TruSeq DNA
PCR-Free Library Prep Kit (Illumina). Молярность
NGS-библиотек Т-клеточных рецепторов гамма-
цепи оценивали методом ПЦР в реальном време-
ни для каждой библиотеки с использованием набо-
ра KAPA Library Quantification Kit (KAPA Biosystems).
Оценку качества приготовленных библиотек осу-
ществляли с помощью наборов DNA High Sensitivi-
ty Chip (Agilent) и High Sensitivity D5000 (Agilent)
на приборах Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) и

TapeStation 4150 (Agilent) соответственно. NGS-
библиотеки были просеквенированы на платфор-
ме MiSeq Illumina (2 × 250) и проанализированы с
использованием программ MiXCR и VDJtools.

Из исходных прочтений в формате FASTQ для
каждого образца были получены репертуары
Т-клеточных рецепторов. Первым шагом с помо-
щью программы MiXCR [10] исходные данные в
формате FASTQ были выровнены на референс-
ные последовательности генов V, D, J и C-регио-
нов T-клеточных рецепторов человека и получе-
ны репертуары CDR3 в табличном виде. Для
дальнейшей предобработки и первичного анали-
за был использован пакет программ VDJtools [11].

Полученные репертуары были скорректирова-
ны с помощью программы VDJtools Correct для
устранения ошибочных клонотипов: были объ-
единены клонотипы, последовательности кото-
рых отличались двумя и менее нуклеотидами, и
отношение частоты редкого варианта клонотипа
к частому было менее 0.05. Далее, с помощью
программы VDJtools Decontaminate с параметра-
ми по умолчанию, была проведена деконтамина-
ция полученных на предыдущем шаге репертуаров.
С помощью программы VDJtools FilterNonFunc-
tional были отфильтрованы нефункциональные
клонотипы (клонотипы, в последовательности ко-
торых встречаются стоп-кодоны или сдвиги рам-
ки считывания).

Таблица 1. Список образцов ДНК, выделенных из периферической крови пациентов с шизофренией и здоровых
индивидов контрольной группы

№ Диагноз Возраст Возраст манифестации 
заболевания Пол Кол-во

прочтений
Разнообразие 
клонотипов

1 Здоровый 19 – Ж 227007 7103
2 То же 20 – M 145520 7380
3 « 20 – Ж 103268 6615
4 « 18 – Ж 501141 3902
5 « 18 – M 220172 3721
6 « 18 – Ж 247434 3920
7 « 20 – M 319309 5027
8 « 20 – M 379338 4358
9 Шизофрения 19 13 Ж 199163 4707

10 То же 19 17 Ж 214393 9287
11 « 17 12 M 205314 20204
12 « 20 17 M 231099 7891
13 « 19 15 M 263702 8061
14 « 18 17 M 179660 12040
15 « 18 15 M 345709 4712
16 « 19 18 Ж 155511 4380
17 « 20 14 Ж 256086 5919
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Рис. 1. Результаты сравнительного анализа TRG-репертуаров пациентов с ювенильной шизофренией и контрольной
группы здоровых индивидов. а – значения в матрице соответствуют числу уникальных клонотипов, общих для образ-
цов из группы больных шизофренией и из контрольной группы (количество образцов указано на соответствующей
оси). Были отобраны клонотипы (в красной рамке, “Спец. шиз.”), которые встречаются как минимум у двоих паци-
ентов с шизофренией, но не встречающихся в контрольной группе. б – сравнительный анализ значений взвешенной
средней длины CDR3 (количество аминокислот)-регионов TRG у пациентов с шизофренией и контрольной группой.
Для анализа был использован тест Крускала с поправкой Данна. Были отобраны клонотипы “Спец. шиз.”, которые
встречаются как минимум у двоих пациентов с шизофренией, но не встречаются в контрольной группе. Аналогичным
образом были отобраны клонотипы, специфичные для здоровых индивидов “Спец. конт.”. Свойства полных репер-
туаров обозначены как “Полн. шиз.”, “Полн. конт.”; * P < 0.05, ** P < 0.01.

Число общих клонотипов

К
ол

ич
ес

тв
о 

об
ра

зц
ов

 –
 ш

из
оф

ре
ни

я

Количество образцов – контроль

а

б

6 2

14 3

26 5 1

43 15 7 2

36 18 9 2 1

1

4

285152

8210711868

76160263274

932505641k

883192k

5140412k

22k

29 16 4

404319147

13 43

33 13 9

1214141632 27 25 15

2114341 18 22 30

42 10 18 25 75

0 1 2 3 4 5 6 7 8

15.5

14.5

13.5

12.5

12.0

13.0

14.0

15.0

“Спец.
шиз.”

“Спец.
конт.”

“Полн.
шиз.”

“Полн.
конт.”

Средняя длина CDR3-регионов TRG



ГЕНЕТИКА  том 59  № 7  2023

ПИЛОТНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ПО ВЫЯВЛЕНИЮ РЕПЕРТУАРОВ ГАММА-ЦЕПИ 853

При расчете базовых статистик (таких как
средняя частота клонотипов, средняя длина по-
следовательности CDR3 и других), а также мет-
рик разнообразия репертуаров (индекс Шенно-
на–Винера, нормализованный на размер репер-
туара, D50 и других) из исходных репертуаров
последовательно выбирались случайные подмно-
жества из 103268 прочтений (это число было вы-
брано как наименьшее из числа прочтений среди
всех репертуаров, а именно для образца № 3).

Последующее сравнение свойств репертуаров
(включая анализ их физико-химических свойств)
в группе больных и здоровых, а также регрессион-
ный анализ свойств репертуаров относительно
возраста и длительности заболевания был прове-
ден с помощью разработанных нами скриптов
Python 3. При сравнении свойств репертуаров
между группами больных и здоровых использо-
вался U-критерий Манна–Уитни.

Для анализа физико-химических свойств ре-
пертуаров и сравнения в группах больных и здо-
ровых использовался подход аналогичный тому,
что изложен в статье [9]. Так как сравнение пол-
ных репертуаров не показало значимых отличий
между группами, то мы предположили, что отли-
чия могут быть в субрепертаурах (подмножествах
клонотипов), которые специфичны для группы
больных или для группы здоровых. Для этого бы-
ли отобраны только аминокислотные последова-
тельности CDR3, которые встречаются хотя бы в
двух образцах из группы больных шизофренией, но
не встречаются в контрольной группе (рис. 1,а).
Цель данного подхода – выявить наборы клоно-
типов, специфичных для одной из групп (группа
больных шизофренией). В основе выбранного
подхода реализованы следующие идеи: 1) клоно-
типы, сходные по ряду физико-химических
свойств, могут определять их специфичность к
сходным антигенам; 2) свойства таких “класте-
ров” клонотипов с общими физико-химически-
ми свойствами будут наиболее выражены в субре-
пертуарах, характерных только для одной из
групп в сравнении (“Спец.”): для этого из полных
репертуаров образцов каждой группы были выде-
лены только те клонотипы, которые не встреча-
ются во второй группе и при этом общие хотя бы
для двух образцов из первой группы. Таким обра-
зом, для свойств, значимо отличающихся между
группами больных и здоровых, можно опреде-
лить пороговое значение (например, среднее для
группы “Спец. шиз.”), которое можно использо-
вать как один из маркеров болезни.

Таким образом, получены репертуары CDR3-
регионов Т-клеточных рецепторов гамма-цепи
17 индивидов, из которых девять являются боль-
ными шизофренией. Количество прочтений для
функциональных клонотипов в полученных ре-
пертуарах составило 246696 ± 96098, при этом ре-
пертуары содержат 7013 ± 4081 клонотипов (сред-
нее ± стандартное отклонение). Данные по коли-

честву прочтений и клонотипов по каждому
индивиду приведены в табл. 1. Всего полученные
репертуары содержат 73355 уникальных клоноти-
пов, из которых 9789 являются публичными
(встречаются как минимум у двух образцов). До-
минирующим сегментом во всех образцах для
Топ-100 клонотипов в полученных репертуарах
является сегмент TRGV9, доля которого состав-
ляет от 56 до 92%, что согласуется c литературны-
ми данными [12].

Статистически значимая разница наблюдается
в увеличении средней длины CDR3-регионов
функциональных TRG в группах шизофрения-
специфичных клонотипов по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 1,б). Для валидации полу-
ченных результатов и поиска новых иммуногенети-
ческих изменений в репертуарах Т-клеточных ре-
цепторов пациентов с шизофренией и другими
нейропсихическими патологиями необходимо
проведение дополнительных исследований на
расширенных выборках. Дальнейшие исследова-
ния в этой области могут пролить свет на измене-
ние адаптивного иммунитета у пациентов с шизо-
френией.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (номер гранта 19-75-30039). Авторы выра-
жают благодарность Светлане Александровне
Ивановой за предоставление коллекции образцов
периферической крови пациентов с шизофренией
и контрольной группы здоровых индивидов.

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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Disfunction of immune system and neuroinflammation may play a role in pathogenesis of schizophrenia.
The role of adaptive immune system has to be elucidated. We present a pilot study to test the methodology of
profiling of immune repertoires of the TCR gamma chain by deep sequencing using several patients with
juvenile schizophrenia and unaffected control subjects. The clonotype profiles were revealed and their diver-
sity and presumable differences in structure of CDR3 TRG region of functional clones in juvenile schizo-
phrenia and controls were estimated. This approach is perspective for further comprehensive study of changes
in adaptive immune system in representative cohorts of patients with different forms of schizophrenia.
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